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土壤来源的五个苏云金芽孢杆菌新亚种的鉴定

李荣森 高梅影 戴顺英 李小刚
（中国科学院武汉病毒研究所 武汉 ()%%*!）

提 要 从中国土壤中分离的大量苏云金芽孢杆菌菌株中鉴定出+(&、+()、+’,、+,%及

+,&等’种新+血清型，并进行了形态、培养特征、生化反应、晶体蛋白质成分及毒力特性等

项检测鉴定，鉴定了’个苏云金芽孢杆菌新亚种：!"#$%%&’()&*$+,$-+’$’-./-01.$+,)/+,$-+’$’
（+(&），!0()&*$+,$-+’$’-./-01,&$1"+,$-+’$’（+()），!0()&*$+,$-+’$’-./-01*/+,’-+$（+’,），

!0()&*$+,$-+’$’-./-012$+,%&/+’$’（+,%）及!0()&*$+,$-+’$’-./-013)"/4/+,-+’$’（+,&）。毒

力生物测定证明’个新亚种的代表菌株对棉铃虫（5-%$/()$’"*6$,-*"）、小菜蛾（7%&(-%%"819
%/’(-%%"）、柳蓝叶甲（7%",$/4-*":-*’$#/%/*"）幼虫均无毒力。+(&、+()、+’,、+,%对埃及伊蚊

（;-4-’"-,12($）、斑须按蚊（;+/2)-%-’’(-2)-+’$）及尖音库蚊（<&%-82$2$-+’）亦均无毒；+,&对

埃及伊蚊无毒，但对尖音库蚊与斑须按蚊有低毒。

关键词 苏云金芽孢杆菌，新亚种，鉴定

分类号 2")3))! 文献标识码4 文章编号%%%!$,&%"（!"""）%&$%!’($’"

!"#*年至!"")年间，本实验室自我国!#省（自治区）的土壤和水体中分离到大量苏

云金芽孢杆菌（!"#$%%&’()&*$+,$-+’$’，以下简称56）、球形芽孢杆菌（!"#$%%&’’2)"-*$#&’）

及其它种芽孢杆菌的菌株［!，&］，从苏云金芽孢杆菌分离株中鉴定了’个新血清型即’个

新亚种，现将研究结果报道如下。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 供鉴定的56菌株：789&&$%)，分离自云南省景洪县打洛镇旱地黄壤；::)!$%!，分

离自贵州贵阳市花溪镇黑色土；;<=%($%&，分离自四川省重庆市歌乐山紫色土；>?@!’$
%(，分离自宁夏自治区平罗县姚伏乡沙壤土；+A)"$%(，分离自黑龙江省肇东县黑土。

!"!"# 标准56菌株：血清型+!$+(!、+(($+’’、+’*$+’"及+,!标准菌株由法国巴斯

德研究院BC1DEFG9E6H1H1提供，其余皆由本实验室保存。

!"!"$ 生物测定用昆虫：小菜蛾、棉铃虫、柳蓝叶甲由本实验室饲养并用于生物测定，三

种蚊幼虫由BC1DEFG9E6提供并进行毒力生物测定。

!"# 方法

!"#"! +$抗血清制备及+$血清型鉴定：按常规方法制备供试56菌株的+抗原注射家

兔，采血制备抗血清和测定效价，然后进行凝集试验和交叉吸收凝集试验。

!"#"# 形态及培养特征试验：按常规方法［)］进行，于电镜下观察伴孢晶体形成及形态。

!"#"$ 生化试验：+(&、+()菌株按经典方法［(］及4@I系统［’，,］进行，而+’,、+,%及+,&

)"卷 &期

!"""年(月
微 生 物 学 报

!"#$%&"’()&(*(+&"$,&-&"$
JKL1)"
40CML

>K1&

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
!"""



