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摘 要 本研究利用从黑龙江凉水国家自然保护区的土壤中分离出来的31株Bt野生菌株作为研究菌株，对重要的鳞翅目农业

害虫小菜蛾进行高毒力菌株的筛选。经生物活性定性测定，筛选出对小菜蛾活性较高的10株Bt菌株。镜鉴观察表明，这些野

生菌株在芽孢形成期均产生对鳞翅目小菜蛾有毒性的菱形晶体伴孢蛋白。cry基因型鉴定表明，这10株菌株均含有cryl类基因。

进一步SDS-PAGE分析表明，这10株菌株表达约130 kD的蛋白。对菌株的生长曲线进行分析，发现2~14 h时Bt菌株处于对数

生长期，16~30 h时Bt菌株处于稳定期，32 h时Bt菌株进入衰亡期。其中，菌株S2685-1和S2737-3产生大约130 kD的晶体蛋白起

始时间分别为培养22小时及20小时，前者到培养26 h时蛋白表达量基本稳定，后者其表达量随时间而逐步增加，到22 h时蛋

白的表达量趋于稳定状态。对小菜蛾的半致死浓度(LC50)和半致死时间(LT50)测定显示，S2685-1对小菜蛾的LC50为17.113 ng/mL，
LT50为37.343 h；S2737-3对小菜蛾的LC50为25.782 ng/mL，LT50为36.825 h。而标准菌株HD-73对小菜蛾的LC50为15.414 ng/mL，
LT50为35.917 h。菌株S2685-1和S2737-3具有较突出的半致死浓度以及半致死时间，两者对小菜蛾有很明显的杀虫活性。从

本研究的结果我们认为，Bt菌株S2685-1和S2737-3是两株杀虫活性较为突出，具有一定应用潜力的野生Bt菌株，可望作为标

准菌株HD-73的替换菌株，用于作为生产防治鳞翅目害虫的Bt生物农药的出发菌株。 
关键词 苏云金芽孢杆菌; 小菜蛾; Bt毒蛋白; 生物测定 
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Abstract In this research, we employed 31 Bacillus thuringiensis isolates from the soils collected in the Liang Shui Natural 
Reserve of Heilongjiang province to identify the highly toxic to Plutella xylostella, an important Lepidopteran pest in agriculture. 
The results showed that ten of thirty one Bacillus thuringiensis isolates have high toxicity to Plutella xylostella via the bioassay. 
Microscopic observation for ten seleted isolates was carried out; the results confirmed that these isolates can generate bi-diamond crystal 
protein which might be crystalline toxin. The further genotypic analysis by PCR and SDS-PAGE indicated that the selected 10 Bt isolates 
were consistent with the genotype of cry1 class toxin genes that can generate 130 kD crystal protein in molecular weight. Whilst, The 
growth curves of the ten isolates exhibited that the bacteria will be in the logarithmic growth phase after culturing at 2 hours or 14 hours, in 
the stationary phase after culturing 16 hours or 30 hours and in the decline phase after culturing 32 hours . Among them, strains 
S2685-1 and S2737-3 were further accredited to generate the bi-diamond crystal protein of about 130 kD in molecular weight after 
being cultured for 22 hours and 20 hours, respectively, the former expressing toxin goes to stable at 26 hour in culture, whereas the 
later expressing levels gradually increases and stabilizes until 22 hours. The trials of median lethal concentration (LC50) and median 
lethal time (LT50) of two dominant isolates, S2685-1 and S2737-3, for Diamondback moth (Plutella xylostella) were carried out in 
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this research, and the results showed that the LC50 and LT50 for S2685-1 to diamondback moth were 17.113 ng/mL and 37.343 hours, 
respectively; while for S2737-3 were 25.782 ng/mL and 36.825 hours, respectively, in contrast LC50 and LT50 of the reference 
strain HD-73 to the diamondback moth being 15.414 ng/mL and 35.917 hours. It is obvious that S2685-1 and S2737-3 have strong 
insecticidal activities against Plutella xylostella in the median lethal concentration and median lethal time. In conclusion, the results 
of this study that the Bt isolates, S2685-1 and S2737-3, have more prominent insecticidal activities, which might be alternative 
strains potentially applying to Bt bio-pesticide products as initiate strain instead of standard strain HD-73 strain..  
Keywords Bacillus thuringiensis; Plutella xylostella; Bt toxin; Bioassay 

