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细菌冰核基因的应用研究

唐朝荣 孙福在" 赵廷昌
（中国农科院植保所植物病虫害生物学国家重点实验室 北京 !%%%"!）

摘 要 细菌冰核基因的应用研究已成为生物冰核领域的研究热点，研究涉及细菌细胞表面展示、促冻杀虫、报告

基因、病原微生物高敏检测、作物抗寒育种等多个领域，显示良好应用前景。通过对国外在该方面的研究现状的综

述，和我们在冰核基因促冻杀虫研究方面重要进展的介绍，对今后我们拟开展的这一研究工作进行了展望。
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水结冰需要一种被称作冰核的物质来催化，而自然界中

活性最强的冰核来自一类细菌即冰核细菌，它们在 D !E F
D $E即可催化过冷却水结冰，这种特性使冰核细菌成为一
种重要的生物资源，研究和应用涉及人工造雪制冰、促冻杀

虫、食品冷冻浓缩、人工调节天气等领域［!］。冰核细菌所具

有的这种独特特性是由其所携带的冰核基因（ #$+ 基因）所
赋予的，国外已克隆到 &个细菌 #$+ 基因，其应用研究现已
成为细菌冰核领域的研究热点，涉及细菌细胞表面展示、促

冻杀虫、报告基因、病原微生物高敏检测、作物抗寒育种

等［$］。最近，我们从自行分离的冰核细菌 3*4#$#+ +$+$+& !!%
中分离到一个新冰核基因 #0%5［1］，并利用该基因成功构建了
促冻杀虫基因工程菌，该菌显示良好的促冻杀虫效果。本文

就国内外细菌 #$+基因的应用研究现状作一概述。

! 细菌细胞表面展示

细菌细胞表面展示是指利用合适的外膜锚定基团来实

现异源蛋白在细菌细胞表面的活性表达，这方面研究已成为

应用微生物学、生物技术和免疫学上越来越重要的研究课

题。目前在革兰氏阴性和阳性菌中均有一些蛋白被用作细

胞表面展示的锚定基团，但这些蛋白在应用时往往存在这样

或那样的不足［# F 2］。近几年，研究者开始利用细菌冰核蛋白

进行细菌细胞表面展示。细菌冰核蛋白（G+H）是一种外膜蛋
白，其 C/端暴露在细胞外膜上，因此融合到 G+H C/端的外源
蛋白即位于细胞表面上［&］，此外 G+H在细菌培养物达静止生
长期时仍可稳定存在，G+H基因中部的重复区对 I+J重排有
较强的抗性，能抵抗 I+J重排而正常表达冰核活性，这样用
G+H作细菌细胞表面展示时，可同时利用简捷、灵敏的冰核
活性测定（即冰核基因活性表达的测定方法）来间接检测异

源基因的表达［2］，这些特性使 G+H成为一种理想的锚定基团
在细菌细胞表面展示上应用。

!"! 抗原或抗原决定簇的细菌细胞表面展示
抗原或抗原决定簇的细胞表面展示在活体疫苗开发上

显示良好应用前景，因为在细胞表面表达抗原，有可能创制

出通过口服方式即可诱发人体免疫反应的新型疫苗。K;:
等［#］将乙肝病毒（LM’）主要抗原的基因整合到 #$+ 基因的
1N端，O4@<4>A P)(<<;AQ、免疫荧光显微术、完整细胞 9RGSJ和冰
核活性测定均表明重组蛋白在 3 * 0(,# 细胞表面实现了有效
表达，研究显示，基于 #$+基因的细菌细胞表面展示技术有
可能在一些重要活体疫苗研制上广泛应用。KT7U等［"］将艾
滋病毒 LG’/!抗原 QV!$%的基因整合到 #$+ 基因的 1N端，并
在 3 * 0(,# 细胞表面实现了活性表达，研究了该抗原能否保
持其在 LG’/!上原有的三维构象，以期开发出用于防治艾滋
病的活体疫苗。

