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苏云金芽抱杆菌(BaciUus thuringiensis)是

种革兰氏阳性细菌。它在形成芽抱的同时，能

够产生伴抱晶体蛋白 ， 该蛋白活化后能杀死鳞

翅目或双翅目昆虫幼虫， 最近也有报道一变种

能杀死鞠翅目昆虫幼虫。虽然苏云金芽抱杆菌

及其杀虫性质在本世纪初就为人所知，但利用

它作为杀虫剂只是近三十年的事。七十年代，

广泛应用化学杀虫剂引起的各种弊端促使人们

对苏云金杆菌进行深入研究，包括晶体蛋白的

化学组成、 活化机制 、 作用方式和代谢途径及

筛m优良菌株作为大田应用的杀虫剂的研究。

八十年代， 随着重组 DNA 技术的普及， 人们

在毒蛋白的基因定位与分离、 基因表达调节等

方面进行了深入研究，使之成为现代微生物学

和分子生物学中较为活跃的领域之一。 此项研

究既促进了苏云金杆菌在农业上的应用，又为

在分子水平上研究原核生物的发育分化提供了

一个较好的棋式系统。

-、苏云金芽抱杆菌毒素蛋白及其作用

"ðJ~云金芽抱杆菌是一种棒状的好氧细菌，

在自然界中可以不依赖于昆虫寄主而生存， 属

于非专一性寄生菌， 在实验室中很容易在培养

基上生长。当营养缺乏时，开始形成芽抱并合

成一至数个蛋白 晶体， 可达细胞干重 的 20-

30 % 。 对不同宿主专一的变种产生的晶体蛋白

性质不同。在对鳞翅目昆虫专一的菌株中， 晶

体一般呈菱形， 晶体 蛋白 亚 基的分子 量为

230 kD。 这个天然的亚基包括两个多肤 ， 单位

为 130 kD 。 对鳞翅目专一的不同亚种产生的晶

体蛋白无甚差异， 通常含谷氨酸和天冬氨酸在

20 %以上， 因此等电点很低， 约为 pH 4.6 。一

些作者还报道有与晶体蛋白相连的多糖。由主5~

云金杆菌 lsraelensis 产生的对双翅目昆虫专一

的晶体蛋白有几种， 分子量为 28-1 30 kD ， 其

中 130 kD 和 28 kD 蛋白已分离纯化， 并证明

前者具有杀幼虫活性， 后者具有外洛血活性，

但 Wu.D 等报道后者单独不 具毒性， 然 而对

130 kD 及 65 kD 组分 的 毒性有显著的促进作

用。 最近， 有人报道了苏云 金杆菌变和l' San 

diego 产生的晶体蛋白对黯翅目昆虫幼虫有毒。

该晶体呈长方形 ， 含 64 kD 的具毒性的多肤，

该多肤与其它亚种产生的晶体蛋白的活性肤的

氨基酸组成不同，也没有免疫交叉反应， 更为

突出的是该多肤似乎不象其它晶体蛋白的活性

肤那样，不是由一个较大的前体力~I工而成。

关于晶体蛋白的毒性机制的研究， 主要集

中在对鳞翅目专一的晶体蛋白上。晶体蛋白及

其亚基、 j容解的单链蛋白 ， 都是前毒素。前毒

素活化发生在昆虫小肠中，进食消化后被肠液

蛋白酶激话， 成为有活性的 δ-内毒素 。 前毒素

在体外可被膜蛋白酶活化， 活性肤为 30-80

kD 大 小的肤段， 比这再小则其 δ-内毒素活性

逐渐丧失， 10 kD 以下完全不具活性。 毒素作

用的原初位点是中肠上皮细胞。 最早的症状发

生在晶体蛋白活化后几分钟， 幼虫停止进食并

开始瘫痪， 1- 3 天后死亡 。组织学观察表明 ，

δ-内毒素作用于靶细胞， 使之膨胀和液也化，

最后细胞解体， 内含物释出。 但毒素作用的分

子机制还不清楚。有人认为 。-内 毒素是膜毒

素， 具去垢剂样作用 。 Fast 等把 δ-内毒素结合

于 Sephadex G一25 上，从而排除了毒素进入细

胞的可能性， 证明毒素直接作用于膜[ IJ 。

T. Bulla 等利用毒素与磷脂结合实验证明毒素

与特异的质膜磷脂反应， 导致细胞解体[2 ]。然

而，毒案作用细胞后往往引起一系列代剧变化，
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所以它的作用机制远为复杂。有人甚至报道 。一

