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研究报告 

yhcZ 基因在苏云金芽胞杆菌生长中的功能研究 

家琳达 1,2，高坦坦 2，彭琦 2，吕静 2，张杰 2，陈敏 1，宋福平 2 
1. 北京林业大学林木有害生物防治北京市重点实验室，北京 100083 
2. 中国农业科学院植物保护研究所植物病虫害生物学国家重点实验室，北京 100193 

摘要: 在枯草芽胞杆菌和蜡样芽胞杆菌中，yhcZ 基因和 yhcY 基因组成双组分系统调控细菌生长，但 yhcZ 基因

在苏云金芽胞杆菌中发挥的生物学功能尚未明确。本研究通过基因功能注释、上下游基因排列分析和氨基酸序

列比对，证实苏云金芽胞杆菌库斯塔克亚种 HD73 中 HD73_5824 基因为 yhcZ 基因，推测其与 HD73_5825 基

因(yhcY 基因)共同组成双组份系统调控细菌生长。利用同源重组技术敲除 HD73 菌株中的 yhcZ 基因获得缺失

突变体 HD (ΔyhcZ)，其在 LB 和 SSM 培养基中生长均慢于野生型 HD73，而互补菌株 HD(ΔyhcZ::yhcZ)菌株则

能够部分恢复生长，表明 yhcZ 基因的缺失影响了该菌株细胞的生长。在以 0.4%葡萄糖为唯一碳源的 M9 培养

基中，HD (ΔyhcZ)生长速度快于 HD73，表明 yhcZ 基因在该菌株吸收利用葡萄糖的过程中发挥重要作用。Biolog

实验显示 HD (ΔyhcZ)的单孔颜色变化率低于 HD73，且对 D/L-丝氨酸、甲酸、D-葡糖酸、L-组胺，D-乳酸甲酯

以及柠檬酸等的吸收利用能力低于 HD73，表明 yhcZ基因能显著影响 HD73菌株对碳源的利用。同时，HD(ΔyhcZ)

对 8% NaCl 的耐受能力弱于 HD73，表明该基因可能参与细菌细胞应力响应相关基因的表达与调控。以上结果

表明 yhcZ 基因在 HD73 菌株生长过程中对葡萄糖及其他碳源的利用具有重要的促进作用。本研究结果为解析

yhcZ 基因调控葡萄糖及碳源利用的分子机制奠定基础，且为进一步研究细菌生长及发酵提供参考。 

关键词: 苏云金芽胞杆菌；双组份系统；yhcZ 基因；葡萄糖利用；碳源利用 

The functions of yhcZ gene during Bacillus thuringiensis growth 
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Abstract: yhcZ and yhcY genes constitute a two-component system in Bacillus subtilis and B. cereus that regulates bac-

terial growth. However, the exact biological function of yhcZ gene in B. thuringiensis has not been fully elucidated. In this 

study, we proved that HD73_5824 is an yhcZ gene in B. thuringiensis subsp. kurstaki HD73 strain by combining gene func-

tional annotation, analysis of upstream and downstream genes arrangement, and amino acid sequence alignment. This yhcZ 
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gene may co-regulate bacterial growth with HD73_5825 gene (yhcY gene) by constituting a two-component system. Ho-

mologous recombination technology was employed to knock out yhcZ gene of HD73, resulting in a mutant strain HD 

(ΔyhcZ). The HD (ΔyhcZ) strain grew slower than wild-type strain HD73 in both LB and SSM medium. Re-introduction of 

yhcZ gene in HD (ΔyhcZ) strain can partially restore the growth, indicating that the deletion of yhcZ gene impacts the cell 

growth of HD73 strain. HD (ΔyhcZ) strain grew faster than HD73 strain in M9 medium with 0.4% glucose as the sole car-

bon source, implying that the yhcZ gene plays an important role in glucose utilization by HD73 strain. The results of biolog 

assay showed that HD (ΔyhcZ) exhibits a lower average well color development compared to HD73. HD(ΔyhcZ) cells also 

demonstrated a decreased capacity for absorbing and utilizing D/L-serine, formic acid, D-gluconic acid, L-histamine, 

D-methyl lactate, and citric acid, indicating that yhcZ gene could dramatically influence carbon source utilization of HD73 

strains. Additionally, HD (ΔyhcZ) was less resistant to 8% NaCl, suggesting that yhcZ gene may be involved in the expres-

sion and regulation of genes related to high-salt stress response in bacterial cells. The results above show that the yhcZ gene 

significantly promotes glucose and other carbon sources utilization of HD73 strain during growth. Our findings will lay a 

foundation not only for analyzing the regulatory mechanisms of glucose and carbon sources utilization by yhcZ gene, but 

also providing a reference for the further research on bacterial growth and fermentation. 

