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摘要： 为获得对大黑鳃金龟甲幼虫具有较高杀虫活性的菌株，利用拌土法测定了本实验室分离的

５００ 株苏云金芽胞杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ，Ｂｔ）对大黑鳃金龟甲的杀虫活性，建立 Ｂｔ 菌株比较鉴

别技术来进行多样性分析，并对菌株的晶体形态及幼虫感染 Ｂｔ 后的中肠组织切片进行观察。 结果

显示，从 ５００ 株 Ｂｔ 菌株中筛选到 ４２ 株对大黑鳃金龟甲幼虫具有不同程度活性的菌株，分属于 １４
个菌株类型；其中有 １０ 株校正死亡率大于 ６０％ ，２６１⁃１ 菌株杀虫活性最高，７ ｄ 校正死亡率达

１００％ 。 从 １４ 个菌株类型中各选取 １ 个代表菌株进行基因鉴定，仅 Ｐ６５⁃１、１１２６⁃１、ＦＣＤ１１４ 和 ７８⁃２
菌株分别含有 ｃｒｙ８Ｍａ、ｃｒｙ８Ｃａ、ｃｒｙ８Ａｂ、ｃｒｙ８Ｇａ、ｃｒｙ８Ｅａ 共 ５ 个 ｃｒｙ８ 类新基因，其它 １０ 个菌株均不含

ｃｒｙ３、ｃｒｙ８、ｃｒｙ１８、ｃｒｙ２３、ｃｒｙ３７、ｃｒｙ４３ 等对鞘翅目害虫有效的杀虫基因。 １４ 个菌株中，７８⁃３、１２７⁃２ 和

１１９８⁃１ 菌株能产生双锥体型晶体，２６１⁃１、ＦＣＤ１１４、Ｐ６５⁃１、ＦＴＬ８４、７８⁃２ 和 １１２６⁃１ 菌株能产生球形晶

体。 幼虫感染 ２６１⁃１、１１９８⁃１、ＦＣＤ１１４、１１２６⁃１、ＱＤＬ４０⁃２ 菌株后，中肠组织发生明显的病理变化：２ ｄ
时肠壁细胞明显出现空洞化，排列疏松，４ ｄ 时受到严重破坏并脱离底膜。 表明筛选到的 Ｂｔ 菌株具

有防治大黑鳃金龟甲幼虫的潜力。
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　 　 大黑鳃金龟甲 Ｈｏｌｏｔｒｉｃｈｉａ ｏｂｌｉｔａ 属鞘翅目金龟

总科，是我国东北、华北和黄淮海等地区主要地下害

虫，其幼虫（蛴螬）为害植物地下部分，成虫取食植

物地上部分（魏鸿钧等，１９８９），给我国农业生产造

成巨大的经济损失。 由于大黑鳃金龟甲趋光性较

弱、栖居于地下、为害时间长以及卵分批产于土中的

特点，传统的化学防治方法难以取得理想的效果

（陈建明等，２００４）。 因此，亟需探索和建立新的防

治技术和方法。
苏云金芽胞杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ，Ｂｔ）是一

种已被广泛用于农业害虫防治的昆虫病原细菌，随
着芽孢的形成，在其一端或两端形成具有不同形态

的伴胞晶体，即杀虫蛋白晶体，它主要是由 ｃｒｙ 或 ｃｙｔ
基因编码（Ｓｃｈｎｅｐｆ ｅｔ ａｌ． ，１９９８；Ｂｒａｖｏ ｅｔ ａｌ． ，２０１１）。
目前，国内外围绕 Ｂｔ 开展对地下害虫蛴螬防治技术

的研究已有 ２０ 余年，发现对蛴螬有活性的 Ｂｔ 基因

有 ｃｒｙ３（Ｋｕｒｔ ｅｔ ａｌ． ，２００５）、ｃｒｙ８（Ｓｈｕ ｅｔ ａｌ． ，２００７）、
ｃｒｙ２３、ｃｒｙ３７（Ｄｏｎｏｖａｎ ｅｔ ａｌ． ，２０００）、ｃｒｙ４３（Ｙｏｋｏｙａｍａ
ｅｔ ａｌ． ，２００４） 等，其中研究最多的是 ｃｒｙ８ 类基因。
２０００ 年，我国开始开展对蛴螬有效的 Ｂｔ 菌株筛选

与杀虫基因发掘工作，如冯书亮等（２０００）和 Ｓｈｕ ｅｔ
ａｌ． （２００９ａ） 分别在国内筛选出对铜绿丽金龟甲

Ａｎｏｍａｌａ ｃｏｒｐｕｌｅｎｔａ 和大黑鳃金龟甲有活性的菌株

ＨＢＦ⁃１ 和 ＨＢＦ１８。 随后 Ｓｈｕ ｅｔ ａｌ． （２００９ｂ）从 ＨＢＦ１８
菌株中克隆出 ｃｒｙ８Ｇａ１ 基因。 Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ． （２０１３）也
筛选出对大黑鳃金龟甲有活性的菌株 Ｂ⁃ＪＪＸ，并从

中克隆出 ｃｒｙ８Ａｂ１ 基因。
近年来，随着高通量测序技术的更新换代，加快

了杀虫基因克隆的速度（ Ｉｂｒａｈｉｍ ｅｔ ａｌ． ，２０１０）。 本

实验室利用基因组高通量测序方法从 Ｂｔ 菌株

ＨＢＦ１８ 中发现并克隆了对大黑鳃金龟甲等 ３ 种金

龟子幼虫均具有高活性的 ｃｒｙ８⁃ｌｉｋｅ、ｖｉｐ１Ａｄ 和 ｖｉｐ２Ａｇ
三种新基因（Ｂｉ ｅｔ ａｌ． ，２０１５）。 在菌株基因组高通

量测序之前，首先必须对供试菌株进行比较、鉴别，

去除冗余菌株，以免造成资金、人力、物力的巨大浪

费。 现有的菌株比较鉴别技术操作繁琐，且通量极

低，难以对大量菌株进行准确分析。 因此，鉴别、去
除冗余菌株成为 Ｂｔ 杀虫基因发掘的一项重要工作。
束长龙（２０１３）建立了新的菌株多样性分析技术，利
用该技术对 ８８８ 株 Ｂｔ 菌株进行了多样性分析，去除

