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摘要!+)3W".X基因是本实验室自行分离克隆的一种新型苏云金芽孢杆菌"1.+*$$,6-2,)*/&*%/6*6!(K#杀虫晶体蛋

白基因!其表达$)"L9-蛋白对铜绿异丽金龟"(/#B.$.+#)=,$%/-.#和黄褐异丽金龟"(!%;#$%-.#幼虫具有较高的

活性$本研究对YIP[Y-!蛋白原毒素及胰凝乳蛋白酶消化片断的纯化条件及活性进行研究!最适的消化条件为质

量比$h!"!)&d!消化$1$通过阴离子交换层析得到纯的活性毒素蛋白$用原毒素与纯化的毒素对铜绿丽金龟幼

虫进行生测!YIP[Y-!原毒素蛋白的?Y%"为"4’&’B%B土!纯化的毒素的?Y%"为"4"[’B%B土!毒素的杀虫活性可以

达到原毒素的#倍$
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=3 Â7BE3$’’’!@1-7B>-72-.!’!W3A<13P3-7!’!@1-7BF.5$’!=-7BUA7BP-7)’!W-AF.B3A’

#$!F-.-%Q%3J.A#).-#)3’#)1*#$#&3#’H$./-D*6%.6%6./0</6%+-H%6-6’</6-*-,-%#’H$./-H)#-%+-*#/’!!!
"2*/%6%(+.0%B3#’(&)*+,$-,).$F+*%/+%6’1%*7*/&!$"""8’’"2*/.%

!!J*’%F+*%/+%./0M%+2/#$#&3"#$$%&%’1%*7*/&</6-*-,-%#’M%+2/#$#&3’1%*7*/&!$"""[$’"2*/.%

)!</6-*-,-%#’H$./-H)#-%+-*#/’G%A%*(+.0%B3#’(&)*+,$-,)%./0I#)%6-F+*%/+%6’1.#0*/&!"&$"""’"2*/.%

’!J*’%F+*%/+%"#$$%&%’E#)-2%.6-(&)*+,$-,).$4/*5%)6*-3’G.)A*/!$%"")"’"2*/.$

)7&.3-,.!YIP[Y-!QIAK5.7572A656NPK15B575+)3W".XAE1.+*$$,6-2,)*/&*%/6*6.J-L.76AE.7J52K.2.6-/2IPJK-/

QIAK5.7O.K1,A/523/-I,-JJAE$)"L9-4ZK.J/-IM.2.6-/KANAK1(/#B.$.+#)=,$%/-.-76(!%;#$%-.!R15JA/3N./.056
YIP[Y-!QIAKA\.7AE$)"L9-O-J-2K.M-K56NP21P,AKIPQJ.7-KK15570P,5(QIAKA\.7I-K.AAE$h!"#O(O$4ZKO-J
E3IK15IQ3I.E.56NP-7.A75\21-7B521IA,-KABI-Q1PA7U5JA3I25a2A/3,74R15-2K.M.K.5JAEK15QIAKA\.7-76K15
KA\.7O5I55M-/3-K56NPN.A-JJ-PJ4R15/5K1-/2A7257KI-K.A7E.EKPQ5I257K#?Y%"$AEK15QIAKA\.7O-J"4’&’BQ5I

BI-,JA./’O1./5K1-KAEK15KA\.7O-J"4"[’BQ5IBI-,JA./4R15-2K.M.KPAEK15KA\.7JO-JJ.\EA/6J-JK1-KAEK15

QIAKA\.74R15J5I5J3/KJ.76.2-K5K1-KYIP[Y-!KA\.7,-PN5N575E.2.-/EAIN.A2A7KIA/AENAK1(!+#)=,$%/-.-76(!
%;#$%-.!
8"9%/3:&!1.+*$$,6-2,)*/&*%/6*6%!YIP[Y-!QIAKA\.7%!YIP[Y-!KA\.7%!Q3I.E.2-K.A7%!-2K.M.KP

!!金龟子属于鞘翅目金龟总科#<2-I-N-5A.6-5$’
其幼虫俗称蛴螬是一类重要的世界性地下害虫’分

布广泛’为害多种植物)近!"年来全国各地的大量

调查表明’蛴螬在地下害虫中危害居首位’占地下害

虫总虫量的["b以上%每年全国蛴螬发生面积约

#""万1,!’产量损失!"b)$8&#*$8&&年’全国每

年蛴螬发生面积曾高达!千万1,!’产量损失’"b’
有些地块甚至绝产+$!,)据调查’北京及周边地区的

绿化草坪*草坪生产基地*高尔夫球场草坪及运动场

草坪主要以黄褐异丽金龟#(/#B.$.%;#$%-.$和铜
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绿异丽金龟!(!+#)=,$%/-."等为危害优势种#)$%对

