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!!!致病杆菌是与斯氏线虫共生的肠杆菌科细菌#存在于昆虫病原线虫肠道内#可随线虫的侵染进入寄主昆虫血腔#迅速繁殖并产
生多种代谢产物#抑制其他杂菌的污染#保护线虫繁殖的环境$ 多年研究发现#该菌的代谢产物具有广泛的杀虫%抑菌%抗癌等生物活
性$ 本文介绍了致病杆菌外膜蛋白基因%菌毛蛋白基因%共生作用相关基因%溶血素相关基因%杀虫毒素蛋白基因%抗生素相关基因以及
专利申请基因的研究进展$
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" 引言
昆虫病原线虫共生细菌是存在于昆虫病原线虫肠

道内的一类细菌"革兰氏阴性"属肠杆菌科#N,.(’71&2!
.(’/&2(&($Q"R% 现已描述的共生细菌有两个属&&&致病杆
菌属#C)$(’13B4.-’和发光杆菌属#&1(%(’13B4.-’"分别
与斯氏属线虫 #9%)+$)’$)53’ 和异小杆属线虫#D)%!
)’(’13B4+%+-’共生QL"SR%
昆虫病原线虫共生细菌分子生物学研究除型变

外"大多集中在致病性(共生作用(生物发光以及对极
端环境的适应等机理和功能上" 因此大多基因都涉及
这些功能的特性% 但比较而言"对致病杆菌的研究晚于
光杆状菌% 从已有报道来看""GT UVH 编码基因在该细
菌中研究得最早也最为普遍" 在致病杆菌属细菌的分
子分类学中起到了相当重要的作用% 而真正致病杆菌

功能基因的分子生物学研究" 应从 L$ 世纪 E$ 年代后
期开始% 最初人们对致病杆菌功能基因的研究从外膜
蛋白基因和菌毛蛋白基因开始" 以后逐渐到共生作用
相关基因" 近几年的研究热点又体现在杀虫毒素基因
上% 下面将介绍致病杆菌这些功能基因的研究进展%

% 外膜蛋白基因
在大肠杆菌中"组氨酸激酶信号蛋白 N,0W 经过自

身磷酸化后可以使调节蛋白 X*?U发生磷酸化% X*?U
磷酸化水平的调节可以控制 (5EF 和 (5E@ 的差异表
达% 虽然对 N,0W和 X*?U之间的磷酸转化已有深入研
究" 但对 N,0W 的信号传导功能还研究得不够清楚%
>&1&.&1&/ 和 Y7’5.QJR对 N,0W 的信号传导功能进行了研
究" 发现嗜线虫致病杆菌 #CG $)53%(E1+"3’ 含有编码
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!"#$和 %&’(的操纵子! 核苷酸序列分析表明"!"#$% "
含有 &’( 个氨基酸残基" 比大肠杆菌 )"#* 少 +,- 个!
氨基酸序列比较显示 )"#* 分子的胞质结构域之间有
./!的同源性! 相反"!"#*!01 的亲水性周质结构域在
%&’()*& 中缺失 "而代之以短小的疏水区 ! 虽然
%&’()*& 的周质区域分化较大"但可以补偿大肠杆菌的
! +&’( 的功能! 2345 和 2346 发生差异表达"以应对
培养基渗透压的变化 ! 进一步的遗传分析表明 "
)"#*$0" 与 2347)01 之间的异源磷酸化作用可以解释
大肠杆菌的 ! +&’(基因的补偿作用! 他们还发现"嗜线
虫致病杆菌与大肠杆菌的 2347 分子之间具有 /-!的
氨基酸序列相似性! 这些结果表明"嗜线虫致病杆菌的
)"#*蛋白可以感受到生长环境中的渗透压变化" 并能
正确地调节大肠杆菌中的 2347磷酸化水平!

589:; 等 <=>研究了嗜线虫致病杆菌 24"? 的功能和
重新调节! 纯化的 24"? 体外孔道功能分析表明"其单
通道电导值与大肠杆菌的孔蛋白 2345相似!核苷酸序
列分析显示" 成熟的 24"? 蛋白含 &’- 个氨基酸残基"
与 2345有 ..!的序列相似性! 与 ,"#-相似",#&. 位
于 /0&1和 /0#2之间! 24"?蛋白含有高度保守的 @= 个
跨膜 " 折叠和内环结构" 而其他外环结构域则差异较
大! 引物延伸实验鉴定了 ,#&3 的转录起始位点"在
,#&3 上游发现一个 !/, 启动子 " 一个完整的 A, B4
2347 结合位点及一个反义分子 3C15 7DE 的结合位
点!

