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苏云金芽胞杆菌杀虫晶体蛋白基因

"’.!"#!$的克隆及表达

汤慕瑾 谭 乐 余健秀 袁美妗 庞 义"

（中山大学昆虫研究所生物防治国家重点实验室 广州 F1$#9F）

摘 要：通过对已知 !"#1类基因以及已发表的 !"#1*G的序列进行分析，分别设计了引物 H1、
H#、H"和 H!，首次从无晶体的芽胞杆菌 *I811中扩增到一个苏云金芽胞杆菌杀虫晶体蛋白
（JA-3@.<@<?6( @KD-.6( LK’.3<A，JIH）!"#1*G类基因。测序结果显示该基因与已知的 !"#1*G1基因
有 %个核苷酸不同，编码的蛋白有 9个氨基酸差异。此基因已登录 M3AN6AO，并命名为新亚型
基因 !"#1*G10（*@) /P) *5"9F0$%）。Q’+.E3KA杂交结果进一步证实该基因存在于菌体的质粒
上。将 !"#1*G10基因克隆到 $%!&’"(!&() !*+( 表达载体 LR:"$上并转化 $ ) !*+( S1F。T3-.3KA
印迹分析表明，$ ) !*+( S1F表达了 1"$ OU的 IKD1*G10蛋白，但此蛋白不稳定，大部分降解成
0F OU的蛋白。将表达 IKD1*G10 蛋白的大肠杆菌用涂布法对三龄小菜蛾（,+-.’++) /#+*%.’++)）毒
力测定，其 01F$为 #F%)";,4V；对其他夜蛾科害虫的生长发育也有明显的抑制作用。
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苏云金芽胞杆菌（2)!(++-% .&-"(34(’3%(%，简称 N.）是一种有效的微生物杀虫剂，在害虫
的生物防治中占有极其重要的地位，其主要杀虫活性成份是它产生的伴孢晶体，又名杀虫

晶体蛋白（JA-3@.<@<?6( @KD-.6( LK’.3<A-，简称 JIH-）［1］。杀虫晶体蛋白是单基因表达的产物，
至今已发现 IKD18IKD!$及 ID.18ID.#共 !#大群杀虫晶体蛋白基因［#］，其中 !"#1类基因编码
的杀虫晶体蛋白分子量为 1"$ W 1!$ OU，对给农业生产带来巨大损失的鳞翅目昆虫具有高
特异毒性［"］。现已有多种杀虫晶体蛋白基因用于构建杀虫遗传工程菌［!］或转基因植

物［F］，部分工程菌和转基因植物已经商品化［0］。而这些工程菌和转基因植物同样存在昆

虫对它们的抗性问题，寻找新的杀虫晶体蛋白基因成为解决这个问题的途径之一，同时也

为构建新型转基因工程菌和转基因植物提供更多的基因素材。

本研究从 *I811克隆到一个新的苏云金芽胞杆菌杀虫晶体蛋白 !"#1*G基因，并在大
肠杆菌中进行表达，生物测定结果显示表达产物对鳞翅目幼虫有杀虫活性。

! 材料和方法

!%! 菌株、质粒及主要试剂
菌株 *I811为本室保存的一株芽胞杆菌，无伴孢晶体；菌株 XU81由美国俄亥俄芽胞



杆菌菌种保藏中心惠赠。!"#$%& !"#$ 载体购自 ’()*+,- 公司；%"& ./0聚合酶、长片段
’12扩增试剂盒（#3!-45&$ 6)4, &+*!7-8+ ’12 9:;8+*）、<+;8+(4印迹试剂盒［=$ 1>()*),+4?@
<+;8+(4 =7)88?4, A?8（0! $)B;+C2-DD?8）］、9)B8>+(4印迹试剂盒（.E" ./0 6-D+7?4, -45 .+8+@%
8?)4 A?8）购自 2)@>+公司；&>+ .1 ’()8+?4 0;;-:试剂盒购自 =?)%2-5公司；F G H?;表达系统
试剂盒（&>+ IE0+3!(+;;?)4&$）和 /?%/&0碱性磷酸酶偶联抗体购自 I?-,+4公司。
! "# 供试昆虫
小菜蛾（’()*+((" ,$(-#*+(("）和其他鳞翅目昆虫，由本室饲养［J］。

