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苏云金杆菌 !"#!$ 基因的克隆、表达及杀虫活性分析

陈建武 唐丽霞 汤慕瑾 师永霞 庞 义"

（中山大学生物防治国家重点实验室 广州 J!%$:J）

摘 要 用全长 KLM 方法从野生型苏云金杆菌（.+0#,,)& /")*#$1#%$&#&，GN）菌株 E!"5 中克隆了 $O2 H. 大小的 3#425 基

因并进行了序列分析。将 3#4250E!"5 基因插入表达载体 PQ;2% 构建了表达质粒 PR6K，转化大肠杆菌 S!J，转化子

经 !--’(T= UK6F 诱导后可表达 "1 HV 大小的 &<P240E!"5 蛋白，并得到 W,>N,/D .(’N 证实。蛋白可溶性试验表明，目的

蛋白中约有 !1X是可溶的，用透射电镜观察到大多数蛋白是以包涵体形式存在的。因此，可以在自然条件下进行

目的蛋白的纯化和对家兔进行免疫制备多克隆抗体，用于苏云金杆菌 &<P24 蛋白表达的检测。利用 UK6F 进行诱导

培养的菌液对甜菜夜蛾（64(7(4/%*+ %8#1)+）、斜纹夜蛾（6 ) ,#/)*+）和棉铃虫（9%,#0(3%*4+ +*:#1%*+）等 2 种害虫的初孵幼

虫进行生物测定，结果表明，&<P240E!"5 蛋白对夜蛾科害虫具有较高的杀虫活性。
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苏云金杆菌（.+0#,,)& /")*#$1#%$&#&，GN）是世界上

应用面积最广、研究最为深入的杀虫微生物，它能够

在芽孢期形成由杀虫晶体蛋白（ UD>,CN<C<B8( L/Y>N8(
K/’N,<D>，ULK>）组成的伴孢晶体，ULK> 本身对昆虫不

显示毒性，需经昆虫肠液酶消化或酶解成毒素才引

起昆虫死亡［!，$］。但是，GN 也存在杀虫谱窄、毒力不

高等问题［!，2］，而且，自 "% 年代以来人们发现不同的

害虫对 ULK> 以及转 ULK> 基因作物已经表现出不同

水平的抗性［!］。

许多夜蛾科害虫都是农林生产中难以防治且容

易产生抗性的主要害虫［5，J，#］。近年来，人们发现 GN
在营养期分泌的一类新型杀虫蛋白即 &<P24，对鳞

翅目 夜 蛾 科 害 虫 具 有 广 谱 高 效 的 杀 虫 活 性［:］。

3#425 基因敲除后的 GN 菌株 ZV0! 对小地老虎的毒

力下降了 2 倍而对甜菜夜蛾的毒力下降了 1 倍多，

这是因为 &<P24 蛋白是引起“孢子效应”的主要成分

之一［"］。此 外，&<P24 蛋 白 和 ULK> 没 有 任 何 同 源

性［:，1］，而且其杀虫作用机理与 ULK> 也不相同［!%］。

因此，&<P24 蛋白的研究对于我国 GN 的进一步开发

利用具有重要意义，但是国内目前尚无有关 3#425

基因研究的报道。

" 材料与方法

"#" 主要试剂、质粒及菌种

V*4 -8/H,/ 和 PF;S06 ;8>Y 载体系统购自 K/’0
-,[8 公司；限制酶均购自 68\8M8 公司；高保真 KLM
试剂盒购自 M’C], 公司；PQ;2% 高效表达及纯化试

剂盒购自 QU4F;* 公司；总蛋白定量试剂盒（LV K/’0
N,<D 4>>8Y \<N）购自 G<’0M8B 公司。大肠杆菌 6F! 和

野生型 GN 菌株 E!"5（Z282.）［!!］均为本实验室保存。

GN 标准菌株 ZVJ2: 来自法国巴斯德研究所。

"#$ 引物及聚合酶链式反应

按 ;>N/AC] 等［:］发表的 3#425（+）基因序列（F,D0
G8DH 登录号为 =5""!!）设计一对引物用于扩增全长

3#425 开 放 阅 读 框，分 别 在 引 物 的 J^ 和 2^ 引 入

.+:ZU 和 6+,U 内切酶位点（表 !）。KLM 反应条件：

15_，$-<D；15_，!J>，J%_，2%>，:$_，$-<D，!% 个循

环；15_，!J>，J%_，2%>，:$_，$-<D，$% 个循环，每个

循环 中 的 延 伸 反 应 依 次 增 加 J>；最 后 :$_ 延 伸

:-<D。



表 ! 用于 "#$ 反应的引物

%&’() ! "#$ *+,-)+. /.)0 12+ &-*(,1,3&4,25

!"#$%"& !’&#(’#)* !"#$%" &%+,%)-%&

.#/01234 5062575 8819::19811:1181191191:911199118:1:

