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对甜菜夜蛾具有杀虫活性的犅狋菌株

犮狉狔１犆犪基因研究
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摘要　根据已报道的１４个犮狉狔１犆犪基因，设计能够扩增犮狉狔１犆犪全长基因的简并引物。利用该引物对本实验室分离

的４７２株Ｂｔ菌株进行筛选。ＰＣＲ扩增发现２２株菌含有犮狉狔１犆犪基因。对２２株菌株进行犮狉狔基因多样性分析，结

果获得５种类型酶切图谱，表明这些菌株分为５种类型。ＳＤＳＰＡＧＥ结果显示２２株菌均表达约１３０ｋｕ的蛋白。

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ结果证实这些株菌中犮狉狔１犆犪基因均正常表达。提取菌株的晶体蛋白，经胰蛋白酶活化，对甜菜夜

蛾［犛狆狅犱狅狆狋犲狉犪犲狓犻犵狌犪（Ｈüｂｎｅｒ）］进行初步生测，结果表明２２株菌中活化的Ｃｒｙ蛋白对甜菜夜蛾均表现出很强的

毒杀作用。进一步从５个类型的菌中各挑选一株毒力较高的菌株进行ＬＣ５０的测定，结果证实它们均具有很高毒

力，其中，Ｔ１Ｅ１２（０．０８７μｇ／ｇ）、Ｂ１６Ｃ８（０．１０３μｇ／ｇ）、Ｔ１Ｂ８（０．２０２μｇ／ｇ）的活性与阳性对照菌株Ｇ０３（０．０９０μｇ／ｇ）

相当，具有生产应用潜力。本研究为新型高效Ｂｔ菌株的挖掘奠定了基础。
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犓犲狔狑狅狉犱狊　犅犪犮犻犾犾狌狊狋犺狌狉犻狀犵犻犲狀狊犻狊；　犮狉狔１犆犪犵犲狀犲；　犛狆狅犱狅狆狋犲狉犪犲狓犻犵狌犪；　犔犆５０

　　甜菜夜蛾［犛狆狅犱狅狆狋犲狉犪犲狓犻犵狌犪（Ｈüｂｎｅｒ）］属鳞

翅目夜蛾科，作为一种世界性的多食性害虫，长期为

害包括棉花、番茄、大豆等在内的重要经济作物［１］。

在中国，甜菜夜蛾的为害程度日趋严重，给农业生产

造成巨大损失［２］。由于化学杀虫剂的滥用，已导致

害虫抗性上升、环境污染等严重后果。因此，亟待加

强Ｂｔ等生物农药的研究和利用。

苏云金芽胞杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊狋犺狌狉犻狀犵犻犲狀狊犻狊，简称

Ｂｔ），是一种能够特异性毒杀害虫的革兰氏阳性细

菌，杀虫活性主要由犮狉狔基因所编码的杀虫蛋白起

作用［３］。由于Ｂｔ杀虫蛋白具有对靶标害虫特异性

毒杀以及对非靶标生物如小鼠、人等哺乳动物安全、

无毒害等特点［４５］，已经成为世界上应用最为广泛的

微生物杀虫剂［６７］。１９８８年第一个犮狉狔１犆犪基因被

克隆，１９９０年Ｈｏｎéｅ首次报道了这个犮狉狔１犆犪基因表

达产物对甜菜夜蛾具有高毒杀作用［８］。迄今为止，全

球已有１４个犮狉狔１犆犪基因公布，来自我国的犮狉狔１犆犪基

因数量达到８个（Ｂｔ杀虫蛋白国际命名委员会网站—

ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｌｉｆｅｓｃｉ．ｓｕｓｓｅｘ．ａｃ．ｕｋ／ｈｏｍｅ／Ｎｅｉｌ＿Ｃｒｉｃｋ

