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摘   要：【目的】苏云金芽胞杆菌(Bacillus thuringiensis，Bt) D18 对鳞翅目、鞘翅目等农业害虫

具有杀虫毒力，本研究拟通过复合诱变育种，筛选出杀虫毒力更高的突变菌。【方法】经四轮室

温常压等离子体(ARTP)诱变和一轮 ARTP-NTG 复合诱变后，镜检形态观察与生物毒力测定筛选

高毒力菌株，SDS-PAGE 检测 Cry 蛋白，qRT-PCR 定量 cry 基因的表达，揭示突变菌株毒力提高

的原因。【结果】复合诱变筛选到 2 株高毒力突变菌株 An-L5-1 和 An-L5-7，与出发菌株 Bt D18

相比，An-L5-1 和 An-L5-7 的生长衰亡期略微提前；芽胞形成能力增强；Cry 蛋白表达量分别提

高了 80.47%和 88.31%；对小菜蛾和黏虫的杀虫毒力显著增强。【结论】突变菌株 An-L5-1 和 An-L5-7

杀虫活性提高主要是由于毒力基因 cry1Aa、cry2Aa 和调控基因 sigK 的表达显著上调。 

关键词：苏云金芽胞杆菌；杀虫晶体蛋白；室温常压等离子体；复合诱变  
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Improvement of the virulence of Bacillus thuringiensis to 
lepidopteran pests by ARTP and NTG mutagenesis 

PENG Jinli#, ZHU Zirong#, CHEN Wenhui, LUO Sisi, ZHOU Pengji, QUAN Meifang, 
SUN Yunjun, XIA Liqiu, DING Xuezhi* 
Hunan Provincial Key Laboratory of Microbial Molecular Biology, State Key Laboratory of Developmental Biology 
of Freshwater Fish, College of Life Sciences, Hunan Normal University, Changsha 410081, Hunan, China 

Abstract: [Objective] Bacillus thuringiensis (Bt) D18 is virulent to agricultural pests of Lepidoptera 

and Coleoptera. This study aims to improve the virulence of D18 by compound mutagenesis. 

[Methods] After four rounds of atmospheric and room temperature plasma (ARTP) mutagenesis and 

one round of ARTP-N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine (ARTP-NTG) mutagenesis, highly virulent 

mutants were screened out by microscopy and virulence bioassay. To reveal the reason for the increase 

of virulence, we detected the Cry proteins by SDS-PAGE and key cry genes by qRT-PCR. [Results] 

Two highly virulent mutants, An-L5-1 and An-L5-7 were screened out, compared with the wild strain 

D18, An-L5-1 and An-L5-7 demonstrated slightly early decline, improved ability of sporulation, 

80.47% and 88.31% rise of Cry protein expression, and significantly stronger virulence to Plutella 

xylostella and Mythimna seperata. [Conclusion] The increase in the virulence of An-L5-1 and An-L5-7 

was mainly attributed to the significantly up-regulated expression of cry1Aa, cry2Aa, and sigK. 

Keywords: Bacillus thuringiensis; insecitcidal crystal protein; ARTP; compound mutagenisis 

苏云金芽胞杆菌(Bacillus thuringiensis，Bt)

