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摘  要: 【目的】构建组成性表达贵阳腐霉 Pr1 基因的载体 pCambia-hph-Pr1, 转化贵阳

腐霉, 以获得高毒力的基因工程转化菌株。【方法】以双元载体 pCambia-Pnos-PNN-hph
为基本骨架，将 Pr1 基因置于组成型启动子 PgpdA 和终止子 TtrpC 之间, 获得含 Pr1 基

因的表达元件。以贵阳腐霉菌丝体为受体材料，利用根癌农杆菌介导的遗传转化法转化

贵阳腐霉，观察转化株的生物学特征和灭蚊毒力。【结果】转化株的菌丝生长速度和游动

孢子产量与野生株无显著性差异。生物测定表明转化株对蚊幼虫平均致死率达到 32.9%, 
比野生株提高了约一倍,并且使受试蚊幼虫生长速度明显减缓。【结论】利用根癌农杆菌介

导的遗传转化获得了遗传稳定的高毒力菌株。 
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Abstract: [Objective] To construct a constructive expression vector pCambia-hph-Pr1 con-
taining a Pr1 ORF of Pythium guiyangense for transformation of the fungus to get a genetic 
recombinant strain with enhanced virulence against mosquito larvae. [Methods] The Pr1 gene 
expression vector was constructed using a binary vector as basic frame, and Pr1 gene was 
placed between promoter PgpdA and terminator TtrpC. The recombinant strains were obtained 
by Agrobacterium-mediated transformation system, with P. guiyangense mycelia as acceptor, 
using vector pCambia-hph-Pr1 containing hygromycin B resistance gene as marker. The 
biological characteristics and virulence to Culex larvae of the transformant were observed. 
[Results] No distinct difference was found between wild-type stain and transformant in terms 
of growth rate and zoospore yield. A transformed strain of the fungus with significantly im-
proved virulence was achieved. It caused an average larval death rate of 32.9% which was ap-
proximately double that of wild-type stain. Besides, the larvae exposed to transformant grew 
obviously slower. [Conclusion] A genetically stable strain with higher virulence was obtained 
by constitutive expression of Pr1 protease through Agrobacterium-mediated transformation. 

Keywords: Biocontrol, Constructive expression, Virulence against Culex larvae 

贵阳腐霉 Pythium guiyangense 是贵阳医学院

于 1994 年分离得到的一株灭蚊真菌[1]。经课题组

实验研究证实它具有灭蚊能力强、繁殖速度快、

易于人工培养[2]、可移植性强以及对非靶生物相

对安全等诸多优点[3−4]。然而, 和其它昆虫病原真

菌一样, 贵阳腐霉也具有毒力不稳定、击倒害虫

所需时间较长、对环境依赖性强以及长期人工传

代菌株退化等缺点, 要将其开发成生物防治剂, 

真正用于蚊虫生物防治, 目前还有许多工作要

做。在基因工程技术广泛应用于生物遗传改造的

今天, 采用基因转化技术培育新菌株是可行的。 

昆虫病原真菌入侵靶标昆虫过程中分泌一系

列蛋白质酶、几丁质酶和脂酶等体壁降解酶降解

昆虫体壁, 与菌丝产生的机械压力协同作用, 穿

透昆虫体壁并在虫体内寄生, 耗竭昆虫营养, 甚

至产生次生代谢产物, 从而导致靶标昆虫的死亡。

在此过程中 , 类枯草杆菌蛋白酶(Subtilisin-like 

protease, Pr1)是降解昆虫体壁的重要参与者[5]。

St. Leger 将构巢曲霉组成性启动子控制下的多拷

贝金龟子绿僵菌 Pr1 基因转入绿僵菌基因组, 在

烟草天蛾血淋巴中实现高效表达, 增强了绿僵菌

的毒力, 使杀虫时间缩短了 25%, 并使虫体取食

能力大大降低[6]。该结果表明, Pr1 蛋白酶基因在

绿僵菌中的超表达可以明显提高该菌的毒力。本

课题组前期克隆得到 1 519 bp 的贵阳腐霉 Pr1 蛋

白酶基因序列, 其中包含一个 969 bp 的完整的开

放阅读框[7]。在此基础上, 我们希望利用基因工程

技术将贵阳腐霉的 Pr1 蛋白酶基因转入贵阳腐霉

中超量表达, 以期获得高毒力的工程菌。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  菌种与质粒: 贵阳腐霉来源于贵阳医学院

