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荧光发光杆菌 TT01 品系 pirA2B2 基因的克隆表达与杀虫活性
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摘要:【目的】Photorhabdus luminescens TT01 基因组中的一对 ORF plu4437-plu4436 (简称 pirA2B2)的预测氨基
酸序列与另一对已证明编码产物有口服杀虫活性的 ORF plu4093-plu4092 (简称 pirA1B1) 有 50%和 45%的一
致性，本文旨在研究 pirA2B2 基因座的表达产物是否也有杀虫活性。【方法】PCR 扩增并克隆了 pirA2，pirB2 和
pirA2B2 基因，构建了重组表达载体 pQE-pirA2，pQE-pirB2 和 pQE-pirA2B2 并分别转入 M15 菌株表达，经 SDS-
PAGE 和 Western blot 检测证明，3 个重组菌株经 IPTG 诱导后，分别成功表达了可溶的 PirA2，PirB2 和 PirA2B2
蛋白。用亲和层析结合脱盐技术对 3 个重组菌株表达的外源蛋白分别进行纯化，并通过生物测定确定纯化蛋
白的杀虫活性。【结果】生物测定结果显示联合表达的 PirA2B2 对大蜡螟和斜纹夜蛾五龄幼虫均有明显的血腔
杀虫活性，LD50 分别为每虫 4. 0 和 2. 8 μg，单独表达的 PirA2 或 PirB2 对上述 2 种害虫没有血腔杀虫活性，但两
者的混合物具有与两者联合表达相似的杀虫活性;PirA2B2 对大蜡螟和斜纹夜蛾初孵幼虫均无口服杀虫活性。
【结论】pirA2B2 是 P． luminescens TT01 菌株基因组中的另一个二元杀虫毒素基因。【意义】pirA2B2 的成功克隆
表达和杀虫功能的确定为进一步研究其与 pirA1B1 的关系以及该基因的表达调控等打下了基础。
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发光杆菌属 ( Photorhabdus ) 和致病杆菌属
( Xenorhabdus ) 细 菌 分 别 为 异 小 杆 属
(Heterorhabditis)和斯氏属(Steinernema)昆虫病原线
虫 ( entomopathogenic nematodes， EN ) 的 共 生 细
菌
［1］。在自然界中，这类细菌存在于昆虫病原线虫
感染期幼虫的肠道内。当线虫侵入昆虫体内后，将
其携带的共生细菌释放到昆虫血腔中，共生菌生长

繁殖并分泌杀虫蛋白毒素杀死昆虫
［2］。克隆共生

菌杀虫毒素基因并了解其杀虫机理对了解昆虫病原

线虫的致病机理，开发转基因抗虫作物等均有重要

意义。
目前，有口服杀虫活性的共生菌杀虫毒素中研

究得比较清楚的是复合毒素(Toxin complex，，Tc)和
致软毒素(Make caterpiller flopy，Mcf)。Tc 毒素是
一类由多个大分子量亚基构成的复合杀虫毒素。
Ffrench-Constant 等证明组成 Tc 毒素的多个亚基中，
A 亚基本身有一定的杀虫活性，而 B 和 C 亚基对 A
亚基的杀虫活性有明显的增强作用

［3 － 5］。致软毒素
Mcf 可诱导昆虫血细胞及中肠上皮细胞凋亡，导致
昆虫 死 亡

［6-7］。 2003 年，Duchaud 等 报 道 了 P．
luminescens TT01 基因组中的一对基因 plu4093-
plu4092( pirA1B1)在大肠杆菌中的表达产物对小菜
蛾和多种蚊子幼虫有口服杀虫活性

［8-9］，并将其命名

为“发 光 杆 菌 昆 虫 相 关”( Photorhabdus insect-
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related，Pir)二元毒素基因 pirAB［10］。Waterfield 等报
道了 PirB1 与 Bt 的 δ-内毒素及马铃薯甲虫的一种
发育调 节 蛋 白 保 幼 激 素 酯 酶 ( Juvenile homone
esterase，JHE)的氨基酸序列有一定的相似性，但后
续研究证明其并不具有 JHE 酶活性［10］。Blackburn
证实取食表达了 pirA1B1 基因的大肠杆菌后小菜蛾
中肠顶端围食膜发生脱落

