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摘要：【目的】为了明确四川盆地生态区土壤中苏云金芽胞杆菌 "’. 基因资源情况，进一步克隆出新型的杀虫

晶体蛋白基因。【方法】本研究主要通过菌株晶体形状的光学显微镜及扫描电镜观察、O1PFPQRO 技术鉴定

"’. 基因型法、杀虫晶体蛋白的 -S-FOATH 分析和菌株生物活性测定等方法对此地区菌株进行研究。【结果】

从四川盆地不同生态区采集 $02& 份土壤样品中分离了 G"/ 株苏云金芽胞杆菌。O1PFPQRO 鉴定结果表明：

此地区的苏云金芽胞杆菌主要含有 "’./，"’.$，"’.#，"’.!3/&，"’."，"’.#& 和 "’.!& 等 G 种 "’. 基因类型；含 "’./
基因的菌株最丰富，共有 $/ 种不同 "’./ 型基因组合；从中发现了新型模式基因，并采用 C(>;FO1P 技术获得

了其中 # 个基因的全长序列，被国际苏云金芽胞杆菌杀虫晶体蛋白基因命名委员会命名为 "’.2!!$/、

"’.#&/$/ 和 "’.#&0$/。通过生物活性测定，发现对鳞翅目和双翅目害虫具毒力的菌株。未鉴定出基因型的

@& 个菌株的伴胞晶体 -S-FOATH 分析表明：这些菌株均有 !& U /#& VS( 蛋白表达，极有可能含新型的杀虫蛋

白基因。【结论】研究结果充分体现了四川盆地生态区苏云金芽胞杆菌资源的多样性及特殊性，所蕴含的杀

虫蛋白基因在农业生产上具有重要意义和应用前景。
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苏云金芽胞杆菌（1$"&**23 #42’&-+&5-3&3，简称 W5）
属革兰氏阳性细菌，广泛分布在土壤、虫尸、污水、淤

泥、尘埃等介质中。土壤作为微生物定殖的大本营，

是 W5 生存的最佳介质［/ % $］。W5 是目前世界上应用

最为广泛的微生物杀虫剂，它产生的伴胞晶体蛋白

（6()(<68)(; *)X<5(; 6)85D>:），即!F内毒素或杀虫晶体蛋

白（,1O，,:<D*5>*>Y(; 1)X<5(; O)85D>:），是 W5 杀虫活性

的主要来源，对鳞翅目、双翅目、鞘翅目等多种昆虫，

以及线虫、螨类和原生动物等都具有特异性的杀虫

活性［# % !］。

W5 的 ,1O< 是 "’. 基因的直接表达产物，"’. 基

因的多样性决定了伴胞晶体蛋白组成与形态的多样

性，并且与其杀虫活性的多样性也密切相关。目前，

关于 ,1O< 的分类，主要采用以 1)>*V?8)D 为首的 W5
杀虫晶体蛋白基因命名委员会在 /""2 提出的新分

类系统，截止到 $&&@ 年，22 类约 #"& 种 "’. 基因被



克 隆（ !""#：$$%%%& ’()*+ & +,+- & ./ & ,0$1)23$43(*5
67(/02)73$!"）。但是，仅少部分 #$%& 能用于害虫的

防治，自上世纪 ’( 年代中期开始，害虫对 !" 杀虫剂

抗性问题不断在实验室和田间试验中得到证实［)］。

因此分离新的高毒力 !" 菌株及克隆更多的新型 /78
基因 是 解 决 这 些 问 题 的 关 键 所 在［* + ,(］。近 年 来

%$-.-/0% 技术广泛应用于 /78 基因型的鉴定，这种

技术不仅能准确地检测出 !" 中已知的杀虫蛋白基

因，还能检测出未知基因［,, + ,1］。

四川盆地是我国四大盆地之一，具有独特的生

态环境和丰富的生物多样性，植被保存完好，有利于

!" 的生长与繁殖，很有可能蕴藏着新的 !" 资源及新

型杀虫蛋白基因。国内曾经对四川部分地区的 !"
资源进行了 /78 基因鉴定［,2］，但只是零碎取样，没有

系统地对四川盆地各个生态区 /78 基因资源的分布

特点进行调查研究，从而不能全面了解此地区 !" 菌

/78 基因特点。本研究对四川盆地的山地、高原、冰

川、峡谷、平原和丘陵等不同生态区土壤中 !" 菌 /78
基因进行了系统的调查；克隆了新型杀虫蛋白基因。

在农业生产上具有重要意义和应用前景。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 培 养 基：0! 液 体、固 体 培 养 基，参 见

