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摘要：【目的】鉴定我国自行分离的苏云金芽孢杆菌（.$"&**/0 #1/’&-+&2-0&0，.#）菌株中 3&4A! 基因的分布和基

因型，从其中对鳞翅目幼虫表现高毒力的 B6 菌株中克隆 3&4A!$ 基因。【方法】利用 P1QIQERP 方法确定

3&4A! 基因的分布和鉴定基因型，利用 P1Q 方法克隆 3&4A! 全长基因。【结果】#@# 株野生型 B6 菌株中共鉴

定出 &A 株含有 3&4A! 基因，均与 3&4A!$# 类基因相似。从 CE" 和 B6#& 菌株中克隆得到 - 个 3&4A!$ 基因，分

别构建了携带 3&4A!$ 基因的表达载体 7A$S=7I-& 和 7A$S=7I-@，/T/IPUVJ 和 WD;6D+) B:96 分析表明，.PCV 诱导

后均可表达 HH XT( 左右的 Y=7AU 蛋白，蛋白可溶性分析表明约 #$Z可溶。这两种基因序列已被国际 B6 基

因命名委员会分别 正 式 命 名 为 3&4A!$-& 和 3&4A!$-@。生 物 测 定 结 果 显 示，Y=7AU(-@ 蛋 白 对 粉 纹 夜 蛾

（5’&"1(4*/0&$ -&）、甜菜夜蛾（,4(6(4#2’$ 27&+/$）和棉铃虫（82*&"(32’4$ $’9&+2’$）A 种重要鳞翅目害虫初孵幼虫的

毒力较高，R12$值分别为 $[#-2!K3>R，$[-AH!K3>R 和 "[-AH!K3>R。而 Y=7AU(-& 蛋白仅对粉纹夜蛾有活性，

R12$值为![!-A!K3>R。【结论】本研究中的 Y=7AU(-@ 蛋白对粉纹夜蛾、甜菜夜蛾和棉铃虫幼虫均能表现高杀

虫活性，而 Y=7AU(-& 蛋白仅对粉纹夜蛾幼虫有活性，实验结果表明 Y=7AU 蛋白个别氨基酸的变化对其杀虫

活性影响很大。
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J;6+*?5［#］和 W(++D)［-］等于 #""& 年和 #""H 年分

别从 . < #1/’&-+&2-0&0 菌株 UBHH 和 . < "2’2/0 菌株

UB@H 上清液中发现了新型分泌杀虫蛋白，即营养期

杀虫蛋白（SDKD6(6=SD =);D?6=?=O(: 7+96D=);，Y.P;），该类

蛋白从对数生长中期开始分泌，直到稳定前期达到

最高 峰，具 有 热 不 稳 定 性，"2\ 处 理 -$>=) 便 失

活［#］；一般不形成伴孢晶体且与已知的杀虫晶体蛋

白（.);D?6=?=O(: 1+,;6(: P+96D=);，.1P;）没有序列相似

性，最 重 要 的 是 其 杀 虫 作 用 机 理 与 .1P; 不 同［A］。

Y=7AU 毒蛋白在 7] 2 ^ #$ 之间都可溶解，其 1I端不

被切除，与敏感昆虫上皮细胞结合，诱发昆虫细胞凋

亡，细胞核溶解，导致昆虫死亡［A % !］。该蛋白的发现

使 B6 在杀虫活性、杀虫范围方面得到很大突破，在

一定程度上克服了多种害虫对 .1P; 低敏感或不敏

感的弊端。有报道表明 Y=7AU 蛋白对草地贪夜蛾

（ ,4(6(4#2’$ :’/+&42’6$ ）、甜 菜 夜 蛾（ ,4(6(4#2’$
27&+/$）、烟芽夜蛾（82*&(#1&0 3&’20"2-0）等对杀虫晶体

