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苏云金芽孢杆菌 !"#$%&和 !"#$!&结构域交换
对晶体形态和杀虫活性影响

郭青云%，#，蔡全信%，韩 蓓%，#，袁志明%"

（% 中国科学院武汉病毒研究所 武汉 !.$$/%）

（# 中国科学院研究生院 北京 %$$$.&）

摘 要：通过体外重组的方法，实现了苏云金芽孢杆菌杀虫晶体蛋白 J-:%K6和 J-:%J6的功能性结构域!、"和#
的互换，得到了 " 株苏云金杆菌重组菌株 L14KJJ，L14KKJ，L14KJK，L14JKK，L14JJK 和 L14JKJ。M(M4NKO8 和
P)Q?)-> ,2D?分析表明，重组菌株 L14JKK和 L14JJK能表达产生 %.0R(6左右的杂交晶体蛋白 J-:%JKK和 J-:%JJK，
但其蛋白表达量较野生型 J-:%K6和 J-:%J6低。用牛胰蛋白酶对杂交晶体蛋白 J-:%JKK、J-:%JJK及野生型 J-:%K6
和 J-:%J6进行消化，证明所有晶体蛋白都能产生 "0R(6的活性毒素。电镜观察发现，野生菌株 L14J-:%K6和 L14
J-:%J6形成典型的菱形晶体，而重组菌株 L14JJK和 L14JKK则形成球形或颗粒状杂交晶体。纯化晶体的生物测定
显示，杂交晶体蛋白 J-:%JKK和 J-:%JJK对甜菜夜蛾的毒力比野生型晶体蛋白降低 . ’ 0倍，对棉铃虫的毒力比野
生型晶体蛋白降低了 %&$ ’ #"$倍。研究结果表明，苏云金杆菌晶体蛋白不同结构域的相互作用会影响杂交晶体蛋
白的表达、晶体形态和杀虫活性。
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苏云金芽孢杆菌（!"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’）在芽孢
形成过程中，会产生由一种或几种杀虫晶体蛋白

（9>Q)*?9*9T62 *-:Q?62 =-D?)9>Q，UJNQ）组成的伴孢晶体。
敏感昆虫吞食芽孢V晶体混合物后，晶体蛋白在中肠
碱性环境及一系列蛋白酶的作用下，原毒素降解为

"$ ’ "0R(6 的激活毒素，然后结合到中肠上皮细胞
的特异性位点上使细胞膜形成微孔而改变细胞的渗

透性，最后细胞裂解而导致虫体死亡。J-: 类蛋白
对目标昆虫具有高度特异性杀虫活性，这一特异性

在很大程度上是由激活毒素与昆虫中肠上皮细胞上

的毒素受体特异性结合决定的［%］。

通过 W4-6: 衍射对 . 种杀虫晶体蛋白 J-:%K6，
J-:.K和 J:?#K 的三维结构进行了分析。同 J:?#K
相比，J-:%K6 和 J-:.K 拥有相似的 . 个结构域
（TD+69>）：结构域!包括 X4端约 #$$多个氨基酸，由
/个$4螺旋组成，负责毒素插入到昆虫中肠上皮细
胞微绒膜上和随后微孔的形成；结构域"主要由 .
个反向平行的%4折叠片构成，该结构域可以和昆虫
中肠刷状缘纹膜上的毒素受体相互作用，从而决定

毒素的毒杀专一性；结构域#位于 J4端，主要由 #

个%4折叠片组成，在某些情况下结构域#是决定毒
杀专一性的一个重要因素［#，.］。但有关 J-:晶体蛋
白结构和功能间的关系还有待进一步研究。

晶体蛋白的体外重组实验表明，交换结构域#
可引起毒素蛋白同靶昆虫的特异性受体结合特性和

杀虫专一性的改变［!］。通过 J-:%86与 J-:%J6结构
域#交换所产生的杂交晶体蛋白 J-:%（88K）获得
了对甜菜夜蛾的杀虫活性；但 J-:%L6和 J-:%J6结构
域#交换后获得的杂交晶体 J-:%（LLJ）则对甜菜夜
蛾无毒或低毒；对甜菜夜蛾和烟草天蛾有毒的

