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利用 DNA shuffling 技术构建含 5 个cry
基因的突变体库以筛选高毒力杀虫蛋白

张小琼 林拥军

华中农业大学生命科学技术学院,武汉430070

摘要 以改造合成的5个Bt基因(cry1C*、cry2A*、cry1Ab、cry1Ac和cry9C*)为材料,利用DNAshuff-
ling的体外分子进化技术构建1个含有1000个重组基因克隆的大肠杆菌表达库;通过诱导表达重组蛋白,

ELISA方法测定蛋白表达量,以棉铃虫(Helicoverpaarmigera)为试验昆虫进行毒性试验。结果显示:重组克

隆的蛋白毒性与阳性对照Cry1Ac相比,增强的有122个,持平的有38个,有毒性但毒性降低的有232个,失去

毒性的有608个;对这1000个重组克隆进行了测序,比较了重组基因与原始基因的序列同源性,除去55个克隆

未能找到其原始基因来源,将其余的945个重组克隆从5个Cry蛋白的核苷酸编码序列的同源性出发,划分为

源于cry1Ab,cry1Ac,cry1C*,cry2A*和cry9C*的5个重组克隆类型。根据毒力变化分为毒力上升、持平、下
降3组。对1000个重组基因的氨基酸序列进行分析后发现,相对于毒力上升和持平组,5个毒力下降组的重组

克隆间的氨基酸序列同源性最低。
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  1901年,日本学者石渡从染病的家蚕体液中首

次分离出苏云金芽胞杆菌(Bacillusthuringiensis,

Bt),并证明它对部分鳞翅目昆虫有杀虫活性[1]。现

已从不同Bt亚种中分离出对不同目的昆虫有特异

毒杀作用的杀虫晶体蛋白。昆虫取食Cry蛋白,在
昆虫的中肠水解活化产生毒蛋白并与肠道上皮细胞

上的受体(BBMV)结合,产生小孔,破坏渗透平衡,
引起中肠细胞的裂解,导致昆虫的死亡[2]。

过去Bt基因的改造方法主要是定点突变[3]、寡
核苷酸替代及结构域交换[4]等。这些研究为Bt基

因的认识提供了很多帮助,但这些传统的方法有一

定的局限性。DNAshuffling是一种基于PCR的新

的体外定向分子进化技术。它利用DNaseⅠ将欲改

造的基因或基因家族打断成一定大小的片段,在

PCR的复性过程中,利用片段间部分同源性发生错

配,错配的片段互为模板进行延伸。这些基因在延

伸中因为错配引入了突变,通过人为的定向选择,最
终得 到 符 合 需 要 的 新 基 因。该 技 术 自 1994 年

Stemmer[5-6]发明以来,就不断地得到应用和完善。

在实验室用于改造基因,如更高表达量的荧光蛋

白[7]或者更易结晶的蛋白[8]、改变酶的理化性质[9]

等。在实际应用方面如改造商业用酶[10]、医用疫

苗[11]、病毒育种[12]等也获得好的效果。这种改造

方法简单易行,可以多位点同时进行改造,并且可以

同时优化不同的理化性质[13];相较于传统的改造手

段,还具有同时多基因改造[14]且可以根据需要调整

技术手段[15-16]的优点。DNAshuffling技术在Cry
蛋白方面改造的研究也有开展,但研究不多[17]。

本研究旨在通过对5个Bt杀虫晶体蛋白基因

的DNAshuffling的改造,获得一些新的编码高毒

力杀虫蛋白的基因。

1 材料与方法

1.1 基因来源

原始基因为5个具有鳞翅目特异杀虫毒力的

Bt蛋白基因:cry1Ab、cry1Ac、cry1C*、cry2A*、

cry9C*,其中cry1Ab、cry1Ac由加拿大渥太华大

学 Altossar博 士 改 造 合 成,cry1C*、cry2A*、
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cry9C*由华中农业大学作物遗传改良国家重点实

