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摘  要：针对转基因水稻 TT51-1 插入的 Bt 基因，扩增全长序列并克隆至 pGEM-T 载体．测序验证后利用 HindⅢ与

BamHⅠ双酶切将 Bt 基因定向插入 pET-28a 载体．转化重组构建的 pET-28a-cry 至 BL21(DE3)宿主菌，在 0.1,mmol/L 

IPTG 诱导下获得以包涵体形式表达的目的蛋白．经 SDS-PAGE 凝胶回收法获得相对分子质量约 7.1×104 的目的蛋白

rCRY，为转基因作物检测新方法的开发提供了物质基础． 
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Abstract：The full-length sequence of integrated Bt gene in genetically modified rice TT51-1,was amplified and cloned into 

pGEM-T vector. After sequencing was confirmed，the Bt gene was inserted into pET-28a expression vector using HindⅢ

and BamHⅠ. The recombined pET-28a-cry was transformed into E. coli BL21(DE3)and the recombined target pro-

tein(rCRY)was expressed in E. coli BL21(DE3)host cells under 0.1,mmol/L IPTG induction. The purified rCRY protein 

with the relative molecular mass 7.1×104 was recovered from SDS-PAGE gel by denaturation and refolding of inclusive

body protein. This work would be helpful for the development of new GMOs detection methods.  
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转基因技术在提高农作物产量、改善农产品品

质、减少农药使用等方面正深刻地改变着现代农业格

局．据统计 [ 1 ]，2012 年转基因作物种植面积已达

1.7×10
6 平方千米，超过全球耕地面积的 10%．转基因

试纸条检测法是以抗原与抗体互相作用的免疫学理

论为基础的一种针对蛋白的检测方法．该方法样品前

处理简单、操作快捷，不需要特殊仪器设备，对操作

人员也无过高技术要求，十分适用于田间快速检测和

产品成分筛查，在转基因检测市场具有广阔的应用 

前景． 

  Bt 基因是目前抗虫转基因植物中使用最广泛的

外源基因，其来源于苏云金芽胞杆菌(Bacillus thur-

ingiensis)，表达产物对多种农业害虫具有特异性毒

杀作用[2]．在转基因植物中，Bt 蛋白表达占总可溶性

蛋白的比例较高[3]，十分适用于试纸条方法检测． 

本研究以转基因水稻 TT51-1 中的外源 Bt 基因

为研究对象，通过基因克隆、载体构建、原核表达与

纯化等步骤，开展转基因检测用 Bt 蛋白富集制备工

作，为进一步研发试纸条检测产品提供物质基础与技

术支持． 
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1 材料与方法 

1.1 实验材料 

转基因水稻 TT51-1 由秦皇岛出入境检验检疫局

提供． 

1.2 主要试剂 

高保真 DNA 聚合酶、琼脂糖切胶回收试剂盒、

HindⅢ与 BamHⅠ内切酶，宝生物工程(大连)有限公

司；pGEM-T easy 载体、T4,DNA 连接酶，Promega 公

司；质粒提取试剂盒、JM109 感受态细胞，北京博迈

德生物技术有限公司；pET-28a 质粒与大肠杆菌(E. 