蛋白 .1P; 不敏感或低敏感的昆虫具有杀虫活性［#］，

对小地老虎（!+’(#&0 &40&*(-）的毒性比 1+,#U? 高 -&$
倍［A，2］。可见，Y.P; 是一个极为丰富而且具有巨大



潜力的资源，该领域已成为 !" 研究的热点。

目前 #$%!&%’ 已收录的全长 !"# 基因主要是

!"#($ 类基因，在 #$%!&%’ 上登录的 !"#($ 全长基因

共 有 )* 个（+,!-./""0：112223 +,!-3 !4&5"%）。 对

!"#($ 基因的序列分析表明该类基因在遗传上相当

保守，刘金环等利用 6,7.7896 方法鉴定 :;0(< 基因

型的结果也证实该类基因的保守性［=］。>;0(< 蛋白

间的相似性很高，多数在 ?*@=A B CDDA之间，通过

氨基酸序列比对分析，发现已鉴定的 >;0(< 蛋白在

第 )*E、(F*、ED=、F(=、=((、GFF、G=C 和 GG= 位氨基酸

的变动频率均较高。但是蛋白间仅几个氨基酸的差

异，杀虫谱和毒性却差异很大，>;0*( 蛋白 +.端比

>;0.,? 蛋白多两个氨基酸，对小菜蛾表现高活性，而

>;0.,? 对小菜蛾的活性很低［G H *］。进一步分离克隆

新型 !"#($ 类基因，研究其杀虫范围及杀虫毒力，为

明确其结构与功能的相互关系创造条件，也为高效

转基因工程菌和工程植物的研制提供基因资源。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：所用菌株和质粒见表 C，抗生素

使用浓度分别为氨苄青霉素（<I0J）CDD!K1I9 和卡

那霉素（L&%J）(D!K1I9。

! " ! " # 主要试剂：6,7扩增相关试剂、限制性内切

表 ! 菌株和质粒

M&N4$ C M/$ 5"J&;%5 &%O 04&5I;O5
P"J&;%5 &%O 04&5I;O5 ,/&J&Q"$J;5";Q5 RJ;K;%

%&’()*"’("+ ’,-"

% 3 ’,-" M#C &.#% (&/"F18’0(" 1C)"（ -$’.#*,）0*+2(= #*,$3 S

4+’5"TCF

% 3 ’,-" TCF L&%J 2;"/ 07U6E PV004;$O NW XYQ"YJ 6&%K Z;

% 3 ’,-" T(D:;0.)G % 3 ’,-" TCF 2;"/ 0(D:;0.)G，<I0J，L&%J M/;5 2YJ’

% 3 ’,-" T(D:;0.)= % 3 ’,-" TCF 2;"/ 0(D:;0.)=，<I0J，L&%J M/;5 2YJ’

3 3 0(.*"67")6&"&

CGC !" ;5Y4&"$5 [;4O 5"J&;%5 M/;5 9&N

64&5I;O（:$Q"YJ）

0TX4*.M :$Q"YJ )@=?’N，<I0J M&L&7&

0\U(D (@E’N，<I0J PV004;$O NW XYQ"YJ 6&%K Z;

0M>.C= 0TX4*.M :$Q"YJ QY%"&;%;%K ]V44 !"#($+)G K$%$，<I0J M/;5 2YJ’

0M>.M8? 0TX4*.M :$Q"YJ QY%"&;%;%K ]V44 !"#($+)= K$%$，<I0J M/;5 2YJ’

0(D:;0.)G 0\U(D QY%"&;%;%K ]V44 !"#($+)G K$%$，<I0J M/;5 2YJ’

0(D:;0.M8? 0\U(D QY%"&;%;%K ]V44 !"#($+)= K$%$，<I0J M/;5 2YJ’

