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摘 要 以我室自行分离的对鳞翅目夜蛾科害虫具有高毒力的 G:菌株 GOH6ONN为材料，用 HJ.O.KTH方法从其质粒 ;*8文库
中筛选到含 0*23=8 基因的一个阳性克隆 9WKNLN，序列测定发现，该片段含有 0*23=8 全长基因，开放读码框为 <P$!59?，编码由
7""个氨基酸组成的 %$]%A;蛋白，氨基酸同源性与已公布的 0*23=8 基因同源性均为 PP]N^，经 G:基因国际命名委员会正式命
名为 0*23=84。根据 0*23=84 基因开放阅读框架（Z.K）两端序列，设计合成一对特异引物 T!B5L和 T!B5"，HJ.扩增获得 0*23=84
完整 Z.K，与大肠杆菌表达载体 9R=O!<5连接，构建了重组表达质粒 9R=O!85#，质粒导入大肠杆菌 GT!<（;R"），UH=Y诱导后，
F;FOH8YR电泳证实该基因表达了 7$A;的蛋白，生物测定表明，J6-!85#对棉铃虫和大豆食心虫具有高毒力，同时对小菜蛾和
二化螟有一定的杀虫活性，而对亚洲玉米螟和甜菜夜蛾没有杀虫活性。
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苏云金芽孢杆菌（!"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’，简称 !"）
是一类包括许多亚种并对多种昆虫具有高毒力的产

晶体芽孢杆菌，在害虫的防治中发挥了巨大的作用，

是近年来发展最快、应用最广的微生物杀虫剂。其

中杀虫晶体蛋白的研究与应用最为广泛和深入，主

要用于培育转基因抗虫植物和构建工程微生物杀虫

剂等，因此分离具有特异杀虫活性的新型杀虫基因

是国际 !" 研究的热点之一［#］。#$%# 年 &’()*+, 和
-(."*/*0分离克隆了第一个 !" #*. 基因，随着研究的
不断深入，一些具有特殊活性的杀虫晶体蛋白基因

陆续被分离出来［1，2，3］。为了在研究、开发和应用等

方面领先，目前各国都在竞相寻找对新的害虫有活

性的 !"菌株及相关特异性新基因，到目前为止，世
界上分离克隆的 !"杀虫晶体蛋白基因已超过三百
种!（!"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’ 456.) 758*)’/9":;* -*<=."*，
1>>?）。
国内外第一代转基因植物所用的 !"基因多为

单基因，主要是 #*./0 类基因，目前面临着目标害虫
对抗虫植物的适应以及抗性风险等问题［@］。研究发

现 A;01B类蛋白在结构和杀虫机制上不同于 A;0#B
类，可用于害虫抗性的治理，国外转双价基因

（ #*./0# 和 #*.102）的棉花可有效提高杀虫效果和延
缓抗性的产生，有利于延长转基因抗虫作物的有效

使用期［?，C，%］。因此，新型 #*.10 类基因的发掘及其

杀虫机理作用引起人们的普遍重视［$，#>］。目前国内

外已克隆多个 #*.10 类基因，主要分为 #*.10"、
#*.102、#*.10#、#*.103 和 #*.10-，其中以 #*.10" 基因
的研究较多［##，#1］。 #*.102 本身是一个“沉默基因”，
没有芽孢杆菌特异的启动子序列，需借助其他基因

的启动子来表达，分离沉默基因并研究其表达和杀

虫活性可以有效发掘新的杀虫基因资源，而对

#*.102 基因的克隆和表达研究在国内还鲜见报道。
!DE;D%%是我室从患病昆虫体内分离的对多种

重要鳞翅目害虫高毒力的菌株，其中至少包括 ?种
不同的杀虫晶体蛋白基因［#2］。利用 EAFDFGHE方法
从质粒 I7B文库中筛选到一个含 #*.102 基因的阳
性克隆，分析该基因的序列并在大肠杆菌中进行了

基因的表达，测定了基因表达产物对几种主要农业

害虫的活性，发现该基因对棉铃虫（ 4-%$#56-*7"
"*8$,-*"）和大豆食心虫（ 9-,&8$+$65*" ,%.#$+$65*-%%"）
具有高毒力，同时对二化螟（:)$%5 ’&77*-’’"%$’）和小
菜蛾（ ;%&(-%%" <.%5’(-%%"）等害虫也有一定的杀虫
效果。

! 材料与方法

!"! 试验材料
!"!"! 菌株及质粒：菌株与质粒见表 #。

表 ! 菌株与质粒
#$%&’ ! ()*$+,- $,. /&$-0+.-

&";9.)= 9)J +/9=8.J= A(9;9’"*;.=".’= K;.L.)

