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摘 要 +,-诱变得到了三株球形芽孢杆菌无芽孢突变株./、0’、1/，经显微观察、超微结构

分析、生物测定、蛋白质-+-$23.,分析及质粒检测，观察到突变株0’、1/阻碍于芽孢形成的

第!期，突变株./阻碍于芽孢形成的第"期，其细胞中已有晶体形成，它对致倦库蚊幼虫的

毒力明显高于仅有二元毒素蛋白合成、而无毒素晶体形成的突变株0’和1/。突变株1/消

除了质粒，仍有二元毒素蛋白合成。-456789:;<46分析表明含二元毒素基因部分+=3片段

的探针仅与菌株0*$’!、>-$!%的染色体具有同源性，因此证明供试菌株的二元毒素基因定位

于染色体上。
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苏云金芽孢杆菌以色列亚种（!"#$%%&’()&*$+,$-+’$’@5;@AB$’*"-%-+’$’）是最早用于生

物防治蚊幼虫的昆虫病原菌［!］，但球形芽孢杆菌（!.’/)"-*$#&’，简称!’）由于杀蚊毒力

高、持效期长，越来越被世界各地的科研工作者所关注。其中0*$’!是本实验室分离的一

株高毒力菌株，对致倦库蚊（0&%-12&$+2&-3"’#$"(&’）幼虫的毒性及杀蚊持效性均高于高

毒株(*)(［(］，其发酵生产的杀蚊乳剂在我国被广泛用于蚊虫的生物防治［*］。

二元毒素蛋白的合成与芽孢形成紧密相关［’，/］，利用阻碍芽孢发育不同时期的突变

株研究二元毒素的生物合成是一种重要手段。研究表明，受阻于芽孢形成早期的突变株，

二元毒素蛋白虽可产生，但其量较少，不能形成晶体，杀蚊活性低；受阻于芽孢形成中期的

突变株，虽不能形成芽孢，但可形成晶体，且杀蚊活性较高［)］。本文涉及无芽孢突变株的

诱变、筛选及生物学特性的研究，发现./是一株杀蚊毒力较高的突变株，为进一步研究

无芽孢突变株在水体中的杀蚊持效性和构建广谱、长持效的杀蚊工程菌提供了材料。

! 材料和方法

!B! 材料

!B!B! 菌株：球形芽孢杆菌（!.’/)"-*$#&’）0*$’!系本实验室分离保藏；>-$!%和!)"!系

本实验室收藏菌株；0*$’!无芽孢突变株0’、./和1/本研究诱变获得。

!B!B" 培养基：1>和)号培养基参照文献［#，&］。
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!!!!" 主要药品和材料：溶菌酶（"#$%&公司）；’&()*+多聚酶（,-.%/$&公司）；核酸分

子量标准、,012&-3/-和*#435-&678&5#.63#5（华美生物工程公司）；!9:;,<0’,（北京福瑞

公司）；)*+快速回收3#5（原平生物工程公司）；鲑鱼精)*+（=#>4.／?1@）。

!!# 方法

!!#!! 无芽孢突变株的诱变及筛选：按文献［A］方法，诱变后挑取半透明菌落，划线纯化。

!!#!# 电镜观察：对A号固体培养基上B;C培养物按文献［D］方法进行处理观察。

!!#!" 生物测定：参照文献［EF］方法进行。供试蚊虫为野外采集的:"G龄致倦库蚊

（!"#$%&"’(&"$)*+,’*-"+）幼虫。

!!#!$ 蛋白质分析：收集A号培养基上B;C培养物，按文献［B］中阳性克隆子蛋白质检测

方法进行，二元毒素蛋白的分离和纯化参照文献［EE］。

!!#!% 质粒检测：参照文献［E;］方法进行，菌体需经两次液体活化，溶菌酶最佳作用条件

为终浓度;%$／%@，:BH，EI%#6。

!!#!& 标记探针的制备和".J5C/-6杂交：,01引物及反应条件参照文献［EE］，用)*+
快速回收K#5纯化扩增产物，按*#435-&678&5#.63#5标记以制备放射性探针。)*+印迹

转移，预杂交，杂交参照文献［E:］方法进行，为非甲酰胺法，杂交温度ALH。

表! 球形芽孢杆菌’"($!及其无芽孢突变株的杀蚊毒力!