酶、ME X+< 4;K&5$ 和 X+< T&J’$J 均购自 M&L&7& 公

司。抗生素（<I0J 和 L&%J ）、&%";.J&NN;" -K#（<4’&4;%$
6/Y50/&"&5$ QY%^VK&"$ &%";NYOW O$:$4Y0$O ;% KY&" ）

（P;KI&）和其它生化试剂购自博士德生物工程有限

公司。>;0(<& 抗 体 由 中 山 大 学 庞 义 教 授 提 供。

+!M、!,-6 和 _+-\.CD 柱 X+< 胶回收试剂盒购自上

海生工生物工程技术服务有限公司。

!"# $%&’&()$ 分析

参照文献合成 !"#($ 基因型 6,7.7896 鉴定的

通用引物 P:;0F1P:;0(［=］。合成扩增全长 !"#($ 开放

阅读框的引物 >;0(<F1>;0(<(，在 F‘和 (‘分别引入

3+8a- 和 9+-- 内切酶位点［?］。6,7 反应条件：?Eb
( I;%；?EbC I;%；F=bC I;%；G)b) I;% ED5，() 个循

环；G)bCD I;%。

!"* +, 质粒 -./ 的制备

!" 质粒 X+< 的提取，采用 ,M<! 方法，参见分

子克隆实验手册［CD］，略有改进。

!"0 菌株中 123*/ 蛋白的银染和 456,578 9:;,
将菌株 M8? 和 !"C= 分别培养 )E/，分时段收集

上清，进行 PXP.6<#U 分析，然后进行 [$5"$J% N4Y" 分

析，即以 >;0(<& 蛋白的多克隆抗体作为一抗，以碱

性磷酸酶标记的 &%";.J&NN;" -K# 作为二抗，利用 +!M
和 !,-6 进行显色，检测两株 !" 菌株中 >;0(< 蛋白

的表达量随时间的变化情况。

!"< !"#*$% 基因克隆及表达载体的构建

利用 _+-\.CD 柱 X+< 胶回收试剂盒回收扩增

全长基因，与 0TX4*.M 载体连接，热激转化大肠杆菌

（%&’()*"’("+ ’,-"）M#C，蓝白斑筛选，酶切鉴定正确的
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重组质粒。将 !"#$%& 基因插入 #’($) 表达载体，转

