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1.一种组合物，包括：

(i)金黄杆菌属(Chryseobacterium)单一培养物或其产物，其中所述金黄杆菌属包括：

(a)至少一个编码区，其编码：在跨SEQ  ID  NO：1(MKCIGJBJ_03627  DNA促旋酶亚基A)的

整个长度上具有至少95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或100％序列同

一性的蛋白质、在跨SEQ  ID  NO：2(MKCIGJBJ_03079  DNA拓扑异构酶1)的整个长度上具有至

少95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或100％的序列同一性的蛋白质、在

跨SEQ  ID  NO：3(MKCIGJBJ_00500  DNA指导的RNA聚合酶亚基β)的整个长度上具有至少

95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或100％的序列同一性的蛋白质、或在

跨SEQ  ID  NO：4(MKCIGJBJ_00499  DNA指导的RNA聚合酶亚基β′)的整个长度上具有至少

95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或100％的序列同一性的蛋白质、和/

或在跨SEQ  ID  NO：5(MKCIGJBJ_02095  DNA指导的RNA聚合酶亚基α)的整个长度上具有至少

95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或100％的序列同一性的蛋白质；

(b)至少一种基因，其编码在跨附录A(PLU6_1‑PLU6_352；SEQ  ID  NO：851‑1202)中包含

的序列的整个长度上具有至少95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或

100％序列同一性的蛋白质；

(c)(a)的任何编码区或(b)的任何基因的任何组合；

(d)以ATCC专利保藏号PTA‑127072保藏的金黄杆菌属菌株PLU6、其变体或其后代；或者

(e)以ATCC专利保藏号PTA‑127072保藏的金黄杆菌属菌株PLU6、其变体或其后代，其中

所述变体或后代包括(a)的任何编码区、(b)的任何基因、或(a)的编码区和/或(b)的基因的

任何组合；以及

任选地，包括(ii)佐剂和/或赋形剂。

2.根据权利要求1所述的组合物，其中，所述金黄杆菌属以滴度为每毫升所述组合物至

少1x  106、2x  106、5x  106、1x  107、2x  107、5x  107、1x  108或2x  108个菌落形成单位(CFU)或

者每克所述组合物至少1x  106、2x  106、5x  106、1x  107、2x  107、5x  107、1x  108或2x  108个菌

落形成单位(CFU)提供。

3.根据权利要求1至2中任一项所述的组合物，其中，所述组合物基本上不含水。

4.根据权利要求1至3中任一项所述的组合物，其中，所述佐剂和/或赋形剂是非天然存

在的。

5.根据权利要求1至4中任一项所述的组合物，其中，所述佐剂包括表面活性剂。

6.根据权利要求5所述的组合物，其中，所述表面活性剂是阳离子表面活性剂、阴离子

表面活性剂、两性离子表面活性剂、非离子表面活性剂或其任意组合。

7.根据权利要求5或6所述的组合物，其中，所述表面活性剂以以下的浓度提供：导致与

缺少所述表面活性剂的对照组合物相比所述金黄杆菌属的生存力的5％或更少的下降。

8.根据权利要求1至7中任一项所述的组合物，其中，所述金黄杆菌属或其产物抑制昆

虫的生长、繁殖、产卵、发育和/或摄食。

9.根据权利要求1至8中任一项所述的组合物，还包括昆虫抑制性化合物或另一种昆虫

抑制性微生物。

10.根据权利要求9所述的组合物，其中，所述昆虫抑制性化合物或昆虫抑制性微生物

抑制昆虫的生长、繁殖、产卵、发育和/或摄食。
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11.根据权利要求1至10中任一项所述的组合物，其中，所述昆虫抑制性化合物或昆虫

抑制性微生物通过与金黄杆菌属作用方式不同的作用方式抑制昆虫的生长、繁殖、产卵、发

育和/或摄食。

12.根据权利要求1至11中任一项所述的组合物，其中，所述昆虫是卵、幼虫、蛹和/或成

虫。

13.根据权利要求1至12中任一项所述的组合物，其中，所述昆虫是双翅目昆虫。

14.根据权利要求13所述的组合物，其中，所述双翅目昆虫是伊蚊属物种(Aedes  sp.)、

按蚊属物种(Anopheles  sp.)、库蚊属物种(Culex  sp.)、蜡实蝇属物种(Ceratitis  sp.)、

地种蝇属物种(Delia  sp.)、舌蝇属物种(Glossina  sp.)或蝇属物种(Musca  sp.)。

15.根据权利要求14所述的组合物，其中，所述双翅目昆虫是伊蚊属物种幼虫。

16.根据权利要求15所述的组合物，其中，所述伊蚊属物种幼虫是埃及伊蚊(Aedes 

aegypti)、西北岸伊蚊(Aedes  aboriginis)、白纹伊蚊(Aedes  albopictus)、大西洋伊蚊

(Aedes  atlanticus)、黑须伊蚊(Aedes  atropalpus)、金纹伊蚊(Aedes  aurifer)、双纹伊

蚊(Aedes  bicristatus)、双斑伊蚊(Aedes  bimaculatus)、布氏伊蚊(Aedes  brelandi)、弯

喙伊蚊(Aedes  camptorhynchus)、cantator伊蚊(Aedes  cantator)、黑伊蚊(Aedes 

cataphylla)、灰纹伊蚊(Aedes  cinereus)、克利维斯伊蚊(Aedes  clivis)、克汀伊蚊

(Aedes  cretinus)、沙漠伊蚊(Aedes  deserticola)、杜氏伊蚊(Aedes  dupreei)、伊帕提乌

斯伊蚊(Aedes  epactius)、黄纹伊蚊(Aedes  fulvus)、格鲁伊蚊(Aedes  grossbecki)、汉氏

伊蚊 (Aedes  hensilli)、赫斯氏伊蚊 (Aedes  hesperonotius)、弱伊蚊 (Aedes 

infirmatus)、入侵伊蚊(Aedes  intrudens)、黑色伊蚊(Aedes  melanimon)、米氏伊蚊

(Aedes  mitchellae)、白线斑蚊(Aedes  notoscriptus)、玻里尼西亚伊蚊(Aedes 

polynesiensis)、烦扰伊蚊(Aedes  sollicitans)、鳞片伊蚊(Aedes  squamiger)、带喙伊蚊

(Aedes  taeniorhynchus)、刺扰伊蚊(Aedes  vexans)或警觉伊蚊(Aedes  vigilax)幼虫。

17.根据权利要求1至16中任一项所述的组合物，其中，所述组合物不抑制有益昆虫的

生长、繁殖、产卵、发育和/或摄食。

18.根 据 权 利要 求 1 7所 述 的 组 合 物 ，其 中 ，所 述 有 益昆 虫 是蜜 蜂 、鳞 翅 目 类

(Lepidopteran)昆虫或鞘翅目类(Coleopteran)昆虫。

19.根据权利要求1至18中任一项所述的组合物，其中，所述金黄杆菌属是金黄杆菌属

PLU6。

20.根据权利要求1至19中任一项所述的组合物，其中，所述组合物基本上不含污染微

生物。

21.一种试剂盒，包括根据权利要求1至20中任一项所述的组合物，和应用装置、稀释剂

和/或容器中的至少一种。

22.根据权利要求21所述的试剂盒，其中，所述应用装置是喷雾器。

23.一种植物部分，至少部分涂覆有根据权利要求1至20中任一项所述的组合物。

24.根据权利要求23所述的植物部分，其中，所述部分是种子、叶、茎、花、根、果实或其

任意组合。

25.根据权利要求23或24所述的植物部分，其中，所述组合物以昆虫抑制性量来提供。

26.根据权利要求25所述的植物部分，其中，所述昆虫是卵、幼虫、蛹和/或成虫。
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27.根据权利要求25或26所述的植物部分，其中，所述昆虫是双翅目昆虫。

28.根据权利要求27所述的植物部分，其中，所述双翅目昆虫是蜡实蝇属物种

(Ceratitis  sp.)、地种蝇属物种(Delia  sp.)、荔枝瘿蚊属物种(Mayetolia  sp.)、绕实蝇

属物种(Rhagoletis  sp.)或按实蝇属物种(Anastrepha  sp.)。

29.根据权利要求23至28中任一项所述的植物部分，其中，所述植物部分是农作物、蔬

菜、水果或观赏植物部分。

30.根据权利要求23至29中任一项所述的植物部分，其中，所述植物部分是番茄、莴苣、

芸苔属物种(Brassica  sp.)、辣椒(pepper)、葡萄、浆果、柑橘、葫芦、苹果、梨或桃植物。

31.根据权利要求25至30中任一项所述的植物部分，其中，与未用所述组合物处理的植

物部分相比，所述昆虫抑制性量导致对所述植物部分的昆虫损害减少。

32.根据权利要求25至31中任一项所述的植物部分，其中，所述金黄杆菌属对所述植物

部分是异源的。

33.一种用于抑制昆虫生长、繁殖、产卵、发育和/或摄食的方法，包括将所述昆虫暴露

于昆虫抑制性量的根据权利要求1到20中任一项所述的组合物。

34.根据权利要求33所述的方法，还包括调查受所述组合物抑制的昆虫的存在，并在所

述昆虫的存在超过阈值水平时应用所述组合物。

35.根据权利要求33或34所述的方法，还包括调查对昆虫抑制性化合物或另一种昆虫

抑制性微生物具有抗性但被所述组合物抑制的昆虫的存在，并在存在具有抗性的所述昆虫

时应用所述组合物。

36.根据权利要求33至35中任一项所述的方法，其中，所述组合物的所述昆虫抑制性量

提供：(i)每毫升的包含所述昆虫的液体至少3x  104、1x  105、3x  105、1x  106或3x  106CFU的

所述金黄杆菌属的浓度，或每克的包含所述昆虫的固体或半固体基质至少3x  104、1x  105、

3x  105、1x  106或3x  106CFU的所述金黄杆菌属的浓度。

37.根据权利要求33至36中任一项所述的方法，其中，所述昆虫是昆虫卵、幼虫、蛹和/

或成虫。

38.根据权利要求33至37中任一项所述的方法，其中，所述昆虫对化学杀虫剂有抗性。

39.根据权利要求38所述的方法，其中，所述昆虫对有机磷类、拟除虫菊酯、氨基甲酸

酯、氯化烃、拟除虫菊酯、多杀菌素、多杀菌素类似物、烟碱类、吡唑或吡咯杀虫剂具有抗性。

40.根据权利要求33至39中任一项所述的方法，其中，所述昆虫是双翅目昆虫或昆虫幼

虫。

41.根据权利要求40所述的方法，其中，所述双翅目昆虫是伊蚊属物种、按蚊属物种、库

蚊属物种、蜡实蝇属物种、地种蝇属物种、舌蝇属物种、蝇属物种、锥蝇属物种(Cochliomyia 

sp.)、斑虻属物种(Chrysops  sp.)、蚋属物种(Simulium  sp.)、白蛉属物种(Phlebotomus 

sp.)、库蠓属物种(Culicoides  sp.)或皮蝇属物种(Dermatobia  sp.)。

42.根据权利要求40所述的方法，其中，所述双翅目昆虫或昆虫幼虫是伊蚊属物种、按

蚊属物种、或库蚊属物种的成虫或幼虫。

43.根据权利要求42所述的方法，其中，所述伊蚊属物种成虫或幼虫对昆虫抑制性化合

物有抗性。

44.根据权利要求43所述的方法，其中，所述昆虫抑制性化合物是拟除虫菊酯杀虫剂、
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有机磷杀虫剂或氨基甲酸酯杀虫剂。

45.根据权利要求33至44中任一项所述的方法，其中，所述暴露包括将所述昆虫与所述

组合物接触。

46.根据权利要求45所述的方法，其中，所述接触通过将所述组合物提供至所述昆虫产

卵或昆虫幼虫出现的环境。

47.根据权利要求46所述的方法，其中，所述环境是积水或积水可能积聚的位置。

48.根据权利要求33至44中任一项所述的方法，其中，所述暴露包括提供所述组合物用

于所述昆虫摄取或吸收。

49.根据权利要求33至48中任一项所述的方法，其中，与未用所述组合物处理的植物部

分相比，所述昆虫抑制性量导致对昆虫生长、繁殖、产卵、发育和/或摄食的抑制增加。

50.一种减少昆虫对植物损害的方法，包括将昆虫抑制性量的权利要求1至20中任一项

所述的组合物应用于所述植物的一个或多个部分、邻近所述植物的土壤和/或所述植物在

其中生长的土壤的步骤。

51.根据权利要求50所述的方法，还包括以下步骤：调查受所述组合物抑制的昆虫的存

在，并在所述昆虫的存在超过导致植物受损的阈值水平时应用所述组合物。

52.根据权利要求50或51所述的方法，还包括调查对昆虫抑制性化合物或另一种昆虫

抑制性微生物具有抗性但被所述组合物抑制的昆虫的存在，并在存在具有抗性的所述昆虫

时应用所述组合物。

53.根据权利要求50至52中任一项所述的方法，其中，所述昆虫是昆虫卵、幼虫、蛹和/

或成虫。

54.根据权利要求50至53中任一项所述的方法，其中，所述昆虫是双翅目昆虫。

55.根据权利要求54所述的方法，其中，所述双翅目昆虫是蜡实蝇属物种、地种蝇属物

种或按实蝇属物种。

56.根据权利要求50至55中任一项所述的方法，其中，所述植物是农作物、蔬菜、水果或

观赏植物。

57.根据权利要求56所述的方法，其中，所述植物是玉米、大豆、棉花、小麦、高粱、卡诺

拉、稻、燕麦、大麦、石竹属物种(Dianthus  sp.)、玫瑰、番茄、莴苣、芸苔属物种、辣椒、葡萄、

浆果、柑橘、葫芦、苹果、梨、樱桃、李子或桃子植物。

58.根据权利要求50至57中任一项所述的方法，其中，所述应用于所述植物部分是通过

喷雾和/或通过将种子与所述组合物接触进行。

59.根据权利要求50至58中任一项所述的方法，其中，在种子置入犁沟中之前、期间和/

或之后，将所述组合物应用在犁沟中。

60.根据权利要求50至59中任一项所述的方法，其中，将所述组合物作为土壤浸剂应用

于邻近所述植物的所述土壤和/或所述植物在其中生长的所述土壤。

61.根据权利要求50至60中任一项所述的方法，其中，所述昆虫对所述植物的损害包括

产量降低、摄食损害、产卵的损害、由昆虫传播的病原体的损害、水果或蔬菜品质的损害或

其任意组合。

62.根据权利要求50至61中任一项所述的方法，其中，与未接受所述组合物的应用的对

照植物相比，所述昆虫对所述植物的损害有所减少。
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63.根据权利要求50至62中任一项所述的方法，其中，所述组合物的所述昆虫抑制性量

提供每克鲜重的经处理的植物部分或每克土壤至少3x  104、1x  105、3x  105、1x  106或3x 

106CFU的金黄杆菌属的浓度。

64.一种制备昆虫抑制性组合物的方法，包括组合以下的步骤：

(i)包括以下的金黄杆菌属的单一培养物：

(a)至少一个编码区，其编码：在跨SEQ  ID  NO：1(MKCIGJBJ_03627  DNA促旋酶亚基A)的

整个长度上具有至少95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或100％序列同

一性的蛋白质、在跨SEQ  ID  NO：2(MKCIGJBJ_03079  DNA拓扑异构酶1)的整个长度上具有至

少95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或100％的序列同一性的蛋白质、在

跨SEQ  ID  NO：3(MKCIGJBJ_00500  DNA指导的RNA聚合酶亚基β)的整个长度上具有至少

95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或100％的序列同一性的蛋白质、或在

跨SEQ  ID  NO：4(MKCIGJBJ_00499  DNA指导的RNA聚合酶亚基β′)的整个长度上具有至少

95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或100％的序列同一性的蛋白质、和/

或在跨SEQ  ID  NO：5(MKCIGJBJ_02095  DNA指导的RNA聚合酶亚基α)的整个长度上具有至少

95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或100％的序列同一性的蛋白质；

(b)至少一种基因，其编码在跨附录A(PLU6_1‑PLU6_352；SEQ  ID  NO：851‑1202)中包含

的序列的整个长度上具有至少95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或

100％序列同一性的蛋白质；

(c)(a)的任何编码区或(b)的任何基因的任何组合；

(d)以ATCC专利保藏号PTA‑127072保藏的金黄杆菌属菌株PLU6、其变体或其后代；

(e)以ATCC专利保藏号PTA‑127072保藏的金黄杆菌属菌株PLU6、其变体或其后代，其中

所述变体或后代包括(a)的任何编码区、(b)的任何基因、或(a)的编码区和/或(b)的基因的

任何组合；以及

(ii)至少一种佐剂和/或赋形剂，从而制备昆虫抑制性组合物。

65.根据权利要求64所述的方法，其中，细菌的单一培养物基本上不含污染微生物。

66.根据权利要求65所述的方法，其中，所述金黄杆菌属的所述单一培养物通过包括以

下的步骤获得：用所述金黄杆菌属接种无菌细菌生长培养基，在基本上不存在污染微生物

的所述生长培养基中培养所述金黄杆菌属，以及收获基本上不含污染微生物的所述金黄杆

菌属的细菌单一培养物。

67.根据权利要求64至66中任一项所述的方法，其中，所述细菌生长培养基包括抑制污

染微生物但不抑制所述金黄杆菌属的生长的浓度的微生物生长抑制剂。

68.根据权利要求64至67中任一项所述的方法，其中，所述培养包括补料分批发酵或连

续发酵。

69.根据权利要求64至68中任一项所述的方法，其中，所述收获包括从用尽的细菌培养

基中分离所述细菌培养物。

70.根据权利要求64至69中任一项所述的方法，还包括以下步骤：干燥所述金黄杆菌属

单一培养物，并且然后将所述干燥的细菌单一培养物与所述佐剂和/或赋形剂组合。

71.根据权利要求64至70中任一项所述的方法，还包括以下步骤：将所述细菌培养物和

所述佐剂和/或赋形剂与昆虫抑制性化合物或另一种昆虫抑制性微生物组合。
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72.根据权利要求71所述的方法，其中，所述昆虫抑制性化合物或昆虫抑制性微生物抑

制昆虫的生长、繁殖、产卵、发育和/或摄食。

73.根据权利要求64至72中任一项所述的方法，其中，所述昆虫抑制性化合物或昆虫抑

制性微生物通过与金黄杆菌属作用方式不同的作用方式抑制昆虫的生长、繁殖、产卵、发育

和/或摄食。

74.根据权利要求64至73中任一项所述的方法，其中，所述佐剂包括表面活性剂。

75.根据权利要求74所述的方法，其中，所述表面活性剂是阳离子表面活性剂、阴离子

表面活性剂、两性离子表面活性剂、非离子表面活性剂或其任意组合。

76.根据权利要求74或75所述的方法，其中，所述表面活性剂以以下的浓度提供：导致

与缺少所述表面活性剂的对照组合物相比金黄杆菌属的生存力的5％或更少的下降。

77.根据权利要求64至76中任一项所述的方法，其中，所述金黄杆菌属是金黄杆菌

PLU6。

78.一种杀灭昆虫的方法，所述方法包括将昆虫与微生物生物体接触，所述微生物生物

体是PLU6、PLU6型生物体或具有与PLU6或PLU6型生物体相似的杀虫活性的生物体。

79.根据权利要求78所述的方法，其中，所述微生物生物体产生二吲哚基烷烃化合物。

80.根据权利要求78所述的方法，其中，所述二吲哚基烷烃化合物是3，3‑二吲哚基甲烷

或3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚。

81.根据权利要求78所述的方法，其中，所述昆虫是鳞翅目类或双翅目类。

82.根据权利要求78所述的方法，其中，所述昆虫来自以下科：蚊科(Culicidae)、夜蛾

科(Noctuidae)、卷蛾科(Tortricidae)、草螟科(Crambidae)或裳蛾科(Erebidae)。

83.根据权利要求78所述的方法，其中，所述昆虫来自伊蚊属。

84.根据权利要求78所述的方法，其中，所述昆虫来自库蚊属。

85.根据权利要求78所述的方法，其中，所述昆虫来自按蚊属。

86.根据权利要求78所述的方法，其中，所述昆虫来自粉纹夜蛾属(Trichoplusia)。

87.根据权利要求78所述的方法，其中，所述昆虫来自灰翅夜蛾属(Spodoptera)。

88.根据权利要求78所述的方法，其中，所述昆虫来自Chloridea。

89.根据权利要求78所述的方法，其中，所述昆虫是埃及伊蚊(Ae .aegpyti)、四斑按蚊

(A.quadrimaculatus)、致倦库蚊(C.quinquefasciatus)、烟芽夜蛾(H.viriscens)、粉纹夜

蛾(T.ni)、甜菜夜蛾(S.exigua)、大豆尺夜蛾(C.includens)、棉铃虫(H.zea)、亚热带黏虫

(S.eridania)、草地贪夜蛾(S.frugiperda)、小蔗杆草螟(D.saccharalis)、西南玉米杆草

螟(D.grandiosella)或红腹果蝇(A.gemmetalis)。

90.根据权利要求78所述的方法，其中，所述微生物生物体包括具有与由SEQ  ID  NO：

83、84‑157、158‑234、235‑464、465‑723或724‑850提供的序列至少95％序列同一性的核苷

酸序列。

91.一种生产杀虫剂的方法，所述方法包括使包括以下的微生物生物体的液体培养物

生长：PLU6、PLU6型生物体或具有与PLU6或PLU6型生物体相似的杀虫活性的生物体。

92.根据权利要求91所述的方法，其中，所述微生物生物体包括由SEQ  ID  NO：83、84‑

157、158‑234、235‑464、465‑723或724‑850提供的序列。

93.根据权利要求91所述的方法，还包括从所述液体培养物中分离杀虫化合物。
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94.根据权利要求91所述的方法，还包括分离所述微生物生物体，所述微生物生物体是

