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摘 要：苏云金杆菌以色列亚种的 !/-基因、"#$//D5基因和 !$%基因位于同一操纵子上，据推测辅助蛋白 E/-可能
与 FGA//D5蛋白的晶体化相关。本研究利用穿梭载体 HI0#/%/构建了两个重组质粒 HI?A/和 HI?A#，两质粒均携带
"#$//D5基因，但后者完全缺失了 "#$//D5基因上游的 !/-基因。将重组质粒电激转化至苏云金杆菌无晶体突变株
!J(中进行蛋白表达，KLK3ED.7结果表明在 !J(（HI?A/）和 !J(（HI?A#）中均能检测到正常表达的 FGA//D5蛋白，但
单位体积培养液的 FGA//D5蛋白在辅助蛋白 E/-存在时的表达量明显高于其单独表达的表达量；透射电镜观察显
示两菌株中的 FGA//D5 蛋白形成了大小相近、形状相似的双梯形晶体；另外，生物测定结果表明重组菌株 !J(
（HI?A/）和 !J(（HI?A#）对三龄致倦库蚊的杀虫活性没有显著性差异。该现象说明辅助蛋白 E/-的缺失对 FGA//D5
蛋白的晶体形成和杀蚊活性没有影响，但 E/-作为分子伴侣在一定程度上帮助提高了 FGA//D5蛋白的表达水平。
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苏云金芽孢杆菌（%&"’(()* +,)#’-.’/-*’*，MN）在芽
孢生长阶段能产生具有专一杀虫活性的晶体蛋白

（O+:,?N9?9>51 FGA:N51 EGCN,9+:，OFE:），且对人、畜、植物
等非目标生物十分安全［/］，因此被广泛用于鳞翅目

的多种作物害虫、双翅目的蚊虫以及鞘翅目的马铃

薯甲虫等的生物防治。

苏云金杆菌不同 OFE:的晶体化机制不尽相同。
分子量约为 /#&PL5的 FGA类蛋白（FGA/DQ类除外），
如 FGA/D和 FGA!D，由于具有富含半胱氨酸的 F3端
半部，能自主形成双硫键，最终促进典型双金字塔型

晶体的形成［$ ’ !］；FGA# 类蛋白是通过分子间盐桥自
主形成晶体［!］。还有一类蛋白，如 FGA$、FGA//D 和
FAN/D，由于缺乏如 FGA/ 类蛋白中富含半胱氨酸的
F3端半部，必须依靠某些分子伴侣（或称辅助蛋白）
的作用才能形成晶体［! ’ 2］。所谓 MN的分子伴侣，是
指一些与毒素蛋白晶体化相关的小分子量蛋白，它

们本身不具有杀虫活性，但能帮助某些杀虫晶体蛋

白正常表达和形成晶体，这种作用有时候甚至是必

需的。到目前为止，已在 MN中发现了一些具有特殊
功能的辅助蛋白基因，如 !$%，!/-，0#1/，0#1$ 等。
"#$//D5启动子区、!/-基因、"#$//D5基因和 !$%基

因共同组成 "#$//D5 操纵子，已有的研究证实辅助
蛋白 E$%不是 FGA//D5蛋白在 MN中高水平表达和晶
体形成所必需的［-］。辅助蛋白 E/-蛋白的氨基酸组
成中富含半胱氨酸残基，能有效形成二硫键，这个特

点与 OFE:晶体化密切相关［$］，因此有人估计 !/-基
因很可能是 FGA//D5蛋白结晶的根本原因［$，/% ’ /$］，

但是至今仍没有将 !/-基因完全缺失的具体实验能
够证明以上的推论。

本研究将位于 "#$//D5操纵子中、"#$//D5基因
上游的 !/-基因完全缺失，构建了重组质粒 HI?A#，
并电激转化至 MN 晶体缺陷型菌株 !J( 中进行
FGA//D5 蛋白的表达，分析了辅助蛋白 E/- 对
FGA//D5的表达量、形成的晶体形状、晶体大小和杀
蚊活性的影响。

