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摘要:【目的】明确 SigmaK 和 GerE 对苏云金芽胞杆菌(Bacillus thuringiensis，简称 Bt)芽胞外壁( exosporium)
基质结构基因 exsB 的转录调控。【方法】序列比较蜡样芽胞杆菌群 exsB 及启动区序列，利用启动子融合
lacZ 技术检测 exsB 启动子的转录活性;通过凝胶阻滞方法检测 GerE 与 exsB 启动子的结合。【结果】在蜡样
芽胞杆菌群中，exsB 及其启动区具有较高的相似性，exsB 启动子在芽胞形成期的晚期大量转录;sigK 和 gerE
的突变影响了 exsB 启动子的转录活性，凝胶阻滞结果显示 GerE 蛋白与 exsB 启动子可以结合。【结论】本研
究证明 exsB 在芽胞形成晚期受到 SigmaK 转录调控，并直接受到 GerE 的正调控。
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苏云金芽胞杆菌 ( Bacillus thuringiensis，简称
Bt)属于蜡样芽胞杆菌群(B． cereus group)，它是一
种革兰氏阳性细菌。蜡样芽胞杆菌群在逆境环境中
可以形成芽胞，成熟芽胞的最外层结构是芽胞外壁，

除了蜡样芽胞杆菌群之外，在其它杆菌属如梭状芽
胞杆菌的成熟芽胞中也存在芽胞外壁的结构［1］。

研究发现蜡样芽胞杆菌群芽胞外壁由基质和绒毛构
成。基质有如一个帽子把芽胞包裹起来，丝状绒毛
与基质紧密的连接在一起［2］。BclA 是丝状绒毛的

主要成分［3］，ExsFA /BxpB 和其同源蛋白 ExsFB 把

BclA 和基质紧密的连接起来［4］，基质蛋白有 20 多

种，ExsY、CotY 和 ExsB 是基质结构蛋白［5 － 7］。ExsB

蛋白由基因组中 exsB 编码，是芽胞晚期表达的磷酸
化蛋白，它在芽胞外壁的组装上起作用。B． cereus、
B． anthracis 和 B． thuringiensis 基因组中都含有 exsB，

它处于一个单一基因的转录单元，其上下游基因与
exsB 方向相反［5］。目前芽胞外壁的研究主要集中
在芽胞外壁的结构，组成蛋白及其功能上，对芽胞外
壁组成相关基因的转录调控研究报道较少。本研究
选取芽胞外壁基质的重要组成蛋白 ExsB 为研究对
象，以期明确 exsB 的转录调控，为丰富芽胞母细胞
基因的调控网络，深入研究芽胞外壁的形态和功能
奠定基础。

根据 对 模 式 菌 株 枯 草 芽 胞 杆 菌 ( Bacillus
subtilis，简称 Bs)的研究发现，芽胞形成进程的开始
是由一系列连续被激活的 Sigma 因子调控的，这些
Sigma 因子与核心 RNA 聚合酶结合直接起始芽胞
期特异性启动子的转录。SigmaF 和 SigmaG 是前芽
胞中的转录因子，SigmaE 和 SigmaK 负责母细胞基
因的转录［8］，母细胞中除了这些 Sigma 因子外，还受
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到 SpoIIID 和 GerE 小分子蛋白的调控［9］。GerE 由
蜡样芽胞杆菌群基因组中 gerE 编码，是小分子 DNA
结合蛋白。GerE 蛋白天然状况下以二聚物形式存
在，每个单体含有 4 个 α-螺旋，中间的一对能够形
成螺旋-折叠-螺旋的 DNA 结合域［10］。芽胞外壁的
形成是在母细胞中进行的，它在转录水平上受到哪
些因子的调控目前还不得而知。

本研究对 ExsB 启动区序列进行生物信息学分
析，分析了 exsB 启动子在 gerE 和 sigK 突变株中转
录活性，通过凝胶阻滞方法检测 GerE 与 exsB 启动
子的结合，并对蜡样芽胞杆菌群中的 exsB 及其启动

区进行了生物信息学分析。证明 exsB 在芽胞形成
晚期受到 SigmaK 转录调控，并直接受到 GerE 的正
调控。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株、质粒和培养基:本实验所用菌株与质
粒见表 1。大肠杆菌(Escherichia coli)在 LB 培养基
中 37℃培养;Bt 在 SSM 培养基［11］(芽胞生成培养
基)中 30℃培养。