.#/01290 0;6<20==> 89:81:819:::819:991:9911918181:19

*? @%A%"& (’ (B% ),-C%’(#D% &%+,%)-% A’" (B% !"#0$ E%)% D%/’&#(%D #) (B%

8%)F*)G D*(* ,)D%" (B% *--%&&#’) ),$H%" IJ>>==? 8819:: *)D 89:81:

#) H’CD -*&% "%A%" (’ (B% #)("’D,-%D &%+,%)-% A’" * ,)#+,% %&’KL *)D (&)L

&#(%，"%&/%-(#M%CN? 198 *)D 991 ,)D%"C#)%D &(*)D A’" (B% &(*"( -’D’) *)D &(’/

-’D’) "%&/%-(#M%CN?

!67 表达载体 *8%" 的构建及 9:; 序列测定

质粒抽提、酶切反应、电泳鉴定、OP1 片段回

收、连接反应和大肠杆菌的转化等步骤均按分子克

隆实验手册［=<］。OP1 序列委托上海基康公司测定。

!6< 目的蛋白 =,*7;>?!@< 的诱导表达

挑取 转 化 平 皿 上 的 单 菌 落 接 种 于 =;$I 含

=;;!EQ$I 氨苄青霉素和 <4!EQ$I 卡那霉素的 IF 液

体培养基中，05R过夜培养。以 = S 4; 转接到 =;;$I
含有以上浓度抗生素的 IF 液体培 养 基，培 养 至

*+7;;)$ 为 ;T4 U ;T5 时，加 入 L!98 至 终 浓 度 为

=$$’CQI 进行诱导，分别培养 =、<、J、7 和 > B，各取

=$I 培养液进行 3O32!18V 电泳以及 W%&(%") HC’( 分

析。

!6A 表达产物的可溶性分析及包涵体的电镜观察

取 =$I 按以上方法诱导 4 B 的菌液，=< ;;;"Q$#)
离心 <$#)，收 集 菌 体，加 入 =$I 裂 解 缓 冲 液（4;
$$’CQI P*K<!XJ；0;;$$’CQI P*:C；=;$$’CQI #$#D2
*Y’C%，/K>T;），加入溶菌酶至 =$EQ$I 并在冰上放置

