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　　摘要：ＱＷＨ１３２、ＱＺＬ１－２、ＱＷＨ７－２、ＱＺＬ１４４－１、ＱＺＬ１４４－２、ＱＷＨ１０１是笔者所在实验室从辽宁千山地区自行
分离的含有ｃｒｙ８类基因的苏云金芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ），具有鞘翅目杀虫活性。本研究在６株菌株中成功发
现并克隆了６个靶标生物为鞘翅目的ｃｒｙ８类基因，其中被鉴定为ｃｒｙ８Ｃ类、ｃｒｙ８Ｄ类、ｃｒｙ８Ｆ类（大小为３５２５ｂｐ）、ｃｒｙ８Ｋ
类的基因各有１个，被鉴定为ｃｒｙ８Ｅ类的基因有２个，其大小分别为３５３４、３４９５ｂｐ。后４个基因已在ＧｅｎＢａｎｋ注册，
登记号依次为 ＫＣ７７８９８３、ＫＣ７７８９８３、ＫＣ７７８９８４、ＫＣ７７８９８５。将 ６个基因插入 ｐＥＢ表达载体，经过 ＰＣＲ检测与
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析证实它们能在大肠杆菌中进行异源表达，这６个基因的表达约有１２６～１２８ｋｕ的蛋白，这些菌株中的
Ｃｒｙ８蛋白为进一步发掘我国天然的苏云金芽孢杆菌资源与构建新的杀鞘翅目昆虫的高效工程菌提供了重要的试验
材料与新思路。
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　　苏云金芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ，简称 Ｂｔ）是目前
应用最多也是应用最广泛的生物杀虫剂。它是天然的昆虫病

原菌，对无脊椎动物中的４个门（包括节肢动物门中的１６个
目的３０００种以上）的害虫有活性［１］，而对非目标生物安全，

从而广泛用于防治鳞翅目（Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ）、双翅目（Ｄｉｐｔｅｒａ）、鞘
翅目（Ｃｏｌｅｏｐｔｅｒａ）等农林害虫［２］。苏云金芽孢杆菌能够产生

多种杀虫活性物质，其中主要有 Ｃｒｙ蛋白、Ｖｉｐ蛋白、Ｓｉｐ蛋
白，其中对Ｃｒｙ蛋白与 Ｖｉｐ蛋白的研究较深入［３］。随着研究

与应用的深入，Ｂｔ杀虫基因在杀虫工程菌和转基因抗虫植物
广泛应用的过程中已发现多种昆虫在实验室条件下对 Ｂｔ毒
素产生抗性，在田间也发现了具有抗性的个体［４］，因此，筛

选、克隆新的高毒力、杀虫谱广且不易产生抗性与交互抗性的

基因是解决问题的重要途径之一［５］。Ｃｒｙ８类蛋白质在 Ｂｔ中
分布比较广泛，它们对金龟子科、象甲科、叶甲科等多种鞘翅

目害虫具有杀灭作用［６］。但目前成功防治鞘翅目害虫的 Ｂｔ
菌株和产品数量还相对较少，鞘翅目害虫是粮食作物、经济作

物、园艺和森林的重要害虫，因此分离新的对鞘翅目害虫具有

较高杀灭效果的Ｂｔ菌株并研究其杀虫蛋白基因，对于开发高
效安全的生物杀虫剂和生产转基因作物有重要的理论和实践

意义［７］。近些年发现的 Ｂｔ杀虫活性物质另外一种 Ｓｉｐ蛋白
也具有鞘翅目害虫活性，Ｓｉｐ蛋白的发现为 Ｂｔ杀虫活性蛋白
提供了一条新思路［８］。笔者所在实验室自行分离出

ＱＷＨ１３２、ＱＺＬ１－２、ＱＷＨ７－２、ＱＺＬ１４４－１、ＱＺＬ１４４－２、

ＱＷＨ１０１菌株，经鉴定这些菌株中含有 ｃｒｙ８类具有鞘翅目杀
虫活性的基因。本研究以这些菌株为模板，分离克隆菌株中

的ｃｒｙ８Ｃ、ｃｒｙ８Ｄ、ｃｒｙ８Ｅ、ｃｒｙ８Ｆ、ｃｒｙ８Ｋ基因，并对其中所含的
ｃｒｙ８类基因进行克隆与表达。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株来源　本试验所用菌株分离自辽宁千山采集的
土样，采用醋酸钠－抗生素筛选法进行分离［９］。其余菌株质

粒见表１。
１．１．２　酶及生化试剂　２×Ｔａｑｍｉｘ、２×ＰｒｉｍｅｒＳｔａｒｍｉｘ均
购自ＴａＫａＲａ公司；质粒提取试剂盒、ＤＮＡ胶回收试剂盒购自
美国Ａｘｙｇｅｎ公司；其他均为市售国产或进口分析纯或电泳级
纯化学试剂。

