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蚊是一种重要的疾病传播媒介，能够传播疟疾、登

革热、丝虫病、日本流行性乙型脑炎、圣路易脑炎、黄热

病、寨卡病毒病和基孔肯雅热等疾病［1-5］。蚊媒疾病流行

范围广，传播力强，发病率高，全球每年有上亿人感染疟

疾、登革热等蚊媒疾病，死亡人数过百万［6-7］。据报到，

2014年，登革热的发病率在过去的 50年里上升了 30

倍，每年高达5000万~1亿的病例发生在全球一百多个国
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摘要：目的 构建表达蝎毒素AaIT或苏云金杆菌毒素Cyt2Ba的大肠埃希菌，检测重组菌对致倦库蚊和白纹伊蚊 II龄幼虫的毒

力，并测试不同剂型的增效作用。方法 分别将AaIT和Cyt2Ba编码基因克隆于pET28a（+）质粒上，并将重组质粒分别转化

BL21 E.coli获得分别表达AaIT和Cyt2Ba的工程菌株，经 IPTG诱导后，用SDS-PAGE和Western-blot检测重组蛋白的表达；测

试不同浓度工程菌菌液对于蚊幼虫的杀灭效果；并将有效的工程菌制成干粉剂，检测其干粉末及其配剂对蚊幼虫的杀灭效果。

结果 AaIT和Cyt2Ba重组蛋白在大肠埃希菌中成功表达，但AaIT重组蛋白对蚊幼虫不具有毒性。表达Cyt2Ba重组蛋白的工

程菌菌液对白纹伊蚊和致倦库蚊幼虫均具有明显的杀灭作用，48 h的LC50分别为3.00×106和1.25×107 cells/mL，其中对白纹伊

蚊幼虫的杀灭效果要显著优于对致倦库蚊幼虫的杀灭效果（P<0.001），并且表达Cyt2Ba重组蛋白的工程菌干粉末及其配剂均

具有较好的杀蚊幼虫效果。当该工程菌干粉末与干酵母粉、小麦粉和白胡椒粉分别按4∶1、1∶1和1∶4比例制成配剂处理蚊幼虫

48 h后，结果显示当质量比为1：1时，配剂杀蚊幼效果显著提高（P=0.044），并且白胡椒粉末配剂效果要显著好于干酵母粉和小

麦粉配剂（P=0.002）。结论 表达Cyt2Ba的重组大肠埃希菌对蚊幼虫具有较好的杀灭作用，合适配剂的使用可以增强其在蚊虫

防制中的效果。
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Abstract: Objective To assess the larvicidal effects of recombinant Escherichia coli expressing scorpion neurotoxin AaIT or
Bacillus thuringiensis subsp israelensis (B.t.i) toxin Cyt2Ba against the second instar larvae of Culex pipiensquinquefasciatus and
Aedes albopictus and compare different formulations for their larvicidal effects. Methods The AaIT- or Cyt2Ba-coding sequences
were cloned into pET28a(+) and the recombinant plasmids were transformed into E. coli BL21(DE3). After induction with IPTG,
the recombinant proteins expressed by the recombinant E. coli were detected and identified by SDS-PAGE and Western
blotting, respectively. The larvicidal activity of the bacterial suspension was tested at different concentrations against
mosquitoes. The effective engineered bacteria were prepared into dry powder with different formulations, and their larvicidal
activity was tested. Results AaIT and Cyt2Ba proteins were successfully expressed in E. coli. The recombinant AaIT protein
showed no virulence to the mosquito larvae. The suspension of the recombinant E. coli expressing Cyt2Ba protein exhibited a
stronger killing effect on Aedes albopictus larvae than on Culex pipiens quinquefasciatus larvae at 48 h (P<0.001) with LC50 of 3.00×
106 cells/mL and 1.25 × 107 cells/mL, respectively. The dry powder of the engineered bacteria formulated with yeast extract,
wheat flour or white pepper powder at the mass ratio of 1∶1 showed the strongest killing effect on mosquito larvae (P=0.044),
and the formulation with white pepper powder produced a stronger killing effect than formulations with yeast extract or
wheat flour (P=0.002). Conclusion The B.t.i Cyt2Ba protein expressed in E. coli BL21(DE3) shows a good larvicidal activity
against mosquitoes, and appropriate formulations of the engineered bacteria can enhance its efficiency in mosquito control.
Keywords: AaIT; Cyt2Ba; Aedes albopictus; Culex pipiens quinquefasciatus; Bacillus thuringiensis subsp israelensis
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家和地区，几乎世界上一半的人口存在感染的风险［8］。其

