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苏云金芽胞杆菌犮狉狔８犈犪启动子区狅狉犳１片段

缺失增强启动子活性
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摘要　本文分别构建了犮狉狔８犈基因上游的启动子（Ｐｏｒｆ１８Ｅ）和其上游缺失狅狉犳１基因的启动子（ＰΔｏｒｆ１８Ｅ）融合犾犪犮犣

基因的表达载体，通过β半乳糖苷酶活性的分析，发现ＰΔｏｒｆ１８Ｅ的转录活性高于Ｐｏｒｆ１８Ｅ。分别用ＰΔｏｒｆ１８Ｅ和

Ｐｏｒｆ１８Ｅ指导犮狉狔１犃犮基因的表达，通过光学显微镜观察，发现两个启动子指导表达的Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白均可形成双锥形

晶体；通过总蛋白定量分析发现，缺失狅狉犳１基因的启动子（ＰΔｏｒｆ１８Ｅ）指导的Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白表达量高于Ｐｏｒｆ１８Ｅ启动

子指导的Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白表达量；生物活性测定表明：ＰΔｏｒｆ１８Ｅ指导的Ｃｒｙ１Ａｃ晶体蛋白对小菜蛾犘犾狌狋犲犾犾犪狓狔犾狅狊狋犲犾犾犪

具有杀虫活性，高于Ｐｏｒｆ１８Ｅ指导的Ｃｒｙ１Ａｃ晶体蛋白对小菜蛾的杀虫活性。本文获得的强活性的启动子

ＰΔｏｒｆ１８Ｅ是目前已报道的转录活性最高的犮狉狔基因启动子，该启动子为Ｃｒｙ蛋白的表达和遗传工程菌株构建提供

了重要元件。
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　　苏云金芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊狋犺狌狉犻狀犵犻犲狀狊犻狊，简称

Ｂｔ，是革兰氏阳性细菌，属于蜡样芽胞杆菌菌族犅犪

犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊ｇｒｏｕｐ，其在芽胞形成的同时能够产生

对多种农林害虫有杀虫活性的伴胞晶体，主要由犮狉狔

或犮狔狋基因编码。因其对人畜无害、对环境友好等

特性，Ｂｔ已被商业化应用，成为世界上应用最广的

微生物杀虫剂［１］。但是Ｂｔ杀虫剂在田间应用过程

中，Ｃｒｙ蛋白存在持效期短、受紫外照射等环境因素
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影响容易降解等缺点，因此提高Ｃｒｙ蛋白的产量和

稳定性成为Ｂｔ遗传改良的有效策略。目前已报道，

犮狉狔８犈基因的启动子指导表达的Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白产量高

于野生菌株ＨＤ７３产生的Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白
［２］。高活性的

非犮狉狔基因的启动子也已成功表达Ｃｒｙ蛋白，如编码

芽胞外壁基层蛋白的犲狓狊犢基因的启动子Ｐ犲狓狊犢可正

确指导Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白的表达
［３］；最新的研究表明，Ｂｔ

ＨＤ７３＿５０１４基因的启动子可以高效地指导表达

Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白，其表达的蛋白产量与犮狉狔８犈启动子指

导表达的Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白产量相当
［４］。因此，发掘强活

性的启动子指导Ｃｒｙ蛋白的表达是一条重要途径。

犮狉狔８犈基因和上游基因狅狉犳１以操纵子形式成

为一个转录单元，分别受σＨ 和σＥ调控
［５］，犮狉狔８犈基

因的启动子Ｐｏｒｆ１ｃｒｙ８Ｅ是目前报道的转录活性最

强的犮狉狔基因启动子
［４，６］。本研究在此基础上，分析

了缺失狅狉犳１基因的启动子ＰΔｏｒｆ１８Ｅ的活性；用

ＰΔｏｒｆ１８Ｅ启动子指导表达Ｃｒｙ１Ａｃ晶体蛋白并检

测其杀虫活性。ＰΔｏｒｆ１８Ｅ启动子为Ｃｒｙ蛋白的表

达和遗传工程菌株构建提供了重要元件。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　菌株、质粒和培养基