PLU6、PLU6型生物体或具有与PLU6或PLU6型生物体相似的杀虫活性的生物体。

95.根据权利要求93所述的方法，其中，所述杀虫化合物是二吲哚基烷烃化合物。

96.根据权利要求95所述的方法，其中，所述二吲哚基烷烃化合物是3，3‑二吲哚基甲烷

或3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚。

97.根据权利要求91所述的方法，其中，所述微生物生物体是包括从PLU6、PLU6型生物

体或具有与PLU6或PLU6型生物体相似的杀虫活性的生物体获得的核苷酸序列的异源生物

体。

98.根据权利要求97所述的方法，其中，所述核苷酸序列是由SEQ  ID  NO：83、84‑157、

158‑234、235‑464、465‑723或724‑850提供的序列。

99.一种产生抗昆虫植物的方法，所述方法包括在所述植物中表达由PLU6、PLU6型生物

体或具有与PLU6或PLU6型生物体相似的杀虫活性的生物体的核苷酸序列编码的产物。

100.根据权利要求99所述的方法，其中，由PLU6、PLU6型生物体或具有与PLU6或PLU6型

生物体相似的杀虫活性的生物体的核苷酸序列编码的所述产物是蛋白质，所述蛋白质单独

或与其它蛋白质一起起到产生二吲哚基烷烃化合物的作用。

101.根据权利要求99所述的方法，其中，所述核苷酸序列由SEQ  ID  NO：83、84‑157、

158‑234、235‑464、465‑723或724‑850提供。

102.一种杀灭昆虫的方法，所述方法包括将昆虫与二吲哚基烷基化合物接触。

103.根据权利要求102所述的方法，其中，所述二吲哚基烷基化合物是3，3‑二吲哚基甲

烷。

104.根据权利要求102所述的方法，其中，所述二吲哚基烷烃化合物是3‑((1H‑吲哚‑2‑

基)甲基)‑1H‑吲哚。

105.根据权利要求102所述的方法，其中，所述昆虫是鳞翅目类或双翅目类。

106.根据权利要求102所述的方法，其中，所述昆虫来自以下科：蚊科(Culicidae)、夜

蛾科(Noctuidae)、卷蛾科(Tortricidae)、草螟科(Crambidae)或裳蛾科(Erebidae)。

107.根据权利要求102所述的方法，其中，所述昆虫来自伊蚊属。

108.根据权利要求102所述的方法，其中，所述昆虫来自库蚊属。

109.根据权利要求102所述的方法，其中，所述昆虫来自按蚊属。

110.根据权利要求102所述的方法，其中，所述昆虫来自粉纹夜蛾属(Trichoplusia)。

111.根据权利要求102所述的方法，其中，所述昆虫来自灰翅夜蛾属(Spodoptera)。

112.根据权利要求102所述的方法，其中，所述昆虫来自Chloridea。

113.根据权利要求102所述的方法，其中，所述昆虫是埃及伊蚊、四斑按蚊(Anopheles 

quadrimaculatus)、致倦库蚊、烟芽夜蛾、粉纹夜蛾、甜菜夜蛾、大豆尺夜蛾、棉铃虫、亚热带

黏虫、草地贪夜蛾、小蔗杆草螟、西南玉米杆草螟或红腹果蝇。

114.一种生产吲哚化合物的方法，所述方法包括培养包括微生物生物体的液体培养

物，所述微生物生物体是PLU6或PLU6型生物体。

115.根据权利要求114所述的方法，其中，所述微生物生物体包含由SEQ  ID  NO：78‑82、

83、84‑157、158‑234、235‑464、465‑723或724‑850提供的核苷酸序列；或其中，所述微生物

生物体包括编码包括由SEQ  ID  NO：1‑5、或者851‑1202提供的氨基酸序列的多肽的核苷酸
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序列。

116.根据权利要求114所述的方法，还包括从所述液体培养物中分离吲哚化合物。

117.根据权利要求114所述的方法，其中，所述吲哚化合物是三吲哚化合物或四吲哚化

合物。

118.根据权利要求114所述的方法，其中，所述吲哚化合物具有根据以下的结构：

119.根据权利要求114所述的方法，其中，所述微生物生物体是包括从PLU6或PLU6型生

物体获得的核苷酸序列的异源生物体。

120.根据权利要求97所述的方法，其中，所述核苷酸序列是由SEQ  ID  NO：78‑82、83、

84‑157、158‑234、235‑464、465‑723或724‑850提供的核苷酸序列；或者是编码包括由SEQ 

ID  NO：1‑5、或者851‑1202提供的氨基酸序列的多肽的核苷酸序列。
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金黄杆菌属昆虫抑制性微生物组合物以及制备和使用方法

[0001] 相关申请声明

[0002] 本申请要求2021年5月14日提交的美国临时专利申请号63/188,961的优先权，其

全部内容出于所有目的通过引用并入本文。

[0003] 以电子方式提交的序列表的参考

[0004] 本申请包含以ASCII格式电子提交的序列表，并且其整体通过引用并入本文。所述

创建于2022年4月19日的ASCII副本，命名为“40129‑601_SEQUENCE_LISTING_ST25.txt”，大

小为14,009,737字节。

[0005] 表格的并入

[0006] 文件提交中的表格如下：

[0007] “PLU6_Table1.pdf”；

[0008] “PLU6_Table2.pdf”；

[0009] 其是本申请公开内容的一部分，并且其整体并入本文。

技术领域

[0010] 本公开涉及包括金黄杆菌属(Chryseobacterium)菌株的某些昆虫抑制性组合物、

源自金黄杆菌属生物体的昆虫抑制性组合物和化合物、用昆虫抑制性组合物处理的植物部

分、使用昆虫抑制性组合物来控制昆虫的方法以及制备昆虫抑制性组合物的方法。

背景技术

[0011] 有害昆虫可以通过作为多种病原体和寄生虫的载体而直接或间接地折磨人类、牲

畜、宠物和植物。由于昆虫对杀虫剂的抗性是一个持续存在的问题，因此持续需要新的昆虫

控制剂来抑制杀虫剂抗性昆虫以及阻止这种抗性的发展。

[0012] 能够抑制双翅目昆虫(包括蚊子，诸如伊蚊(Aedes)物种)的药剂具有特别的价值。

埃及伊蚊(Aedes  aegypti)是已知的人类疾病的携带者，所述人类疾病包括寨卡病毒、基孔

肯亚病毒、登革热和黄热病，这些疾病尤其成问题。某些伊蚊种群对DDT和拟除虫菊酯类杀

虫剂产生抗药性的报告(Kushwah  et  al.PLoS  Negl  Trop  Dis.2015  Jan  8；9(1)：e3332；

Kushwah  et  al.J  Vector  Borne  Dis.2015  Mar；52(1)：95‑8)强调了识别具有不同作用模

式的其他昆虫抑制性剂的重要性。

发明内容

[0013] 本文提供了组合物，包括：(i)金黄杆菌属单一培养物或其产品，其中金黄杆菌属

包括：(a)至少一个编码区，其编码：在跨SEQ  ID  NO：1(MKCIGJBJ_03627  DNA促旋酶亚基A)

的整个长度上具有至少95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或100％序列

同一性的蛋白质、在跨SEQ  ID  NO：2(MKCIGJBJ_03079  DNA拓扑异构酶1)的整个长度上具有

至少95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或100％的序列同一性的蛋白质、

在跨SEQ  ID  NO：3(MKCIGJBJ_00500  DNA指导的RNA聚合酶亚基β)的整个长度上具有至少
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95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或100％的序列同一性的蛋白质、或在

跨SEQ  ID  NO：4(MKCIGJBJ_00499  DNA指导的RNA聚合酶亚基β′)的整个长度上具有至少

95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或100％的序列同一性的蛋白质、和/

或在跨SEQ  ID  NO：5(MKCIGJBJ_02095  DNA指导的RNA聚合酶亚基α)的整个长度上具有至少

95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或100％的序列同一性的蛋白质；(b)

至少一种基因，其编码在跨附录A(PLU6_1‑PLU6_352；SEQ  ID  NO：851‑1202)中包含的序列

的整个长度上具有至少95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或100％序列

同一性的蛋白质；(c)(a)的任何编码区或(b)的任何基因的任何组合；(d)以ATCC专利保藏

号PTA‑127072保藏的金黄杆菌属菌株PLU6、其变体或其后代；(e)以ATCC专利保藏号PTA‑

127072保藏的金黄杆菌属菌株PLU6、其变体或其后代，其中所述变体或后代包括(a)的任何

编码区、(b)的任何基因、或(a)的编码区和/或(b)的基因的任何组合。在某些实施方式中，

组合物包括(ii)佐剂和/或赋形剂。

[0014] 某些实施方式提供了一种试剂盒，其包括本公开的金黄杆菌属组合物，以及应用

装置、稀释剂和/或容器中的至少一种。

[0015] 某些实施方式提供了一种植物部分，其至少部分涂覆有本公开的金黄杆菌属组合

物。

[0016] 本文提供了一种用于抑制昆虫(例如，双翅目类昆虫，鳞翅目类昆虫)的生长、繁

殖、产卵、发育和/或摄食的方法，包括将昆虫暴露于昆虫抑制性量的本公开的金黄杆菌属

组合物。

[0017] 某些实施方式提供了一种减少昆虫对植物损害的方法，包括将昆虫抑制性量的本

公开的金黄杆菌属组合物应用到植物的一个或多个部分、邻近该植物的土壤和/或植物在

其中生长的土壤的步骤。

[0018] 某些实施方式提供了一种制备昆虫抑制性组合物的方法，包括以下步骤：(i)金黄

杆菌属生物体的单一培养物，其包括：(a)至少一个编码区，其编码：在跨SEQ  ID  NO：1

(MKCIGJBJ_03627  DNA促旋酶亚基A)的整个长度上具有至少95％、96％、97％、98％、99％、

99.5％、99.8％、99.9％或100％序列同一性的蛋白质、在跨SEQ  ID  NO：2(MKCIGJBJ_03079 

DNA拓扑异构酶1)的整个长度上具有至少95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、

99.9％或100％的序列同一性的蛋白质、在跨SEQ  ID  NO：3(MKCIGJBJ_00500  DNA指导的RNA

聚合酶亚基β)的整个长度上具有至少95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％

或100％的序列同一性的蛋白质、或在跨SEQ  ID  NO：4(MKCIGJBJ_00499  DNA指导的RNA聚合

酶亚基β′)的整个长度上具有至少95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或

100％的序列同一性的蛋白质、和/或在跨SEQ  ID  NO：5(MKCIGJBJ_02095  DNA指导的RNA聚

合酶亚基α)的整个长度上具有至少95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或

100％的序列同一性的蛋白质；(b)至少一种基因，其编码在跨附录A(PLU6_1‑PLU6_352；SEQ 

ID  NO：851‑1202)中包含的序列的整个长度上具有至少95％、96％、97％、98％、99％、

99.5％、99.8％、99.9％或100％序列同一性的蛋白质；(c)(a)的任何编码区或(b)的任何基

因的任何组合；(d)以ATCC专利保藏号PTA‑127072保藏的金黄杆菌属菌株PLU6、其变体或其

后代；(e)以ATCC专利保藏号PTA‑127072保藏的金黄杆菌属菌株PLU6、其变体或其后代，其

中所述变体或后代包括(a)的任何编码区、(b)的任何基因、或(a)的编码区和/或(b)的基因
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的任何组合；以及(ii)至少一种佐剂和/或赋形剂，从而制备昆虫抑制性组合物。

[0019] 在一些实施方式中，PLU6生物体或PLU6型生物体(PLU6‑type  organism)是金黄杆

菌属物种，例如具有杀虫活性的蒂莫尼金黄杆菌(C .timonianum)、产吲哚金黄杆菌

(C.indologenes)、粘金黄杆菌(C.gleum)或根围金黄杆菌(C.rhizosphaerae)，所述具有杀

虫活性例如具有针对双翅目类昆虫和/或鳞翅目类昆虫(例如来自伊蚊属(Aedes)、干煞夜

蛾属(Anticarsia)、库蚊属(Culex)、按蚊属(Anopheles)、实夜蛾属(Heliothis)、粉纹夜蛾

属(Trichoplusia)、灰翅夜蛾属(Spodoptera)、锞纹夜蛾属(Chrysodeixis)、杆草螟属

(Diatraea)、实夜蛾属(Helicoverpa)或Chloridea)的杀灭活性。

[0020] 因此，在一些实施方式中，该技术提供了一种杀灭昆虫的方法。例如，方法的实施

方式包括将昆虫与微生物生物体接触，所述微生物生物体是PLU6、PLU6型生物体或具有与

PLU6或PLU6型生物体相似的杀虫活性的生物体。在一些实施方式中，微生物生物体产生二

吲哚基烷烃(diindolylalkane)化合物。在一些实施方式中，二吲哚基烷烃化合物是3，3‑二

吲哚基甲烷或3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚。在一些实施方式中，昆虫是鳞翅目类或

双翅目类。在一些实施方式中，昆虫来自以下的科：蚊科(Culicidae)、夜蛾科(Noctuidae)、

卷蛾科(Tortricidae)、草螟科(Crambidae)或裳蛾科(Erebidae)。在一些实施方式中，所述

昆虫来自伊蚊属(Aedes)、干煞夜蛾属(Anticarsia)、库蚊属(Culex)、按蚊属(Anopheles)、

实夜蛾属(Heliothis)、粉纹夜蛾属(Trichoplusia)、灰翅夜蛾属(Spodoptera)、锞纹夜蛾

属(Chrysodeixis)、杆草螟属(Diatraea)、实夜蛾属(Helicoverpa)或Chloridea。在一些实

施方式中，昆虫是埃及伊蚊(Aedes  aegpyti)、致倦库蚊(Culex  quinquefasciatus)、烟芽

夜蛾(Heliothis  viriscens)、粉纹夜蛾(Trichoplusia  ni)、甜菜夜蛾(Spodoptera 

exigua)、大豆尺夜蛾(Chrysodeixis  includens)、棉铃虫(Helicoverpa  zea)、亚热带黏虫

(Spodoptera  eridania)、草地贪夜蛾(Spodoptera  frugiperda)、小蔗杆草螟(Diatraea 

saccharalis)、西南玉米杆草螟(Diatraea  grandiosella)、四斑按蚊(Anopheles 

quadrimaculatus)或红腹果蝇(Anticarsia  gemmetalis)。

[0021] 在一些实施方式中，微生物生物体(例如，PLU6型生物体)包括与由SEQ  ID  NO：78‑

82(16S  rRNA基因、23S  rRNA基因和三个不同的5S  rRNA基因)中的一个或多个提供的一个

或多个序列具有至少95％序列同一性的核苷酸序列。

[0022] 在一些实施方式中，微生物生物体(例如，PLU6型生物体)包括与由SEQ  ID  NO：83；

SEQ  ID  NO：84‑157；SEQ  ID  NO：158‑234；SEQ  ID  NO：235‑464；SEQ  ID  NO：465‑723；或SEQ 

ID  NO：724‑850(分别对应于与系统发育进化支1‑6相关的序列，如图10中所示)的序列提供

的一个或多个序列具有至少95％序列同一性的核苷酸序列。

[0023] 在一些实施方式中，微生物生物体(例如，PLU6型生物体)包括编码与由SEQ  ID 

NO：1‑5提供的一个或多个氨基酸序列(DNA促旋酶亚基A、DNA拓扑异构酶1、DNA指导的RNA聚

合酶亚基β、DNA指导的RNA聚合酶亚基β′、DNA指导的RNA聚合酶亚基α)具有至少95％序列同

一性的多肽的核苷酸序列；或者包括编码与由序列SEQ  ID  NO：851‑1202(附录A)提供的一

个或多个氨基酸序列具有至少95％的序列同一性的多肽的核苷酸序列。

[0024] 在一些实施方式中，该技术提供了一种生产杀虫剂的方法。例如，在一些实施方式

中，方法包括培养包括微生物生物体的液体培养物，所述微生物生物体是PLU6、PLU6型生物

体或具有与PLU6或PLU6型生物体相似的杀虫活性的生物体。在一些实施方式中，微生物生
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物体(例如，PLU6型生物体)包括与由SEQ  ID  NO：78‑82(16S  rRNA基因、23S  rRNA基因和三

个不同的5S  rRNA基因)中的一个或多个提供的一个或多个序列具有至少95％序列同一性

的核苷酸序列。在一些实施方式中，微生物生物体(例如，PLU6型生物体)包括与由SEQ  ID 

NO：83；SEQ  ID  NO：84‑157；SEQ  ID  NO：158‑234；SEQ  ID  NO：235‑464；SEQ  ID  NO：465‑723；

或SEQ  ID  NO：724‑850(分别对应于与系统发育进化支1‑6相关的序列，如图10所示)的序列

提供的一个或多个序列具有至少95％序列同一性的核苷酸序列。在一些实施方式中，微生

物生物体(例如，PLU6型生物体)包括编码与由SEQ  ID  NO：1‑5提供的一个或多个氨基酸序

列(DNA促旋酶亚基A、DNA拓扑异构酶1、DNA指导的RNA聚合酶亚基β、DNA指导的RNA聚合酶亚

基β′、DNA指导的RNA聚合酶亚基α)具有至少95％序列同一性的多肽的核苷酸序列；或者包

括编码与由序列SEQ  ID  NO：851‑1202(附录A)提供的一个或多个氨基酸序列具有至少95％

的序列同一性的多肽的核苷酸序列。

[0025] 在一些实施方式中，方法还包括从所述液体培养物中分离杀虫化合物。在一些实

施方式中，方法还包括分离微生物生物体，所述微生物生物体是PLU6、PLU6型生物体或具有

与PLU6或PLU6型生物体相似的杀虫活性的生物体。在一些实施方式中，杀虫化合物是二吲

哚基烷烃化合物。在一些实施方式中，二吲哚基烷烃化合物是3，3‑二吲哚基甲烷或3‑((1H‑

吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚。

[0026] 在一些实施方式中，该技术涉及杀虫化合物的异源表达。在一些实施方式中，该技

术涉及一种或多种多肽的异源表达，所述一种或多种多肽来自PLU6、PLU6型生物体、或起到

产生杀虫化合物作用的具有与PLU6或PLU6型生物体相似的杀虫活性的生物体。在一些实施

方式中，该技术涉及来自PLU6、PLU6型生物体、或起到产生杀虫化合物(例如，吲哚烷烃)作

用的具有与PLU6或PLU6型生物体相似的杀虫活性的基因、蛋白质和/或酶的生物合成途径、

生物系统、代谢途径、代谢网络、基因簇、操纵子或其它群组的一种或多种多肽的异源表达。

在一些实施方式中，方法包括从核苷酸序列表达杀虫剂，所述核苷酸序列获自PLU6、PLU6型

生物体或具有与PLU6或PLU6型生物体相似的杀虫活性的生物体。在一些实施方式中，方法

包括从核苷酸序列表达蛋白质，所述核苷酸序列获自PLU6、PLU6型生物体或具有与PLU6或

PLU6型生物体相似的杀虫活性的生物体，其中所述蛋白质单独或与其他蛋白质一起起到产

生杀虫化合物的作用。在一些实施方式中，方法包括在异源宿主中表达产物(例如，杀虫剂

或起到产生杀虫剂作用的蛋白质)，所述异源宿主包括从PLU6、PLU6型生物体或具有与PLU6

或PLU6型生物体相似的杀虫活性的生物体获得的一个或多个核苷酸序列。在一些实施方式

中，一个或多个核苷酸序列包括由SEQ  ID  NO：83、84‑157、158‑234、235‑464、465‑723或

724‑850提供的序列。在一些实施方式中，核苷酸序列编码具有由SEQ  ID  NO：851‑1202(附

录A)提供的一个或多个序列提供的氨基酸序列的多肽。

[0027] 在一些实施方式中，该技术提供了一种包括来自PLU6、PLU6型生物体或具有与

PLU6或PLU6型生物体相似的杀虫活性的生物体的核酸的异源生物体(例如，微生物或植

物)。在一些实施方式中，核苷酸序列是由SEQ  ID  NO：83、84‑157、158‑234、235‑464、465‑

723或724‑850提供的序列。在一些实施方式中，核苷酸序列编码具有由SEQ  ID  NO：851‑

1202(附录A)提供的一个或多个序列提供的氨基酸序列的多肽。在一些实施方式中，该技术

提供一种表达一种或多种多肽的异源生物体，所述一种或多种多肽来自PLU6、PLU6型生物

体、或起到产生杀虫化合物作用的具有与PLU6或PLU6型生物体相似的杀虫活性的生物体。
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在一些实施方式中，该技术涉及一种表达来自PLU6、PLU6型生物体、或起到产生杀虫化合物