蚊虫生物防治实验室; 根癌农杆菌 LBA4404 和质

粒 pUC18 由贵州大学赵德刚教授惠赠; pSK-hph

由西南大学生物技术研究中心张永军教授惠赠; 
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pAN7-1 由黄隽老师惠赠; pCambia-Pnos-PNN-hph

由本实验室构建[8]; 引物合成与测序由上海英骏

(Invitrogen)公司完成。 

1.1.2  蚊虫: 实验所用蚊幼虫为本实验室驯化后传

代饲养的致倦库蚊 Culex quinquefasciatus 贵阳株。 

1.1.3  常用培养基: KPYG2 培养基(g/L): 蛋白胨 
1.50, 酵母浸出粉 1.50, 葡萄糖 3.00, 胆固醇 
0.025, 氯化钙 0.11, 玉米油 1.00。基本盐培养基

(g/L): MgSO4·7H2O 0.3, KH2PO4 0.3, NaCl 0.3, 
葡萄糖 5.0。诱导培养基(g/L): MgSO4·7H2O 0.3, 
KH2PO4 0.3, NaCl 0.3, 几丁质 2.0, 蝉蜕 2.0, pH 
6.0。YEP 培养基(g/L): 蛋白胨 10.0, 酵母提取物

10.0, 氯化钠 5.0, pH 7.2。IM 培养基(g/L): KH2PO4 
1.45, K2HPO4 2.05, NaCl 0.15, MgSO4·7H2O 0.50, 
(NH4)2SO4 0.50, CaCl2 0.07, FeSO4·7H2O 0.003, 
C6H12O6·H2O 1.80, 甘油 5 mL, 蒸馏水定容至

940 mL, 1×105 Pa 高压灭菌 20 min, 冷却后

加入滤过除菌的 40 mL 1 mol/L MES 和 20 mL 
10 mmol/L 乙酰丁香酮(AS)。 
1.1.4  主要试剂: Taq 酶、dNTP、T4 DNA 连接

酶、各限制性内切酶、CIAP、DNA marker 等购自

TaKaRa 公司。琼脂糖凝胶回收试剂盒、DNA 纯化

试剂盒、质粒提取试剂盒、潮霉素 B 等抗生素购

自 Solarbio 公司。底物 Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA、

左旋多巴(L-3,4-dihydroxyphenylalanine, L-DOPA)
等购自 Sigma 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  贵阳腐霉 Pr1 基因的克隆: 根据贵阳腐霉

Pr1 蛋白酶基因序列(序列分析无内含子)自行设

计引物 pr1-F: 5′-CGCGGATCCGACCCATTCCG 

AAAGTCCAAG-3′, 5′端引入 BamH Ⅰ酶切位点; 
pr1-R: 5′-GGAAGATCTTACAACCGTCCTCCTAA 
CAC-3′, 5′端引入 Bgl Ⅱ酶切位点。尿素法提取贵

