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摘 要：利用广宿主质粒载体789:#!!"#$将苏云金芽胞杆菌（%#$&""’()*’+&,-&.,(&(）杀虫晶

体蛋白基因$+/%0$和$+/$0#基因分别及一起进行克隆，将重组质粒导入能在多种作物上

定殖、对植物病菌有良好抑菌和防治作用的荧光假单胞菌（1(.’2343,#(5"’3+.($.,(）;2"2菌

株，分别得到工程菌株<;;%"%、<;;$"%和<;;$"$。;=>6>?@;和:’ABC+/D.(’B检测均证明目

的基因已经导入了工程菌。:*:6;EFG电泳显示工程菌中存在明显的=/H%E,蛋白带；透射

电镜观察发现含$+/%0$基因的两个菌株<;;%"%和<;;$"$中杀虫蛋白形成了典型的菱形晶

体和蛋白包含体，而在野生;2"2菌株中均无这些结构。这些结果说明，工程菌中$+/%0$基

因得到了很好表达。室内杀虫试验表明：工程菌对棉铃虫初孵幼虫的致死中浓度（@=5"），只

含$+/%0$的<;;%"%为"I""1%$-@／J饲料，只含$+/$0#的<;;$"%为"I"$#"!-@／J饲料，

含双基因的<;;$"$为"I""%1#-@／J饲料；K*L2为"I""%L"-@／J饲料。$+/%0$和$+/$0#
双基因表达产物具有显著增效作用，共毒系数达22$I1。
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苏云金芽胞杆菌（%#$&""’()*’+&,-&.,(&(，简称NB）是自然界最大的生物杀虫剂资源，

但天然NB菌株裸露的杀虫晶体蛋白应用后易受紫外线照射而丧失活力，这是NB菌株自

身最大的不足之处。除此之外，NB菌株杀虫谱较窄、害虫易对其产生抗药性。

荧光假单胞菌（1(.’2343,#(5"’3+.($.,(，简称;O）由于分布广泛，对人畜无害，多数对

植物有益以及遗传操作简便、试验材料丰富等特点，已成为应用重组微生物研究的理想受

体菌。美国9H,’J+D公司已有数个转NB荧光假单胞菌的产品投放市场，其中9&;即是

含有$+/%0$%5P端及N+/(QD+/B’RQD%L%52P端杂合基因的荧光假单胞菌产品［%］。NB杀虫

蛋白 基 因 导 入 165"’3+.($.,(的 研 究 涉 及 到 的 基 因 还 有$+/777（9H,’J+D公 司）和

$+/78%［$］等。国内，NB$+/基因在假单胞菌中的表达已有一些报道［2"5］，但由于表达水

平、安全性问题，尚处在实验室水平。本文利用广宿主质粒载体789:#!6"#$，将克隆在大

肠杆菌)#$强启动子下的$+/%0$全长基因及$+/$加$+/%0$双基因导入能在多种作物

根部定殖、对植物病原真菌有良好抑菌与防治作用的;2"2菌株，构建出杀虫活性强、有

可能延缓害虫产生抗性的杀虫遗传工程荧光假单胞菌。



! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株与质粒：见表!。

表! 菌株和质粒一览表

"#$%&! ’()#*+,#+-.%#,/*-,

0#/& 12#)#3(&)*4#(*5+ ’56)3&
’()#*+

789! :&3&*;(5),()#*+5<!"#$%& "2*,%#$
.=>= .<,()#*+?*(2)55(@35%5+*4*+A#+-#+(*<6+A#%#3(*B*(C .)5<DE6<#.&+A
87F= G(?*%-(C;&,()#*+，#’(!)#!! "2*,%#$
H..!>! .=>=（;IG"!JK=） "2*,,(6-C
H..J>! .=>=（;IG"J>>F） "2*,,(6-C
H..J>J .=>=（;IG"J>>K） "2*,,(6-C

