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摘 要：根据已知序列设计一对 CDE 引物（*EF5#G，*EF510），可从 !"#"68 或 !"#"6+ 操纵子中

扩增出包含串联分子伴侣基因 $%&’$(& 的 H06 片段，预期大小分别为 %I@J- 和 "I$J-。对 %#$
株苏云金芽孢杆菌菌株进行 CDE 检测，从 "@ 株中获得了大小为 %I@J- 的扩增片段，但未获得

"I$J- 的片段。这表明 !"#"68 型操纵子 $%&’$(& 基因存在较广泛，而 !"#"6+ 型较罕见。将来

自 K" 菌株的 %I@J- 片段回收，通过一系列亚克隆，最终构建成一个含有 $%&’$(& 串联基因的

)* 表达载体，为进一步研究 $%&’$(& 串联基因的功能奠定了基础。
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苏云金芽孢杆菌（)+!,--./ *0.",12,31/,/，)*）是一种能够在芽孢期产生多种杀虫晶体蛋

白（MDC:）的革兰氏阳性菌，它作为生物杀虫剂已广泛应用于害虫的生物防治［%］。在众多

的 MDC: 中，有一类分子量约为 %1#JH 的 D/N 类蛋白，如 D/N%6+ 和 D/N%D［%］，能够形成大小

约为 "!7 O %!7 的典型双金字塔型大晶体，这些晶体甚至比它们的芽孢还要大［%］。另一

类分子量相对较小（约为 @#JH）的 D/N 类蛋白，如 D/N"6 和 D/N%%6［% P !］，缺乏如 D/N% 类蛋白

中富含半胱氨酸的 D5端半部，不能形成相应的双硫键，但是在某些分子伴侣的作用下它

们同样可以形成晶体［"，#］。如 !"#"68 基因编码 D/N"68 蛋白，是 !"#"68 操纵子的远端编码

基因，其上游含有两个开放读码框 4"5% 和 4"5"［!］，又名 $%& 和 $(& 基因。它们分别编码一

个 %2JH 和 "2JH 的蛋白，因此也分别称为 C%2 和 C"2 蛋白。鉴于对这两个蛋白的初步研

究，发现它们也能促进晶体的形成，推测它们是一类分子伴侣，所以，也将它们称为“帮助”

蛋白，或更精确地称为“结晶化”蛋白［#］。

类似于 !"#"6 型操纵子中的 $%& 基因的序列存在于 !"#"（GQR）、!"#"6+、!"#2D8(、
!"#%%68 和 !"#SC% 五种基因的上游（其中只有 !"#SC% 基因不是 )* 中的基因）［1，@ P 2］，可见

这类 4"5% 序列的存在具有一定广泛性。 !"#"68 及 !"#"6+ 操纵子中的 $%& 基因（ 4"5% 基

因）与 !"#%%68 操纵子中的 $%& 基因均编码一个相应的 C%2 蛋白，三个蛋白具有高达 11T
的相似性，而且在中央区有 #$T的相同氨基酸组成［2］。一般认为，由 !"#"6 操纵子中的

$%& 基因编码的 C%2 蛋白，既不是晶体形成所必需的，自身也不产生任何毒力［!］。但是



!"#$%&’" 等人将此 !"# 基因与 $%&( 基因串联并获得了表达，证实 !"# 基因可被翻译成功

能蛋白［))］。而在枯草芽孢杆菌中，!)* 蛋白作为帮助蛋白，引发、促进和稳定晶体的形成，

一定程度上提高 +,-))./ 蛋白的合成量［0］。因此，&’(1. 操纵子中 !"# 基因的功能还有待

确定。而已经有实验证明 !)# 基因（*’+1 基因）编码的 !1* 蛋白能够提高 +,-1 类蛋白的产

量和结晶程度［1，2，)1］。!1* 蛋白防止了 +,-1 类蛋白发生水解，通过结晶作用使蛋白形成有

序结构。而蛋白本身的产量也因为这种快速有序的结晶作用而大大提高［1］。通过二级结

构分析，发现 !1* 蛋白氨基酸序列中含有 )) 个以 )0 个氨基酸为重复单元的精确的同向

重复序列，并且这一结构可以形成一系列有规则的!3折叠［)4］，使 !1* 蛋白成为一种蛋白

支架，促进 +,-1. 蛋白分子的正确组装和结晶。这种蛋白支架不是 +,-1. 蛋白结晶的必

要因素，但是，典型晶体的形成却依赖着这种蛋白支架的作用［)］。与 !1* 蛋白具有类似氨

基酸同向重复序列的假单胞菌冰核蛋白（&5"3’65#"/7&’8 $,97"&’）［)2］，在细菌外膜上提供晶核

形成位点，使水在 :;以上也能结冰，最终导致冰晶的形成。两者对结晶过程的促进作用

可能存在相同之处。但是，&’(1./ 与 &’(1.5 操纵子中的 !)# 基因也存在功能差异。

为了能进一步研究并确定 &’(1. 型操纵子［)4］中 !"#,!)# 串联基因的功能，首先设计

了引物，通过 !+< 的方法对 )0: 株 -. 菌株进行了检测。然后，回收其中一个菌株的目标

基因片段，对其进行多步克隆，最终构建成一个含 !"#,!)# 串联基因 -. 表达载体。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：2: 株不同血清型的 -. 标准菌株由法国巴斯德研究所（=’>7&767" !/>3
7"6,）提供；)): 株 -. 菌株从德国和中国的土壤样本中分离得到。用作感受态的大肠杆菌

