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摘要：【目的】本研究的目的是分析从四川生态条件下分离的苏云金芽胞杆菌 Rpp39 菌株的特性，

从分子水平上揭示该菌株对鳞翅目高毒力的原因；进一步从中分离克隆 cry2Aa基因，并对其进行初

步的表达研究。【方法】本研究主要采用扫描电镜观察、PCR-RFLP 鉴定法和 SDS-PAGE分析法研究

菌株的特性；采用 PCR 直接克隆法克隆 cry2Aa 全长基因，并亚克隆到原核表达载体 pET-30a 中，

构建重组表达质粒 pET-2Aa，再转入受体菌 E.coli.BL21(DE3)中进行诱导表达；采用室内生物测定法

测定表达产物对小菜蛾和水稻二化螟的毒力。【结果】经扫描电镜观察菌株 Rpp39 主要产生菱形、

方形和圆形 3 种伴胞晶体；SDS-PAGE 分析表明主要产生 130 kDa 和 60 kDa 左右 2 种蛋白；经

PCR-RFLP鉴定，该菌株含有 cry1Aa、cry1Ab、cry1Ac、cry1Ia和 cry2Aa五类杀虫晶体蛋白基因；1

种 cry2Aa类杀虫晶体蛋白全长基因被克隆，序列分析显示该基因的开放阅读框（ORF）为 1902 bps，

编码由 634个氨基酸组成的蛋白质，氨基酸序列与 Cry2Aa1蛋白同源性为 99.7%，被国际 Bt杀虫晶

体蛋白基因命名委员会命名为 cry2Aa12。重组表达质粒 pET-2Aa在 E. coli BL21（DE3）中，经 IPTG

诱导能正常表达，SDS-PAGE电泳验证含有 65 kDa表达蛋白。生物活性测定表明表达的包涵体蛋白

对小菜蛾和二化螟具有杀虫活性，LC50分别为 5.4 μg/mL和 22.3 μg/mL。【结论】菌株 Rpp39及从中

分离克隆的 cry2Aa12基因来自四川生态条件，丰富了菌株及基因的资源，在资源积累方面具有重要

意义。 
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苏云金芽胞杆菌（Bacillus thuringiensis，Bt）是

一种非常重要的微生物杀虫剂，在害虫的生物防治中

占有极其重要的地位，其主要杀虫活性成分是伴胞晶

体和营养期杀虫蛋白[ 1 ]及其他一些成分。其中伴胞晶

体由杀虫晶体蛋白（Insecticidal crystal proteins，ICPs）
组成，ICPs 由 cry 基因和 cyt 基因编码[2,3]。自 1981
年 Schnepf从菌株 HD-1 Dipel中克隆了第一个能表达

杀虫活性的 cry 基因以来[4]，国际上已有 360 多种杀
虫晶体蛋白基因被分离克隆，根据 Crickmore等确立
的新的分类规则，它们被分别确定为 53 群、101 亚
群、160 类和 365 亚类[5, 6]杀虫蛋白基因。其中 cry1
类基因编码的杀虫晶体蛋白对鳞翅目害虫具有特异

毒性，在微生物和植物的基因工程中得到了广泛的应

用。但是也存在着杀虫谱狭窄、昆虫产生抗药性等问
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题[7]，因此分离筛选新菌株、克隆新的杀虫基因是解

决上述问题的有效手段之一。经研究发现，Cry2 类
蛋白在结构和杀虫机制上不同于 Cry1 类，可用于害
虫抗性的治理，国外转双价基因（cry1Ac和 cry2Ab）
的棉花可有效提高杀虫效果和延缓抗性的产生 [8,9]。

因此，新型 cry2A类基因的发掘能够为抗虫转基因植
物提供有益的基因资源，丰富能够利用的杀虫基因  
种类。 

苏云金芽胞杆菌 Rpp39 是本实验室从四川生态
条件下分离的野生菌株，对鳞翅目农业害虫棉铃虫、

小菜蛾、斜纹夜蛾具有高毒力。本文用 PCR-RFLP方

法鉴定了其含有的杀虫基因种类，并对其表达的杀虫

晶体蛋白进行了 SDS-PAGE分析，揭示了该菌株对鳞
翅目害虫高毒力的原因。从中分离克隆了 cry2Aa12
全长基因，为构建杀虫工程菌和培育抗虫转基因植物

提供高毒力的候选基因。并进行了在大肠杆菌中的表

达，测定了表达产物对小菜蛾和二化螟的杀虫活性，

为进一步研究和利用该基因奠定了基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒：菌株和质粒见表 1。 

