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　 　 摘要:　 构建玉米赤霉烯酮降解菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＭＱ０１ 突变体文库ꎬ以期获得丢失玉米赤霉烯酮降

解功能的突变子ꎬ克隆玉米赤霉烯酮降解酶基因ꎬ阐明 ＭＱ０１ 降解玉米赤霉烯酮的分子机制ꎮ 将携带转座子

ＴｎＹＬＢ￣１ 的穿梭载体 ｐＭａｒＡ 电转化至玉米赤霉烯酮降解菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＭＱ０１ 中ꎬ５０ ℃ 高温条件下ꎬ把
穿梭载体 ｐＭａｒＡ 上转座子 ＴｎＹＬＢ￣１ 随机插入到菌株 ＭＱ０１ 基因组中ꎬ获得转座子插入突变的阳性克隆ꎬ构建 ＭＱ０１
菌株的突变体文库ꎬ随机挑选突变子采用 ＰＣＲ 和 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交方法进行验证ꎮ 本研究成功获得了３ ０００多个

ＴｎＹＬＢ￣１ 转座子插入突变的阳性克隆ꎬ构建了 Ｂ. ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＭＱ０１ 的突变子文库ꎬ结果显示 ＴｎＹＬＢ￣１ 转座子

以单拷贝的形式随机插入到 Ｂ. ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＭＱ０１ 的基因组 ＤＮＡ 中ꎬ从而可以从转座子突变文库中筛选丢失

玉米赤霉烯酮降解功能的转座突变子ꎬ从菌株 ＭＱ０１ 中克隆玉米赤霉烯酮降解酶基因ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅꎻ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＭＱ０１ꎻ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｍｕｔａｎｔｓꎻ ｍｕｔａｎｔ ｌｉｂｒａｒｙ

　 　 玉米赤霉烯酮是一种真菌毒素ꎬ主要由镰刀菌

产生ꎬ如禾谷镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ )、亚洲

镰刀菌(Ｆ. ａｓｉａｔｉｃｕｍ)ꎬ黄色镰刀菌(Ｆ. ｃｕｌｍｏｒｕｍ)
等ꎬ广泛分布于世界各地[１￣２]ꎮ 镰刀菌病害主要发生

于玉米、小麦和其他的谷物类作物上[３￣４]ꎮ 玉米赤霉

烯酮不仅对畜牧业产生严重影响ꎬ也给人类的身体

健康造成巨大威胁[５￣６]ꎮ 玉米赤霉烯酮可以改变猪、
牛、羊、鸡的生殖系统[７￣８]ꎮ 据报道ꎬ玉米赤霉烯酮对

老鼠有致癌作用ꎬ刺激人和动物的乳腺细胞生长ꎬ使
人和动物产生高雌激素综合症[９￣１０]ꎮ

因此ꎬ我们有必要加强有效降低谷物中玉米

赤霉烯酮方法的研究ꎮ 目前ꎬ已经有一些吸附剂

被用来控制玉米赤霉烯酮的污染ꎬ如:粘土、活性

炭、膨润土、消胆胺和 １ꎬ ３￣β￣Ｄ￣葡聚糖等 [１１￣１２] ꎮ
另外ꎬ臭氧对玉米赤霉烯酮也有解毒作用 [１３] ꎮ
然而ꎬ这些方法只能部分解除玉米赤霉烯酮的毒

性ꎬ而且还有很多的副作用ꎮ 生物方法是一种更

有效ꎬ更有前景的方法ꎬ已经有不少关于细菌、丝
状真菌和酵母等被用于玉米赤霉烯酮解毒的报

道ꎮ 如 粉 红 粘 帚 霉 ( Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ ｒｏｓｅａ ) ＩＦＯ
７０６３ 可以把玉米赤霉烯酮转变为毒性较低的产

物 [１４] ꎬ解 毒 毛 孢 酵 母 ( Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｉ￣
ｖｏｒａｎｓ )可以将玉米赤霉烯酮降解为无毒无雌激

素毒性的物质 ＺＯＭ￣１ꎮ 恶臭假单胞菌 ( Ｐｓｅｕｄｏ￣
ｍｏｎａｓ ｐｕｔｉａ) ＺＥＮ￣１ 和 耳 炎 假 单 胞 菌 ( Ｐｓｅｕｄｏ￣
ｍｏｎａｓ ｏｔｉｔｉｄｉｓ ) ＴＮ￣Ｎ１ 也有降解玉米赤霉烯酮的

