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苏云金芽孢杆菌菌株!"#$%&%转!"#$$ 基因菌的构建

鲁松清" 刘子铎 喻子牛
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摘 要 利用电脉冲将0*2!!基因转入苏云金芽孢杆菌野生菌株89:!#4#，筛选得到4个转化子。质粒电泳、

;6<扩增及,(=/>-2?杂交结果均证明，基因0*2!!已转入菌株89:!#4#。生物测定结果表明，4个转化子对甜菜
夜蛾的毒力比出发菌89:!#4#均有显著的提高，转化子89:!#4#3!和89:!#4#34对小菜蛾和棉铃虫的生物活性
与出发菌89:!#4#相近，而转化子89:!#4#3$则有一定幅度的提高。
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苏云金芽孢杆菌是一类能产伴孢晶体的革兰氏

阳性杆状细菌，随着研究的广泛深入，它的杀虫范围

已从最初的鳞翅目发展到如今的双翅目、鞘翅目等

八个目，并发现它对线形动物门中的部分寄生线虫，

扁形动物门中的吸虫类等也具有生物活性［!］，但针

对某一菌株而言，它的杀虫范围多局限于某一目中

的几个科属。!&&"年,C?D>EF等将带有0*243启动
子的0*2!!基因转入含单一杀虫晶体蛋白基因的

G/(菌株，结果重组菌同时具有0*2!!和0*2!30的
生物活性［$］。本研究试图将带自身启动子的0*2!!
基因转入不含0*2!!基因的多基因菌株89:!#4#，
以期能提高菌株对甜菜夜蛾的毒力，扩大菌株的杀

虫谱。以下是对菌株89:!#4#和其转化子的一系
列研究结果。

$ 材料与方法

$’$ 材料
苏云金芽孢杆菌菌株89:!#4#由本室分离，血

清型为H4C1。.9I9J6为基因0*2!! 克隆入穿梭
载体.H:4%5而得到的重组质粒，.H:4%5由法国
巴斯德研究所的A*K-)-D)=F-博士提供。

$’( 方法

$’(’$ 质粒抽提：苏云金芽孢杆菌质粒抽提在

9E2?1(E0等碱法抽提［4］基础上作了适当的改进，J9
培养液（!L蛋白胨，%M#L酵母粉，!L+C6)，.H7M$）

过夜培养活化菌种，再用活化菌液接种（!／!%%）J9
培养液，至对数中期收集菌体，:N（!%00()／J:2EF·

6)，!00()／JNK:A，.HBM%）洗菌!次，菌体悬于

!%%!J溶液O（#%00()／JP)=D(F-，$#00()／J:2EF·

6)（.HBM%），!%00()／JNK:A），加入#"!%!J溶
菌酶（$%0Q／0J），此后的操作按9E2?1(E0等的方
法［4］进行。

$’(’( 电脉冲转化苏云金芽孢杆菌：电脉冲转化在

ICFF(?［5］和9(?-［#］等的基础上作了一些改进，采用

,P缓冲液（$7$00()／J蔗糖，!#L甘油），电脉冲采
用$#!R，$%%#，"M$#"&S’／D0的条件电脉冲!次。
电脉冲仪为9E(3<CT公司的P-?-;=)F-2:I，电脉冲
杯也为9E(3<CT的产品。

$’(’& ;6<扩增：;6<扩增所用的引物见文献
［"］，扩增条件参见文献［7］，扩增全部采用$#个循
环，变性温度&5U，延伸温度7$U。不同的扩增差
异主要在复性温度，0*2$特异扩增复性温度为

#BU，0*2!3+，0*2!34 和0*2!30混合扩增采用

##U，其余均为#4U。;6<所用试剂均为华美公司
产品，!%%1.)CTT-2为9E()C1F公司产品，引物:8"$
和:8"4等由O?/-Q2C/-TK+A:-D>合成，;6<仪为

;-SSE?N)0-26-/=F的K+A:>-20C)6VD)-2。

$’(’) 探针制备：0*2!!探针制备采用;6<扩增
产物作为底物，扩增引物为PAJ;!和PAJ;$［"］，具
体制备过程见KEQ杂交使用说明。引物PAJ;!和