ｍｏｒｅ／Ｂｔ／）。国内多家单位先后筛选出对甜菜夜蛾高

毒力的Ｂｔ菌株，如Ｓ１８４
［９］、ＷＹ１９０

［１０］和 Ｈｃｙ系

列［１１］、ＣＺＥ９９９８５
［１２］、Ｇ０３

［１３］等菌株。

本实验室在前期筛选对甜菜夜蛾高毒力菌株的基

础上［１４］，继续加大力度，采用菌株分型结合ＰＣＲＲＦＬＰ

技术，选取了已报道对甜菜夜蛾具有高毒力的犮狉狔１犆犪

基因［８，１５１６］作为切入点，对我们近两年新分离的Ｂｔ菌

株进行活性筛选与基因鉴定，发掘对甜菜夜蛾具有高

效杀虫活性的菌株，发现了一批高毒力菌株，这些菌株

的共同特点就是都含有犮狉狔１犆犪基因。本研究为高效毒

杀甜菜夜蛾的Ｂｔ菌株的发掘与利用创造了条件。

１　材料与方法

１．１　试验材料

１．１．１　研究菌株来源

４７２株野生Ｂｔ菌株为本实验室从国内土壤中

分离、筛选并保存。

阳性对照菌株：ＨＤ１Ｃａ７（犮狉狔１犆犪７基因转入

ＨＤ７３－工程无晶体突变株），以及Ｇ０３野生Ｂｔ菌

株，含有犮狉狔１犃犪、犮狉狔１犃犮、犮狉狔１犆犪、犮狉狔２犃犫基因，是

由河北农林科学院植保所分离，对甜菜夜蛾等夜蛾

科害虫具有高毒力。

１．１．２　培养基

液体ＬＢ培养基：胰蛋白胨１％，酵母抽提物

０．５％，ＮａＣｌ１％，ｐＨ调至７．０，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

液体１／２ＬＢ培养基：胰蛋白胨０．５％，酵母抽提物

０．２５％，ＮａＣｌ０．５％，调ｐＨ至７．０，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

１．１．３　试虫及人工饲料来源

甜菜夜蛾试虫由武汉科诺生物科技股份有限公

司提供；甜菜夜蛾试虫人工饲料由中国农业科学院

植物保护研究所棉花害虫组提供。

１．１．４　主要生化试剂

引物由上海生工生物工程股份有限公司合成；

核酸聚合酶、限制性内切酶以及标准ＤＮＡ、蛋白

ｍａｒｋｅｒ购自大连ＴａＫａＲａ宝生物工程有限公司；胰

蛋白酶（１∶２５０）购自北京索莱宝生物科技有限公司；

第一抗体：小鼠来源单抗，购自美国一龙（Ｅｎｖｉｒ

ｏｌｏｇｉｘ）公司；第二抗体：ＨＲＰ标记的羊抗鼠单抗，购

自美国Ｓｉｇｍａ公司；显色液：ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌ ＷｅｓｔＰｉ

ｃｏＣｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔＳｕｂｓｔｒａｔｅ试剂盒购自Ｔｈｅｒ

ｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。

１．２　试验方法

１．２．１　犮狉狔１犆犪基因简并引物设计

通过从Ｂｔ杀虫蛋白国际命名委员会网站—ｈｔｔｐ：∥

ｗｗｗ．ｌｉｆｅｓｃｉ．ｓｕｓｓｅｘ．ａｃ．ｕｋ／ｈｏｍｅ／Ｎｅｉｌ＿Ｃｒｉｃｋｍｏｒｅ／

Ｂｔ／网址查询获得目前已报道的犮狉狔１犆犪第４等级基

因共有１４个，除犮狉狔１犆犪１０、犮狉狔１犆犪１４外的１２条基

因编码序列能够通过ＧｅｎＢａｎｋ登录号从ＮＣＢＩ上

下载；将１２条基因序列进行多序列比对，设计出能

够扩增犮狉狔１犆犪基因全长的简并引物。

设计引物序列，上游引物５′ＡＴＧＧＡＧＧＡＡＡＡＴＡ

ＡＴＣＡＡＡＡＴＣ３′，下游引物５′ＡＴＴＡＳＴＣＣＴＴＡＴＧ

ＧＡＧＧＡＡＴＡＡ３′。

１．２．２　Ｂｔ菌株基因组ＤＮＡ的提取

基因组ＤＮＡ提取参考张彦蕊等
［１７］的方法。

１．２．３　Ｂｔ菌株犮狉狔１犆犪基因鉴定

对４７２个基因组进行分组，以５～７个菌株基因组

混合作为一组模板，利用犮狉狔１犆犪基因简并引物首先进

行第一轮ＰＣＲ扩增，然后对能够扩增出信号的混合基

因组再分别进行第二轮筛选，最终确定到菌株。

ＰＣＲ扩增条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性

·０２·
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４５ｓ，５５℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸３．５ｍｉｎ，３０次循

环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ反应体系：２×ＰＣＲ犜犪狇Ｍｉｘｔｕｒｅ１０μＬ，

引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，超纯水

７μＬ，总计２０μＬ体系。

１．２．４　犮狉狔１犆犪基因的扩增、克隆与测序分析

包括Ｃｒｙ１Ｃａ原毒素在内的所有１３０ｋｕＣｒｙ蛋白

都包含一个位于Ｎ末端、６００氨基酸的活性区域
［１８］

（Ｃ末端与杀虫作用无关）。因此从基因的５′端到约

２．２ｋｂ设计引物，利用ＰｒｉｍｅＳｔａｒ高保真聚合酶扩增，

产物连接载体送测序。设计引物序列：上游引物５′

ＡＴＧＧＡＧＧＡＡＡＡＴＡＡＴＣＡＡＡＡＴＣ３′，下游引物５′

ＡＡＴＴＡＡＡＡＧＣＴＴＡＴＡＣＣＣＧＴ３′。

ＰＣＲ扩增条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性

４５ｓ，５０℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３５次循环；

７２℃延伸１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ反应体系：２×ＰｒｉｍｅＳｔａｒ１０μＬ，引物

