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用

多聚酶链反应 ���  � 的方法
,

成功合成了该菌毒性蛋白基因 �� 端片段
,

并克隆到大肠杆菌 �� �� �� �� ��

质粒载体上
,

获得 了重组质粒 �
�� ��

。

核酸限制酶谱分析表明
,
��� �� 的重组片段属于 �� �� 咖� 的毒

性蛋白基因限制酶片段长度多型性分类系统中 �
�

� � � 类型基因
。

对该基因片段的全序列分析结果

证明
,

在以 �� � 合成的� �  �个核昔酸中与国外已发表的 �
�

� � � 类型基因的相应片段仅有一个核昔

酸差异
。

该基因片段具有表达有生物活性的毒性蛋白所必需的全部核昔酸序列
。
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苏云金杆菌在其芽抱形成期能产生对许多昆虫具有特异性毒杀作用的伴抱晶体蛋白
仁’3」。

随着植物基因工程技术的发展
,

将编码该杀虫毒性蛋白的基因导入植物细胞
,

培育 自身抗虫的

基因工程植株
,

已在许多实验室取得成功队
‘

、

“
、

‘“〕
。

对苏云金杆菌毒性蛋 白基因的深入研究表
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明
,

仅为全长毒素基因一半的51 端片段已足以表达有活性的毒性蛋白
,

且该31 端缺失的基因在

转基因植物中的表达效果优于完整的毒素基因以
8、 ‘

0]
。

因此
,

在克隆获得毒素基因之后
,

有必要

对其进行31 端缺失
,

以获得能在植物细胞中有效表达的51 端毒素基因片段
。

本文报道通过设计

适当的寡核昔酸引物
,

以 Pc
R 合成的方法

,

直接克隆具有完整起始和终止密码的苏云金杆菌

毒素基因51 端的工作
。

国内已有实验室报道了克隆苏云金杆菌毒性蛋 白基因的工作
,

但未见发

表过其 D N A 序列
。

因此
,

我们对所获得的51 端基因片段进行了全序列测定
,

以确定其与国外报

道的同类型基因的核昔酸序列异同
,

并确证由 PCR 合成的毒性蛋 白基因的可靠性
。

1 材料与方法

l· 1 菌株和质粒 苏云金杆菌戈尔斯德亚种 H D
一

1 ( Ba
ci 枷

,
th , ing o sis va

r .
kur

sta ki H D
一

1) 购

自中国菌种保藏中心
。

用作 PCR 合成模板的 D N A 按文献 〔1〕方法提取
。

基因克隆所用质粒载

体为 Bl
u
esc
riPt

,

为序列测定进行亚克隆所用质粒为 Blu es er iPt 和 PO
E M ,

均按文献 仁7〕方法提

纯
。

受体大肠杆菌菌株为 DH
一

5

。

克隆与亚克隆的具体方法步骤除以下特别提到的外
,

均按文献

[7〕方法进行
。

1

.

2 生化试剂和仪器 各种核酸限制性内切酶
、

T
;

核昔酸激酶
、

T
;

核昔酸连接酶等均购 自华

美生物工程公司
。

此R 试剂盒和序列测定试剂盒 se que na se ve rs ion 2
.
0系 Pr om eg a 公司产品

。

。
’Z
P

一

d A

TP
购 自N EN 公司

。

9 o A

一

P C R 仪 由中国科学院遗传所技术开发室制造
。

1

.

3 寡核昔酸引物 寡核昔酸引物的设计以 5
.
K on do 等 (1987) [l

‘〕发表的苏云金杆菌戈 尔斯

德亚种 H D
一

1 毒性蛋白基因序列为依据
。

第一引物为5
.
3K b 基因的起始18 个核普酸序列

,

即
:51 -

A TG G A TA A CA
AT
CCG A AC 一

3
‘ ;

第二引物选择5. 3 K b 基因第1942到 19 59的18 个核昔酸的互补

序列
,

并在其51 端增设2个终止密码
,

即51
一

TT AT

C A

cT

c A A c T A A A

TT

G G T A T c

一

31

。

寡核昔酸引

物 由北京大学生命研究中心 D N A 合成仪合成
。

1

.

