
文章编号：1003- 8701(2010)03- 0027- 03

球孢白僵菌硝酸还原酶基因同源重组载体的构建
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摘 要：根据已报道球孢白僵菌(Beauveria bassiana)硝酸还原酶基因(nitrate reductase，NR)序列设计引

物，从球孢白僵菌 D1- 5 菌株基因组 DNA 中扩增并克隆该基因上下游片段 NR1 和 NR2，成功构建了球孢白僵

菌 NR 基因同源重组敲除载体，以期敲除球孢白僵菌的 NR 基因，建立白僵菌同源重组基因敲除体系。
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Abstract: The 5' and 3' regions of nitrate reductase (NR) gene came from Beauveria bassiana D1- 5

strain, NR1 and NR2 were amplified and cloned from the fungal genomic DNA, by designed primers
according to the sequence published on NCBI. Homologus recombination vector was constructed
successfully in order to knock out B. bassiana NR gene, verify the biological function, and build the
technical system for gene knockout by homologus recombination.
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球孢白僵菌(Beauveria bassiana)是目前国内

应用最广泛的昆虫病原真菌 [1]。在自然界的分布

极为广泛，寄主范围也非常宽广，杀虫范围达 15
个目 149 个科的 700 多种昆虫 [2- 4]。因此，白僵菌

受到世界各国的广泛重视，但同时也存在击倒害

虫时间长等缺点，通过现代基因工程技术，获得高

效白僵菌基因工程菌株，是目前新菌株开发的主

要手段之一，而相关功能基因的发掘及其功能验

证是其前提。同源重组法敲除基因是基因功能研

究的重要方法之一，是进行昆虫病原真菌分子生
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物学研究的一类有力工具。硝酸还原酶是真菌利

用氮源的关键酶，也是谷氨酰胺系统酶中铵盐一

个抑制子 [5- 6]。本文通过构建球孢白僵菌硝酸还原

酶基因的同源重组基因敲除载体，建立了球孢白

僵菌基因敲除技术体系，为进一步发掘和验证白

僵菌功能基因奠定基础。

1 材料与方法

1.1 实验菌株

实验菌种 D1- 5 从天然感染球孢白僵菌的玉

米螟僵虫分离获得，本实验室沙土管保存。
1.2 质粒、菌株

PF 质粒(图谱如图 1)和 E.coli DH5α 均由本

实验室保存。
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1.3 工具酶、试剂盒及其它试剂

PCR masterMIX 为 TIANGEN 公司产品 ，胶

回收试剂盒、质粒提取试剂盒为 GENE 公司产

品，pMD18- T 载体、限制性内切酶和 T4DNA 聚

合酶为大连宝生物(TaKaRa)公司产品，碱性磷酸

酶(CIP)为 NEB 公司产品，其他试剂均购自北京鼎

国，有机试剂均为分析纯。
1.4 培养基

PDA 培养基，LB 培养基。
1.5 引物设计与合成

根据已发表在 NCBI 中的白僵菌硝酸还原酶

基因(Genbank access No.X84950)序列分别设计

上下游引物，5′端片段 NR1(1024bp-1380bp)引物

分别为 P1024F: 5′-GGAATTCGGATCCCAGGCT
AATACG-3′和 P1380R:5′-GGAATTCAAGAGCA
CCAATCG-3′；3′端片段 NR2(2640 bp-3246 bp)
引物分别为 P2640F: 5′-TGCGTCGACATCACAT
TGGCACTC-3′和 P3246R：5′-CAAGCTTGCACT
GCAGAGAATGTC-3′。并分别在引物 P1024F 和

P1380R 中 引 入 EcoRI 酶 切 位 点 ( 划 线 部 分 )，
P2640F 和 P3246R 中 引入 SalI 和 HindIII 酶 切

位点(划线部分)。引物合成由上海生工完成。
1.6 各元件 PCR 产物的获得

球孢白僵菌 D1～5 菌株基因组 DNA 提取参

照方卫国等[7]的方法。利用 PCR 方法分别从基因

组 DNA 中扩增 NR1 和 NR2 片段。反应体系为：

master MIX 25μL、DAN 模板 2μL、上下游引物各

20 pmol，最后加 ddH2O，定容到 50μL。反应程序

为：94℃变性 5 min，再进行如下：94℃变性 30 s，
58℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，循环程序 30 次，

