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摘要
:
在鉴定苏云金芽抱杆菌 ( 刀配 ill 璐 ht u 几飞洲 n 3 is

,

简称 Bt ) B tc oo l 菌株 叮 基

因型的基础上
,

构建了 B tc X() 1 菌株质粒 ND A iH
n d m 片段的文库

,

并利用聚合酶

链式反应
一 限制性酶切片段多态性 (代R

~

Rn 尹 )方法筛选出含有
c理Z bC 全长基

因的 13
.

5汕 大片段
,

酶切分析得到该片段的物理 图谱
,

及做 IH 和 召次〕
IR 酶切完

成了 6
.

s kb 含全长基因的亚克隆
,

并对这条 6
.

s kb 片段亚克隆
、

测序
,

序列在国

际核酸序列数据库 ( C七h B
a l】k )登记 (万叭刃7 6 86)

,

并由 Bt 杀 虫晶体蛋白基因国际

命名委员会命名为
c

州cb2 基因
。

根据序列设计 了一时用于扩增全长基因的引

物 SS BI CB 和 3S BI CB
,

扩增产物插入表达 载体 p
-ET lZ b 中

,

诱导后在大肠杆菌

B 2I l( DE 3 )中获得高效表达
。

表达产物对 小莱蛾 ( lP晓而 芍去” 把 z范 )表现出较高

活性
,

砚印达到 7
.

97 拜岁ulr
。

关键词
: PC R

.

RF I尹
, c

叨 bC 基因
,

苏云金芽袍杆菌
,

小菜蛾

苏云金芽抱杆菌是一种分布极其广泛的革兰氏阳性细菌
。

在形成芽抱的同时
,

能产

生蛋白性质的伴抱晶体 ( p~ 卯司
。 yr s
回 )

,

对多种昆虫
、

线虫
、

蜡类和原生动物具有特异

性的杀虫活性
。

这种杀虫晶体蛋 白 ( snI ec ict 记al c yr s
alt 阮 iet

n s ,

cI sP )又称 台一 内毒素

( d el at
. e n d o ot 范n)

,

对人畜无害
,

不污染环境
,

因而 Bt 在害虫的生物防治中得到了最广泛的

应用 〔̀ 〕
。

1988 年 H o n ee 等克隆了对甜菜夜蛾 (枷凌 , et ar xe
恻

H ibt
n er )毒力最高的 tB 杀

虫基因州 ca l 基因 z[]
,

199 3 年 凡面翻 等分离克隆了对甜菜夜蛾和粉纹夜蛾 ( 乃交爪明 lus 记

in )毒力较高的州 cb l[
” 〕

。

而我国还未正式报道有州
c 基因的克隆

。

研究表明
,

c yr lc

蛋白的结构域 m ( D一
n
m )决定对甜菜夜蛾的特异性

,

通过与 c可 I A 蛋白的 D

一
n
m

互换得到的融合基因比 c 叮Zc 的活性提高 2
.

4 倍 [’, ’ 〕
。

从 Bt 中寻找高毒力的新的杀虫基

因
,

与 c yr lc 的 D o

lan in m 进行替换
,

构建高效的融合基因
,

进一步培育转基因作物和构建
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遗传工程菌
,

是一条切实可行的防治害虫的新途径
。

本研究克隆了我国第一个
c

州 bC 基因
,

并研究了其杀虫活性
,

首次发现其对鳞翅 目

重要害虫小菜蛾具有较高活性
。

为转基因抗虫植物和微生物杀虫工程菌的构建提供了新

的基因来源
,

同时为进一步构建对甜菜夜蛾高毒力的融合基因提供了很好的材料
。

1
。

1

材料与方法

菌株与质粒 供试菌株和质粒详见表 1
。

表 1 供试菌株与质粒

毛山l e 1 eT st s

画sn
a n ( l p l留 n l ids

B td 刃1 含有
亡
乃了bC 基因 湖北 Bt 中心 H己祀 i Bt

c e n t e r

p B lu e sc ir tP SK (
+
) 为刀 p R

( 3 0幼 ) 本组保存 P er se vr ed i n 血
s 孚饮 ,〕

p UCP 19 E
.

