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Ｂｔ 新菌株资源的采集与鉴定
黄勤清∗ꎬ 黄晓梅

福建农业职业技术学院ꎬ福建 福州 ３５０１１９

摘要: 【目的】寻找对致倦库蚊高效的苏云金芽胞杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓꎬＢｔ)杀蚊菌株新资源ꎮ 【方法】从福建省的武夷

山自然保护区、建阳、建瓯、浦城等多个地区采集土壤样品ꎬ采用热处理法从土壤中分离 Ｂｔ 菌株ꎬ并测定其对致倦库蚊活性

的效果ꎮ 【结果】从 １２５ 份土壤样品中分离出 ７１ 株 Ｂｔ 菌株ꎬ经生物测定得到 ４ 株对致倦库蚊有效菌株(ＱＱ１３、ＱＱ４２、ＱＱ６６
和 ＱＱ９２)ꎮ 其中ꎬＱＱ６６ 和 ＱＱ９２ 有较高的毒性ꎬ均有几丁质酶基因ꎬ没有检测到 ｃｒｙ１、ｃｒｙ１Ⅰ、ｃｒｙ２、ｃｒｙ４、ｃｒｙ５、ｃｒｙ６、ｃｒｙ７、ｃｒｙ８、
ｃｒｙ９、 ｃｒｙ１０ 和 ｃｒｙ１１ 基因ꎬ在 ７５~１００ ｋｕ 处各有一条杀虫晶体蛋白条带ꎮ 【结论】采集和鉴定到的 Ｂｔ 新菌株资源将对致倦库

蚊的生物防治起到促进作用ꎮ
关键词: 苏云金芽胞杆菌ꎻ 采集ꎻ 鉴定ꎻ 致倦库蚊
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓꎻ ｉｓｏｌａｔｉｏｎꎻ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ Ｃｕｌｅｘ ｑｕｉｎｑｕｅｆａｓｃｉａｔｕｓ

　 　 在微生物农药中ꎬ苏云金芽胞杆菌 (Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓꎬＢｔ)是目前应用广泛的微生物杀虫剂

之一ꎬ可以产生杀虫蛋白晶体( ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄａｌ ｃｒｙｓｔａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ＩＣＰｓ)(黄勤清ꎬ２００８ꎻ Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ
Ｂｔ 对鳞翅目、鞘翅目、双翅目等多种昆虫有毒杀活

性ꎬ害虫不易产生抗性ꎬ成本低ꎬ便于工业化生产ꎬ
不污染环境(张巧铃等ꎬ２０１５)ꎮ

Ｂｔ 分布广泛ꎬ可分离自昆虫、土壤、植物和水环

境等(徐卓吟等ꎬ２０１６)ꎮ 近年来ꎬ对许多国家大量生

境进行调查发现ꎬ虽然 Ｂｔ 最初发现于染病地中海粉

螟 Ｅｐｈｅｓｔｉａ ｋｕｅｈｎｉｅｌｌａ Ｚｅｌｌｅｒꎬ但 Ｂｔ 的存在和昆虫没有

必然联系ꎬ这种细菌依然大量存在于一些没有昆虫

的环境中(张灵玲等ꎬ２００８)ꎮ Ｂｔ 对蚊虫也有较好的

防治效果(Ｂｅｎ￣Ｄｏｖꎬ２０１４)ꎮ 研究学者已经分离出了

大量的 Ｂｔ 菌株ꎬ但新菌株的筛选仍在继续ꎮ 这是因

为虽然害虫对 Ｂｔ 高度敏感ꎬ但现有 Ｂｔ 菌株仍然无法

防治其他大量害虫ꎮ 因此ꎬ继续分离新的高效特效

Ｂｔ 菌株十分必要(黄勤清等ꎬ２００６ꎻ 魏华等ꎬ２０１８ꎻ
Ｓｕｎ ＆ Ｙｕꎬ２０００)ꎮ 武夷山是国家保护区ꎬ有宝贵的

微生物菌种资源ꎮ 因此ꎬ本研究从武夷山等福建省

多个地区采集土壤样品ꎬ从中分离纯化得到 ７１ 株

Ｂｔ 新菌株ꎬ并研究其对致倦库蚊 Ｃｕｌｅｘ ｑｕｉｎｑｕｅｆａｓｃｉ￣
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ａｔｕｓ Ｓａｙ 的杀虫效果ꎬ以期进一步丰富 Ｂｔ 菌种资

源ꎬ为高效杀蚊微生物制剂的研发奠定良好基础ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 材料

１.１.１　 分离培养基　 培养基 ＢＰＡ:牛肉膏 ５ ｇꎬ蛋白

胨 １０ ｇꎬ乙酸钠 ３４ ｇꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ 至 １０００ ｍＬꎬｐＨ 值

