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苏云金芽孢杆菌（!"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’，简称 FG）是一种分布广泛的革兰氏阳性细菌，在形成芽孢的同

时能够产生由一种或几种杀虫晶体蛋白（H,I-AG<A<J8( CK?IG8( BK’G-<,I，HCBI）组成的伴胞晶体。FG 已作为最

为有效的微生物杀虫剂广泛用于害虫的生物防治［3］。FG 菌株的杀虫活性与其携带的编码 HCBI 的 #*. 基

因密切相关，这些基因一般定位于苏云金芽孢杆菌的大质粒上，几种不同的毒素基因可以共存于一个菌

株中。鉴定 FG 菌株的 #*. 基因型对于研究 FG 资源的多样性，预测其杀虫活性，快速筛选优良菌株以及

分离克隆新的 #*. 基因都具有十分重要的意义［#，"］。

CK<AL;’K-等在 3662 年提出了新的 #*. 基因分类系统，到目前为止已确定并公布的 #*. 基因有 3#0
种。为了对 FG 分离株的 #*. 基因进行快速有效的鉴定，国内外广泛利用 FG 杀虫晶体蛋白不同基因型的

特异混合引物，以 FG 质粒为模板进行 BCD 分析。利用 BCD 反应不仅可以检测某一 FG 菌株中含有的已

知 #*. 基因，而且可以发现未知的新基因［!］。

随着 FG 制剂应用的不断扩大，#*. 基因编码产生的晶体蛋白均在不同程度上引发了昆虫抗性。为

避免抗性昆虫所造成的损失，寻找新的高毒力菌株及杀虫基因是解决这个问题的有效途径。苏云金杆

菌 !)$/30 菌株（CC5CC .M：N#$$$3%）是本室选育的高毒力菌株，杀虫毒力显著高于生产上应用的由库斯

塔克亚种（I+OIP) /&*’("/$）和蜡螟亚种（I+OIP) ,"%%-*$"-）制成的菌剂。FG !) $/30 菌株能够产生双金字塔型

和立方体型两种形态的伴孢晶体，它们分别由 3"$LQ 和 %2LQ 的原毒素构成［2，%］。该项研究对 FG !) $/30
菌株的杀虫晶体蛋白基因进行分析，将有助于了解其杀虫特性和提供构建工程菌的新的 #*. 基因资源。

% 材料和方法

%"% 菌株和培养基

FG !)$/30 菌株（CC5CC .M：N#$$$3%）为本室选育；FG 库斯塔克亚种 RQ43 菌株由华中农业大学孙明

博士赠。菌株培养采用 SF 培养基。

%"’ ()* 样品制备

分别挑取 FG !)$/30 和库斯塔克亚种 RQ43 单菌落于 SF 液体培养基，"$T、#2$ KU;<, 培养 3% @，采用

5K<G’, V43$$ 温和裂解法进行 Q.1 的微量抽取。FG !)$/30 质粒依据分子量大小顺序依次编号为 B3、B#、

B" 和 B!。



!"# $%& 引物设计

对 !"#$%#& 中所有 !"#’、!"#( 和 !"#) 型基因的高度保守区进行同源序列分析，分别设计 ) 对通用引

物 *#’（+）,*#’（-）、*#(（+）,*#(（-）和 *#)（+）,*#)（-），以扩增出所有可能的 ) 类基因的 ./0 序列。用于鉴

定 !"#’ 和 !"#( 类型特异基因的专一 引 物 分 别 根 据 两 类 基 因 的 高 变 区 设 计，特 异 引 物 123#’,1)3#’

（!"#’$%、!"#’$&、!"#’$!、!"#’’、!"#’(%、!"#’(&）和 123#(,1)3#(（ !"#($%、!"#($& 和 !"#($!）能扩增任何可

