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苏云金芽胞杆菌杀线虫伴胞晶体蛋白基因 "’.!!$ 的克隆与表达
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摘 要：通过对晶体蛋白 L9末端氨基酸测序，设计简并探针，从对根结线虫高毒力苏云金芽胞杆菌 M679&#&’菌株
中克隆到 &个含有杀线虫晶体蛋白基因的片段。序列测定表明该序列含有两个 *N:（ !"#&和 !"#$），其中 !"#&与基
因 $"%(&’&同源性为 4’O，已在 P/B6;BQ上登录（2++D L*D 2:!44"1(），并被命名为 $"%(&’$。将克隆的该片段克隆
到穿梭载体 RS71%!上，并转化苏云金芽胞杆菌无晶体突变株 6T6&"&，重组菌株可形成米粒状伴胞晶体。生物测
定表明，表达的毒素蛋白对北方根结线虫的 U5#%为 4V!"!WX>U，毒力与出发菌株（&%V"!!WX>U）相当。
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苏云金芽胞杆菌（(’$)**+, -.+")/0)1/,),，简称 6,）
是一种在土壤中广泛分布的革兰氏阳性细菌，其形

成的伴胞晶体蛋白对鳞翅目、鞘翅目、双翅目等害虫

有毒杀活性，还对线虫、螨类和疟原虫等有毒，在害

虫的生物防治中扮演着极其重要的角色［&］。现已从

6,中克隆到 $"%&9$"%#&及 $%-&9$%-$共 #1大类杀虫
晶体蛋白基因［$，1］，包括编码对线虫有毒性的晶体

蛋白基因。根据这些杀线虫基因编码的蛋白质氨基

酸序列同源性可以将这些毒素蛋白分为两个亚家

族，50I#和其它抗线虫晶体蛋白 50I&$、50I&1、50I&!、
50I$&等同源性较高，它们共有同 &个祖先，为 50I#
亚家族，分子量一般为 (# ) &##QZ;；而 50I( 则同其
它晶体蛋白毒素晶体蛋白同源性都很低，为 50I(亚
家族，分子量一般为 !# ) (#QZ;［!，#］。所有这些杀线
虫基因都受 TI+-W/B公司的专利保护，而公开发表
的数据极少［(］。

植物寄生线虫是一种重要的病原生物，给农业

生产造成巨大的损失，传统的防治方法都有一定的

局限性。由于植物寄生线虫大多是以刺吸式口器的

口针从寄主细胞内吸收营养物质，而且一般均为内

寄生，6, 晶体蛋白很难直接通过口针进入其体内，
这给应用 6,防治植物寄生线虫带来了很大的困难。
自上世纪七十年代发现苏云金芽胞杆菌外毒素及内

毒素（伴胞晶体蛋白）对线虫有毒杀活性以来［"，’］，

国外在此方面作了大量的研究，而国内还没有见到

有关这方面的报道。目前有关 6,对线虫的作用研
究主要集中在 50I#6 毒素蛋白对秀丽小杆线虫
（2’1/!".’34)-), 1*10’/,）的作用机理方面，发现线虫
体内的糖脂可作为毒素蛋白受体，而且这些糖脂均

含有一个在无脊椎动物中广泛存在而在脊椎动物中

不存在的四糖结构。毒素和受体的结合还受到半乳

糖等碳水化合物的调节［4 ) &1］。这些研究旨在以模式

生物秀丽小杆线虫（2 D 1*10’/,）为模型，研究晶体蛋
白毒素对无脊椎动物的作用机理及 6,在寄生线虫
的生物防治中的应用潜力，但真正有关 6,防治寄生
线虫，尤其是植物寄生线虫方面的报道非常少。