! "$ %&总质粒 ’()的提取
参照文献［K］进行。

! "* 聚合酶链式反应
引物由上海生物工程公司合成（表 L），设计依据见“MNL”、“MNM”和“MNO”三节。常规

’12反应条件：PQRS*?4；PQRST;，OTRST;，JMRL*?4，SO个循环；JMRLT*?4。长片段 ’12
反应条件：PQRS*?4；PQRLT;，OTRST;，FKRMU O*?4，LT 个循环；PQRLT;，OTRST;，FKR
MUO*?4，MT个循环，每个循环增加 MT;；FKRK*?4。

表 ! +,-引物及其扩增产物
&-D7+ L ’(?*+(; -45 -*!7?V?+5 !()5B@8; )V ’12

’(?*+(; 9+WB+4@+; ’()5B@8;
’L OX0""0110""0&&&010""0""SX L UQYD，8>+ @)4;+(Z+5 ;+WB+4@+
’M OX"1&"&"0101"00""0&0&0"1101SX )V ./$L0D ,+4+

’S OX11&"10""&10010111&"""&100SX S UFYD，./$L0D ,+4+ @)48-?4?4,
’Q OX1&&0&&11&110&00""0"&00&&1101"1&0SX [2\ -45 ?8; !()*)8+(

’O OX""0&110&""0&00100&11"0010&1SX S UOYD，[2\ )V ./$L0D ,+4+ ]?8>
’F OX1&"10"&&0&&11&110&00""0"&00&&11SX 0"1H! -8 OX +45 -45 ’#*! -8 SX +45

&>+ (+;8(?@8?)4 ;?8+; ?4@7B5+5 ?4 8>+ )7?,)4B@7+)8?5+ ;+WB+4@+;，V)( B;+ 5B(?4, 8>+ @7)4?4, +3!+(?+4@+;，-(+ B45+(7?4+5U

! ". /01&2345 670&
参照 .E" ./0 6-D+7?4, -45 .+8+@8?)4 A?8说明书进行。

! "8 ’()序列的测定
由上海基康公司完成。

! "9 重组质粒的构建
质粒抽提、酶切反应、电泳鉴定、./0片段回收、连接反应和大肠杆菌的转化均按分

子克隆实验手册进行［P］。

! ": 外源基因在 ! " "#$% ;!.中的表达
将重组菌株 $LO（含有外源基因）在液体 6=培养基（含 LTT *,C6 0*!和 OT *,C6 A-4）

中，SJR MTT (C*?4振荡培养过夜。以 L ^ MT的比例转接到新鲜 6=液体培养基中，SJR，
MTT (C*?4振荡培养。E’&"进行诱导表达。在诱导前以及诱导后 L _ Q>各收集 L *6菌体，
离心并重悬于 M G 9.9样品缓冲液中，冷冻备用。
! "< =3>&345印迹分析

<+;8+(4印迹参照 IE0+3!(+;;?)4&$说明书进行。

KLQ 微 生 物 学 报 QS 卷



! "!# 表达产物的透射电镜观察
收集经 !"#$诱导 %&后的重组菌株菌液，离心，沉淀用双蒸水反复洗涤 ’次，最后悬

于适量体积的双蒸水。将处理好的样品滴于铜网上，负染，置于透射电子显微镜下观察。

! "!! 蛋白定量
参照试剂盒 #&( )* "+,-(./ 01123说明进行菌体总蛋白浓度测定。用 !425(621-(+ 7)8

分析软件（04(+1&24 "&2+429.2 :.,-(9&）确定目的蛋白占总蛋白的百分比。
! "!$ 生物测定
收集经 !"#$诱导 %&后的重组菌株菌液，用无菌双蒸水稀释至适当浓度，取 %;;!<涂