（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，超纯水７μＬ，

总计２０μＬ体系。

测序交由北京擎科新业生物技术有限公司完成。

１．２．５　菌株晶体形态观察

利用１／２ＬＢ培养基对供试菌株培养３０ｈ，ＢＸ

６３显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ）进行１００×油镜观察并拍

照，具体方法参见文献［１９］。

１．２．６　菌株犮狉狔基因多样性分析

采用ＰＣＲＲＦＬＰ技术对筛选出的野生菌株进

行犮狉狔基因类型的多样性分析；简并引物及ＰＣＲ

ＲＦＬＰ流程参考束长龙建立的方法
［２０］。该对简并引

物是作者根据多类犮狉狔基因的保守区同源序列经过

聚类分析所设计，利用犎犻狀ｆⅠ限制性内切酶对扩增

产物进行酶切，能够展示出不同带型的酶切图谱，有

助于对不同Ｂｔ菌株的犮狉狔基因组成进行差别鉴定。

参考引物序列：上游引物ｃｏｎ＿１ｆ序列５′ＴＡＴＧＣ

ＷＣＡＡＧＣＷＧＣＣＡＡＴＹＴＷＣＡＴＹＴ３′，下游引物ｃｏｎ

＿５ｒ序列５′ＧＧＲＡＴＡＡＡＴＴＣＡＡＴＴＹＫＲＴＣＷＡ３′。

ＰＣＲ扩增条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性

１ｍｉｎ，３８℃退火２ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３０次循

环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ反应体系：２×ＰＣＲ犜犪狇Ｍｉｘｔｕｒｅ１５μＬ，

引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，超纯水

１２μＬ，总计３０μＬ。

ＰＣＲ酶切体系：ＰＣＲ产物１０μＬ，酶切缓冲液

３μＬ，犎犻狀ｆⅠ１μＬ，超纯水１６μＬ，３７℃反应２ｈ。

１．２．７　Ｃｒｙ蛋白提取、胰蛋白酶消化以及定量

菌株Ｃｒｙ蛋白提取采用１／２ＬＢ液体培养基、重

复溶解的方法进行提取，具体详见Ｚｈｏｕ等的方

法［１９］。菌株提取Ｃｒｙ蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ分析参考

萨姆布鲁克等［２１］的方法进行；并以１．０μｇ（浓度为

０．２ｍｇ／ｍＬ）牛血清白蛋白（ＢＳＡ）作为标准蛋白进

行条带定量，定量采用图像分析软件（ＩｍａｇｅＪ）测定

电泳条带灰度值，并根据标准ＢＳＡ浓度计算Ｃｒｙ蛋

白浓度。参考Ｂｒａｖｏ文献
［２２］选择胰蛋白酶（１∶２５０）对

提取的Ｃｒｙ蛋白进行消化：按照质量比１∶１０（胰蛋白

酶∶Ｃｒｙ蛋白质）加入胰蛋白酶，３７℃下消化２ｈ，继而

对消化蛋白条带进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析、定量。

１．２．８　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ对筛选菌株犮狉狔１犆犪基因

表达检测

　　对供试菌株所提取Ｃｒｙ蛋白的消化产物进行

１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳：２块凝胶重复，其中１块作为

平行胶进行考马斯亮蓝染色，另一块用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ

Ｂｌｏｔｔｉｎｇ分析。利用ｅＢｌｏｔ快速转印仪（中国Ｇｅｎ

ｓｃｒｉｐｔ）１０ｍｉｎ将胶上蛋白转移至硝酸纤维素膜，５％

脱脂奶粉（１×ＴＢＳＴ溶解）室温封闭２ｈ；１×ＴＢＳ

Ｔ漂洗３次，每次１０ｍｉｎ；加入ＴＢＳＴ稀释的鼠抗

Ｃｒｙ１Ｃａ蛋白单克隆抗体（１∶１０００），室温孵育１ｈ；１

×ＴＢＳＴ漂洗３次，每次１０ｍｉｎ；加入ＨＲＰ标记的

羊抗鼠二抗（１∶２０００），室温孵育１ｈ；１×ＴＢＳＴ漂

洗３次，每次１０ｍｉｎ；膜上加显色液，利用Ｉｍ

ａｇｅＱｕａｎｔＬＡＳ４０００ｍｉｎｉ凝胶成像仪（美国 ＧＥ

Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）进行曝光、拍照。

１．２．９　甜菜夜蛾杀虫活性的测定

甜菜夜蛾杀虫活性的初步测定：处理组样品为

所筛选２２株野生Ｂｔ菌株、对照菌株Ｇ０３、ＨＤ１Ｃａ７

菌株提取的Ｃｒｙ蛋白，共计２４组；添加一定比例胰

蛋白酶的５０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３（ｐＨ＝１０．０）溶液设立

为阴性对照组。按照１０ｇ／重复称取人工饲料分别

置于规格为６０ｍｍ的培养皿中，分别加入１ｍＬ待

测样品溶液，并将其充分混合均匀。每处理组设初

始浓度７０μｇ／ｇ、１／１０初始浓度７μｇ／ｇ，每个浓度２

个重复，每重复接初孵试虫３０头。完成分装并放置

于２６℃光照培养箱（光周期Ｌ∥Ｄ＝１２ｈ∥１２ｈ）进

行为期７ｄ的培养。每天检查培养箱内温度、相对

湿度及饲料是否变质；到期分别调查试虫死、活虫数

目，统计并计算校正死亡率［２３］。校正死亡率计算公
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式如下：