化，筛选正确转化子。质粒提取、酶切、电泳鉴定、

*+% 片段回收、连接、感受态细胞的制备和大肠杆

菌的热激转化等均参照分子克隆实验手册［,)］进行。

!"# 目的蛋白 $%&’( 的诱导表达

挑取单菌落接种于 -./ 含 ,))!01./ 氨苄青霉

素和 $)!01./ 卡那霉素的 /2 液体培养基中，$34，

--) 51."6 过夜培养。以 , 7 ,)) 转接于 ,)./ 含有上

述抗生素的 /2 液体培养基，培养至 !"8)) 为 )9: ;
)93 时，加入 <=>? 至终浓度为 , ..@A1/ 进行诱导，

分别取培养 ,B 至 C B 的培养液 , ./ 进行 D*DE=%?(
分析，绘制生长曲线。

!") $%&’( 重组蛋白的 *+,-+./ 012- 分析

方法同 ,9F。

!"3 表达产物的可溶性分析

参照 文 献［G］对 诱 导 菌 体 进 行 超 声 波 处 理，

,)))) H 0，F4离心 -) ."6，吸取上清（含有可溶性蛋

白的粗提液 D），并保存沉淀（含有不溶蛋白的粗提

液 =），进行蛋白定量及 IJKLJ56 2A@L 分析。

!"4 蛋白浓度测定及生物活性分析

蛋白浓度测定参照 2M% 蛋白浓度测定试剂盒

（威格拉斯生物技术有限公司）说明书进行，根据蛋

白标准品浓度和吸光度制作蛋白浓度标准曲线，从

标准曲线和样品稀释倍数计算样品的蛋白浓度。

生物活性测定采用饲料表面覆盖法［,,］，以空载

菌诱导蛋白和灭菌双蒸水作对照，将已测定浓度的

蛋白样品经过系列稀释，得到不同浓度的生测样品，

对粉纹夜蛾、甜菜夜蛾和棉铃虫 $ 种鳞翅目昆虫的

初孵幼虫进行生物活性测定，进行 /M:) 分析。以

G:4处理 -) ."6 的目的蛋白作为参照，验证该类蛋

白的热不稳定性。

5 结果

5"! 0- 菌株中 !"#’$ 基因的 67898:;6 鉴定

对本实验室分离保存的 ,3, 株野生型 2L 菌株

进行 =MN 鉴定，8$ 株获得 #$%$& 基因 ,9F:OP 阳性产

物，即约有 $89CQ的菌株含有 #$%$& 基因。=MN 产

物经限制性内切酶 ’()N"和 *$+,#双酶切，均产

生约 C3)P#、-::P#、,C8P# 的片段，与 #$%$&-, 基因的

电泳 图 谱 一 致，即 8$ 株 含 有 的 #$%$& 基 因 均 与

#$%$&-, 相似，部分酶切鉴定结果见图 ,。

图 ! 0- 菌株 !"#’$ 基因扩增产物限制性酶切分析

R"0S , NJKL5"TL"@6 J6UV.J &6&AVK"K @W !"#$% 0J6JK &.#A"W"JX W5@. 2L KL5&"6KSYS$Z,3F , S 2L - - S 2L $ $ S 2L ,8 F S 2L -) : S 2L -3 8 S 2L $- 3 S 2L F3 C S 2L

FG G S 2L 8, ,) S 2L 83 ,, S 2L 3$ ,- S >R8 ,$ S >R3 ,FS >RG ,:S >R,) ,8 S ?D3

5"5 0- 菌株中 %"#’$ 蛋白的表达

将不同时段收集的上清，进行 D*DE=%?(，银染

结果表明自 3B 左右，均可以检测到约 CC O*& 的蛋

白，随着培养时间延长表达量增多，IJKLJ56 PA@L 分析

验证了该结果，即两菌株 ["#$% 蛋白大约都是自 3 B
开始明显检测到，从 G B 开始至 -) B 蛋白的表达量

维持高水平，增长缓慢，-)B 后 ["#$% 蛋白表达量降

低。,B ; ,: B 的具体检测结果如图 -%，-2 所示。

5"’ !"#’$& 基因的克隆

分别以菌株 2L,8 和 >RG 的质粒 *+% 为模板，进

行全长 #$%$& 基因 =MN 扩增，均获得 -9$3 OP 的阳

性 =MN 产物。分别将 =MN 产物回收，连接 #Y*ACE>
载体，经酶切及 =MN 鉴定得到正确的重组质粒，分

别命名为 #>[E>RG 和 #>[E,8。

5"< !"#’$& 基因的序列测定及分析

对 #>[E>RG 和 #>[E,8 的序列测定结果表明这

两种来自不同菌株的 #$%$&- 基因与已知 #$%$& 基因

的序 列 相 似 性 分 别 介 于 G893:Q ; GG93:Q 和

G8983Q ; GG9:CQ，?J62&6O 登录号分别为 (\-GFFG8
和 (\$$-,83。国际 2L 基因命名委员会正式分别命

名为 #$%$&--8（>RG）和 #$%$&--3（2L,8）。

["#$%&-8 与已知 ["#$% 蛋白氨基酸序列相似性

介于 G893)Q ; GG9,,Q，["#$%&-3 与已知 ["#$% 蛋

白氨 基 酸 序 列 相 似 性 介 于 G39$FQ ; GG9FGQ。

["#$%&-8 和 ["#$%&-3 与同类已知蛋白氨基酸序列

比对结果见表 -，第 G,、--$、$F-、$GC、FG,、:,F、8)C、

-,, ]"&65^ DBJ6 JL &A S 1&(.- /$(0)1$)2)3$(- 4$+$(-（-))G）FG（,）

Absent
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File: 0



!"#、!!$、%&!、%!% 位氨基酸与其它蛋 白 存 在 明 显 差异。

图 ! 菌株 "#$ %&’() *+,- %&’() 蛋白的表达情况分析

’()*$ +,+-./01 232456(6 78 9:; <(=>/ 8?7@ A’B（/）23C <(=>/ 8?7@ D9&!（D）* E* .?79;(3 E2?F;? & *& : $ *> : > *G : " *! : G *% : ! *H : % *B : H *&#

: B *&& : &# *&$ : && *&> : &$ *&" : &> *&G :

表 ! %&’().!-/ %&’().!0 与其它同源蛋白氨基酸序列比较

A2I4; $ /32456(6 78 <(=>/2$!J <(=>/2$% K(9: 79:;? <(=>/ C;CLM;C

.?79;(3
/@(?7 2M(C ?;6(CL;

