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摘 要 ’?.&9蛋白是苏云金芽孢杆菌（.+0#,,)& /")*#$1#%$&#&，G/）在营养期分泌的一类新型杀虫蛋白。用 JKL方法
从 !!4个 G/菌株和 4!个 G/标准菌株中筛选到 &"株即约 $#M的菌株含有 3#4&5基因。利用所制备的 ’?.&9蛋白的
多克隆抗体对以上含有 3#4&5基因的 G/菌株进行N-@/-2F印迹分析，发现多数 JKL反应为阳性的菌株都产生 8" HO
大小的蛋白，其中有 4株没有 ’?.&9蛋白的表达。从以上菌株中挑选 $个对夜蛾科害虫具有较高和较低毒力的菌
株，即 ,!%!和 7!!，并分别进行 3#4&5基因的克隆和测序，再与 6-FG<FH上所登录的其它 7个全长 3#4&5基因和 $个
已报道的但未登录 6-FG<FH的 3#4&5基因进行核苷酸和氨基酸序列比较，结果表明，3#4&5是一个极其保守的基因。
将以上所克隆的 $个 3#4&5基因即 3#4&53,!%!和 3#4&537!!分别插入表达载体 .P>&%构建了表达质粒 .Q:J3,!%!和
.Q:J37!!，转化到大肠杆菌 R!#，经 ! 00()ST UJ:6诱导后均表达 8" HO大小的 ’?.&9蛋白。蛋白可溶性试验表明，
’?.&93,!%!和 ’?.&937!!分别有 48M和 &#M的蛋白是可溶的。将 ’?.&93,!%!和 ’?.&937!!蛋白和已报道的 ’?.&93
,!84蛋白对初孵斜纹夜蛾（64(7(4/%*+ ,#/)*+）幼虫进行生物测定，结果表明，&个 ’?.&9蛋白对斜纹夜蛾幼虫毒力没
有显著性差异，这说明了 ’?.&9个别氨基酸的变化对蛋白的杀虫活性没有影响。
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苏云金芽孢杆菌（.+0#,,)& /")*#$1#%$&#&，G/）是一
种革兰氏阳性细菌，其特点是在芽孢期形成具有特

异杀虫活性的伴孢晶体［!，$］。杀虫晶体蛋白（UF@-E3
/?E?D<) E2V@/<) .2(/-?F@，UKJ@）主要分为 K2V和 KV/两类
蛋白［&］，但是许多 UKJ@蛋白对一些农业重要害虫没
有杀虫作用（如小地老虎等［4］）或者已经诱导某些

害虫产生抗性［!，#］。

近年来，人们发现 G/在营养期分泌的一类新型
杀虫蛋白即 ’?.&9，对鳞翅目夜蛾科害虫（如小地老
虎、草地贪夜蛾、甜菜夜蛾和棉铃虫等）具有广谱高

效的杀虫活性，’?.&9对小地老虎的毒性甚至是某
些 K2V!9类蛋白的 $7% 多倍［7，5］。此外，通过比较
3#4&9基因敲除前后 G/菌株 WO3!对甜菜夜蛾的毒
力，O(F(X<F 等［8］认为 ’?.&9蛋白是 G/ 在发挥杀虫
作用时产生“孢子效应”的主要成分之一。’?.&9蛋
白引起昆虫的病症与 UKJ@的一样，但前者导致昆虫
死亡的时间一般较长［7，"］。因为 ’?.&9和 UKJ@是两

类完全不同的蛋白，杀虫作用机理也不同，所以

’?.&9蛋白的研究对于我国 G/ 的进一步开发利用
具有重要意义［!%］。

" 材料和方法

" #" 主要试剂、质粒及菌种
限制酶均购自 :<Y<L< 公司；O+9 0<2H-2 和

.6>R3: ><@V载体系统购自 J2(0-Z< 公司；:<[ 酶购
自上海博彩生物科技公司；高保真 JKL试剂盒购自
L(E\-公司；.P>&% 高效表达及纯化试剂盒购自
PU96>+公司；总蛋白定量试剂盒（KO J2(/-?F 9@@<V
Y?/）购自 G?(3L<D公司。大肠杆菌 :6! 为本实验保
存。野生型 G/菌株均为本实验室分离，并相应地进
行了血清型、基因型鉴定与生物测定［!! ] !&］。G/标准
菌株均来自法国巴斯德研究所［!4］。

