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Abstract：The 2．6kbfragment of enhancing genefrom ／／e／／coverpa amagera granulo6is vinlswa8inserted into 

vector pQE32 and e~pressed sueeessful~in E．coli MI5．The synergy ofexpressiq~a pl,oduet(P102)∞ ／／e／／cov— 

erpa m nuclear polyhedr~is vinls(HaNPV)and Bt against the 2rid instar larvae of H， m was 

studied．The results indicated that the acctmmlated mortality
．
of the larvae increased 6．25％ 一27．09％ ∞ 

168h post infoction and the median lethal time decrease at least 12．3h in HaNPV 4-En tav．ated eo,~ red with 

those in H~INPV treated．The accumulated mortality
．

of the larvae increase 28 18％ on 72h pc i ∞tim  and the 

1TledJall lethal time decreased 12．33h in Bt+En treated comoa~ with that in Bt treated． 
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摘要：以棉铃虫颗粒体病毒(Het,~ rpa arm／gem脚 山0si吕viras，简称 HaCV)基因组的 DN̂ 为模板设计引物，PCR扩 

增病毒增效蛋白(EnhaⅡi衄)基因，然后经 BamH L／ I双酶切消化，得到近乎全长的约2．6kb的增效蛋白基因片段， 

再与pQD2质粒连接，构建了重组表达载体pQE32／EII，转化大肠杆菌 M15(pR~4)，在 眦 诱导下表达出分子量约 

为 102kD的融合蛋白并命名为Pl皿，纯化的P】∞包涵体显示了明显的增效活性，在感染后 I68h时统计可提高 NPv 

对棉铃虫幼虫的感染死亡率 6 25％一27．o9％，缩短 LTso12．3h以上；在感染后72h时统计可提高 Bt对棉铃虫幼虫 

的感染死亡率28 I8％，缩短u I2 33h。 

关键词：棉铃虫颗粒体病毒：增效蛋白基因；克隆；表达；生物活性测定 
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昆虫杆状病毒增效蛋白(Baeulovims enhancins) 

是由病毒基因编码的能增强病毒对昆虫幼虫及体外 

培养细胞系感染效率的一类蛋白质⋯，并可增强 Bt 

对昆虫幼虫的毒力_2 J。自 1959年 Tanada首次发现 

并分离美洲一 星粘虫颗粒体病毒 (Pseudaletia 一 

granulosis virus，PuGv)的增效 蛋 白(En． 
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ha玎c )_3 以来，巳在粉纹夜蛾颗粒体病毒(TnGV)等 

9种 Gv和舞毒蛾(Lymazar／a d／spa~)NeV以及东方粘 

虫痘病毒(Pseuda／et／a separata "∞ Is)等 4种 

EPV[4-7]共计14种昆虫病毒中发现了增效蛋白的 

存在。关于增效蛋白协同杀虫的作用机理，一般认 

为有两种作用方式 一方面增效蛋白通过介导病毒 
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囊膜与中肠细胞质膜的融合产生作用【8,9 ；另一方 