?@) 为本实验室保存。

!"!"# 质粒：用于克隆过程的三种质粒分别为 !,9A"8/ 公司的 $@BC3? B/>-，=’D&7,98"’ 公

司的 $5EF.1G) 和 -.3/ H &*01 穿梭载体 $I?4):)。

!"!"$ 生化试剂：内切酶为 J9"%,&’8", C/’’%"&A 公司产品，?/K EF. 高保真聚合酶为加拿

大真达生物工程公司产品。

!"!"% !+< 检测引物：由上海生工生物工程有限公司合成

L<M30N：0’3@.+?.@?.?@..?..??@@+.?.?.++@???.+34’；

2!3"
L<M34F：0’3+..?.+.??.??+.?.?@...??++?++??34’。

453"
!"# 方法

!"#"! !+< 扩增及预期片段的检测：设定扩增循环条件为：*2;预变性 0A&’，然后为 4:
个循环，包括 *2;变性 4:>，2O;退火 4:>，P1;延伸 )A&’，最后 P1;):A&’ 的延伸反应。将

!+< 产物置于琼脂糖凝胶电泳中，以溴化乙锭（B7%&Q&6A R,9A&Q"）染色，检测预期大小为

1G:SR 或 )GTSR 的片段是否存在，然后回收目标片段。

!"#"# 对目标基因片段的克隆：参考文献［):］中的有关实验方法，完成对 !"#,!)# 基因的

克隆和 -. 表达载体 $IU1! 的构建。
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!"#"$ !"# 序列测定：由上海基康基因公司完成。

!"#"% !"# 序列分析：采用 !"#$%#&、!"#$’$ 软件进行序列分析。

# 结果和分析

#"! &’( 检测结果

!"#(#) 和 !"#(#* 均是 !"#(# 型操纵子，其 $%&’$(& 基因具有同源性，前者比后者少

+,,-. 左右，因此预期的 /0& 产物大小，对 !"#(#) 操作子来说是 1234- 左右，对 !"#(#* 来

说则是 (2,4-［5，+，3］，但两者都包含各自的 $%& 和 $(& 区域。

对 16, 株苏云金芽孢杆菌菌株进行了 /0& 检测，共有 5( 株可检测出大小为 1234- 的

扩增产物，检出率达 (1257，说明 !"#(#) 操纵子基因广泛存在于 )* 中。但在这 16, 株样

品中，未获得一个大小为 (2,4- 的特异扩增产物，说明 !"#(#* 操作子内的分子伴侣串联

基因 $%&’$(& 在 )* 中比较罕见。迄今为止，只 89 等人发现此 !"#(#* 操纵子基因［5］。

图 ! !")*+ 片段的 ,-. 序列分析

:;<=1 $>?9>@*> )@)ABC;C DE FG> 1234- !"# EH)<I>@F *D@F);@;@< +",1 )@J +",( <>@>

%G> .);H DE .H;I>HC K&:L6$（1 M 5(）)@J K&:L5"（1311 M 13+,）)H> CG)J>J，N 56 )@J N 1, H><;D@C DE FG> .HDIDF>H )H> -DO>J，

FG> FH)@C*H;.F;D@ CF)HF ;C -DO>J P;FG )@ )HHDP，&Q$ C;F>C )H> JD9-A>L9IJ>HA;@>J，FG> FGH>> I9F)@F @9*A>DF;J>C )H> CGDP>J P;FG“!”

+",1 <>@>（1,R M 311）;C ;F)A;*，+",( <>@> ;C -A)*4>J )@J FG> CF)HF *DJ> #%S DE !"#(#) ;C >I.G)C;T>J P;FG P)U> A;@>C=

#"# !")*+ 片段的序列分析

对 V( 菌株来源的 /0& 产物 1234- !"# 片段进行了序列测定。结果表明，这个片段

是预期的，与来源于库斯塔克亚种 W!L1 菌株的 +",1L+",( !"# 序列［15］（S>@Q)@4 #**>CC;D@
"D=X(5Y(Y）相比同源性达 ZZ2R7，只有 5 个碱基的差异（图 1）。与 W!L1 的序列相比，在

