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PTD­Cry3Aa原核融合表达产物对 

甘薯小象甲的活性研究 

邱道寿，刘晓津 * 

（广东省农业科学院 作物研究所/广东省农作物遗传改良重点实验室，广东 广州  510640） 

摘要：为探讨 TAT  PTD 对苏云金杆菌鞘翅目特效基因 CryAa 是否具有协同作用，本试验在实现了融合基因 TAT 

PTD­Cry3Aa 大肠杆菌原核表达的基础上，以甘薯小象甲为生测对象测定了原核表达产物 PTD­Cry3Aa 与 Cry3Aa 

的毒力。结果表明，用大肠杆菌表达的 Cry3A 和 PTD­Cry3Aa 包涵体初提物均对甘薯小象甲成虫和幼虫有杀虫活 

性，且表现出一定毒力增效作用，对成虫的增效倍数为 2.01倍，对幼虫的增效作用更加明显，达到 3.19倍。这一 

研究结果对于甘薯小象甲的生物防治研究以及转基因抗虫甘薯的研究具有重要的指导作用。 
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A Study on the Activity of the Prokaryotic Expression Products of 
PTD­Cry3Aa Fusion Gene to Sweet Potato Weevil, Cylas formicarius 

QIU Dao­shou, LIU Xiao­jin * 

(Key Laboratory of Crops Genetics and Improvement of Guangdong Province, Crops Research Institute, 
Guangdong Academy of Agricultural Sciences, Guangzhou 510640, China) 

Abstract:  In  order  to  study  the  synergism  of  the  TAT  PTD  (the  protein  transduction  domain  in  HIV­1 
transactivator of  transcription  protein)  to  the Cry3Aa  from Bacillus  thuringiensis,  the  fusion  gene PTD­Cry3Aa 
and  gene  Cry3Aa  were  expressed  in  E.  coli.  cells.  The  toxicity  of  prokaryotic  expression  products  from 
PTD­Cry3Aa and Cry3Aa was tested in sweet potato weevil, Cylas formicarius. The bioassay results showed that 
the primary extracts of PTD­Cry3Aa and Cry3Aa inclusion bodies exhibited activities against the adults and larvae 
of sweet potato weevil. The results also indicated there was a synergism of PTD to Cry3Aa both on the adults and 
the larvae. The synergistic rates were 2.01 folds for  the adults while 3.19 folds  for  the larvae. The study results 
would play an important role in biological control and transgenic sweet potato against sweet potato weevil. 

Key words: Cry3Aa; TAT protein transduction domain; Cylas formicarius 

甘薯小象甲(Cylas  formicarius)是我国南方薯区 

的一种重要害虫，除以成虫咬食藤、叶、幼芽、薯 

块外，还易引起甘薯病害 [1­2] 。同时幼虫蛀食粗蔓和 

薯块形成隧道，诱导产生萜类和酚类物质而导致味 

苦，即使少量为害也不能食用或饲用 [3­4] 。常年给我 

国南方薯区造成较大损失，一般损失为 5%~20%， 

严重时高达  30%以上 [5] ，大多数疫区薯块为害率高 

达  60%~100% [6] 。长期以来，尽管各种防治措施都 

有应用，但实际效果一直不是十分理想。 
Cry3Aa 是一个对鞘翅目害虫特效的苏云金芽 

胞杆菌(Bacillus thuringiensis)杀虫蛋白基因， 最早由 
Herrnstadt 等 [7] 于 1987 年从苏云金芽胞杆菌圣地亚
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哥亚种中获得克隆，目前全球已获得 12 个 Cry3Aa 
克隆，它们的氨基酸同源性都在 97%以上。其编码 

区一般为 1  932或 1  956  bp，编码的蛋白质由 644 
或  652 个氨基酸残基组成，分子量为  65  ku [7] 、73 
ku [8] 、85.78 ku [9] 。含 Cry3Aa 基因 Bt 菌株的制剂已 

