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摘 要：将苏云金芽胞杆菌（!"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’，7M）!N%"&( 菌株质粒上的 #*.&0+ 基因和烟草几丁质酶 (#)$7 基因

（去掉信号肽或去信号肽再加肠激酶位点）构建了重组基因。经过双酶切和亚克隆，将带有 #*.&0+ 基因上游启动序

列和下游终止序列的重组基因片段克隆至穿梭载体 OP:/&2，分别构建重组质粒 OPQ0++7#、OPQ0++7"，在大肠杆菌

中扩增后，将两个重组质粒分别电转化苏 云 金 芽 胞 杆 菌 无 晶 体 突 变 株 R7Q%%& 中，获 得 重 组 菌 株 P0++7# 和

P0++7"。经液体双相胞晶分离提取离心后，将晶体和上清液分别进行 S)S<T0UG 分析，双价基因重组与 #*.&0+ 基

因在无晶体突变株中表达量相比较，几丁质酶活性提高 2N$ 倍，双价重组蛋白表达量显著提高，主要产生 &/%V)? 蛋

白条带。经定量分析：双价重组目的晶体蛋白占总蛋白量的 #&N/(W；8.J&0+ 蛋白占总蛋白量的 !$W。发酵上清液

经 #%W硫酸铵沉淀，显示出一条分子量为 &(V)? 新蛋白条带。经原子力显微镜和电子显微镜观察，表达后的重组

蛋白呈菱形或椭原形晶体，其规格约为 &N2 X /N%!,；经生测分析，重组菌株 P0++7# 和 P0++7" 毒力相近，与 P0+ 菌

株比较毒力提高 !N2 倍，对棉铃虫（/-%$#0&*1" "*2$,0*"）具有高效杀虫活性，其 /F 582%值分别为 4N&!HY,5 和 &&N/!!HY

,5。研究结果表明，烟草几丁质酶与 #*.&0+ 双价基因重组表达产物具有杀虫增效作用。
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苏云金芽胞杆菌（!"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’，简称 7M）
的伴胞晶体蛋白对鳞翅目（ 3-1$401(-*"）等多种害虫

