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昆虫病原线虫共生菌 !" 品系杀虫毒素

基因簇中各基因与杀虫活性的关系

崔 龙 邱礼鸿" 辛智海 房媛媛 庞 义
（中山大学 生物防治国家重点实验室E昆虫研究所 广州 3&%$23）

摘 要：昆虫病原线虫共生菌 !"#$%&’()*+ #",’-$.&/0*+ FG 的多个杀虫毒素基因集中在一起形

成一个约 !%H/ 的基因簇。为研究这个基因簇中各基因与杀虫活性的关系，对该共生菌粘粒

文库中 3 个粘粒克隆 I@FG2#、I@FG6"、I@FG$%"、I@FGJ"26 和 I@FG!&! 及 I@FG6" 的 " 个亚克

隆插入 +1K 片段的基因结构和它们对棉铃虫的杀虫活性进行了比较，结果显示，1.-2&，

1.-3& 和 1.-4$ " 个基因或后两者的联合表达产物具有最强的杀虫效果，缺失其中的任何 & 个

或 $ 个会使杀虫活力大幅度地下降或完全消失；而 1.-5& 和 1.-4& 的缺失对毒素基因簇的表

达产物的杀虫活力影响很小；杀虫毒素的物理混合没有明显的增效作用。
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昆虫病原线虫共生细菌存在于昆虫病原线虫肠道内，属杆菌目、肠杆菌科（8@D,0(/9-7
D,0:9-,9,）。现已描述的线虫共生菌有两个属———异杆菌属（ !"#$%&’()*+）和发光杆菌属

（6&$-$%&’()*+）［&］。昆虫病原线虫共生细菌随昆虫病原线虫进入昆虫体内后，可在血腔内

大量繁殖并分泌杀虫活性极高的蛋白毒素，在较短时间内将昆虫杀死。由于这类毒素具

有杀虫谱广的优点［$］，其杀虫毒素基因有望成为另一类转基因植物基因源，以缓解害虫对

转苏云金芽孢杆菌（2’7/00*+ -&*%/#8/"#+/+，FD）基因抗虫植物产生的抗性压力［"］。

到目前为止，已有两种共生菌的全长毒素基因被克隆并测序。2$9"# 等［$］从 6 * 0*:
,/#"+"#+ N&! 克隆到 ! 个毒素基因：-7’，-7(，-77 和 -7)。虽然从该菌株分离到的杀虫毒素

具有很强的杀虫活性，但其毒素基因在大肠杆菌中的表达产物却没有杀虫活性。O(0B9@
等［!］从 ! * #",’-$.&/0*+ GOPQ$4# 中克隆到对菜粉蝶（6/"%/+ (%’++/7’"）有杀虫活性的毒素基

因簇，该毒素基因簇由 3 个基因组成，分别称为 1.-4&，1.-4$，1.-2&，1.-3& 和 1.-5&。这

些基因与 -7’，-7(，-77 和 -7) 之间有较高的同源性。用基因突变和单基因表达的方法证

实：其中 1.-5& 和 1.-4$ 的缺失对杀虫活性影响极小或无影响；1.-4& 的表达产物杀虫活性

很低。本研究认为杀虫活性可能与 1.-4&，1.-2& 和 1.-3& 联合表达有关。

本文介绍从 ! * #",’-$.&/0*+ FG 品系的粘粒文库中筛选出多个含杀虫毒素基因的克

隆，并对其中的一个粘粒克隆进行亚克隆，由于各个克隆和亚克隆所含基因的差异，将这



些克隆和亚克隆对棉铃虫进行生物测定，比较各克隆和亚克隆杀虫活性之间的差异，来研

究基因簇中各基因与杀虫活性之间的关系。

! 材料和方法

!"! 菌株和质粒

本研究中所用菌株和质粒列于表 !。

表 ! 菌株和质粒

"#$%& ! ’#()&*+# #,- .%#/0+-/ 1/&- +, )2+/ /)1-3

’#()&*+# #,- .%#/0+-/ 42#*#()&*+/)+( 561*(&

! 7 "#$#%&’()*+, ’8
461%- .*6-1(& 2+92 6*#% )6:+,/ )6

;+%% -.*)/&0.1’# #1$)2.1#

</6%#)&- =*60 3%.)".1".$# 7

/#1’&/#’,#. ’8

4,/(.1)/()# /&*) >8<!??

