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摘　要：球孢白僵菌是最重要的虫生真菌之一，在农林害虫生防中发挥着重要的作用。本研究从茶卷叶蛾球孢白

僵菌ＪＹＢｂ２０１－１１菌株中克隆了几丁质酶Ｂｂｃｈｉｔ１基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＨＱ４３５８７１）。根据ＧｅｎＢａｎｋ上昆虫病原

真菌几丁质酶基因序列同源性设计引物，分别进行ＤＮＡ－ＰＣＲ和总ＲＮＡ－ＲＴ－ＰＣＲ反应，对得到的目的片段，回收

纯化后通过ＰＭＤ１８－Ｔ载体转化到大肠杆菌ＤＨ５α中，获得几丁质酶基因序列的重组质粒ＰＭＤ１８－ｃｈｉｔ，并测序。

结果表明，ＤＮＡ－ＰＣＲ和总ＲＮＡ－ＲＴ－ＰＣＲ获得的基因序列完全一样，都是一个完整ＯＲＦ序列，含１　０４７ｂｐ核酸序

列，编码３４８个氨基酸，信号肽长度为２２个氨基酸，成熟蛋白理论分子量约为３６．７８ｋＤ，理论等电点为５．９５。该蛋

白序列中包含２个保守区域，即底物结合区域（ＳＩＧＧ）和几丁质的活性位点（ＤＧＩＤＩＤＩＥ），该蛋白可归为几丁质酶

１８族Ｖ类。氨基酸序列同源性分析表明，球孢白僵菌ＪＹＢｂ２０１－１１菌株几丁质酶与球孢白僵菌 Ｂｂ００６２菌株
（ＡＡＮ４１２５９）和 ＮＣＩＭ１２１６菌株（ＡＣＦ３２９９８）几丁质酶ｃｈｉｔ１氨基酸序列同源性都达９９．４３％；与球孢白僵菌

ＭＴＣＣ　２０２８菌株（ＡＣＺ２８１２９）几丁质酶ｃｈｉｔ１氨基酸序列同源性达９８．２８％。
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　　球孢白僵菌Ｂｅａｕｖｅｒｉａ　ｂａｓｓｉａｎａ 是一种常见的
昆虫病原真菌，能侵染１５个目１４９个科的７００多
种昆虫，已被广泛应用于农林害虫的生物防治［１］，
并在全球很多国家商业化生产。截至２００７年，全

世界已注册成功的１７１个真菌杀虫剂产品中，以球
孢白僵菌为有效成分的制剂占３３．９％［２］。但球孢
白僵菌也存在击倒害虫时间长、受环境影响较大和
防效不稳定等弊端。为克服这些弊端，有必要加强
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对球孢白僵菌等昆虫病原真菌侵染的分子机理及相

关毒力基因的研究，以便为利用基因工程技术改良
菌株奠定基础。

昆虫病原真菌侵染寄主昆虫的主要过程主要包

括体表附着、体壁穿透和体内定殖３个阶段。整个
过程涉及寄主识别、机械破坏、营养竞争、代谢干
扰、毒素分泌及寄主组织结构破坏等，这些多因子
作用最终导致寄主死亡［３］。在昆虫病原真菌菌丝穿
透昆虫体壁时，会分泌蛋白酶、几丁质酶、脂酶等
多种胞外水解酶类［４－５］。几丁质酶可催化水解几丁
质的β－１，４ 糖苷键生成 Ｎ－乙酰－Ｄ－氨基葡萄糖
（ＮＡＧ），是降解几丁质的关键酶类。几丁质酶的
分泌与昆虫病原真菌侵染寄主的毒力是否存在相关

性，还有较大的争议［６－８］。由于同种昆虫病原真菌
可能产生多种几丁质酶，且同种昆虫病原真菌的不
同菌株产生的同一种几丁质酶也可能存在差异，这
种差异是否会影响不同菌株之间的侵染毒力还有待

进一步研究。因此，对不同几丁质酶基因进行克隆
分析，对了解几丁质酶的特性和昆虫病原真菌致病
的分子机理等具有重要的意义。本研究对寄生茶卷
叶蛾的球孢白僵菌菌株ＪＹＢｂ２０１－１１的几丁质酶基
因进行了克隆及序列分析，以期了解该菌株几丁质
酶的特性，为后续研究几丁质酶基因与菌株侵染毒
力关系及利用基因工程技术改良菌株等提供参考。