内毒素似乎对肿瘤细胞有某种抑制作用。

二、毒素蛋白基因

苏云金芽抱杆菌的菌株经常失去产生晶体

蛋白的能力，然而却极少能恢复。基于这个现

象，一些研究者提出晶体蛋白是由质粒编码的。

Gonzalez 等 (1981 ) 比较了野生菌株和治愈菌株

cry- 的质粒电泳图谱， 发现在五个菌株中，晶

体蛋白的产生能力分别与五个特定大小的质粒

相关[ 3 J 。 然而， 这一实验不能确定产生晶体蛋

白能力的丧失是结构基因丢失引起的还是质粒

上的调节基因丢失引起的。

1982 年，由于苏云金芽抱杆菌间质粒的高

频转移成功， 人们开始用之研究质粒与晶体蛋

白的遗传关系 。Gonzalez 等发现，把 HD-2 菌株

的 75MD 质粒、HD-73 的 50MD 质粒、HD-263

的 44MD 质粒分别转移到 cry- 菌株，后者获

得了产生晶体蛋白的能力[付。然而利用质粒转

移实验仍不能排除晶体蛋白产生能力的恢复是

由于质粒编码的调节基因与受体菌中的结构基

因反式互补的可能性。

基因定位的最直接结果来自基因分离。迄

今已从 6 个亚种中分离出晶体蛋白 基 因(表

1 )。 晶体蛋白基因既可存在于质粒上，也可存

在于染色体上， 或同时在两者上。导致这一情

况的原因可能是基因定位于一个可移动的遗传

因子上[51 。 Debabov 在 gaUerae 亚种中，用电镜

观察到类似于转座子的茎环结构[6 J oD . Lereclus 

等发现在苏云金杆菌的几个菌株中，都存在一

个称 Th 顺序的片段， 它插入质粒时会诱导毗

邻 DNA 的缺失， 电镜下的茎环结构就是由这

- Th 顺序形成的 [ 7 ] 0 1986 年该作者又证明这

一 Th 顺序(Tn4430)在大肠杆菌中有转座作

用，顺序分析表明在该转座子两端有 38 bp 的

反向重复顺序， 在 插入位点有 5 坤 的顺向重

复， 属于 Tn 3 转座子家族[ 8 J o A.Klier 等在来

自 Berliner 171 5 菌株的带有晶体蛋白基因片段

的重组质粒中 ， 发现品体蛋白基因与 Th 顺序

之间有带反向重复顺序的 3MD 的片段[ 9]0 H. 

R. Whiteley 等在 Kurstakí HD-l , Thuringiensìs 

HD-2 , Kurstaki HD-73 的含有晶体蛋白基因

的大片段中，都发现了一至几个拷贝的有反向

重复顺序的结构[1010

在克隆了第一个晶体蛋白基因后 .Whitel町

等用分离的基因的一个片段作探针， 对 22 个

Cry+ 菌株进行晶体蛋白基因定位。他们的结果

与以前及以后的实验结果有些是一致的， 有些

是矛盾的。结果不吻合的原因可能是所利用的

一段探针顺序并不与某些结均基因相关。 所以

探针杂交法只能作为基因克隆进行分布定位的

辅助方法。

晶体蛋白基因克隆的方法大同小异。 基本

战略是先构建一个总质粒或总 DNA 的基因文

库， 然后利用免疫探针或 DNA 、 RNA 探针进

行筛选， 最后用生物检测法鉴定。已分离的基

因的大致情况总结于表 1 0 

值得指出的是 : (1) 由于枯草芽抱杆菌

(Bacillus subtilis) 转化 系统的建立， 用 B.