" 材料和方法

")" 材料
")")" 菌株和质粒：表 /为本研究涉及的菌株和质
粒，其中大肠杆菌（2*",/#’",’& "0(’）和 MN分别在 #(R
和 #%R培养，使用的抗生素浓度分别为氨苄青霉素
（D8HG）/%%!ST8U和红霉素（7G8G）$&!ST8U。



表 ! 本研究中的菌株和质粒
!"#$% & ’"()%*+"$ ,)*"+-, "-. /$",0+., +- )1+, ,)2.3

’"()%*+" "-. /$",0+., 41"*"()%*+5")+6- 762*(%, 6* *%8%*%-(%,
7)*"+-,
9:; <(*3,)"$$+8%*62, 02)"-) 68 ! = "#$%&’(&)’*&* ,2#,/= &*%+),)’*&* >1+6 7)")% ?-+@%*,+)3，46$20#2,，?7<
9:;（/A!B&C&） 9:; (6-)"+-+-D )1% /$",0+. /A!B&C& E- )1+, ,)2.3
9:;（/A(3&） 9:; (6-)"+-+-D )1% /$",0+. /A(3& E- )1+, ,)2.3
9:;（/A(3B） 9:; (6-)"+-+-D )1% /$",0+. /A(3B E- )1+, ,)2.3
- = ./,& !F& 0$1- #*2!G "#& !（ ,+.H1%/3!）I’［ "%+4BJ 1%/<’K ,+.EL ,+.5!M&G］ N"# ,)6*%
- = ./,& O&P M(*<K，M(*’4K，Q(6OK RQ’ 460/"-3

S$",0+.,
/MT&UH! <0/*，)1% @%()6* 2,%. )6 $+D")% S4V /*6.2() !"W"*" 460/"-3
/A!B&C& Q*0* "-. <0/*，,12))$% @%()6* 68 - = ./,& "-. ! = "#$%&’(&)’*&* T*= X2 T6-D
/XIPJ /A!B&C& ("**3+-D D/&Y DD%-%，D(*3&&D<" D%-% "-. D/PCD D%-% ［&P］
/A(3& /A!B&C& ("**3+-D 1&Y D%-% "-. (*3&&<" D%-% E- )1+, ,)2.3
/A(3B /A!B&C& ("**3+-D (*3&&<" D%-% E- )1+, ,)2.3

!"!"# 培养基：N’培养基见分子克隆实验手册［&B］，
FH!*+, 培养基和 SXZQ 培养基配方见参考文
献［U，&9］。

!"!"$ 主要试剂：限制性内切酶和 !9 TR<连接酶
均购自 !"O"V"公司；高保真 S4V试剂盒购自 V6(1%
公司；质粒提取试剂盒购自 :+"D%- 公司；蛋白定量
试剂盒购自 ’+6HV".公司；4*3&&<"的抗血清由中国
科学院武汉病毒研究所袁志明研究员惠赠。

!"# 分子生物学操作

质粒抽提、酶切反应、电泳鉴定、TR< 片段回
收、连接反应和大肠杆菌的转化参考分子克隆实验

手册［&B］。

!"$ 引物和 %&’
根据 ’)杀虫晶体蛋白基因 .%6&&<"全长操纵子

的序列（F%-’"-W <((%,,+6- R6= 7;U&;9，R6= MB&;B;，
R6= [CBG&C），设计了 G条引物，如表 P所示，其中方
框表示引物中引入的酶切位点。S4V 体系和 S4V
反应参照 V6(1%公司的高保真 S4V试剂盒进行。

表 # 扩增 (&%基因的引物组合
!"#$% P 460#+-")+6- 68 S4V /*+0%*, 86* "0/$+83+-D E4S D%-%,

S*+0%*, S*+0%* ,%L2%-(%,（G\ ] B\） !1% %^/%()%.
"0/$+8+%. 8*"D0%-),

!1% 8*"D0%-)
$%-D)1_W#

V%,)*+()+6-
%-530% ,+)%,

(*3&&<HGSQ <4!<FF!<! F<<!!4 !<4F!!!!F<!< /H&&" C‘BG -./V!

(*3&&<HBS7 <<!!4<!<!!4<!< F<F4!4 !!4!4!444 0+.!