了冗余菌株，获得了可用于高通量测序的 Ｂｔ 菌株

６４０ 个。 针对我国农业生产中大黑鳃金龟甲防治的

重要需求，本研究从自主分离的 Ｂｔ 菌株对大黑鳃金

龟甲幼虫的毒力测定入手，对筛选获得的高毒力菌

株进行鉴定比较，去除冗余菌株；并在此基础上对所

得筛选菌株的杀虫基因进行鉴定，以期为高效杀虫

基因的分离克隆奠定基础。

１ 材料与方法

１􀆰 １ 材料

供试菌株：５００ 株供试 Ｂｔ 菌株为本实验室分

离、筛选并保存；对照菌株中 ＨＢＦ１ 和 ＨＢＦ１８ 由河

北省农林科学院植物保护研究所提供，Ｂｔ１８５ 和

ＢｔＳＵ４为本实验室分离、筛选所得，其中，ＨＢＦ１ 菌株

含有 ｃｒｙ８Ｃａ２ 基 因， ＨＢＦ１８ 菌 株 含 有 ｃｒｙ８Ｇａ１、
ｃｒｙ８ｌｉｋｅ、 ｖｉｐ１Ａｄ 和 ｖｉｐ２Ａｇ 基 因， Ｂｔ１８５ 菌 株 含 有

ｃｒｙ８Ｅａ１ 和 ｃｒｙ８Ｆａ１ 基因，ＢｔＳＵ４ 菌株含有 ｃｒｙ８Ｈａ１
和 ｃｒｙ８Ｉａ１ 基 因。 Ｂｔ 标 准 菌 株 中 ＨＤ７３、 ＨＤ１２、
Ｔ１０Ａ００１、ＨＤ２２４、ＨＤ５１６、ＨＢＦ⁃１、Ｔ０３Ｂ００１、Ｔ２２００１、
ＨＤ１１、Ｂｔｉ 菌株由美国俄亥俄州立大学的芽胞杆菌

遗传资源保藏中心提供，Ｙ４１ 和 ＦＢ 菌株为本实验

室分离、筛选所得。 Ｂｔ 标准菌株 ＨＤ７３ 的无晶体突

变株 ＨＤ７３ － 为本实验室构建并保存。
供试昆虫：华北大黑鳃金龟甲幼虫由河北省沧

州市农林科学院植物保护研究所提供。 从田间采集

到成虫后，用新鲜的榆树叶片为饲料，雌雄配对在室

内进行人工饲养。 温度为 ２５℃、相对湿度为 １６％ ～
１８％ 、光周期为 １２ Ｌ ∶ １２ Ｄ。 成虫产卵后，将卵置于
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相对湿度为 １８％ ～ ２０％ 的土壤中进行孵育。 孵化

出来的幼虫用萌发的小麦种子在土中饲养。
培养基：ＬＢ（Ｌｕｒｉａ⁃Ｂｅｒｔａｎｉ）培养基：１％ 胰蛋白

胨、０􀆰 ５％ 酵母粉、 １％ ＮａＣｌ、 １􀆰 ３％ 琼脂， ｐＨ ７􀆰 ０，
１２１℃灭菌 ２０ ｍｉｎ。

试剂：抗生素购自美国 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司；Ｔａｑ Ｍｉｘ
聚合酶购自中国 ＢｉｏＭｅｄ 公司；ＰＣＲ 产物回收试剂

盒、质粒提取试剂盒、酶切纯化回收试剂盒购自美国

Ａｘｙｇｅｎ 公司；限制性内切酶、连接试剂盒和 ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ 购自日本 ＴａＫａＲａ 公司和加拿大 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ
公司；蛋白 Ｍａｒｋｅｒ 购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；ＰＣＲ 引

物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。
仪器：Ｓ⁃４８００ 扫描电子显微镜，日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公

司；ＣＸ２１ 显微镜，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司；Ｔｈｅｒｍｏｃｙｃｌｅｒ
ＰＣＲ 仪，德国 Ｂｉｏｍｅｔｒａ 公司；新 ＪＹ３００Ｃ 核酸电泳

仪，北京君意东方电泳设备有限公司；Ｍｉｎｉ Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ⅲ蛋白电泳仪，美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；ＧｅＩＤｏｃ⁃Ｉｔ®凝胶

成像系统，天美（中国）科学仪器有限公司；ＳＰＸ 智

能型人工气候箱，宁波江南仪器厂。
１􀆰 ２ 方法

１􀆰 ２􀆰 １ Ｂｔ 菌株室内杀虫活性的测定

大黑鳃金龟甲幼虫室内杀虫活性测定参照茅洁

瑜等（２０１１）方法进行。 Ｂｔ 菌株接种于 １ ／ ２ ＬＢ 固体

培养基上培养至 ５０％以上菌体裂解，刮取菌体悬浮

于 １０ ｍＬ 灭菌超纯水中，将干燥马铃薯丝浸泡于菌

悬液中 ２０ ｍｉｎ 后，连同菌悬液一起倒入经暴晒后的

１００ ｇ 土中，搅拌均匀后，分装于 ６ 孔生测板内，每孔

接 １ 头试虫。 以 ５ ～ ７ 日龄的健康、个体均匀的大黑

鳃金龟甲幼虫作为试虫，每处理 ２０ 头，重复 ３ 次，设
清水为空白对照。 在人工气候箱中饲养，温度

２６℃、相对湿度 ７０％ 、光周期 １２ Ｌ ∶ １２ Ｄ，分别在 ７ ｄ
和 １４ ｄ 后观察死亡和存活幼虫数量，计算校正死亡

率。 利用针头刺激虫体，无任何反应的视为死亡，反
之则为存活幼虫。 校正死亡率 ＝ （处理组死亡率 －
对照组死亡率） ／ （１ －对照死亡率） × １００％ 。
１􀆰 ２􀆰 ２ Ｂｔ 菌株的多样性分析

根据 Ｂｔ 菌株室内杀虫活性测定结果，提取具有

杀虫活性的 Ｂｔ 菌株基因组作为菌株多样性分析的

模板，设置已明确基因类型及其功能的 Ｂｔ 菌株

ＨＢＦ１８、Ｂｔ１８５、ＢｔＳＵ４、ＨＢＦ１ 为对照，Ｂｔ 基因组 ＤＮＡ
的提取参考 Ｓｈｕ ｅｔ ａｌ． （２０１３）的方法。 Ｂｔ 菌株在 ＬＢ
固体培养基中 ３０℃ 培养 １５ ｈ，收集菌体约 １００ ｍｇ
于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中，加入 １００ μＬ 混有溶菌酶的缓

冲液（１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ、１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ、１ ｍｏｌ ／ Ｌ