" #$ 聚合酶链式反应
按已发表的 3#4&5（ +）基因序列［7］（6-FG<FH 登



录号为 !"##$$）设计一对引物用于 %&’检测。正向
引 物：()*+,-++&++-++,++,+&,+++,,++-&+&*
.)；反向引物：()*,&+&&+,+++,++&,,&&-+,++*.)。
%&’按常规条件进行：/"0，" 123；/"0，$ 123，
"40，$ 123，540，$ 123，.6个循环；540，$6 123。
同样地，根据已发表的 !"#.$（%）基因序列设计

一对引物用于扩增全长 !"#.$ 基因开放阅读框，分
别在引物的 ()引入 &%’7!和 (%)!内切酶位点。
正向引物：()*--+,&&+,-++&++-++,++,+&,+++

&%’7!
,,++-&+&*.)；
反向引物：()*-,&-+&-+,&&&-+,&,,+&,,++,+-

(%)!
+-+&+,*.)。

%&’反应条件：/"0，4 123；/"0，$( 8，(60，.6
8，540，4 123，$6 个循环；/"0，$( 8，(60，.6 8，
540，4 123，46个循环，每个循环中的延伸反应依次
增加( 8；最后 540延伸 5 123。
! "# 表达载体 $%&’的构建及 ()*序列测定
质粒抽提、酶切反应、电泳鉴定、9:+ 片段回

收、连接反应和大肠杆菌的转化等步骤均按分子克

隆实验手册［$(］。9:+ 序列委托上海基康公司测定。
! "+ 目的蛋白 ,-$#*的诱导表达
挑取转化平皿上的单菌落接种于 $6 1!含 $66

";<1!氨苄青霉素和 4(";<1!卡那霉素的 != 液体
培养基中，.5 0过夜培养。以 $ > 46转接到 $66 1!
含有以上浓度抗生素的 != 液体培养基，培养至
*+?6631为 6 @ ( A 6 @ 5 时，加入 B%,- 至终浓度为 $
11CD<!进行诱导培养 ( E，各取 $ 1!菌体进行 F9F*
%+-G电泳分析。
! ". 表达产物的可溶性分析
取 $ 1! 按以上方法诱导 ( E 的菌液，$4 666

H<123离心 4 123，收集菌体，加入 $ 1!裂解缓冲液
（(6 11CD<! :I74%J"；.66 11CD<! :I&D；$6 11CD<! 21*
2KILCDM，N7 #@6），加入溶菌酶至 $ 1;<1!并在冰上放
置 .6 123，然后进行超声波破碎，$6 666 H<123 离心
46 123，吸取上清（含有可溶性蛋白的粗提液 +）并保
存沉淀（含不可溶性蛋白的粗提液 =），进行 F9F*
%+-G分析。
! "/ 0123145印迹分析
挑取 =O单菌落接种于 !=培养基，.60过夜培

养。以 $：$66转接到 %P液体培养基［#］中培养 # E，
各取 $ 1!菌体进行 F9F*%+-G电泳分析，然后将蛋
白转移到硝酸纤维素膜上，用已制备的 Q2N.+蛋白