能的 !"#’ 和 !"#( 类型基因的特异 ./0 序列。通用引物的序列为：

*#’（+）：245607!077607!6!!60!0700065)4；*#’（-）：24577!7!06067767!6776660775)4

*#(（+）：245!77077677007!60!07!0!7!!!5)4；*#(（-）：2456!!070000700767!!!00070!75)4

*#)（+）：2456!77076!60!0!0!07!06770065)4；*#)（-）：24560767!77!77767!!0!!60075)4

!"’ $%& 分析

洁净灭菌的 869 管中，加入 ):!; 的反应物体系：过滤灭菌双蒸水 ((< (!;，)%* 多聚酶 =3>>"- )!;，

+/78（’: ??@A,;）:<B!;，引物 ’（’2!?@A,;）’!;，引物 (（’2!?@A,;）’!;，质粒 ./0（): CD,!;）’!;，)%* 多

聚酶 (<2 *。首轮采用 EFG预变性 ( H；接着进行 (2 个循环，其循环程序为：EFG F2H，2FG ’?I#，J(G

(?I#；最后 J(G延伸 ’:?I#。反应完毕，取 2!; 869 产物在 ’< 2K琼脂糖胶中电泳。取出观察，凝胶成像

扫描。

( 结果和分析

("! !"# 基因通用引物的特异性

应用 869 方法检测 $L F<:J’B 菌株的 !"# 型基因。通用引物检测可能含有 !"#’、!"#( 和 !"#) 型基因

的质粒。 !"#’ 型基因 869 产物的预期大小 (JF M (JJ=C；!"#( 型基因扩增产物的分子量为 NBE M J:’=C；

!"#) 型基因产生 2BE M N:F=C 的 869 产物。质粒的扩增情况如图 ’。图 ’ 中的 0 M 6 是质粒 8’、8( 和 8)
的扩增情况：通用引物 *#)（+）,*#)（-）扩增时没有任何产物；*#’（+）,*#’（-）和 *#(（+）,*#(（-）扩增出两种

产物，即 (JJ =C 和 NBE=C，分别对应于 !"#’ 和 !"#( 型基因。图 ’ 中的 . 为质粒 8F 的扩增结果，) 类通用

引物均无 869 产物。实验过程中，模板 ./0 样品用低熔点琼脂糖胶纯化，减少了样品间污染的可能性。

由于 F<:J’B 菌株质粒 ./0 的引物中 !6 含量偏少（F(K），其退火温度在 2BG以下。设置了一系列温度，

发现 2FG时出现特异性产物。为了避免错误结果，869 反应以库斯塔克亚种 O.P ’ 菌株做标准，重复 )
次。如扩增出相应大小的片段，则表明该质粒含有相应基因。从图 ’ 可以看出质粒 8’、8( 和 8) 含有

!"#’ 和 !"#( 型基因。质粒 8F 在扩增时无阳性信号，表明它不含有这 ) 类基因。这一步确定了质粒含有

哪一大类基因型，但要对其亚类进行精细分析，必须设计特异引物，作进一步的 869 鉴定。

("( ’")*!+ 菌株的 !"#! 和 !"#( 特异基因型鉴定

纯化分离的质粒 8’、8( 和 8) 的 !"#’ 和 !"#( 特异基因鉴定结果如图 (。研究中采用 F 套特异引物混

合物（表 ’）：混合物 0 是特异引物 !"#’$（% M !），混合物 $ 是引物 !"#’’，混合物 6 是专一性引物 !"#’(
（% M &）的混合物，混合物 . 是 !"#($（ % M !）的混合物。这些引物混合物分别用来扩增所有可能的

