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摘　 要: 芽胞杆菌作为益生菌的一种,在工业、农业、食品及医疗等领域都有着重要的应用价值。 基因敲除技术是研究

基因功能的重要手段,利用该技术进行分子生物学研究有利于加深对芽胞杆菌生物防治作用机理和调控机制的认识。
本文综述了利用同源重组和随机插入突变两种基因敲除方式进行基因敲除的原理、特点及在芽胞杆菌中研究应用现状。
最后探讨了该技术存在的局限性,并提出展望。
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Abstract:As a kind of probiotics, Bacillus was widely used in industrial, agriculture , medical treatment and public health
fields. Gene knockout technology is an important mean for gene function research which is conductive to understand the biological
control and regulation mechanisms in Bacillus. This paper reviews the principles and characteristics of two kinds of gene knockout
technology methods which are homologous recombination and insertion mutation, and their application advance in Bacillu,
discusses the limitation of gene knockout technology, finally prospects the research and development in the future.
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　 　 芽胞杆菌(Bacillus)是一类需氧或兼性厌氧

的革兰氏阳性细菌(G + ),在一定条件下能产生

抗逆性内生孢子,种类多样,包括非致病性的枯草

芽胞杆菌(B. subtilis)、地衣芽胞杆菌(B. licheni-
formis)、短小芽胞杆菌(B. pumilus)、环状芽胞杆

菌(B. circulans)、多粘类芽胞杆菌(Paenibacillus
polymyxa)及对人和动物有致病性的炭疽芽胞杆

菌(Bacillus anthraci),及可引起食物中毒的蜡状

芽胞杆菌(B. cereus)等近 50 种[1]。 它在自然界

中分布广、多样性丰富,具有抗逆性强、耐高温高

压、易贮存等生物特性,广泛应用于工业、农业、食

品、医药和饲料等行业。 已有大量研究表明芽胞

杆菌能够产生许多重要的生物活性物质,可以抑

制多种植物病原菌,是重要的植物病害生防微生

物;利用芽胞杆菌制成的微生态饲料添加剂具有

提高动物生产性能、增加饲料利用率、促进机体免

疫、抗菌防病及促进动物胃肠道微生态平衡等功

效,在动物生产应用中潜力巨大[2 ~ 4]。
分子克隆技术日渐成熟,芽胞杆菌的研究也

进入到分子水平。 通过研究完整基因组信息,开
发和利用芽胞杆菌重要的功能基因,可以加深对

生防芽胞杆菌的防病机理、重要代谢和调控机制



的认识。 基因敲除(gene knockout)是一种反向的

遗传学研究方法,通过一定途径从分子水平上将

机体特定的基因失活或者缺失,对比表观性状的

变化,可以对该基因的功能有所了解,该方法在生

物学、医学等许多研究领域都具有极其重要的理

论意义和实践意义[5]。 在芽胞杆菌中,实现基因

敲除主要有两种方式:一是利用同源重组进行基

因敲除,二是利用随机插入突变进行基因敲除。
本文详细介绍了这两种基因敲除技术的原理、特
点及研究应用现状,探讨其存在的缺陷和不足,并
对其未来的研究与应用提出展望。