［@A0(*B!（$11A(,5CD5A$/1’4）=E?-F#/G!D!H

!*#/IJK 1./B! ."5B! #1#L!MN!（#1#，*.+）JONJ

2#* FP 2#*Q !A 1’,R $+’S %&"B］

.T>’"D 46/0+- 4%6,+,9 Q+)

4 7 /&*) LUH"
/1.>KK!%#( P!ON 2/-C!J *&(B!

&,-B! 93*BNO )2+A! *&% B!
"2+/ %#$6*#)6*3

.’%1& 5Q（ V ） B0.* "2+/ %#$6*#)6*3

!"# 粘粒文库的构建

将AJ?W保存的共生菌涂布于 X’"B 平板［H］上，YEW培养 KE2，挑取一个初生型单菌落

接到 H0R R’ 液体培养基中，YEW Y??*F0+, 震荡培养至 67O?? 约 !ZH，取 !ZH0R 至 >8 管，

!Y???*F0+, 离心 Y0+,，去上清。参照文献［O］描述的方法提取细菌总 LXB。提取的总 LXB
用微量注射器抽吸剪切，使 LXB 片段大小在 MH [ KH;$ 之间。以此 LXB 构建粘粒文库。

构建粘粒文库的方法参照 .T>’"D (6/0+- (%6,+,9 Q+)（>.+(&,)*&）说明书操作。文库的每个

克隆分别做甘油菌保存于 \ J?W。

!"$ 杀虫阳性克隆的筛选

采用菌落原位杂交的方法从粘粒文库中筛选阳性克隆。以 ! 7 ".$#%&’()*+, ’8 基因

组 LXB 为模板，引物为 H]AS4"4BBS444"""""S"44BBSAM] 和 H]ASB""SBB4B"4BS"44A
B4"44AM] ，84C 扩增出位于 8’%9! 上的一个 HKE$. 的 LXB 片段，用地高辛标记作为探针。

菌落原位杂交的方法参照文献［J］。

!"% 阳性克隆杀虫毒素基因的鉴定

!"%"! 84C 鉴定：根据 S&,’#,; 中已发表的共生菌 ! 7 ".$#%&’()*+, 8D@!YNO 毒素基因序

列（S&,’#,; #((&//+6, X67B^M?EKME）设计 J 对引物（表 Y），其中，引物对 8:.)L!、8:.)’! 和

8:.)4! 可扩增出全长的毒素基因 8’%7!、8’%9! 和 8’%:!，引物对 8:.)B!A#和 8:.)B!A$可

分别扩增出 8’%;! 基因两侧的序列，引物对 8:.)BYA# 和 8:.)BYA$可分别扩增出 8’%;Y 基

因两侧的序列。

引物对 8:.)L!、8:.)’! 和 8:.)4! 任何一个 84C 扩增结果为阳性，则认为其对应的基

因存在。引物对 8:.)B!A# 和 8:.)B!A$ 84C 扩增全部为阳性时可证明 8’%;! 基因的存
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在。引物对 !"#$%&’!和 !"#$%&’" !() 扩增全部为阳性时可证明 !"#$& 基因的存在。

