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摘 要：通过01234567杂交发现高毒力苏云金芽胞杆菌（!"#$%%&’()&*$+,$-+’$’）*+,&$-)%菌
株含有两个杀虫晶体蛋白基因片段，其-’&末端所在.$+8!片段分别为"9!:;和.9":;，它
们对应的基因分别命名为#*/)$!和#*/.9"。经<=>鉴定，该菌含有#*/$0"、#*/$01和

#*/$0#基因，以及#*/)基因，其中#*/)$!属于#*/$0#。分析了#*/)$!基因.$’%;?的核苷
酸序列，在杀虫晶体蛋白基因分类系统中被命名为#*/$0#$%。结合01234567杂交和<=>结
果可判断#个#*/$0基因的拷贝数不同，其中#*/$0#拷贝数最高，*+,&$-)%菌株与其它库
斯塔克亚种的杀虫晶体蛋白基因所在限制性内切酶位置明显不同。
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苏云金芽胞杆菌（!"#$%%&’()&*$+,$-+’$’）在芽胞形成过程中可产生由蛋白质组成的
不同类型的伴胞晶体，分别对鳞翅目、双翅目和鞘翅目昆虫以及螨类和动植物寄生线虫具

有毒性，因此已被开发成世界上最有效的生物杀虫剂［$］。根据鞭毛抗原的差异，可将苏

云金芽胞杆菌划分为"’个血清型［)］，从中分离到)!群$-%多种杀虫晶体蛋白（简称晶体
蛋白）基因，这些基因的产物具有不同的杀虫范围和毒力［#，.］。

目前，对鳞翅目幼虫高毒力的菌株主要为库斯塔克亚种（B2;B?C2&*’("2$）DE&$菌株
及其类似菌株，如A;;133公司EF?5G系列制剂的生产菌株DE&$，0H781I公司JHK5GF7制剂
的生产菌株L>E&$)。在这些菌株中，#*/$0基因-’&末端所在的.$+8!片段有"9":;、

-C#:;和.9-:;三种，分别对应于#*/$0#、#*/$01和#*/$0!基因［-］。DE&$和L>E&$)
菌株所含的晶体蛋白基因类型相同，且都含这#类基因［"］。对于DE&$来说，#*/$0"基
因和#*/$0#基因位于$$%ME大质粒上，而#*/$01位于..ME质粒上［/］，从而造成晶体
蛋白基因拷贝数的差异。在我国，曾分别用蜡螟亚种（B2;B?C,"%%-*$"-）和中华亚种（B2;&
B?C#)$+-+’$’）=,&.#菌株生产“青虫菌”和“双毒制剂”［!］。通过遗传诱变获得单个晶体蛋
白以及研究伴胞晶体的溶解和晶体蛋白的激活等特征，发现=,&.#菌株产生=6N$A、

=6N$+和=6N)A三类晶体蛋白［.］。我国已从蜡螟亚种［’］，库斯塔克亚种［$%］，以色列亚种
（B2;B?C$’*-"%-+’$’）［$$］和拟步行甲亚种（B2;B?C(-+-1*$3+$’）［$)］中得到晶体蛋白基因的阳
性克隆，但这些基因的类型没有确定。

苏云金芽胞杆菌*+,&$-)%菌株为本室分离的高毒力菌株。该菌株产生$#%:E和
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!"#$晶体蛋白，对小菜蛾（!"#$%""&’(")*$%""&）和棉铃虫（+%",-).%/0&&/1,2%/&）的毒力比

%$&’（$()*+&,-）和./$&’,菌株高［’0］。本文分析了该菌株的晶体蛋白基因的属性和

-/(,’1基因的核苷酸序列。

! 材料和方法

!"! 菌株和质粒
苏云金芽胞杆菌234&’",5（鞭毛抗原血清型%0678）由本室分离并收藏，%$&’和

./$&’,菌株分别从美国的苏云金芽胞杆菌商品制剂$()*+&,-和96:*+(;中分离，%$&<0
由美国农业部$=+>6?*博士提供，以上菌株均为库斯塔克亚种。大肠杆菌4@’由剑桥大
学生化系A++6B博士提供；)-CD0含-/(’34基因，由加州大学/(:*BE(F*分校吴栋博士提
供；)GH’555含库斯塔克亚种%$&,II菌株的-/(’3-基因，由美国俄亥俄州立大学生化
系$J%J$*6;教授提供；)3K3,5’为全长-/(,’1基因所在的5&1%C&+,6F!片段克隆
于)LM’D中［’I］。