5 运动蛋白基因
致病杆菌的运动主要通过鞭毛来完成! FC#GHIG"

等 </J->从嗜线虫致病杆菌 5@ 菌株中鉴定到一个位点含
有两个 275:"序列分析表明第一个 275 对应编码鞭毛
蛋白的 4562 基因"第二个与肠细菌钩状相关蛋白#5KCL$
具有同源性% 致病杆菌 45627基因对于恢复大肠杆菌运
动性是必需的"4562 基因及其周围结构在两型细胞中都
是相同的" 但 D89;MN9" 杂交显示 4562 和 4567 在 OO 型细
胞中不转录或微弱转录! 互补实验表明"将 O 型细胞的
45627 转到 OO 型细胞中"OO 型细胞的运动型和鞭毛合成
也不能回复 ! 这表明鞭毛调节子的转录级别 &;9G""
:19C4;C8"GK MCN9G91MP$ 高一些" 所以在 OO 型细胞中关闭
了%该实验室还构建了该菌株的 4587缺失突变体"表明
45872 操纵子控制鞭毛的表达"而且脂肪水解和胞外溶
血素活性都是依赖 45872 的% 同时"4587 缺失突变体在
斜纹夜蛾&0#,9,#:+;/ 56::,;/560$中的毒性比野生型弱%因
此"45872 操纵子在侵染昆虫的过程中具有运动’ 脂肪
酶’溶血素功能或者其他未知功能!
为了研究致病杆菌生命周期中菌毛的作用"QN 等<R>

分析了 ";< 操纵子的结构和表达! 该操纵子只含有 .
个结构基因&";<=>7?@$"是目前为止所研究的最小的
分子伴侣引导的菌毛操纵子之一! 不像奇异变形菌

&.;,:+A0 "6;/B6560$的 ";# 操纵子"致病杆菌的 ";< 操纵
子与位点特异重组酶无关! 在最大的菌毛基因&";<=$
和引导基因&";<>$之间区域缺失类似 ";#C 的基因"而
";<D 下游含有 &个串联反向重复序列! 琼脂生长的细
胞中"主要转录含有长为 R’, B4 的 ";<D 的 3SDE"而
";<多顺反子 3SDE 只低水平转录! ";<D 上游有一个
典型的 !/,启动子"没有出现倒置现象! 5;#突变菌株不
产生菌毛"表明亮氨酸应答调节蛋白 T94 在调节 ";< 操
纵子中发挥作用! 这些结果表明"";< 操纵子的遗传结
构和调节在某些方面与其他分子伴侣引导的菌毛操纵
子是截然不同的!

UMG"INKVGK 等 <@W>首次报道细菌中菌毛蛋白亚基的
杀虫活性! 他们对嗜线虫致病杆菌蛋白质复合物提取
的 @/ XLG 菌毛蛋白亚基进行了克隆’表达和鉴定! 实
验通过 ?6S扩增"克隆并在大肠杆菌中表达!体外没有
同源的分子伴侣"重组蛋白用尿素梯度重折叠"寡聚化
的蛋白在体外重折叠"形成多聚体!菌毛蛋白保守性 DJ
末端残基的点突变时寡聚结构稳定性大大降低"表明 D
末端在菌毛蛋白亚基在重折叠和寡聚化的重要性! 重
组蛋白对棉铃虫&@+56E,’+;#/ /;"6F+;/$幼虫血细胞具
有细胞毒性"引起凝集反应"并伴随细胞质中乳糖脱氢
酶的释放!