coli)BL21 菌株由天津大学黄金海教授馈赠． 

1.3 基因组 DNA提取 

DNA 提取参照农业部 1485 号公告–4–2010《转

基因植物及其产品成分检测 DNA 提取和纯化》[4]进

行；使用 1%琼脂糖凝胶电泳与 Nanodrop ND1000 核

酸蛋白测定仪评估质量并定量． 

1.4 引物设计 

依据 GenBank EU880444.1 序列信息，在 Bt 基

因两端设计引物并在上下游引物的 5’端分别加入

BamHⅠ和 HindⅢ酶切位点与保护碱基．表达载体构

建验证引物分别设计在 BamHⅠ与 HindⅢ酶切位点

两侧．全部引物由上海生工生物工程技术服务有限

公司合成，序列详见表 1． 

表 1 本研究使用引物 

Tab. 1 Primers used in this study 

用途 名称 序列(5’-3’) 引物长度/nt 扩增产物长度/nt 

Cry-F CGGGATCCATGGACAACTGCCGTCCATACA 30 
Bt基因扩增引物 

Cry-R CCAAGCTTATTCAGCCTCGAGTGTTGCAGT 30 
1,844 

pET-cry-up-F CATACCCACGCCGAAACA 18 

pET-cry-up-R CTGGCACGAACTCGCTGA 18 
491 

pET-cry-down-F TTCACTCGGTAACATCGT 18 
载体构建验证引物 

pET-cry-down-R TAGTTCCTCCTTTCAGCA 18 
273 

T7 TAATACGACTCACTATAGGG 20 
T载体测序引物 

SP6 ATTTAGGTGACACTATAG 18 
— 

 

1.5 Bt基因克隆 

PCR 反应体系(50,µL)为：100,ng/µL 模板 DNA 

1,µL，10×PCR Buffer 5,µL，10,mmol/L dNTPs 1,µL，

10,mmol/L 上下游引物各 1,µL，5,U/µL Taq 酶 1,µL，

灭菌去离子水 40,µL．扩增程序为：95,℃预变性

5,min；95,℃变性 45,s，56,℃退火 45,s，72,℃延伸

2,min，共计 35 个循环；72,℃延伸 10,min．PCR 产物

经 1%琼脂糖凝胶电泳分离，切胶回收 1.8,kbp 目的条

带，连接 pGEM-T 载体后转化 JM109，挑取白色菌落

摇菌培养并提取质粒，PCR 验证的阳性克隆(T-cry)

培养物送至金维智生物科技(苏州)有限公司完成 

测序． 

1.6 原核表达载体构建 

使用限制性内切酶 HindⅢ与 BamHⅠ分别对 T-

cry 与 pET-28a 质粒进行双酶切，产物经 1%琼脂糖凝

胶电泳后切胶回收，连接载体与目的片段后热激转化

JM109，筛选 Kan
+抗性重组转化体进行 PCR 及双酶

切鉴定． 

1.7 重组蛋白诱导表达及纯化 

将构建的重组表达质粒 pET-28a-cry 转化 E. coli 

BL21(DE3)，挑取 Kan
+抗性菌落摇菌活化，取培养物

按 1﹕100 加入 Kan
+抗性 2×YT 液体培养基，加入

终浓度 0.1,mmol/L 的 IPTG，25,℃、120,r/min 诱导培

养 6,h，诱导菌液经超声裂解提取蛋白，12% SDS-

PAGE 检验表达情况．取阳性菌株 37,℃条件下进行

大量培养，超声波破菌后离心收集包涵体，TritoxX-

100 洗涤，8,mol/L 尿素溶解．蛋白纯化使用 SDS-

PAGE 切胶分离与透析袋水平电泳法回收纯化目的

蛋白[5]．紫外分光光度法测定蛋白的 A260、A280，按照

经验公式(1)计算蛋白质质量浓度(mg/mL)． 

   蛋白质质量浓度＝1.45×A280–0.74×A260 (1)

2 结果与分析 

2.1 Bt基因克隆 

转基因水稻 TT51-1 基因组 DNA 提取后 1%琼

脂糖凝胶电泳检测结果显示，DNA 条带清晰、质量完

好、无降解弥散与 RNA 污染(图 1a)．Bt 基因扩增得

到片段大小约为 1.8,kbp，与预期产物长度相符(图

1b)．TA 克隆转化 JM109 后，Amp
+平板挑取白斑摇
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菌活化，质粒 PCR 检测结果显示，多数转化子携带

1.8,kbp 目的条带(图 1c)．测序验证 Bt 基因序列及两

端酶切位点，选取序列完全正确的克隆用于后续实验

(图 1d)． 

 

(a) TT51-1基因组 DNA电泳 (b) Bt基因 PCR扩增 (c) TA克隆转化子鉴定 

 