J-:%(6和 J-:%J6交换结构域#后的杂交晶体 J-:%
（((J）失去了对两种昆虫的毒杀活性［0，"］。另外，研
究表明不同晶体蛋白结构域!的交换不仅影响膜穿
孔的形成和膜的渗透性，影响毒素大小和稳定性，甚

至导致杂交晶体蛋白杀虫活性的丧失［/］。

随着苏云金杆菌杀虫剂的广泛应用和大量 L?
转基因植物的出现，已发现一些害虫（如小菜蛾）对

L?毒素产生了抗性［#］。所以有必要筛选出新的杀
虫晶体毒素，或通过现代分子生物学技术构建出具

有特异性杀虫活性的杂交晶体以延缓昆虫抗性的产



生。本研究选用对鳞翅目昆虫高毒力的 !"#$%&蛋
白和对甜菜夜蛾和斜纹夜蛾有中等毒杀作用的

!"#$!&为出发晶体蛋白，采用晶体片段交换技术，
进行了两晶体蛋白相应结构域的体外重组，获得了

两毒素相应结构域交换的杂交晶体，并对杂交晶体

的毒力、稳定性、溶解性及晶体蛋白的形态进行了研

究，为深入研究毒素的结构与功能的关系和杀虫晶

体蛋白的遗传改良奠定了良好的基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和质粒：本实验所用的菌株和质粒见表
$。大肠杆菌和苏云金杆菌分别在 ’()和 ’*)培
养。抗生素使用浓度分别为氨苄青霉素（%+,）
$**+-.+/，四环素（01）$234+-.+/。

表 ! 实验所用菌株和质粒
0&567 $ 89"&:;< &;= ,6&<+:=< ><7= :; 9?:< <9>=#

89"&:;< &;= ,6&<+:=< !?&"&197":@&9:A; B7<A>"17<
C6&<+:=<

,DEF 01" &;= %+,"，<?>9967 G719A" AH ! I "#$% &;= D9 C&<97>" :;<9:9>97
,JKL$M0 %+," 0&N&B&
,D$%& 01" &;= %+,"，1&"":7= "&’$() -7;7 :; ,DEF O>7 *+ )$，2**4
,D$!& 01" &;= %+,"，1&"":7= "&’$,) -7;7 :; ,DEF O>7 *+ )$，2**4
,D%!! K7":G&9:G7 AH ,D$%& <>5<9:9>9:;- 5# KP% H"&-+7;9 7;1A=:;- =A+&:; ! &;= " AH !"#$!& 0?:< QA"R
,D%%! K7":G&9:G7 AH ,D$%& <>5<9:9>9:;- 5# KP% H"&-+7;9 7;1A=:;- =A+&:; " AH !"#$!& 0?:< QA"R
,D%!% K7":G&9:G7 AH ,D$%& <>5<9:9>9:;- 5# KP% H"&-+7;9 7;1A=:;- =A+&:; ! AH !"#$!& 0?:< QA"R
,D!%% K7":G&9:G7 AH ,D$!& <>5<9:9>9:;- 5# KP% H"&-+7;9 7;1A=:;- =A+&:; ! &;= " AH !"#$%& 0?:< QA"R
,D!!% K7":G&9:G7 AH ,D$!& <>5<9:9>9:;- 5# KP% H"&-+7;9 7;1A=:;- =A+&:; " AH !"#$%& 0?:< QA"R
,D!%! K7":G&9:G7 AH ,D$!& <>5<9:9>9:;- 5# KP% H"&-+7;9 7;1A=:;- =A+&:; ! AH !"#$%& 0?:< QA"R