subtiUs 作为表达宿主， 克服了在 E. coli 中低

表达甚至不表达的困难，利于筛选。 (2) 近年

来体外转录-翻译偶联系统不断完善， 利用这

一系统可直接进行蛋白检测和生物测定， 并避

免了昆虫拒食菌液的问题。 (3) 晶 体 蛋白

mRNA 转录有时间特异性 ， 只有在芽抱形成早

期才转录 ， 且其 mRNA 较稳定(半寿期约为 15

分钟)，而其它 mRNA 此时大大减少，因此可

把晶体蛋白特异的 mRNA 分离出来，作为探针

检测基因克隆。这几种方法目前都有成功的报

道。

在克隆了晶体蛋白基因后， 很多实验室都

对基因结构进行了深入研究， 包括基因在重组

质粒上的精确定位、 核昔酸顺序测定等。从一

些菌株的晶体蛋白基因结梅及顺序分析的结果

来看，不同菌株来源的晶体蛋白基因结构有相

似性， 又不完全相同 。例如在分析的 10 个菌株

中， 有 5 个菌 株有与 晶体蛋白基因相关的 Th

顺序"1 ， 并且在 5 个克隆的基肉上， 都发现有
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作者(参考文献 ) I 
Schnepf, I 
Whiteley I 
等[11012013'J I 

H叫

菌 株

K urstaki 

HD-1-DipeI 

Kurstaki 
HD-1 

Whiteley I K'urstaki 

Schnepf[ lSJ HD-73 

A. KIier [16>l 7J I Beriner 1715 

Cees 
Waelwijk [18J 

israelensis 

Sekar 等[凹] israelensis 

Ward 等 (20J

Yuji Shibano[21J 

A. kIi er 等 (9J

israelensis 

sotto 

亵 1 克隆的晶体蛋白基因

克隆片段 | 载 体 i 检测手段 | 基因定位 | 进展情况
质粒 DNA | E colig | 放射免疫I 3 0 及 47 I 基因全顺
Sau 3A 部 I _T>Y~>~=_'_ I探针 ， 生物测I..~ ::;_，J::~ ' I序测定，体外
分酶切片段 I pBR 322 I定 lMD 1!JHîL I表达调节

总 DNA Eco l.....n ..... E ∞li | 放射免疫| 染色体和 | 
IPBR 322 穿梭!探针， 生物测 I . ::~rr~:J.. I 

I 酶切， I质粒 pHÝ'331定 1 45MD 质粒 |

I 10' nnl;' I来 自 HD-1-D-1 I 大质粒部分 I E coli: I;;:-o~ ;;:~';;';;~ I I 基因限制
I - ~~... 

I制的基因1日 45 MD llll:;j<,:l l I~;.l.~~~~;:t l 45 MD 质粒 |
....llD "#l n 探针 ， 蛋白鉴1

<;io.J ... ............... LY-I...,:.u.. 
1 DNA Bgln 酶切 I pBR 322 1 :Z~ ~!!~~I I 酶谱分析

1 
P ...., .... " oJ ú l4

定及生物测定 I
A 总 DNA 机械
剪切

B 42MD 质粒
B，amHI 酶切

112 kb 质粒
自9 9.7 kb 
Hindm片段

112 kb 质粒
XhoI 酶切

72-75 MD 质粒

Hindm 酶切

68 kb 质粒 XhoI

片段的 6.6 kb pstI 

片段再克隆

45MD 质粒

几个带反向重复顺序的结构[9 ， 10 J 。 对基因的限

制酶谱分析也 表明晶体蛋白基因组织彼此相

似[ PJ
0 
Gonzalez 等根据晶体蛋白基因Hindm 和

pvu 1I 限制酶切片段的大小，把晶体蛋白基因
分为两类[5 J。但是这种划分与晶体蛋白基因是

来自 染色体还是质粒无关。从限制酶谱来推断 ，

I 型和 E 型基因 编码的蛋白 N端 的顺 序很相

似， 而主要在 C 端及 基 因的 扩 端邻接顺序不

同， 这与 Chestukhina 等的实验结果十分吻合，

后者提出晶体蛋白的 N-端 形成一个稳定而紧

密的结构域， 对应于分子的毒性部分[ 22 J O H. 