Keywords: Bacillus thuringiensis; two-component system; yhcZ gene; glucose utilization; carbon source utilization 

细菌通过细胞内的双组分系统(two-component 
system, TCS)感应外界环境信号，进而调控基因表达，
及时应答环境和生理的变化。典型的 TCS由组氨酸
激酶(histidine kinase, HK)和应答调控蛋白(response 
regulator, RR)两部分组成[1]。HK包含跨膜结构，分
为膜外信号感应结构域和膜内催化结构域。RR 的
N-端结构域用于接收 HK 传递的磷酸基团，C-端结
构域包含螺旋-转角-螺旋(HTH)序列，可与靶 DNA
或 RNA特异性结合，通过激活或抑制靶基因的转录，
进而调控相关基因的表达[2,3]。TCS广泛存在于细菌
中，调控细菌的生长繁殖、营养代谢、趋化性、运

动性、生物膜形成[4]、芽胞形成[5]、毒力表达及耐药

性[6,7]等生理过程。 
广义的蜡样芽胞杆菌组(B. cereus group)包含 6

种芽胞杆菌，除了狭义的 3 种，即苏云金芽胞杆菌
(B. thuringiensis)、炭疽芽胞杆菌(B. anthracis)及蜡样
芽胞杆菌 (B. cereus)外，还包括蕈状芽胞杆菌 (B. 
mycoides)、假蕈状芽胞杆菌(B. pseudomycoides)和韦
氏芽胞杆菌(B. weihenstephanensis)[8]。在 B. cereus
组中，大部分对 TCS 的研究集中于细胞压力应答、
毒力表达调控和芽胞的形成起始等方面。例如，目

前已经证实 CasKR参与 B. cereus菌株低温适应性，
通过提高脂肪酸脱氢酶 DesA的活性适应低温环境，

维持细胞生长和存活[9,10]；ResDE响应细胞内的氧化
还原变化，进而通过激活溶血素基因 hbl和肠毒素基
因 nde的转录调控 B. cereus的毒性[11]；YvfTU参与
毒力调控因子 PlcR的表达，主要调控 B. cereus菌株的
毒性[12]；WalRK(YycFC)响应温度和抗生素压力，调
控 B. anthracis的细胞分离及芽胞形成等生理过程[13]；

LytSR调控 B. thuringiensis中 spoIIP基因的表达，
参与芽胞的形成过程[14]。然而，在 B. cereus组细菌
中仍存在许多参与细胞壁压力应答、药物抵抗性、

生长调控的 TCSs有待深入研究，如 PhoRP、YycGF、
YufLM、LiaSR、YbdKJ、YvcQP、YxdKJ等[15]。 
苏云金芽胞杆菌(B. thuringiensis, Bt)在芽胞形

成过程中，细胞内能够产生伴胞晶体，其主要成分

是杀虫晶体蛋白。这些晶体蛋白对鳞翅目、鞘翅目、

双翅目、半翅目、等翅目、直翅目、缨翅目等昆虫

具有特异杀虫活性[16]。Bt产生的晶体和芽胞混合物
作为生物杀虫剂也已成功应用于害虫的生物防治，

并且成为目前农业上应用最广和产量最大的微生物

杀虫剂[17]。在 B. subtilis 168菌株中，YhcZ和上游
YhcY 组成双组分系统参与磷酸转移酶系统(phosph-
otransferase system, PTS)通路，调控菌株对葡萄糖的
利用[18]；在 B. cereus模式菌株 ATCC 14579中，仅
推测 YhcYZ双组分系统参与细胞壁压力响应[15]。然 
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而在 Bt 菌株中，尚无 yhcZ 相关基因的功能报道。
本研究通过比较基因在基因组上的排列模式，结合