34567889［,:］。

!"!"# 主要试剂和仪器：9.: 酶购自 ;4<4-4 公司，

限制性内切酶分别购自 %785=>4 和 ?!# 公司；%$-
扩增仪为美国 ;@=758 公司设备，凝胶成像系统及蛋

白电泳仪均为美国 !A8-4B 公司设备。

!"# 土样采集及菌株分离

土壤样品采集于四川盆地不同生态区，每点于

土表层下 ) C ,( D5 取土壤，共 1*)( 个样品。采用

醋酸钠.抗生素分离法分离：称取 ,( > 土样放入装有

)( 50 醋酸钠.抗生素培养基（醋酸钠，2E:F；牛肉

膏，(E)F；蛋白胨，,F；青霉素钠盐，:((!>G50；硫

酸庆大霉素，:((!>G50；HI JE(）的摇瓶中，摇床培养

（1(( 7G5AK，2(L）: @。然后取土壤悬液 ,( 50，加入

无菌的离心管内离心（’(( M >，,) 5AK），取上层混浊

液 1 50 于 *)L水浴 ,) 5AK，取热处理后的混浊液

(E, 50 涂 0! 固体平板，于 2(L培养 :’ @。挑取类

似 !" 菌株，在光学显微镜下观察晶体形成；然后分

离纯化菌株，选取具代表性晶体形状的菌株，再用扫

描电镜观察菌株晶体。

!"$ %& 质粒 ’() 的提取

分离纯化后的 !" 菌在液体 0! 中（12( 7G5AK、

2(L）培养 ,1 @，采用 N47O4 方法提取质粒［,)］。

!"* 杀虫晶体蛋白的 +’+,-)./ 分析

离心收集于液体 0! 中培养 :’ @ 的菌体，按

04=55PA 方法处理样品及 3Q3.%RST 分析［,*］。

!"0 苏云金芽胞杆菌 !"# 基因型的鉴定

采用 %$-.-/0% 方法对杀虫晶体蛋白基因进行

鉴定。其中 /78, 基因的鉴定参见 <U8 和宋福平的

方法［,1，,J］；其它 /78 基因的鉴定参见宋福平及苏旭

东［,,，,’］的方法。

!"1 新型模式基因全长序列的克隆

分别设计特异引物 及 简 并 引 物（表 ,），采 用

;R#0.%$- 进 行 /78 基 因 克 隆，热 循 环 反 应：V:L
) 5AK；V:L 2( &，)*L )( &，J1L 1 5AK，1 个循环；

V:L 2( &，22L )( &，J1L 1 5AK，,) 个 循 环；J1L
,( 5AK。%$- 产物经切胶回收后，由上海生物工程

有限公司测序，运用 QNR3"47 软件与相应的已知序

列拼接，得到基因全长序列。在 S=K!4K9 注册后提

交 !" 国际杀虫晶体蛋白基因命名委员会命名。

表 ! 2345,-67 所用特异引物与简并引物

;46P= , ;@= &H=DAWAD H7A5=7& 4KB B=>=K=74"= H7A5=7 &=XU=KD=& 8W "@= ;4AP.%$-
%N 3=XU=KD=（)Y!2Y） R;GL ;47>=" &"74AK 4KB >=K= -=W=7=KD=&
3%, R;SS;RR;S$S;$$R$RR$;$RR$ *: I3,’.,，/782(. PA9= ;@A& 7=&=47D@
3%1 ;$;$$;SSR$$R$SRR;RRSR$$;R *2 ;@A& 7=&=47D@
3%2 S$;SR;$$;SSR$$RSS$R;RS$ *’ !"?$1’，/78:G,(.PA9= ;@A& 7=&=47D@
3%: RR$;;R;$RRS$RSS;RSRR *2 ;@A& 7=&=47D@
3%) ;R$;;$$$R$RRR$$$;$;;R$;$ *2 !"?$1’，/782(.PA9= ;@A& 7=&=47D@
3%* S;$RRR$;SSRS;S$;SSSS;R *: ;@A& 7=&=47D@
Q% SSRSSNNNNNNNNZ;S 2V ;@A& 7=&=47D@