!"# 单链抗体的细菌细胞表面展示
人类癌蛋白 =/:.=与乳房癌、鼻咽癌和肝细胞癌的发生

密切相关，监测 =/:.=的表达在这些癌症的诊断治疗上具重
要意义。!=/:.=单克隆抗体（!=/W.= W=JP）可识别 =/:.=，目
前在临床上用!=/W.= W7P的 9RGSJ技术已成为对这些癌症
进行诊断和检测的常规手段，但从杂交瘤细胞制备这种抗体

的常规方法费用昂贵。如将单链抗体（S=6X）的基因与 #$+
基因整合，对 S=6X进行细菌细胞表面展示将会减少抗体生
产的下游加工步骤，大大降低抗体生产的成本。M7@@; 等［2］

已用 #$+基因成功实现了!=/W.= W=JP在细菌细胞表面的展
示。

!"$ 工业酶类的细菌细胞表面展示
将重要工业酶类在细胞表面展示得到酶包被细菌，可直



接用作活细胞生物催化剂，因而可省去工业酶类生产通常所

需的繁琐和昂贵的后加工过程。此外，用该系统得到的全细

胞生物催化剂在完成生物转化时，无需反应底物和产物通过

细胞膜系统，因此操作也简捷。!"#$［%，&’］用 !"# 基因成功实
现了果聚糖酶和羧甲基纤维素酶的细胞表面展示，同时实现

了 !"#基因和两种工业酶类的活性表达。
!"# 多肽文库的细菌细胞表面展示
定向进化在生物催化剂改良上的运用逐渐增多，在更加

有效的组合突变技术建立以后，设计快速简捷的方法进行阳

性克隆筛选就成为成功应用这项技术的关键［&&］。根据显色

底物或易观察的菌落表型可进行克隆筛选，而应用与改良酶

活性相关的细胞存活力和生长速率的变化来筛选则更直接，

但它们也仅适于某些特定的酶类，不能作为筛选酶活改良突

变体的一种普遍方法。另一种方案是将突变蛋白在噬菌体

或其它微生物表面进行展示，然后筛选具有所需特征的蛋白

突变体，()*等［+］用 ,-. /0"112)#$技术生成羧甲基纤维素酶
（3435/6）基因的系列突变体，并将它们与 !"# 基因融合，以
构建变异基因的细菌细胞表面展示系统，结果成功筛选到

3435/6改良突变体。该研究提供了一种对工业酶类（包括
一些水解酶类）进行定向进化和高效筛选的技术平台。

!"$ 重金属亲合蛋白%多肽的细菌细胞表面展示
重金属中毒事件在日常生活中时有发生，研制经济有效

的解毒措施是医疗工作者的一个重要课题。将能与重金属

亲合的蛋白或多肽进行细菌细胞表面展示，有可能生成全细

胞生物吸附剂，用于重金属中毒患者的临床治疗。467586［&9］

用 :*;.蛋白作锚定基团成功地实现了一种对镉具特定亲
合力的六肽在 $ < %&’! 细胞表面的展示。预测用 =->蛋白作
锚定蛋白的细菌表面展示技术将是重金属解毒剂研制开发

的一个重要研究方向。

& 促冻杀虫

对许多农业害虫来说，其越冬死亡率高低往往是决定翌

年危害程度的重要因素，压低越冬虫源基数是控制害虫发生

的有效措施［&?］。冰核细菌可降低虫体过冷却点、促进虫体

结冰而冻杀害虫，冰核细菌的促冻杀虫理论已确凿无疑，但

现在促冻杀虫研究中所用的野生型冰核细菌都难以应用冻

杀田间和仓储越冬害虫，因为这些冰核菌在害虫体内不能有

效定殖、易被害虫排出体外而失去冻杀效果，另外这些细菌

都是植物附生菌，在植物体上附生定殖能力强，田间施用后

易诱发霜冻，这些已成为阻碍促冻杀虫研究应用的国内外难

题。

唐朝荣［9］利用所克隆的 !"# 基因 !%()，构建了具广泛宿
主接合转移和 @#+转座功能的工程质粒 *ABC@#+C !%()，通过
接合转移将工程质粒导入阴沟肠杆菌 $"*(+&,#%*(+ %’&#-
%#(&D&E&和 &D9’99两个菌株中，并通过 @#+转座作用进一步
将 !%()整合到宿主菌染色体 ,-.上，构建成功冰核活性稳
定的促冻杀虫基因工程菌 F#G&E&)G6和 F#G9’99)G6。研究显示
这两个工程菌能显著提高害虫的过冷却点、可在害虫肠道有