苏云金芽孢杆菌(Bacillus thuringiensis, 简称Bt)， 
是一种应用最广泛的微生物杀虫剂，对许多种类的

昆虫都具有毒性活性，其杀虫原理是 BT 伴孢晶体

蛋白(ICPs)经昆虫肠液酶消化成毒素之后引起昆虫

死亡(Marco and Porcar, 2012)。由于 Bt 对环境友好和

对人畜等哺乳动物安全，一直受到公众的的关注。 
由于 Bt 菌对昆虫的特异性，因此 Bt 菌生物杀

虫剂存在抗虫谱窄、药效持续性差等，尤其是 BT
菌株单一的在某些区域长期使用，已经使得某些农

业害虫对 Bt 菌产生了抗性。如已有报道认为小菜蛾

对 Bt 菌产生了抗性(Ferre et al, 1991)。显然，多样

化的使用 Bt 菌株是延缓昆虫抗性的重要方法。因

此，从自然界中寻找对靶标昆虫有高毒力的 Bt 菌株

是 Bt 研究领域的热点。 
Bt HD-73 是众所周知的对鳞翅目害虫有很高

毒杀作用的 Bt 模式菌株之一。1985 年，Adang 等

(1985)报道库斯塔克亚种HD-73中发现了一种杀虫

晶体蛋白基因 cry1Ac，编码蛋白分子量为 133 kD。

由于 cry1Ac 编码的杀虫晶体蛋白对鳞翅目农业害

虫具有很高的杀虫活性，HD-73 菌株成为较为广泛

的微生物农药制剂的 Bt 菌株之一，很多相应的研究

也围绕HD-73展开(Wu et al, 2007; Chen et al, 1999)。
毫无疑问，菌株单一的长期使用必定会使昆虫对其

产生抗性，或者抗性逐渐累积，寻找可替代的菌株或

者多样化的菌株联合使用，是避免抗性产生或者延

缓抗性累积的重要途径。因此 HD-73 的对鳞翅目害

虫具有高毒力的 Bt 菌株的工作势在必行。  
本研究以黑龙江凉水国家自然保护区分离的

31 株 Bt 野生菌株为供试菌株，通过形态观察、生

物活性测定、生长曲线分析、SDS-PAGE 分析、基

因型分析以及生物测定分析，试图鉴定对鳞翅目昆

虫具有毒性的 Bt 菌株，以期提供对鳞翅目昆虫有毒

杀作用的多样性替换菌株。 

1 结果与分析 
1.1 供试 Bt 菌株对小菜蛾的生物活性测定 

提取供试的 31 株 Bt 菌株的菌体蛋白粗提液对

小菜蛾进行生物活性测定，删除 48 h 校正死亡率均

低于 50%的菌株 21 株，获得了 48 h 校正死亡率均

在 70%~100%之间的 10 株对小菜蛾活性比较高的

菌株，菌株编号分别是 S2685-1、S2737-3、S2796-2、
S2809-1、S2852-1、S2852-2、S2852-3、S2852-4、
S2852-5 以及 S2853-1 (表 1)。初步选定上述 10 株

Bt 菌株为后续实验的候选菌株，进行更进一步的生

物学特性研究以及生物测定(半致死浓度测定和半

致死时间测定)。 

表1 10株获选Bt菌株杀虫活性测定的校正死亡率 
Table 1 The corrected mortality ofthe 10 candidate Bt strains  