0;$#)，然 后 进 行 超 声 波 破 碎，=; ;;;"Q$#) 离 心

<;$#)，吸取上清（含有可溶性蛋白的粗提液 1）并将

沉淀重悬于 =$I 裂解缓冲液（含不可溶性蛋白的粗

提液 F），各取 =4!I 进行 3O32!18V 分析。为了达到

更好 的 效 果，菌 体 可 以 先 用 ;T<4Z 9[%%) <; 和

;T=$$’CQI VO91 洗 0 遍，然后再按以上方法取粗提

液 1\和 F\进行 3O32!18V 分析。取 =$I 经 L!98 诱

导 4 B 的菌液按有关文献［=<］进行透射电镜观察。

!6B =,*7;>?!@< 蛋白的多克隆抗体制备

根据目的蛋白的可溶性情况，选择在自然条件

下按照 /]V0; 蛋白高效表达及纯化试剂盒提供的

方法进行蛋白纯化。用纯化的目的蛋白 =;;!E 与等

体积福氏完全佐剂充分混匀后免疫家兔，J 周后用

4;!E 纯化的目的蛋白与等体积福氏不完全佐剂加

强免疫 = 次，此后，每隔 < 周免疫 = 次，共 < 次，5D 后

进行抗血清收集。按照分子克隆方法［=<］进行处理，

从抗血清中去除交叉反应性抗体。

!6C 蛋白定量

用 L$*E%$*&(%" .OL 3’A([*"% .0T;（!B*"$*-#* 公

司）软件分析目的蛋白占总蛋白的百分比，而菌体总

蛋白按照 :O !"’(%#) 1&&*N ^#( 提供的 I’["N 法进行

定量。

!6@ 生物测定

0 种 夜 蛾 科 害 虫 即 甜 菜 夜 蛾（ (#,-,#./0& /12
"34&）、斜纹夜蛾（ ( ? )".40&）和棉铃虫（5/)"6,!/0#& &02
’"3/0&）均为本室饲养。按照已有文献［=<，=J］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［=4］进行 I:4;分析。

D 结 果

D6! !"#7;>?!@< 基因的克隆及测序

以高毒力 F( 野生菌株 3=>J 和标准菌株 KO405
的总 OP1 为模板进行 !:@，各获得一条大约 <T0 GH
条带（图 =），其中，KO405 作为阳性对照［=7］。回收 F(

图 = !:@ 产物的电泳分析结果

_#E?= 1)*CN&#& ’A !:@ /"’D,-(&
‘?"OP1Q76,@L；=T3=>J ；<TKO405；0TK<X

图 < 重组质粒 /9M#/01 的酶切鉴定

_#E?< LD%)(#A#-*(#’) ’A (B% "%-’$H#)*)( /C*&$#D /9M#/01
HN "%&("#-(#’) %)YN$% *&&*N

‘?"OP1Q76,@L；=T/9M#/01 a 76,@L；<T/9M#/01 a 5"8DLLL；0T/9M#/01 a

9:.L；JT/9M#/01Q(#/L；4T/9M#/01Q%&’KL b (&)L

3=>J 的 !:@ 产物，并与 9 载体连接后转化大肠杆
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菌!"#，筛选转化子，用 !"#$%、$%&’%%%、()*%、+,-% 和

./0&%’+/1% 酶切鉴定（图 (），将正确的克隆子进行

测序。序列分析结果表明，2%,)*+,#-. 与 2%,)*（/）

只有 . 个核苷酸不同及 ( 个氨基酸不同（0(-.!1 ，

2.3.!&）。

!"! 重组质粒 #$%& 的构建及表达

重组质粒 45!6 构建的流程图如图 ) 所示，将克

隆有 2%,)3+,#-. 基因的重组质粒 4!784)* 和表达载

体 409): 分别用 ./0&% 和 +/1% 双酶切并回收 (;)

<= 大小目的片段和 );. <= 载体片段，进行连接并转

化大肠杆菌 !"#，从转化子中提取的质粒用 !"#$%、
$%&>%%%、()*% 和 ./0&%’+/1% 酶切鉴定后（图 .），将重

组质粒 45!6 转化大肠杆菌 ?#@ 进行表达。转化子

经 #AABC’D %6!" 诱导后，在 # E - F 间目的蛋白的表

达量随时间而增加，到第 - F 时，目的蛋白约占总蛋

白的 (@G（图 @），这说明 2%,)3+,#-. 基因在 409):
表达载体系统中得到高水平表达。

图 ) 重组质粒 45!6 的构建流程图

H8IJ) KBLMNOPQN8BL BR OSQBA=8L/LN 4C/MA8> 45!6

图 . 重组质粒 45!6 的酶切鉴定

H8IJ. %>SLN8R8Q/N8BL BR NFS OSQBA=8L/LN 4C/MA8> 45!6 =T OSMNO8QN8BL SLUTAS /MM/T
?J!VW*’!"#$%；#; 45!6’!"#$%；(; 45!6’$%&>%%%；); 45!6’()*%；.; 45!6’./0&% X +/1%

图 @ Y84)*+,#-. 在大肠杆菌中表达的 ,V,+6*"9（*）和 ZSMNSOL+=CBN（[）分析

H8IJ@ ,V,+6*"9（*）/L> ZSMNSOL =CBN（[）/L/CTM8M BR Y84)*+,#-. S\4OSMMS> 8L ! J "#1%
?J ?/O<SO；# J ?#@［409):］]8NFBPN %6!" 8L>PQN8BL；(J ?#@［409):］]8NF %6!" 8L>PQN8BL；) J ?#@［45!6］]8NFBPN %6!" 8L>PQN8BL；.J ?#@

