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摘要  使用RT- PCR 方法, 从高毒力金龟子绿僵菌 Metarhizium anisopliae HN1 中 , 克隆得到一个全长为1 275 bp 的几丁质酶基因 , 经Blast
分析此基因序列与 M. anisopliae E6 的 chi1 基因( AF02749) 同源率为96 % 。将此基因克隆到pGEX-6p-1 载体上 , 使之与载体上一个约26
kD 大小的谷胱甘肽S- 转移酶( GST) 相连 ,构建pGEX-chi 融合表达载体 , 转化到大肠杆菌( Escherichia coli) BL 21 中, 经SDS-PAGE 结果分析
显示 :表达出的融合蛋白大小为68 kD, 此目的蛋白占表达总量的64 .5 %。经破碎处理后可检测到几丁质酶活性。
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Abstract  Chitinase genes from Metarhizium anisopliae that is an i mportant entomopathogenic fungus were considered one of the key factors to invade their
hosts . Total RNA was extracted from Metarhizium anisopliae HN1 strainand chitinase gene was amplified by RT-PCR. The whole lengthof this gene was 1 275
bp , and the nucleotide sequence of the gene was 96 % si milarity to that of the M. anisopliae E6( AF02749) .Thenthe gene was subcloned into prokanyo ex-
pression vector pGEX-6p-1and connected with GST.The clones were identified by enzyme digestionand sequenced . This expression plasmid was transformed in-
to E . coli strain BL 21 and effective fusion was expressed . SDS- PAGEanalysis indicatedthat the recombinant fusion protein was 68 kD. The level of expres-
sionfusion protein was about 64 .5 % of total expressed proteins . The activity of chitinase could be detected after fragmentationtreatment .
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  自从1879 年首次利用金龟子绿僵菌防治金龟幼虫以

来[ 1] , 其后人们发现其对土壤中地下害虫防治效果较好, 且

对人、畜、作物安全[ 2] 。据不完全统计, 约有150 种昆虫用于

小规模的田间防治试验 , 从防治规模看, 绿僵菌已发展成为

仅次于白僵菌的真菌杀虫剂[ 3] 。绿僵菌作为一种寄主范围

广、致病力强的昆虫病原真菌, 用于害虫微生物的防治具有

广阔的前景。但至今, 绿僵菌对昆虫的入侵机理还不是十分

的清楚 , 基本的侵染方式是通过在昆虫体表形成附着胞等特

殊结构, 同时分泌各种相应的酶类, 破坏害虫体表, 侵入昆虫

体内[ 4] 。几丁质是真菌入侵昆虫的一种物理屏障 , 故几丁质

酶是入侵宿主的一个重要毒力因子[ 5] 。几丁质酶基因一般

在侵染过程的后期表达, 它们与侵染过程中的其他酶类如蛋

白酶等协同作用降解昆虫体壁[ 6] 。目前 , 国内外对绿僵菌的

入侵相关基因进行了较深的研究 , 在金龟绿僵菌中克隆到的

基因有 Prl A、Prl B、Chyl 、Chiti nase 、MeCPA、nrrl 、Chitl 、SsgA、

Prz 、Pes 和 Crrl [ 7] 。除蛋白酶 ( pr) 外[ 8] , 几丁质酶同样也被

认为是入侵寄主的重要酶类之一[ 9] 。现在虽然已经知道绿

僵菌在入侵寄主表皮时 , 会产生几丁质酶等一些水解酶类 ,

但这些酶的具体作用机理仍有待更深入的研究。

为研究绿僵菌几丁质酶融合表达的情况, 笔者根据

NCBI 上已登录的绿僵菌几丁质酶基因序列合成引物, 利用

RT-PCR 方法, 从 Met arhizi um anisopli ae HN1 中克隆到绿僵菌

几丁质酶基因 chi , 并将其克隆到融合表达载体pGEX-6p- 1

上, 使其在大肠杆菌BL 21 中进行表达。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1 .1  菌株与质粒。金龟子绿僵菌( Met ar hizi um anisopli ae