７.２~７.４ꎮ 培养基 ＢＰ:牛肉膏 ３ ｇꎬ蛋白胨 ５ ｇꎬ琼脂

１８ ｇꎬＮａＣｌ ５ ｇꎬ加水至 １０００ ｍＬꎬｐＨ 值 ７. ０ ~ ７. ２ꎮ
１ / ２ ＬＢ 培养基:蛋白胨 ５ ｇꎬ酵母粉 ２.５ ｇꎬＮａＣｌ ５ ｇꎬ
琼脂 １５ ｇꎬ加水至 １０００ ｍＬꎬｐＨ 值 ７.０~７.２ꎮ
１.１.２　 实验药剂　 ２ ｇ􀅰ｍｏｌ－１ ＮａＡｃꎻ１００ ｍｇ􀅰ｍＬ－１

青霉素钠盐ꎻ复红染色剂(１００ ｍＬ): 碱性品红(０.１
ｇ)＋９５％酒精(１０ ｍＬ)＋３％苯酚水溶液(９０ ｍＬ)ꎮ
１.１.３　 土壤样品　 从福建省武夷山自然保护区、建
阳、建瓯、浦城等地区采集土壤样品分离与纯化 Ｂｔꎮ
１.１.４　 供试昆虫　 以 ４ 龄致倦库蚊进行生物测定ꎬ
试虫由福建农林大学生物农药研究中心提供ꎮ
１.１.５ 　 实验主要仪器 　 ＤＹＣ￣２８Ｃ 型电泳槽、ＨＨ￣
Ｗ２１￣６００ 型电热恒温水浴锅、ＨＱ￣４５Ａ 恒温摇床和

ＢＡＣＫＭＡＮ 离心机ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 土壤样品采集　 采集地表 ５ ｃｍ 以下的土壤

进行菌株分离ꎬ将土样放入干净的自封袋ꎬ带回实

验室开展菌株分离等工作ꎮ
１.２.２　 Ｂｔ 菌株分离和镜检 　 称取 ０.１ ｇ 土壤放入

ＢＰＡ 培养基中ꎬ并加入 １００ ｍｇ􀅰ｍＬ－１青霉素钠盐

８０ μＬꎬ２ ｇ􀅰ｍｏｌ－１ ＮａＡｃ ３２５ μＬꎬ置于摇床上(温度

３３.２ ℃ꎻ转数 １３０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１)培养 ４２ ｈ 后取下ꎬ取
２００ μＬ 菌液装入离心管于 ７５~８０ ℃水浴中热处理

１０~１５ ｍｉｎꎬ 稍微静置后冰浴 ５ ｍｉｎꎬ吸 ０.２ ｍＬ 于

ＢＰ 平板上ꎬ均匀涂布ꎬ倒置于 ３０ ℃培养箱中培养

２４ ｈꎮ 挑选 ５ 个类似于 Ｂｔ 的菌落(干燥、不透明、乳
白色、均一或边缘有缺刻)接种到 ＢＰ 斜面上ꎬ３０ ℃
培养 ７２ ｈꎮ 用复红染色剂染色进行镜检ꎮ
１.２.３　 Ｂｔ 菌株杀蚊生物测定　 用 ０.８５％的 ＮａＣｌ 将
培养 ２ ｄ 的 Ｂｔ 菌株稀释至 Ｄ６００ ｎｍ为 ０.１ꎮ 取 １ ｍＬ 加

入 ５０ ｍＬ 蒸馏水中ꎬ放入 ４５ 只致倦库蚊 ４ 龄幼虫ꎬ
放置于 ２５ ℃恒温箱 ４８ ｈ 后ꎬ记录致倦库蚊Ⅳ龄幼

虫的死亡数ꎮ 重复 ３ 次ꎬ用无菌水做对照ꎮ
１.２.４　 高效杀蚊 Ｂｔ 菌株部分杀虫基因检测　 以高

效杀蚊菌株的总 ＤＮＡ 为模板ꎬ利用通用引物分别

ＰＣＲ 扩增部分 ｃｒｙ 基因和几丁质酶基因等杀虫基

因ꎮ 其中ꎬ ｃｒｙ５、 ｃｒｙ６、 ｃｒｙ８ 和 ｃｒｙ１１ 基因的引物

ｃｒｙ５Ｆ / ｃｒｙ５Ｒ、ｃｒｙ６Ｆ / ｃｒｙ６Ｒ、ｃｒｙ８Ｆ / ｃｒｙ８Ｒ 和 ｃｒｙ１１Ｆ /
ｃｒｙ１１Ｒ 参考黄天培(２００６)的实验设计ꎻｃｒｙ１、ｃｒｙ７、
ｃｒｙ９ 基因的引物 Ｋ５ｕｎ２ / Ｋ３ｕｎ２ 和 Ｋ５ｕｎ３ / Ｋ３ｕｎ３ꎬ
ｃｒｙ１Ｉ 基因的引物 Ｓ５ｕｎｉ / Ｓ３ｕｎｉꎬ ｃｒｙ２ 基因的引物