１．１．３　主要仪器　主要仪器包括 ＬａｂｎｅｔＰＣＲ仪［Ｍｕｌｔｉｇｅｎｅ
Ｇｒａｄｉｅｎｔ（ＴＣ９６００－Ｇ－２３０Ｖ）］、蛋白电泳仪（ＢＩＯ－ＲＡＤ
ＭｉＮｉ－ＰＲＯＴＥＡＮ Ｔｅｔｒａｓｙｓｔｅｍ）、离 心 机 Ｂｅｃｋｍａｎ（Ａｌ
ｌｅｇｒａＴＭ６４ＲＣｅｎｔｒｉｆｕｇｅ）、北京赛智创业科技有限公司生产的
ＣｈａｍｐＧｅｌ６０００全自动凝胶成像系统 ＧｅｌＤｏｃｕｍｅｎｔａｔｉｏｎＡｎｄ
ＩｍａｇｅＡｎａｌｙｓｉｓＳｙｓｔｅｍ等。
１．１．４　培养基与抗生素　液体 ＬＢ：蛋白胨 １０．０ｇ，酵母粉
５．０ｇ，ＮａＣｌ１０．０ｇ，加水定容到１０００ｍＬ，调ｐＨ值为７０；固
体ＬＢ：在液体培养基中加入１．３％琼脂。１／２固体 ＬＢ：蛋白
胨５．０ｇ，酵母粉２．５ｇ，ＮａＣｌ５．０ｇ，加水定容至１０００ｍＬ，加
入１．３％琼脂，调ｐＨ值至７．０；将氨苄青霉素、卡那霉素配制
成 １００ｍｇ／ｍＬ的水溶液，经 ０．２２μｍ过滤器过滤除菌，
－２０℃ 保存。
１．２　方法
１．２．１　从土壤中分离Ｂｔ菌　Ｂｔ菌株分离纯化的方法参照文
献［１０］。
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表１　菌株与质粒

菌株 质粒 特点描述 来源

大肠杆菌

（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）
Ｒｏｓｅｔｔａ Ｆ－ｏｍｐＴｈｓｄＳＢ（ＲＢ－ｍＢ－）ｇａｌｄｃｍλ（ＤＥ３［ｌａｃＩｌａｃＵＶ５－Ｔ７ｇｅｎｅ

１ｉｎｄ１ｓａｍ７ｎｉｎ５］）ｐＬｙｓＳＲＡＲＥ（ＣａｍＲ）
笔者所在实验室

ＪＭ１０９ ｒｐｓＬ（ｓｔｒｒ）、ｔｈｒ、ｌｅｕ、ｔｈｉ－１、ｌａｃＹ、ｇａｌＫ、ｇａｌＴ、ａｒａ、ｔｏｎＡ、ｔｓｘ、ｄａｍ、ｄｃｍ、
ｓｕｐＥ４４、Δ（ｌａｃ－ｐｒｏＡＢ）、［Ｆ′，ｔｒａＤ３６，ｐｒｏＡＢ，ｌａｃｌｑＺΔＭ１５］ 笔者所在实验室

