
第30卷 第5期

2011年 10月
华 中 农 业 大 学 学 报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol.30 No.5

Oct.2011,558~562

收稿日期:2011-03-31
基金项目:国家自然科学基金项目(3087066)
季思思,硕士研究生.研究方向:芽胞杆菌分子生物学.E-mail:jisisi2003@yahoo.com.cn
通讯作者:孙 明,博士,教授.研究方向:微生物农药、芽胞杆菌分子生物学.E-mail:m98sun@mail.hzau.edu.cn

苏云金芽胞杆菌质粒 p26 复制功能区的克隆

季思思 朱义广 彭东海 阮丽芳 孙 明

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室,武汉430070

摘要 利用特异引物从基因组BAC文库筛选到1个35kb的片段,对该片段测序比对分析发现可能含有

p26的复制区。为了验证该片段中是否含有p26的复制区,首先,将大肠杆菌和苏云金芽胞杆菌穿梭载体

pHT304用EcoRⅠ酶切切掉苏云金芽胞杆菌复制子后自连,获得复制子克隆载体pHT304E;随后,将12kb
EcoRⅠ片段亚克隆到载体pHT304E上电转化无晶体突变株BMB171,获得具有抗性的转化子,证明该片段具有

复制功能。缺失实验证明最小复制功能区包含2个必需的ORF。经过40代无抗培养,最小复制区复制稳定性

达到90%以上。
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  苏云金芽胞杆菌(Bacillusthuringiensis)中包

含着极其丰富的质粒资源,而且这些内生质粒的拷

贝数、复制方式及稳定性等也不相同。质粒的克隆

为研究苏云金芽胞杆菌质粒的特性、功能及进化关

系等方面的基础理论研究提供了丰富的遗传信息,
也为在质粒克隆的基础上构建出有效的遗传工程载

体及构建高效广谱的工程菌提供了可能。
环状质粒的复制可以被分为滚环复制(RC)和θ

复制2大类。RC质粒分类是依据双链复制起点和

和复制起始蛋白的同源性来分类的[1]。θ复制是根

据它们的组织结构和在复制过程对宿主复制蛋白的

需要来进行分类的[2]。在苏云金芽胞杆菌中相继有

一些θ复制的复制子被克隆和鉴定,例如,从苏云金

芽胞杆菌库斯塔克亚种 HD263的3个质粒p43、

p44和p60分别克隆到各自的复制子[3],从苏云金

芽胞杆菌库斯塔克亚种HD73分离到跟结合转移相

关的广宿主质粒pAW63,并且对该质粒4.1kb的

复制子进行了分析验证[4]。

pBMB165是 苏 云 金 芽 胞 杆 菌 拟 步 行 亚 种

YBT-1765中检测到的最大质粒,它的复制和稳定

性相关基因都被确定[5]。最近,在苏云金芽胞杆菌

以色列亚种克隆到一种新型的复制子[6],由2个基

因orf156和orf157组成,其中,orf156编码的蛋

白是一类FtsZ/tubulinGTP聚合酶超家族的马达

蛋白,可以在细胞内自聚合形成多聚体[7];orf157
编码的蛋白含有HTH保守结构域并可以和复制起

始区域(ORI)特异性结合,证明这是一个新型的质

粒复制分离机制[8]。
苏云金芽胞杆菌YBT-020属于幕虫亚种(sp.

finitimus),具有晶胞粘连现象。在之前的研究[9]中

发现,cry26Aa定位在1个大约200kb(p26)的质粒

上,而该质粒的复制模式还未知。本研究克隆得到

苏云金芽胞杆菌幕虫亚种大质粒的最小功能域,确
定其最小复制区,并分析该复制区的稳定性。

1 材料与方法

1.1 菌株、质粒和引物

本研究用到的菌株和质粒见表1。
1.2 培养基、抗生素、工具酶及主要试剂

  LB培养基,用于常规培养。

TSB培养 基:胰 蛋 白 胨 1.5%,大 豆 蛋 白 胨

0.5%,氯化钠0.5%,pH7.2。
选择性培养基中,除特殊指明外,各种抗生素的

使用终质量浓度为:氨苄青霉素(ampicillin,Amp)