89"&:;<
KS4# ! I "#$% <9"&:; /&5 <9A"7
!"#D D9 <9"&:;，&1"#<9&66:H7"A>< +>9&;9（ "&’ T） K"I 8EP J:;-
D0L!"#$%& D9 "71A+5:;&;9 1A;9&:;:;- ,6&<+:= ,D$%& O>7 *+ )$，2**4
D0L!"#$!& D9 "71A+5:;&;9 1A;9&:;:;- ,6&<+:= ,D$!& O>7 *+ )$，2**4
D0L%!! D9 "71A+5:;&;9 1A;9&:;:;- ,6&<+:= ,D%!! 0?:< QA"R
D0L%%! D9 "71A+5:;&;9 1A;9&:;:;- ,6&<+:= ,D%%! 0?:< QA"R
D0L%!% D9 "71A+5:;&;9 1A;9&:;:;- ,6&<+:= ,D%!% 0?:< QA"R
D0L!%% D9 "71A+5:;&;9 1A;9&:;:;- ,6&<+:= ,D!%% 0?:< QA"R
D0L!!% D9 "71A+5:;&;9 1A;9&:;:;- ,6&<+:= ,D!!% 0?:< QA"R
D0L!%! D9 "71A+5:;&;9 1A;9&:;:;- ,6&<+:= ,D!%! 0?:< QA"R

!"!"# 酶和主要试剂：各种限制性内切酶，-). 酶
和 0F KP%连接酶均购自 0&N&B&公司，蛋白质分子
量标准购自晶美生物有限公司，其它生化试剂及药

品购自 8:-+&等公司。KP%胶回收和 C!B产物回收
试剂盒购自 U+7-&公司。
!"!"$ 培养基：本试验采用了 /D 培养基和 VL0":<
培养基［M］。

!"!"% 供试昆虫：供试的甜菜夜蛾（ /0#1#0+*&)
*2%34)）和棉铃虫（5*$%"#6*&0) )&7%3*&)）是本所实验动
物中心饲养的稳定的敏感品系，生物测定时采用初

孵的幼虫进行生测。

!"# 引物设计
根据已测序的 "&’$() 和 "&’$,) 基因序列，设

计两对引物分别在 !"#$%&和 !"#$!&的结构域$和

!之间的 KP% 序列上引入 89#$位点（下划线表

示，下同）：$%KW+>9O&：4XL!%!00%!%V000!!!%%00
%%!0!V%V%%%000%0%!V%%!!!%VL’X；$%KW+>9O5：
4XL!0VVV00!V0%0%%%000!0!V%V00%%00VVV%%%
!0V0%%V0VL’X；$!+>9O&：4XL!%V!!%V00VV0!%%!
0%%!0!V%V%%V000%0%!VV%!!!L’X；$!+>9O5：4XL
VVV0!!V0%0%%%!00!0!V%V00%V00V%!!%%!0VV
!0VL’X。
另外设计两对引物分别在 !"#$%&和 !"#$!&结

构域!和"之间的 KP% 序列上引入 /)"!位点：
$%K!J>9O&：4XL!V00!!V!VV0!%!%%%00%!%!L’X；
$%KWWJ>9O5：4XLV!0V0V%!!V!VV%%00%0%00%00%%
%00!L’X；$!KWWJ>9O&：4XL!%%%0%!%%00V%0!!V!VV
%V%%00%%0!L’X； $!KWWJ>9O5： 4XLV%00%%00!0
!!V!VV%0!%%00V0%000VL’X。在两基因的下游设
计了一个保守的共用引物，自身带有 :0;$位点，4XL
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!"####$!#$!!$$#!"%&’。为引入 !"#!和 $%&"
位点所改变的碱基均为同义突变，所有引物都由上

海博亚生物公司合成。

!"# 重组质粒的构建
目的基因片段的 ($)扩增、质粒抽提、酶切反

应、电泳鉴定、*+#片段回收、连接反应和大肠杆菌
的转化均参照文献［,］。重组基因的 *+#测序由上
海博亚生物公司完成。

!"$ 苏云金杆菌的电击转化
重组基因转化 ’ - (")*+,-+.,/+/ ./0.1- 0)*/(%0+

晶体缺陷型菌株 $234%参照文献［56］。转化条件：电
压 7879:，电阻 ;66#，电容 7<$=，687>?的电激杯。
!"% &’&()*+,
重组 4@菌株在固体 A4或 !%"2B.液体培养基中

培养 & C ;D至芽孢释放。取等体积的发酵液离心收
集菌体，用无菌去离子水重悬菌体，加入等体积的 7
倍加样缓冲液，充分混匀后在沸水中煮 < C 56?BE，
离心后取上清 5<$A点样。按常规方法在 4BF%)GD电
泳仪上进行恒流电泳，用考马斯亮蓝 )7<6染色。
!"- 苏云金芽孢杆菌伴孢晶体的纯化分离和胰蛋
白酶降解特性

