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摘要：克隆了 %&’($)*的 !"#!$基因，并将测序结果提交到 +,-%.-/（序列号：01’23’!’）。该基因是一个新的 !"#!$%
基因，%&杀虫晶体蛋白命名委员会将其命名为 !"#!$%$(。在大肠杆菌 %45$中表达了该基因，生物测定结果表明纯
化的 678!0.$(蛋白对棉铃虫和甜菜夜蛾具有很高的杀虫活性。序列分析结果显示 678!0.$( *端 3!)至 ))#位氨
基酸残基间是一个糖类结合域，推测可能参与 678!0.$(与敏感昆虫中肠受体结合；9端 5#5至 5’5位氨基酸残基间
存在一个跨膜螺旋，可能与 678!0.$(形成穿孔有关。此外，678!0.$(还可能具有一个二硫键。这些特殊区域和位
点可能与其功能密切相关。
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苏云金芽孢杆菌（A%3"4469 0B6/"’;"*’9"9，简称 %&）
是目前世界上应用最广泛、最成功的微生物杀虫

剂，其主要杀虫成分是在芽孢形成期产生的杀虫晶

体蛋白。$’’) 年，FK&P>LH 等人首次发现某些 %& 菌
株在芽孢形成前的营养期生长阶段，可分泌产生一

种营养期杀虫蛋白（T,C,&.&7T, 7-K,L&7L7N.M 8PB&,7-K，简
称 678K）［$］。现有研究表明 678!0蛋白具有广谱杀
虫活性，尤其对小地老虎 $;/.0"9 "#9"4.’、甜菜夜蛾
=#.E.#0*/% *F";6% 等对 *PU 蛋白不敏感的害虫有特
效［5，!］。此外，678!0蛋白与任何已知的杀虫晶体蛋

白没有同源性，其杀虫机理也不同于已知的杀虫晶

体蛋白，它也因此被誉为第二代杀虫蛋白。我们的

前期研究工作已经证明了 678!0蛋白是 %&’($)* 培
养上清中的主要杀虫活性成分［2］。本研究中，我们

克隆并表达了 %&’($)*的 !"#!$ 基因，并对其序列
进行了初步分析。

> 材料与方法

>?> 菌种、质粒及主要试剂
%&’($)*、?A;$ 和大肠杆菌 A?3!、%45$ 均为本
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室保藏菌种。!"#聚合酶、限制酶、$%! &’() *+,-./
和 !"# 01/2+/均购自 )13141公司；$516078 $9:(;’1
（ <）高效表达及纯化试剂盒购自 9=#>:"公司。
!"# 引物及聚合酶链式反应
按 !"#?$%; 基因序列（>+@A1@2 登录号为

BC’’&;）设计一对引物用于扩增全长 !"#?$% 开放阅
读框。DE端引物：DE>>> $%% &&’ #)> ##F ##>
##) ##) #F) ### ))# #>F #F ?E，?E端引物：DE
#F) ’&’ $%$ #)) #># )FF F># )F) )#F ))#
#)# >#> #F ?E。GF4反应条件：HDI 变性 ; 07@后
加入 !"#聚合酶，HDI 变性 JK 6，CKI复性 &;K 6，
L;I 延伸 &DK 6，共 D个循环；HDI 变性 D 6，CDI复
性 JK 6，L;I 延伸 &DK 6，共 ;H 个循环，最后一轮
L;I 延伸 &K 07@。
!"( !"#($ 的克隆、表达与重组蛋白的纯化
按试剂盒的说明，将 GF4 产物与 $%! &’()

*+,-./连接，转化大肠杆菌 !MD!感受态，在含有
=G)>和 N(O15的 #0$抗性 BA平板上挑选白色转化
子。阳性克隆经 GF4检测和 &’(4"和 )*("双酶
切鉴定后，由上海生工公司进行序列测定。回收双

酶切的 !"# 片段，与同样双酶切处理的 $9:(;’1
（ <）质粒相连，并转化大肠杆菌 AB;& 感受态。挑
取经 GF4检测和 &’(4"和 )*("双酶切鉴定的阳
性克隆，接种于 ?0B 的含 &KK#OP0B 氨苄青霉素和
;D#OP0B卡那霉素的 BA培养基中，?LI过夜培养。
以 & QDK 转接于 &KK0B含上述抗生素的 BA培养基
中，培养至 +,JKKKRJ S KR’时，加入 =G)>至终浓度 &

