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苏云金芽胞杆菌幕虫亚种晶胞粘连现象与晶体蛋白

基因 "’.!"!$ 所在质粒有关

鞠守勇，纪 芳，朱自敏，喻子牛，孙 明"

（华中农业大学生命科学技术学院 农业微生物学国家重点实验室 武汉 !0%%"%）

摘 要：苏云金芽胞杆菌幕虫亚种 5%$菌株的伴胞晶体在芽胞外壁内侧形成，呈现晶胞粘连的现象。在此菌株中
克隆了 !"#$1$%和 !"#$&$%两个基因，并对晶胞粘连现象与质粒的相关性做了系统研究。通过消除幕虫亚种 5%$菌
株的质粒，得到了仅消除 !"#$1$%所在质粒的菌株 3H3##8#和无质粒的菌株 3H3##8$。通过穿梭载体将 !"#$1$%
和 !"#$&$%两个基因分别和同时转化无质粒突变株 3H3##8$并表达，形成的晶体与芽胞独立存在不能粘连，表明在
幕虫亚种染色体背景下仅仅 !"# 的表达不能形成晶胞粘连现象，从而推断晶胞粘连现象可能与幕虫亚种两个基因
所在的质粒有关；进一步的研究发现将 !"#$1$%在仅消除 !"#$1$%所在质粒的突变株 3H3##8#中表达，形成的晶体
与芽胞也分别独立存在不能粘连，从而进一步推断幕虫亚种晶胞粘连现象与 !"#$1$%所在质粒有关。
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苏云金芽胞杆菌（&%!’(()* +,)"’-.’/-*’*，简称 3J）
是一种革兰氏阳性细菌，在芽胞形成过程中伴有蛋

白晶体的形成，称为伴胞晶体（K.,.=KL,.6 D,/=J.6）。
伴胞晶体是毒杀昆虫的主要活性物质，主要由一种

或多 种 毒 素 蛋 白 组 成，亦 称 杀 虫 晶 体 蛋 白

（<>=*DJ<D<C.6 D,/=J.6 K,LJ*<>，简称 M2N，或晶体蛋白），
这些 M2N=的编码基因（即 !"# 基因）通常定位在该菌
的一些较大（大于 !8O+）的质粒上［#，$］。3J幕虫亚种
（& @ +,)"’-.’/-*’* =-+=K@ 0’-’+’1)*）能形成两种伴胞
晶体［0］，已经克隆到这两种晶体蛋白基因 !"#$1$%
和 !"#$&$%［!，8］。当芽胞形成细胞裂解后，一种晶体
被释放出来，形成自由的伴胞晶体；另一种在芽胞外

壁和芽胞衣之间形成，并始终和芽胞粘连在一起（称

为晶胞粘连）。通过质粒消除和转移，证明幕虫亚种

伴胞晶体的生成和其他亚种一样也与质粒有关［0］。

晶胞粘连现象的研究既可以从理论上对苏云金

芽胞杆菌伴胞晶体和芽胞的分化机制进行探讨；同

时也为构建新型“生物囊”工程菌提供理论基础。

张睿等（$%%8）将基因 !"#$1$% 和 !"#$&$% 在 3J
库斯塔克亚种（& @ +,)"’-.’/-*’* =-+=K@ 2)"*+%2’）无质
粒突变株 3H3#"# 中共同表达形成两个晶体，一个
在芽胞外壁外侧形成；另一个则在芽胞外壁和芽胞

衣之间形成，但是不能形成 3J幕虫亚种典型的晶胞

粘连现象［!］；此研究所用的受体菌为库斯塔克亚种

无质粒突变株 3H3#"#而不是 3J幕虫亚种，受体菌
染色体背景的不同或许会影响到 !"#$1$% 和
!"#$&$% 表达进而影响到晶胞粘连现象，另外 3J 幕
虫亚种中的质粒［0］也可能对晶胞粘连现象有所影

响。本研究得到了 3J幕虫亚种 5%$仅消除 !"#$1$%
所在质粒的菌株 3H3##8# 和其无质粒菌株
3H3##8$；将 !"#$1$% 和 !"#$&$% 分别和同时在
3H3##8$中表达，发现晶体与芽胞独立存在不能粘
连，表明在幕虫亚种染色体背景下仅仅晶体蛋白基