.%#,/*-
;IL’M!@%*# +,-./$0$1*,3%5+*+AB&3(5)N/)OD!P$ 7)D:5/&)5（’;#*+）

;8Q!J99 #’(!)#3%5+&-5+;NNJJ=R=S/;)KD!P$ :&<［M］

;TG=J "&()#’(J)*U!>P$ 7)DG#*（S/&)*3#）

;V’JJ #’(!)#US/;)FD>P$ "2*,%#$
;IG"!JK= #’(!)#3%5+&-5+;IL’M!@%*#N/)FDWP$ "2*,,(6-C
;IG"J>>F #’(J)*3%5+&-5+;IL’M!@%*#N/)#’(J)*UKD!P$ "2*,,(6-C
;IG"J>>K #’(!)#U#’(J)*3%5+&-5+;IL’M!@%*#!!DWP$ "2*,,(6-C

!D!D# 培养基：XG培养基参照文献［F］；7M培养基：蔗糖=>A，甘油!D>/X，蛋白胨9A，酵

母粉9A，（08O）J’VO=D>A，0#0V=!D>A，LA’VODF8JVJD>A，NJ8.VO!D>A，0#1%FD9A，

1#1V=JD>A，用水定容至!>>>/X，;8FDJ。

!"!"$ 试剂：.1:引物N96+J／N=6+J、N96+=／N=6+=参考文献［K］合成，’96+J／’=6+J由

本实验室宋福平设计，上海生工生物工程有限公司合成；-0".、"#Y酶等购自北京鼎国生

物技术发展中心；0*3P()#+,%#(*5+试剂盒购自.)5/&A#公司；=J.标记-1".购自北京市

亚辉生物医学工程公司；硝酸纤维素膜为S/&),2#/公司产品。

!"!"% 抗生素：氨苄青霉素（S/;）、卡那霉素（N/）、四环素（"&(）保存及使用参照文献

［F］进行；利福平（)*<）J>/A／/X酒精溶液保存，使用浓度!>>"A／/X。

!"# 方法

!"#"! 重组质粒构建：用碱裂解法［F］和酸酚法［W］从!"#$%&中提取质粒。大肠杆菌感受

态细胞制备、70S转化见文献［F］；.=>=感受态细胞制备：.=>=于XG中JKZ、JJ>)／/*+
振荡活化过夜，![接种量转接于!>/XXG流体培养基中，振荡培养92，冰浴放置=>/*+，

离心收集菌体，用9/X预冷的>\!/5%／XLA1%J处理!/*+、加9/X预冷的>\>9/5%／X1#@
1%J处理=>/*+，离心，菌体用!/X预冷的>\>9/5%／X1#1%J悬浮。

!"#"# 荧光假单胞菌.=>=感受态转化：>\!#!"A70S与J>>"X感受态细胞混匀，冰浴

置=>/*+，OJZ热激M>,，冰浴中放置9/*+，加K>>"XXG液体，JKZ、!>>)／/*+振荡!2，涂

布于含相应抗生素的XG平板上，JKZ培养约O>2。

!"#"$ 液体培养：;<菌在XG液体中JKZ振荡过夜，以![接种量接于新鲜含卡那霉素

OF9 微 生 物 学 报 O>卷



的!"液体培养基（#$%$菌不加卡那霉素），&’(振荡&)!$%*；"+先在!"液体上$%(振

荡培养过夜，以,-接种量转接于新鲜的,／&!"液体培养基中，于$%(振荡.%*。

!"#"$ #/0102!#分子检测：提取质粒后分别用引物3456$／3$56$扩增!"#,$!47端，

3456&／3$56&扩增!"#,$!$7端，产物用限制酶切（47端产物用%&’"8(!)*"切，$7端产

物用%&’"8+,-"切）电泳鉴定。用引物9456&／9$56&扩增!"#&，扩增产物用./0:#和

1&2"双酶切后电泳鉴定［,%］。

!"#"% 9;91#<=>蛋白电泳样品处理：取4%%$!菌液超声波破碎$%?（"@"AB56C!BD1
?E6F:，&$%G，H间隔I%@4?）；取,%%$!加入&4$!新配%J4KEL／!MBNO，&4(作用4KF6；加

