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摘要 通过携带 Mini-Tn10转座子的温度敏感性质粒载体pIC333构建了苏云金芽胞杆菌YBT-1518菌株

的插入突变体库。从突变体库中筛选得到1株芽胞不能在萌发剂 L-丙氨酸诱导下萌发的突变株(命名为

MA1),进一步的试验表明该突变株菌株的芽胞在其他氨基酸L-苯丙氨酸、L-缬氨酸和L-亮氨酸以及糖类萌发

剂葡萄糖、果糖和蔗糖的诱导下也都不能萌发,表明 MA1很可能属于新型的芽胞萌发缺陷突变株。
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  苏云金芽胞杆菌(Bacillusthuringiensis,Bt)是
革兰氏阳性菌。它的形态、培养特征和生化特性与

蜡状芽胞杆菌(Bacilluscereus,Bc)群的细菌有许多

相似之处[1]。目前,作为一种对人畜安全无毒、不污

染环境的高效微生物杀虫剂,在害虫防治中发挥着

重要的作用,其商品制剂的销售额占整个生物杀虫

剂的90%,还具有迅速而稳定增长的趋势,而大部

分商品制剂有效成分都是胞晶混合物,从本质上来

讲都属于芽胞制剂[2-3]。因此,在使用的过程中芽胞

的萌发效率直接影响其杀虫的持效期,从而影响其

使用效率。
芽胞是芽胞杆菌属(Bacillus)和梭菌属(Clos-

tridium)在饥饿或贫瘠营养条件下,由营养细胞被

诱导形成的,休眠状态的芽胞呈圆形或椭圆形、具厚

壁、内部含水量极低,在代谢上几乎是静止的,并且

对热、辐射、干燥、极端pH 及有毒物质表现出极强

的抗逆性,是生物界抗逆性最强的生命[4]。但是休

眠状态的芽胞能够监测着外界环境,当外界条件适

宜其生长时,芽胞开始萌发并最终生长成为营养体

细胞,芽胞由休眠状态经过一系列复杂生理生化反

应成长为营养体并恢复新陈代谢作用,这个过程称

为萌发(germination),而刺激芽胞萌发的营养物质

或是 其 他 的 外 在 因 素 则 称 为 萌 发 剂 (germi-

nants)[5]。
近年来,以枯草芽胞杆菌为模式菌株,有关芽胞

萌发的研究成为了研究热点,主要包括芽胞萌发相

关受体基因、营养萌发途径和芽胞萌发信号传导

等[6-8]。有关芽胞杆菌营养萌发的研究较多,然而对

Bt芽胞萌发的报道极少,本研究利用携带有 Mini-
Tn10转座子的质粒载体pIC333构建苏云金芽胞杆

菌的突变体库[9],而筛选芽胞在萌发剂诱导下不萌

发的突变株,为寻找与鉴定其芽胞萌发相关基因奠

定基础。本试验筛选得到1株在芽胞萌发表型上与

野生菌株有显著差异的突变株,其芽胞在氨基酸类、
糖类萌发剂的诱导下都不萌发,而先前报道的突变

株一般只对某种或某一类萌发剂表现不萌发的表

型[10-11],MA1极有可能属于新的芽胞萌发缺陷型

突变株。

1 材料与方法

1.1 菌株及质粒

Bt野生菌株 YBT-1518为笔者所在实验室分

离的 对 北 方 根 结 线 虫 具 有 高 毒 力 的 菌 株[12];

pIC333,携带有 Mini-Tn10转座子,在本试验中用

于构建突变体的温度敏感型的自杀性载体,具有壮

观霉素和红霉素抗性[9]。



  华 中 农 业 大 学 学 报 第29卷 

1.2 培养基

LB培养基:蛋白胨1%;酵母粉0.5%;NaCl
1%;pH7.0~7.2,固体培养基添加1.5%~1.8%
的琼脂粉。

ICPM培养基:蛋白胨0.6%,葡萄糖0.5%,

CaCO30.1%,MgSO4·7H2O0.1%,K2HPO4
0.05%,pH7.0,固体培养基添加1.5%~1.8%的

琼脂粉。
1.3 试 剂

各种限制性内切酶,DNA连接酶,碱性磷酸酶,

DNA聚合酶,dNTP,各种DNA等均为TaKaRa公

司产品;其余常规试剂和药品为上海生工和北京原

平皓等公司产品。
1.4 苏云金芽胞杆菌的感受态细胞的制备

苏云金芽胞杆菌电转化感受态的制备参照Si-
lo-Suh的方法[13]并加以改进。具体步骤如下:

将苏云金芽胞杆菌过夜活化,按1/100的接种量

转接至50mL新鲜的LB培养液,于28℃以200r/min
的转速振荡培养至对数生长中期;5000r/min离心

5min收集菌体,并用预冷的EP缓冲液 (272mmol/L
蔗 糖,15% 甘 油,5 mmol/L KH2PO4-K2HPO4,

5mmol/LMgCl2)洗涤菌体4次,最后一次重悬于

1/100初始培养物体积的预冷的EP缓冲液中;每管100

μL分装感受态细胞于1.5mL离心管中,存于-80℃
备用。
1.5 苏云金芽胞杆菌的电转化

取75μL感受态细胞,加入适量脱盐后的质粒

DNA(体积≤2μL),混匀后加入到0.2cm电转化

杯中,置冰上10min;2.0~2.5kV电击后迅速加入

1mL预热的LB培养基;28℃、200r/min恢复培养

1~2h;取200μL恢复培养物涂布含有100μg/mL
壮观霉素(Spec)和25μg/mL红霉素(Erm)的LB
抗性平板,于28℃培养12~16h后挑取转化子。
1.6 转座子插入突变

突变体的构建主要按照Gominet等[14]的方法

并作适当改进,即挑取新鲜的转化子接种于含有红

霉素抗性的50mL的LB液体培养基中;28℃、200
r/min培养6h;1/100稀释,转接于50.0mL、无抗

性的LB液体培养基中;42℃、200r/min培养3~5
代,约1.5~2.0h;依次再转接2~3次;最后1次

1/1000转接,42℃、200r/min培养;培养液稀释后

分别涂布壮观霉素和红霉素抗性平板,对红霉素敏

感而对壮观霉素具抗性的则为突变子。
1.7 芽胞萌发表型缺陷菌株的筛选

1)芽胞的获得。Bt菌株于LB液体培养基过夜

活化,取200μL菌液直接涂布ICPM固体培养基的

平板上培养48~72h,当镜检芽胞形 成 率 达 到

99%,用无菌的玻片从培养基上刮下菌苔(即为芽

胞),并用去离子水悬浮,置于振荡器上振荡混匀,离
心(12000r/min、5min)收集芽胞,再用去离子水

离心(12000r/min、5min)洗涤至少5次,再将芽胞

悬液置于80℃水中处理30min以杀死营养体细

胞,然后用芽胞萌发冲液(10mmol/LTris-HCl,10
mmol/LNaCl,pH7.4)悬浮[15],最后置于4℃冰箱

中保存备用,每周更换1次缓冲液。

2)芽胞在萌发剂诱导下萌发表型缺陷菌株的筛

选。首先热激活芽胞(芽胞悬于去离子水中75℃、

15min);将芽胞重悬于芽胞萌发缓冲液,并置于

37℃、15min预培养,再加入一定浓度的萌发剂,置
于37℃孵育;将芽胞萌发液置于80℃下热激30
min,杀死营养体,保证萌发液中都是未萌发的芽

胞;然后稀释并涂布壮观霉素抗性的LB平板,得到

的即是可能的突变子,可重复上述步骤1次,则可初

步筛选得到芽胞萌发表型缺陷的突变株。

2 结果与分析

2.1 转座重组菌的构建

将 携 带 有 Mini-Tn10 转 座 子 的 质 粒 载 体

pIC333转化目标苏云金芽胞杆菌YBT-1518,获得

了具有Spec和Erm抗性的重组子YBT-1519,其形

态与野生菌菌落一致。将其进行连续传代后,仍然

具有抗性,PCR检测显示该重组子含有载体中的

1.7kb的片段,表明重组子 YBT-1519为携带有

Mini-Tn10转座子的载体pIC333的 YBT-1518菌