的多克隆抗体［$?］作为一抗，以辣根过氧化物酶

（7’%）偶联的羊抗兔 B;-作为二抗，用化学发光法
进行显色。

! "6 蛋白定量
用 B1I;M1I8OMH Q9B FCROSIHM Q.@ 6（%EIH1IT2I 公

司）软件分析目的蛋白占总蛋白的百分比，而菌体

总蛋白按照 &9 %HCOM23 +88IU V2O 提供的 !CSHU 法进
行定量。

! "7 生物测定
试虫斜纹夜蛾（ (#,-,#./0% )".10%）为本室饲养。

按照已有文献［$5］对初孵幼虫进行生物测定，利用本

实验室研制的昆虫毒力测定分析软件［$#］进行 !&(6

分析。

8 结果

8 "! !"##$ 基因菌株的 ’9:检测
对本实验室保存的 $$" 株 =O野生型菌株和 "$

株 =O标准菌株进行 %&’鉴定，发现有 ./株可以获
得 $ @ 4 WX大小的 %&’产物（图 $），约有 4(Y含有
!"#.$ 基因，这与已报道的［?，$/］基本一致。
8 "8 ,-$#*蛋白的0123145印迹分析
对以上 %&’ 鉴定为阳性的菌株和晶体缺陷型

菌株 &HU* =进行 ZM8OMH3印迹分析，结果表明，./ 株
含有 !"#.$ 基因的 =O菌株中绝大多数都能产生 #/
W9大小的蛋白，其中有 " 株即 79*$4、F$4*4、[*$ 和
\没有阳性信号，此外，&HU* = 也没有阳性信号（图
4），这说明这 ( 个菌株没有 Q2N.+蛋白的表达。
8 "# !"##$ 基因的克隆及序列比较
选取对夜蛾科害虫具有较高和较低毒力的 =O

野生菌株 F$6$和 ?$$［$$］分别制备其总 9:+为模板
进行 %&’，各获得一条大约 4 @ . WX 条带，其中 F$#"
作为阳性对照。回收 %&’产物，克隆到 ,载体上，
并将正确的克隆子进行测序。本文报道的 !"#.$*
F$6$和 !"#.$*?$$基因核苷酸序列已提交 -M3=I3W，
登录号分别为 +P65"565和 +P65"56#。将以上 4个
基因与在 -M3=I3W上登录的其它 ?个完整的 !"#.$
基因即 !"#.$（ %）、!"#.$（ 2）、!"#.$*F$#"、!"#.$*F、
!"##. 和 !"#.3（登录号分别是 !"##$$、!"##$4、
P$5$(#、+P65"56?、+P6""445和 +].5.6.6）以及已报
道但未登录 -M3=I3W的 4个基因即 !"#$"和 !"#$(进
行核苷酸和氨基酸序列比较（表 $），它们的同源性
均达到 //Y以上。结果表明了 !"#.$ 基因是相当保
守的，其中第 46?、4#"、4/$、"6?、"?"和 5"4位氨基酸
是变动频率最高的。
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图 ! "#$产物的电泳分析结果
%&’(! )*+,-.&. /0 "#$ 12/3456.

! (78 9 !:;；< (78 9 !!；= (78 9 !<；>( 78 9 !；? ( 78 9 ?=@；A( #2-9 B；@ ( C!D>；D( C!:!；;( C!< 9 <；!:(A!!；!!( C!< 9 !；!<( )< 9 %；!= ( EF；!>(

)!.6；!? (D#；!A (A:;；!@ (=D 9 =；!D ( 9 !:；!;( G 9 <；<:( H 9 !；<! ( G；<<( #；<= ( %；<>( 9 =；<? ( I；<A( 9 D；<@ ( 9 !；<D( J；<;( 9 ?；=:( 9 ;;；

=!(78 9 <:!；=< (（!:）；== (!:6)!；=>(<；=?( 9 ;；=A( 9 A；=@( 9 @；=D(>；=; (=23（!）；>:( K

图 < B6菌株 F&1=)蛋白的 LM.6M2*印迹分析
%&’(< LM.6M2* N,/6 /0 F&1=) 12/6M&*. &* !"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’

!(78 9 !:;；< (78 9 !!；= (78 9 !<；>( 78 9 !；? ( #2-9 B；A ( 78 9 ?=@；@ ( C!D>；D( C!:!；;( C!< 9 <；!:(A!!；!!( C!< 9 !；!<( )< 9 %；!= ( EF；!>(

