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0 引言
苏云金芽胞杆菌!!"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’!"#$是目前研究最为深

入"应用面积最广的一种革兰氏阳性杀虫细菌!它对昆虫的毒杀
作用主要是由于芽孢形成期产生的伴孢晶体导致的 %&’()#营养期杀
虫蛋白!*+,+#-#./+ 012+3#.3.4-5 678#+.12!*062$是芽胞杆菌在对数生
长期分泌的一类新型杀虫毒素蛋白!它对鳞翅目昆虫具有较广谱
的杀虫活性 %9’:)$ 由于它与已知的杀虫晶体蛋白 %012+3#.3.4-5
;7<2#-5 678#+.12= 0;62& 没有序列同源性! 而且其杀虫机理也与
0;62 不同 %>’?)!因此!*.@9A 蛋白的研究对于抗性害虫的防治和研
制构建高效"广谱的杀虫剂具有重要的意义$

;<#&A- 毒素是来源于苏云金杆菌以色列亚种%!. ()&*$+,$-+!
’$’ ’&/’0. $’*"-%-+’$’1 "#.& 的一个 (B CD 的 !!内毒素! 辅助蛋白
6(E 的存在对 ;<#&A- 蛋白的大量表达是必需的 %F’B)$ 该毒素的生
物活性主要归功于其对细胞膜上的不饱和脂肪酸的亲和性!表现
出对无脊椎"脊椎动物细胞及血细胞有广泛的溶细胞活性 %G)$ 同
时!该毒素在体外有更宽的活性谱!对某些双翅目和鞘翅目昆虫
也有毒性 %G’&E)$ ;<# 蛋白与 ;7< 蛋白没有任何的序列同源性!而且
作用方式也不相同 %&&)$ 已有的文献证实!;<# 蛋白与某些 ;7< 蛋白
%;7<:A";7<:"和 ;7<&&A&具有协同增效作用%&(’&>)!而且它还可以有
效地降低某些害虫对 ;7<蛋白%;7<&&"和 ;7<9A&的抗性水平%&?= &F)’
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!!为检测苏云金杆菌晶体蛋白 34506对 7I9:6 表达和杀虫活性的影响!将 !%) 和 "#$0% 基因与 &’!:% 基因连接构建了重组质粒
9<73%)!然后电激转化至苏云金杆菌无晶体突变株 3T4U 中进行了共表达!以单独表达 7I9:6 蛋白的 3T4UV9<PW:1作为对照菌株"
GHX5KT? Y2"5 结果显示!7I9:6 蛋白在 3T4U+9<73%)1菌株中的最大表达量约为在 3T4U+9<PW:1菌株的 % 倍!这可能是由于前者中的
辅助蛋白 P%) 增加了 7I9:6 表达量的缘故 ! 晶体蛋白 34506 的存在对 7I9:6 的正常表达没有影响 " 生物测定结果表明 !3T4U
+9<73%)1 和 3T4U+9<PW:1菌株对斜纹夜蛾初孵幼虫的 Z3[)值分别为 0)\*% !];.2 和 ^_ !]E.2!前者的毒力比后者提高了 * 倍!这表
明 34506 蛋白和 7I9:6 蛋白对目标昆虫的毒力可能存在着协同增效作用"

!!!!苏云金杆菌#晶体蛋白 34506#营养期杀虫蛋白 7I9:6#生物测定 !!‘^_*
6 0)))A^_[^V%))*1)&A))0_A)&
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第 !" 卷 !##$ 年第 #" 期 !总第 !%" 期"第 !" 卷 !##$ 年第 #" 期 !总第 !%" 期"

有少数文献报道 !"# 蛋白对 !$"%&’% 的活性发挥具有拮抗
作用(%)*!

+,-.& 和 /"0 蛋白没有任何的序列同源性"它们的杀虫作用
机理也不同(12 %34"二者之间可能具有协同增效作用"而且 +5-6& 蛋
白的利用也有可能作为抗性管理的重要策略之一! 目前"尚无晶
体蛋白 /"07& 对 80 营养期杀虫蛋白毒力影响的报道! 本研究在
80 无晶体突变株中共表达了 /"0%& 和 +,-6& 蛋白"分析了 /"0%&
蛋白对营养期杀虫蛋白 +,-6& 表达和杀虫毒力的影响!

