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*目的+从海南岛吊罗山原始热带雨林区筛选分离杀棉铃虫
<6

菌株(为研发新的防治棉铃虫的生物

农药和抗虫转基因棉花奠定基础)*方法+在吊罗山原始热带雨林区不同海拔高度采集
$"E

份土壤样品(采用醋酸钠

高温处理方法从中分离各类芽孢杆菌(通过显微镜观察鉴定出产伴胞晶体蛋白的苏云金芽孢杆菌!

<6

"(对伴胞晶体

蛋白进行
=B=CX5T?

电泳和质谱分析(了解其基本特性)并以棉铃虫二龄幼虫为靶标(测定获得的
<6

菌株对棉铃虫

的杀虫活性)*结果+从
$"E

份土壤样品中分离出芽孢杆菌
&MD

株(其中产伴胞晶体蛋白的
<6

菌株
EE

株(

<6

菌株分

离率为
!<$g

)

=B=CX5T?

电泳和质谱分析表明(分离
<6

菌株含有的伴胞晶体蛋白与已发现的毒素蛋白不同(可能

为新型晶体蛋白'利用棉铃虫二龄幼虫进行
<6

分离株生物活性测定(结果表明有
M

株
<6

菌株对棉铃虫幼虫的致死率

为
$"g

(

M"g

)*结论+从海南岛吊罗山原始热带雨林区筛选分离获得
M

株杀棉铃虫的
<6

菌株(这些菌种可能含有

新的杀虫晶体蛋白基因)
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棉铃虫!
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"属鳞

翅目夜蛾科(是棉花蕾铃期重要钻蛀性害虫(主要蛀

食蕾,花,铃(也取食嫩叶)棉铃虫寄主植物有
$%

多

科
$%%

余种(近年棉铃虫为害十分猖獗(广泛分布在

中国及世界各地(尤以黄河流域棉区,长江流域棉区

受害较重%

#

&

)

苏云金芽孢杆菌!

<'/*00:C6&:,*(

9

2(C*C

(简称

<6

"的研究和开发已有百余年的历史(近年来(

<6

菌

株的各种蛋白和生物活性物质的杀虫活性谱被不断

挖掘(不仅发现其毒蛋白对线虫和动物原虫有杀虫

活性(而且发现其对某些癌细胞和肿瘤细胞也有活

性%

$C!

&

)因此利用
<6

菌株可以开发出生物农药(用

于农林牧业的害虫防治(或者用于蚊虫等病原媒介

昆虫的生物防治)尤其
$#

世纪以来(

<6

杀虫蛋白

基因被分离克隆(并被用于培育转基因作物(兼顾了

生产效益和环境保护效果%

"

&

)

当前(商业化的抗虫转基因作物绝大多数利用

/,

3

#8

和
/,

3

$8

基因(但是长期应用
V*

;

#5

和

V*

;

$5

蛋白控制棉铃虫(容易导致棉铃虫产生相应

的抗性)农业害虫对
V*

;

杀虫蛋白的抗性风险已经

严重威胁转基因作物的安全和推广应用(亟需开发

与现有
V*

;

蛋白基因有着不同杀虫机制的新型杀虫

基因%

DCM

&

(以解决昆虫短时间产生抗性的问题)围绕

这一课题(笔者一直致力于从海南热带原始雨林区

收集和挖掘新型的杀虫微生物和杀虫基因资源%

L

&

(

这是因为海南吊罗山热带原始雨林区原始植被保存

完好(地表土壤腐质层厚(昆虫种类多(有丰富的菌

种资源)本研究从海南岛吊罗山国家自然保护区采

集土样样品
$"E

份(从中筛选分离获得
<6

菌株
EE

株(并以棉铃虫二龄幼虫为靶标进行杀虫活性测定(

以期为后续进行杀虫基因鉴定和克隆奠定基础(进

而为棉铃虫的综合防治提供依据)

#

!

材料与方法

#<#

!

