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摘 要：为检测苏云金杆菌辅助蛋白 E$%对 F:G2H表达和杀虫活性的影响，将 !$%基因与 "#!2$基因相连构建了重
组质粒 GIFE$%，然后电激转化至 JK中进行了共表达，以仅携带 "#!2$ 基因的质粒 GIE42作为对照质粒。L+;K+-A
,5DK结果显示，当 "#!2$基因和 !$%基因在 JK无晶体缺陷株 M-0J中共表达时，F:G2H蛋白的最大表达量约是其在
M-0J（GIE42）菌株中单独表达的 #N’倍。生物测定结果表明，M-0J（GIFE$%）和 M-0J（GIE42）菌株对初孵斜纹夜蛾幼
虫的 %&’%值分别为 !&N1)!OP9Q和 1&N%%!OP9Q，这说明 E$%蛋白可以促进 "#!2$基因在 JK中的表达，但对提高 F:G2H
蛋白的杀虫毒力没有显著性帮助。
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苏云金杆菌（’()#**+, -.+/#01#20,#,，简称 JK）是一
种广泛分布于土壤中的革兰氏阳性细菌，它对昆虫

的毒杀作用主要是由于芽孢形成期产生的伴孢晶体

导致的［#，$］。近年来，人们发现 JK在营养期生长阶
段也可分泌一种新型的杀虫蛋白 F:G2H，它在 JK的
芽孢期和孢子囊末期也能维持高水平的表达，对鳞

翅目昆虫具有广谱高效的杀虫毒性［2，!］。由于它与

已知的杀虫晶体蛋白（SA;+@K:@:?/5 M-0;K/5 E-DK+:A;，简
称 SME;）没有序列同源性，而且其杀虫机理也与 SME;
不同［’，"］，因此 F:G2H 蛋白的研究对于抗性害虫的
防治和构建高效、广谱的杀虫剂的研制具有重要的

意义。

辅助蛋白 E$%是 JK中的一类小分子量的蛋白，
它们不具有杀虫活性，但能帮助某些杀虫晶体蛋白

正常表达和形成晶体，这种作用有时候甚至是必需

的，它们不是构成伴胞晶体的主要成分。已有文献

报道 E$% 分子伴侣可以促进 M0K#H/［1］、M-0##H/［&］、
M-0!H/［)］、M-0$H/［#%］、M-0#H,［##］以及 M-0#H@［#$］蛋白
的合成，甚至对截短的 M-0#M 也能提高表达量［#2］。
但是，E$%并不能提高所有 SME 蛋白的表达量，如：
E$%对 M-0!J和 M-0$%H/蛋白的表达和结晶都没有
作用［)，#!］。目前，尚无辅助蛋白 E$%对 JK营养期表
达蛋白影响的报道。

本研究将 !$% 基因与 "#!2$ 基因在 JK中进行
共表达，分析了辅助蛋白 E$% 对 F:G2H蛋白表达量

和杀虫活性的影响。

) 材料和方法

)*) 材料
)*)*) 菌株和质粒：表 # 为研究所用菌株和质粒。
其中大肠杆菌（3,).2/#).#( )4*#）在 21T下于 QJ液体
培养基或固体培养基［#’］上培养；苏云金杆菌在 $&T
下于 QJ培养基或 4J培养基［#"］中培养。抗生素使
用浓度分别为氨苄青霉素（H9G-）#%%!OP9Q 和红霉
素（8-9-）’%!OP9Q。
)*)*" 主要试剂：限制性内切酶和 4! UVH连接酶
均购自 4/W/X/公司；XV/;+ H购自 Y:O9/公司；质粒
提取试剂盒购自 R:/O+A公司；L+;K+-A ,5DK试剂盒购
自 XD@C+公司；硝酸纤维素膜购自 3+A+公司；蛋白
定量试剂盒购自 J:D6X/?公司。
)*" 表达质粒 &+$!"#的构建
质粒提取、酶切反应、电泳鉴定、UVH 片断回