苏云金芽胞杆菌 M679&#&’ 是本实验室分离到
的一株对北方根结线虫（51*!)40%/1 .’6*’）高毒力的
菌株。本研究从该菌株中克隆到杀线虫蛋白基因

$"%(&’$，并完成了该基因的序列分析、在无晶体突
变株中的表达及表达产物的杀线虫活性分析，为发

掘 6,防治植物寄生线虫的应用潜力和研究 6,对线
虫作用机制奠定了基础。

" 材料和方法
"#" 材料
"#"#" 菌株和质粒：M679&#&’为本实验室分离的一
株对线虫高毒力 6,菌株，无鞭毛，产生米粒状伴胞



晶体蛋白；!"!#$# 为苏云金芽胞杆菌无晶体突变
株；%&’()* 为大肠杆菌+苏云金芽胞杆菌穿梭载
体［#*］。%!"!#,为含有 !"#-$%.基因的克隆片段以
&’(/!位点插入 %&’()*构建的重组质粒。
!"!"# 主要试剂和仪器：限制性内切酶、’* 012连
接酶 和 )%* 酶 均 为 ’34353 公 司 产 品；067
89:;<=>?9@<A:/@ (’+B=/ C3D@9:=; 3=/ 0@A@?A:<= 4:A购自
5<?E@公司；引物和简并寡核苷酸探针合成、测序由
北京奥科生物技术公司完成；蛋白质测序由上海基

康生物技术有限公司完成。

!"!"$ 培养基：C! 培养基见参考文献［#,］；F" 培
养基见参考文献［#-］。
!"# 苏云金芽胞杆菌质粒 %&’和总 %&’抽提

!A质粒 012 抽提参照参考文献［#$］进行，总
012抽提参照参考文献［#G］进行。
!"$ !"#($%#基因的克隆和序列测定

012酶切、电泳分析、012回收、连接反应及大
肠杆菌（+,!-."’!-’% !/0’）转化均按产品说明书及分子
克隆实验指南进行［#,］。克隆片段连接到 %HI#J 上
测序。

!") *+,-./01 23+-、菌落原位杂交和斑点杂交
根据测定的晶体蛋白 1+末端氨基酸序列设计

简 并 寡 核 苷 酸 引 物（ ,K+2’72’&2’&72LM
N12252I12I+(K），然后通过 067标记作为探针，标
记方法参照 067 89:;<=>?9@<A:/@ (K+B=/ C3D@9:=; 3=/
0@A@?A:<= 4:A说明书进行。N<>AE@O= D9<A、菌落原位杂
交和斑点杂交参照分子克隆实验指南进行［#,］。

!"4 5-转化
构建的重组质粒电转化到 !"!#$# 中，电击参

数为：脉冲场强 P Q #)RPS?T，电容 I Q .,"U，电阻 5
Q .))#，脉冲时间 7 Q *V-TW。
!"( 伴胞晶体蛋白 *%*67’89及其 &6末端测序

!A 菌株在 F" 培养基上 ()X培养至胞晶分
离［#G］，收集菌体，#T<9SC 13I9洗涤 (次，蒸馏水洗 (
次，//&.8 悬浮菌体，加等量上样缓冲液，J,X加热

( Y ,T:=，#))))OST:=离心 .T:=，取上清液点样电泳。
凝胶上的蛋白质转移到 FP0U膜上测序。
!": 生物活性测定
供试线虫采用北方根结线虫（ 1.0/’23#(.

-%40%）。从被北方根结线虫感染的番茄根部采集虫
卵，自来水冲洗干净，用 )V,Z 13I98 表面消毒后，
再用无菌水冲洗干净，在 .,X孵化 ./，即可得到大
量活跃的 .龄幼虫，用作生物测定。
用 F"培养基培养待测菌株至胞晶分离，收集

菌体用 //&.8洗 (次，沉淀用晶体裂解液（,)TT<9SC
13.I8(，.Z$+巯基乙醇，%& JV,）悬浮，($X温育
()T:=，离心取上清液，透析 .*E以上即为生测样品。
样品中蛋白浓度测定参照文献［#J］进行。生物测定

