
!" 卷 "期
"##"年 !月

微 生 物 学 报

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

,%’"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
"##"

"国家“九五”科技攻关项目（-./0#1/#"/#1）及天津市“九五”科技攻关项目（-231#"411）资助
""联系人：56067898:8;:+ ’ 7<=’ 08
作者简介：陈月华（1-41 >），女，山东烟台人，南开大学生命科学院副教授，主要从事杀虫微生物分子生物学及生

物技术研究。

收稿日期："##1/#2/1-，修回日期："##1/11/""

苏云金芽孢杆菌科默尔亚种 !"#$株的 "’.
基因分析及杀虫特性"

陈月华"" 任改新 吴卫辉 王津红 刘春勇
（南开大学生命科学院 天津 3###21）

摘 要：筛选的苏云金芽孢杆菌野生菌株 14(3经鉴定属血清 ?/"1型科默尔亚种。用 @AB及

BCD@方法对其 !"#1类基因分析证明其含有 !"#1(:，!"#1(0，!"#1A:，!"#1E，!"#1F及 !"#"六种

!"#基因，其 !"#1(基因 ,末端 1G!4;H片段与已发表的序列有差异。表达晶体蛋白质的分子
量分别为 13#，2-，2#，.4，41和 !4;E。对家蝇致畸实验证明其不含!/外毒素。发酵液对棉铃
虫，甜菜夜蛾，小菜蛾及美国白蛾均具较高的毒力。证明野生的苏云金芽孢杆菌资源中也有

具国外工程菌所特有的高效杀虫晶体蛋白基因组合的优良菌株。
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苏云金芽孢杆菌（$&!’(()* %+)"’,-’.,*’*，$%）的杀虫晶体蛋白（F8K70L+0+<:& A*5KL:& @*%L7+8K，
FA@K）基因中 !"#1(:，!"#1(H和 !"#1(0是杀虫毒力最高，且目前 $% 制剂生产菌主要携带
的基因种类，其中 !"#1(0是被认为总体毒力最高，尤其对棉铃虫具特效的蛋白［1］。国内
已报道的 MNO/14"#菌株［"］和 $% /.,/0- 菌株［3］均含有 !"#1(0基因。由这两个菌株开发的
制剂主要用于棉铃虫（1.(’!23."4& &"5’-."&）等鳞翅目害虫的防治。但上述三种基因产物对
甜菜夜蛾（642724%."& .8’-)&）和海灰翅夜蛾（ 6 ’ (’%%2"&(’*）等几种鳞翅目重要害虫几乎无毒
或低毒。而 !"#1A和 !"#1E蛋白对这类害虫具高毒力［!］。含有 !"#1A基因的 $% 菌株比不
含这种基因的 ?E/1菌株对草地夜蛾（ 6 ’ 9"&-’4."7&）的活性高三倍，对小菜蛾（:()%.((& 8#;
(2*%.((&）的活性高二至数倍［4］。
由于 $% 的各种 FA@对昆虫有特异性，每一 $% 菌株不可能含有所有的高效 FA@基因，

故 $% 制剂与化学农药相比的最大弱点是活性谱窄。这样便影响了田间防治的应用效果。
为了扩大 $% 制剂的杀虫谱，近年来研究人员投入大量的人力财力对现有的 $% 菌株进行
遗传改良。美国原 P:8<%Q公司利用接合转移的方法而获得的工程菌株［.］，其 !"#1(0 和
!"#1A基因均来自其它 $% 菌株。1---年，P:806+K等报道［2］，将 !"#1AR(H嵌合基因克隆进
位点特异性重组载体，导入含有 !"#1(0基因的 $% 受体中而获得工程菌，$% 工程菌外源基
因的稳定性及选择压力等不利因素使生产工艺复杂化。

正是由于工程菌用于生产的不便，国内外学者一直没有放弃对野生 $% 资源的开发。



尾山和彦等人分离到一株 !" 野生菌，属血清 !"型，不但对鳞翅目害虫具高毒力，同时对
三种鞘翅目及两种双翅目昆虫均有活性［#］。本室分离的 !"$#%& 菌株，自然含有 #$%$%’
和 #$%$(基因，室内生物测定证明对棉铃虫，甜菜夜蛾，小菜蛾及美国白蛾（&%’()*"$+) #,-
*.)）均有毒力活性，已做初步报道［)］。在此基础上继续对 $#%&菌株全部 #$% 基因及晶体
蛋白进行分析，对其血清型及!*外毒素进行了鉴定及检测，而且进行了 $+,-罐发酵实验，
本文不但首次证明野生的 !" 资源中也有具高效 .(/基因组合的广谱菌株，而且证明高效
菌株也不仅局限于已发表的几种血清型，对于开发我国野生的 !" 资源提供了一个良好的
例证。