! 材料和方法
!&% 菌株和质粒
本文涉及的菌株和质粒见表 %! 其中大肠杆菌在 69!下于

:8 液体培养基或固体培养基上 ;<=*培养#苏云金杆菌在 <)!下于
:8 培养基或 >8 培养基;%3*中培养! 抗生素使用浓度分别为氨苄青
霉素$&?-$%%== !@A?B 和红霉素$C$?$%D= !@E?B&

!&! 主要试剂
限制性内切酶和 >F GH& 连接酶均购自 >IJK$I 公司#LHIMN

& 购自 O,@?K 公司# 质粒提取试剂盒购自 P,K@NQ 公司#RNM0N$Q
SBT0 试剂盒购自 LTUVW 公司#硝酸纤维素膜购自 XNQN 公司#蛋白
定量试剂盒购自 8,TYLKZ 公司&
!&’ 表达质粒 ()*+!# 的构建
质粒提取’酶切反应’电泳鉴定’GH& 片段回收’连接反应和

大肠杆菌的转化等步骤均参照分子克隆实验手册;<=4进行!
!&" 苏云金杆菌质粒 ,-. 的提取
参考分子克隆实验手册 ;<=4中大肠杆菌质粒提取的碱裂解法

进行"并适当修改"即在碱裂解法中"加终浓度为 [ ?@E?B 的溶菌
酶于溶液 \ 中".9!作用 < V"其余步骤同碱裂解法!
!&/ 苏云金杆菌的电激转化
参照文献中 ;7]4的方法制备苏云金杆菌感受态细胞! 将从 >X7

中提取的质粒 GH& 重新转化 ^7< 菌株"防止质粒的非甲基化修
饰"再次提取质粒 GH& 备用! 在 <== ?B 80 感受态细胞中加入 7"
D ?@ 质粒 GH&"充分混匀"冰浴 _= ?,Q#移入预冷的 =‘< ’? 电激

杯"参数设定为(电阻 ]=="a== R"电容 <D ?b"电压 7cD"7c9D J+"
电激时间为 9"3 ?M#电激后立即移入冰浴 D ?,Q"加入 a== ?B :8
液体培养基"69!静置培养 <"6 V2 然后涂布于红霉素抗性平板
上"置于 <a!培养&
!&$ 0123145 6783
将 OGOde&XC 凝胶电转移至硝酸纤维素膜上"RNM0N$Q fBT0

参照 RNM0N$Q fBT0 试剂盒说明书进行" 一抗为利用纯化的 +,-6&
蛋白制备的抗兔血清 ;]4&
!&9 生物测定
斜纹夜蛾$!"#$%"&’() *+&,()%由本实验室养虫室提供& 按照相

关文献 ;<74对初孵幼虫进行生物测定"利用本实验室研制的昆虫毒
力测定分析软件 ;<<4对生测结果进行分析&

’ 结果
’&% 重组质粒 ()*+!# 的构建
回收 -Rb]D 质粒 ]c7 Jf -).\E-)B\ 双酶切片段"连接至 -ge>

6 双酶切后的 7=c7 Jf 片段上"构建的重组质粒命名为 -g+/ <="
酶切鉴定如图 7 所示& 该质粒与仅携带 /+"60 基因的 -ge>6 质
粒相比"在 /+"60 基因的上游增加了转录方向相反的 .1&70 基因
和 21&70 蛋白大量表达必需的 "<= 基因$见图 <%&

’&! !"#’$ 基因在 +4:;<()=>’?和 +4:;<()*+!#@中的表达
将重组表达质粒 -ge>6 和 -g+/<= 电激转化至不含 /+"60

基因的 80 无晶体突变株 /$"8 中"转化子在 7== ?B >8 培养基中
进行培养"分别在 7= V’7< V’7] V’7h V’<= V’<] V’6h V’]= V’]]
V’]a V 和 h= V 取样" 并对菌体沉淀浓缩 7< 倍进行 RNM0N$Q fBT0
分析& 结果表明"在 /$"8i-ge>6j %k V 的菌体沉淀中已开始检测
到 a9c9 JG 的 +,-6& 蛋白"k] V 其表达量达到最大$图 6i&l%#在
/$"8i-g+/<=l 7= V 的菌体沉淀中开始检测到 +,-_& 蛋白"在 _1
V 时表达量达到最大$图 _ i8l%& 在 80 重组菌株的整个芽胞期和
芽胞后期"+,-_& 也维持较高水平的表达$图 _%&

