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摘 要 根据绿色荧光蛋白基因和枯草芽孢杆菌木糖诱导型启动子 342,5 序列，分别设计两对特异引物 .2@0-2K
342<LM和 .2@0-2K 1-6<LM，扩增获得了完整的启动子 342,5 和 1-6 基因序列。进一步以上述产物混合物为模板，以
.2@0-2 342<L .2@0-2 1-6M做引物进行重迭 N9M，获得了 342,531-6 重组翻译融合表达盒。经 76"!和 86$!完全酶切
后，将 342,531-6 表达盒分别插入大肠杆菌3苏云金芽孢杆菌穿梭载体 .O;&!#和大肠杆菌3枯草芽孢杆菌穿梭载体
.MN$$。相应的重组表达质粒 .P<N&!#和 .P<N$$转化枯草芽孢杆菌感受态细胞。前者在标准菌株 !76中得到良好
发光表型，后者则在标准菌株 !76和野生目标菌株 :"!7中均得到良好的发光表型。室内平板抑菌实验结果显示
:"!7生防效果与出发菌株没有明显差异，遗传稳定性研究表明连续稀释培养约 !5#代后，工程菌株稳定性为 "4Q，

质粒丢失频率低于 &R# S !%T 4 L代。
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研究阐明生防微生物具有的植株的定殖、扩散

和生存竞争能力是揭示生防作用机制的重要方面，

对提高和稳定菌剂的生防效果、制定科学的施用技

术具有重要意义。发光标记系统等现代基因标记技

术的兴起，为探明拮抗细菌的根围定殖动态提供了

有效的研究手段。绿色荧光蛋白（P2--G B)E(2-KF-G/
.2(/-@G，P<N）标记系统具有标记基因小（约 !V1），直
接肉眼检测荧光、对细胞安全、稳定等优点［!］，已被

成功用于微生物定殖［$］、对宿主组织侵染［&］、微生物

动态监测［#］、基因表达调控［7］等研究，但用 1-6 基因
标记植病生防枯草芽孢杆菌尚未见报道。

:"!7是江苏省农科院植保所分离的一株枯草
芽孢杆菌，对水稻纹枯病具有良好的防效，近年在江

苏、安徽省等地每年推广使用近百万亩，为绿色无公

害大米的生产提供了有力的技术支撑［5］。通过基因

工程将对水稻二化螟高效的 0*2 基因转入 :"!7，获
得了杀虫防病效果良好的工程菌［6 T "］。但对 :"!7
在水稻根围或土壤中的定殖、存活、繁殖、运动等微

生态行为规律及其抗菌防病机制仍缺乏深入系统的

了解。本研究通过绿色荧光蛋白标记基因与枯草芽

孢杆菌木糖启动子翻译融合，构建了适合枯草芽孢

杆菌的标记系统，获得了 1-6 标记的 :"!7 工程菌，
为进行相关跟踪研究创造了条件。

! 材料和方法

!"! 菌株与质粒
本研究所用菌株与质粒见表 !。

!"# 培养基、抗生素与试剂
枯草芽孢杆菌感受态细胞培养基为 WX 与

WX9O培养基［!%］，枯草芽孢杆菌和大肠杆菌培养采
用 Y:培养基［!!］。限制酶购自 ;=Z=M=公司，;4X+8
连接酶购自 N2(0-[= 公司，X+8 凝胶回收试剂盒，
;=\ .)EK X+8 聚合酶购自上海生物工程公司，N9M
引物由上海生物工程公司合成。氯霉素和氨苄青霉

素购自经科生物工程公司，使用浓度分别为大肠杆

菌（氨苄青霉素）：!%%"[L0Y，枯草芽孢杆菌（氯霉
素）：#"[L0Y。
!"$ 重迭 %&’扩增
根据绿色荧光蛋白基因和枯草芽孢杆菌高效表

达启动子木糖启动子 342,5 序列，分别设计两对特



表 ! 菌株和质粒
"#$%& ! ’()#*+, #+- .%#,/*-,

!"#$%&’ $&( )*$’+%(’ ,-&."/)- !.0#1-

!"#$%&’

!"#$%&’#$’( #)*’

23445
+(, +#, "-.677 $"+849 /$’ *%- &.": *(#0 1(*; 1(*< (&( /)2= /$& /">!（ *(#?

