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　　摘要：采用化学方法分别将来自水稻白叶枯病菌（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓｏｒｙｚａｅｐｖ．ｏｒｙｚａｅ）、棉花角斑病菌（Ｘ．ｃｉｔｒｉｓｕｂｓｐ．
ｍａｌｖａｃｅａｒｕｍ）ｈｒｐ基因簇中的ｈｐａ１Ｘｏｏ、ｈｐａＸｍ基因转化至生防菌短短芽孢杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｓ）ＨＡＢ－５菌株，测定２

种ｈａｒｐｉｎ蛋白对短短芽孢杆菌抑菌和促生能力的影响，以期获得更高效的生防菌株。结果表明，获得转入ｈｐａ１Ｘｏｏ的突

变体５８１个，转入ｈｐａＸｍ的突变体有６５０个；经 ＰＣＲ及 ＰＣＲＳｏｕｔｈｅｒｎＢｌｏｔ验证，确定 ｈｐａ１Ｘｏｏ、ｈｐａＸｍ基因均成功转化至

ＨＡＢ－５菌株中；经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，在分子量大小约３９、４１ｋｕ处可见明显条带，表明ｈｐａ１Ｘｏｏ、ｈｐａＸｍ基因分别编码的

融合蛋白ＧＳＴ－ｈａｒｐｉｎＸｏｏ、ＧＳＴ－ｈａｒｐｉｎＸｍ在突变体菌株中得到表达；与出发菌株 ＨＡＢ－５菌株相比，转化后的突变
体在菌落形态、拮抗活性上均发生了改变，且突变体总蛋白可在烟草叶片上激发过敏性反应，而 ＨＡＢ－５菌株总蛋白
不能激发过敏性反应；突变体菌株对番茄种子的促生作用显著提高，且转入 ｈｐａＸｍ基因的菌株效果更佳，使胚芽、胚根

的生长分别提高１００．７７％、６９．１４％。可见，ｈａｒｐｉｎ能够在短短芽孢杆菌ＨＡＢ－５菌株中得到表达，且转化后的突变体
表现出良好的促生效果。
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　　ｈａｒｐｉｎ是一类由革兰氏阴性植物病原细菌 ｈｒｐ基因编码
的蛋白质，由不依赖信号肽的Ⅲ型分泌机制分泌到胞外，可在
非寄主植物上 引起过敏反 应 （ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｓｅ，
ＨＲ）［１－３］。在非寄主植物上施用 Ｈａｒｐｉｎ蛋白，可使植物产生
抗病、抗虫、促进生长等多种有益表型［４］，这些表型与 ｈａｒｐｉｎ
蛋白诱导的植物内在生理生化反应相关［５］。ｈａｒｐｉｎ蛋白富含
甘氨酸，缺乏半胱氨酸，热稳定但对蛋白酶敏感［６］。

ｈａｒｐｉｎＸｏｏ、ｈａｒｐｉｎＸｍ 是 由 分 别 来 自 于 水 稻 白 叶 枯 病 菌

（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓｏｒｙｚａｅｐｖ．ｏｒｙｚａｅ）、棉花角斑病菌（Ｘ．ｃｉｔｒｉｓｓｐ．
ｍａｌｖａｃｅａｒｕｍ）ｈｒｐ基因簇中ｈｐａ１（ｈｒｆ１）基因编码的蛋白，均具有
ｈａｒｐｉｎ蛋白的共同特征，且能诱导烟草、拟南芥、番茄、矮牵牛、
马铃薯、大豆、黄瓜、辣椒等多种植物产生过敏性反应［７－８］。