!"# $%&操作
有关大肠杆菌质粒$.N的提取，$.N的酶切、连接和电泳，HO=PQ*B;转移等基本操

作均按文献［’"］进行。

!"’ 探针标记和杂交检测
采用3O*QB(;?*BK6;;Q*(>公司的“$C@$.NR67*+(;?6;F$*P*8P(O;S(P”试剂盒标记

探针和检测杂交结果。

!"( 苏云金芽胞杆菌质粒的提取
采用类似大肠杆菌质粒提取的碱裂解法［’"］，但使用3T培养基（5J0U牛肉膏，5J"U

蛋白胨，5J"U.6M+，)%<V,）于05W培养菌体。

!") 聚合酶链反应（*+,）
利用TM/反应鉴定晶体蛋白基因的类型，反应程序为DIW’>(;，",W,>(;，<,W0

>(;，,"个循环。鉴定-/(’基因和-/(,基因的混合引物及其序列见文献［’!，’<］。

!"- 序列分析
利用美国LH3公司H*X=*;6E*Y*BE(O;,V5$.N序列分析试剂盒，采用链终止法，部

分测序使用自动测序仪（N3C0<<，T*B#(;A+>*B）。

# 结果

#"! ./01!)#2菌株中晶体蛋白基因的鉴定

#"!"! HO=PQ*B;杂交分析：以-/(’34基因（来源于)-CD0）"’&末端的<,!7)7-)/C片段
为探针，与234&’",5菌株的+,6F!酶切质粒进行HO=PQ*B;杂交，发现有一条!J1#7的
强杂交带和一条IJ!#7的弱杂交带，所设对照与文献报道［"］一致，即%$&<0菌株只有

!J!#7带，%$&’菌株有!J!，"J0和IJ"#7三条带（图’&N）。表明234&’",5菌株至少含
有两个-/(’3基因，本文暂将它们对应的基因分别命名为-/(,’1和-/(I8!。
当-/(,’1基因被克隆后［’I］，用该基因0’&末端所在的!I17)+,6F!&906"片段为

探针，与234&’",5菌株质粒的906"、!*$"和906":!*$"酶切产物杂交，杂交也有强
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带和弱带之分，强带分别为!"#$%、#&’$%和#&#$%，弱带分别为(")$%、#&#$%和(")$%（图

)*+），与!"#(),基因内部$%&!’()*!片段为#,-%.（见序列分析）相一致。

图) 苏云金芽胞杆菌/+0*)!(1菌株质粒234的56789:;<杂交图
=>?&) 56789:;<9@%;>A>BC8>6<86.DCEF>A2346G/+0*)!(1E8;C><

4&09:’(H%.+!,IJG;C?:F:<8><!"#)-.?:<:7E:ACE.;6%:&)&K2*’#／/0&A"；(&/+0*)!(1／/0&A"；#&K2*)／

/0&A"&+&09:HL,%.$%&!M/0&A"G;C?F:<8><!"#(),7E:ACE.;6%:，9@%;>A>B:A86A>?:E8:A.DCEF>A2346G
/+0*)!(1E8;C><&N&#234／/0&A"；)&$%&!’()*!；(&()*!；#&$%&!&

图( 苏云金芽胞杆菌
/+0*)!(1菌株晶体蛋白
基因的OPI扩增电泳图
=>?&( 4?C;6E::D:Q8;6.96;:E>E
6GOPI.;6A7Q8ECF.D>G>:AR>89
89:.;>F:; F>S87;:G6;!"#)
?:<:
N&N6D:Q7DC;R:>?98NC;$:;TJ
（()’H，)’HH，)(#1，)1##，H!#，
!)’，L!#，#-L，(-,，(#L，((1
C<A)!L%.，+6:9;><?:;NC<<9:>F）；
)&PD6<:A!"#(),?:<:CE89:
8:F.DC8:；($L&ODCEF>A:S*
8;CQ86G/+0*)!(1CE89:8:F*
.DC8:，89:Q6<Q:<8;C8>6<>E1&
!<?／%U，!<?／%U和!1<?／%U，