100 mg/mL,红 霉 素 (erythromycin,Erm)25
mg/mL;卡那霉素(kanamycin,Kan)25mg/mL。
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表1 质粒及菌株

Table1 Bacterialstrainsandplasmids

菌株或质粒

Strainandplasmids
特征

Characteristics
来源或文献

Sourceorreference

YBT-020
野生型,具有晶胞粘连表型,幕虫亚种

Wild-typestrainofB.thuringiensisssp.finitimus
[9]

BMB171
无晶体突变株,库斯塔克亚种

AcrystalliferousmutantofB.thuringiensisssp.kurstaki
[10]

Escherichiacoli

DH5α
基因克隆宿主菌F-φ80lacZΔM15Δ(lacZYA-argF)U169deoRrecA1endA1
hsdR17(rk-,mk+)phoAsupE44λ-thi-1gyrA96relA1

笔者所在实验室保存

Storedinourlab

EPI300TM 构建BAC文库宿主菌 HoststrainforconstructionBAClibrary Epicenter
pCC1BAC BAC文库构建载体,CmRPlasmidforconstructionBAClibrary Epicenter

pHT304
大肠杆菌苏云金芽胞杆菌穿梭载体,AmpR,ErmR

E.coliandB.thuringiensisshuttlevector
笔者所在实验室保存

Storedinourlab

pHT304E 大肠杆菌载体AmpR,ErmRE.colivector,deletionderivativeofpHT304 本研究 Thiswork

pBAC275
pCC1BAC插入35kb片段,该片段来源于p26
pCC1BACcontaininga35-kbfragmentofp26containingcry26Aa

笔者所在实验室保存

Storedinourlab

pRep1
pHT304E插入12kbEcoRⅠ片段,该片段来源于pBAC275
pHT304Econtaininga12-kbEcoRⅠfragmentofpBAC275

本研究 Thiswork

  各种限制性核酸内切酶、DNA连接酶、碱性磷

酸酶(CIAP)、普 通 Taq、ExTaqDNA 聚 合 酶、

dNTP及各种DNA分子质量标准等均为TaKaRa
公司产品;DNA 回收试剂盒为 Omega公司产品,
用于从琼脂糖凝胶中回收DNA片段。
1.3 DNA 的常规体外操作与转化

DNA的酶切、去磷酸化、连接等操作均按照供

应商推荐的方法进行。大肠杆菌CaCl2感受态的制

备与转化按照文献[11]的方法进行。
1.4 电转化

大肠杆菌电转感受态EPI300购买自Epicen-
ture,转化方法按照说明书进行,芽胞杆菌的电转感

受态的制备与转化方法按照文献[12-13]的方法进

行。电转 化 使 用 GenePulserTM 电 转 化 仪(Bio-
Rad)。
1.5 BAC 文库的构建和含有 cry26Aa 转化子的

筛选

  苏云金芽胞杆菌幕虫亚种YBT-020菌株BAC
文库构建参照文献[14],总DNA被包埋入低熔点

琼脂糖胶中,包埋块用HindⅢ不完全酶切后脉冲电

泳分离。高分子质量的DNA用电泳洗脱仪回收,
回收得到的DNA片段和 HindⅢ酶切且去磷酸化

的载体pCC1BAC在16℃连接超过4h,挑取阳性

克隆子保存文库。根据cry26Aa基因设计引物p1:

5′-CAAGTGCGAGGGATGAAAAC-3′ 和 p2:5′-
CGCCATAACGGATCAAGTAG-3′,从 文 库 中 筛

选含有cry26Aa的克隆子。

1.6 DNA 测序和分析

利用特异性引物从文库中筛选到1个含有

cry26Aa基因的35kb片段,命名为pBAC275,把这

个片段亚克隆到载体pHT304上,用引物步移的方

法测序。用SeqMan软件(DNAStar)组装序列,序
列比对分析用NCBI的BLAST。
1.7 重组质粒的构建

将pBAC275中的12kb的EcoRⅠ片段连接到

载体pHT304E上获得质粒pRep1;随后将该片段

进行亚克隆构建一系列片段缺失突变体。
1.8 分离稳定性实验

按照黄军艳等[5]的方法,将待测菌株接种到加

入红 霉 素 的 LB 培 养 液 活 化,培 养 物 每8h 按

1/1000接种量转接至新鲜LB液体培养基,转接3
次,使传代次数达到40代以上。梯度稀释后取稀释

度为10-5~10-7的菌液涂布LB平板、30℃培养,
待长出单菌落后,挑取100个单菌落,同时点种到抗

性及无抗性LB平板观察其抗性是否丢失,30℃培

养后计算抗性菌落占总菌落的百分率。每个样品重

复3次。

2 结果与分析

2.1 复制子克隆载体 pHT304E 的构建

pHT304为大肠杆菌和苏云金芽胞杆菌穿梭载

体,为了获得复制子克隆载体pHT304E,用EcoRⅤ
酶切切掉pHT304苏云金芽胞杆菌复制子后自连

转化DH5α,挑取转化子,通过酶切进行验证(图1)

955
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显示:经 EcoRⅠ、BamHⅠ和 HindⅢ酶切,均可产

生4.4kb大小的片段,证明获得的转化子正确;进
一步转化BMB171,发现其不能在苏云金芽胞杆菌

中复 制,说 明 复 制 子 克 隆 载 体 pHT304E 构 建

成功。

 1.EcoRV酶切DigestedwithEcoRV;2.BamHⅠ酶切Digested

withBamHⅠ;3.HindⅢ酶切 DigestedwithHindⅢ;4.抽提

pHT304E质粒PlasmidofpHT304E;5.Markerλ(Digestedwith

HindⅢ).

图1 复制子克隆载体pHT304酶切验证

Fig.1 Therestrictionanalysisofreplicon
cloningvectorpHT304

2.2 p26 复制子的克隆

pBAC275测序拼接后大小为35216bp,G+C
含量为32.62%。生物信息学分析显示这个片段共

编 码26个大于100个氨基酸的ORF,其中orf14

编码DNA聚合酶的亚基,orf16编码解螺旋酶,在
前人研究[1,15]中,这2个蛋白与质粒复制相关,为了

证明 这 个 区 域 是 否 具 有 复 制 功 能,将12kb的

EcoRⅠ片段连接到克隆载体pHT304E上构建载体

pRep1,物理图谱见图2-A。pRep1转化无质粒突变

株BMB171,在含有红霉素的培养基筛选转化子,对
照pHT304E没有转化子长出,说明这个12kb的

片段具有自主复制的能力。从转化子中提取pRep1
酶切验证(图2-B),结果显示pRep1EcoRⅠ酶切产

生4.4kb和12kb的条带,说明转化子正确。
2.3 最小复制功能域的确定

为了确定p26的最小复制功能域,选择从12
kb的EcoRⅠ片段出发(基因组成和排布见图3),通
过截短获得一系列片段,再将这些片段分别装载入

pHT304E并电击转化苏云金芽胞杆菌无质粒突变

株BMB171中检测其是否具有复制能力,结果显示

只有包含完整的orf15和orf16的片段才能够进行

复制;包含完整orf15及部分orf16的片段,或者包

含完整orf16及部分orf15的片段都是不能够复制

的。基于以上结果,确认质粒p26的最小复制区包

含2个必需基因:orf15和orf16。

 A:质粒pRep1的物理图谱PlasmidmapofpRep1;B:重组质粒pRep1的酶切电泳图谱 Agaroseelectrophoresisofdigestedplasmid

pRep1;1~2:转化子EcoRⅠ酶切验证 DigestedwithEcoRⅠ;3:lDNA/HindⅢ marker.

图2 重组质粒pRep1的物理图谱和酶切电泳图谱

Fig.2 PlasmidmapandagaroseelectrophoresisofdigestedplasmidpRep1

图3 12kb的EcoRⅠ基因组成和排布图

Fig.3 Structuralorganizationofthe12-kbEcoRⅠfragment
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  序列比对分析结果显示,orf15编码427个氨

基酸,和已报道的具有复制功能的蛋白没有同源性,
但在蛋白内部含有1个螺旋-转角-螺旋(HTH)