效果 [１５￣１６] ꎮ
在玉米赤霉烯酮( ＺＥＮ)降解的代谢途径和分

子机制方面ꎬ也有一些报道ꎬ如匍枝根霉和部分丝

状真菌及酵母可以将 ＺＥＮ 转化为 α￣Ｚｅａｒａｌｅｎｏｌ 和

β￣ Ｚｅａｒａｌｅｎｏｌ[１７] ꎻ粉红色螺旋聚孢霉(Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ
ｒｏｓｅａ) ＩＦ７０６３ 在 ｚｈｄ１０１ 基因编码的 ＺＥＮ 降解酶的

作用下ꎬ可以将 ＺＥＮ 转化为没有雌激素活性的代

谢产物￣１￣( ３ꎬ５￣二羟苯基) ￣１０′￣羟基￣１′反式￣十一

碳烯￣６′￣酮[１８￣１９] ꎻ 不 动 杆 菌 属 ( Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.)
ＳＭ０４ 中的硫氧还蛋白过氧化物酶可以氧化 ＺＥＮ

生成[Ｍ￣Ｈ] ￣为 ４８９ 和 ４０５ 的产物ꎬ虽然产物的雌

激素活性有所减少ꎬ但没有完全解除 ＺＥＮ 的毒

性[２０￣２１] ꎮ
本研究室在前期的研究中已经成功分离到了 １

株能够降解玉米赤霉烯酮的解淀粉芽孢杆菌( Ｂａ￣
ｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ )ＭＱ０１ꎬＭＱ０１ 作为 １ 株解淀

粉芽孢杆菌ꎬ不仅能解除玉米赤霉烯酮的毒性ꎬ而且

还具有很好的环境适应性ꎬ能促进作物的生长ꎬ因此

具有很好的应用潜力ꎮ 但是菌株 ＭＱ０１ 降解玉米赤

霉烯酮的代谢途径和机制还不清楚ꎮ 解淀粉芽孢杆

菌 ＭＱ０１ 作为一种革兰氏阳性细菌ꎬ在分子操作方

法上有一定的难度ꎮ 本研究旨在建立 Ｂ. ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅ￣
ｆａｃｉｅｎｓ ＭＱ０１ 的转化体系ꎬ通过转座子随机突变技

术构建 ＭＱ０１ 的突变体文库ꎬ为进一步克隆降解玉

米赤霉烯酮的降解基因ꎬ为阐明 ＭＱ０１ 降解玉米赤

霉烯酮的分子机制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试菌株、质粒及培养条件

解淀粉芽孢杆菌 ＭＱ０１ 及其突变子、大肠杆菌

Ｅ.ｃｏｌｉ ＤＨ５α 均在 ＬＢ 培养基 ３７ ℃培养ꎬ解淀粉芽孢

杆菌 ＭＱ０１ 转化子 ＭＱ０１￣ＭＡ 在 ＬＢ 培养基 ３０ ℃培

养ꎮ 所用抗生素浓度如下:氨苄青霉素(Ａｍｐ) 为

１００ μｇ / ｍｌꎬ链霉素 ( Ｓｔｒ) 为 ５０ μｇ / ｍｌꎬ卡那霉素

(Ｋｍ)为 ５０ μｇ / ｍｌꎬ红霉素(Ｅｒｍ)为 １００ μｇ / ｍｌꎮ 供

试菌株及质粒见表 １ꎮ
１.２　 培养基、试剂和引物

ＬＢ 培养基:蛋白胨 １０􀆰 ０ ｇ / Ｌꎬ酵母膏 ５􀆰 ０ ｇ / Ｌꎬ
ＮａＣｌ １０􀆰 ０ ｇ / Ｌ (ｐＨ ７􀆰 ０~７􀆰 ５)ꎬ琼脂 １５􀆰 ０~２０􀆰 ０ ｇ / Ｌꎮ
电转试剂:ＧＭ (ＬＢ ＋ ０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ山梨醇)、ＥＴＭ ( ０􀆰 ５
ｍｏｌ / Ｌ山梨醇＋ ０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ 甘露醇＋ １０％ 甘油)、ＲＭ
(ＬＢ ＋ ０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ 山梨醇＋ ０􀆰 ３８ ｍｏｌ / Ｌ 甘露醇)ꎮ 本

研究中所用的限制性内切酶均为 ＴａＫａＲａ 公司提供ꎬ
抗生素和其他化学试剂购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ引物的合成

及测序均由上海生工生物工程有限公司完成ꎬ所需引

物参照表 ２ꎮ

７５４朱子薇等:玉米赤霉烯酮降解菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＭＱ０１ 突变体文库的构建



表 １　 本研究中所用的菌株和质粒

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

　 　 　 菌株 / 质粒 　 　 　 　 　 　 　 相关基因型或性状 参考文献或来源

菌株 Ｂ.ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＭＱ０１ Ｓｔｒｒꎬ 玉米赤霉烯酮降解菌 本实验室保存