HN1) 由黄俊生实验室分离与保存, E . coli JM109 和表达宿主

菌 E . coli BL21 及表达载体pGEX-6p-1 由中国热带农业科学

院环境与植物保护研究所实验室保存。

1 .1 .2 试剂与引物合成。Trizol 试剂购自长沙赢润生物技术

有限公司; 限制性内切酶、T4 DNA 连接酶、IPTG、蛋白质标准

Marker , 均购自TaKaRa 公司;PCR 产物回收试剂盒购自上海

华舜生物工程有限公司 ; 其他试剂均为国产分析纯, 购自海

口曙光生物技术有限公司; 引物由上海英骏生物技术有限公

司合成。

1 .1 .3 培养基。马铃薯培养基( PDA) 、LB 培养基参考《分子

克隆实验指南》配制[ 10] 。

1 .2 方法

1 .2.1 绿僵菌RNA 的提取。用Trizol 试剂提取菌株总RNA ,

以Oligo d( T) 15 为引物反转录获得c DNA 作为PCR 的模板。

1 .2 .2 引物的设计。根据 GenBank 中登录的绿僵菌几丁质

酶 chi 基因序列, 设计合成了以下2 对引物:

Chi-L : 5′- GT � 碗GGATCCATGCCGTCGTTATTTG-3′, 下划线表

示 Ba mHI 酶 切 位 点; Chi- R: 5′- CG � 蝹GTCGACCTAAGCCATCT-

GCTTCC- 3′, 下划线表示 SalI 酶切位点。

1 .2.3 几丁质酶基因的克隆。PCR 扩增参数为:94 ℃预变性

5 min ;94 ℃变性30 s ;68 ℃ 退火30 s ;72 ℃延伸1 min ; 循环35

次;72 ℃ 延伸10 min。回收目的片段 , 将回收片段克隆到

pMD19- T Vector , 分别导入 E . coli JM109 感受态细胞, 筛选阳

性克隆 , 得到重组质粒pMD-chi 。

PCR 产物酶切、电泳、连接、感受态制备、转化、小量质粒

提取等具体步骤均见《分子克隆实验指南》[ 10] 。
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1 .2.4  原核表达载体的构建。pMD-chi 质粒和原核表达载