 
表 1  本研究所用及构建的菌株和质粒 

Table 1  Strains and plasmids used or constructed in this study 

Strains and plasmids Characterization Source 

strains   
Bt Rpp39 B.thuringiensis subsp. morrisoni wild type Stored in this lab 

E.coli. DH5α supE44 ∆lacU169(Ø80 lacZ∆M15) has R17 recA1 end A1 gyr A96 thi-1relA1 Stored in this lab 
E.coli. DH2Aa E.coli. DH5α carrying pMD-2Aa This work 
E.coli.BL21(DE3) hsdS gal (λcIts857 ind1 Sam7 ini5) Stored in this lab 
E.coli.BL21(2Aa12) E.coli.BL21(DE3) carrying pET-2Aa12 This work 

Plasmids   
   pMD18-T vector AmpR Stored in this lab 
   pET-30a KanR Stored in this lab 
   pMD-2Aa pMD18-T vector carrying 3872bps of cry2Aa  This work 
   pET-2Aa12 pET-30a carrying cry2Aa12 gene This work 

 
1.1.2  主要试剂和仪器：Bt 和 E. coli 培养基均使用
LB培养基，参照文献[10]。限制性内切酶、T4 DNA
连接酶、DNA Marker、高分子量标准蛋白、IPTG、
X-gal、氨苄青霉素、卡拉霉素、Taq Ex DNA聚合酶
购自 TaKaRa 公司；DNA回收试剂盒购自 TIANGEN
公司；其它试剂均为国产分析纯。 

1.2  DNA 提取 
Bt 质粒 DNA的提取参照 Narva 等方法[11]；E. 

coli 质粒 DNA 的提取、酶切、连接、转化，大肠杆

菌感受态细胞的制备等均参照文献[10]。 

1.3  扫描电镜观察 
电镜样品的制备参照文献 [12]所述方法进行  

操作。 

1.4  菌株 Rpp39 杀虫晶体蛋白的研究及杀虫基因的鉴定 
菌株 Rpp39于 30℃活化过夜，1%转接于 100 mL 

LB 液体培养基中，分时段取样光学显微镜观察菌体

形态，并 SDS-PAGE电泳检测晶体蛋白表达情况。菌

株 Rpp39 的基因鉴定采用 PCR-RFLP 方法，其鉴定

所用的引物参照文献[13, 14, 15, 16]。 

1.5  含 cry2Aa 基因大片段的克隆及测序 
根据 GenBank中公布的 cry2Aa基因全长序列设

计引物 P1：5′-GAAGTAATCAAGAAAGCGGTG-3′；
P2：5′-TATACTCATTTAGTTCCGTCAA-3′，以 Bt 
Rpp39 的质粒为模板进行扩增，产物回收纯化后与
pMD18-T载体进行连接，转化 E. coli DH5α感受态细

胞，蓝白斑筛选阳性克隆，再进行 PCR 鉴定[10]。测

序由上海生工生物工程技术公司完成。 

1.6  cry2Aa基因在大肠杆菌中的表达及 SDS-PAGE检测 
根据 cry2Aa12 基因开放阅读框两端序列，设计

并合成 1对特异性引物 P3：5′-GCCGCATATGAATA- 
ATGTATTGAATAGTGGAAG-3′；P4：5′-GGCGGAT- 
CCTTAATAAAGTGGTGGAAGATTAG-3′，分别在 5′ 
端引入 NdeⅠ和 BamHⅠ酶切位点。以 pMD-2Aa质粒
为模板进行扩增，扩增的产物采用 NdeⅠ和 BamHⅠ
进行双酶切，酶切产物与同样进行双酶切后的载体

pET-30a连接，转化 E. coli DH5α感受态细胞，再转
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入受体菌 E.coli.BL21(DE3)。 
转接阳性克隆子 E.col .BL21(2Aa12)于 LB 培养

基中，在 210 r/min、37℃培养条件下，加入 0.6 mmol/L 
IPTG 进行诱导表达 20 h，取 2 L菌液离心，弃上清，
加入 30 mL 10 mmol/L Tris HCl (pH 8.0) 超声波破
碎，取上清和沉淀蛋白用于 SDS-PAGE检测。 