(d) 阳性转化子测序结果（部分） 

图 1 Bt基因克隆结果 

Fig. 1 Results of Bt gene cloning 

2.2 原核表达载体构建及鉴定 

T-cry 质粒经 HindⅢ与 BamHⅠ内切酶消化后，

产生 1.8,kbp 目的条带与 3,kbp 载体线性化条带(图

2a)．pET-28a 质粒经 HindⅢ与 BamHⅠ内切酶消化，

产生 5.3,kbp 载体线性化条带(图 2b)．切胶回收

1.8,kbp 目的条带与线性化 pET-28a，连接转化 JM109 

后，Kan+平板挑取克隆摇菌活化并提取质粒．载体构

建验证引物分别位于上下游连接位点两侧，PCR 鉴

定分别获得预期 491,bp 与 273,bp 大小条带(图

2c)．进一步 Hind /Ⅲ BamHⅠ双酶切检测结果证明，

成功构建原核表达载体 pET-28a-cry，Bt 基因插入位

置与方向正确无误(图 2d)． 

 

             
 

(a) T-cry双酶切          (b) pET-28a双酶切              (c) 重组质粒 PCR鉴定       (d) 重组质粒双酶切鉴定  

图 2 ,pET-28a-cry原核表达载体构建 

Fig. 2 Construction of prokaryotic expression vector pET-28a-cry 

 

2.3 目的基因原核表达与纯化 

将 pET-28a-cry 转化 BL21(DE3)，Kan+平板挑取

克隆摇菌活化，0.1,mmol/L IPTG 诱导表达后 SDS-

PAGE 检测结果显示，成功表达预期蛋白，条带大小

与理论值相符，表达产物主要以包涵体形式存在(图

3a)．重组蛋白包括组氨酸标签在内共编码 643 个氨

基酸，相对分子质量约为 7.1×10
4，电泳条带偏低可

能是由于电泳液 pH 影响蛋白 SDS 载量，从而影响
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其电泳迁移率．利用透析袋水平电泳法纯化的目的

蛋白经 SDS-PAGE 检测结果显示，回收蛋白条带单

一、无杂带，纯化效果良好(图 3b)． 

 

(a) IPTG诱导表达 SDS-PAGE检测 

 

(b) 蛋白纯化 SDS-PAGE检测 

图 3 CRY1Ab/Ac蛋白原核表达与纯化 

Fig. 3 Prokaryotic expression and purification of recom- 

bined CRY1Ab/Ac protein 

3 讨 论 

Bt 基因是目前转基因农作物中应用极为广泛的

一大类抗虫基因，本研究从转基因水稻TT51-1 入手，

针对其抗虫 Bt 基因进行全长克隆，利用 pET/DE3 表

达系统成功富集检测标示物，为今后转基因检测产品

的研发提供必要前提． 

本研究目的蛋白以包涵体形式存在，虽然包涵体

易于分离，但其通常需要条件剧烈的变性剂才能溶

解，如高浓度的尿素或盐酸胍，这使得目的蛋白在变

性、复性过程中容易形成沉淀．因此，从包涵体中回

收具备活性的目的蛋白非常困难，对后续的免疫及抗

体制备研究存在一定影响． 

当前，国内外转基因水稻研究领域已取得长足进

展[6]，我国科研工作者历经多年努力也培育出多个转

基因水稻品种[7–10]；但由于转基因食用安全问题的争 

论以及公众的高度关注，使我国转基因水稻尚未实现

大面积推广种植．此外，不同国家和地区的转基因标

识制度(CAC/GL 44—2003、CAC/GL 45—2003 和

CAC/GL 46—2003)也直接关联农产品进出口检验与

国际贸易争端．例如，欧盟 2006 年 9 月起多次声称

中国进口大米检出未经批准的转基因成分，并对中国

出口米制品采取了拒绝入境或撤架、召回等措施，严

重影响了我国农产品出口．由此可见，转基因检测需

求市场巨大．开发快速、准确的转基因检测技术与方

法，不仅可以满足我国转基因生物监管需求，而且对

完善转基因标识管理制度与保护国家农产品进出口

利益等方面均具有重要意义． 
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