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摘 要：从苏云金芽胞杆菌拟步行甲亚种 H69:&3#"中克隆得到一个大小约 &"I$ J/的质粒 K6L6&3"，构建了该质粒
的限制性图谱，通过功能验证，将其最小的复制区定位在一个 &&"&/K的片段上。分析了包含有这个复制区的一个
大小为 !&"$ /K的核苷酸序列，该片段包含有 4个编码框（MN;&、M;N$和 MN;4）。氨基酸序列同源性比较发现，
MN;&（3#388）与 OP0+:旋促酶、重组酶 N,-+和 N,-6家族具有 $%Q R 4%Q的相似性；MN;$（&!288）没有发现与任何
已知序列具有同源性；MN;4（7488）与 KST4中一个未知功能的蛋白（MN;3）具有 4!Q的相似性。通过缺失及序列比
较分析推测 MN;$可能编码一种新的复制蛋白。因此 K6L6&3"的复制类型可能属于一类新的复制家族。利用最小
复制区构建的重组质粒在无抗生素选择压力下可稳定遗传 !%多代，具备构建稳定遗传质粒载体的潜力。
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苏云金芽胞杆菌（!"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’）是一种
革兰氏阳性细菌，能够产生具有多种杀虫活性的杀

虫晶体蛋白，被广泛应用于杀虫剂的研发与生产当

中。但作为生物杀虫剂，许多具有高毒力的苏云金

芽胞杆菌株系的杀虫谱比较窄；而 $% 世纪 7% 年代
中期以来，在室内实验和田间实验中均筛选到对苏

云金芽胞杆菌制剂产生了抗性的害虫［&，$］，影响了该

菌的应用。解决这些问题的一个重要方法就是构建

高效、广谱的重组菌株。该菌的绝大多数野生菌株

都含有丰富多样的内生质粒，因此质粒间的不相容

性给重组菌株的构建带来了较大的困难，而利用其

自身质粒构建的载体，在提高工程菌稳定性和对环

境的安全性方面有很大的价值。目前研究主要包括

两个方面，一是利用质粒消除的方法筛选受体菌，二

是利用稳定的复制子构建稳定遗传的质粒载体。

质粒的复制通常具有 4种主要类型：滚环复制
（0())?BV:-?0-),）型、!复制型以及 +环复制［4］。滚环复
制的质粒（简称 N5质粒）分子量通常较小，在细胞
中拷贝数较高。其复制需要 4种结构分子：（&）编码
复制蛋白的 *-. 基因及其调节因子；（$）双链复制起
始区（简称 /’0 区），该区域包括 N,K蛋白识别位点

1$+/ 和切割位点 +$#，常常具有多个茎环或十字形结
构；（4）单链复制起始区（简称 ’’0 区）［4 R "］。一般情
况下，质粒复制所需的最小复制子包括完整的 *-.
基因和 /’0 区，根据 N,K蛋白和 /’0 区的相似性，N5
质粒被分成了 &3 个不同的家族（DWWK：XXYYY* ,@@,= *
<- * AJX/@X@W<ZZX(@/(0BX+[N:D(.,* DW.），它们代表了所
有已知的滚环复制的复制子［"，#］。

目前对苏云金芽胞杆菌的多个亚种的质粒及其

复制子已经展开了较为深入的研究，而对拟步行甲

亚种质粒的研究还比较少。利用逐级升温结合 \+\
培养消除拟步行甲亚种 H69:&3#" 的内生质粒过程
中，发现一个大小约 &"I$J/的质粒（K6L6&3"）异常
稳定。目前拟步行甲亚种中仅有由本课题组从菌株

H69:&3#"中克隆得到了一个复制子 (0?&#"［3］。鉴于
K6L6&3"在 H69:&3#"菌株中异常稳定，本研究希望
找到该质粒的复制区，研究其稳定机制并最终应用