00.5PB进行诱导，DT后离心收集菌体。按照 $9:;’
蛋白高效表达及纯化试剂盒提供的方法进行蛋白

纯化。

!") 生物测定
棉 铃 虫 -./"’(!.0#% %01"2.0% 和 甜 菜 夜 蛾

3#(4(#5.0% .6"27% 均为本室饲养。将纯化的重组
8"#?$%&’以生测缓冲液稀释至不同的浓度，分别涂
布于装有生测培养基的 ;C孔板，每孔涂布 ;K#B，后
续生测步骤按苏云金芽孢杆菌国家行业标准中的

规定进行。

!"* 序列分析
用 F5U6-15 V（ T--$：!WWWX +Y7 X 1, X U2P,5U6-15WP ）

进行序列比对。蛋白跨膜区预测使用在线软件

)%#G（T--$：!Y7.7@Z. X 570Y.X 7Z0X 57U X 6+P-01$P），)%$/+8

（T--$：!WWWX ,TX +0Y@+- X ./OP6.Z-W1/+P)%G4:![ Z./0X
T-05），!"\（T--$：!WWWX 6Y,X 6U X 6+P S 0725.6P!#\P）和
).$G/+8（T--$：! Y7.W+YX $16-+U/ X Z/P6+]1@15P7@-+/Z1,+6P
-.$$/+8X T-05）。结构域预测用 F!!*;RKH（T--$：!
WWWX @,Y7 X @50X @7T X O.*P\-/U,-U/+P,88P,88X 6T-05）和
\%#4)（ T--$：! 601/- X +0Y5(T+78+5Y+/O X 8+P601/-P6+- [
0.8+X ,O7？"^4%#B _ &）。信号肽预测用 \7O@15G
（T--$：! WWWX ,Y6 X 8-U X 82P6+/*7,+6P\7O@15GP）和 \+,/(
+-.0+G（ T--$：! WWWX ,Y6 X 8-U X 82P6+/*7,+6P\+,/+-.(
0+GP）。二硫键预测用 !=\‘Ba="!（T--$：!,1661@8/1 X
867 X U@7Z7 X 7-P,b6-+7@+6P）。

# 结果与讨论

#"! !"#($ 基因的克隆与测序
以 A-H’&JF的总 !"#为模板进行 GF4，获得一

条约 ;RC 2Y的条带（图 &）。回收 GF4产物与 )(载
体相连后转化大肠杆菌 !MD!感受态。阳性克隆经
过双酶切鉴定后（图 ;），再进行测序。测序结果表
明，克隆的 !"#?$ 基因全长 ;?LK Y$，编码 L’H 个氨
基酸。该序列已提交到 >+@A1@2（#,,+667.@ ".X
#cHCDH?H），并被 A- 杀虫晶体蛋白命名委员会
（ 9%’"//7: 5*70";2".;:": 8+5-1(+@8.-.d7@ @.0+@,51-U/+
,.007--++）命名为 !"#?$%&’（见 T--$：!WWWX 57Z+6,7 X
6U66+d X 1, X U2PT.0+P"+75 [ F/7,20./+PA-P*7$ X T-05）。

图 & *7$?#1全长基因 GF4扩增结果
& !"# %1/2+/，; A- H’&JF，? A- M!(&，C M;^

图 ; 重组质粒 $)*7$?#的酶切鉴定
& !"# %1/2+/，;、? 两个转化子质粒经过 &’(4=及 )*(=双酶切后
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!"! 蛋白表达、纯化及生物测定
将克隆有 !"#!$"#基因的重组质粒和表达载体

$%&’(#)（ *）分别用 %&’+ , 和 ()’ , 双酶切，回收
(-. /0大小目的片段和 !-. /0载体片段，进行连接
并转化大肠杆菌 12("。转化子 34$’12经 " 556782
,9:;诱导 <=后，离心收集菌体。>?>’9@;&显示目
的蛋白得到了较高表达（图 !）。纯化蛋白的生物测
定结果表明，该转化子对甜菜夜蛾和棉铃虫均有很