蔗糖，ｐＨ ７􀆰 ０），混匀，３７℃孵育 ３０ ｍｉｎ，加入细胞裂解

液（１ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ，ｐＨ ８􀆰 ０）和 Ｔｒｉｓ 饱和酚轻轻混

匀，６５℃ 孵 育 １ ｈ， 再 加 入 ３００ μＬ 氯 仿， 混 匀，
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ，取上清，加入等体积的异丙

醇， －２０℃静置 ２０ ｍｉｎ，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ，沉
淀用 ７０％乙醇洗涤 ２ 次，最后溶于 ２００ μＬ 无菌水中。

根据现有杀虫基因序列，通过聚类分析，针对 Ｂｔ
蛋白中最大的一类杀虫蛋白（具有 ３ 个结构域的杀虫

晶体蛋白）中最保守的 Ｂｌｏｃｋ１ 和 Ｂｌｏｃｋ５，设计可以扩

增多个基因家族的通用引物，设计上游简并引物

Ｆｃｏｎ＿１ｆ：５′⁃ＣＴＣＧＴＡＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＴＡＴＧＣＷＣＡＡＧＣ⁃
ＷＧＣＣＡＡＴＹＴＷＣＡＴＹＴ⁃３′和下游简并引物 Ｆｃｏｎ ＿５ｒ：
３′⁃ＧＡＣＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＧＲＡＴＡＡＡＴＴＣＡＡＴＴＹＫＲＴ
ＣＷＡ⁃３′。 并利用 ＦａｓｔＰＣＲ 软件（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｒｉｍｅｒｄｉｇｉ⁃
ｔａｌ􀆰 ｃｏｍ ／ ｆａｓｔｐｃｒ􀆰 ｈｔｍｌ）进行模拟扩增来对引物的扩

增效率进行评估。
３０ μＬ ＰＣＲ 反应体系：２ × ＰＣＲ Ｍｉｘｔｕｒｅ １５ μＬ、

０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 上下游引物各 １ μＬ、ＤＮＡ 模板 １ μＬ、超
纯水 １２ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件：９４℃ 预变性 ５ ｍｉｎ；
９４℃变性 １ ｍｉｎ，３８℃变性 ２ ｍｉｎ，７２℃延伸 ２ ｍｉｎ，３０
个循环；７２℃延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经 Ｈｉｎｆ Ｉ 酶切

后进行 １％琼脂糖凝胶电泳分析。
１􀆰 ２􀆰 ３ Ｂｔ 菌株晶体的观察

根据 １􀆰 ２􀆰 ２ 多样性分析结果，并结合菌株对大

黑鳃金龟甲幼虫的杀虫活性数据，在每种类型的菌

株中选取杀虫活性最高的作为代表菌株进行进一步

鉴定。 将选取的 Ｂｔ 代表菌株的胞晶混合液涂于载

玻片上，烘干固定，石炭酸复红染液染色 ３０ ｓ，清水

冲洗，晾干后 １００ 倍油镜进行观察。 胞晶混合液滴

于盖玻片上，涂抹均匀，干燥，将盖玻片粘在载物台

上，送往中国科学院植物保护研究所标本馆进行离

子溅射喷金，并进行晶体扫描电镜的观察和拍照。
１􀆰 ２􀆰 ４ Ｂｔ 菌株杀虫晶体蛋白的分析

选取的上述 Ｂｔ 代表菌株中杀虫晶体蛋白的

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析参照萨姆布鲁克和拉塞尔（２００２）的
方法进行。 １２０ Ｖ 预电泳约 １０ ｍｉｎ，取蛋白样品 ４０
μＬ，加入 １０ μＬ ５ × 加样缓冲液，混匀，再将上清和

沉淀分别梯度稀释，煮沸 ５ ｍｉｎ，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５
ｍｉｎ，取 １０ μＬ 上清点样。 ８０ Ｖ 恒压电泳至样品浓

缩呈直线，１５０ Ｖ 恒压电泳至指示的溴酚蓝到达凝

胶底部。
１􀆰 ２􀆰 ５ Ｂｔ 菌株杀虫晶体蛋白基因的鉴定

本研究通过 ｃｒｙ８ 类通用引物对菌株的 ｃｒｙ８ 类

基因进行鉴定， ｃｒｙ８ 类通用引物参照 Ｙｕ ｅｔ ａｌ．
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（２００６） 的方法设计合成； ｃｒｙ３、 ｃｒｙ２３、 ｃｒｙ１８、 ｃｒｙ３７、
ｃｒｙ４３ 类基因的通用引物根据目前已公布的基因序

列通过聚类分析设计合成（表 １）。

表 １ 本研究中通用引物的设计与 ＰＣＲ 扩增片段大小

Ｔａｂｌｅ １ Ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｌ ｐｒｉｍｅｒｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｉｚｅｓ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