这类重要害虫的防治一直依赖于化学农药&而生物

防治的研究和应用也局限于病原真菌和寄生线虫等

手段#’%$%
苏云金芽孢杆菌!1.+*$$,6-2,)*/&*#/6*6&(K"

是一种重要的昆虫病原细菌&呈革兰氏阳性!Wc"&
杀虫晶体蛋白!.7J52K.2.6-/2IPJK-/QIAK5.7J&ZYXJ"
是其主要的杀虫成分&也是细菌毒素中结构与功能

研究较为深入的一种##&$%对鳞翅目’双翅目’鞘翅

目’膜翅目’同翅目昆虫及动植物寄生虫线虫等有特

异性毒杀作用&而对人和家畜无害&不污染环境&在

农林卫生害虫防治中得到广泛的应用#[$%

+)3W".X基因是!""’年由中国农业科学院植

物保 护 研 究 所 宋 福 平 等 克 隆 的!专 利 申 请 号 为

!""’$"""8["&"&该基因已经在W57(-7L中登记!-2+
25JJ.A773,N5I为;>%$[!"$"&并为(K国际命名委

员会命名%+)3W".X基因编码由$$#"个氨基酸组

成的蛋白&分子质量为$)"L9-&对铜绿异丽金龟和

黄褐异丽金龟幼虫具有特异性的杀虫活性%本研究

对YIP[Y-! 蛋 白 的 纯 化 进 行 了 研 究&建 立 了

YIP[Y-!毒素的方法&并进行了生物学活性测定%
纯化的活性毒素其杀虫活性高于原毒素&本研究将

为蛴螬的生物防治起到重要的指导作用%

;!试验材料及来源

;<;!菌株来源

苏云金芽孢杆菌YIP[Y-!原始菌株!̂(D+$"由
河北省农林科学院植物保护研究所提供%

;<=!培养基及试剂

牛肉膏蛋白胨培养基(%4"B蛋白胨&)4"B牛肉

膏&加水定容$"""4",?&Q̂ &4"%

=!方法

=<;!’&567#8基因在原始菌株中的表达

+)3W".X基因的原始菌株!̂(D+$"活化过夜&
按$b接菌量转接&)"d’!)"I),.7培养&#1&菌体

裂解至晶体释放%"b以上时进行蛋白提取%

=<=!F39EF-=蛋白提取方法

牛肉膏蛋白胨培养菌体至裂解*)"""I),.7离

心[,.7收集菌体*$,A/)?:-Y/悬浮菌体后)"""I
),.7离 心[,.7&去 上 清*灭 菌 蒸 馏 水 洗 沉 淀*

%",,A/)?:-!YS)’%",,A/)?*9R;体积比为

%b的巯基乙醇Q̂ $"悬浮沉淀冰上$""I),.7&’1
以上*$""""I),.7离心$",.7&取上清*上清加入

$)$"体积的’,A/)?:-;Y调Q̂ 至’4&&混匀&冰
上沉淀!1以上*$""""I),.7离心$",.7&取沉

淀*用灭菌蒸馏水洗蛋白至没有巯基乙醇为止*沉淀

用适量的%",,A/)?:-!YS) 溶解Q̂ $"4!&冰上溶

解$1*’d&$!"""I),.7离心$",.7&弃沉淀#8$%

=<>!J’JKG)LM检测

聚丙烯酰胺凝胶配置及电泳方法参见分子克隆

实验指南#$"$%

=<@!F39蛋白纯化

先用胰凝乳蛋白酶消化&酶与YIP[Y-!原毒素

的质量比为$h$"到$h!""&然后U5JA3I25a进行阴

离子交换层析%平衡缓冲液为%",,A/)?:-!YS)&

Q̂ $"4!&$ ,A/)? :-Y/线 性 梯 度 洗 脱&流 速

$4",?),.7&洗脱下来的蛋白用截留量$"L9-的

超滤管脱盐%蛋白定量是通过<9<+X;W*电泳中

加入标准(<;定量*真空冷冻干燥备用%

=<B!生物活性测定

供试昆虫铜绿异丽金龟的幼虫由河北省农林科

学院植保所实验室饲养的标准试虫%测定方法(将

纯化的YIP[Y-!蛋白干粉溶解浓度为!,B),?&系
列稀释&加入到含有粗细均匀的新鲜土豆条的灭菌

细土中&搅拌混匀%以&日龄铜绿异丽金龟幼虫作

为试虫&每个处理接虫!"头&重复)次&%",,A/)?
:-!YS) 处理作空白对照&感染饲养&’$’6检查死

虫数量%采用XS?S软件分析结果%

>!结果与分析

><;!F39EF-=蛋白原毒素的分离和胰凝乳蛋白酶

消化研究

!!试验中提取的苏云金芽孢杆菌YIP[Y-!原毒素

分子量约为$)"L9-!图$"%

图;!F39EF-=原毒素J’JKG)LM电泳
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!!YIP[Y-!原毒素的消化结果表明!在$1!)&d条