;:E.:Q8>V:D@&

!&"&! OPI鉴定 用!"#)基因寡核苷酸（鉴定）引物混合
物［)H］作OPI分析，!"#(),基因的扩增产物大小为L,’%.，对
应于!"#)-!基因。核苷酸序列分析（见后）证实了这一点。

/+0*)!(1菌株的质粒可扩增出#种产物，即’(L%.、L,’%.和

(#,%.。它们分别对应于!"#)-1、!"#)-!和!"#)-.基因。当
模板粗提物浓度为!1<?／%U时，#个基因的特异性片段可扩增
出来，而当浓度分别为!<?／%U和1"!%?／%U时，却只能扩增出

’(L%.和L,’%.两个片段，!"#)-.基因对应的片段扩增不出
来（图(）。
为了进一步确证/+0*)!(1菌株含有#个!"#)-基因，利

用!"#)-1、!"#)-.和!"#)-!基因特异性的OPI引物分别扩
增/+0*)!(1菌株质粒234粗提物，并用K2*)菌株作对照，
发现/+0*)!(1菌株和K2*)菌株可扩增出相同的产物（未列
照片）。从而进一步说明/+0*)!(1菌株与K2*)菌株一样含
有#个!"#)-基因。
用!"#(基因寡核苷酸（鉴定）引物［)’］，通过OPI从/+0*

)!(1菌株和K2*)菌株的质粒中均可扩增出)1’1%.产物（未
列照片），说明/+0*)!(1菌株与K2*)菌株一样含有!"#(基
因。

!&! 核苷酸序列分析
分析了!"#(),基因所在的L)-1%.核苷酸序列（图#），其

W:<+C<$／XN+U注册号为4Y11(!)L。在苏云金芽胞杆菌晶
体蛋白基因库中被命名为!"#)-!)1［#］。其编码区位于#,,至
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图! 苏云金芽胞杆菌"#$%&’()菌株中!"#(&*（!"#&$!&)）基因的核苷酸序列
+,-.! /012345,63738039134:!"#(&*（!"#&$!&)）-3934:"#$%&’()75;<,9（$=3>05<5,?3;,@474A3%@,96,9-7,53,7

0963;2,936）
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!"#$核苷酸，编码由%%&’个氨基酸残基组成的%!!(!)*蛋白质。
同时分析了!"##%’基因上游$%&+,位点所在的##-./核苷酸序列。经比较，该序

列与插入序列,0#!%1中的序列完全一致［%’］。

! 分析和讨论

!"# 杀虫晶体蛋白基因的类型

234扩增显示，5167%-#8菌株含有!"#%’%、!"#%’(和!"#%’!基因，且!"##%’属

!"#%’!，那么!"#$)9是!"#%’%，还是!"#%’(呢？从9$’./探针杂交的弱带大小判断，
其*+,!为#(%).，而在!"#%’(基因!’7末端有两个*+,!位点，其大小为%$’#./［!］，
因此!"#$)9不应是!"#%’(。综合234和0:;<=>?@杂交结果，可判断!"#$(9基因可能
属于!"#%’%。这一分析与基因拷贝数分析的结果是一致的。
由于!"#%’!和!"#%’(基因的!(9).编码区内都没有-./!位点，而与9$’./探针

却杂交出!(!).-./!带，因此!"#$(9基因与典型!"#%’%基因仍有限制性酶切位点的
差异。至于!"#$(9基因是否是一类新基因尚待将其克隆并序列分析后再定。

!"$ 杀虫晶体蛋白基因的拷贝数分析
上述234结果表明5167%-#8菌株有!个!"#%’基因，而0:;<=>?@杂交只显示出强

弱不同的两条杂交带，说明这!个基因具有不同的拷贝数。5167%-#8菌株含有至少&个
质粒（未列照片），且由于实验中以质粒*AB为对象，所以这!个基因很可能位于不同的
复制单位（或质粒）上，其中!"##%’基因所在的复制单位拷贝数相对其它两个基因来说最
高。

234显示5167%-#8菌株含有!"#%’(基因，但当模板浓度较低时扩增不出来，而

0:;<=>?@杂交也鉴定不出来，说明该基因的拷贝数很低。!个!"#%’基因在&#9./探针
和9$’./探针范围内的同源性分别为"$(9C""&("C和"-(&C"""(%C（根据核苷酸序
列计算），而且探针均采用六个核苷酸的随机引物进行标记，因此，探针与目标*AB的同
源性差异不致引起杂交信号强弱的差异。

