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·论 著·
利用无缝克隆方法构建埃及伊蚊表皮蛋白基因AaCPR100A双向

启动子苏云金芽孢杆菌穿梭载体
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摘要：目的 构建表达 dsRNA的双向启动子以及靶基因 AaCPR100A的大肠杆菌-苏云金芽孢杆菌穿梭载体

pHT315-AaCPR100A。方法 以苏云金芽孢杆菌 pSVP27A质粒为模板通过PCR扩增苏云金芽孢杆菌Cry3A正向启动

子Pro-1（+）；以埃及伊蚊RNA反转为 cDNA为模板，扩增靶基因 AaCPR100A；将大肠-苏云金穿梭载体 pHT315质粒经

Hind Ⅲ和 SalⅠ双酶切线性化；按照转录方向将正向启动子与靶基因通过无缝克隆插入穿梭载体 pHT315中；以生物合

成的含有Cry3A反向启动子序列的质粒为模版，经PCR克隆扩增Pro-1（-）反向启动子；将含有正向启动子与靶基因的

中间载体通过EcoRⅠ限制性酶切酶线性化，按转录方向在靶基因下游通过无缝克隆插入反向启动子。结果 经琼脂

糖凝胶电泳检测，正向启动子、靶基因AaCPR100A和反向启动子PCR产物条带清晰，质量良好，可用于无缝克隆实验；

经无缝克隆连接双向启动子以及靶基因片段后，对含有重组载体 pHT315-AaCPR100A的重组质粒进行PCR验证，在重

组载体中成功扩增正向启动子、靶基因片段以及反向启动子，经核苷酸测序验证双向启动子序列以及靶基因序列测序

结果与序列比对结果基本一致，符合构建载体元件的要求，证明重组载体构建成功。结论 本研究利用无缝克隆技术

成功构建含有双向启动子以及靶基因的重组穿梭载体，为构建表达伊蚊表皮蛋白基因AaCPR100A dsRNA的苏云金芽

孢杆菌工程菌奠定基础。
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Abstract: Objective To construct a shuttle vector pHT315-AaCPR100A with two spore-producing-dependent

promoters and the target gene AaCPR100A in Escherichia coli-Bacillus thuringiensis. Methods The forward promoter of
Cry3A, named Pro-1 (+), was amplified by PCR using pSVP27A plasmid as the template, and the target gene AaCPR100A was
amplified using Aedes aegypti RNA reverse conversion cDNA as the template. The plasmid pHT315 was linearized by digestion
with Hind Ⅲ and Sal Ⅰ . The forward promoter and the target gene were inserted into the linearized vector pHT315
successively by in-fusion cloning according to the transcription direction. The synthesized plasmid containing the Cry3A
reverse promoter sequence was used as the template, and the Pro-1 (- ) reverse promoter was amplified by PCR. The
intermediate vector containing the forward promoter and the target gene was linearized by EcoR I restriction enzyme, and the
reverse promoter was inserted downstream of the target gene by in-fusion cloning in the direction of transcription. Results By
agarose gel electrophoresis, the forward promoter, target gene AaCPR100A and reverse promoter bands were clear and of good
quality, which could be used for in-fusion cloning experiments. The two spore-producing-dependent promoters and target gene
fragments were connected by In-fusion cloning. The recombinant vector pHT315-AaCPR100A was verified by PCR. The
forward promoter, target gene fragment and reverse promoter were successfully amplified in the recombinant vector. Nucleotide
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sequencing verified that the sequencing results of the bidirectional promoter sequence and the target gene sequence were
basically consistent with the sequence alignment results, which met the requirements of the construction of vector elements and
proved that the recombinant vector was successfully constructed. Conclusions Based on the above results, this study proves
that the recombinant shuttle vector with two spore-producing-dependent promoters can be successfully constructed by in-
fusion cloning technology, laying the foundation for the construction of engineered Bacillus thuringiensis expressing dsRNA of
AaCPR100A.
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埃及伊蚊（Aedes aegypti）是登革热、寨卡和基孔