土壤样品采集

从海南吊罗山热带原始雨林区采集土壤样品(

采样点一般选择植被保护完整,生态环境没有人为

破坏,土壤腐殖质丰富的地方(选择山体的向阳面按

照一定海拔从高到低进行样品收集)选择一个采样

点(去除地表覆土(虚拟
#

个边长
$K

的正三角形(从

三角形
E

个角的地表下
"

(

#">K

处共取
"%

S

土壤(

装入样品袋中(算作
#

个样品(共采集
$"E

份样品(记

录采样地经纬度和海拔等信息(贴好标签备用%

#%

&

)

#<$

!

<6

菌株筛选

土壤样品收集完成后(立即于
!%^

下进行风干

操作(之后将风干的样品混匀研磨破碎进行
<6

菌株

分离)采用醋酸钠培养基!

"

S

$

[

牛肉膏(

#%

S

$

[

蛋

白胨(

E!

S

$

[

醋酸钠(

J

`&<%

"进行富集培养(然后

&%^

高温水浴
$%K9+

后进行平板培养(培养
E

(

"

@

至芽孢充分形成(挑取菌苔用石碳酸复红液染色

后进行显微镜油镜!

f#"%%

"观察(若观察到伴随着

无色芽孢有红色蛋白点的即为疑似
<6

菌株(将其进

行甘油低温保存%

#%

&

)统计分离的
<6

菌株和芽孢菌

株总数(计算
<6

菌株的分离率!分离率
h<6

菌株总

数$芽孢杆菌总数
f#%%g

")

#<E

!

<6

分离株的扫描电镜观察

挑取
<6

分离株单菌落至
"K[[Z

培养基中(

$M^

,

$%%*

$

K9+

过夜活化培养(转接至液体
TCO*94

培养基%

#!

&

$M^

培养
E@

(至
L%g

菌体产生芽孢)收

集菌体(用预冷的
#K(-

$

[/,V-

洗涤菌体
$

(

E

次(

取
#%

'

[

芽孢和晶体蛋白的混合物小心平铺在洁净

的盖玻片上(然后
!^

低温真空干燥)将有样品的

盖玻片浸没在体积分数
$<"g

戊二醛固定液中(

!^

避光固定
$!1

(先后用体积分数
E%g

(

!%g

(

"%g

(

D%g

(

&%g

(

M%g

(

L%g

(

L"g

乙醇分别洗脱
#"K9+

(

再用无水乙醇脱水
#"K9+

)在通风橱中(将样品浸

入六甲基二硅胺烷!

`WB=

"中
#"K9+

(重复
$

次(将

玻片贴在铜板上(喷金(利用扫描电镜!德国蔡司

?AF W5#%

$

[=#%

"进行伴胞晶体蛋白观察%

##C#$

&

)

#<!

!

<6

分离株蛋白质的
=B=CX5T?

分析

将
<6

菌种转接到
"K[TCO*94

液体培养基中(

$M^

,

$%%*

$

K9+

振荡培养
E@

(收集菌体)用
#

55

第
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K(-

$

[/,V-

洗涤
E

次(然后加入
#K[

无菌水(超声

波!

AVlC&"%

(美国
=(+9>4

公司"破碎处理
#"K9+

)

#$%%%*

$

K9+

离心
#%K9+

(收集菌体沉淀!为细胞碎

片,芽孢和伴胞晶体蛋白混合物"(参照文献%

#E

&进

行
=B=CX5T?

电泳分析)

#<"

!

<6

分离株蛋白质的质谱分析

取
#<!

节
<6

菌株芽孢期蛋白(用考马斯亮蓝

U$"%

进行染色脱色处理)用洁净的刀片割取
=B=C

X5T?

胶上最亮的蛋白带(然后切割成小块作为质

谱分析的样品)小胶块洗涤脱色真空干燥后(进行

胰蛋白酶酶解过夜%

#!

&

)蛋白被酶解后进行真空干

燥(然后进行质谱分析!

5

JJ

-93@Z9(4

;

403K4

(

8=5

"(

获得
W=

和
W=

$

W=

数据)使用
W5=VFO

软件

!