于稳定的穿梭载体的构建，解决工程菌构建中由质

粒的不相容性带来的问题。

另一方面，由于苏云金芽胞杆菌的较大质粒上

常定位有杀虫晶体蛋白基因，因此对它的研究比较

深入，而对以滚环方式复制的较小质粒的研究却比



较少。目前已经公布的以滚环方式复制的苏云金芽

胞杆菌质粒还很少［!，" # $%］，基本上都已经完成了全

序列测定并进行了功能分析，同时根据 &’(蛋白和
!"# 区的特点将他们归类。推测本文构建的拟步行
甲亚种中的 ()*)$+,也应遵循滚环复制，因此本文
希望能够对该质粒的复制机制进行研究，为其分类

提供一定的理论和实验依据。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和质粒：表 $ 为本实验所用菌株和
质粒。

表 ! 实验所用的菌株与质粒
-./0’ $ -1’ /.23’45. .67 (0.89578 :8’7 56 3158 ;<4=

>34.56 <4 (0.8957 ?1.4.23’4583528 ><:42’ <4 4’@’4’62’
$"%&’()%&)* %#+)
-A$ ",-$BB，&"!!,，.&)!（ +*%C-(#/0）DEF［ .(*1%!，-(#/0 G，+*%23，+*%4!*$,］ -158 0./<4.3<4H
-A$（()*)$+,$I） -A$ 2<63.5656J ()*)$+,$I -158 ;<4=
-A$（()*)$+,KI） -A$ 2<63.5656J ()*)$+,KI -158 ;<4=

0*%)++," .&,()56)’5")"
L)-C$+!, 0 M .&,()56)’5")" 8:/8(M .’5’7()#5)"，N"./ >3<4’7 56 3158 0./
)*)$OC% L)-C$+!, 2:4’7 31’ 0.4J’83 (0.8957 -158 ;<4=
)*)$+, L)-C$+!, 2:4’7C(.435.0 (0.89578，<60H 2<63.5656J ()*)$+, -158 ;<4=
)*)$+$ 0 M .&,()56)’5")" 8:/8(M 8,(".*8)，N%./2，.24H83.005@’4<:8，(0.8957C2:4’7 834.56 -158 0./<4.3<4H
)*)$+$C$+,$ )*)$+$ 2<63.5656J ()*)$+,$ -158 ;<4=
)*)$+$C$+,$? )*)$+$ 2<63.5656J ()*)$+,$? -158 ;<4=
)*)$+$C$+,$P )*)$+$ 2<63.5656J ()*)$+,$P -158 ;<4=

I0.8957
(Q?$O $ M %#+) 20<656J R’23<4，S9(4；KT!O =/ -158 0./<4.3<4H
(PA+"U $ M %#+) 20<656J R’23<4，S9(4，V.64；BTB =/ I4<R57’7 /H )A>?
()*)$+, . (0.8957 56 )*)$+,，./<:3 $!T! =/ -158 ;<4=
()*)$+,$I (Q?$O ;531 ()*)$+,D9+*!（./<:3 BTK =/），./<:3 !TO =/ -158 ;<4=
()*)$+,KI (Q?$O ;531 ()*)$+,D9+*!（./<:3 $$TU =/），./<:3 $,T+ =/ -158 ;<4=
()*)$+,$ (PA+"U ;531 ()*)$+,$ID:*%!C;".!（./<:3 BTK =/），./<:3 "T! =/ -158 ;<4=
()*)$+,K (PA+"U ;531 ()*)$+,$ID:*%!C;".!（./<:3 $$TU =/），./<:3 $,TB =/ -158 ;<4=
()*)$+,$S (PA+"U ;531 ()*)$+,$ID$%#&!（./<:3 $T% =/），./<:3 ,T+ =/ -158 ;<4=
()*)$+,$) (PA+"U ;531 ()*)$+,$ID<7*!C;".!（./<:3 %TU =/），./<:3 +TB =/ -158 ;<4=
()*)$+,$? (PA+"U ;531 ()*)$+,$ID$%#&"C :*%!（./<:3 KT$ =/），./<:3 !T, =/ -158 ;<4=
()*)$+,$P (PA+"U ;531 ()*)$+,$ID<7*!（./<:3$TK =/），./<:3 ,T! =/ -158 ;<4=