作用的具有与PLU6或PLU6型生物体相似的杀虫活性的基因、蛋白质和/或酶的生物合成途

径、生物系统、代谢途径、代谢网络、基因簇、操纵子或其它群组的一种或多种多肽的异源生

物体。

[0028] 在一些实施方式中，该技术提供了一种产生抗昆虫植物的方法，所述方法包括在

植物中表达一种由PLU6、PLU6型生物体或具有与PLU6或PLU6型生物体相似的杀虫活性的生

物体的核苷酸序列编码的产物。在一些实施方式中，由PLU6、PLU6型生物体或具有与PLU6或

PLU6型生物体相似的杀虫活性的生物体的核苷酸序列编码的产物是一种多肽，所述多肽单

独或与其它蛋白质一起起到产生二吲哚基烷烃化合物(例如，如本文所述的二吲哚基烷烃)

的作用。在一些实施方式中，植物包括由SEQ  ID  NO：83、84‑157、158‑234、235‑464、465‑723

或724‑850提供的核苷酸序列。在一些实施方式中，植物包括编码具有由SEQ  ID  NO：851‑

1202(附录A)提供的一个或多个序列提供的氨基酸序列的多肽的核苷酸序列。在一些实施

方式中，该技术提供一种产生表达一种或多种多肽的植物的方法，所述一种或多种多肽来

自PLU6、PLU6型生物体、或具有与PLU6或PLU6型生物体相似的杀虫活性的生物体。在一些实

施方式中，该技术涉及一种产生表达来自PLU6、PLU6型生物体、或具有与PLU6或PLU6型生物

体相似的杀虫活性的基因、蛋白质和/或酶的生物合成途径、生物系统、代谢途径、代谢网

络、基因簇、操纵子或其它群组的一种或多种多肽的植物的方法。

[0029] 在一些实施方式中，该技术提供了一种表达产物的植物，所述产物由PLU6、PLU6型

生物体或具有与PLU6或PLU6型生物体相似的杀虫活性的生物体的核苷酸序列编码。在一些

实施方式中，由PLU6、PLU6型生物体或具有与PLU6或PLU6型生物体相似的杀虫活性的生物

体的核苷酸序列编码的产物是一种蛋白质，所述蛋白质单独或与其它蛋白质一起起到产生

二吲哚基烷烃化合物(例如，如本文所述的二吲哚基烷烃)的作用。在一些实施方式中，植物

包括PLU6、PLU6型生物体或具有与PLU6或PLU6型生物体相似的杀虫活性的生物体的由SEQ 

ID  NO：83、84‑157、158‑234、235‑464、465‑723或724‑850提供的核苷酸序列。在一些实施方

式中，植物包括编码具有由SEQ  ID  NO：851‑1202(附录A)提供的一个或多个序列提供的氨

基酸序列的多肽的核苷酸序列。在一些实施方式中，该技术提供一种产生表达一种或多种

多肽的植物，所述一种或多种多肽来自PLU6、PLU6型生物体、或具有与PLU6或PLU6型生物体

相似的杀虫活性的生物体。在一些实施方式中，该技术涉及一种表达来自PLU6、PLU6型生物

体、或具有与PLU6或PLU6型生物体相似的杀虫活性的基因、蛋白质和/或酶的生物合成途

径、生物系统、代谢途径、代谢网络、基因簇、操纵子或其它群组的一种或多种多肽的植物。

[0030] 在 一 些 实 施 方 式 中 ，该 技 术 提 供 了 一 种 通 过 使 昆 虫 与 二 吲 哚 基 烷 基

(dindolylalkyl)化合物接触来杀灭昆虫的方法。在一些实施方式中，二吲哚基烷基化合物

是3，3‑二吲哚基甲烷。在一些实施方式中，二吲哚基烷烃化合物是3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲

基)‑1H‑吲哚。在一些实施方式中，昆虫是鳞翅类或双翅类。在一些实施方式中，昆虫来自以

下的科：蚊科 (Culicidae)、夜蛾科 (Noctuidae)、卷蛾科 (Tortricidae)、草螟科

(Crambidae)或裳蛾科(Erebidae)。在一些实施方式中，所述昆虫来自伊蚊属(Aedes)、干煞

夜蛾属(Anticarsia)、库蚊属(Culex)、按蚊属(Anopheles)、实夜蛾属(Heliothis)、粉纹夜

蛾属(Trichoplusia)、灰翅夜蛾属(Spodoptera)、锞纹夜蛾属(Chrysodeixis)、杆草螟属

(Diatraea)、实夜蛾属(Helicoverpa)或Chloridea。在一些实施方式中，昆虫是埃及伊蚊
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(Aedes  aegpyti)、四斑按蚊 (Anopheles  quadrimaculatus)、致倦库蚊 (Culex 

quinquefasciatus)、烟芽夜蛾(Heliothis  viriscens)、粉纹夜蛾(Trichoplusia  ni)、甜

菜夜蛾(Spodoptera  exigua)、大豆尺夜蛾(Chrysodeixis  includens)、棉铃虫

(Helicoverpa  zea)、亚热带黏虫(Spodoptera  eridania)、草地贪夜蛾(Spodoptera 

frugiperda)、小蔗杆草螟(Diatraea  saccharalis)、西南玉米杆草螟(Diatraea 

grandiosella)或红腹果蝇(Anticarsia  gemmetalis)。在一些实施方式中，二吲哚基烷基

化合物(例如，3，3‑二吲哚基甲烷或3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚)由PLU6生物体、

PLU6型生物体或具有与PLU6或PLU6型生物体相似的杀虫活性的生物体产生。

[0031] 在一些实施方式中，杀灭昆虫的方法包括使用PLU6生物体、PLU6型生物体或具有

类似于PLU6或PLU6型生物体的杀虫活性的生物体(例如，通过培养PLU6生物体、PLU6型生物

体或具有与PLU6或PLU6型生物体相似的杀虫活性的生物体)产生二吲哚基烷基化合物(例

如，3，3‑二吲哚基甲烷或3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚)并且使昆虫与二吲哚基烷基

化合物或包括二吲哚基烷基化合物的组合物(例如，包括PLU6生物体、PLU6型生物体或具有

与PLU6或PLU6型生物体相似的杀虫活性的生物体和二吲哚基烷烃化合物的培养物；或包括

分离的二吲哚基烷基化合物的组合物)接触。

[0032] 在一些实施方式中，该技术提供了产生吲哚化合物的方法。例如，在一些实施方式

中，方法包括培养包括微生物生物体的液体培养物，所述微生物生物体是PLU6或PLU6型生

物体。在一些实施方式中，微生物生物体包括由SEQ  ID  NO：78‑82、83、84‑157、158‑234、

235‑464、465‑723或724‑850提供的核苷酸序列；或者微生物生物体包括编码多肽的核苷酸

序列，所述多肽包括由SEQ  ID  NO：1‑5、或者851‑1202提供的氨基酸序列。在一些实施方式

中，方法还包括从所述液体培养物中分离吲哚化合物。在一些实施方式中，吲哚化合物是三

吲哚化合物或四吲哚化合物。在一些实施方式中，吲哚化合物具有根据以下的结构：

[0033] 或者

[0034] 在一些实施方式中，微生物生物体是包括从PLU6或PLU6型生物体获得的核苷酸序

列的异源生物体。在一些实施方式中，异源生物体包括核苷酸序列，所述核苷酸序列为由

SEQ  ID  NO：78‑82、83、84‑157、158‑234、235‑464、465‑723或724‑850提供的核苷酸序列；或

者为编码包括由SEQ  ID  NO：1‑5、或者851‑1202提供的氨基酸序列的多肽的核苷酸序列。

[0035] 基于本文所包含的教导，其他实施方式对于相关领域的技术人员来说将是显而易

见的。

附图说明

[0036] 参考以下附图，本技术的这些和其他特征、方面和优点将变得更好理解。
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[0037] 图1是示出PLU6针对各种蚊子幼虫的物种(埃及伊蚊(Aedes  aegpyti)、致倦库蚊

(Culex  quinquefasciatus)、和四斑按蚊(Anopheles  quadrimaculatus))的杀幼虫活性的

数据柱状图。PLU6的生物活性培养物生长2天。对三龄幼虫应用后72小时评估死亡率。误差

棒代表来自至少三次独立生物重复的标准偏差。“阴性对照(Neg .control)”代表使用来自

芽孢杆菌遗传资源中心(俄亥俄州立大学，哥伦布，OH)的苏云金芽孢杆菌(Bacillus 

thuringiensis)以色列(israelensis)亚种菌株4Q7获得的数据，其中编码杀幼虫毒素的质

粒已被去除。阳性对照来源于包括苏云金芽孢杆菌以色列亚种的市售杀幼虫剂产品。“仅培

养基”样品用无菌NYSM培养基处理。

[0038] 图2是示出对培养物进行各种处理后PLU6培养物对埃及伊蚊幼虫的杀幼虫活性的

数据柱状图。PLU6的生物活性培养物生长2天。通过以4000rpm离心全培养物10分钟获得细

胞沉淀和上清液。将上清液通过0.22μm无菌过滤器过滤以获得无细胞上清液。将细胞沉淀

重悬于新鲜NYSM中，并应用于幼虫。对于热处理，在应用于幼虫之前，将全培养物在加热块

中加热指定的时间和温度。在应用于幼虫后72小时评估死亡率。误差棒代表来自至少三次

独立生物重复的标准偏差。阳性对照来源于包括苏云金芽孢杆菌以色列亚种的市售杀幼虫

剂产品。“仅培养基”样品用无菌NYSM培养基处理。

[0039] 图3是示出PLU6培养物和ATCC  29898培养物对埃及伊蚊的杀幼虫活性的数据柱状

图。PLU6和ATCC  29898的生物活性培养物生长2天。在应用于幼虫后72小时评估死亡率。误

差棒代表来自至少三次独立生物重复的标准偏差。“仅培养基”样品用无菌NYSM培养基处

理。

[0040] 图4示出了与PLU6和阴性对照ATCC  29898的全基因组序列相比的来自保藏在NCBI

的参考全基因组序列的16S  rRNA基因(～1513bp)的系统发育树。16S  rRNA基因使用隐马尔

可夫模型(Hidden  Markov  Model)在读长(reads)组装后提取，并使用MUSCLE进行比对。使

用FastTree构建系统发育树，该树从核苷酸比对推断最大似然系统进化树，在广义时间可

逆模型(generalized  time‑reversible  model)下具有基于 γ 20的似然性。

[0041] 图5示出了使用串联和比对的一组核心蛋白质的PLU6和其他密切相关菌株的所有

测序运行之间的关系。附录A(SEQ  ID  NO：851‑1202)提供了图5所示PLU6菌株中存在的预测

蛋白质的氨基酸序列(L0947、L0948、L0949、L0950、L0951、L0952、L0953、L0954、L78和L88)。

使用隐马尔可夫模型和蛋白质家族的Pfam数据库预测编码蛋白质的功能(参见，例如，

Mistry(2021)“Pfam：The  protein  families  database  in  2021”，Nucleic  Acids 

Research  49：D412‑D419，通过引用并入本文)。

[0042] 图6表示对在NCBI发现的生物的相同区域的PLU616S  rDNA的解析输出，并使用用

于比较生物体的经典方法学描述了最密切相关的生物体。

[0043] 图7是示出与从环境来源分离的PLU6(“生物类似物”)相关的金黄杆菌属菌株的杀

幼虫活性的数据柱状图。培养物以10％v/v来应用。菌株M289、M290、M291和M48是来自美国

典型培养物保藏中心(American  Type  Culture  Collection)的对照菌株。M289、M290和

M291是ATCC29897(产吲哚金黄杆菌)的克隆。菌株M48是ATCC29898(太湖金黄杆菌

(C.taihuense))的克隆。NYSM代表阴性对照(培养基，无细菌细胞)。还示出了分离的黄杆菌

属(Flavobacterium)菌株。误差棒代表从至少三次独立重复计算的标准偏差。

[0044] 图8是示出来自与PLU6生物相似的金黄杆菌属菌株的无细胞上清液的杀幼虫活性
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的数据柱状图。无细胞培养物上清液以10％v/v来应用。菌株M289、M290、M291和M48是来自

美国典型培养物保藏中心的对照菌株。M289、M290和M291是ATCC29897(产吲哚金黄杆菌)的

克隆。菌株M48是ATCC29898(太湖金黄杆菌(C.taihuense))的克隆。NYSM代表阴性对照(培

养基，无细菌细胞)。误差棒代表从至少三次独立生物重复计算的标准偏差。

[0045] 图9A至9C是基于使用PEPPAN  v1 .0.5创建的基因存在/缺失的全基因组系统发育

(whole  genome  phylogeny)。柱状图代表应用微生物培养物后，针对埃及伊蚊的平均72小

时死亡率。黑色柱代表大于15％的死亡率，并且灰色柱代表小于15％的死亡率。

[0046] 图10A至10D是基于在使用PEPPAN  v1.0.5创建的分析中超过60％的菌株中存在的

核心基因的全基因组系统发育。柱状图代表应用微生物培养物后，针对埃及伊蚊的平均72

小时死亡率。黑色柱代表大于15％的死亡率，并且灰色柱代表小于15％的死亡率。在提取活

性大于15％的进化枝的共同祖先后，所有生物相似生物体包括与PLU6  DNA促旋酶A亚基、

DNA拓扑异构酶I、DNA指导的RNA聚合酶β亚基、DNA指导的RNA聚合酶β亚基、DNA指导的RNA聚

合酶α亚基的核苷酸序列具有至少95％同一性的核苷酸序列。编号为1至6的方框表示对埃

及伊蚊具有显著杀虫活性的六个生物体进化枝(进化支1‑6)。进化枝1的所有成员共有的核

苷酸序列由SEQ  ID  NO：83提供。进化枝2所有成员共有的核苷酸序列由SEQ  ID  NO：84‑157

提供。进化枝3所有成员共有的核苷酸序列由SEQ  ID  NO：158‑234提供。进化枝4所有成员共

有的核苷酸序列由SEQ  ID  NO：235‑464提供。进化枝5所有成员共有的核苷酸序列由SEQ  ID 

NO：465‑723提供。进化枝6所有成员共有的核苷酸序列由SEQ  ID  NO：724‑850提供。

[0047] 图11A和图11B是示出来自PLU6和M82培养物上清液的有机提取物对埃及伊蚊幼虫

有活性的数据图。活性是剂量依赖性的，并且对热处理不敏感。所示为应用于埃及伊蚊幼虫

的PLU6(图11A)和M82(图11B)提取物的代表性剂量曲线。死亡率数据针对log10转化的化合

物浓度进行作图。使用GraphPad  Prism软件拟合抑制性剂量反应曲线。误差棒代表从两次

技术重复(分析孔)计算的标准偏差。PLU6提取物和在60℃下处理10分钟的PLU6提取物的计

算的平均LC50S分别为253±11μg/mL和249±17μg/mL。M82提取物和在95℃下处理10分钟的

M82提取物的计算的平均LC50S分别为340±113μg/mL和271±227μg/mL。从两条独立重复剂

量曲线计算标准偏差，其曲线拟合R2值是≥0.75。

[0048] 图11C示出PLU6乙酸乙酯提取物的制备型HPLC(210nm和254nm)色谱图。色谱图上

的数字指示所收集的级分(fraction)。

[0049] 图11D示出了图11C中所指示的级分19的半制备型HPLC(220nm)色谱图。

[0050] 图11E是PLU6乙酸乙酯提取物(底部迹线)与arundine(3，3′‑二吲哚基甲烷)标准

品(顶部迹线)的图11C中所指示的级分17‑19的HPLC(210nm)色谱图的比较。

[0051] 图11F是PLU6乙酸乙酯提取物(底部迹线)与arundine(3，3′‑二吲哚基甲烷)标准

品(顶部迹线)的图11C中所指示的级分17‑19的1H  NMR(600MHz，MeOD‑d4)光谱的比较。

[0052] 图11G是本文所描述的代谢物2的质谱。

[0053] 图11H是代谢物2化合物的三吲哚化学结构。

[0054] 图11I是本文所描述的代谢物3的质谱。

[0055] 图11J是代谢物3化合物的四吲哚化学结构。

[0056] 图12是示出用从金黄杆菌属菌株制备的提取物的处理导致新生卷心菜环虫(粉纹

夜蛾(Trichoplusia  ni))的死亡的数据图。每种浓度使用N＝16只幼虫进行分析。阴性对照
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(无提取物)显示死亡率为0％。

[0057] 图13是示出由菌株PLU6产生的二吲哚化合物(3，3′‑二吲哚基甲烷)以剂量依赖性

方式对埃及伊蚊幼虫有活性的数据图。所示为应用于埃及伊蚊幼虫的3，3’‑二吲哚基甲烷

的代表性剂量曲线。死亡率数据针对log10转化的化合物浓度进行作图。使用GraphPad 

Prism软件拟合抑制性剂量反应曲线。所示的代表性曲线拟合对应于10.2μg/mL的3，3′‑二

吲哚基甲烷LC50(95％CI[7.3，14.2])。误差棒代表从四次技术重复(分析孔)计算的标准偏

差。所计算的3，3′‑二吲哚基甲烷的平均LC50为7.5±3.0μg/mL(从曲线拟合R2值≥0.75的五

条独立重复剂量曲线计算出的标准偏差。显著的离群值LC50值使用P＜0.01的格鲁布斯检验

(Grubb’s  test)来确定，并且不包括在平均LC50的计算中)。阴性对照中的死亡率没有被减

去，不过其对于所有试验都小于10％。

[0058] 图14是示出由菌株PLU6产生的二吲哚化合物3，3′‑二吲哚基甲烷以剂量依赖性方

式对致倦库蚊幼虫有活性的图。死亡率数据针对log10转化的化合物浓度进行作图。使用

GraphPad  Prism软件拟合抑制性剂量反应曲线。所示的代表性曲线拟合对应于7.5μg/mL的
3，3′‑二吲哚基甲烷LC50(95％CI[4.5，13.3])。误差棒代表从四次技术重复(分析孔)计算

的标准偏差。阴性对照的死亡率为0％。

[0059] 图15是一系列示出3，3′‑二吲哚基甲烷对五种鳞翅类物种具有剂量依赖性活性的

图。所呈现的数据来自以饮食覆盖形式对N＝32只新生昆虫进行的生物测定。完整的物种名

称如下：粉纹夜蛾(Trichoplusia  ni)(粉纹夜蛾(cabbage  looper))、烟青虫(Chloridia 

virescens)(烟青虫(tobacco  budworm))、甜菜夜蛾(Spodoptera  exigua)(甜菜夜蛾(beet 

armyworm))、草地贪夜蛾(Spodoptera  frugiperda)(草地贪夜蛾(fall  armyworm))以及大

豆夜蛾(Anticarsia  gemmatalis)(大豆夜蛾(velvetbean  caterpillar))。使用阿伯特校

正(Abbott’s  Correction)对数据进行校正。阳性对照样品(1000ppm苏云金芽孢杆菌库尔

斯塔克亚种(Bacillus  thuringiensis  kurstaki))对所有五个物种产生了100％的死亡

率。

[0060] 图16是示出斑翅果蝇 (Drosophila  suzukii) (斑翅果蝇 (spotted  wing 

Drosophila))的化蛹率不受3，3′‑二吲哚基甲烷处理(饮食掺入)影响的数据图。A1X＝100μ
g/mL；A5X＝500μg/mL；A10X＝1000μg/mL。每个浓度都用10个装有20只斑翅果蝇

(D.suzukii)L2幼虫的小瓶进行测试。通过单向ANOVA(α＝0.05)测量，化蛹率没有显著差

异。

[0061] 图17是示出斑翅果蝇 (Drosophila  suzukii) (斑翅果蝇 (spotted  wing 

Drosophila))的羽化率不受3，3′‑二吲哚基甲烷处理(饮食掺入)影响的数据图。A1X＝100μ
g/mL；A5X＝500μg/mL；A10X＝1000μg/mL。每个浓度都用10个装有20只斑翅果蝇

(D.suzukii)L2幼虫的小瓶进行测试。通过单向ANOVA(α＝0.05)测量，用相同字母标记的处

理没有显著差异。

[0062] 图18是一系列示出斑翅果蝇(Drosophila  suzukii)(斑翅果蝇(spotted  wing 

Drosophila))的卵到成虫存活率不受3，3′‑二吲哚基甲烷处理(饮食掺入)影响的图。A1X＝

100μg/mL；A5X＝500μg/mL；A10X＝1000μg/mL。每个浓度都用10个装有20只斑翅果蝇

(D.suzukii)L2幼虫的小瓶进行测试。“Dpi”表示感染后的天数(0dpi为产卵日)。

[0063] 图19是示出合成的二吲哚化合物3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚对埃及伊蚊
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幼虫有活性的数据图。所示为应用于埃及伊蚊幼虫的3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚的

代表性剂量曲线。死亡率数据针对log10转化的化合物浓度进行作图。使用GraphPad  Prism

软件拟合抑制性剂量反应曲线。所示的代表性曲线拟合对应于5.8μg/mL的3‑((1H‑吲哚‑2‑

基)甲基)‑1H‑吲哚LC50(95％CI[5.1，6.8])。误差棒代表从四次技术重复(分析孔)计算的标

准偏差。所计算的3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚的平均LC50为63土2.1μg/mL(从四条独

立重复剂量曲线计算出的标准偏差，其曲线拟合R2值为≥0.75。显著的离群值LC50值使用P

＜0.01的格鲁布斯检验来确定，并且不包括在平均LC50的计算中)。阴性对照中的死亡率没

有被减去，不过其对于所有试验都小于10％。

[0064] 图20是示出合成的二吲哚化合物3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚对致倦库蚊