面增效蛋白具有蛋白酶活性 ，通过降解宿主中肠的 

肠粘蛋白和糖蛋白而破坏中肠围食膜这道防御性屏 

障，使病毒粒子更易进人中肠细胞，从而促进病毒的 

感染_】 。最近 Gnmados及其同事的研究结果表明 

增效蛋白可以扩大中肠围食膜“孔径”，提高病毒粒 

子的通透性来实现的_l 。杆状病毒 Enhan(-．in的作 

用机制尚待深入研究，不能排除 Enhancin是一种多 

功能蛋白的可能性，其增效作用方式可能是多样的。 

HaGV增效蛋白基因的开放阅读框为 2706b口， 

编码含有 902个氨基酸，分子量为 104．6kD的蛋白 

质。本文对 HaGV增效蛋白基因5’端2．6kb的片断 

在大肠杆菌中的克隆与表达，并对表达产物的增效 

活性作了研究。该项工作对我国在生物防治农林害 

虫的领域有着积极的理论和应用价值。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

质粒 pQE-32、大肠杆菌 M15(pRFP)购 自QIA． 

GEN公司，限制性 内切酶、T4DNA连接酶等购 自 

Gibeo公司，棉铃虫幼虫由武大病毒所基因工程药物 

及昆虫病毒分子生物学研究室提供，苏云金杆菌 

(Bac~／us thur／ng／／s／s，Bt)可 湿性 粉 剂，毒 力效价 

16，000IU／ing，来源于湖北农科院Bt研究开发中心。 

1．2 实验方法 

1．2．1 HaGV．DNA的提取参照文献_】 的方法进行。 

1．2．2 ttaGV．enhancin基因的 PCR扩增：据 已发表 

HaGV-enhanein基因序列 5，设计引物为： 

(1)5’ACGGGATCCTGCCTACTACCGTGCTG3’(上 

游引物，261net，含有 BamH I酶切位点) 

(2)5’ATACTGCAGTGTILH'CCCACTACT&~,T3’ 

(下游引物，27met，)含有l~st I酶切位点0．7％琼脂 

糖电泳，紫外灯检测扩增片段。 

1．2．3 重组表达质粒 pQE32／En的构建 利用 

BamH I／Pst I双酶切质粒 pqlE．32和 PCR产物，纯 

化回收双酶切消化产物，经T4DNA连接酶连接后转 

化感受态细胞 ．coil M15(pRFP4)，Ampcilin和 

Kanamyeln抗性平板筛选得到阳性转化子。此构建 

的重组质粒命名为pQE32／En。 

1．2．4 pQE32／E~的酶切鉴定 重组质粒 DNA分 

别经过 H／ridHI、Pst I单酶切，BamHI／HindIII，Kin 

I／HindHI，Sac I／Pst I，BamHI／Pst I双酶切鉴定。 

1．2．5 HaGV-enhancin基因的5’端 2．6kb片段的表 

达 挑取重组子单菌落接种于5mL 2YT培养基中 

‘Ampcillin 100~t 和 Kann~nyein 25m／mL，下同) 

活化过夜。活化菌液以 1：20稀释接种到 10mL 2YT 

中，34 培养 3h，加 IPTG至终浓度 lmmoI／L，37 诱 

导，取诱导 2、3．4、5h和未诱导培养物各 lmL，收集 

菌体进行 SDS-PAGE电泳分析。 

1．2．6 表达产物的初步纯化 离心收集诱导后菌 

体，加裂解液(含溶菌酶)37~Elh，冰浴超声波破碎后 

处理物上蔗糖梯度离心，取出白色包涵体带，洗糖后 

将包涵体样品稀释后于透射电镜下观察并照相，剩 

余样品4 保存备用。 

1．2．7 生物测定 将 HaNPV作 1O倍系列稀释并 

用血球计数板计数。HaNPV组设 1．0×1 ，1．0× 

105，1．0×lO4，1．0×lO3PIB／ml四个浓度，Bl组设 

1：1 00O倍稀释一个浓度。Ha．NPV+En组在上述四 

个浓度HaNPV分别添加 Plm 1．0×106OB／ml，Bt+En 

组中添加P 至终浓度为1．0×1 OB／mL，并设单蒸 

水和P 1．0×it#OB／mL的对照。将棉铃虫 2龄幼 

虫单头饲于 24孔养虫盒中，每个处理测试 48头，2 

个重复一共 96头，每孔添加适量人工饲料，并加 

1O址L抽吸均匀的上述处理液于人工饲料表面，使之 

充分吸收，于温度20℃一25℃饲养，幼虫取食48h后 

补加足量新鲜人工饲料，逐日记录存活数。 

2 结果 

2．1 PCR扩增结果 

经电泳检测，得到单一的长约2．6kb的 HaGV． 

enhancin基因片段，而阴性对照组 中无扩增的特异 

带型，只有前端的引物带型如图1。 
I 2 M 

图1 HaGV-En基因的PCR扩增 

Hg．1 FCR H af岍 h gale 

I， 0 cmizol；M，A／Ht~dⅢ IⅫ  ； 

2． R I)~duct 0fI-laGV-Est gene． 

2．2 重组表达质粒 pQE32／En的构建与酶切鉴定 

根据已报道的HaGV增效基因序列，重组表达 
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图2 重组表达质粒 p 2／h 的构建 