具有毒杀作用，其作用因子主要是 7M 杀虫晶体蛋

白，以其高效安全、对目标害虫的特异性而倍受人们

青睐，已成为世界上应用最广泛的微生物杀虫剂。

但是 7M 杀虫剂存在杀虫谱较窄、稳定性较差和残效

期较短 的 弊 端。现 有 试 验 表 明 蔬 菜 害 虫 小 菜 蛾

（5%&(-%%" 6.%0’(-%%"）在 7M 选择压力下抗性增强，从而

限制了 7M 杀虫剂更广泛的应用。解决这些问题的

一个重要方法就是将 $ 个或 $ 个以上不同类型的抗

虫基因同时导入细胞，构建高效、广谱的重组杀虫蛋

白和重组 7M 工程菌株。能在很大程度上使害虫产

生耐受性的机率大大降低，克服 7M 杀虫剂使用中存

在的杀虫谱窄、易产生抗性等问题，对提高 7M 制剂

的毒力和速效性有着重要的意义。

几丁质（8B>M>D）是昆虫中肠围食膜和体壁的主

要结构成分［&］，人们相继发现多种微生物（如粘质沙

雷氏菌 7-**"($"2"*#-’#-+’）与烟草的提取液能够降解

几丁质，原因是这些生物能够产生胞外或胞内几丁

质酶（+B>M>D?[*）。几丁质酶可以破坏生物体的重要

结构或器官组织，能分解作为昆虫的中肠围食膜、上

皮，破坏幼虫这道天然屏障，使病毒、细菌等更容易

侵入幼虫体内，引起幼虫死亡。已有研究发现，7M
制剂中添加微量的几丁质酶防治森林害虫云杉卷叶

蛾效果十分明显［$］，其后在核型多角体病毒（\T]）

制剂中添加 &W的几丁质酶防治舞毒蛾 &! 天幼虫

的死亡率达 2%W，而单独使用 \T] 制剂需要 $& 天

才能达到 2%W［/］。近年来有人已经在 7M 的肯尼亚

亚种［!］和巴基斯坦亚种［2］克隆得到了几丁质酶基

因，9*H*^［#］ 等 利 用 在 8 E #0%$ 中 重 组 表 达 7 E
2"*#-’#-+’ 几丁质酶基因和杀虫基因蛋白 #*.&8 以提

高 7M 的"<内毒素对甜菜夜蛾的毒性。_>‘?M 等［"］从



!"# 多个 $% 菌株中筛选出几丁质酶高产菌株 &’(!
（)），以小菜蛾为生测对象，发现与不产生几丁质酶

$% 菌株作对照，&’(!（)）的杀虫活性比对照菌株高

近 !# 倍。

随着对微生物几丁质酶研究的深入，人们越来

越认识到几丁质酶能增进对害虫的毒杀效果，但有

关烟草几丁质酶基因与 $% !"#!*+ 基因重组表达产

物的杀虫增效作用研究迄今未见报道。本项研究利

用 $% !"#!*+ 基因与烟草几丁质酶 $!%&$ 基因以不同

方式的重组构建复合杀虫基因是延缓对鳞翅目等多

种害虫抗性、弥补 $% 毒蛋白的不足、提高杀虫毒力

的一条有效途径，为研制高毒力的微生物杀虫剂提

供了新的基因和工程菌株资源。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：本实验所用的菌株和质粒如表

! 所述。

表 ! 菌株和质粒

,-./0 ! 1%2-345 -46 7/-58365 9506 34 %:35 5%96;
1%2-345 <2 7/-58365 =:-2-+%0235%3+5 >05<92+0

1%2-345
’&"! ’ ? !()& 5%2-34 ’2 ? @:-4A B3-4
$CD! ’ ? !()& 5%2-34（’&E） ’2? F9 G395:-4
$CD!（7)HG(+:3） $CD!+<4%-34 %:0 7)HG(+:3 7/-5836 ,:35 I<2J
$% KL#M!N $% 5%2-34 I3/6 %;70（==,== O<LPD###!Q） C-. 5%<20
G$R##! $% -+2;5%-//3S02<95 5%2-34 C-. 5%<20
R*++$!T ’&"!（7R*++$!T） ,:35 I<2J
G$RE!" G$R##!（7&,E!"） C-. 5%<20
&*+ G$R##!（7&*+E!"） C-. 5%<20
&*++$Q G$R##!（7&R*++$Q） ,:35 I<2J
&*++$M G$R##!（7&R*++$M） ,:35 I<2J
&R*++$Q ’&"!（7&R*++$Q） ,:35 I<2J
&R*++$M ’&"!（7&R*++$M） ,:35 I<2J

U/-5836
7,=D! +-22306 %:0 %+:3 A040 ’2 ? )-< $36-
7R=!T *872 ,-V->- =<?
7&,E!" *872 -46 H282，5:9%%/0 W0+%<2 <S ’ ? !()& -46 $% ’2 ? 194 P34A
7)HG(K,(! *872 ’ ? !()& 5%2-34 0X720553<4 W0+%<2 ’2 ? X395:-4 I9
7&*+E!" 7&,E!" +-22306 KLD(J. S2-A804% <S !"#!*+ C-. 1%<20
7R*+!T 7R=!T +-22306 KLD(J. S2-A804% <S !"#!*+ C-. 5%<20
7)HG(+:3 7)HG!T +-22306 !LD(J. S2-A804% <S $!%&$D! ,:35 I<2J

7R*++$!T 7R=!T +-22306 "LD(J. S2-A804% <S S953<4 A040 %:-% $!%&$D! 6<4’% :-W0 %:0 534A-/ 72<%036 C-. 5%<20

7,=D! 7$/905+237% 1V +-22306 !L#(J. $!%&$ S2-A804% <S ’ ? !()& C-. 5%<20

7&R*++$Q 7&,E!" +-22306 "LD(J. S2-A804% <S 20+<8.34-4% A040 %:-% $!%&$D! 6<4’% :-W0 %:0 534A-/
72<%036 ,:35 I<2J

7&R*++$M 7&,E!" +-22306 "LD(J. S2-A804% <S S953<4 A040 %:-% $!%&$D! 6<4’% :-W0 %:0 534A-/ .9% :-W0
%:0 04%02<J34-50 ,:35 I<2J