是一种重要的昆虫病原细菌，Bt 的杀虫活性与

其菌体细胞可产生多种杀虫活性的毒素密切相

关，主要为 δ-内毒素，即杀虫晶体蛋白(insecticidal 

crystal proteins，ICPs)，包括 Cry 和 Cyt 类蛋白，

其含量可以占到芽胞形成过程中菌体产生蛋白

总量的 20%–30%[1–3]。Bt 制剂已发展成为在农

林领域使用最广泛的微生物农药[3–4]，具有靶向

性强、环境友好等特点 [5–7]。小菜蛾 (Plutella 

xylostella Linnaeus)隶属于鳞翅目小菜蛾科，为

世界性迁飞害虫，以十字花科蔬菜叶为食。其

幼虫取食叶肉，留下表皮，在菜叶上形成一个

个透明的斑，俗称“开天窗”，3–4 龄幼虫可将菜

叶食成孔洞和缺刻，被认为是最广泛的鳞翅目

害虫 [8–11]；严重影响了蔬菜的产量和质量，每

年给全球经济造成了巨大的损失[12–14]。此外，

小菜蛾具有很强的繁殖能力和环境适应性，且

极易产生抗药性，成为危害蔬菜的头号害虫[14–15]。

因此，提高 Bt 对小菜蛾幼虫的毒力是实现十字

花科植物绿色防治效果的重要手段。 

ARTP 诱变育种技术具有放电均匀稳定、

活性颗粒浓度高、操作简便、诱变迅速、环境

友好、对操作者无辐射、操作可控性强等特点，

可与常规诱变方法联合使用[16–18]。它成功地应

用于细菌、真菌和微藻等多种微生物的诱变育

种[19–20]，提高了相关菌株的性能[21–23]。此外，

亚硝基胍(NTG)被认为是一种传统的化学诱变

剂，在诱变育种中起到了重要的作用[24–25]。本

研究利用等离子体和亚硝基胍对 Bt 菌株 D18

进行复合诱变，筛选出对鳞翅目、鞘翅目等害

虫有较高杀虫毒力的突变株，为农作物鳞翅目

害虫的生物防治提供优良的候选菌株。 
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1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株、引物和细菌培养条件 

本研究所用菌株和引物见表 1。Bt 的 LB

培养基(10 g/L 胰蛋白胨，5 g/L 酵母粉，10 g/L 

NaCl)和发酵培养基(18 g/L 葡萄糖，14.5 g/L 胰

蛋白胨，2.5 g/L K2HPO4，0.02 g/L FeSO4·7H2O，

0.02 g/L MnSO4·7H2O，0.25 g/L MgSO4·7H2O)，

30 °C 培养。 

1.1.2  试剂 

0.9%生理盐水；0.5 mol/L NaCl；5%丙酮；

NTG。 

1.1.3  仪器 

ARTP (常压室温等离子体 )诱变育种仪

(ARTP-IIS)，无锡源清天木生物科技有限公司；

正置光学显微镜 AXIO Abserver A1，德国蔡司

Zeiss 公司；蛋白胶扫描仪 Microtek Bio-5000，

中晶科技； SpectraMax® M5 酶标仪，美国

Molecular Devices。 

1.2  ARTP 诱变 
ARTP 诱变在 ARTP 生物诱变系统进行。

氦的输入量为 99.99%时，工作射频功率输入为

100 W，处理距离为 2.0 mm，气体流量为 8.0 SLM。

取 10 μL 原始菌菌液(OD600=0.6–0.8)于灭菌后

的不锈钢板上进行 ARTP 处理。将不锈钢板转 
 

表 1  菌株和引物 
Table 1  Strains and primers 
Strains/primers Relative description Sources 

Strains   

B.thurinhgiensis D18 The wild strain used as starting strain Lab store 

AR-L1-3 One round of ARTP mutation from D18  This work 

AR-L2-6 One round of ARTP mutation from AR-L1-3 This work 

AR-L3-2 One round of ARTP mutation from AR-L2-6 This work 

AR-L4-3 One round of ARTP mutation from AR-L3-2 This work 

AN-L5-1 One round of ARTP and NTG compound mutation from AR-L4-3 This work 

AN-L5-7 One round of ARTP and NTG compound mutation from AR-L4-3 This work 

qRT-PCR primers Sequences (5ʹ→3ʹ)  