［5］。目前，没有找到对
pirA2B2 进行进一步研究的报道。生物信息学分析
显示，PirA2 与 PirA1 的氨基酸一致性为 50%，E 值
为 3e-33，在最新蛋白质数据库中进行 BLAST，没有
发现 PirA2 有同系物存在;PirB2 与 PirB1 的氨基酸
一致性为 45%，E 值 1e-122，两者在 N-末端都有一
个 δ-内毒素超家族的保守结构域。本研究对
pirA2B2 基因进行了克隆表达及杀虫活性分析，以确
定其是否是同 pirA1B1 一样的二元杀虫毒素基因。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 质粒、菌株:原核表达载体 pQE-30，克隆载
体 pMD18-T，购自 TaKaRa 公司;大肠杆菌 DH5α 和
M15 菌株为本实验室保存。
1. 1. 2 酶和抗生素:Taq DNA 聚合酶，限制性内切
酶，T4 DNA 连接酶，氨苄青霉素和卡那霉素均购自
TaKaRa 公司。
1. 1. 3 昆虫:大蜡螟(Galleria mellonella)、斜纹夜蛾
(Spodoptera litura)五龄幼虫为实验室人工饲养的健
康昆虫。
1. 1. 4 其他试剂:Gel Extraction Kit 及质粒少量提
取试剂盒为 Omega Bio-Tek 产品，蛋白纯化柱购自

GE 公司，超滤管购自 Millipore。
1. 2 细菌培养及生长条件
将液氮保存的共生菌菌株涂布于 NBTA(营养

琼脂 45 g，溴百里酚蓝 0. 025 g，氯化三苯基四氮唑
0. 04 g，水 1000 mL，pH7. 2 － 7. 4)平板上，28℃培养
48 h，挑取蓝色初生型单菌落接种到 LB 液体培养
基，28℃、200 r /min 震荡培养。E． coli DH5a 和 M15
菌株均在 37℃下培养。
1. 3 pirA2，pirB2，pirA2B2 基因的克隆与测序
根据 pirA2B2 基因序列(登录号 NC_005126)，

设计了 3 对引物(见表 1，GGATCC 和 AAGCTT 分别
代表 BamHⅠ和 Hind Ⅲ限制性内切酶酶切位点)用
于扩增 pirA2，pirB2 和 pirA2B2，设计 pirA2B2 基因的
反向引物时，特意加入 6 × His 标签的密码子(阴影
处)，使得所表达的 PirA2 毒素蛋白的 C-末端加入 6
× His 标签蛋白，便于纯化。以 TT01 基因组 DNA
为模板，用 Ex taq DNA 聚合酶进行扩增。扩增条件
为，94℃预变性 3 min，94℃ 30 s，55℃ 30 s，72℃
2 min，30 个循环，72℃延伸 10 min。扩增产物用琼
脂糖凝胶电泳，按照 Omega Bio2 Tek Gel Extraction
kit 说明进行胶回收纯化。回收产物连接到载体
pMD18-T，构建重组质粒 pMD-pirA2，pMD-pirB2，
pMD-pirA2B2，将其转化到大肠杆菌 DH5α，利用含
Amp 的 x-gal 平板筛选白色菌落。将其培养在含
Amp 的 LB 液体培养基中过夜，用 Omega Bio-Tek
plasmid Extraction kit 提取重组质粒，用 BamHI、
HindⅢ进行双酶切鉴定。鉴定正确的克隆送上海
Invitrogen 公司进行序列测定。所测序列用 BLAST
搜索 在 GenBank /EMBL ( http: / /www． ncbi． nlm．
nih． gov)中与目的基因进行比对。

