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摘要：将携带蜡状芽胞杆菌特异启动子的 gfpmut3a 基因克隆到穿梭载体 pHT304 后，电转化至苏云金芽胞杆菌

BMB171，CryB、IPS78-11、4Q7、HD-80-21 中。通过荧光显微镜和 Bio-assay Reader 对含重组质粒 pGFP-304 的 5 个受体

菌分别进行荧光检测及定量分析。结果表明，gfpmut3a 基因仅在苏云金芽胞杆菌无晶体突变株 BMB171、CryB、

IPS78-11、4Q7 中表达并可检测得到菌体发光，并建立了一套适合于苏云金芽胞杆菌的 GFP 标记与检测方法。
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Abstract：The gene gfpmut3a with specific promoter of Bacillus cereus were cloned into a shuttle plasmid pHT304
between E . coli and B . thuringiensis . It was then introduced into recipient strains of BMB171，CryB，IPS78-11，4Q7
and HD80-21 by electroporation . The results showed that green fluorescence could only be detected in acrystalliferous
strains .
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苏云金芽胞杆菌制剂是研究最为广泛深入的细

菌杀虫剂，其产品占当前生物农药市场的 90% 以

上。目前国内外研究者将主要精力致力于构建遗传

工程菌以及基因产品的获得上。然而，随着人们环

境生态意识的加强，工程菌的使用面临着极大的挑

战，例如重组质粒稳定性差，重组 DNA 在环境中易

发生水平转移导致基因的扩散，尤其是广泛使用抗

生素抗性基因作为标记基因，从而引发人们在环境

释放时对工程菌安全性的担忧。笔者试图寻求一种

利用 gfp 替代抗性基因，构建高效、安全工程菌的方

法。

绿色荧光蛋白（green fluorescent protein，GFP）是

一类存在于包括水母、水螅和珊瑚等腔肠动物体内

的生物发光蛋白。自 Shimomura［1］和 Ward［2］等相继

对 GFP 结构和功能的研究表明，其分子量为 30 ku
的单体发光蛋白，受近紫外光（395 nm）或蓝光（470
nm）激发后，能发出波长为 510 nm 的绿荧光。自美

国的 Chalfie［3］等首次在《Science》上报道分别用 T7 启

动子和 mec-7 启动子成功地使 gfp 在大肠杆菌（E .
coli）和线虫（C . elegans）等 2 个异源宿主表达以来，

gfp 作为报告基因已被成功地应用于原核、真核及

动植物研究中。Webb［4］等将 gfp 与芽胞衣蛋白基因

cotE 融合，在荧光显微镜下直接观察到枯草芽胞杆

菌芽胞形成时期的不同特异性蛋白在芽胞与母细胞

中的定位，以了解不同特异蛋白在芽胞形成中的功

能。Dunn［5］等构建了一个以 gfpmut3a 为报告基因

中国农业科学 2003，36（8）：981 - 984
Scientia Agricultura Sinica



的蜡状芽胞杆菌启动子探针载体，通过鸟枪法克隆

获得一系列组成型和诱导型克隆子，并用激光共聚

焦扫描显微镜检测到在番茄幼苗根表面定殖的标记

细菌。笔者将蜡状芽胞杆菌组成型表达启动子 44-
12 与 gfpmut3a 的融合基因，克隆导入苏云金芽胞杆

菌无晶体突变株 BMB171、CryB、IPS78-11、4Q7 和有

晶体突变株 HD-80-21，成功地实现了异源启动子-
gfp 融合基因在苏云金芽胞杆菌中的表达。

1 材料与方法

1 .1 菌株，质粒，培养条件和试剂

蜡状芽胞杆菌 UW85 及 GFP 表达载体 pAD4412
由美国 Wisconsin 大学 Handelsman 博士惠赠，受体菌

大肠杆菌为 DH5α，芽胞杆菌为 BMB171、CryB、IPS78-
11、4Q7、HD-80-21。E . coli-B . thuringiensis 穿梭载体