16S-qF CTTGACATCCTCTGAAAACCCTA This work 

16S-qR GACTTAACCCAACATCTCACGAC This work 

cry1Ac-qF ATATTTCCTTGTCGCTAACGCA This work 

cry1Ac-qR TGTACAAGAAATGCGTCCCATT This work 

cry2Aa-qF CCCTTGCTCGTGTAAATGCA This work 

cry2Aa-qR AGGAACAGGGTTTTGAGTAGGG This work 

spoIIGA-qF TGTAACCTTTATGGTTGGCGG This work 

spoIIGA-qR TTGGATCACCGTAAGAAATTGAC This work 

spoIIID-qF CCAGAAATTAATCCAGAGCTCG This work 

spoIIID-qR GTTGCTTCTCCCCCTCTTAAAT This work 

spoIVA-qF GCGTTGTTTGGCAGTTTAGTCA This work 

spoIVA-qR CTGTTTGCTTAACCATACGCAGT This work 

sigK-qF AGTTAATGGAGCAAGGTGATGC This work 
sigK-qR CTGCATCTTCTCCTGTGTTCTCA This work 
cwlC-F AAGTTAAAGATGCCGTGGCG This work 

cwlC-R CAGCATGGGAATTGCTATTCC This work 
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移到 1.5 mL 离心管中，加入 1 mL LB 液体培养

