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摘 要：苏云金芽孢杆菌在有帮助蛋白存在的情况下杀虫晶体蛋白获得了超量表达。通过透

射电镜观察了 @/A%B+超量表达工程菌伴孢晶体的形态发生以及不同芽孢发育时期的晶体形
态变化。结果表明，该工程菌的伴孢晶体在细胞不对称分裂的隔膜形成前就已出现，而且晶

体发生的部位与芽孢无关。但晶体在形成初期往往靠近母细胞膜。观察结果还表明，大量表

达的晶体蛋白不能马上参与到晶体合成，晶体形成的最佳时期是芽孢皮层形成期。母细胞大

量液泡的产生与消失可能与晶体形成有关。此外，在超量表达工程菌中，@/A%B+蛋白能在一
个细胞内形成多个伴孢晶体，这在天然菌株中是罕见的。
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苏云金芽孢杆菌（!"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’，D,）是目前最为重要的一种杀虫细菌，它的主
要杀虫成分是由杀虫晶体蛋白构成的伴孢晶体（E9/9;E’/9( +/A;,9(;）［%］。晶体发生是 D,制
剂生产中尤为关注的问题，晶体能否形成也是目前人们在开发 D,工程菌中关心的问题之
一［"，3］。而目前人们关于晶体发生知识主要来自于野生菌株。在前人的研究中发现，库斯

塔克亚种（.&*’(".$）的野生型菌株的伴孢晶体是在前芽孢内卷时在靠近前芽孢外膜处形
成；而以色列亚种（ $’*"-%-+’$’）的伴孢晶体发生在前芽孢隔膜形成之前，比库斯塔克早 " F
3<［!］。
在以前的实验中，我们将来自以色列亚种的帮助蛋白基因 /01 与来自库斯塔克亚种

的 #*2%3# 重组于一个菌株中，获得了一株 @/A%B+超量表达的工程菌［#］。本实验通过电镜
观察了工程菌中伴孢晶体的整个形态发生过程，比较分析了工程菌在不同发育时期晶体

与细胞形态结构特点。

! 材料和方法

!"! 供试菌株
本实验所用菌株为两株苏云金芽孢杆菌工程菌 EDGD"$%B+HDGD%?%和 EDGD%B+3$!H

DGD%?%［#］。前者所含的重组质粒携带有 #*243#41 和帮助蛋白基因 /01。基因 #*243#41 克



隆自库斯塔克亚种 !"#$%&’( 菌株，!"# 克隆自以色列亚种［)］。工程菌 *"+"’(%,-.
"+"%/%的 012%,-原毒素表达量比 *"+"%,-3(4."+"%/%高一倍以上，且能形成较大的晶
体［&］。在对照菌株 *"+"%,-3(4."+"%/%中，重组质粒含 $%&’($’#，但不含 !"# 基因。两菌
株的受体菌都为 "+"%/%，是质粒消除了的 "5天然菌株［/］。
!"# 细菌培养
所用液体培养基含 ’&!6.78红霉素、(9&:蛋白胨、(93:牛肉膏、(9&:葡萄糖、(9(&:

+6;<4、(9(&: =>’?<4，于 ’@A恒温摇床、’((1.7BC培养。从第 %’D起每隔 3D取样一次，直
至晶体完全长成。取样后离心并迅速将菌体固定于 3:戊二醛中，以备电镜制样。
!"$ 透射电镜样品制备与观察
以上样品再用 %:锇酸进行二次固定，然后用 4(:无水乙醇梯度脱水、E*FC@%’树脂

浸透、包埋，超薄切片。后经醋酸双氧铀、柠檬酸铅双重染色，GE+$%’((EH透射电镜观察、
拍照。

# 结果

#"! 伴孢晶体形态发生的时期
在晶体出现之前，母细胞内已充满大小液泡，它们与晶体形成的关系并不明确。当菌

培养到第 %&D，即进入稳定期，菌体由对称分裂转为不对称分裂，原生质膜从四周开始内
陷，但隔膜尚未完全形成（图版"$,）。此时，在 *"+"’(%,-."+"%/%菌的母细胞中明显的
菱盐晶体已出现（图版"$,），说明晶体的出现时间应在此之前。而对照菌 *"+"%,-3(4.
"+"%/%，只有在隔膜形成并开始内卷的细胞中才有晶体可见（图版"$,%），在某些菌体中
即使游离芽孢已完全形成也见不到晶体（图版"$"%中右上角的两个菌体）。这可能是晶
体太小的缘故。

