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摘要：【目的】利用类产碱假单胞菌核心杀虫蛋白基因（Core Pseudomonas pseudoalcaligenes insec-

ticidal protein gene，cppip）构建植物表达载体并转化烟草，以研究 cppip在高等植物体内表达产物

的活性。【方法】cppip在烟草基因组中的整合及转录通过烟草转化系 T0代种子发芽的抗生素抗性分

离及其 T1代株系的分子检测来证明；烟草转化系后代表达产物的杀虫效果通过测定蝗虫死亡率来分

析。【结果】证明了 cppip能以一定拷贝数插入到烟草基因组内，并按照孟德尔遗传方式传递给后代；

比较含信号肽 (signal peptide sequence， SPS)和不含信号肽的类产碱假单胞菌杀虫蛋白基因

（Pseudomonas pseudoalcaligenes insecticidal protein gene，ppip）表达产物的杀虫活性，发现不含

SPS 的 ppip 烟草转化系蛋白表达产物对 2～3 龄蝗虫幼虫的平均致死率为 83.37%，并对幼虫的生长

发育有明显抑制作用，而含有 SPS的 ppip烟草转化系蛋白表达产物对 2~3龄蝗虫幼虫的平均致死率

为 15.65%，两者之间有着显著的差异。【结论】推测 ppip的 SPS会影响该基因在高等植物体内表达

产物的活性，本研究结果对于高效利用 ppip进行植物转化及抗虫具有重要参考价值。 

关键词：类产碱假单胞菌核心杀虫蛋白基因；烟草转化；杀虫活性；信号肽；生物测定 
中图分类号：Q933    文献标识码：A   文章编号：0001-6209 (2008) 09-1198-05 
 
 
类产碱假单胞菌(Pseudomonas pseudoalcaligenes)

是一种对多种草地蝗虫有较强感染力的新型病原细

菌 [1]。近年来对该菌的杀虫机理 [2，3]等研究证明该菌

的致病性是由其代谢产生的一种类产碱假单胞菌杀

虫蛋白（Pseudomonas pseudoalcaligenes insecticidal 
protein，PPIP）所致。这种杀虫蛋白作用的主要靶点
位于蝗虫中肠细胞，抑制蝗虫中肠细胞的能量代谢，

导致蝗虫死亡[3，4]。本实验室已克隆出类产碱假单胞

菌杀虫蛋白基因 ppip(GenBank: DQ790644)，其编码
区长度为 828 bp，编码 276个氨基酸残基（基因结构
见图 1-A）。目前该基因已被成功转入到一些牧草基
因组中，但表达效率不高 [5，6]，杀虫活性低，开发利

用价值不大。因此，深入研究 ppip 各部分结构与杀
虫活性的关系，对利用转基因植物综合防治害虫，提

高作物的抗虫延续性具有重要的意义。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒：试验菌株 EHAl05 和转化载体
pCAMBIA2301 均由澳大利亚 CAMBIA (Center for 
Application of Molecular Biology to International Ag-
riculture) 实验室提供。pPPIP（携带全长 ppip 的
pCAMBIA2301）由本实验室自行构建 [5]。类产碱假

单胞菌菌株为本实验室自行分离[1]。 
1.1.2  烟草及昆虫：烟草品种“百日红”无菌组培苗，
由本实验室培育。2～3 龄草地蝗虫(Locusta orthop-
tera)，由四川大学实验动物中心提供。 
1.1.3  主要试剂：pMD18-T及所用酶均购自 TaKaRa
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公司；胶回收试剂盒购自 V-gene Biotechnology Lim-
ited；TRIzol 试剂购自 Invitrogen 公司，植物激素购
自北京三博远志生物技术公司；DIG High Prime La-
beling and Detection Starter Kit I 购自 Bochringer 
Mannheim 公司。PCR 引物合成及产物测序由上海博
亚生物技术公司完成。 

