
!"卷#期
$%%%年&月

生 物 工 程 学 报

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

,-.
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

/-01-2 $%%%

收稿日期：!&&&3!$3!#，修回日期：$%%%3%"3!#。

基金项目：国家自然科学基金资助项目（4&#5%%46）。

"通讯作者，课题负责人。

棉铃虫颗粒体病毒增效蛋白基因!"#$%片段在大肠杆菌中的表达

欧 洋 孟小林" 徐进平
（武汉大学病毒研究所 武汉 64%%5$）

摘 要 以棉铃虫颗粒体病毒（3%,#0(4%*5++*6#1%*+7289:)(;<;=<2:;，简称>8?’）基因组@+A为模板，设计引物

BCD扩增病毒增效蛋白（E9F89G<9）基因，然后经7+0H／8&/H双酶切消化，得到#I端截短的约$J!K1增效蛋白基因片
段，再与.LE4%质粒连接，构建了重组表达载体.LE／E9C，转化大肠杆菌M!#（.DEB6），在HBN?诱导下表达出分
子量约为5OP!%4@的融合蛋白并命名为B5O，纯化的B5O包涵体显示了明显的增效活性，可提高AGM+B’对小
菜蛾幼虫的感染率$5JOOQ!4$J&$Q。
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昆虫杆状病毒增效蛋白（E9F89G<9）也称病毒
增效因子（’<28)-9F89G<97R8G/(2，’ES），是由某些
杆状病毒基因编码具有促进核型多角体病毒感染的

一类金属蛋白酶［!］，具酯酶活性［$］，而且能够提高

苏云金杆菌伴孢晶体对幼虫的毒力［4］。自N898T8
!&#&从美洲一星粘虫（8&%)9+,%/#+)$#5)$0/+，B:）

?’中分离出增效蛋白［6］，随后在粉纹夜蛾（:*#;
0"(5,)&#+$#）?’、棉铃虫?’、小菜粉蝶（8#%*#&*+;
5+%）?’、旋幽夜蛾（70(/(1*+66+/*#-(,##）?’ 和
舞毒蛾（<26+$/*#+9#&5+*）+B’ 以及东方粘虫
（8&%)9+,%/#+&%5+*+/+）痘病毒（E9/(0(.(U=<2:;，

EB’）［#!O］中发现了增效蛋白的存在。迄今关于增
效蛋白协同杀虫的作用方式，有两种观点，一是增效

蛋白具有蛋白酶活性，能够降解宿主中肠围食膜的

肠粘蛋白和糖蛋白，破坏了靶昆虫抵御病原微生物

的第一道防线，使病毒粒子更易进入中肠细胞；二是

介导病毒囊膜与中肠细胞质膜的融合。目前的研究

结果表明增效蛋白主要以第一种方式协同杀虫［&］。

>8?’增效蛋白基因的VDS大小为$5%"1.，
编码含&%$个氨基酸，分子量为!%6J"K@的蛋白
质。我们构建了>8?’-9F89G<9基因不同片段大小
的一系列表达载体，旨在探讨增效蛋白基因结构与

功能的关系。本文报道了该基因4I端$J!K1的片
段在大肠杆菌中的克隆与表达，并对表达产物的增

效活性作了初步研究。该项工作对于我国在生物防

治农林害虫的研究领域有着积极的理论及应用价

值。

# 材料与方法

#"# 实验材料
棉铃虫颗粒体病毒>8?’由美国汤姆·杰弗逊

大学微生物学及免疫学系W8<)<9X:博士赠送，质粒

.LE34%、大肠杆菌 M!#（.DEB6）购自LHA?E+公
司，限制酶、N6@+A连接酶等购自华美生物技术公
司，小菜蛾幼虫由武汉大学Y/研究室提供。

#"! 实验方法

#"!"# >8?’Z@+A的提取：参照文献［!%］的方法
进行。

#"!"! >8?’3-9F89G<9基因的BCD扩增：据已发
表>8?’3-9F89G<9基因序列［"］，设计引物为：
（!）#N?AAN?NNC?NNN?CNCNC?C?NN?NN（上游
引物），

（$）#ANACN?CA?N?NNCNCCCACNACNAAN（下游
引物，含有8&/H酶切位点）

引物由上海生工公司合成。>8?’3@+A模板

&6[预变性#0<9，BCD循环参数：&6[、"%;，#"[、

&%;，5$J#[、!O%;，循环4%次，最后5$J#[延伸

50<9。经电泳检测，得到单一的长约$J5K1的



!"#$%&’("’)*’基因片段。

!"#"$ 重组表达质粒+,-／-’.的构建：利用

!"#$%&’("’)*’/&’&内部有!"#0单一酶切位点，用

!"#0／$%&0双酶切质粒+,-%12和3.4产物，3.4
产物经!"#0／$%&0双酶切，产生25678（!"#$%&’%
("’)*’/&’&9:端片段）和;5<78（!"#$%&’("’)*’
/&’&1:端片段）的两个片段，25=>低熔点琼脂糖凝
胶电泳纯化回收;5<78的片段和双酶切消化的质粒
片段。用?@ABC连接酶于<6D水浴连接@(，转化
感受态细胞’(#)*+E<9（+4-3@），经CF+)*GG*’和