１　材料与方法

１．１　供试菌株
菌株ＪＹＢｂ２０１－１１由茶卷叶蛾球孢白僵菌菌株

ＪＹＢｂ２０１［９］单孢分离所得，保存于本实验室。大肠
杆菌ＤＨ５α为本实验室保存。

１．２培养基
球孢白僵菌培养基为ＰＤＡ；大肠杆菌培养基

为ＬＢ。

１．３　酶与试剂

Ｅｘ　Ｔａｑ酶、ＰＭＤ１８－Ｔ载体、Ｔｒｉｚｏｌ试剂、胶
回收试剂盒以及反转录试剂盒均购自宝生物工程

（大连）有限公司，ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ为 ＭＢＩ产品。其
他化学试剂都为国产或进口的分析纯。

１．４　总ＤＮＡ和总ＲＮＡ的提取
将菌接入ＰＤＡ培养基平板培养２周，从培养

皿中刮取菌丝体用于基因组ＤＮＡ的提取，具体方
法参照文献 ［１０］。按照Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明书步骤
提取总ＲＮＡ，ＲＮＡ电泳检测采用１％琼脂糖凝胶
电泳。

１．５　ｃＤＮＡ第一链的合成
取总ＲＮＡ （约１μｇ），加入４μＬ　１μｇ·μＬ

－１

ｏｌｉｇｏ （ｄＴ）１８，加 １１μＬ　ＤＥＰＣ 处理的双蒸水，

６５℃水浴１０ｍｉｎ，冰上放置５ｍｉｎ；稍微离心后，
加入８μＬ　２．５ｍｍｏｌ·Ｌ

－１　ｄＮＴＰ，５μＬ　１０×反转
录缓冲液和１μＬ反转录酶。４２℃保温１ｈ，９５℃水
浴５ｍｉｎ，存放于－２０℃。

１．６　引物设计及ＰＣＲ反应
根据ＧｅｎＢａｎｋ上已登录的昆虫病原真菌几丁

质酶基因序列，设计ＰＣＲ引物
正向引物Ｂｂｃｈｉｔｌ　Ｆ：

５′－ＡＴＧＧＣＴＣＣＴＴＴＴＣＴＴＣＡＡＡＣＣＡＧＣＣＴ－３′，
反向引物Ｂｂｃｈｉｔ　１Ｒ：

５′－ＴＴＡＣＧＣＡＧＴＣＣＣＣＡＡＡＧＴＣＣＣＣＴ－３′）。
引物由上海生工生物工程公司合成。
以菌株ＪＹＢｂ２０１－１１的基因组ＤＮＡ和ＲＮＡ反

转录产物为模板，进行ＰＣＲ扩增。扩增结束后，用

１％琼脂糖凝胶电泳检测，得到预定扩增片段，回收
纯化。ＰＣＲ反应体系：１０×Ｅｘ　Ｔａｑ　Ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋

Ｐｌｕｓ）５μＬ，ｄ　ｎｔｐ　Ｍｉｘ（各２．５ｍｍｏｌ·Ｌ
－１）４μＬ，

模板ＤＮＡ　１．５μＬ，引物 （１０ｍｍｏＬ）各１．５μＬ，

ＴａＫａＲａ　Ｅｘ　Ｔａｑ （５Ｕ·μＬ
－１）０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　３６

μＬ，总共５０μＬ。ＰＣＲ反应参数设置：９４℃预变性３
ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ；５４℃退火３０ｓ；７０℃延伸１ｍｉｎ；

３０个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。

１．７　ＤＮＡ回收及克隆、测序
在紫外灯下切下含目的片段的凝胶块，利用

ＤＮＡ纯化回收试剂盒进行目的片段的回收纯化，将
纯化的目的片段直接与ＰＭＤ－１８Ｔ载体连接，然后
将重组质粒转入大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞，通过
蓝白斑筛选和ＰＣＲ鉴定出阳性重组子，送上海生工
生物工程公司测序。大肠杆菌感受态细胞制备及克
隆转化具体方法参照《分子克隆实验指南》［１１］。