效定殖，对害虫的低温冻杀效果明显。将饲菌后 HI的玉米
螟和棉铃虫在 J +K处理 H0，即有 %’L以上被冻死，而未经
工程菌处理的对照虫体则全部存活下来；J MK处理 H0，工
程菌处理虫体 &’’L被冻死，而对照玉米螟和棉铃虫中则分
别仅有 MDNL和 &ND?L被冻死。此外，两株工程菌尤其是

F#G9’99)G6在植物体上的附生定殖能力明显低于野生型冰核
细菌，这排除了在大田应用冻杀害虫时诱发霜冻的风险。该

研究结果创制出促冻杀虫新生物农药，为防除我国三北地区

重要越冬农林害虫和仓储害虫指出了一条切实可行的生防

新途径。

在我们进行促冻杀虫基因工程菌构建时，日本研究者

O5P5#5B6等［&N］也成功构建了促冻杀虫基因工程菌。但在他
们所构建的工程菌中，!"# 基因是以质粒形式存在于宿主菌

$"*(+&,#%*(+ %’&#%#(中，而在我们的研究中，!"# 基因 !%(.已整
合到工程菌的染色体上，!"# 基因稳定存在、杀虫活性更稳
定。考虑到田间施放时的生物安全性，我们目前正在开展生

物安全型促冻杀虫基因工程菌的构建，即借助微转座子

（4)#)CP85#/;A/A#）将 !"#基因整合到在虫体内可稳定定殖、在
植物体上难以附生定殖的细菌菌株的染色体 ,-.上。

’ 报告基因

与常规报告基因相比，用 !"#基因做报告基因有以下几
方面优点［&］：!活性检测所需的专门设备仅是一个低温酒精
槽，费用很低，检测方法方便快捷；"检测灵敏度高：其检测
灵敏度同荧光 QRS报告基因相当；#在 H个数量级的很宽范
围内，冰核数量与 !"#基因产物（冰蛋白）的表达量间呈对数
线性关系，因此可用冰核活性强弱来定性定量检测目标基因

的表达。

不过需要指出的是，应用 !"#基因作报告基因也有其局
限性［&］。首先是该报告基因只能在缺少内源 !"# 基因及其
它不能产生在 J %K以上具冰核活性的物质的生物体中应
用；值得庆幸的是，大多数微生物中都无 !"# 基因，也不产生
在 J %K以上具活性的冰核物质，在有 !"# 基因的菌株中，也
可通过基因取代来失活 !"# 基因。该报告基因的第二个不
足是：在某些细菌中，冰蛋白一旦合成，寿命较长，这对一些

试验来说反而不利。此外，冰核形成的温度限制也阻碍该报

告基因在 ?’K以上生长的微生物中应用。
’"! 研究植物(微生物互作
在根际土壤中，植物根系和微生物在不同时空格局上的

互作可能会影响到氮矿化和氮循环，因此该方面研究具有重

要意义。!56$68［&+］用 !"#基因作报告基因构建了两个 $+.!"!#
/(+,!%&’# 9%%T工程菌株作生物传感器，用来监测在正常土壤
微生物存在时根系周围的糖和氨基酸数量变化，研究显示用

这两个菌株可在微小空间上研究根际氮循环的机制。

’"& 研究营养元素利用［!)］

0(12&3&"#4 /;;<能利用多种细菌和真菌产生的含铁细
胞，UA;68用所构建的转录融合体 562C !"#7来监测一个 04(12-
&3&"#4 51*!2#菌株对铁元素的利用情况。 562C !"#7 系统是用
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!"#基因 !"#$作报告基因，基因的冰核活性表达受铁离子调
节启动子（ %&’）控制。用这种报告基因系统，研究者成功研
究了根际 ()*+’,-,"#) %+.!’#对铁离子的利用情况，研究显示
异源微生物分泌的含铁细胞增强了 ()*+’,-,"#) %+.!’# 对铁
离子的利用。