基因类型

Ｇｅｎｅ ｔｙｐｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ＰＣＲ 产物大小

ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ （ｂｐ）

ｃｒｙ３ ３Ｆ：ＧＧＧＡＧＧＡＡＧＡＡＡＡＡＴＧＡＡＴＣＣ
３Ｒ：ＧＴＣＴＡＣＡＣＴＴＣＴＡＴＧＴＧＴＣＣＡＡＧＴ

１ ５３０

ｃｒｙ８ Ｓｎ３ｕｎ８：ＧＴＣＣＡＡＡＴＡＡＴＣＡＡＡＡＴＧＡＡＴＡＴＧ
Ｓｎ５ｕｎ８：ＣＧＴＴＴＴＧＣＣＴＣＴＴＴＣＡＣＴＧＣＡＴＣ

２ １００

ｃｒｙ１８ １８Ｆ：ＣＴＣＣＡＡＴＡＧＡＴＡＡＣＡＡＴ
１８Ｒ：ＡＡＡＴＴＴＴＧＡＡ ＣＣＡＴＴＧＴＣＴ

１ ７５０

ｃｒｙ２３ ２３Ｆ：ＡＴＧＧＧＡＡＴＴＡＴＴＡＡＴＡＴＣＣＡＡＧ
２３Ｒ：ＧＴＴＡＴＴＧＧＴＧ ＴＣＧＡＧＣＧＡＣＣ

８１０

ｃｒｙ３７ ３７Ｆ：ＡＴＧＡＣＡＧＴＡＴＡＴＡＡＣＧＣＡＡＣ
３７Ｒ：ＴＴＡＴＧＣＴＧＧＡ ＧＴＣＡＡＧＧ

３９０

ｃｒｙ４３ ４３Ｆ：ＣＣＧＣＡＡＣＧＴＡＴＧＣＡＡＡＴＣＡＴＴＧ
４３Ｒ：ＴＴＧＣＡＴＣＧＡＴＣＡＡＡＴＴＣＡＣＣＧＣ

１ ８００

１􀆰 ２􀆰 ６ 大黑鳃金龟甲幼虫中肠病理切片观察

将选取的上述 Ｂｔ 代表菌株接种于 ＬＢ 平板，在
３０℃恒温培养箱中培养至晶体产生，收集菌体即 Ｂｔ
胞晶混合物悬浮于 １０ ｍＬ 灭菌 ｄｄＨ２Ｏ 中，通过

Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法进行总蛋白定量。 在 ６ 孔板中，每个孔

中加入 ２􀆰 ５ ｇ 灭菌后的 １􀆰 ５％固体琼脂颗粒及 Ｂｔ 胞
晶混合物，终浓度为 １０ μｇ ／ ｇ 琼脂，阴性对照组分别

为不含 Ｂｔ 和加入无晶体突变株 ＨＤ７３ － 的处理，阳
性对照组为加有对照菌株 ＨＢＦ１８ 胞晶混合物的处

理。 每个处理 １０ 头大黑鳃金龟甲 ２ 龄幼虫，每处理

３ 次重复。 取处理后第 ２ 天和第 ４ 天的大黑鳃金龟

甲幼虫，在解剖镜下解剖虫体，取出中肠，浸入

２􀆰 ５％ 、ｐＨ ７􀆰 ４ 的戊二醛固定液中，室温固定 ２ ～ ４
ｈ。 送武汉谷歌生物科技有限公司进行切片制作，
并于光学显微镜下进行病理学观察。

２ 结果与分析

２􀆰 １ 对大黑鳃金龟甲幼虫有活性的 Ｂｔ 菌株

依据 ５００ 株 Ｂｔ 菌株杀虫活性测定结果，接种 １４
ｄ 后，共筛选到 ４２ 株菌株对大黑鳃金龟甲幼虫校正

死亡率≥３０％ ，其中校正死亡率达到 １００％ 的菌株

仅有 １ 株，为 ２６１⁃１ 菌株，校正死亡率达到 ６０％以上

的菌株有 １０ 株，其余菌株的校正死亡率在 ３０％ ～
６０％之间（表 ２）。

表 ２ Ｂｔ 菌株对大黑鳃金龟甲幼虫杀虫活性的筛选统计结果

Ｔａｂｌｅ ２ Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｂｔ ｉｓｏｌａｔｅｓ ａｇａｉｎｓｔ Ｈｏｌｏｔｒｉｃｈｉａ ｏｂｌｉｔａ ｌａｒｖａｅ ％
菌株
Ｉｓｏｌａｔｅ

校正死亡率 Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ
７ ｄ １４ ｄ

菌株
Ｉｓｏｌａｔｅ

校正死亡率 Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ
７ ｄ １４ ｄ

２６１⁃１ １００􀆰 ００ １００􀆰 ００ Ｂ８Ｄ６ ２３􀆰 ３３ ４０􀆰 ００
１１２６⁃１ ６０􀆰 ００ ８６􀆰 ６７ ７８⁃２ １１􀆰 ９０ ３８􀆰 ０９
Ｐ６５⁃１ ６０􀆰 ００ ８３􀆰 ３３ ＱＤＬ４０⁃２ ３０􀆰 ００ ３６􀆰 ６７
３９７⁃１ ５０􀆰 ００ ７３􀆰 ３３ Ｄ２ １０􀆰 ００ ３６􀆰 ６７
７８⁃３ ３０􀆰 ００ ７３􀆰 ３３ Ｃ９ １０􀆰 ００ ３６􀆰 ６７
Ｓ１２Ｂ４ ３０􀆰 ００ ７０􀆰 ００ ＱＣ６ ３６􀆰 ６７ ３６􀆰 ６７
Ｓ４Ｆ１２ ２０􀆰 ００ ６６􀆰 ６７ ＱＣ１１ ２０􀆰 ００ ３６􀆰 ６７
Ｓ１０Ｃ６ ４３􀆰 ３３ ６０􀆰 ００ ＰＳ８Ｄ１ ２３􀆰 ３３ ３６􀆰 ６７
Ｓ３Ｂ１１ ３６􀆰 ６７ ６０􀆰 ００ Ｂ８Ｅ２ ２６􀆰 ６７ ３６􀆰 ６７
Ｓ６Ｄ４ ４６􀆰 ６７ ６０􀆰 ００ Ｂ８Ｃ９ １３􀆰 ３３ ３６􀆰 ６７
ＦＣＤ３２ ３６􀆰 ６７ ５６􀆰 ６７ ＱＤＬ４７⁃１ １１􀆰 ９０ ３３􀆰 ３３
ＦＢＮ１１２ ２０􀆰 ００ ５６􀆰 ６７ １１９８⁃１ １６􀆰 ６７ ３３􀆰 ３３
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续表 ２ Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ
菌株
Ｉｓｏｌａｔｅ

校正死亡率 Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ
７ ｄ １４ ｄ

菌株
Ｉｓｏｌａｔｅ

校正死亡率 Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ
７ ｄ １４ ｄ

Ｓ１０Ｆ１０ ２３􀆰 ３３ ５３􀆰 ３３ Ｓ１０Ａ２ １３􀆰 ３３ ３３􀆰 ３３
ＦＣＤ１１４ ４０􀆰 ００ ５３􀆰 ３３ Ｃ２ ２０􀆰 ００ ３３􀆰 ３３
ＦＴＬ８４ ３０􀆰 ００ ５０􀆰 ００ Ｃ８ １６􀆰 ６７ ３３􀆰 ３３
Ｂ８Ｅ１２ １０􀆰 ００ ４６􀆰 ６７ Ｂ８Ｅ１１ １３􀆰 ３３ ３３􀆰 ３３
１１２６⁃３ １６􀆰 ６７ ４３􀆰 ３３ ＱＤＤ１５⁃３ ２３􀆰 ３３ ３０􀆰 ００
ＰＳ８Ｂ１０ ３６􀆰 ６７ ４３􀆰 ３３ ＦＳＤ１４⁃１ ２３􀆰 ３３ ３０􀆰 ００
１２７⁃２ １３􀆰 ３３ ４３􀆰 ３３ ４０５⁃３ １０􀆰 ００ ３０􀆰 ００
Ｂ８Ｆ２ １３􀆰 ３３ ４３􀆰 ３３ Ｄ５ １０􀆰 ００ ３０􀆰 ００
ＦＣＤ１１８ ２３􀆰 ３３ ４０􀆰 ００ Ｅ２ ３０􀆰 ００ ３０􀆰 ００