肯尼亚等病毒的主要传播媒介[1-2]。近年来化学杀虫

剂的广泛使用导致许多地区生态环境的破坏以及不

同程度的杀虫剂抗性问题。因此，针对埃及伊蚊新型

环境友好杀虫剂的开发受到人们的关注[3]。
苏云金芽孢杆菌（Bacillus thuringiensis, Bt）是革兰

氏阳性菌，能产生对双翅目昆虫有较好的毒杀作用的

伴孢晶体蛋白[4]。作为研究最深入的杀虫微生物，构建

工程菌Bt方面的研究已经取得许多成果。研究人员

重组了苏云金杆菌以色列亚种（Bti）的杀蚊毒素基因

Cry4Ba和Cry11Aa与球形芽胞杆菌（Bs）的二元毒素基

因（binary toxin, btx），再将 Bti杀蚊毒素基因 Cry4Aa、
Cry4Ba、Cry11Aa及btx单独或组合表达，所得工程菌株

对敏感和抗性库蚊的毒力均有提高，另外发现有部分

工程菌克服了蚊幼虫对Bs的抗性[5]。有研究发现，构

建含有编码鞘翅目特异性杀虫蛋白的Cry3Aa7基因的

重组质粒 pSTK-3A，将其导入野生苏云金芽胞杆菌

中，发现该质粒对鳞翅目害虫的毒力增强[6]。
RNAi是一种发生在细胞内的目标基因转录后沉

默的重要技术，dsRNA沉默生物体内互补内源性

mRNA的转录翻译过程，影响相关蛋白质的合成[7]，已
成为新型可持续的有害昆虫防控的重要工具[8-9]。基

于RNAi的生物杀虫剂控制蚊虫数量的一个重要优势

是能够特异性针对单个蚊虫种类，从而减少非特异性

农药的使用[10]。利用微生物合成的 dsRNA，并应用于

活微生物中的策略被称为细菌介导的 RNAi。近年

来，研究者利用Bt介导昆虫的RNA干扰，主要方法是

使用基因工程技术使外源基因在 Bt中高效表达，构

建Bt重组工程菌。最常用的方法是使用穿梭表达载

体，如 pHT304或 pHT315等载体，可在大肠杆菌和苏

云金芽孢杆菌中大量复制，在大肠杆菌中大量克隆含

有目的基因的重组质粒，分离后通过电击法将其转入

目标 Bt菌株中，表达目的片段。大多数研究主要围

绕目标基因的 dsRNA的双向启动子启动转录表达。

周毓青[11]通过 pHT315载体成功构建了含有双向启动

子以及目的基因的重组质粒，并成功转化苏云金芽孢

杆菌。PARK等[12]使用 Cyt1Aa启动子，而 JIANG等[13]

使用 Pro3α启动子。由此可见，构建利用穿梭载体构

建重组穿梭表达系统，在 Bt中表达 dsRNA从而介导

RNAi，将为开发新型Bt生物杀虫剂提供思路。

无缝克隆（in fusion-cloning）与传统 PCR克隆相

似，都是利用DNA的黏性末端进行互补配对，但不同

的是，无缝克隆的粘性末端是通过 T5核酸外切酶沿

着 5'→3'方向降解DNA形成，而非双酶切产生。无缝

克隆可以高效地将 PCR产物定向克隆到线性化载体

中，相较于传统的构建重组载体的方法，无缝克隆拥

有可以代替DNA连接酶、不需要考虑载体的酶切位

点，并可同时插入多个目的片段等优点[14]。有研究表

明，利用无缝克隆技术可将多片段插入重组载体，构

建表达融合蛋白的载体[15]。无缝克隆技术针对多片

段克隆载体的构建较双酶切克隆更为快捷高效。

埃及伊蚊 AaCPR100A是一种表皮结构蛋白，前

期研究发现RNA干扰AaCPR100A基因后对蚊虫的幼

虫具有高度致死性[16]，这表明该基因对埃及伊蚊的生

长发育以及埃及伊蚊角质层和柔性角质层的形成非

常重要。本研究利用无缝克隆技术，选取AaCPR100A
基因作为 Bt重组载体插入目的基因，构建含有 Bt毒
素蛋白 Cry3A的正反向启动子序列和 AaCPR100A基