件下原毒素可以降解到#"L9-左右的毒素"图!#$
试验中进行了胰凝乳蛋白酶浓度的摸索!在酶与

YIP[Y-!原毒素的质量比为$h$"和$h!"时!可获得

消化完全的#"L9-的活性毒素"图!样品$%!#&当酶

浓度低时"$h%""$h!""#消化不完全!消化产物为一

系列大小不等的蛋白片段"图!样品)"[#$

><=!F39EF-=毒素的纯化

采用阴离子交换预装柱U5JA3I25a对该蛋白

进行离子交换层析!通过:-Y/线性梯度进行洗脱!
结果见图)$在:-Y/浓度为"4)[,A/’?时!目标

蛋白被洗脱下来!洗脱蛋白的紫外吸收最高值达到

)["’,;_$通过;CR;5\Q/AI5I软件分析YIP[Y-!

毒素过阴离子交换的得率为8!4’$b$进一步通过

<9<+X;W*电泳检测洗脱 峰!结 果 表 明 目 标 蛋 白

YIP[Y-!毒素已经和杂蛋白完全分开!纯度很高"图

’#$

图=!F39EF-=原毒素胰凝乳蛋白酶消化情况

图>!F39EF-=原毒素胰凝乳蛋白阴离子交换取层析图

图@!J’JKG)LM电泳检测结果

><>!杀虫活性测定结果

分别用YIP[Y-!原毒素和纯化的活性毒素进

行杀 虫 试 验!结 果 见 表$$数 据 分 析 结 果 表 明!

YIP[Y-!原毒素和毒素对铜绿异丽金龟幼虫都有很

好的杀虫活性!饲毒$’6!YIP[Y-!原毒素的?Y%"为

"4’&’B’B土!胰凝乳蛋白酶消化后纯化的毒素的

?Y%"为"4"[’B’B土!根据试验数据表明纯化后的

YIP[Y毒素的杀虫活性可以达到YIP[Y-!原毒素的

近#倍$

表;!F39蛋白对铜绿异丽金龟幼虫杀虫

活性测定结果 !;@:";"

处理 ?Y%""8%b置信限#’’B(B]$

YIP[Y-!原毒素 "4’&""4$)""4[##

YIP[Y-!胰凝乳蛋白酶消化 "4"[""4"&""4)[#

!$#?Y%"单位为$B土中原毒素含量$

@!讨论

为了评价毒素蛋白的杀虫活性!更真实%准确地

反映其毒力大小!进行了YIP[Y-!毒素蛋白的纯化!
通过试验摸索掌握了纯化条件!并进行了生物活性

测定$由于不同YIP蛋白的等电点比较接近!本方
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法也 可 以 在 微 调 后 应 用 于 其 他YIP蛋 白 的 纯 化

研究!

YIP毒素晶体结构表明其活性区都是由)个结

构域 组 成"$$$##$这)个 结 构 域 或 者 参 与 受 体 结

合"$)#$或者与插入昆虫中肠膜形成孔洞有关"$&#!有

试验证据表明$*内毒素的杀虫选择性和毒素与昆

虫中肠受体高度亲和密切相关"$)#!同时$YIP蛋白

的毒力大小与受体的亲和能力有关$亲和力越高$则
毒蛋 白 与 昆 虫 的((HV%NI3J1+NAI65I,5,NI-75
M5J.2/5J&的结合越多$YIP蛋白的毒力越强"$8#!作

者用全长的YIP[Y-!的原毒素和胰凝乳蛋白酶激活

的#"L9-纯化的毒素对铜绿异丽金龟幼虫进行了

生物学活性测定$两者均表现出较好的活性$但是$
相比之下$YIP[Y-!#"L9-毒素的活性是原毒素的#
倍$这可能是由于在结构上$由于纯化的#"L9-的

活性毒素与昆虫中肠上受体相识别的部位暴露$从

而更容易与受体亲和所导致’另外的原因是活化的

毒素可能更容易发生变构从而插入膜形成孔洞$导

致昆虫中肠膜渗透压失衡$细胞破裂死亡!本试验

结果提示在进行转基因应用时$可选取YIP毒素中

小的高活性的片段的基因进行转移$这不但可以减

小操作的难度(减低成本$还可能获得更好的杀虫

效果!
本研究建立了YIP[Y-!活性毒素蛋白的纯化方

法$通过该方法可大量获得该毒素的纯品$为进一步

研究该蛋白的结构与功能$揭示毒素的杀虫机理奠

定了良好的基础!
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