Ｓ５ｕｎ２ / Ｓ３ｕｎ２ꎬｃｒｙ４、ｃｒｙ１０ 基因的引物 Ｓ５ｕｎ４ / Ｓ３ｕｎ４
参考前人文献(宋福平等ꎬ１９９８ꎻ Ｋｕｏ ＆ Ｃｈａｋꎬ１９９６ꎻ
Ｓｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３)ꎻ几丁质酶基因的引物参考 Ｂｔ
ＷＢ７ 的序列(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＡＹ０７４８８２)设计 Ｃｈｉ￣
Ｆ(５′￣ＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＴＡＴＧＡＧＧＴＣＴＣ￣３′)和 Ｃｈｉ￣Ｒ
( ５′￣ＣＣＣＡＡＧＣＴＴ ＣＴＡＧＴＴＴＴＣＧＣＴＡＡＴＧ￣３′) ( 骆

兰ꎬ２００８)ꎮ
１.２.５　 高效杀蚊 Ｂｔ 菌株杀虫晶体蛋白检测　 参考

张灵玲等(２００８)的方法分离杀虫晶体蛋白ꎬ利用

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 进行检测ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 Ｂｔ 新菌株资源的采集与鉴定

从武夷山自然保护区等福建省内各地采集的

１２５ 份土壤样品中分离 Ｂｔꎮ Ｂｔ 芽胞为椭圆形ꎬ杀虫

晶体蛋白以菱形为主(图 １)ꎮ 具有上述特征的菌

株初步鉴定为 Ｂｔꎮ 共纯化得到 ７１ 株 Ｂｔ 新菌株ꎮ
由此可见ꎬＢｔ 普遍存在于土壤中ꎬ福建省具有丰富

的 Ｂｔ 菌种资源ꎮ

图 １　 Ｂｔ ＱＱ６６(Ａ)和 ＱＱ９２ 形态(Ｂ)
Ｆｉｇ.１　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｂｔ ＱＱ６６ (Ａ)ａｎｄ ＱＱ９２(Ｂ)

２.２　 Ｂｔ 菌株杀蚊生物测定

生物测定结果表明ꎬ共有 ４ 个 Ｂｔ 新菌株对致

倦库蚊有效ꎬ死亡率均达 ５０％以上ꎬ其中菌株 ＱＱ６６
和 ＱＱ９２ 杀虫效果最好ꎬ校正死亡率均达到 １００％ꎬ
而 ＱＱ１３ 和 ＱＱ４２ 的杀虫效果相对较差ꎬ分别是

６４.４％和 ５７.８％(表 １)ꎮ
２.３　 高效杀蚊 Ｂｔ 菌株 ＱＱ６６ 和 ＱＱ９２ 部分杀虫基

因检测

杀虫基因 ＰＣＲ 产物电泳检测结果表明ꎬＱＱ６６
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和 ＱＱ９２ 菌株均有约 ２ ｋｕ 大小的几丁质酶基因(图
２)ꎬ没有检测到 ｃｒｙ１、 ｃｒｙ１Ｉ、 ｃｒｙ２、 ｃｒｙ４、 ｃｒｙ５、 ｃｒｙ６、
ｃｒｙ７、ｃｒｙ８、ｃｒｙ９、 ｃｒｙ１０ 和 ｃｒｙ１１ 基因 ꎮ

表 １　 对致倦库蚊 ４ 龄幼虫有效 Ｂｔ 菌株
的生物测定

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂｉｏａｓｓａｙ ｏｆ Ｂｔ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａｇａｉｎｓｔ ４ｔｈ ｉｎｓｔａｒ
ｌａｒｖａｅ ｏｆ Ｃ. ｑｕｉｎｑｕｅｆａｓｃｉａｔｕｓ(ｎ＝４５ ｉｎ ａｌｌ ｔｅｓｔｓ)

分离株 Ｉｓｏｌａｔｅｓ 校正死亡率 Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ / ％

ＱＱ１３ ６４.４
ＱＱ４２ ５７.８
ＱＱ６６ １００.０
ＱＱ９２ １００.０

对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ ０

图 ２　 Ｂｔ 菌株 ＱＱ６６ 和 ＱＱ９２ 几丁质酶基因

ＰＣＲ 产物电泳

Ｆｉｇ.２　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ｇｅｎｅｓ
ｆｒｏｍ Ｂｔ ＱＱ６６ ａｎｄ ＱＱ９２

泳道 Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ泳道 １:Ｂｔ 菌株 ＱＱ６６ 几丁质酶基因

ＰＣＲ 产物ꎻ泳道 ２:Ｂｔ 菌株 ＱＱ９２ 几丁质酶基因 ＰＣＲ 产物ꎮ
Ｌａｎｅ Ｍ: ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ Ｌａｎｅ １: ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｂｔ

ＱＱ６６ꎻ Ｌａｎｅ ２: ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｂｔ ＱＱ９２.

