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苏云金芽抱杆菌新菌株

的克隆及特征分析

冯纪 年
,

李陇梅
,

张 兴
西北农林科技大学 植保资源 与病虫害防治教育部重点实验室

,

无公害农药研究服务中心 陕西 杨凌

〔摘 要 〕 根据 中 。 基 因序列 设 计 对特异性 引物
,

以 苏 云 金 芽抱杆 菌新 菌株 质粒

为模板
,

应用 扩增技术得到了 条大小约为 的 片段 。 。

通过引物步行法测定该片

段长
,

其中开放 阅读框 长
,

编码 个氨基酸 经 软件分析
,

预测其蛋 白分子

量为 。 ,

等电点 一
。

序列 比较结果表明
,

该基因与 ‘
·

类基因高度同源 同源性达
。

该基因

已在 中登录
,

登录号为
,

并被 台
一

内毒素基因 国际命名委员会正式命名为 。 。
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苏云金芽抱杆菌 人 ,

是

目前应用最广
、

最有效的微生物杀虫剂 「’」。

在过去的

多年中得到了广泛的研究和应用川
。

杀虫的主

要作用因子是其在芽抱形成期产生的杀虫晶体蛋 白
, 仁 〕。

根据

等仁‘ 〕的分类法
,

可将 基 因分 为 群
、

亚 群
、

类
、

个 亚 类
。

其 中 划 类 基 因 有
, , 。 和 类

,

编码 约

川蛋 白
,

对给农业生产带来 巨大损失的鳞翅

目和双翅 目昆虫具有高毒力困
。

自 和 分离 克 隆到第 个

基 因 以来
,

到 目前为止
,

国际上 已经 克隆 了

种杀虫蛋 白基 因川 已将
, 。 。 , 。 和

等基 因分别成功地导人玉 米
、

棉花
、

土豆等

植物和多种微生物 中
。

但是随着 应用的不断深人
,

基 因均

在不 同程度上引发了昆虫的抗性
,

而寻找新 的高毒

力菌株及基因是解决昆虫抗性 问题的有效途径
。

为

此
,

本研究以苏云金芽抱杆菌新菌株 召

的 质 粒 为 模 板
,

根 据

类基 因序列设计特异引物
,

应用 扩增

方法
,

从该菌株 中扩增得到 条大小约为 的

片段
,

并对其
‘

及 ’端进行了测序及分析
。

现

将研究结果报道如下
。

材料与方法

材 料

菌株 及 培养基 苏 云 金 芽抱 杆 菌新 菌株
,

转化受体菌 。 ,

由西北农林科技大

学植保资源与病虫害防治教育部重点实验室保存
。

所用培养基为 培养基
。

试 剂 克隆载体
一 、

相

关试 剂
、

限制性 核酸 内切 酶
、

分子质量
,

试剂盒等分子生

物学操作用试剂
,

均购 自上 海生工生物工程公 司
,

、 一

和 氨节青霉素等均 购 自 公

司
。

方 法

苏云金 芽抱杆菌质粒的提取 参考文献 「

的方法进行
。

引物设计 根据发表 的 核昔酸

序 列
,

设 计 合成 对 引物
, 一

一 ‘

’

,

用于 基 因序列的克隆
,

预计扩增 片段 的

大小约为
。

一 一
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扩 增 反 应体 系 为 火

十 拌 ,

拜 ,

上游 引物 拌 ,

下 游 引 物 拼 ,

今 。 拌 ,

扩增总反应体积为 川
。

混 匀 瞬 间离心 后 进 行 热 循 环
,

预 变 性
,

变性
,

退火
,

延伸
,

个循环
,

再延伸
。

产物用
· 一 ’