芽孢杆菌作为一种较理想的生防微生物，逐渐成为近年

来研究的热点［９］。通过基因工程技术有目的地改造拮抗细

菌，拓宽新型高效生防菌的防治范围并提高生防效果，已成为

植物病害生物防治研究的重点［１０］。目前，已有学者将编码

ｈａｒｐｉｎ蛋白的ｈｒｐ基因转入枯草芽孢杆菌、解淀粉芽孢杆菌
中，使出发菌株具有ｈａｒｐｉｎ蛋白的部分特性［１１－１２］。以短短芽

孢杆菌作为表达系统是研究热点，但其表达 ｈａｒｐｉｎ蛋白却未
见报道。短短芽孢杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｓ）ＨＡＢ－５菌株是一
种较广谱的生防细菌，对多种病原菌表现出较强的抑制能力，

但该菌株不具有诱导抗病能力和稳定有效的促生效果［１３］。

把编码ｈａｒｐｉｎ蛋白诱导植物系统抗性的 ｈｒｐ基因转化到生防
菌芽孢杆菌中，以期实现 ｈａｒｐｉｎ蛋白在短短芽孢杆菌中的高
效表达，获得更高效的生防菌株，为新型生物农药的开发利用

提供基础。
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１　材料与方法

１．１　供试菌株、培养基、植物材料
　　供试菌株为ＨＡＢ－５菌株，是笔者所在实验室从棉花根
际土壤中分离获得的 １株短短芽孢杆菌［１３］。大肠杆菌

（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）菌株ＢＬ２１（ＤＥ３）作为重组融合蛋白 ＧＳＴ－
ｈａｒｐｉｎＸｏｏ、ＧＳＴ－ｈａｒｐｉｎＸｍ表达的宿主菌株，具有氨苄青霉素抗
性（Ａｍｐ，１００ｍｇ／ｍＬ），表达的重组融合蛋白 ＧＳＴ－ｈａｒｐｉｎＸｏｏ、
ＧＳＴ－ｈａｒｐｉｎＸｍ的分子量大小分别为３９、４１ｋｕ左右。芒果炭
疽菌（ＣｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓＰｅｎｚ．）Ｃ７－２菌株来自笔
者所在实验室，用于拮抗测定。

ＬＢ培养基［１４］用于 ＨＡＢ－５菌株、突变体菌株的培养；
ＰＤＡ培养基［１４］用于供试病原真菌、ＨＡＢ－５菌株、突变体菌
株的对峙培养。ＭＤ培养基［１５］（１０ｍＬ）配方为：１０×ＰＣ缓冲
液０．９２ｍＬ、５０％葡萄糖 ０．１ｍＬ（１１５℃灭菌 ３０ｍｉｎ）、
５ｍｇ／ｍＬ色氨酸０．１ｍＬ、２．２ｍｇ／ｍＬ柠檬酸铁铵０．００５ｍＬ、
０５ｍｏｌ／Ｌ天门冬氨酸钾０．２４ｍＬ、１ｍｏｌ／Ｌ硫酸镁０．０３ｍＬ。
１０×ＰＣ缓冲液配方为：磷酸二氢钾４４ｍｍｏｌ／Ｌ、磷酸氢二钾
６０ｍｍｏｌ／Ｌ、柠檬酸三钠３０ｍｍｏｌ／Ｌ。

供试烟草品种为三生烟（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｓｐ．），于（２５±１）℃
培养至５～７叶。番茄（ＬｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍＭｉｌｌ．）种子红
粉佳人，购自天津科润农业科技股份有限公司。

１．２　酶、试剂、引物
质粒提取试剂盒、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、Ｔａｑ酶、限制性内切酶、Ｔ４

ＤＮＡ连接酶均购自 ＴａＫａＲａ公司，Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交试剂盒购自
美国罗氏公司，分子操作过程均按说明书进行。引物合成、测

序均由华大基因公司完成，引物序列见表１。ＰＣＲ反应体系
（总体积２５μＬ）为：ＥｃｏＴａｑＭｉｘ８．５μＬ、ＤＮＡ模板１μＬ、上下
游引物各１μＬ，并使用灭菌超纯水补足至２５μＬ。ＰＣＲ反应
条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃４５ｓ、５６℃４５ｓ、７２℃４５ｓ，
共３５个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ，于４℃保存。对 ＰＣＲ产物进
行琼脂糖凝胶电泳分析，保存图像。