获选菌株 
Candidate strains 

重复数 
Duplicates 

试虫总数 
Total of larva tested 

实验组死亡虫数  
The dead larval number  
of experimental group 

对照组死亡虫数 
The dead larval number  
of control group 

校正死亡率(%) 
Corrected mortality 
(%) 

S2685-1 3 30 29 2 90.00 
S2737-3 3 30 30 1 96.67 
S2796-2 3 30 30 0 100.00 
S2809-1 3 30 26 1 83.33 
S2852-1 3 30 26 0 86.67 
S2852-2 3 30 24 0 80.00 
S2852-3 3 30 22 0 73.33 
S2852-4 3 30 29 1 93.33 
S2852-5 3 30 30 0 100.00 
S2853-1 3 30 30 0 100.00 
HD-73 3 30 30 0 100.00 

注: 校正死亡率=(获选菌株致死虫数―对照菌株致死虫数)/试虫总数×100% 
Note: Corrected mortality=(the number of dead insects caused by candidate strains ― the number of dead insects caused by standard 
strain)/total of larva tested 
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1.2获选Bt菌株的伴胞晶体蛋白观察 
活化10株候选Bt菌株，在1/2LB培养基，30℃，

220 r/min的条件下培养，在Bt菌株芽孢形成期，挑

取少量菌体，用石碳酸复红染液染色，先在光学显

微镜(油镜)下进行观察，在扫描电子显微镜下对菌

株进行观察。文中仅列举部分Bt菌株的镜鉴形态。

如图1所示，在油镜下观察，获选Bt菌株S2796-2，
S2809-1，S2852-2，S2852-3均有白色芽孢及红色的伴

孢晶体产生。在电镜下观察，获选Bt菌株S2796-2， 
S2809-1，S2852-2，S2852-3均有菱形的伴孢晶体产生。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
图1 一些Bt菌株镜鉴的菌体和晶体蛋白形态 
Figure 1 Micrographs of some Bt strains observed under optical 
microscope 
注: 光学显微镜镜鉴图片(100×油镜)， A: S2796-2, B: S2809-1, 
C: S2852-2, D: S2852-3；扫描电子显微镜观察(20 kV, 9.7 mm
×10.0 k), E: S2796-2, F: S2809-1, G: S2852-2, H: S2852-3 
Note: A, B, C, D: Micrographs of Bt S2796-2, S2809-1, 
S2852-2 and S2852-3 by optical microscope; E, F, G, H: 
Bipyramid crystal from Bt S2796-2, S2809-1, S2852-2, S2852-3 
during sporulation under scanning electron microscope 

1.3获选Bt菌株的生长曲线分析 
对小菜蛾有杀虫活性的10株获选Bt菌株进行了

菌株生长曲线分析(图2)。通过比较，发现10株获选 
菌株的和标准菌株HD-73在LB培养基中的生长状

况基本相似。获选Bt菌株的迟缓期呈现不明显的状

态，4~20 h时，Bt菌株快速的生长，进入对数生长期，

20~30 h时，Bt菌株进入稳定期，这时的菌液的OD600
值约为5.0左右，32 h后进入衰亡期。 

1.4获选的10株Bt菌株晶体蛋白的SDS-PAGE分析 
对小菜蛾有杀虫活性的10株Bt菌株，G-Tris培

养基，220 r/min，30℃培养4 d后，提取菌株的伴胞

晶体蛋白并做SDS-PAGE分析，它们在芽孢形成期

产生约为130 kD的杀虫晶体蛋白(图3)。 

 

 

 

 

 

 

 
 
图2 10株Bt获选菌株的生长曲线图 
Figure 2 Growth curve of the standard strain HD-73 and 10 
tested Bt strains 

 

 
 
 
 
 
 