最后 72℃延伸 10 min。将 PCR 产物进行 1.0%琼

脂糖凝胶电泳检测。
1.7 载体构建方案

PCR 产物经 1.0%琼脂糖凝胶电泳分离、胶

回收纯化，pMD18- T 载体连接过夜。用热击法转

化 到 E.coliDH5α 感 受 态 细 胞 ， 氨 苄 青 霉 素

(Ampicillin，Amp)筛选，37℃培养 12h 后挑取单菌

落到 LB 液体培养基中 37℃，180 转 /min 过夜培

养，分别用相应的引物做 PCR 鉴定，反应程序同

上。参照质粒提取试剂盒说明书进行质粒提取，并

用相应的限制性内切酶做酶切鉴定。
将酶切得到的片段回收纯化，同时利用相同

限制性内切酶酶切 PF 质粒。由于 NR1 上游与下

游是相同的酶切位点，在对 PF 质粒进行单酶切

后用碱性磷酸酶(CIP)去磷酸化，去磷酸化过程根

据试剂盒的说明书进行。将回收的 NR1 片段与酶

切后的 PF 质粒 T4DNA 连接酶连接过夜。将连接

产物用热击法转入 E.coliDH5α 感受态细胞，得

到阳性克隆后提取质粒 NR1::PF，并进行酶切验

证。同时，用 NR1 上游引物与 PF 质粒中来源于构

巢曲霉的真菌特异性启动子 pgpdA (约 2.2kb)的
下游引物 5′-GGGAAAAGAAAGAGAAAAGAAA
AGAGC-3′进行 PCR 验证 NR1 插入顺序，扩增产

物为 2.6kb 的克隆为正向插入，未能克隆出条带

的克隆为反向插入。
将 NR2 片段从 pMD18- T 载体上用相应的限

制性酶切酶酶切，回收片段并 T4 连接酶过夜连接

到相同酶切的正向插入的 NR1::PF 质粒上，转化

E.coliDH5α 后挑取阳性克隆，获得 NR1::PF::R2
质粒，并分别进行 PCR 及酶切鉴定。

2 结果与分析

2.1 NR1 和 NR2 基因的克隆

根据设计好的引物分别从球孢白僵菌基因组

DNA 中克隆出两段基因片段 NR1 (约 400bp)和
NR2 (约 600bp)(图 2)，经克隆测序发现与 Gen-
Bank 中公布的序列同源性为 100%，确定为所需

基因。

2.2 NR1 与载体的连接

图 1 PF 质粒图谱
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图 2 NR1 和 NR2 的 PCR 产物

M 为 1kb molecular weight marker (北京鼎国 B031- 1)，1- 3 为

NR1 目的条带，4 为 NR1 清水对照，5- 7 为 NR2 目的条带，8 为

NR2 清水对照
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酶切后 NR1 片段与经过去磷酸化的质粒过

