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　　摘要：将苏云金芽孢杆菌Ｃｒｙ３Ａ类抗虫基因经ＢａｍＨⅠ、ＳａｌⅠ双酶切后与植物表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｃ６连接，
构建ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｃ６－Ｃｒｙ３Ａ重组表达载体，将其转化到农杆菌ＬＢＡ４４０４中，同时进行双酶切、测序及 ＰＣＲ鉴定。
结果表明：双酶切及测序产物与预期扩增片段相符，重组表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｃ６－Ｃｒｙ３Ａ构建成功；农杆菌
ＬＢＡ４４０４中含有重组质粒，成功构建了Ｃｒｙ３Ａ农杆菌基因工程菌株。
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　　柳树是我国沿海滩涂重要的绿化造林树种之一，当单品
种大面积造林时，会造成柳树害虫大面积发生。在江苏南通

地区对柳树造成严重危害的是食叶害虫柳蓝叶甲（Ｐｌａｇｉｏｄｅｒａ
ｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒａ），它属鞘翅目叶甲科，成虫咬食柳树叶片造成缺刻
或孔洞；幼虫多聚集危害幼嫩叶片，高龄幼虫少有单独为害成

熟叶片，发生严重时叶片幼虫可高达３０多头／张，危害严重时
能食光柳树初生的嫩芽及嫩叶，影响柳树正常生长，造成严重

的经济损失。传统的化学防治方法存在很多弊端，如污染环

境，能使害虫产生耐药性［１］。在基因工程技术飞速发展的今

天，转基因技术已成为柳树害虫防治的关注焦点。

本研究针对柳树严重的虫害现象，选用 Ｃｒｙ３Ａ类抗鞘翅
目害虫基因［２］，构建抗虫植物表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｃ６－
Ｃｒｙ３Ａ，重组表达载体经 ＰＣＲ、双酶切及测序鉴定正确后转入
农杆菌制备基因工程菌，为今后进行转基因抗虫耐盐柳树育

种和耐盐柳树抗虫效用研究奠定坚实基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　质粒和菌种　大肠杆菌 ＤＨ５α，根癌农杆菌
ＬＢＡ４４０４、ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｃ６植物表达载体均由北京林业大
学生物科学与技术学院提供，含有目的基因的质粒 ｐＵＣ５７－
Ｃｒｙ３Ａ由中美泰和生物技术（北京）有限公司合成。
１．１．２　酶和生化试剂　限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ和 ＳａｌⅠ，Ｔ４
ＤＮＡ连接酶、ＴａｑＤＮＡ酶［购自生工生物工程（上海）股份有
限公司］。胶回收试剂盒及 ＰＣＲ产物回收试剂盒［购自宝生
物工程（大连）有限公司］。卡那霉素与 ＬＢ培养基所用的胰
蛋白胨（ｔｒｙｐｔｏｎ）、酵母浸膏（ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ）、氯化钠琼脂等［购
于生工生物工程（上海）股份有限公司］。

１．２　方法
１．２．１　重组表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｃ６－Ｃｒｙ３Ａ的构建　
ｐＵＣ５７－Ｃｒｙ３Ａ质粒和 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｃ６质粒载体经大量
提取与纯化后，分别用 ＢａｍＨⅠ、ＳａｌⅠ双酶切，酶切产物经
１％ＴＡＥ琼脂糖凝胶电泳，分别回收 ｐＵＣ５７－Ｃｒｙ３Ａ小片段和
ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｃ６大片段，通过 Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接这２个
片段，连接产物转化大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞，在含有卡那
霉素（５０μｇ／ｍＬ）的ＬＢ固体平板上筛选转化菌落。用 Ｃｒｙ３Ａ
基因特异的引物（正向 ５′－ＣＡＣＡＣＡＧＣＣＡＧＧＧＴＣＧＴＡＴＴ－
３′，反向 ５′－ＡＧＣＡＣＧＧＴＡＡＧＧＧＴＣＡＴＣＴＣ－３′）进行菌落
ＰＣＲ筛选阳性菌株。在含有卡那霉素（５０μｇ／ｍＬ）的ＬＢ液体
培养基过夜培养后，提取质粒，ＢａｍＨⅠ、ＳａｌⅠ双酶切鉴定转
化子［３］。经鉴定的重组子命名为 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｃ６－
Ｃｒｙ３Ａ。并将相应的克隆送生工生物工程（上海）股份有限公
司测序。