及 〕“
~

仔 Sll u t t le v ce t o r

(4 .s kb )
,

儿 1甲
r

本组保存 P r

ese Vr de in 而
, 邵妞甲

p D田
.

o 8CA 含有 B t d刃8 中全长
c 。望命基因 ( 9

.

o kb ) 本研究 F or ln
面

, 日加 d y

p YC 5H 8 含有 B t团 0 1 中全长 仍 J cb 基因大片段 (l skb ) 本研究 F olr l l

iht
。
咖 dy

p Y C5H 8P I 含有 B t团0 1 中全长 勺了bC 基因侧翼序列 本研究 F功m iht
s s h l dy

YP c 5H 8巧 含有 B t d 刃 l 中全长叮 ZbC 基因亚克隆片段 本研究 F or ln

面
,
咖 dy

pY C5H 8WP 含有 B t改刃l 中全长
`叮 ZbC 基因侧翼序列 本研究 F川 Jl l l

面
,

咖 dy

p Y C5H 85 5 含有 B t改幻l 中全长
`。了cb 基因亚克隆片段 本研究 F or l l l ` , 日加 dy

p Y C5H 85 5
一

8 含有 B td 刃 l 中 仍了bC 基因亚克隆片段 本研究 F川 1 l l
iht

,
咖 dy

YP C E巴85 5
一

26 含有 Bt 朔 1中
c。了。 基因亚克隆片段 本研究 F or rl l

面
, s加dy

pET
.

Z lb 大肠杆菌高效表达载体 (5
·

4 kb ) 清华冬学郭淑元博士赠 ~
场 Dr

·

腼
Sl l u ” l田 l

PD田
一

1CB
.

含有 州b2C 基因全长序列 (9
·

o kb 工

_
一一主塑窒卫哩鱼竺些乙一一一一

1
.

2 基因型鉴定 菌株 Bet oo l 的基因型鉴定参见文献 6
,

7
。

1
.

3 酶切
、

连接
、

转化 SD S
~

P AGE 分析方法参见文献 8
。

1
.

4 基因克隆 以载体叫C 1P 9
,

选择
c

叫 bC 基因中无切点的限制性内切酶 inH
dl n

,

构

建了 Bt c
X() 1 菌株质粒 ND A 文库

。

代R 筛选到一个阳性克隆
,

酶切分析和 CP R 产物酶切

分析证明克隆了一种
c。了bC 基因

,

大片段长度 13
.

s kb
,

重组质粒命名为 叮C5H 8
。

选择

coE lu
、

而dllI
、

刀钦刀王IH
、

sP lt 酶切分析 叮C5H 8
,

确定了含有
c

叨 bC 全长基因的 13
.

s kb 大

片段的物理图谱
。

根据图谱
,

及功之
IH 酶切 叮C5H 8 产生 4

.

o kb
、

14 汕两个片段
,

将 4
.

o kb 片

段插人 声 lu e sc irnt SK ( + )的 刀。矶 IH 位点
,

重组质粒命名为 武C5H 8 IP
。

14 kb 自连得到

叮C5H 8巧
。

coE 班 酶切 叮C5H 8SP 产生 5
.

8
、

8
.

o kb 两个片段
,

将 5
.

s kb 片段插人 声lue
-

sc ir tP SK ( +) 的 coE IR 位点
,

重组质粒命名为武C5H 855
,

8
.

o kb 自连得到叮 C5H 8WP
。

限制

性内切酶 sP lt 消化武 C5H 855 产生 2
.

6
、

2
.

1
、

4
.

1汕 的三个片段
,

这三个片段上均含有部分
c

叫 bC 基 因
,

2
.

6kb 片 段插 人 声lu es c

咖 SK ( + ) sP lt 位 点
,

得 到 重组 质 粒命 名

叮 c 5H 85 526
,

连有 2
.

1 和 4
.

kI b 片段的重组质粒命名为 可C5H 8558
。

1
.