%N，H7A5=7 K45=；Q%，B=>=K=74"= H7A5=7；R;，4KK=4PAK> "=5H=74"U7=[

!"8 生物测定

菜青虫（;(37(+ 7.#.3 <(==3）和伊蚊（>3?3+ .3@8#"(）
幼虫由本实验室提供。室内杀虫活性测定参见谭芙

蓉和 #64774 的方法［V，,V］；0$)(用 3%33,(E( 软件分析。
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! 结果和分析

!"# 菌株的分离

从 !"#$ 份土样中分离出 #%%& 株芽胞杆菌，利

用光学显微镜从中初步鉴定出 ’&( 株 )* 菌，平均分

离率为 (+,-.（)* 菌占所有芽胞杆菌的比率）（表

!）；周公山、碧峰峡、蒙顶山和沐川原始森林的 )* 菌

分离率为 (&. / !+.，高于其他地方的分离率；海

螺沟冰川和泸定高 原 的 分 离 率 最 低，只 有 #. 和

’.。’&( 个菌株的伴胞晶体有长（短）菱形、大（小）

菱形、方形、球形和不定形等几种形状（图 (01、)、2、

3）。晶体形状的差别说明菌株所含 !"# 基因类型的

不同，从而也导致菌株的杀虫活性具有差别，充分显

示了四川生态区 )* 资源多样性。

图 # 部分苏云金芽胞杆菌扫描电镜晶体

4567( 89:;;5;6 <=<9*>?; @59>?A9?BC ?DA<>E:*5?; ?F *G< AB?>< :;H 9>CA*:= @5I*J><A B>?HJ9<H DC )* 5A?=:*<A7 (（!）7 D56（A@:==）D5BC>:@5H:= 9>CA*:= 5;9=JA5?;A；

+（-）7 =?;6（AG?>*）D5BC>:@5H:= 9>CA*:= 5;9=JA5?;A；# 7 <>?A< 9>CA*:= 5;9=JA5?;A；"7 AKJ:>< 9>CA*:= 5;9=JA5?;A；’7 >?J;H 9>CA*:= 5;9=JA5?;A7

表 ! 四川盆地不同地点 $% 分离结果

L:D=< ! LG< 5A?=:*5?; ><AJ=*A ?F )* F>?@ H5FF<><;* :><:A 5; 859GJ:;

85*< 2M 8N L)8 O8 OPQ.
!"# 6<;<A B><A<;* 5; <:9G <9?ACA*<@

!"#( !"#! !"#+ !"#-Q($ !"#& !"#+$ !"#-$
RS 4?><A* +%# #&( (!- !( ($’ %! ( & + & T
U3 4?><A* !%# -($ ’% (& "% !% ! + ! + T
)4 4?><A* +!$ -’& (($ !+ ’! -’ ( T + T +
U2 4?><A* (%$ -!# %# !$ (+ # ! # - # T
V3 S>:AA=:;H (&# +#( +# ($ (! - ! T + T T
23 4:>@=:;H !%$ "(" %$ (! "# -# ( T ’ T T
W2 4:>@=:;H #-$ (((- (#" (- ($! "( - " T " T
X3 4:>@=:;H !(# (-$( &% ’ ’# -’ ! T + T T
YX 4?><A* !#$ #$( !# # % + # ($ + ($ T

L?*:= !"#$ #%%& ’&( (+,-! #!! +(! !$ ++ !% ++ +
. "". Z +&,#. Z !,#. Z -,!. Z +,#. Z -,!. Z [ (. Z

2M，9G:>:9*<>5A*59A ?F E<6<*:*5?;；8N，A:@B=< ;J@D<>；L)8，L?*:= $%!&’’() )*"%&+；)O，NJ@D<> ?F )* OA?=:*5?;A；OP，OA?=:*5?; P:*< ?F )* 5A?=:*5?;A 5; *?*:=
$%!&’’() 5A?=:*5?;A F>?@ *G< A:@< A5*<；RS，RG?J S?;6 U?J;*:5;；U3，U<;6 35;6 U?J;*:5;；)4，)5 4<;6 2:;C?;；YX，Y:5 XJ? S=:9<>；X3，XJ 35;6 \=:*<:J；