B& &$& &$B $&% $$> $H" >"$ >BH "G& "!" "!! "B& G&" !#G !#H !"# !!$ %&! %"$ %!$ %!%
<(=>/2$!! N O E P P P Q P , R A 1 . . N / ’ S 1 P A

<(=>/2$%! P O E P 0 P , 1 , R A 0 S . T A S ’ 1 P O
<(=>/2&# P O E P , P , P , R A 0 S . T A ’ ’ 1 P O
<(=>/2& P O E P , U , P , R A 0 S . T A ’ ’ 1 P O
<(=>/2&> P O E P , P , P , T A 0 S . T A ’ ’ 1 P O
<(=>/2&! P S E P , P , P , R A 0 S . T A ’ ’ 1 P O
<(=>VR&B% P O E P , P , P , R / 0 S . T A ’ ’ 1 1 O
<(=>DN P O E Q , P , 1 , R A 0 S . T A ’ ’ 1 P O
<(=>/2&H P O E P , P , P , R A 0 S A T A ’ ’ 1 P O
<(=>-/DG& P O E P , P , P 0 R A 0 S . T A ’ ’ 1 P O
<(=>/2$# P O O P , U , P , R A 0 S . T A ’ ’ 1 P O
<(=>/2B P O E P , P , P , R A 0 S . T A ’ ’ 0 P O

!A:(6 69LC5*

!12 重组表达载体的构建与 !"#($% 的表达

将克隆有 !"#>$ 基因的重组质粒 =A<-A’B 与

=A<-&! 和表达载体 =U1># 分别用 %&’T!和 (&)!
双酶切，回收 $W" FI 目的片段和 >W" FI 载体片段，

连接后转化 * * +,)" A0&，提取质粒，经酶切及 .XN
鉴定，得 到 正 确 的 重 组 质 粒 命 名 为 =>#Y(=-$! 和

=>#Y(=-$%。将表达载体转化 * * +,)" E&G 进行诱导表

达，转化子 E>#Y(=-$! 和 E>#Y(=-$% 经过终浓度为

& @@74ZS O.A0 诱导后，!"#>$&$!Z$% 基因均能够表达

HHF,2的多肽，生长曲线结果表明诱导菌的生长速

度明显低于非诱导菌（结果未列出）。

对诱导 & [ H: 的目的蛋白样品分别进行 +,+-
./01 分析，可发现目的蛋白随诱导时间的延长表

达量逐渐增多，到第 ! : 时达到最大，约占总蛋白的

GG\（图 >-/、图 "-/），直至诱导 $" : 时，仍维持较高

的蛋白表达量（结果未列出），而其它蛋白表达量随

时间变化不大。该结果进一步经 V;69;?3 I479 分析

得到证实（图 >-D、图 "-D），目的蛋白均能够与 <(=>/
特异性抗体相结合，产生约 HHF,2 的阳性信号，诱导

!: 时蛋白表达量达到最大，而空载菌和非诱导菌均

没有检测到阳性信号。

!1- %&’().!- 蛋 白 和 %&’().!0 蛋 白 的 可 溶 性

分析

将含有可溶性蛋白的粗提物 + 与含有不溶蛋白

的粗提物 . 进行定量及 V;69;?3 I479 分析，结果如图

G 所示，<(=>/2$! 蛋白和 <(=>/2$% 蛋白的可溶性蛋

白含量很低，约占目的蛋白总量的 &#\，目的蛋白

主要以包涵体形式存在。
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图 ! !"#!$%"# 在 & $ ’()" %&’ 中表达的 ()(*+,-.（,）和 /012034*5672（5）分析

!"#$% &’&()*+,（*）-./ 012314. 5673（8）-.-69212 7: 1;<4122"7. 7: !"#%$%=> ". & $ ’()" ?@A$ ?$ )4731". ?-4B14；@$ ?@A［<C,%D］E"3F7G3 H)I+

"./GJ3"7. ；= $ ?@A［<C,%D］E"3F H)I+ "./GJ3"7.；%$ ?%D K"<%*-=> E"3F7G3 H)I+ "./GJ3"7.；L M @@$ ?%D K"<%*-=> :74 @F M NF JG63"K-3"7. E"3F H)I+