因的重组穿梭载体，为下一步利用苏云金芽孢杆菌表

达目的基因 dsRNA，达到抑制埃及伊蚊内源目的基因

的表达，从而实现生物防控的目的。

1 材料与方法

1.1 埃及伊蚊的饲养 埃及伊蚊来自于军事科学院

军事医学研究院微生物流行病研究所，将蚊卵保存于

温度（26±1）℃，湿度（75±5）%的一次性方形培养皿

中。1龄期至 4龄期幼虫饲养于温度（26±1）℃去氯水

中，喂食小鼠饲料 [无特定病原体（specific pathogen
free, SPF）级]，蛹期收入蚊笼中羽化，成蚊阶段使用

8%蔗糖水饲喂。

1.2 启动子及目的片段的获得 利用 CE Design软
件设计得到 AaCPR100A基因、Pro-1（+）及 Pro-1（-）
的PCR引物（表1）。

Trizol法提取埃及伊蚊成蚊RNA，用2%琼脂糖凝

胶电泳验证RNA的完整性，用PrimeScript™RT试剂试

剂盒（TaKaRa，RR047A）反转录合成 cDNA，扩增目的

基因片段。以 pSVP27A质粒为模板进行 PCR扩增得

到 Cry3A启动子的正向序列[Pro-1（+）]，以生工生物

公司合成的含Cry3A启动子反向序列[Pro-1（-）]的质
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粒为模板扩增得到Pro-1（-）片段。PCR反应程序为

95 ℃下预变性 10 min，95 ℃ 变性 10 s，55 ℃ 10 s，
72 ℃ 30 s，进行 35个循环，72 ℃延伸 7 min，每个样品

进行 3次重复实验。使用 SanPrep 柱式 PCR 产物纯

化试剂盒（生工生物工程有限公司）对目的片段的

PCR产物进行纯化。

1.3 Pro-1（+）启动子和目的基因重组质粒的构建

使用限制性内切酶 Hind Ⅲ和 Sal Ⅰ对原始质粒

pHT315进行双酶切，使质粒线性化。在 37 ℃金属浴

中酶切 3 h后进行 1%琼脂糖凝胶电泳检测。切取目

的片段的凝胶，使用 SanPrep柱式DNA胶回收试剂盒

（生工生物工程有限公司）对目的条带进行回收。利用

无缝克隆试剂盒（生工生物工程有限公司）将目的基因

AaCPR100A序列、Pro-1（+）启动子序列与线性化质粒

pHT315进行连接，充分混合均匀，50 ℃反应35 min，得
到含有靶标基因和上游启动子的重组载体。使用热激

法将上述连接体系转化至大肠杆菌感受态细胞DH5α
中，培养后菌液使用 SanPrep柱式质粒DNA小量抽提

试剂盒（生工生物工程有限公司）提取质粒。提取的质

粒用AaCPR100A基因、Pro-1（+）的PCR引物对质粒进

行 PCR 验 证 ，验 证 重 组 质 粒 是 否 能 扩 增 得 到

AaCPR100A基因与Pro-1（+）片段，并将重组质粒送至

生工生物工程有限公司进行测序（图1）。
1.4 构建含有 Pro-1（-）启动子的重组质粒 将

pHT315-Pro1-AaCPR100A用限制性内切酶 EcoR Ⅰ
进行单酶切使质粒线性化，反应结束后利用无缝克隆

试剂盒将 Pro-1（-）片段与线性化质粒 pHT315-
Pro1- AaCPR100A 进行连接，连接体系为：10 µL
Seamless cloning master mix，pHT315-Pro1（ +）-