校正死亡率（％）＝［（处理组死亡率－对照组死

亡率）／（１－对照组死亡率）］×１００％。

菌株ＬＣ５０值测定：选择对照菌株Ｇ０３、ＨＤ１Ｃａ７

菌株以及经ＰＣＲＲＦＬＰ分析、犮狉狔基因组成有差异

的菌株进行复筛；ＬＣ５０梯度设立６．０００、２．０００、

０．６６７、０．２２２、０．０７４、０．０２５μｇ／ｇ共６个浓度，每个

浓度３个重复，每重复接３０头初孵试虫，其他流程

同初筛。参考Ｖｉｎｃｅｎｔ
［２４］的方法，利用ＳＰＳＳ１３．０

软件进行ＬＣ５０值的计算。

２　结果与分析

２．１　含有犮狉狔１犆犪基因菌株鉴定与测序分析

利用所设计引物对４７２个提取的野生Ｂｔ菌株

基因组进行ＰＣＲ扩增，经过琼脂糖凝胶电泳，最终

筛选发现２２株野生Ｂｔ菌株能够扩增出大小为

３５７０ｂｐ的明显条带（图１）。测序结果同已知的

犮狉狔１犆犪基因进行比对，结果发现２２条基因５′端到

约２．２ｋｂ序列同犮狉狔１犆犪７基因的活性区域序列完

全相同。

图１　２２株犅狋菌株中犮狉狔１犆犪基因犘犆犚扩增鉴定结果

犉犻犵．１犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳犮狉狔１犆犪犵犲狀犲犳狉狅犿２２犅狋犻狊狅犾犪狋犲狊犫狔犘犆犚

２．２　菌株晶体形态观察

对２２株Ｂｔ菌株进行光学显微镜晶体形态观

察，发现这２２株菌株晶体均呈现出与参照菌株Ｇ０３

一致的双锥体形（图２）。

图２　部分犅狋菌株晶体形态的光学显微镜观察结果

犉犻犵．２犕狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳狆犪狉狋犻犪犾犅狋犻狊狅犾犪狋犲狊狌狀犱犲狉狅狆狋犻犮犪犾犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲

２．３　利用犘犆犚犚犉犔犘对筛选菌株进行犮狉狔基因多

样性鉴定

　　利用该对简并引物对２２株野生菌株进行ＰＣＲ

扩增，结果显示从这些菌株基因组中均能够扩增出

一条大小约为１．４ｋｂ的明显条带（图３ａ）；继而对扩

增的１．４ｋｂ条带进行犎犻狀ｆⅠ限制性内切酶酶切，经
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２％琼脂糖凝胶电泳，结果展示出不同酶切图谱（图

３ｂ）。对酶切图谱条带数目以及大小进行分析，确定

这２２个样品酶切带型汇总为５类（图３ｃ），其中类型

１对应菌株为Ｂ１６Ｃ８；类型２对应菌株为Ｃ１２ Ｃ８、

Ｔ１Ａ２、Ｔ１Ａ５、Ｔ１Ｄ７、Ｔ１Ｆ１０、Ｔ３Ｃ１２、Ｔ３Ｅ１０、

Ｔ４Ｃ１０、Ｔ５Ｅ８共９株；类型３对应菌株为Ｔ１Ｂ８；

类型４为Ｔ１Ｅ１２、Ｔ１Ｆ１、Ｔ２Ｃ８、Ｔ２Ｄ２、Ｔ２Ｃ１２、

Ｔ２Ｄ１０、Ｔ３Ａ８共７株；类型５为Ｂ１５Ｂ４、Ｔ１Ｅ１０、

Ｔ１Ｅ９、Ｔ２Ｃ５共４株。Ｇ０３菌株ＰＣＲＲＦＬＰ结果

（图３ｄ），其酶切图谱与类型２相似。

图３　２２株犅狋菌株犮狉狔基因犘犆犚犚犉犔犘鉴定结果

犉犻犵．３　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳犮狉狔犵犲狀犲狊狅犳２２犅狋犻狊狅犾犪狋犲狊犫狔犘犆犚犚犉犔犘