100

J

#$$

222<K,0*9c4>93+>3<>(K

"对本地
/VZG+*

数据库进行检索%

$

&

(如果蛋白质质谱分析得分!

X*(C

039+

$

G(+4>(*3

"大于
D"

(且可信度 !

V<G<

"大于

L"g

(则说明为同源蛋白)

#<D

!

<6

分离株的生物活性测定

将
<6

菌株在
$%%K[TCO*94

培养基中
$M^

培

养
E@

至芽孢完全形成(

!^

,

#$%%%

9

离心
#%K9+

收集菌体(然后用
#K(-

$

[

冰冷的
/,V-

洗涤
E

次(

最后将菌体悬浮于
E%K[

冰冷蒸馏水中)超声波

破碎处理
#%K9+

(

#$%%%

9

离心
#%K9+

(收集芽孢和

伴胞蛋白混合物(再用
#"K[

无菌水重新悬浮(取
$

K[

菌株蛋白与人工饲料%

#"

&混匀加入到
D

孔板中晾

干(用于生物活性测定)

挑取孵化
"@

左右的棉铃虫幼虫!棉铃虫幼虫

由海口海森元生物科技有限公司提供"至装有
<6

晶

体蛋白人工饲料的
D

孔板中(每孔
#

头虫(每个蛋白

样品用
$%

头棉铃虫幼虫)放置在相对湿度为
D"g

左

右,温度为
$D^

,光照周期为光照$黑暗
h#!1

$

#%1

的条件下(观察测试昆虫形态变化以及饲料是否变

质(培养
E

(

"@

记录棉铃虫死亡情况(计算棉铃虫的

死亡率)

$

!

结果与分析

$<#

!

<6

菌株的分离与鉴定

采集的土壤样品经过醋酸钠结合高温处理以进

一步富集
<6

菌株(因为醋酸钠能够抑制非
<6

芽孢

杆菌的芽孢形成(使其在突然高温处理时被杀死(从

而保证最大限度地富集
<6

菌株)分离株培养至芽

孢充分形成(石碳酸复红液染色后在油镜下观察(如

果观察到同时有芽孢杆菌和伴胞晶体的产生(即可

初步判定分离株为
<6

菌株%

#D

&

)本研究共从吊罗山

热带雨林区采集的
$"E

份土壤样品中筛选分离到芽

孢杆菌
&MD

株(其中
<6

菌株
EE

株(分别命名为

`//%E&

,

`//%"L

,

`//%MM

,

`//#%&

等!图
#

"(

<6

菌株分离率为
!<$g

)进一步用扫描电镜观察发

现(

<6

菌株的伴胞晶体形状有方形,圆形,椭圆形等

!图
$

")

V<

伴胞晶体蛋白'

=<

芽孢'图
$

同

V<V*

;

40,--9+39+>-)49(+

'

=<=

J

(*3

'

O134,K3.(*79

S

<$

图
#

!

<6

菌株芽孢和伴胞晶体蛋白的光学显微镜观察!

f#"%%

"

79

S

<#

!

F]43*:,09(+(.<694(-,034,+@>*

;

40,--9+39+>-)49(+]

;

(

J

09>,-K9>*(4>(

J

3

!

f#"%%

"
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图
$

!

<6

菌株伴胞晶体蛋白的扫描电镜观察

79

S

<$

!

F]43*:,09(+(.<6>*

;

40,--9+39+>-)49(+)+@3*4>,++9+

S

3-3>0*(+K9>*(4>(

J

3

$<$

!

<6

菌株的伴胞晶体蛋白分析

=B=CX5T?

电泳可用于分析
<6

菌株芽孢期的

蛋白组成及其分子质量大小(伴胞晶体蛋白的
=B=C

X5T?

电泳带型作为
<6

菌独有的一个重要特征(可

以作为判断
<6

新菌株的重要标准)

<6

菌株培养进

入芽孢期时(

L%g

的基因表达关闭(伴胞晶体蛋白能

够占到细胞干质量的
#

$

E

以上(因此芽孢期
=B=C

X5T?