"./GJ3"7.；@= $ 2G<14.-3-.3 7: 3F1 I!O :74 @=F$

图 8 !"#!$%"9 在 & $ ’()" %&’ 中表达的 ()(: +,-.（,）和 /012034 ;672（5）分析

!"#$L &’&()*+,（*）-./ 012314. 5673（8）-.-69212 7: 1;<4122"7. 7: !"#%$%=P ". & $ ’()" ?@A$ ?$ )4731". ?-4B14；@ $ ?@A［<C,%D］E"3F7G3 H)I+

"./GJ3"7.；=$ ?@A［<C,%D］E"3F H)I+ "./GJ3"7.；%$ ?%D K"<%*-=P E"3F7G3 H)I+ "./GJ3"7.；L M @@$ ?%D K"<%*-=P :74 @ F M NF JG63"K-3"7. E"3F H)I+

"./GJ3"7.；@= $ 2G<14.-3-.3 7: 3F1 83@> :74 @=F$

"<9 生物测定

按照 方 法 @QO 进 行 生 物 测 定，结 果 显 示

R"<%*-=> 对 * $ +" 初孵幼虫具有杀虫活性，STAD 值

为 LQL=%!#UVS，对 , $ -."/0% 和 1 $ %23"/-2% 初孵幼

虫抑 制 活 性 较 低（表 %）。R"<%*-=P 对 * $ +"，, $
-."/0% 和 1 $ %23"/-2% 的初孵幼虫均具有较高的杀

虫活性，对 * $ +" 幼虫的毒力最高，对 1 $ %23"/-2%
幼虫的毒力相对较低，对 , $ -."/0% 幼虫的毒力居

中，STAD 值 分 别 为 DQ@=A !#UVS、DQ=%N !#UVS 和

OQ=%N!#UVS（表 %、L）。OAW处理 =D V". 的目的蛋白

全部失去杀虫活性。

! 讨论

利用 )TX(X!S) 方法，从我国自行分离的 @P@
株 83 菌株中共筛选出 >% 株含有 !"#%$ 基因，分布

率为 %>QNLY，比 ,234GJF、陈建武、刘荣梅得出的分

布率偏高，比蔡启良的结果 偏 低［@，P Z O］，筛 选 出 的

!"#%$ 基因与 !"#%$%@ 基因型相似，说明 !"#%$ 基因

相当保守，其中 !"#%$%@ 类基因居多，这与刘金环等

的研究结果基本一致［>］。012314. 8673 分析表明，本

L@@ ["-.4G &F1. 13 -6 $ U$’4% 5"’2(6"()(/"’% ,"+"’%（=DDO）LO（@）
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图 ! "#$%&’()（&）和 "#$%&’(*（+）可 溶 性 蛋 白 的

,-./-01 234/ 分析

!"#$% &’()’*+ ,-.) /+/-0("( .1 2"345/67（5）/+8 2"345/69（:）$ ;$

<*.)’"+ ;/*=’*；> $ ?.)/- 3*.)’"+( .1 *’@.A,"+/+)（5）;4BC"3D?!E /+8
（:）;4BC"3D>7；6 $ F.-G,-’ 1*/@)".+ .1（5）;4BC"3D?!E（F）/+8（:）