Z366 期 余健秀等：苏云金芽孢杆菌分子伴侣串联基因 $1ZL $(Z 的克隆和表达载体的构建



图 ! !" 表达载体 "#$!% 的构建策略

!"#$% &’()*+,-*"’( ’. !" /01+/))"’( 2/-*’+ 134%5

678(* 处多了一个 9 碱基，对此我们已重复多次测序。这个变异发现在 :;< 和起始密码

子 9=> 之间，可能在一定程度上会影响蛋白翻译功能。另两个变异发生在 ?:!6 内，引起

% 个氨基酸残基的不同：4% 菌株的 @A9 序列在 6%7(* 处为 & 碱基，而来源于 3@B6 的为 >
碱基，相应地氨基酸残基由 >C,!>C(；来源于 4% 菌株的 @A9 序列在 8D6(* 处为 & 碱基，而

来源于 3@B6 的为 9 碱基，相应地氨基酸残基由 >C(!5+’。来源于 4% 菌株的 56E 蛋白

（?:!6）的二级结构和来源于 3@B6 菌株的 56E 蛋白相比，基本架构走势及转角大小、方向

上有很大的差异，这种变化是由氨基酸残基 >C,!>C( 的改变所致。这种变化是非常关键

的，并足以引起二级结构基本架构走势的完全改变。

!&’ !" 表达载体 "#$!% 的构建

构建策略见图 % 说明。
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回收以 !" 菌株 !" 为模板的 #$% 产物中的 &’()* 片段，将其克隆到载体 +,-./0 -123
上，得重组质粒 +,-./!"#（图 4 第 " 列）。对这个重组质粒进行序列测定，结果表明 &’()*
567 片段的序列是正确的［&4］。为了得到唯一连接方向的重组质粒，用 #$%!和 &’%!酶

解质粒 +,-./!"#，与经 #$%!和 &’%!双酶解的自连载体 +,-./0 -123 连接，得质粒

+,!"#（图 4 第 4 列）。然后再从质粒 +,!"# 中酶切出含 $()*$+) 基因的 #$%!/#,-!片段，

亚克隆到载体 +8567"’& 的相应位点上，得质粒 +8!"#（图 4 第 9 列）。最后，再从质粒

+8!"# 中酶切得到含 $()*$+) 基因的 .-/%!和 0$1!片段，亚克隆到 !"/. : -/23 穿梭载体

;04&<& 相应位点上，从而构建成 !" 表达载体 +;!"#（图 4 第 = 列）。+;!"# 的特点是在

$()*$+) 基因下游加入了 > 个限制性酶切位点：&’%!，#,-!，0$1!，#4,!，56,!，#,2
!，78"!，#$9!。

由于两个分子伴侣 $() 和 $+) 的确切功能还有待确定，推测它们可能作为一种蛋白

支架，从两个方面帮助非 $?3& 类蛋白分子形成晶体：（&）确保新合成的蛋白分子的正确折

叠；（"）防止蛋白分子的异常集结，促进蛋白的结晶作用。而本研究中构建的含有 $()*$+)
基因的!" 表达载体，对含后 $()*$+) 基因功能的研究有着深远的意义：通过插入其他已知

功能基因，研究 $()*$+) 基因对它们所起作用的影响，从而推导该串联基因自身的功能，

认清 -:;"7 操纵子内的分子伴侣基因 $()*$+) 的遗传背景及功能，运用合适的分子伴侣基

因构建高效高产的 !" 工程菌，提高杀虫晶体蛋白的产物及晶体形成率，从整体上提高苏

云金芽孢杆菌防治害虫的效能，将是实现生物防治的一大途径。本实验室已利用这个 !"
表达载体的多克隆位点连接了 -:;"@1A 基因，并在 !" 晶体缺陷型菌株 9BA 中获得了

$3C"@1A 约 "D)5 蛋白的表达（图 9），具体研究以另文详细报道。

图 ! "#$产物检测和克隆过程中各重组质粒

的电泳分析

EFG: 4 HIJKCFLF81CFMK ML CNJ #$% +?MIO8C2 1KI ?J2C?F8CFMK

1K1P32F2 ML ?J8MQ*FK1KC +P12QFI2

.:"567R<31I# S .-/%!；& : #$% +?MIO8C；": +,-./

0!"#R.-/%!；4: +,!"#R#$%! S #,-!；9: +8!"#R.-/%

! S 0$1!；= : +;!"#R.-/%! S 78"! :

图 % 利用 !" 表达载体 &’()"表达

#$")*+, 基因的蛋白电泳分析

EFG:9 7K1P32F2 ML -;""@1A JT+?J22FMK OKIJ? !" JT+?J22FMK

UJ8CM? +;!"#

.:#?MCJFK Q1?)J?；&:9BA（+;!"#）；":9BA（+;!"#83C 8MK/

C1FKFKG -;:"@1A）:
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