#"# 伴孢晶体形态发生的位置
工程菌 *"+"’(%,-."+"%/%伴孢晶体在母细胞中出现的位置与芽孢无关，它可出现

于母细胞内的中部、靠近或远离芽孢的一端。然而，晶体在形成初期往往有一侧靠近细胞

膜（图版"$,、"、0、I）。工程菌 *"+"%,-3(4."+"%/% 的晶体多位于靠近芽孢的一侧，但
并不一定与芽孢有接触，如图版中图 ,%、"%（前芽孢内卷时期），其晶体位于母细胞的芽孢
近端，但与前芽孢隔膜不接触；图版中 0%、I%是芽孢衣和皮层合成期的芽孢囊，其伴孢晶
体都与芽孢的孢外壁密切接触。另外，它们与细胞膜也多有接触，但不与 *"+"’(%,-.
"+"%/%的伴孢晶体那样通过晶体的侧面靠近膜，而是多以晶体的顶端接触膜（图版 ,%、
"%、I%）。
#"$ 伴孢晶体的形态与结构
两工程菌在晶体形成初期晶体或呈典型的菱形（图版，,、"%）或呈不规则形，如近圆

形（图版"$"；图版"$,%）。到芽孢衣及皮层合成时期，晶体棱角分明，两种工程菌的晶体
都呈典型的菱形，而且其它细胞结构也较清楚（图版"$I、0%）。随着芽孢的逐渐发育，晶
体体积进一步长大，而且电子密度增大（图版"$J、E%）。在晶体的成长过程中，始终有一
层电子密度比晶体深的颗粒状物质包绕着晶体，这可能是 012%,-原毒素形成的二聚体或
多聚体，这一现象在皮层形成期的细胞更为明显（图版"$E）。到芽孢发育成熟，晶体占据
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了母细胞的绝大部分空间，细胞质浓缩，电子染色较深，晶体仍然被包埋其中（图版!!"、
#$）。芽孢游离后，工程菌 %&’&$()*+,-&’&$.$的晶体在光镜下呈规则的棱角分明的菱
形，而 %&’&/+$()-&’&$.$的菱形晶体显得较宽、棱角不如前者分明（结果未出示），电镜
下可见有的晶体呈团块状，见图 $!( 0 1和图 /!& 0 1中的某些晶体。

图 ! 芽孢发育后期工程菌 "#$#%&!’()#$#!*!伴孢晶体的形态观察
"234$ 567 )89:;<= >?8%6?=?39 ?@ ;67 7A32A7787B :;8<2A %&’&/+$()-&’&$.$ 2A =<;7 :%?87 B7C7=?%>7A; %6<:7

(4 D6?E2A3 ;67 =<837 :2F7 )89:;<= <AB ;67 >7;<>?8%6?:2: ?@ :%?8<A32G>；&4 28873G=<8 )89:;<= 2A :6<%7 ?@ H=GA; 8?GAB；14 D%?8<A32!

G> 2A =9:2:，;67 %=<:>< B2:<%%7<87B <AB ;67 )7== E<== 2: H8?I7A（!）4 J?E ;67 )89:;<= 6<B < )=7<8 <%%7<8<A)7，<AB ;67 B7A;: 2A

2;: :G8@<)7 E787 C2:2H=7（"）4 1，)89:;<=；D，:%?874

晶体的大小和个数在两种菌中明显不同。工程菌 %&’&/+$()-&’&$.$的晶体比 %&!
’&$()*+,-&’&$.$的晶体大，而且常见多晶现象。工程菌 %&’&/+$()-&’&$.$的大型的
晶体有时使母细胞变形、鼓起（图 $!(），但该晶体菱形因母细胞体积所限形状不十分规
则，长宽比例不标准，其长约 $K/">、宽约 +K.">，长-宽为 $K. L$；而正常菱形晶体的长宽比
约为 /KM L$（长约 $K,,">、宽 +KMN">）（图版!!"）。多晶现象在 %&’&/+$()-&’&$.$较常
见（图 /!(、&、1）：同一个细胞内含一个大菱形和一个小方形晶体（可能实际为双金字塔的
横切面）（图 /!(），或含两个等大的标准菱形晶体（图 /!&上方的菌体），或含三个较小的菱
形晶体（图 /!1）。在对照菌 %&’&$()*+,-&’&$.$未发现多晶现象（图版!!($ 0 #$），而且
晶体较小，图版!!#$中的伴孢晶体长度不足 $">。
在菌体破裂释放出芽孢与晶体之前，母细胞中围绕晶体的原生质颗粒消失，晶体轮廓

