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摘 要：在蚊幼虫生活水域里的离中不粘柄菌（!"#$%%&%&’($" )*%)+#,$%’"，!)）中已成功表达苏云金芽孢杆菌以色列亚
种（-&%$((’" #.’,$+/$)+"$" EPUE(> $",&)()+"$"，-#$）杀蚊蛋白基因 %,011!&的基础上，将另一 -#$ 杀蚊蛋白基因 %0#1!& 转化
入 !) 中表达。构建并转化了分别单独含有 %0#1!& 基因、及同时含有 %,011!& 基因的表达质粒 (OVWJ9M#$ 和
(OVWJ)9J9M#$，蛋白免疫杂交检测相应的 !) 重组子分别表达产生了 J9M%’0 和 J)9%%’0 蛋白。为了探究 !)
（(OVWJ)9J9M#$）重组子不能表达 %0#1!&的原因，提取了重组子总 XI’、并与同是革兰氏染色阴性的大肠杆菌的总
XI’比较，结果显示两者 XI’系统显著不同，推测 !) 中多个外源基因的表达，可能要求每个基因必需一个启
动子。
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苏 云 金 芽 孢 杆 菌 以 色 列 亚 种（ -&%$((’"
#.’,$+/$)+"$" EPUE(> $",&)()+"$"，简称 -#$）以其对蚊幼
虫有特异性毒杀作用，对人畜无毒、对环境安全，而

被广泛应用于蚊虫的综合防治中［%］。但由于 QM*制
剂在蚊幼虫孳生地水体中会快速沉降，蚊幼虫取食

的表层水体中毒素蛋白含量逐渐减少［#］，从而造成

-#$ 制剂在蚊孳生地水体的持效期较短。将 -#$ 杀
蚊蛋白基因转入蚊幼虫孳生地水体中广泛分布的离

中不粘柄菌（ !"#$%%&%&’($" )*%)+#,$%’"，简称 !)）中表
达，是克服 -#$ 制剂的这一缺陷的一种有效方法。
!)菌，革兰氏阴性（SC），不仅具有良好的悬浮性，

而且还是蚊幼虫的食物来源之一，因此被用作 -#$
杀蚊蛋白表达的自然宿主，以提高毒素蛋白持效表

达和提高杀蚊持效期［G，!］。

-#$ 在芽孢形成过程中，能产生由多种杀蚊虫
毒素蛋白组成的伴孢晶体，其中分子量分别为 %G!、
%#2、"# 和 #2KW0 的 J)9!’、J)9!Q、J)9%%’ 和 J9M%’0
蛋白是主要的杀蚊活性蛋白［6，3］，不同的晶体蛋白

对不同蚊幼虫均有程度不同的毒性。其中，J)9!W
（即 J)9%%’）对埃及伊蚊（ !)2)" &)/03#$）毒力最高，
YJ6$值达到 ##!BF.8Y。J9M%’0蛋白对蚊幼虫没有特
异性毒杀作用，但对哺乳动物具有非特异性溶细胞

作用；而且，已证明 J9M%’0蛋白同其它杀虫毒素蛋
白具有很强的协同作用，可显著提高其它 J)9蛋白
对蚊幼虫的毒杀作用，特别是在克服蚊幼虫对 J)9

晶体蛋白产生的抗性方面发挥了重要的作用。只有

当 -#$ 杀蚊晶体蛋白共同存在时，才表现出对敏感
蚊幼虫的最大毒性。另外，研究表明［"］，-#$ 还产生
分子量为 #$KW0的 Z#$蛋白，在提高晶体蛋白稳定性
和表达量以及晶体的形成等方面具有分子伴侣作用。

早期的研究中已构建表达 -#$ 的 J)9%%’0蛋白、
对蚊幼虫具有一定毒杀作用的重组 !) 菌株［2］。在
此基础上，本研究分别构建了含有 %0#1!& 基因的表
达质粒和按照大肠杆菌（4"%.),$%.$& %5($）表达多个外
源基因的操纵子结构［6］而设计的含有 %,011!& 及
%0#1!& 基因的表达质粒，以期获得能同时产生
J)9%%’0和 J9M%’0蛋白的 !) 重组菌株，得到杀蚊活
性高、阻滞蚊虫产生抗性的工程菌株。该研究为深