.4$!$P样品缓冲液（Q&4$!上样缓冲液8R4$!%1巯基乙醇），,%%(煮沸4KF6。离心除

去沉淀。加样&4$!。

!"#"& 工程菌株中杀虫蛋白晶体观察：铀铅染色，日立O14%%透射电镜下观察。

!"#"’ 工程菌对棉铃虫的杀虫活性测定：将待测菌液用!"液体培养基稀释到一定浓

度，与人工饲料混匀，分装于经消毒的&)孔细胞培养板中，每孔接入一头棉铃虫初孵幼

虫，每处理)’头，置&4(光照箱，)’、R&、Q.和,&%*分别调查。以!"培养液为阴性对

照，#$%$为工程菌阴性对照，计算校正死亡率。用“#N!N”程序计算致死中浓度!/4%。

计算含双价基因工程菌中两个基因表达产物的共毒系数［,,］。

# 结果

#"! 重组质粒及工程菌的构建

#"!"! 重组质粒构建：STU9.&13-!和SOV,&44分别用4-5OW酶切，H);M<连接酶连

接，转化(6!)3/;O4&菌株，在涂有W#H=和X1YBL的!"平板上用蓝白筛选法选取白色

重组克隆，选取3KA和<KS?重组克隆，提取质粒酶切鉴定，命名为ST"H,&’$；质粒

STU9.&13-!和SX"$&分别用4-5OW、%&’W双酶切，H);M<连接酶连接，转化;O4&菌

株，用蓝白筛选法选取白色重组克隆，选取3KA和HZ+?重组克隆，提取质粒酶切鉴定，命

名为ST"H&%R；ST"H&%%R与SOV,&44用4-5OW酶切后回收的$J’[D片段连接，得到

ST"H&%%’。

#"!"# 工程菌构建：将ST"H,&’$、ST"H&%%R和ST"H&%%’通过/B/L&法转化导入#$%$
菌株，提取质粒酶切鉴定后，将正确的转化子分别命名为W##,%,、W##&%,和W##&%&。试

验中发现ST"H,&’$导入#$%$后丢失了其中一个4-5OW切点。任意挑选4个转化子检

测，均失去了一个4-5OW切点，再回转(6!)3/此位点也未恢复。

#"# 工程菌株中目的基因的分子检测

采用#/0102!#和9E5+*ZA6DLE+进行了;M<分子检测。结果与预期一致。9E5+*ZA6
DLE+检测结果见图,。从W##,%,、W##&%&中检测到!"#,$!，W##&%,和W##&%&中检测到了

!"#&$-。说明!"#,$!全长基因和!"#&$-基因已导入#$%$菌株。也从侧面说明ST"H,&’$
导入#$%$后虽然丢失其中一个4-5OW切点，但!"#,$!全长基因并未受影响。

#"( 工程菌中)*杀虫蛋白的+,+-./01检测

以O;R$为/A\,<:蛋白阳性对照，野生荧光假单胞菌#$%$菌株为阴性对照，结果在

含!"#,$!基因的两个菌株W##,%,和W##&%&中都检测到了与O;R$!"#,$!3基因表达
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产物大小一致的!""#$杀虫蛋白电泳带，阴性对照%"&"中没有此带，在只含’()!*+基