２􀆰 ２ Ｂｔ 菌株的多样性分析

引物模拟扩增结果显示，简并引物对 Ｆｃｏｎ＿１ｆ
和 Ｆｃｏｎ＿５ｒ 能够扩增 ｃｒｙ１、ｃｒｙ３、ｃｒｙ４、ｃｒｙ７、ｃｒｙ８、ｃｒｙ９、
ｃｒｙ１７、ｃｒｙ１９、 ｃｒｙ２０、 ｃｒｙ２１、 ｃｒｙ２４、 ｃｒｙ２５、 ｃｒｙ２７、 ｃｒｙ２８、
ｃｒｙ２９、ｃｒｙ３０、 ｃｒｙ３２、 ｃｒｙ３８、 ｃｒｙ４０、 ｃｒｙ４１、 ｃｒｙ４２、 ｃｒｙ４３、
ｃｒｙ４４、ｃｒｙ４７、 ｃｒｙ４８、 ｃｒｙ５０、 ｃｒｙ５２、 ｃｒｙ５３、 ｃｒｙ５４、 ｃｒｙ５７、
ｃｒｙ５９、ｃｒｙ６１、ｃｒｙ６７ 共 ３３ 个基因家族，比较广泛，可
用于菌株杀虫基因多样性的检测。 进一步选取了

１２ 株典型的含有 ｃｒｙ１、 ｃｒｙ３、 ｃｒｙ４、 ｃｒｙ８、 ｃｒｙ９、 ｃｒｙ１０、
ｃｒｙ１１、ｃｒｙ３０、ｃｒｙ４０、ｃｒｙ５０ 等基因的菌株对该兼并引

物进行测试，结果显示均可以检测到预期扩增条带

（图 １），表明该引物对可用于 Ｂｔ 菌株的检测。

图 １ 简并引物 Ｆｃｏｎ＿１ｆ ／ Ｆｃｏｎ＿５ｒ 的扩增结果

Ｆｉｇ． １ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅ
ｐｒｉｍｅｒｓ Ｆｃｏｎ＿１ｆ ／ Ｆｃｏｎ＿５ｒ

Ｍ： ＤＮＡ 分子量标准 ＤＬ２０００； １ ～ １２： 分别为菌株

ＨＤ７３、ＨＤ１２、Ｔ１０Ａ００１、ＨＤ２２４、ＨＤ５１６、ＨＢＦ⁃１、Ｔ０３Ｂ００１、
Ｔ２２００１、Ｙ４１、ＦＢ、ＨＤ１１ 和 Ｂｔｉ。 Ｍ： ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００；
１ － １２： ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＤ７３， ＨＤ１２， Ｔ１０Ａ００１， ＨＤ２２４，
ＨＤ５１６， ＨＢＦ⁃１， Ｔ０３Ｂ００１， Ｔ２２００１， Ｙ４１， ＦＢ， ＨＤ１１，
ａｎｄ Ｂｔｉ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
　

利用设计的引物 Ｆｃｏｎ＿１ｆ 和 Ｆｃｏｎ＿５ｒ 对 ４２ 株对

大黑鳃金龟甲幼虫有活性的菌株进行扩增，发现有

３３ 个菌株获得预期大小的扩增条带，其余菌株无此

扩增条带。 对这 ３３ 个菌株和 ４ 个对照菌株获得预

期大小的扩增条带进一步酶切、电泳分析显示，除对

照菌株的 ４ 个类型外，待测 ３３ 个菌株共分为 １４ 个

类型（图 ２）；其中，菌株 ３９７⁃１ 和 Ｓ１０Ｃ６ 与对照菌株

ＨＢＦ１８ 带型相同；菌株 Ｃ９ 和 ＱＣ１０ 与对照菌株

Ｂｔ１８５ 带型相同；没有发现与菌株 ＢｔＳＵ４ 和 ＨＢＦ１ 带

型相同的菌株；有 ５ 个类型包含多个菌株；菌株

ＱＤＬ４７⁃１、 ２６１⁃１、 ７８⁃３、 １１９８⁃１、 Ｓ１０Ａ２、 Ｂ８Ｅ１２、
ＱＤＬ４０⁃２、ＦＣＤ１１４、Ｂ８Ｅ１１ 类型各只有 １ 株。 结合对

大黑鳃金龟甲的杀虫活性，在 １４ 种菌株类型中分别

选 １ 株代表性菌株 １１２６⁃１、Ｐ６５⁃１、ＱＤＬ４７⁃１、２６１⁃１、
ＦＴＬ８４、 ７８⁃２、 １２７⁃２、 ７８⁃３、 １１９８⁃１、 Ｓ１０Ａ２、 Ｂ８Ｅ１２、
ＱＤＬ４０⁃２、ＦＣＤ１１４、Ｂ８Ｅ１１ 进行进一步的鉴定。
２􀆰 ３ Ｂｔ 菌株的杀虫蛋白晶体形态

对选择的 １４ 株代表菌株首先进行普通光学显

微镜 观 察， ＱＤＬ４７⁃１、 ＱＤＬ４０⁃２、 Ｂ８Ｅ１１、 Ｂ８Ｅ１２ 和

Ｓ１０Ａ２ 五个菌株没有观察到晶体存在，而其它 ９ 个

菌株有典型的晶体存在。 将这 ９ 个菌株样品进行扫

描电子显微镜观察，７８⁃３、１２７⁃２ 和 １１９８⁃１ 菌株能产

生双锥体型晶体；２６１⁃１、ＦＣＤ１１４、Ｐ６５⁃１、ＦＴＬ８４、７８⁃２
和 １１２６⁃１ 菌株能产生球形晶体（图 ３）。
２􀆰 ４ Ｂｔ 菌株杀虫晶体蛋白的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析

１４ 株代表菌株表达蛋白的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析结果

显示，Ｐ６５⁃１、１１２６⁃１、１２７⁃２、７８⁃３、２６１⁃１、ＦＣＤ１１４、１１９８⁃
１ 和 ７８⁃２ 菌株能表达典型的约 １３０ ｋＤ 的 Ｂｔ Ｃｒｙ 蛋

白，ＱＤＬ４７⁃１ 和 Ｂ８Ｅ１１ 菌株表达了约 ９７ ｋＤ 的蛋白，
其余菌株表达了少量 ６０ ｋＤ 的蛋白（图 ４）。
２􀆰 ５ Ｂｔ 菌株中杀虫晶体蛋白基因的鉴定