Ｂ.ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＭＱ０１￣ＭＡ Ｓｔｒｒ、Ｅｒｍｒ、Ｋｍｒꎬ 带有质粒 ｐＭａｒＡ 的玉米赤霉烯酮降解菌 本研究

Ｅ.ｃｏｌｉ ＤＨ５α ｓｕｐＥ４４、ｈｓｄＲ１７、△ｌａｃＵ１６９、ｒｅａＡ１、ｅｎｄＡ１、ｇｒｙＡ９６、ｔｈｉ￣１、ｒｅｌＡ１ 本实验室保存

质粒 ｐＭａｒＡ Ａｍｐｒ、Ｅｒｍｒ、Ｋｍｒꎬ携带 ＴｎＹＬＢ￣１ 转座子和 ｍａｒｉｎｅｒ￣Ｈｉｍａｒ１ 转座元件ꎻ
ｐＵＣ 复制子ꎬ适用于 Ｇ＋的温敏型复制子

参考文献[２２]

Ｓｔｒｒ:链霉素抗性ꎻＥｒｍｒ:红霉素抗性ꎻＫｍｒ:卡那霉素抗性ꎻＡｍｐｒ:氨苄青霉素抗性ꎮ

表 ２　 本研究所用的引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称 引物序列(５′→３′) 参考文献或来源

ｏＡｔｎｐ￣Ｆｗｄ ＣＣＣＧＧＴＣＡＡＴＧＧＡＧＣＡＡＴＴＣＧＧＡＣＧＡＴＴＧＡＣＡＡＧＣ( ＫｐｎⅠ) 参考文献[２２]

ｏＡｔｎｐ￣Ｒｅｖ ＣＣＣＧＧＴＣＡＡＧＴＣＧＡＣＧＣＡＧＡＴＴＣＣＧＧＴＣＴＡＡＣＡＡＡＧ ( ＫｐｎⅠ) 参考文献[２２]

ＯＩＴＲ ＣＣＣＣＴＧＣＡＧＴＡＡＣＡＧＧＴＴＧＧＣＴＧＡＴＡＡＧＴＣＣＣＣＧＧＴＣＴ( ＰｓｔⅠ) 参考文献[２２]

Ｋａｎ￣ Ｆｗｄ ＴＣＣＣＣＡＧＴＡＡＧＴＣＡＡＡＡＡＡＴＡＧ 本研究

Ｋａｎ￣Ｒｅｖ ＡＴＣＡＧＧＣＴＣＴＴＴＣＡＣＴＣＣＡＴＣＧ 本研究

１.３　 解淀粉芽孢杆菌 ＭＱ０１ 突变体文库的构建

１.３.１　 菌株 ＭＱ０１ 的电转化感受态的制备　 从－７０
℃冰箱取出菌株 ＭＱ０１ꎬ在含 １００ μｇ / ｍｌ Ｓｔｒ 的 ＬＢ 平

板上活化ꎬ３７ ℃培养至平板上产出单菌落ꎬ接种于 ５
ｍｌ 的 ＬＢ(含 １００ μｇ / ｍｌ Ｓｔｒ)培养基中ꎬ３７ ℃过夜培

养后ꎬ接种到 ５０ ｍｌ ＧＭ 培养基中ꎬ控制好接种量ꎬ使
接种后培养液的 ＯＤ６００ 为 ０.１９~ ０􀆰 ２０ꎬ ３７ ℃ꎬ ２００
ｒ / ｍｉｎꎬ培养约３~ ４ ｈ 后ꎬ检测培养液 ＯＤ６００≈１􀆰 ０ꎬ取
全部菌液冰水浴 １０ ｍｉｎꎬ然后于５ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ ４ ℃离

心 ８ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ用 ４０ ｍｌ 预冷的电转缓冲液

ＥＴＭ 洗涤菌体ꎬ５ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ４ ℃离心 ８ ｍｉｎꎬ弃上清

液ꎬ如此重复洗涤 ３ 次后ꎬ把菌体悬浮于 ２００ ｍｌ
ＥＴＭ 中ꎬ制成菌株 ＭＱ０１ 的电转化感受态细胞ꎬ具
体方法参照文献[２３]ꎮ
１.３.２　 质粒 ｐＭａｒＡ 转化至菌株 ＭＱ０１　 将 ５０􀆰 ０ μｌ
感受态细胞加入 ２􀆰 ５ μｌ ｐＭａｒＡ 质粒ꎬ轻轻混匀后ꎬ
冰浴 ５ ｍｉｎꎬ加入到预冷的电极间距为 ２ ｍｍ 电转杯

中ꎬ在 ２􀆰 ０ ｋＶ、２５ μＦ、２００ Ω 的条件下ꎬ进行电转化ꎬ
电击完毕后ꎬ立即加入 １ ｍｌ 复苏培养基 ＲＭꎬ３０ ℃ꎬ
１８０ ｒ / ｍｉｎ复苏 ３ ｈ 后ꎬ涂布于含有 １０ μｇ / ｍｌ Ｅｒｍ 和