夜连接后转入到 E.coliDH5α 得到阳性克隆，挑

取单菌落到 LB 培养基 (约 5 mL)过夜培养后，利

用 NR1 基因的 5′端引物和与其连接的 pgpdA 基

因 3′端引物进行 PCR 扩增，验证片段插入方向，

结果如图 3。菌液 PCR 电泳图中显示挑取的 8 个

单菌落中有 2 个阳性克隆是正向插入并与预期片

段大小一致。

2.3 NR1::P F 质粒酶切鉴定

利用质粒提取试剂盒提取 NR1::PF 质粒，并

进行 EcoRI 单酶切，进行了 3 个重复，结果如图

4。从图中可以看出，酶切所得到的片段大小与预

期的 NR1 的片段大小一致，约为 400 bp。

2.4 NR2 与载体的连接

将 NR2 经双酶切并连接到已验证的正向插

入的 NR1::PF 载体中，连接产物过夜培养后，转

化 E.coliDH5α，并挑取转化子到 LB 液体培养基

中过夜培养后进行菌液 PCR，结果如图 5。结果显

示所得到的片段大小约为 600 bp，与预期的 NR2
的 片 段 大 小 一 致。两 个 单 菌 落 均 为 阳 性 克 隆 ，

NR2 已连接到 NR1::PF 载体上。
2.5 敲除载体的酶切验证

将 NR1，NR2 各片段分别正向连接到 PF 表

达载体上，转化 E.coli DH5α，通过蓝白斑筛选

得到了阳性克隆，纯化质粒，分别利用 EcoR I、
SalI 和 HindIII 进行酶切鉴定，结果如图 6。电泳

结果显示酶切所得片段与预期的 NR1，NR2 片段

大小一致，成功构建了在片段 NR1，NR2 之间连

有 pgpdA 启动子基因，bar 基因、绿色荧光蛋白

(green fluorescent protein，GFP)和终止子 tripC 基

因的重组载体 NR1::PF::NR2，载体结构如图 7。

3 讨 论

随着分子生物技术被广泛的应用，转基因生

物释放田间以后，转基因的筛选标记基因是否会

漂移到环境中使生态环境受到破坏越来越受到人

们的重视。营养缺陷型互补标记是目前用于昆虫

病原真菌遗传转化中的主要选择标记，通过转入

的标记基因与受体细胞突变基因互补，使受体细

胞在基本培养基上筛选原野生型生长菌落而得到

转化子 [8]。它的优点是能引导载体质粒整合到染

色体的同源部位，且转化成本很低，易于选择。硝

酸还原酶就可作为很好的转基因筛选标记基因。
为了验证某些基因的功能，经常使用的方法

是将该基因敲除，影响其表达，从而(下转第 44 页)
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图 3 NR1 插入顺序验证 PCR 电泳图

M 为 1kb molecular weight marker (北京鼎国 B032- 1)，1- 4 和

6- 7 反向插入，5 和 8 为正向插入，9 为清水对照

图 4 NR1::P F 质粒酶切电泳图

M 为 1kb molecular weight marker (北京鼎国 B032- 1)，1- 3 为

EcoRI 单酶切结果
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图 5 NR2 插入结果的 PCR 验证

M 为 1kb molecular weight marker (北京鼎国 B031- 1)，1- 2 为

NR2 的 PCR 产物，3 为清水对照
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图 6 同源重组载体 NR1::P F::NR2 酶切验证

M 为 1kb molecular weight marker，1 为 EcoRI 单 酶 切 ，2 为

SalI 和 HindIII 双酶切

图 7 NR1::P F::NR2 同源重组载体图
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(上接第 29 页)通过表型的变化确定其生物学功能。
同源重组是基因工程实验中常用的基因敲除技术

手段,在基因打靶研究方面具有重要作用。在质粒

构建过程中，两段同源重组片段相连处增加了可

供同源重组筛选的标记基因，这样会大大降低筛

选工作量，容易获得目的突变株。目前常用的选择

标记有抗生素和除草剂抗性基因 [9]等。本研究在

同源重组片段中插入抗除草剂基因(bar)和绿色荧

光蛋白基因(GFP)作为选择性标记和示踪标记 [10]

可以提高筛选效率。本实验成功构建了球孢白僵

菌硝酸还原酶敲除载体，在进一步研究中，将该载

体导入受体菌株，通过同源重组，通过抗性标记和

示踪标记，筛选成功敲除 NR 基因的转化子，通过

培养基筛选和硝酸还原酶活性等生物学功能鉴

定，为建立球孢白僵菌同源重组基因敲除体系，研

究功能基因奠定基础。
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3 结 论

东北地区以种植春玉米为主，春季多风干旱，

土壤封闭除草剂的效果表现并不稳定，但广大农

户常认为这是由于药量不够导致，因此在施药时

常增加药剂的施用量，这不仅大大增加了生产成

本，而且施用不当会对玉米产生药害作用，同时还

会对下一茬大豆的种植造成影响。本文分别进行

了地膜封闭处理和茎叶处理两部分试验，大田试

验结果表明，春玉米出苗前施用由 1.6 L/hm2 乙草

胺、2.4 L/hm2 莠去津、0.4 L/hm2 2,4- D 复配而成

的乳油乙草胺·莠去津·2,4- D 的 乳 油 或 在 杂 草

3～4 片叶 时 喷 施 0.6 L/hm2 玉 农 乐 +0.96 L/hm2

莠去津的悬浮药剂，可有效控制田间杂草危害，且

对玉米安全性较好。
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