本试验中所用菌株与质粒见表１。大肠杆菌

犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻的培养使用ＬＢ培养基（胰蛋白胨

１．０％，酵母提取物０．５％，ＮａＣｌ１．０％，ｐＨ７．２）。Ｂｔ

的培养使用ＬＢ培养基和ＳＳＭ 培养基
［７］。Ｂｔ在

３０℃、２２０ｒ／ｍｉｎ条件下培养；犈．犮狅犾犻在３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ

条件下培养，氨苄青霉素使用终浓度为１００μｇ／ｍＬ，

红霉素使用终浓度为５μｇ／ｍＬ。

表１　菌株与质粒

犜犪犫犾犲１　犛狋狉犪犻狀狊犪狀犱狆犾犪狊犿犻犱狊

菌株和质粒

Ｓｔｒａｉｎｓａｎｄｐｌａｓｍｉｄｓ

特性

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

来源

Ｒｅｓｏｕｒｃｅ

菌株Ｓｔｒａｉｎｓ

　　犈．犮狅犾犻ＴＧ１ 对转化的外源ＤＮＡ既无修饰作用也无限制作用 实验室保存

　　犈．犮狅犾犻ＥＴ１２５６７ 甲基化缺陷型菌株 实验室保存

　　Ｂｔ１８５ Ｂｔ菌株含有犮狉狔８犈犪１和犮狉狔８犉犪１基因 ［８］

　　ＨＤ７３ Ｂｔ菌株含有犮狉狔１犃犮基因 实验室保存

　　ＨＤ７３－ ＢｔＨＤ７３菌株的无晶体突变株 实验室保存

　　ＨＤ（Ｐｏｒｆ１８Ｅ１８Ｚ） ＨＤ７３菌株含有ｐＨＴＰｏｒｆ１８Ｅ质粒 本研究

　　ＨＤ（ＰΔｏｒｆ１８Ｅ１８Ｚ） ＨＤ７３菌株含有ｐＨＴＰΔｏｒｆ１８Ｅ质粒 本研究

　　ＨＤ"（Ｐｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ） ＨＤ７３－菌株含有ｐＨＴＰｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ质粒 本研究

　　ＨＤ"（ＰΔｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ） ＨＤ７３－菌株含有ｐＨＴＰΔｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ质粒 本研究

质粒Ｐｌａｓｍｉｄｓ

　　ｐＨＴ３０４ 低拷贝犈．犮狅犾犻犅狋穿梭载体，ＡｐＲ，ＥｍＲ ［９］

　　ｐＨＴ３０４１８Ｚ 含有犾犪犮犣基因的犈．犮狅犾犻犅狋穿梭载体，ＥｍＲ，ＡｐＲ ［９］

　　ｐＨＴＰｏｒｆ１８Ｅ ｐＨＴ３０４１８Ｚ载体含有Ｐｏｒｆ１８Ｅ启动子 本研究

　　ｐＨＴＰΔｏｒｆ１８Ｅ ｐＨＴ３０４１８Ｚ载体含有ＰΔｏｒｆ１８Ｅ启动子 本研究

　　ｐＨＴＰｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ ｐＨＴ３０４载体含有Ｐｏｒｆ１８Ｅ启动子和犮狉狔１犃犮基因 本研究

　　ｐＨＴＰΔｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ ｐＨＴ３０４载体含有ＰΔｏｒｆ１８Ｅ启动子和犮狉狔１犃犮基因 本研究

