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苏云金芽胞杆菌 GS8菌株的生物学
特性及其 cry基因型鉴定
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摘　要 :采用桑叶浸渍法和饲料表面覆盖法测定发现 ,从土壤中分离的一株苏云金芽胞杆菌菌株

GS8对家蚕 B om byx m o ri、甜菜夜蛾 Spodop tera exigua和棉铃虫 H elicove rpa a rm igera初孵幼虫均

表现出较高的杀虫活性 ,经形态学和生理生化反应鉴定该菌株为东北亚种 (B acillus thuring iensis

subsp. tohokuensis)。聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SD S 2PA G E)分析结果表明 , GS8菌株的杀虫蛋白晶体

主要由分子质量为 130、81和 60 kD a的蛋白组成。聚合酶链反应 2限制性片段长度多态性 ( PCR 2
R FL P)鉴定结果显示 , GS8菌株含有 cry1Aa、cry1A b、cry1 Ib、cry2A b和 cry9B a等基因。
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Abstract: A m odif ied d ie t overlay assay m ethod and imm ersed m u lbe rry leaf assay m ethod w ere

em p loyed to test the suscep tib ility of neona tes to a nove l stra in of B acillus thuring iensis GS8, iso la ted

from so il sam p les in C hina. The iso la te GS8 show ed high tox ic ity against neonates of B om byx m ori,

Sp odop te ra exigua and H elicove rpa a rm ige ra. M orp ho log ica l charac teristics and physio log ica l and

b iochem ica l tes t ind ica ted tha t iso la te GS8 w as B acillus thuring iensis subsp. tohokuensis. SD S 2
po lyacry lam ide gel e lec trophoresis revea led tha t 130, 81 and 60 kD a p ro te ins w ere the m ajor

com ponen ts of crysta l f rom GS8. PCR 2R FL P revea led tha t cry1A a, cry1A b, cry1 Ib, cry2A b and cry9B a

genes w ere p resen ted in the iso la te GS8.

Key words: B acillus thuring iensis; insec tic ida l ac tiv ity; physio log ica l and b iochem ica l reac tion; PCR 2
R FL P

　　苏云金芽胞杆菌 (B ac illus thu ring iensis,简称

B t)是一种能形成芽胞的 ,具有杀虫活性的革兰氏

阳性细菌 ,在芽胞形成过程中能够产生伴胞晶体

蛋白 [ 1 ] 。B t的杀虫活性主要来自伴胞晶体 , 又称
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杀虫晶体蛋白 ( Insec tic ida l C rysta l P ro te ins, IC Ps) ,

