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苏云金芽胞杆菌营养期杀虫蛋白

基因的克隆及表达分析

蔡启良 刘子铎" 孙 明 魏 芳 喻子牛
（华中农业大学生命科学技术学院 农业部农业微生物重点实验室，武汉 74%%6%）

摘 要 选择本实验室分离的苏云金芽胞杆菌李氏亚种（B?1B.* 3%%&#&）菌株 CD93"44、鲇泽亚种（B?1B.* 4#5+6+#）菌

株 CD93!7!5 和库斯塔克亚种（B?1B.* 7)*&/+8#）菌株 CD93!#4# 为出发菌株，以营养期杀虫蛋白基因 EFG 扩增的特异

片段为探针，进行总 H+8 酶切片段的 ,(?/I-2J 杂交定位。结果显示 4 株菌株的营养期杀虫蛋白基因，均位于经

9:+K 完全消化的 7 L #M1 大小的 H+8 片段上。将该区域 H+8 片段回收后克隆到 .NF!& 载体，建立了 4 个较基因组

文库小的亚基因组文库。通过菌落原位杂交筛选和酶切鉴定分别得到 4 个相应的营养期杀虫蛋白基因 ;#<"4、

;#<!7 和 ;#<!#，并对其测序。H+8 序列比较发现基因 ;#<"4 与已知营养期杀虫蛋白基因存在 # 个差异碱基。将

;#<"4、;#<!7 基因亚克隆到苏云金芽胞杆菌3大肠杆菌穿梭载体 .O94!#，分别得到重组质粒 .DPD"&%! 和 .DPD"&%$。

将它们电转化到 ;#< Q 的 . * / *受体菌 DPD!6! 和 7R6，获得了相应的工程菌 DPD"&%!3!6!，DPD"&%$3!6!，DPD"&%!37R6
和 DPD"&%$37R6。,H,3E8S: 电泳检测均有 ""MH 大小的蛋白表达。生物测定结果亦表明了，营养期杀虫蛋白 ’<."4
和 ’<.!7 对鳞翅目棉铃虫、小菜蛾和甜菜夜蛾的三龄幼虫均有一定的杀虫活性；其中对小菜蛾的毒力最高，TF#% 值

分别为 $"*5，4!*5，7#*7 和 46*5!TU0T。该结果为构建高效广谱工程菌提供了实际材料和理论依据。
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苏云金芽胞杆菌（.+0#,,)& /")*#$1#%$%&#&）是一种