苏云金芽孢杆菌 ＱＷＨ１３２ 笔者所在实验室

ＱＺＬ１－２ 笔者所在实验室

ＱＷＨ７－２ 笔者所在实验室

ＱＺＬ１４４－１ 笔者所在实验室

ＱＺＬ１４４－２ 笔者所在实验室

ＱＷＨ１０１ 笔者所在实验室

Ｐｌａｓｍｉｄｓ
ｐＭＤ１９－ＴＶｅｃｔｏｒ Ａｍｐｒ ＴａＫａＲａ公司

ｐＥＢ ｌａｃ操纵子、Ｔ７启动子、多克隆位点、ＨｉｓｏＴａｇ、ＨＳＶｏＴａｇ、ｌａｃＺ起始密
码子、大肠杆菌启动子，Ａｍｐｒ

笔者所在实验室

ｐＥＢ８Ｃ－ｌｉｋｅ ｐＥＢ载体和ｃｒｙ８Ｃ－ｌｉｋｅ基因重组质粒，Ａｍｐｒ 笔者所在实验室

ｐＥＢ８Ｄ－ｌｉｋｅ ｐＥＢ载体和ｃｒｙ８Ｄ－ｌｉｋｅ基因重组质粒，Ａｍｐｒ 笔者所在实验室

ｐＥＢ８Ｅ－ｌｉｋｅ ｐＥＢ载体和ｃｒｙ８Ｅ－ｌｉｋｅ基因重组质粒，Ａｍｐｒ 笔者所在实验室

ｐＥＢ８Ｆ－ｌｉｋｅ ｐＥＢ载体和ｃｒｙ８Ｆ－ｌｉｋｅ基因重组质粒，Ａｍｐｒ 笔者所在实验室

ｐＥＢ８Ｋ－ｌｉｋｅ ｐＥＢ载体和ｃｒｙ８Ｋ－ｌｉｋｅ基因重组质粒，Ａｍｐｒ 笔者所在实验室

１．２．２　Ｂｔ总ＤＮＡ的提取　将菌株在固体ＬＢ培养基上培养
１２ｈ左右，再放入到１．５ｍＬＥＰ管中，加入 ＴＥ、２％十二烷基
硫酸钠（ＳＤＳ）各 ２００μＬ，充分混匀；加入２００μＬＴｒｉｓ饱和酚
与２００μＬ三氯甲烷，混匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；取上清，
加入１．５倍上清体积的异丙醇，５０μＬ的５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液，
轻微振荡混匀；１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，弃上清，并加入
２００μＬ无水乙醇，沉淀ＤＮＡ；离心，弃上清，干燥沉淀，用适量
的ｄｄＨ２Ｏ溶解。
１．２．３　ｃｒｙ基因的扩增和克隆　参照ＧｅｎＢａｎｋ中公布的 ｃｒｙ８
类基因序列设计引物（表２），以提取的 Ｂｔ基因组为模板，利
用高保真ＤＮＡ聚合酶和ＤＮＡ聚合酶分别进行ＰＣＲ扩增，方
法参照文献［１１］。

表２　各的引物序列情况

引物名称 序列（５′→３′）
ｃｒｙ８－ｌｉｋｅＦ１ ＡＴＧＡＡＴＴＣＡＡＡＴＡＡＴＣＡＡＡＡＴＧＡＡＴ
ｃｒｙ８－ｌｉｋｅＲ１ ＡＡＴＧＧＡＧＴＴＡＣＧＡＡＣＣＴＧＡＡＴ
ｃｒｙ８－ｌｉｋｅＦ２ ＣＣＡＡＡＴＧＡＡＡＡＡＣＧＧＴＴＧＴＴＡＴＧＧＧＡＴＧＣ
ｃｒｙ８－ｌｉｋｅＲ２ ＴＧＡＧＴＣＧＴＴＴＴＧＣＣＴＣＴＴＴＣＡＣＴＧＣ
ｃｒｙ８－ｌｉｋｅＲ３ ＴＴＡＣＴＣＴＡＣＧＴＣＡＡＣＡＡＴＣＡＡＴＴ

１．２．４　基因测序　基因测序由博仕生物医学服务中心完成，
ＤＮＡ序列分析采用ＤＮＡＭＡＮ、ＮＣＢＩ－ＢＬＡＳＴ软件进行。
１．２．５　基因在大肠杆菌中的表达　用ＫＯＤ酶对ｃｒｙ８类基因
进行克隆，胶回收产物连接 ｐＥＢ表达载体、转化到大肠杆菌
ＪＭ１０９中［１２］进行ＰＣＲ鉴定，筛选出阳性转化子转化到大肠杆
菌Ｒｏｓｓｅｔｔａ中进行ＩＰＴＧ诱导表达，具体方法参照文献［１３］。
收集诱导物，离心，弃上清，用１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值为
８．０）缓冲液悬浮细胞并进行超声波破碎，取样，进行
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析［１４］。大肠杆菌质粒ＤＮＡ提取、酶切、连接、
转化及Ｂｔ质粒提取参照文献［１５－１６］中的方法，杀虫晶体蛋
白样品制备和ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测方法参照文献［１７］。

２　结果与分析

２．１　菌株分离
将分离得到的菌株接种于 ＬＢ固体培养基上，３０℃培养

４８ｈ，涂片、烘干、固定、镜检，通过光学显微镜与电镜观察（图
１）可知，菌体均为长杆状，芽胞为长圆棒状，晶体为球形。

２．２　ｃｒｙ８类基因全长的克隆
采用ＴａＫａＲａ公司生产的聚合酶与其设计的通用引物对

菌株ＤＮＡ模板进行ＰＣＲ扩增，回收ＰＣＲ产物，通过测序确定
其基因类型分别为１个 ｃｒｙ８Ｃ基因片段、１个 ｃｒｙ８Ｄ基因片
段、２个ｃｒｙ８Ｅ基因片段、１个ｃｒｙ８Ｆ基因片段、１个ｃｒｙ８Ｋ基因
片段，参照 ＧｅｎＢａｎｋ中公布的 ｃｒｙ８Ｃ、ｃｒｙ８Ｄ、ｃｒｙ８Ｅ、ｃｒｙ８Ｆ、
ｃｒｙ８Ｋ基因序列设计全长引物，利用 ＴａＫａＲａ公司生产的聚合
酶进行 ＰＣＲ扩增，得到 ３５４８、３４３５、３５３４、３４９５、３５２５、
３５２２ｂｐ的６个片段。扩增产物进行胶回收后和 ｐＭＤ１９－Ｔ
载体连接，获得了重组质粒，这些质粒被命名为 ｐＭＤ８Ｃ－
ｌｉｋｅ、ｐＭＤ８Ｄ－ｌｉｋｅ、ｐＭＤ８Ｅ－ｌｉｋｅ１、ｐＭＤ８Ｅ－ｌｉｋｅ２、ｐＭＤ８Ｆ－
ｌｉｋｅ、ｐＭＤ８Ｋ－ｌｉｋｅ。转入大肠杆菌 ＪＭ１０９中，通过蓝白斑筛
选阳性克隆子，并对其测序。
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２．３　菌株中 ｃｒｙ８Ｃ、ｃｒｙ８Ｄ、ｃｒｙ８Ｅ、ｃｒｙ８Ｆ、ｃｒｙ８Ｋ基因的序列
分析