［45!6］RBO # F QPCN87/N8BL ]8NF %6!" 8L>PQN8BL；@J ?#@［45!6］RBO ( F QPCN87/N8BL ]8NF %6!" 8L>PQN8BL；3J ?#@［45!6］RBO . F QPCN87/N8BL ]8NF

%6!" 8L>PQN8BL；̂ J ?#@［45!6］RBO 3 F QPCN87/N8BL ]8NF %6!" 8L>PQN8BL；-J ?#@［45!6］RBO - F QPCN87/N8BL ]8NF %6!" 8L>PQN8BL
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!"# 目的蛋白的可溶性及包涵体观察

将含有可溶性蛋白的粗提物 ! 与含有不可溶

性蛋白的粗提物 " 以及经过 #$%&’ ()**+ %# 洗涤 ,

图 - 目的蛋白可溶性实验

./01- 2*3*45/+63/7+ 78 3640*3 9473*/+ :7;<=/;/3>
?1@36+A64A 9473*/+ 564B*4；C$D4<A* *E346F3 !；%$D4<A* *E346F3 "；,$

D4<A* *E346F3 !G；H$ D4<A* *E346F3 "G

次后菌体的粗提物 !G和粗提物 "G分别进行 @2@I
J!KL。结果如图 - 所示，可溶性蛋白占目的蛋白总

量约为 CM’，而取上清液进行蛋白电泳时未见有目

的蛋白条带。

将转化空白质粒 9NL,# 和重组质粒 9O(J 的大

肠杆菌 ?C&，经 PJ(K 诱导 &Q，后者还用溶菌酶以及

超声波破碎后分别进行透射电镜观察。与大肠杆菌

?C&［ 9NL,#］（ 图 R!）相 比，发 现 大 肠 杆 菌 ?C&
［9O(J］菌体两端均有明显的包涵体形成（图 R"），经

过超声波破碎后菌体破裂而将包涵体释放出来（图

RD）。这说明此目的蛋白主要以不可溶形式即包涵

体存在。

（!） （"） （D）

图 R 目的蛋白包涵体的透射电镜观察

./01R (46+:5/::/7+ *;*F347+ 5/F470469Q> 78 /+F;<:/7+ =7A/*:
!1 ! 1 "#$% ?C&［9NL,#］；"1 ! 1 "#$% ?C&［9O(J］；D1 ! 1 "#$% ?C&［9O(J］=> :7+/F63/7+

!447): /+A/F63*A 3Q* /+F;<:/7+ =7A>1 "64: 4*94*:*+3 C!5

!"$ 目的蛋白的纯化及多克隆抗体的制备

因为部分目的蛋白是可溶的，所以可以在自然

条件下利用表达蛋白的 S 端带有 - T U/: 寡聚多肽

的咪唑基团与 S/IS(! 胶的结合对目的蛋白进行柱

层析纯化，其中最后 % 次洗脱得到的样品较纯（图

V!），达到 M&’以上，经 W*:3*4+I=;73 证实所纯化的蛋

白即为目的蛋白（图 V"）。利用所纯化的蛋白免疫

家兔以制备多克隆抗体。对培养 %# Q 的 "3 菌株

@CVH 和 U2&,R 进行 W*:3*4+ =;73（图 M!，"），结果表

明，在 VM B2 大小处各有一条特异性杂交带。

（!） （"）

图 V 纯化的目的蛋白 @2@IJ!KL（!）和 W*:3*4+I=;73（"）分析

./01V @2@IJ!KL（!）6+A W*:3*4+ =;73（"）6+6;>:/: 78 9<4/8/*A 3640*3 9473*/+:
?1 @36+A64A 9473*/+ 564B*4；C$ ?C&［9NL,#］)/3Q7<3 PJ(K /+A<F3/7+；%$ ?C&［9O(J］)/3Q7<3 PJ(K /+A<F3/7+；,$D*;; ;>:63*；

H、&1 W6:Q 846F3/7+:；- X M1 L;<63/7+ 846F3/7+:
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（!） （"）

