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利用基因工程手段构建杀蚊幼蓝藻始于 1987年[ 1] , 在 1993年第一次报道了完整活

细胞的高杀蚊幼活力
[ 2]
。当时国外对杀蚊幼蓝藻日趋持否定态度,基因工程蓝藻高杀蚊

毒效的报道重新激起了人们的兴趣。7年来杀蚊幼蓝藻在蚊虫控制方面的应用前景已进

一步获得肯定[ 3, 4]。虽然也有报道显示水细菌 Asticcacaulis ex centr icus表达杀蚊幼蛋白

基因获高毒效
[ 5]
, 相比而言, 丝状固氮蓝藻可开放式大量生产, 并可在水稻田中放养作为

生物肥源[ 6] ,其工厂化生产规模使得大范围推广应用较容易,因而在未来蚊虫和流行病

控制的实际操作中应具有更大的潜力。

1 � 为什么要研究杀蚊幼蓝藻?

蚊类是最主要的卫生害虫之一,在世界范围内传播疟疾、丝虫病、流行性脑炎、登革热

等。举疟疾为例,每年全世界约有 2亿 7千万人发病,仅非洲即有一百万儿童死于疟疾。

再如淋巴丝虫病,可致人终身残疾, 在 80年代全世界约有 0. 9亿人患病。传播这些疾病

的蚊虫大都属于按蚊亚科和库蚊亚科,在我国有按蚊、库蚊、伊蚊三组。40年代末期有机

杀虫剂问世以后很快用于蚊虫防治,曾经在消灭疟疾等大规模的疾病防治措施中发挥重要

作用。但至 60年代末期蚊虫开始发生抗药性,疟疾和其它蚊媒疾病在许多热带地区又呈
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上升趋势,致使喷洒的剂量和次数不断上升, 又引起了对环境的污染。药剂的大规模喷洒

可能杀死生态圈中许多无害昆虫, 并在食物链中富集, 最终害及人类。

蚊类生活史中包括卵、幼虫、蛹和成蚊 4个阶段。雌蚊在吸血和卵发育成熟后在适宜

水体产卵。卵孵化后形成幼虫。由于蚊幼虫在水体中以细菌、藻类和其它有机颗粒为食,

70年代以后,人们开始使用一些芽孢杆菌控制蚊虫在水体中的孳生,切断其生活史, 从而

企图在整体上实现蚊虫控制。由于产生毒效的伴孢晶体蛋白随芽孢在水体中可迅速沉

淀、脱离蚊幼虫生活的表层水面,以及紫外线对杀蚊毒素的灭活作用, 这一类细菌杀虫剂

面临一个持效短的问题。依据芽孢杆菌种类, 一般持效期在 3 � 4d或 2个星期左右。而

反复喷洒不仅是人力所不及,也造成成本过高等问题。解决这一问题的办法之一是将有

杀蚊幼活性的芽孢杆菌晶体蛋白基因导入蓝藻或其它水细菌中表达。

蓝藻是一类光合放氧的原核生物, 广泛分布于各种自然水体,许多种类可漂浮生活于

水体的上层。由于 80年代以后建立了单细胞和丝状蓝藻的基因转移系统,利用蓝藻研制

持效杀蚊幼的生物杀虫剂已成为可能。蓝藻天然生活于蚊虫孳生水体, 如果经基因工程

改造获得高杀蚊活力,可望大大提高生物杀虫剂对蚊虫控制的持续时间。

2 � 芽孢杆菌杀蚊幼蛋白基因

对蚊幼虫有毒杀作用的芽孢杆菌主要有球形芽孢杆菌( Bacillus sphaericus ,简称 Bs)

