
!"卷 "期

#$$"年#月
微 生 物 学 报

!"#$%&"’()&(*(+&"$,&-&"$
%&’(!"
)*+,-.,/

0&("

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$"

"国家“123”高科技项目资助课题（"$"4$34$"4$"）

作者简介：丁之铨（"5267），男，浙江省新昌县人，中国农业科学院植物保护研究所助理研究员，博士，主要从事遗

传工程微生物及环境微生物研究。

收稿日期："5554"#4$3，修回日期：#$$$4$!4$2

杀虫遗传工程荧光假单胞菌899#$#部分生物学特性"

丁之铨" 张 杰" 陈中义" 黄大!# 李季伦3

（"中国农业科学院植物保护研究所 北京 "$$$5!）（#中国农业科学院生物技术研究中心 北京 "$$$1"）

（3中国农业大学微生物学系 北京 "$$$5!）

摘 要：对遗传工程荧光假单胞菌899#$#进行了质粒稳定性检测、抑菌活性测定、在棉花根

部和叶面定殖能力分析、杀虫蛋白抗紫外能力检测及田间杀虫活性测定等试验。结果表明，

工程菌与出发菌株93$3相比，其抑菌、定殖等有益于植物的优良特性未发生显著变化；经过

连续培养和连续稀释培养后工程菌的质粒都非常稳定；广波长紫外线照射#:后，苏云金芽

胞杆菌（!"#$%%&’()&*$+,$-+’$’，简称;<）由于裸露的伴孢晶体杀虫蛋白受紫外线破坏因而杀虫

活性大大下降，而荧光假单胞菌工程菌的活性变化不大；899#$#田间杀虫活性与;<野生菌

株接近。工程菌有望解决;<本身存在的杀虫蛋白多以裸露晶体的形式存在而易受紫外线破

坏的弱点，同时也发挥了93$3菌株在多种植物上定殖能力的优点，使其具有在植物周围大

量繁殖而直到杀虫作用的优势。通过进一步研究，将有望构建成更有实用价值的工程菌。
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很多假单胞菌（.’-&/010+"’作为植物根际微生物具有抑制植物病原菌、帮助植物吸

收营养、促进植物生长等有益作用。以荧光假单胞菌（.23%&0*-’#-+’）为受体构建农业上

具有应用前景的工程菌在国外已有产业化的例子［"］。本实验室将来自苏云金芽胞杆菌

（!"#$%%&’()&*$+,$-+’$’2简称;<）的两个杀虫蛋白基因#*4"5#和#*4#5"导入抑菌活性

强、在多种植物根部具有定殖能力的荧光假单胞菌93$3菌株，构建了高效杀虫、防病工

程菌株899#$#，本文在此基础上对899#$#的一些生物学特性进行了深入研究。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株与质粒：见表"。

表! 菌株和质粒
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!!!!" 棉花品种：中"#、$%"&’，由中国农业科学院植物保护研究所孙文姬老师提供。

!!!!# $()化学农药混配制剂：新疆农业科学院微生物研究所研制，中试产品。

!!!!$ 培养基：*$液体培养基，*$固体培养基，参考 +,-.,(./等［#］；%0培养基：蔗糖

&12，甘油"314*，蛋白胨52，酵母粉52，（67’）#89’&!12，6,69&"!12，+289’!:7#9
#312，;#7<9’"!12，6,=>:!52，=,=9&#!12，用水定容至"1114*，?7:!#。

!%!%& 抗生素：卡那霉素（;4）5142／4*，水溶液保存，使用浓度51!2／4*；利福平（@.A）

#142／4*，乙醇溶液保存，使用浓度"11!2／4*。

!%" 方法

!%"%! 连续培养法：待测菌株接种在有;4抗生素选择压的*$液体培养基中#BC振荡

培养过夜，以"D的接种量转接至不含抗生素的*$液体培养基中，#BC连续振荡培养，分

别于#’、&0、’B、01、:#、B’和"#1E取样，按菌浓度稀释"1:""1F倍，并分别取"11!*稀释

液涂布于不含抗生素的*$平板上，#BC培养&1"’1E，待长出单菌落后，任意挑取"11"
#11个单菌落转移至含抗生素的平板上，#BC培养&1"’1E，统计含抗生素的平板上的菌

