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提 要 球形芽孢杆菌6)$*!是我国分离的一株对蚊幼虫有毒杀作用的高毒力菌株，对库

蚊、按蚊幼虫的毒性高于’)(’菌株，A349>-:0杂交证明6)$*!总;+=中)B&CDE,0FGGG片段

上带有*!B"和&!B*H;二元毒素基因，该片段由)*#"个核苷酸组成，核苷酸序列同’)(’菌

株的二元毒素基因序列完全相同。含二元毒素基因的重组质粒I6J$!和I6J$’能在大肠

杆菌中表达产生二元毒素蛋白，但表达量低，重组子杀蚊毒性低。无晶体型苏云金芽孢杆菌

以色列亚种重组子在其芽孢形成中能产生以晶体形式存在的二元毒素蛋白，其全发酵液和纯

化晶体蛋白的杀蚊活性与6)$*!相近。
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蚊虫是多种人类传染疾病的传播媒介，象疟疾、丝虫病、乙型脑炎、黄热病和登革热

等，对人类的健康造成了极大的危害，控制蚊虫被认为是消除这些蚊媒疾病的唯一方法。

其中利用蚊虫病原菌球形芽孢杆菌（!"#$%%&’’()"*+$#&’简称!’）和苏云金杆菌以色列亚

种（!,-)&+$./$*.’$’/4D/IM$’+"*%*.’$’简称!-）进行蚊幼虫的生物控制是有效方法之一，

多年来一直成功地用于蚊虫的大面积防治〔!!’〕。

N/在其生长发育过程中能产生位于芽孢孢外膜内的伴孢晶体。蚊幼虫取食芽孢晶

体混合物后，晶体在蚊幼虫中肠碱性环境和蛋白酶的作用下被降解形成*!B"和&!B*H;
杀蚊活性蛋白〔)〕。研究结果表明单独的*!B"和&!B*H;蛋白对蚊幼虫无毒，只有两种蛋

白的协同作用才会表现出毒性，是一种二元毒素〔*!(〕。目前对编码二元毒素蛋白的基因

进行了克隆、核苷酸序列分析及在不同寄主中的表达，但其表达水平较低〔#〕。

6)$*!菌株是我室分离的一株高毒力的!’菌株，属血清型E&8&D型〔L〕，它所产生的

*!B"和&!B*H;毒素蛋白对库蚊（0&%*1/IIM）、按蚊（2.3()*%*’/IIM）和曼蚊（4".’3.$"
/IIM）都有很高的毒力，其毒力高于JEO推荐的’)(’菌株〔"〕。对该菌株的生理、生长发

育、蛋白毒素、杀虫活性、病理 、生产和应用进行了研究。!’6)$*!杀蚊剂已在我国十几个

省（市）进行了大面积的野外应用，在蚊虫的综合防治中取得了良好的应用防治效果。

本研究是在弄清6)$*!菌株二元毒素基因的结构，核苷酸序列的基础上，考查该基因
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在大肠杆菌（!"#$%&#$’(#)*’）和无晶体型+,中的表达，进行表达产物的杀蚊活性分析。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：实验所用菌株和质粒见表!。

!"!"# 培养基："#和$%#培养基参照&’()’*)+等〔!,〕；用于+"培养的&#$培养基参照

-’./0(等〔!!〕。&1培养基：蛋白胨2345，&5$%6·278%!89:5，;’78<%6=3>5，&($%6·

78%!32:5，?($%6·278%!6:5，@A8（$%6）98,:5，B’B.878%!62:5，加水至!,,,:"，调

C7236，使用前加入!D的葡萄糖。根据实验要求在不同的培养基中加入4,!5／:"氨苄

青霉素或!8E4!5／:"四环素。

表! 菌株和质粒

$%&’(!)*+%,-.%-/0’%.1,/2.(/,-*3,..*2/4

菌株和质粒 特性 来源

$*F’)(’(GC.’+:)G HA(A*ICA+’(GJK’F’J*AF)+*)J+ $0LJA
菌株$*F’)(
+(#’**-"".$(%&’#-"B9M6! N)GA*ICA 本试验室保存