利用 ｃｒｙ３、ｃｒｙ８、ｃｒｙ１８、ｃｒｙ２３、ｃｒｙ３７、ｃｒｙ４３ 的保守

引物对 １４ 株代表菌株的鉴定结果显示，从 Ｐ６５⁃１、
１１２６⁃１、ＦＣＤ１１４ 和 ７８⁃２ 菌株中可以扩增到 ２􀆰 １ ｋｂ
的 ｃｒｙ８ 类基因目的片段；而所有供试菌株中均无

ｃｒｙ３、ｃｒｙ１８、ｃｒｙ２３、ｃｒｙ３７、ｃｒｙ４３ 的目的片段扩增出来。
进一步 ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ 结果显示（图 ５），Ｐ６５⁃１、１１２６⁃１、
ＦＣＤ１１４、７８⁃２ 等菌株酶切带型与已知菌株不同。 分

别对上述扩增片段克隆测序，序列比对分析结果显

７８４３ 期 王小奇等： 对大黑鳃金龟甲幼虫高效的苏云金芽胞杆菌筛选及 ｃｒｙ 基因鉴定



图 ２ ３７ 个 Ｂｔ 菌株 ＰＣＲ 产物经 Ｈｉｎｆ Ｉ 消化后的 ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ 图谱

Ｆｉｇ． ２ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ３７ Ｂｔ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｈｉｎｆ Ｉ
Ｍ： ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； １ ～ ３７： ＨＢＦ１８、３９７⁃１、Ｓ１０Ｃ６、Ｂｔ１８５、Ｃ９、ＱＣ１０、ＨＢＦ１、ＢｔＳＵ４、１１２６⁃１、１１２６⁃３、Ｂ８Ｃ９、Ｐ６５⁃１、

Ｂ８Ｆ２、ＱＣ６、Ｂ８Ｅ２、ＱＤＬ４７⁃１、２６１⁃１、Ｃ２、Ｃ８、ＦＣＤ１１８、Ｅ２、ＦＴＬ８４、Ｄ５、ＱＣ１１、７８⁃２、Ｄ２、１２７⁃２、４０５⁃３、 ＦＳＤ１４⁃１、Ｃ１３Ｂ１１、７８⁃３、
１１９８⁃１、Ｓ１０Ａ２、Ｂ８Ｅ１２、ＱＤＬ４０⁃２、ＦＣＤ１１４ 和 Ｂ８Ｅ１２； １ ～ ３： 类型 Ｉ； ４ ～ ６： 类型 ＩＩ； ７： 类型 ＩＩＩ； ８： 类型 ＩＶ； ９ ～ １１： 类型 Ｖ；
１２ ～ １５： 类型 ＶＩ； １６： 类型 ＶＩＩ； １７： 类型 ＶＩＩＩ； １８ ～ ２２： 类型 ＩＸ； ２３ ～ ２６： 类型 Ｘ； ２７ ～ ３０： 类型 ＸＩ； ３１： 类型 ＸＩＩ； ３２： 类

型 ＸＩＩＩ； ３３： 类型 ＸＩＶ； ３４： 类型 ＸＶ； ３５： 类型 ＸＶＩ； ３６： 类型 ＸＶＩＩ； ３７： 类型 ＸＶＩＩＩ。 Ｍ： ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； １ － ３７：
ＨＢＦ１８， ３９７⁃１， Ｓ１０Ｃ６， Ｂｔ１８５， Ｃ９， ＱＣ１０， ＨＢＦ１， ＢｔＳＵ４， １１２６⁃１， １１２６⁃３， Ｂ８Ｃ９， Ｐ６５⁃１， Ｂ８Ｆ２， ＱＣ６， Ｂ８Ｅ２， ＱＤＬ４７⁃１，
２６１⁃１， Ｃ２， Ｃ８， ＦＣＤ１１８， Ｅ２， ＦＴＬ８４， Ｄ５， ＱＣ１１， ７８⁃２， Ｄ２， １２７⁃２， ４０５⁃３， ＦＳＤ１４⁃１， Ｃ１３Ｂ１１， ７８⁃３， １１９８⁃１， Ｓ１０Ａ２， Ｂ８Ｅ１２，
ＱＤＬ４０⁃２， ＦＣＤ１１４， ａｎｄ Ｂ８Ｅ１２， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； １ － ３： ｔｙｐｅ Ｉ； ４ － ６： ｔｙｐｅ ＩＩ； ７： ｔｙｐｅ ＩＩＩ； ８： ｔｙｐｅ ＩＶ； ９ － １１： ｔｙｐｅ Ｖ； １２ － １５：
ｔｙｐｅ ＶＩ； １６： ｔｙｐｅ ＶＩＩ； １７： ｔｙｐｅ ＶＩＩＩ； １８ － ２２： ｔｙｐｅ ＩＸ； ２３ － ２６： ｔｙｐｅ Ｘ； ２７ － ３０： ｔｙｐｅ ＸＩ； ３１： ｔｙｐｅ ＸＩＩ； ３２： ｔｙｐｅ ＸＩＩＩ； ３３：
ｔｙｐｅ ＸＩＶ； ３４： ｔｙｐｅ ＸＶ； ３５： ｔｙｐｅ ＸＶＩ； ３６： ｔｙｐｅ ＸＶＩＩ； ３７： ｔｙｐｅ ＸＶＩＩＩ．
　

图 ３ Ｂｔ 菌株芽孢和晶体形态的扫描电镜观察结果

Ｆｉｇ． ３ Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｔ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｕｎｄｅｒ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
Ｓ： 芽孢； Ｃ： 晶体； Ａ ～ Ｉ： 分别为 ７８⁃１、１１９８⁃１、ＦＴＬ８４、７８⁃３、２６１⁃１、ＦＣＤ１１４、Ｐ６５⁃１、１１２６⁃１ 及 １２７⁃２ 菌株。 Ｓ： Ｓｐｏｒｅｓ； Ｃ：

ｃｒｙｓｔａｌ； Ａ － Ｉ： ７８⁃１， １１９８⁃１， ＦＴＬ８４， ７８⁃３， ２６１⁃１， ＦＣＤ１１４， Ｐ６５⁃１， １１２６⁃１， ａｎｄ １２７⁃２ ｉｓｏｌａｔｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
　

示，Ｐ６５⁃１ 菌株扩增出 １ 个基因，与 Ｃｒｙ８Ｍａ１ 相似性 最高，氨基酸序列一致性为 ９４％ ；７８⁃２ 菌株扩增出 ２
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图 ４ Ｂｔ 代表菌株杀虫晶体蛋白表达的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析结果