! 材料和方法

!"! 菌株
!"$#%&为本室分离；!" /.**01 和 !"0#$1为本室保藏菌种，作为毒力对比及晶体蛋白

检测参照菌株；!" !2*)3"为血清 !*,$标准菌标，由中国科学院动物研究所引自法国巴斯
德研究所，王瑛研究员惠赠。

!"# $%血清型鉴定
采用常规方法将 $#%&菌株及各供试菌株活化后制备 !抗原，与本室制备并保存的

!*$ 4 !*,$标准抗血清进行鞭毛抗原凝集反应。
!"& 毒力测定
用对棉铃虫高毒力的 !" /.**01 和对甜菜夜蛾高毒力的 !" 0#$1作为毒力对比菌株，

生测方法按苏云金芽孢杆菌国家行业标准中规定的方法。野外对紫红李和白蜡树上的美

国白蛾防治实验采用喷雾法，观察其杀虫效果。

!"’ ()*，*+,(
分别按文献［)，0］方法，/(5仪为新加坡制造 67*3)11型，引物、酶及试剂均购自上海

89:;<:公司。
!"- 杀虫晶体蛋白分析
按本室常规法制备待测菌的 .(/=，进行 828*/%>?分析。

!". !%外毒素测定
按冯喜昌等人方法［$1］，家蝇由天津市防病中心提供。

!"/ 发酵性能及毒力
用 $+,-容积标准发酵罐进行发酵实验，采用固含量 )+1@的发酵培养基，芽孢接种，

培养温度为 &1A B $A，施行三级给风，发酵周期 &) 小时左右，视芽孢晶体脱落 ,1@ 4
&1@时终止，及时进行毒力测定。

# 实验结果

#"! !"# 基因鉴定结果
经特异引物 /(5 及 /(5*5CD/ 分析，$#%& 菌株含有 E 种 .(/ 基因。它们分别是：

#$%$%9，#$%$%’，#$%$(9，#$%$2，#$%$.和 #$%,，图 $和表 $证明前 3种基因的鉴定结果，两对
#$%$类通用引物扩增片段分别为 (末端 $+EFG和 6末端 $+3#FG，其中 #$%$%9在 $+3#FG片
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对棉铃虫，甜菜夜蛾的生测结果。

表 ! "#$%菌株 %批发酵液的毒力测定结果!

!"#$% & ’()"**"+ ), ,%-.%/0"0()/ 1-)2340* ), *0-"(/ 5678!

9): ), ,%-.%/0"0()/ ! : "#$%&’#"（;<=!>） ?%$"0%2 (/2%@ ( : ’)%&*">A6B（!>=.>） ?%$"0%2 (/2%@

5 &85C BDCE，B :CC B :6CF B :CG，B:CF

H 8EGB B :CE，B:CF B :FBE B :CE，B:CE

8 8C&B B :CC，B:CC B :EB& B :C6，B:C6

! 7I%-"J% ), 0K) 0%*0(/J（2%0%-.(/%）

将发酵液稀释 5BB倍，在南开大学校园内防治观赏植物紫红李及小白蜡树破网 &龄
L 6龄美国白蛾，结果证明 +,5678制剂对高龄美国白蛾速效性好，施药 8BM后死亡率可
达 CBN左右，结果见表 6。由表 &，表 6结果说明含有多种高效 ;AO的 5678菌株具有良好
的发酵性能，且对多种鳞翅目害虫具高效广谱的特性。

表 # "#$%菌株发酵液防治美国白蛾死亡率统计
!"#$% 6 P,,%40* ), *0-"(/ 5678 )/ 0M% .)-0"$(0+ ), ! : -*#’"

!-%"0.%/0 7.)3/0 ), $"-I"$ $"-I"$ .)-0"$(0+ N "0：

8BM &EM

</0-%"0%2 58C B B

.#*/*0 ("1%-%/" 58F CH :E CF :5

2#")%/*0 3 : 5BH EF :5 C5 :&

% 讨论

+,5678是分离自土壤的野生菌株，其最大的特点是含有多种高效的 ;AO基因，特别
是 -#4574和 4-+55 两个基因是国内外学者构建工程 ’0菌株的目的基因组合。目前国外
已有这种工程菌生产的 ’0制剂，但尚未见到带有这两个基因的野生菌株用于开发的报
导。而且，在用于商品制剂的国内外 ’0生产菌种中，也从未见有 !H5血清型的菌株，国内
目前尚没有防治甜菜夜蛾的 ’0制剂。因此 5668菌株的发现与开发，不但为发掘我国野
生 ’0资源作了有益的尝试，而且为 ’0生产菌株的更新换代，为筛选高效、广谱、新型的 ’0
菌株提供了一个非基因操作的简捷途径，证明开发 ’0资源中的新基因及其优势组合还是
大有潜力的。
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感谢广大作者、读者多年来对《微生物学报》的关心和支持。为了适应改

革开放的需要，使科研成果尽快得到交流，本刊现改为每册 %&@面，全部道林
纸印刷，内附进口铜版纸印制的黑白图版和彩色图版。发表周期缩短，内容丰

富翔实，能及时反映我国微生物学科前沿和最新研究水平。在新的一年里，

《微生物学报》将更好的为科研工作者服务，为促进科技资源信息化最大限度

的共享做出积极贡献。
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