被广泛应用于防治马铃薯甲虫及其它作物、仓储和 

森林鞘翅目害虫 [10­12] ， Cry3Aa 基因还被应用于多种 

转基因作物，以对抗马铃薯甲虫 [13­15] 、甘薯小象甲 
[16] 、白杨叶甲 [17] 和米象 [18] 等多种鞘翅目害虫。原核 

表达的  Cry3Aa 产物也被证明对安第斯马铃薯象甲 
(Premnotrypes vorax) [19] 、椰心叶甲 [20] 较强的杀虫活 

性。这些研究表明  Cry3Aa 是对抗鞘翅目害虫生防 

制剂或转基因作物的一个很有效的候选基因，应用 

前景广阔。 
TAT(transactivator  of  transcription)为人类免疫 

缺陷病毒(HIV­l)的重要调节基因，其编码的 TAT蛋 

白是 HIV­1 重要的反式激活因子。 在 TAT功能区有 

一段被称为蛋白转导结构域 (protein  transduction 
domain，PTD)的区段，其核心序列由  11 个氨基酸 

组成，目前的诸多研究发现它具有细胞传导和亚细 

胞定位功能，能够有效地引导肽段或蛋白质通过细 

胞膜, 从细胞外向细胞内直接跨膜转运，能够通过 

血脑屏障，而且具有转导速度快，效率高和广谱性 

等特点，是一个极好的蛋白质、多肽和基因的转运 

载体。 利用 PTD­蛋白质系统来提高目的蛋白穿透生 

物膜的方法既简单可行，又不影响生物大分子的活 

性，因此对蛋白功能研究、协同作用研究是一个极 

好的手段。通过大肠杆菌原核表达的  PTD­Cry1Ac 
融合蛋白对小菜蛾杀虫毒力研究表明，PTD  对 
Cry1Ac 具有 2~9 倍的增效作用，被认为是提高 Bt 
杀虫毒力和治理小菜蛾对  Bt 产生抗性的有效途径 
[21­23] 。通过烟草表达的 PTD­Cry1Ac 融合蛋白同样 

也表现出 2~3倍的毒力增效作用 [24] 。 

为了探讨 TAT PTD 对 Cry3Aa 是否具有毒力增 

效作用，我们合成了 PTD­Cry3Aa 融合基因，设计 

了 PTD­Cry3Aa 融合基因的大肠杆菌原核表达，并 

测定了它对甘薯小象甲的毒力活性，现将结果整理 

如下。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种和载体  pUC57 Vector 购自南京金斯瑞 

生物科技公司。大肠杆菌  pET22b(+)载体、菌株 
Escherichia coli DH5α、E.coli BL21(DE3)菌株由本 

实验室保存。 
1.1.2  工具酶和试剂盒  Pfu 酶、Taq 酶、dNTP、 
10×PCR buffer、限制性内切酶、质粒提取、小量胶 

回收试剂盒和  DNA  Marker  等分别购自大连 
TaKaRa、北京鼎国 (Dingguo)、上海申能博彩 
(SNBC)、Gen­view等公司。 
1.2  方法 
1.2.1  His­tag­PTD­linker­Cry3Aa 基因的合成 通 

过目前国际上已命名的  12  个  Cry3Aa(Cry3Aa1， 
Cry3A2，Cry3A3，……，Cry3Aa12)基因序列的比 

对分析，发现其中的 Cry3Aa2、Cry3Aa3、Cry3Aa5、 
Cry3Aa6 和  Cry3Aa12  5 个基因的氨基酸序列均为 
644aa，而且 100%同源。因此，笔者选取其对应的 

蛋白质序列(GenBank登录号为 AAA22541.1)作为基 

因合成的模板。将此序列、TAT  PTD  核心序列 
(YGRKKRRQRRR)进行大肠杆菌偏好密码子优化， 

将优化后的两 CDS 序列用  linker(GGATCC)相连， 

再在 PTD 的 5′端引入 His­tag  (CACCATCATCATC 
ATCAT)序列， 以及在整个序列的 5′端和 3′端分别引 

入 Nde  I 和 Xho  I酶切位点，以此设计序列（2004 
bp，图 1）交南京金斯瑞生物科技公司合成。 

图 1      PCR 扩增示意 

1.2.2  His­tag­Cry3Aa基因的 PCR扩增 以合成的  His­tag­PTD­linker­Cry3Aa 基因为模板，通过设计
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两条引物：P1  GCTCTAGACGCATATG  CACCAT 
CATCATCATCATTTGGGCTTGTTGGCATCGCT 
（单划线为分别 Xba I和 Nde I酶切位点， 双划线为 
His­tag），P2GTGGATCCCGCTCGAGTTATTAGT T 
CACCGGAATAAATTCA ATT （单划线分别为 BamH 
I  和  Xho  I  酶切位点），利用  PCR  扩增获得 
His­tag­Cry3Aa 基因（图 1）。PCR 反应体系为 Pfu 
(SNBC)1μL，10×PCR buffer (SNBC)1μL，P1 和 P2 
各 2μL，dNTP (Gen­view)2μL，MgCl2 (25 mmol/L， 
SNBC)2μL，模板  DNA  0.5μL，加去离子水  9.5μL 
至总体积为 20μL。PCR 反应条件为 94 ℃预变性 4 
min，94 ℃变性 1 min，60 ℃退火 30  s，72℃延伸 
30 s，进行 24 个循环，72℃再延伸 10 min，4 ℃保 