(*3&&<HG7"P F<F4!4 <!F<<!!<!<!FF<<F<!<F! .%6&&<" P‘C 0+.!

(*3&&<HB7/ "F<!!!!4!<4<<!!F4<! F4!!<!<<4!!!!! 01#!

(*3&&<HG7"& "<! F<F4!4!<<!!!<<F<F!<!F!<! /H&& K 1&Y K .%6&&<" B‘C 0+.!

(*3&&<HB7/ F<!!!!4!<4<<!! F4<!F4 !!<!<<4!!!!!HB\ 01#!
" /H&& *%/*%,%-), .%6&&<" /*606)%* 2/,)*%"0 1&Y D%-% 6- )1% .%6&&<" 6/%*6-= ’6^%. -2($%6)+.%, *%/*%,%-) )1% +-)*6.2(%. *%,)*+()+6- %-530% ,+)%, +- )1%

S4V /*+0%*,=

!") *+菌株的电激转化
’) 9:;感受态的制备和电激转化见参考文献

［&G］，电激采用 C‘P(0 电激杯（’+6HV". 公司），’+6H
V".公司的电激仪，参数设定：电阻 9CC a UCC"、电容
PG0I和电压 &‘G a &‘;GWb。
!", 蛋白浓度的测定

’)菌株产生的杀虫晶体蛋白按照参考文献［U，&J］

描述的方法进行 7T7HS<FQ分析和对比。参照蛋白

定量试剂盒（T4 S*6)%+- <,,"3，’+6HV".公司产品）的
使用手册，以牛血清蛋白（’7<）为标准蛋白制作蛋
白浓度标准曲线，测定 ’) 重组菌株中总蛋白的浓
度。结合 E0"D%M",)%* bT7软件分析 7T7HS<FQ中目
的蛋白所占比例，计算目的蛋白的浓度。

!"- 透射电镜观察
收集培养至芽孢脱落成熟的 ’) 菌株，以无菌

..AP>反复洗涤多次，尽量去除培养杂质，只留下晶

9GB 7AE Z6-DH^+" )" +, = _3."+ 7&.%/8&/,/(&.+ 0&’&.+（PCCJ）9J（B）



体和芽孢。菌液稀释于无菌 !!"#$中，直接滴在铜
网上，置于透射电子显微镜（%&’()**+,!）下观察。
!"# 生物测定
致倦库蚊（!"#$% &"’(&"$)*+,’*-"+）由本室饲养，

具体的生物测定方法参照文献［)-］。以 #. 孔细胞
培养板作为生测容器，每个样品设 /个不同的浓度，
每个浓度组使用 #/头致倦库蚊三龄幼虫，#.0后统
计蚊幼虫存活数，使用 123456软件计算 76重组菌株
的 .!/*。

$ 结果和分析

$"! 重组质粒 %&’(!和 %&’()的构建
图 ) 为重组质粒 8"9:) 和 8"9:; 的线性示意

图，质粒 8"9:; 与质粒 8"9:) 的不同之处在于
,/0))<=基因前缺失了辅助蛋白 1)>的编码区。
以质粒 8?@#A 为模板，以 ,/0))<(/B=) 与

92:))<(;B8为引物，扩增 ,/0))<=全长操纵子，经过
中间载体 8’C)D(E和穿梭载体 8"E;)*)，得到重组
76 穿梭质粒 8"9:)；以质粒 8?@#A 为模板，以
,/0))<(/1& 与 92:))<(;1B 为引物，扩增 ,/0))<= 操
纵子中 1)> 基因上游的启动子区，经过中间载体
8’C)D(E和穿梭载体 8"E;)*)，得到重组质粒 8"1!，
将扩增的 ,/0))<= 基因的 32F 区连接至该质粒的
2*,"G213"双酶切位点，得到重组 76 穿梭质粒
8"9:;。为保证 ,/0))<= 基因的正确转录终止和高
效翻译，重组质粒 8"9:)和 8"9:;均携带 ,/0))<=基
因$H@下游的末端终止序列。

图 ! 重组质粒 %&’(!和 %&’()的线性示意图
@5IJ ) E0K 80:L59=M N=8L 3F 60K 2K93N45O=O6 8M=LN5!L 8"9:) =O!