和苏云金杆菌以色列亚种( B . thur ingiensis subsp. israelensis , 简称 Bti)。这两种杀蚊芽

孢杆菌产生的伴孢晶体蛋白被幼虫吞食后在肠道碱性环境中溶解,从而被蛋白酶作用、激

活,攻击中肠刷状缘上皮细胞膜,杀伤这些细胞,最终导致蚊幼虫死亡[ 7]。Bs晶体蛋白主

要含有 51kDa和 42kDa两蛋白,编码这两个蛋白的基因在不同菌株中同向排列于染色体

上一个 3. 5kb左右的HindII I片断[ 8]。多数证据显示二基因或二蛋白同时存在才可对蚊

幼虫发挥毒杀作用[ 9]。与此不同, Bt i杀蚊毒性来自于 5种晶体蛋白, 推算分子量分别为

134kDa、128kDa、78kDa、72kDa 和 27kDa。编码这五个蛋白的基因 cry4A、cry4B、

cry 10A、cry11A 和 cy t1A ,分布于一个 125kb的大质粒上
[ 10]
。这五个蛋白各自对蚊幼虫

显示一定毒性, 但混合时毒性大为提高, 被认为存在协同效应[ 7]。以上伴孢晶体蛋白基

因均在芽孢发生阶段特异转录表达。Bs 和 Bti还存在杀蚊谱上的差异, 前者对库蚊幼虫

毒效最高, 对按蚊幼虫毒效次之, 对伊蚊幼虫无毒或低毒; 而后者对伊蚊、按蚊幼虫毒效

高,对库蚊幼虫毒效较弱。

3 � 在单细胞蓝藻表达杀蚊幼蛋白基因

1987年 Nicole T andeau de M arsac等人第一次提出以蓝藻表达芽孢杆菌杀蚊幼蛋白

基因, 并将来自 Bs 1593株的 42 � 43kDa蛋白基因导入 Synechococcus PCC 7942(当时又

称 A nacystis nidulans R2) ,发现经 Triton X�100和超声处理得到的细胞破碎液(见该文对
方法的描述)对库蚊幼虫毒效与在大肠杆菌中表达同一基因相当。24h 半致死浓度为

1�g / mL 蛋白, 48h 可杀死全部被试幼虫[ 1]。但她在发表该文时尚未意识到 Bs 基因

51kDa和 42kDa两蛋白共同作用才能发挥毒效,误以为所用 3. 6kb H indII I片断仅编码一

个42 � 43kDa蛋白。之后Arapinis等人证实 T andeau de M arsac 等所用克隆还含有一个
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51. 4kDa蛋白基因[ 11]。另外,由于 Bs晶体蛋白基因在大肠杆菌等宿主表达时其产物被认

为是结合于细胞膜或细胞壁上的, 检测毒性往往以 T riton X�100和超声打击相结合, 以使
毒素释放, 故该文未报道完整蓝藻细胞是否有杀蚊幼活性。时隔 10年之后, K. Sang th�
ongpitag等人以蓝藻 r bcL 启动子装置于来自 Bs 2362 株的 51kDa 和 42kDa 蛋白基因上

游,在另一单细胞蓝藻株 Synechococcus PCC 6301表达, 检测到生活细胞对库蚊幼虫 48h

半致死量为 2. 1 � 105cells/ mL[ 12]。

除 Bs基因外有 4种 Bti伴孢晶体蛋白基因先后在单细胞蓝藻表达, 但杀蚊幼活性均

十分微弱。1989 年, C. Angsuthanasombat 和 S. Panyim 将 cry4A (即 cryI VA ) 在 Syne�
chococcus PCC 7002(当时称 Agmenellum quadr up licatum PR- 6)表达,结果细胞破碎液

对伊蚊幼虫 48h半致死浓度高于 10mg/ mL 蛋白。免疫印迹检测发现表达产物在蓝藻细

胞可被降解[ 13]。1990年, W. Chungjatupornchai以光合基因启动子 Pp sbA在 Synechocystis

6803表达了 cry4B 和 cy t1A (即 cryIVB 和 cy tA )。以表达 cry4B 的完整生活细胞不能检

测到任何毒性。而将细胞破碎后在 1mg/ mL 蛋白浓度时 48h 可杀死 20- 30%被测库蚊

幼虫。表达 cyt1A 的细胞则不显示任何毒效。以免疫印迹方法在蓝藻检测到了 cry4B

和cyt1A 表达产物,但 cy t1A 的表达十分微弱[ 14]。这篇文章提出了以除草剂 bar 抗性基

因作为蓝藻基因工程选择标记,是值得注意的。

1992年, R. M urphy和 S. E. Stevens Jr. 将 cry11A (即 cryIVD )与蓝藻藻蓝蛋白基因

cp cB 进行融合,利用 cp cB 启动子和核糖体结合位点、起始密码子在 Synechococcus PCC

7002( A . quadrup l icatum )表达,首次报道了蓝藻完整生活细胞的杀蚊幼活性。但其杀蚊

幼效果微弱。每 12h饲喂一次, 至 6d 才杀死被测库蚊幼虫[ 15]。若按 WHO 标准测试方

法,可以认为没有毒杀能力。免疫印迹实验证明融合蛋白在蓝藻得到了表达。

虽然W. Chungjatupornchai未能检测到表达 cry4B 的蓝藻的活细胞杀蚊幼毒效, E.