氨基酸序列比对和保守结构域分析，证明在 Bt 

HD73 基因组中存在 yhcZ 基因，对应的基因编号为
HD73_5824。然而 YhcZ 在 Bt 菌株中对生长发挥的

调控作用仍不清楚。通过测定 Bt菌株的生长曲线及

对不同碳源的利用情况，明确该基因对 Bt菌株的生
长代谢有促进作用。该研究为阐明 YhcZ在 Bt菌株

中的生物学功能奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  菌株与质粒  

本研究所用的菌株和质粒如表 1所示。 

1.2  培养基及配比 

LB培养基：1% Tryptone，1% NaCl，0.5% Yeast 

extract；SSM培养基：营养肉汤 8 g，0.12% MgSO4，

0.1% KCl，0.01% NaOH，121℃高温灭菌 20 min后
加入经 0.22 μm滤膜过滤除菌的 0.01 mmoL/L MnCl2，

1 mmoL/L Ca(NO3)2，0.001 mmoL/L FeSO4；M9基

础培养基：33.9 g/L Na2HPO4, 15 g/L KH2PO4, 5 g/L 

NH4Cl, 2.5 g/L NaCl，使用之前补充 0.4%的葡萄糖。 

1.3  酶及试剂 

Taq DNA聚合酶购自于北京博迈德生物技术公 

司；PCR产物回收试剂盒购自北京 AXYGEN公司；
Prime STAR HS DNA 聚合酶、相关的内切酶及 T4 
DNA 连接酶均购自大连生物工程(TaKaRa)公司。
Biolog GenⅢ 微孔板和 IF-B 接种液均购自北京华
粤企业集团有限公司。其他生化试剂和抗生素均为

进口分析纯级试剂(Sigma, 美国)。 

1.4  引物合成及序列测定  

根据 Bt HD73菌株的基因组序列设计引物，具
体名称及序列见表 2。引物合成和序列测定由上海
生工生物工程股份有限公司完成。 

1.5  培养条件 

苏云金芽胞杆菌常规培养温度为 30℃，摇床转
速为 220 r/min；筛选突变体过程中苏云金芽胞杆菌
的培养温度为 38℃，摇床转速为 150 r/min；大肠杆
菌(Escherichia coli)的培养温度为 37℃，摇床转速为
220 r/ min；必要时加入相应抗生素：苏云金芽胞杆
菌中，红霉素工作浓度为 5 μg/mL，卡那霉素工作浓
度为 100 μg/mL；大肠杆菌中，氨苄青霉素工作浓度
为 100 μg/mL。 

1.6  遗传操作  

大肠杆菌质粒提取及 DNA 片段纯化按照试剂
盒说明书进行；大肠杆菌转化方法参考分子克隆实

验指南；Bt 基因组 DNA 提取和电击转化参考之前
发表的实验方法[19,20]。 

 
表 1  本研究所用的菌株与质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 
菌株/质粒 特性 来源 

SCS110 大肠杆菌菌株，用于对质粒进行去甲基化修饰 本实验室 

HD73 苏云金芽胞杆菌野生型菌株，产生 Cry1Ac晶体蛋白 本实验室 

HD (ΔyhcZ) 苏云金芽胞杆菌野生型菌株 HD73中敲除 yhcZ基因, Kanr 本研究 

HD (ΔyhcZ::yhcZ) HD (ΔyhcZ)菌株中转入互补质粒 pHTHFyhcZ, Ermr 本研究 

pMAD 温敏型质粒，用于在芽胞杆菌中进行基因敲除, 9.7 kb, Ampr, Ermr 本实验室 

pRN5105ΔcwlC 同源重组质粒，用于在 HD73菌株中敲除 cwlC基因, Ampr, Ermr 本实验室 

pMADΔyhcZ 同源重组质粒，用于在 HD73菌株中敲除 yhcZ基因, Ampr, Ermr 本研究 

pHT315 大肠杆菌和芽胞杆菌穿梭载体，6.5 kb, Ampr, Ermr, 本实验室 

pHTHFyhcZ 互补质粒，在 pHT315中插入 yhcZ基因的启动子和开放阅读框, Ermr 本研究 

Ampr：氨苄青霉素抗性；Ermr：红霉素抗性；Kanr：卡那霉素抗性。 
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表 2  本研究所用引物 
Table 2  Primers used in this study 
引物名称 序列(5′→3′)   酶切位点 

