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摘要 从国内分离的对鞘翅目叶甲科害虫高毒力的 菌株中克隆了 χρψ3 Αα基因大片段 完成了该片

段的亚克隆和全序列测定 ∀该基因编码区为 编码的蛋白质由 个氨基酸残基组成 分子量 ∏ 等

电点为 为弱酸性蛋白 ∀该蛋白中 ≥ ! ∏!× 含量最高 分别为 ! 和 ∀通过穿梭载

体将该基因导入 无晶体突变株中 获得工程菌 ∀ χρψ3 Αα7 基因在其中能正常表达 并形成扁方形晶体 ∀

工程菌 对榆蓝叶甲 Πψρρηαλτα αενεσχενσ 校正死亡率为 ∀该基因序列已在 ∞ ! 中登

记 并被国际 2Δ2内毒素基因命名委员会正式命名为 χρψ3 Αα7 ∀
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能产生具有强烈杀虫作用的晶体蛋白 对目标害

虫高效专一 !对非目标生物安全 半个世纪以来已广

泛应用于多种农业和林业害虫 特别是鳞翅目害虫

的生物防治 ∀鞘翅目害虫在农业 !林业上重要性不

亚于鳞翅目 ∀ 例如 叶甲科马铃薯甲虫 Λεπτινο2

ταρσα δεχε μλινεατα 每年可造成减产 ∗ 是

全球马铃薯和蔬菜生产的最大威胁≈ 榆蓝叶甲

Πψρρηαλτα αενεσχενσ 等其它叶甲科害虫近年来对

林木的危害亦有加重之势 ∀因此 筛选分离抗鞘翅
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目害虫的 基因并加以开发利用 对我国农林害虫

