
!" 卷 #期
"$$"年 %月

微 生 物 学 报

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

.’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
"$$"

"国家“九五”攻关项目子课题（/$/0$#0$/0$/）

作者简介：张利莉（/1%# 2），女，河南省商丘市人，现工作于新疆塔里木农垦大学植物科学技术学院，副教授，博

士，主要从事芽胞杆菌的分子生物学研究。

收稿日期："$$/0$30"$，修回日期："$$/0//0#$

苏云金芽胞杆菌鲇泽亚种 !"#$%% "’.$/ 和 "’.$!)
&’()含量及稳定性研究"

张利莉/，" 4567+5 45’,8’,# 喻子牛/

（/ 华中农业大学农业部农业微生物重点实验室 武汉 !#$$9$）

（" 塔里木农垦大学植物科学技术学院 阿拉尔 3!##$$）（# 美国 :+5;+-大学生物系 <. !91$%）

摘 要：苏云金芽胞杆菌鲇泽亚种菌株 =>0/##含有代表性的三种 !"#/类基因 !"#/$%，!"#/&
和 !"#/’，它们的表达量却明显不同。通过 .’567-5,杂交检测了菌株 =>0/##中基因 !"#/’ 和
!"#/$%的 ?@.4含量及其稳定性。结果表明：基因 !"#/’ ?@.4的形成比基因 !"#/$% 的 ?@0
.4滞后 #7，且基因 !"#/’形成 ?@.4的量很低，产生过程很平稳，在芽胞形成中期比 !"#/$%
?@.4低 #A9倍；!"#/$% ?@.4含量在芽胞形成前期高于后期，在后期仍能大量持续稳定地转
录。!"#/’ ?@.4的半衰期为 /3?B,，而 !"#/$% ?@.4的半衰期为 /!?B,。尽管 !"#/’ ?@.4
比 !"#/$% ?@.4的半衰期更长，但 !"#/’ 和 !"#/$% 转录时间和转录量的差异是导致其表达
量差异的重要原因。
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苏云金芽胞杆菌在形成芽胞的同时产生杀虫晶体蛋白并以伴胞晶体形式在母细胞中积

累。目前分离到 /D$多种杀虫晶体蛋白基因［/］，其中 !"#/类基因的产物对给农业生产带来
巨大损失的鳞翅目昆虫具有高特异性毒力。鲇泽亚种菌株 =>0/##含有基因类型上有代表
的三种 !"#/类基因 !"#/$%，!"#/& 和 !"#/’，并且其染色体上还有类 !"#/$( 基因［" E D］。FG80
8’,等［D］利用高压液相色谱法测定了菌株 =>0/##晶体中纯化的三种蛋白的含量分别为
H5I/4J %$K，H5I/H #9K和 H5I/>#K，H5I/> 与 H5I/4J 相差 "$ 倍。已知 !"#/$%，!"#/& 和
!"#/’ 基因都位于拷贝数相当的质粒上，!"#/$% 基因位于 !DF>质粒，!"#/& 和 !"#/’相距 /
2 "LJ位于 //$F>质粒上，它们共同形成一个复合的伴胞晶体［%］。晶体蛋白中 M5I/>和
M5I/4J的差异是否由于两者在转录水平 ?@.4含量及 ?@.4的稳定性不同所致？故利用合
成的与 !"#/’，!"#/$% 基因互补的寡核苷酸为探针，测检菌株=>0/## !"#/’ ?@.4和 !"#/$%
?.@4的差异，以揭示其表达的差异。国内外尚无此方面的研究报道。
菌株 =>0/##是防治对商业用菌株库斯塔克亚种 =>0/（>BN-(）具有抗性的印度谷螟

（)*+,-( -./0"12.!/02(）有特效的菌株之一［"，9，3］，又含有基因类型上有代表的三种 !"#/类基
因，研究其表达调控既具有理论价值又具有重要的应用价值。

$ 材料和方法
$ *$ 菌株
苏云金芽胞杆菌 =>0/##是鲇泽亚种（3(!-**24 /52"-.6-0.4-4 8+J8N) (-7(8(-）野生型菌株，



含有三个原毒素基因，!"#!$% 位于 "#$%的质粒上，!"#!& 和 !"#!’ 位于另一个 !!&$%的
质粒上，由美国 ’()*(+大学 ,-,)./0./教授提供。
! "# 培养基

1- 2)30培养基见文献［4］。
! "$ 探针标记

!"#!’ 5637./(86+.93*+代号为 :;!<序列为：#’,2,1<,<222<,1<,1<,1 =’!"#!$ 563>
7./(86+.93*+代号为 4#:?，序列为：#’<,1,,1,,221<2222<,2,11<2<<12 =’。取等量的
!=&&@A.6 !"#!’ 和 !"#!$% 寡核苷酸，加入 !&!B（">