２．４　犆狉狔蛋白提取、消化、定量

对供试菌株提取的Ｃｒｙ蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ

分析，结果显示菌株均表达分子量大小约为１３０ｋｕ

的蛋白（图４）。按照条带扫描情况计算出了Ｃｒｙ蛋

白浓度；利用胰蛋白酶按照比例消化原毒素，图５是

２ｈ消化结果，１３０ｋｕ消失，蛋白条带集中于６０ｋｕ

附近，并完成了消化条带的定量计算。

２．５　犠犲狊狋犲狉狀犅犾狅狋狋犻狀犵分析结果

利用Ｃｒｙ１Ｃａ抗体对Ｃｒｙ蛋白消化产物进行

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ分析，结果显示，样品在６０ｋｕ均获

得较好杂交条带（图６ｂ），与Ｃｒｙ１Ｃａ阳性对照一致。

图４　部分犅狋菌株提取犆狉狔蛋白原毒素的犛犇犛犘犃犌犈分析

犉犻犵．４犘犪狉狋犻犪犾狉犲狊狌犾狋狊狅犳犛犇犛犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狆狉狅狋狅狓犻狀

犲狓狋狉犪犮狋犲犱犳狉狅犿狊犮狉犲犲狀犲犱犅狋狊狋狉犪犻狀狊

图５　胰蛋白酶活化犆狉狔蛋白样品分析结果

犉犻犵．５犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犆狉狔狆狉狅狋犲犻狀犱犻犵犲狊狋犲犱狑犻狋犺狋狉狔狆狊犻狀

２．６　甜菜夜蛾杀虫活性的测定结果

经定量计算的Ｃｒｙ蛋白消化产物，取终浓度为

７０、７μｇ／ｇ分别对甜菜夜蛾进行初步生测，结果说

明供试菌株对甜菜夜蛾均有较高毒力（表１）；在
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７０μｇ／ｇ浓度下，２２株菌株校正死亡率在９６％以

上（１９株菌同对照菌株Ｇ０３、ＨＤ１Ｃａ７，校正死亡

率为１００％），且存活虫体大小同初孵，无明显增

长；７μｇ／ｇ浓度下，有１８株菌校正死亡率在９０％

以上，３株菌校正死亡率在８４％～９０％之间，１株

为７５．４％。

图６　犠犲狊狋犲狉狀犅犾狅狋狋犻狀犵分析结果

犉犻犵．６　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犆狉狔１犆犪狆狉狅狋犲犻狀狊犫狔犠犲狊狋犲狉狀犅犾狅狋狋犻狀犵