验室林拥军博士和张启发院士改造合成。5个杀虫

基因均构建于pUC18质粒上。
1.2 原始基因片段的获得

以5个原始基因两端的质粒序列设计PCR引

物,使其具有共同的末端。正向引物为:5′-agctacaa-
caaggcaagg-3′,反向引物为:5′-tagaaggcacagtcgagg-3′。

PCR扩增程序为:95℃3min;95℃1min,55℃
1min,72℃1.5min,30个循环;72℃10min。分别

扩增这5个基因片段,检测后用1%琼脂糖凝胶电

泳回收(UNIQ-10柱式DNA胶回收试剂盒,购于上

海生工),分别纯化这5个基因的扩增产物,去除多

余的引物。
1.3 基因重组

将 5 个 基 因 的 回 收 产 物 等 量 混 合 后,用

DNaseⅠ消化10min,然后用1.5%的琼脂糖凝胶

电泳,回收其中100~200bp大小的片段。将收集

到的纯化的片段进行DNAshuffling,重组方法参

照Stemmer的方法[6],得到的重组片段用1%琼脂

糖凝胶电泳,回收其中的1.5~2.5kb片段。
1.4 阳性克隆的筛选

回收的重组片段用限制性内切酶BamHⅠ和

EcoRⅠ进行酶切后,连接到大肠杆菌 表 达 载 体

pGEX-KG上,并电转化至大肠杆菌DH5α。在含有

100μg/mL氨苄青霉素(Amp)的LA培养基上培

养过夜,然后进行菌落PCR扩增,PCR引物和反应

条件同上。将筛选到的阳性克隆培养后加入等量的

50%甘油,-70℃保存。
1.5 重组基因的诱导表达

以菌体量、温度和IPTG浓度等为参数进行优

化试验,通过蛋白表达量测定,找到适宜的诱导条

件。将1μL阳性克隆的保存菌株接至1mLLB培

养液(含Amp100μg/mL)中37℃过夜培养,然后

将这1mL菌液扩大培养至150mLLB培养液中

37℃培养3h。再加入终浓度为5mmol/L的诱导

剂IPTG,28℃诱导培养3h至D600nm=0.8,8000
r/min离心3min,收集菌体,弃去培养液,称量菌

体,加入800L无菌蒸馏水,震荡混匀。
1.6 重组蛋白的生物测定方法

将每个重组克隆的150mL菌液收集浓缩到

800μL,分别均匀混在等量的棉铃虫(Helicoverpa
armigera)的人工饲料中,然后将人工饲料均匀倒

入测试板的24个测试孔中,每个孔中接入1头1龄

棉铃虫。每个样品每次重复试虫数为24头,共设置

3个重复。以pGEX-KG空白载体转化的的大肠杆

菌为阴性对照,装载原始cry1Ac基因的pGEX-KG
转化的大肠杆菌为阳性对照。28℃温箱饲养3d后

统计死亡的棉铃虫数。棉铃虫的人工饲料配方是由

武汉科诺生物农药有限公司提供。
1.7 重组基因测序及比对

阳性克隆的DNA序列测定由华中农业大学作

物遗传改良国家重点实验室完成。测序仪为 ABI
Prism3730DNA Analyzer(AppliedBiosystems
Inc)。每个克隆重复测序2次,若2次测定结果有

差异的,则进行第3次测定,以2次重复序列为准。
测序 引 物 为:5′-gggctggcacacgtttggtg-3′,5′-attgt-
gtctctcttcccgaa-3′, 5′-actgttcttgatatcgctgc-3′ 5′-
tgactattccaactactgca-3′,5′-tgtaccccaccggcagcaac-3′
和5′-ccgggagctgcatgtgtcagagg-3′。

所有重组克隆与原始Bt蛋白的序列多重比对

使用软件DNAMANversion5.2.2,相关参数为:

GapOpenPenalty10;DelayDivergentSeqs%30;

