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摘  要: 对营养期高活性杀虫菌株进行筛选,得到高效菌株 B t LS1, 对其营养期杀虫蛋白活性及

发酵特性进行了系统研究,克隆了该菌株的 vip3A 新基因。测定了 31株 vip3A基因阳性菌株营

养期杀虫蛋白的活性, 发现 B t LS1和 B t LS8菌株对甜菜夜蛾 Spodop tera ex igua生长的抑制作用

明显高于其他菌株。进一步研究表明, B t LS1菌株营养期杀虫蛋白对初孵和 2龄甜菜夜蛾幼虫

的体重增长抑制率分别为 95. 3% ? 2. 1%和 90. 7% ? 6. 6% ; 对棉铃虫 H elicoverpa arm ig era初孵

幼虫的校正死亡率为 22. 1%, 对 2龄幼虫的体重增长抑制率为 78. 7% ? 6. 6%。发酵液中以胞

内可溶性物质为主。设计 vip3A全长基因特异引物 PCR扩增, 插入质粒 pB luescript SK ( + ) , 克

隆测序证实该菌株中存在 vip3A新基因, 命名为 Vip3A-LS1, G enBank登录号为 DQ016968。按该

序列推断的蛋白与同类蛋白的 8个氨基酸之间存在差异。
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Bioactivity of vip3A Protein from Bacillus thuring iensis Isolates and

C lon ing of Vip3A-LS1 Gene from B tLS1
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Abstract: V egetative insectic idal protein ( V IP) , w h ich w as h ighly tox ic to Lep idoptera and Co leoptera,

w as found from some B t strains in recen t years. B ioassay of the V IPs from 31 iso la tes, w ith vip3A genes

detected by PCR, w as carr ied ou.t The results show ed that the stra in of B t LS1 had h igher tox ic ity to

Spodop tera ex igua andH elicoverpa arm igera. The morality rates aga inst S. ex igua andH. arm igera ( 1st

instar) w ere 9. 7% and 22. 1% respectively, and the inh ibiting rates o f larva lw eight againstS. ex igua

andH . arm ig era ( 2 nd instar ) w ere9 0. 7% ? 6. 6% and 78. 7% ? 6. 6% respectively. V IPw asmostly
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soluble in ce ll of B t LS1. The vip3A gene amplif ied from B t LS1 w as cloned into pB luescript SK ( + ) and

Vip3A-LS1 gene w as obta ined. The GenBank accession number w as DQ016968. 8 AA s in Vip3A-LS1

w ere d ifferent from other deduced vip3A proteins.

Key words:Bacillus thuring iensis; vegetat ive insecticida l protein; b ioactivity; Vip3A-LS1 gene c loning

  苏云金芽孢杆菌 Bacillus thuringiensis ( B t)是

目前研究最深入、应用最广泛的生防微生物, 随着

B t制剂长期广泛的使用及转基因植物的大面积推

广, 害虫对其的抗药性问题已较为突出
[ 1 ~ 3 ]
。近年

来, 在某些 B t菌株中发现了在遗传和杀虫机理上

与其杀虫晶体蛋白均不相同的新型杀虫蛋白 ) ) )

营养期杀虫蛋白 ( vegetat ive insectic idal pro te ins,

V IPs) , 该类蛋白对鳞翅目夜蛾科害虫具有广谱和

特异的杀虫活性
[ 4~ 9]

, 这一发现对于高效广谱基因

工程微生物的构建、转基因抗虫植物的培育及控

制害虫抗性发展都具有重要意义。

目前有关营养期杀虫蛋白的研究主要涉及昆

虫新毒性基因的克隆表达、杀虫机理以及基因重

组利用等方面
[ 2~ 11]