F 2 c0 m。f r~mnbinant d r,Qm2／E． 

质粒pQE32／En的构建过程如图2。在插人片段的 

485bp处有一 Sac I位点 ，170bp处有一 Kpn I位点。 

宿主菌自身携带质粒 pREP4(3．7kb)上无 BamH I、 

Sac I、̂ I的酶切位点。当用 BamH IfPst I双酶 

切时，pQE32／m 得到 2．6kb的外源片段和3．4kb的 

pQE32载体，pREP4 Pst I的两个识别位点得到2．8kb 

和0．9kb的片段。当用 Sac L， I双酶切时，从 

pQE32／E~得到 3．9kb和2．1kb的片段。pREP4经 飚 

I酶切得到2．8kb和 0．9kb的片段；用 n I／Hind Ill 

双酶切时，插人片段的 1670bp处有一 脚 I位点，因 

此 pQE32／r~形成 5．1kb和0．9kb的片段。pREP4上 

单一的 Hktd llI识别位点得 3．7kb的片段；当用 

I单酶切时，t,QE32／E~应得6．0kb的片段，pREP4得 

到2．8kb和 0．9kb片段；当用 BamHI／HindIll双酶 

切时，pQE32／E~得到2．6kb的外源片段和 3．4kb的 

pQF32载体，而 pREP4得3．7kb的片段；当用 H／rid llI 

单酶切时，pQE32／En和 pREIM上均有单一的H／rid 

II1酶切位点，分别得到6．0kb，3．7kb的带型；凝胶电 

泳结果与预期相符。结果如图3所示。 

2．3 增效蛋白基因的表达 

表达产物的10％SDS-PAGE如图4。结果表明， 

HaGV增效蛋白基因 2．6kb片段在 E．coE M15菌中 

受 启动子区动，表达了含该增效蛋白N．端866个 

氨基酸，含载体l4个氨基酸，总长880个氨基酸的 

I 

200--I 
圈4 pQ 2，bl在大肠杆菌中的表达 

Fig．4 im dpQB h in E a：．／／ 

1-2，B~ctellal PlⅡ Ⅱ；3，indue．ed 2h；4，iedklced 3h；5，ir,dkleed 4hI6，induced 

5h；7．purified oeelmi~ I~ly；M．Ptote~tt口-Ⅱk ． 

融合蛋白，推算出融合蛋白的分子量为 l02kI)(命名 

为Ptm)，电泳结果与预计相符。外源蛋白在大肠杆 

菌中高水平表达，常导致形成包涵体。溶菌酶一超声 

波处理诱导表达菌体，经蔗糖梯度离心得白色包涵 

体带，洗糖离心后得初步纯化的包涵体，在透射电镜 

下可见形状不规则的包涵体。(图5) 

2．4 P102的增效活性测定 

结果如表 1、表 2。在观察期限内清水对照和 

P120对照的棉铃虫幼虫的死亡率为 0，表明在该浓 

度下P1m自身不具备对棉铃虫幼虫的致死效应，且 

各处理组的死亡率不必校正。从表 I得，BI+En组 

在72h统计时比BI单剂死亡率提高了28．18％，L1 

缩短了12．33h。表 2显示，在 168h统计时，HaNPV 

lo6+EIl组比单独的 HaNPV1o6组死亡率提高了 

6．25％，I 缩短了 12．3h；I-hNPV1os+EIl组比单独 

的Hah~ lo5组的死亡率提高了27．09％，LT劬缩短 

了20．51h。当HaNPV的浓度为 lo4和 lo3时，t／aN． 
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图 5 pQE32／En在大肠杆菌中表达彤成的包涵悻 