!"#$%为上海&’()*(合成，+,)杂交试剂盒为

-*./0,().01’((/.,2产品。

!"#"$ &*34/.0(杂交：质粒电泳采用56778琼脂
糖凝胶，杂交膜使用硝酸纤维素膜（9:;*(<），杂交
及显色按+,)杂交使用说明进行。

!"#"% 生物测定：生物测定均采用#=培养基发酵。
小菜蛾（!"#$%""&’(")*$%""&）生测方法见沈鞠群
等［=］，小菜蛾由本室饲养提供；棉铃虫（+%",)$-,*
&./,0%.&）生测方法见喻子牛等［>］，棉铃虫购自湖北
省农科院；甜菜夜蛾（12)3)2$%.&%’,0#&）生测方法
见曾晓慧等［?5］，甜菜夜蛾购自湖北省农科院。每个

样品的生物测定至少重复%次。

# 结果

#"! 菌株&’(!$)$及其转化子的验证

图? 菌株@-A?7B7及其转化子的质粒电泳
及&*34/.0(杂交结果

C,)6? A/.DE’F2,<D0*G,E.F’(<4/.&*34/.0(;E*4*G
F40’,(@-A?7B7’(<,4F40’(FG*02’(4F

’HA/.DE’F2,<D0*G,E.F； ;HA/.&*34/.0(;E*4H

1H!／+,4<"；?H@-A?7B7IB；%H@-A?7B7I%；

BH@-A?7B7I?；JH@-A?7B7；7HD-1-#KH

#"!"! 转化子的质粒检测：电脉冲将重组质粒

D-1-#K转化菌株@-A?7B7，红霉素抗性#-培养
基平板筛选得到大量抗性菌落，经质粒电泳，$KL
分析等筛选得到B个转化子@-A?7B7I?，@-A?7B7I
%和 @-A?7B7IB。质粒电泳结果（图?’）显示，
@-A?7B7I?，@-A?7B7I%和@-A?7B7IB的质粒带型
均与出发菌@-A?7B7一致，只是在与D-1-#K带
相应的位置多出?条带，与实验预期值一致，表明重
组质粒D-1-#K可能转入了@-A?7B7，且转化子

完整地保留了菌株@-A?7B7原有的质粒。

#"!"# 5.(?6 基因探针&*34/.0(杂交：5.(?6 基
因探针&*34/.0(杂交结果（图?;）显示，B个转化子
均能与特异性的5.(?6 基因探针杂交，而出发菌

@-A?7B7则完全没有杂交信号。

#"!") 转化子的$KL检测：对B个转化子及其菌
株分别用5.(?6特异引物（图%’），5.(?7&，5.(?78
和5.(?75的混合引物（图%;），以及5.(%特异引物
（图%M）进行扩增，结果表明，B个转化子除5.(?6
特异引物的扩增结果与出发菌株@-A?7B7不一致
外，其余结果完全一致，表明B个转化子含有转入的

5.(?6基因，同时完整地保留了菌株@-A?7B7原有
的5.(?7&，5.(?78，5.(?75和5.(%基因。

图% 菌株@-A?7B7及其转化子的$KL扩增

C,)6% $KL’2DE,G,M’4,*(*GF40’,(@-A?7B7
’(<,4F40’(FG*02’(4F

’H5.(?6’2DE,G,M’4,*(；;H5.(?7&，5.(?78’(<
5.(?75’2DE,G,M’4,*(；MH5.(%’2DE,G,M’4,*(H
1H?55;DE’<<.0；?HD-1-#K；%H@-A?7B7；

BH@-A?7B7I?；JH@-A?7B7I%；7H@-A?7B7IB

综合&*34/.0(杂交，$KL扩增及质粒电泳等的检测
结 果，可 以 确 定 @-A?7B7I?，@-A?7B7I% 和

@-A?7B7IB均为@-A?7B7转入含5.(?6基因重组
质粒D-1-#K的转化子。

#"# 菌株&’(!$)$及其转化子的生物活性
利用#=培养基培养菌株@-A?7B7及其转化

子，发酵液用小菜蛾、棉铃虫和甜菜夜蛾进行了生物

测定，测量结果见表?。由表?可知，转化子

@-A?7B7I?和@-A?7B7IB对小菜蛾和棉铃虫的生
物活性与出发菌株@-A?7B7的生物活性相当，而转
化子@-A?7B7I%则比出发菌@-A?7B7分别提高

B78和7>8；B个转化子对甜菜夜蛾的生物活性比
出发菌株@-A?7B7的生物活性分别提高了?5倍、

?J倍和=倍。
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表! 菌株"#$!%&%及其转化子对不同昆虫的生物活性