表１　试验合成引物

引物名称 引物序列（５′→３′）
ｈｐａ１Ｘｏｏ－Ｆ ＴＴＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＡＣＴＣＴＴＴＧＡＡＣＡＣＡＣＡＡＴＴ
ｈｐａ１Ｘｏｏ－Ｒ ＧＧＴＧＡＧＣＴＣＴＴＡＣＴＧＣＡＴＣＧＡＴＧＣＧＣＴ
ｈｐａＸｍ－Ｆ ＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＡＴＴＣＴＴＴＧＡＡＣＡＣＡＣ
ｈｐａＸｍ－Ｒ ＡＴＴＧＡＧＣＴＣＴＴＡＣＴＧＣＡＴＣＧＡＴＣＣＧ

１．３　ｈｐａ１Ｘｏｏ、ｈｐａＸｍ基因转入ＨＡＢ－５菌株
参考杨春晖的方法［１５］将ｈｐａ１Ｘｏｏ、ｈｐａＸｍ基因转入ＨＡＢ－５

菌株中。ＨＡＢ－５菌株在ＬＢ平板上活化后，挑取单菌落接种
于２ｍＬＬＢ液体培养基，于２８℃、１６０ｒ／ｍｉｎ下振荡培养１２～
１６ｈ。转接 ２ｍＬＨＡＢ－５菌液至 ５０ｍＬＭＤ培养基中，于
２８℃摇床培养４ｈ，以８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收集菌体，弃
去上清液，剩余５ｍＬ上清液悬浮菌体。将１ｍＬ菌液作为负
对照，向其余４ｍＬ菌液中加入２～５μｇｈｐａ１Ｘｏｏ或 ｈｐａＸｍ，于
２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ下振荡培养２ｈ；加入相应体积１０倍的 ＬＢ
液体培养基，于２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ下振荡恢复培养 ２ｈ；以
８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收集菌体，留微量上清液悬浮菌体，
涂布于含抗生素Ａｍｐ（１００μｇ／ｍＬ）的 ＬＢ平板上，于２８℃放

置约２４ｈ，可见抗性菌落长出。
１．４　ＨＡＢ－５菌株、突变体菌株的菌落形态及其对Ｃ７－２菌
株的拮抗作用

１．４．１　菌落形态观察　用灭菌后的牙签接菌在 ＬＢ琼脂平
板上，置于２８℃培养２ｄ，观察菌落形态。
１．４．２　对芒果炭疽菌Ｃ７－２菌株的拮抗作用　采用平板对
峙法［１６］，在ＰＤＡ平板中央接种１块直径为０．５ｃｍ的病原菌
菌饼，在菌饼周围２．５ｃｍ处接种供试细菌；单独接种直径为
０．５ｃｍ的病原菌菌饼为对照。将平板置于２８℃下培养，观
察记录有无抑菌圈及其大小，并计算抑菌率。抑菌率（％）＝
（对照病原菌菌落直径－处理病原菌菌落直径）／对照病原菌
菌落直径×１００％［１７］。

１．５　粗蛋白的提取及ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳
参照缪卫国提取 ｈａｒｐｉｎ粗蛋白、菌体总蛋白的方法［８］，

采用ＬＢ液体培养基振荡培养（１６０ｒ／ｍｉｎ、２８℃）菌株１２ｈ，
以８０００ｒ／ｍｉｎ下离心 １０ｍｉｎ收集菌体。将菌体用 ＰＢＳ悬
浮，经超声波破碎仪破碎菌体后于 ４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ。采用０．２２μｍ细菌过滤器过滤上清液，获得粗蛋白，
煮沸（１００℃）１０ｍｉｎ进一步纯化粗蛋白以检测ｈａｒｐｉｎ蛋白的
活性。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳参照汪家政等的方法［１８］进行。

