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杀虫蛋白晶体形成作用的研究
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摘 要：利用重叠 JKL 的方法，通过两次 JKL 扩增，分别获得 !"##$%"$ 操纵元的 &"’"、&"’" M &"’# 与 !"##$(: 基因的

融合片段。融合片段经 )%*N!和 +!&L!双酶切与 CN65": 连接，分别构建了基因融合片段的原核表达载体

C)O（ &"’" M #$(）和 C)O（ &"’" M &"’# M #$(），电转化 GE 无晶体突变株 !P9 后，扫描电镜下可观察到典型的方形晶体，

通过 QRQ3J4S< 可检测到 8$TR 大小的蛋白表达带。结果表明，!"##$(: 可在 !"##$%"$ 的启动子帮助下有效转录和

表达，并在 &"’# 产物帮助下形成蛋白晶体。
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苏云金芽孢杆菌（)%!,--./ 01.",23,42/,/，GE）能在营养期或

芽孢形成期合成杀虫晶体蛋白并组合成晶体内含物［"］。在

探索 GE 晶 体 形 成 机 制 的 诸 多 研 究 中，已 经 发 现 !#0$ 和

!"##$% 两种杀虫基因产物需要与一种帮助蛋白基因产物共

同作用，才能形成晶体内含物［#，5］。GE 杀虫蛋白基因 !"##$%
与 &"’" 和 &"’# 共同组成一个操纵元结构，并共用位于 &"’" 上

游启动子进行转录，其中帮助蛋白 UL)# 起到一种分子伴侣

的作用［5 V :］。另有报道 !"##$( 一般在 GE 中不表达，也不形

成晶体，推测主要原因是 !"##$( 基因上游没有启动子和帮

助蛋白基因［! V 8］。

研究 针 对 从 GE 菌 株 W/5$ 中 分 离 获 得 的 !"##$%"$ 和

!"##$(: 基因（姚 江，未发表资料），通过重叠引物 JKL，实

现 !"##$%"$ 操纵元启动子 和 帮 助 蛋 白 基 因（ &"’"、&"’#）与

!"##$(: 基因的融合，并观察其对 !"##$(: 基因表达和晶体形

成的作用。

" 材料和方法

"#" 菌株和质粒

菌株和质粒见表 "。

"#! 培养基、试剂与耗材

细菌培养基为 WG 培养基［8］。R04 限制酶、6! R04 连接

酶购自 S>+D&’ GLW（W6X）公司，GE !"# 基因特异扩增引物由上

海生物工程公司合成，5%6 C’-I R04 聚合酶购自上海生物工

程公司。抗生素购于经科生物工程公司，氨苄青霉素使用浓

度为 ":$"HY=W，红霉素使用浓度为 :$"HY=W。R043QC>F3D&’3
-=F 回收柱购于 Q>H=. 公司，其它试剂为市售分析纯商品。

"#$ %&’ 扩增

运用 R04 K’&F* 软件分析 !"#7$%"$ 操纵元和 !"#7$(: 基

因的全序列，确定 !"#7$%"$ 操纵元启动子、&"’8、&"’7 以 及

!"#7$(: 基因的起始和末端序列。依据重叠 JKL 原理，设计

引物扩增启动子与基因的融合片段 &"’8 9 !"#7$( 和 &"’8 9
&"’7 9 !"#7$( 以及无启动子融合 &"’7 9 !"#7$(，并在引物两端

分别引入不同的酶切位点，如 )%*N!（双下划线）、+!&LX（单

下划线）等。 !"#7$( 基因和 !"#7$% 操纵元 &"’8 融合设计的重

叠引物序列如下：

!"#7$% 操纵元上游引物 Z.#4:：:[3KSKSS46KKSS4644KS63
S4K6KS35，

)%*NX
!"#7$( 基 因 的 下 游 引 物 W#4+5：:[3KKSS4466K444K66643
46444S6SS6S35

+!&L!

重 叠 引 物 Z.#453UL)"： :[3 K6K464K4K4444K 443

S444S4KK35

Z+#4:3UL)"：:[3 S6666S6K646S4S 46S4464S3

6466S35



表 ! 菌株和质粒

!"#$% & ’()"*+, "+- .$",/*-,

0"/% 12")"3(%)*4"(*5+ 6)*7*+

!"#$%&’#$’( #)*’

89:!
’1’&&;
<=>&（8?@）

?A=B>C#
9DE（>C# F 5)G&）

9DE（>C# F 5)G& F 5)G>）

+(#’**," -$,&’./’%."’"

