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苏云金芽孢杆菌以色列亚种*!"基因的初步研究
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摘 要 以含有!!"和"#$!3基因的以色列亚种#4<8质粒的"M#1>N.7O!片段为模板进

行*P?扩增，分别获得!!"基因和"#$!3基因片段。与表达载体@HN;4&连接转化大肠杆

菌QC$!，获得)个克隆株。C+!"含有!!"基因；@C+E2/!3含有"#$!3基因；C+!"3含有*!"
和E2/!3两个基因。利用E2/!3蛋白质可使大肠杆菌细胞致死的特性，在K*RF诱导下，测定

了各克隆基因表达对大肠杆菌有致死作用；@C+!"3对大肠杆菌的起始致死作用明显快于

@C+E2/!3，这种现象可能是*!"基因促进E2/!3基因高表达的结果。
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苏云金芽孢杆菌以色列亚种（%&$’()*+,-*+.*.0G>0@T*.)/-0-+.*.）自!"##年被发现对

蚊幼虫有高毒性以来［!］，一直是世界上用于防治疾病媒介蚊幼虫最好的微生物杀虫剂。

由于进一步开发这一高毒菌株对人类的健康有着重大意义，近年来，人们对其杀虫物质及

杀虫特性进行了广泛的研究。现已清楚，杀虫 物 质 是 含 有")#&3，")#&5，")#!%3和

")#!!3基因所编码的杀虫晶体蛋白（K706E/.E.O,LP-20/,L*-9/6.7，简称KP*）和"#$!3基因

编码的溶细胞蛋白［4］。这些蛋白质的基因被定位在一个#4<8大质粒上［)］，并分别在大

肠杆菌和芽孢杆菌中获得了克隆和表达［&］。除上述基因外，在#4<8质粒上还有!"18
和4%18两个辅助蛋白基因（简称!!"和!4%），与")#!!3共处在一个操纵子上。以色列

亚种的高毒性是否与这两个辅助蛋白基因有关呢？对于!4%基因，已有较多的报道，尤

其认为该基因对")#!!3和")#!3具有增强产物表达和促进晶体形成的作用［V］，已受到

人们的广泛重视。由于!!"基因发现较晚［U］，对其了解甚少。但*!"蛋白质含有丰富的

半胱氨酸，推测可能与!4%有类似的功能。如果真的如此，这将为进一步利用该基因构

建高表达工程菌奠定基础。本文对!!"基因进行了克隆与表达，并借助于"#$!3基因的

溶细胞性质对其进行了初步研究。

! 材料和方法

!T! 菌株与质粒

本实验所用菌株和质粒（见表!）。

!"# $%选择培养基

!%W蛋白胨，VW酵母粉，!%WI,PL，加氨苄青霉素终浓度为!%%7J／AC。
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表! 菌株与质粒

!"#$%& ’()"*+,"+-.$",/*-,

菌株和质粒

’()"*+,"+-.$",/*-,

特性

01")"2(%)

来源

’34)2%

大肠杆菌567&

!"#$%&567&

（/2)8）&9:（/2)0;71,-’<=7/))）&>:’()*&
+,-!??./&0&1’#*& 231*@A1’&*&［4

-1$*5%6#BC7&D8(&E（8’.1）］

由以色列本古里安大学F)GHG;%+7F3I惠赠

J)3/F)GHG;%+7F3I*+;%+7K4)*3+L+*I%),*(M
3N(1%O%P%I，B,)"%$

大肠杆菌FQD!
!"#$%&FQD!

1’#*R4R’()*&231@A./&0&/+)9&>（1:R

;:S）+,-??1’&*&

由以色列古里安大学F)G胡东利 惠 赠J)3/

F)GQ4F3+P$**+;%+7K4)*3+L+*I%),*(M3N(1%

O%P%I，B,)"%$

.<&

含有#13&&8，#1.&8，<&@和<TE基因的以

色列亚种>T<F质粒的@U>V#Q*+-!片段

23+("*+*+P#13&&8，#1.&8，<&@ "+- <TE

P%+%,N)3/Q*+-!N)"P/%+(3N>T<F.$",/*-

3N,4#,.&+16’%’(+&+

由以色列本古里安大学F)GHG;%+7F3I惠赠

J)3/GF)GHG;%+7F3I*+;%+7K4)*3+L+*I%),*(M
3N(1%O%P%I，B,)"%$

.LQHT?
8.)，大肠杆菌表达载体

8.)，%W.)%,,*3+I%2(3)3N!"#$%&

同上

*#*-

!G" 质粒抽提

质粒抽提参照文献［>］进行。

!#$ %&’
根据已发表的<&@和#3.&8基因核苷酸序列［A］，用8<X6BJY程序设计了一套带

有O23B，Q*+-BBB和5#"B酶切位点的特异引物（见表T）和具有:’7端修饰功能的Z%+(
FO8多聚酶进行X0=扩增。变性温度为@?[&/*+，#13&&8进行X0=扩增，变性温度为

@?[&/*+，<&@基因和#3.&8基因的退火温度分别为?E[&/*+和AE[&/*+，链延伸温度

为>T[&/*+。

!G( 基因的克隆

将上述X0=产物用不同内切酶直接进行酶解，与载体.LQHT?连接后，转化大肠杆

菌567&，分别获得.6C&@和.6C%M(&8重组质粒。然后用Q*+-!／5#"B酶解.6C2M(&8，

纯化#3.&8片段，插入.6C&@的Q*+-!／5#"B位点，获得重组质粒.6C&@8。

表) %!*和+,-!.的引物特征

!"#$%T 01")"(%)*(*2,3N.)*/%),N3)X&@"+-2M(&8

引物

X)*/%),

序列

’%\4%+2%,

产物大小

X)3-42(,*]%／#.