AaCPR100A质粒 8 µL，Pro-1（-）PCR产物 2 µL，充分

混合均匀，50 ℃反应35 min（图2）。

1.5 重组质粒插入片段的验证 对连接得到的质粒

使用 AaCPR100A基因、Pro-1（+）和 Pro-1（-）的 PCR
引物对重组质粒进行PCR扩增，验证重组质粒是否成

功连接 3个目的片段。最后将重组质粒送至生工生

物进行测序。

2 结 果

2.1 启动子 Pro-1（+）和 AaCPR100A 片段的获得

构建目的基因 AaCPR100A序列和启动子Pro-1（+）序

列的 RNAi重组质粒。以 pSVP27A质粒为模板扩增

获取启动子片段 Pro-1（+）和埃及伊蚊幼虫 cDNA为

模板得到相应的目的基因片段，其中Pro-1（+）片段大

小为240 bp，目的基因大小约为750 bp（图3~图4）。

2.2 启动子 Pro-1（-）的获得 由于 Pro-1（-）启动

子序列较难获得，因此以生物合成得到的含有反向

启动子序列的大肠杆菌菌株质粒为模板进行 PCR扩

增，扩增得到的片段大小都为 240 bp（图 5）。以上扩

增片段均进行测序，结果与同源序列比对，结果显示

克隆序列与目的序列基本一致，符合构建载体元件

的要求。

2.3 pHT315-AaCPR100A 重组质粒的鉴定 以菌

液质粒为模板，RNAi重组载体 pHT315-AaCPR100A
的目的基因 AaCPR100A序列，启动子 Pro-1（+）序列

和启动子Pro-1（-）3个片段的 PCR扩增结果如图 6。
前二者扩增得到的片段大小都为 240 bp，后者大小为

750 bp左右，测序结果显示克隆序列与目的序列基本

一致，证明重组穿梭载体 pHT315-AaCPR100A构建

成功。

引物名称

Primer name
AaCPR100A-F

AaCPR100A-R

Pro-1（+）F

Pro-1（+）-R
Pro-1（-）-F

Pro-1（-）-R

引物序列

Primer sequence (5'→3')
GGAGGAAGAAAAATGTTCAGATTTATTGTGGTAT⁃

CAACG
CTTGCATGCCTGCAGGTCGACTTAAACCTTGTT⁃

GAAGGTGTAGCTG
AAAACGACGGCCAGTGAATTCTTAAATGAATATG⁃

TAAATATATTTATG
CTGAACATTTTTCTTCCTCCCTTTCTTATCATAA
CCGGGTACCGAGCTCGAATTCAAAAGAAGGAGG

GAAAGAATAGTATTATG
AAAACGACGGCCAGTGAATTCAATTTACTTATA⁃

CATTTATATAAATACTATTCTTCGC

表表11 埃及伊蚊埃及伊蚊AaCPRAaCPR100100AA基因基因、、Pro-Pro-11（（++））及及Pro-Pro-11（（--））的的

PCRPCR引物序列引物序列

TableTable 11 PCR primer sequences ofPCR primer sequences of AaCPRAaCPR100100AA genegene,,
Pro-Pro-11（（++））andand Pro-Pro-11（（--））

注：pHT315. 穿梭载体 pHT315；Pro-1（+）. 正向启动子片段；

AaCPR100A. 目的基因片段。Note: pHT315. shuttle carrier pHT315;
Pro-1 (+). Positive promoter fragment; AaCPR100A. Target gene fragment.

图图11 pHTpHT315315--ProPro11((++))--AaCPRAaCPR100100AA构建过程构建过程

FigFig.. 11 The map of pHTThe map of pHT315315--ProPro11((++))--AaCPRAaCPR100100AA
vector constructionvector construction
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注：pHT315-Pro1-AaCPR100A.含有正向启动子与目的片段的中间载体；Pro-1（-）.反向启动子片段。Note: pHT315-Pro1-AaCPR100A. An in⁃
termediate vector containing a positive promoter and a target fragment; Pro-1 (-). Reverse promoter fragment.

图图22 反向启动子与反向启动子与pHTpHT315315--ProPro11((++))--AaCPRAaCPR100100AA连接过程连接过程

FigFig.. 22 The process of connecting the reverse promoter to pHTThe process of connecting the reverse promoter to pHT315315--ProPro11((++))--AaCPRAaCPR100100AA

注：M. DNA loading 2000 marker；1～3. Pro-1（+）启动子片段。

Note: M. DNA loading 2000 marker; 1-3. Pro-1 (+) promoter fragment.
图图33 启启动子动子序列序列Pro-1（（++））的的PCRPCR扩增扩增

FigFig.. 33 PCR amplification of promoter sequencePCR amplification of promoter sequence Pro-1 ((++))

注：M. DNA loading 5000 marker；1～4. AaCPR100A基因片段。

Note: M. DNA loading 5000 marker; 1-4. AaCPR100A gene fragment.
图图44 AaCPRAaCPR100100AA基因的基因的PCRPCR扩增扩增

FigFig.. 44 PCR amplification ofPCR amplification of AaCPRAaCPR100100AA genegene

注：M. DNA loading 2000 marker；1～2. Pro-1（-）启动子片段。

Note: M. DNA loading 2000 marker; 1-2. Pro-1 (-) promoter fragment.
图图55 启动子序列启动子序列Pro-Pro-11（（--））的的PCRPCR扩增扩增

FigFig.. 55 PCR amplification of AaCPRPCR amplification of AaCPR100100A and promoterA and promoter
sequencesequence Pro-Pro-11 ((--))

注：M. DNA loading 5000 marker；1. Pro-1（+）启动子片段；2.
AaCPR100A基因片段；3. Pro-1（-）启动子片段。Note: M. DNA loading
5000 marker; 1. Pro-1 (+ ) promoter fragment; 2. AaCPR100A gene frag⁃
ment; 3. Pro-1 (-) promoter fragment.