１．８　序列及进化分析
采用Ｂｌａｓｔ软件在ＧｅｎＢａｎｋ中对基因序列及其

推测的氨基酸序列进行同源搜索，得到的氨基酸序
列在 ＥＢＩ提供的在线 ｃｌｕｓｔａｌｗ 服务 （ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／ｃｌｕｓｔａｌｗ／）进行多序列比对，并
用 ＤＮＡｍａｎ 做进化树分析。利用 ＳｉｇｎａｌＰ　３．０
Ｓｅｒｖｅｒ进行信号肽预测。

２　结果与分析

２．１　球孢白僵菌ＪＹＢｂ２０１－１１菌株几丁质酶基因
的克隆

利用基因组ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增和总
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ＲＮＡ为模板进行ＲＴ－ＰＣＲ扩增，获得２条大小相
当的片段，并与预期目的片段的大小基本一致，约
为１　０００ｂｐ（图１）。测序结果表明，２条序列完全
一致，都为１　０４７ｂｐ，是一个包括起始密码子
（ＡＴＧ）和终止密码子 （ＴＡＡ）的完整ＯＲＦ序列，
编码３４８个氨基酸 （图２）。该基因序列已经在

ＧｅｎＢａｎｋ中注册，登录号 ＨＱ４３５８７１。该序列与

ＧｅｎＢａｎｋ中 已 登 录 的 其 他 球 孢 白 僵 菌 菌 株
（ＡＹ１４５４４０、ＥＵ８２８３５４、ＧＵ１６６１５６）的ｃｈｉｔ１基
因序列同源性极高，分别为９９．５２％、９９．５２％、

９７．６１％。但 与 球 孢 白 僵 菌 几 丁 质 酶 ｃｈｉｔ２
（ＡＹ１４７０１１） 和 ｂａｃｔｅｒｉａｌ－ｔｙｐｅ　ｅｎｄｏｃｈｉｔｉｎａｓｅ
（ＡＹ７５８３９７）基 因 序 列 同 源 性 很 低，分 别 为

３４．６０％和３４．４２％。

２．２　Ｂｂｃｈｉｔ１基因编码氨基酸及特征分析
球孢白僵菌Ｂｂｃｈｉｔ１基因成熟蛋白理论分子量

３６．７８ｋＤ，理论等电点为５．９５，共有３４８个氨基酸，
其中强碱氨基酸２３个（Ｋ，Ｒ），强酸氨基酸２６个
（Ｄ，Ｅ），疏水氨基酸１２３个（Ａ，Ｉ，Ｌ，Ｆ，Ｗ，Ｖ），极性
氨基酸９８个（Ｎ，Ｃ，Ｑ，Ｓ，Ｔ，Ｙ），分别占总氨基酸数

量的 ８．１４％，８．２７％，３５．９４％，２９．３６％。Ｂｂｃｈｉｔ１
基因编码氨基酸序列中包含底物结合区域（ＳＩＧＧ）
和几丁质的活性位点（ＤＧＩＤＩＤＩＥ），属于几丁质酶

１８族 Ｖ 类。Ｎ 端的２２个氨基酸被 ＳｉｇｎａｌＰ　３．０
Ｓｅｒｖｅｒ预测为信号肽（图２），这段信号肽含疏水氨
基酸１３个（Ａ，Ｉ，Ｌ，Ｆ，Ｗ，Ｖ）、极性氨基酸７个（Ｎ，

Ｃ，Ｑ，Ｓ，Ｔ，Ｙ）。

图１　几丁质酶基因ＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｂｂｃｈｉｔ１
注：１泳道为清水对照；２泳道为ＤＮＡ模板的扩增产物；３泳道

为ｃＤＮＡ模板的扩增产物；Ｍ泳道为１００ｂｐ　ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ

图２　球孢白僵菌ＪＹＢｂ２０１－１１菌株几丁质酶核苷酸序列及推导的氨基酸序列

Ｆｉｇ．２　ＤＮＡ　ａｎｄ　ｄｅｄｕｃｅｄ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｂｂｃｈｉｔ１
注：左侧数字为核苷酸和氨基酸位置，斜体部分为起始密码子 （ＡＴＧ）和终止密码子 （ＴＡＡ），阴影部分为