< 共生作用相关基因
在大多革兰氏阴性细菌中"!YZ[转录因子控制逆境

抗性’ 存活或与寄主互作的调节子! 因此 "\C#G: 和
F88I9C1MJ]KGC9<++>在首次对嗜线虫致病杆菌共生作用分
子机制的研究中阐述了 !YZ[转录因子在菌株J线虫互作
中的作用! 他们对嗜线虫致病杆菌编码 !YZ[的 ;#,1 基
因进行了克隆测序突变研究" 结果发现 ;#,1 突变体与
野生型一样对昆虫有致病性"但该突变体不能在线虫中
肠中共生! 该实验室用 ZC^"G;H9NJ_G^^NI ‘H;G^N"N:C:
&a_‘$技术"从转座子突变体中筛选得到 @. 个突变株"
共有 R 个单独的位点被插入突变! 其中"& 个位点的
2?5:类似编码调节蛋白的基因&;#,1";#,%"5;#$(A 个位
点的 2S5: 类似编码氨基酸生物合成酶的基因&/;,D"
0+;>$"@ 个位点的 2S5: 命名 &65G &"N3G;8IN C";N:;C"N
K81GKCbG;C8"$"含有的 @个 275与奈瑟氏球菌&H+600+;6/$
中推测的外膜蛋白&234c$有相似性(含有的另外 & 个
基因&&65D"&65>"&65G$却在数据库中没有同源性% &65D"
&65> 和 &65G 在一个 ’ XB 位点上连锁"&65G 和 &65> 突变
使定殖线虫能力降低到野生型的 @d@, ,,,"推测它们编
码位于膜上的蛋白%&657位点含有广泛重复区域及一些
小的 275:<@A>%进一步研究表明"嗜线虫致病杆菌在线虫
中定殖需要 C:1JM:1JeIf 位点的协调表达% 在嗜线虫致
病杆菌中推测编码铁硫组合体的 C:17ZcEJM:1]E JeIf
位点 60ED 和 80EG 之间插入"阻止了在小卷蛾斯氏线虫
&1I E/;#,E/#0/+$中定殖% 这种插入突变破坏了 60ED 和
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!"#$基因的共转录!但并不降低 !"#$%表达!"#$"
%&’()&*和 +,,*&-’(./0)-&!12$首次报道了寡肽转运在

无脊椎动物.细菌互作中的作用!他们研究了寡肽摄入对
于嗜线虫致病杆菌实验室生长和与寄主共生的重要性"
实验中鉴定了嗜线虫致病杆菌寡肽透过酶操纵子! 该操
纵子负责两个连续的编码寡肽结合蛋白的 &’’%基因!以
及推测的透过酶编码基因 &’’$!&’’(!&’’) 和 &’’*"
多肽饲喂实验表明!&’’ 操纵子编码功能性的寡肽透过
酶" 试验中分别构建了 &’’%3"4!&’’%356和 &’’$的突变
体! 检测了这些突变体在富含多肽的培养基以及线虫
寄主中的生长能力" 结果发现!无论在培养基中!还是
在幼虫血淋巴中!&’’ 突变体菌株的生长表型均发生了
变化! 但是 &’’ 突变体依然能够启动并维持与寄主的
共生作用且具有昆虫致病性!17$"

’ 溶血素相关基因
近几年才开始在致病杆菌中展开溶血素相关基因

研究" /&-00)&* 等!18$筛选了嗜线虫致病杆菌 9:; 文库!
对一个 7<= >? 位点进行鉴定! 该位点克隆于大肠杆菌
中后会引起溶血现象!但在大肠杆菌 @(A; 缺失突变体
中不表现" 该位点与 ! 噬菌体的裂解基因同源!而且!
它编码的功能蛋白能够补偿 !B)C= 突变体的功能"

D,E0A@ 和 +,,*&-’(F/0)-&!"=$研究表明!嗜线虫致病
杆菌溶血素 G(0; 对烟草天蛾3+,-./#, "012,6幼虫完整
毒性是必需的" 亮氨酸应答调节蛋白#HAI’-JAF&A@K,J!
@-LA &AMI0)N,&O K&,NA-J! H&K$%鞭毛合成调节子 P&AMI0)N,&
,Q Q0)MA00) @OJN(A@-@R S0(9D6%二价铁限制都正调控 1!3%
的转录!表明 G(0; 表达与影响获得和运动调节子是相
关联的" 为了理解 G(0; 在毒性中的作用!他们在研究
其在细胞中的靶位时发现 G(0; 是一种细胞表面的溶
血素R可以降解昆虫的两种主要免疫细胞&粒性白细胞
和浆血细胞$以及兔和马红细胞!而且!1!3% 是菌株完
整毒性所必需的’ 溶血素共调节蛋白基因&()AC,0O@-J
’,F&AMI0)NA* K&,NA-J MAJA!!#’$是紧邻 1!3% 位点上游的
基因!在三价铁限制时其转录水平上升!而且 !#’ 的表
达依赖 H&K"