1.7  室内生物测定 
小菜蛾(二龄幼虫)和水稻二化螟(初孵幼虫)由本

实验室提供。小菜蛾杀虫活性的测定采用浸叶法。将

甘蓝叶片用水洗净晾干，选取鲜嫩一致的叶片，浸入

稀释好的待测样品 10 s，取出晾干，放入生测瓶中，
每瓶接 2龄幼虫 30头，每处理重复 3次，放置 25℃
光照培养箱中，96 h 后调查结果，计算 LC50。水稻

二化螟杀虫活性的测定参见文献[17]的方法。 

2  结果 

2.1  菌株 Rpp39 的特性 
2.1.1  电镜观察结果：菌株 Rpp39 主要产生典型的
菱形、方形和圆形 3种伴胞晶体（图 1）。 

 
图 1  苏云金芽胞杆菌 Rpp39 芽孢、伴胞晶体扫描电镜图

(6000×). 
Fig. 1  Scanning electron microscope showing spores and crystaline 
incusions by Bt Rpp39(6000×). a. quadrate parasporal crystal; b. 
rhombic parasporal crystal; c. circular parasporal crystal; d. spore. 
 

2.1.2  菌株 Rpp39 杀虫晶体蛋白的研究：光学显微
镜检测和 SDS-PAGE分析表明，当 Rpp39在培养 14 h
时已有芽孢和晶体产生（图 2，泳道 1），14-22 h 表 

 
图 2  Rpp39 菌体晶体蛋白 SDS-PAGE 图谱 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of crystal proteins from Bt Rpp39. M. 
protein marker; 1. 14 h; 2. 16 h; 3. 18 h; 4. 20 h; 5. 22 h; 6. 24 h; 7.  
30 h; 8. 38 h. 

达的晶体蛋白不断增加（图 2，泳道 2-5），22 h后表

达基本稳定（图 2，泳道 6-8），25 h以后有个别晶体

释放，38h菌体已完全裂解，芽孢和晶体全部释放。

从图 2可以清楚地看出，该菌主要表达大约 130 kDa

和 60 kDa左右大小的 2种蛋白。 

2.1.3  Bt 菌株 Rpp39杀虫基因型的鉴定：在所用的

鉴定引物中，K5un2/K3un2、S5uni/S3uni 和 S5un2/ 

S3un2这 3对引物扩出了目的片段（图 3），而其它几

对引物没有扩出条带，表明菌株 Rpp39 含有 cry1、

cry1I和 cry2类杀虫基因。将 PCR扩增产物纯化回收

后，采用相应的限制性内切酶进行酶切。从酶切图谱

发现引物 K5un2/K3un2 的扩增产物酶切后共产生五

条带，分别是 1117 bp、1039 bp、801 bp、518 bp和

322 bp，这与 cry1Aa、cry1Ab 和 cry1Ac 基因的酶切

产物条带一致，说明含有这三种 cry1 类基因。引物

S5uni/S3uni的扩增产物酶切后产生 571 bp、444 bp、

381 bp及更小的片段，与 cry1Ia基因的酶切产物条带

一致，说明菌株 Rpp39 含有 cry1Ia 基因。引物

S5un2/S3un2的扩增产物酶切后产生 958 bp和 273 bp

两条带，与 cry2Aa 基因的酶切产物一致，说明含有

cry2Aa基因。 
 

 
 
图 3  菌株 Rpp39 杀虫基因 PCR-RFLP 鉴定图谱 
Fig. 3  PCR-RFLP analysis of cry gene from Bt Rpp39. M1. 
DL2000; M2. 100 bp Marker; 1. K5un2/K3un2 PCR products; 2. 
S5uni/S3uni PCR products; 3. S5un2/S3un2 PCR products; 4. 
K5un2/K3un2 PCR products/PstⅠ+XbaⅠ; 5. S5uni/S3uni PCR 
products/Bsp119Ⅰ+ BanⅠ; 6. S5un2/S3un2 PCR products/HincⅡ+ 
MspⅠ. 