!"!"# 主要试剂和仪器：各种限制性内切酶，-B
PWS连接酶，=*3 PWS聚合酶，碱性磷酸酶（?XSI）
等酶制剂以及 PWS 分子量标准（如#PWSD>)57$
*.4=’4，$=/ Y.77’4）均为 -.V.&.公司产品；抗生素、
十二烷基硫酸钠（>P>）、溶菌酶及 &WS酶为进口分
装；主要生化试剂购自武汉亚法、武汉天元、上海生

工和北京原平皓公司，其余普通试剂均为国产试剂；

PWS凝胶回收使用 ZCJ’6’公司的 PWS A’0 [\34.235<6
V53。氨苄青霉素（S9(）使用浓度为 $UU%JD9Y，卡那
霉素（V.6）使用浓度为 ,U%JD9Y。
本实验中所用的主要仪器设备如下：离心机型

号为 ,B$,P和 ,B$,&，购自 [((’67<@公司；电脉冲仪
型号为 A’6’(:08’4-*为 )5<C&.7 产品；恒温摇床型号
为 N]Y$,U?，购自中国科学院武汉科学仪器厂；生化
培养箱型号为 Y&NCK,US，购自广东省医疗器械厂。
!"# 培养基和培养条件
大肠杆菌（$"%&’()%&)* %#+)）使用 Y) 培养基，于

%+^培养。苏云金芽胞杆菌（0*%)++," .&,()56)’5")"）使
用 Y)培养基，于 K"^培养。抗生素的终浓度分别
为：氨苄青霉素（S9(）$UU%JDY，卡那霉素（V.6）,U%JDY。
!"$ 质粒 %&’的分离和纯化
大肠杆菌质粒的分离参照文献［$B］的方法，苏

云金芽胞杆菌质粒的分离参照文献［$,］的方法。酶
切后的 PWS使用 PWS A’0 [\34.235<6 V53回收纯化。
!"( 重组质粒的构建、转化及其稳定性检测
重组质粒的构建参照文献［$B］的方法。大肠杆

菌的常规转化采用氯化钙法［$B］，苏云金芽胞杆菌采

用电转化法。参照文献［+］检测重组质粒的稳定性。
!") 序列测定和分析
北京奥科公司完成测序。序列分析采用 _&EC

@567’4（133(：DD;;;M 62/5 M 609M 651 M J<RDJ<4@DJ<4@ M 1390）软
件，序列同源性比较在 A’6).6=中利用 )YS>-程序
（133(：DD;;;M 62/5 M 609M 651 M J<RD/0.83D）进行。

%%"KUU,，Z<0MB, W<M! 韩冬梅等：苏云金芽胞杆菌拟步行甲亚种 L)-C$+!,中稳定质粒 ()*)$+,的克隆和功能分析



! 结果和分析

!"# $%&%#’(的限制酶图谱

表 ! $%&%#’(的限制性内切酶分析
!"#$% & ’%()*+,)+-. %./-.0,$%"(% "."$1(+( -2 3454678

9*":;%.)(
.0;#%*

<+=% -2 *%()*+,)+-. 2*":;%.)(（>#）

!"#’! $%&" ’(&" )""" *+,"
!"#’!
? $%&"

!"#’!
? ’(&"

!"#’!
? )"""

!"#’!
? *+,"

$%&"
? ’(&"

6 68@A 66@A B@7 C@6 7@8 66@A B@7 C@6 7@8 C@7
& D@& D@D D@8 E@8 &@6 E@8 &@C &@F E@6
E A@B &@8 &@F &@6 A@B &@8 &@F 6@E
D 6@D A@B 6@7 6@D 6@E
8 6@& A@B

!-)"$ 68@A 68@& 68@A 68@6 68@A 68@& 68@A 68@6 68@E 68@E

G4!H67F8菌株含有 E个以上内生质粒，经过逐
级升温结合 <I< 培养的方法消除质粒后获得只含
有一个异常稳定的 68@&>#左右的质粒（3454678）的
菌株，将该菌株命名为 454678（图 6）。由于
3454678高度稳定，用其构建稳定遗传的质粒载体
方面具有很大潜力，因此展开了对它的研究。直接