’&>8/E ’.M#4#5#/7.N./+01*$2’,"+&6<#57&7O.-$/6.J7%J5&657

菌株

"5-&#67

@0IF／

（#$／%@）

@0DF／

（#$／%@）

回归方程

PQ>MR&

相关系数

-

0:9GE FSF;L FSFLA PQALDSAMR:FSA FSD;I
=I ES;;; :SDI PQEGSAIMR:;SE FSD;:
0G GDSGB DDS: PQFSLF;MREFS: FSDIG
@I ;ASE; GDSDI PQESABMRASE:D FSDLI

!GLC结果

# 结果

#!! 无芽孢突变株的生物学特性

#!!!! 形态特征及超微结构特征：同样在A号培养基上生长B;C，野生株已形成成熟的

芽孢，并有菱形或不规则形伴孢晶体产生（图版$9E&，E>）；突变株=I菌体一端略有膨大，

发育阻碍于芽孢形成的第%期，形成前芽孢，并有菱形晶体产生（图版$9;&，;>）；突变株

@I、0G菌体为营养体形态，发育阻碍于芽孢形成的第&期，形成隔膜，无晶体形成（图版

$9:&，:>，G&，G>）。

#!!!# 生物测定：GLC的生物测定结果如表E。结果表明，野生株0:9GE全发酵液的毒力

分别是突变株=I、@I和0G的G:SIB、EBAASL和EFGGSL倍。

#!!!" 蛋白质")"9,+=T分析：野生株0:9GE与突变株=I、0G、@I中均有二元毒素蛋白

的合成。但突变株0G、@I中仅有微量的毒素蛋白合成，加大一倍点样量才可观察到二元

毒素蛋白带，而且G;3)蛋白的合成量大于IE3)蛋白的合成量。突变株=I中有较大量

二元毒素蛋白合成（图E）。

#!# 二元毒素基因定位的分析

用改良的大质粒提取方法检测到

野生株0:9GE，突变株0G、=I 均有一

个大质粒，而.+EADE和突变株@I未

检测到质粒（图;，:）。以根据二元毒

素基因序列设计、合成的一组寡核苷

酸为引物，0:9GE菌株的总)*+为模

板，通过,01扩增出横跨两个二元毒

素蛋 白 基 因 的ESE3>)*+片 段，用

B;GI期 刘 云等：球形芽孢杆菌二元毒素基因的定位及无芽孢突变株的生物学特性



!"#$%&’!()’%"*!方法制备得到放射性同位素探针。经+,-印迹转移和.*/%01&!杂交，结

果表明二元毒素基因的探针只与染色体+,-具有同源性（图2）。

图3 野生株42563与无芽孢突变株毒素蛋白

.+.57-89分析

:";<3 .+.57-89=’%%1&!(*>=&*%1"!"!?")@(%&’"!42563

’!@"%(’(=*&*;1!*/(A/%’!%(

3!B<C/%’!%DE；2!6<C/%’!%46；E<C/%’!%8E；

F<7/&">"1@G"!’&H%*I"!；J<K"@15%H=1(%&’"!<

图B 球形芽孢杆菌42563及其无芽孢突变株的

质粒图谱

:";<B 7)’(A"@=’%%1&!(*>!"#$%&’()*+#42563’!@’(5

=*&*;1!*/(A/%’!%(

3<C/%’!%DE；B<42563；2<C/%’!%46；6<C/%’!%8E

图2 球形芽孢杆菌42563二元毒素基因的.*/%01&!G)*%分析

:";<2 .*/&%01&!G)*%’!’)H("(*>G"!’&H%*I"!;1!1*>!"#$%&’()*+#42563

3<3FL3；B!2<42563；6<M.53N

-：C’=*>=)’(A"@ M：.*/%01&!0HG&"@"O’%"*!

! 讨论
关于二元毒素基因定位，多篇报

道均认为在染色体上［32］，但也有学者

报道大质粒上［36］。本试验获得了以下

结果：二元毒素基因探针只与染色体

+,-发生杂交反应；已消除了质粒的

突变株DE仍有二元毒素蛋白合成；杀

蚊高毒株3FL3无质粒存在。证明了

二元毒素蛋白基因定位于染色体上。
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图 版 说 明

D4Q-7/78+2/2NQ-78,

野生株及突变株在E号培养基上%)I培养物的形态特征（#7，)7，:7，’7）（放大)V&&&W）及超微结构（#O，)O，

:O，’O）（放大:&V&&&W）

S29QI2-2K+M7-MI797M8,9+.8+M.7/?3-897.893M839,2N=.5:P’#7/?+8.7.Q292K,/23.J387/8.（+/M3O78,?N29%)I2/XE

.2-+?J+?+3J）

#"野生株5:P’#（R+-?8LQ,.897+/5:P’#）；)"无芽孢突变株<(（7.Q292K,/23.J387/8<(）；:"无芽孢突变株（0(
（7.Q292K,/23.J387/80(）；’"无芽孢突变株5’（7.Q292K,/23.J387/85’）（Y5：238,9M278；0S5：-7J,--79M278；

Z5：+//,9M278；65：Q797.Q297-M9L.87-；A：.Q29,；G：N29,.Q29,；GA：N29,.Q29,.,Q83J；ZG：+/M+,/8N29,.Q29,"）
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