持。10 g/L琼脂糖凝胶电泳检测，凝胶回收方法回 

收目的片段。 
1.2.3  克隆载体的构建 上述  PCR 反应的回收产 

物与  pUC57  vector  连接，构建重组质粒  pUC57 
­His­tag­Cry3Aa，连接的反应体系和反应条件根据 

公司说明书。然后将连接产物转化 E. coli DH5α感 

受态细胞。将转化菌取 100 μL涂于含 100 mg /L氨 

苄西林、IPTG(20 mg/mL)和 X­Gal(20 mg/mL)的 LB 
平板上，37 ℃孵育 16  h，分别挑 10 个白色单菌落 

扩大培养。 采用质粒小提试剂盒提取质粒，经 Xba I 
和 BamH  I双酶切，10  g/L琼脂糖凝胶电泳，筛选 

阳性克隆。 
1.2.4  测序及序列分析 将鉴定正确的连接有目的 

片段的质粒交上海英骏(Invitrogen)公司进行测序， 

并在http://www.ebi.ac.uk/  网站用 ClustalW2 软件对 

测序结果进行比对分析。 
1.2.5  载体构建与原核表达 分别将含有  Cry3Aa 
和PTD­Cry3Aa基因的 pUC57重组质粒和表达载体 
pET22b(+)质粒经 Nde I 和 Xho I 双酶切后，分别回 

收Cry3Aa和PTD­Cry3Aa基因片段以及表达载体大 

片段，将两者 22℃连接后转化 DH5α 感受态细胞。 

经  PCR  初步鉴定正确后，分别提取重组质粒 
pET­Cry3Aa 和 pET­PTD­Cry3Aa。经测序鉴定正确 

后， 将重组质粒 pET­Cry3Aa 和 pET­PTD­Cry3Aa分 

别转入感受态细胞 BL21(DE3)中。挑取阳性克隆于 
LB(Amp+)液体培养基中，37 ℃震荡培养过夜。按 
1%的接种量将菌液转接至 50 mL LB 培养基中，37 
℃培养至菌液 OD值达到 0.5~1.0 时，在 100 mL菌 

液中加入 IPTG（终浓度为 0.1 mol/mL），37 ℃震荡 

连续培养 8 h。各样品超声波破碎后，收集沉淀（包 

涵体）。 
1.2.6  原核表达PTD­Cry3Aa与Cry3Aa重组蛋白对 

甘薯小象甲的毒性 收集诱导后的菌体，超声波破 

碎， 分别初步纯化 PTD­Cry3Aa 与 Cry3Aa包涵体蛋 

白。用蒸馏水配成母液后(20 mg/mL)，梯度稀释， 

同时设蒸馏水为对照。 

成虫的生物测定： 将 5 cm长带心叶的甘薯嫩苗 

浸渍 5  min后，阴干后置于玻璃组培瓶中，每瓶放 

置 3 棵小苗。然后将在人工气候箱中用薯块和薯苗 

饲养的甘薯小象甲成虫接于组培瓶中，每瓶接  10 
头，每个浓度设 3次重复。25℃人工气候箱弱光培 

养，5 d后统计死亡率。 

幼虫的生物测定：以干燥甘薯粉为主要成分配 

制半天然饲料，并制成直径 2.5 cm、厚 1 cm左右大 

小的冻干饲料块，4 ℃冰箱保存备用。生测时，将 

饲料块浸泡于各梯度浓度的包涵体稀释液中，令其 

充分泡软， 然后用镊子夹于 12 孔细胞培养板中， 每 

孔一块，接甘薯小象甲初孵幼虫 5 头，每处理接 3 
板，盖子内加吹塑纸垫盖严，橡皮筋扎牢。置于 25 
℃人工气候箱弱光培养，5 d后统计死亡率。 

2  结果与分析 

2.1  重组质粒的酶切鉴定 

对公司合成构建的  pUC57­His­tag­PTD­linker­ 
Cry3Aa质粒 A进行 Xba I 和  BamH I 双酶切， 以及 

随机挑取  PCR 产物构建的  pUC57­His­tag­Cry3Aa 
质粒 B 的阳性克隆进行 Xba I 和  BamH I双酶切， 

琼脂糖凝胶电泳检测， 得到两条2 700 bp和 2 000 bp 
左右的条带（图 2 所示），与预计大小完全吻合，证 

明 His­tag­PTD­linker­Cry3Aa融合基因以及 His­tag 
­Cry3Aa 基因已成功插入 pUC57 载体。 
2.2  重组质粒的测序鉴定 