１．１．２　主要试剂

犜犪狇ＭｉｘＤＮＡ聚合酶购自ＢｉｏＭｅｄ；限制性内

切酶、ＰｒｉｍｅＳｔａｒ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＤＨ５α感受态、

ＳｏｌｕｔｉｏｎＩ购自大连宝生物有限公司；胶回收试剂

盒、质粒提取试剂盒、ＰＣＲ产物纯化试剂盒购自Ａｘ

ｙｇｅｎ；无缝克隆试剂盒（ＳｅａｍｌｅｓｓＡｓｓｅｍｂｌｙＣｌｏｎｉｎｇ

Ｋｉｔ）购自中美泰和生物技术有限公司。

１．１．３　引物合成及序列测定

根据Ｂｔ１８５菌株
［８］和ＨＤ７３菌株

［１０］的基因组

序列设计引物，引物合成由上海生工生物工程公司

北京合成部完成，引物名称及序列见表２。序列测

定由北京六合华大基因科技股份有限公司完成。

·１３·
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表２　本试验所用引物及序列１
）

犜犪犫犾犲２　犘狉犻犿犲狉狊犪狀犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔

引物名称Ｎａｍｅ 序列Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

Ｐｏｒｆ１５ ＡＡＣＴＧＣＡＧＡＡＴＧＣＡＣＣＴＣＣＡＡＴＴＧＴＴＡＡＴＴＡＴＧＴ

Ｐｏｒｆ１３ ＡＧＡＡＣＧＴＴＴＴＴＧＴＴＴＣＴＡＴＴＧＡＡＡＴＴＴＴＴＴＣＴＧＴＧＣＡＣＣＴＣＣＴＡＴＣＧ

Ｐ８Ｅ５ ＣＧＡＴＡＧＧＡＧＧＧＣＡＣＡＧＡＡＡＡＡＡＴＴＴＣＡＡＴＡＧＡＡＡＣＡＡＡＡＡＣＧＴＴＣＴ

Ｐ８Ｅ３ ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＴＡＴＴＴＴＣＣＴＣＣＴＡＴＡＣＡＴＡＣＡＣＡＡＧＡＴ

１ＡＣＦ ＡＴＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＣＣＧＡＡＣＡＴＣＡＡＴ

１ＡＣＲ ＧＡＡＴＴＡＣＴＣＣＴＴＡＴＧＧＡＧＧＡＡＴＡＧ

８Ｅ１ＡｃＦ ＣＧＣＣＡＧＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ

８Ｅ１ＡｃＲ ＡＡＣＡＣＣＴＧＡＴＡＴＴＴＧＡＧＣＣＧＴＴＴＧ

　１）下划线表示酶切位点。

Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｓｉｔｅｓａｒｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ．