因的表达不能形成晶胞粘连现象，从而推测晶胞粘

连现象与 3J幕虫亚种内生质粒有关；将 !"#$1$% 在
3H3##8#中表达，发现晶体与芽胞也不能粘连，进一
步推测晶胞粘连现象与 !"#$1$% 所在内生质粒有
关。本研究为进一步阐述晶胞粘连的机制指明了研

究的方向和提供了很好的受体材料。

# 材料和方法

#$# 材料
#$#$# 菌株和质粒：所用菌株和质粒见表 #。苏云
金芽胞杆菌 5%$菌株由本室保藏。用 P3培养基于
0%Q培养苏云金芽胞杆菌，0"Q培养大肠杆菌
（3*!,/"’!,’% !4(’）。



表 ! 菌株和质粒
!"#$% & !’% #"()%*+" ",- .$"/0+-/ 1/%- +, )’+/ 23*4

5)*"+,/6.$"/0+-/ 7’"*"()%*+/)+(/ 531*(%/
!"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’

!89 !"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’ /1#/.: .$+$($/&’ 5)3*%- +, )’+/ $"#
;<;&&=& !89 (1*+,> 3? )’% .$"/0+- ’"*#3*+,> #*09@1" !’+/ 23*4
;<;&&=9 !89 (1*+,> 3? "$$ *%/+-%,) .$"/0+-/ !’+/ 23*4
;<;&&=A ;<;&&=9 -%*+B")+B% 2+)’ .$"/0+- .;<;8@&C !’+/ 23*4
;<;&&=D ;<;&&=9 -%*+B")+B% 2+)’ .$"/0+- .;<;8@&EFG !’+/ 23*4
;<;&&== ;<;&&=9 -%*+B")+B% 2+)’ .$"/0+-/ .;<;8@&C ",- .;<;8@&EFG !’+/ 23*4
;<;&&=@ ;<;&&=& -%*+B")+B% 2+)’ .$"/0+- .;<;8@&C !’+/ 23*4

H$"/0+-/
.I!A8D 5’1))$% B%()3*，J0.*，K*0*，@L@4# 5)3*%- +, )’+/ $"#［@］

.;K9 5’1))$% B%()3*，J0.*，M%3*，@LD4# 5)3*%- +, )’+/ $"#［C］

.;<;8@&C .I!A8D (3,)"+,+,> ?1$$ #*09@1" >%,% !’+/ 23*4

.;<;8@&EFG .;K9 (3,)"+,+,> ?1$$ #*09N1" >%,% !’+/ 23*4

!"!"# 培养基：;)幕虫亚种 !89菌株质粒突变株的
筛选采用 57O培养基［N］；筛选转化子的选择培养基
是在 P; 培养基中分别加入红霉素（K*0）9=!>60P，
新霉素（M%3）=!>60P。
!"!"$ 生化试剂：QMJ限制性内切酶为 !"R"G"公
司产品。

!"!"% 检测引物：由北京奥科有限公司合成。
!"# 重组质粒的构建
大肠杆菌质粒的提取、酶切、连接、转化均按文

献［E］进行；苏云金芽胞杆菌质粒的提取类似大肠杆
菌质粒的碱裂解法，但需 A8S 培养菌体，且加
53$1)+3,"震荡悬浮菌体后，每 &88!P 菌悬液要加
&8!P溶菌酶（浓度 =80>60P）冰上作用 9’以上，细胞
壁溶解后再加 53$1)+3, TT。
!"$ &’幕虫亚种 ()#菌株质粒的消除
参照文献［N］将 ;)幕虫亚种 !89菌株 A8S过夜

活化，转接 &6=8到新鲜的含有 8L89=U 5Q5（/3-+10
-3-%(V$ /1$.’")%）的 P;液体里面 DDS培养 9D’，稀释
涂布到 57O培养基［N］中 DDS培养 C9’。
!"% 脉冲电泳
参照文献［&8］制备包埋块。电泳条件：8L= W

!;K，起始脉冲时间 &L80/，终止脉冲时间 9=L80/，转
换角度 &98度，电压 @X6(0，电泳时间 98’。
!"* +,-扩增及预期片段的检测
依据 #*09@1" 序 列 设 计 引 物 .9@F&（ =YF

J7OJ!OJ!!O!!!77JO!7!FAY） 和 .9@F9 （ =YF
J!7!!77!J7JJ7JJJ7OO!FAY），扩增 NA8#. 片段检
测 #*09@1" 是否存在。同理依据 #*09N1" 的序列设
计引物 .9NF&（=YFO!J!!OOJ77OJOOJOJ!OJFAY），
.9NF9（=YF!7JO7OJ7J!7J!!7O7O!7FAY）扩增 E=E#.
片段检测 #*09N1" 是否存在。引物 .9@F& .9@F9 .9NF
& .9NF9混合扩增，设定扩增循环条件：EDS =0+,；