入研究新型杀蚊工程菌的构建奠定了基础。

$ 材料和方法
$’$ 材料
$’$’$ 菌株和质粒：离中不粘柄菌（!)）!"#!菌株及
重组菌株的培养方法、用于在 !) 中表达外源基因
的质粒 (OVWJ)9#$见文献［2］；4 > %5($ [\%$5菌株用
于不同基因的克隆，在 YQ培养基中 G"]培养，需要
时加入浓度为 %#H6"F.8Y的四环素（,-M)0A9A+*B）。
$’$’( 主要试剂和仪器：WI’ 聚合酶购自 X?A=-
W*0FB?EM*AE公司，分子量标准、(S7\4, 克隆载体、
,?M0+ XI’提取试剂盒、X,4ZJX试剂盒购自 Z)?8-F0



公司，限制性核酸内切酶、碱性磷酸酶和 !" #$%连
接酶购自 $&’ ()*+,)- ./0+,12公司，抗生素、辣根过
氧化物酶标羊抗兔抗体和其他生化试剂购自 3/*4,
公司。#$%胶回收和质粒 #$%小量回收试剂盒购
自 54&*,公司。引物合成由 6704&*,公司完成。电
转化仪、电泳仪、电转膜仪均为 ./089,- 公司产品，
6:9扩增仪购自 90;<& #/,*)02=/;2公司。
!"# 表达质粒的构建
参照文献［>］构建含 !"#$$%& 基因的表达质粒

?35#:7@AB的方法，根据 !’$%& 基因两端序列［CB］设
计、合成引物，以 (’) 的总 #$%为模板，采用 6:9法
扩增出带有合适酶切位点的 !#’$%& 基因开放阅读
框（59D）片段，扩增产物的 EF端都引入了新月柄杆
菌（ *&+,-.&!’/" !"/0!/1’+0）基因的核糖体结合位点
（9.3）序 列［CC］。经 测 序 鉴 定 的 扩 增 片 段 与
?35#:7@AB 质粒经酶切、连接，获得重组质粒
?35#:@=AB和 ?35#:7@:@=AB质粒（图 C），分别转化大
肠杆菌 GHCBI。

图 ! 表达质粒 $%&’()*#+和 $%&’(,)()*#+ 的构建图
D/*J C !<& ;0)2=7K;=/0) 0L &M?7&22/0) N&;=07 ?35#:@=AB ,)-
?35#:7@:@=AB ’</;< <,7107 =<& 2,4& ?7040=07 6 ’&! ,)- =&74/),=07
’(’2 ,2 /) ?35#:7@ABO !<& +,1&+2 ’/’ ,)- -") 2=,)- L07 =&=7,;@;+/)&8
7&2/2=,);& *&)& ,)- /)/=/,+ 7&*/0) 0L #$% 7&?+/;,=/0)，7&2?&;=/N&+@J

!"- 离中不粘柄菌菌株的转化及外源蛋白的表达
按照文献［>］方法将重组质粒分别电转化入 %/

"PA"菌株，%/ 转化子在含 Q!*R4S四环素的 6T(培
养基（BOAU VRW蛋白胨，BOCU VRW酵母粉）平板上
XBY培养 PA<，其质粒 #$% 用 6+,24/- H/)/?7&? Z/=
（[\%]($）制备，再将此质粒重转化大肠杆菌 GHCBI

菌株，GHCBI转化子的质粒 #$%用相同方法制备、
并用合适的限制性内切酶消化，消化产物经琼脂糖

凝胶电泳鉴定；必要时测序鉴定 GHCBI转化子的质
粒 #$%。
!". (,)!!/0和 ()*!/0蛋白免疫杂交
参照文献［>］的方法，将鉴定了质粒 #$%的 %&

转化子在含 Q!*R4S 四环素的液体 6T( 培养基中
XBY、ABB7R4/)摇床培养 PA<，培养液离心收集菌体，
经洗涤后超声波破碎细胞，裂解出的蛋白分别以抗