分别随机挑取 2个质粒A的阳性克隆和 5个质 

粒 B 的阳性克隆送上海 Invitrogen 公司进行测序， 

分别在http://www.ebi.ac.uk/  网站用 ClustalW2 软件 

对 7 个测序结果进行了比对分析。质粒 A的两个测 

序结果都与设计的原始序列  100%吻合。而质粒  B 
的 5 个测序结果中，有 1 个与设计序列达到 100% 
吻合；其它 4 个测序结果出现 2~5碱基不同程度的 

缺失或者突变错误。 
2.3  重组蛋白 PTD­Cry3Aa 与 Cry3Aa 对甘薯小象
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甲的毒力比较 

由表 1 可以看出， Cry3Aa 对甘薯小象甲成虫和 

幼虫的致死中浓度分别是 4.53，1.34 mg/mL，也就 

是说 Cry3Aa 对幼虫的毒力是成虫的 3.38 倍；而融 

合蛋白 PTD­Cry3Aa 对成虫和幼虫的致死中浓度分 

别是  2.25， 0.42  mg/mL，也就是说融合蛋白 
PTD­Cry3Aa 对幼虫的毒力是成虫的 5.36 倍；包涵 

体Cry3Aa和PTD­Cry3Aa对成虫的致死中浓度分别 

是  5.53，2.25  mg/mL，也就说对同一虫龄对象， 

PTD­Cry3Aa的毒力要比 Cry3Aa强， 亦即由于 PTD 
与 Cry3Aa 融合表达， PTD 对 Cry3Aa 产生明显的增 

效作用， 增效倍数为 2.01 倍； 同理， 对于幼虫阶段， 

包涵体Cry3Aa和PTD­Cry3Aa对幼虫的致死中浓度 

分别是  1.34，0.42  mg/mL，PTD­Cry3Aa 的毒力要 

比 Cry3Aa 更强，由于 PTD 与 Cry3Aa 二者的融合 

表达，PTD 对 Cry3Aa 产生更加明显的增效作用， 

增效倍数为 3.19 倍。 

M. DNA标准 DL3 000; 1. 质粒 pUC57; 2. Xba I与 BamH I双酶切后的质粒 pUC57 

图 2  重组质粒的鉴定 

表 1  重组蛋白 PTD­Cry3Aa 与 Cry3Aa 对甘薯小象甲的毒力 

虫龄 蛋白 毒力回归方程 相关系数  LC50/(mg∙mL ­1 )  增效倍数 

Cry3Aa  y=4.19+1.23x  0.99  4.53 
成虫 

PTD­Cry3Aa  y=4.45+1.57x  0.96  2.25 
2.01 

Cry3Aa  y=4.79+1.62x  0.96  1.34 
幼虫 

PTD­Cry3Aa  y=6.15+3.10x  0.92  0.42 
3.19 

3  讨论 

本研究在设计  PTD  与鞘翅目特效杀虫基因 
Cry3Aa组成融合片段时， 在 PTD 与 Cry3Aa 之间设 

计了一个 6 个碱基的 linker(GGATCC)， 最后利用大 

肠杆菌获得了  PTD­linker­Cry3Aa 融合片段成功表 

达，融合蛋白对甘薯小象甲表现出较强毒力，而且 

比单独表达的 Cry3Aa 蛋白有 2~3 倍的毒力提高， 

说明我们这种设计是成功的。试验结果也表明 PTD 
对 Cry3Aa 基因具有毒力增效作用。 

关于PTD对苏云金芽孢杆菌 ICP基因协同作用 

研究，目前已有不少报道。曹丽波 [22] 研究表明， 
PTD­Cry1Ac的原核表达产物对小菜蛾有一定的毒 

力增效作用， 尤其是对田间种群比较明显， 增效倍 

数到达 4.76 倍。刘玮 [23] 研究表明原核表达的 6 种 
tat­Cry1Ac 蛋白对小菜蛾的杀虫活性均有一定程 

度的提高，增效倍数达到  2.1~5.54 倍。杨峰山 [21] 

研究结果表明目前原核表达  PTD­Cry1Ac 融合蛋 

白毒力增效作用最高， 其对小菜蛾敏感种群的增效 

倍数为  4.84 倍，对小菜蛾抗性种群的增效倍数为 
9.69 倍，显示出 PTD 对治理害虫，对 Bt抗药性的 

独特作用。宋政良 [24] 首次报道了 TAT­Cry1Ac 在烟 

草、 拟南芥等真核植物表达产物的增效作用， 其增 

效倍数介于 2~3， 可为转基因抗虫植物的设计提供 

新的途径和策略。
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