１．２　犘狅狉犳１８犈和犘Δ狅狉犳１８犈启动子融合犾犪犮犣基因表

达载体的构建

　　以Ｂｔ１８５基因组
［８］为模板，以Ｐｏｒｆ１５／Ｐ８Ｅ３

为引物扩增含有狅狉犳１的启动子、狅狉犳１基因和犮狉狔８犈

基因启动子的片段Ｐｏｒｆ１８Ｅ（１３５２ｂｐ），ＰＣＲ产物纯

化后经犘狊狋Ⅰ和犅犪犿ＨⅠ双酶切并连接至含有犾犪犮犣

报告基因的ｐＨＴ３０４１８Ｚ载体犘狊狋Ⅰ和犅犪犿Ｈ Ⅰ

双酶切片段上，转化犈．犮狅犾犻ＴＧ１菌株，获得重组质

粒ｐＨＴＰｏｒｆ１８Ｅ；以Ｂｔ１８５基因组为模板，分别以

Ｐｏｒｆ１５／Ｐｏｒｆ１３和Ｐ８Ｅ５／Ｐ８Ｅ３为引物扩增狅狉犳１

的启动子（Ｐ狅狉犳１，５５９ｂｐ）和犮狉狔８犈基因的启动子

（Ｐ犮狉狔８犈，２８０ｂｐ），ＰＣＲ产物纯化后，应用无缝克隆试

剂盒将Ｐ狅狉犳１和Ｐ犮狉狔８犈片段连接至含有犾犪犮犣报告

基因的ｐＨＴ３０４１８Ｚ载体犘狊狋Ⅰ和犅犪犿ＨⅠ双酶切片段

上，转化犈．犮狅犾犻ＴＧ１菌株，获得缺失狅狉犳１基因的重

组质粒ｐＨＴＰΔｏｒｆ１８Ｅ。重组质粒经ＰＣＲ、酶切和测

序鉴定，转化至犈．犮狅犾犻ＥＴ菌株使质粒去甲基化，然

后将重组质粒电击转化至ＢｔＨＤ７３菌株，获得菌株

ＨＤ（Ｐｏｒｆ１８Ｅ１８Ｚ）和ＨＤ（ＰΔｏｒｆ１８Ｅ１８Ｚ）。

１．３　β半乳糖苷酶活性分析

分别取５００μＬ活化过夜的ＨＤ（Ｐｏｒｆ１８Ｅ１８Ｚ）

和ＨＤ（ＰΔｏｒｆ１８Ｅ１８Ｚ）菌株转接到５０ｍＬＳＳＭ培

养基中，３０℃，２２０ｒ／ｍｉｎ培养至犜０时期（犜０为对数

生长期结束时间，犜ｎ为犜０ 后第ｎ小时），每隔１ｈ

取样１次，每次２ｍＬ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心，弃上清，

沉淀于－４０℃保存备用。β半乳糖苷酶活性测定方

法参考文献［１１］，试验至少重复３次。

１．４　犘狅狉犳１８犈和犘Δ狅狉犳１８犈启动子指导犆狉狔１犃犮表

达载体的构建

　　分别以ｐＨＴＰｏｒｆ１８Ｅ和ｐＨＴＰΔｏｒｆ１８Ｅ质粒为

模板，以Ｐｏｒｆ１５／Ｐ８Ｅ３为引物，扩增Ｐｏｒｆ１８Ｅ和

ＰΔｏｒｆ１８Ｅ片段；以ＢｔＨＤ７３基因组为模板，以１ＡＣ

Ｆ和１ＡＣＲ为引物扩增犮狉狔１犃犮基因（３５３７ｂｐ），

ＰＣＲ产物纯化后，应用无缝克隆试剂盒，分别将

Ｐｏｒｆ１８Ｅ和犮狉狔１犃犮两个片段、ＰΔｏｒｆ１８Ｅ和犮狉狔１犃犮

两个片段连接至经过犎犻狀ｄⅢ和犈犮狅ＲⅠ双酶切的

ｐＨＴ３０４载体上，转化犈．犮狅犾犻ＴＧ１菌株，获得重组

质粒ｐＨＴＰｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ和ｐＨＴＰΔｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ。重

组质粒经ＰＣＲ、酶切和测序鉴定，转化至犈．犮狅犾犻ＥＴ

菌株使质粒去甲基化，然后将重组质粒电击转化至

ＢｔＨＤ７３－ 无晶体突变菌株中，获得菌株 ＨＤ－

（Ｐｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ）和ＨＤ－（ＰΔｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ）。

１．５　显微镜观察

分别取５００μＬ过夜活化的 ＨＤ
－ （Ｐｏｒｆ１８Ｅ

１Ａｃ）和 ＨＤ－（ＰΔｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ）菌液转接至５０ｍＬ

ＳＳＭ培养基，３０℃，２２０ｒ／ｍｉｎ，培养至犜２０、犜２２和

犜２４，取１ｍＬ菌液，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，弃上

清，沉淀用１ｍＬ的无菌水清洗１次，１２０００ｒ／ｍｉｎ

离心１ｍｉｎ，弃上清，沉淀用６０μＬ的水悬浮，吸取

１μＬ的样品置于载玻片上，上面覆盖盖玻片在１００

×的油镜（ＯＬＹＭＰＵＳ，ＢＸ６１）下观察菌体形态。

１．６　菌体总蛋白定量

分别取５００μＬ过夜活化的 ＨＤ
－ （Ｐｏｒｆ１８Ｅ

１Ａｃ）和 ＨＤ－（ＰΔｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ）菌液转接至５０ｍＬ

ＳＳＭ培养基，３０℃，２２０ｒ／ｍｉｎ，培养到细胞裂解

（犜２４），１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ收集菌体，用水重

悬，加入石英砂破碎，混合均匀；样品与５×ｌｏａｄｉｎｇ

ｂｕｆｆｅｒ混匀，沸水浴中１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，

取上清用Ｐｉｅｒｃｅ６６０ｎｍＰｒｏｔｅｉｎＡｓｓａｙＫｉｔ进行总

蛋白的定量，方法参见Ｐｉｅｒｃｅ６６０ｎｍＰｒｏｔｅｉｎＡｓｓａｙ

Ｋｉｔ说明书。取总蛋白量一致的样品ＳＤＳＰＡＧＥ

（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｐｈａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃ

ｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ）检测Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白，并利用ＩｍａｇｅＪ软

件分析Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白的表达量
［２］。
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１．７　生物活性测定