图3 10株Bt菌株的伴胞晶体SDS-PAGE电泳图 
Figure 3 SDS-PAGE profiles of parasporal crystal proteins of 
10 Bt strains during sporulation 
注 : A: M: 蛋白质分子量标准 ; 1~8: S2685-1, S2737-3, 
S2796-2, S2809-1, S2852-1, 2852-2, S2852-3, S2852-4, 
S2852-5; 9: 为标准菌株HD-73; B: 10~12: S2852-5, S2853-1; 
12: 标准菌株HD-73 
Note: M: Protien molecular weight standard marker; 1~8 of Figure 3 
A represents the parasporal crystal proteins of Bt strains 
S2685-1, S2737-3, S2796-2, S2809-1, S2852-1, S2852-2, 
S2852-3, S2852-4, S2852-5 respectively, and 9 is standard 
strain HD-73; 10~12 of Figure 3 B represents the parasporal 
crystal proteins of Bt strains 2852-5, 2853-1, and 12 is standard 
strain HD-73 
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1.5获选Bt菌株的cry基因型分析 
10株对小菜蛾有杀虫活性的Bt菌株均表达约

130 kD的晶体蛋白，因此，我们推测这些菌株可能 
含有cry1类晶体蛋白基因型。我们选用两对cry1基
因型鉴定通用引物5Kun2/5Kun2和5Kun3/5Kun3，
PCR扩增出预期大小的PCR片段，分别为1.6 kb和
1.45 kb (图4)。结果证实获选的10株Bt菌株均为cry1
基因型。 

1.6获选的10株Bt菌株的半致死浓度和半致死时间

的生物测定 
我们将已标定浓度的各杀虫蛋白溶液按一定

比例进行稀释，分别用无菌水和HD-73蛋白作阴性

对照和阳性对照，72 h后统计小菜蛾的死亡情况。

利用统计学软件SPSS.19.0进行半致死浓度(LC50)
和半致死时间(LT50)分析(表2; 表3)。分析数据发现

Bt菌株S2685-1和S2737-3与标准菌株HD-73在杀虫

活性上比较接近。 
对半致死浓度(LC50)进行分析：标准菌株HD-73

的半致死浓度(LC50)为15.414 ng/mL。S2685-1、
S2737-3和HD-73的半致死浓度(LC50)相近。S2685-1
对小菜蛾的半致死浓度(LC50)为17.113 ng/mL；
S2737-3 对 小 菜 蛾 的 半 致 死 浓 度 (LC50) 为    
25.782 ng/mL。可见S2685-1和S2737-3在杀虫毒力

上比较突出，值得关注与进一步研究。 
对半致死时间(LT50)进行分析：标准菌株HD-73

的半致死时间(LT50)为35.917 h。S2737-3、S2685-1
和标准菌株HD-73的半致死时间(LT50)相近。S2685-1
对小菜蛾的半致死时间(LT50)为37.343 h，S2737-3对

小菜蛾的半致死时间(LT50)为36.825 h。可见S2685-1
和S2737-3在杀虫时间上与HD-73十分接近。 

 

 

 

 

 

 

 
 
图4 PCR鉴定分析10株Bt菌株的结果 
Figure 4 The electrophoretic analysis of 10 Bt strains with 
specific PCR  
注: A: M: 核酸分子量标准; 引物K5un2/K3un2在10株Bt菌
株及标准菌株HD-73中PCR扩增产物, 1~10为Bt菌株S2685-1, 
S2737-3, S2796-2, S2809-1, S2852-1, S2852-2, S2852-3, 
S2852-4, S2852-5, S2853-1, 11为标准菌株HD-73; B: 引物

K5un3/K3un3在10株Bt菌株及标准菌株HD-73中PCR扩增产

物; 菌株位置与A图一致 
Note: M: Nucleic acid molecular weight standard marker; A: 
Electrophoresis PCR amplification: 1~10 (S2685-1, S2737-3, 
S2796-2, S2809-1, S2852-1, S2852-2, S2852-3, S2852-4, 
S2852-5, S2853-1, HD-73）are PCR products by primer pairs 
K5un2/K3un2 respectively; B: The same Bt strains’ electrophoresis 
PCR amplification are PCR products by primer pairs K5un3/K3un3 
respectively  