GapExtension0.2;ProteinWeightGONNET。
1.8 重组蛋白含量的测定

对1000个重组克隆进行序列测定并和原始

cry基因核苷酸序列进行同源性比对后,根据重组

克隆的基因来源,ELISA法测定相应的Cry蛋白含

量。ELISA试剂盒QualiPlateTMKitforCry1Ab/

Cry1Ac,QualiPlateTM KitforCry2A 均 来 自 于

EnviroLogixInc公司。蛋白样品的制备:将诱导后

的150mL的大肠杆菌培养液培养至 D600nm=0.8
时,8000r/min离心3min收集菌体。然后用500

μL抽提缓冲液重新悬浮,随即冰冻至-80℃,然后

在37℃融化,如此反复冻融4次。3000r/min离

心5min。加入50μL上清液至96孔板中,每个样

品3次重复。整个ELISA的操作按照EnviroLogix
Inc提供的手册进行。450nm波长下测定和记录其

吸光值。

2 结果与分析

2.1 重组基因文库的建立

本 试 验 所 用 的 cry1Ab,cry1Ac,cry1C *,

cry2A*,cry9C*基因均是按植物基因优势密码改

造而成的,除cry1Ab和cry1Ac同源性较高之外,
其他几个基因之间有较大的序列差异。因此,可以

利用这些基因间的同源性和差异使片段间产生错配

41



 第1期 张小琼 等:利用DNAshuffling技术构建含5个cry基因的突变体库以筛选高毒力杀虫蛋白  

重组。经DNAshuffling后,建立了具有1000个阳

性克隆的重组cry基因文库。
2.2 重组克隆的生物测定结果

在5个原始Cry蛋白中,Cry1Ac的杀虫毒力最

高,平均杀虫数为9.33。Cry1Ab为8.67,Cry1C为

6.00,Cry2A为4.67,Cry9C为3.33。在这1000
个阳性克隆中,杀虫数大于9.33的克隆有122个。

从生物测定结果可以看出,杀虫毒性提高的克

隆数很少,而绝大多数克隆的杀虫毒性降低或没有

杀虫毒性。这说明在自然界的进化中,5个原始基

因已经将基因中的负向突变逐渐淘汰,保留下来的

基因中的位点大多为正向或中性突变,在突变过程

中再引入一个突变,导致负向突变概率增大。
表1 ELISA方法测定的部分毒力提高的

克隆和原始Cry蛋白的蛋白含量1)

Table1 Proteinconcentrationsofselectedrecombinant

clonesexpressingmutationalCryproteinswithincreased

toxicityandparentalCrytoxinbyELISAassay

克隆编号

CloneNo.

平均蛋白含量/(μg/g)
Meanofprotein
concentrations

标准差

Sd

185 1.330a 1.281×10-3

305 1.330a 0.264×10-3

323 1.365a 0.703×10-3

932 1.364a 2.821×10-3

936 1.333a 0.690×10-3

983 1.371a 0.312×10-3

738 1.375a 0.290×10-3

994 1.380a 1.472×10-3

977 1.363a 0.103×10-3

725 1.375a 0.134×10-3

728 1.385a 0.506×10-3

723 1.411a 0.472×10-3

Cry2A 1.422a 0.156×10-3

Cry1Ac 1.374a 8.684×10-3

Cry1Ab 1.369a 7.658×10-3

 1)同列数据后字母相同者,表示差异不显著(P>0.05,下表

同)。Thedatawithinacolumnfollowedbythesameletterarenot

significantlydifferentat5%level(thesameasfollowingtables).