基，振荡 2 min，使细胞重新悬浮。稀释后在

LB 琼脂平板上涂布，30 °C 培养 12 h，计算琼

脂平板上菌落的 ARTP 致死率，以死亡率在

60%–90%的处理为最佳时间。挑取最佳处理时

间的单克隆，斜面重新培养 48 h，显微镜观察

芽胞和伴胞晶体数量，初步筛选突变株进行生

物毒力测定。最后将筛选出的高杀虫毒力菌株

在 LB 液体培养基中培养，–80 °C 保存。 

1.3  NTG 诱变 
经过 4 轮 ARTP 诱变，筛选出对小菜蛾杀

虫活性最高的菌株作为 NTG 诱变菌的原始菌

株。在LB液体中培养至指数期(OD600为 0.6–0.8)，

收集 1 mL 菌液，悬于 5 mL PBS 中，加入 NTG

使终浓度为 500 μg/mL。暗箱孵育 1 h，用预冷

PBS 洗涤 4 次，停止反应。 

1.4  杀虫活性的生物测定 
将野生菌 D18 和诱变菌在发酵培养 48 h 后

的菌液加入 20 mL 人工饲料中，搅拌均匀后分

别倒入到 24 孔板中，每个样品重复 3 次。每孔

加入一条 3–4 龄的小菜蛾，在 25 °C 的培养箱

中饲养，观察统计 48 h 幼虫死亡数。选择死亡

率最高的代表性菌株作为下一轮 ARTP 诱变的

起始菌株。 

1.5  生长曲线测定及活芽胞计数 
分别在 LB 液体培养基中过夜活化原始菌

和 2 株高杀虫毒力诱变菌 AN-L5-1、AN-L5-7，

以 1%的比例转接到装有 30 mL 发酵培养基的

三角瓶中，每组设置 3 个平行，30 °C 振荡培养。

测定时间 0–60 h，每隔 6 h 取一定体积的发酵

培养物，使用分光光度计测其 OD600。利用

OriginPro 9 软件，以培养时间为横坐标、培养

物 OD600 值为纵坐标绘制生长曲线。 

对原始菌 Bt D18 及 2 株高杀虫毒力诱变菌

AN-L5-1、AN-L5-7 进行划线，挑取单克隆于

LB 液体培养过夜，按 1%接种量转接至发酵培

养基中，30 °C 培养至后期芽胞完全释放，菌体

裂解。测定原始菌、2 株诱变菌 OD600 处的吸光

值，然后将其稀释至终浓度 OD600 为 1.0，分别

取原始菌、2 株诱变菌菌液 1 mL 在 80 °C 热处

理 20 分钟，进行梯度稀释至 10–7，取 100 μL

菌液涂布 LB 固体平板，将平板置于 30 °C 倒置

过夜培养。对平板上单菌落进行计数。 

1.6  芽胞和伴胞晶体混合物的提取 
以 1%接种量转接已活化好的菌株到 30 mL

发酵培养基中，振荡培养 48 h，对菌液进行镜

检，确定其芽胞和伴胞晶体释放情况。各取   

10 mL 菌株发酵液于 15 mL 离心管，9 000×g

离心 10 min，收集沉淀用 NaCl (0.5 mol/L)洗涤   

2 次，弃去白色泡沫，悬浮于适量的生理盐水

中；4 °C 超声，每间隔 3 s 超声 3 s，共处理 6 min，

并重复 2 次，每次间隔 2–3 min。离心收集沉淀，

用生理盐水洗涤 2 次，再用 5%丙酮和超纯水各

洗涤 2 次，沉淀即为芽胞和伴胞晶体混合物，

分装此混合物于 EP 管中，–80 °C 保存备用。 

1.7  qRT-PCR 
菌株发酵 20 h，取 1 mL 发酵菌液于 1.5 mL

离心管中，8 000×g 离心 2 min，收集菌体。加

入 2 mL TRIzol 试剂(Invitgen)研磨菌体，提取

RNA 。 用 RevertAidTM First Strand cDNA 

Sythenesis Kit (Fermentas)将 RNA 逆转录成

cDNA。以 cDNA 为模板，16S rRNA 基因为内

参，进行 qRT-PCR。所有用于 qRT-PCR 分析

的引物和 16S rRNA 基因序列见表 1。 

2  结果与分析 

2.1  诱变时间的确定 
以 Bt D18 为 ARTP 诱变的第一轮出发菌

株，分别处理 0、15、30、60、120、240 s，得

到致死率曲线。Bt D18 的死亡率随着 ARTP 处
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理时间的增加而升高，菌体的致死率与处理时

间呈剂量效应关系。当诱变时间为 30 s 时，致

死率明显提升，为 65.2%；诱变时间为 60 s 时，

致死率为 89.8%；诱变时间为 120 s 时，致死率

为 96.9%；诱变时间为 240 s 时，致死率接近

100%。有研究者认为菌体致死率为 60%–90%

有利于产生正突变菌株[16]，本研究 ARTP 诱变

过程最佳的处理时间是 30–60 s，考虑到合理化

获取突变库容量，选取 40–55 s 的处理时间进行

后续 ARTP 诱变。 

2.2  诱变菌株初筛 
经过 5 轮诱变，包括前 4 次的 ARTP 递推

式诱变及最后一次的 ARTP-NTG 复合诱变，分

离挑取 956 个单克隆，斜面培养 48 h，利用相

差显微镜观察菌株的表型(图 1，表 2)。结果显

示，共有 5 种表型的诱变菌株在菌体裂解程度、

芽胞形态和伴胞晶体等表型变化较为明显。选

取菌体裂解程度高、芽胞与伴胞晶体明显的诱

变表型菌株作为生物测定的优势菌株；淘汰生

长速度慢、菌体裂解少、无晶体的表型菌株。 

 

 
 
图 1  野生菌 D18 和突变菌培养 48 h 相差显微镜表型观察 
Figure 1  Phase contrast microscope observation of D18 and mutant strains cultured for 48 h. A: D18; B: 
mutagenic Ⅰ; C: mutagenic Ⅱ; D: mutagenic Ⅲ; E: mutagenic Ⅳ; F: mutagenic Ⅴ. 
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表 2  诱变菌株的主要表型 
Table 2  Main types of mutagenic strains  
Strains Proportion of lysis strains/% Shapes of spores Shapes of crystal proteins Main changes of mutants 