５０ μｇ / ｍｌ的 Ｋｍ 的双抗 ＬＢ 平板ꎬ３０ ℃过夜培养ꎮ

１.３.３　 转化子 ＭＱ０１￣ＭＡ 的验证￣质粒验证 　 挑取

在 Ｅｒｍ 和 Ｋｍ 双抗 ＬＢ 平板上生长的单菌落转化子

ＭＱ０１￣ＭＡꎬ接种于含有 ５０ μｇ / ｍｌ Ｋａｎ 的 ３ ｍｌ ＬＢ 培

养基中ꎬ３０ ℃ꎬ１８０ ｒ / ｍｉｎ过夜培养ꎮ 采用质粒试剂

盒提取质粒ꎬ用限制性内切酶 ＫｐｎⅠ对质粒进行单

酶切验证[２４]ꎮ
１.３.４　 转化子 ＭＱ０１￣ＭＡ 的 ＰＣＲ 验证 　 以上面提

取的质粒作为模板ꎬ用 ｏＡｔｎｐ￣Ｆｗｄ 和 ｏＡｔｎｐ￣Ｒｅｖ 作为

引物ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增 ＨｉｍａｒⅠ转座酶编码的基

因片段ꎬＰＣＲ 程序为:９６ ℃ꎬ２ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ４５ ｓꎬ６２ ℃
１ ｍｉｎꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７０ ℃ꎬ１０ ｍｉｎꎮ
１.４　 转化子 ＭＱ０１￣ＭＡ 的高温诱导随机突变

将转化子 ＭＱ０１￣ＭＡꎬ接种到含 １０ μｇ / ｍｌ Ｅｒｍ
的 ＬＢ 中ꎬ３０ ℃ꎬ２００ ｒ / ｍｉｎꎬ培养 １８ ｈꎬ取菌液 １５０
μｌ 接种到含 １０ μｇ / ｍｌ Ｅｒｍ 的 ＬＢ 中ꎬ３０ ℃ꎬ２００
ｒ / ｍｉｎꎬ培养 １２ ｈꎬ将菌液稀释 １０５ ~ １０６倍ꎬ取 ２００
μｌ 涂布于含有 ５０ μｇ / ｍｌ Ｋａｎ 的 ＬＢꎬ５０ ℃ 高温培

养１２ ~ １６ ｈꎬ随机挑取平板上长出的单菌落ꎬ一一

对应地分别点到含有 １０ μｇ / ｍｌ Ｅｒｍ 和 ５０ μｇ / ｍｌ
Ｋｍ 和只含有 ５０ μｇ / ｍｌ Ｋｍ 单抗 ＬＢ 平板上ꎬ挑起

只能在 Ｋｍ 单抗 ＬＢ 平板上生长ꎬ不能在 Ｅｒｍ 和
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Ｋｍ 双抗 ＬＢ 平板上生长的菌落ꎬ构建 ＭＱ０１ 的转

座突变子文库ꎮ
１.５　 突变体中 ＴｎＹＬＢ￣１ 插入位点随机性及拷贝数

检测

　 　 随机挑选 １０ 个突变体ꎬ用 ＣＴＡＢ 法提取突变体

基因组[２５]ꎬ采用引物 ＯＩＴＲ 扩增突变体基因组的

ＴｎＹＬＢ￣１ 片段ꎬＰＣＲ 程序为:９６ ℃ ２ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ４５
ｓꎬ６６ ℃ １ ｍｉｎꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７０ ℃ꎬ１０
ｍｉｎꎮ 用引物 Ｋａｎ￣Ｆｗｄ、Ｋａｎ￣Ｒｅｖ 扩增转座子 ＴｎＹＬＢ￣
１ 中 ３７０ ｂｐ 的卡那霉素抗性编码基因的部分片段ꎬ
ＰＣＲ 程序为:９５ ℃ ２ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ４５ ｓꎬ６６ ℃ ３０ ｓꎬ７２
℃ １ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７０ ℃ １０ ｍｉｎꎬ 纯化回收后经

ＤＩＧ 标记为探针ꎮ Ｅｃｏ ＲⅠ过夜酶切 １５ 个突变体基

因组ꎬ电泳后进行转膜ꎬ然后进行 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交[２６]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 解淀粉芽孢杆菌 ＭＱ０１ 菌株转化质粒 ｐＭａｒＡ
将穿梭载体 ｐＭａｒＡ 通过电转化的方法转入到