采用液体双相法分离晶体［5;］。晶体采用

<6??FHIA +G7$J&%+GK$J&（1K 568<）和 7L%%巯基乙
醇 &MN处理 7O，加入 7L的胰蛋白酶 &MN酶解 5O，
取样进行 P*P%(#!Q检测。
!". /012034 印迹
将 P*P%(#!Q凝胶电转移至硝酸纤维素膜上，

在含 <L脱脂奶粉的 "4P"中封闭 7O，用洗液 "4P"
洗膜 ;次，与 $235#G的多克隆抗体即一抗孵育 7O，
洗膜 ;次，加入碱性磷酸酶标记的二抗孵育 5O，洗
膜 ;次，加入显色缓冲液进行显色。
!"5 显微镜观察
光学显微镜的观察：直接取孢子脱落成熟的培

养物涂布于载玻片上，用碱性复红染色，以 566倍油
镜观察。电子显微镜的观察：样品的处理和晶体体

积的确定参照文献［55］。
!"6 生物测定
野生和杂交晶体蛋白对棉铃虫和甜菜夜蛾的毒

性测定采用常规的生物测定方法［57］。采用 42GDRF2D
的方法测定纯化的野生和杂交晶体蛋白含量［5&］。

然后将各样品分别稀释成 <个浓度梯度液，以加无
菌水作为对照，对甜菜夜蛾和棉铃虫初孵幼虫的毒

力测定。每个浓度加入饲料至 ;6S总重量，所得的
混合感染液用组织搅拌器充分混匀后，倒进 7;孔组

织培养板，每孔加入健康活泼的甜菜夜蛾或棉铃虫

幼虫一头，每个浓度至少测试 ;T 头虫，重复 & 次。
利用 (2F0B@软件对生物测定结果进行分析。

7 结果

7"! 含不同 !"# 基因片段的重组质粒的构建
根据 &*152% 和 &*153% 基因序列，设计和合成

了 ;对引物，分别在两 $23蛋白的相应保守结构域
即结构域!和"，"和&之间区域的 *+#序列上引
入同义突变位点 !"#!和 $%&"。通过 ($)的方法
获得了编码两蛋白的结构域"区，结构域&区的
*+#片段的亚克隆，分别测序验证后，采用片段交
换技术进行两蛋白相应结构域互换（图 5），获得了 U
个含 &*152% 和 &*153% 两基因不同片段的重组质粒
14#$$，14##$，14#$#，14$##，14$$#和 14$#$。

图 ! 839!*:和 839!8:结构域交换示意图
=BS-5 P>OV?G@B> FR DF?GBE .WG11BES 0V@WVVE $235#G GED $235$G-

图 7 重组菌株 &’&()*+,图谱
=BS- 7 P*P%(#!Q GEGH3.B. FR >OB?V2B> 2V>F?0BEGE@ ’%&+44)/

(")*+,-+.,/+/ - X- XFHV>/HG2 WVBSO@ ?G29V2.；584"%$235#G； 784"%

$235$G；&84"%$$#；;84"%$##；<84"%$#$；U84"%##$；M84"%#$$；

T84"%#$#；,8$234-

7"7 重组基因在苏云金杆菌无晶体突变株 839;
中的表达

将构建的 U个重组质粒电激转化苏云金杆菌无
晶体突变株 $234，分别获得 U株重组菌株 4"%#$$，
4"%##$，4"%#$#，4"%$##，4"%$$#，4"%$#$。含
&*152% 和 &*153% 基因的苏云金杆菌重组菌株 4"%
$235#G和 4"%$235$G 在 !%"2B. 培养基中能正常生

T6, !YJ ZBES%3/E .( %4 - I2&(% 5+&*#6+#4#-+&% $+,+&%（766U）;U（U）



长，大量表达约 !"#$%&蛋白。含有不同重组基因的
苏云金杆菌重组菌株在 ’()*+,培养基中能正常生长
和发育，培养 -./芽孢基本脱落。光镜观察发现只
有重组菌株 0)(122和 0)(112能产生球形或颗粒
状伴胞晶体。3%3(42’5 检测表明，0)(122 和 0)(
112能产生 !"#$%& 的杂交晶体蛋白 1*6!122 和
1*6!112，但其表达量低于野生菌株 0)(1*6!2& 和
0)(1*6!1&（图 .）。78,98*: 印迹结果也证明了 0)(
122和 0)(112菌株中杂交晶体蛋白的表达，但未
见 0)(211，0)(221，0)(212，0)(121目的蛋白的表
达（图 "）。