Bt D18 98 Oval Diamond None 

MutagenicⅠ 96 Oval Diamond None 

MutagenicⅡ 93 Round Diamond Larger crystal proteins 

Mutagenic Ⅲ 98 Oval None No crystal proteins 

Mutagenic Ⅳ 20 Oval Diamond Lysis delayed 

Mutagenic Ⅴ 0 None None Poor growth 

 
统计 5 轮诱变镜检优势菌株比例(表 3)发

现，ARTP 迭代诱变中，第二轮 ARTP 优势菌

株比例最高，随后比例逐渐降低直到 10%左右。

当作用条件调整为 ARTP/NTG 复合诱变时，优

势菌株比例又得到明显提高。从 956 株突变株

中共选取了 197 株进行下一轮摇瓶发酵。 

2.3  诱变菌株复筛 
斜面培养菌株镜检根据芽胞与伴胞晶体形

态变化和菌体裂解程度缩小了筛选的范围，检

测杀虫活性变化进行生物测定。每轮初筛后的

菌株培养发酵至 48 h，以 5 μL/mL 的发酵液浓

度进行生物测定。与每一轮的出发菌株相比，

选择小菜蛾死亡率提高的为正突变株，统计每

一轮诱变的正突变率(表 4)。结果表明，与优势

菌株比例变化相似，前两轮 ARTP 的正突变率

较高，达到 30%以上，说明等离子体诱变效率

较好。但是随着第三轮、第四轮 ARTP 诱变，

发现正突变率逐渐降低。因此在第五轮采用

ARTP/NTG 复合诱变以增加诱变作用位点，正

突变率得到有效提升。 

野生菌 D18 为诱变的出发菌株。每轮筛选

得到的杀虫毒力最高的菌株，作为下一轮诱变

的出发菌株。每轮筛选得到的杀虫毒力最高的

菌株的生物毒力测定结果如图 2。 
 

表 3  五轮镜检优势菌株比例 
Table 3  Proportion of dominant strains in five rounds of microscopy 

Rounds Methods Amounts of selected strains Amounts of positive strains Proportion/% 

First ARTP 230 48 20.87 

Second ARTP 169 41 24.26 

Third ARTP 210 38 18.10 

Fourth ARTP 168 20 11.90 

Fifth ARTP, NTG 179 50 27.93 

 
表 4  五轮诱变复筛正突变率统计 
Table 4  Statistics of positive mutation rates in five rounds of mutagenesis 

Rounds Methods Amounts of tested strains Amounts of positive strains Proportion/% 

First ARTP 48 15 31.25 

Second ARTP 41 14 34.15 

Third ARTP 38 11 28.95 

Fourth ARTP 20 4 20.00 

Fifth ARTP, NTG 50 19 38.00 
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图 2  每轮筛选得到的杀虫毒力最高的菌株对小

菜蛾处理 48 h 的致死率 
Figure 2  48 h virulence bioassay of the every 
round of mutagenized strains (the highest virulence) 
against Plutella xylostella. Error bars are calculated 
from three independent determinations of 24-well 
pate in each sample. 

对比分析每轮诱变典型菌株的杀虫毒力变

化(表 5)，随着诱变次数的递推，菌株的杀虫毒

力越来越高。对每轮诱变典型菌株与前一轮菌

株对小菜蛾的校正死亡率进行比较分析，发现

第四轮代表菌株 AR-L4-3 对小菜蛾的校正死亡

率与第三轮代表菌株 AR-L3-2 差异不明显，其

他代表菌株与前一轮相比均具有显著差异。进

一步分析逐轮校正死亡率提高幅度，与正突变

率变化相似，校正死亡率的提高幅度在第三轮、

第四轮逐渐降低，当调整为复合诱变的处理方

法后，提高幅度又得到较明显升高。最终得到

的高毒力菌株 AN-L5-1 对小菜蛾的校正死亡率

相比于出发菌株 D18 提高了 159%，AN-L5-7

对小菜蛾的校正死亡率相比于出发菌株 D18 提

高了 170%。 

 

表 5  五轮 ARTP 诱变典型菌株对小菜蛾处理 48 h 的致死率 
Table 5  Mortality of five rounds of ARTP mutagenesis against Plutella xylostella at 48 h 

Rounds Strains Lethality/% Adjusted lethality/% Remarkable analysis Improvement/% 

Original D18 26.39 24.26 None None 

First AR-L1-3 34.72 32.86 * 35.45 

Second AR-L2-6 44.44 42.86 * 30.43 

Third AR-L3-2 50.00 48.57 * 13.32 

Fourth AR-L4-3 52.78 51.43 ns 5.80 

Fifth AN-L5-1 63.89 62.86 * 22.23 

 AN-L5-7 66.67 65.71 * 27.77 

Two-tailed T test, ns: P>0.05, *: P<0.05. 
 