落数，计算抗性菌落百分数。

!%"%" 连续稀释培养：活化、转接同"3#3"节，每间隔:35E（此时细胞处于对数生长期，

!"001G1!:5"1!B5）取样，并再转接至不含抗生素的新鲜*$雍体培养基中，按菌浓度适

当稀释，涂布、转接、计算方法同"3#3"节。如此转接稀释:次，以观察在细胞不断分裂繁

殖的情况下质粒的稳定性。

!%"%# 工程菌对小麦全蚀病菌的抑菌活性测定：参考文献［&］。

!%"%$ 喷施法分析工程菌在棉花根部、叶面的定殖能力：采用直径:H4，高"1H4的纸制

营养钵，分别装入自然土和无菌土，每钵中播5"0粒中"#种子，每处理0个营养钵。待

棉苗苗龄达约’1I左右，取待测菌培养液（约"1FHAJ／4*）用自来水稀释"1倍，用微型喷

雾器均匀喷施于叶表，"1I后再喷施一次。第二次喷施后"1I从每一处理剪取0片健壮

叶片（每一营养钵一片），用剪子剪取一部分，测量叶面积，在"14*无菌水中漂洗&1/，再

转到"14*无菌水中，漂洗"14.-，分别取第一次和第二次漂洗后的水经无菌水稀释"1&、

"1’倍并各涂布于含;4和@.A及不含抗生素的*$平板上。上述叶子继续在无菌水中浸

泡"1E（不振荡），再取出在"14*无菌水中振荡漂洗54.-，取"11!*漂洗液涂布于含;4
和@.A的*$平板上，&1C培养’1E左右，统计平板上菌落数。从每个菌株处理得到的抗

性平板中随机挑取5个假单胞菌菌落培养，提取质粒、酶切鉴定。

!%"%& 浸种法分析工程菌在棉花根部的定殖能力：从棉花地采自然土，分别用无菌土和

自然土制做营养钵，每一种工程菌处理的种子均播在两种营养钵里。55C温水浸种"E，

再于室温下浸种BE，保湿过夜，再以菌液（约"1FHAJ／4*）室温下浸种"E后播种。出苗后

约&1I，将营养钵内土壤用清水小心冲净，取#"&棵苗的须根称重，用无菌水将表面稍稍

漂洗，再转至54**$液体培养基中振荡漂洗"14.-，取第二次漂洗后的菌悬液"1!*涂

布于含;4和@.A的*$平板上，对照则涂于有抗生素和无抗生素选择压两种*$平板

上，&1C培养’1E左右，计平板上假单胞菌菌落数。从中挑取抗性菌落培养，提取质粒鉴

定，方法同"3#3’节。

!%"%’ 工程菌杀虫蛋白抗紫外线性能测定：K<<#1#用%0培养基培养，7%:&用"／#
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!"培养基振荡培养至晶体释放。将培养好的菌液#$!滴加在一个培养皿底部并使均匀

散开，自然风干或用吹风机吹干，在广波长紫外灯（无菌室灭菌用灯）下%&’$处连续照射

()，然后再以#$!相应培养基将菌体悬浮，对棉铃虫初孵幼虫作室内杀虫活性测定。假

单胞菌和"*分别以出发菌株+#,#和清水为对照，调查幼虫死亡率并计算校正死亡率。

!"#"$ 工程菌的田间杀虫活性试验：试验棉田位于新疆维吾尔自治区托克逊县夏乡五大

队，为头年受棉铃虫危害的重灾区，于第二代棉铃虫卵高峰期喷施药剂，工程菌采用%-
和%,-两个稀释浓度，喷药前调查基数，喷药后分别于#.、.,、/0、%,/和%#()调查虫口