中，2014年广东省出现登革大爆发，感染病例多达4.5

万余例［9］。另外，2015年全球感染疟疾人数高达2.14

亿，其中近43.8万人死于疟疾［10］。

媒介化学防制由于其突出的效果在蚊媒防制中一

度占有统治地位，但是随着传统上的化学防制所造成严

重的环境污染，易引起蚊虫药物抗性产生等弊端的日益

显现［11-14］，蚊虫的生物防制愈来愈受到人们的青睐。生

物防制主要应用蚊虫病原体、寄生物、捕食物来达到防

制效果，对非目标生物和有益生物无害，不污染环境，蚊

虫对其不易产生抗性［15-16］。

研究者们利用大肠埃希菌工程菌株的开发对于蚊

虫的防控具有极大的价值［17-19］，可应用于设置引诱蚊产

卵的陷阱，或喷洒于蚊幼虫较多的水体，从而起到杀灭

蚊幼虫的作用。

昆虫特异性神经毒素是一类作用于昆虫神经系统，

有毒杀作用的蛋白类神经毒素，发现于由蝎子、蜘蛛、胡

蜂、蚂蚁等捕食性动物的毒腺分泌的毒液中［20］。AaIT

是来自于北非黄肥尾蝎（Androctonus australis）的昆虫

特异性神经毒素，实验证实其对蚊幼虫有一定的杀灭作

用，并对哺乳动物与甲壳动物均无毒害作用［21-22］。苏云

金芽孢杆菌以色列亚种（Bacillus thuringiensis subsp
israelensis, B.t.i）是第1种被发现的苏云金芽孢杆菌，被

用作世界上许多蚊和蝇幼虫的有效生物防制剂［23］。由

其产生的致病毒素属于两个结构不同的组，即晶体

（Cry）δ-内毒素和溶细胞（Cyt）δ-内毒素［24］。其中B.t.i毒
素Cyt2Ba被证实对蚊幼虫有显著杀灭作用［25-26］。

有研究曾构建过融合表达硫氧还蛋白（21 000）和

AaIT（10 000）的大肠埃希菌，但未检测到其生物活性［27］，

怀疑是在融合表达过程中由于硫氧还蛋白比AaIT蛋白

大两倍多，其折叠过程将AaIT蛋白包裹使其无法正常

发挥生物活性。同时关于表达Cyt2Ba的大肠埃希菌的

构建鲜有报道，目前没有将其重组大肠埃希菌应用于蚊

媒防控的研究出现。为寻找一种制备简单、低成本的生

物杀蚊剂，本研究成功构建了单独表达AaIT或Cyt2Ba

毒素蛋白的大肠埃希菌，确保其生物活性不受其他融合

蛋白的干扰，检测该工程菌的杀蚊毒效。另外配剂可以

有效增强昆虫致病真菌在实验室及野外对蚊幼虫的杀

灭效果，但是没有运用于大肠埃希菌上的报道。我们创

新性地将杀蚊效果好的工程菌制成干粉剂，并与一些材

料制成配剂使用，探索配剂是否可以增强工程菌对蚊幼

虫的杀灭作用，使其更好的运用于蚊媒防制过程。

1 材料和方法

1.1 实验蚊虫

致倦库蚊和白纹伊蚊为敏感品系，由南方医科大学

病原生物学系培育，以Ⅱ龄健康幼虫为实验对象。

1.2 工程菌株的构建

根据已报道的北非蝎的昆虫特异性神经毒素AaIT

的蛋白序列（Swiss-Prot: P01497.2, 88aa）和苏芸金杆菌

毒素Cyt2Ba基因（GenBank: GQ919041.1, 263aa）序列

及大肠埃希菌的偏爱密码子分别合成它们的全长

cDNA，并克隆至载体 pET-28a（+）。将重组质粒

pET-28a-Cyt2Ba和pET-28a-AaIT分别转化入大肠埃希

菌 BL21（DE3），标记为工程菌株 Cyt2Ba-BL21 和

AaIT-BL21。

1.3 工程菌的诱导表达

挑取工程菌单菌落，接种于含有卡那霉素（抗性为

50 µg/mL）液体LB培养基中，置 37 ℃摇床振荡过夜

（250 r/min）。按1∶100比例转入新鲜的含卡那霉素液

体LB培养基中，继续振荡培养至对数生长期，加入无菌

的IPTG溶液，使终浓度达到1 mmol/mL，诱导培育4 h。

离心收集菌体。

1.4 SDS-PAGE电泳分析

参照文献［28］进行SDS-PAGE电泳。分离胶浓度

为15%，电压为120 V；浓缩胶为5%，电压为80 V。考