)!.6；!? (D#；!A (A:;；!@ (=D 9 =；!D ( 9 !:；!;( G 9 <；<:( H 9 !；<! ( G；<<( #；<= ( %；<>( 9 =；<? ( I；<A( 9 D；<@ ( 9 !；<D( J；<;( 9 ?；=:( 9 ;;；

=!(78 9 <:!；=< (（!:）；== (!:6)!；=>(<；=?( 9 ;；=A( 9 A；=@( 9 @；=D(>；=; (=23（!）；>:( K
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表 ! 苏云金芽孢杆菌 "#$%&蛋白的氨基酸序列比较
’()*+ ! &,#-. (/#0 0#11+2+-/+3 (,.-4 "#$%& $2.5+#-3 #- 65 352(#-3

!"#$%（&） !"#$%（’） !"#$%() !"#$%()*+, !"#$%()*-* !"#$%(.** !"#+$ !"#*, !"#*/ !"#$!

0123-. %45 &— — — — — — — —

6783+, 09: 09: 09: 09: 09: 09: — — 09:

;<43=* >4? — — — — — — — —

672,-. 679 — — — — — — — —

;94,., — — @": — — — — — —

672A,3 — 679 — — — — — — —

&B—"8C"D&E1: "C18E"E9 F"E< !"#$%（&）

7 89 重组质粒 $:’;的构建及表达
重组质粒 #G;>构建的流程如图 $ 所示，将克

隆有 !"#$$ 基因的重组质粒 #;H"#$% 和表达载体
#IJ$-分别用 %&’@!和 (&)!双酶切，回收 3 B , K’
大小目的片段和 $ B, K’载体片段，进行连接后转化
到大肠杆菌 ;6*，将正确的重组质粒 #G;>转化大肠
杆菌 L*/ 进行表达，转化子经 * MM?7N0 O>;6 诱导
后，在 * P + <间目的蛋白的表达量随时间而增加，
到第 + <时，目的蛋白 !"#$%()*-*和 !"#$%(.**各约
占总蛋白的 $$Q和 $*Q（图 ,），这些说明了 !"#$$(
)*-*和 !"#$$(.**基因在 #IJ$-表达载体系统中得
到高水平表达。

7 8< 目的蛋白的可溶性
将含有可溶性蛋白的粗提物 %与含有不可溶

性蛋白的粗提物 R 进行 )S)(>%6J，结果如图 / 所
示。!"#$%()*-*和 !"#$%(.**的可溶性蛋白分别占
目的蛋白总量约为 ,+Q和 $/Q，而目的蛋白主要以
包涵体形式存在［*.］。

图 $ 重组质粒 #G;>的构建流程图
T"5B$ U?8:E42DE"?8 ?V 41D?M’"8&8E #7&:M"C: #G;>

图 , !"#$%()*-*（%）和 !"#$%(.**（R）在大肠杆菌中表达的 )S)(>%6J分析
T"5B, )S)(>%6J &8&79:": ?V !"#$%()*-*（%）&8C !"#$%(.**（R）1W#41::1C "8 * B +,)"

LB L&4K14；* B L*/［#IJ$-］F"E<?2E O>;6 "8C2DE"?8；3B L*/［#IJ$-］F"E< O>;6 "8C2DE"?8；$B L*/［#G;>］F"E<?2E O>;6 "8C2DE"?8；,B L*/［#G;>］V?4

* < D27E"H&E"?8 F"E< O>;6 "8C2DE"?8；/B L*/［#G;>］V?4 3 < D27E"H&E"?8 F"E< O>;6 "8C2DE"?8；.B L*/［#G;>］V?4 , < D27E"H&E"?8 F"E< O>;6 "8C2DE"?8；A B L*/
［#G;>］V?4 . < D27E"H&E"?8 F"E< O>;6 "8C2DE"?8；+B L*/［#G;>］V?4 + < D27E"H&E"?8 F"E< O>;6 "8C2DE"?8
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图 ! 目的蛋白可溶性实验
"#$%! &’(’)*#+,(#-+ -. (,)$’( /)-(’#+ 0-123#1#(4

5% 6(,+7,)7 /)-(’#+ *,)8’)；9% :)27’ ’;(),<( = -. >#/?=@69AB；C% :)27’