幼虫有活性的数据图。所示为应用于致倦库蚊幼虫的3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚的

代表性剂量曲线。死亡率数据针对log10转化的化合物浓度进行作图。使用GraphPad  Prism

软件拟合抑制性剂量反应曲线。所示的代表性曲线拟合对应于1.5μg/mL的3‑((1H‑吲哚‑2‑

基)甲基)‑1H‑吲哚LC50(95％CI[1.3，1.7])。误差棒代表从四次技术重复(分析孔)计算的

标准偏差。所计算的3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚的平均LC50为0.95±0.75μg/mL(从
两条独立重复剂量曲线计算出的标准偏差，其曲线拟合R2值为≥0.75。阴性对照中的死亡

率没有被减去，不过其对于所有试验都小于10％。

[0065] 图21是示出与二吲哚化合物相比，吲哚三聚体(例如，代谢物2或三吲哚)和四聚体

(例如，代谢物3或四吲哚)化合物没有显示对埃及伊蚊幼虫的活性。误差棒代表从两次技术

重复(分析孔)计算的标准偏差。

[0066] 应当理解，附图不一定是按比例绘制的，附图中的物体也不一定是彼此按比例关

系绘制的。附图是旨在使本文公开的装置、系统和方法的各种实施方式清晰易懂的描述。在

所有附图中，尽可能使用相同的附图标记来指代相同或相似的部分。此外，应当理解，附图

并不旨在以任何方式限制本教导的范围。

具体实施方式

[0067] 在各种实施方式的详细描述中，出于解释的目的，阐述了许多具体细节以提供对

所公开的实施方式的透彻理解。然而，本领域技术人员将理解，可以在有或没有这些具体细

节的情况下实践这些不同的实施方式。在另一些情况下，结构和装置以框图形式显示。此

外，本领域的技术人员可以容易地理解，呈现和执行方法的特定顺序是说明性的，并且预期

顺序可以变化并且仍然保持在本文公开的各种实施方式的精神和范围内。

[0068] 本申请中引用的所有文献和类似材料，包括但不限于专利、专利申请、文章、书籍、

论文和互联网网页，均出于任何目的明确通过引用以其整体并入。除非另有定义，否则本文

使用的所有技术和科学术语具有本文描述的各种实施方式所属领域的普通技术人员普遍

理解的相同含义。当并入的参考文献中的术语定义与本教导中提供的定义不同时，以本教

导中提供的定义为准。本文使用的章节标题仅用于组织目的，不应被解释为以任何方式限

制所描述的主题。

[0069] 为了促进对本技术的理解，下面定义了若干术语和短语。在整个详细描述中阐述

了额外的定义。

[0070] 在整个说明书和权利要求书中，以下术语具有与本文明确关联的含义，除非上下
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文另有明确规定。

[0071] 如本文所用，短语“在一种实施方式中”不一定指代相同的实施方式，尽管它可以

指代相同的实施方式。此外，如本文所用，短语“在另一实施方式中”不一定指代不同的实施

方式，尽管它可以指代不同的实施方式。因此，如下所述，在不脱离本发明的范围或精神的

情况下，可以容易地组合本发明的各种实施方式。

[0072] 此外，如本文所用，术语“或”是包含性的“或”运算符并且等同于术语“和/或”，除

非上下文另有明确规定。本文所用的术语“和/或”被认为是两个特定特征或部件中的每一

个具有或不具有另一个的具体公开。因此，在本文中短语诸如“A和/或B”中使用的术语“和/

或”旨在包括“A和B”、“A或B”、“A”(单独)和“B”(单独)。同样，在短语诸如“A、B和/或C”的短

语中使用的术语“和/或”旨在包含以下实施方式中的每一个：A、B和C；A、B或C；A或C；A或B；B

或C；A和C；A和B；B和C；A(单独)；B(单独)；以及C(单独)。

[0073] 术语“基于”不是排他性的并且允许基于未描述的额外因素，除非上下文另有明确

规定。此外，在整个说明书中，“一个”、“一种”和“该”的含义包括复数引用。“在......内”的

含义包括“在......内”和“在......上”

[0074] 如本文所用，术语“约”、“大约”、“基本上”和“显著”为本领域普通技术人员所理

解，并且将在一定程度上根据它们所使用的上下文而变化。如果这些术语的使用在考虑使

用它们的上下文的情况下对于本领域普通技术人员来说仍不清楚，则“约”和“大约”是指加

上或减去特定术语的小于或等于10％，并且“基本上”和“显著”是指加上或减去特定术语的

大于10％。

[0075] 如本文所用，范围的公开包括对整个范围内的所有值和进一步划分的范围(包括

为范围给出的端点和子范围)的公开。如本文所用，数值范围的公开包括端点和其间具有相

同精确度的每个中间数字。例如，对于6‑9的范围，除了6和9之外，还预期了数字7和8，对于

6.0‑7.0的范围，明确预期了数字6.0、6.1、6.2、6.3、6.4、6.5、6.6、6.7、6.8、6.9和7.0。

[0076] 如本文所用的，后缀“‑无”指的是省略了附加了“‑无”的词的基本词根的特征的技

术的实施方式。即，本文所用的术语“无X”是指“没有X”，其中X是“无X”技术中省略的技术特

征。例如，“无钙”组合物不包含钙，“无混合”方法不包括混合步骤等。

[0077] 尽管术语“第一”、“第二”、“第三”等可在本文中用于描述各种步骤、元件、组合物、

组件、区域、层和/或部分，但这些步骤、元件、组合物、组件、区域、层和/或部分不应受这些

术语的限制，除非另有说明。这些术语用于将一个步骤、元件、组合物、组件、区域、层和/或

部分与另一步骤、元件、组合物、组件、区域、层和/或部分区分开来。除非上下文明确指出，

否则本文使用的诸如“第一”、“第二”的术语和其他数字术语并不暗示序列或顺序。因此，在

不脱离技术的情况下，本文讨论的第一步骤、元件、组合物、组件、区域、层或部分可以称为

第二步骤、元件、组合物、组件、区域、层或部分。

[0078] 如本文所用，词语“存在”或“不存在”(或可替代地，“存在的”或“不存在的”)在相

对意义上用于描述特定实体(例如，组分、作用、元素)的量或水平。例如，当实体被称为“存

在的”时，这意味着该实体的水平或数量高于预定阈值；相反，当实体被称为“不存在”时，这

意味着该实体的水平或数量低于预定阈值。预定阈值可以是与用于检测实体的特定测试相

关联的可检测性阈值或任何其他阈值。当实体被“检测到”时，它是“存在的”；当实体“未被

检测到”时，它是“不存在的”。
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[0079] 如本文所用，“增加”或“减少”分别指变量的值相对于先前测量的变量值、相对于

预先确定的值和/或相对于标准对照的值的可检测(例如，测量的)正或负变化。增加是相对

于先前测量的变量值、预先确定的值和/或标准对照的值正向变化优选至少10％，更优选

50％，还更优选2倍，甚至更优选至少5倍，以及最优选至少10倍。类似地，减少是相对于先前

测量的变量值、预先确定的值和/或标准对照的值负向变化优选至少10％，更优选50％，还

更优选至少80％，最优选至少90％。其他表示数量变化或差异的术语，诸如“更多”或“更

少”，在本文中以与上述相同的方式使用。

[0080] 当术语以单数提供时，也提供了包括该术语复数的实施方式。

[0081] 如本文所用，术语“包括”(“include”“includes”和“including”)应被解释为至少

具有它们所指的特征，而不排除任何附加的未指明的特征。

[0082] 如本文所用，术语“昆虫”指昆虫生命周期的任何阶段(卵、幼虫、蛹或成虫)。

[0083] 如本文所用，术语“卵”指受精卵和未受精卵。

[0084] 如本文所用，短语“昆虫抑制性量”是指组合物的量，该量导致对昆虫运动性、生存

力、生长、昆虫发育、昆虫繁殖、昆虫产卵、昆虫摄食行为、昆虫交配行为的任何可测量的抑

制，和/或由昆虫摄食、产卵或与植物的其它相互作用引起的副作用的任何可测量的减少。

[0085] 如本文所用，术语“异源”是指除了其在自然界中出现的情况之外的任何成分(例

如，微生物或其任何成分)。

[0086] 如本文所用，术语“异源”当用于指基因或核酸时，是指以某种方式操作过的基因。

例如，异源基因包括从一个物种引入至另一个物种中的基因。异源基因还包括对于以某种

方式改变(例如，突变、多拷贝添加、与非天然启动子或增强子序列连接等)的生物体是天然

的基因。异源基因与内源基因的区别在于，异源基因序列通常连接到包括调控元件诸如启

动子的核苷酸序列上，所述调控元件没有被发现与由异源基因编码的蛋白质的基因天然相

关或与染色体中的内源基因序列天然相关，或者与染色体中天然不存在的部分相关(例如，

在基因不正常表达的基因座中表达的基因)。

[0087] 如本文所用，术语“宿主细胞”指能够复制和/或转录和/或翻译异源基因的任何细

胞。因此，“宿主细胞”指任何真核或原核细胞(例如，植物细胞、藻类细胞诸如莱茵衣藻

(C.reinhardtii)、细菌细胞诸如酵母细胞、大肠杆菌、昆虫细胞等)，无论位于体外还是体

内。例如，宿主细胞可以位于转基因植物中，或者位于植物部分或植物组织部分中，或者位

于细胞培养物中。在一些实施方式中，宿主细胞是“异源宿主细胞”。如本文所用，“异源宿主

细胞”是包括异源基因的细胞，例如，来自不同于异源宿主细胞的生物体的基因。

[0088] 如本文所用，术语“转基因”当用于指植物或叶或果实或种子(例如“转基因植物”、

“转基因叶”、“转基因果实”、“转基因种子”或“转基因宿主细胞”)时，是指在其一个或多个

细胞中含有至少一种异源或外源基因的植物或叶或果实或种子。术语“转基因植物材料”泛

指在其一个或多个细胞中包含至少一种异源基因的植物、植物结构、植物组织、植物种子或

植物细胞。

[0089] 如本文所用，术语“植物”以其最广泛的意义使用。它包括但不限于任何种类的草

(例如，草坪草)、观赏草或装饰草、农作物或谷类、饲料或草料、水果或蔬菜、水果植物或蔬

菜植物、草本植物、木本植物、花卉植物或树木。这并不意味着将植物限制在任何特定的结

构中。它还指单细胞植物(例如微藻)和很大程度分化成集群的大量植物细胞(例如团藻)或
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在植物发育的任何阶段都存在的结构。这种结构包括但不限于种子、分蘖、小枝、stolen、塞

(plug)、根茎、枝条、干、叶、花瓣、果实等。可以使用本领域已知的技术生产转基因植物。

[0090] 术语“蛋白质”、“多肽”、“肽”、“编码产物”、“氨基酸序列”可互换使用，用来指包括

通过肽键连接的氨基酸的化合物，并且由基因编码的“蛋白质”不限于由基因编码的氨基酸

序列，还包括蛋白质的翻译后修饰。当术语“氨基酸序列”在本文中被引用来指蛋白质分子

的氨基酸序列时，术语“氨基酸序列”和类似术语，诸如“多肽”或“蛋白质”并不意味着将氨

基酸序列限制为与所引用的蛋白质分子相关的完整的、天然的氨基酸序列。此外，“氨基酸

序列”可以从编码蛋白质的核酸序列中推导出来。从编码核酸序列推导出的氨基酸序列包

括从推导出的氨基酸序列衍生出并通过翻译后加工修饰的序列，其中修饰包括但不限于糖

基化、羟基化、磷酸化和氨基酸缺失、取代和添加。因此，包含推导出的氨基酸序列的氨基酸

序列被理解为包括编码和推导的氨基酸序列的翻译后修饰。术语“X”可以代表任何氨基酸。

[0091] 术语“序列同一性”是指两个多核苷酸或两个多肽序列在比较窗口内(即，在逐个

核苷酸基础或氨基酸的基础上)是相同的。术语“序列同一性的百分比”是通过以下来计算：

在比较窗内比较两个最佳比对的序列，确定相同的核酸碱基(例如A、T、C、G、U或I)或氨基酸

(其中通常考虑保守氨基酸)在两个序列中出现的位置的数量以产生匹配位置的数量，将匹

配位置的数量除以比较窗中的位置总数(即窗大小)，并将结果乘以100以产生序列同一性

的百分比。本文使用的术语“基本相同”表示多核苷酸序列的特征，其中多核苷酸包括与参

考序列相比，在至少20个核苷酸位置的比较窗口内，通常在至少25‑50个核苷酸的窗口内，

具有至少85％序列同一性，优选至少90‑95％序列同一性，更通常至少99％序列同一性的序

列，其中序列同一性的百分比是通过将参考序列与可以包括在比较窗内总共占参考序列

20％或更少的缺失或添加的多核苷酸序列进行比较来计算的。参考序列可以是更大序列的

子集，例如，作为本发明要求保护的组合物的全长序列的片段。

[0092] 术语“表达”当用于指核酸序列诸如基因时，是指通过基因的“转录”(即，通过RNA

聚合酶的酶促作用)，将基因中编码的遗传信息转化为RNA(例如，mRNA、rRNA、tRNA或

snRNA)，并通过mRNA的“翻译”转化为适用的蛋白质(如当基因编码蛋白质时)的过程。

[0093] 如本文所用，“系统”指的是为了共同目的而一起操作的多个真实和/或抽象组件。

在一些实施方式中，“系统”是硬件和/或软件组件的集成集合。在一些实施方式中，系统的

每个组件与一个或多个其他组件交互和/或与一个或多个其他组件相关。在一些实施方式

中，系统是指用于控制和指导方法的组件和软件的组合。例如，“系统”或“子系统”可包括以

下中的一种或多种或任意组合：机械装置、硬件、硬件的组件、电路、线路、逻辑设计、逻辑组

件、软件、软件模块、软件或软件模块的组件、软件过程、软件指令、软件例程、软件对象、软

件功能、软件类、软件程序、包含软件的文件等，以执行系统或子系统的功能。因此，实施方

式的方法和设备，或其某些方面或部分，可以采用体现在有形介质诸如软盘、CD‑ROM、硬盘

驱动器、闪存或任何其他机器可读存储介质中的程序代码(例如，指令)的形式，其中当程序

代码被加载到机器诸如计算机中并由其实行时，该机器成为实践实施方式的设备。在程序

代码在可编程计算机上实行的情况下，计算装置通常包括处理器、处理器可读的存储介质

(例如，易失性和非易失性存储器和/或存储元件)、至少一个输入装置和至少一个输出装

置。一个或多个程序可以实现或利用结合实施方式描述的过程，例如，通过使用应用程序编

程接口(API)、可重用控件等。这样的程序优选地以高级过程或面向对象的编程语言来实现
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以与计算机系统通信。然而，如果需要，一个或多个程序可以用汇编语言或机器语言来实

现。在任何情况下，该语言都可以是编译或解释语言，并与硬件实现相结合。

[0094] 如本文所用，术语“生物系统”是指基因、酶、活性或功能的集合，它们一起作用以

提供代谢途径或代谢网络。生物系统也可以从营养通量、能量通量、电化学梯度、代谢输入

(生物反应物)和代谢输出(生物产物)层面来描述，例如，其提供能量输入到用于生物过程

的能量转换、生物分子的合成代谢合成以及废物的消除。

[0095] 如本文所用，术语“代谢途径”是指一组相连的代谢、生物化学和物理过程，其在一

系列步骤和中间产物中将代谢输入转化为代谢输出。

[0096] 如本文所用，术语“代谢网络”指一组相连的代谢途径。代谢网络可以在一系列步

骤和中间产物中将代谢输入转化为代谢输出。

[0097] 如本文所用，术语“微生物 (m i c r o bia l)”、“微生物生物体”和“微生物

(microorganism)”是指作为微观细胞存在的生物体，其包括在三界系统中的古菌、细菌或

真核生物界中(参见Woese(1990)Proc  Natl  Acad  Sci  USA  87：4576‑79，通过引用并入本

文)，后者包括酵母和丝状真菌、原生动物、藻类或高等原生生物。因此，该术语旨在涵盖原

核或真核细胞或具有微观大小的生物体，并且包括所有物种的细菌、古菌和真细菌以及真

核微生物诸如酵母和真菌。还包括可以培养以用于生产化学物质的任何物种的细胞培养

物。术语“微生物细胞”和“微生物(microbe)”可与术语“微生物(microorganism)”互换使

用。术语“细菌(bacteria)”和“细菌(bacterium)”、“古菌(archaea)”和“古菌(archaeon)”

是指三界系统中的细菌界和古菌界的原核生物体。

[0098] 术语“古菌”是指通常在异常环境中发现的生物体的分类界，并通过几个标准(包

括核糖体蛋白质的数量和细胞壁中缺乏胞壁酸)与原核生物的其余部分区分开来。基于小

亚基rRNA分析，古菌由两个系统发育上不同的类群组成：泉古菌门(Crenarchaeota)和广古

菌门(Euryarchaeota)。根据它们的生理学，可以将古菌分为三种类型：产甲烷菌(产生甲烷

的原核生物)；极端嗜盐菌(生活在非常高浓度的盐(NaCl)中的原核生物)；以及极端(超)嗜

热生物(生活在极高温度下的原核生物)。除了使它们区别于细菌的统一古细菌特征(例如，

细胞壁中没有胞壁蛋白，酯连接的膜脂质等)，这些原核生物还表现出独特的结构或生化属

性，使它们适应特定的生境。泉古菌门主要由超嗜热硫依赖性原核生物组成，而广古菌门包

含产甲烷菌和极端嗜盐菌。

[0099] 术语“细菌”或“真细菌”指原核生物体的界。细菌至少包括以下11个不同的组：(1)

革兰氏阳性(革兰氏+)细菌，其中有两个主要大类：(1)高G+C组(放线菌、分枝杆菌、微球菌

等)，(2)低G+C组 (芽孢杆菌、梭菌、乳杆菌、葡萄球菌、链球菌、支原体)；(2)变形菌

(Proteobacteria)，例如紫色光合+非光合革兰氏阴性细菌(包括最“常见”的革兰氏阴性细

菌)；(3)蓝细菌，例如，生氧性光养生物；(4)螺旋体及相关物种；(5)浮霉状菌；(6)拟杆菌、

黄杆菌；(7)衣原体；(8)绿色硫细菌；(9)绿色非硫细菌(亦称厌氧光养生物)；(10)耐辐射微

球菌及亲缘类群；(1 1)栖热袍菌 (T h e r m o t og a)和热栖热腔菌 (T h e r m o s i p h o 

thermophiles)。

[0100] “革兰氏阴性细菌”包括球菌、非肠杆菌和肠杆菌。革兰氏阴性细菌的属包括，例

如，奈瑟氏菌属、螺旋菌属、巴斯德菌属、布鲁氏菌属、耶尔森氏菌属、弗朗西丝氏菌属、嗜血

杆菌属、鲍特菌属、埃希菌属、沙门菌属、志贺氏菌属、克雷伯菌属、变形杆菌属、弧菌属、假
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单胞菌属、拟杆菌属、醋杆菌属、气杆菌属、农杆菌属、固氮菌属、螺形菌属、沙雷菌属、根瘤

菌属、衣原体属、立克次氏体、密螺旋体属和梭杆菌属。

[0101] “革兰氏阳性细菌”包括球菌、非孢子杆菌和孢子杆菌。革兰氏阳性细菌的属包括

例如放线菌属、芽孢杆菌属、梭菌属、棒状杆菌属、丹毒丝菌属、乳杆菌属、李斯特菌属、分枝

杆菌属、粘球菌属、诺卡菌属、葡萄球菌属、链球菌属和链霉菌属。

[0102] 如本文所用，术语“属”被定义为根据细菌和古菌的分类大纲的相关物种的分类组

(Garrity  et  al .(2007)The  Taxonomic  Outline  of  Bacteria  and  Archaea .TOBA 