!"!"# 培养基和培养条件：大肠杆菌使用 C$ 培养

基，于 EMY培养。$% 使用 C$ 培养基，摇瓶培养用发

酵培养基，于 DNY培养。

!"!"$ 主要试剂和仪器：U;2<.05% *+,’O* 聚合酶、

,K ’O* 连接酶、各种限制性内切酶、7R=!T 载体、

’O* 分子量标准均为 ,-V->- 公司产品；’O* 凝胶

回收试剂盒为上海中科开瑞生物芯片科技公司产

品；脑心浸膏（$2-34 &0-2% Z4S953<4，$&Z）为 ’Z[=\ 公

司；氨 苄 青 霉 素 和 红 霉 素 为 *8205+< 公 司。U=>(
"K!"> 仪为 H77046<2S 公司；电转化仪 )04079/502,P为

$3<(>-6 公司产品；凝胶成像分析仪为美国基因公司

产品；1U*(K## 原子力显微镜（*[P）为日本精工公司

产品；UHM# 半干式电泳凝胶转移仪为 U:-28-+3- 公

司产品。

!"# 质粒 %&’ 的分离和纯化

’ ? !()& 质粒的分离参照文献［N］、$% 质粒的分

离参照文献［T］的方法。

!"$ 重组质粒的扩增、构建、转化及其稳定性检验

重组质粒的构建参照文献［N］的方法。大肠杆

菌的常规转化采用氯化钙法［N］，质粒转化苏云金芽

E##!丁学知等：苏云金芽胞杆菌 !"#!*+ 与烟草几丁质酶 $!%&$ 双价基因⋯⋯ ? ]微生物学报（D##M）KM（Q）



胞杆菌采用电转化法。参照文献［!"］检测重组质粒

的稳定性。

#$ % 上&’、#$ % 上&( 扩增带有上游启动序列的

!"#!#$ 基因；)*+&’、)*+&( 扩增几丁质酶基因；)*+
肠&’、)* 肠&( 扩增几丁质酶加肠激酶位点基因；#$
下&’、#$ 下&( 扩增带有下游终止序列基因，引物序

列及退火温度见表 ,。

!"#"! -)( 扩增含有上游启动序列的 !"#!#$ 基

因：按文献［!!］的方法加以改进提取 ./ 01"2!3 菌株

的质粒。以提取的质粒为模板，-)( 扩增含 !"#!#$
基因及上游序列。

!"#"$ -)( 扩增烟草几丁质酶基因：参照文献［3］

的方法提取 45),!（含烟草几丁质酶基因）质粒，并

以 45),! 质粒为模板，-)( 扩增带和不带肠激酶位

点的烟草几丁质酶 /$*6. 基因（表 ,）。

!"#"# -)( 扩增含有下游终止序列的 !"#!#$ 基

因：以 ./ 01"2!3 菌株的质粒为模板，以 #$ 下&’、#$
下&( 为引物（表 ,）进行 -)( 扩增。

!"#"% -)( 扩增重组基因：将 -)( 扩增的几丁质酶

基因和 !"#!#$ 基因的终止子片段同时纯化，经 $!%
!酶切后连接，以此连接产物为模板，以 )*+&’7)*+
肠&’、#$ 下&( 为引物扩增融合几丁质酶基因和下游

终止子。用 &’(!7)*("酶切含上游启动序列的

!"#!#$ 基因 -)( 产物，用 )*("7+,’!酶切融合几

丁质酶基因和 $89!#$ 基因下游终止序列的 -)( 片

断，连接两者。以连接物为模板，以 #$ % 上&’，#$ 下

&( 为引物进行 -)( 扩增获得重组基因。

表 $ &’( 扩增目的基因所用引物

5:+;< , -)( 486=<8> ?@ :6= A<B<> C><D 6B /*6> >/CD9
E<B<> F<GC<B$< ?@ 486=<8（HI!JI） K<BA/* ?@ A<B<>7+4 -=7L E<B.:BM :$$<>>6?B

#$ % 上&’ #)E)E5)E#)55E)#EE5###5EE55) JN,O H31" P2J,03
#$ % 上&( E)E)#E#5)5#E#55))5))#5##EE#E5##
)*+&’ E)E)#E#5)5E##)##5E5EE55)E)#E NJJ O"10 P!H!2J
)*+&( #)E))))EEE)#####)#)))5#55#E5
)*+ 肠&’ E)E)#E#5)5E#5E#5E#5E#5###E##)##5E5EE55)E)#E N03 O"10 P!H!2J
)* 肠&( #)E))))EEE)#####)#)))5#55#E5E)555#5555)E
#$ 下&’ #)E)))#5EE5)5)#5E)###)5)# ,3N O"13 P2J,03
#$ 下&( #)E))))EEE)#####)#)))5#55#E5