高的毒力（表 "）。

图 ! 转化子 34$’12和纯化的重组 34$!@)"#蛋白

>?>’9@;&电泳图
" 34$’12 超声破碎后的上清液，( 蛋白质 5)A/BA，! 纯化的

34$!@)"#重组蛋白，. 34$’12超声波破碎后的沉淀，< 带有空载

体的大肠杆菌 12("菌体

表 # $%&’()#*的生物测定结果
试虫 2C<D（EF8G5(） 回归方程式 +(

棉铃虫 "(.-D * H "-.D#I( * "-JJ<" D KJLL(

甜菜夜蛾 I-I * H "-!#LL( * !-#.<L D KJJIJ

!"’ $%&’(#*的序列分析
至 (DDI年 "D月为止，1M杀虫晶体蛋白命名委

员会共命名了 (" 种 !"#!$+ 基因。我们应用
C7NOM)7P软件对其中 (D种 !"#!$+ 基因进行了比对
（由于 !"#!$+# 缺少终止子，不是一个完整的基
因［<］，因此未进行比对），结果表明 34$!@)"#与其它
已知的 34$!@) 蛋白的同一性在 JLQ以上，(D 种
34$!@)的系统发育树见图 .。

34$!@)"#有 !个半胱氨酸残基，分别位于 (J(、
.D"和 <DL位，?,>R2S,T?预测 (J(位和 .D"位的半
胱氨酸残基会形成二硫键，而它与 34$!@)"#蛋白的
空间结构、稳定性以及功能的关系尚不清楚。

&OMANG= 等人发现虽然 34$!@) 是一种分泌蛋
白，但它不存在 T端加工去除信号肽的过程，这种
情况在 ;*细菌中较为少见，推测它是以一种新的

方式分泌出胞外［"］。我们应用在线软件 >4FE)79 !-D
分析发现，34$!@ 的 T 端含有正电荷区（@OE( U

图 . 34$!@)的系统发育树

2VOL）及其相连的疏水核心功能区（2BN# U ,7B!!），这
是与其它芽孢杆菌的信号肽序列相类似的，但它缺

少信号肽酶作用位点，不具备典型的信号肽序列；

进一步应用在线软件 >BGABM65B9 (-D 分析发现
34$!@的分泌属于非典型的分泌方式（E6E’G7)OO4G)7
$A6MB4E OBGABM46E）。
我们应用 C??和 >W@+:分析发现 34$!@)"#的

<!I U IIL 位氨基酸残基间是一个糖类结合域
（C)A06=VXA)MB 04EX4EF X65)4E，C1WY .Y J）。1NAM6E 等
人曾报道 CAV"@G 的结构域 !中的类凝集素折叠
（2BGM4E’74/B S67X）与纤维单胞菌（,-../.’0’1+2 3"0"）的
内切"’"，.’葡聚糖酶上的纤维素结合域（ &-../.’2-
4"15"16 5’0+"1，也是一种糖类结合域）十分相似，他
们将推测的糖类结合位点进行突变，证实了 CAV"@G
的类凝集素折叠是与其受体氨肽酶上糖链结合的

关键区［I］。(DD< 年，@A64)E研究组在国际权威杂志
>G4BEGB上报道了 1M毒素一类新的受体———鞘糖脂，
并明确指出了糖类分子在 1M毒素与受体结合过程
中起重要作用，他们认为糖类分子可能是 1M毒素的
一种普遍受体［L］。据此我们推测 34$!@)蛋白的糖
类结构域可能与其结合特异受体密切相关。

>B7Z)$)EX4V)E等人 C端缺失实验结果也与我们的这
种推测相符：缺失 C端 "<.个氨基酸对稻螟的毒力
有所降低是因为该结构域还有部分功能；删除 C端
((D个氨基酸对稻螟不表现毒性是因为该结构域已
被完全破坏［!］。

此外，我们应用 :5)$、:W$ABX，?T>以及 :6$$ABX
等多种软件分析均发现，34$!@)的 (L( U (JL位氨基
酸残基可能会形成一个跨膜区，推测该区域可能与

34$!@)固有的穿孔特性有关［#］。
34$!@)被誉为“第二代”杀虫蛋白，但由于其蛋

·.LI· 微 生 物 学 通 报 (DDL年 !.（.）



白结构尚不清楚，给 !"#$%&结构和功能的研究带来
一定的困难，因此对 !"#$%&的了解还远不及以 ’()*
为代表的杀虫晶体蛋白，这也制约了 !"#$%&的理论
研究及其推广应用。我们通过生物信息学的方法

对 !"#$%&的结构和功能进行预测，希望发现与其毒
力相关的关键结构域和位点，为揭示 !"#$%&的结构
和功能，阐明其杀虫机理，延缓 +,的抗性提供科学
依据。有关糖类结合域、跨膜区和二硫键突变后对

!"#$%&功能的影响将在后续文章中报道。
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脚注（正文首页下方）：

基金项目： ⋯⋯ 基金资助（?;9 ）。
#通讯作者 T48： ，V&Z： ，- W @&"8：
收稿日期：IPPC W W ，接受日期：IPPM W W 。
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