以小菜蛾犘犾狌狋犲犾犾犪狓狔犾狅狊狋犲犾犾犪为试虫，用于生物

活性测定的菌株为 ＨＤ－ （Ｐｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ）、ＨＤ－

（ＰΔｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ）、ＨＤ７３和 ＨＤ７３－。菌株在ＳＳＭ

培养基中培养至犜２４时期，将菌液冻干，取相同生物

量的４株菌的冻干粉，用灭菌水稀释成相同的浓度，

分别为：１．２５、２．５、５、１０、２０、４０和８０μｇ／ｍＬ；将上

述不同浓度的菌液均匀地涂抹于直径为６ｃｍ的卷

心菜叶上，晾干后，置于９ｃｍ的培养皿中；每个培养

皿中接种３０头体型相当的小菜蛾２龄幼虫。４８ｈ后

计算幼虫成活率和ＬＣ５０。数据独立重复３次。

２　结果与分析

２．１　犘狅狉犳１８犈和犘Δ狅狉犳１８犈启动子活性分析

犮狉狔８犈基因上游的全长启动子Ｐｏｒｆ１８Ｅ和缺失

狅狉犳１基因的启动子ＰΔｏｒｆ１８Ｅ融合犾犪犮犣基因的表

达菌株ＨＤ（Ｐｏｒｆ１８Ｅ１８Ｚ）和ＨＤ（ＰΔｏｒｆ１８Ｅ１８Ｚ）的

构建流程见图１ａ，β半乳糖苷酶活性测定表明，在

犜０－犜３时期，ＨＤ（Ｐｏｒｆ１８Ｅ１８Ｚ）和ＨＤ（ＰΔｏｒｆ１８Ｅ

１８Ｚ）菌株的转录活性没有明显区别（图１ｂ），从犜４

开始到犜１２，ＨＤ（ＰΔｏｒｆ１８Ｅ１８Ｚ）菌株的活性明显高

于ＨＤ（Ｐｏｒｆ１８Ｅ１８Ｚ）菌株，说明狅狉犳１基因的缺失导

致犮狉狔８犈基因启动子的转录活性上升。

２．２　犘狅狉犳１８犈和犘Δ狅狉犳１８犈指导犆狉狔１犃犮表达菌株的获得

缺失狅狉犳１基因的启动子转录活性ＰΔｏｒｆ１８Ｅ高

于全长的Ｐｏｒｆ１８Ｅ启动子转录活性，为了比较两个

启动子指导的Ｃｒｙ蛋白的表达量，构建了Ｐｏｒｆ１８Ｅ和

ＰΔｏｒｆ１８Ｅ指导Ｃｒｙ１Ａｃ表达载体（详见方法１．４），构

建流程见图２ａ，将表达载体转入ＨＤ７３－无晶体突变

体株，获得用于表达 Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白的菌株 ＨＤ－

（Ｐｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ）和 ＨＤ－ （ＰΔｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ）。在

犮狉狔１犃犮基因内部设计３′端引物（８Ｅ１ＡｃＲ），在

Ｐ狅狉犳１片段上游设计５′端引物（８Ｅ１ＡｃＲ），经ＰＣＲ

鉴定（图２ｂ），以ＨＤ－（Ｐｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ）菌株为模板，扩

增得到１１０４ｂｐ的片段；以ＨＤ－（ＰΔｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ）菌

株为模板，扩增得到６８１ｂｐ的片段，两个ＰＣＲ产物

大小相差４２３ｂｐ，与缺失的狅狉犳１基因的大小一致，

说明菌株构建正确。

图１　犘狅狉犳１８犈和犘Δ狅狉犳１８犈启动子转录活性分析

犉犻犵．１　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋犻狅狀犪犾犪犮狋犻狏犻狋犻犲狊狅犳

犘狅狉犳１８犈犪狀犱犘Δ狅狉犳１８犈

图２　犘狅狉犳１８犈和犘Δ狅狉犳１８犈指导犆狉狔１犃犮表达菌株的构建

犉犻犵．２　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犆狉狔１犃犮犱犻狉犲犮狋犲犱犫狔犘狅狉犳１８犈犪狀犱犘Δ狅狉犳１８犈狆狉狅犿狅狋犲狉狊
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２．３　犆狉狔１犃犮晶体形态学观察

在光学显微镜下观察 ＨＤ－（Ｐｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ）和

ＨＤ－（ＰΔｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ）菌株产生的Ｃｒｙ１Ａｃ晶体蛋

白形态，以野生型ＨＤ７３和无晶体突变株ＨＤ７３－作

为对照，结果（图３）表明，在犜２０、犜２２、犜２４这３个时

期，ＨＤ－（Ｐｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ）和ＨＤ－（ＰΔｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ）菌