yhcZ-A-F GCTCGAATTCTTAATGTACTACCTGAAAAA EcoRⅠ 

yhcZ-A-R TGAAATGGTTCGCTGAACTAACAATACTTTTATTT  

yhcZ-B-F  GCCTACGAGGAATTTGCAGTGAAAAATGGAATTGT  

yhcZ-B-R TATCGGATCCTCATCTTTTATATGTATTAA BamHⅠ 

yhcZ-Kan-F AAAGTATTGTTAGTTCAGCGAACCATTTGAGGTGA   

yhcZ-Kan-R  TCCATTTTTCACTGCAAATTCCTCGTAGGCGCTCG  

5823-F ATGGGAAGCCGAAAAC  

5825-R TTGTGCGAATGGAAGA  

yhcZHF-F CGGAATTCGCCAAGAGGGCGTTAGAACAAGAT  EcoRⅠ 

yhcZHF-R GCGTCGACTTCCTCCTAGTACTCACTCTTATG    SalⅠ 

下划线部分表示限制性酶切位点。 
 

1.7  yhcZ 基因生物信息学分析 

根据 B. subtilis 168 (NCBI accession No. NZ_ 
CP010052.1)和 B. cereus ATCC 14579 (NCBI acces-
sion No. NC_004722.1)菌株中 yhcZ基因序列，在 Bt 
HD73 菌株的基因组 (NCBI accession No. NC_ 
020238.1)中进行BLAST比对，鉴定 yhcZ同源基因；
利用DNAMAN比对相应蛋白氨基酸序列的相似性；
利用 NCBI(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/)进行
YhcZ蛋白保守结构域的分析。 

1.8  yhcZ 基因缺失菌株和互补菌株的构建 

以野生型 HD73 的基因组为模板，yhcZ-A-F/ 
yhcZ-A-R和 yhcZ-B-F/yhcZ-B-R为引物，PCR分别
扩增出 yhcZ基因的上游片段(yhcZ-A, 1024 bp)和下
游片段(yhcZ-B, 1024 bp)。以 pRN5105ΔcwlC质粒为
模板，yhcZ-Kan-F/yhcZ-Kan-R为引物扩增出卡那霉
素抗性基因片段(Kan, 1476 bp)。以 yhcZ-A、Kan和
yhcZ-B为模板，yhcZ-A-F/yhcZ-B-R为引物，PCR扩
增出同源重组长片段 yhcZ-A-Kan-yhcZ-B (3524 bp)。
利用 EcoRⅠ和 BamHⅠ对该片段进行双酶切，胶回

收后插入 pMAD载体的相应酶切位点，获得同源重
组质粒，命名为 pMADΔyhcZ。该质粒经电击转入
HD73菌株中，在红霉素和卡那霉素双抗性平板上筛
选阳性转化子。经 38℃高温诱导，筛选出对红霉素
敏感但对卡那霉素抵抗的菌落。利用重组片段外侧