 
2.2  含 cry2Aa 基因的全长序列克隆 

用引物 P1和 P2进行 PCR扩增，得到大约 3.8 kb

左右的片段，将该片段克隆进 pMD18-T 载体中。转

化子用 PCR 扩增筛选获得 3 个阳性克隆，分别进行

测序，结果表明 3个序列完全一致。将其中一个转化

子命名为 E.coli DH2Aa，将含目的片段的重组质粒命

名为 pMD-2Aa。 
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2.3  cry2Aa 基因的核苷酸及氨基酸的序列分析 
对重组质粒 pGEM-2Aa 的测序结果进行分析，

发现该 3872 bp片段中含有 3个开放阅读框，orf1位
置在 350~853，编码 167 个氨基酸；orf2 位置在
1020~1778，编码 252 个氨基酸； orf3 位置在
1868~3769，编码 633个氨基酸。其中 orf1和 orf2编
码的是两个帮助蛋白；orf3 编码的是 Cry2Aa 杀虫蛋
白，分子量为 70.799 kDa，等电点 pI = 8.126，为弱
碱性蛋白质，天冬酰胺（Asn）、亮氨酸（Leu）和丝
氨酸（Ser）3种氨基酸含量最高，分别为 10.6%、9.8%
和 9.8%。与其它已知的 Cry2Aa蛋白相比，该蛋白的
氨基酸序列与 Cry2Aa1 具有 99.7%的同源性，具有两
个氨基酸的差异，即 Leu242→Ser，Asn600→Ser。该蛋
白被 Bt 杀虫晶体蛋白命名委员会命名为 Cry2Aa12
（登录号为 DQ977646）。采用软件 ClustalW 将

Cry2Aa12与其它 Cry2Aa 蛋白分析，结果表明已发现
的 12 种 Cry2Aa 类蛋白分为 2 个主要的分支，
Cry2Aa12 与 Cry2Aa1、Cry2Aa2 和 Cry2Aa9 等在一
个大分支里，亲缘关系最近。 

2.4  cry2Aa12 基因在大肠杆菌中的表达 
经 IPTG诱导后，cry2Aa12基因在 E. coli BL21

（DE3）中获得了表达，SDS-PAGE分析表明 cry2Aa12
基因的表达产物在菌体超声破碎后的沉淀中（图 4，
泳道 3），分子量约为 65kDa 左右，而在上清中未检
测出表达产物（图 4，泳道 2），说明其表达产物为不
可溶蛋白，形成了包涵体。 

 

 

                                        
图 4  cry2Aa12 基因在 E. coli BL21(DE3)中的 SDS-PAGE
检测             
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of cry2Aa12 gene expressed in E. 
coli BL21(DE3). M. protein marker; 1. E. coii BL21(DE3)(pET- 
30a); 2. lysate supernatant; 3. Cry2Aa12 protein in inclusion 
body. 

 
2.5  生物测定  

提取含有 Cry2Aa12 蛋白的包涵体，SDS-PAGE 分 
 

析定量后，分别测定小菜蛾和二化螟的杀虫活性，结果

见表 2。Cry2Aa12蛋白对小菜蛾和二化螟具有显著的毒
杀作用，其 LC50分别为 5.4 μg/mL和 22.3 μg/mL。 

表 2  Cry2Aa12 蛋白对小菜蛾、二化螟的生测结果 
Table 2  Bioassay result of Cry2Aa12 against Plutella xylos-

tella and Chilo supperssalis 

Tested insect LC50/(μg/mL) 95% confidence/(μg/mL)

Plutella xylostella 5.4 1.7~7.9 

Chilo supperssalis 22.3 17.5~28.9 

3  讨论 

本研究通过 PCR-RFLP 方法鉴定了菌株 Rpp39
的杀虫基因类型，该菌株含有 cry1Aa、 cry1Ab、
cry1Ac、cry1Ia和 cry2Aa 五种杀虫基因，SDS-PAGE
分析结果表明该菌株主要产生 130 kDa和 60 kDa左
右两种大小的蛋白，由此可以推测 cry1Ia（编码蛋白
分子量为 81.3 kDa[18]）未表达或表达量较底，与 Tailor
等的研究结果一致，其原因需要进一步通过转录和基

因序列加以分析。 
cry2Aa12 基因是从我国四川生态条件下分离的

菌株 Rpp39中分离克隆出来的，与其它已知的 cry2Aa
基因差异较小，编码的蛋白质仅存在几个氨基酸的差

异，说明来自不同国家和地区的菌株所含的同一亚类

基因保守性较强。菌株 Rpp39 和从中分离克隆的
cry2Aa12基因在资源积累上具有重要价值。cry2Aa12
基因通过原核表达载体 pET-30a在大肠杆菌中实现了
高效表达，表达产物对小菜蛾和二化螟具有较强的杀