Soltes�Rak等人1993年报道了以 lacZ 启动子加强该基因在Synechococcus PCC 7942的表

达。以刚孵化的库蚊幼虫测试毒性,如果每 24h饲喂一次, 观察到在 107cells/ mL 以上浓

度时 72h可杀死约 60 � 70%的幼虫。以蓝藻 p etF 1启动子和起始密码子与之融合也得

到表达,以相同细胞浓度 48h可杀死约90%幼虫[ 16]。有趣的是E. Soltes�Rak等人进一步
发现 cry4B 基因转录产物在蓝藻中迅速降解, Northern 杂交检测不到 cry4B 基因全长

mRNA , 而只有大量较小分子量的降解产物; 相反在大肠杆菌中可以检测到 cry4B 全长

mRNA。 cry4B 基因的表达也受到藻龄的影响[ 17]。

4 � 在丝状固氮蓝藻表达杀蚊幼蛋白基因

早期国外研究者仅采用单细胞蓝藻表达杀蚊幼蛋白基因主要是基于对蚊幼虫取食能

力的考虑。单细胞蓝藻体积小,易于被水流带入蚊幼虫消化道。I. Thiery et al观察了若

干单细胞蓝藻被淡色库蚊和冈比亚按蚊幼虫取食和消化的情况。被食单细胞藻在 1h内

可被消化并排出消化道; 而对丝状分枝的 Calothrix 则需要 3 至 4. 5h 才能完成这一过

程[ 18]。本研究小组观察了蚊幼虫对单细胞蓝藻、丝状不分枝蓝藻和丝状结块蓝藻的取食

情况, 观察到除单细胞蓝藻外, 丝状不分枝蓝藻如鱼腥藻( A nabaena ) 7120同样可以被幼

虫迅速以滤食方式摄入肠道并被消化; 依赖鱼腥藻,库蚊幼虫可完成整个发育过程并羽化
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为成蚊。而蚊虫对生长成块状的蓝藻取食较慢[ 19]。

根据这一观察, 在当时国外以单细胞蓝藻表达杀蚊幼蛋白基因不成功的背景下,我们

小组开始尝试丝状不分枝的固氮蓝藻。在蓝藻表达芽孢杆菌基因,尤其是在芽孢分化过

程中特异表达的基因,一个普遍接受的看法即是应以强启动子或蓝藻内源启动子加强其

转录水平。利用 CAT (氯霉素乙酰基转移酶)报告基因筛选到有较强启动子活性的鱼腥

藻 DNA 片段克隆, 试图加强杀蚊幼基因在鱼腥藻的表达。结果携 Bs 51kDa和 42kDa蛋

白基因的鱼腥藻 7120生活细胞不经任何处理直接用于测试对淡色库蚊幼虫毒效,显示了

高杀蚊活性。4 � 104cells/ mL 浓度的藻悬液 48h 可杀死全部库蚊幼虫, 而半致死剂量为

1~ 2 � 103cells/ mL[ 2, 20]。免疫印迹显示杀蚊幼鱼腥藻中 51kDa和 42kDa两蛋白以约 1�1
的比例获得表达,并且无降解迹象。对 Bs基因克隆片段不同区域进行缺失,观察到仅携

带 51kDa或 42kDa蛋白基因时鱼腥藻无任何毒效, 将两种藻细胞相混合则毒效恢复;而

去除 51kDa蛋白基因上游序列时鱼腥藻杀蚊幼活性降低一百倍以上
[ 21]
。可见 Bs杀蚊基

因的表达,至少是 51kDa蛋白基因的表达, 主要依赖于自身上游序列而不是克隆于载体

上的蓝藻内源启动子或其它未知启动子。51kDa蛋白基因上游序列中含有在鱼腥藻中有

效发挥作用的启动子、高拷贝运载体质粒和杀蚊幼蛋白在鱼腥藻中的稳定性可能共同决

定了基因工程鱼腥藻的高杀蚊毒效。

由于蚊虫孳生水体的多样性, 仅以一种鱼腥藻可能难以适应在不同水质发挥持效控

制蚊虫的作用。通过对 67株丝状固氮蓝藻的筛选, 已将携有 Bs 51kDa和 42kDa 蛋白基

因的质粒导入 7种鱼腥藻和念珠藻表达,均获得高杀蚊毒效[ 21, 22]。其中一种在培养条件

下结块漂浮生长,对大量生产十分有利。

如同球形芽孢杆菌, 含 51kDa 和 42kDa蛋白基因的鱼腥藻对淡色库蚊幼虫毒效很

高,对中华按蚊幼虫毒效较低,而对白纹伊蚊幼虫则需要较高细胞浓度才能显示毒效[ 20]。

在有淡色库蚊幼虫孳生的水体中喷洒万分之一基因工程蓝藻培养液一般在 4d后观察到

幼虫全部死亡
[ 2, 20]

。在户外需要较长时间杀死全部幼虫是由于幼虫龄期不齐。在实验

室内以 I��龄末幼虫分别测试毒效, 观察到杀蚊幼蓝藻毒性随测试幼虫龄期增加而递
减[ 23]。喷洒杀蚊幼鱼腥藻的水体库蚊幼虫消失后一般可持续达 2个月或更长时间没有