表 ! 鉴定阳性克隆所用的引物

*+,-. & */. #012.03 43.5 670 $/. 15.8$1619+$178 76 183.9$1915+- $7"18 :.8.3

!012.0
*+0:.$.5 :.8. 76

% ; &’()#*"+,-./ !<=>&?@
*/. #0.519$.5 31A.3 76
+2#-161.5 #07549$3B,#

!"#$C> DE’*(F%(F(%(%F%**FF*%*’GE
DE’*(FF(F(*(%F*%%F%%%F*’GE

!"#0> GHII

!"#$%>’! DE’F(%*F(%*F%*%%%%F**%%*F%%(*F*’GE
DE’F*FFFF*(F%*%*%F****(’GE

!"#$> G>II

!"#$%>’" DE’ (*%*(*F(*F%**F(*%%((’GE
DE’(*F(%F(*(**%*(*F*(*(%%F%%(F%%*F’GE

!"#$> &III

!"#$J> DE’FF%*((%*F%%F%%***(F*((%(%F’GE
DE’(*F(%F**%*F(**(FF%**(%**%*F%(’GE

!"#1>
G>II

!"#$(>
DE’FF%*((%*F(%FFF**(%%(%((***F’GE
DE’(*F(%F%(**(%*(F((F***(%FFF’GE

!"#2> K&II

!"#$%&’! DE’%*F*%*%F(%(FF(*F*%**%(’GE
DE’FF%*%F(%((FF%*%%**F*F’GE

!"#$& &KI

!"#$%&’" DE’F%%%F(***FF(%%*F(((F’GE
DE’F**%%F%%(F%%*FF*%*%F(F’GE

!"#$& KKI

"#$#! 酶切鉴定：提取各阳性克隆的质粒 CL%，用 34*)!消化，琼脂糖电泳，比较各克

隆的酶切片段的差异。

"#% 粘粒克隆的亚克隆

粘粒克隆的质粒 CL% 经 34*)!消化后，回收大于 GM, 的酶切片段，与 34*)!酶切后

并末端磷酸化的 #J-4. NO（ P ）载体连接，转化 3 ; 4*-, CQD#。

"#& !"%’的测定

首先建立 3 ; 4*-, 50@II和细胞数对数值的生长曲线。将原位杂交筛选到的阳性克隆

接入 &DI2R 含 >II$:B2R %2#+8191--18 的 RJ 培养基中，GST振荡培养过夜，测 50@II，根据

生长曲线求算细胞浓度。不同量的阳性克隆或亚克隆的培养液细胞沉淀超声波破碎后加

入等量棉铃虫人工饲料中，饲喂棉铃虫初孵幼虫，计算 ?@/ 死亡率。对照组为不含毒素基

因粘粒克隆或转入空载 #J-4. NO（ P ）质粒的 3 ; 4*-, CQD#。利用昆虫毒力测定软件［@］计

算不同克隆的 62DI，或称量 > U >I>> 9.--3B: 饲料的浓度下存活幼虫的平均体重。

! 结果和分析

!#" 不同阳性克隆基因鉴定和杀虫活性比较

用原位杂交的方法从 % ; &’()#*"+,-./ J! 粘粒文库的 DII 个克隆中筛选出 D 个信号

为阳性的克隆，分别命名为 V8J!S@、V8J!HG、V8J!&IG、V8J!GSH、V8J!K>K。通过 !() 鉴

定，V8J!HG 包含 % ; &’()#*"+,-./ !<=W&?@ 的全部杀虫毒素基因，其基因大小也与 % ;
&’()#*"+,-./ !<=W&?@ 基本相同（图 >）。我们已经对 V8J!HG 和 V8J!S@ 所含毒素基因进行

鉴定，用 S 对引物 !() 扩增出的 V8J!HG S 段 &II X DII,# 序列与 % ; &’()#*"+,-./ !<=W&?@
的杀虫毒素基因均具有较高同源性，!() 扩增出的 V8J!S@ D 段序列与 V8J!HG 的对应序