1.2  植物表达载体的构建 
以 pPPIP 为模板，通过特异设计的 PCR 引物，

分别扩增获得不含信号肽(signal peptide sequence，
SPS)和非翻译区序列(untranslated region，UTR)的类
产碱假单胞菌核心杀虫蛋白基因（Core Pseudomonas 
pseudoalcaligene insecticidal protein gene， cppip）以
及只含 SPS 不含 UTR 的类产碱假单胞菌杀虫蛋白基
因（cppip-S）。由 PCR引入 XbaI和 SacI酶切位点。
反应程序：94℃ 5 min；94℃ 1 min，55℃ 1 min，
72℃ 1 min，30个循环；72℃ 5 min。PCR产物电泳
后回收测序。回收片段和 pCAMBIA2301 经 XbaⅠ/ 
SacⅠ双酶切后以 T4DNA 连接酶连接，分别构建植物
表达载体 pCPPIP（携带 cppip的 pCAMBIA2301）和
pCPPIP-S（携带 cppip-S的 pCAMBIA2301），连同已
构建的 pPPIP 植物表达载体 [5]，转化 DH5α感受态细

胞，获得 3个载体的阳性克隆。表 1为克隆全长 ppip、
cppip和 cppip-S的特异性引物序列。 
  

表 1  扩增目的片段的特异性引物序列 
Table 1  Primers for the amplification of different ppip constructs 

Construct Primer(5′→3′) 
ppip TTTTCTAGATTCGCAAGACGGCGTGGT 
 TAAGAGCTCCTCTATCCAGCGTTGGCG 
cppip TCGTCTAGAATGGATTACGCGGCCTTG 
 AGTGAGCTCT CACGTTTGATCCTGGCA 
cppip-S AGCTCTAGAATGGCTATCTTGCCGGTA 
 TATGAGCTCTCACGTTTGATCCTGGCA 

 
1.3  烟草转化及 T0 种子的抗性分离检测 

采用叶盘法[7]，将 pPPIP、pCPPIP和 pCPPIP-S，
转化烟草，经卡那霉素抗性筛选分别获得相应的转化

植株。烟草转化系 T0 种子在卡那霉素抗性培养基上

检测遗传分离情况：种子依次用 70 %的乙醇处理 5 min，
15% NaClO3 处理 15 min，灭菌双蒸水洗涤 5次，于
灭菌滤纸上晾干后置于发芽培养基 ( MS 培养基，   
75 mg/L卡那霉素，pH5.8)上，每个平皿约放 40颗种
子，在 28℃光照培养箱中，14 h︰10 h (光照∶黑暗 )
培养 20 d，同时用野生型烟草种子为对照，观察 3
种烟草转化系 T0 种子在卡那霉素抗性培养基上的发

芽及生长状况。 

1.4  烟草转化系 T1 代株系的 PCR 检测 
提取 3 种烟草转化系中分离比例不同的部分 T1

代植株的 DNA进行 PCR检测，同时以野生型烟草为
阴性对照，以 pPPIP质粒为阳性对照。PCR引物和反
应程序与 1.2中相同。(阳性对照和阴性对照均用克隆
全长 ppip的引物进行 PCR扩增) 

1.5  烟草转化系 T1 代株系的 Southern 杂交分析 
分别将 3种烟草转化系 T1代株系的总 DNA、野

生型烟草（阴性对照）的总 DNA 和 pPPIP 质粒（阳
性对照）分成两份，一份用限制性内切酶 XbaI和 SacI
进行双酶切，另一份用 Hind Ⅲ进行单酶切，电泳检
测酶切效果。在电压为 45 V，胶浓度为 0.8％的琼脂
糖凝胶中电泳 16～18 h，然后转移到尼龙膜上。用扩
增所得的 cppip片断作为杂交探针的模板，采用 PCR
法对探针进行地高辛标记后，与尼龙膜上的 DNA 片
段进行杂交。Southern杂交方法详见 DIG High Prime 
Labeling and Detection Starter Kit I试剂盒使用说明书。 