收、连接反应和大肠杆菌的转化等步骤均参照分子

克隆实验手册［#’］进行。

)*’ 苏云金杆菌质粒 ,-(的提取
主要参考分子克隆实验手册［#’］中大肠杆菌质

粒提取的碱裂解法进行，并适当修改 >即在碱裂解法
中，加终浓度为 ’9OP9Q的溶菌酶于溶液"中，21T
作用 $C，其余步骤同碱裂解法。



表 ! 本研究中的菌株和质粒
!"#$% & ’"()%*+"$ ,)*"+-, "-. /$",0+., +- )1+, ,)2.3

’"()%*+" "-. /$",0+., 41"*"()%*+5")+6- 762*(%, 6* *%8%*%-(%,
7)*"+-,

4*3’ 9(*3,)"$$+8%*62, 02)"-) 68 ! : "#$%&’(&)’*&* ,2#,/: +$%*",+& ;1+6 7)")% <-+=%*,+)3，46$20#2,，<79
4*3’（/>!?&@&） 4*3’ (6-)"+-+-A )1% /$",0+. />!?&@& B- )1+, ,)2.3
4*3’（/>C!?） 4*3’ (6-)"+-+-A )1% /$",0+. />C!? ［D］
4*3’（/>ECF@） 4*3’ (6-)"+-+-A )1% /$",0+. />ECF@ B- )1+, ,)2.3
-*.#)%&.#&, ./0& !G& 1$2- #*3!D "#& !（ 0,.H2%/4!）I’［ "%,5?J 2%/9’K 0,.BL 0,.6!M&D］ N"# ,)6*%
- : ./0& O&F M(*9K，M(*’4K，P(6OK QP’ 460/"-3

C$",0+.,
/>!?&@& P*0* "-. 90/*，,12))$% =%()6* 68 - : ./0& "-. ! : "#$%&’(&)’*&* R*: S2 R6-A
/SITD />!?&@& ("**3+-A .7"&4, "-. 2F@ A%-%, ［U］
/<4&V 90/*，($6-+-A =%()6* B- )1% $"#
/>C!? />!?&@& ("**3+-A )1% 8&2?4 A%-% 8*60 ! : "#$%&’(&)’*&* 7&WT ,)*"+- ［D］
/<ITD /<4&V ("**3+-A .7"&4, "-. 2F@ A%-%, B- )1+, ,)2.3
/<CF@ /<4&V ("**3+-A 2F@ A%-% B- )1+, ,)2.3
/<ECF@ /<4&V ("**3+-A 8&2?4 "-. 2F@ A%-%, B- )1+, ,)2.3
/>ECF@ />!?&@& ("**3+-A 8&2?4 "-. 2F@ A%-%, B- )1+, ,)2.3

!"# 苏云金杆菌的电激转化
参照文献［&U］的方法制备苏云金杆菌感受态细

胞和进行电激转化。电激参数设定为：@XF(0 电激
杯，电阻 T@@ Y W@@!，电容 FD"I，电压 &XD Y &XUDZE，
电激时间为 U Y V0,。
!"$ %&’(&)* +,-(
将 7R7HC9GP凝胶电转移至硝酸纤维素膜上，

S%,)%*- #$6)参照 S%,)%*- #$6)试剂盒说明书进行，一
抗为利用纯化的 E+/?9蛋白制备的抗兔血清［T］。
!". 生物测定
斜纹夜蛾（ 12/3/2")%, 0&"$%,）由本实验室养虫室

提供。按照文献［&W］对初孵幼虫进行生物测定，利
用本实验室研制的昆虫毒力测定分析软件［&V］对生

测结果进行分析。

/ 结果和分析

/"! 重组质粒 0123/4的构建
/SITD 质粒经 19,#[1,0#双酶切后产生

JXJZ#和 TX&Z#两个片段，将回收的 TX&Z#片段与同
样双酶切的 /<4&V载体相连，构建的重组质粒命名
为 /<ITD，大小为 JXWZ#；回收 FX&Z# !,9>#[1,0#
片段，再次连接经同样双酶切的 /<4&V载体上得到
TXWZ#大小的重组质粒 /<CF@；回收 />C!? 质粒经
1,0#[12##双酶切后产生的 ?XDZ# 片段，连接至
/<CF@质粒 TXWZ# 片段的 1,0#[12##双酶切片段
上，得到 WX?Z# 的重组质粒命名为 /<ECF@；回收
/<ECF@质粒的 DXJZ# :2’#[12##酶切片段，与
JXJZ#的 />!?&@& 穿梭载体连接，得到的重组质粒
为 />ECF@。重组质粒 />ECF@的酶切鉴定如图 &H9
所示，/>ECF@ 经 :2’#和 12##双酶切后产生

JXJZ#的载体和 DXJZ#的目的片段。该质粒与仅携
带 8&2?4 基因的 />C!?质粒相比，在 8&2?4 基因的
上游增加了在 .%7&4. 强启动子控制下的 2F@ 基因
（图 &H’）。

图 ! （5）重组质粒 0123/4的酶切分析；（6）重组穿梭质
粒的物理图谱

I+A: & （9）\%,)*+()+6- "-"$3,+, 68 )1% *%(60#+-"-) /$",0+. C>ECF@；（’）

!1% /13,+("$ 0"/, 68 )1% *%(60#+-"-) ,12))$% /$",0+.,

M:$H-./!&TB RQ9 0"*Z%*；B : />ECF[:2’# K 12## :