１．６　烟草过敏性反应及突变体蛋白特性
过敏性反应的测定参照 Ｋｌｅｍｅｎｔ的方法［１９］，分别取

ＨＡＢ－５菌株的总蛋白、突变体代表菌株的总蛋白、ＧＳＴ－
ｈａｒｐｉｎＸｏｏ蛋白、ＧＳＴ－ｈａｒｐｉｎＸｍ蛋白、ＰＢＳ各５０μＬ，注射到烟草
叶片中，于（２５±１）℃下放置，观察烟草叶片是否发生过敏性
反应。突变体蛋白特性的研究参照谌晓曦等的方法［２０］，分别

测定菌体粗蛋白在煮沸１０ｍｉｎ、强酸碱、蛋白酶 Ｋ、紫外线等
处理下的稳定性。

１．７　短短芽孢杆菌 ＨＡＢ－５菌株及其突变体菌株对番茄种
子的促生作用

取ＨＡＢ－５菌株、突变体代表菌株，测试其对番茄种子的
促生作用。取摇菌过夜的菌株培养液，于４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ
下离心１０ｍｉｎ，弃去上清液。经无菌水清洗后再次离心，并用
无菌水调节至 Ｄ６００ｎｍ ＝０．８，即菌液浓度约为１０亿 ＣＦＵ／ｍＬ，
保存备用。采用无菌水将各菌株菌悬液依次稀释为１亿、０．１
亿、０．０１亿、０．００１亿 ＣＦＵ／ｍＬ等浓度，每个处理浓度３次重
复，每个重复１０粒番茄种子。种子经温汤浸种后，置于铺有
单层滤纸的培养皿（９ｃｍ）中，分别向各培养皿中注入５ｍＬ
不同浓度的处理液，种子上部再铺１层滤纸，置于（２８±１）℃
恒温培养箱中。于７２ｈ后观察发芽势情况，于９６ｈ后计算发
芽率，并测定胚根、胚芽的长度，以根长达到０．２ｃｍ为萌芽标
志［２１］。试验中对照均为无菌水。

２　结果与分析

２．１　突变体菌株的筛选及ＰＣＲ、ＰＣＲＳｏｕｔｈｅｒｎＢｌｏｔ验证
将ｈｐａ１Ｘｏｏ、ｈｐａＸｍ基因转化ＨＡＢ－５菌株４８ｈ后，在 Ａｍｐ

抗性平板上形成单菌落，作为阳性转化子，分别获得转入

ｈｐａ１Ｘｏｏ、ｈｐａＸｍ的转化子５８１、６５０个（图１－Ａ）。挑取５０个阳
性转化子进行ＰＣＲ验证，发现在４００～５００ｂｐ间均可扩增出
特异性条带，经测序比对分别与ｈｐａ１Ｘｏｏ、ｈｐａＸｍ基因序列吻合。
其中１０个突变体的电泳结果见图１－Ｂ，分别将转入ｈｐａＸｍ的
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突变体命名为 Ｂ１ｘｍ、Ｂ２ｘｍ、Ｂ３ｘｍ、Ｂ４ｘｍ、Ｂ５ｘｍ，将转入
ｈｐａ１Ｘｏｏ的突变体命名为 Ｂ１ｘｏｏ、Ｂ２ｘｏｏ、Ｂ３ｘｏｏ、Ｂ４ｘｏｏ、Ｂ５ｘｏｏ。
进行ＰＣＲＳｏｕｔｈｅｒｎＢｌｏｔ验证以确保试验的精确性，可见选取
的突变体均产生明显阳性信号（图１－Ｃ），由此确定 ｈｐａ１Ｘｏｏ、
ｈｐａＸｍ基因均已成功转化至ＨＡＢ－５菌株中。
２．２　菌落形态对比