=; ’）,2’（= &&&83CAA.6，!&D&A83CAB），在
2"多核苷酸激酶作用下进行探针标记。并按文献［!&］过柱纯化被标记的探针。取纯化
的=; ’探针 !!B于 = E "AB 9.6(+/+（.A/3F6(.)）中，用闪烁计数器测定样品的放射性强度。
! "% &’(的提取

!G接种量接种 H%>!==于 1·2)30培养液中，=&I振荡培养至稳定生长期，镜检细胞内
芽胞开始形成时第一次取样，每隔 = 小时取样一次，每次 =&AB，并立即进行以下处理。
"I下离心（J &&&)CA3/，JA3/），弃去上清，加入 !# AB KL,8 M(FF+)（&D&#A.6CB KL,8，&D!A.6CB
KL<6，&D&&!A.6CB KL; >N%2,，@H#D#），洗涤菌体一次。用 JAB KL,8 M(FF+)与 ;AB !&G O%O
临时混合后，立即悬浮菌体沉淀于 ?)+/8P ’)+00(+) 8+66（?’<）中，再加入 !AB Q+/9./39+（即皂

土，=&A7CAB Q+/9./39+溶于 &D&=A.6CB 2)30 @HRD: 中），并充分搅匀。利用 ?)+/8P!S ’)+00(+)
8+66仪高压破碎细胞。并收样于 #AB 苯酚：氯仿中，立即混匀。"I离心（J &&&)CA3/，
JA3/），取上清，加入二倍体积预冷的无水乙醇，勿混匀，用带小钩的玻棒搅起 %K,，然后置
冰上 ;&A3/。"I离心（J &&&)CA3/，!#A3/），小心弃去上清，室温下干燥沉淀，贮存于 T R&I
备用，或直接完成下列步骤。用 !AB $7<6; M(FF+)（&D&!A.6CB 2)30，#AA.6CB $7<6;，@HRD:）溶
解沉淀，并加入 =& U/390 %KL0+V（无 SKL0+）在 =RI下酶解 =&A3/。酚抽：加入 !AB苯酚：氯
仿（! W !，XCX）混匀，离心（R &&&)CA3/，RA3/）。取上清，加入 !C!& 体积的 =A.6CB 醋酸钠
（@H#D#）和 ;体积的预冷的 !&&G乙醇，置冰上 ;&A3/。离心（J &&&)CA3/，!#A3/），并干燥沉
淀。溶解沉淀于 #&&!B双蒸水中，并测定 SK,浓度：取 !&!B样品 SK,至 !AB双蒸水中，
测定 $;:&和 $;J&值（$;:& C$;J& Y !DJ E ;D&为宜），并按下列公式计算 SK,浓度。

［SK,］Y
$;:& Z !&&

;& （A7CAB）

! ") &’(分析———’*+,-.+/杂交
!0)0! 在含有甲醛的凝胶上进行 SK, 电泳：!G琼脂糖凝胶的制备：!7 琼脂糖，加放
R;AB &D!G%N’<水（!AB %N’<即焦碳酸二乙酯于 444AB蒸馏水中，在磁式搅拌器上搅拌
过夜，灭菌 ! E ;P），微波至溶化，然后加入 !&AB !& Z $5’O M(FF+)〔=>（K>玛琳代）丙磺酸，
&D#A.6CB $5’O，&D&!A.6CB KL;N%2,，@HRD&，用处理过的 %N’<水配制）〕再加入 !JAB =RG
甲醛。样品处理：取 !J E ;&!B上样 M(FF+)（;!!B !& Z $5’O，#:!B =RG甲醛，!&#!B甲酰胺，
!!B ;D#G溴酚蓝）加入样品 SK,（均为 #&!7）和 SK, AL)[+)，R&I水浴 !&A3/，并立即置于
冰上。电泳：采用电泳 M(FF+)（#&AB !& Z $5’O M(FF+)，4&AB =RG甲醛，=:&AB %N’<水）先预
电泳 =A3/，然后再按顺序加入不同时期经上述处理的 SK,样品，并重复上样一次，以便用
于分别与 !"#!$% 和 !"#!’ 探针杂交。SK, AL)[+)中加入 &D#!B NQ，以便检测。
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!"#"$ 转膜并干燥：使用 !"#$%硝酸纤维素膜按文献［&’］方法进行转膜。
!"#"% 杂交：按文献［&’］计算 !(值及其杂交温度，得出 )*&+的 !(值为 ,%-，故杂交温
度为 ,’-；.%)/的 !(值为 %%-，故杂交温度为 %’-。将杂交膜一分为二在杂交温度下
分别加入 &%(0杂交液（’1*%(2340 56*789,，&((2340 :;<"，&=酪蛋白，>=?;?，@7>1%）预
杂交 ,A；然后加入等量（% B &’) C@(）已标记的 )*&+和 .%)/分别在 ,’-和 %’-杂交温度下
杂交过夜。洗膜：用 D6EA FGHHIJ（’1’*(2340 56*789,，&((2340 :;<"，&= ?;?，@7>1%）室温
下洗膜三次，每次 &’(KL，然后凉干。为消除外源性 M5"酶解的污染，所有玻璃制品、塑料
制品和电泳槽均按文献［&’］方法进行处理。
!"#"& 放射自显影：分别将杂交膜固定，并将 N光胶片置于其上，加用增感屏，于黑暗处
放射自显影 * O %P，用自动显影机冲洗 N胶片，观察并分析结果。
! ’( )*+,稳定性检测
!"("! M5"的提取：&=接种量接种 7;#&QQ于 *0的三角瓶内装 ,’’(0 R·<JKE培养液中，
Q’-下振荡培养。培养至在相差显微镜下观察到已有 %’=的细胞含“一半灰一半白”
（@A6SI SJ6T—@A6SI UAKVI）即达到芽胞形成中期时，第一次取样 &’’(0于 W >’-下冷冻的灭
菌的内装 *%(0 R·<JKE培养基的离心管中，并立即冰浴。在剩下的 Q’’(0菌悬液中加入利
福平（溶解在 %’=乙醇中 &’(S4(0贮备液）至终浓度为 &’’!S4(0，混匀后，立即置 Q’-下
振荡培养。培养 &’(KL，*’(KL，Q’(KL分别取样 &’’(0同前处理。M5"的提取同上。
!"("$ 52JVAIJL杂交："#$&% M5"样品上样量为 &’’!S，"#&&’( M5"样品上样量为 %’!S，在
变性胶中依次点样，电泳、转膜、干燥并分别杂交，放射自显影 .)A和 *,A后，根据 N光胶
片对应时间的杂交信号强度得出 (M5"的剩余百分率，计算其半衰期。