表2 10株Bt菌株对小菜蛾幼虫的半致死浓度(LC50)生物测定 
Table 2 The probit analysis of LC50 of 10 Bt strains’ toxicity against susceptible Plutella xylostella (Lepidopter) 

供试菌株 
Tested  
strain 

起始浓度 
Original 
concentration 
(ng/mL) 

起始死亡率 
Original 
death rate 
(%) 

回归方程 
Regression equation 

斜率±标准误 
Slope±SE 

相关系数 
Correlation 
coefficient 

半致死浓度 
LC50 
(ng/mL) 

95%置信限 
95% confidencial 
limit (ng/mL) 

毒力指数* 
Toxicity 
index* 

S2685-1 50 83.33 y=-2.526+2.048x 2.048±0.411 0.882 17.113 12.080~21.419 0.901 
S2737-3 50 73.33 y=-2.235+1.584x 1.584±0.395 0.991 25.782 18.927~35.462 0.598 
S2796-2 100 76.67 y=-11.294+6.062x 6.062±0.115 0.915 72.973 67.247~78.782 0.211 
S2809-1 50 66.67 y=-3.990+2.571x 2.571±0.460 0.964 35.661 29.790~45.507 0.432 
S2852-1 100 86.67 y=-11.639+6.328x 6.328±1.131 0.969 69.072 63.316~74.182 0.223 
S2852-2 100 70.00 y=-13.793+7.086x 7.086±1.220 0.977 88.403 82.466~97.902 0.174 
S2852-3 100 70.00 y=-13.638+7.042x 7.042±1.203 0.995 86.422 80.748~95.093 0.178 
S2852-4 50 66.67 y=-2.652+1.738x 1.738±0.407 0.976 33.542 26.055~49.150 0.460 
S2852-5 150 73.33 y=-26.205+12.311x 12.311±2.227 0.993 134.478 129.519~140.073 0.115 
S2853-1 150 70.00 y=-28.399+13.303x 13.303±2.304 0.982 136.388 131.771~141.899 0.113 
HD-73 30 83.33 y=-1.701+1.432x 1.432±0.27 0.976 15.414 10.013~21.102 1.000 

注: 毒力指数为标准菌株的半致死浓度(LC50)除以出发菌株的半致死浓度(LC50)的比值, 比值越大, 毒性越强, 反之, 毒性越小  
Note: Toxicity index means the tested strain’s LC50 divided by the HD-73’s LC50. As the ratio be more larger, the toxicity be more 
higher; otherwise, the toxicity be more weaker 
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表3 10株Bt菌株对小菜蛾幼虫的半致死时间(LT50)生物测定 
Table 3 The probit analysis of LT50 of 10 Bt strains’ toxicity against susceptible Plutella xylostella (Lepidoptera) 

供试菌株 
Tested strain 

回归方程 
Regression equation 

斜率±标准误 
Slope±SE 

相关系数 
Correlation 
coefficient 

半致死时间 
LT50 (h) 

95%置信限 
95% confidencial  
limit (h) 

药效排序 
Efficacy order 

S2685-1 y=-5.224+3.323x 3.323±0.412 0.984 37.343 32.949~42.088 4 
S2737-3 y=-5.964+3.808x 3.808±0.458 0.940 36.825 32.762~40.955 3 
S2796-2 y=-4.900+2.981x 2.981±0.396 0.963 44.006 38.623~50.745 7 
S2809-1 y=-4.907+3.146x 3.146±0.387 0.967 36.308 31.813~41.138 2 
S2852-1 y=-5.223+3.182x 3.182±0.423 0.986 43.811 38.716~50.071 6 
S2852-2 y=-3.996+2.413x 2.413±0.351 0.974 45.299 38.765~54.362 8 
S2852-3 y=-5.185+3.025x 3.025±0.443 0.972 51.745 45.388~61.049 9 
S2852-4 y=-5.569+3.396x 3.396±0.451 0.964 43.667 38.806~49.408 5 
S2852-5 y=-5.049+2.912x 2.912±0.436 0.993 54.145 47.162~64.980 10 
S2853-1 y=-7.048+4.054 4.054±0.585 0.990 54.790 49.371~62.465 11 
HD-73 y=-5.702+3.666x 3.666±0.438 0.960 35.917 31.847~40.082 1 