/"/ 7 !"8# 基 因 在 9):6（ 013;8）和 9):6
（0123/4）中的表达
将重组表达质粒 />C!?和 />ECF@电激转化至

不含 8&2?4 基因的 ’)无晶体突变株 4*3’中，转化子
在 &@@0N !’ 培养基中进行培养，分别在 &@1、&F1、
&T1、&J1、F@1、FT1、?J1、T@1、TT1、TW1和 J@1取样，并
对菌体沉淀浓缩 &F倍进行 S%,)%*- #$6)分析。结果
表明，WUXUZR"的 E+/?9蛋白在 4*3’（/>C!?）&F1的
菌体沉淀中已开始检测到，FT1 其表达量达到最大
（图 FH9）；E+/?9蛋白在 4*3’（/>ECF@）&@1 的菌体
沉淀中开始检测到，在 TW1时表达量达到最大（图 FH
’）。在 ’) 重组菌株的整个芽孢期和芽孢后期，

JW 7>B ]6-AH^+" )" ,0 : [ 4.", ;&.%/<&/0/(&., 1&’&.,（F@@J）TJ（&）



!"#$%也维持较高水平的表达（图 &）。

图 ! "#$%&在 ’()*（$+,-%）和 ’()*（$+",!.）中表达时
相的/0120(3 4562分析
’"() & *+,-+./ 012- 3/314,", 25 !"#$% #.2-+"/, "/ 62/6+/-.3-+7 6+11

#+11+-, 25 8.49（#:;<$）（%）3/7 8.49（#:!;&=）（9）6>1->.+, 3(3"/,- -?+

!"#$% 3/-",+.>@

A3/+ B：#.+,-3"/+7 #.2-+"/ @3.C+.；A3/+ D：6+11 #+11+- 25 DE? 25 8.49
（#:<$D=D）) ’2.（%），A3/+, & F D= 62..+,#2/7 -2 6+11 #+11+-, 25 D&?，DG?，

DH?，&=?，&G?，$H?，G=?，GI? 3/7 H=? 25 8.49（#:;<$）) ’2.（9），A3/+, &

F D= 62..+,#2/7 -2 6+11 #+11+-, 25 D=?，D&?，DG?，DH?，&=?，&G?，$H?，GI?

3/7 H=? 25 8.49（#:!;&=）)

!7% "#$%&蛋白在 *2重组菌株沉淀物中表达量的
比较

用软件 J@3(+B3,-+. !KL 分析比较 !"#$% 蛋白
在 8.49（#:;<$）和 8.49（#:!;&=）重组菌株中的最
大表达量，发现 !"#$%蛋白在 8.49（#:!;&=）菌株中
的最大表达量约是在 8.4（#:;<$）中最大表达量的
DMN倍。
!78 生物测定
用 8.49（#:;<$）和 8.49（#:!;&=）菌株最大表

达量时的上清液和浓缩的菌体对斜纹夜蛾初孵幼虫

进行生测，结果表明，重组 9-菌株没浓缩的上清液
对试虫均无杀虫活性；8.49（ #:;<$）和 8.49
（#:!;&=）菌株浓缩的菌体对斜纹夜蛾均具有较
高的杀虫 活 性，其 !"N= 值 分 别 为 EI!(O@A 和

GIMEP!(O@A（表 &）。

表 ! 重组 *2菌株对斜纹夜蛾初孵幼虫的毒力测定
<301+ & <2Q"6"-4 25 9- .+62@0"/3/- ,-.3"/, 3(3"/,- -?+

5".,- "/,-3. 13.R3+ 25 #$%&%$’()* +,’-)*!

9- ,-.3"/,
!"N=

O（!(O@A）
S+(.+,,"2/
+T>3-"2/

PNU 5"7>6"31
1"@"-,O（!(O@A）

8.49（#:;<$） EIM== 4 V &MHEDG W DM&$=EQ GEMEI F D&EM$&
8.49（#:!;&=） GIMEP 4 V &M$H$& W DMNHDIQ $DMP= F EGMH$
8.49（#:<$D=D） X% X% X%
! <2Q"6"-4 -.+3-@+/- Y3, .+#1"63-+7 -?.++ -"@+, Y"-? $= 5".,- "/,-3. 13.R3+ +36?
-"@+) B2.-31"-4 Y3, .+62.7+7 35-+. E&? 25 "/6>03-"2/) X%，/2 36-"R"-4)

% 讨论

!"#$%蛋白是 9- 菌株在营养期生长阶段分泌
的一类新型的杀虫蛋白。在本研究中，8.49（#:;<$）
菌株的培养上清和菌体中均检测到了相同分子量大

小的 !"#$%蛋白的表达，而且表达产物大都在菌体
沉淀中［N］，该现象表明来自于 LDIG菌株的 !"#$%蛋
白是一种分泌蛋白，虽然其 X端存在信号肽序列，
但缺少信号肽酶作用位点，因此 !"#$%在跨膜易位
时不进行 X端信号肽的加工，这种情况在 ZW 细菌