在对照中，+*7%菌株中的!"#%’%和!"#%’!基因的杂交带亮度相似，但比!"#%’(
基因的杂交带亮度低。这与前两个基因位于同一个较大的质粒上，而!"#%’(位于另一
个较小的质粒上相一致［&］。

因此，可初步认为!"##%’基因的拷贝数最高，!"#$(9（可能为!"#%’%）基因的拷贝数
次之，另一个可能为!"#%’(的基因拷贝数最低。

!"! 杀虫晶体蛋白基因所在的位置

!"!"# !"##%’基因所在的位置：从以上核苷酸序列分析和0:;<=>?@杂交的结果可以看
出，在!"##%’基因编码区内只有一个靠近!’末端的01,D#位点，同时在该位点上游

9($).和9(’).处分别有一个$%&+!位点和01,D#位点。而在+*7%和+*7&!菌株
中，!"#%’!基因中相应的这两个距离却都是9(#).和9(9).［-，%’］（图%7B）。由于在该

01,D#位点上游9$’./和%8!&./处分别有一个*+,!和-./!位点，那么在该*+,!
位点下游-(!).和!(!).处应该分别有一个*+,!和-./!位点（图%71）。将!"##%’基
因与+*7&!和+*7#$$菌株中的!"#%’!基因比较时发现，它们!’端所在的-./!片段分
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别为!"#$%（图&’(）、)"*$%和)")$%（未列照片）。说明!"#+&,基因（即!"#&$!&-）与其
它!"#&$!基因所在的限制性内切酶片段明显不同。

!"!"# !"#."*基因所在的位置：对!"#."*基因来说，其)’末端所在的%&’/!片段为

."*$%（图&’0），与典型!"#&$(基因和!"#&$)基因所对应的片段的大小不同［)］；!’’末端
所在的*+’"片段和,-."片段分别为+"&$%和!"!$%（图&’(）。

!"!"! 与插入序列12+!&的关系：!"#+&,基因上游/(03"和%&’/!位点处于插入序
列12+!&(中，与34’#!菌株一样［&,］。该序列位于12+!&(的一个阅读框架（567）内，但
方向与!"#+&,基因相反，本文分析的++)%8序列对应!-.#)+!%8。

!"! !"##$%基因的地位
在新的杀虫晶体蛋白基因分类系统中，!"#+&,基因被命名为!"#&$!&-基因［!］。这

是我国第一个进入 9:;(<;$／=>(?数据库且被正式命名的晶体蛋白基因。&-个

!"#&$!基因在阅读框架内的差异主要集中在一个很小的范围，即在&!*)、&!*,、&!,@、和

&.-#位置上要么分别是A、B、9和A，要么分别是0、9、B和B。
综上所述，C(B’&)+-菌株的晶体蛋白基因所在的限制性内切酶位置和在复制单位

上的分布方式均与典型菌株不同，其中属于!"#&$!&-的!"#+&,基因的拷贝数最高。在
现有晶体蛋白基因中对棉铃虫毒力最高的是!"#&$!基因［&@］，而 C(B’&)+-菌株中

!"#+&,基因拷贝数最高，也许是它毒力很高的主要原因。
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《微生物学报》承接广告业务

《微生物学报》创刊于?M@-年，双月刊，双月,日出版，由中国微生物学会和中科
院微生物研究所主办。他是我国微生物学领域唯一的综合性学报级刊物。主要报道

我国普通微生物学，工业、农业、医学、兽医微生物学，病毒学，免疫学和生物工程等方

面的研究论文、研究简报和短篇综述等。

本刊历史悠久，发行量大，内容涵盖面广，深受国内外科研工作者、高等院校师生

和企事业科研管理人员的欢迎。他是我国自然科学核心期刊，被国内外一些重要的

文摘刊物和数据库收录。曾多次被评为优秀科技期刊。

凡与微生物学及其各分支学科有关的试剂、药品、仪器、设备，以及生物工程产品

等均欢迎在本刊刊登广告，服务热情，信守协议，保证质量，价格合理，竭诚为广大用

户服务。

联系电话：（.?.）TAT-.,AA 邮编：?...J.
通讯地址：北京市海淀区中关村中科院微生物研究所内《微生物学报》编辑部

?/-,期 孙 明等：苏云金芽胞杆菌+=0>?@A.杀虫晶体蛋白基因的属性