1.6  烟草转化系 T1 代株系的 RT-PCR 分析 
称取 3 种烟草转化系的叶片各 100 mg，用灭菌

去离子水反复冲洗干净后在液氮中研磨，按 TRIzol
说明书的方法提取 T1代株系叶片的总 RNA，同时以
野生型烟草为对照，进行 RT-PCR 分析。RT-PCR 引
物与 1.2中相同。具体步骤详见 One Step RNA PCR 
Kit(AMV)试剂盒的使用说明书。各项参数为：RT 反
应（50℃ 30 min）、RTase失活（94℃ 2 min）、PCR
扩增（94℃  30 s，55℃  30 s，72℃  1.5 min，30 
Cycles）。反应结束后，取 8 μL 反应液进行 1％的琼
脂糖凝胶电泳分析，电泳时以 pPPIP 的 PCR 扩增产
物为阳性对照。 

1.7  烟草转化系 T1 代株系的生物测定 
因蝗虫不喜食烟草叶片，因此本实验提取 3种烟

草转化系 T1 代株系的杀虫蛋白粗提物饲喂蝗虫若

虫，进行生物测定。具体方法如下：各烟草转化系分

别取 30份待测 T1代叶片各 150 g，提取总蛋白，富

集其中大小为 10～40 kDa 的蛋白质得到杀虫蛋白粗

提物。将每份叶片的杀虫蛋白粗提物浓缩为 1.5 mL

的样品，每天上午 10点左右对饥饿的 2～3龄蝗虫（10

只一组）进行 1次滴喂，每次 25 μL，滴喂 1 h后将

蝗虫转移至新鲜玉米幼苗上饲养，连续滴喂 2 d，统

计 5 d内蝗虫的死亡情况。实验重复 3次。计算死亡

率  (校正死亡率=(处理的平均死亡率−对照的平均死
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亡率 ) /对照的平均存活率×100% )，同时用野生型烟

草为对照进行生物测定，采用称重法检测杀虫蛋白对

昆虫生长发育的抑制作用。 

2  结果和讨论 

2.1  构建植物表达载体 
利用表 1 设计的特异性引物进行 PCR 扩增获得

cppip和 cppip-S产物片段，通过酶切和连接分别获得
含有 cppip 和 cppip-S 的植物表达载体 pCPPIP 和
pCPPIP-S（通用表达元件见图 1-B）。将这两种植物
表达载体连同已构建的 pPPIP植物表达载体[5]分别转

化根癌农杆菌 EHA105菌株，并对(Kan+Str+Rif)表现
为三重抗性的转化子单克隆进行 PCR 扩增检测，阳
性克隆转化烟草，获得的烟草转化系用于下一步   
实验。 
 

 
 
图 1  类产碱假单胞菌杀虫蛋白基因(A)和植物表达载体

pCPPIP(B)的元件图 
Fig. 1  Diagram of the element of the Pseudomonas pseudoal-
caligene insecticidal protein gene (A) and the plant expression 
vector pCPPIP (B). A: The code frame of ppip gene included 
SPS(signal peptide sequence) and cppip, its length is 828 bp plus 
5'- and 3'- UTR (untranslated region). B: The ppip gene is under 
the control of the cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S pro-
moter with nopaline syntase (nos) as the transcription terminator. 
The expression cassettes of the gus (β-glucuronidase) reporter 
gene and the npt II gene (neomycin phosphotransferase) are 
included in the T-DNA element.  