信号肽序列，方框部分为潜在的几丁质结合位点，下划线部分为推断的几丁质的活性位点
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图３　球孢白僵菌ＪＹＢｂ２０１－１１菌株几丁质酶ｃｈｉｔ１与其他丝状真菌几丁质酶氨基酸序列相似性分析

Ｆｉｇ．３　Ｈｏｍｏｌｏｇｓ　ｏｆ　ｐｕｔａｔｉｖｅ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｏｆ　ＪＹＢｂ２０１－１１　Ｂｂｃｈｉｔ１　ｏｆ　ｃｈｉｔｉｎａｓｅ　ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓ　ｆｕｎｇｉ
注：连字号表示氨基酸比对缺口；“＊”表示相同氨基酸；“：”和“．”表示相似氨基酸；ＥＦＹ９６２０４：Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍ　ａｎｉｓｏｐｌｉａｅ　ＡＲＳＥＦ　２３；

ＥＦＹ９１６１５：Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍ　ａｃｒｉｄｕｍＣＱＭａ　１０２；ＡＡＮ４１２５９：Ｂｅａｕｖｅｒｉａ　ｂａｓｓｉａｎａ　ｓｔｒａｉｎ　００６２；ＡＣＦ３２９９８：Ｂｅａｕｖｅｒｉａ　ｂａｓｓｉａｎａ　ｓｔｒａｉｎ　ＮＣＩＭ１２１６；

ＡＤＰ４４７０８：Ｂｅａｕｖｅｒｉａ　ｂａｓｓｉａｎａｓｔｒａｉｎ　ＪＹＢｂ２０１－１１；ＡＣＺ２８１２９：Ｂｅａｕｖｅｒｉａ　ｂａｓｓｉａｎａｓｔｒａｉｎ　ＭＴＣＣ　２０２８；ＮＰ＿６２６７４３：Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ　Ａ３
（２）；ＡＡＮ４１２６１：Ｂｅａｕｖｅｒｉａ　ｂａｓｓｉａｎａ　ｅｎｄｏｃｈｉｔｉｎａｓｅ（ｃｈｉｔ２）；ＡＡＸ１９１４３：Ｂｅａｕｖｅｒｉａ　ｂａｓｓｉａｎａｓｔｒａｉｎ　ＡＲＳＥＦ＃２５２ｂａｃｔｅｒｉａｌ－ｔｙｐｅ　ｅｎｄｏｃｈｉｔｉｎａｓｅ
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图４　球孢白僵菌ＪＹＢｂ２０１－１１菌株几丁质酶及其同源蛋

白的系统树

Ｆｉｇ．４　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＪＹＢｂ２０１－１１　ｃｈｉｔｉｎａｓｅ
注：ＡＡＮ４１２６１： Ｂｅａｕｖｅｒｉａ　ｂａｓｓｉａｎａ　ｅｎｄｏｃｈｉｔｉｎａｓｅ （ｃｈｉｔ２）；

ＡＡＸ１９１４３：Ｂｅａｕｖｅｒｉａ　ｂａｓｓｉａｎａｓｔｒａｉｎ　ＡＲＳＥＦ＃２５２ｂａｃｔｅｒｉａｌ－Ｔｙｐｅ

ｅｎｄｏｃｈｉｔｉｎａｓｅ； ＡＢＤ７７０９６：Ｌｅｃａｎｉｃｉｌｌｉｕｍ　ｌｅｃａｎｉｉ　ｓｔｒａｉｎ　４３２；

ＣＡＢ４４７０９： Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍ　ｆｌａｖｏｖｉｒｉｄｅ； ＡＣＰ４０１７５： Ｉｓａｒｉａ

ｆｕｍｏｓｏｒｏｓｅａ； ＡＡＮ４１２５９： Ｂｅａｕｖｅｒｉａ　ｂａｓｓｉａｎａ　ｓｔｒａｉｎ　００６２；

ＡＣＦ３２９９８：Ｂｅａｕｖｅｒｉａ　ｂａｓｓｉａｎａ　ｓｔｒａｉｎ　ＮＣＩＭ１２１６；ＡＤＰ４４７０８：

Ｂｅａｕｖｅｒｉａ　ｂａｓｓｉａｎａ　ｓｔｒａｉｎ　ＪＹＢｂ２０１－１１ （红色下划线）；ＡＣＺ２８１２９：

Ｂｅａｕｖｅｒｉａ　ｂａｓｓｉａｎａ　ｓｔｒａｉｎ　ＭＴＣＣ　２０２８；ＡＣＵ３０５２１：Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍ

ａｎｉｓｏｐｌｉａｅ　ＡＲＳＥＦ　７５２４；ＡＣＵ３０５２２：Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍ　ａｎｉｓｏｐｌｉａｅ

Ｍ３４４１２； ＥＦＹ９６２０４： Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍ　ａｎｉｓｏｐｌｉａｅ　 ＡＲＳＥＦ　２３；

ＥＦＹ９１６１５： Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍ　ａｃｒｉｄｕｍ　ＣＱＭａ　１０２； ＡＤＲ７１６７０：

Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ａｔｒｏｖｉｒｉｄｅ； ＡＦ５２５７５３－１： Ｈｙｐｏｃｒｅａ　 ｌｉｘｉｉ；

ＡＦ５２５７５４－１：Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｉｎｈａｍａｔｕｍ；ＤＡＡ０５８６３：Ｈｙｐｏｃｒｅａ

ｊｅｃｏｒｉｎａ； ＮＰ－６２６７４３： Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ　 Ａ３ （２）；

ＣＡＣ０７２１７：Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍ　ａｎｉｓｏｐｌｉａｅ　ｖａｒ．ａｒｉｄｕｍ

　　利用ＮＣＢＩ网站上的ＢＬＡＳＴ软件进行同源蛋
白搜索，采用ＥＢＩ提供的在线Ｃｌｕｓｔａｌｗ对几个来
源于丝状真菌的几丁质酶氨基酸序列进行同源比对

（图３），结果表明，球孢白僵菌ＪＹＢｂ２０１－１１菌株
几丁质酶与球孢白僵菌Ｂｂ００６２菌株（ＡＡＮ４１２５９）
和 ＮＣＩＭ１２１６菌株 （ＡＣＦ３２９９８）几丁质酶ｃｈｉｔ１
氨基酸序列同源性都达９９．４３％；与球孢白僵菌

ＭＴＣＣ　２０２８菌株（ＡＣＺ２８１２９）几丁质酶ｃｈｉｔ１氨基
酸序列同源性达９８．２８％；与金龟子绿僵菌ＡＲＳＥＦ
２３菌株（ＥＦＹ９６２０４）和金龟子绿僵菌蝗变种ＣＱＭａ
１０２菌株 （ＥＦＹ９１６１５）的同源性分别为７９．３１％和

７８．１６％；但 却 与 来 源 于 球 孢 白 僵 菌 的 ｃｈｉｔ２
（ＡＡＮ４１２６１） 和 ｂａｃｔｅｒｉａｌ－ｔｙｐｅ　ｅｎｄｏｃｈｉｔｉｎａｓｅ

（ＡＡＸ１９１４３）同源性很低，分别为 １４．１５％ 和

１４．８２％。采用ＤＮＡｍａｎ软件对几种丝状真菌 （包
括白僵菌、绿僵菌和天蓝色链霉菌等）的几丁质酶
氨基酸序列进行系统聚类，结果表明ＪＹＢｂ２０１－１１
菌株几丁质酶与来源于其他白僵菌菌株的ｃｈｉｔ１氨
基酸序列 （ＡＡＮ４１２５９、ＡＣＦ３２９９８、ＡＣＺ２８１２９）
高度同源；与其他昆虫病原真菌 ［金龟子绿僵菌
（ＡＣＵ３０５２１、ＡＣＵ３０５２２、ＥＦＹ９６２０４）、金龟子绿
僵菌蝗变种（ＥＦＹ９１６１５）、蜡蚧轮枝菌（ＡＢＤ７７０９６）
等］、木霉属真菌（ＡＤＲ７１６７０、ＡＦ５２５７５４＿１）、链霉
属真菌（ＮＰ＿６２６７４３）等几丁质酶以及来源于球孢白
僵 菌 的 ｃｈｉｔ２ （ＡＡＮ４１２６１）和 ｂａｃｔｅｒｉａｌ－ｔｙｐｅ
ｅｎｄｏｃｈｉｔｉｎａｓｅ（ＡＡＸ１９１４３）同源性都较差（图４）。