Release  7.7，March  2007.Michigan  State  University  Board  of  Trustees)。

[0103] 如本文所用，术语“物种”被定义为具有大于97％的16S核糖体RNA序列同源性和大

于70％的基因组杂交并且与所有其它生物充分不同从而被识别为不同单位的密切相关的

生物体的集合。

[0104] 如本文所用，术语“菌株”在本文提及微生物时描述了一种被认为是同一物种但具

有独特的基因组微生物的分离物，并且如果核苷酸变化是非同义的，则具有不同于同一生

物体的其它菌株的独特蛋白质组。菌株的非染色体遗传互补可能不同。通常，菌株是从不同

的宿主或在不同的位置和时间分离的结果，但是相同生物体的多个菌株可以从相同的宿主

中分离。

[0105] 如本文所用，应用于核酸、酶、细胞或生物体的术语“天然存在的”是指自然界中发

现的核酸、酶、细胞或生物体。例如，存在于生物体中的多肽或多核苷酸序列是天然存在的，

其可以从自然界的来源中分离，并且没有在实验室中被人刻意地修饰。

[0106] 如本文所用，应用于核酸、酶、细胞或生物体的术语“非天然存在的”是指具有至少

一种通常在天然存在的核酸、酶、细胞或生物体中未发现的遗传改变的核酸、酶、细胞或生

物体。遗传改变包括，例如，引入编码代谢多肽的可表达核酸的修饰、其他核酸添加、核酸缺

失和/或微生物遗传物质的其他功能破坏。这种修饰包括，例如，参考物种的异源、同源或异

源和同源多肽的编码区及其功能片段。额外的修饰包括，例如，非编码调控区，其中的修饰

改变了基因或操纵子的表达。

[0107] 如本文所用，术语“体外”是指人工环境和在人工环境中发生的过程或反应。体外

环境包括但不限于试管和细胞培养物。术语“体内”是指自然环境(例如，动物或细胞)以及

自然环境中发生的过程或反应。

[0108] 如本文所用，术语“细胞培养物”指任何细胞的体外培养物，包括例如原核细胞和

真核细胞。该术语包括连续细胞系、原代细胞培养物、转化细胞系、有限细胞系(例如非转化

细胞)、在固体或液体培养基中或上的细菌或古细菌培养物，以及体外维持的任何其他细胞

群。

[0109] 如本文所用，术语“可培养的生物体”是指可以在实验室中维持和生长的活生物

体。在一些实施方式中，可培养的生物体可能无法在实验室中于不含其他生物体的纯培养

物中维持和生长，因此相对于作为纯培养物生长而言，可被称为“不可培养的生物体”。然

而，在一些实施方式中，这种生物体可以在实验室中在包括至少一种其它生物体的微生物

聚生体(microbial  consortium)中生长，因此对于该聚生体来说可以是“可培养的生物

体”，对于在没有该聚生体的一种或多种其它成员的纯培养物中生长来说也是“不可培养的

生物体”。

说　明　书 15/313 页

24

CN 117751179 A

24



[0110] 如本文所用，“分离”、“分离的”、“分离的微生物”等术语旨在表示一种或多种微生

物已经从至少一种与它在特定环境(例如，土壤、水或高等多细胞生物体)中相关联的材料

中分离出来。因此，“分离的微生物”不存在于其自然发生的环境中；相反，通过本文所述的

各种技术，微生物已从其自然环境中移出并置于非自然发生的存在状态中。因此，分离的菌

株可以作为例如生物学上纯的培养物或作为与载体组合物结合的孢子(或其他形式的菌

株)存在。在本公开的某些方面，分离的微生物作为分离的和生物学上纯的培养物存在。本

领域技术人员将理解，特定微生物的分离的和生物学上纯的培养物表示所述培养物基本上

不含(在科学合理的范围内)其他活生物体并且仅包含所提及的个体微生物。培养物可以包

含不同浓度的所述微生物，并且分离的和生物学上纯的微生物通常必然不同于不太纯或不

纯的材料。此外，在一些方面，本公开提供了在分离的和生物学上纯的微生物培养物中发现

的浓度或纯度限制的某些定量测量。在某些实施方式中，这些纯度值的存在是将目前公开

的微生物与那些以自然状态存在的微生物区分开来的其他属性。

[0111] 如本文所用，“基因组”指生物体的遗传物质(例如，染色体)。

[0112] 如本文所用，术语“基因”指包括编码多肽的核酸序列或非编码RNA和与编码多肽

的核酸序列或非编码RNA有效连接的表达控制序列的核酸分子。例如，基因可以包括启动

子、一种或多种增强子、编码多肽或非编码RNA的核酸序列、下游调控序列以及可能的参与

调控RNA从基因转录的其它核酸序列。

[0113] 如本文所用，术语“遗传基础”是指特定观察的潜在遗传或基因组原因。

[0114] 如本文所用，术语“遗传”是指在DNA核苷酸序列中编码的可遗传信息。因此，术语

“遗传特征”旨在表示DNA中编码的信息的测序、基因分型、比较、作图谱(mapping)或其他测

定。

[0115] 如本文所用，术语“遗传物质”是指在生物体内从一代传给下一代的DNA。通常，遗

传物质是指生物体的基因组。染色体外元件，诸如细胞器或质粒DNA，也可以是决定生物体

特性的遗传物质的一部分。

[0116] 术语“多核苷酸”在本文中可与术语“核酸”互换使用，指由两种或更多种包括核苷

酸、核苷或其类似物的单体组成的有机聚合物，其包括但不限于任何长度的单链或双链、有

义或反义脱氧核糖核酸(DNA)，以及适当时，任何长度的单链或双链、有义或反义核糖核酸

(RNA)，包括siRNA。术语“核苷酸”是指由核糖或脱氧核糖与嘌呤或嘧啶碱基和磷酸基团连

接组成的几种化合物中的任何一种，并且是核酸的基本结构单元。术语“核苷”是指由嘌呤

或嘧啶碱基结合脱氧核糖或核糖组成的化合物(如鸟苷或腺苷)，尤其发现于核酸中。术语

“核苷酸类似物”或“核苷类似物”分别指其中一个或多个单个原子被不同的原子或不同的

官能团取代的核苷酸或核苷。因此，术语多核苷酸包括任何长度的核酸、DNA、RNA、其类似物

和片段。三个或更多个核苷酸的多核苷酸也称为核苷酸寡聚体或寡核苷酸。

[0117] 应当理解，本文所述的多核苷酸包括“基因”，并且本文所述的核酸分子包括“载

体”或“质粒”。因此，术语“基因”，也称为“结构基因”，是指编码特定氨基酸序列的多核苷

酸，其包括一种或多种蛋白质或酶的全部或部分，并且可以包括调控(非转录)DNA序列，诸

如启动子序列，其决定例如基因表达的条件。基因的转录区可以包括非翻译区，包括内含

子、5′‑非翻译区(UTR)和3′‑UTR，以及编码序列。

[0118] 本文所用术语“酶”指催化或促进一种或多种化学或生物化学反应的任何物质，通
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常包括全部或部分由一种或多种多肽组成的酶，但也可以包括由包括多核苷酸在内的不同

分子组成的酶。

[0119] 本文使用的术语“同源物”是指相对于第一家族或物种的原始酶或基因的第二家

族或物种的独特酶或基因，其通过功能、结构或基因组分析确定为对应于第一家族或物种

的原始酶或基因的第二家族或物种的酶或基因。同源物通常具有功能、结构或基因组相似

性。使用遗传探针和PCR可以容易地克隆酶或基因的同源物的技术是已知的。克隆序列作为

同源物的身份可以使用功能分析和/或通过基因的基因组作图来证实。

[0120] 如本文所用，术语“分类单元”是被认为足够相似以被视为单独单元的一组生物

体。分类单元可包括科、属、种或种内的群体(例如菌株)，但不限于此。

[0121] 如本文所用，术语“操作分类单元”(OTU)是指被认为足够相似以被视为单独单元

的一组微生物。OTU可以包括分类学的科、属或种，但不限于此。OTU通常是通过比较生物体

之间的核苷酸序列来定义的。在某些情况下，OTU可以包括基于例如区分生物标志物(诸如，

16S  rRNA基因)的至少一部分之间≥97％、≥95％、≥90％、≥80％或≥70％的序列同一性

被视为一个单元的一组微生物。

[0122] 如本文所用，“环境样品”是指从环境的任何部分(例如，生态系统、生态位、栖息地

等)采集或获得的样品。环境样品可以包括来自河流、湖泊、池塘、海洋、冰川、冰山、雨、雪、

污水、水库、自来水、饮用水等的液体样品；来自土壤、堆肥、沙子、岩石、混凝土、木材、砖块、

污物等的固体样品；以及来自空气、水下散热口、工业废气、车辆尾气等的气态样品。

[0123] 在某种程度上，任何前述定义与通过引用并入本文的任何专利或非专利参考文

献、本文引用的任何专利或非专利参考文献、或别处发现的任何专利或非专利参考文献中

提供的定义不一致，应当理解，本文将使用前述定义。

[0124] 本文提供了包括某些金黄杆菌属菌株的昆虫抑制性组合物、用该组合物处理的植

物部分、使用该组合物控制昆虫的方法以及制备该组合物的方法。本文提供的昆虫抑制性

组合物提供了对昆虫生存力、昆虫生长、昆虫发育、昆虫繁殖、昆虫产卵、昆虫摄食行为、昆

虫交配行为的抑制和/或由昆虫引起的副作用(例如，对植物的损害，包括产量、果实质量等

的降低；样本中存在的昆虫数量，携带病毒和/或寄生虫的昆虫数量)的任何可测量的减少。

在某些实施方式中，与未处理的对照和/或包括缺乏昆虫抑制性微生物和/或化合物的空白

(mock)组合物的对照相比，该组合物的这种昆虫抑制性活性有所增加。在某些实施方式中，

与未处理的对照组合物、用缺乏昆虫抑制性微生物和/或化合物的空白组合物处理的对照、

和/或包括其它昆虫抑制性微生物和/或具有不同作用方式的化合物的对照组合物相比，该

组合物的这种昆虫抑制性活性针对对其它昆虫抑制微生物和/或具有不同作用方式的化合

物具有获得性抗性的昆虫而言有所增加。

[0125] 可用于本文提供的组合物、植物部分和方法的金黄杆菌属菌株包括以特定基因的

存在为特征的菌株。在某些实施方式中，金黄杆菌属菌株可以包括：(a)至少一个基因和/或

编码区，其编码：在跨SEQ  ID  NO：1(MKCIGJBJ_03627  DNA促旋酶亚基A)的整个长度上具有

至少95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或100％序列同一性的蛋白质、在

跨SEQ  ID  NO：2(MKCIGJBJ_03079  DNA拓扑异构酶1)的整个长度上具有至少95％、96％、

97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或100％的序列同一性的蛋白质、在跨SEQ  ID  NO：

3(MKCIGJBJ_00500  DNA指导的RNA聚合酶亚基β)的整个长度上具有至少95％、96％、97％、
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98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或100％的序列同一性的蛋白质、或在跨SEQ  ID  NO：4

(MKCIGJBJ_00499  DNA指导的RNA聚合酶亚基β′)的整个长度上具有至少95％、96％、97％、

98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或100％的序列同一性的蛋白质、和/或在跨SEQ  ID  NO：

5(MKCIGJBJ_02095  DNA指导的RNA聚合酶亚基α)的整个长度上具有至少95％、96％、97％、

98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或100％的序列同一性的蛋白质；(b)至少一个基因和/

或编码区，其编码与在跨附录A(PLU6_1‑PLU6_352；SEQ  ID  NO：851‑1202)中包含的序列的

整个长度上具有至少95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或100％序列同

一性的蛋白质；(c)(a)的基因和/或编码区和/或(b)的基因和/或编码区的任意组合。

[0126] 在某些实施方式中，金黄杆菌属菌株可以包括：(a)至少一种基因，其包括在跨上

述基因的整个长度上具有至少80％、90％、95％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或

100％序列同一性的序列，其中所述基因序列可以在SEQ  ID  NO：77中找到，或者包括或由

SEQ  ID  NO：6‑76组成或在其中找到。

[0127] 可用于本文提供的组合物和方法中的任何前述金黄杆菌属菌株在下文中被称为

“PLU6型”菌株、“PLU6型”细菌、“PLU6型”单一培养物等。在某些实施方式中，组合物将以每

毫升组合物至少1x106、2x106、5x106、1x107、2x107、5x107、1x108、2x108或者5x108个菌落形成

单位(CFU)的浓度或者以滴度为每克组合物至少1x106、2x106、5x106、1x107、2x107、5x107、

1x108、2x108或者5x108个菌落形成单位(CFU)包括PLU6型细菌。在某些实施方式中，组合物

将以每毫升组合物1x106、2x106、5x106、1x107或2x107至约5x107、1x108、2x108或5x108个菌落

形成单位(CFU)的浓度或者滴度为每克组合物1x106、2x106、5x106、1x107或2x107至约5x107、

1x108、2x108或5x108个菌落形成单位(CFU)包括PLU6型细菌。根据用于专利程序的微生物保

藏的国际承认的布达佩斯条约的条款，将可用于本文提供的组合物、植物部分和方法中的

代表性PLU6型菌株(即，PLU6)保藏在美国典型培养物保藏中心(ATCC)。根据布达佩斯条约

的条款，上述保藏于2021年5月18日设立，并且意在满足37CFR1.801‑1.809的要求。在专利

保藏号PTA‑127072下设立该保藏。在专利和商标的委托人以及由委托人确定的授权人的申

请未决期间，根据请求，可以获得对保藏的访问。授予专利后，对公众可用性的所有限制将

不可撤销地取消。保藏将保存在CECT保藏中心(CECT  Depository)，这是一个公共保藏中

心，保存期限为30年，或最近一次请求后的5年，或专利的可执行期限，其中以较长者为准。

在此期间，将测试保藏的存活并且如果变得不再存活，则将被替换。根据布达佩斯条约，在

申请中的任何权利要求得到允许后，申请人将保持并将向公众提供该保藏。

[0128] 包括任何前述基因和/或以任何前述浓度提供的保藏菌株PLU6(ATCC专利保藏号

PTA‑127072)的变体和/或后代也可以用于本文提供的组合物、植物部分和方法中。这种变

体可以通过保藏菌株PLU6(ATCC专利保藏号PTA‑127072)的遗传转化或基因编辑(例如

CRISPR‑Cas9编辑)获得。编辑PLU6的方法可以从公开的编辑细菌基因组的方法中改编而来

(例如，Altenbuchner，J.，Appl  Environ  Microbiol.2016，82(17)：5421‑7。doi：10.1128/

AEM.01453‑16)。这种后代可以通过培养保藏菌株PLU6(ATCC专利保藏号PTA‑127072)或通

过从包含PLU6菌株或用PLU6菌株处理的产物(例如，包括PLU6的组合物、用PLU6处理的植物

或植物部分、用PLU6处理的环境样品，包括土壤、水等)中分离后代来获得。

[0129] 由上述组合物抑制的昆虫包括双翅目昆虫(例如，伊蚊属物种(Aedes  sp.)、按蚊

属物种(Anopheles  sp.)、库蚊属物种(Culex  sp.)、蜡实蝇属物种(Ceratitis  sp.)、地种
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蝇属物种(Delia  sp .)、荔枝瘿蚊属物种(Mayetolia  sp .)、绕实蝇属物种(Rhagoletis 

sp .)、按实蝇属物种(Anastrepha  sp .)、舌蝇属物种(Glossina  sp .)、蝇属物种(Musca 

sp.)、锥蝇属物种(Cochliomyia  sp.)、斑虻属物种(Chrysops  sp.)、蚋属物种(Simulium 

sp .)、白蛉属物种(Phlebotomus  sp .)、库蠓属物种(Culicoides  sp .)或者皮蝇属物种

(Dermatobia  sp.))。

[0130] 本文还提供了用于鉴定PLU6型细菌的方法，以及包括这种细菌和/或用这种细菌

处理的组合物、环境样品(例如水、土壤等)和植物部分。在某些实施方式中，PLU6型细菌可

以通过检测在跨SEQ  ID  NO：1‑5和/或跨附录A(PLU6_1‑PLU6_352；SEQ  ID  NO：851‑1202)中

包含的序列的整个长度上具有至少95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或

100％序列同一性的蛋白质或其直系同源物(ortholog)来检测。这种蛋白质可以通过包括

基于免疫学的检测和/或基于质谱的检测的方法来检测。在某些实施方式中，PLU6型细菌可

以通过检测在跨本文所述的PLU6基因的整个长度上具有至少80％，90％，95％、96％、97％、

98％、99％、99.5％、99.8％、99.9％或100％序列同一性的蛋白质或其直系同源物来检测。

这些基因可以通过包括基于杂交、基于PCR、基于链延伸、基于纳米孔、基于测序和/或基于

质谱的核酸检测方法的方法来检测。

[0131] 本文提供的在组合物、植物部分和方法中使用的PLU6型单一培养物以及培养物或

收获的PLU6型单一培养物包括基本上不含污染生物体的实施方式。这种污染微生物是不同

于单一培养物的所需PLU6型菌株的微生物。在某些实施方式中，污染微生物具有不确定的

来源，并且通过PLU6型单一培养物的无意感染而产生。在某些实施方式中，包括基本上不含

污染微生物的收获的PLU6型单一培养物的组合物或培养物包括少于按质量计约5％、3％、

2％、1％、0.5％、0.2％或0.1％的菌落形成单位，或宏基因组分析污染除的单一培养物的所

需PLU6型菌株之外的微生物。在某些实施方式中，用于实践本文提供的抑制昆虫的方法的

组合物没必要完全不含污染微生物。在用作昆虫抑制性剂的组合物在非无菌条件下配制的

某些实施方式中，预期的是，在不会将组合物的昆虫抑制性活性降低至不可接受的水平的

情况下，可以存在一些程度的污染微生物(例如，小于按质量计约5％、3％、2％、1％、0.5％、

0.2％或0.1％的菌落形成单位或宏基因组分析)。在某些实施方式中，不含污染微生物的组

合物、培养物或收获的PLU6型菌株包括按质量计0％的菌落形成单位，或除所需PLU6型菌株

之外宏基因组分析污染的微生物。通过宏基因组分析评估污染的方法可以从各种公开的用

于评估实验室试剂污染的方法调整而来(例如，Salter  et  al.，BMC  Biology，2014，12：87

(doi.org/10.1186/s12915‑014‑0087‑z)。

[0132] 通过在无菌条件下培养未被污染的菌株分离物，可以获得基本上不含污染生物体

的所需PLU6型菌株的单一培养物。这种无菌条件可以通过用包括加热和压力处理(例如，在

高压灭菌器中)、过滤(例如，在孔径为0.45微米或更小的过滤器中)、辐射、等离子体处理以

及这些技术的任意组合的方法对培养基进行灭菌来实现。

[0133] 在某些实施方式中，包括PLU6型菌株的组合物可进一步包括额外的所需微生物或

病毒。这种所需的微生物或病毒包括：(a)通过不同的作用方式抑制与PLU6型菌株相同的有

害昆虫或有害昆虫种类的微生物；(b)抑制完全不同的有害昆虫或有害昆虫种类(例如，鞘

翅目类、鳞翅目类和/或膜翅目类有害昆虫)或其他植物病原或病原细菌、真菌或线虫的微

生物或病毒；和/或(c)提高植物产量的微生物(例如，固氮细菌诸如根瘤菌(Rhizobium)或
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慢生根瘤菌(Bradyrhizobium))。通过不同的作用方式抑制与PLU6型菌株相同的有害昆虫

或有害昆虫种类的微生物或病毒；(b)抑制完全不同的有害昆虫或有害昆虫种类(例如鞘翅

目类、鳞翅目类和/或膜翅目类有害昆虫)或其他植物病原或病原细菌、真菌或线虫的微生

物，包括美国专利申请公开号US20180049435中公开的各种微生物，该专利申请通过引用整

体并入本文。具有杀虫、杀螨、杀软体动物和/或杀线虫活性的有用微生物或病毒包括：放射

形土壤杆菌(Agrobacterium  radiobacter)、芽孢杆菌属物种(例如，蜡状芽孢杆菌

(B.cereus)、坚强芽孢杆菌(B.firmus)、苏云金芽孢杆菌(B.thuringiensis)、苏云金芽胞

杆菌鲇泽亚种 (B .Thuringiensis  ssp .aizawai)、苏云金芽胞杆菌以色列亚种

(B.t.ssp.israelensis)、苏云金芽胞杆菌蜡螟亚种(B.t.ssp.galleriae)、苏云金芽孢杆

菌库尔斯塔克亚种 (B .t .ss p .k urs ta ki)、苏云金芽胞杆菌 tene briones亚种

(B .t .ssp .tenebriones))、球孢白僵菌 (Beauveria  bassiana)、布氏白僵菌

(B .brongniartii)、伯克霍尔德氏菌属物种 (Burkholderia  sp .)、紫色色杆菌

(Chromobacterium  subtsugae)、苹果蠹蛾颗粒体病毒(Cydia  pomonella  granulovirus)

(CpGV)、伪苹果蠹蛾颗粒体病毒(Cryptophlebia  leucotreta  granulovirus)(CrleGV)、黄

杆菌属物种(Flavobacterium  sp .)、棉铃虫核型多角体病毒(Helicoverpa  armigera 

nucleopolyhedrovirus) (HearNPV)、玉米夜蛾核型多角体病毒(Helicoverpa  zea 

nucleopolyhedrovirus)(HzNPV)、玉米夜蛾单衣壳核型多角体病毒(Helicoverpa  zea 

single  capsid  nucleopolyhedrovirus)(HzSNPV)、嗜菌异小杆线虫(Heterorhabditis 

bacteriophora)、玫烟色棒束孢(Isaria  fumosorosea)、长孢蜡蚧菌(Lecanicillium 

longisporum)、L.muscarium、金龟子绿僵菌(Metarhizium  anisopliae)、金龟子绿僵菌小

孢变种(Metarhizium  anisopliae  var.anisopliae)、金龟子绿僵菌蝗变种(M.anisopliae 

var .acridum)、莱氏野村菌(Nomuraea  rileyi)、对玫烟色拟青霉(Paecilomyces 

fumosoroseus)、淡紫色拟青霉(P .lilacinus)、日本甲虫类芽孢杆菌(Paenibacillus 

p o p i l l i a e)、巴斯德氏芽菌属物种 (Pa s t e u r i a  s p .)、拟斯扎瓦巴斯德氏菌

(P.nishizawae)、侵入巴斯德氏芽菌(P.penetrans)、多枝巴斯德氏芽菌(P.ramosa)、李氏

巴斯德氏菌(P.thornea)、P.usgae、荧光假单胞菌(Pseudomonas  fluorescens)、灰翅夜蛾

核型多角体病毒(Spodoptera  littoralis  nucleopolyhedrovirus)(SpliNPV)、斯氏小卷

蛾线虫(Steinernema  carpocapsae)、斯氏夜蛾线虫(S.feltiae)、锯蜂线虫(S.kraussei)、

黄链霉菌(Streptomyces  galbus)和细黄链霉菌(S.microflavus)。可与PLU6型菌株组合的

具有杀真菌、杀细菌、杀病毒和/或植物防御激活剂活性的有用微生物或病毒包括：白粉寄

生孢 (Ampelomyces  quisqualis)、黄曲霉(Aspergillus  flavus)、出芽短梗霉

(Aureobasidium  pullulans)、芽孢杆菌属物种(Bacillus  sp .)(例如，高地芽孢杆菌

(B .altitudinis)、解淀粉芽孢杆菌 (B .amyloliquefaciens)、巨大芽孢杆菌

(B.megaterium)、莫海威芽孢杆菌(B.mojavensis)、蕈状芽孢杆菌(B.mycoides)、简单芽孢

杆菌(B.simplex)、盐土芽孢杆菌(B.solisalsi)、枯草芽孢杆菌(B.subtilis)、解淀粉枯草

芽孢杆菌变种(B .subtilis  var .amyloliquefaciens))、嗜油假丝酵母(Candida 

oleophila)、齐藤假丝酵母(C.saitoana)、密西根棒状杆菌(Clavibacter  michiganensis)