;4BC"3D>7（F）；4$ 3’--’)( .1 *’@.A,"+/+)（5）;4BC"3D?!E（<）/+8（:）

;4BC"3D>7（<）$

研究中克隆的目的基因能够表达与 2"345 特异性抗

体相结合的目的蛋白，即产生约 HH =I/ 的阳性信

号。FIFD<5JK 和 &’()’*+ :-.) 结果共同表明，重组

菌在诱导 7 L 时蛋白表达量达到最大，这与陈建武

所表达的 2"345DF>HM 相比，重组蛋白的诱导速度快

而且表达水平高［E］，说明本研究中克隆的 6 个 !"#4$
基因具有更高的实用意义。

表 % "#$%&’() 蛋白对粉纹夜蛾初孵幼虫

的毒力分析结果

?/,-’ 4 :"./((/0 *’(G-)( .1 2"345/67
3*.)’"+ /#/"+() % $ &" +’.+/)’(

?’()’8
"+(’@)(

?.N"@ *’#*’((".+
1.*AG-/

2/-G’ .1
OP%B（!#QAO）

E%R!"8G@"/-
-"A")(

% $ &" ’ S BTM>>B( U 4TE>67 MTM64 >T9BH V >>TM%6

表 5 "#$%&’(* 蛋白对粉纹夜蛾、甜菜夜蛾和

棉铃虫初孵幼虫的毒力分析结果

?/,-’ M :"./((/0 *’(G-)( .1 2"345/69 3*.)’"+ /#/"+()
% $ &"，) $ *("+,- /+8 . $ -/0"+*/- +’.+/)’(

?’()’8
"+(’@)(

?.N"@ *’#*’((".+
1.*AG-/

2/-G’ .1
OP%B（!#QAO）

E%R!"8G@"/-
-"A")(

% $ &" ’ S BT4B4%( U MT4746 BT>6% BTB4H V BTM>>
) $ *("+,- ’ S BT67M%( U MT74%E BT64H BTB%7 V >TB>>
. $ -/0"+*/- ’ S BT9H66( U 4TM76% ET64H %TH49 V >MT766

结构 域 分 析 表 明，本 研 究 中 的 2"345/67 蛋 白 和

2"345/69 蛋白分别在 PD端 %47 W 777 位氨基酸残基

间有 一 个 糖 类 结 合 域（P:;V MV E，P/*,.L08*/)’
,"+8"+# 8.A/"+），推测可能参与敏感昆虫中肠受体结

合；应用 ?A/3 软件分析发现这两种 2"345 蛋白 XD

端 69> W 6E7 位氨基酸残基间存在一个跨膜螺旋，可

能与固有的穿孔特性有关。

生物测定结果显示，2"345/69 蛋白对 ) $ *("+,-
和. $ -/0"+*/- 初孵幼虫的杀虫活性均高于 2"345D
F>HM［E］，2"345DOF>［>6］ 和 2"345/67。 2"345/69 与

2"345DOF>（2"345/66）和 2"345/67 在 664、4EH、776、

9>7 位置的氨基酸存在不同，且疏水性和亲水性存

在明显差异，推测 664、4EH、776、9>7 位置上的某个

氨基酸处于特殊活性功能区。氨基酸的极性与蛋白

的三维结构和功能密切相关，2"345/69 蛋白在 664，

4EH 和 7MB 位置上的氨基酸极性与其它 2"345/ 相应

的氨基酸极性不同，决定其三维结构和功能与其它

2"345/ 蛋白不同，推测这是 2"345/69 蛋白活性高于

其它 2"345/ 蛋白活性的原因之一。

2"345/67 蛋白与对鳞翅目高毒力的 2"345/ 蛋

白相比，在 E>、4M6、ME>、%>M、7BH、7MB、9>7、979 位置

上的氨基酸存在明显差异，并且在 ME>、%>M、7BH、

7MB、9>7、979 位置的氨基酸疏水性和亲水性存在明

显差别，F’-C/3/+8"0/+ 等证明 2"345 蛋白 PD端含有

稳定功能区［>4］，对于维持 2"34 活性至关重要，缺失

或增加几个氨基酸都会使它的活性完全丧失，因此

不同 2"34 蛋白 PD端的变异可能是对不同生物活性

的选择［>M］。因此推测是 ME>、%>M、7BH、7MB、9>7、979
位置上氨基酸的变动导致了 2"345/67 蛋白杀虫活

性的变化。

C"345/67 和 C"345/69 基因的获得将为基因改

造、工程菌和转基因植物的构建提供基因来源，通过

与其它 !"# 基因进行基因序列交换或者改造，有望

得到杀虫谱更广、杀虫活性更高的融合基因［>%］。将

!"#4$ 基因单独在高毒力 :) 菌株中进行表达或将该

基因与 YP<( 基因进行共表达，这样构建的工程菌株

对于提高 YP<( 蛋白的杀虫活性和克服昆虫对 YP<(
产生抗性等方面均具有重要意义。
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