革兰氏阳性细菌，在芽胞形成期间可产生包括"3内
毒素（即杀虫晶体蛋白，简称 KFE）在内的晶体包含

体。这类包含体能够在昆虫中肠上皮细胞溶解并释

放"3内毒素，接着，在肠道内环境特异条件下降解毒

蛋白产生活性肽，活性肽可与肠道受体结合形成膜

穿孔，导致昆虫患败血症而死亡，从而表现出特异性

的杀虫毒力［#］。迄今为止，已经鉴定了许多不同杀

虫谱的苏云金芽胞杆菌菌株，它们产生的"3内毒素

也已经被广泛地用来制备杀虫剂。在防治害虫转基

因植物方面也取得了很大的成效。部分转基因植物

（如转 D9 棉和转 D9 玉米）亦已商品化［5］，挽回了农

作物虫害造成的巨大经济损失。

但是，在实际应用中仍有许多重要农作物害虫

对杀虫晶体蛋白毒素不敏感；另外，苏云金芽胞杆菌

制剂的长期广泛使用，也已经引起了自然界中部分

昆虫的抗性产生。最新研究发现，在苏云金芽胞杆

菌的对数生长前期存在着一种大量表达的可溶性胞

外蛋 白，即 营 养 期 杀 虫 蛋 白（’-A-/;/<V- <JB-W/<W<>;)
.2(/-<J，’KE）［!］。该蛋白对一些对杀虫晶体蛋白不敏

感的昆虫（如小地老虎、草地贪夜蛾、甜菜夜蛾、烟蚜

夜蛾等）具有广泛杀虫活性。营养期杀虫蛋白的发

现弥补了杀虫晶体蛋白的不足，为更加有效地使用

杀虫晶体蛋白提供了优化的可能。

然而，由 于 目 前 仅 有 ;#<44（ +）、;#<44（ :）和

;#<3 &4 个基因，对营养期杀虫蛋白在苏云金芽胞杆

菌中存在的位置、意义和作用、以及其杀虫机制和进

化途径，尤其是营养期杀虫蛋白是否与杀虫晶体蛋

白一样存在多种亚群和亚类等尚不清楚［!，$］，因此，

从不同种属中或同一种属的不同个体中克隆营养期

杀虫蛋白基因，分析营养期杀虫蛋白在不同苏云金

芽胞杆菌中的存在情况，是非常必需的。此外，测定

营养期杀虫蛋白对其它害虫的毒力高低，对于提高

工程菌杀虫毒力，扩大杀虫谱等都具有一定的应用



价值。本论文从本室分离的不同菌株出发，克隆得

到了 ! 个营养期杀虫蛋白基因，并且对其进行了序

列比较和一些杀虫晶体蛋白不易感病昆虫的杀虫毒

力分析。

! 材料和方法

! "! 菌株和质粒

本实验所用菌株和质粒见表 "。

! "# 培养基

菌株的培养采用 #$、%$ 液体培养基。 ! & "#$%
菌株在 !’(培养，&’ &菌株在 )*(培养。抗生素终

浓度 分 别 为：氨 苄 青 霉 素，"++!,-.#；红 霉 素，)/

!,-.#。

! "$ %&’()*+, 杂交和菌落原位杂交均参照文献［!］

! "- 营养期杀虫蛋白 !"# 基因 ./0 分析

特异上游引物：/01%2%%34333333432 4%2331
!0；下游引物：/0123%223%44423%4%%34%%1!0

表 ! 菌株和质粒

1234* ! %(+25,6 2,7 84269576

56789:; 8:< =>8;.9<; 4?878@6A79;69@; 5BC7@A;
56789:;

& & ’()*%+,%-+.%.
D$%1*!! ;CE;=& /--.%. F!! ;A7B6G=A，H9>< 6G=A ;6789: 5@7AA:A< EG BC7 #8E&
D$%1"I"J ;CE;=& 0%1232% F’ ;A7B6G=A，H9>< 6G=A ;6789: 5@7AA:A< EG BC7 #8E&
D$%1"/!/ ;CE;=& 4)*.’25% F!8E ;A7B6G=A，H9>< 6G=A ;6789: 5@7AA:A< EG BC7 #8E&
IK’ ;CE;=& 6.*2-$-+.%. F"I ;A7B6G=A，@7G L .C686A< ;6789: M7B. N7& F& NA8:
$O$"’" ;CE;=& 4)*.’25% F!8E ;A7B6G=A，@7G L .C686A< ;6789: 5@7AA:A< EG BC7 #8E&

PB:1=>8;.9< .C686A< ;6789: BQ D$%"IJ!

R>8;.9<;

=S4"T

=F%!"/

=$O$*J+"

=$O$*J+)

=$O$*J+!

=$O$*T+"

=$O$*T+)

! & "#$% @>B:9:, UA@6B7，3.=V

! & "#$%1&’ ;?C66>A UA@6B7 & W7.V，3.=V

7%8*! 9:;A76A< 9:6B =S4"T，3.=V

7%8"I 9:;A76A< 9:6B =S4"T，3.=V

7%8"/ 9:;A76A< 9:6B =S4"T，3.=V

7%8*! 9:;A76A< 9:6B =F%!"/，W7.V，3.=V

7%8"I 9:;A76A< 9:6B =F%!"/，W7.V，3.=V

56B7A< 9: BC7 #8E&

M7B. R8;6AC7 X:;696C6A N& #A7A@>C;

%?9; ;6C<G

%?9; ;6C<G

%?9; ;6C<G

%?9; ;6C<G

%?9; ;6C<G

VA@B.E9:8:6 ;6789:;

$O$*T+"1"’"

$O$*T+)1"’"

$O$*T+"1IK’

$O$*T+)1IK’

=$O$*T+" 678:;QA77A< 9:6B 7A@A=6B7 $O$"’"

=$O$*T+) 678:;QA77A< 9:6B 7A@A=6B7 $O$"’"