EDS &0+,，=&S &0+,，C9S &0+,，A8 个循环；C9S
=0+,。将产物点于 8LCU琼脂糖凝胶中电泳，检测预
期大小片段是否存在。

!". 苏云金芽胞杆菌质粒的电转化
按文献［&&］的方法进行操作。

!"/ 杀虫晶体蛋白的 0102+345
;)菌株用 T7H< 培养基（蛋白胨 8L&@U，葡萄糖

8L&=U，7"7ZA 8L&&U，<>5ZD 8L&8=U [ 8L&&U，

RI9HZD 8L&8=U，调节 .I值 CL8）培养。;) 芽胞和
伴胞晶体的收集，晶体蛋白的 5Q5FHJOK分析等其
它操作参照文献［&9］所述方法。
!"6 苏云金芽胞杆菌的复红简单染色
按文献［&A］的方法进行操作。

# 结果和分析

#"! 晶体蛋白基因 !"##.$% 和 !"##6$% 的克隆
张睿等（988=）已经克隆出了基因 #*09@1" 和

#*09N1"［D］，本研究从 !89 菌株中重新克隆了基因
#*09@1" 和 #*09N1"，并测定了其核苷酸序列，
O%,;",4注册号分别为 Q\9D9=&E 和 Q\9D9=98。这
两个基因被苏云金芽胞杆杀虫晶体蛋白基因命名委

员会命名为 #*09@1"9和 #*09N1"A。
#"# &’幕虫亚种 ()#菌株质粒消除突变株的筛选
按 &LA中的方法，对 !89菌株进行质粒消除，从

处理过的 57O平板上随机挑取 9&@9个单菌落通过
H7G检测质粒消除情况，C=个菌落消除了 #*09@1"，
定名为 J 类菌；&E 个菌落同时消除了 #*09@1" 和
#*09N1"，定名为 ;类菌。从两类菌中各随机挑取三
株按 &LD中描述的方法做脉冲电泳，检测其质粒组
成情况。图 &表明突变株 JF&，JF9，JFA都消除了第
二个质粒，说明 #*09@1" 定位于此质粒（简称
.$"/0+-9@）上；选取菌株 JF9 定名为 ;<;&&=&，同时

EN鞠守勇等：苏云金芽胞杆菌幕虫亚种晶胞粘连现象与晶体蛋白基因 #*09@1"所在质粒有关 : 6微生物学报（988C）DC（&）



消除了 ! 个质粒的无质粒菌株 "#! 定名为
"$"%%&’。

图 ! 幕虫亚种 "#$及其突变株质粒的脉冲电泳
()*+% ,-./01#()0.1 20. 3.0456789760/)/（,(23）7: 8.;/<)1/ )= /56;)=

>?’ ;=1 )5/ <-5;=5/+

$%& 晶 体 蛋 白 基 因 !"#$’$% 和 !"#$($% 在
)*)!!+!和 )*)!!+$中的表达
将 !"#’@$% 基因连接到 8A>!?B 构建成了穿梭

质粒 8"$"?@%C；将 !"#’D$% 基因连接到 8"3’ 构建
成了穿梭质粒 8"$"?@%E#F。
$%&%! 晶体蛋白基因 !"#’@$%、!"#’D$% 在 "$"%%&’
分别表达及共表达：用电转化法将质粒 8"$"?@%C
和 8"$"?@%E#F分别导入 "$"%%&’ 中，得到转化子
"$"%%&! 和 "$"%%&B，将 质 粒 8"$"?@%C 和
8"$"?@%E#F共同导入突变株 "$"%%&’，得到转化子
"$"%%&&。将转化子 "$"%%&!、"$"%%&B、"$"%%&&

在 GH,$固体平板上培养 C’9，IJI#,K23 检测形成
的蛋白大小与 >?’大小一致如图 ’。复红简单染色
观察产生的伴胞晶体情况如图 !（J，3，(）。IJI#
,K23（图 ’）检测发现转化子 "$"%%&B 中能表达
!"#’D$%基因，但是显微观察没有看到典型的晶体
（图 !#3），推测是晶体很小显微观察不到。图 ! 显
示转化子形成的晶体与芽胞都不粘连，表明在染色