由 c ry基因和 cyt基因编码。B t具有重要的经济

意义 ,在农业、林业、卫生害虫综合防治中占有极

其重要的地位 ,这使得人们对寻找新的高毒力菌

株和高杀虫活性的基因产生了很大兴趣。迄今为

止 ,全世界收集保存的苏云金芽胞杆菌已超过

40 000株 [ 2 ]
,已报道的血清型共有 82种 [ 3 ] 。

虽然血清型仍然作为 B t分类的有效依据 ,但

目前所采用的分类方法已越来越多。聚丙烯酰胺

凝胶电泳 ( SD S 2PA G E)可以快速分析出其蛋白组

成 ,聚合酶链式反应 ( PCR )是一种检测目标 DNA

序列最为有效和快速的方法 [ 4 ]
,已经被许多学者

用于鉴定 B t的伴孢晶体蛋白组成和预测其杀虫活

性 [ 5 ] 。尽管这些方法能够对大量的样品进行分析

及预测 ,但生物活性测定仍是确定伴孢晶体蛋白

杀虫活性和杀虫谱的有效方法。

随着 B t制剂应用的不断扩大 , c ry基因编码产

生的晶体蛋白均在不同程度上引发了昆虫抗性的

发生 ,寻找新的高毒力菌株是避免抗性昆虫所造

成损失的有效途径。GS8菌株是笔者等采用温度

筛选法自行从土壤中分离的 B t菌株 ,发现其对多

种农业害虫尤其是棉铃虫 H elicove rp a a rm ige ra和

甜菜夜蛾 Sp odop te ra exigua具有高毒力。本研究

主要对 GS8菌株的生物学特性、晶体蛋白组成、杀

虫活性和杀虫蛋白基因类型等进行测定及鉴定 ,

以期为进一步筛选并克隆编码对鳞翅目害虫具有

高活性的杀虫基因提供材料 ,进而探索 B t杀虫晶

体蛋白的作用机理。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

1. 1. 1　菌株 　本实验室分离保存的 GS8菌株 ; B t

标准菌株由中国农业科学院植物保护研究所惠

赠。

1. 1. 2　昆虫 　家蚕 Bombyx mori、棉铃虫 Helicoverpa

a rm ige ra和甜菜夜蛾 Sp odop te ra exigua 的初孵幼

虫。家蚕品种为菁松 ×皓月 ,购于山东广通蚕种

集团有限公司 ,其他试虫均为本研究室饲养。

1. 1. 3　试剂 　PCR 所用试剂和限制性内切酶购

自 TaKaR a公司 ;其他化学试剂均为市售分析纯。

1. 2　方法

1. 2. 1　杀虫活性测定

1. 2. 1. 1　GS8发酵液制备 　采用 1 /2LB 液体培

养基 (胰蛋白胨 0. 5%、酵母抽提物 0. 25%、氯化

钠 0. 5% ) ,于 pH 7. 0、30℃、220 r /m in摇床上培

养 38 h,至 70%～90%晶体脱落。镜检计数 ,计算

单位体积晶体数。

1. 2. 1. 2　生物测定 　于 GS8发酵液中加入 1%

吐温 220 (体积分数 )作为乳化剂 ,以同样加入 1%

吐温 220的无菌水为对照。将生长期和大小一致

的新鲜桑叶浸入发酵液中 ,不断摇晃使叶片充分

粘着胞晶混合液 ,取出自然晾干后饲喂家蚕初孵

幼虫 ,置于 26. 5℃培养箱中 , 48 h 后调查死亡虫

数。

对棉铃虫和甜菜夜蛾的杀虫活性采用饲料表

面覆盖法 [ 6, 7 ]测定 :将饲料平铺于 20 cm
2 小盒底

部 ,然后将 100μL GS8发酵液均匀涂布于饲料表

面 ,风干 , 每盒中接 10 头试虫 , 重复 5次。置于

26. 5℃培养箱中 ,每 24 h检查一次活虫的数量 (以

不能顺利进入 2龄期视为死亡 ) 。用 A bbo tt公式

计算死亡率 [ 8 ] 。

1. 2. 2　形态观察 　在 1 /2LB 固体培养基上、于

30℃条件下培养 ,定期涂片 ,染色 ,镜检 ,观察晶体

形态。

1. 2. 3　培养特征 　分别在 LB 琼脂、营养琼脂、牛

肉浸汁琼脂、葡萄糖斜面琼脂和卵黄琼脂上于

30℃培养 2～4 d后观察菌落形状及菌体颜色等。

1. 2. 4　生理生化反应 　参照戴莲韵等 [ 9 ]和喻子

牛 [ 10 ]的方法 ,测定了 GS8与 6个 B t标准菌株 (苏

云金亚种、加拿大亚种、东北亚种、蜡螟亚种、鲇泽

亚种、库斯塔克亚种 )的 V. P. (乙酰甲基甲醇 )反

应 ,卵磷脂酶的产生 ,对淀粉、明胶蛋白、七叶灵的

作用 ,在加入蔗糖、甘露糖、纤维二糖、水杨苷的培

养基中是否产酸以及菌膜的形成等 10项生理生

化反应指标。

1. 2. 5　生长情况观察 　将野生型 B t菌株 GS8和

标准菌株 HD 273 接种于 1 /2LB 液体培养基中 ,

230 r /m in、30℃培养 ,每 2 h取样 ,在紫外分光光

度计下测定 OD 600值 ,观察细胞生长变化。

1. 2. 6　晶体蛋白 SDS 2PAGE分析 　参照 Sam brook

等 [ 11 ]的方法。取 1 mL B t过夜培养物 , 12 000 r /m in

下离心 10 m in,弃上清液 ,将沉淀悬于 40μL 无菌

水中 ,加入 40μL 2 ×SD S 样品缓冲液 (每 10 mL

中含 10% SD S 4 mL , 甘油 2 mL , β2巯基乙醇

1 mL , pH 6. 8 的 T ris 缓冲液 1. 25 mL , 溴酚兰
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2 m g,双蒸水 1. 75 mL ) ,混匀 , 100℃处理 10 m in,