R . Whitel町 等利用基因部分缺失及与 自-半乳

糖苛酶基因融合的方;去， 发现在 重组的 E. coli 
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l抱子形成特异I 'l'h .b. I.... I A. 基因穿梭质粒 I~RNA 作探| 染色体， L 
|针， 免疫检测| 阳序测定， 体
| 及生物测定 I 42 阳质粒 协转录及翻译

E coIi: I 体外转录-翻 1 .. ...... 1_ L r=I'!. .J,..)_ I 基因全
1 ~:: ，'='，: ，-:， ::." 111 2 kb 质粒 lpBR 322 | 译偶联系统 I - - - -- ~ 

L>''' '~ I 顺序分析

l枯草棚杆菌|芽抱叫形[ 11 2 kb llll:lfL [ I 112 kb 质粒 |
质粒 pBC 16 成，生物测定I

--- L>''' '~ I 

体外转录-翻I ""__'7t: ~....n I I 72-75 MD I 基因全译偶联系统， 1 ' ú- , OJ u............ 
I 

免疫检测， 生I g; 
"'''' 

I | 质 粒 | 顺序，分析
物测定 I LV-I. Ij'..!l. I 

因
析
基

分

构

序
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菌株中， 毒 肤表 达需 要 5' 端第 10 至 5 0 个密

码子和 3' 端第 603→645 个密码子。有些证据

还表明 3' 端被修饰明显地影响表达 程度和肤

的构型[10J 。

= 晶体蛋白基因襄达的调控
对苏云金杆菌晶体蛋白表达的研究，早年

多着重于形态描述， 七十年代以后进行了大量

的生化分析。 Gonzalez 等首先在苏云金杆菌中

发现了稳定的 mRNA 组分， 它与晶体形成有

关， 仅在芽 抱形成 早期出现。 Klier 等从形成

芽抱的细胞中分离 出不同于营养 细胞的 RNA

聚合酶， 包括 I 型和 E 型。营养细胞中的 RNA
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聚合酶起识别作用的 σ 亚基为 55 kD， 该亚 基

在芽抱形成过程中逐渐消失， 代之以两个新的

亚基，分子 量 分别为 35 kD 及 27 kDo Kain­

Guion 等证明，这种 RNA 聚合酶转录产物恰

与那种 稳定 mRNA 同源。利用部分纯化的

mRNA, Gold 等进行了体外翻译试验，来确定

发育过程中晶体蛋白基因的转录时间。但这个

实验不能排除 mRNA 是在营养 期合成而在芽

抱形成时被激活的可能性。

利用克隆的基因研究表达，简化了实验系

统。可以从分析基因核昔酸顺序入手， 研究对

转录及翻译有调节功能的结构，也可以利用 Sl

核酸酶对不同发育阶段的 RNA进行作图定位，

分析转录调节。还可以利用体外表达系统，人

为加入一些因子 ，研究转录及翻译的必需条件。

例如，用克隆的基因系统， Whiteley 等发现在

苏云金芽抱杆菌中，晶体蛋白基因有两类转录

起始点，分别在芽抱形成较早时期和较晚时期

形成转录产物， 前者称 RNAI ， 后者称 RNA

E 。 在 E . coli 中的转录起始点位于这两类转录

起始点之间。 RNA 1I的启动子与枯草芽抱杆

菌中被 δ55_RNA 聚合酶识别的顺序无同源性，

与和芽抱形成相关的基因，如 SPQVG 、 SPQVC

的启动子顺序也不同源。 在翻译起始密码上游

三个碱基处，存在有一个 11 坤的顺序，能与

枯草杆菌中 16 S rRNA 的 3' 端顺序很好地

互补。而且在翻译终止密码前， 有一个潜在的

核糖体结合位点 ， 保证了核糖体不会中途脱离。

不寻常的是， 在 3' 和 5' 端不翻译区 的起始密

码和终止密码处， 有相同的八个碱基顺向重复

顺序， 5' 端的八碱基顺向重复顺序可能与 3'