$ 结果和分析

$ ’! -./!%%菌株 !"#!$ )*+,和 !"#!%& )*+,含量的检测
提取 7;#&QQ芽胞形成过程中不同时期的总 M5"，以Q* 8标记的 "#&&% 和 )#&&’( 特异

寡聚核苷酸为探针进行 52JVAIJL 杂交（图 &）。从 52JVAIJL 杂交信号可以看出："#&&% 的
(M5"产生较晚，"#&&’( (M5"产生较早，"#&&% (M5"比 "#&&’( (M5"产生滞后 QA。

图 ! -./!%%菌株 !"#!$（,）和 !"#!%&（0）)*+, +1234526印迹分析
/KSX& 52JVAIJL F32V 2H M5"（%’!S @IJ 36LI）2H "#&&%（"）6LP "#&&’(（!）@JI@6JP HJ2( E@2JG36VKLS CI33E KL 7;#&QQ EVJ6KL
&1M5" C2LVJ23 H2J "#&&% SILI 2J "#&&’( SILI；*1M5" HJ2( KLCGF6VIP &QA；Q1M5" HJ2( KLCGF6VIP &)A；,1M5" HJ2( KL#

CGF6VIP &.AX

>QQQ 期 张利莉等：苏云金芽胞杆菌鲇泽亚种 7;#&QQ "#&&%和 "#&&’( (M5"含量及稳定性研究



根据 !"#$%&#’ 杂交信号密度扫描结果显示：!"#($ )*!+ 含量低，且相对平稳。而
!"#(%& )*!+培养 (,%后比培养 (-%后杂交信号强 ./0倍。此结果与 1233"’等［4］所进行
的 567(,,菌株的斑点杂交一致。同时 !"#(%& )*!+在 (-%、芽胞已大量形成并均位于细
胞中时仍有很强的杂交信号，依然保持较高的 )*!+含量。当培养 (8%和 (-%，!"#($ )*7
!+比 !"#(%& )*!+量分别低 ,/9倍和 :/4倍。
可见在 567(,,菌株中 !"#($ 与 !"#(%& )*!+的转录时间和转录量的如此差别，是导

致 !"#($ 比 !"#(%& 表达量低的原因之一。
! "! #$%&’’菌株 !"#&$ 和 !"#&%& ()*+稳定性的检测
在 567(,,菌株中，!"#($ )*!+含量远远低于 !"#(%& )*!+含量，这是否因为它们

的稳定性不同所致？为此进行了 )*!+稳定性的检测。)*!+稳定性结果如图 :。

图 ! #$%&’’菌株中 !"#&$ ()*+（+）和 !"#&%& ()*+（,）的稳定性
;<=>: ?%& 3$2@<A<$B "C )*!+ "C !"#($（+）2’D !"#(%&（E）<’ 567(,, 3$#2<’