表 1 用于从 Photorhabdus luminescens TT01 中 PCR 扩增 pirA2，pirB2 和 pirA2B2 基因的引物序列
Table 1 Sequences of the PCR primers used to amplify pirA2，pirB2 and pirA2B2 genes from Photorhabdus luminescens TT01

pQE30 derived clone Primer sequence (5'→3')
pQE-PirAB PirA2B2-A:TTTAAGCTTGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCAACTAATTGGTGATAAGAA
The pirA2B2 operon excluding the promoter region PirA2B2-S: ATAGGATCCATGCCAGTCAATCAGATTGGCTTAC
pQE-PirA PirA2-A: CGCAAGCTTTGTTTATTCCTTATATTTCCACGAA
The pirA2 gene alone PirA2-S: ATAGGATCCATGCCAGTCAATCAGATTGGCTTAC
pQE-PirB PirB2-A: CGCAAGCTTTTACTCAACTAATTGGTGATAAGAA
The pirB2 gene alone PirB2-S: ATAGGATCCATGAGCGATATTGTTAAGTATAACG

1. 4 pirA2，pirB2 和 pirA2B2 的表达与蛋白可溶性
分析

用 BamHI 和 HindⅢ对 pMD-pirA2，pMD-pirB2，
pMD-pirA2B2 进行双酶切回收目的片段，分别构建

重组 表 达 载 体 pQE-pirA2， pQE-pirB2 和 pQE-
pirA2B2。热激转入大肠杆菌 M15 感受态细胞中，挑
取单个阳性克隆，接人含氨苄青霉素(100 μg /mL)、
卡那霉素 (25 μg /mL)的 LB 培养基中，37℃培养过
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夜。次日按 1 ∶ 100 比例接种于含氨苄青霉素
(100 μg /mL)、卡那霉素 (25 μg /mL)的 LB 培养基
中，培养到 OD600为 0. 5 － 0. 7 后，加入 IPTG 至终浓
度为 0. 5 mmol 诱导表达，4 h 后取 1 mL 的菌液，
12000 × g 离心 2 min，收集菌体;加入 0. 1 mL 结合
缓冲液 ( 20 mmol /L 磷酸钠，0. 5 mol /L 氯化钠，
pH7. 4)，加入溶菌酶至终浓度 1 mg /mL，并在冰上
放置 30 min;然后进行超声波破碎(200 － 300 W，破
碎 2 s，间歇2 s)，4℃、12000 × g 离心裂解后样品
20 min;吸取上清，并将沉淀重悬于 0. 1 mL 裂解缓
冲液;各取 40 μL 进行 SDS-PAGE 分析。
1. 5 蛋白的纯化、脱盐和定量
分别培养并用 IPTG 诱导重组表达菌株 M15

(pQE-pirA2 )， M15 ( pQE-pirB2 ) 和 M15 ( pQE-
pirA2B2)过夜，12000 × g 离心 2 min 收集菌体，每克
菌体中加入 10 mL 结合缓冲液(20 mmol 磷酸钠，
0. 5 mol 氯化钠，pH7. 4)，冰浴条件下进行超声波破
碎(200 － 300 W，破碎 2 s，间歇 2 s)，4℃、12000 × g
离心裂解后样品 20 min;吸取上清，4℃条件下过镍
柱(购自 GE 公司)3 次;用洗脱缓冲液(20 mmol 磷
酸钠，0. 5 mol 氯化钠，50 mmol 咪唑，pH7. 4)洗脱非
特异结合的组分，再用 4 mL 洗脱缓冲液(20 mmol
磷酸钠，0. 5 mol 氯化钠，0. 5 mol 咪唑，pH7. 4)洗脱
并收集目的蛋白。采用 Millipore 3 kDa Centricon
YM-3 超滤管，以 PBS 为替换液对目的蛋白进行离
心透析浓缩，使咪唑终浓度≦ 0. 083 mmol /L(稀释
4000 倍以上)，再取 40 μL 进行 SDS-PAGE 分析，
200 μL 分装，放于 － 80℃冰箱保存备用。蛋白的定
量:使用购自碧云天公司的 Enhanced BCA Protein
Assay Kit，按照试剂盒给出的步骤对脱盐后的蛋白
进行蛋白定量。
1. 6 生物测定
以大蜡螟和斜纹夜蛾为对象进行血腔和口服杀