引物 5823-F和 5825-R进行 PCR鉴定，并对 PCR片

段进行测序确认，获得 yhcZ 基因缺失突变菌株
HD (ΔyhcZ)。 
以HD73的基因组为模板，yhcZHF-F和yhcZHF-R

为引物，PCR 扩增得到 yhcZ 基因全序列片段(包含

yhcZ启动子和 ORF, 1687 bp)，利用 EcoRⅠ和 SalⅠ

酶切并连接到相同酶切处理的穿梭载体 pHT315上，

热激转化到大肠杆菌 SCS110 中，获得互补质粒

pHTHFyhcZ，并进行测序确认序列正确性。进一步

将重组质粒经电击转化到 HD (ΔyhcZ)菌株中，得到

互补菌株 HD (ΔyhcZ::yhcZ)。 

1.9  生长曲线的测定 

挑取Bt单菌落接种于 5 mL新鲜 LB培养基中，

30℃、220 r/min 振荡过夜培养。母液按照 1%的接

种量转接于 100 mL 新鲜 LB 液体培养基中，30℃、

220 r/min振荡培养，每间隔 1 h进行取样，测定其

在 600 nm波长处的吸光值(OD600)，并绘制各菌株的

生长曲线，每组数据独立重复 3次。 

1.10  Bt 菌株对葡萄糖的吸收利用测定 

挑取Bt单菌落接种于 5 mL新鲜 LB培养基中，

30℃、220 r/min 振荡过夜培养。母液以 1%的接种

量转接于 100 mL新鲜 M9液体培养基(加入 0.4%葡

萄糖作为唯一碳源)中，30℃、220 r/min振荡培养，

每间隔 1 h进行取样，测定其 OD600，并绘制各菌株

的生长曲线。每组数据独立重复 3次。 
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1.11  Biolog 实验方法及数据分析 

将 Bt菌株接种至 LB固体培养基上，置于 30℃

过夜培养；使用 Inoculatorz 棉签从平板上挑取长势

良好的单菌落，接种于 Inoculating Fluid B接种液中，

并使用浊度仪调整接种液初始浓度，使其细胞浓度

处于 90%~98% T，形成均匀的菌悬液；将菌悬液倒

入 V型上样槽中，使用多孔道移液器将菌悬液加入

Biolog GenⅢ微孔板的 96孔中，每孔 100 μL；将微

孔板置于 30℃培养箱中培养；根据菌株特性，选取特

定的时间点(本实验选取 22 h和 32 h)将微孔板置于

Plate Reader中进行读数；Biolog实验独立重复 3次。 

Biolog GenⅢ 微孔板的单孔颜色平均值(average 

well color development, AWCD)计算方法参考文献[21]，

即 AWCD=∑(Ci-R)/95。其中，Ci表示 95 个实验孔

在 590 nm处的吸光值，R表示对照孔在 590 nm处

的吸光值，95为 Biolog GenⅢ 微孔板包含的碳源和

化学物质的种类。若 Ci-R 数值小于 0，则按照 0 计

算。数值取 3次独立实验中数据的平均值。 

Biolog GenⅢ微孔板中，所有必要的营养物质以

及生化试剂都预先填充、干化在 96孔中。在微生物

可以生长的孔中，增强的呼吸作用导致四唑氧化还

原染料被还原，变成紫色；而在阴性孔中，由于无

可供微生物利用的碳源，因此保持呈现无色。孵育

后，通过显紫色孔所产生的表型指纹同 Biolog数据

库中的数据进行比较。 

2  结果与分析 

2.1  苏云金芽胞杆菌 HD73 中 yhcZ 基因的鉴定 

根据基因在基因组上的排列，结合 yhcZ基因的
核苷酸序列比对，在 Bt HD73菌株中发现一个编号

为 HD73_5824的基因，编码应答调控蛋白，其上游
基因 H D 7 3 _ 5 8 2 5 编码组氨酸激酶，下游基因
HD73_5823编码偶氮还原酶， 三者排列模式与菌株
B. subtilis 168和 B. cereus ATCC 14579中的基因排

列模式相同(图 1)。氨基酸比对结果显示，HD73_5824

与 B. subtilis 168和 B. cereus ATCC 14579菌株中调

控蛋白YhcZ相似性分别为 51.2%和97.8%；HD73_5825

与 B. subtilis 168和 B. cereus ATCC 14579菌株中组

氨酸激酶YhcY相似性分别为 34.7%和 98.3% (图 1)。

NCBI 在线分析 HD73_5824 的保守结构域表明：

HD73_5824 蛋白的 N-端包含 Response_reg 结构域， 
 

 
 

图 1  不同芽胞杆菌中 yhcZ 基因分析 
Fig. 1  Analysis of yhcZ gene from different Bacillus strains 
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用于接收其同源组氨酸激酶传递的磷酸信号；C-端