Ｆｉｇ． ４ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｒｙｓｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｂｔ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｓｏｌａｔｅｓ
Ｍ： 蛋白质分子量标准； １ ～ １７： 分别为菌株 ＨＢＦ１８、Ｐ６５⁃１、１１２６⁃１、１２７⁃２、７８⁃３、２６１⁃１、ＱＤ１４７、Ｓ１０Ａ２、Ｂ８Ｅ１２、Ｂｔ１８５、

ＳＵ４、ＦＣＤ１１、７８⁃２、１１９８⁃１、ＦＴＬ８４、ＱＤＬ４０、Ｂ８Ｅ１１ 的晶体蛋白。 Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ； １ － １７： ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｃｒｙｓｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ＨＢＦ１８，
Ｐ６５⁃１， １１２６⁃１， １２７⁃２， ７８⁃３， ２６１⁃１， ＱＤ１４７， Ｓ１０Ａ２， Ｂ８Ｅ１２， Ｂｔ１８５， ＳＵ４， ＦＣＤ１１， ７８⁃２， １１９８⁃１， ＦＴＬ８４， ＱＤＬ４０ ａｎｄ Ｂ８Ｅ１１
ｉｓｏｌａｔｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
　

个基因，分别与 Ｃｒｙ８Ｃａ２ 和 Ｃｒｙ８Ａｂ１ 相似性最高，氨
基酸序列一致性分别为 ９９％ 和 ７９％ ；ＦＣＤ１１４ 菌株

扩增出 ２ 个基因，分别与 Ｃｒｙ８Ｇａ３ 和 Ｃｒｙ８Ｅａ１ 相似

性最高，氨基酸序列一致性分别为 ９９％ 和 ７９％ ；
１１２６⁃１ 菌株扩增出 ２ 个基因，分别与 Ｃｒｙ８Ｇａ３ 和

Ｃｒｙ８Ｅａ１ 相似性最高，氨基酸序列一致性分别为

９７％和 ８９％ 。 表明这 ４ 个菌株中分别含有第 ３ 或

者第 ４ 等级的新的 ｃｒｙ８ 基因。

图 ５ Ｂｔ 菌株 ｃｒｙ８ 类基因的 ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ 图谱分析

Ｆｉｇ． ５ ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｃｒｙ８⁃ｔｙｐｅ ｇｅｎｅｓ
ｆｒｏｍ Ｂｔ ｉｓｏｌａｔｅｓ

Ｍ： ＤＮＡ 分子量标准 ＤＬ２０００； １ ～ ７： 分别表示菌株

ＨＢＦ１８、ＳＵ４、ＢＴ１８５、７８⁃２、ＦＣＤ１１４、Ｐ６５⁃１、１１２６⁃１ 的 ＰＣＲ
产物经 Ｈｉｎｆ Ｉ 酶切后的电泳图谱。 Ｍ： ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ
ＤＬ２０００； １ － ７： ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＨＢＦ１８， ＳＵ４， ＢＴ１８５， ７８⁃
２， ＦＣＤ１１４， Ｐ６５⁃１， ａｎｄ １１２６⁃１ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｈｉｎｆ Ｉ．
　

２􀆰 ６ 大黑鳃金龟甲幼虫中肠病理切片观察

大黑鳃金龟甲幼虫中肠切片病理学观察结果显

示，未经 Ｂｔ 侵染的对照组幼虫中肠肠壁细胞致密、
整齐，分布均匀（图 ６⁃Ａ、Ｂ）。 用对大黑鳃金龟甲幼

虫有活性的 ＨＢＦ１８ 菌株处理的幼虫，２ ｄ 后其中肠

肠壁细胞排列疏松，细胞明显出现空洞化（图 ６⁃Ｃ）；
４ ｄ 后肠壁细胞受到严重破坏，并脱离底膜（图 ６⁃
Ｄ）。 无晶体突变株 ＨＤ７３ － 处理组，幼虫中肠肠壁细

胞也排列整齐致密（图 ６⁃Ｅ、Ｆ）。 菌株 ２６１（图 ６⁃Ｇ）、
１１９８⁃１（图 ６⁃Ｈ）和 １１２６⁃１（图 ６⁃Ｉ）侵染 ２ ｄ 后，幼虫

中肠肠壁细胞排列较整齐，但细胞明显变形，并出现

少量空洞，而菌株 ＦＣＤ１１４（图 ６⁃Ｊ）和 ＱＤＬ４０⁃２（图
６⁃Ｋ）侵染 ２ ｄ 后，幼虫中肠肠壁细胞就开始排列疏

松，细胞变形严重，并出现较多空洞。 侵染 ４ ｄ 后，
菌株 ２６１（图 ６⁃Ｌ）、１１９８⁃１（图 ６⁃Ｍ）、ＦＣＤ１１４（图 ６⁃
Ｎ）、１１２６⁃１（图 ６⁃Ｏ）和 ＱＤＬ４０⁃２（图 ６⁃Ｐ）均能引起

幼虫中肠肠壁细胞严重变形，出现大量空洞，菌株

２６１（图 ６⁃Ｌ）甚至引起肠壁细胞严重破坏，排列杂

乱，无法辨认细胞形态，并脱离底膜，连同细胞内含

物向肠腔内移动。 而其它菌株 Ｐ６５⁃１、１２７⁃２、７８⁃３、
ＱＤＬ４７⁃１、Ｓ１０Ａ２、Ｂ８Ｅ１２、７８⁃２、ＦＴＬ８４、Ｂ８Ｅ１１ 侵染幼

虫后则未观测到明显的病变。

３ 讨论

蛴螬食性杂、生活环境多样、适应性强，是国内

外公认的难以防治的地下害虫（刘树森等，２００８）。
由于目前对大黑鳃金龟甲幼虫有活性的菌株资源相

对较少，为此，本研究以对大黑鳃金龟甲高效的 Ｂｔ
菌株为主要筛选目标，从实验室分离的 ５００ 株 Ｂｔ 菌
株中，筛选到 ４２ 株对大黑鳃金龟甲幼虫有活性的菌

株，其中校正死亡率（１４ ｄ）在 ６０％以上的有 １０ 株。
这些菌株丰富了我国对蛴螬有效的 Ｂｔ 菌株资源，为
高效杀虫基因的发掘和利用提供了材料，并为新的

Ｂｔ 杀虫剂和转基因抗虫植物研发奠定了基础。
对具有应用价值的杀虫基因发掘并进行专利保

护已经成为目前 Ｂｔ 资源发掘的一个重要目的。 截

止到 ２０１５ 年 １２ 月，世界上已报道的 Ｂｔ 杀虫晶体蛋

白基因已达 ８１６ 个（Ｃｒｉｃｋｍｏｒｅ ｅｔ ａｌ． ，２０１５）（ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｌｉｆｅｓｃｉ． ｓｕｓｓｅｘ． ａｃ． ｕｋ ／ ｈｏｍｅ ／ Ｎｅｉｌ ＿ Ｃｒｉｃｋｍｏｒｅ ／
Ｂｔ）。 从已公布的杀虫基因克隆分布来看，Ｂｔ 资源