则只按!"#系统的方法进行测定。

!"#"$ $%$&"!’(分析：先以快速$%$&"!’(方法［)］初步分析供试*+菌株的晶体蛋白

质图形后，以常规方法［,］鉴定各菌株提纯伴孢晶体的蛋白质成分。

表! *+新菌株的-血清型

./012) -&234+56274892:*+7+3/;97

菌 株
$+/;9

-血清型
-&7234+<62

-抗血清的效价
-&/9+;723=>

?’@AA&BC DA AEFBB
GGC)&B) DC AEFBB
$H<BD&BA EF )AIBB
JK6)E&BD FB AEFBB
-LCM&BD FA AEFBB

!"#"% 毒力生物测定：在供试昆虫中，小菜蛾

为C龄幼虫，棉铃虫为初孵幼虫，柳蓝叶甲为A
龄幼虫，C种蚊虫为C龄或D龄幼虫。在毒力

生物测定中，棉铃虫使用人工半合成饲料，蚊幼

虫于水中加酵母粉饲喂，其它昆虫以一定稀释

度的摇瓶菌液浸叶饲虫。

# 结果

#"! -血清型

供试菌株-抗血清的效价及-血清型的鉴定结果见表)。

以标准菌株-%&,C（-C/0N）、-%&I（E/0）和-%&))（-,）为参照菌株，其-抗血清效价

皆为AEFBB。

#"# 形态与培养特征

结果见图)及表A。

图) 电镜下五个新-血清型菌株伴孢晶体的形态

O;<P)Q436R414<5486/347643/1N357+/17834>E92:*+-&7234+5627
$N/99;9<：)P?’@AA&BC（-DA），APGGC)&B)（-DC），CP$H<BD&BA（-EF）；

.3/97>;77;49：DPJS")E&BD（-FB），S)EBBB，EP-LCM&BD（-FA），S,BBBP
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表! 新!"菌株的形态与培养特征

#$%&’( )*$+$,"’+-./0.+1*.&.23$45,6&"6+’744’8!"-"+$74-

菌株

9"+$74

形态:.+1*.&.23

芽 孢

91.+’

伴孢晶体

)+3-"$&

营养琼脂

上的菌落

).&.47’-

运 动

:."7&7"3

培养)6&"6+’

革兰氏

反应

;+$0
-"$74

1<=营养琼

脂上生长

;+.874
>?@?1<=

厌气生长

@4$’+.%7,
2+.8

硝酸盐

产气

;$-/+.0
47"+$"’

A;5((B(C 卵圆，芽孢

囊不膨大
D，双菱台 粗糙，直径

!(00
D D D D D

EECFBGF
卵圆，芽孢

囊不膨大
D，双锥体 粗糙，直径

!(00
D D D D D

9)2GHBG(
卵圆，芽孢

囊不膨大

D，双锥体

及长椭圆

粗糙，直径

!(00
D I$+7’5 D D J

>KLFMBGH
卵圆，芽孢

囊不膨大

D，很 小，

双锥体

粗糙，直径

!(00
D D D D J

<NCOBGH
卵圆，芽孢

囊不膨大

D，很 小，

不规则，大

小不等

粗糙，直径

!(00
D D D D J

表" 血清型<#!与<#"菌株按传统方法测定的生化反应特性

#$%&’C!7.,*’07,$&,*$+$,"’+-./<H($45<HC-"+$74-%3,&$--7,$&0’"*.5

生化反应!7.,*’07,$&+’$,"7.4
菌 株9"+$74

A;5((BGC（<H(） EECFBGF（<HC）

IBL反应 IBL+’$,"7.4 P’$Q D
卵黄磷脂酶 R223.&Q&’,7"*74$-’ D D
脲酶 （S’+26--.4）T+’$-’（S’+26--.4） D，(H* U
脲酶 （)*+7-"’4-’4）T+’$-’（)*+7-"’4-’4） D，(H* U
精氨酸二氢化酶 @+27474’57*35+.&$-’ D U
硝酸盐还原 >7"+$"’+’56,"7.4 U D
IBL肉汤中1<"= 1<74IBL%+."*"= D D
!B半乳糖苷酶 !B2$&$,".-75$-’ U U
吲哚产生 V45.&’1+.56,"7.4 U U
<62*BW’7/-.4 S’+0’4"$"7.4 S’+0’4"$"7.4
淀粉水解 9"$+,**35+.&3-7- D D
明胶水解 ;’&$"74*35+.&3-7- DDD DDD
七叶苷水解 <35+.&3-7-./R-,6&74 D D
自铵盐加下列糖类中产酸：

@00.4760-$&"-62$+-$,75/+.0：

XBK3&.-’ U U
XB;&6,.-’ D D
XB:$447".& U U
9"$+,* D D
XBY$//74.-’ U U
XBW$,".-’ U U
XB9$&7,74 U D
XB96,+.-’ U U

!$" 生化反应

菌株A;5((BGC（<H(）与EECFBGF（<HC）按传统方法测定的结果列于表C。M个供试

菌株按@LV系统测定的结果列于表H。
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三个参照菌株的生化反应结果皆与原始发表结果相同。供试菌株的结果除脲酶一项