毒力降低的克隆绝大部分产生了蛋白质序列上

的突变,导致失去活性。还有一些毒力下降的克隆,
因为表达量过小不能将其用到后面的研究工作中而

被淘汰。对于筛选到的毒力提高的突变克隆,为了

解重组蛋白含量对生测结果的影响,即是否由于蛋

白表达量提高而导致毒力提高,我们对重组克隆中

蛋白的表达量进行了测定。在对1000个重组克隆

进行序列测定并和原始基因核苷酸序列进行同源性

比对后,根据克隆的基因来源选择对应的ELISA特

异蛋白试剂盒进行Cry蛋白含量的测定,将克隆的

蛋白含量和原始的Cry蛋白含量进行统计学分析,

结果(表1)显示:这些克隆的蛋白含量与原始的Cry
蛋白含量相比,并无显著性差异(P>0.05),说明这

些克隆毒力得到提高确实是因为氨基酸突变带

来的。
2.3 重组克隆的测序结果

1000个重组克隆的核苷酸序列比对结果如下:
与cry1Ab、cry1Ac、cry1C*、cry2A*和cry9C*具有

序列相似性的克隆分别有235、186、16、420和88
个,比例分别为23%、19%、2%、42%、9%,同源性

未知的序列有55个,占5%;其中来源于cry2A*
的重组克隆最多。

来源于5个原始基因的重组克隆均有毒力提高

的克隆,其中大部分毒力提高的克隆来自于cry2A*、

cry1Ac和cry1Ab,详见表2。与cry1Ab有序列相似

性的有235个,在1000个重组克隆中数量居于第2
位。其杀虫活性略低于cry1Ac,但是在杀虫活性最

高的10个重组基因中,也只有1个来源于cry1Ab,
这一点和cry1Ac相同。原因可能是无论从核苷酸

序列还是从蛋白的结构上来说,两者都有高度同源

性。从本试验来看,cry1Ab,cry1Ac的这2个基因

改造过程中得到的毒性降低和丧失毒力的克隆占大

多数,而 杀 虫 数 增 加 的 重 组 克 隆 较 少。来 源 于

cry1Ac的重组基因数量其次,而用于对照的原始的

cry1Ac的杀虫活性则是5个原始基因中最高的。
但是在杀虫数目最多的10个重组基因中,只有1个

来源于cry1Ac。可能是由于cry1Ac在进化过程

中,属于进化成熟的基因,如果人为的引入新的核苷

酸从而改变其氨基酸,带来的多是中性或者负向

突变。
表2 1000个阳性克隆中杀虫活性前

10的克隆杀虫数及其来源

Table2 Thetop10toxicclonesinthe1000

clonesandtheirgenesources

克隆编号

CloneNo.
平均杀虫数

Meannumbersoflarvaekilled
基因来源

Genesource
983 20.33±2.67a cry2A*
738 19.67±1.20a cry2A*
994 19.00±2.08a cry2A*
977 18.67±0.88a cry1Ab
725 18.33±2.40a cry2A*
728 18.33±3.71a cry2A*
932 18.33±1.33a cry1Ac
723 17.67±1.20a cry2A*
764 17.67±4.10a cry2A*
430 17.33±0.67a cry2A*
Cry1Ac 9.33±0.88b cry1Ac
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2.4 不同来源的重组克隆的不同杀虫效果的克隆

数比较

  除去55个克隆未能找到其原始基因来源,将其余

的945个重组克隆从5个Cry蛋白的核苷酸编码序列

的同源性出发,划分为源于cry1Ab,cry1Ac,cry1C*,

cry2A*和cry9C*的5个重组克隆类型。再根据毒

力变化分为毒力上升、持平、下降3组(表3)。
表3 5个cry杀虫基因来源的重组克隆的

不同杀虫效果的克隆数

Table3 Toxicitylevelsof5crygenesourceclones

毒力 Toxicity cry1Ab cry1Ac cry1C* cry2A* cry9C*
上升Increased 2 5 1 132 2
持平Similar 1 2 0 6 0
下降 Decreased 232 179 15 282 86
总计 Total 235 186 16 420 88