!" !DE;D%%
= M #5%$ NO##>
= M #5%$ !H1#（IP2）
= M #5%$ !H1#（1B<3）
+QAE#$
+!/:*=’;.+" ! &R（ S）
+P4D1#<
+TG%@%
+TG%@%P
+P4D1B<3

!" U./J =";9.) 5, !"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’
>"8 3#8 ’&7=33 )’3?#C () %-& *7’9
)’3@ ,"%（!#V"=%@C $+3# &98C $+$@）
= M #5%$ !H1#（IP2）’9;;.*J +P4D1B<3
’/5)* W*’"5;，B8+F

’/5)* W*’"5;，B8+F

4C *6+;*==.5) W*’"5;，B8+F

+QAE#$ ’9;;.*J #*.102 ,:// /*)L"( L*)*，B8+F

+!/:*=’;.+" ’9;;.*J #*.102A ,:// /*)L"( L*)*，B8+F

+P4D1#< ’9;;.*J #*.102A ,:// /*)L"( L*)*，B8+F

4(.= /9<
4(.= /9<
4(.= /9<
4(.= ;*=*9;’(
4(.= /9<
4(.= /9<
4(.= /9<
4(.= ;*=*9;’(
4(.= ;*=*9;’(
4(.= ;*=*9;’(

!"!"1 培养基：!"和 = M #5%$ 培养基均使用 H!培养
基，参见文献［#3］。
!"!"2 试剂：限制性内切酶、43 I7B 连接酶、#X<
I7B H9JJ*;和琼脂糖购自 V)W.";5L*)公司，高分子量
标准蛋白、J74E、49Y I7B聚合酶购自北京鼎国生物
技术发展中心，!" #*.102A 基因特异扩增引物 H19<@Z
H19<2由上海生物工程公司合成。其它化学试剂均

为市售分析纯试剂。

!"1 方法
!"1"! EAF筛选阳性克隆：EAFDFGHE 鉴定体系筛
选阳性克隆方法参见宋福平等［#@］。

!"1"1 其它 I7B 操作方法：大肠杆菌质粒提取、
I7B酶切、片段回收以及连接转化等方法参见文献
［#3］。
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!"#"$ 序列测定及分析：!"#序列由 $%&%’%公司
进行测定，采用分子生物学软件 ()#*$和 !"#*$#’
进行序列分析。

!"#"% 蛋白的诱导表达及 *!*+,#-.分析：活化含
重组表达质粒的菌株，/0接种 )(培养液，123培养
至 !"455 6 578，加入 9,$-，终浓度 578::;<=)进行诱
导，蛋白电泳样品制备与 *!*+,#-.电泳检测方法
参见文献［/>］。
!"#"& 室内杀虫生物活性测定：棉铃虫、甜菜夜蛾
（#$%&%$’()* (+,-.*）和亚洲玉米螟（!/’),0,* 1.)0*2*3,/）
初孵幼虫分别由中国农科院植保所棉花害虫组和玉

米害虫组提供；本实验室提供二化螟（初孵幼虫）和

小菜蛾（二龄幼虫），大豆食心虫成虫由田间采集，产

卵孵化后取二龄幼虫进行生测。棉铃虫、甜菜夜蛾、

二化螟和亚洲玉米螟均为人工饲料饲养。小菜蛾和

大豆食心虫的生测方法是以稀释不同倍数的蛋白表

达产物分别浸泡甘蓝叶片和大豆幼嫩籽粒源饲料

/5?，取出自然晾干后接入待测幼虫，@83条件培养，
分别于 >AB 和 C4B 调查结果，计算校正死亡率和
)D85。

# 结果与分析
#"! 含 !"#4$% 基因大片段的克隆
用引物 *8EF@=*1EF@ 进行 ,D’ 扩增，从建立的

菌株 (+,G+AA质粒 !"#文库中筛选 2)54 基因阳性转
化子，获得了 / 个含有 2)5467 基因的重组质粒
HIJA8A。HIJA8A经不同的限制性内切酶酶切分析
后，构建出该大片段的物理图谱，分析可知 82%’!
酶切重组质粒 HIJA8A后，产生的 171KL片段中包括
全长的 2)5467 基因。因此，采用 82%’!消化质粒
HIJA8A，回收其中的 171KL片段与载体 H(<EM?NGOHP"
*&（ Q）连接，转化 8 R 2%3, ST//5，获得的重组质粒
命名为 HIJA8A.。
#"# !"#4$% 基因序列测定及分析
将重组质粒 HIJA8A.进行序列测定，结果分析