解淀粉芽孢杆菌 ＭＱ０１ 的感受态细胞中ꎬ挑取在

Ｅｒｍ 和 Ｋｍ 双抗的 ＬＢ 平板上生长的单菌落转化子

ＭＱ０１￣ＭＡꎬ提取质粒ꎬ和转化前的载体 ｐＭａｒＡ 同时

进行电泳ꎬ结果如图 １ 所示ꎬ从转化子 ＭＱ０１￣ＭＡ 提

取到的质粒和载体 ｐＭａｒＡ 大小一致(图 １)ꎬ并进行

了限制性酶切验证和 ＰＣＲ 验证ꎬ结果显示用限制性

内切酶 ＫｐｎⅠ对质粒 ｐＭａｒＡ 和从 ＭＱ０１￣ＭＡ 中提取

的质粒进行酶切后ꎬ都形成了 ２ 个大小约为 １􀆰 ５ ｋｂ
和 ６􀆰 ５ ｋｂ 的片段(图 １)ꎮ 以提取质粒为模板进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ从质粒 ｐＭａｒＡ 和从 ＭＱ０１￣ＭＡ 中提取的

质粒中都分别扩增到了 ２ 个大小约为 １􀆰 ５ ｋｂ 的

ＰＣＲ 产物ꎬ且与目的基因 ＨｉｍａｒⅠ转座酶编码基因

的长度是一致的(图 ２)ꎮ 据此ꎬ我们可以判断ꎬ质粒

ｐＭａｒＡ 已经成功转入到解淀粉芽孢杆菌 ＭＱ０１ꎮ
２.２　 高温诱导转座子 ＴｎＹＬＢ￣１随机插入 ＭＱ０１ 菌
株基因组

　 　 ５０ ℃高温条件下ꎬ质粒 ｐＭａｒＡ 中对高温敏感的

芽孢杆菌复制子会失活ꎬ从而使质粒 ｐＭａｒＡ 无法复

制ꎮ 然后在 Ｈｉｍａｒ Ｉ 转座酶的催化下ꎬＴｎＹＬＢ￣１ 转座

子可以随意插入到解淀粉芽孢杆菌 ＭＱ０１ 基因组的

任意 ＴＡ 序列中ꎬ使其基因被随机诱变失活ꎮ 同时

质粒 ｐＭａｒＡ 也会失去编码 Ｅｒｍ 抗性基因的片段ꎬ使
得突变体丧失红霉素抗性ꎮ 因此将高温突变产生的

突变株ꎬ一一对应地转接到 ＬＢ (含 １０ μｇ / ｍｌ Ｅｒｍ 和

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｋｅｒꎻ１:质粒 ｐＭａｒＡꎻ２: 质粒 ｐＭａｒＡ 的 Ｋｐｎ Ｉ 酶切产物ꎻ
３: 从ＭＱ０１￣ＭＡ 中提取出的质粒ꎻ４: 从ＭＱ０１￣ＭＡ 中提取出的质

粒的 Ｋｐｎ Ｉ 酶切产物ꎮ
图 １　 解淀粉芽孢杆菌 ＭＱ０１￣ＭＡ 转化子质粒的酶切验证

Ｆｉｇ.１　 Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｓｍｉｄ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅ￣
ｆａｃｉｅｎｓ ＭＱ０１￣ＭＡ

Ｍ: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１: 质粒 ｐＭａｒＡ 的 ＰＣＲ 产物 ꎻ２: ＭＱ０１￣ＭＡ 的

ＰＣＲ 产物ꎻ ３: 阴性对照ꎮ
图 ２　 解淀粉芽孢杆菌 ＭＱ０１￣ＭＡ 转化子质粒的 ＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ.２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂ. ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＭＱ０１￣ＭＡ

５０ μｇ / ｍｌ Ｋｍ) 和 ＬＢ (含 ５０ μｇ / ｍｌ Ｋｍｒ )平板上ꎬ
获得了在双抗平板上不生长ꎬ仅在含卡那霉素的平

板上生长的转化子３ ０００多个ꎬ构建了 ＭＱ０１￣ＭＡ 的

突变体文库ꎮ
２.３　 突变体中转座子插入位点随机性及拷贝数

从解淀粉芽孢杆菌 ＭＱ０１￣ＭＡ 的突变体文库中

随机挑选了 １５ 个突变体ꎬ提取突变子的基因组

ＤＮＡꎬ ＰＣＲ 扩增 ＴｎＹＬＢ￣１ 基因片段ꎬ结果扩增到了

长度约为 １􀆰 ５ ｋｂ 的片段(图 ３)ꎬ与质粒 ｐＭａｒＡ 作为

阳性模板扩增出的片段大小一致ꎬ而以野生型

ＭＱ０１ 的 ＤＮＡ 为模板没有扩增出相应的片段ꎬ说明

转座子 ＴｎＹＬＢ￣１ 被成功插入到 ＭＱ０１ 的基因组

ＤＮＡ 中ꎮ 进一步的 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交验证结果(图 ４)显

９５４朱子薇等:玉米赤霉烯酮降解菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＭＱ０１ 突变体文库的构建