U2，UJ 2GJ:; M5>65; 4?><A*；V3，V:;6 35;6 \=:*<:J；23，2G<;6 3J \=:5;；W2，W*G<> 25*5<A，YJ>A*；“0”，;?* :@B=5F5<H ]5*G :;C B>5@<>；“!”，:E<>:6< >:*<
?F )* 5A?=:*5?;A 5; :== $%!&’’() 5A?=:*5?;A；“ Z ”，*G< >:*< ?F A*>:5; G:>D?><H *G< A:@< !"# 6<;< 5; :== )* 5A?=:*5?;A7

!"! 苏云金芽胞杆菌 !"# 基因的鉴定

!"!"# \2P0P4X\ 鉴定结果：采用 \2P0P4X\ 鉴定方

法对 ’&( 株菌株进行了 !"# 基因的鉴定分析（表 !），

共发现了 !"#(、!"#!、!"#+、!"#&、!"#-Q($ 和 !"#-$ 等 ’

"!+ ^J; RGJ <* := 7 Q,!*% -&!"./&.’.0&!% 1&+&!%（!$$&）-&（+）

Absent Image
File: 0



种基 因 型；!"#! 型 基 因 最 丰 富，占 ""#，其 次 是

!"#$、!"#%、!"#&’!(、!"#)、!"#%( 和 !"#&( 型；另外，有

*( 株菌没有鉴定出 !"# 基因型，可以推测他们含有

新型的 !"# 基因。

!"!"! !"#! 型 基 因 的 酶 切 鉴 定 分 析：运 用 引 物

+,-.$’+%-.$、+,-.%’+%-.% 和 /,-.0’/%-.0 共鉴定出

,$$ 株菌含有 !"#! 型基因。用 $%& 1 2 ’() 1、*!+3 1
2 $%& 1 和 ,%-!!) 1 2 ,). 1 内切酶分别对它们的扩

增产物进行基因分型。共发现 " 种不同的 !"#! 基因

型（ !"#!/、!"#!,、!"#!0、!"#!*、!"#!1 和 !"#!2 ）构

成了 $! 种不同 !"#! 型基因组合（表 %）；其中 !"#!/!
（!,4%%#）、!"#!/)（!%4$$#）和 !"#!/) 2 !"#!/( 2
!"#!/!（!(4,&#）含 量 最 丰 富；其 次 是 含 量 在 ,4!56
*4"$#的 !"#!/(、!"#!/) 2 !"#!/!、!"#!/) 2 !"#!/! 2
!"#!2)、!"#!/) 2 !"#!/( 2 !"#!2)、!"#!/) 2 !"#!/( 和

!"#!/) 2 !"#!2) 基因组合；其它几种 !"#! 型基因组

合，如：!"#!/) 2 !"#!/( 2 !"#!0)、!"#!/) 2 !"#!/( 2
!"#!/! 2 !"#!2) 和 !"#!/) 2 !"#!/! 2 !"#!0( 数量相

对较少；含 !"#!/) 2 !"#!*) 和 !"#!/) 2 !"#!1) 的基

因组合菌株数量最少，仅占 (4%*#。

表 # 四川盆地不同生态区 !"#$ 类基因的特点

789:; % 7<; =0>?@09-?0A. AB !"#!6?CD; E;.; D@AB0:;> 0. F0BB;@;.? ;GA:AEC 8@;8> AB /0G<-8. H8>0.
!"#!6 ?CD; E;.; D@AB0:;> IJ K= HL MN N= KO += PO O= Q 1’#
!"#!/! %( * 5 R % !( & " !$ *( !,4%%
!"#!/) !, !! !% $ !( R R !! 5 ") !%4$$
!"#!/) 2 !"#!/( 2 !"#!/! * ) 5 $ * ) $ & " ,, !(4,&
!"#!/( !$ ) 5 R & % % 5 R &, *4"$
!"#!/) 2 !"#!/! ) 5 " ! $ & % , , &$ *4(,
!"#!/) 2 !"#!/! 2 !"#! 2) " ) $ $ ! " & " R %" "4)(
!"#!/) 2 !"#!/( 2 !"#! 2) 6 & * ! 5 " R % $ %! ,4)&
!"#!/) 2 !"#!/( * R % R R & R !$ R $5 ,4!5
!"#!/) 2 !"#! 2) ! R R R R R % " $ $5 ,4!5
!"#!/) 2 !"#!/( 2 !"#!0) " R R ! " & % & R $& &4"(
!"#!/) 2 !"#!/( 2 !"#!/! 2 !"#! 2) , $ & R ! ! $ % ! !) %4"&
!"#!/( 2 !"#!/! , ! R R R R % % ! !% $4&)
!"#!/) 2 !"#!0) 2 !"#! 2) ! R ! R $ & $ $ R !$ $4%(
!"#!/! 2 !"#!0) 6 $ R ! ! $ ! % R !( !4)!
!"#!/) 2 !"#!0) $ ! ! R $ R ! ! ! ) !45$
!"#!/) 2 !"#!/! 2 !"#!0( $ % ! R $ R R R R * !4,%
!"#!/) 2 !"#!,) 2 !"#/( 6 R $ R R $ R ! R , (4)"
!"#!/) 2 !"#!/( 2 !"#!,) ! R ! R ! R R R R % (4,5
!"#!,) ! R $ R R R R R R % (4,5
!"#!/) 2 !"#!*) 6 R R R R $ R R R $ (4%*
!"#!/) 2 !"#!1) 6 R R R R $ R R R $ (4%*