转化后的突变体在固体 ＬＢ培养基平板上接种７２ｈ，与

ＨＡＢ－５菌株相比，转入 ｈｐａ１Ｘｏｏ、ｈｐａＸｍ基因的突变体菌落均
发生了一定程度的形态变化。ＨＡＢ－５菌株的菌落呈白色，
菌落表面微起皱褶，菌苔边缘呈波纹状，不透明，易挑起；转化

后突变体的菌落颜色各异，呈白色或微黄色，菌落表面凸起，

半透明且有光泽，质地湿润，不易挑起。转 ｈｐａＸｍ菌株的菌落
较平滑，菌苔边缘较整齐；转 ｈｐａ１Ｘｏｏ菌株的菌落多呈蛋黄状，
中心凸起，边缘较平坦，菌苔边缘多呈不规则状（图２）。

２．３　突变体对炭疽病Ｃ７－２菌株的拮抗作用
对峙培养后，ＨＡＢ－５菌株及各突变体菌株在培养３、５、

７ｄ后均对病原菌 Ｃ７－２菌株产生不同程度的抑制作用，但
与ＨＡＢ－５菌株相比，突变体的拮抗活性均减弱。对峙３ｄ

后产生抑菌带；对峙５ｄ后抑菌带逐渐减弱，但抑菌效果有所
增强；对峙７ｄ后抑菌带消失，但对病原菌仍有一定程度的抑
菌作用（图３、表２）。
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表２　各菌株对Ｃ７－２菌株的抑菌效果

菌株
３ｄ ５ｄ ７ｄ

菌落直径（ｃｍ） 抑菌率（％） 菌落直径（ｃｍ） 抑菌率（％） 菌落直径（ｃｍ） 抑菌率（％）
ＣＫ ３．６０ａＡ — ５．７０ａＡ — ９．００ａＡ —

ＨＡＢ－５ ２．７０ｄＤ －２５．００ ２．７８ｆＥ －５１．２２ ２．９３ｄＤ －６７．４４
Ｂ２ｘｍ ３．４０ｂＡＢ －５．５６ ３．９３ｂＢ －３１．０５ ６．９３ｃＣ －２３．００
Ｂ３ｘｍ ３．００ｃＣ －１６．６７ ３．２５ｅＤ －４２．９８ ６．７７ｃＣ －２４．７８
Ｂ２ｘｏｏ ３．４３ｂＡＢ －４．７２ ３．７０ｃＢＣ －３５．０９ ８．０７ｂＢ －１０．３３
Ｂ５ｘｏｏ ３．３０ｂＢ －８．３３ ３．５０ｄＣ －３８．６０ ７．９０ｂＡ －１２．２２

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１），下表同。

２．４　突变体ｈａｒｐｉｎ蛋白的表达
从突变体中选取２株代表性菌株Ｂ３ｘｍ、Ｂ５ｘｏｏ，用作后续

研究。细胞破碎提取 ＧＳＴ－ｈａｒｐｉｎ粗蛋白以及 ＨＡＢ－５、
Ｂ３ｘｍ、Ｂ５ｘｏｏ菌株总蛋白后，经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，在３０～５０
ｋｕ之间，约３９、４１ｋｕ位置可见Ｂ３ｘｍ、Ｂ５ｘｏｏ菌株总蛋白均存
在明显条带，与ＧＳＴ－ｈａｒｐｉｎＸｍ、ＧＳＴ－ｈａｒｐｉｎＸｏｏ相应位置的条
带相同；而在ＨＡＢ－５菌株总蛋白的泳道相同位置并未出现
类似条带，表明融合蛋白 ＧＳＴ－ｈａｒｐｉｎＸｍ、ＧＳＴ－ｈａｒｐｉｎＸｏｏ在突
变体Ｂ３ｘｍ、Ｂ５ｘｏｏ菌体内得到表达。此外，与 ＨＡＢ－５菌株
相比，Ｂ３ｘｍ、Ｂ５ｘｏｏ在整个蛋白谱带上均发生了改变，表明突
变体菌株在多肽和蛋白表达的种类、数量上也有很大改变