琼脂糖 电泳分析
,

凝

胶成像仪成像
。

扩增产物的回收纯化参照

公 司 的 试剂盒

说明进行
。

基 因 的 克 隆
、

筛选 与 鉴 定 按
一

克隆载体试剂盒的操作说明进行操作
,

用 回收

的 产物和
一

克隆载体连接
,

转化

大肠杆菌
,

用含
、 一

和氨节青霉素

的平板筛选克隆子
,

重组克隆用
、

双酶

切和单酶切
,

验证
。

质粒的提取
、

酶切
、

感受态

细胞的制备及转化参考文献 的方法进行
。

基 因 的 序 列 分析 提取 克隆子质

粒
,

由大连宝生生物公司进行测序
,

基因序列用在线

软 件
、

软件及 分 析

软件进行同源性 比较分析
。

结果与分析

扩增

以 质 粒 为模板
,

用
、

引 物通过

扩增得到 ‘ 基因
。

为了尽可能减少

过程中普通 了议 酶可能 出现的错误
,

本研究选用高

保真的 了, 了 聚合酶
。

电泳检测结果表明
,

扩增产物可见 条约 的条带
,

与预计产物大

小相符 图
。

阳性克隆的筛选与鉴定

挑取 白色菌落 含阳性重组质粒 质粒
,

经

双酶切和单酶切
,

其电泳结果见图
。

由图 可知
,

双酶切 的大片段 为
,

与
一

大小

一致 小片段为
,

与 产物一致
。

初步分析

所得重组质粒 含有的克隆片段为 基

因
。

用设计的引物
, 、

扩增阳性克隆获得 条

的 片段
,

进一步认定插人的为 产物
。

图 。 扩增产物琼脂糖凝胶 电泳结果

标准分子量 产物

即
,

的序列分析

测序结果表明
, 。 编码 区长

,

由

序列推导的氨基酸为 个
。

经

软件分析
,

预测其蛋 白分子量 为
,

等电点

一
。

序 列 比较 结 果 表 明 该 基 因 序 列 与

基 因 包 括 ,
, ,

,
,

砂
,

卿 的同源性 为
,

与 勺 基

图 重组质粒的限制性 内切酶分析结果
切 标准分子量 重组质粒双酶切结果

重组质粒单酶切结果

矶

因 的 同 源 性 为 与 。 包 括
,

‘勺
,

砂
,

妙
, 。即

,

即 的

同源性 为 与 。 基 因的同源性最高
,

达
,

彼此之间仅存在 个氨基酸的差

别
,

即 位上 由 变成 图
。

该基因 已在

中注册
,

登录号为
,

并被 古
一

内

毒素基因国际命名委员会正式命名为
。
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月 州 训

月

理 刁

毛

月

月

对

‘理

即

即

从

刁

月

月

,

,

月

坷

乙

图
‘

、

即
, ‘

,

即

讨 论

由于在 扩增 时特别使用 了高保 真 的

公
’

聚合酶
,

其扩增误差 只有 护

护 测序时又通过引物步行法测定 了该基因的全

长序列
,

从而减少了扩增和测序过程 中的误差
,

为研

究结果的准确性提供了保障
。

氨基酸序列 比对结果

创 卿

本研 究 对 苏 云 金 芽 饱 杆 菌 新菌 株 进 行

扩增获得 了 基因
。

从测序结果看
,

与 已报道 的 。 基 因编码 区 的核昔酸序列 及

氨基 酸序列 同源 性 高达
,

因此 应 是

的另一亚类分离物
。

基因的克隆及

其 在 中的注册登 录
,

不但 为
“ 。 基 因家

族
”

增添了新成员
,

而且为构建新型转基因工程菌和
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转基因植物
,

提供了更多的基因材料
。

关于其杀虫效 果
,

还有待于进一步深人研究
。

〔参考文献 〕
, , , , 一、 〕

, , 一

钟万芳
,

蔡平钟
,

阎文昭
,

等 苏云金芽抱杆菌杀虫晶体蛋白基因 的克隆及特征分析〔〕西南农业学报
, , 一

云 、 〔〕 叩
, , 一

, , , , 。 、 、 〔〕 卜

, , 了
一

, 一 丫“ 扮 行 八

汀‘五 」
, 、 一

罗 科
,

张青文
,

蔡青年 苏云金杆菌的杀虫蛋白质和基 因的结构
、

特点
、

分化及 调控的研究 综述 〔 农业生物技术学报
,

一

, ,

即 ‘ 九 刀 ‘

〔 〕
, , 一

钟万芳
,

蔡平钟
,

阎文昭
,

等 苏云金芽抱杆菌大型质粒 的小量提取方法【 〕遗传
, ,

于

萨姆布鲁克
,

弗里奇
,

曼尼 阿蒂斯 分子克隆实验指南〔 〕金冬雁
,

黎孟枫
,

译 北京 科技出版社
,

功门﹁﹃卫八

茂乃」一月匕﹄一

﹃一门,行才月︺
﹂

勺

一 , , 一 , 七

州 肠加 。勺 可 喇
。 , 尸

腼
。爪 , , , 今

尸 ’ 门 , 阴尸。 双 勿 , 。 ,

少留人阳 脚 勺
,

为 ”君 , , 人
, 。

卿

即

勺

勺 ‘砂
,

勺 弓
一

卿