,而对于该类蛋白在 B t自然菌

株中的杀虫活性及分泌特性尚缺乏相关研究资

料。为了进一步发掘自然资源, 明确该类蛋白在

B t菌株中的杀虫活性及发酵特点, 从中得到高毒

性营养期杀虫菌株和 vip3A 新基因, 笔者以土壤中

分离所得菌株为材料, 通过分子鉴定结合生物测

定, 对 B t菌株中营养期蛋白的杀虫活性及发酵特

性进行了系统研究, 以期为直接利用高活性营养

期杀虫菌株、获得高效营养期杀虫蛋白新基因及

开发新型微生物杀虫剂提供参考。

1 材料与方法

1. 1 菌株、质粒及培养基
苏云金杆菌 LS1及其他菌株均从河北省各县

市土壤中分离得到; 标准菌株 B t subsp1kurstaki
HD1 ( HD1 ) , 大 肠 杆 菌 E. coli DH10b 及

pB luescr ipt SK ( + )质粒均为河北农业大学生物防

治研究室保存、提供; LB液体培养基、LB固体培养

基按常规配方配制。

1. 2 活性测定方法

1. 2. 1 高效营养期杀虫菌株的初筛  选取 31株

经 PCR检测 vip3A 呈阳性的 B t菌株进行生物活性

的初步筛选。试虫为继代饲养的敏感品系甜菜夜

蛾 Spodop tera ex igua ( 3日龄 ) , 由河北农业大学生

物防治研究室提供。 B t菌株经常规培养 16 h, 均

稀释至 1 @ 10
7
cells/mL, 超声破碎, 采用人工饲料

混合饲食法进行杀虫活性测定
[ 12]
。药液与饲料比

例 (体积 /质量 )为 0. 1 mL /g。每处理接入试虫 24

头,重复 3次, 以无菌水处理为对照, 置于 28e 、相

对湿度 70% ~ 80%的条件下饲养, 96 h后测定各

处理体重,计算幼虫的体重增长抑制率。

1. 2. 2 高效菌株营养期杀虫蛋白活性测定  选

取初筛生物活性较高的 B t LS1菌株, 其菌液按

1. 2. 1节方法超声破碎后, 用 PBS缓冲液透析, 制

备营养期杀虫蛋白, 测定该杀虫蛋白对甜菜夜蛾

和棉铃虫 H elicoverpa arm igera的活性。测定方法

同 1. 2. 1节。

1. 3 营养期杀虫蛋白发酵特性分析

参考刘荣梅等方法
[ 8]
, 分别提取 B t LS1菌株

的营养期胞内和胞外蛋白, 将培养 16 h的菌液于

4 000 r/m in下离心 1 m in, 取沉淀加入 0. 1 mo l/L

的 T r-iHC l ( pH 8. 0) , 超声破碎,离心取上清液, 经

硫酸铵沉淀后用无菌水透析 48 h, 得胞内蛋白; 上

清液过 0. 45 Lm 滤膜, 同样方法得到胞外蛋白。

比较胞内和胞外蛋白对 2龄甜菜夜蛾的活性差

异,分析该类蛋白的发酵特性。生测方法同 1. 2. 1

节。

1. 4 Vip3A-LS1基因的克隆

以 B t LS1菌株碱裂解法提取的质粒为模板,

参照陈建武等方法设计全长基因引物
[ 3]
, 引物序

列 为 Vip3A-S: GCGGGATCCATGAACAAGAATAA

TACTAAATTAAG; Vip3A-T3: GTCGACGATCCCG

ATCTTACTTAATAGAGACAT。委托上海生物工程

有限公司合成, 扩增所用相关试剂购自 TaK aRa公

司。PCR反应程序为: 94e 预变性 3 m in, 94e 变

性 1m in, 52e 退火 1m in, 72e 延伸 3 m in,共 32个

循环, 72e 再延伸 10 m in。在质量分数为 1% 的

琼脂糖凝胶中检测。回收靶片段用 BamH I和 Sal I

双酶切, 与同样酶切的质粒载体 pB luescript SK

( + )用 T4连接酶连接, 转化 E. coli DH 10b感受

态细胞,以蓝白斑筛选阳性转化子, PCR和酶切检
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测正确。委托 TaK aRa公司进行测序, 通过网上序