为 pHT304。

大肠杆菌采用 LB 培养基，于 37℃下培养。蜡

状芽胞杆菌 UW85 采用半强度的 TSB，苏云金芽胞

杆菌用 LC 培养基，于 28℃下培养。抗生素及使用

浓度：氨 苄 青 霉 素（Ampr）：100 µg·ml- 1，氯 霉 素

（Cmr）：10µg·ml- 1，红霉素（Ermr）：25µg·ml- 1。
DNA 片段回收试剂盒购自 QIAGEN 公司。各种

DNA 限制性内切酶和 T4 连接酶等为华美公司产品。

1 .2 质粒 DNA 的分离与重组质粒的构建

蜡状芽胞杆菌和苏云金芽胞杆菌质粒提取均采

用碱变性法，菌体培养至对数期，溶液 I 重悬菌体时

加入溶菌酶（终浓度 1 mg·ml- 1），于冰上放置 1 ～ 2 h。

重组质粒的构建参照 Sambrook 等［6］的方法进行。

1 .3 重组质粒的转化

大肠杆菌的常规转化采用氯化钙法［6］；苏云金

芽胞杆菌采用电转化法［7］。

1 .4 质粒稳定性检测

将待测菌株在 LB 液体摇瓶培养 8 h，按 1 / 1 000
接种量转至新鲜 LB 液体培养 8 h，再转种 1 次使其

转代 40 代以上。梯度稀释后涂布 LB 平板，于 30℃
培养至长出单菌落。对携带抗性质粒的菌株分别点

种于抗性及无抗性 LB 平板观察其抗性是否丢失，

从而鉴定其复制子在无抗性选择压力下的遗传稳定

性。

1 .5 供试菌发光特性的检测

用荧光显微镜 Leica MZFLIII 对供试菌株进行荧

光检测，同时用 SONY 3CCD 的 Color Video Camera 拍

照，滤光片选择 GFP-plus 型。

1 .6 供试菌的荧光强度的检测

供试菌用 LC 培养基于 28℃下活化后每隔 2 h
收集培养物，每次吸取 200µl 待测菌液至 96 孔板

上。设置出发菌作为对照，然后用 Bio-assay Reader
检测，并重复 3 次，选择激发滤光片为 485 nm、发射

滤光片为 520 nm。用 HT Soft 软件分析所得数据。

2 结果与分析

2 .1 重组质粒 pGFP-304 的构建

为使 gfp 在苏云金芽胞杆菌中表达，首先要选

择合适的启动子。笔者采用了与苏云金芽胞杆菌同

源性很高的蜡状芽胞杆菌。为此，从 pAD44-12 上酶

切回收大约 4 . 5 kb 的 EcoRI-HindIII 片段（包括3 .6
kb 启动子和 0 .9 kb 的 gfpmut3a 基因）克隆到苏云金

芽胞杆菌-大肠杆菌穿梭载体上，获得 gfp 在苏云金

芽胞杆菌中的表达载体 pGFP-304。

2 .2 pGFP-304 的电转化与转化菌株的筛选

用电 转 化 的 方 法 将 重 组 质 粒 pGFP-304 导 入

BMB171 等 5 个受体菌后从 LC + Ampr + Ermr 平板中

筛选转化子，并提取质粒进行酶切验证。初筛结果

表明，pGFP-304 已成功地转入苏云金芽胞杆菌受体

菌 BMB171、CryB、IPS78-11、4Q7 和 HD-80-21 中。

2 .3 质粒遗传稳定性检测

携带质粒 pGFP-304 的重组菌株 BMB171、CryB、

IPS78-11、4Q7 和 HD-80-21 在无抗性 LB 液体培养基

中转代 40 代后，稀释涂于 LB 平板培养至单菌落，分

别随机挑取 100 个单菌落点种于红霉素抗性平板，

发现均带有红霉素抗性。这表明重组质粒 pGFP-
304 在 5 种受体菌中均可稳定遗传。

2 .4 转化菌株的荧光显微观察

将上述 5 个转化菌株分别用 LC 液体培养基培

养，于不同时间取样用荧光显微镜观察。结果发现

GFP 可在 BMB171、CryB、IPS78-11 和 4Q7 等 4 个供试

菌中表达（图 1），其发光强度与菌体培养时间有关。

GFP 既能在营养体细胞中的表达，也可以在芽胞形

成时期表达。但在有晶体突变株 HD-80-21 的任何

培养时期，都无法观察到 GFP 的表达。

2 .5 供试菌株生长曲线的测定与发光强度的定量

分析

从以上荧光显微镜观察结果可初步判断：GFP
表达量与菌龄有关。下一步通过测受体菌株的生长

曲线与荧光定量分析，找出二者的相关性。结果表