1　 利用同源重组进行基因敲除

基因的同源重组(homologous recombination),
又叫基因打靶(gene targeting),是指外源 DNA 与

受体细胞染色体 DNA 上的同源序列之间发生重

组,并整合至受体细胞基因组中得以表达,从而改

变了细胞某些遗传特性的方法[6]。 利用同源重

组进行基因敲除能够精确地定点修饰和改造

DNA 片段,既可以用正常基因敲除突变的基因,
以进行性状的改良和遗传病的治疗,又可以用突

变的基因敲除正常的基因,以研究此基因在发育

和调控方面的作用[7]。
目前,利用同源重组法已成功应用于多种芽

胞杆菌基因缺失突变株的构建。 余志强等[8] 应

用同源重组法构建了枯草芽胞杆菌 spoOA 基因缺

失突变株,发现该基因缺失后,枯草芽胞杆菌完全

丧失了生成孢子的能力,证明 SpoOA 是孢子形成

早期因子之一。 彭其安等[9] 构建了枯草芽胞杆

菌转酮酶(tkt)缺失突变株,为 D-核糖工程菌的研

究奠定了基础。 刘杰等[10] 从枯草芽胞杆菌 224
的基因组 DNA 中扩增出溶血样基因 yugS 的上下

游片段,并利用携带新霉素抗性基因(neor)的重

组质粒 pMD18-T-neo 作为骨架,构建了基因阻断

质粒 pMD18-T-neo-yugS。 通过电击转化、抗性筛

选后获得 yugS 缺失突变株,为完善 BS224 菌株在

医学上的应用提供新的思路。 余贤美等[11] 在同

源重组法构建枯草芽胞杆菌 dhbC 基因缺失突变

株和回复株的研究中,不仅验证了 dhbC 基因与枯

草芽胞杆菌 CAS15 嗜铁素的产生密切相关,而且

进一步证实该方法用于芽胞杆菌基因敲除可行

性。 为提高枯草芽胞杆菌核黄素的产量,张西锋

等[12]以 B. subtilis GJ06 的 guaC 基因为同源重组

指导序列,构建整合表达载体 pGT9GH,利用双交

叉同源重组的方法将线性化的载体表达整合到受

体菌的染色体上,并且加入一个拷贝的核黄素操

纵子,获得 guaC 基因的缺失突变株。 实验结果

表明该突变株的核黄素产量提高了 24. 5% 。 同

时该作者为提高葡萄糖激酶的表达,在葡萄糖酸

操纵子 gntR 和 gntK 基因之间引入强启动子

PB14,构建整合表达载体 pRKS-14,通过同源重组

诱导基因敲除获得葡萄糖激酶高表达的突变株,
为进一步提高核黄素的产量提供原料保障[13]。

已有多个芽胞杆菌的基因敲除实验利用

pRN5101 质粒构建基因敲除载体,成功获得基因

敲除突变株。 温敏载体 pRN5101 源于 pE194,含
有大肠杆菌和苏云金芽胞杆菌两个复制原点,在
大肠杆菌中为氨苄青霉素抗性,在苏云金芽胞杆

菌中为红霉素抗性[14]。 1999 年,Servant 等[15] 最

早利用 pRN5101 获得 cry 基因在球状芽胞杆菌中

的体 内 重 组; 2004 年, Espinasse 等[16,17] 利 用

pRN5101 质粒构建的载体在苏云金芽胞杆菌中

成功获得 berAB、sigW、ecfX 和 ecfY 等基因缺失突

变株; 2007 年,孙长坡等[18] 通过基因重组方法,
利用温敏穿梭载体 pRN5101 敲除了苏云金芽胞

杆菌 G03 菌株中的 spoIVF 操纵子,获得了相应的

缺失突变株。 诸多学者利用同源重组基因敲除技

术对苏云金芽胞杆菌无晶体突变株 Bt HD-73 等

菌株进行特殊功能基因的敲除,对于明确 Bt 晶体

形成机制以及芽胞与晶体之间的关系提供了一定

的借鉴依据[19,20]。 另外,为实现改造抗生素糖基

的目的,有研究利用基因敲除技术使糖基转移酶

EryCⅢ失活,构建了红色糖多胞菌 A226-ΔeryCⅢ
突变体,为下一步改造红霉素糖基、合成新型红霉

素类似物打下基础[21]。

2　 利用随机插入突变进行基因敲除

插入突变是指利用某些能够随机插入宿主细

胞染色体的基因序列(如转座子、T-DNA 等),在
目标细胞基因组中进行插入突变,构建基因突变

体库,通过相应标记或已知的序列标签进行侧翼

序列分析,获得相应的基因敲除细胞。 获得突变

体后,可以进行功能基因组学的研究。 构建饱和

的基因突变体库是一种直接、有效的分析鉴定基
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因功能的方法。
转座子随机诱变技术操作简便且作用直接,

现已发展成为一种强有力的遗传分析工具,可用

于微生物基因功能的确定、菌株鉴别及群体的多

样性分析等许多研究[22]。 在芽胞杆菌突变库的

构建研究中,早期主要利用人工 Mu 转座复合物、
Tn917 转座子以及 mini-Tn10 转座插入等方法。
2006 年,郝建安等[23]利用人工 Mu 转座技术研究