图图66 重组质粒重组质粒pHTpHT315315--AaCPRAaCPR100100AA的的PCRPCR扩增扩增

FigFig.. 66 PCR amplification of recombinant plasmidPCR amplification of recombinant plasmid
pHTpHT315315--AaCPRAaCPR100100AA

M 1 2 3

2 000
1 000750500
250100

2 0001 000750500250100

M 1 2

M 1 2 3 4
M 1 2 3

5 000

750
500
250
100

5 0003 0002 0001 5001 000750500250100

bp bp

bp
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3 讨 论

以往研究证明使用RNAi技术成功沉默包括埃及

伊蚊、冈比亚按蚊和库蚊等蚊虫的不同生理过程相关

的基因，可以影响蚊虫的不同生理功能[17-19]。前期研

究表明RNA干扰埃及伊蚊幼虫 AaCPR100A基因，具

有高度致死性[16]，这表明该基因对埃及伊蚊幼虫生长

发育非常重要。因此，选取 AaCPR100A为此表达系

统的目的基因。

无缝克隆技术与传统构建重组载体的技术手段

相比，线性化载体的方式更灵活，不需要考虑载体酶

切位点，可同时插入多个片段，提高了实验效率以及

成功率。在其他表达 dsRNA的苏云金芽孢杆菌的研

究中，均通过限制性内切酶及 T4连接酶连接的传统

克隆方法[11-12]。本研究利用无缝克隆技术构建围绕

靶基因的双启动子表达载体，证明了无缝克隆技术的

可行性，为RNAi载体构建方法提供了新思路。

本研究选用高拷贝数大肠-Bt穿梭载体 pHT315
作为表达载体，pHT315是在 pHT1030的基础上用 Bt
自身的复制子改造的质粒载体，在 Bt 中具有较高的

稳定性和表达性能[20]。研究发现构建工程菌时，若利

用其它类型的启动子表达外源基因，可避免转录水平

上对σ因子的竞争。从 pSVP27A质粒中扩增苏云金

芽孢杆菌Cry3A启动子，命名为Pro-1（+），利用Cry3A
启动子表达 Cry1Ac基因和 Cry1C基因可达到提高表

达量的目的[21]。Cry3A启动子作为强启动子，其启动

表达的 mRNA的半衰期约为 10 min，是其余细菌的

mRNA半衰期的 5倍[12]。故选择Cry3A启动子作为表

达dsRNA的启动子。

在针对大肠杆菌为 dsRNA表达宿主的研究中，

常见的表达载体为 pL4440载体，该载体的多克隆位

点两侧同样具有一对互为反向的 T7启动子[22]。将插

入靶标片段的 pL4440 载体转入大肠杆菌 HT115
（DE3）菌株后，经过异丙基 β-D-1-硫代氨基吡啶苷

（IPTG）诱导，可以合成大量 T7 RNA聚合酶；T7 RNA
聚合酶与L4440中的T7聚合酶启动子结合，介导下游

DNA序列转录成RNA，合成了 2个互补的RNA，这些

RNA即连接为目标 dsRNA[23]。本研究从 pSVP27A质

粒中扩增Cry3A启动子，以埃及伊蚊RNA反转 cDNA
为模板，扩增靶基因 AaCPR100A，按照转录方向将正

向启动子与靶基因依次插入线性化载体 pHT315中。

通过生工生物工程（上海）股份有限公司合成反向启

动子序列，将含有正向启动子与靶基因的中间载体线

通过限制性酶切酶性化后，在靶基因下游插入反向启

动子，将 RNAi需要的表达元件通过无缝克隆连接到

线性化载体 pHT315上，构成包含正向启动子、目的基

因和反向启动子的双启动子RNAi表达载体。构建表

达 dsRNA的苏云金芽孢杆菌的基础是双启动子表达

载体的构建，与其它表达 dsRNA的微生物相比，Bt不
需要额外添加 IPTG等诱导表达，因为 Cry3A启动子

是一种不依赖芽胞形成的启动子，在苏云金芽孢杆菌

生长期即可启动目的基因的转录，且不依赖芽孢形成

因子[24]。因此 AaCPR100A基因的 dsRNA可以在苏云

金芽孢杆菌培养至生长期末时自发产生。

本研究为下一步将重组载体pHT315-AaCPR100A
转化至Bt菌中，验证Bt工程菌的杀蚊活性，探究Bt介
导的埃及伊蚊RNAi生物杀虫剂提供了前期基础。
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