株均可以正常表达Ｃｒｙ１Ａｃ晶体蛋白，与野生型

ＨＤ７３一样，形成双锥形晶体蛋白，而 ＨＤ７３－菌株

无晶体蛋白产生。说明Ｐｏｒｆ１８Ｅ和ＰΔｏｒｆ１８Ｅ均可

指导表达Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白。

图３　犆狉狔１犃犮晶体形态学观察

犉犻犵．３　犛犮犪狀狀犻狀犵犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲犻犿犪犵犲狅犳犆狉狔１犃犮犮狉狔狊狋犪犾狆狉狅狋犲犻狀

２．４　菌体犆狉狔１犃犮晶体蛋白产量分析

为了比较Ｐｏｒｆ１８Ｅ和ＰΔｏｒｆ１８Ｅ指导表达的

Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白产量，以ＨＤ７３为阳性对照，ＨＤ７３－为

阴性对照，应用Ｐｉｅｒｃｅ６６０ｎｍＰｒｏｔｅｉｎＡｓｓａｙＫｉｔ

对ＨＤ－（Ｐｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ）和ＨＤ－（ＰΔｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ）菌

株进行总蛋白定量，取相同量的总蛋白进行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ检测，结果表明（图４），ＨＤ－（Ｐｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ）

和ＨＤ－（ＰΔｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ）菌株均可表达出约１３０ｋＤ

的Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白，而ＨＤ７３－无晶体突变体无蛋白表

达；利用ＩｍａｇｅＪ软件分析Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白的表达量，

发现在总蛋白量相同的条件下，ＨＤ－（ＰΔｏｒｆ１８Ｅ

１Ａｃ）菌株表达的Ｃｒｙ１Ａｃ的量约为ＨＤ－（Ｐｏｒｆ１８Ｅ

１Ａｃ）菌株的１．５倍，这与ＰΔｏｒｆ１８Ｅ和Ｐｏｒｆ１８Ｅ启

动子的酶活数据趋势相一致（图１ｂ），说明强活性的

ＰΔｏｒｆ１８Ｅ启动子，指导表达的Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白的产量

也提高。
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图４　犛犇犛犘犃犌犈分析犆狉狔１犃犮蛋白

犉犻犵．４　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犆狉狔１犃犮狆狉狅狋犲犻狀犫狔犛犇犛犘犃犌犈

２．５　生物活性分析

为了比较Ｐｏｒｆ１８Ｅ和ＰΔｏｒｆ１８Ｅ指导表达的

Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白的活性，选取相同生物量的 ＨＤ－

（Ｐｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ）和ＨＤ－（ＰΔｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ）菌株对小菜蛾