为 HTH结构域，可结合目的基因 DNA序列。以上

分析表明在 B. thuringiensis HD73 基因组中，包含

B. subtilis和 B. cereus菌株中的 yhcZ和上游 yhcY的

同源基因，对应基因编号分别为 HD73_5824 和

HD73_5825，推测两者共同组成双组分信号系统

YhcY-YhcZ，参与细菌细胞生长。 

2.2  yhcZ 基因缺失突变体及互补菌株的构建 

为研究 yhcZ基因的生物学功能，首先构建 yhcZ

基因缺失突变体及互补菌株。将同源重组质粒

pMADΔyhcZ (图 2A)电击转入 HD73 菌株中，经过

诱导突变筛选，得到卡那霉素抗性单菌落。利用重

组片段外侧引物 5823-F 和 5825-R 进行 PCR 鉴定，

结果如图 2C所示。以 HD73基因组为模板扩增片段

大小为 1.7 kb，突变株基因组为模板扩增片段大小

为 2.5 kb。通过对 PCR片段进行测序，测序结果与

设计序列一致，证明 yhcZ基因缺失突变株构建正确，

命名为 HD (ΔyhcZ)。 

同样将 yhcZ基因互补质粒 pHTHFyhcZ (图 2B)

电击转入 HD (ΔyhcZ)菌株中，经过抗性筛选得到阳

性转化子。提取单菌落的基因组，进行 PCR 鉴定，

其结果如图 2D所示，扩增片段大小约为 1.7 kb，该

结果与所设计的序列大小一致，表明互补菌株构建

成功，命名为 HD(ΔyhcZ::yhcZ)。 

2.3  yhcZ 基因缺失对菌株生长的影响 

从 0时开始每隔 1 h测定 OD600值最后绘制生长

曲线。无论在丰富培养基 LB 中(图 3A)，或是在贫

瘠营养诱导产胞培养基 SSM中(图 3B)，缺失突变体

HD (ΔyhcZ)生长均明显慢于野生型 HD73，且互补菌

株 HD (ΔyhcZ::yhcZ)生长均得到了部分恢复。结果表 
 

 
 

图 2  质粒构建与菌株鉴定 
Fig. 2  Construction of plasmids and identification of stains by PCR  
A：同源重组质粒 pMADΔyhcZ的构建；B：yhcZ基因互补质粒 pHTHFyhcZ的构建；C：缺失突变菌株 HD (ΔyhcZ)的 PCR鉴定；D：
yhcZ互补菌株 HD (ΔyhcZ::yhcZ)的 PCR鉴定。 
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图 3  野生菌株、yhcZ 缺失菌株及 yhcZ 互补菌株在不同培养基中的生长曲线 
Fig. 3  Growth curves of wild-type stain, yhcZ deletion mutant, and yhcZ-complementation strain in different 

mediums 
A：LB培养基；B：SSM培养基。 

 
明 yhcZ 基因的缺失影响了菌株的生长，证明 yhcZ

基因在Bt菌株营养利用及生长代谢过程中发挥重要

的促进作用。 

2.4  yhcZ 基因缺失对葡萄糖利用的影响 

为评价 Bt 菌株对葡萄糖的利用效率，选用 M9
基础培养基并添加 0.4%葡萄糖作为唯一碳源测定
Bt 菌株的生长曲线。在整个生长过程中，突变体
HD (ΔyhcZ)的生长速度大于野生型 HD73，表明 yhcZ
基因缺失后，菌株可以提高对葡萄糖的利用效率(图
4)。菌株在 M9培养基中，前期进行对数生长至最大
值，后期开始下降。推测可能的原因是前期培养基

中营养丰富，满足菌株快速生长；后期随着培养基

中营养的消耗，Bt 菌株生长速度下降，而且培养基
中积累的有毒代谢产物造成细胞的裂解，使得 OD600

快速下降。本实验结果表明 yhcZ基因在一定程度上
负调控 Bt菌株对葡萄糖的利用。 

2.5  Biolog 分析 Bt 菌株的碳源利用率和化学

敏感性 

在 Biolog评价系统中，单孔颜色变化率(AWCD)

反映出微生物对单一碳源的利用能力，以此评价微

生物的代谢活性。突变菌株 HD (ΔyhcZ)的 AWCD值 
 

 
 

图 4  yhcZ 基因的缺失提高 Bt 菌株对葡萄糖的利用 
Fig. 4  Deletion of the yhcZ gene promotes glucose 

utilization of Bt strain 
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明显小于野生型 HD73的 AWCD值(图 5)，说明 yhcZ
基因的缺失导致 Bt菌株利用碳源的能力降低。 