中比较少见［$］。为了便于比较 !"#$% 在各 9- 重组
菌株中的表达量和杀虫活性的差异，以后 *+,-+./
012-和生物测定均使用 9-菌株的沉淀进行分析。
辅助蛋白 ;&= 可以促进 9-菌株中某些晶体蛋

白的合成［E F D$］，甚至对 84-D%蛋白的大量表达和晶
体形成是必需的［E］。B61+3/等［&=］和 !","C等［&D］发现
;&=不是在杀虫晶体蛋白的转录水平上起作用，而
是通过与正在合成的新生肽结合发生作用的。该研

究将 $&=基因与 .,$$/ 基因在 9-中共表达，分析了
辅助蛋白 ;&=对营养期杀虫蛋白 !"#$%蛋白表达量
和杀虫活性的影响。*+,-+./ 012- 结果表明，!"#$%
蛋白在 8.49（#:;<$）菌株的第 D&? 培养液开始表
达，&G?的表达量达到最大，整个芽孢期和芽孢后期
也维持较高水平的表达（图 &[%）。当 .,$$/ 基因和
$&=基因在 9-中共表达时，在 8.49（#:!;&=）的菌株
D=?的培养液中已经检测到 !"#$%蛋白的表达，GI?
表达量达到最大，约是 8.49（#:;<$）最高表达量的
DMN倍（图 &[9），这可能是由于 ;&=通过与芽孢期正
在形成的 !"#$%新生肽结合，增加了 !"#$%蛋白的
稳定性，从而保护或减缓了 !"#$%被 9-的蛋白酶快
速降解造成的；;&= 对营养期表达的 !"#$%合成没
有促进作用，这与 ;&= 利用 8.4D%的启动子仅在芽
孢期进行合成的现象一致。生物测定结果表明

8.49（#:;<$）和 8.49（#:!;&=）对斜纹夜蛾初孵幼虫
的毒力没有显著性差异（表 &），这是由 9-重组菌株
的菌液浓度计算获得的结果，但若从 9-重组菌株对
鳞翅目昆虫致死的菌液体积角度考虑，后者的杀虫

活性要高于前者［8.49（#:!;&=）最大表达量的浓度
约是 8.49（#:;<$）最大表达量的 &倍］。总之，芽孢
期合成的 ;&=蛋白可以促进 R"#$%基因在 9-中的表
达，但对 !"#$%蛋白的杀虫毒力没有显著性帮助。

!"#$%和 9-的其它 J8;, 没有任何的序列同源
性而且它们的杀虫作用机理也不同［$，H］，利用 9-中
的辅助蛋白 ;&=或其它辅助蛋白提高 !"#$%的表达

EI师永霞等：苏云金杆菌辅助蛋白 ;&=对营养期杀虫蛋白 !"#$%表达的影响 ) O微生物学报（&==H）GH（D）



量，这样构建的工程菌株对于提高 !"#$蛋白的杀虫
活性和克服昆虫对 !"#$产生的抗性等方面均具有
重要意义。
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大龙医疗设备有限公司简介

大龙医疗设备有限公司，创立于 HQQ>年，生产基地座落在中国最大的商业城市———上海，拥有多家分公司和数百家代理
公司，集科研、生产、贸易于一体。

大龙医疗设备有限公司生产的 M$2/’.0"&移液器是目前国际市场热销的型号，采用了芬兰移液器的专业技术，产品规格
齐全，其中手动可调式移液器 HY种规格、电子移液器 H>种规格，为科研、临床、工业和商业实验室提供了最全面、最广泛的自
由选择机会。公司于 >??F年最新引入全消毒可调式移液器，是丹麦 <866 8RN的 ]ZL产品，其金属质感和优良品质在欧洲和
美国市场博得良好的声誉。

公司还引进了国外先进技术进行组装、生产 M$2/’.0"&1>?H?小型全自动血沉分析仪，该产品采用独立红外线扫描技术，性
能可靠、结果准确；无键操作、简便快捷；完全自动化，并有温度补偿功能；可随时随机测定标本。另外，全新一代的血沉仪系

列还在公司的研发进程之中。

我们拥有完善的销售网络和代理体系，致力于引进优秀产品，与国内外商家合作拓展更广阔的市场空间。

公司技术力量雄厚，具备完善的基础设施及先进的生产设备，配备多条产品生产线。作为全球最大的移液器生产基地之

一，我们热情期待着和国外公司更多方面的合作。虽然是一家年轻的公司，但我们拥有先进的科研技术和完善的科研队伍，

我们的志向是成为小型医疗设备和国外更多优质产品在中国地区的生产基地，并结合中国地区的市场特点，为中国、为世界

提供高品质、低价格的产品系列。
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