端的重复顺序互补， 使两端邻近，核糖体可从

晶体蛋白 mRNA 的一端直接移 到翻译起始

点[ 9 ， 10] 。 在 Israelensis 中， DNA 顺序分 析表

明，克隆的基因虽然有相当于枯草芽抱杆菌中

- 35 和 -10 区域保守顺序 ， 然而两者间距离不

保守，这种情况下表达只能在较低水平上发生 ，

这与晶体蛋白的自表达是矛盾的。所以，很可

能是晶体蛋白基因被一个不同的 RNA 聚合酶

所识别，它含有不寻常的 σ 因子。这一假设被

Klier 等 (1982)体外表达实验所验证。 他们把克

隆的来源于 beriner 171 5 的晶体蛋白基因进行

了体外表达， 发现与 该基因互补的 mRNA 只

有在包含 35 kD 及 27 kD 两个多肤的 RNA 聚

合酶存在下才出现[ 1 6 ] 。

综合这些实验结果， 可以看出以下几点=

(1) 基因在苏云金杆菌及枯草芽抱杆菌中， 只

有在芽抱形成早期才开始转录; ( 2) 晶体蛋白

基因主要 被一个含 35 kD 及 27 kD 两个多肤

的 RNA 聚合酶所转录J (3) 在所有 分离的晶

体蛋白基因旷 端， 都发现了与 16 S rRNA 3' 

端互补的核糖体结合顺序， 暗示翻译很有效，

所以表达调节主要在转录水平上， mRNA 的高

稳定性及其翻译的有效性对高表达也很有意

义。 (4) 除了染色体 来源的 beriner 1715 晶体

蛋白基因外， 都可在 E . coli 中表达， 无时间

特异性，但表达水平很低。 可能是在 ι coli

中晶体蛋白基因转录起始点与在苏云金杆菌中

的不同，并且启动子不能很好地被 E.coli RNA 

聚合酶识到j 。

四、晶体蛋白研究展望

对苏云金芽抱杆菌晶体蛋白的深入研究，

为其应用开辟了广阔的领域。

利用苏云金芽抱杆菌作杀虫剂，对人畜无

害，不会造成环境污染和生态不平衡， 而且可

以不断开发新菌株。 这方面一个有诱惑力的改

进是z 用遗传工程方法， 把几个菌株的优良性

状组合在一起。 1983 年， Kli町 等把含有 从

beriner 1715 中来的晶体蛋白 基因的重组质粒

转移到 israelensis 菌株中，杂合体能产生两种晶

体蛋白，同时杀死鳞翅目和双翅目昆虫幼虫。

另外，毒素作用一般发生在昆虫消化食物之后 ，

而昆虫进食与环境条件有关， 如果毒素摄入量

不足，幼虫会从麻痹状态中恢复， 2 - 3 天后

又可进食。用遗传工程方法改造菌株， 使之直

接产生活性毒素或高毒性产物， 将改善这一情

况。
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但是， 肯接利用苏云金杆菌作杀虫剂还是

有潜在的危险。即 ， 11 芽子包沉积在田里，它们

或许会暴露于与之亲缘相近的一种人类病原菌

一一股瘟杆菌 ( Bacillus anthrasis) 或其噬菌体，

转化或转导成一种类似的病原菌。在实验室中，

苏云金杆菌的转化及转导都有成功的报道，因

此这种担心是不无道理的。解决这一问题的方

法之-， 是利用植物遗传工程，把毒素蛋白基

因引入植物， 使之表达， 昆虫食后会死亡。迄

今为止所有实验都证明 δ一内毒素不对人体产

生危害， 这一想法是可行的。

近年来由于植物遗传转化技术的发展， 特

别是利用根癌农杆菌和 Ti 质粒改造的载体，已

经把几种外源基因引入植物并能表达。比利时

一个研究组最近把毒素蛋白基因引入烟草， 看

到了表达， 但还不足以杀死进食叶子的昆虫

(据 Herrera-Estrella , L. 来华报告)。因此，在

增强毒素基因在植物中表达这-环节上还需努

力。有些作者曾报道晶体蛋白为糖蛋白，而糖

蛋白在真核和原核生物中的加工过程可能是不

同的， 然而至今还不知道毒素蛋白杀虫活性与

糖组分有什么关系 ， 总之，把 δ-内毒素基因引

入植物并使之表达， 具有广阔的应用前景，然

而也是一项艰巨的工作。

摘 要

本文综述了苏云金芽抱杆菌晶体蛋白研究

的最新进展， 着重阐述了晶体蛋白的分子遗传

学， 包括晶体蛋白基因的定位及分离、 基因结

构及其与蛋白质结构与功能的关系，基因在芽

抱形成过程及在体外系统中的表达调节及其分

子机制，指出了晶体蛋白基因研究在理论上的

意义和在实际应用中的前景。
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