Biolog GenⅢ微孔板可以对微生物进行 94种表
型测试，其中包括 71种碳源利用测试(图 6，1~9列)
以及 23 种化学敏感性测试(图 6，10~12 列)。由于
Biolog 系统在检测微生物对碳源的利用中可能存在
较大的波动性，为最大可能地排除实验误差，本研

究中的 Biolog实验进行了 6次独立的生物学重复，
选取了 3次实验结果中野生型菌株 HD73和 yhcZ缺
失突变体之间差异相同的样孔表型指纹图谱分析

(图 6)。两个菌株均可利用糊精(A2)、D-麦芽糖(A3)、
D-海藻糖(A4)、β-甲酰-D-葡糖苷(B4)、N-乙酰-D-
葡糖胺(B6)、α-D-葡糖(C1)、D-果糖(C3)、肌苷(C9)、
甘油(D5)、D-葡糖-6-磷酸(D6)、D-果糖-6-磷酸(D7)、
明胶(E1)、丙酮酸甲酯(G2)、L-乳酸(G4)、L-苹果酸
(G8)，且对这些碳源利用能力较强，对应碳源孔呈
现紫色。HD73 和 HD(ΔyhcZ)同样均可利用 D-纤维
二糖(A5)、D-水杨苷(B5)、N-乙酰-β-D-甘露糖胺(B7)、
L-岩藻糖(C7)、肌醇(D4)、e氨基乙酰-L-脯氨酸(E2)、
L-丙氨酸(E3)、L-精氨酸(E4)、L-组胺(E7)、L-天冬
氨酸(E5)、L-谷氨酸(E6)、L-焦谷氨酸(E8)、D-半乳
糖醛酸(F2)、D-葡糖醛酸(F5)、葡糖醛酰胺(F6)、粘
酸(F7)、糖质酸(F9)、吐温 40(H1)、α-酮-戊二酸(G6)、 
 

 
 

图 5  yhcZ 基因缺失影响 Bt 菌株对碳源的利用 
Fig. 5  The effect of yhcZ deletion on carbon utilization 

溴-丁二酸(G9)、乙酰乙酸(H6)、乙酸(H8)，但对这
些碳源利用能力相对较弱，对应碳源孔呈现蓝色。

HD73和 HD(ΔyhcZ)均不可利用蔗糖(A7)、D-松二糖
(A8)、水苏糖(A9)、蜜三糖(B1)、α-D-乳糖(B2)、蜜
二糖(B3)、N-乙酰-D-半乳糖胺(B6)、N-乙酰神经氨
酸(B9)、D-甘露糖(C2)、D-岩藻糖(C6)、L-鼠李糖(C8)、
D-山梨醇(D1)、D-甘露醇(D2)、D-阿拉伯醇(D3)、
D-天冬氨酸(D8)、果胶(F1)、L-半乳糖醛酸内酯(F3)、
奎宁酸(F8)、p-羟基-苯乙酸(G1)、D-苹果酸(G7)、γ-
氨基-丁酸(H2)、α-羟基-丁酸(H3)、β-羟基-D,L丁酸
(H4)、α-酮-丁酸(H5)，对应碳源孔表现出无色，同
阴性对照孔(A1)。 
培养 22 h后发现，HD73 (图 6，A1)对 L-丝氨

酸(E9)、甲酸(H9)、D-葡糖酸(F4)的利用能力及对 8% 
NaCl(B12)的耐受性强于 HD(ΔyhcZ) (图 6，B1)，且
HD73可利用 D-乳酸甲酯(G3)，HD(ΔyhcZ)则无法利
用；继续培养 32 h 后发现，HD73 (图 6，A2)利用
L-组胺(E7)和 D-丝氨酸(D9)的能力强于 HD(ΔyhcZ) 
(图 6，B2)，且 HD73 可以利用柠檬酸 (G5)，而
HD (ΔyhcZ)则无法利用。 