虫活性，生测 LC50结果与已发表的数据相吻合
[17, 19, 20]，

说明个别氨基酸的改变并不影响其杀虫效果，因此该

基因可以作为培育抗虫转基因作物以及构建微生物

杀虫剂新基因的来源。另外，cry12Aa 基因在大肠杆
菌中表达 65 kDa 的蛋白，与 Lenin 等人的报道结果
相似 [21]，这种结果与从氨基酸组成推导的分子量

70.799 kDa有一定差异；分析 Cry2Aa12的氨基酸组
成，发现共含有 4个半胱氨酸，含量占氨基酸总数的
0.62%，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，

这些可能是 SDS-PAGE 检测到的蛋白分子量小于理
论分子量的原因。 

国内外第一代转基因抗虫作物主要是转 cry1 类基
因，一方面存在基因品种单一，害虫易产生抗性等问   
题[7, 22]，另一方面次要害虫不断猖獗，对转基因产品的 
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毒力和杀虫谱等提出了更高的要求。由于 Cry2类蛋白与

Cry1类蛋白在昆虫中肠上的结合位点及作用机制有可能

不同[19]，因此将多价基因转入作物可有效增强活性或延

缓昆虫抗性的产生；cry2 类蛋白的杀虫谱较广，既可以

杀鳞翅目害虫，又对双翅目害虫有效，cry2Aa12新基因

的克隆，为构建多价基因提供了重要的基因来源。 
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Identification, cloning and expression of the insecticidal protein genes 
from Bacillus thuringiensis isolate Rpp39  

Furong Tan1,3, Jun Zhu1,3, Yunyan Li1,3, Aiping Zheng1,3*, Ping Li1,3*  
(1Rice Research Institute, Sichuan Agricultural University, Wenjiang, Sichuan 611130) 

 (2Sichuan Agricultural Biotechnology Engineering Research Center, Wenjiang, Sichuan 611130) 
 (3Key laboratory of Southwest Crop Gene Resource & Genetic Improvement of Ministry of Education, 

 Sichuan Agricultural University, Ya’an 625014) 

Abstract: [Objective] We characterized strain Rpp39 isolated from the soil of Sichuan, China. A type of cry2Aa gene was 
cloned and expressed in E. coli. [Methods] We characterized strain Rpp39 by scanning electron microscope, PCR-RFLP 
identification and SDS-PAGE analysis. We cloned cry2Aa gene by PCR clone. We constructed the recombinant plasmid 
pET-2Aa, and transformed E.coli.BL21(DE3) to express by IPTG. We determined the toxicity of expressed products to the 
larvae of Plutella xylostella and Chilo supperssalis through bioassay. [Results] The strain Rpp39 contained three types 
parasporal crystals, diamond, squareness and round, observed under the scanning electron microscope. SDS-PAGE analy-
sis showed that two kinds of molecular mass of insecticidal crystal proteins, one was about 130kD and the other 60 kDa, 
were expressed in isolate Rpp39. The strain contained cry1Aa, cry1Ab, cry1Ac, cry1Ia and cry2Aa gene, analyzed by the 
PCR-RFLP method. One cry2Aa-type gene of Rpp39 was cloned and designated as cry2Aa12 by Bacillus thuringiensis 
Insecticidal Crystal Proteins Nomenclature Committee. Sequence analysis revealed that this gene contained an open 
reading frame of 1902 nucleotides encoding a protein of 634 amino acids. Compared with Cry2Aa1 protein, Cry2Aa12 
protein has shown as high as 99.7% amino acid homology. We amplified the full open reading frame sequence of the 
cry2Aa12 gene by use of a pair of PCR primers P3/P4 designed according to its DNA sequence, and the PCR product was 
inserted into the Nde I / BamH I site of E. coli expression vector pET-30a to obtain the recombinant plasmid pET-2Aa. The 
result of SDS-PAGE proved that Cry2Aa12 could be expressed as 65 kDa protein in E. coli BL21(DE3) strain induced by 
IPTG. We found that Cry2Aa12 was highly toxic to the larvae of Plutella xylostella and Chilo supperssalis through bio-
assay, with LC50 as 5.4 μg/mL and 22.3 μg/mL, respectively. [Conclusion] Strain Rpp39 and cry2Aa12 gene cloned from 
strain Rpp39 were came from Sichuan ecological condition in China. They could be affluent in the resources of strain and 
gene. It has important significance to accumulate the resource. 
Keywords: Bacillus thuringiensis; indentification; cry2Aa12 gene; cloning and expression; insecticidal activity 
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