表１　犅狋活化毒素对甜菜夜蛾初步生物活性测定结果１
）

犜犪犫犾犲１　犘狉犲犾犻犿犻狀犪狉狔犫犻狅犪狊狊犪狔狉犲狊狌犾狋狊狅犳犅狋狋狅狓犻狀狊犪犵犪犻狀狊狋狋犺犲犾犪狉狏犪犲狅犳犛狆狅犱狅狆狋犲狉犪犲狓犻犵狌犪

菌株

Ｓｔｒａｉｎ

７０μｇ／ｇ

死亡率／％

Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

校正死亡率／％

Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ

ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

７μｇ／ｇ

死亡率／％

Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

校正死亡率／％

Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ

ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

菌株

Ｓｔｒａｉｎ

７０μｇ／ｇ

死亡率／％

Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

校正死亡率／％

Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ

ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

７μｇ／ｇ

死亡率／％

Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

校正死亡率／％

Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ

ｍｏｒｔａｌｉｔｙ


Ｂ１６Ｃ８ １００．０ １００．０ ９６．７ ９６．５ Ｔ２Ｃ８ １００．０ １００．０ ９６．７ ９６．５

Ｃ１２Ｃ８ ９８．２ ９８．１ ９４．７ ９４．４ Ｔ２Ｄ２ １００．０ １００．０ ９８．５ ９８．４

Ｔ１Ａ２ １００．０ １００．０ ９５．０ ９４．７ Ｔ２Ｃ１２ １００．０ １００．０ ９８．３ ９８．２

Ｔ１Ａ５ １００．０ １００．０ ９６．６ ９６．４ Ｔ２Ｄ１０ １００．０ １００．０ ９６．８ ９６．６

Ｔ１Ｄ７ １００．０ １００．０ ７６．７ ７５．４

Ｔ３Ａ８ １００．０ １００．０ ９８．３ ９８．２

Ｔ１Ｆ１０ １００．０ １００．０ ８５．５ ８４．７ Ｂ１５Ｂ４ １００．０ １００．０ ９８．４ ９８．３

Ｔ３Ｃ１２ １００．０ １００．０ ８９．８ ８９．２ Ｔ１Ｅ１０ １００．０ １００．０ ９０．３ ８９．８

Ｔ３Ｅ１０ １００．０ １００．０ １００．０ １００．０ Ｔ１Ｅ９ １００．０ １００．０ １００．０ １００．０