(噬菌体)、盾壳霉(Coniothyrium  minitans)、栗疫病菌(Cryphonectria  parasitica)、浅

白色隐球酵母(Cryptococcus  albidus)、小麦卷曲叶斑病菌(Dilophosphora  alopecuri)、
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尖镰孢菌(Fusarium  oxysporum)、Clonostachys  rosea  f.catenulate(也称为链孢粘帚菌

(Gliocladium  catenulatum))、粉红粘帚霉(Gliocladium  roseum)、抗生素溶杆菌

(Lysobacter  antibioticus)、产酶溶杆菌 (L .enzymogenes)、核果梅奇酵母

(Metschnikowia  fructicola)、双胞镰孢(Microdochium  dimerum)、小球壳孢

(Microsphaeropsis  ochracea)、白色产气霉(Muscodor  albus)、蜂房芽孢杆菌

(Paenibacillus  alvei)、多粘类芽孢杆菌(Paenibacillus  polymyxa)、成团泛菌(Pantoea 

vagans)、拜赖青霉(Penicillium  bilaiae)、歧皱青霉菌(P .steckii)、大伏革菌

(Phlebiopsis  gigantea)、假单胞菌属物种(Pseudomonas  sp .)、绿针假单胞菌

(Pseudomonas  chloraphis)、酵母絮绒假酶菌(Pseudozyma  flocculosa)、异常毕赤酵母

(Pichia  anomala)、寡雄腐霉(Pythium  oligandrum)、寄生球孢菌(Sphaerodes 

mycoparasitica)、灰绿链霉菌(Streptomyces  griseoviridis)、利迪链霉菌(S.lydicus)、

紫黑链霉菌(S .violaceusniger)、黄蓝状菌(Talaromyces  flavus)、类棘孢木霉

(Trichoderma  asperelloides)、棘孢木霉(T.asperellum)、深绿木霉(T.atroviride)、顶

孢木霉(T .fertile)、盖姆斯木霉(T .gamsii)、钩状木霉(T .hamatum)、哈茨木霉

(T .harzianum)、多孔木霉(T .polysporum)、子座木霉(T .stromaticum)、绿木霉

(T.virens)、绿色木霉(T.viride)、透根核瑚菌(Typhula  phacorrhiza)、奥德曼细基格孢

(Ulocladium  oudemansii)、大丽轮枝菌(Verticillium  dahlia)。在某些实施方式中，将针

对双翅目昆虫 (例如，伊蚊属物种、库蚊属物种、或按蚊属物种、蚊子、蜡实蝇属物种

(Ceratitis  sp .)、地种蝇属物种(Delia  sp .)、舌蝇属物种(Glossina  sp .)、蝇属物种

(Musca  sp .)、锥蝇属物种(Cochliomyia  sp .)、斑虻属物种(Chrysops  sp .)、蚋属物种

(Simulium  sp.)、白蛉属物种(Phlebotomus  sp.)、库蠓属物种(Culicoides  sp.)或皮蝇属

物种(Dermatobia  sp.))具有活性的有用微生物或病毒与PLU6型菌株组合。在某些实施方

式中，PLU6型菌株与双翅目活性苏云金芽孢杆菌(B.t)菌株(例如，B.t.以色列亚种(Bti)

和/或球形溶芽孢杆菌(Ls)菌株组合。在某些实施方式中，PLU6型菌株与表达Cry1Ab、

Cry1Ca、Cry2Aa、Cry4Aa、Cry4Ba、Cry11Aa、Cry  11B、Cry16A、Cyt1Aa和/或Cyt2Aa蛋白的双

翅目活性苏云金芽孢杆菌(B .t)菌株组合。在某些实施方式中，PLU6型菌株与表达抑制

Cry17A、Cry18A和/或Cry19A蛋白的双翅目昆虫的双翅目活性双发酵梭菌马来西亚亚种

(C .bifermentans  subsp .malaysia)菌株组合。表达双翅目活性毒素的微生物公开于

Schnepf，et  al.Microb.Molec.Biol  Rev.1998；62(3)：775‑806中的第791页。在某些实施

方式中，PLU6型菌株与双翅目活性球形芽孢杆菌菌株组合，包括那些表达二元毒素的菌株。

可以与PLU6型菌株组合的有用的双翅目活性球形芽孢杆菌菌株包括已经公开的表达二元

毒素 的菌株、其变体 和相关球形芽孢杆菌 (B .s p h a e r i c u s)菌株 (P o r t e r  e t 

al.Microbiological  Reviews，1993，57(4)：838‑861)。

[0134] 在某些实施方式中，包括PLU6型菌株的组合物可进一步包括昆虫抑制性化合物。

可与PLU6型菌株组合的昆虫抑制性化合物包括有机磷类、拟除虫菊酯、氨基甲酸酯、氯化

烃、拟除虫菊酯、多杀菌素(spinosyn)、多杀菌素类似物(spinosoid)、烟碱类、吡唑或吡咯

杀虫剂。

[0135] 本文提供的组合物可以包括某些佐剂和/或赋形剂。这些佐剂是添加到组合物中

的组分，可以保持和/或增强PLU6型菌株的昆虫抑制性活性。预期的佐剂包括天然存在的和
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非天然存在的佐剂。可以使用的佐剂的大类包括促进组合物在处理目标(例如，积水、土壤

和/或植物部分)上或内的分布或保留或组合物在处理目标上或内的昆虫抑制性活性的试

剂。可用作助剂的表面活性剂包括阴离子、阳离子、非离子和两性表面活性剂、嵌段聚合物、

聚电解质及其混合物。这些表面活性剂可以在包括本文提供的PLU6型细菌或单一培养物的

组合物中用作乳化剂、分散剂、增溶剂、润湿剂、渗透增强剂和/或保护胶体。可以使用的阴

离子表面活性剂包括磺酸盐的碱、碱土或铵盐(例如，烷基芳基磺酸盐、二苯基磺酸盐、α‑烯
烃磺酸盐、木质素磺酸盐、脂肪酸和油的磺酸盐、乙氧基化烷基酚的磺酸盐、烷氧基化芳基

酚的磺酸盐、缩合萘的磺酸盐、十二烷基苯和十三烷基苯的磺酸盐、萘和烷基萘的磺酸盐、

磺基琥珀酸盐、磺基琥珀酰胺盐‑硫酸盐、或其组合)、硫酸盐(例如，脂肪酸和油的硫酸盐、

乙氧基化烷基酚的硫酸盐、醇的硫酸盐、乙氧基化醇的硫酸盐或脂肪酸酯的硫酸盐)、磷酸

盐(例如，磷酸酯)、羧酸盐(例如，烷基羧酸盐、羧化醇乙氧基化物或羧化烷基酚乙氧基化

物)及其混合物。其它有用的助剂包括粘着剂(例如，粘合剂或增粘剂)，特别是在组合物用

于植物部分(例如叶子、种子、根等)或土壤的实施方式中。粘着剂包括聚乙烯吡咯烷酮、聚

醋酸乙烯酯、聚乙烯醇、聚丙烯酸酯、生物或合成蜡和纤维素醚。

[0136] 佐剂的其他种类包括增加包括PLU6型细菌和/或其全培养物(例如，PLU6型细菌和

发酵液)的组合物的货架期的组分。在某些实施方式中，通过包括干燥剂和/或其它试剂来

延长货架期，所述干燥剂和/或其它试剂用于将组合物保持在基本无水的状态。这种基本上

不含水的组合物包括水含量小于按重量计约1％、0.5％、0.2％或0.1％的组合物。在某些实

施方式中，基本不含水的组合物的水含量为按重量计约1％、0.5％或0 .2％至约0 .1％、

0.05％、0.02％或0.01％。在某些实施方式中，组合物，包括那些基本上不含水的组合物，可

以包括冻干的(即冷冻干燥的)PLU6型细菌。在包括冻干的PLU6型细菌培养物的这种组合物

中使用的有用佐剂包括各种冷冻保护剂(例如，二糖诸如蔗糖、海藻糖、蛋白质诸如牛血清

白蛋白等、甘氨酸甜菜碱及其组合)。

[0137] 本文提供的包括PLU6型细菌的组合物可包括某些赋形剂。在某些实施方式中，这

种赋形剂是添加到组合物中的组分，其基本上是惰性的，并充当填充剂。在某些实施方式

中，组合物的组分可以充当赋形剂和佐剂。本文所用的赋形剂的实例包括：矿物土(例如，硅

酸盐、硅胶、滑石、高岭土、石灰石、石灰、白垩、粘土、白云石、硅藻土、膨润土、硫酸钙、硫酸

镁、氧化镁)、多糖(例如，纤维素、淀粉)；和各种植物产品(例如甘蔗渣、木屑或任何其它木

质纤维素生物质)以及任何前述材料的混合物。

[0138] 在某些实施方式中，包括PLU6型细菌的组合物可以是水性液体、非水性液体或包

括水性和不混溶和/或部分混溶的非水性液体的乳液。单独使用或在乳液中使用的非水性

液体包括矿物油(例如，煤油和/或柴油)；动物油、植物油(例如，玉米油、大豆油、蓖麻油、油

菜籽油和/或任何其他含油种子油等)；脂肪族、环状和芳香烃(例如，甲苯、石蜡、四氢化萘

和/或烷基化萘)；醇(例如，丙醇、丁醇、苯甲醇和/或环己醇)；乙二醇；二甲基亚砜(DMSO)；

酮(例如，环己酮；酯(例如，乳酸酯、碳酸酯、脂肪酸酯、γ ‑丁内酯)；饱和和/或不饱和脂肪

酸(例如，硬脂酸、棕榈酸、亚麻酸、亚油酸、油酸等)；膦酸盐；胺类；酰胺类(例如，N‑甲基吡

咯烷酮、脂肪酸二甲基酰胺)；和任何前述材料的混合物。在某些实施方式中，乳液可以包含

乳液稳定剂(例如，促进非水性液体在水性液体中分散以维持乳液的任何两亲性的其他试

剂)。
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[0139] 本文提供了抑制植物有害昆虫的各种方法。在这些方法的某些实施方式中，包括

PLU6型细菌的组合物可以施用于植物、植物部分(例如种子、叶、根和/或茎)或植物正在生

长或将要生长的土壤，以抑制植物的有害昆虫。可以通过这种应用控制的植物有害昆虫包

括蜡实蝇属物种(Ceratitis  sp .)、地种蝇属物种(Delia  sp .)、荔枝瘿蚊属物种

(Mayetolia  sp .)、绕实蝇属物种(Rhagoletis  sp .)和/或按实蝇属物种(Anastrepha 

sp.)。对植物或植物部分的应用可以通过喷雾、浸泡、分配组合物的颗粒制剂或应用组合物

来实现。在某些实施方式中，可以以合适的间隔(例如，每天、每周、每两周、每月或每两个

月)连续进行该应用。应用于土壤可以通过土壤浸泡或淋溶、犁沟应用等来实现。在某些实

施方式中，组合物的任何前述应用将提供昆虫的摄取和/或昆虫的任何表面与组合物的接

触。草坪草、农作物、观赏植物、蔬菜以及结坚果和果实的树和植物可以用上述组合物或通

过上述方法处理。用上述组合物处理的植物和植物部分包括玉米、小麦、黑麦、大麦、燕麦、

荞麦、高粱、稻、洋葱、草、向日葵、卡诺拉(canola)、豌豆、豆子(beans)、大豆、棉花、亚麻子、

花椰菜、芦笋、莴苣、烟草芥菜、甜菜、马铃薯、甘薯、胡萝卜 、芜菁、芹菜、番茄、茄子、黄瓜、南

瓜、苹果、杏、桃、梨、李子、橙、黑莓、蓝莓、草莓、蔓越橘和柠檬。本文还提供了用包括PLU6型

细菌的组合物包被或部分包被的植物部分(例如，种子、叶、茎、根、块茎等)。在某些实施方

式中，上述应用的比率为每克鲜重植物组织或土壤至少3x104、1x105、3x105、1x106
或

3x106CFU的PLU6型细菌。

[0140] 本文还提供了抑制人类、动物和/或植物有害昆虫的其它方法。在这些方法的某些

实施方式中，将包括PLU6型细菌的组合物应用于土壤、积水或任何能保持水分的材料，尤其

是当这种土壤、水、材料包含昆虫(例如卵、幼虫、蛹和/或成虫)之时或之前，和/或应用于昆

虫。可以通过这种应用抑制的昆虫包括双翅目昆虫(例如，伊蚊属物种(Aedes  sp.)、按蚊属

物种(Anopheles  sp.)、库蚊属物种(Culex  sp.)、蜡实蝇属物种(Ceratitis  sp.)、地种蝇

属物种(Delia  sp.)、舌蝇属物种(Glossina  sp.)、蝇属物种(Musca  sp.)、荔枝瘿蚊属物种

(Mayetolia  sp.)、绕实蝇属物种(Rhagoletis  sp.)、按实蝇属物种(Anastrepha  sp.)、舌

蝇属物种(Glossina  sp.)、苍蝇属物种(Musca  sp.)、锥蝇属物种(Cochliomyia  sp.)、斑虻

属物种(Chrysops  sp.)、蚋属物种(Simulium  sp.)、白蛉属物种(Phlebotomus  sp.)、库蠓

属物种(Culicoides  sp.)或皮蝇属物种(Dermatobia  sp.))。在某些实施方式中，埃及伊蚊

(Aedes  aegypti)、西北岸伊蚊(Aedes  aboriginis)、白纹伊蚊(Aedes  albopictus)、大西

洋伊蚊(Aedes  atlanticus)、黑须伊蚊(Aedes  atropalpus)、金纹伊蚊(Aedes  aurifer)、

双纹伊蚊(Aedes  bicristatus)、双斑伊蚊(Aedes  bimaculatus)、布氏伊蚊(Aedes 

brelandi)、弯喙伊蚊(Aedes  camptorhynchus)、cantator伊蚊(Aedes  cantator)、黑伊蚊

(Aedes  cataphylla)、灰纹伊蚊(Aedes  cinereus)、克利维斯伊蚊(Aedes  clivis)、克汀伊

蚊(Aedes  cretinus)、沙漠伊蚊(Aedes  deserticola)、杜氏伊蚊(Aedes  dupreei)、伊帕提

乌斯伊蚊(Aedes  epactius)、黄纹伊蚊(Aedes  fulvus)、格鲁伊蚊(Aedes  grossbecki)、汉

氏伊蚊(Aedes  hensilli)、赫斯氏伊蚊(Aedes  hesperonotius)、弱伊蚊(Aedes 

infirmatus)、入侵伊蚊(Aedes  intrudens)、黑色伊蚊(Aedes  melanimon)、米氏伊蚊

(Aedes  mitchellae)、白线斑蚊(Aedes  notoscriptus)、玻里尼西亚伊蚊(Aedes 

polynesiensis)、烦扰伊蚊(Aedes  sollicitans)、鳞片伊蚊(Aedes  squamiger)、带喙伊蚊

(Aedes  taeniorhynchus)、刺扰伊蚊(Aedes  vexans)或警觉伊蚊(Aedes  vigilax)幼虫被
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该应用抑制。在某些实施方式中，组合物的应用将提供昆虫摄取和/或昆虫的任何表面与组

合物的接触。应用场所包括水池、沟渠、灌溉渠道、罐、坑、池塘、堵塞或未堵塞的排水沟、沼

泽、有积水的田地等。在某些实施方式中，可以以合适的间隔(例如，每天、每周、每两周或每

月)连续进行该应用。组合物的应用可以通过喷雾、浸泡、分配组合物的粉末、颗粒和/或胶

囊制剂，或者以其他方式应用组合物来实现。在某些实施方式中，当这种土壤、水或材料包

含蚊子(例如，伊蚊属物种、按蚊属物种和/或库蚊属物种)之时或之前，尤其是当这种土壤、

水或材料包含蚊子卵或幼虫之时或之前，应用包括PLU6型细菌的组合物。用于控制积水中

的按蚊幼虫的合适制剂包括促进这些幼虫通常摄食处的水面漂浮的制剂。这种漂浮制剂或

其他有用的制剂可以从Aly  et  al .，1987，J .Am .Mosquito  Control  Assoc .3：583‑588；

Cheung  et  al.，1985，Appl.Environ.Microbiol.50：984‑988，1985；Lacey  and  Undeen，

1984，J.Econ.Entomol.77：412‑418公开的那些制剂进行调整而来。在某些实施方式中，制

剂可以包括缓释制剂。在某些实施方式中，制剂可以包括UV辐射阻断剂。在某些实施方式

中，上述应用的比率为液体基质(例如水，包括任何静止的或任何其它上述的水体)中的昆

虫暴露于每毫升液体基质中至少3x104、1x105、3x105、1x106或3x106CFU的PLU6型细菌。在某

些实施方式中，上述应用的比率为固体或半固体基质(例如土壤)中的昆虫暴露于每克固体

或半固体基质中至少3x104、1x105、3x105、1x106、3x106、1x107、3x107或1x108CFU的PLU6型细

菌。

[0141] 本文还提供了制备包括PLU6型细菌或其单一培养物的组合物的方法。在某些实施

方式中，此类方法可以包括将任何前述PLU6型细菌或其单一培养物与至少一种佐剂和/或

赋形剂(包括任何前述佐剂和/或赋形剂)组合。在某些实施方式中，PLU6型细菌的单一培养

物通过以下步骤获得，所述步骤包括用PLU6型细菌接种无菌细菌生长培养基，在基本上不

存在污染微生物的生长培养基中培养金黄杆菌属，以及收获基本上不含污染微生物的PLU6

型细菌的细菌单一培养物。培养可以在适合金黄杆菌属菌株生长的细菌生长培养基中进

行。这种生长培养基的实例包括丰富的培养基，诸如营养酵母盐培养基(NYSM)，营养肉汤

(3g/L牛肉提取物；5g/L蛋白胨或8/L营养肉汤粉)、MOPS  EZ限定培养基(MOPS  EZ  Defined 

Media)(其配方如下所示)(例如，Teknova  cat#M2105)等。

[0142] MOPS  EZ丰富限定培养基试剂盒(part#M2105)
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[0143]
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[0144]

[0145] 合适的生长条件包括补料分批发酵过程和连续发酵过程两者。培养物通常在约30

℃(例如，约26℃或28℃至约32℃或34℃)的温度下在培养基中通气。在某些实施方式中，可

以通过离心和/或过滤从发酵液中分离来收获PLU6型细菌。在某些实施方式中，将收获的
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PLU6型细菌与发酵液(例如，作为包括细菌和发酵液两者的全培养物)或发酵液的组分一起

进行收获用于组合物中。在某些实施方式中，通过部分或完全除去水来浓缩全发酵液。在某

些实施方式中，将全发酵液或其浓缩物冻干以获得用于制备组合物的基本不含水的干燥单

一培养物。在某些实施方式中，通过前述方法制备的组合物以每毫升组合物至少1x106、

2x106、5x106、1x107、2x107、5x107、1x108、2x108或者5x108个菌落形成单位(CFU)的浓度或者

以滴度为每克组合物至少1x106、2x106、5x106、1x107、2x107、5x107、1x108、2x108或者5x108个

菌落形成单位(CFU)包括PLU6型细菌。在某些实施方式中，通过前述方法制备的组合物以每

毫升组合物1x106、2x106、5x106、1x107或2x107至约5x107、1x108、2x108或5x108个菌落形成单

位(CFU)的浓度或者滴度为每克组合物1x106、2x106、5x106、1x107或2x107至约5x107、1x108、

2x108或5x108个菌落形成单位(CFU)包括PLU6型细菌。

[0146] 在一些实施方式中，生物体(例如，PLU6、PLU6型生物体、生物相似生物体等)通过

鸟枪法宏基因组测序(shotgun  metagenomic  sequencing)来表征。从样品诸如环境或临床

样品中的多种生物获得遗传序列的技术和系统是本领域技术人员熟知的。例如，Zhou  et 

al.(Appl.Environ.Microbiol.(1996)62：316‑322)提供了稳健的核酸提取和纯化。该方案

也可根据实验目标和环境样本类型诸如土壤、沉积物和地下水进行修改。也可以使用许多

市售的DNA提取和纯化试剂盒。具有低于2pg纯化DNA的样品可能需要扩增，这可以使用本领

域已知的常规技术进行，所述技术诸如全群落基因组扩增(WCGA)方法(Wu  et  al .，

Appl.Environ.Microbiol.(2006)72，4931‑4941)。从环境样品中获得纯化RNA的技术和系

统也为本领域技术人员所熟知。例如，可以使用由Hurt  et  al.(Appl.Environ.Microbiol.