布于鲜嫩较一致、大小相似的小白菜叶上，饲喂三龄小菜蛾幼虫，置于 =>?培养箱内（箱
内放一水杯），每隔 =%、%@和 A= &记录死虫数。每个样品设 B个测试浓度，每个浓度试虫
为 ’;头，设 ’次重复，空载菌株 6C>（即将表达载体 DEF’;转化到 6C>中）作空白对照。
利用本实验室研制的昆虫毒力测定分析软件［C;］进行 !">;值计算。

$ 结果

$ "! 利用引物 %!、%$进行 %&’扩增及其产物的克隆
根据目前已知 #$%C类基因，对其保守区序列进行分析，设计引物 "C、"=。以 0*GCC煮

沸处理后的上清裂解液为模板，"*H扩增得到与预期大小相符的 C I % JK左右的片段（图
C）。回收 "*H扩增片段，与 D$F6G# &’(% 载体连接后，转化 & I #)*+ #$C。挑选若干个白
色转化子提取质粒，用 &#)H"、,(-"、.(-#进行酶切鉴定。D$F6G# &’(% 载体大小为
’ I; JK，多克隆位点上有两个 &#)H"位点，C个 ,(-"位点和 C个 .(-#位点。由酶切结果
（图 =）可知，该片段中有两个 &#)H"位点，无 ,(-"、.(-#位点。初步分析所得重组质粒
（D$CK）含有的克隆片段为 #$%C0K基因片段。

图 ! 用引物 %!、%$对 (&)!!菌
株进行 %&’扩增的电泳图

L.5IC "*H D+,MN9-1 24DO.P.(M P+,4 0*GCC Q.-& "CR"= D+.4(+1

6I <2MM(+ 42+J(+；C I "*H D+,MN9- I

图 $ 重组质粒 *+!,的限制性内切酶分析图
L.5I= H(1-+.9-.,/ 2/2O31.1 ,P -&( +(9,4K./2/- DO214.M D$CK

6I <24KM2 )S0R/+0M$ T &#)H"；CI D$CKR&#)H"；

=I D$CKR,(-"；’I D$CKR.(-# I

$ "$ 利用引物 %-、%.进行长片段 %&’扩增及其产物的克隆
根据已发表的 #$%C0K序列，设计扩增 #$%C0K全长基因的专一性引物 "’、"%。以菌株

0*GCC煮沸处理后的上清裂解液为模板，"*H扩增得到与预期大小相符的 ’IB JK左右的片段
（图 ’）。回收扩增片段，克隆至 D$F6G# &’(% 上，得到质粒 D$C:，酶切鉴定后测序。
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! "# !"#$%&$’基因的序列分析
此 !"#!"#类基因已在国际基因库 $%&’()*+&,+-中登记，登记号为 "./01234，并命名

为 !"#!"#!2。该基因编码区长 /524#6，由 78"序列推导的氨基酸数目为 !!11，其蛋白质
分子量大约为 !/3 -7。与已发表的 !"#!"#!（"99*::;<+ 8<= %!/4>4）基因序列比较有 4 个
核苷酸不同，相应有 0 个氨基酸残基不同，分别为：)?+!15!"@A，"?,!21!B,?，C*@!02!’*D，
’*D441!B,?，)?E!3!/!)?D，":6!3F>!"?,，’E:!!F!!"@A。
! "( )*+,-./0杂交
选取 G7H!为阳性对照。分别提取菌株 "IH!!以及 G7H!的总质粒 78"，用 $!%J!酶

切，并进行琼脂糖凝胶电泳，以质粒 6)!&中 >5!#6的 $!%J!片段为探针进行 C<DKL*@+杂
交。结果显示 "IH!!和 G7H!菌株一样，有 >53#6的杂交信号（图 5）。这进一步证实了，菌
株 "IH!!中的确含有 !"#!"#基因，且基因存在于质粒上。