虫活性测定。血腔杀虫活性测定方法如下:准备浓
度分别为 10、8、6、4、3、2 和 1 μg /10μL 的 PirA2B2
蛋白和浓度分别为 4 和 10 μg /10 μL 的 PirA2 和
PirB2 蛋白的 PBS 溶液作为处理组;PirA2 和 PirB2
物理混合组是将两者按化学计量比 2:1 的比例混匀
后配制而成的终浓度为 4 μg /10 μL 的 PBS 溶液(混
合液在 4℃冰箱中放置 1h 使二元蛋白充分接触);
以 PBS 稀释 3000 倍的洗脱缓冲液(0. 5 mol 磷酸
钠，0. 5 mol 氯化钠，0. 5 mol 咪唑，pH7. 4)为阴性对

照组。用灭菌的微量注射器将 10 μL 待测溶液从幼
虫第 2 对腹足注入试虫血腔，每个处理组 24 头虫。
处理后在 28℃下饲养，观察记录昆虫的症状，24 h
和 48 h 记录死亡数，计算 LD50。所有测定均重复 3
次。口服杀虫活性测定方法如下:选取大蜡螟和斜
纹夜蛾初孵幼虫，按每克人工饲料加入 100 μL 含
200 μg 待测蛋白的比例配制适量人工饲料，阴性对
照组选择 PBS 稀释 3000 倍的洗脱缓冲液与人工饲
料进行混合，试虫饲养于 12 孔细胞培养板中，每头
试虫饲喂 0. 1 g 混有杀虫毒素的人工饲料(足够 3 d
的饲料)，封住培养皿盖以保持湿度，在 28℃下饲
养，3 d 之后再加入 0. 1 g，6 d 后称量试虫体重。每
组试虫 24 头，重复 3 遍。

2 结果

2. 1 pirA2，pirB2和 pirA2B2基因克隆及表达载体构建
成功从 TT01 基因组 DNA 中 PCR 扩增得到与

pirA2，pirB2 和 pirA2B2 (分别为 432 bp，1251 bp 和
1724 bp)预期大小一致的目的条带(图 1)。胶回收
后与克隆载体 pMD-18T 连接，挑取经酶切验证的质
粒送上海英俊公司测序，测序结果与 GenBank 中相
应基因的 DNA 序列完全相同。用 BamH I、HindⅢ
双酶切得到目的片段后插入表达载体 pQE-30 的相
应插入位点，构建成重组表达载体 pQE-pirA2、pQE-
pirB2 和 pQE-pirA2B2。

图 1 重组表达载体 pQE-pirA2，pQE-pirB2

和 pQE-pirA2B2 酶切鉴定图
Fig． 1 Restriction analysis of the recombinant vector of

pQE-pirA2，pQE-pirB2 and pQE-pirA2B2 w ith BamHⅠ

+ HindⅢ ． M: Marker; lane 1 － 3. pQE-pirA2，pQE-

pirB2 and pQE-pirA2B2 ．

2. 2 PirA2，PirB2和 PirA2B2蛋白表达与可溶性分析
按照上述操作方法，PirA2，PirB2 和 PirA2B2 蛋
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白成功在 M15 细菌中表达。SDS-PAGE 及 Weatern
Blot 分析结果显示，未经 IPTG 诱导的重组细菌均无
目的蛋白条带，而经 IPTG 诱导的带有 pirA2 和
pirB2 基因的重组菌株分别有一条明显的 17 kDa 和
47 kDa 条带，经 IPTG 诱导的 PirA2B2 重组菌株有两
条明显的蛋白带，分子量分别为 17 kDa 和 44 kDa，
与预测 PirA2，PirB2 结果相同(图 2)。可溶性分析
表明，诱导温度为 28℃时，PirB2 和 PirA2B2 蛋白以
可溶形式存在，诱导温度降到 23℃时，PirA2 融合蛋
白有 50%以可溶形式存在。

图 2 PirA2，PirB2 和 PirA2B2 在大肠杆菌 M15 中表

达的 SDS-PAGE 分析
Fig． 2 SDS-PAGE analysis of the PirA2，PirB2 and PirA2B2

expressed in E． coli M15. M: Protein molecular weight standards;

Lane 1，3 and 5: ( pQE-pirA2 ) M15，( pQE-pirB2 ) M15 and

( pQE-pirA2B2)M15 not induced with IPTG; Lane 2，4 and 6:

(pQE-pirA2) M15，( pQE-pirB2) M15 and ( pQE-pirA2B2) M15

induced with IPTG．

2. 3 PirA2，PirB2 和 PirA2B2 蛋白纯化与脱盐
按照上述操作方法对融合蛋白进行纯化和脱

盐，处 理 后 的 SDS-PAGE 检 测 结 果 见 图 3，经
Quantity One 软件定量分析，目的蛋白纯度达到
95%以上，说明目的蛋白得到较好的纯化。重组细
菌的 PirA2，PirB2 和 PirA2B2 的产量分别为 20，40
和 40 mg /L。使用购自 Millipore 的超滤管对纯化后
的蛋白进行脱盐，可将咪唑浓度降低到 0. 083 mmol
以下。
2. 4 PirA2B2 蛋白的杀虫活性
注射剂量大于每虫 4 μg 的 PirA2B2 蛋白 10

min 后，大部分大蜡螟幼虫停止进食，体色逐渐由乳
白色变成深棕色，身体膨胀，行动迟缓，死亡集中发

生在注射后的 12 h 内，12 h 至 48 h 之间仍可见死亡
现象，48 h 后死亡恒定(图 4)。注射剂量小于每虫

图 3 PirA2，PirB2 and PirA2B2 蛋白经纯化及脱盐

后的 SDS-PAGE 分析
Fig． 3 SDS-PAGE analysis of the PirA2，PirB2 and PirA2B2

expressed in E． coli M15 as soluble proteins followed by the

purification and desalination protocols described． M: Protein

molecular weight standards; Lane 1， 3 and 5: unpurified

PirA2B2，PirB2 and PirA2， respectively; Lane 2，4 and 6:

purified and desalined PirA2B2，PirB2 and PirA2，respectively．

4 μg的，出现上述病理现象的大蜡螟数量较少，对照

图 4 注射 PirA2B2 后 48 h 大蜡螟和斜纹夜蛾

五龄幼虫的死亡率

Fig． 4 The dose-response mortality curve of the fifth instar

larvae of Galleria mellonella ( dotted line) and Spodoptera

litura ( solid line) to PirA2B2 at 48 hours after injection，

Bar represents means ± SD ( n = 3)，* represents very

significant difference (P ＜ 0. 01) ．

组和注射 PirA2 或 PirB2 蛋白的处理组幼虫没有类
似的病理现象出现，也没有出现死亡幼虫。这说明
上述病理想象和幼虫死亡是 PirA2 和 PirB2 蛋白联
合作用导致的，而且只有这两种蛋白同时存在才具

有杀虫活性。相比大蜡螟，斜纹夜蛾对 PirA2B2 毒
素蛋白更为敏感，注射 PirA2B2 毒素蛋白后，斜纹夜
蛾的死亡出现在 12 h 内，之后并未见死亡发生，并
且注射 PirA2 毒素蛋白后，斜纹夜蛾的生长在 48 h
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内受到一定程度的抑制，之后生长恢复正常。
PirA2B2 毒素蛋白对斜纹夜蛾和大蜡螟的 LD50 分
别为每虫 2. 8 和 4. 0 μg。物理混合组的幼虫死亡率
与相同浓度 PirA2B2 实验组的没有显著差异，这说
明物理混合可以恢复二元毒素的血腔杀虫活性。
口服杀虫活性测试结果显示，不论是大蜡螟还是

斜纹夜蛾，实验组与对照组均没有幼虫死亡，而且虫

体的平均体重也无显著差异 ( P ＞ 0. 05 )，说明
PirA2B2 对大蜡螟和斜纹夜蛾不具有口服杀虫活性。

3 讨论

本研究证明 PirA2B2 基因的联合表达产物对大
蜡螟和斜纹夜蛾 5 龄幼虫具有血腔杀虫活性，LD50
分别为每虫 4. 0 和 2. 8 μg。与已研究过的共生菌杀
虫毒素相比，PirA2B2 毒素的毒力相对较低，从 X．
nematophila 中分离得到的 Xpt40 对大蜡螟的血腔注
射 LD50 为每虫 26 ng［11］，P． luminescens 的毒素蛋
白 TcA 注射烟草天蛾老熟幼虫，LD50 为每虫 550
ng［12］，克隆表达 X． nematophila 的 Pit 蛋白后注射大
蜡螟老熟幼虫，LD50 为每虫 30 ng［13］，由于研究
Mcf1，Mcf2，XptB1，PirA1B1 血腔注射活性时采用的
是直接注射重组的大肠杆菌菌体