对ｐＭＤ８Ｃ－ｌｉｋｅ、ｐＭＤ８Ｄ－ｌｉｋｅ、ｐＭＤ８Ｅ－ｌｉｋｅ１、ｐＭＤ８Ｅ－

ｌｉｋｅ２、ｐＭＤ８Ｆ－ｌｉｋｅ、ｐＭＤ８Ｋ－ｌｉｋｅ进行序列测定，得到６个核
苷酸序列，其编码区长度分别为３５４８、３４３５、３５３４、３４９５、
３５２５、３５２２ｂｐ，琼脂糖凝胶电泳结果见图２。

　　ｐＭＤ８Ｃ－ｌｉｋｅＤＮＡ序列碱基分布为 Ａ：９８８、Ｃ：７３３、Ｇ：
５９９、Ｔ：１２２８，应用 ＮＣＢＩＢｌａｓｔ比对同源性发现其与 Ｃｒｙ８Ｃａ１
相似度最高，最大同源性为１００％。ｐＭＤ８Ｄ－ｌｉｋｅＤＮＡ序列
碱基分布为 Ａ：１１７９、Ｃ：５７６、Ｇ：７０６、Ｔ：９７４，应用 ＮＣＢＩＢｌａｓｔ
比对同源性发现其与 Ｃｒｙ８Ｄａ１相似度最高，最大同源性为
１００％。ｐＭＤ８Ｅ－ｌｉｋｅ１ＤＮＡ序列碱基分布为 Ａ：１２２９、Ｃ：
５８４、Ｇ：７６６、Ｔ：９５５，应用 ＮＣＢＩＢｌａｓｔ比对同源性发现其与
Ｃｒｙ８Ｅａ１相似度最高，最大同源性为９８％，该基因已在 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ中注册，登记号为ＫＣ７７８９８４。ｐＭＤ８Ｅ－ｌｉｋｅ２ＤＮＡ序列
碱基分布为Ａ：１２１５、Ｃ：５７６、Ｇ：７６１、Ｔ：９４３，应用 ＮＣＢＩＢｌａｓｔ
比对同源性发现其与 Ｃｒｙ８Ｅａ１相似度最高，最大同源性为
９９％，该基因已在 ＧｅｎＢａｎｋ中注册，登记号为 ＫＣ７７８９８５。
ｐＭＤ８Ｆ－ｌｉｋｅＤＮＡ序列碱基分布为 Ａ：１２５３、Ｃ：５７２、Ｇ：７２８、
Ｔ：９７２，应用ＮＣＢＩＢｌａｓｔ比对同源性发现其与Ｃｒｙ８Ｆａ１相似度
最高，最大同源性为９９％，该基因已在ＧｅｎＢａｎｋ中注册，登记
号为 ＫＣ７７８９８３。ｐＭＤ８Ｋ－ｌｉｋｅＤＮＡ序列碱基分布为 Ａ：
１２４４、Ｃ：５８１、Ｇ：７３２、Ｔ：９６５，应用ＮＣＢＩＢｌａｓｔ比对同源性发现
其与Ｃｒｙ８Ｋａ２相似度最高，最大同源性为９９％，该基因已在
ＧｅｎＢａｎｋ中注册，登记号为ＫＣ７７８９８２。
２．４　菌株氨基酸的序列分析

对ｐＭＤ８Ｃ－ｌｉｋｅ、ｐＭＤ８Ｄ－ｌｉｋｅ、ｐＭＤ８Ｅ－ｌｉｋｅ１、ｐＭＤ８Ｅ－
ｌｉｋｅ２、ｐＭＤ８Ｆ－ｌｉｋｅ、ｐＭＤ８Ｋ－ｌｉｋｅ进行氨基酸序列分析，其中
Ｃｒｙ８Ｃａ１与ｐＭＤ８Ｃ－ｌｉｋｅ蛋白序列无差别，全长共１１６０个氨
基酸，分子量为１２６．３ｋｕ；Ｃｒｙ８Ｄａ１与ｐＭＤ８Ｄ－ｌｉｋｅ蛋白序列
无差别，全长共１１４４个氨基酸，分子量为１２５．８ｋｕ；Ｃｒｙ８Ｅａ１
ＤＮＡ与ｐＭＤ８Ｅ－ｌｉｋｅ１蛋白序列对比发现，起始端中多出一
段ＭＶＤＬＱＡＡＡＮＳＬＶＩ氨基酸残基序列，全长共１１７７个氨基
酸，分子量为１２８．０ｋｕ；Ｃｒｙ８Ｅａ１ＤＮＡ与 ｐＭＤ８Ｅ－ｌｉｋｅ２蛋白
序列对比后发现，第３４１位 Ｆ被 Ｃ替换，第４９２位 Ｆ被 Ｌ替
换，第８１８位Ｋ被Ｎ替换，第８７２位Ｄ被Ｇ替换，第９４６位Ｑ
被 Ｒ替换，全长共 １１６４个氨基酸，分子量为 １２６．５ｋｕ；
Ｃｒｙ８Ｆａ１ＤＮＡ与ｐＭＤ８Ｆ－ｌｉｋｅ蛋白序列对比发现，第１０４２位