马斯亮蓝R250染色。

1.5 Western blot分析

菌体蛋白经SDS-PAGE电泳后，通过半干转印仪

将蛋白转移到PVDF膜上进行Western blot分析。

1.6 工程菌菌液的毒效测定

将工程菌梯度稀释后加入无菌水中，按常规方法［17］

测试对致倦库蚊和白纹伊蚊幼虫的毒效。工程菌浓度

设置为1×108、1×107、1×106、1×105和1×104 cells/mL等5

个梯度（用分光光度计测量工程菌的浓度），每个浓度设

置3个重复。阴性对照为正常大肠埃希菌BL21（DE3），

空白对照为无菌水。计算24、48 h蚊幼虫死亡数量。

1.7 配剂的制作和毒效测定

将工程菌经 IPTG诱导表达 24 h后，离心收集菌

体，并置于37 ℃温箱烘干。选择干酵母粉、小麦粉和白

胡椒粉为制作配剂的混合材料，将每种材料与细菌粉末

分别按照质量比4∶1、1∶1和1∶4的比例进行混合，制成

配剂。然后选取10 mg的配剂，洒于30 mL饲养蚊幼虫

的水体。取正常大肠埃希菌BL21（DE3）粉末、干酵母

粉、小麦粉和白胡椒粉以及无菌水作为对照。计算24、

48 h蚊幼虫的死亡数量。

1.8 统计分析

根据蚊幼虫在毒效测定过程中的死亡数量计算其

每天的死亡率，对死亡率进行反正弦变换，使其满足参

数检验的条件，然后用方差分析和LSD检验比较组间

差异，P<0.05为差异有统计学意义。统计分析过程均

采用SPSS 20.0软件完成。
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2 结果

2.1 重组质粒在大肠埃希菌中的表达鉴定

挑取含有重组质粒 pET-28a-AaIT 和 pET-28a-

Cyt2Ba的工程菌单菌落分别进行扩增，在IPTG诱导下

表达，经SDS-PAGE电泳后发现，在10 000和30 000处

可观察到与预期大小相符的条带（图1）。同样在工程菌

株表达产物进行Western blot分析时，可看到相同位置

的特异性条带（图2）。可证明AaIT和Cyt2Ba在大肠埃

希菌中成功表达。

2.2 工程菌菌液的毒效测定

工程菌AaIT-BL21对白纹伊蚊和致倦库蚊幼虫未

观察到明显的杀灭作用。但工程菌Cyt2Ba-BL21对白

纹伊蚊和致倦库蚊Ⅱ龄幼虫显示较好的杀灭效果。结

果显示，工程菌Cyt2Ba-BL21加入48 h后对2种蚊幼虫

均具有明显的杀灭作用，阴性及空白对照未见蚊幼虫死

亡（表1）。其中对白纹伊蚊的杀灭作用要好于对致倦库

蚊幼虫的杀灭效果，差异有统计学意义（P<0.001）。用软

件SPSS计算LC50分别为3.00×106和1.25×107 cells/mL。

2.3 工程菌配剂的毒效测定

由于工程菌Cyt2Ba-BL21菌液对白纹伊蚊幼虫有

较好的杀灭作用，于是选取该工程菌制作成干粉，并选

择合适的材料制成配剂，测试其对白纹伊蚊Ⅱ龄幼虫的

毒力。结果显示，工程菌粉末对白纹伊蚊也有一定的杀

灭作用，在处理白纹伊蚊幼虫24 h和48 h后死亡率分别

为40%和80%（表2）。当工程菌粉末与适配材料按不同

比例制成配剂处理白纹伊蚊48 h后，不同质量比和不同

适配材料之间对于蚊幼虫杀灭效果均存在显著差异。

质量比例为1∶1时效果最好（P=0.044），选择干酵母粉、

小麦粉和白胡椒粉作为配剂材料，在48 h的死亡率分别

为90%、85%和100%（表2）。另外白胡椒粉末配剂的作

用效果要显著好于其他两种配剂（P=0.002），并且当工

程菌干粉与白胡椒粉的质量比为1∶1时，在所有剂型中

对蚊幼虫的杀灭效果最好。

3 讨论

蝎神经毒素AaIT是1971年从北非黄尾蝎毒液中

被分离出来的［27］，AaIT作为一种昆虫特异性毒素，它通

过影响昆虫的电压门控钠通道（VGSCs）使昆虫产生收缩