阳腐霉基因组 DNA[9], 以其为模板, 扩增 Pr1 基因

片段。PCR 反应条件: 94 °C 5 min; 94 °C 45 s, 59 °C 

1 min, 72 °C 1 min, 共 30 个循环; 72 °C 10 min。 

1.2.2  组成性表达载体 pCambia-hph-Pr1 的构

建: 用限制性内切酶 Hind Ⅲ和 BamH Ⅰ酶切质

粒 pSK-hph, 回收 TtrpC 片段(770 bp), 与用相同

酶切的质粒 pUC18 连接转化, 重组载体命名为

pUC18-TtrpC。以贵阳腐霉基因组 DNA 为模板扩

增 Pr1 片段, 切胶回收, 以限制性内切酶 BamH Ⅰ

和 Bgl Ⅱ双酶切, 得到 Pr1 片段(1 100 bp), 与相

同酶切的载体 pUC18-TtrpC 连接转化, 重组载体

命名为 pUC18-TtrpC-Pr1。以质粒 pAN7-1 为模板, 

扩增 PgpdA 片段(约 2.1 kb), 回收该片段, 用

KpnⅠ和 BamH Ⅰ酶 切 , 与 相 同 酶 切 的 载 体

pUC18-TtrpC-Pr1 连接 , 命名为 pUC18-PgpdA- 

pr1-TtrpC。用 Hind Ⅲ单酶切 pUC18-PgpdA-Pr1- 

TtrpC, 回 收 约 4.0 kb 片 段 , 与 相 同 酶 切 的

pCambia-Pnos-PNN-hph 连接转化。获得组成性表

达 Pr1 的载体 pCambia-hph-Pr1, 冻融法转入根癌

农杆菌 Agrobacterium tumefaciens LBA4404 中[10], 

−70 °C 保存。 

1.2.3  根癌农杆菌介导的 Pr1 基因在贵阳腐霉的

遗传转化: 按龙朝钦等[11]方法稍改动。取含质粒

pCambia-hph-Pr1 的 LBA4404 过夜培养物, 用含

200 μmo1/L AS 的 YEP 液体培养基 28 °C 振荡培

养 6 h 后, 与贵阳腐霉菌丝混合, 26 °C 培养 24 h。

弃上清, 加入含 200 μmo1/L AS 的 IM 培养基, 

26 °C 培养 48 h。悬浮沉淀, 将该混合物涂布到

KPYG2 平板上(含 200 mg/L 潮霉素 B 和 200 mg/L

头孢霉素), 26 °C 培养直至抗性菌丝长出。 

1.2.4  潮霉素抗性基因 hph 的 PCR 检测: 引物

hphR: 5′-TTCGATGTAGGAGGGCGTGGAT-3′; 
hphF: 5′-CGCGTCTGCTGCTCCATACAAG-3′。分

别以贵阳腐霉野生株和转化株基因组 DNA 为模板

进行 PCR 扩增。PCR 条件: 94 °C 4 min; 94 °C 45 s, 

60 °C l min, 72 °C 1.5 min, 共 35 个循环; 72 °C 

10 min。 

1.2.5  Pr1 蛋白酶活性测定: 野生株和转化株
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分别在诱导培养基和基本盐培养基中振荡培养

24 h。取培养液 4 °C、13 000 r/min 离心, 上清液

即为粗酶液。利用专一性短肽底物 Suc-Ala-Ala- 

Pro-Phe-pNA 进行 Pr1 蛋白酶活性测定[12]。酶活

单位定义为在 pH 8.0、28 °C 条件下, 每分钟每毫

克总蛋白的 A410 增加 0.1 所需的酶量。考马斯亮

蓝法测定蛋白含量, 计算比酶活。 

1.2.6  游动孢子的诱发与计数: 接种贵阳腐霉于

KPYG2培养基上培养 7 d 后, 30 mL 灭菌蒸馏水中

放入直径 15 mm 的 2 个菌丝块, 25 °C 静置 24 h, 

轻摇烧瓶, 取 50 µL 液体并加入 10 µL 棉蓝染液, 

混匀, 放置 10−15 min。显微镜下计数游动孢子[2]。 

1.2.7  生物测定－灭蚊实验: 贵阳腐霉接种于

KPYG2 培养 7 d 后。取塑料杯, 盛入 100 mL 水,

加入 25 只二龄致倦库蚊幼虫和直径为 15 mm 的

2 块菌丝块, 加入 6 滴 4%兔肝粉悬液。设空白对

照。每天观察一次, 取出死亡幼虫镜检, 体内有

菌丝者即为感染幼虫; 无菌丝者保湿培养 24 h 再

镜检, 如有菌丝亦为感染。连续观察 10 d[2]。 

1.2.8  感染蚊虫酚氧化酶的测定: 取贵阳腐霉

转化株和野生株处理 5 d 的蚊幼虫各 20 只, 加入

pH 6.0 的磷酸盐缓冲液 1 mL, 冰上研磨。4 °C、

12 000 r/min 多次离心, 最终所得澄清液即为蚊

虫粗酶液。酚氧化酶活性测定: 取粗提液 100 μL, 

再加入 0.01 mol/L 反应底物 L- DOPA 100 μL。一

个酶活单位定义为室温下每分钟每毫克总蛋白

的 A490 改变 0.001 所需的酶量。 考马斯亮蓝法测