$ 杀虫毒素蛋白基因
杀虫毒素基因在致病杆菌的分子生物学研究中进行

得最为深入! 而且已经取得了重大进展" 英国科学家
T,&M)J 等!UV$利用柯氏质粒&’WXYT1$对嗜线虫致病杆菌
ZTSY5[8 菌株基因组文库进行了研究!发现 7 个基因
&1’2%1!F%5!F$1!F(1!F)1$ 与光状发光杆菌 &45 3/67!
-0"#0-"$杀虫毒素有高达 2[\的序列相似性!而且一个
稍小的基因 #!7与推测的几丁酶基因有 #V\相似性"转
座子插入诱变表明基因 1’2%5!1’2)U 和 #!7 对欧洲粉
蝶&47087" 98,""7#,0$杀虫活性的表达并不重要!而 1’2%U
在活性表达中起关键作用!完整的活性还需要 1’2$U 和

1’2(U 基因" 这些基因在染色体上分布在一起!因此表
现在一个单一的柯氏质粒插入体上" 虽然完整活性需
要多基因!但由 !ZH启动的 1’2%U 基因在大肠杆菌中也
具有杀虫活性" 这与光状发光杆菌中鉴定的毒素基因
不同! 后者的基因在大肠杆菌中各自表达时无杀虫活
性"这些毒素基因和几丁酶基因的定位以及 ’WXYTU 中
的可移动因子&插入序列$和 NX:; 基因的存在表明(这
些 9:;区域是细菌基因组的致病岛) 嗜线虫致病杆菌
基因与远缘菌株光状发光杆菌具有同源相似性! 表明
与线虫共生的细菌含有一套共同的昆虫毒素" 这些菌
株从共同祖先分化出来时就有这些基因! 使它们能完
成类似功能* 或者这些菌株之间或者菌株与尚未鉴定
的菌株之间发生了基因交换)
该实验室于 5]]^ 年还率先报道了致病杆菌杀虫

毒素基因的功能!它们在大肠杆菌中分别表达了下面
2个1’2 基因(1’2%1&N’*;_@AK;F0->A* =V2" ?K*推测蛋白
‘V= >9)$!1’2%‘ &N’*;_@AK;F0->A* 82= ?K* 推测蛋白
‘V7 >9)$!1’2$" &N’’D_@AKDF0->A* ^]2= ?K* 推测蛋白
""" >9)$!1’2(" &N’*/_@AK;F0->A* 2‘78 ?K* 推测蛋白
"8] >9)$!并且研究了这些基因的不同组合在对不同昆
虫种类的活性表达中的作用) 结果显示!1’2$" 和 1’2("
基因在不同细胞中分别表达时不能表现杀虫活性!即
需要二者在同一细胞中同时表达* 1’2%" 和 1’2%‘ 基因
显示不同的抗虫活性谱! 但它们均需要 1’2$" 和 1’2("
基因产物以呈现完全抗虫活性* 基因 1’2%‘!1’2(" 和
1’2$" 在嗜线虫致病杆菌 ZTSY‘[8 中以一个多顺反子
转录体的形式表达)基因 1’2%‘和 1’2(" 失活会使下游
基因沉默!而基因 1’2%" 却以单基因表达!因此R 这些基
因的排列方式显示出更为进化的结构) 长久以来!这些
远距离可移动的基因能够发生相互作用! 有利于细胞
产生杀虫毒性) 这些基因通过大量的整合作用R 而形成
了一个紧密完整的单元!"[$)
国内中山大学崔龙等 !‘]F‘"$用原位杂交法从嗜线虫

致病杆菌 /Z 菌株粘粒文库中筛选出 7 个阳性克隆!分
别 命 名 为 :-$4=8! :-$4V^! :-$4‘]^! :-$4^=V!
:-$42"2) 通过 ZDX鉴定!:-$4V^ 包含 ZTSY‘[8 菌株
的全部杀虫毒素基因!其基因大小与之基本相同!序列
相似性在 [^"以上)进一步对 /Z菌株杀虫毒素基因簇
中各 %XS 与对棉铃虫口服毒性的关系研究发现!1’2("
和 1’2%‘ 两个基因中缺少任何一个都会使口服毒性大
幅度下降或完全消失!而缺少 1’2)" 和 1’2%" 对杀虫活
力影响很小) 1’2%‘ 的单独表达产物具有口服毒性!但
与多基因的联合表达产物相比!其杀虫活性明显降低)
中国农业科学院刘峥 !‘‘$利用特异引物从杀虫活性不同
的 2 个嗜线虫致病杆菌菌株 &D/8!D/^^!D/2^ 和
D/72$ 中扩增得到了杀虫基因片段 #98%"!#9^^%"!
#92^%" 和 #972%"! 它们的核苷酸序列具有高度同源
性) 构建了嗜线虫致病杆菌北京变种杀虫蛋白基因片
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!"#$%"$ & ’$"(%)*)+, -$.#$/ 0112 3)*4 56 7)4 88 9!:; 7)4 5<<=