与表!中的"#$系统结果微有差异外，余皆相同。由于"#$测定系统精确性、可靠性皆

比传统方法高，且已成为巴斯德研究院的常规方法［%］，故只用传统方法测定了&!’和

&!(两个菌株。

表! "个新血清型菌株按"#$系统测定的生化反应特性

)*+,-!./012-3/1*,12*4*15-460789-:6-405;<-6+;"#$6;65-3

"#$项目 "#$/5-3 =>?’’@A(
（&!’）

BB(C@AC
（&!(）

DEFA!@A’
（&8%）

GH#C8@A!
（&%A）

&I(J@A!
（&%’）

鸟氨酸磷酸甘油脱氢酶KG#> L L L L L
精氨酸脱氢酶"M& N O O L O
赖氨酸脱羧酶PME L L L L L
鸟氨酸脱羧酶KME L L L L L
柠檬酸利用E$) N N O L L
硫化氢&’D L L L L L
尿酶存在QRS N L L L L
色氨酸脱酰胺酶)M" L L L L L
由色氨酸产生吲哚$GM L L L L L
乙酰@甲基@甲T# O O O O O
明胶水解>SP O O O O O
由葡萄糖产酸>PQ N O O O O
因硝酸盐还原酶产亚硝酸GK’ O O O O O
超出亚硝根的还原G’
甘油 >,;1-40, N O L L L
赤藓糖醇 S4;524/50, L L L L L
M@阿拉伯糖 M@*4*+/906- L L L L L
P@阿拉伯糖 P@*4*+/906- L L L L L
核糖 R/+06- O O O N O
葡萄糖 >,U106- O O O O O
果糖 V4U1506- O O O O O
甘露糖 W*9906- N O L L L
G@乙酰葡萄糖胺G@"1-5;,@F,U106*3/9- O O N O O
苦杏仁苷 "3;F?*,/9 N L L L L
熊果苷 "4+U5/9 O O O L O
七叶苷 S61U,/9 O O O O O
水杨苷 D*,/1/9 O O O L N
纤维二糖 E-,,0+/06- N O N L N
麦芽糖 W*,506- N O O O O
蔗糖 DU1406- O O O L L
海藻糖 )4-2*,06- O O O O O
淀粉 D5*412 O O O O O
糖原 >,;10F-9 O O O O O
葡糖酸酯 >,U109*5- N L L L L

G05-：M@X;,06-，P@X;,06-，*?09/50,，!@3-52;,@X;,06/?-，F*,*1506-，604+06-，42*3906-，?U,1/50,，/906/50,，3*99/50,，

604+/50,，3-52;,@3*9906/?-，3-52;,@F,U106/?-，,*1506-，3-,/+/06-，/9U,/9，3-,-Y/506-，4*77/906-，X;,/5*,，F-95/0+/06-，

5U4*906-，M@,;X06-，M@5*F*506-，M@7U106-，P@7U106-，M@*4*+/50,，P@*4*+/50,，’Z-50@F,U109*5-*9?8Z-50@F,U109*5-*,,

*4-9-F5/[-/97/[-.5654*/96\

按"#$系统方法所获得的生化试验结果表明，&!’与&!(基本相同，&8%、&%A与
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!"#之间差异很少，但与!$#及!$%有较明显差异，!"&的差异最为明显，只有’(!、

)*+、熊果苷、纤维二糖及蔗糖等,项反应与其它$个血清型不同。

!"# 晶体蛋白质

晶体蛋白质的-(-./’01分析结果列于表,。

表$ $个新23血清型的晶体蛋白质成分

+4567,)89:8;7;38<=>?@346:>837A;<>89,;7B@7>83?:7@

菌株

-3>4A;