［6-7，10，14］，而非纯毒

素蛋白，所以无法定量比较。PirA2B2 毒素的毒力
相对较低，可能是毒素本身的性质决定的，也可能是

分离纯化过程影响了二元毒素的结构，从而影响了

毒力造成的，还需进一步研究确定。
本试验以用 PBS 稀释 3000 倍的洗脱缓冲液为

阴性对照组，为最低稀释倍数的 1 /2，结果证明残存
在 PirA2B2 溶液中的洗脱缓冲液成分对供试昆虫无
毒害。本试验证明了 PirA2 与 PirB2 单独对昆虫没
有杀虫活性，这一方面证明了 PirA2B2 与 PirA1B1
一样是一个二元毒素，也进一步证 明 残 存 在

PirA2B2 溶液中的洗脱缓冲液成分对供试昆虫无毒
害。PirA2 和 PirB2 物理混合物对大蜡螟和斜纹夜
蛾有杀虫活性的试验结果与 Waterfield 对 PirA1B1
的研究结果相似，Waterfield 发现，对分别重组表达
PirA1 和 PirB1 的大肠杆菌进行物理混合后，可以恢
复对大蜡螟的血腔杀虫活性，但对烟草天蛾的血腔

杀虫活性并未得到恢复
［10］。

本研究证明 PirA2B2 对大蜡螟和斜纹夜蛾具有
血腔杀虫活性的二元毒素，PirA2B2 的成功表达和

纯化为进一步研究该二元毒素的功能、表达调控和
杀虫机理等打下了基础。
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Cloning， expression and insecticidal activity of the
pirA2B2 gene from Photorhabdus luminescens TT01

Jianyu Sun，Chunlin Liu，Lihong Qiu*

State Key Laboratory of Biocontrol，School of Life Sciences，Sun Yat-sen University，Guangzhou 510275，China

Abstract:［Objective］The predicted amino acid sequence of locus plu4437-plu4436 in the genome of Photorhabdus
luminescens TT01 ( referred to as pirA2B2) has a consistency of 50% and 45% with locus plu4093-plu4092( referred to as
pirA1B1)，respectively． PirA1B1 has been confirmed with oral insecticidal activity against Plutella xylostella and mosquito．
The purpose of the present study was to examine whether pirA2B2 possesses insecticidal activity． ［Methods］ pirA2，pirB2
and pirA2B2 genes were PCR amplified and cloned． The recombinant expression vector pQE-pirA2，pQE-pirB2 and pQE-
pirA2B2 were constructed and transferred into E． coli M15，individually． The soluble PirA2，PirB2 and PirA2B2 proteins
were detected from the supernatant of the recombinant M15 induced with IPTG by both SDS-PAGE and Western-blot． The
proteins expressed in the three recombinant E． coli M15 strains were purified by affinity chromatography combined with
desalination technology and then quantified individually． The heamocoal and oral insecticidal activities of the expressed
proteins were analyzed against the larvae of Galleria mellonella and Spodoptera litura． ［Results］ The results show: 1.
PirA2B2 had heamocoal insecticidal activity against the fifth instar larvae of both G． mellonella and S． litura，with an LD50
of 4. 0 and 2. 8 μg / larvae，respectively，2. neither PirA2 nor PirB2 alone had heamocoal insecticidal activity against the
insects tested，while the mixture of PirA2 and PirB2 reconstituted full activity，and 3. PirA2B2 showed no oral insecticidal
activity to the first instar larvae of either G． mellonella or S． litura． ［Conclusion］pirA2B2 in the genome of P． luminescens
TT01 is a binary insecticidal toxin gene． ［Significance］ The successful expression and purifcation of PirA2B2 laid a
foundation for further study on the function，insecticidal mechanism and expression regulation of the binary toxins．
Keywords: Photorhabdus luminescens，haemocoel toxin，gene cloning，toxin gene
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