列比对分析, 确定相似性。

2 结果与分析

2. 1 高毒力营养期杀虫菌株的初步筛选

对含有 vip3A基因的 B t菌株进行营养期生物

活性测定, 结果见表 1。其中 B t LS8和 LS1两菌株

营养期培养液对甜菜夜蛾体重增长的抑制率分别

为 93. 6%和 91. 1% , 活性明显高于其他菌株, 因

此选择 LS1菌株进行下一步生物活性测定。

2. 2 Bt LS1菌株营养期杀虫蛋白活性

从表 2中可见, B t LS1菌株营养期杀虫蛋白对

初孵和 2龄甜菜夜蛾幼虫的致死活性均不明显,

但对其生长的抑制作用明显, 96 h后对初孵和 2

龄幼虫体重增长的抑制率分别为 95. 3% ? 2. 1%

和 90. 7% ? 6. 6% , 而无菌水对照处理组生长良

好, LB培养基对照组生长好于无菌水对照。实验

中同时发现对照组饲料全部被吃光, 而处理组饲

料未见明显减少, 表明营养期杀虫蛋白对该试虫

可能还存在一定的拒食作用。

Tab le 1 B ioact iv ity of vege tative cu lture from B t strains aga instS. ex igua ( 16 h)

B t iso late
Inh ib it ing rate o f

w eigh t (% )
B t iso late

Inh ib iting ra te o f

w eigh t (% )
B t iso late

Inh ib iting rate o f

w e ight (% )

CK 0 S23 54. 7 WZ-4 3. 4

LS1 93. 6 YZ-5 50. 1 S4 0

LS8 91. 1 XL-12 48. 3 S14 - 3. 0

DG-8 85. 3 XL-8 44. 9 L2 - 6. 9

S16 80. 1 WZ-7 27. 5 S10 - 7. 9

S5 74. 2 S13 13. 1 CZ-37 - 10. 8

S6 69. 8 CZ-11 12. 6 W Y-11 - 12. 3

S2 64. 5 S1 9. 3 CZ-28 - 12. 3

CYZ-4 60. 5 WY-16 7. 5 S3 - 18. 8

CYZ-16 57. 2 S22 3. 5 W Y-19 - 38. 2

S17 56. 1 S19 3. 4

Table 2 B ioac tiv ity o f vegetat ive insect icida l protein from B t LS1 aga inst S. ex igua

In star Treatm en t M ean corrected lethal rate(% ) M ean inh ib itin g rate of w eigh t(% )

1 st LS 1

LB

CK

9. 7 ? 0. 8

0. 1 ? 0

0. 0

95. 3 ? 2. 1

*

2nd LS1

LB

CK

11. 2 ? 0

8. 4 ? 2. 2

0. 0

90. 7 ? 6. 6

2. 2 ? 1. 2

  * Th e w eigh tw as no t tested. The sam e as in th e fo llow ing tab les.

  对棉铃虫的测定结果见表 3, LS1菌株对初孵

和 2龄棉铃虫的生长有较好的抑制作用。经 LS1

菌株营养期杀虫蛋白处理后的初孵幼虫虽未死

亡, 但基本不生长, 而对照组生长正常。与无菌水

对照相比, LS1菌株营养期杀虫蛋白对 2龄幼虫体

重增长的抑制率为 78. 7% ? 6. 6% ,且也表现出了

一定的拒食作用。

2. 3 B tLS1菌株营养期杀虫蛋白发酵特性分析

  由表 4中数据可见, LS1菌株营养期胞外蛋白

和胞内蛋白对甜菜夜蛾的活性差异显著, 胞外蛋

白对试虫生长的抑制作用不明显, 因而未测定其

体重增长抑制率, 而胞内可溶性蛋白对试虫体重

增长的抑制率达到了 45. 1%, 对照组正常。由此

推断该类蛋白在 B t野生菌株发酵液中以胞内可溶

性物质形式为主。

2. 4 Vip3A-LS1基因克隆及序列分析

以 LS1菌株质粒 DNA为模板, PCR扩增得到

了约 2. 3 kb的目标片段, 经 PCR及酶切检测得到

了构建正确的转化子, 命名为 DSV 113, 重组质粒

命名为 pSV 1 13。对该序列进行网上 B last比对分
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Table 3 B ioactiv ity o f vegetat ive insect icida l protein from Bt LS1 aga instH. arm igera ( 16 h)