.&)=@）AB（［ /&(CDE .&)=@ *(#FG *(#H!34I］
<J%’ *$K

3(#’**-" "-4/’*’"

4EL /&.M <J%’ *$K

@N4E O%*( "/)- <J%’ *$K

@4EL?15.D4I @4EL 1$##/%&P ),AQD4I <J%’ #-’-$#1J

@4EL?15.RR @4EL 1$##/%&P ),AQRR <J%’ #-’-$#1J

@N4E?15. @4EL 1$##/%&P .S ),AQRR <J%’ #-’-$#1J

Q*$’+%(’：

)T<D4I ! U #)*’?3 U /$-&’21’%2"’" ’J0""*- V-1".#，=+)8 6#8 <J%’ *$K

)8QRR ! U #)*’?3 U "-4/’*’" ’J0""*- )*$’+%(，=+)# M+# <J%’ *$K

),AQD4I )T<D4I 1$##/%&P RWD XK 6.2"Y7.$" 890*:?15. 1$’’-""- <J%’ #-’-$#1J

),AQRR )8QRR 1$##/%&P RWD XK 6.2"Y7.$" 890*:?15. 1$’’-""- <J%’ #-’-$#1J

),AQ0V =+)#，15. Z=[!

)T<D4I?\/*8 )T<D4I 1$##/%&P )#.+."-# 890*: F&’"%"0"- Q$’"-0#

!Z=[：Z$&]%&P =P#%10*"0#- [&%V-#’%"/

异引物 )#%+-#’ 890AY8和 )#%+-#’ 15.AY8，并在 15. 上
游引物和 890*: 下游引物分别引入 6.2"和 7.$"
酶切位点，并使 15. 上游引物和 890*: 下游引物中
15. 起始密码子与 890*: 正确连接。

)#%+-# 890A（ 890*: 上 游 ）： IB?M=M =
<, M=< ,M M =<, <M= M<, <<, M<< M=,?DB

7.$"
)#%+-# 890:（890*: 下游）：IB?<<M <<M <MM <<<

=M< M=< ,<, =<< <MM MMM <<=?DB
)#%+-# 15.A（15. 上游）：IB?<== ,,, ,,= ==<

M=M =<, =,< === ,,= ,== ,==?DB
)#%+-# 15.8（15. 下游）：IB?,, , ,<= MM= <<=

<<< <<, =M= MM= ,=?DB 6.2"
分别以引物对 )#%+-#’ 890AY8和 )#%+-#’ 15.AY8

扩增 890*: 和 15. 序列，然后以其混合物做模板，以
)#%+-# 890AY )#%+-# 15.8做引物进行二次 QM8。QM8
反应参数：N7^、D5 ’，IE^、D5 ’，9R^、R +%&，D5 个
循环。

!01 遗传转化与基因重组
枯草芽孢杆菌感受态细胞制备、遗传转化和质

粒提取按文献［45］方法；大肠杆菌质粒提取、CZ=

酶切、片段回收、连接及遗传转化采用常规方法［44］。

!01 工程菌株发光表型观察
采用约 DEI &+ [_激发，肉眼直接观察。

!02 工程菌株稳定性测定
过夜活化菌株，以 5W4‘接种无抗生素 :@培养

液，D5^培养，在对数生长期（小于 I J）取样，继续以
5W4‘接种无抗生素 :@培养液，重复直至约 I5 J，进
行连续稀释培养。过夜连续活化的菌株以 5W4‘接
种无抗生素 :@培养液，D5^ 培养约 I5 J。在两种
条件下，不定时取样，涂布无抗性 :@ 平板培养，选
取约 D55个克隆转入抗性 :@平板，以抗性菌株所占
百分比计算工程菌株的遗传稳定性［L］。