Fig．5 Oeehasloa b曲 formed pQE32／E．in E co／i 

PV+En组的死亡率分别提高了10．38％和12．5％。 

Ha．NPV+En组的 Ⅱ 为 1．46×lo4±0．27×1 PIB／ 

I1ll，单独 Ha．NPV组的 Ⅱ 为 5．76×lo4 4-1()7× 

10'~B／ml
，HaNPV+En复剂对 HaNPV单剂的共毒 

系数 C1℃=394．52，体现了明显的协同杀虫作用。 

3 讨论 

本文报道的HaGV增效蛋白基因5’端2．6k．b片 

断的表达产物 Pm对 HaNPV和 BI均显示了明显的 

增效作用。Plm对不同浓度的 HaNPV增效幅度不一 

样，在高致死因子浓度下，增效蛋 白的作用可能被掩 

盖，而在中高浓度条件下，增效作用相对显著，这一 

结果与袁哲明的报道相类似 ”J。P102对 HaNPV1o5 

这组浓度增效作用最为显著，在 168h统计时死亡率 

提高了27．09％，I 缩短了 20．51h，虽然在高浓度 

如 Ha．NPV1 条件下，HaNPV1os+En组 比单独 的 

Ha．NPV10s组死亡率提高了6．25％，但是 u 缩短了 

l2．3h，仍然较明显的提高了感染效率。Ha．NPV10l+ 

En组和HaNPV1o3+En组的死亡率均低于 50％，在 

实践中一般不会使用该浓度。NPV与增效蛋白复配 

使用显著提高了NPV的杀虫效率，并且可降低NPV 

的用量，降低成本，为 NPV杀虫剂防治棉铃虫危害 

提供了新思路。 

昆虫病毒增效蛋白主要是通过破坏昆虫围食膜 

这一抵抗病原微生物人侵的天然屏障而发挥作用 ， 

因此理论上增效蛋白对任何一种经昆虫消化道而起 

作用的杀虫活性成分如病毒，BI、阿微菌素均有增效 

活性，这是增效蛋白存在广谱作用的理论基础，并由 

本研究中 Pt∞对 HaNPV和 Bt的增效活性所证实。 

由本室克隆和表达的另一棉铃虫增效蛋白基因片段 

2．1kb的 表达产物 P 也显示了明显的增效活性，在 

感染 1ld统计时，可提高AeMNPV对小菜蛾幼虫的 

死亡率 27．88％一32．92％u4J。 

衰 1 PI衄对 Bt蒜染棉斡虫幼虫的增蚊活性 

Tab|c1 "1he W  m 叼 thel田豫 喁 帅 口 

表2 Ptte对 } v癌染棉铃虫幼虫的增效活性测定 

Table1 The s'ynelgy ofPte2∞ HaNPV％ the1一  arm／ge~a 

注：En"表示增效蛋白(b)终浓度为 l 0 X lff*OB／m1 
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将增效蛋白与其它杀虫剂复配使用，在实践中 

也是切实可行的。利用大肠杆菌表达增效蛋白具有 

如下优点：成本低、产量高、工艺简单；fa效蛋白能在 

大肠杆菌中高效表达，形成不溶性包涵体，易于分离 

纯化，并且性质稳定，易于保存，具有较长的货架寿 

命。增效蛋白良好的协同杀虫作用的特点与原核表 

达系统的优点相结合，显示出极大的应用潜力和市 

场前景。 

对于增效蛋白的研究在理论上也具有重要意 

义。病毒、增效蛋白与昆虫宿主是探索病原物与宿 

主相互关系和相互作用的良好模型系统，对其增效 

机理及功能区域的研究会进一步加深和丰富我们对 

病毒宿主相互关系的认识。随着这种认识的不断深 

人，将有助于新型生物杀虫剂的面世，制定出更有效 

的生物综合防治农林害虫的战略和对策。 
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