株。
2.2 YBT-1518 菌株转座子随机插入突变体的构建

含pIC333质粒的 YBT-1518菌株的转化 子

YBT-1519在42℃下培养,由于pIC333质粒是温

度敏感型,高于37℃则不能完成复制功能,因此高

温条件可诱导 Mini-Tn10转座插入突变的发生。
将高温诱导培养的YBT-1519菌液一定稀释度涂布

壮观霉素抗性平板,然后从壮观霉素抗性平板上用

牙签挑取单克隆分别点在相互对应位置的壮观霉素

和红霉素抗性平板上,并置于28℃培养24h,具有
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图1 转座突变子的筛选

Fig.1 Screenofmutantscausedbytransposoninsertion

壮观霉素抗性、而对红霉素敏感的克隆子则为需要

的突变子(图1)。
本试验构建的突变体库的保存采用2种方法,

一种是以单克隆形式保存,另一种是以高温突变的

培养液直接保存,达到简化筛选特定表型突变株的

需要,后续试验中芽胞萌发缺陷突变株的筛选则选

用后一种形式保存突变体库。
2.3 芽胞萌发表型缺陷菌株的筛选

1)芽胞萌发试验初筛。通过在L-丙氨酸(L-
alaine,L-Ala)诱导下的芽胞萌发实验,筛选得到3
株在芽胞萌发表型上与野生菌株有显著差异的突变

株,其表现为在L-Ala诱导下芽胞不萌发,而野生菌

株的芽胞则能够萌发,将得到的突变株初步命名为

MA1、MA2、MA3。

2)相差显微镜及D600nm复筛。由于芽胞发生萌

发后,其折光性发生改变(由折光性芽胞到非折光性

营养体的变化过程),故可以采用相差显微镜[16]及

D600nm观察,通过相差显微镜的镜检观察及 D600nm

的检测,对初筛得到的单克隆形式的突变株进行复

筛,结果发现 MA2和 MA3突变株的芽胞在L-Ala
诱导下能够萌发,而只有 MA1的芽胞表现为萌发

缺陷的表型。
由图2可知,野生菌株的芽胞在L-Ala的诱导

下80min后吸光值则下降了近50%,镜检结果是

芽胞大多萌发成为营养体,而突变株 MA1的吸光

值只下降了约20%,镜检结果也表明多数芽胞仍处

于芽胞状态。结果表明,突变株 MA1的芽胞确实

失去了在萌发剂L-Ala诱导下的萌发能力,而且在

后期的观察中发现,突变株的芽胞在37℃孵育时间

超过20h也仍然处于不萌发的状态(结果未给出)。

3)突变株 MA1在其他萌发剂诱导下的萌发情

况。为了验证突变株 MA1在其他种类萌发剂诱导

下芽胞的萌发情况,选择了果糖(fructose,Fru)、蔗
糖(sucrose,Suc)和葡萄糖(glucose,Glu)(图3-A)

 A.相 差 显 微 镜 观 察 结 果 Sporegerminationobservedunder

phase-contractmicroscopy;B.D600nm的检测结果 D600nmvalueof

sporecultureundergerminationinduction.

图2 突变株MA1芽胞在萌发剂

L-Ala诱导下萌发情况

Fig.2 Thesporegerminationofmutant
MA1inducedbyL-Ala

A.糖类物质诱导Inducedbysugars;

B.氨基酸类物质诱导Inducedbyaminoacids.