地域性差别不明显，国家间很难利用资源地域性进

行竞争。 因此，Ｂｔ 资源竞争的核心就是提高 Ｂｔ 资源

９８４３ 期 王小奇等： 对大黑鳃金龟甲幼虫高效的苏云金芽胞杆菌筛选及 ｃｒｙ 基因鉴定



图 ６ 大黑鳃金龟甲幼虫感染 Ｂｔ 后中肠组织病理变化情况

Ｆｉｇ． ６ Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｄｇｕｔ ｏｆ Ｈｏｌｏｔｒｉｃｈｉａ ｏｂｌｉｔａ ｌａｒｖａｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｂｔ ｉｓｏｌａｔｅｓ
Ａ ～ Ｂ： 分别为对照 ｄｄＨ２Ｏ 处理 ２、４ ｄ； Ｃ ～ Ｄ： ＨＢＦ１８ 处理 ２、４ ｄ； Ｅ ～ Ｆ： ＨＤ７３ － 处理 ２、４ ｄ； Ｇ ～ Ｋ： 分别为经菌株 ２６１、

１１９８⁃１、１１２６⁃１、ＦＣＤ１１４、ＱＤＬ４０⁃２ 处理 ２ ｄ； Ｌ ～ Ｐ： 分别为经菌株 ２６１、１１９８⁃１、１１２６⁃１、ＦＣＤ１１４、ＱＤＬ４０⁃２ 处理 ４ ｄ。 Ａ － Ｂ： ２，
４ ｄ ｗｉｔｈ ｄｄＨ２Ｏ； Ｃ － Ｄ： ２， ４ ｄ ｗｉｔｈ ＨＢＦ１８ ｉｓｏｌａｔｅ； Ｅ － Ｆ： ２， ４ ｄ ｗｉｔｈ ＨＤ７３ － ； Ｇ － Ｋ： ２ ｄ ｗｉｔｈ ２６１， １１９８⁃１， １１２６⁃１， ＦＣＤ１１４，

ａｎｄ ＱＤＬ４０⁃２ ｉｓｏｌａｔｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； Ｌ － Ｐ： ４ ｄ ｗｉｔｈ ２６１， １１９８⁃１， １１２６⁃１， ＦＣＤ１１４ ａｎｄ ＱＤＬ４０⁃２ ｉｓｏｌａｔｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
　

的发掘效率。 目前报道的基于 ｇｙｒＢ 基因序列扩增、
鞭毛抗原基因序列扩增、回文序列扩增图谱等 Ｂｔ 多
样性分析方法达不到分析菌株之间差异的要求（Ｙｕ
ｅｔ ａｌ． ， ２００２； Ｘｕ ＆ Ｃôｔé， ２００８； Ｓｏｕｆｉａｎｅ ＆ Ｃôｔé，
２００９），Ｂｔ 质粒图谱分析难以准确定量分析（Ｒｅｙｅｓ⁃
Ｒａｍíｒｅｚ ＆ Ｉｂａｒｒａ，２００８）。 鉴于此，本研究根据杀虫

基因序列的特性，利用可以扩增多种杀虫基因的简

并引物对菌株含有的基因片段进行扩增，进一步利

用菌株间杀虫基因种类和数量的差异产生的 ＲＦＬＰ
图谱多样性对菌株进行比较，结果表明筛选到的 ４２
株对大黑鳃金龟甲幼虫有活性的菌株属于 １４ 个不

同的菌株类型。 该方法操作简便，有利于去除冗余

菌株，节约成本与时间，有助于提高 Ｂｔ 杀虫基因的

发掘效率。
本研究通过进一步的菌株鉴定和序列测定，发

现 ４ 个菌株含有新的 ｃｒｙ８ 类基因，包括 ｃｒｙ８Ｍａ、
ｃｒｙ８Ｃａ、ｃｒｙ８Ａｂ、ｃｒｙ８Ｇａ、ｃｒｙ８Ｅａ 共 ５ 类，推测它们属

于第 ３ 或者第 ４ 等级的新基因，有待今后进一步克

隆验证。 而毒力最高、中肠也能产生病理变化却检

测不到任何 ｃｒｙ 基因的 ２６１⁃１ 菌株以及其它类似的

菌株 １１９８⁃１ 和 ＱＤＬ４０⁃２，可能含有其它全新的杀虫

蛋白，但利用常规的 ＰＣＲ 等技术尚无法鉴定。 下一

步将尝试利用高通量全基因组测序等新的手段，来
发现和克隆这些菌株中可能含有的全新的杀虫蛋白

基因。
Ｂｔ 杀虫晶体蛋白对敏感昆虫中肠引起的病理

学变化主要表现有：中肠细胞的液泡增加，细胞膨胀

变形，肠壁细胞出现明显的空泡化，最终细胞内含物

与细胞一起脱落于肠腔中 （ Ｅｎｄｏ ＆ Ｎｉｓｈｉｉｔｓｕｔｓｕｊｉ⁃
Ｕｗｏ，１９８０）。 宋健等（２００８）报道，感染 Ｂｔ 后铜绿丽

金龟甲和黄褐丽金龟甲 Ａｎｏｍａｌａ ｅｘｏｌｅｔａ 幼虫中肠肠

壁细胞内含物随着细胞最终脱落游离至肠腔。 本研

究也观察到，在感染 Ｂｔ 后供试昆虫幼虫中肠肠壁细

胞排列疏松，细胞明显出现空洞化，细胞最终脱离底

０９４ 植　 物　 保　 护　 学　 报 ４３ 卷



模等相似的病理学变化。 王志英等（１９９６）研究发

现，落叶松毛虫 Ｄｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓ ｓｕｐｅｒａｎｓ 幼虫经 Ｂｔ 处理

后，在发病后期还感染除中肠外的其它许多组织；王
忠华等（２００２）也研究发现，转 Ｂｔ 基因水稻 ＫＭＤ２
的生米粉处理家蚕 Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ 后，其中肠内壁的

微绒毛明显稀疏而短小，柱状细胞和杯状细胞的线

粒体和粗面内质网数量也明显减少。 但本研究只进

行了光学切片的病理观察，存在一定不足，无法观测

到细胞内的超微结构以及其它器官的变化，今后将

利用透射电子显微镜来进一步观察。
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