 
2.2  转化烟草及其后代的鉴定 
2.2.1  转基因烟草后代种子发芽检测：以野生型烟草
种子为对照，取部分 T0 种子进行发芽抗性检测，结

果见表 2。 

作为对照的野生型烟草的 T1 株系对卡那霉素全
无抗性，而表 2 显示的 3 种烟草转化系 T1 代株系对
卡那霉素的抗性分离符合孟德尔分离比率，该结果初

步表明 3 种烟草转化系的 T1 代株系中含有与 cppip
连锁的 nptⅡ基因，由于该基因的表达，使 T1代株系
对卡那霉素表现为显性抗性，并能够以孟德尔分离方

式传递给后代。 

表 2  烟草转化系 T0代种子发芽对卡那霉素的抗性分离比率 
Table 2  Segregation ratios of resistant T0 seeds of cppip- 

transformed tobacco strains 
Transformed 

strain 
Ratio of non-resistant  

plantlets to resistant plantlets 
Segregation

ratio 

1 43︰127 1︰3 

3 51︰147 1︰3 

4 38︰106 1︰3 

5 41︰123 1︰3 

7 42︰131 1︰3 

13 3︰178 1︰63 

16 12︰173 1︰15 

30 24︰74 1︰3 

31 43︰131 1︰3 

Strain No. 1, 3, 4, 5, 7, 13 and 16 are T1-generation tobacco strains 
containing cppip; No. 30 is a T1-generation tobacco strain contain-
ing cppip-S and No. 31 is a T1-generation tobacco strain containing 
ppip. 
 
2.2.2  转基因烟草 T1株系的 PCR鉴定：选择的 9个

烟草转化株系均能扩增出目的条带，且扩增的基因片

段大小与预期的杀虫基因片段一致，而野生型烟草没

有扩增出目的条带（图 2）。实验结果可初步表明杀虫

基因片段均成功转入烟草，并能够遗传给后代。 
 

 
 
图 2  转烟草 T1 植株的 PCR 检测 
Fig. 2  PCR-based confirmation of transformation for the T1 
generation of transgenic tobacco plantlets. M. DNA marker; 1~7. 
T1-generation tobacco strain containing cppip; 8. a T1- genera-
tion tobacco strain containing cppip-S and, 9. a T1- generation 
tobacco strain containing ppip; 10. positive control (the product 
amplified using pPPIP plasmid as template); 11. negative control 
(wild-type tobacco plantlet). 
 
2.3  Southern 杂交结果 

选择抗性分离比较典型的 T1 代烟草转化系，提

取总 DNA，酶切后用于 Southern 杂交分析，结果显

示(图 3)，测试的 PCR阳性植株均有较明显的杂交条

带，其中 3号样品(对应于表 2中的 13号菌株)插入的

拷贝数可能较多，从杂交条带看可能有 3个拷贝，而

2号、5号和 6号(分别对应于表 2中的 5、30、31号

菌株)可能有 1个拷贝，4号(对应于表 2中的 16号菌

株)可能有 2 个拷贝。插入的拷贝数目与对应的株系

的抗性分离比例是一致的，这进一步验证了 cppip，

cppip-S 和 ppip 被成功地转入烟草基因组，并以孟德

尔分离方式显性遗传给后代。 
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图 3  转基因植株的 Southern 杂交结果 
Fig. 3  Southern blot analysis of selected plants transformed 
with cppip. a: for DNA samples digested with XbaI/SacI en-
zymes; b: for DNA samples digested with HindⅢ restriction 
enzyme. 1, PC: pPPIP plasmid digested with XbaI/SacI enzymes 
and used as the positive control; 2−4. T1-generation tobacco 
strains containing cppip; 5a. T1-generation tobacco strain con-
taining cppip-S, 6a. T1-generation tobacco strain containing 
ppip; 7. NC: Total DNA of the wild-type tobacco plantlets used 
as the negative control after digested with XbaI/SacI enzymes. 
 
2.4  烟草转化 T1 代株系的 RT-PCR 分析 

提取烟草转化系的 T1 代株系的总 RNA 进行

RT-PCR 分析，结果显示（图 4），3 种烟草转化 T1
代株系，均能够扩增出相应的 cDNA条带，阴性对照
没有条带，表明 3 种烟草转化 T1 代株系中的杀虫蛋
白基因在烟草基因组中均能够正常转录，形成

mRNA。 

 
 
图 4  烟草转化 T1 代株系的 RT-PCR 分析 
Fig. 4  RT-PCR analysis of the T1-generation plants of selected 
cppip-transformed tobacco strains. M. DNA marker; 1−3. 
T1-generation tobacco strains containing cppip; 4. T1-generation 
tobacco strain containing cppip-S; 5. T1-generation tobacco 
strains containing full-length ppip. 6. NC: wild-type tobacco; 7. 
PC: the PCR product amplified from pPPIP plasmid.  