（+/,$-&’01’%0"’"+LO+CE BFIP QFEQA.AJL.+AR〔!8〕

2"&(%*%0"’"6S8M>!
!/#)*’34!!, 5’.T5’.U’F’*0(R*KF*+V"（.’JMCF0R#）@’ 本研究

!/#)*’Q74# +LCW66".’J1!=X（$>,!’J?"&!4）K+GY!2 本研究

FAJR!A(GR!5IFRX=FA.R!
质粒<.’+:)G
C#16 RCFUJF QFEQA.AJL.+AR〔!8〕

!"# 方法

!"#"! Q;R操作：+"总Q;R抽提参照O0LF50L)(等〔!9〕方法。质粒的酶切降解、脱磷酸

化和连接反应，菌落原位杂交，Q;R印迹转移和杂交，低熔点琼脂糖凝胶回收Q;R，大肠

杆菌感受态的制备和转化及重组质粒的限制性酶切分析参照&’()’*)+等〔!,〕。一组寡聚

核苷酸引物由HA(+A*（<’F)+，@F’(JA）合成。<BY扩增反应条件如下：X4Z预培养4:)(，

X6Z变性!:)(，68Z退火!:)(，28Z复性8:)(，84个循环。用HA(J.A’(-)*纯化扩增

产物，按<F0:A5’公司随机引物标记试剂盒标记以制备放射性探针。

!"#"# 二元毒素基因的克隆：按修改的&’()’*)+等〔!,〕所述方法将+"总Q;R用限制性

内切酶7)(G[[[部分消化以确定最佳条件，然后用适量的7)(G[[[大量消化总Q;R，用

酚：氯仿抽提两次后，乙醇沉淀回收Q;R片段。通过!,D%6,D蔗糖密度梯度离心将不

同大小的Q;R片段分开，分步收集不同的分离组份，$0L*KAF(杂交确定含目的基因的收

集物。该收集物纯化后与经7)(G[[[酶切并脱磷酸化的双功能载体C#16连接，按常规方

法转化!/#)*’Q74#，最后在含氨苄青霉素，\M5’.和[<UH的"#培养基上筛选白色菌

落，经重组质粒限制性酶切分析及<BY扩增反应确定重组质粒中含所需目的基因。

!"#"5 +, 的 转 化：+,6S8M>!转 化 参 照 7A)AF+0(等〔!6〕。将 预 培 养 的 细 菌 接 种 在

4,:""#培养基中，9,Z摇床培养至56=4,]!，离心收集菌体，用预冷的无菌蒸馏水洗涤
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一次后，悬于!"#的!$%&’()$$$，*$$"#的细菌悬液同+!,+"-的质粒./0混合，用