QA?;：IJ，I<A- JA.E KA-.?80.；K=，K;.E =0.E KA-.?80.；HL，H0 L;.E O8.CA.；MN，M80 N-A J:8G;@；N=，N- =0.E S:8?;8-；KO，K- O<-8. T0@E0. LA@;>?；
+=，+8.E =0.E S:8?;8-；O=，O<;.E =- S:80.；PO，P?<;@ O0?0;>，M-@>?；“ R ”，.A? GA.?80..0.E ?<0> ?CD; E;.;；Q，.-U9;@ AB >?@80.>；L，>?@80. <8@9A@;F ?<0>
!"#!6?CD; E;.; GA.90.8?0A. 0. 8:: H? 0>A:8?0A.> GA.?80. !"#! E;.;V

!"!"# 新 型 模 式 基 因 的 克 隆：采 用 引 物 /,-.&’
/%-.& 和 /,-.%(’/%-.%( 分别可从部分菌株中扩增

出目的片段。扩增产物的限制性内切酶酶切分析表

明：菌株 H?KO$* 的 !"#&’!( 型基因扩增产物经 ,%&W
11 2 3") 1 酶切后产生 & 条带，而菌株 M/5(6*、K=56
,、M/!*6!、M/!,6% 和 IJ!(*6%" 的扩增产物则不能被

,%&W11 2 3")1 双酶切（图 $6X），与 !"#&/)!、!"#&,)!
和 !"#!(/)! 等模式基因的相应酶切结果有差异；另

外，这些菌株的 !"#%( 型基因扩增产物的 4%- 1 酶切

片段（图 $6H）与 !"#%(/)!，!"#%(,)! 和 !"#%(0)! 基

因相应酶切结果也不同（序列来源于 <??D：’’YYYV
90A:> V >->Z V 8G V -[’MAU;’Q;0:6O@0G[UA@;’H?，用 =QX/?8@