体pGEX-6p-1 经双酶切后, 分别回收1 275 bp 大小的 chi 基因

片段和载体pGEX- 6p-1 大约4 900 bp 的片段。在T4 DNA 连

接酶的作用下, 将 chi 基因片段亚克隆到原核表达载体中, 导

入 E . coli JM109 , 构建 chi 基因片段的原核表达载体 pGEX-

chi 。重组质粒经酶切分析正确后, 寄往 TaKaRa 公司进行

测序。

1 .2 .5 chi 在大肠大杆菌中的表达。将构建好的重组质粒

pGEX-chi 转化 E . coli 宿主菌 BL21 , 挑取单克隆, 接种到含

Amp 的LB 液体培养基中,37 ℃,280 r/ min 振荡培养至 OD 值

为0 .8 时, 加入终浓度为1 mmol/ L 的IPTG,37 ℃,280 r/ min

分别振荡培养3 h 后 , 离心收集菌体, 加入100 μl 1 倍样品缓

冲液( 40 mmol/ L Tris- HCl ,pH 为6 .8 ,10 % 甘油 ,2 %SDS,5 % 巯

基乙醇 ,0 .1 % 溴酚蓝) , 超声破碎20 s ,100 ℃煮沸5 min , 冷却

后准备上样。

1 .2 .6  SDS- 聚丙烯酰胺凝胶电泳( SDS- PAGE) 。参考《分子

克隆实验指南》[ 10] 。

1 .2 .7  酶活性鉴定。胶体几丁质( Colloidal chitin) 的制备参

考文献[ 11] 。几丁质酶活性鉴定参照文献[ 12] 的方法, 分光

光度计测定 OD540nm。以 N- 乙酰氨基葡萄糖( NAG) 为产物对

照。酶活力单位( U) 定义: 在上述条件下 , 每小时释放0 .5

μmol NAG( 0 .09 mg) 的量 为 1 个酶 活力 单位( 1 U = 0 . 5

μmol/ h) 。

1 .2.8 蛋白质含量的测定。采用 Bradford 的方法[ 13] , 以牛血

清白蛋白为标准蛋白。

2  结果与分析

2 .1 基因的克隆与鉴定 以PDA 液体培养基培养4 d 后的

绿僵菌为材料, 提取 RNA, 反转录获得c DNA 为模板 ,PCR 扩

增得到一条约1 275 bp 大小的片段。将其连接到pMD19- T

Vector 上, 分别转化克隆宿主菌 E . coli JM109 , 得到重组子

pMD- chi , 经双酶切鉴定 , 目的片段已插入到载体上。

2 .2  表达载体的构建及鉴定  从T vector 上切下目的片段

与pGEX-6p-1 双酶切后的片段相连接, 获得重组表达载体质

粒, 再用双酶切进行鉴定, 如图1 所示 , 证明在原核表达载体

pGEX-6p- 1 的基础上成功地构建了含目的基因 chi 的表达载

体pGEX-chi 。

2 .3 M. ani sopli ae HN1 几丁质酶基因的序列分析 将含有

pGEX- chi 质粒的重组子寄往大连宝生物工程有限公司测序 ,

测序结果显示有一个1 275 bp 大小的开放阅读框, 编码423

个氨基酸, 基因登录号为 DQ011865 ; 与 GenBank 中已知的

chi 1 基因序列相比较, 同源性极高, 在NCBI 中进行 BLAST 分

析, 此基因序列与 M. anisopli ae E6 的 chi 1 基因( AF02749) 同

源率 达 96 % , 与 M. anisopli ae 324 菌 株 中 的 chi 1 基 因

( AJ243014) 同源率达95 % 。

2 .4  chi 在大肠杆菌中的融合表达  如方法“1 .2 .5”所述 ,

经IPTG( 1 mmol/ L) 诱导4 h 后, 收集菌体, 裂解后, 经 SDS-

PAGE 分析, 在约68 kD 处有一明显的蛋白表达带( 图2) 。在

E . coli JM109 和 E . coli BL21 中均能表达此融合蛋白。

chi 基因编码的蛋白大小约为42 kD, 笔者曾将此基因克

隆到pET-22b( + ) 中 , 研究了其单独的表达情况, 证实在42

kD 处得到了大量表达的目的带。而载体 pGEX-6p-1 中的

GST 大小为26 kD, 故理论上 , 目的蛋白与 GST 融合表达的大

小应为68 kD 这与实验表达出的大小相符。

利用Fluor chem5500 高分辨数字图象分析系统, 分析在

E . coli BL21 宿主菌中表达的目的蛋白的含量 , 发现在6 h

内, 随着诱导时间的延长 , 融合蛋白的表达量呈增加趋势, 但

是其他杂带量也逐渐增加, 影响目标蛋白的表达量 ; 到4 .5 h

时, 表达的目的蛋白达到最高水平, 占总表达量的64 .5 %( 图

3) , 说明融合蛋白得到了高效的表达。

注 :M.15 000 bp DNA 标准对 照 ;1 ～4 . Ba mHI/ SalI 双酶切 重组

质粒。

Note : M,15 000 bp DNA standard control ;1 - 4 ,The recombinant plasmid

digested by Ba mHI and SalI .

图1 阳性重组表达质粒pGEX-chi 的双酶切鉴定

Fig .1 The identification of positive recombinant expression plasmid

pGEX-chi by doubleenzyme digestion

注 :M. 蛋白 Marker ;1 . 在 E . coli JM109 中3 .0 h 后的诱导表达 ;2 . 在

E .coli BL21 中未诱导的对照 ;3 ～6 . 分别为在 E . coli BL21 中

1 .5 、3 .0 、4 .5 、6 .0 h 诱导表达的样品。

Note :M,Protein Marker ; 1 , Induced expression in E . coli JM109 after

3 .0 h ;2 ,The non-induced control in E . coli BL21 ;3 - 6 , The sam-

ples in E . coli BL21 after the induced expression for 1 .5 ,3 .0 ,4 .5

and 6 .0 h resp .