1234567(898&:;<8=电穿孔仪转化后，用#1培养基稀释,$倍，在>?@振荡培养,A+B，然

后涂布在含四环素的#1上，!CB后挑选重组菌落。

!"#"$ 伴孢晶体的分离，纯化：将!"重组子接种在,$$$"#含四环素的DE培养基上，

*C@摇床培养至芽孢完全脱落，离心（,*$$$=／"29，>$"29），用,"3;／#/6F;悬浮沉淀，再

离心，用 无 菌 水 洗 涤 两 次，再 悬 于*$"#无 菌 水 中。加 入$G,"3;／#苯 甲 基 磺 酰 氟

（&DHI），悬浮液在冰浴中用超声波发生器（1=69<39H392J8=）处理!"29，通过不连续的蔗

糖梯度（)?%，?*%和?K%）超离心将伴孢晶体与芽孢和细胞碎片分开，收集伴孢晶体组

分，充分洗涤后保藏于L*$@。

!"#"% 蛋白质分析：F>4!,菌株在D1H培养基培养至芽孢释放；#$%&’(重组子在含氨苄

青霉素的#1中培养过夜；!"重组子在含四环素的DE中培养至芽孢完全脱落。分别离

心收集菌集，悬于,"3;／#/6F;处理,B，离心，无菌水洗涤两次后用$A$+"3;／#/6MN在

>$@抽提,B，碱抽提液经,"3;／#NF;中和后在$A,"3;／#磷酸缓冲液（ONCA$）中透析过

夜。伴孢晶体和碱抽提液中的蛋白质浓度测定采用1=67J3=7法，以牛血清蛋白为标准品。

按常规方法进行样品蛋白质的H.H4&0(’分析。H.H4&0(’上的蛋白质通过电转移转

移到硝酸纤维膜上。’F#P8<Q8=91;3QQ29-R2Q（0"8=<B6"）进行蛋白质的 免 疫 测 定。

!,GK和+,G!S.蛋白的抗血清是利用*>)*菌株的二元毒素抗原制备。

!"#"& 生 物 测 定：在 实 验 室 饲 养 的 敏 感 尖 音 库 蚊（)*’+,-(-(+./）和 抗 性 尖 音 库 蚊

（H&N0’）>!!龄幼虫用于生物测定。全发酵液，碱抽提液和纯化晶体蛋白毒性的生物测

定方法和#F+$及#FK$的计算参照TB28=U等〔,+〕。

# 结果

#"! 二元毒素基因的克隆

参照*>)*菌株二元毒素基因的核苷酸序列设计，合成一组位于>G+SVN297WWW酶切

片段中,!C>!,+$,和*+?*!*+K>核苷酸之间的一组寡聚核苷酸作引物。其中1H4,：+’

(FT000T0((FFTTT0TFFF；1H4*：+’FF(000FF0TT0T0F0T(((。以

*>)*总./0为模板，通过&F5技术扩增出一条,G,SV的./0片段，经=>*&0T&标记

制备放射性同位素标记探针，用于重组菌落的原位杂交和H3:QB8=9杂交。

F>4!,菌株总./0经酶切降解为,G$!CG$SV的./0片段，通过杂交证明,G,SV的

探针同>G+SVN297WWW的酶切片段具有同源性。总./0酶切片段经,$%!!$%蔗糖密

度梯度离心，将不同大小的./0片段分开，分步收集不同组份于’OO8973=J中，每管收

集$G+";，H3:QB8=9杂交确定含目的基因的收集组分，经浓缩和纯化后连接在经N297WWW
酶切及脱磷酸化的O1E!质粒上，转化#$%&’(.N+#，涂布在含抗生素的#1培养基上，

>?@培养,*B，挑出!>*个白色菌落。经菌落原位杂交和H3:QB8=9杂交证明重组子’4
FP4,含二元毒素基因。经N297WWW、RO9W，’X35W，’X35Y，HOBW，ZV6WW和0;;WWW酶切分

析，重组质粒OFP,中二元毒素基因的转录方向与#6X[的转录方向相同，如图,。

用N297WWW酶切OFP,质粒后，分离，纯化的>G+SV./0片断，重新连接到O1E!质

粒上，转化#$%&’(.N+#。从选择性培养基上挑出白色菌落。经重组质粒的酶切分析，重
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组质粒中!"#$%&的外源插入子基因属顺向插入，’’#!(&属反向插入。其中重组质粒

)*+$中外源基因转录方向同,-./转录方向相反，如图’。

图’ 重组质粒)*+’和)*+$的酶切图谱

0123’456781.719:;-)69<7=585.9;>1:-:7)?-6;1@6)*+’-:@)*+$
A=5B1:@CCCDEF<8-2;5:7.9:7-1:1:27=5(’3G-:@H’3(ID)89751:25:569<!"#$%&’()*+#