减退率，计算防治效果。以当地使用的"*1化学农药混配制剂%,,-稀释液为对照药剂，

清水为阴性对照。

# 结果

#"! 工程菌中重组质粒稳定性检测

抗性菌落百分数统计结果见表(和表#。从连续培养法和连续稀释培养的结果看，

含重组质粒和空质粒载体的菌株抗性都非常稳定，抗性菌落百分数为223!%,,3。

表# 连续培养法各重组质粒的稳定性

45678( 9*56:7:*;<=>8’<$6:?5?*@75A$:BA:?’<?*:?C<CA’C7*C>8

9*>5:?
+8>’8?*5D8<=’<7<?:8AE:*)5?*:6:<*:’>8A:A*5?’8／3

(0) #.) 0/) .,) F() /0) %(,)
G++(,( %,, %,, %,, %,, %,, %,, %,,

+#,#（@HI9."1!"#） %,, 22 %,, %,, %,, %,, %,,

表% 连续稀释培养法各重组质粒的稳定性

45678# 9*56:7:*;<=>8’<$6:?5?*@75A$:BA:?AC’’8AA:J8B:7C*:?D’C7*C>8

9*>5:?
+8>’8?*5D8<=’<7<?:8AB:A@75;:?D5?*:6:<*:’A>8A:A*5?’8／3

%A*B:7C*:<?(?BB:7C*:<?#>BB:7C*:<?0*)B:7C*:<?&*)B:7C*:<?.*)B:7C*:<?F*)B:7C*:<?
G++(,( %,, %,, %,, %,, 22 %,, %,,

+#,#（@HI9."1!"#） %,, %,, %,, %,, %,, %,, %,,

#"# 工程菌对植物病原真菌的抑菌活性

工程菌对小麦全蚀病菌的抑菌圈直径见表0。G++(,(较出发菌株+#,#的抑菌活性

无显著变化。

表& 工程菌对小麦全蚀病菌的抑菌活性

456780 G?):6:*:<?8==8’*A<=8?D:?88>8B+=*<KD*

9*>5:?
L:5$8*8><=:?):6:*:<?M<?8／’$

N8@85*% N8@85*( N8@85*# OJ8>5D8
P<:?<’C75*:<? , , , ,
LQ&" , , , ,
+#,# %RF %R/ %R/ %R/
G++(,( (R, %R2 %R2 %R2

#"% 工程菌在棉花叶面的定殖

分离过程中发现了如下现象：叶片经过无菌水漂洗%,$:?后，所培养出的几乎都为芽

&%期 丁之铨等：杀虫遗传工程荧光假单胞菌G++(,(部分生物学特性



孢杆菌（!"#$%%&’）菌落，由于其生长速度快，极少出现其它菌落；再浸泡!"#后将叶片转移

至!"$%无菌水中，涂于含抗生素的平板（每处理重复&个），才长出假单胞菌及其它一些

革蓝氏阴性菌的菌落。表’列出了此时长出的假单胞菌菌落计数。可以看出，())*"*较

出发菌株)&"&在棉叶上的定殖活性无显著变化。任取’个菌落提质粒经!"(+(酶切

鉴定正确。

表! 从棉花叶面分离的工程菌数量

,-./0’ 12/2345-642327038430090:)723;26623/0-<0=

>-$?/0729=?9-@
A90-27/0-<0=

／;$*
B2C27D479-3:E$9

)7／?09?/-60

B2C27D479

)7／?09?/-60

B2C27)7／;$*

/0-<0
())*"*，>6094/0=24/ *!C"F !GC" B, FFCGH-

())*"*，B-6I9-/=24/ *!CHG !FCJ B, JFCGJ-

)&"&，>6094/0=24/ *!CHJ B, **C& !"!CKJ.

)&"&，B-6I9-/=24/ *’C*" B, &!CJ !*’CJK;

+*L，>6094-/=24/ *GC&F !C" !CFF GC!!-，FCH!.

+*L，B-6I9-/=24/ *"C"F *C" *C" KCKJ-，KCKJ.

B,：B26:060;60:；-：D479-3:E$9;2/2340=27)7，.：D47;2/2340=27)7

"#$ 工程菌在棉花根部的定殖

表F为从棉花须根分离到的荧光假单胞菌数，可见())*"*较出发菌株)&"&在棉花

根部的定殖活性也无显著变化。任取’个菌落提取质粒，酶切鉴定正确。

表% 从棉花须根分离的工程菌数量

,-./0F 12/2345-642327038430090:)723;266239226

>-$?/0729=00:=2-M438
N048#62774.90

／$8

B2C27D479-3:E$9

)7／?09?/-60

B2C27D479

)7／?09?/-60
B2C27)7／874.90

())*"*，>6094/0=24/ ’H ’FC& B, GCH’O!"’-

())*"*，B-6I9-/=24/ ’* G! B, &CKGO!"’-

)&"&，>6094/0=24/ ’! !H !HCJ !CJFO!"’.

)&"&，B-6I9-/=24/ GH *J *J *CH!O!"’.

+*L，>6094-/=24/ &F " * ".，*CJHO!"G.

+*L，B-6I9-/=24/ !G !C& &C& GCFGO!"G-，

!C!HO!"’.，

B,：B26:060;60:；-：D479-3:E$9;2/2340=27)7，.：D47;2/2340=27)7

"#! 工程菌中杀虫蛋白的抗紫外线能力

从表J数据看出，经广波长紫外线照射*#后，+PQJ&的杀虫活性显著下降（随稀释

倍数增大，下降程度也更大）而工程菌())*"*的活性未受到影响。

表& 紫外对对R6及工程菌中杀虫蛋白活性的影响

,-./0J (37/I03;027ST6243=0;64;4:-/?92604343R6-3:U38430090:)7

,90-6$036 P0;90-=09-6027/-9<-0$296-/46@-7609*#27ST690-$036／V

+PJ&A
!O:4/I036

!&CFG

KO:4/I036

F&CFF

*JO:4/I036

HHC"J

())*"*A
*O:4/I036

WKC!"