图 # 用引物 1#、1(扩增 !"#$%&
全长基因的 123扩增电泳图

.;A=/ MIJ ,N6?;O;9,K;<+ <O !"#!"# A*+* P;KL M/(M5 6@;N*@

%= ’,N#Q, 78"(&’(Q" R $!%J#；

! = MIJ 6@<QD9K O@<N "IH!! =

图 ( 菌株总质粒 $!%3!酶切产物的 )*+,-./0杂交
.;A=5 C<DKL*@+ #?<K <O K<K,? 6?,:N;Q: 78"

Q;A*:K*Q P;KL $!%J!
%= ’,N#Q, 78"($!%J#；!= S<K,? 6?,:N;Q: 78" <O

"IH!!；F= S<K,? 6?,:N;Q: 78" <O G7H! =

! "4 含 !"#$%&$’基因的大肠杆菌表达质粒 5627的构建
使用 6T$/3载体为大肠杆菌表达载体，它能在 $ = !%)’ %!1中表达 8H端带 2个组氨酸

标记的融合蛋白。为了实现 !"#!"#!2基因在 6T$/3载体上的融合表达，设计引物 M1和
M2用于扩增 !"#!"#!2基因的编码区（引物的 1U和 /U端添加了 *+,G#和 -./#内切酶位
点）。按长片段 MIJ扩增条件进行 MIJ扩增，得到与目的片段大小相符的 / = 1-#左右片
段（只含基因编码区）。回收 MIJ扩增得到的 / =1-#片段，经中间载体 6)$%HS $+.# 载体，
克隆至 6T$/3载体上，得到表达质粒 6TIS。
! "’ !"#$%&$’基因的表达

C7CHM")$（图 1H"）显示，在 !/3 -7左右出现一条蛋白带，与 I@E!"#!2 分子量相符，
V*:K*@+ #?<K（图 1H&）能检测到。此蛋白不稳定，大部分降解成大小约为 21 -7的蛋白。
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图 ! 在大肠杆菌"#!中表达的 $%&#’(#) *+*,-’./（’）及01231%4杂交（5）结果
!"#$% &’()*++*, -)./01/2 "3 ! $ "#$% 4/%（(5-6）78+ 8389.:*, 1. ;<;=>0?&（0）83, @*+A*)3 19BA（C）

4$ 4B9*DE98) 7*"#FA G8)H*)+；/$ 4/%（(5-6）7"AFBEA I>6? "3,EDA"B3；

J $ 4/%（(5-6）DE9A"K8A"B3 "3,ED*, 7"AF I>6? LB) /F；M$ 4/%（(5-6）DE9A"K8A"B3 "3,ED*, 7"AF I>6? LB) JF；

N $ 4/%（(5-6）DE9A"K8A"B3 "3,ED*, 7"AF I>6? LB) MF；%$ 4/%（(5-6）DE9A"K8A"B3 "3,ED*, 7"AF I>6? LB) NF$

6 78 电镜观察
I>6?诱导 NF后的重组菌株 4/%（(5-6）为样品进行透射电镜观察（图 2）。电镜观察

显示：4/%（(5-6）中有明显的包涵体形成。

图 ) 大肠杆菌"#!（9:$;）的透射电镜（6<<<< =）
!"#$2 6)83+G"++"B3 *9*DA)B3 G"D)B#)8(F+ BL ! $ "#$% 4/%（(5-6）（JOOOO P）

;*DA"B3 BL "3,ED*, D*99+ 4/%（(5-6），G8#3"L"D8A"B3，8))B7+ "3,"D8A*, AF* "3D9E+"B3 1B,"*+$

6 7> !"##’(#)表达产物的生物测定
生物测定结果显示 "&’/01/2表达产物虽不能使鳞翅目的棉铃虫、银纹夜蛾、斜纹夜

蛾以及甜菜夜蛾死亡，但对它们的生长发育有明显的抑制作用。-)./01/2蛋白对小菜蛾
M龄幼虫具较高毒力，()%O为 J%Q $M G#RS（表 J）。

表 6 $%&#’(#)蛋白对小菜蛾幼虫的生物测定结果
6819* J C"B8++8. BL -)./01/2 ()BA*"3+ 8#8"3+A *$+,-$$. /’$#0,-$$. 98)K8*