J-61:65875@1:K5.798)LM(-77=5B1:@CCC61759<;N?71)?5.?9:1:26175（O*P）

B：B1:@CCC，Q：Q):C，F：F<?CCC，R：R.94C，S：R.94S，T：T>-C，P：P)=C3

!"! #$%&’()*+,,,酶切片段的序列分析

采用双脱氧DEF末段终止法，按U=-8;-.1-公司A!测序试剂盒方法进行DEF序列

测定。*VW(’菌株的B1:@CCC酶切片段由V(!G个核苷酸组成。用DEFP781@58软件进行

该二元毒素基因与$V%$菌株二元毒素基因核苷酸序列的比较和分析。结果表明两个

V#HI>B1:@CCC片段的DEF同源性高达GG#G&。

!"# 毒素基因在!"中的克隆和表达

为提高外源质粒在!,中的表达，先将)*+’和)*+$转化到-"*./)XO’’Y中使重

组质粒核苷酸非甲基化。重新分离非甲基化的质粒，通过电转移的方式转化!,(Z$W"’
菌株后，涂布在含四环素的,L上，("=挑出菌落。经质粒酶切分析，U*4扩增反应和

P9N7=58:杂交确定!,重组子中含二元毒素基因。!,的转化率为’YH!’Y%／"2。随机挑

选几株重组子用于下一步实验，(Z$W"’中含)*+’和)*+$的菌株分别记为LW*+W’和

LW*+W$。经!,重组子全发酵液和晶体蛋白质含量分析及生物测定分析，重组质粒

)*+’在(Z$W"’中的蛋白表达水平高于)*+$。

!"- 蛋白质分析

通过’$&的PDPWUF[R进行了*VW(’、-"*./)重组子（RW*+W’和RW*+W$）和!,重

组子（LW*+W’和LW*+W$）及含)LM(的-"*./)（RW)LM(）和(Z$W"’（LW)LM(）对照菌株

的碱抽提液及!,重组子的纯化晶体的蛋白质分析。结果如图$。

LW*+W’和LW*+W$碱抽提液和纯化晶体样品同!#野生型菌株一样，可以检测到

H’#(和(’#GID的两条蛋白带；RW*+W’和RW*+W$产生的两条蛋白带不明显；对照样品

（RW)LM(和LW)LM(）中未检测到相应的两条带。用稀释$YYYY倍的(’#G和H’#(ID毒

素蛋白抗血清对不同样品进行+56758:L?9771:2分析，除RW)LM(和LW)LM(外，在野生型

*VW(’和不同的重组子中都可以明显地检测到两条毒蛋白带。但可以看出重组质粒在

-"*./)中的表达量较低，因此在同样的条件其杂交带较弱，而且发现几条分子量较少的

弱蛋白带。可能是二元毒素降解后产生的降解蛋白产物。
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图! !"#$%&’()*+#"#$%&和重组子碱抽提液及纯化晶体蛋白’(’$)*+,和-./0.1234500627分析

*：’(’$)*+, 3：-./0.1234500627
8679!)150.62:2:4;/6/5<0=.01:2/<51>:20/5<,"*-.):2?!"/%+()01)’0#)#

.@A1.//6270=.!"#$%&’()*+#B1;/0:4A150.62/
C9C:1D.1；4:2.:，E9)F16<6.?B1;/0:45<3$"-$!:2?3$"-$&；4:2.B，?，.，<，7，=，6*4D:46$/54FE646G.?

05@62/5<3$"-$!，3$"-$&，3$A3H%，,$"-$!，,$"-$&，,$A3H%:2?"#$%&1./A.B06I.4;

!"# 杀蚊活性

从上可以看出，"#$%&菌株对敏感尖音库蚊幼虫有较高的毒性，而对抗性蚊幼虫几乎

无毒。如此相对应，含二元毒素基因的,"*-.)和!/%J!$K&重组子也出现类似的毒性。

由于毒素基因在,"*-.)中表达水平较低，其发酵液的毒力也较低。而毒素基因在%J!$
K&所表达的蛋白量同在!#菌株中的表达量相近，全发酵液对尖音库蚊的L"MN为&OMP