(，:，, 2’D 0 3%"F !"#$%&#’ @A"$ 2’2AB3<3 "C )*!+ &G$#2H$&D C#") )<D73I"#JA2$<"’ H&AA3 2$ .，(.，:. 2’D ,. )<’

#&3I&H$<K&AB，2C$&# 2DD<$<"’ "C #<C2)I<H<’；(..!= *!+ <’ &2H% 32)IA& F&#& %B@#<D<L&D F<$% $%& !"#($ I#"@&

2’D &GI"3&D C"# -8%；4.!= *!+ <’ &2H% F&#& %B@#<D<L&D F<$% $%& !"#(%& I#"@& 2’D &GI"3&D C"# :0%>

根据 !"#($ 和 !"#(%& 特异性探针杂交信号强度，得到不同时间 )*!+的剩余率。由
此计算出 !"#($ )*!+的半衰期为 (M)<’，!"#(%& )*!+的半衰期 (0)<’。可见，两者均具
有很长的半衰期，稳定的 )*!+。这一结果与 NA2$#"和 *2I"I"#$［((］报道的编码晶体蛋白基
因的 )*!+平均半衰期长达 (.)<’吻合，因为 !"#(类基因都具有较强的低抗 ,’74’核酸外
切酶降解能力的类似的反向重复序列的终止子结构以 )*!+内部缺乏内核酸酶的切割作
用位点［(:］。结果还显示 !"#($ )*!+比 !"#(%& )*!+更稳定，可能与 !"#($ 基因的 4’7
不翻译区（4’7O?*）以及 !"#($ 基因结构本身有关。
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! 讨论
从 !"#!$ "#$%和 !"#!%& "#$%产生的时间看，!"#!$ "#$%明显滞后于 !"#!%& "#&

$%的产生。 !"#!$ 和 !"#!%& 都是由!’ 和!( #$%聚合酶识别而启始转录，那么两者在产
生时间上不应有差异。据此推测是否还可被其它的!因子识别而启动转录？在枯草芽胞
杆菌中，)*+,%调节蛋白在芽胞形成中起关键作用［!-］。苏云金芽胞杆菌芽胞形成的时空
调节非常类似于枯草芽胞杆菌，并且两者的 )*+,%蛋白同源［!.］。/01的 !"#.% 和 !"#!!%
在过渡期依赖于含!2 的 #$%聚合酶的转录，并且在这些基因启动子的上游含有与枯草
芽胞杆菌非常类似的“,%”3+4序列 56$76%%，可被 )*+,%蛋白结合，而抑制 !"# 基因的转
录［!8］。分析 !"#!%&，!"#!$ 的启动子序列，也有 !"#!!% 类似的与!’ 重叠的!2 识别的序

列；并且在 !"#!$ 和 !"#!%& 基因启动子的上游序列，同样有“,%”3+4序列（如图 -），并位
于这些基因相似性区域前几个碱基。

图 ! 菌株 "#$%!!中 !"#%$%和 !"#%&基因启动子区域序列
91:;- !"#!%& <=> !"#!$ :?=?@ *A+"+0?A A?:1+=@ 1= 2B&!-- @0A<1=

)C<>?> 3<@? 1=>1D<0?@ /0E *A+"+0?A；F=>?AG1=? 1=>1D<0?@ /0" *A+"+0?A；/+4 1=>1D<0? ,% 3+4；7+=@?=@H@

,% 3+4 I+A" ’ ; ()*"+,-+.,/+/ 56576%%；%@0?A1@J@ 1=>1D<0? 0C? D+=@?=@H@ @?KH?=D? +I ’ ; /*&(+0+/!2

*A+"+0?A 7+=@?=@H@!2 *A+"+0?A IA+" ’ ; /*&(+0+/

7
%% %%
66%66%555

L -8

%
76%%5
L !M

!"#!$ 的 ,% 3+4为 56756%%，与一致序列吻合程度高，且离 /0"启动子 L -8区只有
!.个碱基。而 !"#!%& 的 ,% 3+4为 6657%%%与一致序列吻合程度较低，且离启动子较
远。N+=D?0［!8］报道，在 !"#!!%O& 01!2 融合表达中，当缺失“,%”3+4，则导致表达提前 PC，即
当 ,%3+4存在时，使其表达滞后。故推测 !"#!$ 基因的 ,% 3+4可被 )*+,%蛋白有效地结
合而抑制了 !"#!$ 基因的转录，尤其是在芽胞形成早期。这可能是在 2B&!-- 菌株中，
!"#!$ "#$%的滞后于 !"#!%& "#$%的原因。关于 !"#!$ 基因的 ,% 3+4是否可被 )*+,%
蛋白结合而抑制转录以及 !"#!$ 基因是否可被!2 #$%聚合酶识别而启动转录等问题仍
有待于进一步研究。
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