!03 工程菌株抑菌活性检测
@N4E和 @N4E?15. 接种 QC= 平板两端，同时在

平板中央接种一小块纹枯病菌丝体，RE^培养，R(
后观察抑菌圈的大小，分别在自然光、紫外光、自然

光与紫外光同时存在，对平板进行拍照，记录结果。

4 结果与分析

40! 重迭 567构建 !"#$8%&’ 表达盒
分别以质粒 )T<D4I?\/*8和 ),AQRR为模板，引
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物对 !"#!"#和 $%&!"#为引物，经 $%#扩增分别获
得了 &’( )* !"#’( 片段和 +’, )*的 $%& 片段。进一
步以上述扩增产物混合物为模板，以 !"#!和 $%&#
为引物，$%#扩增得到了约 -’.)*的 !"#’(/$%& 转录
翻译融合表达盒片段（图 &）。

图 & $%#与重迭 $%#产物电泳分析
!012 & 3456789:;985<0< 9= 9>584?::0@1 $%# :89AB67<

&’ $%# :89AB6709@ 9= :89C9758 !"#’(；

-’ $%# :89AB6709@ 9= $%&；

.’ $%# :89AB6709@ 9= !"#’(/$%&；

D 2 E?8)58（!FGH" )*+&.+&）

图 - 携带 !"#’(/$%& 表达盒重组质粒 :I!$&(和 :I!$--的构建
!012 - %9@<78B6709@ 9= 8569C*0@?@7 :4?<C0A< :I!$&( ?@A :I!$-- 6?88J0@1 !"#’(/$%& 545C5@7

!"! 枯草芽孢杆菌标记系统的构建
将获得的表达盒 !"#’(/$%& 用,&-"和 .&/"进

行双酶切，与相应酶切的大肠杆菌/苏云金芽孢杆菌
穿梭载体 :KL.&( 连接，转化 ME&&+，提取重组子质
粒，限制酶切电泳分析后，转化枯草芽孢杆菌标准菌

株 &N,，结合抗性标记和发光表型筛选得到 &N,工程
菌株 O&N,/$%&.&(，重组质粒命名为 :I!$.&(。用
,&-"和 .&/"进行双酶切 :I!$.&(，将 !"#’(/$%&
克隆到大肠杆菌/枯草芽孢杆菌穿梭载体 :#$--，转
化 ME&&+，得到重组质粒 :I!$--。重组质粒 :I!$--
转化 &N,同样得到了 I!$发光表型的转化子 O&N,/

$%&--。重组质粒 :I!$.&(和 :I!$--构建流程和酶
切分析鉴定见图 -，$4?75"/H，O。
!"# $%&’标记菌株的构建与发光表型观察
提取质粒 :I!$-- 和 :I!$.&(，分别转化 OP&N

感受态细胞，:I!$--成功获得了转化子，但:I!$.&(
多次转化均没有成功。经结合发光表型、质粒提取

和酶切分析筛选获得了重组质粒 :I!$--的 OP&N转
化子 OP&N/$%&（图片从略），将 OP&N/$%& 涂布 QO 平
板，.RS，过夜培养。紫外下未标记菌株 OP&N 菌落
色泽昏暗，没有任何荧光（$4?75"/%（?）），而肉眼即
能看到 OP&N/$%& 强烈的荧光（$4?75"/%（*）），且荧
光显微镜下单个 OP&N/$%& 细胞发光非常明显（$4?75

"/%（6））。自然菌株和标记菌株之间菌落颜色差别
十分明显，容易区分。

!"( $%&’标记菌株抑菌活性检测
接种 OP&N、OP&N/$%& 和病原真菌指示菌于 &+个

$FH平板，进行平板抑菌活性检测。结果表明标记
菌株 OP&N/$%& 与原始菌株 OP&N的抑菌活性无明显
差异，随机选取一个平板拍照。在自然光下，自然菌

株 OP&N（$4?75"/F（?），（*）中左右菌落）与标记菌株
（$4?75"/F（?），（*）中上下菌落）抑菌活性没有明显
差异，颜色虽有差异，但不够显著（$4?75"/F（?））。
在紫外和灯光共同照射下，标记菌株发出强烈荧光，