()%O R（G#RS） T%U L",ED"89 9"G"A+ R（G#RS） S<=> )*#)*++"B3 9"3*8) *VE8A"B3

J%Q $M /T2 $J W MMQ$T ’ X J$%Q/M Y /$QQTM/

? 讨论
苏云金芽胞杆菌和蜡状芽胞杆菌（1."%$$+0 "-&-+0）在形态特征及生化反应上有不少相
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似之处，两者的分类在相当长一段时期存在争议。目前认为，两者的主要鉴别特征是苏云

金芽胞杆菌产生伴孢晶体，而蜡状芽胞杆菌不产生伴孢晶体［!!］。菌株 "#$!!是本实验室
分离的一株芽胞杆菌，由于不产生伴孢晶体，所以不能确定为苏云金芽胞杆菌。但是在蜡

状芽胞杆菌中存在苏云金杆菌的杀虫晶体蛋白，目前还未见报道。推测 "#$!!是一株无
晶体突变的苏云金芽胞杆菌，可能由于在自然条件下，某些质粒的丢失或是晶体蛋白基因

表达的沉默，导致菌株不产生伴孢晶体。

利用大肠杆菌表达载体 %&’()，能在大肠杆菌 *!+中表达 ,端标记 - . /01的融合蛋
白。经 !223456 789:诱导后，!"#!";!-在大肠杆菌中表达预期 !()<=大小的蛋白，但所表
达的蛋白部分被降解为 -+<=左右的蛋白，其大小相当于 !()<=原毒素在体外胰蛋白酶水
解激活的产物［!>］。因为利用 ,0$,9"碱性磷酸酶偶联抗体能检测到降解带，所以降解应
发生在 #末端。
自从 ?@;0<3等［>］发现 !"#!";!基因至今，已有 !+个此亚类基因（ !"#!"; ! A !+）被克

隆。本研究克隆得到的 !"#!";!- 与上述的 !"#!"; 类基因的核苷酸同源性高达 B+C以
上，与已发表的 !"#!";! 基因序列相比较，有 D 个核苷酸不同，而相应的 #EF!";!- 与
#EF!";! 蛋白序列则有 G个氨基酸残基不同。从氨基酸残基的变化来看，有 (个在 ,$端
的毒力核心片段，其余 H个位于 #$端。对 #EF!";!-与 #EF!";! 蛋白 ,$端部分氨基酸疏水
性进行比较，结果显示在氨基酸残基发生变化的位置，疏水性有明显的不同。值得注意的

是，蛋白质的疏水性会影响其折叠，进而影响其结构和功能。#EF蛋白的 #$端通常富含半
胱氨酸残基，且与该 7#8的晶体化密切相关，#EF!";!-蛋白 #$端氨基酸的改变可能引起
蛋白稳定性的降低［!(］。

菌株 "#$!!的蛋白电泳及 ?I1JIEK印迹显示，在菌体中 !"#!";!-基因没有可见的表
达，说明 !"#!";!-基因可能是一个沉默的 7#8基因。推测原因可能有两个：其一，虽然测
序结果显示 !"#!";!-基因含有与 !"#!";!基因相同的上游序列，也有一套启动子 $%& 和
$%&&，但可能由于未知因素阻碍了 !"#!";!-基因的转录；其二，!"#!";!-基因结构本身的
原因，在本实验中，曾试图用各种方法，但都没有得到此基因的 (L$末端的终止序列，因此
可能由于 !"#!";!-基因缺少 (L$末端的茎环结构，使 2M,"不稳定，易被核酸酶降解而无
法翻译成蛋白质。此外，也有可能 #EF!";!-蛋白已合成，但不稳定，被菌体内蛋白酶降解
了。进一步研究这些沉默基因的沉默机理，诱导和增强沉默基因的表达，对扩大 NJ菌株
的杀虫谱，增强菌株毒力，构建高效广谱杀虫 NJ工程菌均具有现实的意义。
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