电泳出现的蛋白带主要为伴胞晶体蛋白)本

研究中(芽孢期
<6

菌株的主要蛋白带大小为
#E%

(

&%

和
E%I)

左右!图
E

")

Z=5<

牛血清白蛋白(分子质量为
DDI)

!

Z=5<Z(:9+3,-])K9+

(

K(-3>)-,*239

S

10DDI)

图
E

!

<6

菌株伴胞晶体蛋白的
=B=CX5T?

电泳分析

79

S

<E

!

5+,-

;

494(.

J

,*,4

J

(*,-9+>-)49(+

J

*(039+

J

*(.9-34]

;

=B=CX5T?
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!!

用洁净刀片从
=B=CX5T?

胶上割取最亮的蛋

白带进行质谱分析(结果见表
#

)表
#

表明(

<6

分离

株的伴胞晶体蛋白在
+*

数据库中无对应的同源蛋

白)据此初步判断从吊罗山国家自然保护区分离的

<6

菌株含有的伴胞晶体可能为新型杀虫晶体蛋白(

可对其进行生物活性,基因组和蛋白质测序分析(以

进一步确定)

表
#

!

<6

菌株伴胞晶体蛋白的质谱分析

O,]-3#

!

W,444

J

3>0*(K30*

;

,+,-

;

494(.>*

;

40,--9+39+>-)49(+4(.<694(-,034

<6

菌株

<694(-,034

蛋白分子质量$
I)

X*(039+],+@

49d3

+*

库对应蛋白

V(**34

J

(+@9+

S

,>>3449(+/(<

质谱肽段

X3

J

<>()+0

质谱得分

X*(039+4>(*3

可信度$
g

V<G<

`//%#$ #E%

S

9

(

$$&L&DEMD E D %

`//%$# D%

S

9

(

!#DMM$ME $ #" %

`//%$M &%

S

9

(

!%EE&$& D #E %

`//%E& #E%

S

9

(

#"&$#LLE #$ $# %

`//%EL L%

S

9

(

$%##$L $ D %

`//%"L #E%

S

9

(

EED%"#L D L %

`//%DE D"

S

9

(

$$&L&DEMD M #M %

`//%D" &"

S

9

(

#&L&&LM# L #$ %

`//%M" #E%

S

9

(

#&EM"D"% M M %

`//%M& #E%

S

9

(

$#M$E"DMD M L %

`//%MM #E%

S

9

(

$E&"##D" D M %

`//%L% D%

S

9

(

$%###M " #$ %

`//#%" D%

S

9

(

$%##$$ D #D %

`//#%& #E%

S

9

(

$E!$%E$M$ D L %

`//##% #!%

S

9

(

#D"MMDL# ! #E %

`//### E%

S

9

(

$%##%$ " #% %

`//##" #E%

S

9

(

!&!ML$ & M %

`//##& #E%

S

9

(

#"#!E%EL D M %

`//#!L &"

S

9

(

$%DLELE!% E M %

`//#"E !"

S

9

(

M"D&L&& # D %

`//#"D !"

S

9

(

#D""!LD% # " %

`//#D# !"

S

9

(

$%##%E " #E %

$<E

!

<6

菌株蛋白的杀虫活性

对
EE

株
<6

分离株进行杀棉铃虫活性测定(饲

养
"@

后统计存活和死亡的数量!表
$

")

表
$

!

<6

菌株对棉铃虫幼虫的杀虫活性

O,]-3$

!

O(c9>90

;

0340,

S

,9+40-,*:,3(.>(00(+](--2(*K

<6

菌株

<694(-,03

死亡率$
g

V(**3>03@

K(*0,-90

;

伴胞晶体形态

=1,

J

3(.