12 000 r /m in离心 2 m in, 吸取上清液进行 SD S 2
PA G E分析。

1. 2. 7　c ry基因型鉴定 　采用 Kuo等 [ 12 ]及宋福

平等 [ 13 ]的方法鉴定菌株 GS8的 c ry基因类型。

2　结果与分析

2. 1　菌株 GS8的生物活性

GS8菌株对家蚕、棉铃虫和甜菜夜蛾初孵幼

虫均表现出较高的杀虫活性 (表 1 ) 。

2. 2　菌株培养性状及形态观察

显微镜 ( 1 000 ×)观察结果显示 , GS8营养体

细胞为杆状 ,较为粗壮 ;培养 16 h后偶见有更为粗

壮的芽胞囊形成 ,染色后可见一端着深红色 ,另一

端不着色 ;培养 38 h后 ,绝大多数芽胞囊破裂 ,释

放出卵圆形的芽胞和菱形、球形以及不规则形状

的晶体 (见图 1 ) 。

表 1　菌株 GS8的生物活性测定结果

Tab le 1　B ioassay resu lts of iso la te GS8

供试昆虫　　
Tested insec ts　　

供试虫数
N um ber of

neona te tested

处理浓度 / (孢子 /mL )

Concen tra tion of GS8
/ ( spores /mL )

校正死亡率
Correc ted m ortality

( % )

家蚕 B om byx m ori 50 4. 7 ×107 100

棉铃虫 H elicoverpa a rm igera 50 5. 9 ×107 100

甜菜夜蛾 Spodop tera exigua 50 5. 9 ×107 100

图 1　菌株 GS8的芽胞和晶体

Fig. 1　The sp o re and c rysta l of iso la te GS8

2. 3　培养特征和生理生化反应

GS8菌株的培养特征见表 2,生理生化反应指

标测定结果见表 3。结合培养特征和生理生化特

征定种的原则 ,该菌株的菌落呈乳脂色、乳白色、

淡黄色且有粗糙、褶皱 ,但无可溶性色素产生 ; 不

能形成菌膜 , V. P. 反应为阴性 ,可水解七叶灵 ,脲

酶反应、分解水杨苷、蛋白水解、淀粉水解等反应

为阳性 ,不利用甘露糖、纤维二糖等特征均与东北

亚种 ( B ac illus thu ring iens is subsp. tohokuens is ) 的

10项生理生化反应结果完全一致。因此 ,初步推

断 GS8菌株属于东北亚种。

2. 4　GS8菌株的生长特性

GS8菌株和标准菌株 HD 273 的生长曲线见

图 2,比较发现 GS8和 HD 273的生长情况基本一

致 : 0～2 h处于延滞期 ,其对数生长期为 2～16 h,

16 h后处于稳定期。

2. 5　杀虫晶体蛋白的 SD S2PAGE分析

苏云金芽胞杆菌的不同亚种或菌株 , 其伴孢

晶体可由单一的或多个不同大小级别的毒蛋白组

成。SD S 2PA G E分析结果表明 ,菌株 GS8的晶体

主要由分子质量为 130、81和 60 kD a等的蛋白组

成 (图 3 ) 。

图 2　GS8和标准菌株 HD 273的生长曲线

Fig. 2　The g row th cu rve of iso la te GS8 and

standa rd stra in HD 273

2. 6　c ry基因型鉴定

利用聚合酶链反应 2限制性片断长度多态性

( PCR 2R FL P)方法对 GS8的 c ry基因型进行鉴定 ,

分别得到了 cry1、cry1 I、cry2和 cry9基因的扩增产

物 (约 1. 5 kb的片段 ) ,而没有 cry3、cry4 /10、cry5、

cry7、cry8、cry11、cry13 /14、cry18、cry22等基因的扩

增产物产生。表明 GS8菌株中仅含有 cry1、cry1 I、

cry 2和 cry 9 4类 基 因 , 而 不 含 以 上 其 他 几 类
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图 3　菌株 GS8蛋白的 SD S2PAGE分析