图 % 重组质粒 ()*+!# 的酶切分析
ABC&% D1234BE3B85 F5F7:2B2 8G 3H1 41E8I6B5F53

(7F2IBJ ()*+!#&
KL !M%&’>%" N ,-. IF4O14P %L ()*+!#Q()&NR()7NP

!L ()*+!#Q()&NR(*+N

图 ! 重组穿梭质粒的物理图谱
ABC& ! >H1 (H:2BEF7 IF(2 8G 3H1 41E8I6B5F53

2HS3371 (7F2IBJ2
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表 % 本实验中的菌株和质粒
>67& % ;FE314BF7 234FB52 F5J (7F2IBJ2 B5 3HB2 23SJ:

菌株和质粒 性质 来源或参考文献
菌株

/$"8

苏云金杆菌库思塔克亚种 $34 &5,(+67+’68+8
8,98"4 :,(8&;:+%无晶体突变株 i0.(18&;**+<!
’(%,8 =,&;6& %< 34 &5,(+6>+?68+8 8,98"4
:,(8&;:+l

美国哥伦布俄亥俄州
大学

/$"8i-g>_7=7l 包含质粒 -g>_7=7的 /$"8 重组菌株 本实验构建
FPni-RbF[l 包含质粒 -RbF[的 80 FPn 重组菌株 (n*
/$"8i-ge>_l 包含质粒 -ge>_的 /$"8 重组菌株 ([*
/$"8i-g+/<=l 包含质粒 -g+/<= 的 /$"8 重组菌株 本实验构建

@4.%*+ >X7 -,"@ 58$![ &5+ ! i*;.A"(%03l bo(&(;B_1
-$T&8p *;CDE *;CF!q7D* 实验室保存

@4C%*+ ^7< q’$&pr q’$8/p2 C’T^p 购于 sC8公司
质粒

-gt.7=7 在大肠杆菌和 80 中的穿梭质粒"携带红霉
素$C$?$%和氨苄青霉素抗性

美国加州大学吴栋博
士惠赠

-ub]D -ub]D-gt.7=7 质粒上携带 C1&G0; 和 "<=
基因 (9*

-get.

-gv/<=

-ge>_ -g>_7=7 质粒上携带 /+"_0 基因
-g>_7=7
-g>_7=7 质粒上携带 /+"_0r .1&G&; 和 "<=
基因

([*

本实验构建

表 % 本实验中的菌株和质粒
>67& % ;FE314BF7 234FB52 F5J (7F2IBJ2 B5 3HB2 23SJ:
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3$3 !4536 蛋白在重组菌株沉淀物中表达量的比较
用软件 !"#$%&#’(%) *+, 分析比较 -./01 蛋白在各重组菌

株中的最大表达量!结果表明 2./03 蛋白在 4)567/8*49:;菌株
中的最大表达量约是在 4)57/8<=>;中最大表达量的 9 倍"
37& 生物测定
用 4)567/8<=>;和 4)567/8249:;菌株最大表达量时的上清

液和浓缩的菌体对斜纹夜蛾初孵幼虫进行生测! 结果表明!4)56
7/8=>?:?;和 @AB7/CD@E;对目标昆虫无毒 #4)567/8<F>;和 4)56
7/8*49:;菌株未浓缩的上清液对试虫均无杀虫活性!两者浓缩的
菌体对斜纹夜蛾初孵幼虫均具有较高的杀虫活性$表 9%&