Ｌ被Ｋ替换，第１１２６位Ｓ被Ｔ替换，全长共１１７４个氨基酸，
分子量为１２７．６ｋｕ。Ｃｒｙ８Ｋａ２ＤＮＡ与ｐＭＤ８Ｆ－ｌｉｋｅ蛋白序列
对比后发现，第９位 Ｅ被 Ｇ替换，第８９１位 Ｖ被 Ｉ替换，第
１１４４位 Ｐ被 Ｑ替换，全长共 １１７３个氨基酸，分子量为
１２７．６ｋｕ（图３）。
２．５　Ｃｒｙ８Ｃ、Ｃｒｙ８Ｄ、Ｃｒｙ８Ｅ、Ｃｒｙ８Ｆ、Ｃｒｙ８Ｋ蛋白在大肠杆菌中
的表达

将全长ＰＣＲ片段回收后，与表达载体 ｐＥＢ连接，转入大
肠杆菌Ｒｏｓｅｔｔａ中进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测，结果表明基因
能在Ｂｔ中表达，其表达蛋白为１２６～１２８ｋｕ。

３　结论与讨论

Ｂｔ杀虫晶体蛋白广泛应用于鳞翅目、双翅目、鞘翅目、膜
翅目、同翅目、直翅目、食毛目以及线虫、螨类和原生动物等多

种重要的农林害虫的防治［１８］。但是，目前能够用于转基因植

物的Ｂｔ基因种类单一，我国具有自主知识产权的新型基因较
少，用于转基因抗虫作物开发的基因十分有限［１９］。地下害虫

是国内外公认的难防治的土栖性害虫，已成为制约我国农业、

林业、畜牧业的重要因素之一，Ｂｔ菌由于具有毒力高、专一性
强、对非靶标生物无害等特点，成为防治地下害虫的重要

途径。

Ｃｒｙ８类蛋白质在Ｂｔ中分布较广泛，它们对金龟子科、象
甲科、叶甲科等多种鞘翅目害虫具有抑杀作用［１４］。对蛴螬有

杀虫活性的Ｂｔ基因主要有ｃｒｙ３、ｃｒｙ８、ｃｒｙ２３、ｃｒｙ１８、ｃｒｙ３７、ｃｒｙ４３
等基因［１４］。其中，研究最多的是 ｃｒｙ８类基因，ｃｒｙ８类基因由
１１６０～１２１０个氨基酸组成，分子量在１２８～１３７ｋｕ之间。笔
者所在实验室筛选到了７株 ｃｒｙ８类基因，但这７株菌株中除
了含有已经鉴定的基因外，还可能含有一些其他的 ｃｒｙ８类杀
虫基因，需要新的方法去发掘。

本研究对笔者所在实验室采集并保存的包括辽宁千山地

区分离得到的１２０株Ｂｔ菌株进行Ｂｔｃｒｙ基因的鉴定，共检出
７株包含ｃｒｙ８类基因菌株，其中ｃｒｙ８Ｃ类２株、ｃｒｙ８Ｅ类３株、
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ｃｒｙ８Ｆ类１株、ｃｒｙ８Ｋ类１株，其中２株菌基因型完全相同，由
于分离时间差异可排除同菌株污染。ｃｒｙ８类基因检出率为
９．２％，本试验中所用的土样采取于东北地区不同地域，该地
域纬度偏高、年均温度较低，可能导致出菌率较低。

　　辽宁千山地区植被丰富、昆虫种群丰富且土壤含腐殖质
丰富，能从这些土壤中分离出多个含有 ｃｒｙ８类基因的菌株，
证明该菌株在自然环境中存在较为普遍，充分证明我国地域

辽阔、生境类型多样、生物多样性丰富，是生物物种的天然基

因库［２０］。

本研究从菌株ＱＺＬ１４４－２所得到的 ｃｒｙ８Ｅａ基因与已知
基因５个位点存在差异，与已知菌株对比，其上氨基酸序列第
３４１位Ｆ被Ｃ替换，第４９２位Ｆ被Ｌ替换，第８１８位Ｋ被Ｎ替
换，第 ８７２位 Ｄ被 Ｇ替换，第 ９４６位 Ｑ被 Ｒ替换；从菌株
ＱＷＨ１０１中得到的ｃｒｙ８Ｋａ基因与已知基因３个位点存在差
异，其上氨基酸序列第９位 Ｅ被 Ｇ替换，第８９１位 Ｖ被 Ｉ替
换，第１１４４位Ｐ被Ｑ替换，有研究表明 Ｃｒｙ毒力蛋白中只
要有几个氨基酸位点发生变化，就会引起毒力和杀虫谱的显