（图４）。
２．５　突变体粗蛋白过敏性反应检测及其特性

将ＧＳＴ－ｈａｒｐｉｎＸｏｏ粗蛋白、ＧＳＴ－ｈａｒｐｉｎＸｍ粗蛋白、Ｂ３ｘｍ
粗蛋白、Ｂ５ｘｏｏ粗蛋白分别注射至烟草叶片中，１８ｈ后均能在
烟草叶片上产生过敏性反应，而 ＨＡＢ－５菌株粗蛋白不能产
生过敏性反应。分别以１００℃煮沸１０ｍｉｎ、强酸、强碱处理突
变体粗蛋白，仍能在 １８ｈ内激发 ＨＲ；经蛋白酶 Ｋ水解 ３０
ｍｉｎ、紫外光照射处理则完全丧失了激发 ＨＲ的能力，表明突
变体表达的ｈａｒｐｉｎ蛋白对酸碱不敏感，对热稳定、紫外线和蛋
白酶 Ｋ敏感，此结论与已报道的 ＧＳＴ－ｈａｒｐｉｎＸｏｏ、ＧＳＴ－
ｈａｒｐｉｎＸｍ粗蛋白特性

［８］相同（图５）。

２．６　各菌株对番茄种子的促生效果
与清水对照相比，ＨＡＢ－５、Ｂ３ｘｍ、Ｂ５ｘｏｏ不同浓度菌悬液

对胚芽、胚根的生长均有显著性差异。除１０亿 ＣＦＵ／ｍＬ外，
随着浓度的降低，ＨＡＢ－５菌悬液的胚芽生长分别比对照高
１０．８５％、２４．０３％、２６．３６％、３４．１１％，胚根生长分别比对照高
９．１４％、２６．２９％、２９．７１％、３６．００％，０．００１亿 ＣＦＵ／ｍＬ为菌
悬液的最适浓度，胚芽、胚根生长分别提高 ３４．１１％、
３６．００％；Ｂ３ｘｍ菌悬液的胚芽生长分别比对照高１００．７７％、
５９．７０％、２７．１３％、４４．１９％、４５．７４％，胚根生长分别比对照高
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６９．１４％、２８．２９％、２１．７１％、２４００％、２０．５７％，１０亿ＣＦＵ／ｍＬ
为菌悬液的最适浓度，胚芽、胚根生长分别提高 １００．７７％、
６９．１４％；Ｂ５ｘｏｏ菌悬液的胚芽生长分别比对照高 ６８．２１％、
５４．２６％、６９．７７％、９１．４７％、４６．５１％，胚根生长分别比对照高
３６．８６％、２５７１％、３８５７％、４７．１４％、３８．８６％，０．０１亿ＣＦＵ／ｍＬ
为菌悬液的最适浓度，胚芽、胚根生长分别提高 ９１．４７％、