明，GFP 的表达量与菌龄是成正比的。当菌体培养

至稳定期（8h 左右）时，GFP 表达量基本也同时达到最

大。由图 2（以 BMB171 / pGFP-304 和 CryB / pGFP-304
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为例）可 知，若 荧 光 强 度 达 30 000 ～ 50 000 时，

BMB171 / pGFP-304 和 CryB / pGFP-304 需要培养 4 ～ 7
h。4 种重组菌株的荧光强度基本上是按生长时间

较缓慢、平稳地增加。

A. gfp 在苏云金芽胞杆菌受体菌 BMB171 中的表达；B. gfp 在苏云金芽胞杆菌受体菌 CryB 中的表达；C. gfp 在苏云金芽胞杆菌受体菌 IPS78-11
中的表达；D. gfp 在苏云金芽胞杆菌受体菌 4Q7 中的表达

A. Expression of gfp in recipient strain BMB171 of Bacillus thuringiensis；B. Expression of gfp in recipient strain CryB of Bacillus thuringiensis；C. Expression

of gfp in recipient strain IPS78-11 of Bacillus thuringiensis；D. Expression of gfp in recipient strain 4Q7 of Bacillus thuringiensis

图 1 gfp 在苏云金芽胞杆菌中的表达

Fig.1 Expression of gfp in Bacillus thuringiensis

A：BMB171 和 BMB171 / pGFP-304 的生长曲线；B：BMB171 和 BMB171 / pGFP-304 的荧光强度；C：CryB 和 CryB / pGFP-304 的生长曲线；D：CryB 和

CryB / pGFP-304 的荧光强度

A，C：Growth curves of strains BMB171 / pGFP-304 and BMB171，CryB / pGFP-304 and CryB；B，D：Average fluorescence intensity over time for strains

BMB171 / pGFP-304 and BMB171，CryB / pGFP-304 and CryB

图 2 供试菌株生长曲线与荧光强度的分析

Fig.2 Fluorescence intensity and growth curves of representative clones
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3 讨论

迄今尚未见到有关利用异源启动子在苏云金芽

胞杆菌中表达 GFP 蛋白的报道。本研究选用苏云

金芽胞杆菌无晶体突变株和晶体突变株作为受体

菌，通过荧光检 测，发 现 GFP 仅 在 无 晶 体 突 变 株

BMB171、CryB、IPS78-11、4Q7 中表达，而未能在晶体

突变株 HD-80-21 中检测得到。推测是蜡状芽胞杆

菌特异性启动子在 HD-80-21 中无法调节 gfp 的表

达；或是 HD-80-21 中有负控制因素存在，造成启动

子失效，在产晶体菌株中的表达有待进一步研究。

尽管 GFP 发出荧光不需要任何辅助因子，但荧

光强度并非总是同 GFP 总量成正比。由于 GFP 生

色团的形成需要分子氧，因此荧光经常在厌氧或强

还原性环境中减弱［9］。温度也能影响 GFP 发光，因

为 GFP 倾向于随温度的升高而形成不发光的包含

体［8］。低温（25 ～ 30℃）有氧条件下培养可以增强荧

光信号［9，10］。笔者对苏云金芽胞杆菌中 GFP 信号

的检测方法进行了初探，并为今后利用 gfp 基因作

为报告基因，在苏云金芽胞杆菌中构建安全、高效的

基因工程菌提供了理论依据，进一步为揭示苏云金

芽胞杆菌杀虫机理打下基础。
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