定蛋白含量, 计算比酶活[13]。 

1.3  统计学处理 
实验数据经 SPSS 11.5电脑统计软件分析处理。 

2  结果 

2.1  Pr1 组成性表达载体 pCambia-hph-Pr1 的

构建与酶切验证 

按方法 1.2.1 扩增贵阳腐霉 Pr1 基因片段, 获

得大小约 1 100 bp 的片段, 与预期片段大小一

致。测序结果经 BLAST 比对与贵阳腐霉 Pr1 已

知序列相同。按方法 1.2.2 构建了以潮霉素抗性

基因 hph 为筛选标记, 将目的基因 Pr1 置于真菌

组成性启动子 PgpdA 之下 , 构建了表达载体

pCambia-hph-Pr1 ( 图 1) 。 用  BamHⅠ 酶 切

pCambia-hph-Pr1 进行验证, 切下大小分别约为

16.3 kb 和 2.8 kb 的条带(图 2), 与载体酶切位点和

预期片段大小相符。将该载体导入根癌农杆菌

LBA4404 菌株中, 用于贵阳腐霉的遗传转化。 
 

 
图 1  pCambia-hph-Pr1 载体结构示意图 
Fig. 1  Diagram of the pCambia-hph-Pr1 vector 
 

 
图 2  酶切重组质粒 pCambia-hph-pr1 
Fig. 2  The restriction map of the vector pCam-
bia-hph-pr1 digested by BamH Ⅰ 
注: M: DNA 分子量标准; 1: BamH Ⅰ酶切 pCambia-hph-pr1

酶切产物. 
Note: M: Marker wind rang marker 500−15 000; 1: The prod-
uct of pCambia-hph-pr1 digested by BamH .Ⅰ  
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2.2  贵阳腐霉转化株的获得及鉴定 
按 1.2.3 方法, 在选择培养基上培养 2−3 d, 

可见贵阳腐霉菌丝生长。随机挑取这些潮霉素抗

性菌丝转接至新的含有 200 mg/L 潮霉素 B 的选

择培养基上时, 正常生长的菌丝体初步确定为转

化子。提取抗性菌株基因组 DNA, 以基因组 DNA

为模板, 潮霉素抗性基因设计的引物进行 PCR 检

测, 电泳如图 3 显示, 贵阳腐霉野生型菌株没有扩

增到特异性条带, 而抗性菌株均扩增到约 780 bp

的目的条带。 

 

 
图 3  PCR 扩增潮霉素抗性基因 hph 验证转化子 
Fig. 3  PCR analysis by amplifying hph gene of trans-
formant 
注: M: DNA 分子量标准; 1: 质粒 pCambia-hph-Pr1; 2、3、

4: 转化株; 5: 野生株. 
Note: M: 200 bp DNA ladder ; 1: Plasmid pCambia-hph-Pr1 ; 
2, 3, 4: Transformants; 5: Wild-type strain. 

 
2.3  贵阳腐霉转化株的稳定性检测 

将转化子在不含潮霉素 B 的 KPYG2 培养基

上培养, 连续转接 10 代, 然后再接种到含有不同

浓度潮霉素的培养基上培养, 测量 72 h 后菌落直

径[14]。贵阳腐霉野生株生长随着潮霉素 B 浓度的

增高受到抑制, 当潮霉素 B 浓度达到 150 mg/L

时, 生长完全受到抑制。贵阳腐霉转化株的生长

情况与潮霉素 B 浓度无相关性, 与野生株在非选

择培养基上的生长状况无明显差别(表 1), 表明

转化子是可以稳定遗传的。 

表 1  贵阳腐霉野生株与转化株对不同浓度潮霉素

B 处理下菌落生长直径 
Table 1  Colony diameters of wild-type stain and 

transformant on agar plates with different concentra-
tions of hygromycinB 

菌丝圈直径 
Colony diameters (cm)  潮霉素 B 浓度

Concentration of hygro-
mycin B (mg/L) 

野生株  
Wild-type 

stain 

转化株 
Transformant

0 6.98±0.15a 6.99±0.08 
50 4.82±0.09b 6.98±0.10 
100 1.82±0.22c 6.95±0.04 
150 0c 7.04±0.06 
200 0c 6.94±0.07 
300 0c 6.95±0.07 

注: 同一列中带有不同字母的数据间的差异有统计学意义, 

P＜0.05. 
Note: There is significant difference between data followed by 
different letters in the same array, P＜0.05. 