表明，该 1 R1KL片段中含有 2)5467 完整基因，编码区
为 /C5@LH。该基因含有典型的芽孢杆菌核糖体结
合位点（’OL;?;:M (OFUOFV *OPM）序列，但基因上游没有
发现启动子的存在，在基因的 1W末端有一个起终止
子作用的反向重复序列，这些与国外已报道的一

致［/4，/2］，说明该基因是一个“沉默”基因。

通过 !"# 序列同源性比较发现，该基因与
-MF(%FK 中公布的 1 个 2)5467 基因（ 2)54679、
2)54674、2)5467:）在编码区内有 2 个核苷酸发生了

变化，其中有 @个核苷酸的差异导致编码的蛋白中
第 //5 位氨基酸由亮氨酸（)MENOFM）变为缬氨酸
（X%<OFM），第 >/>位由天冬酰胺（#?H%G%VOFM）变为异亮
氨酸（9?;<MENOFM），其余 8 个核苷酸的变化并没有引
起氨基酸序列的改变。与已公开的 1 个 2)5467 基
因的氨基酸序列同源性均为 CC R A0，该基因是一个
新的 (P杀虫晶体蛋白基因。已将该序列在 -MF(%FK
登记，序列注册号为 #J114//8，并提交 (P基因国际
命名委员会，于 @555年被正式命名为 2)5467;。
该基因编码的 DGY@#L>蛋白由 411个氨基酸残

基组成，推导的理论分子量为 2572K!，等电点为
C7//，为弱碱性蛋白。蛋白由 1C780的疏水氨基酸、
>17A0的亲水氨基酸、C740的碱性氨基酸和 27/0
的酸性氨基酸组成，其中天冬酰胺（#?H%G%VOFM）、亮
氨酸（)MENOFM）、丝氨酸（*MGOFM）和苏氨酸（$BGM;FOFM）
等氨基酸含量高，分别占氨基酸总数的 /5 R C0、
/5710、C780和 A7/0；半胱氨酸（DY?PMOFM）的含量最
低，只有 1个，占氨基酸总数 5780。
#"$ !"#4$%; 基因在大肠杆菌中的表达
分析 2)5467; 基因序列，根据大肠杆菌 $2表达

载体 H.$@/L克隆位点设计了一对引物 )@%L8=)@%L1
（序列如下，)@%L8：D-D--#$DD-#$-##$#-$-$#
$$-##$#-D；)@%L1：DD--##$$D###D$$$##$###
-$--$-），并在两条引物上分别引入 <*=Z!和
82%’!酶切位点。以重组质粒 HIJA8A（含 2)5467;
全长基因）为模板，用 )@%L8=)@%L1引物扩增 2)5467;
全长基因，<*=Z!和 82%’!双酶切 ,D’产物和载
体 H.$+@/L，回收后连接转化 ST//5，酶切检测筛选
含 2)5467; 基因的转化子，命名为 H.$+@#L>。
将重组表达质粒 H.$+@#L>转化大肠杆菌 ()@/

（!.1），9,$-诱导，*!*+,#-.检测（见图 /），表达的

图 / 2)5467; 在大肠杆菌中表达产物的 *!*+,#-.检测
JOVR/ *!*+,#-. %F%<Y?O? ;[ 2)5467;

VMFM M\HGM??MU OF 8 R 2%3, ?PG%OF
T：HG;PMOF :;<MNE<%G ]MOVBP :%GKMG（@/@，//4，C2，44，>5K!）；/：(+,G+

AA；@：()@/（H.$+@#L>）；1：()@/（H.$+@/L）R
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!"#$%&’蛋白主要存在于包涵体中，蛋白分子量约
为 ()*+，比由该基因氨基酸序列推导的 !"#$%&’理
论分子量小（,)-,*+）。
!"# $%&!’(#蛋白杀虫活性测定
提取含有 !"#$%&’蛋白的包涵体，.+./0%12分