!"#") 重组基因表达载体的构建：构建重组基因表

达载体过程中 QR# 分子技术：如酶切、连接、转化

等操作均按照分子克隆手册［3］中介绍的方法。

!"#"* 重组基因表达载体电转化无晶体突变株

S.T""! 及筛选：感受态的制备和电转化采用文献

［3］介绍的方法。

!"% 重组蛋白的分离提取和 +,+-&./0 检测

重组菌株 U#$$.O、U#$$.2 采用 ./ 发酵培养基

,3L振荡培养 O"*，重组晶体蛋白的分离提取采用

液体双相分离法［!!］，蛋白质含量测定采用 .8:D@?8D
法［!,］，然后进行 FQF&-#EV 检测，对重组蛋白的表达

量进行定量分析。

!") 免疫印迹杂交鉴定（1234256 7894）
将蛋 白 转 移 至 -WQ’ 膜（ 转 移 条 件 为 恒 流

"13=#7$=,，J" X 0H=6B），HY 脱脂乳封闭过夜 5.F5
（"1!Y 5Z<<B&,"）洗涤后加入 ! [ H" 稀释的 4EF5&$*6

质粒 QR# 免疫兔血清（按 !=A7只的剂量免疫新西兰

大白兔，免疫间隔时间 J 周，第 J 次免疫后 H X 2D 采

血分离兔血清），洗涤后加入 ! [!H"" 倍 5.F5 稀释辣

根过氧化物酶（U(-）标记山羊抗兔 \AE 为二抗，Q#.

显色检测［!J］。

!"* 原子力和电子显微镜观察

!"*"! 原子力显微镜观察：重组菌株 U#$$.O 经发

酵后的收集物，用超纯水反复洗涤数次，稀释至合适

浓度并取微量悬液滴于云母片上，在超净工作台上

吹干，然后进行 #’P 观察［!0］。

!"*"$ 扫描电镜观察：将培养物置盖玻片上进行离

子溅射，0"MW 下用 ] V^K,] VP !,""VS 型扫描电镜

进行观察并拍照。

!": 供试昆虫的生物活性

生测以 U#$ 菌株为对照和重组菌株 U#$$.O、

U#$$.2 经发酵纯化的菌液，分别以初孵棉铃幼虫

（./(0!%1/"2’ ’",0*/"’）由本室人工饲养为供试昆虫，

将发酵液 !2" _ O"87=6B !"=6B 收集沉淀，以一定的比

例混合人工饲料生测，生测方法参照文献［!H］。

!"; 胶体几丁质的制备和几丁质酶活的测定

参照文献［!O］制备胶体几丁质；用二硝基水杨

酸法（QRF 法）［!2］测定几丁质酶活。

!"< 序列测定

由上海生工生物技术服务有限公司完成测序。

0""! Q\RE SC<&‘*6 /3 ’( a 74!3’ 50!"%60%(%*0!’ &070!’（,""2）02（O）



序列 分 析 采 用 !"#$%&’()*（+,,-：..///0 ’12& 0 ’340
’&+ 0 567.56*%.56*% 0 +,43）软件。

图 ! 工程菌发酵上清液 "#"$%&’( 分析（&）和菌体裂解液的 )*+,*-. /01,,2.3 分析（4）

#&508 9:9$;<=> ?’?3@A&A 6% )B-*)AA AC-)*’?,?’, -*6(C1, 6% %CA&6’ 5)’) ?’( /)A,)*’ 236,,&’5 6% ,*?’A%6*4?’,A0 D0 ;*6,)&’ D?*E)*；
<：F 0 9C-)*’?,?’, -*6(C1, 6% GHIJJF；80 9C-)*’?,?’, -*6(C1, 6% K<1；L0 9C-)*’?,?’, -*6(C1, 6% K<11HM0 H：F0 N)33 3@A?,)