示ꎬ１０ 个突变体的杂交信号带都是单一的且位置几

乎各不相同ꎬ这说明转座子 ＴｎＹＬＢ￣１ 是以单拷贝、
随机插入到解淀粉芽孢杆菌 ＭＱ０１ 基因组中的ꎮ

Ｍ: ＤＮＡ ｍａｋｅｒꎻ１: ＭＱ０１ 的 ＰＣＲ 产物ꎻ ２~１６: ＭＱ０１￣ＭＡ 的 ＰＣＲ 产物ꎻ １７: 质粒 ｐＭａｒＡ 的 ＰＣＲ 产物ꎮ
图 ３　 解淀粉芽孢杆菌 ＭＱ０１￣ＭＡ 突变子中 ＴｎＹＬＢ￣１转座子的 ＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ.３　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＴｎＹＬＢ￣１ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｍｕｔａｎｔｓ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ ｌｉｂｒａｒｙ ｏｆ Ｂ. ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ
ＭＱ０１￣ＭＡ

Ｍ: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１: ＭＱ０１ꎻ２~１１: ＭＱ０１￣ＭＡ 的突变体ꎮ
图 ４　 解淀粉芽孢杆菌ＭＱ０１￣ＭＡ 突变体基因组中 ＴｎＹＬＢ￣１的

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

Ｆｉｇ.４　 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴｎＹＬＢ￣１ ｉｎｓｅｒｔ￣
ｅｄ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｐｉｅｓ ｉｎ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｍｕｔａｎｔｓ ｏｆ Ｂ.
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＭＱ０１￣ＭＡ

３　 讨 论

本研 究 以 玉 米 赤 霉 烯 酮 降 解 菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ 菌株 ＭＱ０１ 为研究对象ꎬ制备其

电转化感受态细胞ꎬ并成功地把 ｐＭａｒＡ 转化到菌

株 ＭＱ０１ 中ꎮ 但是在菌株 ＭＱ０１ 的转化过程中ꎬ
因为质粒 ｐＭａｒＡ 较大(约８ ２５３ ｂｐ) ꎬ再加上解淀

粉芽孢杆菌 ＭＱ０１ 为较难进行遗传转化的野生

型芽孢杆菌ꎬ所以在转化过程中经历了很多失

败ꎮ 刚开始的时候ꎬ使用了芽孢杆菌转化过程中

经常使用的传统的 Ｓｐｉｚｉｚｅｎ 化学转化法 [２４] ꎬ但是

多次试验都没有转化成功ꎮ 为此后来选择了电

转化方法ꎬ本方法在电转化细胞的制备过程中ꎬ
严格控制菌体的生成时期非常关键ꎬ过早过晚地

收集细胞都会造成转化失败ꎬ菌体细胞适合在

ＯＤ６００ ＝ ０.９ ~ １􀆰 ０ 的时候收集ꎮ 在电转化时电压

的选择ꎬ也要进行不断优化ꎬ找到本野生型芽孢

杆菌适合的转化电压ꎮ 本研究中最后优化选择

了 ２.０ ｋＶ 为菌株 ＭＱ０１ 的转化电压ꎮ
当 ｐＭａｒＡ 成功转化到菌株 ＭＱ０１ 中后ꎬ本研

究采用 ５０ ℃高温诱导转座子 ＴｎＹＬＢ￣１ 插入转化

子 ＭＱ０１￣ＭＡ 的方法ꎬ得到了菌株 ＭＱ０１ 的转座

插入突变子ꎮ Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交结果显示ꎬ ＴｎＹＬＢ￣１
在菌株 ＭＱ０１ 的突变子中是以单拷贝的形式存

在的ꎬ并且插入位置各不相同ꎬ说明转座子在菌

株 ＭＱ０１ 中是随机、单拷贝地插入的ꎬ从而成功

构建了菌株 ＭＱ０１ 的随机突变文库ꎮ
穿梭载体 ｐＭａｒＡ 上的 ＨｉｍａｒⅠ转座元件ꎬ是

细菌诱变应用中最广泛的 Ｍａｒｉｎｅｒ 家族转座元件

之一 [２７] ꎮ Ｍａｒｉｎｅｒ 类转座元件具有非寄主特异性

特点ꎬ因此可以广泛地应用于细菌诱变ꎬ并且除

了二核苷酸 ＴＡ 之外ꎬ它的插入没有特定的靶标

序列ꎬ从 ＭＱ０１ 中 ９ 个突变子的 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交信

号带都是单一的、且位置几乎各不相同的结果也
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说明了 Ｍａｒｉｎｅｒ 类转座元件的这个特点ꎮ 这也验