2.4  生长曲线及芽胞形成能力比较 
测定了原始菌株 Bt D18 和 2 株高杀虫毒力

突变菌株 AN-L5-1 与 AN-L5-7 在 60 h 内的生长

曲线，结果显示 3 株菌的生物量无明显差异，

但 2 株诱变菌的衰亡期略微提前(图 3)。对 3 株

菌进行了活芽胞计数，发现 2 株诱变菌的芽胞

形成能力显著增强(图 4)。 

2.5  LC50 生物毒力测定 
复筛是以一个发酵菌液浓度进行的，需要

对以上 2 株诱变高杀虫毒力菌株从 LC50 及晶体

蛋白产量进行测定验证。对比野生菌 D18 及诱

变菌株 AN-L5-1、AN-L5-7 的 LC50 (表 6)，结果

发现野生菌的毒力 LC50 值为 9.998 μL/mL，

AN-L5-1 的毒力 LC50 值为 3.858 μL/mL，相比

野生菌降低约 61.41%。AN-L5-7 的杀虫毒力

LC50 值为 3.419 μL/mL，相比野生菌降低约

65.80%。结果说明 2 株诱变菌株的杀虫毒力明

显提高。 
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图 3  原始菌株 Bt D18 与突变菌株 AN-L5-1 和

AN-L5-7 60 h 的生长曲线 
Figure 3  Growth curve of wild strain Bt D18 and 
mutated strains AN-L5-1 and AN-L5-7 in the 
fermented broth for 60 h. Error bars are calculated 
from three independent determinations in each 
sample. 
 

 
 

图 4  Bt D18、AN-L5-1 和 AN-L5-7 发酵 60 h 后

的活芽胞计数 
Figure 4  The active spores amount of Bt D18, 
AN-L5-1 and AN-L5-7 fermented 60 h. Error bars 
are calculated from three independent 
determinations of spores amount in each sample. 
 

2.6  晶体蛋白 SDS-PAGE 分析 
提 取 野 生 菌 D18 和 诱 变 高 毒 力 菌 株

AN-L5-1、AN-L5-7 的晶体蛋白进行 SDS-PAGE 

(图 5)。Gel-Pro 灰度软件分析显示，AN-L5-1 (泳

道 2)的晶体蛋白含量是 D18 (泳道 1)的 1.80 倍，

晶体蛋白含量提高了约 80.47%；AN-L5-7 (泳 

道 3)晶体蛋白含量是 D18 的 1.88 倍，晶体蛋白

含量提高了约 88.31%。两菌株的晶体蛋白含量

明显提高，与杀虫毒力 LC50 变化趋势相一致。 

2.7  qRT-PCR 分析关键功能基因 
生物毒力测定和 SDS-PAGE 结果表明，突

变株的 Cry 蛋白产量和毒力都得到了提高，因

此我们进行了相关基因的 qRT-PCR，以进一步

验证这些结果。与野生菌株相比，突变株

AN-L5-1 和 AN-L5-7 的 cry1Ac 相对表达量分别

增加了 1.7 倍和 16.7 倍，而 cry2Aa 的相对表达

量分别增加了 5.7 倍和 3.7 倍。此外，与芽胞形

成相关的 spoIIGA、spoIIID 基因，与细胞裂解

相关的 cwlC 基因以及 sigK 基因的相对表达量

也增加(图 6)。 

 
表 6  野生菌 D18 与诱变高毒力菌株对小菜蛾的

杀虫毒力 LC50 
Table 6  LC50 analysis of the toxicity of wild strain 
D18 and highly virulent mutant strains against 
Plutella xylostella 
Strains LC50/(μL/mL) 95% confidence interval 

D18 9.998 7.790–14.503 

AN-L5-1 3.858 3.258–4.589 

AN-L5-7 3.419 2.914–4.048 

 

 
 

图 5  野生菌与诱变菌株晶体蛋白 SDS-PAGE 
Figure 5  Crystal protein SDS-PAGE of wild strain 
and highly virulent strains. M: protein marker; lane 
1: wild strain D18; lane 2: mutant strain AN-L5-1; 
lane 3: mutant strain AN-L5-7. 