$’()*! +,-./.-0123-4’.5"#$!%&%’56.-3-4’532147’5-3’8’.53-)*9.619-*4’5)’4/’*

!"#$%&’ ()*#)’’%+&,-.$"%+&+/0+1%2%"3 4+##)5$"%+&2+)//%2%)&" 64789$5.)／（!6／:6）

!"#$%&’()%%*

;<0=7>7 +?@=A>B8CDAEFE, 8ABD 8ADGG

;<0=7>7H= +?8AGDDC=AIBF, 8ABF 8AD7B

;<0=7>7HD +?@=A>B>CDAI>7, 8ABI 8A=I8

;<0=7>7H> +?@=AGEGCDAFDD, 8ABG 8AD>F

-"*./01).*

;<0=7>7 +?@=A8EIC=AB==, 8ABI =AGBF

;<0=7>7H= +?DA=E8C8AFG=, 8AB7 EAI8D

;<0=7>7HD +?DAE88C8AI8F, 8ABF 8ABGD

;<0=7>7H> +?DAEBEC8AFD=, 8ABF =A7EB

2")#013*

;<0=7>7 +?=A>IGC8AF>B, 8ABI FIA=I=

;<0=7>7H= +?@8AD88C=A>7G, 8ABI EABDE

;<0=7>7HD +?@EAIF8C>AD==, =A88 GABFG

;<0=7>7H> +?@8A7FFC=AG=B, =A88 IA7=E

:;& 菌株"#!%&%及其转化子的生物学特性
带基因4.$=5的重组质粒转入菌株;<0=7>7

后，菌株的生物学特性发生一些小的变化，主要表现

在芽孢的形成发生一定障碍，芽孢数量减少，形成的

菱形伴孢晶体变大，在6I培养基中芽孢脱落时间比
出发菌株;<=7>7晚>"7J。

:;< 转化子的遗传稳定性
将 转 化 子 ;<0=7>7H=，;<0=7>7HD 和

;<0=7>7H>在无抗性压力下分别培养，每>EJ转接

=次，经=8次6<培养液中转种后，将菌液分别在无
抗性培养基平板上涂布培养，各随机挑起=88个菌
落点种红霉素抗性平板，结果显示，所有菌落均保留

原有抗性。对转化子;<0=7>7HD的其中78个菌落
还进行了K4(检测，结果它们均有杀虫晶体蛋白基
因4.$=5，4.$=6*，4.$=67和4.$=64的特异扩增
带。以上结果表明转化子的遗传性非常稳定。

& 讨论
基因4.$=5 转入野生菌株;<0=7>7后，转化

子对甜菜夜蛾的毒力有明显的提高，表明4.$=5基
因对扩大菌株的杀虫谱，提高菌株的毒力有一定的

积极作用。那么是否重组质粒L<M<64转入所有
野生菌株均能提高菌株对甜菜夜蛾的毒力呢？根据

对其它菌株的研究结果，重组质粒L<M<64对野生

菌株毒力的影响存在差异，它对菌株;<0=7D8和

;<0I>>等的毒力甚至有负面影响（鲁松清未发表
资料）。这可能是因不同菌株的遗传背景不同，外源

重组质粒L<M<64在菌株中与其它杀虫晶体蛋白
基因的相互作用存在差异所致。

实验中发现含4.$=5基因的野生菌株对甜菜
夜蛾的毒力一般较强，具体情况如文献［F］所述。但
这并非表明所有对甜菜夜蛾高毒力菌株均含有

4.$=5基因，某些菌株如;<0I>>等对甜菜夜蛾有
较强毒力，但它不含4.$=5基因。决定菌株对甜菜
夜蛾毒力的因素除基因4.$=5外，可能还有4.$D，

4.$=6*，4.$=64等杀虫晶体蛋白基因。
由生物测定结果还可发现（表D），>个转化子的

遗传背景尽管相同，但它们对不同目标昆虫的毒力

并不完全相同，特别是对棉铃虫的毒力存在较大差

异，转 化 子 ;<0=7>7HD 的 毒 力 较 出 发 菌 株

;<0=7>7明显增强，但转化子;<0=7>7H=的毒力
则较菌株 ;<0=7>7大幅下降，这说明重组质粒

L<M<64对同一菌株内不同个体的影响也不完全
相同。至于导致菌株毒力下降的原因，可能是重组

质粒L<M<64的存在影响了其它杀虫晶体蛋白基
因的表达，改变了原有不同杀虫晶体蛋白基因表达

量的相互比例，而导致菌株对不同昆虫的毒力发生

改变。
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