显现，表面沟纹明显（图 $!1），此时晶体体积最大，长 $K.,">、宽 +KNM">（图 $!1）。

图 % 工程菌 "#$#%&!’()#$#!*!的一胞多晶现象
"234/ 567 ?))G887A)7 ?@ >G=;2%=7 )89:;<=: 2A ?A7 :%?8<A32G> ?@ %&’&/+$()-&’&$.$

(4 5E? )89:;<=: 2A ?A7 :%?8<A32G>，?A7 2: H23 H2%98<>2B <AB ;67 ?;678 2: =2;;=7 )GH2)；&4 5E2A )89:;<=: ?@ >7B2G> :2F7 2A H2%98<!

>2B :6<%7 ?))G887B 2A ?A7 )7==；14 D%?8<A32G> 2A =9:2:，;6877 )89:;<=: 2A ?A7 :%?8<A32G>4 OA ;62: @23G87：1，)89:;<=；D，:%?874

%+, 母细胞的形态结构变化
在菌体营养生长过后，光镜下菌体中部出现石炭酸!复红染色不着色的圆状区域，电

镜下发现这些结构为大液泡，此外母细胞质内还充满许多小液泡（图版!!&、1；($ 0 1$），

.MMM 期 邵宗泽等：苏云金芽孢杆菌工程菌伴孢晶体的形态发生



而到晶体基本长成后大小液泡均消失（图版!!"、#$）。另外，整个芽孢囊形态也随着晶体
的生长而变化，在晶体出现初期，菌体最长（图版!!%、&$），而后逐渐变短，到晶体长成、液
泡消失后菌体最短，长度大约缩小了 $’(（图版!!"、#$）。

! 讨论

)*+$&,蛋白为 $((-#原毒素，整个分子由 .!端的毒性区和 )!端非毒性区构成。原毒
素分子的 )!端区内富含半胱氨酸，可以通过形成分子间二硫键而使原毒素自动组装成伴
孢晶体［/］。对于那些缺少与晶体形成有关的 )!端的小分子毒素，如 )*+0&（1$-#）、)+2$&
（01-#），其晶体的形成必须有辅助蛋白的参与［3］。来自以色列亚种的帮助蛋白 405即是
多种辅助蛋白中的一种，)+2$&晶体的形成必须有它的参与。在以前的实验中我们通过
6#6!4&7"证实了 405能够防止 )*+$&,初生肽的降解而最终提高了原毒素的产量［8］。本
实验观察了工程菌晶体的形态发生过程，一方面进一步证实了 405在 )*+$&,原毒素表达
中的作用；另一方面揭示了工程菌晶体形成的一些特点。

工程菌 9%:%05$&,’%:%$1$的晶体形态发生时间是在隔膜形成之前。在转录水平
上，两种菌中 )*+$&,蛋白的表达都受启动子 %2;的控制，即在对数生长期结束之后的 0!<
小时内起作用［8，$5］。晶体形态发生可能就在 )*+$&,蛋白积累到一定浓度后开始。电镜
观察结果表明，9%:%05$&,’%:%$1$ 的晶体出现是在隔膜形成之前，但 9%:%$&,(5<’
%:%$1$晶体出现较晚。这与光镜观察结果有些不符，光镜观察发现 9%:%$&,(5<’
%:%$1$菌体裂解与晶体游离早于 9%:%05$&,’%:%$1$［8］。这可能因为 9%:%$&,(5<’
%:%$1$菌体的原毒素在表达过程中不断降解（缺少 405的保护）或是因为晶体较小而不
易在超薄切片中切到的缘故。在 405未发现之前，人们已通过电镜观察到以色列亚种野
生菌株伴孢晶体的出现也在隔膜形成之前，早于库斯塔克亚种 0 = (>（该亚种在芽孢内卷
时形成晶体）［<］。再结合我们的研究结果，这能否说明是 405提高了晶体蛋白的表达量而
使晶体的形态发生早于不含 !"# 基因的菌株呢？
本实验结果表明，原毒素的合成与晶体形成并非同步。以前的实验发现，当菌体培养