H"’"FI)*’双抗平板筛选得到阳性转化子。此构建
的重组质粒命名为+,-／-’.。

!"#"% +,-／-’.的酶切鉴定：重组质粒ABC分
别经$%&0，!"#0单酶切，,"-!0／.+/J!，01/0／

.+/J!双酶切，25=>琼脂糖电泳照相。

!"#"& -’("’)*’/&’&1:端;5<78片段的表达：挑
取重组子单菌落接种于9FKKL培养基中（CF+%
)*GG*’<22"/／FK和H"’"FI)*’;9"/／FK，下同）活
化过夜。活化菌液以<M;2稀释接种到<2FKKL
中，1@D培养1(，加03?#至终浓度<FFNG／K，

1=D诱导9(，取诱导9(和未诱导培养物各<FK，
收集菌体进行OAO%3C#-。

!"#"’ 表达产物的初步纯化：离心收集诱导后菌
体，加裂解液（92FFNG／K?P*Q%!.G+!RS2，2S<
FNG／KB".G，溶菌酶;F/／/菌体蛋白），溶菌酶

1=D<(，冰浴超声波破碎<2F*’，处理物上蔗糖梯
度12>#62>，@222（P／F*’）T@2F*’，取出白色包
涵体带，洗糖1次，将包涵体样品稀释后于透射电镜
下观察并照相，剩余样品@D保存备用。

!"#"( 生物测定：将C)B3$和纯化的包涵体表达
产物（命名为3=R）作<2倍稀释并用血球记数板记
数。设（<）B3$：即 C)B3$;5@1T<2630L／FK
（+NGI(&JP"*’)GUQ*N’8NJI，多角体）；（;）B3$V
<21WL：即C)B3$;5@1T<2630LV3=R<5;T<21

WL／FK（N))GUQ*N’8NJI，包涵体）；（1）B3$V
<2@WL：即C)B3$;5@1T<2630LV3=R<5;T<2@

WL／FK；（@）B3$V8")X&P*"G+PNX&*’，即 C)B3$
;5@1T<2630L／FKV未诱导菌体蛋白<"/；（9）健
康幼虫对照，仅喂食新鲜菜叶。将小菜蛾;#1龄幼
虫单虫饲养于;@孔.NQX"P!Y细胞培养皿中，将上述
（<）、（;）、（1）、（@）分别制备处理液922"K，涂抹于
洗净的新鲜菜叶表面，待菜叶晾干，把菜叶剪成大小

一致的若干小叶片，放置于每孔细胞皿中，幼虫取食

@R(后，更换新鲜菜叶。逐日记录死亡和存活虫数。

# 实验结果

#"! 重组表达质粒)*+／+,-的构建与酶切鉴定
重组表达质粒+,-／-’.的构建过程如图<。

根据已报道的!"#$增效基因序列及+,-Z-’.
的构建过程。+,-／-’.经$%&0单酶切，应得95978
的片段，宿主菌自身携带有质粒+4-3@（15=78），

+4-3@上具有$%&0的两个识别位点，经$%&0单酶
切，得;5R78和25[78片段；+,-／-’.经,"-!0／

.+/J!双酶切，得15@78和;5<78的片段，+4-3@
具有.+/J!单一酶切位点，无,"-!0酶切位点，
经.+/J!单酶切，得15=78的片段；+,-／-’.经

01/0／.+/J!双酶切，应得@5678和25[78的片
段，+4-3@上无01/0酶切位点，有.+/J!单一酶
切位点；凝胶电泳结果与预期相符。结果如图;。

图< 重组表达质粒+,-／-’.的构建

\*/5< .N’QXPU)X*N’N]X(&P&)NF8*’"’X+G"QF*J+,-／-’.

图; +,-／-’.的酶切鉴定

\*/5; 0J&’X*]*)"X*N’N]P&)NF8*’"’X+G"QF*J+,-／-’.
*̂X(P&QXP*)X*N’&’_IF&J*/&QX*N’

E：$／.+/J!F"P7&P；<S+,-／-’.V$%&0；

;S+,-／-’.V!"#0；1S+,-／-’.V,"-!0／.+/J!；

@S+,-／-’.V01/0／.+/J!；9S+,-（+4-3@）V$%&0
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!"! 增效基因的表达及表达产物的纯化
表达产物的!"#$%$&’()*如图+。结果表