!"#’$、!"#’’、!"#’( 和 !"#($ 基因的特定区域。这样，可以通过 869 产物分子量确定质粒所含的基

因［J，B］。质粒 8’ 用混合物 0 扩增出 ’ NF’=C 和 ’ FJ’=C 的 ./0 片段，其中 ’ NF’=C 对应 !"#’$! 基因，

’ FJ’=C是特异扩增条带，可能是新的 !"# 基因（暂命名为 Q"#F< 2 基因）；用混合物 $、6 和 . 扩增时产生

’ N()和 ’ (’E=C 片段，分别对应于 !"#’(& 和 !"#($! 基因。质粒 8( 用混合引物扩增的 869 产物大小是

’ N)2、’ N() 和 ’ (’E=C，分别对应于 !"#’$%、!"#’(& 和 !"#($! 基因。质粒 8) 扩增出 ’ N()、’ 22J 和 ’ (’E=C
的产物，分别对应 !"#’(&、!"#’$& 和 !"#($! 基因。
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图 ! 通用引物的 "#$产物电泳图

!"标准分子量；

# $ %& 质粒 ’(、’) 和 ’* 的扩增产物；

+& 质粒 ’, 的扩增产物；-& 对照（水）"

图 % 特异引物扩增的 "#$产物电泳图

!"标准分子量；

# $ %& 质粒 ’(、’) 和 ’* 的扩增产物；

+& 质粒 ’, 的扩增产物；-& 对照（水）"

表 ! "#$反应特异引物序列及其特性

引物和基因 序列和引物. 位置/ 产物大小0/1

2345( #66#7%%#66#888#%#66#66

!"#($% #66#7%%#66#888#%#66#66 (99, $ ):(, ( ;*3

!"#($& #66#7%%#66#888#%#66#66 (;(( $ (;*( ( 33<

!"#($! #66#7%%#66#888#%#6=66 (>3, $ (><( ( ;,(

!"#(’ #66#7%%#66#888#%=66=66 (33, $ (3<, ( ;>;

!"#((% #66#7%%#66#888#%#66#66 (3:, $ (3), ( ;<(

!"#((& #66#7%%#66#888#%#66#66 (<3* $ (<<* ( ;)*

2*45( 6%8686#%#%6##66#8#8#6%%#%

!"#($% 6%8686#%#%6##66#8#8#6%%#% *;:* $ *;)< ( ;*3

!"#($& 6%8686#%#%6##66#8#8#6%%#% *(,* $ *(;< ( 33<

!"#($! 6%8686#%#%6##66#8#8#6%%#% *,<: $ *,9, ( ;,(

("#(’ 6%8686#%#%6##66#8#8#6%%#% *)(3 $ *)*9 ( ;>;

!"#((% 6%8686#%#%6##66#8#8#6%%#% *(3: $ *(<, ( ;<(

!"#((& 6%868.#%#%6##66#8#8#6%%#% **:: $ **), ( ;)*

2345) 66##6##%8#%8#888686#86%

!"#)$% 66##6##%.#%8#888686#86% (<< $ (99 ( )*(

!"#)$& 66##6##.8#%8#888686#86% )) $ ,, ( )*(

!"#)$! 66##6##%8#%8#888686#86% )(,; $ )(;> ( )(9

2*45 ##8#68886##88#%%6%6#6%

!"#)$% ##8#68886##88=%%6%6#6% (,:< $ (*>; ( )*(

!"#)$& ##8#68886##88#%%6%6#6% ()3) $ ()*( ( )*(

!"#)$! ##.#688?6##88#%%.%6#6% **;, $ **,, ( )(9

注：." 基因序列中的小写字母表示与引物序列不匹配的碱基；短线表示基因序列中此位置无碱基；

/" 引物扩增所得的 ’%@ 产物在基因序列中的位置 "
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表 ! 用不同 !"#" 和 !"#! 型基因特异引物对 # $%&"’ 菌株的 ()* 分析

质粒
不同引物的 !"# 扩增产物

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

注：-’ 表示具有特异长度的 !"# 产物；*!’ 表示没有 !"# 产物 ’