证了转座子 ＴｎＹＬＢ￣１ 是随机、单拷贝地插入到解

淀粉芽孢杆菌 ＭＱ０１ 菌株的基因组 ＤＮＡ 中ꎮ 目

前ꎬ对玉米赤霉烯酮降解基因的克隆已有报道ꎬ
如从粉红粘帚霉( Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ ｒｏｓｅａ ) ＩＦＯ ７０６３
中克隆到水解酶基因( ｚｈｄ１０１) ꎬ该基因可以把玉

米赤霉烯酮转变为毒性较低的产物ꎻ从不动杆菌

属(Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.) ＳＭ０４ 中克隆到了硫氧还蛋

白过氧化物酶基因( ｐｒｘ) ꎬ该基因也可以降解玉

米赤霉烯酮 [２１] ꎮ 在前面的研究中ꎬ我们已经对

菌株 ＭＱ０１ 的全基因组序列进行了测序并进行

了基因分析ꎬ并没有发现和 ｚｈｄ１０１ 和 ｐｒｘ 基因相

关的序列ꎬ因此我们计划采用转座子插入突变的

方法克隆玉米赤霉烯酮降解基因ꎮ 今后的研究

将利用本研究所构建的 ＭＱ０１￣ＭＡ 转座子插入突

变体文库ꎬ考虑到突变体文库的库容量ꎬ接下来

将首先进一步扩大突变体文库的库容量ꎬ然后通

过检测突变体文库中每个突变子对 ＺＥＮ 的降解

情况ꎬ从中筛选出丧失玉米赤霉烯酮降解能力的

突变子ꎮ 获得丧失玉米赤霉烯酮降解能力的突

变子后ꎬ通过对突变子中转座子侧翼序列的克

隆ꎬ从而克隆出玉米赤霉烯酮降解相关基因ꎬ从
基因水平进一步地研究解淀粉芽孢杆菌 ＭＱ０１
降解玉米赤霉烯酮的分子机制ꎮ
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ｃｏｔｏｘｉｎ Ｒｅｓꎬ ２０１４ꎬ３０(１):３３￣４１.

[１３] ＬＥＭＫＥ Ｓ Ｌꎬ ＭＡＹＵＲＡ Ｋꎬ ＯＴＴＩＮＧＥＲ Ｓ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ
ｔｈｅ ｅｓｔｒｏｇｅｎｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｏｚｏｎｅ ｕｔｉｌｉ￣
ｚｉｎｇ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｕｔｅｒｉｎｅ ｗｅｉｇｈｔ ｂｉｏａｓｓａｙ [ Ｊ] . Ｊ Ｔｏｘｉｃｏｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ
Ｈｅａｌｔｈ Ａꎬ １９９９ꎬ５６(４): ２８３￣２９５.

[１４] ＫＯＳＡＷＡＮＧ Ｃꎬ ＫＡＲＬＳＳＯＮ Ｍꎬ ＶＥＬＥＺ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ
ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｉｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｎｔａｇｏ￣
ｎｉｓｔｉｃ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ ｒｏｓｅａ ａｇａｉｎｓｔ ｍｙｃｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ [Ｊ] . Ｆｕｎｇａｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０１４ꎬ１１８(４):３６４￣３７３.

[１５] ＶＥＫＩＲＵ Ｅꎬ ＨＡＭＥＴＮＥＲ Ｃꎬ ＭＩＴＴＥＲＢＡＵＥＲ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｌｅａｖａｇｅ
ｏｆ ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ ｂｙ Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｉｖｏｒａｎｓ ｔｏ ａ ｎｏｖｅｌ
ｎｏｎｅｓｔｒｏｇｅｎｉｃ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ [ Ｊ] . Ａｐｐｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ ２０１０ꎬ７６
(７):２３５３￣２３５９.

[１６] ＴＡＮ Ｈꎬ ＺＨＡＮＧ Ｚꎬ ＨＵ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｏｔｉｔｉｄｉｓ ＴＨ￣Ｎ１ ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ｄｅｇｒａｄｉｎｇ Ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ
[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ２０１５ꎬ ４７:２８５￣２９０.

[１７] ＫＡＲＬＯＶＳＫＹ Ｐ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｔｏｘｉｎｓ ａｎｄ ｉｔｓ
ｕｓｅ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｂｒｅｅｄｉｎｇꎬ ｆｅｅｄ ａｎｄ ｆｏｏｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ [Ｊ] . Ｎａｔｕｒａｌ Ｔｏｘ￣
ｉｎｓꎬ１９９９ꎬ ７(１):１￣２３.