 

 

 

1398 Peng Jinli et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(4) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 
 

图 6  cry1Ac、cry2Aa、spoIIGA、spoIIID、spoIVA、

sigK、cwlC 的 qRT-PCR 验证 
Figure 6  Real-time qRT-PCR analysis of selected 
genes. Error bars are calculated from four 
independent determinations of mRNA abundance in 
each sample. 
 

2.8  菌株遗传稳定性分析 
诱变育种获得的突变株可能会发生回复突

变，因此对于高产菌株进行传代实验验证非常

关键。在试管斜面培养后分别将高毒力杀虫菌

株 AN-L5-1、AN-L5-7 连续传代培养 5 代，进

行显微镜镜检、摇瓶发酵、检测发酵液的杀虫

毒力 LC50。AN-L5-1、AN-L5-7 菌株传代至第 5

代的晶体、芽胞形状无变化，杀虫毒力无明显

差异，表现出较好的遗传稳定性，具有成为工

业生产应用菌株的潜力。 

3  讨论与结论 

等离子体射流包含处于激发态的高浓度化

学活性颗粒，该颗粒可以破坏细胞中核苷酸碱

基的化学键和肽键，并改变细胞的代谢活性和

遗传特性[26]。但是，单一诱变始终得不到令人

满意的结果[19]。因此，为了提高 Bt D18 对小菜

蛾的杀虫毒力，应用了四轮 ARTP 递归诱变与

一轮 ARTP-NTG 诱变相结合，并从 956 个突变

体中选择了 197 个菌株进行了生物毒力测定。

平均的逐轮矫正后的小菜蛾死亡率显著提高，

这表明诱变具有一定的累积作用。 

经过传代培养稳定检测后，最终获得了 2 株

具有稳定遗传特性的阳性突变菌株 AN-L5-1 和

AN-L5-7。qRT-PCR 显示 cry1Ac 的相对表达水

平分别增加了 1.7 倍和 16.7 倍，cry2Aa 分别增

加了 5.7 倍和 3.7 倍，显示生物毒力测定和

SDS-PAGE 结果相一致；cry1Ac 和 cry2Aa 的表

达水平提高是增强杀虫毒力的关键因子。此外，

与芽胞形成相关的 spoIIGA 和 spoIIID 基因，与

细胞裂解相关的 cwlC 基因以及 sigK 基因的相对

表达量也增加，这与生长曲线以及活芽胞计数测

定的实验结果也是相符合的。有文献报道，Cry1、

Cry11A 以及 Cyt1A 蛋白的活性依赖于 sigma 因

子 K 的 RNA 聚合酶[27]，而 sigmaK 本身也参与

了芽胞皮层的组装[28]。cwlC 基因编码细胞壁水

解酶，在 Bt 母细胞的裂解中扮演着重要的角色，

cwlC 的表达依赖于 sigma 因子 K (sigK)，有研究

报道，cwlC 缺失突变体中 Bt 母细胞不裂解但不

影响芽胞和晶体蛋白的形成，也不影响其杀虫蛋

白的杀虫活性[29–30]。 

在诱变育种过程中，为了快速消除诱变处理

后的低毒力菌株，采用相差显微镜选择细胞裂解

程度高，芽胞和晶体明显的菌株作为毒力的主要

菌株。经过四轮 ARTP 诱变，优势菌株的比例逐

渐降低。与此变化类似，第四轮 ARTP 诱变菌株

的阳性突变率和小菜蛾的校正死亡率的增加在

生物测定重新筛选中呈显著的下降趋势。这可能

是由于长期使用单一诱变剂引起的“疲劳效应”，

它会导致缺陷，例如细菌活力降低和产品含量降

低[31]。在实际生产中，为了解决上述现象，采

用复合诱变的方法来进一步提高菌株的诱变效

果和杀虫毒力[32]。本研究采用 ARTP-NTG 复合

诱变方法对菌株进行第五轮处理，恢复了小菜蛾

的校正死亡率，具有良好的诱变协同作用。 
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