 
2.4  转化株 Pr1 蛋白酶分析 

在含蝉蜕的诱导培养基中, 转化株的 Pr1 蛋

白酶活性水平略高于野生株, 但统计学分析无显

著性差异。在含葡萄糖的基本盐培养基(非诱导培

养基)中转化株产生的 Pr1 蛋白酶水平显著高于

野生型菌株(表 2)。 
 

表 2  诱导培养基中和基本盐培养基中贵阳腐霉野

生株和转化株的 Pr1 蛋白酶活性 
Table 2   Pr1 activity of wild-type stain and trans-

formant in induction medium of cicada cuticle and in 
basic salt medium supplemented with 0.5% glucose 

Pr1 蛋白酶比酶活 
Pr1 activity [U/(mg·min)] 菌株 

Strain 诱导培养基 
Medium of cicada 

cuticle 

基本盐培养基 
Basic salt medium

野生株 
Wild-type stain

109.39±21.40 21.40±4.76a 

转化株 
Transformant 

141.95±12.31 104.58±13.07b 

注: 同一列中带有不同字母的数据间的差异有统计学意义, 

P＜0.05. 
Note: There is significant difference between data followed by 
different letters in the same array, P＜0.05. 
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2.5  贵阳腐霉转化株菌丝游动孢子产量 
统计学分析表明野生株与转化株的游动孢子

产量没有显著性差异(表 3)。 
 

表 3  贵阳腐霉野生株与转化株的游动孢子产量 
Table 3   Zoospore production of wild-type stain 

and transformant 
菌株 
Strain 

游动孢子产量 
Zoospore production (×103/mL) 

野生株 
Wild-type stain 

2.43±0.25 

转化株 
Transformant  

2.27±0.73 

 
2.6  贵阳腐霉转化株灭蚊毒力检测 

转化株的平均灭蚊效果比野生株灭蚊效果增

强了近一倍, 达到约 33%, 其中最高能达到约

54.7%, 两者比较差异有显著性意义。对蚊幼虫化

蛹率的统计分析表明, 转化株处理的幼虫化蛹率

显著低于野生株和空白对照处理的幼虫(表 4)。死

亡蚊幼虫镜检观察, 对照组死亡蚊幼虫尸体肿胀

发白, 表面无菌丝生长。野生株处理组死亡蚊幼

虫尸体弯曲, 94%尸体表面有菌丝体生长。转化株

处理组死亡蚊幼虫尸体明显黑化, 仅 5.4%尸体表

面可见菌丝体生长。 
 

表 4  贵阳腐霉野生株与转化株杀虫活性和化蛹率
Table 4  Insecticidal activity and pupation rates of 
wild-type stain and transformant to Culex qunquifa-

ciatus larvae 

菌株 
Strain 

蚊幼虫死亡率  
Mortality of mos-
quito larvae (%) 

化蛹率 
Pupation  
rates (%) 

空白对照 
Blank control 

0.7±1.2a 98.52±1.22a 

野生株 
Wild-type stain 

16.7±13.0b 94.82±0.95a 

转化株 
Transformant  

32.9±19.2c 36.12±1.47b 

注: 同一列中带有不同字母的数据间的差异有统计学意义, 
P＜0.05. 
Note: There is significant difference between data followed by 
different letters in the same array, P＜0.05.  

2.7  贵阳腐霉转化株对蚊幼虫体酚氧化酶活

性的影响 
贵阳腐霉野生株和转化株处理的蚊幼虫, 其

酚氧化酶活性显著高于空白对照组, 而转化株处

理的蚊幼虫酚氧化酶活性数据高于野生株, 但差

异不显著(表 5)。 
 

表 5  贵阳腐霉野生株和转化株处理 
蚊幼虫酚氧化酶活力 

Table 5  Phenoloxidase activity of Culex larvae after 
being exposed to wild-type strain and transformant 

菌株 
Strain 

酚氧化酶比酶活 
Phenoloxidase activity 

[U/(mg·min)] 
空白对照 

Blank control 
4.63±0.12a 

野生株 
Wild-type stain 

8.90±0.15b 

转化株 
Transformant  

10.48±0.46b 

注: 带有不同字母的数据间的差异有统计学意义, P＜0.05. 
Note: There is significant difference between data followed by 
different letters , P＜0.05.  