４７１４％。可见，除１０亿ＣＦＵ／ｍＬ的ＨＡＢ－５菌悬液外，不同
浓度的菌悬液对番茄胚根、胚芽生长均有不同程度的促生作

用；与ＨＡＢ－５菌株相比，转化后的突变体菌株Ｂ３ｘｍ、Ｂ５ｘｏｏ对
胚芽和胚根的促生作用均有明显提高，且高浓度菌悬液对番

茄种子的生长并无抑制作用（表３）。

表３　不同浓度菌悬液对番茄种子生长的影响

菌悬液

（ＣＦＵ／ｍＬ）

胚芽长度 胚根长度

ＨＡＢ－５ Ｂ３ｘｍ Ｂ５ｘｏｏ ＨＡＢ－５ Ｂ３ｘｍ Ｂ５ｘｏｏ

平均值

（ｃｍ）
比ＣＫ增
（％）

平均值

（ｃｍ）
比ＣＫ增
（％）

平均值

（ｃｍ）
比ＣＫ增
（％）

平均值

（ｃｍ）
比ＣＫ增
（％）

平均值

（ｃｍ）
比ＣＫ增
（％）

平均值

（ｃｍ）
比ＣＫ增
（％）

ＣＫ １．２９ｃＢ １．２９ｃＢ １．２９ｂＡ ３．５０ｃＢ ３．５０ｂＢ ３．５０ｂＢ
１×１０９ １．２７ｃＢ －１．５５ ２．５９ａＡ １００．７７ ２．１７ａＡ ６８．２１ ２．４０ｄＣ －３１．４３ ５．９２ａＡ ６９．１４ ４．７９ａＡＢ ３６．８６
１×１０８ １．４３ｂｃＡＢ １０．８５ ２．０６ａｂＡＢ ５９．７０ １．９９ａＡＢ ５４．２６ ３．８２ｂｃＡＢ ９．１４ ４．４９ｂＡＢ ２８．２９ ４．４ａｂＡＢ ２５．７１
１×１０７ １．６０ａｂＡＢ ２４．０３ １．６４ｂｃＢ ２７．１３ ２．１９ａＡ ６９．７７ ４．４２ａｂＡＢ ２６．２９ ４．２６ｂＡＢ ２１．７１ ４．８５ａＡＢ ３８．５７
１×１０６ １．６３ａｂＡＢ ２６．３６ １．８６ｂｃＡＢ ４４．１９ ２．４７ａＡ ９１．４７ ４．５４ａｂＡＢ ２９．７１ ４．３４ｂＡＢ ２４．００ ５．１５ａＡ ４７．１４
１×１０５ １．７３ａＡ ３４．１１ １．８８ｂｃＡＢ ４５．７４ １．８９ａＡＢ ４６．５１ ４．７６ａＡ ３６．００ ４．２２ｂＡＢ ２０．５７ ４．８６ａＡＢ ３８．８６

３　结论与讨论

目前，ｈａｒｐｉｎ蛋白基因表达宿主主要是大肠杆菌、酵母、
芽孢杆菌表达系统。大肠杆菌是经典的蛋白基因表达系统，

能够高水平表达外源蛋白基因，但由于革兰氏阴性菌细胞壁

复杂，具有双层膜结构，其分泌的水解酶常在信号肽的引导下

跨越第１层膜后滞留在周质空间，因而很难将蛋白分泌到胞
外；此外，大肠杆菌是一种潜在的病原菌，其生长过程中不断

释放脂多糖等致热源物质，为产物的分离和纯化带来巨大困

难［２２］。酵母菌虽具有一定蛋白翻译后的加工能力，有利于真

核蛋白的表达，但在表达外源基因时会出现产物蛋白不均一、

降解、信号肽加工不完全、形成多聚体等问题，蛋白分泌效率

低［２３］。相对于前两者，芽孢杆菌表现出很大的优越性。王钰

利用枯草芽孢杆菌表达ｈａｒｐｉｎ蛋白，生物活性检测、诱导植物
抗病性分析结果表明，工程菌能够诱导烟草叶片产生过敏反

应，并能提高番茄对早疫病菌的抗性［１１］。乔俊卿等将 ｈａｒｐｉｎ

编码基因导入解淀粉芽孢杆菌 ＦＺＢ４２菌株中，ｈａｒｐｉｎ蛋白可
分泌到胞外并保持生物活性，表现出比出发菌株更好的促生

和防病能力［１２］。本研究将２种 ｈａｒｐｉｎ编码基因导入短短芽
孢杆菌ＨＡＢ－５菌株中，反而降低了该菌株的抑菌能力，但能
够诱导烟草叶片产生过敏反应，并提高出发菌株的促生能力。