Fig. 3　SD S 2PA G E ana lysis of iso la te GS8
1. 高分子质量标准蛋白 ( 212, 116, 97, 66, 40 kD a) ; 2. 菌株 GS8

1. R ep resen ts h igh m olecu la r w eight p ro te in m arker

( 212, 116, 97, 66, 44 kD a) ; 2. Rep resen ts GS8 iso la te

基因。 PCR 2R FL P分析结果见图 4 和表 4, 表明

GS8中含有 cry1A a、cry1A b、cry1 Ib、cry2A b和 cry9B a

5种基因型。 cry1A a、cry1A b和 cry9B a两类基因均

表达 130 kD a左右的蛋白 , cry1 I类基因表达 81 kD a

左右的蛋白 , cry2类基因表达 60 kD a左右的蛋白 ,

这与上述 SD S 2PA G E分析中晶体蛋白的结果相一

致。

3　讨论

虫害是造成农业生产损失的一个非常重要的

因素 ,利用苏云金芽胞杆菌对虫害进行生物防治

具有广阔的应用前景 ,因此寻找高效菌株更有着

十分重要的意义。苏云金芽胞杆菌伴孢晶体的形

状各不相同 ,有菱形、长菱形、方形、圆形或椭圆

表 2　GS8菌株的培养特征 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

Tab le 2　C u ltu ra l cha rac te rs of iso la te GS8

培养基

M edium s

菌落颜色

Colo r of co lony

菌落形态及特征

C haracte riza tion and m orpho logy of colony

可溶性色素

D isso lub ility co lo ring m atte r

LB 培养基

LB m ed ium

淡黄色、不透明

Pale ye llow , opac ity

菌落圆形、表面粗糙有褶皱、湿润

R ough appearance, p lica te, w et, ro tundity co lony
无 N one

营养琼脂

N utrien t agar

淡黄色、不透明

Pale ye llow , opac ity

菌落圆形、表面光滑、干燥型

D ry, sm oo th appearance, ro tund ity colony
无 N one

牛肉浸汁琼脂

B eef extrac t agar

乳白色、不透明

M ilk w h ite, opac ity

菌落圆形、表面光滑、半干燥

Subarid, sm oo th appearance, ro tund ity colony
无 N one

葡萄糖斜面琼脂

D ex trose agar

象牙黄色、不透明

Ivo ry, opac ity

菌落圆形、表面有褶皱、半干燥

Plicate, subarid, ro tund ity colony
无 N one

卵黄琼脂

Egg yo lk agar

乳脂白色、不透明

M ilk w h ite, opac ity

菌落圆形、表面粗糙、干燥型

R ough appearance, dry, ro tund ity colony
无 N one

表 3　GS8菌株的生理生化特征

Tab le 3　Phys io log ica l and b iochem ica l cha rac te rs of the iso la te GS8

菌株 　　　
Iso la tes　　　

菌膜
M yco2dem a

V. P.
卵磷脂酶

L ecith i2
nase

水杨苷
Salic in

蔗糖
Surcrose

纤维二糖
Cello2
b iose

七叶灵
A escu lin

甘露糖
M an2
nose

淀粉水解
S tarch

hyd ro2
lysis

蛋白水解
Pro te in

hyd ro lysis

脲酶
U rease

GS8 - - - + - - + - + + +

苏云金亚种 thuringiensis + + + + + + + + + + -

加拿大亚种 canadensis - + + + + - + - + + -

东北亚种 tohokuensis - - - + - - + - + + +

蜡螟亚种 ga lleriae - + - + - - + - + + +

鲇泽亚种 a izaw a i - + + + - - + - + + +

库斯塔克亚种 kurstaki - + + + - + + - + + +

　　注 : “ + ”为反应呈阳性 ,“ - ”为反应呈阴性。N ote: “ + ”positive,“ - ”negative.
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形、镶嵌形、无定形、三角形等 [ 14, 15 ] 。本研究中未