(2001)67：4495‑4503)所描述的方法。这种方法可以在同一样品中同时分离DNA和RNA。凝胶

电泳法也可用于分离群落RNA(McGrath  et  al .，J .Microbiol .Methods(2008)75：172‑

176)。具有低于5pg纯化RNA的样品可能需要扩增，这可以使用本领域已知的常规技术进行

来 获 得 e D N A ，所 述 技 术 诸 如 全 群 落 R N A 扩 增 方 法 ( W C R A ) ( G a o  e t  a l .，

Appl.Environ.Microbiol.(2007)73：563‑571)。在一些实施方式中，如前所述进行环境取

样和DNA提取(DeSantis  et  al.，Microbial  Ecology，53(3)：371‑383，2007)。

[0147] 分离的核酸可以通过测序方法获得测序数据。测序方法可以大致分为通常使用模

板扩增的方法和不使用模板扩增的方法。需要扩增的方法包括Roche商业化的焦磷酸测序

作为454技术平台(例如，GS  20和GS  FLX)、生命技术公司(Life  Technologies)/Ion 

Torrent、Illumina商业化的Solexa平台、GnuBio以及Applied  Biosystems商业化的支持的

寡核苷酸连接和检测(SOLiD)平台。非扩增方法，也称为单分子测序，分别由Helicos 

BioSciences商业化的HeliScope平台和VisiGen、Oxford  Nanopore  Technologies  Ltd.和

Pacific  Biosciences商业化的新兴平台举例说明。因此，在一些实施方式中，宏基因组鸟

枪法测序包括焦磷酸测序、连接法测序(sequencing‑by‑ligation)、单分子测序、边合成边

测序(SBS)、半导体测序、纳米孔测序、大规模平行克隆测序、大规模平行单分子测序SBS、大

量平行单分子实时测序、大量平行单分子实时纳米孔技术等。Morozova和Marra在

Genomics，92：255(2008)中提供了一些这样的技术的综述，其全部内容通过引用并入本文。

本领域普通技术人员将认识到，因为RNA在细胞中不太稳定，并且更容易受到实验性核酸酶

的攻击，所以通常在测序前将RNA逆转录成DNA。

[0148] 一些DNA测序技术的具体描述包括：基于荧光的测序方法(参见，例如，Birren  et 
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al.，Genome  Analysis：Analyzing  DNA，1，Cold  Spring  Harbor，N.Y.；通过引用以其整体

并入本文)；自动化测序技术；分区扩增子的平行测序(Kevin  McKernan  et  al.的PCT公开

号：WO  2006084132，通过引用以其整体并入本文)；以及通过平行寡核苷酸延伸测序(参见，

例如，Macevicz  et  al .的美国专利号5 ,750 ,341以及Macevicz  et  al .的美国专利号6 ,

306,597，其两者通过引用以其整体并入本文)。测序技术的其他描述包括：Church  polony

技术(Mitra  et  al.，2003，Analytical  Biochemistry  320，55‑65；Shendure  et  al.，2005 

Science  309，1728‑1732；美国专利号6 ,432 ,360，美国专利号6 ,485 ,944，美国专利号6 ,

511 ,803；通过引用以其整体并入本文)、454皮滴度焦磷酸测序技术(Margulies  et  al.，

2005Nature  437，376‑380；US  20050130173；通过引用以其整体并入本文)、Solexa单碱基

添加技术(Bennett  et  al.，2005，Pharmacogenomics，6，373‑382；美国专利号6,787,308；

美国专利号6 ,833 ,246；通过引用以其整体并入本文)、Lynx大规模平行签名测序技术

(Brenner  et  al.(2000) .Nat.Biotechnol.18：630‑634；美国专利号5,695,934；美国专利

号5 ,714 ,330；通过引用以其整体并入本文)和Adessi  PCR菌落技术(Adessi  et  al .

(2000) .Nucleic  Acid  Res.28，E87；WO  00018957；通过引用以其整体并入本文)。也参见，

例如，Voelkerding  et  al.，Clinical  Chem.，55：641‑658，2009；MacLean  et  al.，Nature 

Rev.Microbiol.，7：287‑296；每个都通过引用以其整体并入本文)。

[0149] 本文所述实验期间收集的数据表明，PLU6、PLU6型生物体以及具有类似于PLU6和

PLU6型生物体的杀虫活性的生物体具有杀虫活性。在一些实施方式中，杀虫生物体是金黄

杆菌属的成员，例如金黄杆菌属物种，诸如粘金黄杆菌(Chryseobacterium  gleum)。也参见

图9和10。

[0150] 在本文描述的实验中收集的数据表明二吲哚基烷烃化合物具有杀虫活性。因此，

本文描述的技术提供了具有如下结构的杀虫化合物：

[0151]

[0152] 在该结构中，Cn是包括亚烷基团或等同物(例如，具有1至12个碳原子的烷基链)的

接头。示例性的非限制性杀虫化合物是3，3‑二吲哚基甲烷和3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑

吲哚。如这些示例性化合物所示，本文提供的杀虫化合物包括由接头连接的两个吲哚部分，

所述接头包括附接在每个吲哚基团的2或3位碳上的亚烷基链(例如，亚甲基(‑CH2‑))。两个

吲哚基团之间的接头可以是任何化学接头，只要它基本上不抑制杀虫化合物的杀伤活性。

[0153] 此外，在本文所述实验期间收集的数据表明，PLU6、PLU6型生物体、具有与PLU6和

PLU6型生物体类似的杀虫活性的生物体和/或二吲哚基烷烃化合物对分类学目的双翅目和

鳞翅目中的昆虫具有杀虫活性。此外，在本文所述实验期间收集的数据表明，PLU6、PLU6型

生物体、具有与PLU6和PLU6型生物体类似的杀虫活性的生物体和/或二吲哚基烷烃化合物

对分类学科的蚊科(Culicidae)、夜蛾科(Noctuidae)、卷蛾科(Tortricidae)、草螟科

(Crambidae)和裳蛾科(Erebidae)中的昆虫具有杀虫活性。本文所述实验期间收集的数据

表明，PLU6、PLU6型生物体、具有与PLU6和PLU6型生物体类似的杀虫活性的生物体和/或二

说　明　书 28/313 页

37

CN 117751179 A

37



吲哚基烷烃化合物对埃及伊蚊(Ae.aegpyti)、致倦库蚊(C.quinquefasciatus)、烟芽夜蛾

(H.viriscens)、粉纹夜蛾(T.ni)、甜菜夜蛾(S.exigua)、大豆尺夜蛾(C.includens)、棉铃

虫 (H .zea)、亚热带黏虫 (S .eridania)、草地贪夜蛾(S .frugiperda)、小蔗杆草螟

(D.saccharalis)、西南玉米杆草螟(D.grandiosella)以及红腹果蝇(A.gemmetalis)具有

杀虫活性。这些物种代表了各种各样的昆虫，包括蛾和其他毛虫、蛀虫、粘虫和蚊子。

[0154] 在一些实施方式中，该技术涉及包括异源核酸的转基因植物，该异源核酸可以以

多种本领域公认的方式引入至植物细胞中。本领域技术人员将会理解，方法的选择可能取

决于转化目标植物的类型。在一些实施方式中，载体保持游离状态。在其他实施方式中，载

体被整合到基因组中。可以通过本领域普通技术人员熟知的多种方法将多核苷酸引入至细

胞中。例如，可以使用直接基因转移方法，诸如电穿孔或微粒(microprojectile)介导的转

化，或使用农杆菌介导的转化，将多核苷酸引入至植物细胞中。参见，例如，Hinchee  et  al.

(1988)Biotechnology，6：915；Ishida  et  al.(1996)Nature  Biotechnology  14：745，其所

有通过引用并入本文)。

[0155] 尽管本文的公开内容涉及某些示例的实施方式，但是应当理解，这些实施方式是

通过实例以非限制的方式呈现。

[0156] 实施例

[0157] 实施例1

[0158] 金黄杆菌属PLU6培养物在无菌营养酵母盐培养基(NYSM)中需氧生长。NYSM包含

8g/L营养肉汤粉、0.5g/L酵母提取物、1mM  MgCl2、700μM  CaCl2、50μM  MnCl2。在30℃和200‑

250rpm的旋转振荡器上生长。PLU6在生长2天后取样，用于多种蚊子幼虫。

[0159] 埃及伊文虫卵购自宾森研究(Benzon  Research)(卡莱尔(Carlisle)，PA)。虫卵在

无菌水中进行真空孵化。致倦库蚊和四斑按蚊幼虫(一龄或二龄)也购自宾森研究(卡莱尔，

PA)。在大约22℃的温度下，在盛有大约2个幼虫/mL的幼虫密度的水的托盘中饲养幼虫，并

喂以粉碎的TETRAMIN鱼食片、粉状Enterra蛋白质(Enterra，Langley，BC，加拿大)或粉状蟋

蟀蛋白质(巴德蟋蟀蛋白粉(Bud’s  Cricket  Protein  Powder)，哈里森食品集团(Harrison 

Food  Group))。

[0160] 致倦库蚊和四斑按蚊幼虫(一龄或二龄)也购自宾森研究(卡莱尔，PA)。在大约22

℃的温度下，在盛有大约2个幼虫/mL的幼虫密度的水的托盘中饲养幼虫至三龄，并喂以粉

碎的TETRAMIN鱼食片或粉状Enterra蛋白质(Enterra，Langley，BC，加拿大)。

[0161] 三龄幼虫用于所有测定。在转移到测定板之前，将幼虫在无菌水中清洗一次。在12

孔测定板中进行测定，每孔包含2mL无菌水和五(5)只幼虫。将细菌培养物应用于每个测定

孔。在应用后指定的时间点记录幼虫死亡率。

[0162] 为了测试PLU6的全培养物的杀幼虫活性是否与细胞沉淀或上清液级分相关，我们

通过离心来分级分离全培养物。PLU6培养物在无菌营养酵母盐培养基(NYSM)[8g/L营养肉

汤粉，0.5g/L酵母提取物，1mM  MgCl2，700μM  CaCl2，50μM  MnCl2]中于30℃和250rpm需氧生

长。在指定的时间点对培养物进行取样，以应用于埃及伊蚊幼虫。为了分离PLU6的细胞沉淀

和上清液级分，将6,200微升的全培养物以4000rpm离心10分钟。将上清液通过0.22μm的无

菌离心过滤器过滤，以除去任何残留的细菌细胞，并应用于幼虫。将细胞沉淀重悬于200微

升的新鲜NYSM培养基中，并应用于三龄埃及伊蚊幼虫。在72小时的时候评估幼虫死亡率。
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[0163] 苏云金芽孢杆菌以色列亚种菌株用作阳性和阴性对照。杀幼虫阳性对照苏云金芽

孢杆菌以色列亚种来源于包括苏云金芽孢杆菌以色列亚种的市售产品(SUMMIT  MOSQUITO 

DUNKS/BTI  Briquets，顶峰化工公司(Summit  Chemical  Company)，巴尔的摩市

(Baltimore)，马里兰州(Maryland))。来自芽孢杆菌遗传资源中心(俄亥俄州立大学，哥伦

布市，OH)的苏云金芽孢杆菌以色列亚种菌株4Q7是苏云金芽孢杆菌以色列亚种的菌株，其

中编码杀幼虫毒素的质粒已被去除，并用作杀幼虫活性的阴性对照。NYSM培养基也被用作

杀幼虫剂活性测定的阴性对照。

[0164] 将金黄杆菌属菌株ATCC  29898[金色杆菌属物种(ATCC29898)]用作杀幼虫活性的

阴性对照。将ATCC29898重新分类为太湖金黄杆菌(Chryseobacterium  taihuense)。通过在

全基因组测序后回收16S序列并将其与已知的16S序列比对，确认阴性对照的分类学分类为

太湖金黄杆菌。金黄杆菌属菌株ATCC29898购自美国典型培养物保藏中心(ATCC，马纳萨斯，

VA)。

[0165] 结果

[0166] 如图1所示，从土壤中分离的金黄杆菌属菌株PLU6对多个种的蚊子的幼虫(埃及伊

蚊、致倦库蚊和四斑按蚊)具有杀幼虫活性。PLU6对四斑按蚊活性最高，对致倦库蚊活性最

低。这些结果表明，PLU6的作用机制不是特定于蚊子的属或种。

[0167] 如图2中所示，当作为全培养物应用时，PLU6的杀幼虫活性最大。活性与细胞沉淀

和上清液级分相关，但可能在分级分离(fractionation)时降低，或者可能是由于多种活性

成分的存在。PLU6活性呈现出全培养物的中等热敏感性。

[0168] 如图3中所示，在PLU6中观察到的杀幼虫活性在所有金黄杆菌属中并不保守，并且

可能是PLU6或粘黄金杆菌所特有的。与ATCC29898相比，PLU6特有的基因可能有助于或负责

杀幼虫活性。

[0169] 图4示出PLU6以粘金黄杆菌为特征，而阴性对照以太湖金黄杆菌为特征。16S基因

的比对是该领域内主要用于细菌菌株分类的金标准。

[0170] 本文提供的表1(其整体通过引用并入本文)提供了所附序列表(SEQ  ID  NO：851‑

1202)中提供的序列的总结，以及在Pfam蛋白质家族数据库(Finn  et  al.Nucleic  Acids 

Research(2016)Database  Issue  44：D279‑D285；https互联网网站“pfam.xfam.org”)中发

现的相关序列的名称和登录号。

[0171] 识别特定活性的关键基因的方法是使用比较基因组学。本文提供的表2(其整体通

过引用并入本文)鉴定了仅在具有杀虫活性的菌株中存在的基因，其代表402个编码区。不

受理论的束缚，预期这些基因中至少有一些参与杀虫活性。

[0172] 实施例2

[0173] 在本文所述技术的实施方式的开发过程中，进行了实验来测试包括PLU6和PLU6型

生物体的培养物、由包括PLU6和PLU6型生物体的培养物制备的组合物、由PLU6和PLU6型生

物体产生的小分子和/或与由PLU6和PLU6型生物体产生的小分子相关的小分子的杀虫活

性。

[0174] 从细菌培养物中产生无细胞上清液。来自冷冻保存的细胞在NYSM琼脂平板上划

线，并在30℃下孵育过夜。用单菌落接种在50毫升锥形管中的5毫升的NYSM肉汤，将其在30

℃和200rpm下孵育过夜。然后用10微升的“起始培养物”接种新的5mL的培养物，并在与上述
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相同的温度和振荡频率下孵育。孵育24小时后，将过夜培养物在5100rcf下离心15分钟。然

后将上清液移 至新的 5 0 m L锥形 管中，并使 用 S t e r i ‑f l i p  0 .2 ‑μ m真空过滤器

(MILLIPORESIGMA目录号#SCGP00525)过滤灭菌。

[0175] 测量3，3‑二吲哚基甲烷和3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚的效力。3，3′‑二吲

哚基甲烷(也称为arundine，CAS号：1968‑05‑4)购自MILLIPORESIGMA(目录号#74601)和

Cayman  Chemical(目录号#15927)。3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚(CAS号：114648‑66‑

7)购自Ambeed(目录号#A735658)。将化合物重新悬浮在二甲基亚砜(DMSO)中。为了收集数

据以构建3，3‑二吲哚基甲烷和3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚的剂量曲线，进行了一系

列二十次1∶2的稀释以在生物测定中进行测试，建立剂量曲线，并确定LC50值。

[0176]

[0177] 埃及伊蚊与化合物的生物测定。使用二龄或三龄幼虫进行测定，并进行生物重复。

将幼虫用无菌水洗涤，然后转移至24孔测定板，每孔中包含1mL的无菌水。每个孔包含5只幼

虫。在DMSO中制备化合物稀释液，用无菌NYSM肉汤覆盖，并应用于每个测定孔。每个测定孔

中的最终DMSO浓度为1％。在应用后24小时的时间点，对每个孔的幼虫死亡率进行评分。

[0178] 致倦库蚊与化合物的生物测定。一龄或二龄致倦库蚊幼虫购自宾森研究公司(卡

莱尔，PA)。用三龄幼虫进行测定。将幼虫用无菌水洗涤，然后转移至24孔测定板，每孔中包

含1mL的无菌水。每个孔包含5只幼虫。在DMSO中制备化合物稀释液，用无菌NYSM肉汤覆盖，

并应用于每个测定孔。每个测定孔中的最终DMSO浓度为1％。在应用后24小时的时间点，对

每个孔的幼虫死亡率进行评分。

[0179] 鳞翅目类的生物测定。鳞翅目类生物测定在宾森研究公司(卡莱尔，PA)进行。将3，

3′‑二吲哚基甲烷样品溶解在二甲基亚砜(DMSO)中。然后将样品冷冻并运送到宾森

(Benzon)。将样品用9×体积的水重新悬浮，然后应用于测定孔。测定孔中的最终DMSO浓度

为2％。PLU6提取物样品在二甲基亚砜中制备为三个1∶5稀释的系列。然后用新鲜的NYSM肉

汤进一步稀释样品，然后运送到宾森研究用于饮食覆盖测定(overlay  assay)。使用以下N

＝16或N＝32(除了小菜蛾(P.xylostella)使用三龄幼虫之外)的14种不同鳞翅目类物种的

新生幼虫进行分析：大豆夜蛾(Anticarsia  gemmatalis) (大豆夜蛾(velvetbean 

caterpillar))、西南玉米草螟(Diatraea  grandiosella)(西南玉米螟(southwestern 

corn  borer))、小蔗杆草螟(Diatraea  saccharalis)(小蔗杆草螟(sugarcane  borer))、大

丽花螟蛾(Ostrinia  nubilalis) (欧洲玉米螟(European  corn  borer))、粉纹夜蛾

(Trichoplusia  ni) (粉纹夜蛾(cabbage  looper))、大豆尺夜蛾(Chrysodeixis 

includens)(大豆尺夜蛾(soybean  looper))、甜菜夜蛾(Spodoptera  exigua)(甜菜夜蛾

(beet  armyworm))、草地贪夜蛾(Spodoptera  frugiperda) (草地贪夜蛾(fall 

armyworm))、亚热带黏虫(Spodoptera  eridania)(亚热带黏虫(southern  armyworm))、烟
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青虫(Chloridia  virescens)(烟青虫(tobacco  budworm))、棉铃虫(Helicoverpa  zea)(棉

铃虫(corn  earworm))、小地老虎(Agrotis  ipsilon)(小地老虎(black  cutworm))、苹果蠹

蛾(Cydia  pomonella)(苹果蠹蛾(codling  moth))、小菜蛾(Plutella  xylostella)(小菜

蛾(diamondback  moth))。使用饮食‑表面覆盖形式，其中在每个孔中放置500微升的饮食。

然后将一百微升的样品移液到每个孔中，并使其干燥。每组样品都包括DMSO对照。将浓度为

1000ppm的内部Btk(苏云金芽孢杆菌库尔斯塔克亚种)标准用作阳性对照，并且将水用作阴

性对照。

[0180] 热处理。样品在标准实验室加热块中的1 .5mL微量离心管中以指定的温度和时间

加热。

[0181] 杀幼虫代谢物的制备和表征。除非另有说明，否则化学品皆购自适马‑奥德里奇公

司(Sigma‑Aldrich)或默克公司(Merck)。分析级溶剂用于溶剂提取。用于HPLC、UPLC和

HPLC‑MS目的的溶剂是由Labscan或适马‑奥尔德里奇公司提供的HPLC级的溶剂，并在使用

前通过0.45μm聚四氟乙烯(PTFE)膜过滤/脱气。氘代溶剂购自剑桥同位素公司(Cambridge 

Isotopes)(图克斯伯里(Tewksbury)，MA，USA)。营养肉汤培养基从EM科学化学(EM  science 

chemicals)获得。制备型和半制备型HPLC使用Shimadzu  LC‑20AT  HPLC仪器以及相应的检

测器、部分收集器和软件进行。使用配备了Schimadzu  LCMS‑2020系列质量检测器的

Schimadzu  LC‑20AD分离单元，在正离子和负离子模式下，在以下条件下获得电喷雾电离质

谱(ESIMS)：Phenomenex  kinetex苯基己基5μm色谱柱，100×4 .6mm，用1 .0mL/min的等度

90％H2O/MeCN洗脱1min，然后在210和254nm下于15min内梯度洗脱至100％MeCN(含等度

0 .1％HCOOH改性剂)。UHPLC‑QTOF分析在UHPLC‑QTOF仪器上进行，该仪器包括安捷伦

(Agilent)1290  Infinity  II  UHPLC(Phenomenex  Kinetex  1.7μm苯基己基柱，50×2.1mm，

用0.4mL/min的等度90％H2O/MeCN洗脱1min，然后在6min内梯度洗脱至100％MeCN(用等度

0.1％甲酸改性剂)，该仪器与以正模式运行的安捷伦6545  LC/Q‑TOF‑MS系统相连，监测100

至2000amu的质量范围。NMR谱是在配有5mm  DBAUTOX  PFG宽带探头和Varian  NMR系统控制

台的安捷伦600NMR谱仪(1H：600MHz，13C：150MHz)上获得的，其中在所示的溶剂中自动调谐

和匹配，并参考氘化溶剂中的残留信号(对于MeOH是δH3.31和δC49.0ppm)。使用MestReNova 

NMR软件进行所有数据分析。

[0182] 从土壤样品中分离生物相似的金黄杆菌属菌株和黄杆菌属(Flavobacterium)菌

株，在固体培养基上划线分离，使用它们的16S  rRNA基因序列和本领域已知的生物信息学

工具验证它们的属。

[0183] 在本文所述技术的实施方式的开发过程中，进行了实验来测试与从环境来源分离

的PLU6(“生物类似物”)相关的金黄杆菌属菌株的杀幼虫活性。在这些实验期间，收集的数

据表明了金黄杆菌属物种表现出对埃及伊蚊幼虫的杀幼虫活性(图7)。培养物以10％v/v来

应用。菌株M289、M290、M291和M48是来自美国典型培养物保藏中心的对照菌株。M289、M290

和M291是ATCC29897(产吲哚金黄杆菌)的克隆。菌株M48是ATCC29898(太湖黄金杆菌

(C.taihuense))的克隆。NYSM代表阴性对照(培养基，无细菌细胞)。还示出了分离的黄杆菌

属菌株。误差棒代表从至少三次独立重复计算的标准偏差。如图7中所示，不同的金黄杆菌

属物种对埃及伊蚊幼虫都具有杀幼虫活性。

[0184] 在本文所述技术的实施方式的开发过程中，进行了实验来测试来自与PLU6生物相
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似的金黄杆菌属菌株的无细胞上清液的杀幼虫活性。在这些实验期间，收集的数据表明由