8"9:; J

$"$ *+(!!,-蛋白在重组 ./菌株中的表达
将重组质粒 8"9:) 和 8"9:; 电激转化至 76 晶

体缺陷型菌株 .P-中，同时以穿梭质粒 8"E;)*)作
为阴性对照。分别将重组 76菌株在 )NQ 1?R&培
养基中过夜培养，使细胞生长同步。次日以 ) S )**
的比例转接到 /*NQ T(E25L 液体培养基中，;*U+、
#;* 2GN5O振荡培养至孢晶分离，取等体积的
.P-（8"9:)）和 .P-（8"9:;）培养液进行 BCB(1<T&分

析。蛋白电泳结果表明，在重组菌株 .P-（8"9:)）和
.P-（8"9:;）中均能检测到正常表达的 +2:))<= 蛋
白，但单位体积培养液的 +2:))<=蛋白在前者（辅助
蛋白 1)>存在时）中的表达量比在后者（无辅助蛋白
1)>）提高了约 ;-V（图 #）。

图 $ 重组菌株中 *+(!!,-蛋白的 01023,45分析
@5IJ # BCB(1<T& =O=M:L5L 3F +2:))<= 8236K5O 5O 76 2K93N45O=O6

L62=5OLJ’J 1236K5O N3MK9WM=2 XK5I06 N=2YK2；) J .P-（8"E;)*)）；#J .P-
（8"9:)）；;J.P-（8"9:;）J <223X 835O6L 63 60K KZ82KLLK! -#YC= +2:))<=

8236K5OJ

$") 电镜观察晶体的形成
将 .P-（8"E;)*)）、.P-（8"9:)）和 .P-（8"9:;）培

养至芽孢脱落，进行透射电镜观察。.P-（8"E;)*)）
中仅出现芽孢，而在表达 +2:))<= 蛋白的 .P-
（8"9:)）和 .P-（8"9:;）重组菌株中均能观察到芽孢
和晶体，而且形成的晶体大小相近、形状相似，均为

典型的双梯形结构（图 ;）。这说明不论 92:))<=操
纵子中编码辅助蛋白的 1)>基因是否存在，+2:))<=
蛋白的正常表达和晶体化形成均不受影响。

图 ) 表达 *+(!!,- 蛋白的重组菌株的透射电镜照片
（6777 8）
@5IJ ; E2=OLN5LL53O KMK9623O N5923I2=80L 3F 76 2K93N45O=O6 L62=5OL

KZ82KLL5OI +2:))<= 8236K5O（D*** [ ）J <223XL 835O6 63 +2:))<= 92:L6=ML

=O! B 2K82KLKO6L L832KL 3F 76 L62=5OLJ <：.P-（8"9:)）；7：.P-（8"9:;）J

$"9 *+(!!,-蛋白的杀蚊活性生物测定
生物测定结果表明，.P-（8"9:)）和 .P-（8"9:;）

重组菌株表达的 +2:))<=蛋白均具有杀蚊活性，对
三龄致倦库蚊的 .!/*为 />\;;OIGNQ和 A#\/AOIGNQ，
彼此之间的毒力都没有明显差异（表 ;），说明辅助
蛋白 1)>并没有改变 +2:))<=蛋白的毒性。

//;师永霞等：苏云金杆菌辅助蛋白 1)>对杀虫晶体蛋白 +2:))<=表达的影响 J G微生物学报（#**A）.A（;）



表 ! 表达 "#$%%&’蛋白的重组菌株对
库蚊三龄幼虫的生物测定

!"#$% & ’()"**"+ ), -.+//0" 1.)2%(3 ,.)4 .%5)4#(3"32 ’2
"6"(3*2 &.78(3*2". $".9"% ), !"#$% &"’(&"$)*+,’*-"+ $".9"%