犘犾狌狋犲犾犾犪狓狔犾狅狊狋犲犾犾犪幼虫进行生物活性测定，以ＨＤ７３
为阳性对照，ＨＤ７３－为阴性对照。接种幼虫４８ｈ后

计算成活率，并计算ＬＣ５０，结果表明（表３）ＨＤ－

（ＰΔｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ）菌株对小菜蛾的杀虫活性最高，说明

缺失狅狉犳１基因的启动子ＰΔｏｒｆ１８Ｅ指导表达Ｃｒｙ１Ａｃ

蛋白的菌株具有较高的杀虫活性，这与启动子酶活结

果（图１ｂ）和Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白表达量结果（图４）一致。

表３　犅狋菌株对小菜蛾的杀虫活性１
）

犜犪犫犾犲３　犅犻狅犪狊狊犪狔狅犳犅狋狊狋狉犪犻狀狊犪犵犪犻狀狊狋犘犾狌狋犲犾犾犪狓狔犾狅狊狋犲犾犾犪
样品

Ｓａｍｐｌｅ
ＬＣ５０／μｇ·ｍＬ

－１ ９５％置信限／μｇ·ｍＬ
－１

９５％Ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ

ＨＤ７３ １５．４２ ８．９５～２４．３５

ＨＤ－（Ｐｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ） ２４．５６ １６．３７～３６．５０

ＨＤ－（ＰΔｏｒｆ１８Ｅ１Ａｃ） １２．９４ ８．３４～１８．７７

ＨＤ７３－ ＮＡ ＮＡ

　１）ＮＡ：无活性。

ＮＡ：Ｎｏａｃｔｉｖｉｔｙ．

３　讨论

前期研究中，通过比较不同转录调控机制的

犮狉狔１犃犮、犮狉狔３犃、犮狉狔４犃和犮狉狔８犈基因的启动子的转

录活性，发现转录活性由高到低依次为：Ｐ犮狉狔８犈＞

Ｐ１犃犮＞Ｐ犮狉狔４犃＞Ｐ犮狉狔３犃
［２，６，１２］。犮狉狔８犈基因的启动

子Ｐ犮狉狔８犈可以正确地指导Ｃｒｙ１Ａｃ的表达，并且可

以形成双锥形晶体，同时对小菜蛾有杀虫活性［２，１２］。

本研究发现，缺失狅狉犳１基因的启动子ＰΔｏｒｆ１８Ｅ的

转录活性高于已报道的最高活性的犮狉狔基因启动子

Ｐ狅狉犳１犮狉狔８犈，因此ＰΔｏｒｆ１８Ｅ启动子是目前发现的

最高活性的犮狉狔基因的启动子。ＰΔｏｒｆ１８Ｅ可正确

指导表达Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白，并具有杀虫活性，该启动子

可用于构建高效表达载体，从而实现杀虫蛋白的高

效表达，在研制更为高效广谱的苏云金芽胞杆菌工

程菌中发挥重要的作用。

苏云金芽胞杆菌在表达大量的杀虫晶体蛋白的

同时还表达一些小分子量蛋白质，它们自身不具有

杀虫活性，但可以影响某些杀虫晶体蛋白的表达和

晶体形成。这些犮狉狔基因通常与这些小分子量蛋白

基因组成转录单元共同转录［１３］。这些小分子量蛋

白本身没有杀虫活性，不是伴胞晶体的主要成分，但

对某些杀虫晶体蛋白的正常表达或晶体形成有促进

作用，甚至是必需的，因此被称为辅助蛋白（ａｃｃｅｓｓｏ

ｒｙｐｒｏｔｅｉｎ）。目前已知的辅助蛋白主要有５个，即

犮狉狔１１犃犪操纵子中的Ｐ１９和Ｐ２０
［１４］；犮狉狔２犃犪操纵子

中的ＯＲＦ１和ＯＲＦ２
［１５］；以及犮狉狔１９犃 转录单元下

游狅狉犳２编码的６０ｋＤ蛋白（ＯＲＦ２６０ｋ）
［１３］。Ｐ１９对

犮狉狔１１犃基因的表达略有帮助；Ｐ２０作为分子伴侣能

够促进多种Ｂｔ杀虫晶体蛋白的产量和／或晶体形

成［１６］；而ＯＲＦ１对晶体蛋白产量或蛋白晶体化的影

响尚不明确。ＯＲＦ２和ＯＲＦ２６０ｋ蛋白对于Ｃｒｙ２Ａ

和 Ｃｒｙ１９Ａ 的晶体形成是必需的
［１３，１７］。此外，

犮狉狔６犃犪２基因下游的ＯＲＦ２蛋白对其表达存在负调

控作用，但作用机制尚不明确［１８］。本研究中的

犮狉狔８犈操纵子中狅狉犳１基因编码的ＯＲＦ１氨基酸序

列，与犮狉狔９犈犮１基因操纵子中的 ＯＲＦ１相似性为

６６％；与犮狉狔９犆犪１基因操纵子中的ＯＲＦ１相似性为

６５％；与犮狉狔２犃基因操纵子中的ＯＲＦ１具有６４％的

相似性；与犮狉狔１１犃操纵子中的第一个狅狉犳—Ｐ１９有

４０％的相似性；与Ｃｒｙ１８Ａ操纵子中 ＯＲＦ１具有

３９％的相似性。转录调控研究表明，狅狉犳１基因缺失

导致犮狉狔８犈基因启动子ＰΔｏｒｆ１８Ｅ的转录活性上

升，同时可以提高Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白的表达量，这些结果

与前人报道的关于辅助蛋白狆１９基因和狅狉犳１基因

的功能是不同的，说明犮狉狔８犈操纵子中的ＯＲＦ１存

在一种新的功能，可能对犮狉狔８犈基因的转录存在调

控功能，但其作用机制还有待进一步研究。
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