析定量后，分别测定对几种主要农业害虫的杀虫活

性，结果见表 $。!"#$%&’对棉铃虫和大豆食心虫具
有高毒力，3(4 的校正死亡率分别为 ,5-36 和
7))6；对小菜蛾和二化螟有一定的毒力，3(4 的校
正死亡率分别为 ’)-)6和 78-86，虽对二化螟的致
死率不高，但能明显抑制二化螟的生长，对二化螟二

龄和三龄幼虫处理 5天后体重抑制率分别是 5’-’6
和 (7-56（表略）；而 !"#$%&’ 对甜菜夜蛾和亚洲玉
米螟没有表现出杀虫活性。在此基础上，测定了

!"#$%&’蛋白对大豆食心虫二龄幼虫的致死中浓度
9!5)为 $)(-,!:;<9；!"#$%&’蛋白对棉铃虫初孵幼虫
的致死中浓度 9!5)为 $8-,!:;:饲料，而来自 =+/,8
中的 !"#7%>蛋白 9!5)为 75-$!:;:饲料，两者毒力为
同一水平。

表 ! $%&!’(#蛋白对六种农业害虫的毒力测定
)*(+, ! -./*00*& %,01+2 /3 $%&!’(# *4*.502
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9 讨论
国外研究报道 +#*9:;（ +#*! <）基因在 ME 中的

表达产物对鳞翅目的舞毒蛾（(*$",2#%" =%15"#）、烟芽
夜蛾（ !’)%+.-’#5" -%#’1+’,1）、粉纹夜蛾（ >#%+?.5)41%"
,%）、美洲棉铃虫（!’)%+.-’#5" @’"）等多种害虫具有活
性［7N］。本研究克隆的 +#*9:;A 基因与已报道的
+#*9:;基因中有两个氨基酸发生了变化，是一个新
的杀虫晶体蛋白基因，首次测定了该基因在大肠杆

菌中的表达产物对我国几种重要农业害虫的杀虫活

性，发现对棉铃虫、大豆食心虫、二化螟和小菜蛾等

具有较高的活性，因此该基因可以作为培育抗虫转

基因作物（包括棉花、大豆和水稻）以及构建工程微

生物杀虫剂的新基因来源。另外，!"#$%&’ 中氨基

酸的变化是否会对其杀虫活性产生影响以及该基因

对其他的害虫毒力测定等还需进一步研究。

国内外第一代转基因抗虫作物所用 ME基因主
要是 !"#7类基因，存在基因品种比较单一、害虫易
产生抗性等问题［5，73］。由于 ME 杀虫晶体蛋白对昆
虫的作用与中肠上的受体有关，不同的杀虫蛋白在

昆虫中肠细胞膜上的结合位点和作用机制可能不

同，因此将多价基因转入作物可有效增强毒力或延

缓抗性的产生。目前国外已将 +#*9:; 与 +#*B:+ 基
因同时转入棉花中，该双价转基因棉花对美洲棉铃

虫、草地夜蛾（85.=.52’#" 7#4&%5’#="）、甜菜夜蛾、大豆
尺 蠖（ /1’4=.5)41%" %,+)4=’,1 ）和 棉 红 铃 虫
（/’+2%,.5?.#" &.11*5%’))"）等害虫的毒力均显著高于
单基因棉（转 +#*B:+ 基因）和常规棉［8，’，5］。国内主
要是转 ME +#*B 类基因和豇豆胰蛋白酶抑制剂
（!GO?@F P"#?BAD CD4A&AEG"，!0PC）基因的双价转基因棉
花［73］。有关 +#*9:; 基因和 +#*B 基因相互作用对我
国一些重要害虫，如棉铃虫、大豆食心虫等的杀虫效

果以及抗性治理等还未见报道，因此，在此方面还需

要进一步深入研究。

有报道 +#*9:;（ +#*! <）一般在 ME中不表达，不
形成晶体，为沉默基因，可以通过与 +*2:、+#*C:" 和
+#*9:" 操纵元（Q?@"GD）的启动子融合实现了其在 ME
无晶体突变株的有效表达，且后者形成了蛋白晶

体［7(，7,］。本文研究了该基因在 P,强启动子的作用
下通过原核表达载体 ?2P/$7&在大肠杆菌中实现了
高效表达，并表现出杀虫活性。分析 !"#$%&’ 的氨
基酸组成，发现其中只有 8个半胱氨酸，含量只占氨
基酸总数的 )-56，由于蛋白中的二硫键少，不能形
成正确的折叠，同时形成的蛋白不够稳定，容易受蛋

白酶的消化，这可能是 .+./0%12检测到的蛋白分
子量小于理论分子量的原因。
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