3  讨论 

本实验中获得了遗传稳定的贵阳腐霉转化

株, 在非诱导培养基中产生 Pr1 蛋白酶活性显著

高于野生株, 说明转入的 Pr1 蛋白酶基因在非诱

导的条件下能够组成性的表达。而在蝉蜕诱导培

养基中, 转化株的 Pr1 蛋白酶活性虽然在数据上

要高于野生株, 但统计学分析表明这种差异不显

著。这与方卫国研究球孢白僵菌组成性表达类枯

草杆菌蛋白酶基因 CDEP-1 及几丁质酶基因

Bbchit-1 工程菌株的结果相似[15]。这有待于采用

实时荧光定量 PCR 或者 Western-Blotting 等方法

进一步验证, 以检测在基本盐和诱导培养基的条

件下, 贵阳腐霉野生型菌株和转化株 Pr1 基因转

录 mRNA 或表达 Pr1 蛋白酶水平的差异。游动孢

子是贵阳腐霉产生的侵染蚊幼虫的单细胞结构, 

结果显示转入的 Pr1 基因并未影响贵阳腐霉的产



762 微生物学通报 2012, Vol.39, No.6 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

孢能力和生长能力。 

2007 年贵阳腐霉野生型菌株对致倦库蚊幼

虫的生物测定显示, 其感染率为 23.7%±13.0%[2],

与最初分离时比较有显著降低。而目前, 贵阳腐

霉野生型菌株对致倦库蚊幼虫的感染率仅为

16.7%±13.0%。在长期实验室人工传代培养的过

程中, 菌株毒力退化明显。因此我们期望采用菌

株复壮、细胞工程和基因工程技术等技术以提高

菌株的毒力。利用根癌农杆菌介导的 Pr1 基因在

贵阳腐霉的遗传转化方法, 获得的转化株处理的

蚊幼虫死亡率明显提高。我们推测了以下几个原

因: (1) 在贵阳腐霉的野生型菌株, Pr1 蛋白酶基

因需要在昆虫体壁的诱导下才能表达, 因此只有

在游动孢子附着在昆虫体壁上时, 分泌 Pr1 蛋白

酶作用昆虫体壁局部。而转化株可组成性表达

Pr1 蛋白酶, 在游动孢子附着前可能已表达 Pr1 蛋

白酶, 而游动孢子附着后也诱导 Pr1 蛋白酶的产

生 , 使其更快速入侵并萌发生长 , 耗竭昆虫营

养。(2) 入侵后的转化株在昆虫血腔内仍然组成

性表达 Pr1 蛋白酶, 可能破坏寄主的正常生理活

动, 降低其免疫力。(3) St. Leger 提出在感染昆虫

晚期, 当酚氧化酶水平明显降低的时候才在血淋

巴中产生 Pr1, 显示出酚氧化酶具有抵抗 Pr1 的蛋

白水解作用[6]。在转化株处理蚊幼虫过程中, 产

生了更多的酚氧化酶, 以抑制超表达的 Pr1 蛋白

酶的水解作用, 同时, 酚氧化酶水平升高也导致

了其氧化后醌水平的升高, 引起蚊幼虫醌中毒。

染病的蚊幼虫, 取食量下降, 生长速度明显减缓, 
最终死亡。转化株处理的蚊幼虫的酚氧化酶活性

数值虽然高于野生株处理组, 但是差异不显著, 

这与 St. Leger 的结果不一致。可能是由于 St. 

Leger 采用直接注射 Pr1 蛋白酶, 且烟草天蛾幼虫

体积大, 易于获取足量的血淋巴用于检测, 而蚊

幼虫(孑孓)体积小, 难以获得足够测试数量的血

淋巴。因而我们采用孑孓的整体研磨液, 得到的

粗酶液里包含了血浆、血细胞、表皮和组织中的

PO, 因此检测的是总 PO 活性。这也可能是导致

贵阳腐霉无论野生型抑或转化菌株对蚊幼虫的

杀灭效率偏低的原因。 
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