6% GHIJJF；80 N)33 3@A?,) 6% K<1；L0 N)33 3@A?,) 6% K<11HM；O0 N)33 3@A?,) 6% K<11HP0

! 结果和分析

!56 重组基因的构建和鉴定

分别提取 H, OQJPFR 的质粒和含烟草几丁质酶

基因的 -SN8F 质粒，经琼脂糖凝胶电泳检测。以提

取的 H, OQJPFR 菌株质粒和 -SN8F 质粒为模板，分别

以 <1 上$#、<1 上$"，<1 下$#、<1 下$"，N+2#、N+2 "、

N+2 T 肠激酶上$#、N+2 T 肠激酶下$" 为引物进行

;N" 扩增，琼脂糖凝胶电泳显示获得了预期大小的

;N" 产物，!"#F<1 片段 LQUJ E2，烟草几丁质酶片断

JQU8E2 和终止子下游序列片断 JQLJE2，回收 ;N" 产

物，先将烟草几丁质基因片断与 !"#F<1 下游终止子

序列连接，再与含 !"#F<1 基因上游启动序列连接。

以连接物为模板，以 <1 T 上$#，<1 下$" 为引物进行

;N" 扩增，获得 VQ8E2 大小的片段。

!5! 重组基因表达载体的构建

将重组基因的 ;N" 产物经 $%&!和 ’(%!双酶

切，同时将质粒 -I<1FU 进行相同酶切，回收 -INFU
载体片段序列，连接两者，获得重组质粒 -I<11HFU，

转化 入 ) 0 !*&+ :KV"。 经 $%& !.,-& #、,-& #.
.!*!、.!*!.’(%!酶切和测序鉴定转化子。测序

结果经 H3?A, 分析，所克隆的 !"#F<1 基因的 6*% 序列

与 =)’H?’E 中（<11)AA&6’ W60 D PL8OR）的序列 FJJX
同源，与本室以前的研究结果［FR］一致。其中 /!0+H
基因序列、下游终止序列也与预期一致，且在克隆过

程中 没 有 出 现 移 码 和 突 变 现 象。 将 重 组 质 粒

-I<11HFU 进行 $%&!和 ’(%!双酶切，回收 VQ8FE2
带有上游启动序列和下游终止序列的重组基因片

段，将其克隆进穿梭载体 -KSLFV 中，获得表达载体

-KI<11HM（图 F）、-KI<11HP，转化 ) 0 !*&+ :KV"。

经 蓝 白 斑 筛 选 和 酶 切 鉴 定，确 定 表 达 载 体

-KI<11HM、-KI<11HP 构建正确。

图 6 含 !"#6&7 和 $!%&4 重组基因表达载体 89:&774;
#&50F >B-*)AA&6’ 7)1,6* -KI<11HM 16’,?&’&’5 %CA&6’ 5)’) 6% !"#F<1