:7@CC%,和抗 :@=C%,的抗体进行 3#386%](8免疫杂
交测定（V&2=&7) 1+0=）。
!"1 总 23/的提取和电泳
从 %/ "PA" 和大肠杆菌 GHCBI 菌株重组子中，

按照 9$%*&)=2 !0=,+ 9$% \20+,=/0) 3@2=&4（6704&*,）方
法提取总 9$%。用甲醛8琼脂糖凝胶电泳检测比较
9$%。

图 # $%&’(,)()*#+ 质粒 ’3/的酶切分析〔质粒分别
源自大肠杆菌重组子（/）和 !" 重组子（4）〕5
D/*JA 9&2=7/;=/0) ?,==&7)2 0L ?+,24/- ?35#:7@:@=AB 07/*/),=&- L704
7&;041/),)= 3 J !-,)（%）,)- 7&;041/),)= % J /4!/1’")!+0（.）;&++2，
7&2?&;=/N&+@J !<& 7&2=7/;=/0) ?,==&7)（%）’,2 L704 ?+,24/- #$% 0L 3 J
!-,) GHCBI（?35#:7@:@=AB）J %)-（.），-&7/N&- L704 =<& ?+,24/- #$%
&M=7,;=&- L704 7&;041/),)= % J /4!/1’")!+0（?35#:7@:@=AB）’</;< ’,2
=7,)2L074&- /)=0 3 J !-,) 2=7,/) GHCBI ,)- =<& ;0)2&^K&)= ?+,24/- #$%
L704 3 J !-,) 7&;041/),)= ’,2 2K1_&;= =0 7&2=7/;=/0) ,),+@2/2J HJ C‘1
#$% S,--&7 ’/=< 2/a&2 /)-/;,=&- /) 1? 0) =<& +&L=；CO ?35#:7@:@=ABR
5.&"；AO ?35#:7@:@=ABR261"；XO?35#:7@:@=ABR70’" J

# 结果
#"! 表达 #$% 杀蚊毒素的!" 重组子的构建
表达质粒 ?35#:@=AB和 ?35#:7@:@=AB构建后电

转化入 %/ "PA"菌株，为了鉴定 %/ 转化子的质粒，
将其质粒 #$% 提取后再转化至 3 J !-,) GHCBI 菌
株，再将相应 GHCBI 转化株的质粒 #$%，与构建的
表达质粒经限制酶切比较，结果表明是一致的（图

A），然后进一步测序鉴定，结果表明转化的
?35#:7@:@=AB质粒上 !#’$%& 基因阅读框、9.3及上、
下游各 CBB1?序列都与理论值相同。

>CA bc($] #,82<&)* /’ &, J R%!’& 8)!"-.)-,-9)!& :)1)!&（ABBP）"P（A）



!"! !" 重组子表达蛋白的检测
从 !"#$%&’() 和 !"#$%*&%&’() 的 !" 重组菌株

的免疫杂交结果（图 +）可以看出，!"（!"#$%&’()）重
组菌蛋白样品能够与特异性抗 %&’,-. 的抗体结合
（/中的泳道 +），证明 #$%&!’ 在 !" 菌株中能够稳定
地表达；同时，!"（!"#$%*&%&’()）重组子仅表达了
#($&&!’、没有表达 #$%&!’（-中的泳道 0和 /中的泳
道 0）。

图 # 离中不粘柄菌重组子样品与 $%&’’()的抗体和（(）
与 $&*’()的抗体（+）的免疫杂交
1234 + 566789:;9’ .8.;&<2< 9= ! 4 ")#"*%(+#,- ’*.8<=9*6.8’< >2’? @2’?@*
.8’2A%*&,,-.（-）9* .8’2A%&’,-.（/）.8’2:9B2@<4 ,C . 4 %/,(+*0+"*-+-
<7:<!4 +-(’"1"*-+-； (C -4 ")#"*%(+#,- 0D(0； +C ! 4 ")#"*%(+#,-
（!"#$%&’()）；0C ! 4 ")#"*%(+#,-（!"#$%*&%&’()）4