 
2.5  基因烟草的生物测定 

选择具有抗性分离的 T1 代株系提取杀虫蛋白粗
提物，饲喂 2~3龄蝗虫若虫，饲喂结果见表 3。死亡
昆虫症状：虫尸后半部松软，24 h后虫尸微发红，5 d
后病尸渐变为黑色，挤出的液体呈褐色并有臭味，用

解剖针挑开，可见虫子中肠腐烂。症状与类产碱假单

胞菌杀虫蛋白饲喂蝗虫后症状一致，由此推断死亡原

因是类产碱假单胞菌杀虫蛋白所致。 
表 3 数据表明不含 SPS 的转 cppip 烟草 T1 代株 

 

表 3  转烟草Ｔ1 代株系杀虫蛋白提取物的生物测定 
Table 3  Bioassay of protein extracts from the cppip-transformed T1-generation tobacco 

Transformed strains c(Protein extract) 
/(μg/μL) 

Larval weight 
before feeding

/mg 

Weight of live 
larvae after 5 d 

/mg 

Weight 
gained 

/mg 

Weight gained
in the group 

/mg 

Mortality 
/% Motility in the group 

1 0.18 0.56±0.21 0.63±0.24 0.07 77.62 
3 0.17 0.61±0.17 0.67±0.12 0.06 76.74 
4 0.18 0.57±0.19 0.64±0.15 0.07 81.82 
5 0.17 0.60±0.23 0.67±0.13 0.07 76.64 
7 0.18 0.59±0.12 0.66±0.26 0.07 86.75 
13 0.16 0.56±0.26 0.63±0.19 0.07 91.88 

Containing cppip 

16 0.16 0.58±0.31 0.64±0.07 0.06 

0.068±0.012 a 

89.72 

0.8337±0.1032 a 

Containing cppip-S 30 0.17 0.57±0.24 1.36±0.13 0.79 14.91 
Containing 

full-length ppip 
31 0.17 0.58±0.21 1.39±0.13 0.81 

0.80±0.02 b 
16.38 

0.1565±0.07366 b 

Wild-type tobacco NC 0.16 0.58±0.22 1.74±0.18 1.16 1.16±0.01 c 2.83 0.0283±0.001 b 
1, 3, 4, 5, 7, 13 and 16 are T1-generation tobacco strains containing cppip; 30 is a T1-generation tobacco strain containing ppip-S; 31 is a 
T1-generation tobacco strain containing full-length ppip; NC is a wild-type tobacco.The data were analyzed using the general linear models 
(GLM) procedure of the data processing system (DPS) statistical package and each value represents the mean and S.D. (n = 3). The letters 
indicate significant difference between the groups. 
 

系的杀虫蛋白提取物的蝗虫致死率平均为 83.37%，显著
高于含有 SPS 的烟草转化系（转 cppip-S 和 full-length 
ppip烟草）的 T1代株系（15.65%）和野生型烟草（2.83%）
杀虫蛋白提取物的蝗虫致死率。该结果表明不含信号肽

序列的 cppip 在烟草体内能够表达高活性的杀虫蛋白，
对 2~3 龄蝗虫有较高的致死率，而含有信号肽序列的
cppip-S 和 ppip 在烟草体内表达的杀虫蛋白的活性则较
低，对 2~3龄蝗虫幼虫的致死率也较低。 