因的"##!$%菌株中，未观察到与阴性对照#&$&有明显不同的蛋白带（图!）。

图% ’()*+,-./0(*分子检测结果

1234% #5**,-.6(7’()*+,-./0(*(7’()%*’
8：’()%*’%49:’!!／;%<=&；!4;05.>；&49?;@%!A&；B49?;@%!A&／;%4

C49?D’E!F,+’；E49?;@!$$A；G49?;@!$$A／;%；A49?;@!$$GH;%4

;：’()!*+%49I;&!／#%<;%；!4;05.>；&49?;@!$$G；B49?;@!$$G／#%<;%；

C49?;@!$$G／;%；E49?D’E!F,+’／;%；G49?;@!$$A；A49?;@!$$A／;%4

图! 工程荧光假单胞菌中’()基因表达产物的’J’F#8KL检测

1234! ’J’F#8KL5.50M626(7’()3,.,9-(N)O*(7,.32.,,-,N#7
%D5->,-；!/05.>；&#&$&；B=JG&；C"##%$%；E"##!$!；G"##!$%4

!"# 工程菌中$%杀虫蛋白晶

体的观察

以=JG&菌 株 为 阳 性 对

照，野 生 荧 光 假 单 胞 菌#&$&
菌株为阴性对照，观察"##%$%
和"##!$!的 细 胞 切 片，结 果

在"##%$%和"##!$!中 均 观

察到了菱形蛋白晶体。除 晶

体外细胞内还有很多深颜色

杀虫 蛋 白 包 含 体，而 在#&$&
菌株中未观察到有任何类似

结果，见图&。"##!$%由于杀

虫蛋白表达量小未作电镜观

察。

!"& 工程菌的杀虫活性

工程菌对棉铃虫杀虫活性见表!（表中采用的是G!+调查死亡率后再计算出的数

据）。可以看出，所有工程菌株对棉铃虫均有毒杀活性。只有’()!*+基因的"##!$%菌

株活性较低，带有’()%*’基因的"##%$%菌株活性较高，而带有两个基因的工程菌株

"##!$!则毒杀活性显著高于只有单一基因的两个菌株。在含双价基因的"##!$!中，

’()%*’基因和’()!基因表达产物的共毒系数为&&!PA。根据农药混配中的划分标准，共

毒系数显著大于%$$，具有增效作用［%%］。
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图! 工程菌株中的杀虫蛋白晶体

"#$%! &’()*+,)-.#/)01*#1#2+,3’-*0#/043’0))02#/5/$#/00’026.

7%8669:9；;%866<:<；&%6!:!%

表! 工程菌株对锦铃虫的室内杀虫活性

=+>,0< 8/)01*#1#2+,+1*#?#*(-.0/$#/00’02

6.*-!"#$%&’($#

@+A3,0) B&C:／（AB／$）

B; D

6!:! D

EFG! :%::9G:

8669:9 :%::H9<

866<:9 :%:<I:J

866<:< :%::9HI

" 讨论

"#$ !"#$$!基因的表达

通过蛋白凝胶电泳证明导入荧光假单胞菌的)$*9+)基因得到了较高表达，8669:9、

866<:<中观察到典型的杀虫蛋白晶体结构，进一步证明目的基因在工程菌中得到较高表

达。本实验室曾分别用,-(./0%01#-23")04&穿梭载体3K&69H／9L和=/C转座子系统将

源于EFM9菌株的)$*9+)基因CN端导入本文用的6!:!菌株，外源基因得到了表达，但工

程菌对棉铃虫幼虫活性较差［!!J］。本文采用了36@9:质粒的衍生质粒载体3OP@I"M
4#)［9<］，将克隆在3")04&5#)强启动子下的)$*9+)全长基因导入6!:!后得到的工程菌

株8669:9比用3K&69H／9L构建的工程菌6=J9C对棉铃虫初孵幼虫杀虫活性提高近!
倍（数据未显示）。推测在6=J9C中)$*9+)基因利用的是;*自身的启动子，在革蓝氏阴

性菌中得不到最好表达；同时，缺少全长基因!N端而影响整个杀虫蛋白的整体结构和碱

溶解性等，而结构完整性和碱溶解性对杀虫蛋白毒性发挥具有关键作用［9!!9J］。

"#! !"#!$%基因的表达

)$*<+#基因在6!:!菌株中得到表达，但@F@M67Q5未检测到特异蛋白带，可能因

表达量较低，或因)$*<+#基因在一个FR7大片段上，可能与其它基因一起表达形成了

融合蛋白。)$*<+#是一类对鳞翅目昆虫和双翅目昆虫都有活性的基因，对小菜蛾有较

强的毒杀作用。由于6!:!菌株能在多种蔬菜上定殖，进一步研究其表达调控以增强其

在假单胞菌中的表达，将为构建防治蔬菜害虫的高效生防菌奠定基础。

"#" !"#$$!基因和!"#!$%基因产物的增效作用

工程菌株866<:<中，双基因表达产物共毒系数达到!!<SH。根据混配农药的划分标

准，共毒系数大于9<:即说明两种药有增效作用。表明本试验中的两个基因表达产物具

有很强的增效作用。以往对离体情况下;*某些&’(蛋白的增效作用有一些研究，但是尚

未见到工程菌中两个基因组合后而增效的报道［9C!9I］。由于具有这种增效作用，可望通

过不同基因的相互组合构建效力更高、可能延缓害虫产生抗性的杀虫微生物。)$*9+)基

因导入6!:!后有酶切位点丢失现象，表明重组质粒在6!:!中结构有不稳定现象，可能

由于FR7重组等导致该质粒某一特定区域发生变化，但重复多次未发现影响活性。

GGCI期 丁之铨等：双价杀虫蛋白基因在荧光假单胞菌中的表达及增效
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