退火温度

8++%"$*+P(%/.%)"(4)%
.)*/%),3NX&@

D’7KKK8K8K88K8008!KK
:’7.)*/%) KK88!8!K88!!!!K8 DD: ?E[

D’78!8K!K88K!K88K0!!
D’7.)*/%) !000!!!8
.)*/%),3N2M(&8

D’7KK0080!8!!0!88!88
:’7.)*/%) K0!!88KK8 9@@ AE[

D’7KKKK88!0!8K8!!880
D’7.)*/%) 008!K8
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!!" 克隆株的诱导表达及细胞计数。

当克隆株在"#液体培养基生长到$%!&%’。(单位（’)*++,-.+，/个’!(相当于/
0/%1细胞／2"）时。加3435终浓度为%6&227)／"，以8$%9／2.-继续培养。每隔$%2.-
用’)*++比浊仪测定浊度，根据浊度观察不同克隆基因表达对大肠杆菌生长的影响。

#!结果和讨论

#!! 引物设计和扩增条件

根据载体:(;<8=的结构特点，为使基因处在正确的阅读框（>?@）内，利用基因的

原始起始密码通过引物的点突变引进一个含有起始密子AB5的CD73识别位点，使得

4E?产物酶解后插入载体的CD73位点，以确保阅读框的正确性。另外，为了使扩增基因

不被突变，本研究使用具有$’F端外切酶活性修饰功能的G*-+HCA聚合酶进行扩增。

#!# 克隆基因的特征

按照图/所示，分别获得了$个大肠杆菌克隆株。"IF/J含有!/J基因；"IDK+/A含

有"#$/A基因，"I/JA含有"#$/A两个基因，这两个基因处在同一操纵子上，"#$/A携带

有自身的核糖体结合位点。为确证克隆株基因片段的正确与否，对重组质粒进行了酶解

分析，结果表明，克隆基因的大小和酶切点都是正确的（图8）。

#!# 克隆基因的表达及功能

由于DK+/A蛋白质的溶细胞性质，对于在大肠杆菌中研究DK+/A蛋白质的定量表达

不象在苏云金芽孢杆菌中那样可直接用LHLF4A5<测其蛋白质含量来描述基因的表达

特性。因为一旦"#$/A基因在大肠杆菌中表达一定的量，马上会使大肠杆菌溶细胞而致

死。本研究正是利用这一特性通过测定不同克隆株基因表达对大肠杆菌生长的影响来了

解!/J基因对"#$/A基因表达的作用。结果表明，当不同克隆株被34B5诱导后，:"I/J
对大肠杆菌生长无影响（图$，M）；"IDK+/A在加入34B5诱导$%和N%2.-后，"IDK+/A的

浊度由&$’!(分别变为N&’!(和1&’!(。而未被34B5诱导的"IDK+/A则由&8’!
(分别变为1%’!(和J%’!(。诱导和非诱导的浊度之差分别为&’!(和8%’!(。

说明"#$/A的表达产物对大肠杆菌具有明显的致死作用，使大肠杆菌细胞生长明显下降

趋势，这与最初H7,*O等报道的结果相一致［P］，说明克隆的"#$/A基因在结构和功能上

都保持着天然基因固有的溶细胞特性（图$，Q）。当!/J基因和"#$/A基因重组后，所获

得的克隆株"I/JA用34B5诱导$%和N%2.-后，"I/JA的浊度由=%’!(分别变为&%
’!(和=&’!(。未被34B5诱导的"I/JA则由$P’!(分别升为11’!(和/%1’!(。

诱导和非诱导的浊度之差分别为81’!(和N8’!(，这说明:"I/JA对大肠杆菌的起始

致死速度明显快于仅含有"#$/A的:"I*K+/A对大肠杆菌的起始致死速度（图$，D），这意

味着!/J基因对"#$/A基因的起始表达有一定的促进作用，从而使细胞起始致死速度加

快。同时，"I/JA用34B5诱导/&%!/P%2.-后，其浊度下降到=%’!(，即保持在加

34B5诱导前的水平。而"IDK+/A在同样条件下诱导/&%!/P%2.-后，其浊度为NN’!
(，仍高于加入34B5诱导前的水平，说明!/J基因的表达产物除了能促使"#$A的致死

起始速度外，可能在整体水平上增加了"#$/A产物的表达量。实际上，早期有人把携带有

上游序列不完整"%#//A基因的&’F端片段与"#$/A重组后，转入苏云金芽孢杆菌无晶体
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其新生肽的高级结构而不被细胞内蛋白酶水解来增加表达量的。也就是说最终产物的增

加可能是在翻译水平上分子间相互作用的结果。对!"#!"来说，产量的增加并未改变它

固有的溶细胞特性，故量的增加表现为溶细胞作用的加强，使细胞致死速度加快。
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