著变化［１６］，所以对其后续的活性研究依旧具有重要意义。

将菌株 ＱＺＬ１４４－１序列得到的 ｃｒｙ８Ｅａ基因与已知的
ｃｒｙ８Ｅａ对 比 发 现，其 起 始 氨 基 酸 序 列 中 多 出 一 段
ＭＶＤＬＱＡＡＡＮＳＬＶＩ氨基酸残基，这个发现与已知的模式基因
ｃｒｙ７Ａ、ｃｒｙ７Ｂ的起始序列差别很像，可能会有比较大的活性差
异［１６］。本研究从１株菌株中成功克隆了含有２个８类基因
ｃｒｙ８Ｃａ、ｃｒｙ８Ｅａ的菌株，虽然其同源性为１００％，但研究价值较
高，证明 ｃｒｙ８基因在对蛴螬有活性的 Ｂｔ菌株中经常是共存
的［１５］。本试验分离出来的 ｃｒｙ８类菌株均完成了大肠杆菌
Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）的异源表达，表达蛋白均为１２８ｋｕ左右。由于
试验条件所限，进行鞘翅目生物活性测定的结果并不理想，蛋

白的试验组杀虫活性与对照组差异不显著，可能是由于实验

室环境下鞘翅目幼虫生存环境产生较大差异，从而导致幼虫

死亡。

本试验分离出多个ｃｒｙ８类基因，其中不同种类的ｃｒｙ８类
基因是否有协同作用有待后续研究，尤其是对同一菌株含有

２个以上Ｃｒｙ８类蛋白是否会有增效作用需要着重研究。由于

试验菌株来自天然的Ｂｔ菌株，其中天然存在的ｃｒｙ８基因并且
成功地进行异源表达可以为构建高效杀地下害虫活性重组微

生物提供重要的基因来源，丰富了抗虫基因库且对于其后续的

杀虫活性与交互抗性研究提供了很好的试验素材与理论价值。

参考文献：

［１］关　雄．苏云金芽孢杆菌研究回顾与展望［Ｊ］．中国农业科技导
报，２００６，８（６）：５－１１．

［２］ＣｒｉｃｋｍｏｒｅＮ，ＺｅｉｇｌｅｒＤＲ，ＦｅｉｔｅｌｓｏｎＪ，ｅｔａｌ．Ｒｅｖｉｓｉｏｎｏｆｔｈｅｎｏｍｅｎｃｌａ
ｔｕｒｅｆｏｒｔｈｅＢａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓｐｅｓｔｉｃｉｄａｌｃｒｙｓｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．Ｍｉｃｒｏ
ｂｉｏｌｏｇｙａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙＲｅｖｉｅｗｓ，１９９８，６２（３）：８０７－８１３．

［３］ＴａｂａｓｈｎｉｋＢＥ，ＤｅｎｎｅｈｙＴＪ，ＳｉｍｓＭＡ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｔｒｏｌｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ｐｉｎｋｂｏｌｌｗｏｒｍ（Ｐｅｃｔｉｎｏｐｈｏｒａｇｏｓｓｙｐｉｅｌｌａ）ｂｙｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｃｏｔｔｏｎｔｈａｔ
ｐｒｏｄｕｃｅｓＢａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓｔｏｘｉｎＣｒｙ２Ａｂ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄａｎｄＥｎｖｉ
ｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００２，６８（８）：３７９０－３７９４．

［４］ＬｉｕＹＢ，ＴａｂａｓｈｎｉｋＢＥ．Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｅｖｉｄｅｎｃｅｔｈａｔｒｅｆｕｇｅｓｄｅｌａｙ
ｉｎｓｅｃｔａｄａｐｔａｔｉｏｎｔｏＢａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ［Ｃ］／／Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅ
ＲｏｙａｌＳｏｃｉｅｔｙｏｆＬｏｎｄｏｎＳｅｒｉｅｓＢ，２６４，１９９７：６０５－６１０．

［５］李海涛，姚　江，郭　巍，等．苏云金芽孢杆菌 ｃｒｙ２Ａａ基因的克
隆、表达与活性［Ｊ］．农业生物技术学报，２００５，１３（６）：７８７－７９１．

［６］束长龙，王容燕，张　杰，等．杀蛴螬的苏云金芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ）ｃｒｙ８基因的 ＰＣＲ－ＲＦＬＰ分析［Ｍ］／／成卓敏．农业
生物灾害预防与控制研究．北京：中国农业科学技术出版社，
２００５：９１９．