5 引物设计 根据
`叮 ZbC Z 基因的两侧序列

,

设计了扩增全长
c 。了。 2 基因的一对引
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,

等
:

对鳞翅目害虫有活性的 刃了c 基因的克隆和表达

物
,

并在 5’ 端引物加进 石七爪 IH 切点
,

3
’

端引物加进 sa ll 切点
,

序列如下
:

刀。 m IH
s5 B I C B : 5

’ 一

CGCG GA T C CG ATG GA GAA T凡们从T TC AA
一

3
`

撇 11

3S B I CB : 5
’ 一

A CG CGT CGA CGI 即FT C C TC CA TAA GGA GT AATT C C
一

3
`

1
.

6 cyr l 〔 , 2基因表达 以 叮 C5H 8为模板
,

用 SS BI C B / 3S BI C B 扩增得到
c

叨b2C 全长

基因
,

插人 p ET
.

2 b1 载体 刀山刀班 和 sa ll 位点
,

构建成 p EBT
一

cI B 表达载体
。

转化 pD田
-

I cB 于受体菌 B 2I 1( D E 3 )中
,

32 ℃
,

120 r/ 而
n ,

0
.

7mm
o l / L 异丙基硫代

一
俘
一 D 一

半乳糖普

( I P IU )诱导 6 h
。

1
.

7 杀虫活性测定 分别测试了对甜菜夜蛾
、

棉铃虫
、

亚洲玉米螟
、

大豆食心虫和小菜

蛾的杀虫活性
。

试虫为 2 一 3 龄小菜蛾
,

采用浸叶法
,

将甘蓝叶片用清水洗净晾干
,

选取鲜

嫩一致的甘蓝叶片切成大小相近的块状
,

在稀释好的待测样品中浸泡 10面
n ,

晾干
,

放人

生测瓶中
,

每瓶接 2 一 3 龄幼虫 20 头
,

每个处理重复 3 次
,

25 ℃生化培养箱中保温
,

培养

9 6 h 后调查死
、

活虫数
。

2
.

1

结果与分析

卿10 基因的克隆与亚克隆 鉴定 Bet oo l 菌株中的
c理 基因型

,

发现含有
c

叫 aA
、

c 。口bC 招。口bF 传郎扒
。
谬叨乃 等多种基因

。

用 叫cP 19 载体构建了 B tc 00 1菌株质粒 DN A

的 从
刀 d l l l 文库

,

通过 代R 方法筛选到一个阳性克隆
,

图 1是该阳性克隆插入片段的物理

图谱
。

该片段的亚克隆参见方法 1
.

4
。

月派n id l l B a m IH sP lt sP lt 石̀ O R I 刀菌n d l l l

` 勺
尸

I cb

图 1 13
.

5k b 片段的物理图谱

isF
.

1 1乍yis c 滋 n扭 p of 13
.

s kb 压粤
n e n l t

2
.

2 cyr I O 基因的序列分析 pYC 5H 8558
、
pYC 形 855 26 和 p YC5H 8 IP 插人的

c仃ZbC 基因

片段由北京六合通公司进行序列测定
,

该序列已在 eG nB
a n k 登记

,

登记号 ( A cc es iso
n

~
-

ber )为 A叭刃7 686
。

通过序列分析
,

该
c理 ZbC 基因编码的蛋白质由 1 176 个氨基酸组成

,

分

子量 133 k D a ,

等电点为 p H4
,

32
。

由 tB 杀虫晶体蛋 白基因国际命名委员会正式命名为
c

叫肠2
。

2
.

3 cry l 〔石2 基因的表达 以 pYC 出8 为模板
,

用 SS B IC B / s3 BI C B 扩增得到
C。 了。 2 全

长基因
,

插人 p盯
一

Z lb 载体 刀晚阴班 和 骊 I 位点
,

构建成 p l , B
一

I C B表达载体
。

表达载体

p EBT
一

CI B中的
c

叫 bC 基因经序列测定
,

证明与
c 。了

b2C 完全相同
。

图 2 为
c

叫 b2C 基因

表达产物的 SD S
一

PA GE 电泳图谱
,

分析表明
c理I

cbZ 基因表达产物
,

超声破碎后不在沉淀

里
,

而是溶解在上清液里
,

证明其表达了可溶性蛋白
,

而不形成包涵体
。

2
.