饲喂转 cppip 烟草 T1 代株系杀虫蛋白粗提物的

活体幼虫 5 d内平均增重 0.068 mg，显著低于饲喂野
生型烟草蛋白粗提物的活体幼虫 5 d 内平均增重量
（1.16 mg）和饲喂转含有 SPS 的烟草转化系（转
cppip-S 和 full-length ppip 烟草）的 T1 代株系杀虫
蛋白粗提物的活体幼虫 5 d内平均增重量（0.80 mg）。
表明不含信号肽序列的 cppip 基因的表达产物对昆虫
的生长和发育有显著的抑制作用。 

在原核生物中 ppip 基因表达产物对目标害虫具有
高度特异性的毒杀作用[2~3]。本研究同时截去 ppip 基因



1202  Min Huang et al. /Acta Microbiologica Sinica (2008) 48(9) 

  

 

对应的 3′和 5′端的非翻译区序列及信号肽序列，获得
cppip转化烟草，使目标昆虫中肠细胞上原毒素作用靶点
特异性降低，核心毒素可非特异地与中肠细胞位点结  
合[8]，这种方法不仅提高了类产碱假单胞菌杀虫蛋白与

蝗虫中肠细胞的结合能力，而且操作也比较方便[9, 10]。 
高等植物中，ppip基因表达产物对目标害虫的毒

杀效率降低的可能原因是真核生物不能使用原核生

物的编码偏好，影响到杀虫蛋白在真核生物中的正确

翻译或后加工，使杀虫蛋白的杀虫活性降低，导致转

基因株系的杀虫效率低[11]。本研究比较分析了 cppip
和 cppip-S 转化烟草后表达产物的杀虫效率，结果表
明，在烟草体内不含 SPS的 cppip表达产物的杀虫效
率显著高于含有 SPS 的 cppip-S 表达产物的杀虫效
率，进一步证明了来自原核生物基因的 SPS会影响基
因本身在真核生物中表达产物的活性。但具体的影响

机制，还有待于进一步的研究。 
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Transformation of core Pseudomonas pseudoalcaligene insecticidal protein 
gene and its insecticidal expression in tobacco   

Min Huang1, Daxu Li1,2, Wenliang Xiang1,3, Jianhua Guo1, Jian Zhao1, Jie Zhang1, 

Zhirong Yang1, Qun Sun1*  
(1 College of Life Sciences, Key Laboratory of Bio-resources and Eco-environment of Ministry of Education,  

 Sichuan University, Chengdu 610064, China) 
(2 Sichuan Grassland Science Academy, Chengdu 611731, China) 

(3 College of Bioengineering, Xihua University, Chengdu 610039, China) 

Abstract: [Objective] We studied the effect of the signal peptide sequence (SPS) on the expression of Pseudomonas pseudoalca-
ligenes insecticidal protein gene (ppip). [Methods] We obtained the core pseudomonas pseudoalcaligenes insecticidal protein gene 
(cppip, ppip without the UTR and SPS) by PCR and ligated it into pCAMBIA2301 to generate plant express vector pCPPIP, which 
was then transformed into tobacco to investigate the insecticidal activity of cppip expression products by locust bioassays. The 
Kanamycin resistance segregation ratio was determined by the germination rate of T0-generation seeds of the transgenic tobacco. 
Integration of ppip into genomic DNA was detected by PCR and confirmed by Southern blotting. [Results] The bioassay with the 
2nd and 3rd instar larvae of Locusta orthoptera showed that the crude proteins extracted from cppip transformed plants caused an 
average mortality of 83.37%. In contrast, the protein extracts from ppip transformed plants caused a much lower mortality (15.65%). 
The growth of locust was highly inhibited by the expression products of cppip when compared with the locusts fed with the protein 
extracts from wild type tobacco or tobacco transformed with intact ppip gene. [Conclusion] The results indicated that the SPS 
might affect the insecticidal activity of ppip expressed in plants. The data of this study are helpful for cost-effective genetic engi-
neering of plants with ppip gene. 
Keywords: bioassay; Core Pseudomonas pseudoalcaligene insecticidal protein gene; insecticidal activity; signal peptide; 
tobacco transformation 
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