进行生物防治 将具有重要的社会 !生态和经济效

益 ∀

年 ≈ 首次发现对鞘翅目害虫有活性的

菌株 Β .τ ∏ τενεβροινισ ∀ 年 2
≈ 克隆了第 个对鞘翅目害虫有效的 χρψ3 Αα

基因 随后 导入 χρψ3Αα基因的工程菌剂和转基因

马铃薯分别于 年和 年投放市场≈ 在

马铃薯甲虫的防治中发挥了巨大作用 ∀近年研究还

相继发现 χρψ7Α !χρψ8 和 χρψ18 Α等基因也能编码对

鞘翅目害虫有活性的毒蛋白≈ ∀尽管杀鞘翅目害

虫 菌株的筛选在我国已开展多年 但在基因水平

上缺乏深入研究 目前尚无基因克隆成功的报道 ∀

最近 笔者对国内 菌株的基因资源进行了筛选和

鉴定 发现菌株 含有 χρψ3Αα基因 对鞘翅目叶

甲科害虫榆蓝叶甲的毒力较标准菌株 高出 倍

以上 ∀在此基础上 从 菌株中分离克隆了

χρψ3Αα全长基因 并进行了表达研究 ∀

1  材料与方法

1 1  材料

菌株与质粒见表 ∀

表 1  供试菌株与质粒

×  ≥

菌株 质粒
≥

特性
≤

来源
≥ ∏

Ε . χολι Ελ4 − ( ΜχρΑ− ) τηι − 1 γψρΑ96 ρελΑ1 συπΕ44 本组保存

×

Ε . χολι ≥≤≥ Ρπσλτηρλευ ενδ Α δχμ συπΕ44 προΑΒ 法国 ⁄ ⁄ ∏ 惠赠

⁄ ⁄ ∏ ƒ

Β . τηυρινγιενσισ 自然菌株 含有 χρψ3 Αα基因 湖北省农业科学院 研究中心

• χρψ3 Αα ≤ ∏ ≥

Β . τηυρινγιενσισ 标准菌株 含有 χρψ3 Αα基因 美国 ⁄ ⁄ • ∏惠赠

≥ χρψ3 Αα ⁄ ⁄ • ∏ ≥

Β . τηυρινγιενσισ 工程菌株 含有 χρψ3 Αα基因 本研究构建

∞ χρψ3 Αα × ∏

∏ ≥ 河北农业大学李国勋教授惠赠

° ∏2¬∏ √

≠ χρψ Αα 本研究构建

× ∏

≠ 2 本研究构建

× ∏

× Ε . χολι ∞ Βτ 法国 ⁄ ⁄ ∏ 惠赠

⁄ ⁄ ∏ ƒ

≠ Ε . χολι ∞ Βτ χρψ3 Αα7 本研究构建

× ∏

  ! 培养基参见≈ Ε . χολι质粒提取液

参见≈ 质粒提取液溶液 ! ! 参见≈ ∀内

切酶 !连接酶 !琼脂糖等分别购自 ! 公司

⁄ 回收柱购自 ≥∏ ∏ 公司 ° ≤ ×°购自福瑞

公司 标记采用 ° 公司的 °

∀

1 2  研究方法

质粒 ⁄ 提取方法参见≈ 从 凝

胶中回收 ⁄ 片段采用回收柱方法 参见 ≥∏ ∏

公司产品说明 ∀ ≥ ∏ 方法参见≈ 探

针制备按宋福平等方法≈ 进行 °≤ 扩增 得到

χρψ3Αα基因 片段 纯化后用 °

标记 ⁄ 序列测定由宝生物公司

× 完成 转化方法参见≈ ≥⁄≥2° ∞

分析方法参见≈ ∀

对榆蓝叶甲 Πψρρηαλτα αενεσχενσ 室内杀虫活

性测定 菌株在 液体培养基中活化过夜 以

量接种于 液体培养基中 培养

∗ 离心 无菌水洗沉淀 次 恢复到原体积备

用 ∀剪取合适的榆树枝叶 清洗 晾干 分别浸润

菌液 取出 自然晾干 放入广口瓶中 在枝条基

部裹以湿润棉球 ∀每瓶分别接入 ∗ 龄的榆蓝叶

甲幼虫 黄褐色 用纱布 !保鲜膜封口 室温放置

∗ ε ∗ 后调查幼虫死亡情况 ∀

2  结果与分析

2 1  ≥ ∏ 分析

以 ≥ ∏ ≥ ∏ 引物对≈ 扩增 质粒
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⁄ 琼脂糖电泳 回收 χρψ3Αα基因的 扩

增产物 用 ° ≤ ×°标记 作为探针 杂交质粒

完全酶切片段 在 有 条阳性带 这个片段

中可能含有 χρψ3 Α 全长基因 这个结果还说明在

质粒上只有 个拷贝的 χρψ3Αα基因存在 ∀杂

交结果见图 ∀

χρψ3 Αα Κ⁄ °

图 1  22 质粒 ≥ ∏ 结果

ƒ  ≥ ∏

2 2  含 3 基因 3 0 大片段的克隆

根据杂交结果 从凝胶中回收 !纯化 2

片段 将此片段与 ∏ ≥ ≥ 2

脱磷酸化修饰的载体 Β 相连接 转化

以 °≤ 方法筛选得到含 χρψ3Αα的阳性重

组质粒 命名为 ≠ ∀图 为重组质粒 ≠

的限制性酶切分析结果 ∀

2 3  3 基因亚克隆

≠ ΕχοΡ 完全酶切得到 种片段 !