从 454678中抽提质粒 3454678，利用 &F种常用的
限制性内切酶对其进行酶切，确定了该质粒上各种

酶的酶切位点个数。选用限制性内切酶 !"#’!、
$%&"、*+,"、’(&"及 )"""分别进行单酶切和双
酶切消化，然后进行琼脂糖凝胶电泳。以#IJK L
-.//$片段和 6 ># IJK M"//%*作为分子量标准，以
各片段的迁移距离为横坐标，以各片段分子量的常

用对数值为纵坐标，绘制出 IJK分子量标准曲线，
再利用该曲线根据各个限制片段的迁移距离，测定

其分子量大小（表 &）。按照文献［6F］的方法，

图 # 苏云金芽胞杆菌 )%*+#’,(及其质粒部分消除突变
株的质粒琼脂糖凝胶电泳

9+:N6 K:"*-(% :%$ %$%,)*-3O-*%(+( -2 3$"(;+/( -2 0 N 1234./5.,/6.6 G4!H

67F8 "./ +)( ,0*%/H3"*)+"$ 3$"(;+/ ;0)".) ()*"+.(

5N#IJK L-.//$；6@P$"(;+/ +. G4!H67F8；&@P$"(;+/ +. 4546BHE；

E@P$"(;+/ +. 454678N

同时参照 3454678中 D@&># $%&"酶切片段的测序

结果（见后文），绘制出 3454678 的限制酶图谱
（图 &）。

图 ! 质粒 $%&%#’(的限制酶图谱
9+:N& !O% *%()*+,)+-. ;"3 -2 3454678

<O"/%/ "*%"：)O% *%3$+,")+.: *%:+-.N

!"! $%&%#’(复制区的克隆
通过分析 3454678 的物理图谱，选用 $%&"进

行酶切消化，得到大小约为 D@&>#和 66@A>#的两个
片段。从凝胶中分别回收并纯化这两个片段，再与

载体 3QR6BL)"""连接，转化到 ! N "#%. !S6中，所得
重组质粒命名为 34546786P和 3454678&P，分别酶
切两质粒，将回收的约 D@&>#和 66@A># *&""H761"
片段克隆到载体 3IS7CA 上，获得 34546786 和
3454678&，再分别转入苏云金芽胞杆菌库斯塔克亚
种无质粒突变株 454676中。
结果发现，34546786 能够在这个菌株中复制，

而 3454678&则不能。这证明 3454678复制区定位
在这个大约 D@&>#的片段上。
!"- 氨基酸及核苷酸序列分析
对 34546786P上的亚克隆片段进行测序，大小

为 D68&#3。经 T’9H2+./%*软件分析发现该片段包含
有 E个编码框（T’96、T9’& 和 T’9E），可分别编码
7F7个、6DB个和 CE个氨基酸组成的蛋白质（图 E）。
进行氨基酸同源性分析，其 T’96（7F7KK）与 QU*IH

DEC 微生物学报 )"1& 8."4#(.#%#5."& *./."& &AA8，V-$ND8 J-NF



旋促酶（!"#$%&’"）、重组酶 ("%) 和 ("%* 家族具有
+,- . /,-的相似性；没有发现 0(1+（23455）与任
何已知序列具有相似性；0(1/（6/55）与 789/ 中的
一个未知功能的潜在蛋白（0(1:）具有 /3-的相似
性，其编码基因邻近 789/的 ("7蛋白编码基因。
将该片段进行核苷酸的 *#&’; 分析发现，0(1+

和 0(1/之间的一个大小为 6< =7的片段（第 />6, .
/:>3个碱基）与 789/ 中的 !"# 基因（0(1>）和 0(1:
之间一段区域（第 333> . 3</,个碱基）具有 :3-的
相似性（图 /）。此外，0(12上游的一个大小为 32 =7
的片段（第 2<, . 24, 个碱基）与 7*?*+,>+ 的 0(12
和 0(1+之间的第 23+3 至第 23>3 个碱基之间区段
有 4+-的相似性（图 /），并且该区域富含 5@（5@含
量占 :/-）。