4

Pc

R 合成 Pc R 合成依文献 〔9」所述方法进行
。

反应体系中各成份按试剂盒说明加入
。

P e R 反应条件如下
: 93℃

,

0
:

3 0
;

4 5 ℃
,

1
:

3 0
;

6 5 ℃
,

2
:

3 0
;

持续30个循环后继续在 65℃保

持5分钟
。

1

.

5

PC

R 产物的克隆 PCR 产物以电泳分离
,

切下含 目的 DN A 条带的琼脂糖凝胶
,

通过冻

融法回收目的 D N A
。

为提高克隆效率
,

按文献 「3〕方法对 回收的 D N A 先用蛋白酶 K 处理
,

再

以核昔酸激酶在5
‘

端加上磷酸基
,

按常规方法克隆到 Bl ue sc ri Pt 的 Ec
oR v 位点

。

1

.

6 D N A 序列测定 毒性蛋白v 基因51 端片段以核酸限制酶切成6个小片段
,

分别亚克隆到

pBs 或 pG EM 质粒载体的相应位点上
,

分别以 K s
、

s K

、

T
7

或 sp
。

为测序引物
,

按 s
e
卿
en
ase
v ersion

2
.
0试剂盒所述双脱氧终止法进行 D N A 序列测定

。

2 结果和讨论

2.1 毒性蛋白墓因51 端的 PCR 合成和克隆 按
“

材料和方法
”

所述的条件
、

方法
,

由 PCR 合

成获得了大小约1
.
9 K b的 D N A 片段

。

电泳未见其他的D N A 条带
,

电泳照片见图1
。

这表明
,

由

两个寡核普酸引物引导合成的1
.
9 Kb 片段系 PCR 的特异性产物

,

其大小符合预定的毒性蛋白

基因 5
,

端长度
。

据 Cr
ow e等 (1991)阁报道

,

PC

R 合成片段的克隆成功率很低
,

原因可能是经

PC R 合成的 D N A 片段末端附着残余的T aq 多聚酶
,

阻碍了 D N A 连接酶发挥作用
。

他们用蛋白
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9 6 0
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图3 Bt毒性蛋白基因51 端核普酸序列及推导出的氨基酸序列

F19
.
3 N ueleotide se quenee of Bttoxin gene s , e n

d
a n d t h

e d e d u e e d a
m i n o a e i d 阴q ue n e e

第 一行
: P cR 合成的毒性蛋自基因51 端核背酸序列 ; 第二行

: 5.K on do 发表的 5
.
3 K b 类刑毒性蛋 自从囚部份核什酸序列

,

表示相同核什酸 ; 第 三行
:
山核普酸序列推 导出的氨从酸序列

1st line : N ueleotide

toxin gene Published by 5
.

SequenCe

K o了, d
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f 5
.
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从上实验结果表明
,

我们通过 Pc R 合成的手段
,

成功克隆获得 厂苏云金杆菌戈尔斯德亚

种 H D
一

1 5

.

3 K b 类型毒性蛋白基因的51 端
。

此项工作证明
,

P C R 方法可用于扩增 长达 Z K b 的

D N A 序列
,

T
aq 多聚酶的复制错误率不高

,

扩增的片段完全 可用作基因克隆的材料
。

此外
,

P c R

技术在基因克隆工作上的应用
,

使我们能够借助国内外 已有的研究结果
,

在较短时间内
,

以

较少哟花费直接克隆我们需要 的目的基因
。

我们克隆获得的毒性蛋 白基因 51 端片段具 备完整

的启始和终止序列
,

无需再行3
’

端缺失的工作
,

就可直接连接到植物表达启动 子355 下游
,

这

为下一步进行植物基因转化的工作提供了便利条件
。

这方面的工作 目前正在进行中
。
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