<( !"# <H

9!=B>C"H&I;
9!DE（>C# F 5)G&）

9!DE（>C# F 5)G& F 5)G>）

9!DE（>C# F 5)G>）

"#$%&’(%
.9!@&:
9!=B>C"H&I;
.?A=B>C#
.9DE（>$% F &"’&）

.9DE（>$% F &"’& F &"’>）

.9DE（>$% F &"’>）

()*+,, -./012 "3!$1 34/$1 5#"$67
0*.8 9-" 83) 34/$ /!: .)*+,, *"&$;
-./’ 5<8（!!J 9.K:L =4/& ’"/L =4=:
<=>& 35+("*+*+7 .?A=B>C#
89:!35+("*+*+7 .9DE（>$% ? &"’1）

89:!35+("*+*+7 .9DE（>$% ? &"’1 ? &"’>）

"3)B,("$$*G%)5M, /M("+( ,()"*+

<( 1)B <N（ !"#>$<&;）

<( 1)B <N 35+("*+*+7 .9DE（>$%@ ? &"’1）

<( 1)B <N 35+("*+*+7 .9DE（>$%@ ? &"’1 ? &"’>）

<( 1)B <N 35+("*+*+7 .9DE（>$%@ ? &"’>）

C/.O ?)O + P !&8=H; P 9-)"=45=34.=. ,2M(($% Q%3(5)
.9!@&: 3"))B*+7 !"#>$<&; 7%+%
.?!>& N # 3"))B*+7 !"#>$%: 7%+%
.9!@&: 3"))B*+7 >$% F &"’& GM,*5+ 7%+%
.9!@&: 3"))B*+7 >$% F &"’& F &"’> GM,*5+ 7%+%
.9!@&: 3"))B*+7 >$% F &"’> GM,*5+ 7%+%

!2*, ="#
8)P 8P =%)%3$M,
!2*, $"#
!2*, R5)S
!2*, R5)S
!2*, R5)S

T)5G P T"+7 U*
!2*, R5)S
!2*, R5)S
!2*, R5)S
!2*, R5)S

8)P 8P =%)%3$M,
!2*, R5)S
!2*, R5)S
!2*, R5)S
!2*, R5)S
!2*, R5)S

对 !"#>$% 基因与 &"’& F &"’> 的融合，除 =>C#@ 和 U">C:
外，设计的重叠引物为：

U">C@：:V N 1CC!C1C1!C!!1C! C!CCCC!!11!11H@

U>C#:：:VH C!WCC!CW!W!C!!W CC!CW1H@

对 !"#>$% 基因与 &"’> 融合，除重叠引物 U">C@、U>C#: 和

=>C#@ 外，设计了 &"’> 上游引物 U#>C:H6OD>：:VH1W1WWC!1H
1C!CWC!W!!CW1H@。

T1O 反应条件为 X:Y @/*+；XZY &/*+，::Y &/*+，L>Y
@/*+，>X 个循环。

!)* 基因融合片段表达载体的构建

利用重叠引物 T1O，获得基因融合片段，依两端酶切位

点，双酶切该片段，与相应酶切的 .9!@&: 连接，转化 89:!，

筛选阳性重组质粒。T1O 产物回收按 80CH’.*+H35$M/+ 说明

进行，大肠杆菌质粒 80C 提取、酶切、去磷酸化、连接和转化

参考文献［L］。

!)+ 基因融合片段的表达

将从 89:!提取的阳性重组质粒电转化 + P !&8= ’1’&&;，

提取质粒电转化 <( 3)B<H ，筛选获得含基因融合片段的 <( 重

组工程菌，观察晶体形成，’8’HTCW? 检测蛋白表达量。<( 转

化方法参见［K］，晶体蛋白 ’8’HTCW? 分析和电镜观测参见文

献［I］。

, 结果和分析

,)! 融合基因片段表达载体的构建

分别以 !"#>$< 操纵元和 !"#>$%: 基因为模板，采用引物

对 U">C:[U">C@ 和 U>C#:[=>C#@ 扩增 &"’1 ? &"’> 和 !"#>$%:，

并分别获得 &\I S# 和 &\X S# 的扩增产物。在此基础上，以扩

增产物混合物为模板，以引物对 U">C:[=>C#@ 扩增获得大小

为 @\: S# 的融合基因片段 &"’1 ? &"’>A!"#>$%。同样分别通过

引物对 U">C:[U">C@H6OD&、U#>C:H6OD&[=>C#@、U">C:[=>C#@
和 U#>C:H6OD>[U">C@、U>C#:[=>C#@、U#>C:H6OD>[=>C#@ 获

得融合基因 &"’1A!"#>$% 和 &"’>A!"#>$%，结果图片从略。;<:9J
和 +!&OJ 双酶切上述片段，与相应酶切的 .9!@&: 连接，转化

大肠杆菌 89:!，筛选获得阳性重组质粒，分别命名为 .DE
（ &"’1 ? &"’> ? >$%）、.DE（ &"’1 ? >$%）和 .DE（ &"’> ? >$%）。