库蚊幼虫孳生[ 21, 24]。与球形芽孢杆菌或苏云金杆菌制剂相比较持效有很大的提高。在

固氮蓝藻大量生产技术中可将藻体风干制成干藻粉保藏。试验表明, 杀蚊幼鱼腥藻干粉

仍具有高杀蚊毒效, 但在户外使用应大大提高喷洒剂量
[ 21]
。

以色列 Ben�Gurion大学 S. Baussiba和 A. Zaritsky 合作从 1993年开始试图将杀蚊幼

基因导入 Anabaena siamensis ,但由于未能成功建立适合该种的基因转移系统而未能成

功。1994年笔者在这一小组短期工作期间建议先使用鱼腥藻 PCC 7120 株观察表达效

果,并与吴晓强等人尝试表达 cry4A、cry4B、cry11A ( cryIVA、cryIVB 和 cryIVD )基因,

但毒效较低[ 25]。1997年吴晓强等人又以光合基因启动子 Pp sbA和 T7噬菌体基因启动子

PTAl串联表达 cry4A 和 cry 11A ,结果获得成功[ 26]。其中表达 cry4A 和 cry 11A 两个基因

的鱼腥藻 7210株对埃及伊蚊幼虫 24h半致死浓度是 8. 5 � 104cells/ mL;而仅表达 cry4A

基因的鱼腥藻 24h 半致死浓度为 107cells/ mL 以上。对此吴晓强等人认为 cry11 A 和

cry 4A 的协同作用大大增强了杀蚊幼毒效。这一研究也显示, 基于 pDU 1鱼腥藻复制位
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点的质粒在无抗菌素的选择压力时可稳定传代。我国华中农业大学喻子牛教授的研究小

组将 cry11A 基因导入鱼腥藻 7120,以免疫印迹手段检测到了表达。但可能由于未装置

任何强启动子, 活细胞未检测到杀蚊幼毒效
[ 27]
。基于这一结果以及其它实验室在单细胞

蓝藻的实验结果,可以认为与 Bs 51kDa和 42kDa蛋白基因不同, Bt i基因 cry11A、cry4A

和 cry4B 等自身不携带在蓝藻有效表达的启动子。

5 � 杀蚊幼蓝藻进一步研究的方向

在丝状固氮蓝藻成功表达 Bs 和 Bti杀蚊幼蛋白基因为蓝藻用于蚊虫防治奠定了基

础。目前已有基因转移系统的鱼腥藻在培养基中多数漂浮能力较差, 但是户外水体喷洒

实验显示杀蚊幼蓝藻仍然可持续抑制蚊虫孳生达 2个月之久, 表明野外条件下鱼腥藻的

漂浮行为可能与在实验室液体培养迥异。以基因标记技术跟踪杀蚊幼鱼腥藻在水体中的

分布和繁殖情况将有利于进一步揭示杀蚊幼鱼腥藻在水体中的滞留情况。制成干藻粉的

杀蚊幼蓝藻可满足长途运输的需要,甚至出口非洲、南美和若干东南亚国家用于蚊虫和流

行病控制。但距离这一目标尚需解决以下几个技术问题:

( 1) 在更多漂浮能力强、利于工厂化生产的品种建立基因转移系统。丝状固氮蓝藻

基因转移系统最早于1984年由 C. Peter Wolk等人建立
[ 28]
。业已证明这一类群蓝藻妨碍

基因转移的因素主要是细胞内存在的多种限制性内切酶[ 29]。在携有相应甲基化酶基因

的大肠杆菌中预先修饰保护穿梭质粒, 再以接合转移方式导入鱼腥藻可使几乎全部藻细

胞被外源基因转化。

( 2) 导入多重杀蚊幼毒素基因。仅表达一种杀蚊幼毒素基因的蓝藻在环境中长期滞

留可能会导致蚊虫抗性的发生;而如果同时表达多种杀蚊幼毒素基因则可能防止出现抗

性。Bti制剂使用已有 30年历史而从未有发生蚊虫抗性的情况报道, 可能主要归功于有

5个杀蚊幼蛋白发挥作用。另外从提高杀蚊毒效、扩大杀蚊谱的角度来看,在蓝藻中表达

Bs和 Bti两个来源的多种杀蚊幼蛋白基因也是十分有利的。

( 3) 用非抗菌素选择标记代替目前的抗菌素标记。公众舆论往往对在环境中释放大

量有抗菌素标记基因的重组微生物不能接受,主要是担心这些标记横向传递给环境中的

致病菌,最终可能导致临床上的各种抗菌素均无法杀死致病菌。出于谨慎的考虑而不仅

是应付公众的反对, 以非抗菌素标记如重金属离子抗性基因、除草剂抗性基因等代替抗菌

素标记,也是十分必要的。因为大规模地释放一种携有抗菌素标记的重组微生物可能确

实会加速环境中这种基因在微生物间的传递。
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