Ｔ４Ｃ１０ １００．０ １００．０ ９３．４ ９３．０ Ｔ２Ｃ５ １００．０ １００．０ ９５．０ ９４．７


Ｔ５Ｅ８ １００．０ １００．０ ９６．７ ９６．５ Ｇ０３（ＣＫ＋） １００．０ １００．０ ８８．３ ８７．７


Ｔ１Ｂ８ １００．０ １００．０ １００．０ １００．０ ＨＤ１Ｃａ７（ＣＫ＋） １００．０ １００．０ ９８．３ ９８．２

Ｔ１Ｅ１２ ９６．８ ９６．６ ９６．６ ９６．４ Ｎａ２ＣＯ３（ＣＫ） ５．２ —

Ｔ１Ｆ１ ９８．４ ９８．３ ９６．６ ９６．４

　１）左栏２２个Ｂｔ菌株样品从上至下按照５类ＰＣＲＲＦＬＰ酶切图谱以虚线相隔，进行排序。Ｎａ２ＣＯ３：５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝１０．０。

２２Ｂｔｉｓｏｌａｔｅｓｉｎｔｈｅｌｅｆｔｃｏｌｕｍｎａｒｅｓｏｒｔｅｄｆｒｏｍｔｏｐｔｏｂｏｔｔｏｍｂｙ５ｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｗｈｉｃｈａｒｅｓｅｐａｒａｔｅｄｂｙｄｏｔｔｅｄｌｉｎｅ．

Ｎａ２ＣＯ３：５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝１０．０．

　　根据初步生测活性结果并结合基因鉴定酶切图谱

差异分析，从５个类型Ｂｔ菌株中各选取１株毒力高的

为代表（Ｂ１６Ｃ８、Ｃ１２Ｃ８、Ｔ１Ｂ８、Ｔ１Ｅ１２、Ｔ１Ｅ１０）进行

ＬＣ５０测定；生测结果表明（表２），Ｔ１Ｅ１２（０．０８７μｇ／ｇ）、

Ｂ１６Ｃ８（０．１０３μｇ／ｇ）、Ｔ１Ｂ８（０．２０２μｇ／ｇ）的活性很

高，与阳性对照菌株Ｇ０３（０．０９０μｇ／ｇ）相当；而菌株

Ｃ１２Ｃ８（０．６１０μｇ／ｇ）、Ｔ１Ｅ１０（０．６７７μｇ／ｇ）的ＬＣ５０

接近，毒力分别比对照菌株Ｇ０３低６．８倍和７．５倍。

表２　犅狋活化毒素对甜菜夜蛾生物活性测定结果

犜犪犫犾犲２　犅犻狅犪狊狊犪狔狉犲狊狌犾狋狊狅犳犅狋狋狅狓犻狀狊犪犵犪犻狀狊狋狋犺犲

犾犪狉狏犪犲狅犳犛狆狅犱狅狆狋犲狉犪犲狓犻犵狌犪

菌株Ｓｔｒａｉｎ
致死中浓度／μｇ·ｇ

－１

ＬＣ５０

９５％置信区间／μｇ·ｇ
－１

９５％Ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌ

Ｔ１Ｅ１２ ０．０８７ ０．０５６～０．１２４
Ｂ１６Ｃ８ ０．１０３ ０．０５６～０．１６４
Ｔ１Ｂ８ ０．２０２ ０．１０７～０．３３２
Ｃ１２Ｃ８ ０．６１０ ０．４３０～０．８２９
Ｔ１Ｅ１０ ０．６７７ ０．４４５～０．９９６

Ｇ０３（ＣＫ＋） ０．０９０ ０．０５２～０．１３６
ＨＤ１Ｃａ７（ＣＫ＋） ０．０９８ ０．０５９～０．１４５
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３　讨论