3  讨  论 

通过 BLAST搜寻、基因排列模式比较、氨基酸
序列比对以及保守结构域分析明确了 Bt 菌株中的
yhcZ的基因，推测其与上游基因 yhcY共同组成双组
份信号系统，调控细菌的生理过程。在 B. cereus组
细菌中，YhcYZ功能尚不明确。本研究在实验室条
件下测定菌株的生长曲线，发现 yhcZ缺失后显著影
响 Bt菌株的生长(图 3)，证明 YhcZ 对 Bt菌株的生
长具有促进作用。前期研究报道，在模式菌株枯草

芽胞杆菌中，yhcZ 抑制 yjdD 的表达[18]。yjdD 基因
编码 PTS酶同系物，通过调控多种糖的运输与磷酸
化，参与脂多糖和细胞膜核心成分的合成[22]。在 Bt
菌株中，YhcZ参与葡萄糖的吸收与利用，yhcZ缺失
后，Bt菌株对葡萄糖的利用能力提高(图 4)，推测 Bt
中 yhcZ基因的功能可能与 B. subtilis中相似，抑制
PTS相关基因的表达，进而调控细胞对葡萄糖的利用。 
采用 Biolog系统分析 Bt HD73菌株对碳源的利

用率及化学物的敏感性，发现 yhcZ基因缺失后，利 
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图 6  HD73 和 HD (ΔyhcZ)菌株表型指纹图谱 
Fig. 6  Phenotypic microarray analysis of HD73 and HD (ΔyhcZ) strains  
A1表示 HD73菌株培养 22 h，A2表示 HD73菌株培养 32 h；B1表示 HD (ΔyhcZ)菌株培养 22 h，B2表示 HD (ΔyhcZ)菌株培养 32 h。
紫色和蓝色表示细菌能够生长的样品孔，紫色表示长势强，蓝色表示长势弱，无色表示细菌无法生长的样品孔；方框表示 HD73 与
HD (ΔyhcZ)存在差异的样品孔；Biolog GenⅢ微孔板中的 A1孔为碳源利用测试的阴性对照孔，A10孔为化学敏感性测试的阳性对照孔。 

 
用 L-丝氨酸、D-葡糖酸、L-组胺、D-丝氨酸、D-乳
酸甲酯、柠檬酸、甲酸的能力明显降低，耐受 NaCl
的能力显著低于野生型 HD73 (图 6，B12 样品孔)。
结果表明 yhcZ 基因不仅参与 Bt 菌株对不同碳源的
利用，同时参与调控细胞膜应激反应，应答盐胁迫。

在前期报道中，仅推测 YhcYZ参与 B. cereus对细胞
壁压力的应答和杀菌剂的抵抗活性[15]。推测在高盐

条件下，细胞壁的完整性受到改变，激活 YhcYZ系
统，YhcZ 从而调控相关基因的表达。在 B. cereus
组细菌中，其他的 TCSs，如 YbdKJ、YvcQP、YxdKJ
及 LiaSR 也具有响应细胞壁压力的功能[15]，因此推

测面对外界刺激，细菌启动多个 TCSs共同调控细胞
的生长及代谢。 
分析 Biolog结果，发现 yhcZ基因缺失后，影响

Bt菌株对多种碳源的利用效率。LB和 SSM均为营
养成分复杂的培养基，推测由于 HD(ΔyhcZ)对多种
碳源的利用效率降低，以及对化学物质敏感性增强，

导致细胞生长减慢。YhcZ 影响 Bt 菌株对碳源的利
用及对外界压力的抵抗能力，由此推测 Bt菌株在适
应复杂多变的自然环境过程中，YhcZ可能发挥不可
缺少的作用。然而 YhcY 感应到葡萄糖及盐压力信
号后，YhcZ如何发挥调控作用的具体分子机制仍待
深入研究。本研究重点证明了 YhcZ在 Bt菌株生长
过程中发挥显著的促进作用，研究结果对提高菌株

的发酵密度和发酵水平具有重要意义。根据生物信

息学分析，推测在 Bt HD73 菌株中 YhcY 和 YhcZ
组成双组分系统，后续研究将会涉及遗传学和表型

实验以验证 YhcYZ是否为双组分系统。同时，根据
Biolog结果分析验证 yhcZ的调控途径亦是今后的重
点研究方向。 
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