［７］ＯｈｂａＭ，ＩｗａｈａｎａＨ，ＡｓａｎｏＳ，ｅｔａｌ．ＡｕｎｉｑｕｅｉｓｏｌａｔｅｏｆＢａｃｉｌｌｕｓ
ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓｓｅｒｏｖａｒｊａｐｏｎｅｎｓｉｓｗｉｔｈａｈｉｇｈｌａｒｖｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｆｏｒｓｃａｒａｂａｅｉｄｂｅｅｔｌｅｓ［Ｊ］．ＬｅｔｔＡｐｐｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９９２，１４：５４－５７．

［８］ＤｏｎｏｖａｎＷ Ｐ，ＥｎｇｌｅｍａｎＪＴ，ＤｏｎｏｖａｎＪＣ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙａｎｄ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＳｉｐ１Ａ：Ａｎｏｖｅｌｓｅｃｒｅｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓｗｉｔｈａｃｔｉｖｉｔｙａｇａｉｎｓｔｃｏｌｅｏｐｔｅｒａｎｌａｒｖａｅ［Ｊ］．Ａｐｐｌｉｅｄ
ＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００６，７２（４）：７１３－７１９．

［９］谭芙蓉．四川生态区苏云金芽孢杆菌资源的筛选鉴定及其新型
杀虫基因的克隆表达研究［Ｄ］．雅安：四川农业大学，２００８．

［１０］吴丽云，何金清，周　勇，等．污水、污泥中苏云金杆菌的分离及
其基因型鉴定［Ｊ］．福建农林大学学报：自然科学版，２０１０，３９
（１）：１９－２４．

—１３—江苏农业科学　２０１４年第４２卷第１０期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［１１］刘艳杰，李海涛，刘荣梅，等．Ｂｔ新型基因 ｓｉｐ的克隆、表达和生