图 ! 重组菌株的"#$%#&’ ()*%图谱
;+<= " 78,98*: >?@9 &:&?6,+, @A B/+C8*+B *8B@C>+:&:9 !"#$%%&’

()&*$+,$-+’$’ = D= D@?8BE?&* F8+</9 C&*$8*,； !G0)(1*6!2&； .G0)(

1*6!1&；"G0)(112；HG0)(122；#G0)(121；IG0)(221；-G0)(211；

JG0)(212；KG1*60=

+,! 重组 -.菌株产生的杂交晶体的溶解性及胰
蛋白酶降解特性

通过在 L0 或 ’()*+, 培养基中连续传代培养，
0)(122和 0)(112的蛋白产量和晶体形态无明显
变化，说明重组基因在 0) 中得到了稳定的表达。
通过对亲本和杂交晶体胰蛋白酶降解特性的研究，

表明野生型晶体蛋白 1*6!2&、1*6!1&及杂交晶体蛋
白 1*6!122、1*6!112 经 !C<MCL 的胰蛋白酶处理
后，都可以被消化产生约 I#$%&左右的活性毒素。

+,/ 电镜观察
0)(1*6!2&和 0)(1*6!1&产生典型的菱形晶体，

而 0)(122和 0)(112产生球形或颗粒状的杂交晶
体（图 H）。杂交晶体的体积远远小于野生 1*6!2&和
1*6!1&晶体。

图 / -.01&2345、-.01&2315、-.0144和 -.0114菌株
伴孢晶体透射电子显微镜照片

;+<= H 5?8B9*@: C+B*@,B@N6 @A N&*&,N@*&? >@O+8, @A 0)(1*6!2&，0)(

1*6!1& 0)(122 &:O 0)(112 ,9*&+:,= 2：0)(1*6!2&（"P Q !P"）；0：

0)(1*6!1&（.P Q !P"）；1：0)(1*6!122（!- Q !P"）；%：0)(1*6!112

（!# Q !P"）= 0&*：PG.!C=

+,6 生物测定
生物测定结果表明野生 1*6!2&和 1*6!1&对棉

铃虫和甜菜夜蛾都有较高毒杀作用，1*6!1&对甜菜
夜蛾的毒力比 1*6!2&高，对棉铃虫的毒力比 1*6!2&
低，但两者毒力无显著性差异（表 .）。杂交晶体蛋
白 1*6!122和 1*6!112 对两种供试昆虫的毒力较
低，对棉铃虫的毒力分别比 1*6!2&和 1*6!1&的毒力
下降 .IP 倍和 !KP 倍，对甜菜夜蛾的毒力也分别下
降了 " R H倍和 H R #倍。同时，在生物测定中，我们
还观察到 1*6!122 和 1*6!112 蛋白同野生 1*6!2&
和 1*6!1&一样具有抑制甜菜夜蛾和棉铃虫幼虫生
长作用。

表 + 杂交晶体蛋白 1&23144和 1&23114及野生 1&2345和 1&2315对甜菜夜蛾和棉铃虫初孵幼虫的生物测定结果
)&>?8 . )@S+B+96 @A 1*6!122，1*6!112，1*6!2&，1*6!1& &<&+:,9 9/8 A+*,9 +:,9&* @A ./010/(-*" -2$,&" &:O 3-%$#04-*/" "*5$,-*"

)@S+: T:,8B9 ,N8B+8,
)@S+B+96（!<MCL）（K#U;L）

L1#P L1KP

1*6!2& ./010/(-*" -2$,&" ""IG"（.H-G. V #!HG.） .JI-（!HJ! V JI!I）
3-%$#04-*/" "*5$,-*" HGI!K（"G..- V IGKKK） "HG""（!JG!- V !!!GH）