?’( /!0+H0

!5< 表达载体 89:&774;、89:&774= 电转化 4, 无

晶体突变株 >4:??6
将载体 -KI<11HM、-KI<11KHP 电转化 H, 无晶

体 突 变 株 GHIJJF 中，获 得 重 组 菌 株 K<11HM、

K<11HP。以 <1$#，<1 下$"（N+2#，<1 下$"）为引物对

转化子进行菌落 ;N" 鉴定。结果显示，阳性转化子

中能扩增出预期大小的 1*@F<1、,1+&H 和融合基因片

段，证明重组基因表达载体已转入无晶体突变株。

!5@ "#"$%&’( 和 )*+,*-. /01, 分析

采用液体双相分离法提取重组晶体蛋白，进行

9:9$;<=> 分析。 !"#F<1 基因编码的氨基酸为 FFPR
个，烟草几丁质酶基因 /!0+H 共编码 LJP 个氨基酸，

从理论上计算重组蛋白的分子量为 FMR E:?。经

=)3$-*6 <’?3@Y)* 软件分析，其分子量实验值与理论

VJJF丁学知等：苏云金芽胞杆菌 !"#F<1 与烟草几丁质酶 /!0+H 双价基因⋯⋯ 0 .微生物学报（8JJP）OP（M）



值不相一致，但较对照 !"#!"# 有一条新的蛋白带，

发酵后的上清液通过 $%&硫酸铵沉淀呈现一条分

子量约为 !’ ()* 的新蛋白条带（图 +,"）。双价重组

蛋白的表达量占总蛋白量的 $!-.’&，/01!"# 蛋白

占总蛋白量的 2+&。

重组蛋白表达菌体裂解液经 3)3,4"56 后再转

移到 47)8 膜上，用 /01!"# 和 9#:; 抗体作为一抗进

行免疫印迹（<=>?=0@ ABC?）检测。结果显示，工程菌

D"##E$、D"##EF 菌株的 /01!"# 蛋白得到表达，但表

现出不同程度的降解。几丁质酶抗体检测到重组

D"##E$、D"##EF 菌株相应位置出现特异性杂交带，

而 GEH%%! 菌株和 D"# 对照菌株未出现杂交带（图

+,E）。

!"# 原子力和扫描电子显微镜观察

重组菌株 D"##E$ 发酵产生的伴胞晶体蛋白经

"8I 和 36I 观察（图 .），重组基因在重组菌中表达

后依然能形成较规则的菱形晶体。

图 $ %& 工程菌 ’())%* 晶体蛋白的原子力显微镜（(，

#+++ , ）和扫描电子显微镜观察（%，!++++ , ）

8;JK. "?CL;# MC0#= L;#0C>#CN1（"，O%%% P ）*@Q 36I CM #01>?*B> N0C?=;@

CM ?:= =@J;@==0;@J >?0*;@ D"##E$（E，+%%%% P ）K

!"* 生测分析

生测 结 果 表 明（表 .）：重 组 菌 株 D"##E$ 和

D"##EF 与对照菌 D"# 经发酵产生的晶体蛋白对棉

铃虫 杀 虫 活 性 进 行 比 较，重 组 菌 株 D"##E$ 和

D"##EF 在 F+: 的 R/O% 值 分 别 为 S-!%!JTLR 和

!!-.2!JTLR，其对照菌株 R/O% 值为 2!-++!JTLR，两株

工程 菌 对 棉 铃 虫 的 杀 虫 毒 力 分 别 为 对 照 菌 株 的

2-O+S 倍和 .-$.O 倍（图 2）。在菌株发酵 !+ U 2’:
时，测定两重组菌株 D"##E$ 和 D"##EF 几丁酶活性

相近，而且是对照菌 D"# 的 O-+ 倍。

图 - %& 工程菌株对棉铃虫的 ./#+值

8;JK2 R/O% V*BW= CM ?:= =@J;@==0;@J >?0*;@> C@ $%&’!()%"*+ +",’-%"+ K

通过毒力生物测定，工程菌 D"##E$ 和 D"##EF
与对照菌株 D"# 比较，对棉铃虫、小菜蛾、甜菜夜

蛾、菜青虫和斜纹夜蛾杀虫时间提前 .$:，致死时间

由原来 2’: 提前至 !+:。D"##E$ 和 D"##EF 对棉铃

虫毒性均比 D"# 毒力高，显示出具有很好的杀虫增

效作用。D"##E$ 速效杀虫时间提前，可能暗示着

/01!"# 毒性核心片段和 D"##E$ 的毒性核心片段识

别受体蛋白的作用机制不同，提示 D"##E$ 的重组

蛋白毒性核心片段较 D"# 有正协同效应。

表 $ %& 工程菌对棉铃虫生测毒力分析

9*AB= . 3?*?;>?;# *@*B1>;> CM V;0WB=@#= CM ?:= =@J;@==0;@J >?0*;@> C@ $%&’!()%"*+ +",’-%"+
3*LNB= R/O%（!JTLR） SO& /K X K * X@?=0#=N? >BCN= 4 V*BW=
D"##E$ S-!% $-S% U !!-O. .-!! !-F% %-’.
D"##EF !!-.2 S-!+ U .-SS!2 +-’S +-+% %-S2
E?2-%F!’ !+-SO S-S. U !F-!. .-%. !-’S %-F2
D"# 2!-++ .2-%F U O%-%. !-+’ +-.% %-’.