到大约 $? = $3>时两种工程菌中 )*+$&,原毒素的表达量达到最大，之后浓度却逐渐降
低［8］。电镜观察表明，此时前芽孢正在形成，晶体已出现但生长缓慢（图版!!& = )；&$ =
%$），此时并不是晶体形成的最佳期。晶体体积增大最快的时期是在芽孢皮层形成期（图
版!!"，#$）。这说明晶体蛋白获得超量表达之后还不能马上参与到晶体合成，而需等数
小时之后。这段等待时间可能是导致原毒素受蛋白酶水解而浓度降低的主要原因。晶体

形成的机制也是一个很有趣的问题，当原毒素大量表达时母细胞原生质环境可能不适于

)*+$&,蛋白结晶，到芽孢皮层形成时，菌内环境才可能有利于原毒素分子间二硫键的形
成，故晶体生长迅速。此外，从图版!!& = @和 &$ = "$中还可以看出，在皮层形成之前，
菌体内充满大量小液泡及数个大液泡，菌体较长（图版!!%，&$），而到晶体基本长成后液
泡消失、菌体变短（图版!!"、#$）。由此推测，这些液泡可能参与了原毒素合成过程中物
质的转化、储存或细胞渗透压的调节。

观察结果还表明，两种工程菌晶体的发生与芽孢在空间上无直接关系，即在发生之初不

与隔膜或前芽孢膜结合，但多发生于母细胞膜上，其中 9%:%05$&,’%:%$1$的晶体多以一个
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侧面与膜紧密接触，而 !"#"$%&’()*"#"$+$晶体多以其顶端与膜接触。而前人发现野生的
库斯塔克亚种晶体靠近前芽孢外膜发生［)］。

总之，本实验观察结果表明，有帮助蛋白 ,-(的工程菌晶体发生较早、体积较大，而且有
多晶现象。此外，晶体发生部位与芽孢无关。
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图 版 说 明

!"#$%&%’()& )* #$%’+
,’工程菌伴孢晶体的形态发生的电镜观察

- . /：工程菌 #,0,123-45,0,363伴孢晶体的形态发生

-7 隔膜形成期，晶体发生于靠近芽孢的母细胞膜上，轮廓不太明显，箭头示形成过程中的隔膜 ,8 前芽孢内卷

时期，晶体位于远离芽孢的一侧，同样靠近母细胞膜，箭头示伴孢晶体 98 游离芽孢已形成，晶体远离芽孢，轮

廓明显，周围有黑色颗粒包围 :8 芽孢衣形成期，晶体体积增大，标准菱形 !8 皮层形成期，晶体体积显著增大，

母细胞中大小液泡消失、菌体变短，原生质浓缩并充满黑色颗粒，黑色颗粒密集于晶体周围（箭头）/8 芽孢进一

步成熟，晶体继续长大并占据几乎所有母细胞空间 8 图版中，0;母细胞，<;芽孢，9;晶体，=;液泡

-3 . !3 工程菌 #,0,3-4>2?5,0,363伴孢晶体的形态发生

-38前芽孢内卷时期（箭头示内卷芽孢）晶体发生于靠近前芽孢的母细胞一侧，呈圆形，与细胞膜接触面较小

,38 游离芽孢期 两个游离芽孢期的菌体中无晶体，左下方菌体中有小的菱形晶体，以顶端与细胞膜接触（该菌

体仍处于前芽孢内卷期）938 芽孢衣形成期 晶体轮廓明显，菱形，与细胞膜及芽孢有接触 :38 皮层形成期 晶体

小、呈方形，与芽孢孢外壁及细胞膜有接触，母细胞内大小液泡消失，菌体变短 !38 芽孢发育后期 细胞质进一步

浓缩，晶体包埋其中，体积没有增大。图版中，9;伴孢晶体，=;液泡，0;母细胞，<;芽孢
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