图 ! 融合基因表达产物 -.-/"012 分析

D*7P& ’8’HTCW? "+"$B,% G5) %].)%,,*5+

.)5-M3(, 5G GM,*5+ 7%+%

^P .)5(%*+ /")S%)；&P9!DE（>C# F 5)G&）；

> P9!DE（>C# F 5)G& F 5)G>）；@P9!DE（>C# F 5)G>）P

,), 融合基因的表达、产物检测和晶体观察

阳性重组质粒电转化大肠杆菌 ’1’&&;，提取质粒电转化

I&& 微 生 物 学 报 ZZ 卷



!" #$% !" 筛选获得工程菌，分别命名为 #$%&（&’( ) *$+,）、

#$%&（&’( ) *$+, ) *$+&）和 #$%&（&’( ) *$+&）。

在牛肉膏蛋白胨培养基中培养，’()，(’*+,-./，’01 左

右，光镜、电镜观察晶体形成，23245678 检测蛋白表达情况。

结果表明，单独 *$+, 可帮助 #$%&’(9 基因表达 0* :3 左右的蛋

白（图 ; <=/> ;），但观察不到晶体形成（图 (46）；单独 *$+& 存

在时检测不到 #$%&’(9 基因的表达产物（图 ; <=/> ’）；在 *$+,
和 *$+& 同时存在的情况下，#$%&’(9 基因能表达 0* :3 左右的

蛋白（图 ; <=/> (）并形成方形晶体（图 (4!）。

图 ! 工程菌晶体电镜观察（"### $ ）

%.?@( A+BCD=EC ./ +>FG-H./=D>I H=FD>+.J-（9*** K ）

6@#$%&（&’( ) *$+&）；!@#$%&（&’( ) *$+, ) *$+&）-

% 讨论

已有研究表明 !D #$%&’( 基因在 !D 中不能有效表达［’，L］，

序列分析表明 #$%&’(9 基因上游序列与已经发表的相关基因

高度同源，不存在明显的启动子序列，且在 !D 中也检测不到

表达产物（作者未发表结果）。国外报道通过启动子融合分

别实现了 #$%&’(; 和 #$%&’(( 基因在 !D 无晶体突变株的有效

表达，而且后者在 #$%&’. 操纵元 MN%( 帮助下形成了蛋白晶

体［’］。国内也有通过 $L 启动子融合实现 #$%&’(’ 基因在大

肠杆菌表达的报道［L］。

论文选用从国内分离株 !D<B’* 克隆的 #$%&’.;* 操纵元

和 #$%&’(9 基因，直接通过重叠 5AN 实现基因融合和表达研

究，方法简便。但要特别注意引物设计和 /.0 酶的保真性。

如在引物两端分别引入不同的酶切位点，有利于融合基因与

载体的高效正确连接。5OJ /.0 不仅具有 ’P端核酸外切酶活

性，而且扩增产物末端不加 6 尾。因此，用 5OJ /.0 酶代替普

通 /.0，不仅有效地获得了两基因的融合片段，而且具有较

高的保真性。

研究结果显示：没有 #$%&’.;* 操纵元启动子仅与 *$+& 融

合，#$%&’(9 基因不能有效表达；与 #$%&’.;* 操纵元的启

动子及 *$+; 融合，#$%(’(9 基因虽能有效表达但不能形成晶

体；而 与 #$%&’.;* 操 纵 元 的 启 动 子 及 *$+, ) *$+& 融 合 后，

#$%&’(9 基因不仅能有效表达，而且还能形成方形晶体。这

些结果不仅显示了启动子对 #$%&’(9 有效表达的作用，而且

也直接证实了 MN%( 帮助晶体形成的作用。这与 A+.F:-G+>
等［’］的研究结果基本一致，这也表明尽管基因来源不同，但

#$%&’( 基因沉默机制和 #$%&’. 操纵元 M+O( 蛋白帮助晶体形

成的功能是高度保守的。研究中表达的 A+B(6H 蛋白大小为

0* :3 左右，而非理论值 L; :3，与 2D=QE>C 等［9］近期研究的结

论相符，分子量减小可能是降解所致。
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［ ; ］ #ROD> # ，S1.D>E>B # N@ T/C>FD.F.I=E F+BCD=E Q+GD>./C GO !.#12234