３　讨　论

几丁质是组成昆虫外骨骼的重要元件，约占昆
虫体壁干重的１７％～５０％，可以稳定上表皮蛋白，
也是防止病原微生物入侵的有效屏障［１２］。昆虫病
原真菌在侵入昆虫外骨骼过程中分泌一系列的表皮

降解酶，如蛋白酶、几丁质酶和脂酶等［４－５］。几丁
质酶的分泌、活性与昆虫病原真菌侵染寄主的毒力
的相关性还没有定论。Ａｓｋａｒｙ等［１３］在利用蜡蚧轮
枝菌感染蚜虫时发现，菌丝周围的几丁质含量较
低，显示在该过程中有几丁质酶的产生；林海萍
等［５］研究表明球孢白僵菌蛋白酶、几丁质酶、脂肪
酶活性越高，对松墨天牛毒力越强［５］；通过基因工
程技术，在球孢白僵菌中超量表达几丁质酶
（Ｂｂｃｈｉｔ１）［６］ 和 融 合 几 丁 质 酶 （Ｂｂｃｈｉｔ１－
ＢｍＣｈＢＤ）［７］，都显著提高了球孢白僵菌的杀虫毒
力；转玫烟色棒束孢几丁质酶的球孢白僵菌工程菌
株，对马尾松毛虫的杀虫效率也有了显著的提
高［１４］。尽管如此，刘智辉等［１５］的研究表明球孢白
僵菌胞外蛋白酶和几丁质酶活性与对亚洲玉米螟幼

虫的死亡率及 ＬＴ５０的相关性都不显著。Ｓｃｒｅｅｎ
等［８］在金龟子绿僵菌中高效表达几丁质酶基因ｃｈｉｔ
却未能提高其对烟草天蛾 （Ｍａｎｄｕｃａ　ｓｅｘｔａ）的毒
力。
已有一些学者从球孢白僵菌菌株 Ｂｂ００６２

（ＡＹ１４５４４０）［６］、ＢｂＮＣＩＭ１２１６ （ＥＵ８２８３５４）［１６］、

ＢｂＭＴＣＣ　２０２８ （ＧＵ１６６１５６）等不同菌株中克隆到
几丁质酶基因Ｂｂｃｈｉｔ１、Ｂｂｃｈｉｔ２ （ＡＹ１４７０１１）和

Ｂａｃｔｅｒｉａｌ－Ｔｙｐｅ　ｅｎｄｏｃｈｉｔｉｎａｓｅ （ＡＹ７５８３９７），表明
球孢白僵菌中存在不同类型的几丁质酶基因，暗示
了其功能可能存在多样性；而球孢白僵菌中同一种
几丁质酶基因核苷酸序列在不同菌株之间也可能存
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在差异，这些差异是否是导致不同菌株之间的侵染
毒力不同的重要原因，还有待进一步研究。因此，
有必要从昆虫病原真菌中克隆出更多的几丁质酶基

因，并用遗传转化等手段验证他们在侵染寄主过程
中各自的作用。
本研究采用ＤＮＡ－ＰＣＲ和总ＲＮＡ－ＲＴ－ＰＣＲ法

从茶卷叶蛾寄生真菌球孢白僵菌ＪＹＢｂ２０１－１１菌株
克隆获得的几丁质酶基因Ｂｂｃｈｉｔ１序列完全一致，
说明该基因序列中不存在内含子，这与Ｆａｎｇ等对
白僵菌菌株Ｂｂ００６２几丁质酶基因Ｂｂｃｈｉｔ１的研究
结果一致［６］。从ＪＹＢｂ２０１－１１菌株几丁质酶基因

Ｂｂｃｈｉｔ１与已发表的其他病原真菌的几丁质酶基因
的同源性比较来看，几丁质酶基因在同一种病原真
菌中具有很高的保守性，如与其他２株球孢白僵菌
（ＡＹ１４５４４０，ＥＵ８２８３５４）的核苷酸序列同源性都
达９９．５２％，氨基酸序列的同源性也都达９９．４３％；
但不同种属来源的几丁质酶基因序列间存在着较大

差异，这可能与各自适应不同的寄主及不同的地理
来源等都具有很大的相关性。因此，克隆出更多的
几丁质酶基因，有助于揭示几丁质酶在真菌侵染寄
主过程中的重要作用，推测其与病原真菌侵染毒力
间的相关性。
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