1*6!1& ./010/(-*" -2$,&" .JPG-（.P"G" V H"#GJ） "!"I（!#!# V !PJ#P）
3-%$#04-*/" "*5$,-*" #G".I（"G"#H V KGKHK） -KGKP（.KGJH V -H#G-）

1*6!122 ./010/(-*" -2$,&" !HI"（!P!H V .-KI） J!IH（"JIP V "I.K!P）
3-%$#04-*/" "*5$,-*" !.J.（J-.G" V .HPK） JIHI（"JJK V #H#"P）

1*6!112 ./010/(-*" -2$,&" H-KGP（"#!GP V -!KGP） #"-!（.I-" V !-H#P）
3-%$#04-*/" "*5$,-*" K.-G"（II"G# V !H"J） #!.H（"JJK V #H#"P）
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! 讨论
苏云金杆菌产生的 !"#$ 类蛋白对鳞翅目害虫

具有特异性毒杀作用，该类蛋白具有很高的氨基酸

同源性和相似的三维结构［$，%］。大量的研究数据表

明，!"#$类毒素之间的结构域交换可以改变毒素的
杀虫谱、影响原毒素的结构、稳定性和晶体的形成，

甚至影响整个毒素的毒力［& ’ (，$)］。本文的研究结果

表明，通过片段交换技术构建的重组菌株 *+,-!!、
*+,--!、*+,-!-、*+,!--、*+,!!-和 *+,!-!中，仅
有 *+,!--、*+,!!- 能表达形成杂交晶体蛋白
!"#$!--和 !"#$!!-，但其表达量较低。同时，./.,
0-12和 34564"7 89:6 分析结果都显示，*+,!-- 和
*+,!!-除表达产生分子量约为 $%);/<的 !"#$!--
和 !"#$!!-蛋白外，还产生 $=>;/<左右的蛋白带，
/?-序列分析未发现 =个开放阅读框存在，可能是
@A?-的翻译提前终止所致，也可能是蛋白降解所
致，但详细的机制还有待进一步研究。

电镜观察表明，重组菌株 *+,!--和 *+,!!-表
达聚集形成球形或颗粒状的杂交晶体，晶体形态同

典型的 !"#$-<和 !"#$!<菱形晶体不同。这可能是
由于 !"#$ 类蛋白上的半胱氨酸残基形成的链间二
硫桥在协助该类蛋白聚集形成晶体（包涵体）的过程

中起重要的作用，结构域交换后，晶体中蛋白的排列

方式和链间二硫桥的排列方向都有可能发生改变，

造成原毒素三维结构的改变，导致晶体形态的差异。

生物测定结果显示，杂交晶体蛋白 !"#$!!-和
!"#$!--对棉铃虫和甜菜夜蛾幼虫的毒力较野生型
!"#$-<，!"#$!< 的毒力有很大降低。!"#$!-- 由
!"#$!<的结构域!和 !"#$-<的结构域"和#组成，
理论上，!"#$!--具有和 !"#$-<一样的受体识别位
点，毒力也相当。但事实上，!"#$!--对两种靶昆虫
的毒力下降最为急速，这可能是 !"#$!<的结构域!
与 !"#$-<的结构域"的相互作用影响了毒素的三
维结构，进而影响毒素与昆虫中肠刷状缘纹膜上毒

素受体的结合，导致毒力的大量丧失。同样

!"#$!!-包含 !"#$!<的结构域!、"和 !"#$-<的结
构域#，理论上，!"#$!!- 具有和 !"#$!< 一样的受
体识别位点，但由于 !"#$!<的结构域#在决定对甜
菜夜蛾的毒杀专一性方面起重要作用，因此，

!"#$!!-对甜菜夜蛾的毒力将会降低。生物测定结
果也证明，!"#$!!-对甜菜夜蛾的毒力下降了 % ’ &

倍。这一方面验证了 !"#$!<结构域#的重要作用，
另一方面也说明 !"#蛋白的功能性结构域的相互作
用在毒素与受体的识别和结合，及毒素的杀虫谱等

方面的重要作用。但有关 !"#$ 类蛋白结构和功能
间的关系还有待进一步研究，对其结构和功能关系

的了解将有利于今后对该类蛋白的遗传改良。
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