７０多年来，Ｂｔ菌株作为微生物杀虫剂已经取得

了巨大的成功［６］。虽然Ｂｔ在生物农药中所占比例

最高，但整个生物农药在农药中所占比重还非常小，

因此针对甜菜夜蛾等重要害虫新型高效Ｂｔ菌株的

挖掘仍然有很大的发展空间。

本研究以对甜菜夜蛾高毒力的犮狉狔１犆犪基因鉴

定入手，从４７２株野生Ｂｔ菌株中成功筛选到２２株

包含犮狉狔１犆犪基因的野生Ｂｔ菌株，并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ

Ｂｌｏｔｔｉｎｇ分析证实了这些犮狉狔１犆犪基因的表达。利

用本实验室近期建立的、基于ＰＣＲＲＦＬＰ技术进行

菌株分型［２０］，将这些菌株分为５种类型。在此基础

上，筛选到Ｔ１Ｅ１２、Ｂ１６Ｃ８和Ｔ１Ｂ８三个菌株，它们

对甜菜夜蛾幼虫的活性与阳性对照Ｇ０３菌株相当。

Ｇ０３菌株是由河北农林科学院植物保护研究所在执

行“八五”攻关项目期间分离获得的，对甜菜夜蛾、棉

铃虫等夜蛾科以及小菜蛾、亚洲玉米螟等害虫具有高

毒力。目前，该菌株已经作为受体菌构建了对鳞翅

目、鞘翅目害虫的工程菌株，并于２０１４年１２月获得

农业部颁发的转基因生物生产应用证书［１３］，正在进行

农药登记。这３个高毒力菌株的获得，将丰富我国杀

虫菌株资源，为新型Ｂｔ生物农药产业化奠定了基础。

犮狉狔１犆犪第四等级基因自１９８８年到２０１５年共报道

１４个（其中由中国提交的基因有８个，占５７．１％）；而

犮狉狔１犃犮第四等级基因从１９８５年到２０１５年，共报道发现

３８个（其中由中国提交的基因有１６个，占４２．１％）（Ｂｔ

杀虫蛋白国际命名委员会网站ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｌｉｆｅｓｃｉ．

ｓｕｓｓｅｘ．ａｃ．ｕｋ／ｈｏｍｅ／Ｎｅｉｌ＿Ｃｒｉｃｋｍｏｒｅ／Ｂｔ／），犮狉狔１犆犪基因

的总数远低于犮狉狔１犃犮基因。从基因鉴定的层面发

现，在野生Ｂｔ菌株中的丰度和分布，前者远远低于

后者［２５２６］。由此推测：在自然界中，犮狉狔１犆犪基因可

能比犮狉狔１犃犮基因更加保守，而且在自然界中分布有

限。本文研究结果也印证了这一点：４７２个菌株仅

有２２个菌株含有犮狉狔１犆犪基因，而且５种类型的２２

个菌株中的犮狉狔１犆犪基因全部为犮狉狔１犆犪７。因此若

要挖掘新型犮狉狔１犆犪基因仍需付出更大的努力。

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ结果证明这些菌株中犮狉狔１犆犪基

因都表达了Ｃｒｙ１Ｃａ蛋白，生物活性测定结果显示供

试菌株活化蛋白展示了很高的杀虫活性；但是这样的

高活性是仅仅来自于Ｃｒｙ１Ｃａ蛋白的单独贡献，还是

其他Ｃｒｙ蛋白协同增效，仍然需要进一步深入研究。
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