In star Treatm en t C orrected letha l rate(% ) Inh ib iting rate o f w eigh t(% )

1 st LS 1

HD 1

LB

CK

22. 1 ? 1. 4

10. 4 ? 2. 2

0. 1 ? 0

0

*

*

*

2nd LS1

HD 1

LB

CK

11. 2 ? 0

10. 4 ? 2. 2

0. 1 ? 0

0

78. 7 ? 6. 6

66. 3 ? 8. 4

8. 5 ? 1. 3

Tab le 4 B ioact iv ity of extrace llu lar and intrace llu lar V IPs from B t LS1 isolate againstS. ex igua ( 16 h)

T rea tm en t M ean letha l rate(% ) C orrected lethal rate(% ) Inh ib iting rate o f w eigh t(% )

CK 9. 7 0

LB 9. 7 0

E xtracellu lar protein 9. 7 0 *

In trace llu lar pro tein 12. 6 5. 2 45. 1

析, 证实克隆的序列为 vip3A 基因, 命名为 Vip3A-

LS1。提 交 GenBank 注 册 登 记, 登 录 号 为

DQ 016968, B t 命 名 委 员 会 命 名 该 基 因 为

Vip3A a22。该基因与其他同源基因的相似性为

98. 7% ~ 99. 8% , 该序列推断的蛋白与同类蛋白

在第 206、284、291、406、419、464、510和 742位氨

基酸存在差异。

3 讨论

  营养期杀虫蛋白是一类对鳞翅目夜蛾科害虫

和鞘翅目害虫具有广谱和特异杀虫活性的新型蛋

白, 其发现为苏云金杆菌的进一步开发利用提供

了更广阔的前景。本研究以分子鉴定 vip3A 阳性

菌株 B t LS1为材料, 对 B t菌株营养期杀虫蛋白活

性进行了系统研究, 发现该蛋白对二龄甜菜夜蛾

和棉铃虫均表现出很强的生长抑制作用, 且处理

组饲料利用率明显低于对照组 (灭菌水 ) , 推断该

营养期杀虫蛋白对试虫可能存在拒食作用; 明确

了营养期杀虫蛋白在该菌株发酵液中以胞内可溶

性物质为主。所得结果为 B t菌株中营养期杀虫蛋

白的生物活性及发酵特性研究提供了基础资料。

利用体重增长抑制率检测杀虫活性大小, 为测定

直接杀虫活性低、但又有很好的间接杀虫活性的

毒素提供了新的研究方法。筛选得到了高效营养

期杀虫活性菌株 B t LS1。利用基因克隆技术得到

了 Vip3A-LS1基因, 序列分析表明, Vip3A-LS1基因

在碱基组成上不同于其他已知基因, 推测该蛋白

与同类蛋白可能有多个氨基酸不同
[ 4, 5, 7, 8]

, 由此推

测 464位氨基酸可能处于活性功能区。说明将分

子鉴定和生物活性筛选相结合可以快速得到新的

营养期杀虫蛋白基因。

目前对该类蛋白结构与功能的研究才刚刚开

始,尚不能解释清楚 vip3A同源蛋白间杀虫谱产生

差异的原因及机理, 相信随着对该类基因与蛋白

研究的进一步深入, 将会得出合理的解释。有关

营养期杀虫蛋白对其他目重要害虫活性的研究尚

未见报道,随着研究的深入, 有望得到高活性和特

异杀虫活性的新菌株和新基因。该类基因为构建

高效广谱的 B t工程菌和转基因植物提供了新的杀

虫基因资源, 也可作为 B t制剂抗性管理的策略之

一,因而进一步研究开发该类基因具有重要的现

实意义和良好的应用价值。
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