!"! 其它基因的研究

!"#基因作报告基因还成功地应用于 /0% 基因研究［!"，!#］

以及根际和叶围上某些细菌一些基因的活性监测［!$］。

# 病原微生物的高敏检测［$%］

细菌 !"# 基因还可应用于对食品和水质中沙门氏菌污
染的检测，%&’()*将 !"#基因整合到对沙门氏菌具特异性的
噬菌体中，然后将改造后的噬菌体加到待测的食品或水源样

品中，经培养后测定冰核活性。该法检测快捷、灵敏，在 !+"

个杂菌中含 !+个沙门氏菌或 !,-水中含 !+个沙门氏菌时
就可检测到。

& 作物抗寒育种

!"#基因在高等植物中的表达有可能为作物抗寒育种
提供新途径。许多研究显示［.!，..］：一些对体内结冰有一定

忍耐力的抗冻植物，只有在较高的零下温度结冰时才具有较

强抗寒能力，/012*［.3］对此作了理论解释：作物在较高温度下
结冰时，冰晶通过细胞非原质体（45&5’067）缓慢增长，胞内水
分也被逐渐“拉出”至胞外成冰，导致胞内溶液浓度上升、结

冰点下降，而深度过冷却与之不同，当细胞在深度过冷却下

自发成冰后，冰晶增长速度太快，使细胞来不及脱水，冰晶穿

透细胞，最终导致膜质破裂、细胞死亡。

由于多数植物细胞中不含有效的内源冰核，80)*79):;
等［.<］推测如 !"#基因能在植物细胞内有效表达并产生高活
性冰核，就会降低抗冻植物的过冷却能力，进而增强其忍耐

更低温度的能力。他们在研究中成功地将 !"# 基因 !"#$ 导
入冻害敏感型植物（烟草）和抗冻植物（ 1,2#"+- 3,--*0),"!)）
中，!"#$在两种转基因植物都得到表达，其中活性最强的转
基因植株的冰核浓度（ = !+>?@）高达 !++ 冰核A,B组织，结
冰温度从未转基因对照株的 = !.@提高到 = <@。但总的看
来，!"#$基因在植物体内的表达效率不高，为了避免深度过
冷却而最大限度地防止霜冻，结冰必须在 = <@以上发生，因
此利用 !"# 基因培育抗寒品种的研究还需很多工作要做。
为了提高转基因植物组织的冰点，可通过多种途径如增加

!"#$拷贝数，提高转录水平及转录稳定性，以及使 !"#$蛋白
有更稳定的细胞定位，或者改造 !"#$ 蛋白等手段使其在植
物体内更稳定。

’ 结 语

在国外，细菌冰核基因的应用研究已涉及多个领域和学

科，并显示良好应用前景。在连续 "次国家自然科学基金资
助下，中国农科院植保所生物冰核研究室最近也获得了细菌

冰核基因，在冰核基因应用促冻杀虫的研究中也取得重要进

展，首次将细菌冰核基因整合到宿主菌 4".*0,5#3.*0 32,#3#*染
色体 CD4上，构建成功冰核活性稳定、冻杀效果好的基因工
程菌，并已申请了国家专利。结合我国实际及已有研究基

础，建议今后应在以下两方面加强研究，力争有所突破。其

一，将其它杀虫基因（如 87毒蛋白基因）和细菌冰核基因结
合起来构建杀虫效果更好的双价或多价杀虫基因工程菌；在

作物生长季、昆虫取食期，利用其它杀虫基因发挥作用毒杀

害虫，待害虫进入越冬期、气温降到零下温度后，则利用冰核

基因发挥效力冻杀害虫。其二，应开展细菌冰核基因用作报

告基因的研究，以期构建操作性强的新型报告基因系统。
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