表 1 菌株和质粒
Table 1 Strains and plasmids

Strains and plasmids Characterization Resource
E． coli JM110 Rpsl thr leu endA dcm supE44 Δ( lac-proAB) Novagen
BL21gerE E． coliBL21(λDE3) carrying pGEXgerE plasmid; Ampr This study
BL21pGEX E． coliBL21(λDE3) carrying pGEX-4T-1 plasmid; Ampr This study
HD73 Bacillus thuringiensis strain carrying cry1Ac gene This lab
HDΔgerE HD73 mutant，gerE gene was disrupted by homologous recombination This lab
HDΔsigK HD73 mutant，sigK gene was disrupted by homologous recombination This lab
HD ( exsBp-lacZ) HD73 strain containing plasmid pHTexsBp This study
HDΔgerE ( exsBp-lacZ) HDΔgerE strain containing plasmid pHTexsBp This study
HDΔsigK ( exsBp-lacZ) HDΔsigK strain containing plasmid pHTexsBp This study
HD( pHT304) HD73 strain containing plasmid pHT304 This study
Plasmids
pHT304-18Z Ampr，Ermr，E． coli-Bt shuttle vector ［12］
pHTexsBp Ampr，Ermr，pHT304-18Z carrying exsBp This study
pGEX-4T-1 Vector used for gene expression; Ampr GE health
pGEXgerE Ampr ; pGEX-4T-1 carrying gerE gene This study

1. 1. 2 主要试剂和仪器:各种限制性内切酶、T4
DNA 连接酶、PrimerStar HS DNA 聚合酶、Taq DNA
聚合酶等酶制剂及 DNA 分子量标准均为 TaKaRa
公司产品。质粒提取及 DNA 回收试剂盒采购于
Axygen 公 司。 GST 琼 脂 糖 凝 胶 纯 化 柱 料
(Glutathione Sepharose 4B) 购自 GE 公司。营养肉

汤购于北京奥博星生物技术有限责任公司。
1. 1. 3 引物合成及序列测定:根据未公布的 HD73
菌株已知序列设计引物，引物名称及序列见表 2。
引物合成由上海生工生物工程公司完成，序列测定
由北京六合华大基因科技股份有限公司完成。

表 2 引物序列
Table 2 Primes and sequences

Primer name Sequences (5'→3') Restriction site
gerEMF GGAGTAACTGGTTTTATAGGACG
gerEMR GTCAGTATGTGGCACTCCAGC
gerE-pGEX-4T-1F CGCGGATCCTTGAAGGAAAAAGCGTATCAAT BamHI
gerE-pGEX-4T-1R ACGCGTCGACTTATAACTCGAGCTCTCCCATAC SalI
pexsBa AACTGCAGTGAAACTCTTTCGCACCTT PstI
pexsBb CGGGATCCACATCTTCTTGGGCATT BamHI
pexsBc CGGTATACGATATCCAAT
pexsBd TCGACAGCTTTTCTAAC
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1. 2 DNA 遗传操作与转化
质粒提取、琼脂糖凝胶电泳鉴定、酶切反应、

DNA 片段回收、连接反应和大肠杆菌转化等遗传操
作参照文献［13］。苏云金芽胞杆菌感受态的制备
和电激转化见参考文献［14］。所得到的 PCR 产物
经过测序进行验证。
1. 3 pHTexsBp 载体的构建

根据已经测序的 HD73 菌株 exsB ATG 上下游
设计引物，上游引物 pexsBa 起始位置设计在 ATG
上游 402 bp 处，下游引物 pexsBb 起始位置设计在
ATG 下游 150 bp 处。在 2 个引物的 5'端分别加入
PstI 和 BamHI 的酶切位点。PCR 扩增，得到带有酶
切位点的 exsB 的启动子序列，插入到带有 lacZ 基因
的低拷贝载体 pHT304-18Z 的多克隆位点中，该多
克隆位点位于 lacZ 基因的前端，得到重组载体
pHTexsBp。将载体克隆并去甲基化后电击转化进
入 HD73 菌株中，将转化的菌株涂布于添加红霉素
的 LB 平板，在 30℃培养并用引物 pexsBa 和 pexsBb
进行筛选鉴定。
1. 4 β-半乳糖苷酶活性分析