4 cyr l c 基因的表达产物活性测定 提取 C巧 IC bZ 蛋白
,

SDS
一

以以 电泳 确定蛋白含
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135 K D a - -刁卜

图 2 叮 I〔石 2基因表达产物分析

Fs i
.

2 Ex衅 ss o in pxn l
u c t田词 ys s ifo `。了品 2 eg ne

注
: M

.

蛋白分子量标记 R说 ne i
n退 rk e r ( 2 2 1

,

1 16
,

97
,

肠
,

4O kD a) ; 1
.

超声破碎后的沉淀

卿 iiP tat
e ; 2

.

超声破碎后的上清液
s u p e m

~
; 3

.

受体菌 B u l ( pE’r
一

2 1b)
。

表 Z C口 I bC 蛋白的杀虫活性

T
a l〕 e

2 hT
e ac it 行ty of C叮 I C b itox

n
ag

a 】ns t ins ec t lvar ae

试虫 浓度伽留间 ) 校正死亡率 ( % ) “ 二团白刁间 )

C o n (: e n tr at ion C o rr ec ted n 幻 ir al ivt so % 1孟比11al c on c en t r a t ion

置信限 (95 % )

肠
l石 de n c e

2
.

28 ~ 57 5
.

69

3067502D
n凡
0
`
100

100100100期

S田 I IP le

月“ 比Z如 习如￡d阮

石几11。五研声理记

瀚邵笋阻

取划远
,犯m 群锣“ z

氏械二卢如似
笼汉衍

峡卿众
刀衣刃m 劝

℃讥艺诬习爬亡阮

量
。

测定对几种试虫的生物活性
。

Cyr 1 CbZ 对小菜蛾显示 了较高的杀虫活性
,

LC , 〕
为 7

.

97

产甲耐 (表 2 )
。

而对棉铃虫
、

甜菜夜蛾和大豆食心虫的活性较低
,

对亚洲玉米螟无毒力
。

3 讨论

用 pET
一

Z lb 载体构建了
c

川。 2 基因的表达载体
,

在大肠杆菌 B皿 1 ( D 3E )中获得高效

表达
,

在 犯℃
,

120 r/ 而
n ,

0
.

7 n ll l lO F L ll , G诱导下
,

产生的表达产物溶解在上清液中
,

由于

溶解性对 C巧蛋白的毒性有很大的影响
,

这种可融性蛋白有利于生物活性的研究
。

从 Bt 菌株 B et oo l 中分离的 C yr 1 CbZ 蛋白与 Cyr l bC l 具有 100 % 的同源性
,

c yr l cb l 对

甜菜夜蛾和粉纹夜蛾具有杀虫活性
,

L与分别为 34 姗 和 8
000 呵血

〔’ 〕
。

未见该基因对小

菜蛾的活性测定的报道
,

笔者首次确定了其对小菜蛾的杀虫活性
。

而
。

州 bC Z 基因表达

产物对甜菜夜蛾的杀虫活性较低
,

可能是由于本研究表达的 c yr l c bZ 蛋白是一融合蛋白
,

造成对甜菜夜蛾的活性降低
,

但并未影响对小菜蛾的杀虫活性
。

比较 C yr 1 C a
与 C yr 1 Cb 蛋白活性区的 5 个保守区

,

发现第 5 保守区位置上存在差异
,

C叫 C a7 在 605
一 6 14 氨基酸之间

,

C yr lC b 在 592
一 6 01 氨基酸之间

。

这两种基因保守区 5

在位置上存在 14 个氨基酸残基的差异
,

而此保守 区位于 D O

~
n
m 区域内

,

Cyr cl 的 D o -



2期 宋福平
,

等
:
对鳞翅目害虫有活性的 刃了c 基因的克隆和表达 16 5

n俪 n
m 决定了对甜菜夜蛾的高毒力

,

因此深人研究这种保守区位置上的不同对结构与功

能的影响
,

具有十分重要的理论意义
。
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