图 # "$ 菌株 %&’( 和 )*+,- 的 ./0,! 蛋白 %*%12!34（!）

和 567$689 :;<$ 分析（"）

=/>?# %*%12!34（!）@9A 567$6891:;<$（"）@9@;B7/7 <C ./0,!
08<$6/9 C8<D $E6 ! ? "#$%&’(&)’*&* 7$8@/9 %&’( @9A )*+,-

F? %$@9A@8A 08<$6/9 D@8G68；&H %&’(；IH)*+,-

!"# 生物测定

收集大肠杆菌 F&+［0J4,K］和 F&+［0LM2］菌体

各 &KDN，对照组以空载菌培养液替代。将菌体进行

超声波破碎后对甜菜夜蛾、棉铃虫和斜纹夜蛾等 ,
种夜蛾科害虫的初孵幼虫进行生测，结果如表 I 所

示。./0,!1%&’( 对棉铃虫的毒力最高，对甜菜夜蛾

的毒力最低，NO+K值达到 KH-(!>PDN，这与已报道的

结果［-］基本一致。

表 ! $%&’()*+,- 蛋白的毒力测定

./012 ! .34%5%67 38 $%&’()*+,- &9362%:;

267$7 NO+K P（!>PDN）Q6>8677/<9 6RS@$/<9
#+T C/ASU/@;

;/D/$7P（!>PDN）

+,-.-,")%/ )0&($/ KH-( 1 V ,H(((W X &H-#I’0 KH++ Y KH#’

2)3&4-5)%,/ /%6&()%/ KH&W 1 V (HK&II X KH’&(K0 KHK’# Y KH,K

+,-.-,")%/ 3&"$%/ KHI- 1 V ,H+,’+ X &HKIKI0 KH&+ Y KH(W

’ 讨 论

从野生型 "$ 菌株 %&’( 克隆的 5&,,71%&’( 基因

与已报道的 5&,,7（ /）基因具有很高的同源性。利

用表达 5&,,71%&’( 基因的大肠杆菌进行生物测定

结果表明，./0,!1%&’( 与 ./0,!（@）一样对多种夜蛾

科害虫具有和 ZO27 类似的杀虫活性，但其杀虫范围

要比 ZO27 广泛得多，对夜蛾科害虫具有较广谱的杀

虫作用。而许多夜蛾科害虫的防治是农林生产中比

较棘手的问题之一。因此，对 5&,,71%&’( 基因进行

研究为夜蛾科害虫的防治提供了新的途径。

./0,! 蛋白的 [ 端具有典型的芽孢杆菌分泌蛋

白的信号肽序列，但蛋白在分泌过程中其 [ 端信号

肽不被加工［-］。而在 3X 细菌中分泌蛋白的 [ 端不

被加工的情况还比较少见，所以 ./0,! 蛋白是否存

在一类新的分泌机制还有待探讨。而在大肠杆菌中

所表达的目的蛋白能够与 W \ )/7 抗体相结合，在 ’#
G* 大小处产生阳性信号，这说明了位于 [ 端的 W \
)/7 标志未被切除，结果表明了 ./0,! 蛋白在大肠

杆菌中与在 "$ 中一样，其 [ 端信号肽也未被切除，

因此推测 ./0,! 蛋白在 31和 3X 细菌中可能存在类

似的分泌机制。然而，所表达的大多数蛋白还是以

包涵体形式存在，这可能是因为转化子经 Z2M3 诱导

后大量表达目的蛋白，蛋白质来不及进行正确折叠

而形成包涵体的缘故。当 [ 端信号肽编码区缺失

后的 5&,,!1%&’( 基因插入表达载体 0J4,K 并转化

大肠杆菌 F&+ 进行表达时，其重组蛋白均以不可溶

形式存在而且失去对害虫的杀虫活性（结果另文发

表），因此可以推测 ./0,! 保留其 [ 端信号肽具有

特殊意义。

./0,! 新蛋白还可能不断被发现，./0,! 新杀虫

谱也有待于进一步测试，所以，./0,! 蛋白可能和

ZO27 一样形成一个家族，具有多样性的杀虫蛋白和

不同的杀虫活性。./0,! 和 ZO27 是两类完全不同特

性的 "$ 杀虫毒蛋白，所以，./0,! 的应用可以作为

害虫抗性管理策略之一。此外，它对于提高 "$ 杀虫

毒力和拓宽 "$ 杀虫谱等方面也具有重要意义。
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