1.7 Bt菌株S2685-1与S2737-3的ICPs随培养时间增

长的变化 
对Bt菌株S2685-1与S2737-3进行SDS-PAGE分

析，观察这两株菌株的ICPs随培养时间的延长而发

生的变化(图5)。 
如图5A所示，Bt菌株S2685-1从培养后的4 h产

生约20 kD的晶体蛋白，其表达量随时间而增加，

到22 h后蛋白表达量逐渐稳定；约35 kD的杀虫晶体

蛋白从12 h时产生，其表达量随时间而增加，到18 h 
后基本稳定；约37 kD的杀虫蛋白在28 h时产生，其

表达量随时间逐渐增加，直到48 h仍然稳定表达；

到22 h后产生约130 kD的晶体蛋白，其表达量随时

间而增加，到26 h后基本稳定。如图5B所示，Bt菌株

S2737-3从培养后的20 h产生约130 kD的晶体蛋白，

其表达量随时间而增加，到22 h后表达量趋于稳定。 

2讨论 
小菜蛾是一种世界性的蔬菜害虫，其危害广

泛。在我国，小菜蛾也属于农田多发性害虫。利用

苏云金芽孢杆菌进行小菜蛾的生物防治，由于对人

畜安全、对环境友好，深受消费者欢迎，具有广阔

的应用前景(Abdel-Razek et al, 2006)。 
但是，由于小菜蛾对Bt抗性的累积以及对其高

效的Bt生物农药的菌株的单一性，导致小菜蛾对Bt
生物农药越来越不敏感，一些高毒力菌株的杀虫活

性在逐渐下降(左雅慧等, 2002)。缺少高效有毒菌株

仍然是Bt制剂广泛运用于小菜蛾生物防治的制约

因素(谭芙蓉等, 2006)。定期轮换使用不同类型的可

替代菌株，可以造成选择压力上的不连续性，这将

有利于延缓害虫抗性的形成，这对延长苏云金杆菌

制剂的使用寿命以及害虫的抗性管理等将是一种

行之有效的途径。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
图5 Bt菌株S2685-1和S2737-3的伴孢晶体的SDS-PAGE分析 
Figure 5 SDS-PAGE profiles of parasporal crystal proteins of 
Bt strain S2685-1 and S2737-3   
注: A: 孔道M: 蛋白质分子量标准; 1~9分别为培养时间4 h, 
12 h, 16 h, 18 h, 22 h, 24 h, 26 h, 28 h, 48 h时的菌株S2685-1
产生杀虫蛋白的情况; B: 孔道1~9分别为培养时间4 h, 16 h, 
18 h, 20 h, 22 h, 24 h, 26 h, 28 h, 48 h时的菌株S2685-1产生
杀虫蛋白的情况 
Note: A: M：Protien molecular weight standard marker；lane 
1~9: Bt S2685-1 parasporal crystal protein incubated by 4 h, 
12 h, 16 h, 18 h, 22 h, 24 h, 26 h, 28 h and 48 h; B: Lane 1~9: 
Bt S2685-1 parasporal crystal protein incubated by 4 h, 16 h, 
18 h, 20 h, 22 h, 24 h, 26 h, 28 h and 48 h 