麻痹而发挥其毒性作用［22, 29-30］。虽然不同类群中的

VGSCs作用显示高度相似性，但是AaIT表现出对昆虫的

高度特异性，并能区分昆虫和哺乳动物，对哺乳动物无

害，这使得它特别适合用于开发安全的生物杀虫剂［22，31］。

本实验通过能使pET系列载体大量表达BL21（DE3）菌

株和表达载体pET-28a（+）的组合，能最大限度的得到

可溶有活性的目的产物。但是工程菌AaIT-BL21实验

结果显示，AaIT虽然成功表达，未表现出对白纹伊蚊和

致倦库蚊幼虫的杀灭作用。其原因可能是，蝎毒素含

有4对二硫键，其正确形成对其功能极其重要，而大肠

埃希菌表达很难形成多对二硫键，进而无法发挥其生物

活性［27］。

Cyt蛋白毒素最早在对双翅目昆虫具有毒性的B.t.i
中发现的［32］，其中Cyt2Ba蛋白毒素已被报道具有杀蚊

活性，当其进入昆虫消化道后，被消化道中的碱性肠液

水解，释放出毒性肽核心片段。该片段与昆虫消化道刷

状缘膜囊上的受体高亲性的结合，诱导细胞形成孔道，

Mr

图1 SDS-PAGE分析工程菌株AaIT-BL21和Cyt2Ba-BL21
的表达产物
Fig.1 SDS-PAGE analysis of the expression of AaIT-BL21 and
Cyt2Ba-BL21. M: Protein maker; 1: AaIT-BL21 induced by
IPTG for 4 h; 2: AaIT-BL21 without induction; 3: Cyt2Ba-BL21
induced by IPTG for 4 h; 4: Cyt2Ba-BL21 without induction.
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图 2 Western blot 分析工程菌株 AaIT-BL21 和
Cyt2Ba-BL21表达产物
Fig.2 Western blot analysis of the expression of
AaIT-BL21and Cyt2Ba-BL21. 1: AaIT-BL21 induced by
IPTG for 4 h; 2: AaIT-BL21 without induction; 3:
Cyt2Ba-BL21 induced by IPTG for 4 h; 4: Cyt2Ba-BL21
without induction.
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使细胞膜非极性化［23, 33］。因此，破坏了细胞的渗透平

衡，从而致使中肠上皮细胞解离，中肠停止蠕动、瘫痪，

昆虫停食［34］。本研究结果显示Cyt2Ba在大肠埃希菌中

成功表达，并且工程菌Cyt2Ba-BL21菌液和干粉末都

显示出对白纹伊蚊和致倦库蚊幼虫较好的杀灭效果。

有研究显示蚊幼虫摄入食物颗粒的速度比惰性颗粒快

6~9倍［35］，于是我们选择了干酵母粉和小麦粉作为食物

材料，与工程菌粉末制成配剂。蚊幼虫吞食食物颗粒的

同时摄入了细菌粉末，提高了毒素摄入的效率，进而增

强了对蚊幼虫的杀灭效果。另外有报道显示白胡椒粉

末对蚊幼虫有一定毒性［36］，于是同样选取其作为配剂材

料，用来加强工程菌毒性作用。研究结果显示，当工程

菌与其他材料的比例适当时，配剂可以有效提高工程菌

对蚊幼虫的杀灭效果，其中当质量比为1∶1时，效果最

好。另外白胡椒粉末与工程菌的组合效果最好，由于两

者均对蚊幼虫有一定毒性作用，配合使用可以产生增强

作用或协同作用。

本研究发现表达Cyt2Ba蛋白的工程菌对白纹伊蚊

和致倦库蚊等有良好的杀灭作用，并且其干粉配剂能有

效提高其杀灭效果，在蚊虫生物防制方面做出了新的探

索，对蚊虫生物防制有重要意义。
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