２.４　 高效杀蚊 Ｂｔ 菌株 ＱＱ６６ 和 ＱＱ９２ 杀虫晶体蛋

白检测

对 ＱＱ６６ 和 ＱＱ９２ 菌株进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测ꎬ
发现 ＱＱ６６ 和 ＱＱ９２ 菌株在 ７５~１００ ｋｕ 处各有一条

杀虫晶体蛋白条带(图 ３)ꎮ

３　 讨论
近年来ꎬ随着可持续发展观的深入人心ꎬ保护

环境、提高环境质量成为全人类的共识ꎮ 在生物农

药中ꎬ研究最深入、使用最广泛的首推 Ｂｔ(姚荣英ꎬ
２００９ꎻ Ｄａｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎮ

要开发出高效的微生物杀蚊剂ꎬ关键是要有自

己的优良生产菌种ꎮ 寻找高效菌株对我国生物杀

虫剂的生产有着十分重要的意义 (Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)ꎬ研究人员也不断地在寻找从不同材料上分

离 Ｂｔ 的新方法ꎮ 本研究以武夷山自然保护区为主

要采集区ꎬ采集到的 １２５ 份土壤样品中分离出 Ｂｔ
７１ 株ꎮ 结果表明ꎬＢｔ 普遍存在于土壤中ꎮ

图 ３　 Ｂｔ 菌株 ＱＱ６６ 和 ＱＱ９２ 杀虫晶体蛋白

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析
Ｆｉｇ.３　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＩＣＰｓ ｆｒｏｍ Ｂｔ ＱＱ６６ ａｎｄ ＱＱ９２
泳道 Ｍ:蛋白分子质量标准ꎻ泳道 １:Ｂｔ ＱＱ６６ 杀虫晶体蛋白ꎻ

泳道 ２:Ｂｔ ＱＱ９２ 杀虫晶体蛋白ꎮ
Ｌａｎｅ Ｍ: Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒꎻ Ｌａｎｅ １: ＩＣＰｓ ｏｆ Ｂｔ ＱＱ６６ꎻ

Ｌａｎｅ ２: ＩＣＰｓ ｏｆ Ｂｔ ＱＱ９２.

由于双翅目的蚊虫传播着各种疾病ꎬ使得全世

界半数以上的人口受到其传播的疾病的威胁ꎮ 每

年数亿人受蚊媒疾病的折磨ꎬ其中有几百万人被夺

去生命ꎬ因此ꎬ它是人类生存和健康的大敌(Ｚｈａｎｇ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎮ 本研究以致倦库蚊 ４ 龄幼虫作为双

翅目靶标害虫进行生物毒力测定ꎬ得到 ４ 株毒性较

高的菌株ꎬ其中 ＱＱ６６ 和 ＱＱ９２ 菌株均具有较高的

杀虫活性ꎮ
ＱＱ６６ 和 ＱＱ９２ 菌株均有几丁质酶基因ꎬ没有检

测到 ｃｒｙ１、ｃｒｙ１Ｉ、ｃｒｙ２、ｃｒｙ４、ｃｒｙ５、ｃｒｙ６、ｃｒｙ７、ｃｒｙ８、ｃｒｙ９、
ｃｒｙ１０ 和 ｃｒｙ１１ 基因ꎬ在 ７５~１００ ｋｕ 处各有一条杀虫晶

体蛋白条带ꎮ 这说明 ＱＱ６６ 和 ＱＱ９２ 菌株可能含有

较新的杀蚊 ｃｒｙ 基因(黄天培ꎬ２００６ꎻ 宋福平等ꎬ１９９８ꎻ
Ｋｕｏ ＆ Ｃｈａｋꎬ１９９６ꎻ Ｓｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３)ꎮ

今后ꎬ将对得到的 ２ 株具有高杀虫毒力的 Ｂｔ
菌株进一步研究ꎬ如有效基因的克隆、鉴定及表达

等ꎬ以筛选和构建出具有生态、经济和社会效益的

高效工程菌ꎮ
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