虽然有 E/"序列，但是 #$%,!’ 基因却仅不能在
!"#$%*&%&’()质粒中与 #($,,!’ 协同表达，EF- 水
平的分析可能会揭示个中原因。

!"# (,与大肠杆菌菌株总 -.(的比较
从 !" 与大肠杆菌总 EF-的电泳（图 0）中可以

看出，大肠杆菌的 (+"和 ,G" EF-呈明显的两条带，
而 !" 的总 EF-有 +条带、都不比大肠杆菌菌株的
,G" EF-分子量大，说明同样是革兰氏阴性菌的 !"
有着不同于大肠杆菌的 EF-系统。

图 / 离中不粘柄菌与大肠杆菌菌株总 -.(的比较
12340 H9’.; EF- =*96 ! 4 ")#"*%(+#,-（-，/）.8B 2 4 #31+（/）:&
=9*6.62B@ .3.*9<@ 3@; @;@I’*9!?9*@<2< >2’? ,G" .8B (+" EF- =*96 2 4 #31+
2;;7<’*.’@B 98 ’?@ *23?’ 4 -：,C ! 4 ")#"*%(+#,- 0D(0；(C ! 4 ")#"*%(+#,-
（!"#$%*&%&’()）4 /：,C ! 4 ")#"*%(+#,-（!"#$%*&%&’()）；(C 2 4 #31+
JK,)L4 +C 2 4 #31+（!"#$%*&%&’()）4

# 讨论
革兰氏阴性的水生细菌 !"，作为杀蚊蛋白基因

的宿主已经成功地表达了球型芽孢杆菌（ . 4
-4/’"(+#,-）二元毒素蛋白［G］和 .%+ 的 %*&,,-. 蛋
白［M］，显 示出比其他水生微生物宿主，比 如

5’,136’#%"( #("-#"*%,-［,,，,(］、!*#$136’#%"( !7,’%+#,-［,+］和
#$’*36’#%"(+’［,0，,N］等，更强的杀蚊活性；作为水生微
生物，-@比芽孢杆菌在水中有着更显著的悬浮性，
!"亦能作为蚊幼的唯一食物而不影响其生长发
育［D］，从而使表达的杀蚊蛋白能够长时间与在水域

表层生活的蚊幼接触。本研究的结果显示 !" 重组
菌株不仅能稳定地表达 .%+ 杀蚊蛋白 %*&,,-.，而且
也能表达和耐受 %&’,-蛋白，将很好地防止和抑制
蚊幼对杀蚊蛋白产生抗性。这些都表明 !" 很合适
作为杀蚊蛋白基因的宿主、以克服芽孢杆菌杀蚊剂

在水中迅速沉降的缺点。

由于从 !" 重组子中提取的质粒 $F-，不能正
常被限制性内切酶消化（数据未列出），所以将其

$F-转入大肠杆菌菌株中、再提取所得转化子的质
粒 $F-进行限制酶切分析，以确证杀蚊毒素基因已
转化入 !" 菌株。这说明 !" 细胞的修饰限制系统
不同于大肠杆菌的，有可能对外源基因的表达产生

不同的影响。

虽然本研究中所用的表达质粒都拥有相同的启

动子和终止子序列，但是有着 E/"A #$%&!’ #E1元件
的 !"#$%*&%&’() 质粒，所对应的 !" 重组子并不能
有效表达 #$%&!’，而在 #$%&!’ 基因的上游增加启动
子后（即 !"#$%&’()）才能表达。推测在 !" 重组子
中 #$%,!’ 的有效表达需要一个额外的启动子，该假
说有待进一步试验确证。同理，对于本研究所涉及

的表达质粒上的 489 基因，由于只有 E/" 序列、并
没有单独的启动子，也可能无法有效表达。在后续

的研究中将进行 !" 转化子中 O()蛋白的检测。
在大肠杆菌菌株中，为了实现多个外源基因的

协同表达，可以构建一个多重 E/"A#E1结构、多个
基因共享一个上游启动子的表达载体［L，,G］。但是，

本研究表明，!" 有着与大肠杆菌显著区别的总
EF-，可以推断其转录翻译系统也不尽相同，所以，
多个 .%+ 的杀蚊蛋白基因可以在大肠杆菌中共享启
动子而共表达［,D，,M］，而在同是革兰氏阴性菌的 !"
中则难以用同样的手段实现。
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