体背景下 !"#’@$% 与 !"#’D$% 基因的分别表达和共
表达都不能形成晶胞粘连现象，从而推断晶胞粘连

现象与幕虫亚种的内生质粒有关。

图 $ ), 幕虫亚种 "#$、)*)!!+$ 和转化子 )*)!!+&、
)*)!!+-、)*)!!++晶体蛋白的 ./.01234检测
()*+ ’ IJI#,K23 7: 46L/5;. 86750)=/ 7: & + ’()"*+,*-+.*. /-M/8+

/*+*’*0). >?’，"$"%%&’ ;=1 56;=/:76<;=5/ ："$"%%&!，"$"%%&B ;=1

"$"%%&&+ %： >?’ ’： "$"%%&! !： "$"%%&B B： "$"%%&& &：

"$"%%&’+ >90 ;667N )=1)4;50/ H6L’@K;（ %!%OJ;）;=1 H6L’DK;
（%’COJ;）+

图 & ),幕虫亚种 "#$（2）及其突变株 )*)!!+!（)），)*)!!+$（5）以及转化子 )*)!!+&（/）、)*)!!+-（4）、)*)!!++（6）
和 )*)!!+’（3）产生的芽胞和伴胞晶体

()*+! ,9757*6;89 7: 8;6;/876;. 46L/5;./ ;=1 /8760/ 7: & + ’()"*+,*-+.*. /-M/8+ /*+*’*0). >?’（K），"$"%%&%（"）;=1 "$"%%&’（H）;=1

56;=/:76<;=5/："$"%%&!（J），"$"%%&B（3），"$"%%&&（(）;=1 "$"%%&@（2）+

$%&%$ 晶体蛋白基因 !"#’@$% 在 "$"%%&% 中的表
达：将 8"$"?@%C 转 化 "$"%%&% 得 到 转 化 子
"$"%%&@，将 "$"%%&@ 在 GH,$ 固体平板上培养
C’9。复红简单染色观察产生的伴胞晶体情况图 !#
2，晶体与芽胞独立存在，不能粘联；进一步推断幕
虫亚种晶胞粘连现象与 !"#’@$% 所在质粒中的其他

因子有关。

& 讨论
通过消除 >?’ 菌株的质粒得到了仅消除质粒

8.;/<)1’@的 K类菌和同时消除了质粒 8.;/<)1’@ 和
!"#’D$%所在质粒（简称 8.;/<)1’D）的 "类菌，而没

?E PQ I97-#L7=* -’ %1 + R$!’% 2*!"34*313,*!% 5*+*!%（’??C）BC（%）



有得到单独消除 !"#$%&’()的菌株；通过大量的 *+,
都没有筛选到单独消除 !"#$%&’()的菌株，由此推测
可能 !"#$%&’() 与 !"#$%&’(- 存在着一定的联系，在
消除 !"#$%&’()同时 !"#$%&’(-也被消除。

./01&213/4$5#等（6777）推测晶胞粘连现象与
!"#(-$% 有关［8］，但本研究将 !"#(-$% 在 9:(无质粒
突变株 ;<;668( 中单独表达发现晶体不与芽胞粘
连，表明在幕虫亚种 9:( 染色体背景下，仅仅
!"#(-$% 的表达不足以引发晶胞粘连现象；进一步
将 !"#(-$% 和 !"#()$% 共同在 ;<;668(中表达也观
察到晶体与芽胞独立存在不能粘连，说明 !"#(-$%
和 !"#()$% 的共表达也不足以形成晶胞粘连现象；
从而推测幕虫亚种晶胞粘连现象与内生质粒有关。

晶胞粘连形成的机制可能很复杂，仅仅单个质

粒的作用［=］或者仅仅染色体背景下表达 !"# 基因都
不能形成典型的晶胞粘连，推测是质粒上包括 !"#
基因在内多种基因与染色体上的因子共同调控的结

果。本研究中 !"#(-$% 在仅消除了 !"#$%&’(- 的菌
株 ;<;6686中表达，形成的晶体与芽胞独立存在不
能粘连，更进一步推测幕虫亚种晶胞粘连现象与

!"#$%&’(-上的其它因子的作用有关。从而为进一
步研究晶胞粘连的分子机制指明了研究方向并且提

供了很好的受体材料。由此启示我们的下一步工

作：克隆出 !"#$%&’(- 中不同的片段，连接到载体上
并转化 ;<;668-，使 ;<;668- 回复晶胞粘连现象，

从而揭示晶胞粘连现象的分子机制。
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