& 讨论
已有的文献证实 45( 蛋白与 4)5G3’4)5@6 和 4)5??3 晶体蛋

白具有协同增效作用 H?9I?EJ!而且它还可以有效地降低某些害虫对
4)5??6 和 4)5>3 蛋白的抗性水平 H?KI?BJ#但是!辅助蛋白 <9: 的存
在对 45(?3L 蛋白的大量表达是必需的 HBIMJ" 本研究为了分析苏云
金杆菌 45(?3 蛋白对营养期杀虫蛋白 2./>3 表达和杀虫活性的
影响!构建了携带 N./>3 基因和 O5(?3 基因的重组质粒 /8*49:#
为了保证 45(?3 蛋白在 6( 中的大量表达! 该质粒同时携带了辅
助蛋白基因 !9:! 将重组质粒电激转化至 6( 无晶体突变株中进
行外源蛋白的表达" C%’(%)P QRS( 结果表明!2./>3 蛋白在 4)56
7/8249:;菌株中最大表达量约为 4)567/8<=>;的 9 倍(图 >%!这
可能是由于辅助蛋白 <9: 的存在! 除了帮助 45(? 蛋白的大量表
达外! 还进一步增加了 2./>3 蛋白的表达量#45(?3 蛋白对营养
期杀虫蛋白 2./>3 的正常表达没有影响& 另外! 构建了仅携带
N./>3 基因和 !9: 基因的重组质粒 /82!9:!2./>3蛋白在 4)56
7/82!9:%菌株的表达情况和最高表达量与在 4)567/8249:;菌株
中相似!该结果进一步证实了上述推论 H9>J&

生物测定结果表明!4)56 7/8=>?:?; 和表达 45(?3 蛋白的
GTB7/CDGU;菌株对目标昆虫无毒!4)567/8249:;菌株对斜纹夜
蛾初孵幼虫的 V4U:为 ?: "$W"R!比 4)567/8<F>;菌株的杀虫活性
提高了 K 倍(表 9%& 这表明 4)567/8*49:;菌株在芽胞期表达的
45(?3 蛋白可能对 *./>3 蛋白的杀虫毒力具有很强的协同增效
作用!其确切的作用机理尚未研究清楚& 45(?3 蛋白对 *./>3 的
杀虫和溶细胞活性的协同作用仍有待体外实验进一步证实& 例
如!将纯化的 45(?3 晶体或经碱解’肠道蛋白酶消化后的 45(?3
蛋白与纯化的 *./>3 蛋白按照不同的比例混合!观察它们对昆虫
细胞的溶细胞活性或对夜蛾科害虫的杀虫活性!确定两蛋白之间
的协同增效作用& 该实验目前正在进展中&

"#!>$ 和其它 X4<’ 没有任何的序列同源性而且它们的杀虫
作用机理也不同 HKY ?ZJ! 二者之间可能存在着协同增效作用& 将
"#!>$ 基因单独在高毒 6( 菌株中进行表达或将该基因与 %&’( 基
因进行共表达! 这样构建的工程菌株对于提高 X4<’ 蛋白的杀虫
活性和克服昆虫对 X4<’ 产生的抗性等方面均具有重要意义&

参考文献!89:9;9<=9>"
!"# $%&’()* (+ ,-./012-( ’+ 34’ - 5+ 67 89: !"#$%%&’ ()&*$+,$-+!

’$’ 8;< =7> ?6>7=@=<89 ?AB76=;>!5#: 1=@ABC=B9 1B9 D=B9 -6EF "GGHF IJK
LLMNHOIP

!Q# 喻子牛P 苏云金杆菌!1#P 北京!科学出版社"RSSTP
!U# VWX-YZ& 5 5[ \4--V’ ] \+ 1Y^^.’W 1 4[ 67 89P 3=?U4[ 8

;BE69 !"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’ E6_6787=E6 =;>6@7=@=<89 ?AB76=; ‘=7a 8
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师永霞!等"苏云金杆菌晶体蛋白 45(?3对营养期杀虫蛋白 2./>3杀虫毒力的影响