解淀粉酶芽胞杆菌的功能基因,通过对解淀粉芽

胞杆菌 Mu 转座突变子进行表型筛选、克隆和测

序后发现了 2 个新的抑真菌作用调节基因。 同时

也对地衣芽胞杆菌进行了 Mu 转座突变的研究,
成功获得了突变子。 在 G + 菌的分子遗传研究中

通常利用 pTV1、pTV1Ts 等温度敏感型质粒,这类

质粒上带有红霉素抗性基因的 Tn917 转座子,可
以进行插入突变[24]。 齐勇等[25] 建立了携带转座

子 Tn917 的质粒 pTV1 对野生型巨大芽胞杆菌

B1301 菌株的转化体系与转座子突变技术,获得

1 000 多个转座插入突变子。 抑菌试验结果表明

转座子 Tn917 插入到 B1301 基因组中,不仅改变

了分泌细胞分裂素基因功能,同时也抑制了该菌

抑菌基因功能,使得突变子的抑菌效果降低。 高

卫华等[26]则利用 mini-Tn10 转座系统研究野生型

解淀粉芽胞杆菌生物被膜形成相关基因。 研究中

用到的转座质粒 pIC333 具有壮观霉素抗性基因、
红霉素抗性基因、ColE1 复制起点、一个能在芽胞

杆菌中复制的温度敏感型复制子,以及来自于鼠

伤寒沙门氏菌 mini-Tn10 转座子,是针对芽胞杆

菌而构建的转座插入载体,非常利于突变子的筛

选以及插入基因的鉴定[27]。
Tn5 转座子及其衍生载体是应用非常广泛的

插入突变系统之一。 Tn5 转座子结构较为简单,
属于非复制型转座子,转座机理已阐明。 Tn5 的

转座通常用于 G - 菌,特备是大肠杆菌的研究中,
现在也在芽胞杆菌等 G + 菌中成功应用,有助于

芽胞杆菌的新基因挖掘、基因功能研究和突变体

库构建等研究。 胡晓璐等[28,29] 为分离短小芽胞

杆菌 DX01 菌株中稻瘟病拮抗物质及相关基因,
利用 Tn5 转座子插入突变获得大量突变株,自
2 633个突变株中筛选出 6 株抑制稻瘟病菌活性

显著变化的突变株。
Mariner 转座元件,简称 MELs,是 Mariner /

Tc1 超家族Ⅱ型转座元件中分布最广、种类最多

的超家族之一,宿主具有广泛性和多样化的特征。
Himar1 转座元件属于 Mariner 家族转座子,常用

于细菌诱变,基于此所构建的穿梭载体 pMarA 携

带有 TnYLB 转座子,已成功应用于芽胞杆菌基因

功能研究中[30 ~ 32]。 马欣等[32] 利用 Himar1 转座

诱变体系构建了枯草芽胞杆菌 OKB105 菌株的突

变体文库,为克隆该菌株的生防基因奠定了基础。
彭玲[33]也利用该转座系统建立了植物内生生防

蜡样芽胞杆菌 0-9 菌株的突变体库,并对突变体

库进行了表型评价。

3　 展望

芽胞杆菌是一个多样性十分丰富的微生物类

群,分布广泛,是重要的生物防治微生物,在植物

病害综合治理中有重要作用。 近年来,芽胞杆菌

的生理生态、生防机理等方面一直是国内外研究

的热点。 而对生防微生物的研究已不再局限于寻

找发现新的生防菌株,而是通过构建生防菌突变

体库或者生防工程菌等手段,筛选生防相关基因,
探索生防机制,提高生防效果。

当前利用同源重组进行芽胞杆菌基因敲除已

成为主流,同源重组的目的性强,重组过程具有高

度特异性和保守性。 而利用随机插入突变诱导基

因敲除的方法随机性强,筛选过程繁琐,通常用于

构建突变体库。 除此之外,还有其他机理的基因

敲除技术正在不断发掘和完善,如基于 RNAi 的
基因敲除技术等。 随着对基因组的认识不断深

入,我们也认识到基因敲除技术还具有一些局限

性。 基因敲除技术不适用于对生命必需基因和功

能冗余基因的研究,敲除这类基因可能会导致无

法获得突变体,或者突变体没有明显表型变化,因
此必须采用其他分子生物学手段进行研究。 基因

敲除技术是是遗传工程的重大飞跃,已经在疾病

机理、医疗、动植物、微生物等基因功能的研究中

体现出强有力的作用,随着分子生物学理论的发

展,新基因敲除原理也在不断发现和发掘中,无论

是在基础理论还是在实际应用中都将有着广阔的

应用前景。
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