=$O$*T+" 678:;QA77A< 9:6B 7A@A=6B7 IK’

=$O$*T+) 678:;QA77A< 9:6B 7A@A=6B7 IK’

%?9; ;6C<G

%?9; ;6C<G

%?9; ;6C<G

%?9; ;6C<G

R4V 扩增条件为：TI( ".9:，/+( ".9:，’)( ).9:，

)/ 个循环。

! ": ;<. 蛋白质 %=%>.?@A 分析［!］

YXR 蛋白质样品制备：& & ’()*%+,%-+-.%. 工程菌株

在 %$ 培养基、!+(培养 !J ?，/+++, 离心 ) .9:，上

清液 加 入 )+ ..B>-# 柠 檬 酸 钠（ =F)& /）滴 定 到

=FIZ/，在室温放置 !+ .9: 后，样品在 *+++, 离心 "+
.9:，蛋白沉淀重新溶解于 )/+ ..B>-# P84> 溶液。

! "B 生物测定［-］

用棉铃虫、小菜蛾和甜菜夜蛾三龄幼虫进行生

物测定。

待测样品为工程菌发酵液经 /+++ , 离心 " .9:
后的上清液。

# 结果与分析

# "! 营养期杀虫基因在总 =C? 酶切片段中的定位

根据已知营养期杀虫蛋白基因设计特异引物，抽

提菌株 D$%1*!!、D$%1"I"J 和 D$%1"/!/ 的总 NP3，分

别进行 R4V 扩增，均得到 )& I[E 大小的特异扩增带

（资料未给出）。回收 ! 种特异扩增 NP3 片段，混合

后用地高辛标记作为杂交探针。将抽提的 ! 种总

NP3 分别用限制酶 9:2X、!"#VX 完全消化，凝胶电泳

并转移到硝酸纤维素滤膜上，进行 5BC6?A7: 杂交（见

图 "）。结果表明，营养期杀虫蛋白基因在 ! 种菌株总

NP3 酶切片段均定位在 9:2X 消化的约 I& I[E 或

!"#VX 消化的约 /&+[E 的 NP3 片段。

T’// 期 蔡启良等：苏云金芽胞杆菌营养期杀虫蛋白基因的克隆及表达分析



! "! !"##$、!"#%& 和 !"#%’ 基因克隆与序列分析

为减少缩小基因片段的工作量，选择 ! 种菌株

"#$%&!!、"#$%’(’) 和 "#$%’*!* 的总 +,- 经 !"#.
消化 后 的 ( / *01 +,- 片 段，分 别 插 入 234’5 的

!"#. 位点，建立了 ! 种菌株的亚基因组文库。经菌

落原位杂交筛选，647 和酶切鉴定，分别得到来自

"#$%&!!、"#$%’(’) 和 "#$%’*!* 的 8.6 克隆子 2#%
9#&):’、2#9#&):; 和 2#9#&):!（如图 ;- ’，;，! 所

示），所含营养期杀虫蛋白基因分别命名为 $%&&!、

$%&’( 和 $%&’*。对所得到的 ! 个基因进行了 +,- 序

列测定，并通过网上 #<-=$ 软件序列比较，发现基

因 $%&’( 和 $%&’* 与已报道的营养期杀虫蛋白基因

$%&!’（#）序列相同，而基因 $%&&! 则与目前仅有的 !
个营养期杀虫蛋白基因存在 * 个差异位点：其中与

$%&!’（#）基因比，有 ! 个位点不同，即 4&*’!-&*’，

4&*;!-&*; 和 4;!:>!$;!:>。4&*’!-&*’ 的差异并未改变

所编码的氨基酸残基，4&*;!-&*; 引起 ?@A;&(!<BC;&(

的变 化，而 4;!:>! $;!:> 引 起 6DE&:(! =FD&:( 变 化；与

$%&!’（"）基因比，存在两个碱基差异，即 4&>:!-&>:

和 ?’;’*!-’;’*。4&>:!-&>: 引起了 6DE;5’!$GD;5’ 变化，

而 ?’;’*!-’;’* 引起了 ?@B(:)!?@H(:) 变化；与 $%&% ( 基

因比，不同的两个位点是 4&*’!-&*’和 ?;;;!!-;;;!，其

中 4&*’!-&*’由于密码简并性氨基酸未发生改变，而

?;;;!!-;;;! 引起了 ?@B>(;!?@H>(; 变化。 $%&&! 基因

+,- 序 列 已 在 ?FA#IA0 中 登 录，序 列 号 为

-":((;;>。

图 ’ 营养期杀虫蛋白基因在总 +,- 酶切片段中的定位

JKLM’ =KNF%OFNFPNKEA EQ $%& LFAF KA QDILRFANC EQ
NENI@ +,- OKLFCNFO 1B FASBRFC

’M "#$%&!!’C NENI@ +,-T)*+7!；;M "#$%&!!’C NENI@ +,-T!"#!；

! M "#$%’(’)’C NENI@ +,-T)*+7!；(M "#$%’(’)’C NENI@ +,-T!"#!；

* M "#$%’*!*’C NENI@ +,-T)*+7!；)M "#$%’*!*’C NENI@ +,-T!"#!

! "$ !"##$ 和 !"#%& 基因 $ " %&’(")*"+)+,", 工程菌

的构建及蛋白质分析

将克隆到的 $%&&! 和 $%&’( 基因分别亚克隆到

穿梭载体 2U$!’*，构建重组质粒 2#9#&5:’ 和 2#%
9#5&5:;（如图 ;- *，)）；所得的两个重组质粒分别

电转化到苏云金芽胞杆菌 $%&%受体菌 #9#’>’ 和

(V>，构 建 了 含 营 养 期 杀 虫 蛋 白 基 因 的 工 程 菌

#9#&5:’%’>’， #9#&5:;%’>’， #9#&5:’ %(V> 和

#9#&5:;%(V>。

图 ; 阳性转化子质粒酶切、CEHNGFDA 杂交及 647 扩增图谱

JKLM; 6DEQK@FC EQ 2ECKNKWF NDIACQEDRAIANC’2@ICRKO
FASBRF%OKLFCNKEA、CEHNGFDA%1@EN IAO 647%IR2@KPINKEA

-M !"#!%OKLFCNKEA；#MUB1DK%RI2 EQ DF@IPNKWF QKL -；4M 647 IR2@KPINKEA

’ M 6@ICRKO 2#9#&):’；;M 6@ICRKO 2#9#&):;；!M 6@ICRKO 2#9#&):!；

(M 8FPNED 234’5；*M 6@ICRKO 2#9#&5:’；

) M 6@ICRKO 2#9#&5:;；>M =GHNN@F WFPNED 2U$!’*

提取上述基因工程菌的营养期杀虫蛋白进行

=+=%6-?X 电 泳，结 果 显 示 营 养 期 杀 虫 蛋 白 基 因

$%&&! 和 $%&’(，在苏云金芽胞杆菌受体菌 #9#’>’ 和

(V> 中均能表达分子量约 &&0+I 的蛋白，而且密度

定量扫描结果显示营养期杀虫蛋白基因 $%&&! 和

$%&’( 在 #9#’>’ 中的表达要高于在 (V> 中的表达

（见图 !）。

! "& 生物活性测定

将构建的基因工程菌 #9#&5:’%’>’，#9#&5:;%
’>’，#9#&5:’%(V> 和 #9#&5:;%(V> 在阴性对照情况

下，按照 ’ M) 的方法进行生物毒力测定。结果发现

营养期杀虫蛋白 8K2&! 和 8K2’( 对鳞翅目三龄幼虫

小菜蛾、甜菜夜蛾和棉铃虫均有一定毒力，其中对小

菜蛾毒力较高，在 $%& Y 受体 菌 ,-,’>’ 中 $%&&!、

$%&’( 基因表达的营养期杀虫蛋白杀虫活性较高，对

小菜蛾、甜菜夜蛾和棉铃虫的 <4*:值分别高出 :Z**、

:Z;:，:Z’’、:Z:5 和 :Z;)、’ M &: 倍（如表 ; 所示）。这

一结果也可以解释 $%&&! 和 $%&’( 基因在 #9#’>’ 中

的表达量高于在 (V> 中的原因。

:&* 生 物 工 程 学 报 ’& 卷



图 ! 营养期杀虫蛋白基因 !"#"! 和 !"##$ 在 %&%#’# 和 $(’ 中的表达

)*+,! -./ /012/33*45 46 +/5/ !"#"! 758 !"##$ *5
2/9/1:42 %&%#’# 758 $(’，2/31/9:*;/<=