图 ! "#$#%&’的复制区分析图谱
1$AB/ @!" C"7#$%&;$DA C"A$ED &D&#F’$’ EG 7*?*2:<2

进行核苷酸序列二级结构分析发现，在 0(1+
内及其上游，具有多个茎环结构（图 3），其中一个较
大的茎环结构位于 0(1+上游第 /6+2 . /6>:个碱基
之间，8$==’自由能为 H 22I> J%&#’，是这些茎环结构
中最为稳定的，推测这个区域可能是 $%& 区。
综上分析，推测 0(1+可能编码 ("7蛋白。

图 ( )*+,内及其上游的茎环结构示意图
1$AB3 @!" ’;"KL#EE7’ $D 0(1+ &DM $;’ N7’;C"&K（!8 O H /I<J%&#’）

,-( "#$#%&’的最小复制区
用不同的限制性内切酶酶切 32<+ =7 的片段，

分别与质粒载体 7)8:6, 相连，构建了 3 个重组子
（ 7*?*2:<25， 7*?*2:<2*， 7*?*2:<2P 和
7*?*2:<2)）（图 /）。将他们分别转入 *?*2:2后发
现，7*?*2:<25 和 7*?*2:<2* 不具有复制功能而
7*?*2:<2P 和 7*?*2:<2) 能够复制。这说明复制

区域在 7*?*2:<2)的 ’()!L*+)!片段上。
,-’ 重组质粒的遗传稳定性
重组质粒 7*?*2:<2、7*?*2:<2P和 7*?*2:<2)

转化进入菌株 *?*2:2后进行稳定性检测发现含有
完整的 /个 0(1’的 7*?*2:<2 的稳定性为 ,-，而
不含有 0(12 的 7*?*2:<2P 和 7*?*2:<2) 均为
2,,-。由此推测，可能是 0(12造成了 7*?*2:<的
复制不稳定。

! 讨论

Q*@L2:>< 菌株属于苏云金芽胞杆菌拟步行甲
亚种，目前已经从该菌的一个大质粒上克隆得到了

这一亚种中的第一个复制子［:］。本研究克隆了该菌

中的最小质粒、找到了它的复制区并对其进行了序

列及功能分析，这是拟步行甲亚种中的第一个小质

粒克隆。经过对其核苷酸序列进行 =#&’;分析发现，
7*?*2:<只与 7*?*+,>+和 789/的部分未知功能区
域具有相似性，这两个质粒均采用滚环复制机制，又

因为没有发现 7*?*2:< 与任何"复制质粒有相似
性，同时它只有 2<I+J= 左右大小，由此推测
7*?*2:<可能属于滚环复制质粒。
有研究表明同一个滚环复制质粒家族的 ,-. 位

点具有高度保守性，而 (-,$ 位点则不存在保守性，
同时其复制蛋白也具有较高的相似性［/ . <］。值得注

意的是，0(1+ 编码的潜在蛋白不与任何已知 ("7
蛋白家族具有相似性，而 7*?*2:< 中包含着 0(1+
和 0(1/的复制区核苷酸序列也没有与已知的 2:
个家族中相似的区域。滚环复制型质粒分类的主要

依据是复制子的相似性［/，2+，2:，26］，在 )&;&=&’" EG
R#&’K$M ("7#$%ED’（!;;7：SSTTTB "’’"U B &% B NJS=’S’;&GGS
E’=ECDS)R(H !EK"B !;K）上对滚环复制 2:个家族的分
类也主要依据了 ("7蛋白的相似性。因此根据本研
究结果，建议将 7*?*2:<列为一个新的复制家族。
稳定性测验发现，含有完整的 / 个 0(1 的

7*?*2:<2在 *?*2:2 中非常不稳定，而不含 0(12
的 7*?*2:<2P和 7*?*2:<2)则很稳定。由此我们
猜测，0(12或其两侧的某些区域可能导致了复制的
不稳定；而 7*?*2:< 在其宿主菌 Q*@L2:>< 中又是
高度稳定，因此在 7*?*2:< 的未知区域，或者在其
宿主菌的染色体 )V5中，可能具有某些功能组件调
控 0(12的作用。应用这个复制区构建稳定的质粒
载体，对解决该亚种工程菌构建中由质粒的不相容

性带来的问题非常重要，这个方面的工作还需要进

一步深入进行。
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