本研究初步鉴定出Bt菌株S2685-1和S2737-3
对鳞翅目昆虫具有较高杀虫活性的野生菌株，我们

认为可以作为生产对鳞翅目昆虫有毒杀作用的生

物农药的替换菌株。 
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3材料与方法 
3.1菌株及培养基 

本实验利用 31 株筛选自黑龙江凉水国家自然

保护区土壤中的 Bt 野生型菌株，编号为：S2331-1、
S2343-2、S2384-1、S2386-4、S2404-3、S2412-2、
S2472-3、S2480-1、S2490-1、S2540-1、S2663-2、
S2685-1、S2689-1、S2718-3、S2734-1、S2737-3、
S2790-2、S2796-2、S2809-1、S2850-1、S2852-1、
S2852-2、S2852-3、S2852-4、S2852-5、S2853-1、
S2886-2、S2944-3、S2966-1、S2966-2、S2968-1。
实验中 LB 培养基用于 Bt 菌株的活化培养，G-Tris
培养基用于促进 Bt 菌株芽孢及伴胞晶体的产生

(Aronson and Thompson, 1971)。BP 培养基在分析菌

株的 ICPs 随时间的变化时使用(谢柳等, 2009)。Bt
菌株在 30℃下进行恒温培养。 

3.2伴胞晶体显微镜观察 
按照Xie等(2010)和Liu等(2011)的实验方法对

Bt菌株进行伴胞晶体观察。该实验方法利用石碳酸

能够对正处在芽孢期的Bt的细胞进行染色，在光学

显微镜(Nikon YS100)的油镜下就可以进行相应的

形态观察。 

3.3伴胞晶体扫描电镜观察 
按照 Zhang 等(2010)的方法，取部分已经产生

了芽孢的 Bt 菌液，置于 EP 管中，反复洗涤，悬浮，

取 2 μL的悬浮液涂抹在干净的载玻片上，锇酸熏蒸，

固定到扫描电镜(HITACHI S-3400N)的载物台上，

抽真空，重金属染色，观察、拍照。 

3.4菌株生长曲线的测定 
按照 zhang 等(2010)的方法菌株活化接种。30℃，

230 r/min摇菌，按 1%转接LB培养基，30℃，230 r/min
振荡培养，每过 2 h 就取 1 mL 菌液到离心管中，对

照为HD-73，空白对照为LB培养基，测定OD 600 nm
的吸光值，当 OD 值大于 0.8 时，进行一次稀释。  

3.5菌株蛋白的提取以及SDS-PAGE分析 
按照Jiang等(2008)的方法，Bt菌株在200 mL的

G-Tris培养基中培养96 h，然后8 000 r/min，4℃，

离心15 min，再使用1 mol/L Nacl溶液洗涤，洗涤后    
12 000 r/min，4℃离心10 min，弃上清，收集沉淀，

溶于30 mL磷酸缓冲液中，超声波(85 w) (model VC-130, 
Sonics and Materials Inc, USA)破胞处理30 min，再

次12 000 r/min，4℃离心10 min，收集沉淀，再使用   
1 mol/L Nacl溶液进行洗涤，洗涤后再次12 000 r/min，
4℃离心10 min，弃上清，收集沉淀，溶于30 mL磷
酸缓冲液中，进行超声波(85 w)破胞处理30 min，收