在 J-孔酶标板中进行，每孔吸入 *)头 .龄幼虫，加
入稀释好的毒素蛋白，每孔体积为 #))"C，不足部分
用无菌水补充。设 , Y $个浓度梯度，每个浓度设 *
个重复。%&JV)、.,X条件下作用初孵北方根结线虫
.龄幼虫，用 .)";STC !N2作对照，$ 天后统计死亡
率。将死亡率校正后换算成几率值，蛋白浓度换算

成对数值，求出二者之间回归方程计算 CI,)。校正

死亡率 Q处理死亡率S（# [对照死亡率）\ #))Z。

# 结果
#"! !"#($% 基因的克隆

L!’+#,#G菌株在 F"培养基上能形成形态特殊
的米粒状伴胞晶体形态（图 #+2）。N0N+F27B 显示
伴胞晶体由分子量为 ,*R03和 *,R03的 .个蛋白质
组成（图 .，93=@ #）。测定 ,*R03蛋白的 1+末端氨基
酸序列为 "660N4’’CF5&NC6。根据该序列设计简并
寡核苷酸探针，N<>AE@O= D9<A 证明该蛋白的编码基因
定位在 (V)RD &’(/!片段上（图 (）。

图 ! ;5<6!4!= 和 5>5!:!6!4 的伴胞晶体透射电镜图
（!?!#@@@ A；#?!@，@@@ A）
U:;] # ’O3=WT:WW:<= @9@?AO<= T:?O<;O3%EW <^ %3O3W%<O39 ?O_WA39 ^O<T L!’+
#,#G 3=/ !"! #$#+#,]N：W%<O@；I：?O_WA39 ]2：L!’+#,#G；!："!"#$#+#,]

以简并寡核苷酸为探针，采用菌落杂交技术从

(V) RD &’(/!基因组文库中筛选出 (个阳性反应转
化子，分别含有重组质粒 %!"!#,，%!"!#). 和
%!"!*)
选取重组质粒 %!"!#,，对插入的外源片段测

序，得到一个 .J*#D%克隆片段。7@=@N?3=分析显示
该序列含有两个 85U：/"5#和 /"5.，/"5#编码的前 #,
个氨基酸与测定的 1+末端氨基酸序列完全相同，说
明 /"5#即为要克隆的目标基因。两 85U相隔 GGD%，

--G LH ‘:+a>3= .6 %0 ] S$!6% 1’!"/7’/0/3’!% 8’(’!%（.))$）*$（,）



中间还有核糖体结合特征序列（!!"!!）。#$"%&
分析显示 !"#’ 与只公布 ’())*+ 编码区的 $"%,&’’
基因核苷酸序列相似性为 -./，被国际苏云金芽胞
杆菌杀虫基因命名委员会命名为 $"%,&’0。利用蛋
白质分析工具分析表明：!"#’编码 (1)个氨基酸，分
子量为 )(21)3(-45，等电点为 )32’；!"#0编码 62’个
氨基酸，分子量为 6)’(’3.-45，等电点为 )320。本
序列已经在 !78#589上登陆，登陆号为 ":(--16,。
序列分析表明，在 !"#’ 的后半部分，存在 6 个

正向重复序列（"&&!!&"&""&""&&），相应的氨基酸
也是 6个重复，编码的都是极性氨基酸，这与蛋白质
的稳定性有关。重复序列中多是 "&碱基，而且包
含有启动子特征序列 &"&""&，结合 !"#0来看，这里
就可能是 !"#0 的启动子。但是在这 6 个正向重复
序列之后，核糖体结合特征序列之前，还存在一对反

向 重 复 序 列 &""&""";!!!"""""&"" 和
&&"&&&&&;;;!&&&"&&"，形成一个“茎<环”结构，
!"#’翻译到其上游就会被终止，!"#0就不会表达，这
与 %4%<="!>结果相符（图 0，?587 0）。