图 + # $%&"’ 菌株的 !"# 基因序列同源关系

表 % 列出了质粒 !$ 、!% 和 !) 含有的 !"# 型基因。质粒

的基因类型较丰富，并且都含有 !"#$(& 和 !"#%$! 基因。质

粒 !$ 产生分子量特异的 !"# 产物，预示它可能含有新基

因。采用不同的引物组合，重复 ) 次，混合物 / 每次都扩增

出相同的特异产物（$ &.$01），说明这一结果是可靠的。至

于这些质粒是否存有其他类型的基因，还有待进一步鉴定。

按照 $,,2 年 "34567839 等［)］提出 !"# 基因的新分类原则，!"#
基因分成 & 个等级。图 ) 列出了 &’ :.$2 菌株质粒 !$、!% 和

!) 的 !"# 型基因之间的同源关系：!"#$$%、!"#$$&、!"#$$! 和新基因 !"#&’ ( 之间的序列有 .(; < ,(;同

源，!"#$(& 与 !"#$$ 基因的序列有 &(; < .(;的同源区，!"#%$! 基因与 !"#$$ 和 !"#$(& 基因的同源序列

小于 &(;。&’:.$2 菌株具有丰富的杀虫晶体蛋白基因型，基因序列的微小差别会导致杀虫活性极大不

同，这些 !"# 基因编码的蛋白可以产生协同作用，形成比单独一种蛋白更强的复合杀虫活性，这与 &’:.$2
菌株的高杀虫毒力和较宽杀虫谱具有密切关系。

+ 讨论

本研究采用 !"# 方法确定 &’:.$2 菌株可能含有的鳞翅目活性的特异基因，快速高效地分析其杀虫

的遗传机理。&’ :.$2 菌株的 !"# 基因含量丰富，分布广泛［,］。质粒含有 ) 个已知的 !"#$$%、!"#$$& 和

!"#$$! 基因，编码产生不同亚类的 "3= 蛋白，这些蛋白对鳞翅目幼虫表现出专一的毒杀活性［+］，其中

!"#$$! 基因是对鳞翅目幼虫总体上毒力最高的基因，是构建杀虫工程菌和转基因植物的理想基因。此

外，还发现一新的 !"#&’( 基因，对照菌库斯塔克亚种 >?@$ 中没有发现相同的特异扩增片段，&’:.$2 菌株

新基因的碱基序列和结构特征有待于进一步研究。毒力生测实验表明，&’ :.$2 菌株对小菜蛾和棉铃虫

毒力比库斯塔克亚种 >?@$ 菌株高。对鳞翅目幼虫有毒杀活性的 !"# 基因主要是 !"#$ 型，&’ :.$2 菌株较

>?@$ 多新基因 !"#&’( 和 !"#$(，!"#$( 基因是对海灰翅夜蛾（)*+,+*-."% /0--+"%/01）毒力较高的基因，这说明

新基因 !"#&’( 在提高 &’:.$2 菌株的毒力方面起显著作用，它编码产生的蛋白与其他蛋白相互协作，提

高杀虫效果。 !"# 型基因的鉴定从分子角度证明 &’:.$2 菌株具备潜在的重要研究价值。

在充分考虑了上述实验条件的基础上，&’:.$2 菌株质粒 ?*/ 的 !"# 扩增结果是可靠的。!"# 扩增

的数据表明，&’:.$2 菌株含有多个与 !"# 家族有关的杀虫基因。该菌的同一杀虫蛋白基因可位于不同

质粒上，同一质粒可含有多个杀虫蛋白基因。这种基因分布方式有重要意义。目前，基因型丰富的菌株

报道尚少，这说明 AB &’:.$2 菌株具有广阔的应用前景，对构建高效杀虫工程菌提供了可靠依据。

由于 !"# 扩增系统只产生特异引物，因此可以应用该系统检测 AB !"# 型基因的拷贝数。!"# 扩增

发现，模板浓度相同时，新基因 !"#&’( 亮度最强（图 %），其次依次是 !"#$$! 和 !"#$$% 等。当模板浓度较

低时，不能扩增出 !"#$$& 基因的产物。因此，可以初步认为 &’ :.$2 菌株的 !"# 型基因中，!"#&’ ( 基因的

拷贝数最高，!"#$$! 基因的拷贝数次之，!"#$$& 基因的拷贝数最少。
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