自然菌株则没有（$4?75"/F（*）），在只有紫外光照射
下，标记菌株菌落发出强烈荧光，而自然菌株菌落则

没有任何荧光（图片从略）。

!") $%&’标记菌株遗传稳定性测定
接种 OP&N/$%& 于 ( CQ QO培养液（含氯霉素），

.RS，过夜活化菌株。以 +’&T接种于 ( CQ QO培养
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液，连续稀释培养和连续培养 !"#! $，在不同时间取
样涂 %&平板，紫外下计算具有绿色荧光表型的菌
落所占百分比，以此作为工程菌株的稳定性。实验

结果表明：&’()*!"# 在连续稀释培养 !"#! $后的质
粒稳定性为 ’+,，连续培养的稳定性为 "-,（图 -）。

图 - &’()*!"# 的质粒稳定性实验
./01- 2345/6/37 89 :;0/;::<:= >3<4/;> &’()*!"#
———! ?;@A543/8; B/3$ @8;3/;A46 =/6A3/8;

———" 2A@@:>>/C:67 /;@A543/8;

! 讨 论
芽孢杆菌是土壤、植物根际和叶围的重要微生

物种群，许多天然分离株能够促进植物生长和产生

抗菌物质，是植物病害生防菌株的重要来源［((］。通

过现代生物技术对生防菌株进行遗传标记，是研究

和阐明其在生态环境中的生物学行为规律的重要技

术手段和有效的途径。

本研究选择枯草芽孢杆菌木糖启动子和绿色荧

光蛋白基因作为标记材料，根据它们的 DEF序列设
计两对特异引物，通过重迭 GHI构建了木糖启动子
与 !"# 转录翻译融合表达盒。采用重迭 GHI构建重
组表达盒方法简单、易于操作，其关键是要确保重迭

引物中 !"# 的开放阅读框与启动子读码框的准确连
接。为了避免 GHI引起的错配，我们首先采用 J4K
L6A> DEF高保真聚合酶进行 DEF扩增；其次，我们
提取了多个重组克隆质粒转化枯草芽孢杆菌模式

菌，通过发光表型进一步筛选重组质粒；最后，我们

对筛选到的重组质粒进行序列测定，证实了两个

DEF元件的准确连接（结果从略）。
野生型芽孢杆菌往往存在复杂的遗传修饰系

统，遗传转化效率低甚至不能转化［"］。本研究中我

们构建了两个不同的重组穿梭表达质粒，它们能有

效转化模式菌 ()"并表达良好的发光表型。但只有
一个重组质粒能够转化 &’()，且转化效率很低（约
(MN @9AO!0 DEF），这与文献报道基本一致，也反应了
野生型菌株基因操作的复杂性。如何进一步克服和

改进野生型芽孢杆菌遗传转化效率还需进行系统深

入的研究。

质粒稳定性实验表明工程菌株在连续稀释培养

!"#! $ 后，仍有 ’+,的菌株含有重组质粒。如果
&’()*!"# 在连续稀释培养条件下处于对数生长状
态，代时为 NM P/;，则 &’()*!"# 细胞分裂了约 (Q!
代，质粒分离稳定性为 ’’#’)+),O代，质粒丢失频率
低于 -#! R (MS + O代。连续培养条件下稳定性低于连
续稀释培养，原因可能是连续培养时工程菌株生成

芽孢，质粒在分配进入孢子较营养生长更容易丢失。

在自然环境中，不仅温度、湿度、氧气和营养条

件与实验室完全不同，而且，还要承受天然微生物群

落的生存竞争压力。微生物在环境中的生长繁殖速

度远远低于实验室条件，如枯草芽孢杆菌在土壤中

代时一般在 !M T (MM $，是实验室条件下 (!M T -MM
倍［(N］。因此，我们可以认为即使进行一个生长季节

的追踪检测，工程菌株的遗传稳定性也基本满足研

究的需要。
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更 正

刊登于 /001年 52卷 T期 !.T10，张玲、孙昭、沈爱玲、马丽、姜学英、马冠杰、杨晓、赵春华等同志的文章“8?"51基因剔除对
小鼠造血功能的影响”，其图 5因我刊疏忽，误用了图 /照片，正确的图 5应为：

图 5 骨髓病理形态观察
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为此，特向各位作者及读者致以深深的歉意！
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