软件分析相应酶切位点）。测序分析表明：这些菌株

用引物 /,-.&’/%-.& 扩增后的产物序列所编码的氨

基酸与 O@C!(X8! 的同源性最高，约为 %)#；用引物

/,-.%(’/%-.%( 扩增后的产物序列所编码的氨基酸

与 O@C%(X8! 的 同 源 性 最 高，分 别 为 5$#、5$#、

5&#、5&#、5$#和 "*#。因此这些基因片段极有可

能为新型模式基因的片段。

用 780:6SO3 技术获得的其中 % 个新型模式基因

的未知片段与相应的 SO363LNS 所获得的片段拼

接，得到了 !"# 基因全长序列。氨基酸序列同源性

分析发现：用 /,-.&’/%-.& 引物鉴定出及来自菌株

H?KO$* 的全长基因与 O@C!(X8! 的同源性最高，为

5$%朱军等：四川盆地生态区苏云金芽胞杆菌 !"# 基因的鉴定及新型模式 !"# 基因的克隆 V ’微生物学报（$(()）&)（%）



图 ! 部分菌株 !"#"#$% 型和 !"#&% 型基因 ’() 扩增产物

的 )*+’ 鉴定图谱

!"#$% &’()(!*& +,--./0 12 !"#3456)-7+. ,08 !"#96)-7+. #.0.:$

;：&’()(!*& +,--./0 12 !"#3456)-7+. #.0.: 8"#.:-.8 <"-= $%&> ?? @ ’"(

?；*,0.5)A：B-C’%D，EF56D)9A，CGH)I，JK5D)5，JK5I)9，JKH6)D；

C，566 L+ C,/M./ $ B：&’()(!*& +,--./0 12 !"#96)-7+. #.0.: 8"#.:-.8

<"-= )%* ?；*,0.5)A：B-C’%D，EF56D)9A，CGH)I，JK5D)5，JK5I)9，

JKH6)D；C，566 L+ GN; C,/M./ $

9DO；用 KIP0964K9P096 引物鉴定出及分别来自菌株

B-C’%D 和 JK5D)5 的全长基因与 ’/796;,5 的同源性

最高，分别为 H3O和 A3O。根据 ’/7 杀虫蛋白基因

的命 名 规 则，这 些 基 因 属 于 模 式 基 因。它 们 在

F.0B,0M 中的注册号分别为 >Q99R9AH、>QHI5A6R 和

>QDD%6A3，被国际 B- 杀虫晶体蛋白基因命名委员会

命名为 !"#I3+(5、!"#96,(5 和 !"#96-(5。

!,& 生物测定

选取含模式基因的菌株及含多个基因组合的部

分菌株对伊蚊和菜青虫进行生物活性测定，结果表

明：菌 株 B-C’%D 对 伊 蚊 的 活 性 最 高，*’I6 为

AS6%!#4T*；菌株 (++6% 对菜青虫活性最高，*’I6 为

HS9%!#4T*；菌株 B-C’%D、UV’I)3、;3 和 B-: 对伊蚊

和菜青虫都具有活性；菌株 JK5I)9，JK5D)5，JKH6)D，

CGH)I 和 EF56D)9A 仅对伊蚊有活性，而菌株 (++6%
和 (++9R 也仅对菜青虫有活性（表 3）。

!," 杀虫晶体蛋白的测定

对未鉴定出 !"# 基因型的 B- 菌株进行了杀虫

晶体蛋白的 KGK)&;F> 分析，结果表明：D6 菌株都含

有一条或两条大小介于 36 W 596 MG, 之间的主要蛋

白条带（图 9）。揭示出这些菌株可能具有潜在的杀

虫活性。同时这些菌株的蛋白条带各有差异，说明

四川盆地生态区杀虫晶体蛋白类型存在多样性，可

以推测这些菌株极有可能含不同的 !"# 基因及基因

组合。

表 " 部分菌株对伊蚊和菜青虫的杀虫活性的测定

X,LY. 3 G1:.)/.:+10:. "0:.Z-"Z"8,Y ,Z-"["-".: ,#,"0:- + $ (./#*&0 ,08 *0."0% "(*(. 1022.

K-/,"0: !"# #.0. -7+.:
+ $ (./#*&0 +"./": /,+,. *"00.
*’I6 4（!#4T*） RIO’?! *’I6 4（!#4T*） RIO ’?!

B-C’%D !"#3456，!"#96 AS6% 3S% \ HSD 5IS3I 5%S93 \ 5RSA3
JK5I \ 9 !"#3456，!"#96 53SRA 55SD \ 5HS% ] 566 ^

JK5D)5 !"#3456，!"#96 53S99 56SA \ 5HS5 ] 566 ^

CGH)I !"#3456，!"#96 %6SIA 5R \ %3S95 ] 566 ^

JKH6)D !"#3456，!"#96 R6S5 HAS3 \ 5%6S3 ] 566 ^

EF56D)9A !"#3456，!"#96 96SAD %9SA \ I5S3 ] 566 ^

UV’I)3 !"#5，!"#%，!"#R %9S3% 5RSDA \ %ISI9 59S%3 55S6% \ 5AS3D
;3 !"#5，!"#%，!"#R 3IS93 95S39 \ A9SIR 53S6H 56S55 \ 5DS9%
B-: !"#5，!"#%，!"#R 5HSAI 5%SA3 \ %%S3H 59S9H 5%S6R \ 5HSRI
(++6% !"#5，!"#% ] 566 ^ HS9% AS69 \ DS%9
(++9R !"#5 ] 566 ^ 5RS5I 59S% \ %HSI