?KS@ 期 崔 龙等：昆虫病原线虫共生菌 J! 品系杀虫毒素基因簇中各基因与杀虫活性的关系



图 ! "#$%&’ 杀虫毒素基因的 %() 鉴定

!"#$% &’( )*+,-"."/0-"1, 1. ",2+/-"/"*03

-14", #+,+2 ", 5,6&78

9%:!;<=>!"#?@% *"#+2- A0BC+B；% D E:&’( FB1*G/-2

0AF3"."+* HI -J+ FB"A+B F0B+2 1. &4F-;，&4F-=%K"，

&4F-=%K#，&4F-6%，&4F-’%，&4F-=LK" 0,*

&4F-=LK#；9L$;MLNNN ;<= A0BC+B $

列完全相同［O］。用同样 E 对引物对另外 8 个克

隆进行 &’( 扩增，对扩增出的序列测序，结果显

示所有序列与我们已发表的序列完全相同。这

些结果说明这 P 个克隆所含基因来自基因组的

同一位置。

比较不同克隆对棉铃初孵幼虫的杀虫效果

（$%PN），用 &’( 鉴定不同克隆的基因结构（表

8）。表 8 中所列的基因的排序为 & $ ’()*+#,-./01
&9!)LOQ 杀虫毒素基因簇的排序，由于各阳性克

隆缺失的基因均位于这个排序的两侧，所以 & $
’()*+#,-./01 6& 的杀虫毒素基因簇的基因结构

应与 &9!)LOQ 的相同。与 5,6&78 比较，5,6&EQ
由于缺失 2,+3L 基因，其杀虫活力大幅度下降，

在高浓度 的 细 胞 存 在 下，棉 铃 虫 的 死 亡 率 小 于 PNR，但 能 明 显 抑 制 棉 铃 虫 的 生 长；

5,6&LN8缺失了 2,+%% 和 2,+3L 则杀虫活力完全丧失；而 5,6&8E7 和 5,6&@%@ 缺失了

2,+4% 和 2,+3% 两个基因中的 % 个或全部缺失，对其杀虫活力影响很小。因此 2,+3L 和

2,+%% 的表达产物在毒素蛋白的杀虫活力中发挥着重要作用，而 2,+4% 和 2,+3% 表达产物

在杀虫活力中所起的作用很小或不起作用。

表 ’ 不同克隆杀虫效果及基因结构比较

?0H3+ 8 ?J+ ",2+/-"/"*03 -14"/"-I 0,* -J+ #+,+ 2-BG/-GB+ 1. *"..+B+,- /31,+2

’31,+2

?14"/"-I &B+2+,/+ 1. #+,+2

$%PN

>（/+332># *"+-）
=S% 2,+4% 2,+3% 2,+5% 2,+%% 2,+3L

5,6&EQ > P:N T L T T T K8

5,6&78 P:8 U %N%N T T T T T

5,6&LN8 > L@:E T T T K V

5,6&8E7 E:7 U %N%N V T T T T

5,6&@%@ E:P U %N%N V V T T T

’W > L8:8

%:=X+B0#+ Y+"#J-，A#>30BX0；L:&B+2+,-+*；8:<1- FB+2+,-+*$

*+* 阳性克隆的酶切鉴定

8 个具有较高杀虫活性的克隆 5,6&78，5,6&8E7，5,6&@%@ 质粒 ;<= !"#("酶切后均

有一个 LNCH 的 ;<= 片段，而 5,6&EQ 和 5,6&LN8 的最大酶切片段分别为 %NCH 和 PCH。结

果显示该 LNCH 片段的存在与否可能直接影响毒素基因表达产物的杀虫效果，因此，回收

该片段做亚克隆，以进一步研究该片段所含基因与杀虫活性的关系。我们构建了 8 个亚

克隆，命名为 FZGHLNC、FZGHLNC>O:P 和 FZGHLNC>Q:P，酶切鉴定正确。

*+’ 亚克隆的 %() 鉴定和杀虫活力

分别用 8 个重组质粒转化! $ "#/. ;[P$得到 8 个亚克隆，命名为：ZGHLNC、ZGHLNC>O:P
和 ZGHLNC>Q:P。通过 &’( 鉴定，8 个亚克隆所含毒素基因如表 @ 所示。说明亚克隆
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!"#$%& 和亚克隆 !"#$%&#’()* 均具有抑制棉铃虫生长的作用，而这两个亚克隆均只有