物信息学分析［Ｊ］．生物技术通报，２０１２（１２）：１０１－１０５．
［１２］宋　萍，郭丽伟，苏俊平，等．含 ｃｒｙ７类基因的苏云金芽孢杆菌

菌株的分析［Ｊ］．华北农学报，２０１０，２５（４）：４０－４３．
［１３］李长友，张　杰，宋福平，等．苏云金芽孢杆菌 Ｂ－Ｐｒ－８８菌株

中ｃｒｙ２Ａｂ４基因的表达和杀虫活性研究［Ｊ］．生物工程学报，
２００７，２３（４）：６３４－６３８．

［１４］林　毅，方光伟．红树林沉积物 Ｂｔ菌株的分离与 ｃｒｙ基因型的
鉴定［Ｊ］．生态毒理学报，２０１０，５（６）：８８９－８９３．

［１５］李荣森，陈　涛，邓海凡，等．几种苏云金杆菌晶体的超微结构
［Ｊ］．微生物学报，１９８３（４）：３４３－３４６，３８９．

［１６］刘晶晶，束长龙，张　杰，等．苏云金芽孢杆菌内生质粒提取方

法的改进［Ｊ］．生物技术通报，２００８（６）：１２０－１２３．

［１７］苏旭东．苏云金芽孢杆菌菌株的分离和ｃｒｙ基因的鉴定［Ｄ］．保

定：河北农业大学，２００５．

［１８］王利平，代林远，李　鹏．苏云金芽孢杆菌研究进展［Ｊ］．中国

畜牧兽医，２０１１（８）：５２－６１．

［１９］宋　敏，林祥明，刘丽军．Ｃｒｙ基因家族的专利分布研究［Ｊ］．生

物技术通报，２０１０（１）：１－８．

［２０］蔡亚君，袁志明，胡晓敏，等．苏云金芽孢杆菌几丁质酶基因的

克隆及诱导表达［Ｊ］．湖北农业科学，２０１１，５０（３）：５９９－６０２．

岳耀敬，刘建斌，郭婷婷，等．抑制素α亚基三级结构与其他ＴＧＦ－β配体的比较［Ｊ］．江苏农业科学，２０１４，４２（１０）：３２－３６．

抑制素 α亚基三级结构与其他 ＴＧＦ－β配体的比较
岳耀敬，刘建斌，郭婷婷，郭　宪，郭　健，孙晓萍，杨博辉

（中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所，甘肃兰州７３００５０）

　　摘要：抑制素Ａ和抑制素Ｂ是由不同抑制素／激活素β亚基（βＡ、βＢ）和结构相似的α亚基组成的同源二聚体，即
抑制素Ａ（αβＡ）、抑制素Ｂ（αβＢ）。利用生物信息学技术对抑制素α亚基（ＩＮＨα）进行三级结构建模，并利用ＣｌｕｓｔａｌＷ
和ＳＰＤＶ软件比较ＩＮＨα与其他转化生长因子β（ＴＧＦ－β）超结构家族成员在结构和序列方面的异同。结果表明，激
活素（ＡＣＴ）、骨形成蛋白７（ＢＭＰ７）、ＢＭＰ９与ｔｙｐｅⅡ受体结合面的核心氨基酸在ＩＮＨα中不仅在多处发生了突变，而
且在空间上也发生了很大位移，因此如果ＩＮＨα同时与 ｔｙｐｅⅡ受体在与激活素、ＢＭＰ７、ＢＭＰ９的相同位置结合，那么
ＩＮＨα会比激活素与激活素受体ＡｃｔＲⅡ、ＡｃｔＲⅡＢ的亲和力低。ＡＣＴＡ中几个参与活化素受体样激酶４（ＡＬＫ４）相互
作用的氨基酸在ＩＮＨα中发生了突变，ＡＣＴＡα螺旋中极性氨基酸在ＩＮＨα中被非极性氨基酸所替代，且α螺旋在空
间上发生了很大位移，ＩＮＨα不与ＡＬＫ４结合。可见，抑制素信号传导机制为：抑制素与Ｂｅｔａｇｌｙｃａｎ高亲和力结合并与
ＡｃｔＲⅡ、ＡｃｔＲⅡＢ、ＢＭＰＲⅡ形成复合物，但不与ＡＬＫ４结合，因此将它们与激活素和ＢＭＰ隔离。
　　关键词：抑制素α亚基；３Ｄ结构模拟；ＴＧＦ－β；结构特征
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　　抑制素（ｉｎｈｂｉｎ，ＩＮＨ）、激活素（ａｃｔｉｖｉｎ，ＡＣＴ）、骨形成蛋
白（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＢＭＰ）、转化生长因子 －β１
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－ｂｅｔａ１，ＴＧＦ－β１）、ＴＧＦ－β２、
ＴＧＦ－β３同属 ＴＧＦ－β超家族的生长和分化因子，这个多肽
激素家族控制着许多发育和生物学进程，并且对正常的生长

过程和不同组织的功能极其重要［１］。激活素是由抑制素／激
活素的β亚基［激活素 Ａ（βＡβＡ）、激活素 ＡＢ（βＡβＢ）、激活
素 Ｂ（βＢβＢ）］构成的二聚体蛋白，而抑制素是抑制素／激活素
β亚基与结构相似的α亚基的同源二聚体［抑制素 Ａ（αβＡ）、
抑制素Ｂ（αβＢ）］［２］。抑制素和激活素合成大量前体蛋白，并
通过细胞内对巯基连接的二聚体进行切割，释放出成熟的具

有完整生物活性的羧基端蛋白。激活素和抑制素在控制生殖

功能上的重要性已经被许多研究和临床观察所证实［１］。目

前已经了解到，抑制素、激活素和卵泡抑制素通过对脑垂体和

性腺轴的作用来控制生殖功能［１］。除了激活素和抑制素，其

他ＴＧＦ－β超家族成员包括 ＴＧＦ－β、ＢＭＰｓ的亚型、ＧＤＦｓ以
及ＭＩＳ也控制着性腺轴的发育及其功能［３］。

目前ＴＧＦ－β超家族中一些成员的受体已经确定，发现几
乎所有这些受体在细胞外、跨膜和细胞内区域均有相似结构，

即丝氨酸／苏氨酸磷酸激酶结构域。ＴＧＦ－β家族的配体通过
与２类细胞表面受体（ｔｙｐｅⅠ、Ⅱ）相互作用而启始信号传导［２］。

目前由ＴＧＦ－β超家族成员 ＡｃｔｉｖｉｎＡ（ＰＤＢ∶１ｎｙｓ）［４］、Ａｃｔｉｖｉｎ
Ａ（ＰＤＢ ∶２ａｒｖ）［５］、ＢＭＰ２ （ＰＤＢ ∶１ｒｅｗ）［６］、ＢＭＰ７
（ＰＤＢ∶１ｌｘ５）［７］、ＢＭＰ９／ＧＤＦ２（ＰＤＢ∶１ｚｋｚ）［８］与受体相互作
用的蛋白质结构已经被鉴定，然而尚未见关于抑制素结构的

报道，并且抑制素受体尚未确定，因此抑制素信号传导机制也

尚未确定。

为了研究抑制素信号传导机制，本研究尝试应用生物信

息学方法对抑制素α亚基（ｉｎｈｂｉｎα，ＩＮＨα）进行结构建模，并
通过 比 较 ＩＮＨα与 ＴＧＦ－β超 家 族 成 员 ＡｃｔｉｖｉｎＡ
（ＰＤＢ∶１ｎｙｓ）、ＡｃｔｉｖｉｎＡ（ＰＤＢ∶２ａｒｖ）、ＢＭＰ２（ＰＤＢ∶１ｒｅｗ）、
ＢＭＰ７（ＰＤＢ∶１ｌｘ５）、ＢＭＰ９／ＧＤＦ２（ＰＤＢ∶１ｚｋｚ）的结构差异，分
析ＩＮＨα结构与功能的关系。
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