明，含重组质粒的!"#$%&,!-菌表达了含增效蛋
白.&端/"0个氨基酸，共/0"个氨基酸的融合蛋
白。根据氨基酸序列推算的融合蛋白分子量为

/12!/3!"+%（命名为’/1），$%$&’()*结果显示融
合蛋白的分子量约为/14%，电泳结果与预计的相
符。

图+ 56*／*7.在大肠杆菌中表达及
纯化产物的$%$&’()*分析

89:2+ $%$&’()*;7;<=>9>?@ABC?DE97;7F
5<;>D9G56*／*7.BH5AB>>9?7;7G

5IA9@9BG5A?GICF97!"#$%&,!-（5J*’K）>FA;97
,：’A?FB97D;A4BA；!、0、+LM;CFBA9;<5A?FB97；

KL’I79@9BG?CC<I>9?7E?G=；-、N、/LO’P)97GICBG-Q

外源蛋白在大肠杆菌中高水平表达，常导致形

成包涵体。溶菌酶&超声波处理诱导表达菌体，经蔗
糖梯度离心得白色包涵体带，洗糖离心得纯净的包涵

体，在透射电镜下可见形状不规则的包涵体（图K）。

图K ’/1形成的包涵体

89:2K RCC<I>9?7E?G=@?ADBGE=’/1（!/430"",30）

!"# $%&对’()$*的增效活性
结果如表!。未诱导菌体蛋白S(CT’U混合

感染小菜蛾幼虫，并未提高(CT’U对小菜蛾的感
染死亡率。(CT’U（02K+3!"N’OM／DV）分别与!20
3!"+RM／DV，!203!"KRM／DV的包涵体混合感染，
可提高(CT’U对小菜蛾幼虫感染率0/211#!
+02W0#。从表!中可以看出(CT’U对菜蛾幼虫
感染率并不随包涵体浓度的提高而提高，这一结果

与刘平的报道［!0］相类似。包涵体的浓度与杀虫效

率之间量比关系如何有待于进一步的研究。

# 讨 论
原核系统表达增效蛋白而言有如下优点：" 成

本低，产量高，增效蛋白作为辅助剂应用于病毒生物

防治，可降低病毒用量。# 增效蛋白在大肠杆菌中
高效表达，形成包涵体，通过离心从粗制细胞裂解液

中可分离纯化，而且包涵体较稳定，易于保存。$
拓宽病毒杀虫谱。构建携带增效蛋白基因的重组病

毒，该病毒本身具有一定的宿主范围，只有在其宿主

内增殖并表达增效蛋白，才起到协助T’U感染的
作用，限制了重组病毒的应用范围，而增效蛋白无此

局限性。XYRT)Z［!!］等构建了携带 P7)U&B7&
Q;7C97

表+ $%&对’()$*感染小菜蛾的增效活性

,-./0+ ,10234056378$%&74’()$*-6-942::10/-5;-078!"#$%""&’(")*$%""&

T’U（!"N）
T’U（!"N）S

RM（!"+）
T’U（!"N）S

RM（!"K）
T’U（!"N）SM;CFBA9;<

5A?FB97（!%:）
[;FBAC?7FA?<

TIDEBA?@<;A\;BFAB;FBG ++ +W +" +N +N

.?AABCFD?AF;<9F=?7FQB!!FQ

G;=5?>F&97@BCF9?7／#
-"2+" 1+200 /12!1 -!21/ 12++

基因的(C,T’U重组病毒株，他们的研究发现当

*7Q;7C97:B7B在(C,T’U中大量表达时，重组病
毒(C,T’U多角体产量大为降低，形态上也比野

生型病毒多角体小得多，*7Q;7C97:B7B的表达干扰
了多角体的正常形成。

M9>C?@@［W］等对’I)U&Y、Y;)U、P7)U和VG,&
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!"#的增效蛋白氨基酸序列进行了同源性比较分
析，发现有$个区域氨基酸相同性大于%&’，而总
的氨基酸相同性仅有()’。我们在!"#$%&*+%中
表达的融合蛋白含有,-.#/01蛋白2/端3&(个氨
基酸，表达的外源蛋白含有,-.#/01蛋白的4个
相对保守区。生物活性测定结果表明该外源蛋白可

促进56*!"#感染小菜蛾，实验中设置了未诱导
菌体蛋白和56*!"#混合感染对照，此对照的感
染后+&7校正死亡率与单独的56*!"#感染校正
死亡率基本一致，表明菌体蛋白并无干扰协同杀虫

作用。

增效蛋白可增强苏云金杆菌伴孢晶对幼虫的毒

力［4］。目前我国正在大力推广转基因棉种植，将89
伴孢晶体蛋白基因转入产棉植株，早期植株分泌89

毒素能力旺盛，可有效抑制棉铃虫，但后期植株分泌

89毒素能力下降，对棉铃虫的杀虫效果也随之降
低。棉铃虫增效蛋白的研究工作可望用于弥补转基

因棉后期分泌89毒素不足的缺陷，提高棉株抗虫能
力。将棉铃虫增效蛋白与棉铃虫!"#防治棉铃虫
的研究工作相结合，提高,-!"#杀虫效率，将开辟
一条防治棉铃虫危害的新路径。

增效蛋白不仅能提高杆状病毒杀虫效率，而且

在拓宽害虫综合防治的领域方面显示出诱人的前

景。研制和开发无公害的高效生物杀虫剂以逐步减

少化学农药用量，是今后农林害虫综合防治的发展

趋势，增效蛋白的作用特点，将在这方面显示出积极

的应用潜力。
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