图3 突变株MA1的芽胞在诱导萌

发过程中D600nm变化情况

Fig.3 D600nmvaluesofmutantMA1during
sporegerminationbyinduction
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以及除L-Ala外的其他氨基酸,本试验中选择了

L-苯 丙 氨 酸(L-phenylalanine,L-Phe)、L-缬 氨 酸

(L-valine,L-Val)和 L-亮氨酸(L-leucine,L-Leu)
(图3-B)诱导下芽胞仍然表现出不萌发的表型(萌
发剂的浓度均为50mmol/L)。

试验结果显示,不能在萌发剂L-Ala诱导下突

变株 MA1的芽胞同样不能在本研究中选择的糖类

物质以及其他氨基酸诱导下萌发,这说明突变株

MA1与先前报道的突变株只对某种或某一类萌发

剂表现出不萌发的表型不同,突变株 MA1不仅对

氨基酸类物质并且对糖类物质也表现不萌发的表

型,因此,该 MA1很有可能是一类新的芽胞萌发缺

陷型突变菌株。

3 讨 论

pIC333介导的 Mini-Tn10转座子的随机插入

突变 技 术 已 经 在 多 种 革 兰 氏 阳 性 菌 中 应 用:

Gominet等通过转座子 Mini-Tn10构建苏云金芽胞

杆菌突变体库的方法,鉴定参与多效调节因子plcR
表达调控的基因,并得到3株plcR 表达水平明显下

降的突变株,然后通过测序鉴定出了参与plcR 表

达调控的基因[14];Fedhila等也是通过转座子 Mini-
Tn10构建苏云金芽胞杆菌突变体库的方法鉴定出

了苏云金芽胞杆菌的营养细胞对家蚕幼虫感染毒力

下降的相关的基因[17]。转座子 Mini-Tn10不仅在

Bt中的功能基因的研究上体现出强大的功能,在枯

草芽胞杆菌(Bacillussubtilis,Bs)、炭疽芽胞杆菌

(Bacillusanthracis,Ba)和 流 感 嗜 血 杆 菌(Hae-
mophilusinfluenzae)等的功能基因的研究中也得

到了很好的应用[18-20]。
关于芽胞萌发的研究主要集中在Bs、Ba以及

Bc上,而Bt芽胞萌发的报道极少,仅Yan和Liang
等[21,22]通过alrA 和iunH 基因敲除的影响了芽胞

的萌发表型,但芽胞萌发表型缺陷的突变株不是通

过构建突变体库的方法筛选得到,更没有寻找并鉴

定得到新的与芽胞萌发相关的基因。先前报道的大

多数突变株只对1种或1类萌发剂表现出不萌发的

表型,而本研究不仅用突变体库筛选得到了在L-
Ala诱导下,芽胞不能表现出萌发表型的突变株

MA1,且 MA1不仅仅是对L-Ala这一萌发剂表现

出不萌发特性,而是对其他类型的萌发剂如L-Phe、

L-Val和L-Leu等氨基酸,以及果糖、蔗糖和葡萄糖

等糖类物质也表现出不萌发的特性,而故推测该突

变株被转座子 Mini-Tn10中断的基因是新型的与

芽胞萌发相关的基因。因此,突变株 MA1值得进

一步研究,如克隆转座子 Mini-Tn10插入失活的基

因并鉴定其在芽胞萌发过程中所起得的功能,为芽

胞萌发机制研究提供新的理论。
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ConstructionofaMutantLibraryofBacillusthuringiensis
StrainYBT-1518andScreeningofSporeGerminationMutants

WUYi-ming RUANLi-fang PENGDong-hai LIUGuo-qiang SUNMing
CollegeofLifeScienceandTechnology/StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract AinsertionalmutantlibraryofBacillusthuringiensisstrainYBT-1518wasconstructed
withathermo-sensitiveplasmidpIC333carryingMini-Tn10.Amutant(namedMA1)defectiveingermi-
nationresponsetoL-alaninewasisolatedfromthelibrarybydetectingwithphase-contractmicroscopy
andD600nm.FurtherstudiesindicatethatMA1wasdefectiveingerminationresponsetootheraminoacid
(suchasL-phenylalanine,L-valineandL-leucine)andsugars(suchasglucose,sucroseandfructose),

differentfromotherreportedmutants.ResultsindicatethatMA1isanewtypedefectiveinsporegermi-
nation.

Keywords Bacillusthuringiensis;transposon;mutantlibrary;L-alaine;sporegermination
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