’;(),<( D -. >#/?=@69AB；? % :)27’ ’;(),<( = -. >#/?=@69E9；B% :)27’

’;(),<( D -. >#/?=@69E9；!% :)27’ ’;(),<( = -. >#/?=@F99；F % :)27’

’;(),<( D -. >#/?=@F99

! "# 生物测定
以 >#/?=@69AB蛋白为阳性对照，空白对照组以

空载菌培养液替代；收集大肠杆菌 59!［/GH?E］和
59!［/IJK］菌体各 9E*L，将菌体进行超声波破碎后
对初孵斜纹夜蛾幼虫进行生物测定，结果如表 C所
示。>#/?=@69AB、>#/?=@69E9和 >#/?=@F99对斜纹夜
蛾幼虫的毒力没有显著性差异，L:!E 值达到 9 % E

!$M*L左右，这与已报道的结果
［F］基本一致。此外，

它们对斜纹夜蛾幼虫的生长均有明显的抑制作用。

表 ! $%&’(蛋白对斜纹夜蛾幼虫的毒力测定)

*)+,- ! *./%0%12 .3 $%&’( &4.1-%56 )7)%561 ! " "#$%&’

K)-(’#+0
L:!E

N（!$M*L）
O’$)’00#-+ ’P2,(#-+ Q!R .#72<#,1 1#*#(0

M（!$M*L）

>#/?=@69AB E%QS 4 T ? %SBQS U 9%CFFQ; E %FB V 9%BF

>#/?=@69E9 E%SF 4 T ? %BB!? U 9%SF9B; E %!S V 9%EC

>#/?=@F99 9%CF 4 T S %9E?A V 9%Q9EC; E %QA V 9%F?

,% =$,#+0( +’-+,(’ 1,)W,’ -. ! % "#$%&’，?E 1,)W,’M)’/1#<,(’，(X)’’ )’/1#<,(’0

’ 讨 论
对野生型和标准 D(菌株进行 K:O筛选和Y’0(@

’)+印迹检测时，发现多数 K:O反应为阳性的菌株
均能产生 AQ 8&大小的蛋白，除了 :)4V D外，其中有
B株含有 (#)?* 基因，但进行 Y’0(’)+ 31-(时没有阳
性信号。因此可以推测这 B 个 D( 菌株可能含有
(#)?*“沉默”基因，至于具体的原因还有待进一步研
究。与标准菌株 Z&@9 不同的是，晶体缺陷型菌株
:)4V D 无论 K:O 还是 Y’0(’)+ 31-( 都证明不含有
(#)?*基因，因此，(#)?* 基因可能是与 [:K0基因一
样定位于质粒上，在质粒消除过程中也随之丢失。

通过 D1,0(分析，(#)?*（’）基因 ?\下游序列与 +&,9-
的 !\上游序列［CE］的同源性达到 ASR，因此推测在 D(
沾泽亚种（. % $/%&#01#203#3 0230/% ’#4’5’#）Z&9??菌

株中 (#)?* 基因可能正位于 +&,9- 基因的上游。
分别从 ?株对夜蛾科昆虫具有高、中、低不同毒

力的 D(菌株 69AB［9F］、69E9和 F99中克隆了 (#)?* 基
因并进行测序。通过对来自不同国家和地区的 D(
菌株 (#)?* 基因的核苷酸和氨基酸序列比较分析表
明，(#)?* 是一个极其保守的基因。利用表达这 ?
个 (#)?* 基因的大肠杆菌进行生物测定，结果表明，
?个 >#/?=蛋白对斜纹夜蛾幼虫的毒力相当，与已
报道的 >#/?=（,）杀虫活性也基本一致。在以上所
进行比较的 >#/?=蛋白中，>#/?=（,）与 >#/?=（3）的
氨基酸差异要比其它的大，但是它们的杀虫能力也