*O:4/I036

"

GO:4/I036

"
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!!" 工程菌的田间杀虫效果

表"列出了工程菌及对照药剂的田间杀虫效果。可以看出，#$$%&%原液与’()化学

农药混配制剂的应用浓度效果相当，防治效果分别为*+,+-和*+,.-。

表# 工程菌的田间杀虫效果

/0123" #4536(76780206(797(:;<34=7433>38$<74<7328

/>30(?34(
$;@A20(7;4836>3053>0(30<(3>BC%D

;<@35(767830@@2760(7;4／-

E;>>36(38@;@A20(7;4836>3053>0(3

0<(3>BC%D;<@35(767830@@2760(7;4／-
F%G HI!* —

’()6D3?7602?7J38

<;>?A20(7;4，B&&K
"%!. *+!.

#$$%&%，BK "%!* *+!+
#$$%&%，B&K .*!H +H!+

$ 讨论

90483>’7L等研究发现，#46$，#46M和#46N以及未知不亲和群等四类质粒导入植物

根际荧光假单胞菌后，在环境中质粒的稳定性以未知不亲和群@OPB最强，其次是#46N
的质粒，再次是#46M，最不稳定的是#46$群的质粒［H］。由于本文所用的@QRP*!)!"#复

制子来源于与#46$、#46M和#46N的质粒都能亲和的@$PB&［+］，所以它不属于在环境中不

稳定的三个不亲和群，因而以它构建的工程菌株有可能在植物根际能稳定存在。从应用

角度看，这一点对工程菌株在环境中长时间发挥作用是相当有利的。但在环境中稳定性

的具体数据尚需进一步试验证实。

$C&C菌株在植物根部的定殖能力张玉勋等已有过研究（未发表），本文在温室试验中

采用更接近自然的非限生（4;4)=4;(;17;(76）系统对$C&C以及部分工程菌株做了在棉花叶

面的定殖能力研究。结果表明工程菌株和出发菌株$C&C一样，在棉花叶面有较强定殖

能力，在经过长时间用水浸泡之后，叶面上仍有相当数量的工程菌存在，而此时已无其它

明显的优势细菌。试验结果反映出工程菌与野生$C&C菌株比较，在植物叶面的定殖能

力未受显著影响。另外，由于叶片经短时间漂洗后得到的菌落多为芽孢菌，说明植物另一

类重要生防微生物芽孢菌与植物的结合力显然不如假单胞菌。与出发菌株$C&C相比，

工程菌在棉苗根部的定殖能力也未受到显著影响。另外，由于在’(制剂中杀虫蛋白多以

裸露的伴孢晶体形式存在，应用后容易受紫外线照射而丧失活力。而将#$%基因导入其

它不形成芽孢的微生物后表达的杀虫蛋白则不会以裸露的形式出现，从而延长杀虫蛋白

的持效期。本文结果表明，紫外线照射后，’(的杀虫活性大大下降而荧光假单胞菌工程

菌的活性变化不大，这一结果证明了杀虫蛋白在工程菌中得到了保护。

多年研究结果表明，新疆地区由于强紫外线对裸露的杀虫蛋白的破坏作用，单纯’(
制剂在田间对棉铃虫的防治效果一般仅为H&-"*&-左右，转’(#$%基因的工程荧光假

单胞菌#$$%&%对植物有益的特性较出发菌株没有根本变化，仍然是优良的植物根际促

生细菌（$204(=>;S(D@>;?;(74=(D7T;106(3>70），而室内和田间杀虫活性均与’(野生菌株

相当。工程菌中杀虫蛋白抗紫外的室内试验表明其有望克服’(本身存在的弱点，同时工

.B期 丁之铨等：杀虫遗传工程荧光假单胞菌#$$%&%部分生物学特性



程菌又能发挥其在植物上的定殖能力，在植物周围大量繁殖而起到杀虫作用。通过对工

程菌的进一步遗传改良，并研究其发酵、剂型等，将有望构建成集合防病、杀虫、促生作用

等优良性状的、更有实用价值的工程菌。
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重 要 声 明

为适应我国信息化建设需要，扩大作者学术交流渠道，本刊已加入《中国

学术期刊（光盘版）》和“中国期刊网”。如作者不同意将文章编入该数据库，请

在来稿时声明，本刊将做适当处理。
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