,>*

;

40,--9+3

`//%$# ""<%

双锥体
Z9

J;

*,K9@

;

`//%$M "%<%

不规则
G**3

S

)-,*

`//%E& M"<%

球形
=

J

13*3

`//%EL &"<%

球形
=

J

13*3

`//%"L M"<%

椭圆形
F:,-

`//%MM $"<%

正方体
V)]3

`//#%& $"<%

正方体
V)]3

`//##% M%<%

正方体
V)]3

从表
$

可 见(

<6

菌 株
`//%E&

,

`//%EL

,

`//%"L

和
`//##%

蛋白对棉铃虫的杀虫致死率

超过
&"g

(

`//%$#

和
`//%$M

对棉铃虫的致死

率为
"%g

左右(

`//%MM

和
`//#%&

蛋白对棉铃

虫的致死率为
$"g

)其余
$"

个
<6

菌株的蛋白对

棉铃虫幼虫没有杀虫活性或杀虫活性极低)

E

!

讨
!

论

$%

世纪
L%

年代我国开始种植转
<6

杀虫基因

棉花(获得了良好的经济,环境和社会效益)转
<6

杀虫基因抗虫棉曾经力挽狂澜(挽救了棉花种植

业%

#&C#L

&

)但正如多年使用同一种农药控制害虫会致

害虫产生抗药性(长期大面积种植同一种抗虫基因

的转基因作物也可能导致害虫产生相应的抗性(至

少已有
!

种农业害虫被报道在田间对
Z0

毒素产生

了相应的抗性%

$%C$#

&

)目前抗虫转基因作物的抗虫基

因主要是
/,

3

085

,

/,

3

08/

,

/,

3

$8

基因及其同源基

因(大量研究表明(

V*

;

#5>

,

V*

;

#7,

和
V*

;

#',

等蛋

白能结合相同或相似的受体蛋白(因此容易产生交

互抗性%

$$

&

)

V*

;

#5

和
V*

;

$5

蛋白虽然不竞争同一

受体蛋白(但也可能因为抗性机制复杂而产生交互

抗性%

$EC$!

&

)

我国开展了大量转基因抗虫棉的研究与开发工

作(成为继美国之后世界上独立自主成功研制抗虫

棉的第
$

个国家)为了缓解棉铃虫对
<6

杀虫蛋白

产生抗性(中国农业科学院生物技术所于
#LLD

年开

;5
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始将不同杀虫机理的
<6

毒蛋白转入棉花共表达(构

建双价抗虫棉)但中国严重缺乏具有完全自主知识

产权的
<6

杀虫基因(为此(华中农业大学,中国农业

科学院,四川农业大学,中国科学院武汉病毒所和海

南师范大学等单位开展了大规模
<6

资源挖掘(鉴定

克隆
<6

杀虫蛋白基因
!%%

多个(克隆的杀虫蛋白基

因数量已经超越美国)但其中对棉铃虫有杀虫活性

的基因仅有
/,

3

#

,

/,

3

$

等(能应用到抗虫转基因棉

花的基因资源依然非常有限%

$"

&

)

海南岛地处热带(是中国热带生物资源和物种

基因库的重要分布中心(因此在海南开展热带生物

资源研究具有得天独厚的地理条件)西北农林科技

大学,南开大学,海南大学,海南师范大学和中国农

业科学院等多家科研机构在海南岛开展了
<6

菌种

资源收集调查%

LC#%

(

$DC$&

&

)其中(中国热带农业科学院

椰子研究所对杀椰心叶甲幼虫的
<6

菌株进行筛选(

发现
D

株
<6

菌株对椰心叶甲幼虫的校正致死率高

于
D%g

%

$M

&

)三亚南繁研究院对三亚地区的
<6

菌种

资源进行发掘(筛选出
$#

株
<6

菌株(其中
#

株
<6

菌株对小菜蛾幼虫有活性%

$L

&

)但尚未见对海南岛

杀棉铃虫
<6

资源进行筛选和分离的研究报道)本

研究对海南岛吊罗山热带原始雨林
<6

资源进行系

统收集(着力筛选分离对棉铃虫有杀虫活性的
<6

菌(并成功筛选出
M

株杀棉铃虫活性较强的
<6

菌

株)下一步将对这些
<6

菌株进行第二,三代测序技

术基因组测序%

E%

&

(以全面鉴定这些菌株所含的杀虫

蛋白基因(探讨这些杀虫基因用于抗虫转基因棉花

的可能性)
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