!"#$$一个基因，说明 !"#$$ 的单独表达产物对棉铃虫具有一定的口服毒性。

!"# 亚克隆 $%&’!() 同 *+,-./ 和 *+,-!(0 分别混合后的杀虫效果

+,-./0 和 +,-.$%1 由于缺失 !"#$$ 杀虫活性明显下降或完全丧失，而亚克隆 !"#$%&
含有完整的 !"#$$，我们把 +,-./0 和 +,-.$%1 的细胞分别与 !"#$%& 细胞等量混合，饲喂

棉铃虫初孵幼虫，比较其杀虫效果（表 *）。表 * 说明，+,-./0 和 +,-.$%1 的细胞分别与

!"#$%& 细胞等量混合并没有使 +,-./0、+,$%1 或 !"#$%& 1 个克隆的杀虫活力得到明显提

高，因而，杀虫毒素之间的物理混合并没有明显的增效作用。

表 # 亚克隆所含毒素基因和抑杀棉铃虫效果

23#45 6 7,859:;9;<34 :=>;, ?5,58 ;, :@5 8"#94=,58 3,<

;:8 ;,859:;9;<34 :=>;9;:A := ,5=,3:5 =B % C &’()*+’&

!"#94=,58
.D585,95 =B ?5,58

!"#,E !"#$E !"#-E !"#.E !"#$$

2=>;9;:A

’（F?’43DG3）

!"#$%&# H H H H I E$)*

!"#$%&’()* H H H H I 0)/

!"#$%&’0)* H H H H H $$)6

JK H H H H H $1)1

H )L=: MD585,:5<；I ).D585,:5<C

表 1 亚克隆 %&’!() 与 *+,-./ 和 *+,-!(0
混合后对棉铃虫的抑杀效果

23#45 * 2@5 ;,859:;9;<34 39:;G;:;58 =B +,-./0 3,<

+,-.$%1 F;>5< N;:@ !"#$%&

O;>58 2=>;9;:A’（F?’43DG3）

+,-./0 I !"#$%&# 6)/

+,-.$%1 I !"#$%& E/)E

+,-./0 *)%

+,-.$%1 $6)/

!"#$%& E$)*

JK $1)1

0 讨论

从本文的结果，我们可以得出以下结论：!"#-E、!"#.E 和 !"#$$ 1 个基因的联合表达产

物具有最强的杀棉铃虫效果，而缺失其中的 E 个或 $ 个都会使杀虫活力大幅度地下降或

完全消失；!"#,E 和 !"#$E 的缺失对毒素基因表达产物的杀虫活力影响很小；!"#$$ 的表达

产物具有抑杀棉铃虫的作用；杀虫毒素之间的物理混合并没有明显的增效作用。

O=D?3, 等［6］研究 / C 0+(&#1"2)345 .OP7$(0 的毒素基因时发现，!"#$$ 和 !"#,E 毒素基

因的表达产物对菜青虫（6)+’)5 7’&55)8&+）无杀虫活性，而 !"#$E 的单独表达产物却对菜青虫

有一定的杀虫活性［1］。这与我们研究发现的 / C 0+(&#1"2)345 -. 的毒素基因对棉铃虫的

功能明显不同，其中 !"#$$ 的缺失使得粘粒克隆 +,-./0 的杀虫活力明显降低，而 !"#$E 缺

失的粘粒克隆 +,-.6E6 的杀虫活力并没有明显降低。这可能是由于生物测定的对象不

同或者 / C 0+(&#1"2)345 不同品系之间毒素蛋白存在差异的结果。

由于没能得到缺失 !"#-E 的粘粒克隆或只有 !"#-E 的亚克隆，我们还不能确定该基因

与杀虫活性的关系。+,-.$%1 缺失了 !"#.E 和 !"#$$ 后，该粘粒克隆丧失了杀虫活性，说

明该基因单独表达产物不具有杀虫活性。
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