见到三角形的伴孢晶体 ,其他形状的伴孢晶体均

可见。有报道 [ 14 ]指出 ,苏云金芽胞杆菌不同形状

伴孢晶体对昆虫的毒性表现出一定的差异 ,因此

研究该类细菌晶体的形成及其形状、结构有着十

分重要的意义。不同形状伴孢晶体与其对昆虫所

表现的毒力的相关性及作用机理尚有待进一步深

入研究。

　　本研究室从土壤中分离的 B t野生型菌株 GS8

经初步鉴定为苏云金芽胞杆菌东北亚种 ,进一步

丰富了我国的 B t资源 ,同时为研制新型高效微生

物杀虫剂提供了新的菌种资源。本研究应用 PCR

技术测得 GS8 菌株同 时 含 有 cry1A a、cry1A b、

cry1 Ib、cry2A b和 cry9B a基因 , 此外是否还含有其

他种类的 c ry基因还有待进一步研究。

表 4　菌株 GS8的 c ry基因型鉴定结果

Tab le 4　c ry2typ e gene con ten ts of the iso la te GS8

基因
G ene

引物
Prim er

产物大小
Product size / bp

限制性内切酶 　
Restric tion enzym e　

R FL P结果 　
RFL P resu lts / bp　

cry1A a K5un2 / K3un2 1 635 Pst I & Xba I 1 117, 518

K5un3 / K3un3 1 463 EcoR I & Pst I 726, 493, 244

cry1A b K5un2 / K3un2 1 557 Pst I & Xba I 1 039, 518

K5un3 / K3un3 1 463 EcoR I & Pst I 726, 493, 244

cry1 Ib S5un i /S3un i 1 584 B sp119Ⅰ& B anⅠ 1 156, 47, 381

cry2A b S5un2 /S3un2 1 231 H incⅡ&M spⅠ 791, 297, 143

cry9B a S5un9 /S3un9 1 556 M spⅠ& C laⅠ 910, 646

图 4　菌株 GS8 c ry基因的 PCR2RFL P图谱

Fig. 4　A ga rose ge l e lec trop ho res is of PCR 2R FL P of iso la te GS8
a. cry1和 cry2; M.ΦX1742H ae Ⅲ d igest DNA M arker; 1. GS82K2 PCR / PstⅠ& Xba Ⅰ; 2. GS82K2 PCR; 3. GS82K3 PCR / EcoRⅠ& PstⅠ;

4. GS82K3 PCR; 5. GS82S2 PCR /H incⅡ&M spⅠ; 6. GS82S2 PCR

b. cry1 I; M. 100 bp DNA M arker; 1. GS82S1 iPCR /B sp119Ⅰ& B anⅠ; 2. GS82S1 i PCR

c. GS8 cry9; M. DNA M arker DL 2 000; 1. GS82S9PCR /M spⅠ& C laⅠ; 2. GS82S9 PCR

　　有报道指出 [ 16～19 ]
,杀虫晶体蛋白 C ry1A a对

粉纹夜蛾 Trichop lusia n i等具有一定的毒性 ,

C ry1A b对棉铃虫和粉纹夜蛾等具有较高毒性 ,而

对甜菜夜蛾低毒 , C ry2A b对粉纹夜蛾和棉铃虫等

具有较高毒性。而 C ry1 Ib和 C ry9B 类杀虫晶体蛋

白的生物活性尚未见报道。本研究中生物活性测

定结果表明 , GS8菌株对甜菜夜蛾和棉铃虫具有

高杀虫活性 ,这可能与其含有多种 c ry基因有关。

进一步对其中的杀虫晶体蛋白基因进行克隆 ,可

为基因工程提供有益的基因资源 ,为工程菌株的

构建奠定基础 ,并为生物制剂的开发提供材料。
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