GEH%%! Y Y +%%
*，/K X K，#C@M;Q=@#= ;@?=0V*B K

$ 讨论

本研究从 E? 2-%F!’ 菌株出发，该菌株基因组经

4/Z,Z8R4 分析，其质粒和伴胞晶体中 +%(A,)[" 上

含有 丰 富 的 X/4> 基 因 资 源，如 !"#!"#、!"#!"*、
!"#+"*、!"#+"A 等基因［!’，!S］。通过毒力生测实验证

明该菌株对鳞翅目昆虫有很强的毒性［+%］。据文献

［+!］报道：/01! 类晶体中 /01!"# 晶体蛋白对棉铃虫

（$%&’!(."*+ +",’-("+）和小菜蛾（/ K 0#&(12%&&+）的毒力

较高，因此本研究以该菌株质粒上的 !"#!"# 基因为

基础进行重组基因克隆和表达的研究，试图构建一

种新的高效的杀虫重组蛋白。

烟草几丁质酶基因，相对于 E? 作为宿主菌，是

一种外源毒素基因。在重组基因的表达载体的构建

$%%! )X[5 GW=,\:; %2 +& K T3!2+ 4’!"(5’(&(-’!+ 6’7’!+（+%%F）2F（$）



上，采用 !"#$%& 穿梭载体，在重组基因的两端保留

了 !"#%’( 基因 &)端 ’#* 上游 $+$,! 启动区序列和

$)端 #’* 下游 -&.,! 大部分终止区序列，将重组基

因表达载体 !"’((/0、!"’((/1 电转化无晶体突变

株 2/3..%，获得重组菌株 "’((/0、"’((/1。重组基

因得到表达的结果表明，!"#%’( 基因上游启动序列

携带的 $%!、$%"双启动子是适合在 /4 无晶体突

变株 2/3..% 中表达的强启动子；!"#%’( 基因的下

游终止子区中的茎环结构和 5678（#）结构在转录过

程中能有效终止转录并使 9:;’ 更稳定；重组蛋白

在表达过程中形成晶体能有效防止重组蛋白中的外

源蛋白被胞内酶所降解。重组菌株发酵后的上清液

呈现一条分子量约为 %+<=> 的新带，至于获得重组

菌株 "’((/0 和 "’((/1 有利此蛋白质的高效表达

的原因，有待进一步分析研究。

根据 ’?@ 和 AB@ 观察结果，重组菌株表达的

重组蛋白依然能形成有规则的菱形晶体。由于 CD8%
类晶体的形成是通过其 C 端保守区的二硫键来维

持的［--］，本项研究利用 !"#%’( 基因构建重组基因达

到维持表达产物的稳定性和形成规则的菱形晶体的

目的。

"6EFF 等人用分别属于 !"#%’, 和 !"#%C 的两个

基因 /4#和 /4"构建了一个重组基因，编码一种由

这两种 /4 毒蛋白的活性片段构成的重组蛋白。发

现它具有杀虫活性，并且它的杀虫范围比单一的 /4
#或 /4"的杀虫范围都宽［-$］。郭三堆等人构建了

!"#%’ 基因与经过修饰的 C!#G 基因的高效双价杀虫

基因植物表达载体 !*/H%-%AI’/C，在棉花中获得成

功表达［-I］。本研究首次将 !"#%’( 基因和来源于烟

草的几丁质酶基因 %!&’/ 重组，并在 /4 中高效表达

重组晶体蛋白。当重组晶体蛋白被敏感昆虫吞食

后，在肠道碱性环境下溶解，肠激酶先将重组蛋白降

解，先通过其中 CD8%’( 蛋白的活性区域与昆虫中肠

细胞表皮膜形成离子通道或孔道，破坏细胞渗透压

平衡，这可能是弱化昆虫的围食膜，使毒素更容易进

入中肠上皮细胞［-&］。同时，由于几丁质酶的作用使

昆虫幼虫上皮细胞中与 CD8 杀虫毒素分子结合的膜

受体数目增加，导致昆虫厌食而亡。因此，选择几丁

质酶作为增效剂来破坏几丁质结构或几丁质代谢的

平衡来防治害虫，克服杀虫剂使用中存在的问题具

有极大的应用潜力。从生测结果看，重组菌株表达

的重组蛋白的杀虫毒力显著增高，为对照菌株毒力

的 IJ&-K 倍。几丁质酶活性显著提高，相比本室研

究文献［%I］中 CD8%’( 晶体蛋白的毒力增加，呈现了

强的杀虫增效作用。几丁质酶虽然未装配进晶体包

含体，重组菌株以可溶性的几丁质酶分泌到培养基

中。该种重组晶体蛋白具有安全的特点；因为重组

晶体蛋白在人畜消化道酸性环境中不会溶解，原毒

素激活被抑制，活性毒肽不能被释放。只有在肠膜

细胞膜产生“孔道”的情况下产生毒性作用。本研究

为构建 !"# 基因和外源毒素基因的重组基因以及获

得更高毒力的 /4 杀虫工程菌株奠定了重要基础。
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