１．２．２　农杆菌 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｃ６－Ｃｒｙ３Ａ重组菌株的构建
　用液氮冻融法将构建的表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｃ６－
Ｃｒｙ３Ａ转 化 到 农 杆 菌 ＬＢＡ４４０４中，在 含 有 卡 那 霉 素
（５０μｇ／ｍＬ）和利福平（５０μｇ／ｍＬ）的 ＹＥＢ固体平板上培养
后，随机挑取７个单菌落，分别接种于 ３ｍＬ含有卡那霉素
（５０μｇ／ｍＬ）和利福平（５０μｇ／ｍＬ）的 ＹＥＢ液体培养基中，
２８℃ 摇床过夜培养［４］。各取２μＬ菌液为模板，用引物 Ｆ１、
Ｒ１进行ＰＣＲ鉴定。

２　结果与分析

２．１　重组表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｃ６－Ｃｒｙ３Ａ的构建
采用 ＢａｍＨⅠ和 ＳａｌⅠ分别对质粒 ｐＵＣ５７－Ｃｒｙ３Ａ和

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｃ６进行双酶切，切胶回收长度为１８０６ｂｐ的
Ｃｒｙ３Ａ基因片段和长度为１５１４０ｂｐ的ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｃ６载
体骨架。通过Ｔ４ＤＮＡ连接酶将目的片段连接到载体上，经
过大肠杆菌中的菌落ＰＣＲ，质粒酶切（图１）和测序等过程，表
明成功构建了重组表达质粒（图２）。
２．２　重组表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｃ６－Ｃｒｙ３Ａ转化农杆菌
的验证

将ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｃ６－Ｃｒｙ３Ａ重组质粒，按“１．２．２”节
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方法转化农杆菌并进行 ＰＣＲ验证。各菌液和阳性对照
ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｃ６－Ｃｒｙ３Ａ质粒均能扩增出目的基因片段，
而阴性对照 ＬＢＡ４４０４菌液未能扩增出目的片段（图３）。表
明ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｃ６－Ｃｒｙ３Ａ质粒已成功转入农杆菌
ＬＢＡ４４０４，成功构建农杆菌基因工程菌株，可进行后续的转基
因试验。

３　结论与讨论

１９８１年第１个编码苏云金杆菌杀虫晶体蛋白基因被
Ｓｃｈｎｅｐｆ等成功克隆［５］，从此揭开了利用基因工程培育抗虫植

物的序幕。随着分子生物学的迅速发展，利用转基因技术将

Ｂｔ杀虫基因转入各种Ｂｔ野生菌株构建具有使杀虫机制多样
化［６］、扩大杀虫谱［７］、降低害虫抗药率［８］等优势的杀虫工程

菌的方法已广泛应用于害虫生物防治领域［９－１０］。武汉大学

高梅影等就曾从中国土壤中分离出２株产近菱形的薄扁伴孢
晶体的杀鞘翅目昆虫的苏云金芽孢杆菌ＹＭ－０３及ＳＨＱ１１－
１０，生物毒力试验中其稀释 ４００倍的制剂喷雾对柳蓝叶甲
（Ｐｌａｇｉｏｄｅｒａｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒａ）及马铃薯甲虫防治效果达９４．６％［１１］。

到目前为止已报道的编码 ｃｒｙ蛋白的基因超过３００个，其中
ｃｒｙ３、ｃｒｙ５、ｃｒｙ７、ｃｒｙ８和ｃｒｙ１８Ａ系列的蛋白基因对鞘翅目昆虫
具有专一毒性，并且当中 ｃｒｙ３Ａａ基因专一性和毒性最高，从
细胞营养期开始即可不依赖芽孢的产生较长时间表达，且表

达的蛋白多肽分子量较小，易于被昆虫中肠液降解为 ５５ｋｕ
的毒性多肽，而且遗传背景也最清楚，因此国内外一般都优先

选用ｃｒｙ３Ａａ基因作为抗虫基因转入微生物，构建具有抗鞘翅
目昆虫杀虫活性的重组Ｂｔ杀虫剂［１２－１３］。

综合考虑，笔者选择了ＢｔＣｒｙ３Ａ类基因，成功构建抗虫植
物表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４－Ｃ６－Ｃｒｙ３Ａ，为下一步进行转基
因抗虫柳树育种研究奠定了基础。在后续的试验中，将构建

双价抗虫植物表达载体，对转单价和双价柳树植株抗虫性方

面进行比较，以期为耐盐柳树害虫绿色防控提供方法及获得

具有高效广谱抗虫性的转Ｂｔ基因柳树植株。
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