图2 诱导表达的重组蛋白12%SDS- PAGE 考马斯亮蓝染色分析

Fig .2  12% SDS- PAGE analysis of the recombinant protein byin-

ductionexpression withcoomassiebrilliant bluestaining

2 .5  酶比活力的分析 在500 ml 培养基中, 对阳性重组转
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图3 融合蛋白表达量占总表达量百分比分析

Fig .3  The percentage analysis of the expression amount of fusion

proteinintotal expressionamount

化子诱导培养4 .0 h , 收集菌体进行冷冻与超声波破碎处理

后, 按方法“1 .2 .7”所述, 测得总酶活为2 820 U, 总蛋白含量

为133 .15 mg , 故酶比活为21 .18 U/ mg ; 而对含空载体的转化

子进行同样的处理 , 没有测得酶活性。

3  讨论

大肠杆菌表达系统是一种操作方便、遗传背景清楚且能

大量培养的优良表达系统。在进行外源蛋白表达时, 表达量

是最需解决的问题之一。影响表达量的因素很多, 就宿主和

载体本身而言, 存在着调控元件的影响, 如启动子、SD 及RBS

序列, 载体在宿主中的复制能力, 以及外源蛋白在宿主菌中

的稳定性等[ 14] 。很多研究发现, 采用PL、T7 等强启动子, 重

组蛋白虽可获得高效转录, 但往往易聚集在胞内或结合在内

膜内侧形成包涵体, 而采用中等强度的启动子如lac 、tac 等则

可以减少包涵体的形成[ 15] 。

以融合表达的方式表达重组蛋白 , 不仅可以获得外源基

因的高效表达, 减少蛋白酶的降解, 还可以根据融合蛋白的

特性选择简单特异的纯化方法。pGEX 载体是一种较好的融

合蛋白表达载体, 它使用tac 启动子, 而且含 GST 融合蛋白 ,

表达出的融合蛋白大部分可溶。GST 与目的蛋白之间易于

分离, 因为在它们之间含有凝血酶( 或 Xa 因子) 的识别位点 ,

可以用识别特异性位点的蛋白酶如凝血酶切除 GST。而且

GST 和未被凝血酶作用的融合蛋白仍可用谷胱甘肽吸附去

除, 这样就可得到高纯度的目的蛋白[ 14] 。

该实验将绿僵菌几丁质酶基因克隆到pGEX- 6p-1 载体

上与 GST 一起融合表达, 由于受到质粒 pGEX 中lac 阻遏物

调控, 不同的宿主菌对融合蛋白的表达量影响不大。构建好

的表达载体转化JM109 受体菌, 其阳性重组菌株在IPTG 的

诱导下即能产生大量的融合蛋白 ; 在 E . coli BL21 的 表达宿

主菌中经诱导也能大量地表达几丁质酶与 GST 组成的融合

蛋白。

  研究还表明不同的诱导时间对融合蛋白的表达量有一

定的影响。在前6 h 内 , 随着诱导时间的增加 , 表达量也呈上

升趋势 , 但到4 h 后表达量虽有增长, 但其他非目的蛋白即本

底表达的蛋白量也开始增加, 这可能是由于培养时间长后菌

体浓度过高, 代谢产物增加, 抑制了目的蛋白的表达 , 使其表

达速度降低, 因此, 选择4 h 为其合适的表达高峰期, 表达的

目的蛋白量可达最高水平, 占总表达量的64 .5 % 。

该实验还发现表达的细胞经破碎后, 融合蛋白部分可融

于缓冲液。经酶活测定, 可测得几丁质酶比活力为21 .18

U/ mg 。故该实验成功地利用pGEX-6p- 1 为载体, 在大肠杆菌

中高效融合表达了绿僵菌几丁质酶, 为以后对绿僵菌几丁质

酶性质与作用的研究奠定了基础。
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