2.5 不同杀虫效果组内克隆氨基酸序列的同源性

比较

  从杀虫效果上对这1000不同基因来源的重组

克隆序列进行分组,将小组内的克隆进行氨基酸序

列的比对(表4),对1000个重组基因的氨基酸序列

进行分析后发现,相对于毒力上升和持平组,5个毒

力下降组的重组克隆间的氨基酸序列同源性最低。
表4 5个cry基因来源的重组克隆在不同

杀虫效果组内氨基酸序列同源性的比较

Table4 Aminoacidsequencecomparisonof5cry

parants-sourcecloneswithdifferenttoxicitylevels %

来源于5个基因的克隆

Clonesfrom5
genesources

   氨基酸同源性 Aminoacidsequencehomology
毒力上升组

Cloneswith
increasedtoxicity

毒力持平组

Cloneswith
similartoxicity

毒力下降组

Cloneswith
decreasedtoxicity

来自cry1Ab的克隆

Clonesfromcry1Ab
88.70 100.00 42.99

来自cry1Ac的克隆

Clonesfromcry1Ac
90.63 69.50 47.71

来自cry1C*的克隆

Clonesfromcry1C*
95.86 / 70.95

来自cry2A*的克隆

Clonesfromcry2A*
51.67 62.77 34.54

来自cry9C*的克隆

Clonesfromcry9C*
92.33 / 44.88

3 讨 论

传统改造方法如定点突变、寡核苷酸取代、结构

域置换等都有局限性:定点突变带有一定的盲目性,
而且负突变、中性突变较多,不利于有益突变的积

累,成功率较低;寡核苷酸取代一般用于改造已知序

列,有针对性,但不适于多轮突变;结构域置换的方

法因为对蛋白改造太大,很少有成功的例子。DNA

shuffling带有一种随意性,既不需要哪个特定位点

发生突变以及发生何种突变,还可以根据实验目的

来调整其具体的操作。因此该技术的应用范围要广

得多,从改造同源性高的基因家族到改造同源性低

的基因家族;从改造小分子蛋白到改造分子质量大

的蛋白;从改造酶的一种性质到同时改造多种不同

的性质。
大部分活性Cry蛋白都被证实具有相似的三维

结构。本试验所用的5个Bt基因对鳞翅目都有特

异杀虫活性的,可能具有相似的三维结构和功能。
通过进行这些具有类似结构域的基因序列间的分子

重组,就可能将这些具有相似功能的片段在体外充

分重组提高对昆虫的毒力。本研究通过DNAshuf-
fling获得了大量的重组基因,为分析突变对蛋白结

构和功能的影响提供了大量的材料。
在这1000个重组克隆中,无毒性的克隆大多

数是产生了移码突变,导致大量的氨基酸序列的改

变。杀虫性显著降低的一部分是由于末端的移码和

提前出现的终止密码导致蛋白的不完全。还有的是

氨基酸的编码改变导致属性改变,尤其是保守区域

的氨基酸发生改变导致蛋白质三维结构的改变,失
去活性。而杀虫数与原始基因差不多的则是序列没

有变异,或者变异成了相似氨基酸。毒力提高的克

隆则是因为提高了蛋白结构的稳定性或与昆虫肠道

受体结合性。如果在重组过程中发生的突变引起氨

基酸序列大的变化,如移码或者终止突变,重组蛋白

由于无法形成有效的构象,普遍呈现无毒力的突变。
毒力下降组中,发生移码突变的克隆很多,并且发生

移码的位点靠前。在重组的蛋白中,终止突变全部

出现在毒性下降组中。位置越靠前,其杀虫的活力

丧失得越彻底。同源性比对的数据说明对整个序列

的氨基酸改变的程度越大,对基因的杀虫性带来的

负面影响越多。
本试验通过体外分子进化技术构建基因库获得

高效的新的杀虫基因,一方面可为选育抗虫水稻、减
轻昆虫的抗药性带来的农业危害提供新的杀虫基

因;另一方面利用这个基因库可为研究Bt基因的结

构、功能,以及Bt如何在自然界变异、选择和进化提

供基础资料。
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ConstructingcrygenesmutantlibrarywithDNA
shufflingmethodforscreeninghightoxicCryprotein

ZHANGXiao-qiong LINYong-jun

CollegeofLifeScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract AnE.coli-expressionmutantlibrarycontaining1000crymutantgeneswasconstructed
usingDNAfamilyshufflingmethodwithfiveinitialcrygenescry1Ac,cry1Ab,cry1C*,cry2A*and
cry9C*.The1000cloneswereexpressedinE.coliandtheirtoxicitywastesteduponHelicoverpaar-
migera (cottonbollworm)larvae.TheexpressionlevelofmutationcloneswerequantifiedbyELISA.
ComparedwiththeoriginalCry1Ac,therewere122cloneswithsignificantlyenhancedtoxicity,38clones
withsimilartoxicity;232cloneswithdecreasedtoxicity;and608cloneswithlosttoxicity.All1000cry
mutantgenesinthelibraryweresequencedandaminoacidsequencehomologyofallcrymutantgenes
wasanalyzedbymultiplecomparisons.Genesourcesof945cloneswerefoundanddividedinto5classes
basedonhomology,55cloneswereunrecognized.Accordingtotoxicitylevel,the1000cloneswerefur-
therdividedinto3classes:increasedtoxicity,similartoxicityanddecreasedtoxicity.Analyzingtheamino
acidsequencesofthe1000clones,thehomologyin5decreasedtoxicityclasseswaslowerthanincreased
toxicityclassesandsimilartoxicityclasses.

Keywords DNAshuffling;Cryprotein;sequencecomparison;mutantlibrary
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