!.血清型

!.@7>83?:7

晶体蛋白质)>?@346:>837A;／C(

主要成分D4E8> 次要成分DA;8>

F0G##.&% $# HH&，%" H#&
II%H.&H $% H$&，J, ",
-)K&$.&# ," H%,
LM/H,.&$ "& H$&，HH&，J,
!N%J.&$ "# H&,

在 H&!K 蛋 白 质 加 样 量 下，菌 株

F0G##.&%、II%H.&H、LM/H,.&$ 及

!N%J.&$的晶体蛋白质带均较微弱。

!"$ 杀虫特性

"种昆虫的毒力生物测定表明，

供试!$#、!$%、!,"、!"&菌株对小菜

蛾（!"#$%""&’(")*$%""&）、棉铃虫（+%,
"-)$.-*&/0-1%/&）、柳 蓝 叶 甲（!"&,
1-)2%/&3%/*-4)")/&）、埃及伊蚊（5%2%*

&%1(6$-）、斑须按蚊（57)6.%"%**$%6.%7*-*）及尖音库蚊（8#"%’6-6-%7*）均无毒。!"#对%
种鳞翅目昆虫及伊蚊无毒，但对尖音库蚊和斑须按蚊有低毒，结果见表"。

表% $个23新血清型的杀虫特性

+4567"*;@7=3A=AG46:>8:7>3?8<,;7B!.@7>83?:7@8<23

菌株

-3>4A;

!.血清型

!.@7>83?:7

培养液
稀释度
(A6O3A8;

供试昆虫死亡率 D8>346A3?8<37@37GA;@7=3@／P

小菜蛾
!"#$%""&
’(")*$%""&

（%>GA;，$QR）

棉铃虫
+%"-)$.-*
&/0-1%/&

（H@3，S#R）

柳蓝叶甲
!"&1-)2%/&
3%/*-4)")/&

（#;GA;，S#R）

伊蚊
5%2%*
&%1(6$-

（%>GA;，#$R）

按蚊
57)6.%"%*
*$%6.%7*-*

（%>GA;，#$R）

库蚊
8#"%’
6-6-%7*

（%>GA;，#$R）

F0G##.&% !$# H&T# & & & & & &
H&T% & & &
H&T$ & & &

II%H.&H !$% H&T# & & ？ & & &
H&T% & & &
H&T$ & & &

-)K&$.&# !," H&T# #,U& & & & & &
H&T% & & &
H&T$ & & &

LM/H,.&$ !"& H&T# #%VQ & & & & &
H&T% & & &
H&T$ & & &

!N%J.&$ !"# H&T# #%VQ & & & %# $Q
H&T% & #Q #Q

!"% 新亚种的鉴定与定名

根据上述鉴定结果，按国际公认的24>E4=23菌鉴定分类系统［$］，,个新!血清型的

23菌 株 鉴 定 为,个 新 23亚 种，分 别 命 名 如 下：（H）9&4-""#*$.#/-71-%7*-*@O5@:V
:-71.)71-%7*-*，!$#，标准菌株为F0G##.&%，其它菌株有F0G##.&H，F0G##.&#，F0G##.
&,。（#）9&4-""#*$.#/-71-%7*-*@O5@:V1#-(&71-%7*-*，!$%，标准菌株为II%H.&H，其它菌

株有II%H.&#，WL2#,.&#。（%）9;$.#/-71-%7*-*@O5@:V/)71*%7-，!,"，标准菌株为-)K&$.
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!"。（#）!"#$%&’()’*(+’+$%&$’(,’()-%.(+’+，)*!，标 准 菌 株 为 +,-./0!#。（/）!"
#$%&’()’*(+’++%/+,"0$1.2.()*(+’+，)*"，标准菌株为)1230!#。

! 讨论

456758于.3*#年提出的以)抗原特性为主结合生化反应及其它项目的49分类鉴定

系统已为国际所公认，其科学基础是凡出现一个新的)血清型，其生理生化反应必有一

些差异。因此，在形成伴孢晶体的49菌中，)血清型在新亚种的鉴定中具有决定性意义。

生化反应的项目及其在分类鉴定中重要性的排位次序，自.3*#年以来已有较大改变和发

展，已建立并应用了新的生化测定系统，即:-;系统，提高了49亚种鉴定的准确性与科

学性。本研究也证明了这点。

本研究从我国土壤来源的49菌中鉴定出/个新亚种，表明了我国49资源的丰富和

多样性特点。在毒力生物测定中，/个新亚种显示对供试/种昆虫无毒或低毒，这与近年

来国内外从土壤中鉴定出的新亚种的情况类似，但由于供试虫种很少，难以断言其对昆虫

无毒，故有必要进一步扩大生物测定的虫种范围。
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