DNA结合域,暗示 ORF15可能是起到复制起始蛋

白的功能;orf16编码719个氨基酸和在蜡状芽胞

杆菌群(Bacilluscereusgroup)中已报道的解螺旋

酶具有26%的一致性,但其7个保守结构域有较高

的一致性,推测 ORF16应属于解螺旋酶超家族Ⅰ
的蛋白[16]。
2.4 最小复制功能域的稳定性分析

用包含必需基因orf15和orf16的最小复制区

验证质粒复制的稳定性(图4),在无抗生素选择压

力下培养40代后,最小复制区表现出非常高的稳定

性,达到90%以上 ,说明包含ORF15和ORF16组

成的复制区除了具有复制功能外,还可以维持复制

的稳定性。

 A:LB平板LBplate;B:LB+Erm 平板 LBplateaddedwith

Erm.

图4 p26最小复制区的稳定性检测

Fig.4 Thestabilitydetectionofminirepliconofp26

3 讨 论

传统上主要是通过所携带质粒来区分苏云金芽

胞杆菌、炭疽芽胞杆菌(Bacillusanthracis)和蜡状

芽胞杆菌(Bacilluscereus),苏云金芽胞杆菌携带的

质粒编码的杀虫晶体蛋白是区别其他蜡状芽胞杆菌

群菌株的主要特征[17],随着测序技术的发展,越来

越多的蜡状芽胞杆菌群的基因组被测序,基因组分

析发现多数蜡状芽胞杆菌群大质粒上编码的基因中

没有与已知的复制蛋白具有明显的序列一致性较高

的基因,比如pBC210[18]和pE33L466[15]。
苏云金芽胞杆菌YBT-020含有2个大质粒,以

前的研究证明晶体蛋白基因cry26Aa定位在约200
kb的大质粒p26上[9],本研究设计特异性引物从构

建的文库中筛选到1个35kb的片段,经测序、序列

比对分析发现在cry26Aa基因的附近区域可能存

在p26的 复 制 区,通 过 构 建 的 复 制 子 克 隆 载 体

pHT304E从这个片段中成功克隆到p26的复制区,
由orf15和orf16两个基因构成。生物信息学比对

发现在质粒pBC210和pE33L466都发现与orf15
一致性较高的基因,基因编码的产物与 ORF15氨

基酸序列一致性在95%以上,推测在p26上的克隆

的复制区为蜡状芽胞杆菌群大质粒采取的一种复制

方式。
对于大质粒而言,在细胞的分裂中需要一定的

机制才能维持质粒的稳定遗传,目前研究的结果表

明维持质粒复制稳定的机制主要有2种,毒素-抗

毒素系统[19](自杀机制)和质粒主动分离机制[8]。
稳定性实验表明最小复制功能域除了能够复制外,
还能维持质粒稳定遗传,比对分析发现 ORF15和

ORF16并不包含自杀机制和主动分离机制的特征,
酵母双杂交实验表明 ORF15可以自组装(未发表

资料),推测ORF15在质粒分离中起主要作用。p26
最小复制区能够稳定复制并遗传,可为开发大肠杆菌

和苏云金芽胞杆菌克隆和表达载体提供材料。
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Cloningofarepliconofplasmidp26fromBacillusthuringiensisstrain

JISi-si ZHUYi-guang PENGDong-hai RUANLi-fang SUNMing

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan430070,China

Abstract Inthisstudy,a35-kbfragmentwasscreenedfromthegenomeBAClibraryofaBacillus
thuringiensisstrainwithspecialprimers.Sequencecomparisonofthisfragmentindicatedthatitcon-
tainedarepliconoftheplasmidp26.Totestwhetherthisfragmentcontainarepliconornot,avector
pHT304EthatdoesnotreplicateinB.thuringiensiswasconstructedthroughdeletinga2.1-kbEcoRV
fragmentofpHT304whichcontainingthereplicationproteinofB.thuringiensis.A12-kbEcoRⅠfrag-
mentclonedwiththeprobeofreplicationvectorpHT304Erevealedthatitwascapableofsupportingthe
replicationinBacillusstrain.Thereplicationregionofp26wasstillstableafter40generationsunderthe
nonselectivecondition.

Keywords Bacillusthuringiensis;plasmid;specialprimers;BAClibrary;cloning;replicon;dele-
tionmutation
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