基本相同［F］。所以，这 F个变动频率较大的氨基酸
可能位于比较灵活的空间位置，对 >#/?=蛋白的杀
虫活性影响不大。因此可以推测 (#)?* 基因可能与
[:K0基因不同，不具有多样性，在遗传上比较保守，
可能是 D(菌种某种结构或功能所必需的基因［C9］。

>#/?=和 [:K0对多种夜蛾科害虫具有类似的杀
虫活性，但其杀虫范围要比 [:K0广泛得多，尤其对
夜蛾科害虫具有较强的杀虫作用。而许多夜蛾科害

虫的防治是农林生产中比较棘手的问题之一［CC］，因

此，(#)?* 基因的研究和利用为夜蛾科害虫的防治
提供新的途径。尽管 (#)?* 基因高度保守，但是
>#/?=可能存在多样的杀虫活性，新杀虫谱也有待
于进一步测试。由于 (#)?* 基因与 [:K0 基因没有
任何同源性，两类蛋白的杀虫活性和作用机理也不

相同，所以，(#)?* 基因为构建转基因植物提供新的
杀虫基因资源，同时也可以作为 D(的抗性管理策略
之一。与绝大多数 [:K0 不同的是 >#/?=蛋白是在
D(营养期产生的毒蛋白，它也为构建高效广谱的 D(
工程菌提供新的思路。
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中国科学院微生物研究所
!""# $ !""%年度“百人计划”招聘启事

中国科学院微生物研究所是一个以应用基础研究和高技术创新为主体，从基础研究到技术开发作纵深配置的综合性研

究所。科研活动涉及微生物资源、分子微生物学及微生物生物技术三大研究领域。现向国内外诚聘生物学领域的优秀青年

学者。

一、招聘研究方向：

,S 微生物生物活性物质的筛选
(S 重要微生物的功能基因组和（或）蛋白组学
)S 环境微生物生态和污染环境微生物治理
PS 生物催化或微生物酶工程
@S 微生物代谢工程
0S 微生物与植物相互作用的分子基础

二、招聘条件：

从国外招聘的海外留学人员应是具有中国国籍的公民或自愿放弃外国国籍来华或回国定居的专家学者；从国内（院外）

招聘的人员，在原单位应获得研究员（教授）职位，并具备下述基本条件（除第二条外）。

,S 具有博士学位，年龄 P@岁以下。
(S 获得博士学位后有连续 (年以上国外科研工作经历，一般应在国外获得助理教授及以上或其他相应职位。
)S 独立主持或作为骨干参与过课题（项目）研究的全过程并做出显著成绩。
PS 在国内外学术界有一定的影响，能把握本学科领域的发展方向，具有长远的战略构思，能带领一支队伍在国际科学前

沿从事研究并做出具有国际水平创新成果。

@S 在本学科领域有较深的学术造诣，做出过具有国际水平的研究成果，近年来在重要核心刊物上发表过 )篇以上有影响
的论文并被 +TH或 8H收录和引用；或拥有重大发明（专利），掌握该学科领域能够影响高新科学技术产业化的关键技术。

0S 具有立足国内、面向世界，为我国科技事业发展和国民经济建设而艰苦创业的奉献精神。

三、应聘材料：

,S 个人简历；
(S 反映本人学术水平的代表性论著 ) U @篇；
)S 学位、职称及已获成果（含专利）证书复印件；
PS 提供两份本领域知名专家推荐函；
@S 填写中国科学院“引进国外杰出人才”F“百人计划”推荐（自荐）表（可网上下载：2$$4：FF;;;> 6.!4"> .6> 6&F）。

四、应聘待遇：

,S 创新研究员岗位；
(S 提供 P-万元人民币用于购置住房；
)S 提供 J-万元科研启动费，正式入选后再提供 K-万元科研经费；
PS 年薪 J万元左右（不含绩效津贴）。

通信地址：北京市海淀区中关村北一条 ,)号人事教育处（,---J-）
联系电话：--J0*,-*0(@@P@K( 传真：--J0*,-*0(@0-K,(
联系人：程萍

电子邮件：62"&’4V !E&> %=> .6> 6&
网址：2$$4：FF;;;> %=> .6> 6&
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