关于芽孢杆菌生防菌株的构建，枯草芽孢杆菌的研究较

为成熟，但由于其胞外蛋白酶活性很强，会大量降解外源蛋

白，在构建工程生防菌株时具有较大局限性。苏云金芽孢杆

菌虽然胞外蛋白酶活性不高，但野生菌株中含有大量内生质

粒，而内生质粒对外源基因的导入和表达具有较大影响。本

研究中短短芽孢杆菌ＨＡＢ－５菌株的胞外蛋白酶活性仅为枯
草芽孢杆菌的１．６％，且细胞壁较薄，内生质粒较少［２４］，从而

能有效防止外源蛋白的降解，促进外源基因的高效导入，使有

促生防病效果的 ｈａｒｐｉｎ蛋白与生防芽孢杆菌真正结合起来，
研制出新型高效的生防制剂。以短短芽孢杆菌作为表达系统

是研究热点，但未见其表达 ｈａｒｐｉｎ的相关报道。本研究结果

—５６１—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第１１期



表明，将突变体菌体总蛋白Ｂ３ｘｍ、Ｂ５ｘｏｏ注射至烟草叶片，均
能在烟草叶片上产生明显的过敏性坏死斑；经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
电泳，分别在分子量大小为３９、４１ｋｕ处可见明显条带，表明
融合蛋白ＧＳＴ－ｈａｒｐｉｎＸｍ、ＧＳＴ－ｈａｒｐｉｎＸｏｏ在突变体菌体内得到
良好表达。此结论与编码ｈａｒｐｉｎ基因转入枯草芽孢杆菌［１１］、

解淀粉芽孢杆菌ＦＺＢ４２菌株的研究结论［１２］相一致。

　　本研究通过化学方法成功将ｈｐａ１Ｘｏｏ、ｈｐａＸｍ基因转入短短
芽孢杆菌ＨＡＢ－５菌株中，得到一系列转化子。虽转化效率
很高，但得到的突变体菌落均发生了形态变化，且目前筛选出

的突变体对致病菌的拮抗效果与原始菌株相比均不理想。已

有研究表明，用质粒进行菌株标记时，由于质粒中报告基因、

抗生素等基因的表达是在宿主菌体的复制、转录、翻译系统作

用下进行的，消耗了宿主的物质和能量，对宿主造成代谢负

担，可能影响宿主菌体的拮抗性能［２５］。此外，在 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
电泳过程中发现，突变体 Ｂ３ｘｍ、Ｂ５ｘｏｏ菌株在整个蛋白谱带
上与ＨＡＢ－５菌株有很大差异，菌株体内表达的多肽和蛋白
质的数量、种类均发生了变化，从而使表达的抑菌活性物质发

生改变。在突变体与病原菌Ｃ７－２菌株的对峙培养过程中，
培养３ｄ后突变体对 Ｃ７－２菌株表现出一定程度的抑菌作
用，５ｄ后抑菌作用有所增强，７ｄ后抑菌作用逐渐减弱。已
有研究表明，枯草芽孢杆菌代谢过程中产生的某些抗菌物质，

可能作为营养物质被细菌本身和其他菌利用，导致抗菌物质

减少、抑菌作用减弱［２６－２７］，此现象有待进一步验证。

在番茄种子促生试验中，与ＨＡＢ－５菌株相比，突变体的
促生作用明显提高，且转入ｈｐａＸｍ基因效果更佳，胚芽、胚根生
长分别提高１００．７７％、６９．１４％，为今后微生物农药的开发提
供依据。１０亿ＣＦＵ／ｍＬＨＡＢ－５菌悬液对番茄种子的生长具
有抑制作用，但随着浓度的降低，均能对番茄种子产生促生作

用。宋永燕等在研究ＬＭ－３对水稻的促生作用时发现，低浓
度拮抗菌无细胞滤液对植物均有促生作用，较高浓度的拮抗

菌滤液则出现抑制作用［２８］，这与本研究结论相似。在番茄种

子促生试验中，未发现 Ｂ３ｘｍ、Ｂ５ｘｏｏ突变体菌株菌悬液抑制
种子生长的现象，这可能与ｈａｒｐｉｎ蛋白在ＨＡＢ－５菌株中的表
达有关，有待开展后续相关研究，以期为生防菌的实际应用提

供依据。
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