["预染蛋白标准#泳道 ?"4)567/8=>?:?;培养 ?B \ 的细胞沉淀$ 图73;中!泳道 9]?: 分别代表 4)567/8<F>;培养 ?9 \%
?G \%?K \%9: \%9G \%>K \%G: \%GM \ 和 K: \ 的细胞沉淀$ 图76;中!泳道 9]?: 分别代表 4)567/8249:;培养 ?: \%?9
\%?G \%?K \%9: \%9G \%>K \%GM \ 和 K: \ 的细胞沉淀$
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表 % 重组 BG 菌株对斜纹夜蛾初孵幼虫的毒力测定
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4<>GL; 2L;PL9 ": !"#$%"&’() *+&,() Q

_ 毒力测定重复 > 次!每次 >:头蚊虫!B9 \ 后统计死亡率$ ‘3 表示没
有毒力$
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表 % 重组 BG 菌株对斜纹夜蛾初孵幼虫的毒力测定
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! 月 "# 日! 国家自然科学基金委员会第五届委员会第三次
全体会议在北京召开!会议总结了基金委 $%%& 年的工作!研究和
审议了今后一段时期的工作思路和 $%%# 年的重点任务! 投票表
决通过了"国家自然科学基金#十一五$发展规划%&

$%%& 年!国家自然科学基金委员会安排年度资助经费 !& 亿
元!批准资助各类项目 ’" "&" 项& 其中资助面上项目 ( )"" 项!
资助经费占年度资助计划经费总额的 *+,以上!平均资助强度比
上年提高 !-+* 万元!达到 $.-*( 万元/项&$++& 年科学基金继续向
健康科学领域倾斜经费 ) 亿元&

’十一五(期间!国家自然科学基金将实施 . 项战略!以期完
善和发展中国特色科学基金制! 营造有利于源头创新的良好环
境!推动学科均衡)协调和可持续发展!培养和造就一批具有国际
影响力的杰出科学家和进入国际科学前沿的创新团队!提升基础
研究整体水平和国际竞争力*这 . 项战略分别是+源头创新战略,
科技人才战略)创新环境战略和卓越管理战略&
着力于源头创新!基金委将要从尊重和保护科学家的创造精

神出发!不断完善资助与管理模式!大力营造有利于自由探索的
宽松环境!发挥科学基金的导向作用& #十一五(期间!自由申请项
目经费的大约 !,0.!将被用于支持创新性较强的非共识项目研
究!计划安排约 " 1++ 项重点项目!平均资助强度 2++ 万元以上-
重大项目将被控制在 !+ 项左右! 平均资助强度高达 ’ +++ 万元
以上-还将安排实施 ’& 个重大研究计划!每个预算额度为 ’ 亿02
亿元&

为了奠定未来竞争力基础!科学基金将探索持续支持优秀青
年研究人员的有效机制! 培养和造就一批优秀的学术带头人!注
意保护青年人才从事基础研究的兴趣和热情!不断增强青年人才
进行独立思维和开展协同创新研究的能力& #十一五(期间!杰出
青年科学基金计划资助约 (++ 人!创新群体计划新启动 ’++ 个左
右-同时!通过#!3!(或#!4!4!(的模式!对约 "1% 个群体给予延续
资助& #十一五(期间计划支持基础科学人才培养基地约 "%% 个!
青年科学基金项目在#十一五(末期计划资助约 2 &%% 项& 此外!
还将安排资助国家杰出青年科学基金.外籍/"%% 人,海外及港澳
青年学者合作研究基金约 .%% 人,’两个基地(项目 2%% 个*
为实施创新环境战略!基金委将加强国际5地区6合作与交流!

推动科技资源共享!促进科技条件建设与利用!支持科学普及和
青少年科技活动!加强地区科学基金资助工作!完善联合资助工
作*

’十一五(期间!国家自然科学基金委员会还计划完善学科布
局!促进学科协调发展!部署优先领域!提升重点领域的整体水
平*基金委在’十一五(规划中提出了一系列的保障措施来确保以
上这些目标的实现* $++# 年!国家财政预算计划投入自然科学基
金 !. 亿元!比上年增长 $&-(7* 根据国家财政预算制度改革要求
和基础研究发展的需要! 国家自然科学基金委员会拟在 2++# 年
安排资助计划 !1 亿0.+ 亿元*

!国家自然科学基金"十一五#发展规划$出台
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