≠ ≠ ∞ ≠ ≠

° ≠ ≥ ≠ ÷ Κ⁄ ∞

图 2  重组质粒 ≠33 6 0 的限制性酶切分析

ƒ  ∞

≠

和 与载体连接后 转化 筛选得到

重组质粒分别为 ≠ 2 ! ≠ 2

和 ≠ 2 图 为亚克隆重组子

酶切鉴定结果 ∀

≠ 2 ∞ ≠ 2 ∞ ≠ 2 ∞

≠ ∞

图 3  3 种亚克隆重组质粒酶切分析结果

ƒ  ∏

2 4  3 基因序列测定与分析

亚克隆 ≠ 2 ! ≠ 2 ! ≠ 2 由北京宝

生物公司负责序列测定 ∀本研究克隆的 χρψ3Αα基

因编码区为 ∀与已发表的 χρψ3Αα4 相比

本研究克隆的 χρψ3 Αα与其同源性为 该基因

核苷酸序列已在 ∞ 和 中登记 2

∏ 为 并由国际 2Δ2内毒素基

因命名委员会正式命名为 χρψ3Αα7 ∀

2 5  ≤ 3 7 氨基酸序列及蛋白质特性分析

Χρψ3 蛋白由 个氨基酸组成 由 ⁄

序列推导的氨基酸序列结果从略 分子量为

∏∀该蛋白等电点为 属弱酸性蛋白 丝氨

酸 ≥ !亮氨酸 ∏ !苏氨酸 × 种氨基酸含

量最高 分别为 ! ! ∀

2 6  3 7 基因表达载体的构建

将 χρψ3Αα7 基因克隆于 Ε . χοιλ2Βτ 穿梭载体

× 上 得到重组质粒 ≠ 电击转化 无

晶体突变株 经过质粒酶切分析 !°≤ 鉴定

筛选出阳性转化子 ∀

2 7  ≥⁄≥2° ∞分析结果

挑选上述阳性转化子 进行光学镜检 观察到方

形晶体存在 ∀刮取菌苔进行 ≥⁄≥2° ∞电泳 可见

χρψ3Αα7 基因在 无晶体突变株中能正常表达 产

生 ∏的蛋白条带 体内蛋白酶解造成的 结果见

图 ∀该转化子命名为 ∀
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°

∏

图 4  3 7 基因在 无晶体突变株中的表达

ƒ  ∞¬ χρψ3 Αα7 ∏ ∏2

2 8  对榆蓝叶甲幼虫杀虫测定

结果表明 表 出发菌株 毒力强于国外

标准菌株 转 χρψ3Αα7 基因重组菌株 培

养物具有较强活力 稀释 倍后 毒力下降 与

菌株类似 ∀

3  讨论

转 χρψ3Αα7 基因的重组菌 在不同的培

养基中表达情况存在差异 在 培养基中能正

常表达 形成方形晶体 而在 × ! !牛肉膏蛋白胨

等培养基中不能稳定表达 ∀因此在工程菌发酵研究

中应进一步筛选最佳的营养配方 以获得基因的大

量表达 ∀

由于 χρψ3Αα基因编码的晶体蛋白 ≤ 中

没有二硫键 在细胞内稳定性较≤ 类蛋白差 容

表 2  205 对榆蓝叶甲室内杀虫活性测定

×  ∏ Πψρρηαλτα αενεσχενσ ∏ ∏

样品
≥

处理 稀释倍数
⁄ ∏

重复 总虫数
√ ∏

死虫数
⁄ √

死亡率 校正死亡率
≤

≅
≤ ≅

≅
≅

≅
≅

≅
≅

易被源蛋白酶的降解为 ∏的多肽≈ ∀在细胞生

长 ∗ 这段时间内 能检测到 ∏的全长蛋白

随后 这些蛋白就相继被降解为 ∏等多肽 结果

从略 ∀

≈  ° ° ≥ ∏ ∏ °

≤ ∏ ∏ ° ≤

农业部植保站植检处 马铃薯甲虫 北京 中国农业出版社

≈  ∏ ≥ • Βαχιλλυσ

τηυρινγιενσισ ∏ τενεβροινισ √ 2
√ ≤ ϑ. Αππλι . Εντομ ολογψ,

≈  ≤ × ∞ ≥ ⁄ ⁄

ƒ √ χρψ Βαχιλλυσ τηυρινγιενσισ

√ Γενε

≈  ∞ ° ƒ ≤ ≥ Βαχιλλυσ τηυρινγιενσισ

∞ √ × ° • 2
≤ °

≈  ⁄ ≥ ∞ × ° ° 2

≥ • ≥ °

≈  • ≠ ∏ ≤ ≥ × ≥ 2
∏ 2 2

√ ∏ Χυρρ .

Μοχροβιολ

≈  ≥ ∏ ⁄ ≤

χρψ Βαχιλλυσ ποπιλλιαε . ϑ . Βαχτε2
ριαλ.

≈  ≥ ƒ ∞ ƒ × Μολεχυλαρ Χλονινγ : α

Λαβορατορψ Μανυαλ ≥ ∞ ≤ ≥

°

≈  √ ∞ ° ≥ ∞ ∞ √ 2
√ √ 2

√ ¬ ∞°

≈  ≥ ƒ ° ≤ ≠ ∏ ⁄ ƒ ∞

°≤ 2 ƒ ° χρψ2 Βαχιλ2
λυστηυρινγιενσισ. Σχιεντια Αγριχυλτυρα Σινιχα ,

≤
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≈  ∏ ⁄ ≤ ∏ ∏¬ ×

¬ 2 ¬ ΦΕ ΜΣ
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