N1-.：’?!，Z102"8.0Z. "0-./[,Y $“ ^ ”，;- -=": Z10Z.0-/,-"10，01 T1/-,Y"-7 <,: 1L-,"0.8$

& 讨论

我们在四川盆地的山地、高原、冰川、峡谷、平原

和丘陵等不同生态区系统地采集土样，B- 平均分离

率高达 59S3O，较中国其它地方高［56，5D］，可能因为

此地区植被保存完好，有利于 B- 的生长与繁殖。本

研究中，森林土样的 B- 分离率普遍较草原和农田

高，可能是因为农田和草原中的农牧活动较多，对

B- 的生长与繁殖有一定影响；海螺沟属冰川生态环

境，而泸定高原的农田土样较为贫瘠，所以这两个地

区 B- 菌的分离率仅有 IO和 HO，此结果与苏旭东

的研究结果一致，也符合 B- 菌的分布特点［5D］。

四川盆地 B- 菌主要含有 !"#5、!"#%、!"#9、!"#R、

!"#3456、!"#96 和 !"#36 等 H 种基因型，与中国其它地

区所含 !"# 基因类型有差异［56，5D］。本研究中 !"#5
含量最高（AAO），与墨西哥、以色列、哈萨克斯坦、乌

兹别 克 斯 坦 及 中 国 其 它 地 区 的 情 况 具 有 一 致

性［A，56，5%，5H \ 5D］，而在伊朗，!"#% 含量最高［%%］；墨西哥，

D%9 _P0 E=P .- ,Y $ 4+!&( )0!"340353/0!( 6020!(（%66R）3R（9）
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图 ! 部分菌株的杀虫晶体蛋白

!"#$% &’( )*)+,-./ 01 2304(+5462789 2:23(;2"0;2 01 2(9(57(< 2748";2$
=8;(>+?：->，@A%，B*C+D，E.>FC+G，H!>I+J，KA@I+G；B：3407(";
L84M(4 $

以色列、哈萨克斯坦和乌兹别克斯坦的第二位 !"#
基因分别是 !"#% 和 !"#G［?，>D］，而四川盆地生态区含

量居于第二位的是 5 "#D 类基因；在以色列、哈萨克

斯坦、乌 兹 别 克 斯 坦 和 伊 朗 没 有 发 现 !"#% 型 基

因［D> N DD］，但是在四川盆地生态区却有 !"#% 的存在

（表 D）。表明此生态区 !"# 基因构成与其它地区既

有一致性又有其独特性。

!"#>、!"#D、!"#% 和 !"#I 普遍存在于四川盆地的

山地、高原、冰川、峡谷、平原和丘陵的农田、森林和

草原等不同生态区中；!"#GO>P、!"#%P 和 !"#GP 主要

存在于山地、峡谷和冰川的森林土样中；另外，森林

土样所含 !"# 基因类型较农田与草原丰富（表 D）。

表明此地区 !"# 基因的分布与生态环境有一定关

系。

@46> 蛋白对鳞翅目害虫有特异毒性，四川生态

区含有 ? 种不同的 !"#> 类基因亚型，构成了 D> 种不

同 !"#> 型基因组合，不仅充分显示了 !"#> 型基因的

多样性（表 %），而且也表明了四川生态区 !"#> 类基

因的分布特点，如：!"#>$、!"#>% 和 !"#> & 类基因在

四川盆地的山地、高原、冰川、峡谷、平原和丘陵等不

同生态区都有存在，而 !"#>’( 仅存在于周公山与碧

峰峡谷，!"#>)( 和 !"#>*( 也仅存在于沐川原始森林

与成都平原。有晶体蛋白产生而未鉴定出基因型的

菌株，可能是由于现有的鉴定引物特异性不够高，鉴

定不出其基因型，推测有可能含有新型的 !"# 基因。

因此需要进一步对这些菌株进行大量生物活性测

定，从中发现高毒力菌株，再通过蛋白序列克隆新型

杀虫基因。

本研究运用 ,@Q+Q!=, 方法初步明确了四川生

态区 R7 菌及其 !"# 基因资源的特点，从中发现了一

批特异性菌株和新型 !"# 基因，再一次证明 ,@Q+
Q!=, 法不但能鉴定已知基因，还能鉴定新型未知基

因［>> N >D］；表明四川生态区蕴藏着丰富而特别的 R7

资源，为害虫的防治提供了基因及菌株资源。目前，

我们正对此地区 R7 菌株的杀虫谱进行测定及杀虫

基因的表达研究，期望能挖掘出具高效广谱的杀虫

活性的 R7 菌株及基因资源。
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