>, ?@?AB>CD；%, E4<FG5 G71 46 ""H@ 124:/*5 I758 8/53*:= 39755*5+

# ,$(’；J , !"#"!K$(’；! , !"##$K$(’；$, !"##$K%&%#’#；

L, !"#"!K%&%#’#；M, %&%#’#

表 ! 营养期杀虫蛋白 "#$%& 和 "#$’( 不同工程菌杀虫活性的生物测定

)*+,- ! ).- +#/*00*1 2-03,40 /5 0-6-2*, -78#7--2-9 042*#70 :/74*#7-9 6-8-4*4#6- #70-:4#:#9*, $2/4-#7 "#$%& /2 "#$’(，2-0$-:4#6-,1

-/3:/8 *53/9: D5+*5//2/8 3:27*5 -40*9 2/+2/33*45 642GF<7 N/<7:*45 94/66*9*/59=（2） O7<F/ 46 PELQ K（!PKGP）

$%&’(%%) *+%,-’(%%)

%&%"RQ#A#’#

%&%"RQJA#’#

%&%"RQ#A$(’

%&%"RQJA$(’

S T !,#" U #,JLV

S T !,$$ U #,Q$V

S T !,!# U #,QJV

S T !,!! U #,QMV

Q,RR

Q ,RR

Q ,R’

Q ,RR

J" ,M

!# ,M

$L ,$

!’ ,M

.(%",/0"- )12"3(1)

%&%"RQ#A#’#

%&%"RQJA#’#

%&%"RQ#A$(’

%&%"RQJA$(’

S T !,!" U #,Q’V

S T !,JJ U #,Q$V

S T J,LR U #,L"V

S T J,$R U #,$QV

Q,RR

Q ,R"

Q ,RJ

Q ,R’

!J ,’

L# ,L

!! ,L

MJ ,#

4#,5,’(1) (*"3&)

%&%"RQ#A#’#

%&%"RQJA#’#

%&%"RQ#A$(’

%&%"RQJA$(’

S T !,M’ U Q,’’V

S T !,L$ U Q,RMV

S T !,M$ U Q,’LV

S T !,QL U #,QQV

Q,R"

Q ,R"

Q ,R"

Q ,RM

L! ,$

!! ,J

ML ,Q

"R ,#
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从 @W> 序列分析结果可以看出，克隆到的基因

!"#"!、!"##$ 和 !"##L 与已知营养期杀虫蛋白基因存

在很高同源性。其中 !"#"! 基因同样存在着已知营

养期杀虫蛋白基因的 L 个差异位点，暗示了这 L 个

位点在营养期杀虫蛋白结构上，可能位于较为灵活

的空间位置，对营养期杀虫蛋白功能影响不大。而

来自不同亚种的基因 !"##$ 和 !"##L 与营养期杀虫蛋

白基因 !"#!6（)）序列完全相同，提示营养期杀虫蛋

白基因可能与杀虫晶体蛋白不一样，不具有多样性，

在遗传上比较保守，可能是苏云金芽胞杆菌菌株某

种功能所需的关键基因，对其深入研究可望获得更

加有效的基因工程菌，解决杀虫晶体蛋白杀虫特异

性的极限问题。

蛋白质表达结果证实了所克隆的基因 !"#"!、

!"##$ 和 !"##L 是营养期杀虫蛋白基因，并且能够在

!"# Y 的苏云金芽胞杆菌无晶体突变株中表达。在不

同血清型的 %: 受体菌 %&%#’# 中比在 $(’ 中的表达

量高的现象，说明了 !"# 基因的表达量可能与受体菌

的血清型有一定的关系，其具体的关系有待进一步

研究。

营养期杀虫蛋白 O*1"! 和 O*1#$ 的生物活性测

定结果表明：营养期杀虫蛋白基因除了对鳞翅目昆

虫甜菜夜蛾和棉铃虫有杀虫毒力外，对小菜蛾也有

活性，且敏感性高于前两者。这一结果为广谱工程

菌的构建提供了依据。
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