PLU6和相关生物相似菌株分泌到培养基中的组分(例如，一种或多种化合物)具有杀幼虫活

性(图8)。无细胞培养物上清液以10％v/v来应用。菌株M289、M290、M291和M48是来自美国典

型培养物保藏中心的对照菌株。M289、M290和M291是ATCC29897(产吲哚金黄杆菌)的克隆。

菌株M48是ATCC29898(太湖黄金杆菌(C.taihuense))的克隆。NYSM代表阴性对照(培养基，

无细菌细胞)。误差棒代表从至少三次独立生物重复计算的标准偏差。

[0185] 在本文所述技术的实施方式的开发过程中，使用测试杀虫活性的生物体的全基因

组和相关生物体的全基因组构建了全基因组系统发育树。使用NCBI数据库中可获得的完整

基因组或染色体组件鉴定相关生物体，并使用16S核糖体RNA基因序列或全基因组平均核苷

酸同一性选择相关生物体。图9示出了基于基因存在和不存在的生物体的系统发育。图10是

基于至少60％的生物体中所代表的基因的SNP变异的系统发育。两棵树(图9和图10)都是使

用PEPPAN  v  1 .0 .5构建，该版本使用RapidNJ算法绘制树。使用Tree  Exploration(ETE)

python程序包对树进行可视化和注释。在图9中，柱代表应用微生物培养物后，埃及伊蚊的

平均72小时死亡率。黑色柱代表埃及伊蚊大于15％的死亡率，并且灰色柱代表埃及伊蚊低

于15％的死亡率。在图10中，柱代表应用微生物培养物后，埃及伊蚊的平均72小时死亡率。

黑色柱代表埃及伊蚊大于15％的死亡率，并且灰色柱代表埃及伊蚊低于15％的死亡率。

[0186] 在提取了杀灭(例如，杀虫(例如，杀幼虫))活性大于15％的进化枝的共同祖先后，

所有被鉴定为具有杀灭活性的生物体(例如，检测到引起至少15％的杀虫(例如，杀幼虫)死

亡率)具有至少一个编码区，其编码：在跨SEQ  ID  NO：1(MKCIGJBJ_03627  DNA促旋酶亚基A)

的整个长度上具有至少95％序列同一性的蛋白质、在跨SEQ  ID  NO：2(MKCIGJBJ_03079  DNA

拓扑异构酶1)的整个长度上具有至少95％的序列同一性的蛋白质、在跨SEQ  ID  NO：3

(MKCIGJBJ_00500  DNA指导的RNA聚合酶亚基β)的整个长度上具有至少95％的序列同一性

的蛋白质、在跨SEQ  ID  NO：4(MKCIGJBJ_00499DNA指导的RNA聚合酶亚基β′)的整个长度上

具有至少95％的序列同一性的蛋白质、和/或在跨SEQ  ID  NO：5(MKCIGJBJ_02095  DNA指导

的RNA聚合酶亚基α)的整个长度上具有至少95％的序列同一性的蛋白质。

[0187] 在本文所述技术的实施方式的开发过程中，进行了实验来测试从PLU6和M82培养

物的上清液制备的有机提取物对埃及伊蚊幼虫的活性(图11A和图11B)。收集的数据表明，

源自两种独立的金黄杆菌属菌株培养物(PLU6和M82)的小分子(例如，有机分子)显示有杀

幼虫活性。小分子提取物的活性在60℃(图11A)和95℃(图11B)下是稳定的，表明这些提取

物中至少有一种活性分子是热稳定的。此外，在这些实验过程中收集的数据表明，活性是剂

量依赖性的。图11A和图11B示出应用于埃及伊蚊幼虫的PLU6(图11A)和M82(图11B)提取物

的剂量曲线。死亡率数据针对log10转化的化合物浓度进行作图。使用GraphPad  Prism软件

拟合抑制性剂量反应曲线。误差棒代表从两次技术重复(分析孔)计算的标准偏差。PLU6提

取物和在60℃下处理10分钟的PLU6提取物的计算的平均LC50S分别为253±11μg/mL和249±

17μg/mL。M82提取物和在95℃下处理10分钟的M82提取物的计算的平均LC50S分别为340±

113μg/mL和271±227μg/mL。从两条独立重复的剂量曲线计算标准偏差，其曲线拟合R2值为

≥0.75。

[0188] 此外，数据表明，从金黄杆菌属菌株制备的提取物导致多种昆虫死亡(例如，跨多

个分类组)。特别地，用金黄杆菌属菌株的提取物处理导致新生粉纹夜蛾(cabbage  looper)
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(粉纹夜蛾(Trichoplusia  ni))死亡(图12)。每种浓度使用N＝16只幼虫进行分析。阴性对

照(无提取物)显示死亡率为0％。

[0189] 此外，在本文所述技术的实施方式的开发过程中，进行了实验来分离和表征由

PLU6产生的代谢物。将PLU6接种在NB琼脂上，并在30℃下孵育2天。通过用细菌分离物的单

菌落接种50mL  falcon管(31×)，每个管含有NB肉汤培养基(5mL)，并在30℃下以200rpm摇

动一天，来制备种子培养物。将种子培养物(5mL)转移到包含1L(31×)NB肉汤的2.8L无挡板

Fernbach烧瓶中，并在30℃下以200rpm孵育两天。孵育后，将甲醇(100mL)和包含在聚丙烯

筛袋中的22g的Amberlite  XAD16N树脂(包含在聚丙烯筛袋中)的等分样品加入到每份1L培

养物中，并在旋转振荡器上以200rpm孵育2小时。取出树脂袋并用大量的H2O洗涤以除去任

何水溶性介质成分。然后用乙酸乙酯(EtOAc)提取洗涤过的树脂袋，接着用甲醇(MeOH)提

取。合并有机级分，并且真空浓缩至干燥，得到粗提取物。然后将粗提取物在EtOAc和H2O之

间进行液‑液分配。用无水Na2SO4干燥EtOAc级分，并且真空浓缩至干燥，得到1627mg的产物。

[0190] 将EtOAc级分重新溶解在MeOH中，并使用制备型反相HPLC(Phenomenex  Luna苯基

己基，21.2mm×15em，5μm，20mL/min，用80％H2O/MeCN等度洗脱2min，然后在30min内从80％

H2O/MeCN梯度洗脱至100％MeCN，之后用100％MeCN等度洗脱5min)进行色谱分级分离(图

11C)，得到30个级分。制备型HPLC级分(浓度为200μg/mL和20μg/mL)针对埃及伊蚊进行了测

试。在200μg/mL的浓度下，级分18‑20在72小时均显示出100％的死亡率。在20μg/mL的浓度

下，级分18、19和20在72小时分别显示80％、100％和40％的死亡率。

[0191] 使用半制备型反相HPLC对级分19(Phenomenex  Luna苯基己基，10mm×25cm，5μm，
4mL/min，用50％H2O/MeCN等度洗脱8min，然后在40min内从50％H2O/MeCN梯度洗脱至2％

H2O/MeCN，然后用2％H2O/MeCN等度洗脱6min)进行色谱纯化。级分19的色谱纯化产生了若干

峰(图11D)。进一步表征来自上面鉴定的级分19(图11C)的色谱纯化的级分17(图11D)。

[0192] 级分17(F17)的HPLC和1H  NMR(MeOD‑d4)分析显示出，存在代谢物(1)作为主要组

分。NMR数据的详细分析表明1是arundine(3，3′‑二吲哚基甲烷)，这通过将代谢物1的HPLC

图谱和
1H  NMR数据与商业标准进行比较而得到证实(图11E和11F)。

[0193] 将来自上面鉴定的级分19的色谱纯化的级分30和31(图11C)合并并进一步表征，

并且鉴定了第二种代谢物(代谢物2)。2的HRESI(‑)MS分析揭示了对应于分子式C26H21N3(Δ
ppm‑3.1)的准分子离子([M‑H]‑)(图11G)。UV‑可见光谱指示吲哚发色团的存在，并且非常

类似于arundine。1H和2D  HSQC  NMR分析表明2的结构是吲哚三聚体，如图11H中所示。

[0194] 表征来自上面鉴定的级分19的色谱纯化的级分39(图11C)，并且在该级分中鉴定

了代谢物(代谢物3)。3的HRESI(‑)MS分析揭示了对应于分子式C34H26N4(Δ ppm‑1.78)的准分

子离子([M‑H]‑) (图11I)。UV‑‑可见光谱指示吲哚发色团的存在，并且非常类似于

arundine。1H和2D  HSQC  NMR分析表明结构是吲哚三聚体，如图11J所示。

[0195] 在本文所述技术的实施方式的开发过程中，进行了实验来测试代谢物1‑3对埃及

伊蚊的杀幼虫活性。在这些实验过程中收集的数据表明，代谢物2和3(例如，三吲哚和四吲

哚化合物，分别如图11H和11J中所示)在最高达80μg/mL的浓度下杀不死幼虫。然而，二吲哚

化合物(例如，arundine(1))表现出对埃及伊蚊的杀幼虫活性。

[0196] 特别地，数据表明，由PLU6产生的二吲哚化合物(例如，3，3′‑二吲哚基甲烷)以剂

量依赖性方式对埃及伊蚊幼虫具有活性(图13)。为了绘制剂量曲线，将化合物3，3′‑二吲哚
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基甲烷应用于埃及伊蚊幼虫，收集死亡率数据，将死亡率数据针对log10转化的化合物浓度

作图，并使用GraphPad  Prism软件拟合抑制性剂量‑反应曲线(图13)。所示的代表性曲线拟

合对应于10.2μg/mL的3，3′‑二吲哚基甲烷LC50(95％CI[7.3，14.2])。误差棒代表从四次技

术重复(分析孔)计算的标准偏差。所计算的3，3′‑二吲哚基甲烷的平均LC50为7.5±3.0μg/
mL(从曲线拟合R2值为≥0.75的五条独立重复剂量曲线计算出的标准偏差。显著的离群值

LC50值使用P＜0.01的格鲁布斯检验来确定，并且不包括在平均LC50的计算中)。阴性对照中

的死亡率没有被减去，不过其对于所有试验都小于10％。

[0197] 此外，数据表明，由菌株PLU6产生的二吲哚化合物(例如，3，3′‑二吲哚基甲烷)以

剂量依赖性方式对致倦库蚊幼虫具有活性(图14)。为了绘制剂量曲线，将化合物3，3′‑二吲

哚基甲烷应用于致倦库蚊幼虫，收集死亡率数据，将死亡率数据针对log10转化的化合物浓

度作图，并使用GraphPad  Prism软件拟合抑制性剂量‑反应曲线(图14)。所示的代表性曲线

拟合对应于7.5μg/mL的3，3′‑二吲哚基甲烷LC50(95％CI[4.5，13.3])。误差棒代表从四次技

术重复(分析孔)计算的标准偏差。阴性对照的死亡率为0％。

[0198] 此外，3，3′‑二吲哚基甲烷以剂量依赖性方式对草地贪夜蛾、粉纹夜蛾和烟芽夜蛾

(Heliothis  virescens)具有活性。进行了实验，其中在用表3中所示浓度的3，3′‑二吲哚基

甲烷进行7天饮食覆盖处理后，测量鳞翅目类幼虫的死亡率。从三个独立的实验(每个N＝

16)计算平均死亡率和标准偏差。对于每个实验，死亡率用阿伯特公式(Abbott’s  formula)

进行校正(Abbott(1987)“Method  of  computing  the  effectiveness  of  an 

insecticide”J.American  Mosquito  Control  Association  2：302‑03，通过引用并入本

文)。除小菜蛾外，所有物种都使用新生幼虫。对于小菜蛾，使用三龄幼虫。使用的阳性对照

是1000ppm的苏云金芽孢杆菌库尔斯塔克亚种。

[0199] 表3‑3，3′‑二吲哚基甲烷对鳞翅目的活性
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[0200]

[0201] 此外，3，3′‑二吲哚基甲烷以剂量依赖的方式呈现出对多种鳞翅目类物种的活性

(表4)。在表4中，物种缩写如下：CM，苹果蠹蛾(Cydia  pomonella)(苹果蠹蛾(codling 

moth))；ECB，大丽花螟蛾(Ostrinia  nubilalis)(欧洲玉米螟(European  corn  borer)；

SCB，小蔗杆草螟(Diatraea  saccharalis)(小蔗杆草螟(sugarcane  borer))；SWCB，西南玉

米草螟(Diatraea  grandiosella)(西南玉米螟(southwestern  corn  borer))；CL，粉纹夜

蛾(Trichoplusia  ni)(粉纹夜蛾(cabbage  looper))；BAW，甜菜夜蛾(Spodoptera  exigua)

(甜菜夜蛾(beet  armyworm))；DBM，小菜蛾(Plutella  xylostella)(小菜蛾(diamondback 

moth))；SBL，大豆尺夜蛾(Chrysodeixis  includens)(大豆尺夜蛾(soybean  looper))；

VBC，大豆夜蛾(Anticarsia  gemmatalis)(大豆夜蛾(velvetbean  caterpillar))；CEW，棉

铃虫(Helicoverpa  zea)(棉铃虫(corn  earworm))；BCW，小地老虎(Agrotis  ipsilon)(小

地老虎(black  cutworm))；SAW，亚热带黏虫(Spodoptera  eridania) (亚热带黏虫

(southern  armyworm))；TBW，烟青虫 (Chloridia  virescens) (烟青虫 (tobacco 

budworm))；以及FAW，草地贪夜蛾(Spodoptera  frugiperda) (草地贪夜蛾(fall 

armyworm)。在若干物种(包括大丽花螟蛾、小菜蛾和小地老虎)中活性较低或未观察到活

性，这表明3，3′‑二吲哚基甲烷在其活性方面表现出物种特异性。

[0202] 表4‑3，3′‑二吲哚基甲烷的活性
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[0203]

[0204]

[0205] 在本文所述技术的实施方式的开发过程中，进行了实验来评估3，3′‑二吲哚基甲

烷对鳞翅目类物种的剂量依赖性活性。收集的数据表明，3，3′‑二吲哚基甲烷以剂量依赖性

方式对粉纹夜蛾(Trichoplusia  ni)(粉纹夜蛾(cabbage  looper))、甜菜夜蛾(Spodoptera 

exigua)(甜菜夜蛾(beet  armyworm))、烟青虫(Chloridia  virescens)(烟青虫(tobacco 

budworm))、草地贪夜蛾(Spodoptera  frugiperda)(草地贪夜蛾(fall  armyworm))以及大

豆夜蛾(Anticarsia  gemmatalis)(大豆夜蛾(velvetbean  caterpillar)具有活性(图15)。

数据来自以饮食覆盖形式对N＝32只新生昆虫进行的生物测定测量。使用阿伯特校正对数

据进行校正。阳性对照样品 (1000ppm苏云金芽孢杆菌库尔斯塔克亚种 (Bacillus 

thuringiensis  kurstaki))对所有五个物种产生了100％的死亡率。

[0206] 在本文所述技术的实施方式的开发过程中，进行了实验来评估3，3′‑二吲哚基甲

烷对斑翅果蝇的活性。收集的数据表明，当添加到饮食中时，斑翅果蝇 (Drosophila 

suzukii)(斑翅果蝇(spotted  wing  Drosophila))的化蛹率不受3，3′‑二吲哚基甲烷处理

的影响(图16)。A1X＝100μg/mL；A5X＝500μg/mL；A10X＝1000μg/mL。每个浓度都用10个装有

20只斑翅果蝇(D.suzukii)L2幼虫的小瓶进行测试。通过单向ANOVA(α＝0.05)测量，化蛹率

没有显著差异。此外，收集的数据表明，当添加到饮食中时，斑翅果蝇 (Drosophila 

suzukii)(斑翅果蝇(spotted  wing  Drosophila))的羽化率不受3，3′‑二吲哚基甲烷处理

的影响(图17)。A1X＝100μg/mL；A5X＝500μg/mL；A10X＝1000μg/mL。每个浓度都用10个装有

20只斑翅果蝇(D.suzukii)L2幼虫的小瓶进行测试。通过单向ANOVA(α＝0.05)测量，用相同

字母标记的处理没有显著差异。并且，收集的数据表明，当添加到饮食中时，斑翅果蝇

(Drosophila  suzukii)(斑翅果蝇(spotted  wing  Drosophila))的卵到成虫存活率不受3，
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3′‑二吲哚基甲烷处理的影响(图18)。A1X＝100μg/mL；A5X＝500μg/mL；A10X＝1000μg/mL。
每个浓度都用10个装有20只斑翅果蝇(D.suzukii)L2幼虫的小瓶进行测试。“Dpi”表示感染

后的天数(0dpi为产卵日)。因此，如图16、17和18所示，3，3′‑二吲哚基甲烷对农业害虫斑翅

果蝇没有显示出杀虫活性，表明该化合物对某些昆虫靶标具有特异性。

[0207] 在本文所述技术的实施方式的开发过程中，进行了实验来测试合成的二吲哚化合

物(例如，3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚)对埃及伊蚊幼虫的活性。收集的数据表明，3‑

((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚以剂量依赖的方式对埃及伊蚊表现出杀幼虫活性(图19)。

图19示出应用于埃及伊蚊幼虫的3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚的代表性剂量曲线。死

亡率数据针对log10转化的化合物浓度进行作图。使用GraphPad  Prism软件拟合抑制性剂量

反应曲线。所示的代表性曲线拟合对应于5.8μg/mL的3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚

LC50(95％CI[5.1，6.8])。误差棒代表从四次技术重复(分析孔)计算的标准偏差。所计算的

3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚的平均LC50为6.3±2.1μg/mL(从曲线拟合R2值为≥0.75

的四条独立重复实验剂量曲线计算出的标准偏差。显著的离群值LC50值使用P＜0.01的格鲁

布斯检验来确定，并且不包括在平均LC50的计算中)。阴性对照中的死亡率没有被减去，不过

其对于所有试验都小于10％。

[0208] 此外，进行了实验来测试合成的二吲哚化合物(例如，3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑

1H‑吲哚)对致倦库蚊幼虫的活性。收集的数据表明，3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚以

剂量依赖的方式对致倦库蚊表现出杀幼虫活性(图20)。图20示出应用于致倦库蚊幼虫的3‑

((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚的代表性剂量曲线。死亡率数据针对log10转化的化合物浓

度进行作图。使用GraphPad  Prism软件拟合抑制性剂量反应曲线。所示的代表性曲线拟合

对应于1.5μg/mL的3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚LC50(95％CI[1.3，1.7])。误差棒代表

从四次技术重复(分析孔)计算的标准偏差。所计算的3‑((1H‑吲哚‑2‑基)甲基)‑1H‑吲哚的

平均LC50为0.95±0.75μg/mL(从两条独立重复剂量曲线计算出的标准偏差，其曲线拟合R2

值为≥0.75。阴性对照中的死亡率没有被减去，不过其对于所有试验都小于10％。

[0209] 在本文所述技术的实施方式的开发过程中，进行了实验来测试图11H和图11J中分

别显示的吲哚三聚体和吲哚四聚体化合物对埃及伊蚊的活性。收集的数据表明，与二吲哚

化合物相比，三吲哚和四吲哚化合物对埃及伊蚊幼虫没有活性(图21)。误差棒代表从两次

技术重复(分析孔)计算的标准偏差。因此，具有两个以上吲哚基团的吲哚化合物在埃及伊

蚊生物测定中没有显示出活性，表明二吲哚结构对于杀伤活性是重要的。

[0210] 本公开的广度和范围不应受到任何上述示例性实施方式的限制，而应仅根据所附

权利要求及其等同物来限定。上述说明书中提到的所有出版物和专利出于所有目的通过引

用以其整体并入本文。在不脱离所述技术的范围和精神的情况下，所述组合物、方法和技术

用途的各种修改和变化对本领域技术人员来说是显而易见的。尽管已经结合特定的示例性

实施方式描述了该技术，但是应当理解，所要求保护的本发明不应当不适当地局限于这些

特定的实施方式。实际上，对本领域技术人员来说显而易见的用于实施本发明的所描述的

模式的各种修改旨在落入以下权利要求的范围内。
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