段 !"!#" 的非融合表达载体 #$%&&"’()!*"’" 和融合
表达载体 #+,-’.+’/$!*"’&! 并在大肠杆菌中获得
了表达!用含有非融合表达蛋白的饲料"&0 !1 重组蛋
白21 饲料# 饲喂棉铃虫初孵幼虫!3 天后幼虫死亡率为
4"5!67!证明 !"#" 杀虫蛋白基因片段在大肠杆菌中的
表达蛋白具有一定的杀虫活性$
最近 !从嗜线虫致病杆菌中鉴定到一个新的

8& 9:; 蛋白 !可杀死 $%&&’()% *’&&’+’&&% 和棉铃虫
",- %(*).’(%% 等昆虫幼虫! 注射剂量分别为 3< 和 8<
=121 幼虫$ 重组毒素蛋白对许多昆虫都具有直接注射
活性$ 尽管也发现脂肪体也有所破坏!但毒素的原初作
用位点是中肠>&3?&8@$

> 抗生素相关基因
到目前为止已从致病杆菌的代谢产物中分离了多

种对人体&牲畜&植物病原菌&昆虫以及结肠癌&乳腺
癌&子宫癌等具有明显抑制作用的活性成分!这些抗生
素活性物质有着诱人的开发利用前景>&A’&!@$ 但抗生素属
于次生代谢物! 抗生素的合成实际上是由多基因编码
的多种酶类经过各自的一步步催化反应才最终产生

的! 所以大大增加了对致病杆菌抗生素相关基因研究
的难度!使其进展缓慢$ 龚永兴>&6@构建了嗜线虫致病杆

菌北京变种的黏粒文库并筛选到具有抗生素活性的克

隆’ 而且首次对抗生素抗性相关基因的克隆与表达进
行了研究!并取得相应结果$

2 专利保护基因
近几年!随着对致病杆菌研究的深入!相关基因特

别是杀虫毒素基因的专利申请越来越引起人们的重

视$ BCD1DEFG9D 等>&H@最早对嗜线虫致病杆菌 ! 个毒素基
因提出申请!IJK1;=>&4L3<@拥有 8 个杀虫剂基因和 " 个线
虫控制基因专利!,;GM>3"@的专利涉及嗜线虫致病杆菌和
发光光杆状菌的 &< 个毒素基因!NEO 等 >3&@从伯氏致病

杆菌"/- "01)’+))%中获得 "3 个杀虫毒素晶体蛋白基因
专利!$D=MKDC 等 >33@拥有 4 个致病杆菌杀虫毒素晶体蛋
白基因专利$ 无疑这些基因专利对致病杆菌从基础理
论研究到实际运用都将起到积极的推动作用$

? 功能未知基因
+JEMG(P 等 >38@对嗜线虫致病杆菌 QDR* 包涵体蛋白

进行了研究! 该蛋白有 "HA 个氨基酸残基! 富含蛋氨
酸!其表达不需要 S#JB$利用 2)34突变菌株进行实验!
结果表明 QDR对于杀虫毒性&细菌在线虫寄主中的定殖
或存活都不是必需的!对线虫繁殖也不必需$ 2)35基因
在伯氏致病杆菌基因组中不出现!说明 QDR* 是嗜线虫
致病杆菌所专化产生的$ 但是其明确的功能尚不清楚$

@ 结论与展望
综上所述!致病杆菌功能基因的分子生物学研究!

从 &< 世纪 4< 年代中后期才开始涉及$ 已报道的致病
杆菌功能基因主要包括外膜蛋白基因&运动蛋白基因&
共生作用相关基因以及杀虫毒素基因$ 目前!由孟山都
公司和威斯康星大学等组成的联合研究小组! 已经完
成了伯氏致病杆菌 "/- "01)’+))%和嗜线虫致病杆菌
"/- +’*%6027)&%%*T//"4<!" 菌株的基因组测序工作$
虽然这些序列还没有以免费共享资源在 U/$V 上正式
公布!但可以预测!致病杆菌各功能基因研究的浪潮已
逐渐来临$
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