&NQR左右。此外，毒素基因顺向插入重组质粒（A"-&）的表达水平高于毒素基因反向插

入重组质粒（A"-!）的表达水平。,$"-$&和3$"-$&全发酵物对敏感尖音库蚊幼虫的

L"MN分别为&OR&SP&NQ%和&OK#%P&NQR；而,$"-$!和3$"-$!的L"MN分别为!OTRMP

&NQ%和#O!R!P&NQM。

$ 讨论

"#$%&是一株在中国分离的高毒力菌株，它对库蚊，按蚊和伊蚊（2’3’#/AA9）的毒性

都不同程度的高于!#R!菌株。但毒素基因核苷酸序列比较、分析表明，两菌株的二元毒

素基因的序列完全一样，能表达完全相同%&OS和M&O%D(蛋白多肽。其它作者的研究结
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果也表明，!"#!，$%&"和!"$’("菌株毒素蛋白基因的大小和核苷酸序列完全一样，但

!"#!菌株的杀蚊活性高于$%&"和!"$’("〔$#〕。!"对蚊幼虫的毒杀作用主要是由二元毒

素基因所表达的二元毒素蛋白决定的。但芽孢活性在杀蚊过程中也起着重要作用。因此

我们认为含相同二元毒素基因的不同高毒力菌株间的毒性差异可能是由于不同菌株间的

生理差异所导致的二元毒素基因表达量差异及芽孢活性的差异决定的。

表! 野生型菌株和不同克隆子对敏感及抗性蚊幼虫的毒性!

"#$%&! "’()*)+,’-!"#$%&’()*+##.//)--&0&.+0&*’1$).#.+2#3#).2+
242*&5+)$%&#./0&2)2+#.+1’264)+’%#07#&

菌株 样 品 类 型 敏感尖音库蚊 抗性尖音库蚊

)*+,-./ 0123/45 #$%&’()()&*"（)6/732*-893） #$%&’()()&*"（:3/-/*,.*）

/,;293/ <=%>!! <=&>!! <=%>!! <=&>!!

!+"="(?$ @A= $B!##C$>D# ?BE%?C$>D# "$>D$ "$>D$

F(2GH? @A= "$>D$ "$>D$ "$>D$ "$>D$

F(=A($ @A= $B#$&C$>D? %B’?!C$>D? "$>D$ "$>D$

F(=A(! @A= !B’#%C$>D? &B$#%C$>D? "$>D$ "$>D$

G(2GH? @A= "$>D$ "$>D$ "$>D$ "$>D$

G(=A($ @A= $BE"?C$>D# %B’?$C$>D# "$>D$ "$>D$

G(=A($ 7+1 $B$!".I &B"’!.I "$?>!I "$?>!I

G(=A(! @A= "B!#!C$>D% $B$?EC$>D? "$>D$ "$>D$

@A=：@-.,9JK493769*6+3/；=+1：L6+-5-3M7+1/*,95+4;G(=A($；!:3/69*/+374+M3M,*?EK；!!<=%>,.M<=&>,+37,769,*3M,/

@A=M-96*-4.,.M.I／;94+!I／;9457+1/*,92+4*3-.B

二元毒素基因分别可以在,+-.%)和!/中表达。在,+-.%)重组子中，二元毒素蛋白

合成于细菌的整个生长，发育过程中，表达量较低；同时由于毒素不能形成晶体而在培养

过程中释放到培养液中，被细胞所释放的蛋白酶降解。因此所检测到的蛋白毒素量较低，

同时可以通过A3/*3+.G94**-.I检测到分子量较小的杂交降解蛋白带。本文所采用的载

体2GH?是将经F74N$>&酶切的2H=$&和经F74:O酶切的2G=$#($连接而获得的双功

能载体，可以启动!/芽孢和晶体的正常形成〔$"〕，因此重组质粒2=A($和2=A($可以在

?P!(E$中表达二元毒素并形成位于孢外膜外，易于分离的伴孢晶体，这使!"晶体蛋白的

纯化及蛋白特性的精 细分析成为可能。在F(=A($和G(=A($重组子中，重组质粒中二

元毒素基因的转录方向同<,7Q的转录方向相同时，其表达的蛋白量较高，全发酵物的毒

力高；反之蛋白表达量低，杀蚊活性低。这同G46+I46-.〔$"〕等所观察到的结果相同，可能

是由于的<,7Q启动子在重组子芽孢形成中影响了晶体蛋白的合成。
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