[１８] ＴＡＫＡＨＡＳＨＩ－ＡＮＤＯ Ｎꎬ ＫＩＭＵＲＡ Ｍꎬ ＫＡＫＥＹＡ ＯＳＡＤＡꎬ ｅｔ ａｌ.
Ａ ｎｏｖｅｌ ｌａｃｔｏｎｏｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ: ｅｎｚｙｍｅ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ [ Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｅｍ￣
ｉｓｔｒｙꎬ ２００２ꎬ ３６５(Ｐｔ１): １￣６.

[１９] ＴＡＫＡＨＡＳＨＩ－ＡＮＤＯ Ｎ ꎬ ＴＯＫＡＩ Ｔꎬ ＨＡＭＡＭＯＴＯ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｉ￣
ｃｉｅｎｔ ｄｅｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅꎬ ｔｈｅ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎ ｏｆ ｃｅｒｅａｌ
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ｐａｔｈｏｇｅｎꎬ ｂｙ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｙｅａｓｔｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａ ｓｙｎｔｈｅｔ￣
ｉｃ ｌａｃｔｏｎｏｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｇｅｎｅ [ Ｊ] . Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈ￣
ｎｏｌｏｇｙꎬ ２００５ꎬ ６７(６): ８３８￣８４４.

[２０] ＹＵ Ｙ Ｓꎬ ＱＩＵ Ｌ Ｐꎬ ＷＵ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ ｂｙ ｅｘ￣
ｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｅｎｚｙｍｅｓ ｆｒｏｍ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ. ＳＭ０４ ｉｎｔｏ ｓｍａｌｌｅｒ ｅｓｔｒｏ￣
ｇｅｎｉｃ ｐｒｏｄｕｃｔｓ [Ｊ] . Ｗｏｒｌｄ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ￣
ｏｇｙꎬ ２０１１ꎬ２７(１１):２６７５￣２６８１.

[２１] ＹＵ Ｙ Ｓꎬ ＷＵ Ｈꎬ ＴＡＮＧ Ｙ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａ ｐｅｒ￣
ｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ. ＳＭ０４ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ｉｔｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｏｒ ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ [Ｊ] . Ｍｉｃｒｏｂｉ￣
ｏｌ Ｒｅｓꎬ ２０１２ꎬ １６７(３): １２１￣１２６.

[２２] ＬＥ ＢＲＥＴＯＮ Ｙꎬ ＭＯＨＡＰＡＴＲＡ Ｎ Ｐꎬ ＨＡＬＤＥＮＷＡＮＧ Ｗ Ｇ. Ｉｎ
ｖｉｖｏ ｒａｎｄｏｍ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｂｙ ｕｓｅ ｏｆ ＴｎＹＬＢ￣１ꎬ ａ
ｍａｒｉｎｅｒ￣ｂａｓｅｄ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ [Ｊ] . Ａｐｐｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ２００６ꎬ ７２
(１): ３２７￣３３３.

[２３] ＮＡＴＨＡＬＩＥ Ｔꎬ ＣＨＲＩＳＴＩＡＮ Ｌꎬ ＪＩＭ Ｈ Ｅ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｌａｂｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ａｎ ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｆｏｒ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ ＡＴＣＣ １４５７９ [ Ｊ] .
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ ２００６ꎬ ６７(３): ５４３￣５４８.

[２４] ＳＰＩＺＩＺＥＮ Ｊ. Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｂｙ ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｔｅ [ Ｊ] . Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ
ＵＳＡ ꎬ １９５８ꎬ ４４(１０): １０７２￣１０７８.

[２５] ＬＩＵ Ｊꎬ ＨＥ Ｄꎬ ＬＩ Ｘ Ｚ. γ￣Ｐｏｌｙｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ (γ￣ＰＧＡ) ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ｃｏ６ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｉｔｓ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｎ ｆｒｕｉｔ
ｓｕｒｆａｃｅ [Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｆｏｏｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ ２０１０ꎬ １４２(１ / ２): １９０￣１９７.

[２６] ＳＯＵＴＨＥＲＮ Ｅ Ｍ. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ＤＮＡ
ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｂｙ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ[Ｊ] . Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ １９７５ꎬ ９８
(３): ５０３￣５１７.

[２７] ＬＡＭＰＥ Ｄ Ｊꎬ ＡＫＥＲＬＥＹ Ｂ Ｊ ꎬ ＲＵＢＩＮ Ｅ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｙｐｅｒａｃｔｉｖｅ
ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ ｍｕｔａｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｈｉｍａｒ１ ｍａｒｉｎｅｒ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ [ Ｊ] . Ｐｒｏｃ
Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡ ꎬ １９９９ꎬ ９６(２０): １１４２８￣１１４３３.
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