图 ! 晶体蛋白的 "#"$%&’(
:@AB 0 %4%<="!> CD EFGHI5? +FCI7@8HB JB J5F97F；’B K#&<’)’.；0B
#J#’1’<’)；6 B #J#’1’<62(；( B #J#’1’B

图 ) 克隆片段酶切图谱
:@AB6 L7HIF@EI@C8 M5+ CD E?C87N H7AM78I O@IP A787 $"%,&’0B

!*! !"#+$% 基因的表达
%4%<="!>分析表明重组菌株 #J#(2、#J#’20和

+#J#’)都未能表达目的蛋白（未列数据）。这可能是
大肠杆菌的特异!因子不能识别 !"#’和 !"#0的启动
子的缘故。重组菌株 #J#’1’<’)在 =J培养基上正
常生长和发育，在细菌的芽胞形成期表达产生形成 )(
945蛋白，形成米粒状晶体（图 ’<#）。表达蛋白的分
子量和形成的晶体形态同野生菌株 K#&<’)’.表达蛋

白分子量和晶体形态一致（图 0，?587 0）。
!*) 杀线虫活性分析
生物测定结果显示，纯化表达的伴胞晶体蛋白对

北方根结线虫的毒力较高，其 $;)2为 -3(1"AQM$，与出
发菌株 K#&<’)’.（$;)2为 ’231("AQM$）相当（表 ’）。

表 , -./$,0,1及 .2.,3,$,0对北方根结线虫
的生物测定结果

&5*?7 ’ #@C5HH5G CD K#&<’)’. 58N #J#’1’<’)
5A5@8HI 0 HI5A7 ?5FR57 CD ( B )’*+’

%IF5@8 L7AF7HH@C8 ?@875F 7ST5I@C8 L7?5I@R@IG ,-)2 Q（（AQM$）

K#&<’)’. % U ’30)1,. V 631266 23-.-’ ’231(

#J#’1’<’) % U ’3,(66. V 636-)( 23-,.2 -3(1

) 讨论
本研究采用蛋白质末端测序方法从 K#&<’)’.

中克隆到一个杀线虫基因 $"%,&’0，在无晶体突变
株 #J#’1’中获得高效表达，并且形成与出发菌株
相似的米粒状晶体。生物测定结果表明，$"%,&’0
基因在 #J#’1’中表达的晶体蛋白对北方根结线虫
的毒力很高，其 $;)2与 K#&<’)’.菌株大致相当。由
于 K#&<’)’. 菌株的生物测定样品包含 )(945 和
()945两种蛋白，推测 ()945 蛋白也具有杀线虫活
性。目前我们已经克隆到该 ()945蛋白基因，并且
其表达产物对线虫也表现出毒力。该实验证实了我

们的推测，结果将另作报道。

本研究克隆到的核苷酸片断除了含有杀线虫晶

体蛋白基因 $"%,&’0 外，在其下游还存在另外一个
基因 !"#0，两者被一茎环间隔开。有关 !"#0的功能
还不清楚，我们推测这两个基因之间可能存在着某

种关系，该工作正在进行中。

在杀线虫晶体蛋白中，;FG)# 和 ;FG," 分别是
;FG)亚家族和 ;FG,亚家族其典型代表。;FG)#与结
构已知的 ;FG’和 ;FG6一样也具有保守三结构域结
构，而 ;FG,"与 ;FG)#及其它所有晶体蛋白结构都
不相同［)］。研究结果也表明，对 ;FG)#具有抗性的
秀丽小杆线虫（- B /+/0’12）3"/ 基因突变体对 ;FG,"
仍然敏感，这预示着 ;FG,"对线虫的作用机理可能
与 ;FG)#完全不同［-］。本研究克隆的 $"%,&’0基因
不但对研究其独特的杀虫机理有着重要的理论意

义，也为植物寄生线虫的生物防治和线虫抗性的治

理提供了一条新的有效途径。
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