’2 .%5)4#(3"32 *2."(3* .!:; <（36<4=）" >:? ,(7@5("$ $(4(2*
ABC（1D5+/） :>E&& AAE/& F C/EG>
ABC（1D5+&） HIE:H AIE>A F C:E:C

ABC（1D!&/;/） J0# J0
" !K% .!:; 9"$@%* .%1.%*%32 2K% "9%."6% ), "2 $%"*2 2K.%% .%1%2(2()3* ",2%. IAK
), $".9"% %L1)*@.%M # J0：3) "52(9(2+M

! 讨论
苏云金杆菌分子量相对较小的蛋白（如 -.+I0、

-.+//0和 -+2/蛋白）由于缺乏 -.+/ 类蛋白的富含
半胱氨酸的 -末端，所以要在某些辅助蛋白的作用
下才能形成晶体［A F G］。到目前为止，已在 ’2中发现
了一些具有特殊功能的辅助蛋白基因，如 //>、/I;、
01)/和 01)I 等。 ,12I3 启动子区、01)/801)I 串联基
因和 ,12I0类基因共同组成 ,12I0型操纵子，已有
的研究表明辅助蛋白 NOPI能够提高 -.+I0"蛋白的
产量和帮助 -.+I类蛋白形成晶体，但 NOP/蛋白并
不是 -.+I 类蛋白的高效表达和晶体形成所必需
的［C，G］。Q%.9+3等［/G］研究发现，,12//0" 启动子区、
//> 基因、,12//0" 基因和 /I; 基因共同组成
,12//0"操纵子，是一个完整的转录单位，也就是说
,12//0"基因的转录很可能依赖于 //>基因首先转
录。辅助蛋白 RI;不是 -.+//0"蛋白在 ’2中高水平
表达和晶体形成所必需的［>］。此外，R/> 蛋白与
NOP/蛋白在组成上有 &&?的相似性；R/>蛋白的氨
基酸组成富含半胱氨酸残基，能有效形成二硫键，这

个特点与 S-R* 晶体化密切相关［I］。因此有人估计
//> 基因很可能是 -.+//0" 蛋白结晶的根本原
因［I，/; F /I］。

由本实验中重组菌株 ABC（ 1D5+/）和 ABC
（1D5+&）表达 -.+//0"蛋白的情况分析（图 I），不论
,12//3*操纵子中的 //> 基因是否存在，,12//0"基
因均能正常表达，当辅助蛋白 R/>存在时，单位体积
培养液的 -.+//0"蛋白表达水平相对提高了 &C?。
该现象表明，虽然 //> 与 ,12//0" 两个基因在结构
上是串联转录的，但实际上 ,12//0" 基因的转录和
表达并不依赖于 //> 基因；//> 基因可能作为分子
伴侣，引发、促进和稳定晶体的形成，一定程度上帮

助提高了 -.+//0"的蛋白表达量，这也是 ’2中其他
类型分子伴侣基因（如 /I;基因）的基本功能之一。
透射电子显微镜结果表明在表达 -.+//0"蛋白

的 ABC（1D5+/）和 ABC（1D5+&）中，均能观察到由

-.+//0"蛋白形成的典型的双梯形形状的晶体，两
菌株中晶体的大小相近、形状相似、数量和分布密度

也接近（图 &）。这说明 -.+//0"蛋白能够形成结晶
的根本原因并不在于 //>基因的存在，而是其自身
的芽孢期启动子类型、4OJ0的高度稳定性和晶体
化等因素所导致的。

上述研究结果为分子伴侣基因 //>对 -.+//0"
蛋白在表达和结晶方面的功能做出了定论，结束了

多年来对于分子伴侣基因 //>在 ,12//0"操纵子中
所起作用的种种猜测。但是，这并不意味着 //>基
因是无功能的，根据它的广泛存在性、基因结构的保

守性和组成成分的特征，它在 ’2中必然是有存在的
理由的。也许它是在蛋白与蛋白之间的相互作用中

起着关键的作用，如导致表达的杀虫蛋白最终形成

一种特殊网格状结构或者引起 -.+//0"类型的包涵
体与以色列亚种中的其它包涵体共集聚［/;］。若在

能产生所有以色列亚种的各种 S-R*的某菌株中缺
失 R/>蛋白，其效应也许才能体现出来。
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