集沉淀，溶于无菌水中，置于-20℃冰箱中保存。SDS- 
PAGE的具体实验步骤按照Liu等(2010)的方法进行。 

3.6伴孢晶体含量测定 
杀虫蛋白浓度的测定按照Bradford (1976)所记

录的方法进行。 

3.7小菜蛾的人工饲养 
本实验所使用的敏感种群小菜蛾是由海南省

热带农业资源研究所的养虫室提供的。小菜蛾使用

自然饲料饲喂的方法进行人工饲养。所使用的小菜

蛾种群已经连续饲喂30多个世代，所提供试虫能够

保证虫龄一致，生长状态良好，已达到生物测定实

验试虫的标准。 

3.8 SDS-PAGE 分析 ICPs 随时间的变化 
活化 Bt 菌株，转接 BP 培养基，30℃，230 r/min

摇菌进行培养，每 2 小时取样一次，SDS-PAGE 分析

ICPs 随时间产生的情况(谢柳等, 2009; Liu et al, 2010)。 

3.9 Bt菌株的Cry基因型的鉴定 
PCR 模板制备参照 Yu 等(2006)的方法。PCR

反应体系，包括 2 μL 质粒 DNA 模板，上下游引物

使用 1 μL，加入 Dntp 至浓度 250 μmmol/L，5 μL 的

10×PCR buffer，0.5 μL Taq 酶(4 U/μL)，补双蒸水至  
50 μL。扩增反应：94℃预变性 5 min。然后 30 个循

环反应，每个循环为：94℃变性 1 min；53℃退火      
1 min；72℃延伸 3 min，72℃延伸 10 min。最后取

PCR 产物 5 μL，1%琼脂糖凝胶检测扩增产物。引

物使用 K5un2/K3un2 和 K5un3/K3un3，这两对引物

可用于鉴定 cry1 基因(Kuo and Chak, 1996)。 

3.10生物活性测定 
按照Crespo等(2008)的方法，活化供试菌株，

在30℃、220 r/min的培养条件下用1/2LB培养基对 
其进行震荡摇菌3 d，然后12 000 r/min、4℃离心   
10 min，取上清，用1 mol/L Nacl洗涤，12 000 r/min、
4℃，离心10 min，弃上清，回收沉淀，加蒸馏水，

制成供试菌株的菌体蛋白提取液。对小菜蛾进行生

物活性测定(张文飞等, 2009)。利用实验室种植的白

菜，挑选其中鲜嫩的、叶片大小基本一致的白菜叶，
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洗净晾干，浸入制备好的菌体蛋白提取液中20 s左右，

注意需将叶片正反两面都均匀的浸入菌体蛋白提

取液中10 s，然后将叶片放在生测室中阴干，再放

入生测培养皿中，每个生测培养皿放30只小菜蛾，

无菌水作为空白对照，控制生测室的温度25±1℃，

光照周期为14 h光照/10 h黑暗，相对湿度控制为

60%左右，72 h后，观察幼虫的生长情况，计算出

最终的校正死亡率。 

3.11生物测定半致死浓度(LC50)的分析 
采用浸叶法对小菜蛾进行半致死浓度(LC50)

测定(谢柳等, 2009; 张文飞等, 2009; Crespo et al, 
2008)，需把供试菌株的蛋白溶液浓度分别稀释到 
几个浓度，起始浓度的标定需要做几次尝试，待发

现某一浓度下试虫死亡率较高时，则可用作起始浓

度，然后把该浓度的蛋白稀释到5个浓度，每个浓

度设置3个平行实验组，每一组放置30只小菜蛾。

以这6个浓度的伴胞晶体溶液进行小菜蛾的半致死

浓度测定, 分别用无菌水和HD-73蛋白作为阴性对

照和阳性对照，72 h后记录试虫的死亡数，计算出

校正死亡率，然后使用SPSS 19.0 for Window软件中

的Probit模块(概率单位回归)求出各个供试菌株的

半致死浓度(LC50)。 

3.12生物测定半致死时间(LT50)的测定 
杀虫活性的半致死时间 (LT50)的测定按照

Yang等(2007)的方法进行,以致死浓度(LC98)的数

值作为处理剂量对小菜蛾进行处理, 每隔8个小时

记录一次小菜蛾死亡的幼虫数，每个处理设3个平

行实验组，记录到72 h为止，分别用无菌水和HD-73
蛋白作为阴性对照和阳性对照。计算不同处理时间

段内的小菜蛾幼虫的校正死亡率, 使用SPSS 19.0 
for Window软件中的Probit模块(概率单位回归)求
出各个供试菌株的半致死时间(LT50)。 
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