"53$167186414 @ 91#$*(1*2 :8;，;UVU，"%：(W( " (99@
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!"#$%&’# ’( )*’%+&#, -’.+. /0 !"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’ #*.!/""#
12+*’# ’# 3-), -*0,%455&64%&’#

$%& ’()*+"，! ,-%./ ’(0" 1-2. ,34*+5$(" 67 13)*+5$48" -9%./ :)5;)*+<

（" !"#"$ %$& ’#()*#")*& +)* ,-).)/& )+ 0.#1" 213$4" 0$3"3 #15 6-3$#3$3，

213"-"7"$ )+ 0.#1" 0*)"$4"-)1，89-1$3$ :4#5$;& )+ :/*-47."7*#. !4-$14$，,$-<-1/ "###=>，89-1#）

（! ’-#1&71/#1/ =$#49$*>3 8)..$/$，’-#1&71/#1/ !!!###，89-1#）

（< ,-)"$491).)/& ?$3$#*49 213"-"7"$，89-1$3$ :4#5$;& )+ :/*-47."7*#. !4-$14$，,$-<-1/ "###?"，89-1#）

7/,%*4$%：@A 8B(*+ 4C0DE)FF(*+ G1H I0J3*(K80B，4*&!:(L M)B N8B(4*0O M(I3 )*+@，)*+A )*O )*+@ B )*+A 4N 4*&!:#"#，

)*O I30* M)B (*B0DI0O C P 4)-.-5, P "97"*-1/-$13-3 B38IIE0 FE)BQ(O F-R<"L D0BF0JI(C0EA )NI0D O(+0BI(4* SA ,#;-" )*O
C4)H"P R30 D0J4QS(*)*I FE)BQ(O M)B *)Q0O )B F;9（)*+@ B A:(），F;9（)*+@ B )*+A B A:(）)*O F;9（)*+A B A:(）)*O
0E0JID4F4D)I0O (*I4 @I )JDABI)EE(N0D48B Q8I)*I BID)(* >TU D0BF0JI(C0EA P R348+3 I30 V# W: FD4I0(* S)*O M)B O0I0JI0O (* F;9

（ )*+@ B )*+A B A:(）)*O F;9（)*+@ B A:(）SA X:XDG%/2，I30 BK8)D0 JDABI)EB M)B 4*EA 4SB0DC0O (* F;9（)*+@ B )*+A B
A:(）SA BJ)**(*+ 0E0JID4* Q(JD4BJ4F0P R30 D0B8EIB B34M0O I3)I I30 )*+@ B )*+A ND4Q 4*&!:#"# 4F0D4* *4I 4*EA J)* 30EF
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《微生物学报》投稿要求

"] 投稿范围：凡有关微生物学基础研究、应用基础研究及其高技术创新等领域的研究成果，包括普通微生物学，工业、农

业、医学和兽医微生物学，免疫学以及与微生物学有关的生物工程等方面的研究报告、简报等，本刊均欢迎投稿。

!] 应首次发表：所有来稿均应未在公开出版的刊物上发表过。要求论点明确、数据可靠、行文简练、用词规范、图表清晰、

结论合理。

<] 介绍信：所有来稿要求一式两份。论文是否涉及保密、署名是否无误，请出示第一署名单位的介绍信。若是与国外作

者合写的论文，应出示国外作者同意以中文形式发表及署名顺序的信函说明。

>] 作者联系方式：请在投稿时提供通讯作者或第一作者的 R0E、;)Y 和 25Q)(E 地址。

L] 审稿费：投稿时请随寄 "## 元审稿费，可通过邮局汇来（务请在汇款单上注明汇款单位和稿件第一作者，我们将开具正

式发票）。

V] 投稿及汇款地址：（"###?#）北京中关村 中国科学院微生物研究所内 《微生物学报》编辑部

欲知更详细的投稿要求请登陆我刊的网址：-IIF：̂^MMMP (QP )JP J*^[48D*)EB

?"" 微 生 物 学 报 >> 卷