将菌株接入含有红霉素的 SSM 培养基中，
30℃，220 r /min震荡培养，由 T8开始取样至 T23，每
小时取样 1 次，每次2 mL，离心后弃上清，样品立即
置于 － 20℃保存。β-半乳糖苷酶活性分析测定方法
见参考文献［15］，进行 3 次独立重复试验，取平均
值。
1. 5 pGEXgerE 表达载体的构建

利用 PrimerStar HS DNA 聚合酶通过 PCR 扩增
方法从苏云金芽胞杆菌 HD73 基因组中获得编码
GerE 蛋白的基因。扩增产物经 SalI 和 BamHI 双酶
切后插入同样酶切消化处理的 pGEX-4T-1 载体。
得到重组质粒 pGEXgerE 转化大肠杆菌 BL21 菌株，
得到 BL21gerE 菌株。
1. 6 GerE 蛋白的提取和纯化

将得到的 BL21gerE 菌种接种活化，菌液按 1 %
转接于含250 mL含有100 μg /mL氨苄青霉素的 LB
培养基中，37℃ 培养至 OD600 = 0. 5 － 0. 6，加入终浓
度为0. 5 mmol /L IPTG，18℃、140 r /min诱导过夜。
4600 × g 离心10 min收集菌体，用80 mL pH 为 7. 4
的 PBS 缓冲液悬浮菌体，用超声破碎仪 ( CP750，
COLE-PARMER 公司)进行超声破碎。用 1 /2 探头
在600 w功率下，破碎3 min。18000 × g 离心10 min

去除细胞沉淀。上清进行 SDS-PAGE (12% ) 电泳
检测。带有 GST 标签的 GerE 蛋白被诱导表达，表
达产物参照 GE 产品说明书进行谷胱甘肽琼脂糖凝
胶亲和层析纯化。
1. 7 GerE 和 exsB 启动子的凝胶阻滞实验

以 HD73 基 因 组 为 模 板， 用 5'-
Carboxyfluorescein(简称 5'-FAM)标记的 pexsBc 和
pexsBd 引物扩增 exsB ATG 上游 315 bp 处和 ATG 下
游 29 bp 之间的序列。纯化后的启动子序列在体外
与 GerE 蛋白结合。10 μL反应体系中:10X 结和反
应液 1 μL，Poly ( dI: dC) 500 ng /μL，1. 0 μL，GerE
蛋白，双蒸水混匀静止反应20 min。加入带有 FAM
标记的 exsB 启动子 DNA，1 μL。混匀室温静止反应
20 min。反应产物在 160 v电压，4℃ 条件下进行
(5% )非变性胶电泳检测。用荧光凝胶成像系统
(富士公司 FLA Imager FLA-5100)对非变性胶进行
扫描。扫描条件为: Laser:473 nm，Filter:526-000 /
01，电压900 V。

2 结果和分析

2. 1 苏云金芽胞杆菌 ExsB 蛋白序列分析
苏云金芽胞杆菌 HD73 的芽胞外壁相关蛋白

ExsB 由543 bp核苷酸编码，180 个氨基酸组成，比较
其与已公布基因组序列的蜡样芽胞杆菌群代表菌株
的 ExsB 氨 基 酸 序 列 的 一 致 性，发 现 其 与 B．
thuringiensis 97-27［16］的相似性为 96%，与炭疽芽胞
杆菌 B． anthracis str． Ames［17］(简称 Ba)的相似性
为 92%，与 B． cereus ATCC 14579［18］(简称 Bc) 的
相似性为 85%。说明 exsB 在蜡样芽胞杆菌群中具
有较强的保守性。
2. 2 exsB 的转录主要受 SigmaK 因子控制

exsB 在蜡样芽胞杆菌群基因组中具有相似的组
织结构，上下游基因分别编码芽胞衣蛋白 CotH 和磷
酸甘油酸变位酶，编码方向均与 exsB 相反。扩增了
exsB 启动子片段，与 lacZ 融合获得了重组载体
pHTexsBp，分别转化到野生型菌株 HD73，HDΔgerE、
HDΔsigK 中，命名为 HD ( exsBp-lacZ )、HDΔgerE
( exsBp-lacZ)、HDΔsigK ( exsBp-lacZ)。β-半乳糖苷
酶活性测定结果表明(图 1-A)，exsB 启动子从 T9 开
始大量转录，T19达到高峰，之后持续具有高转录活
性，说明 exsB是晚期表达的基因。与野生型 HD73

342



Ning Qu et al． / Acta Microbiologica Sinica(2013)53(3)

图 1 SigmaK 对 exsB 启动子转录调控
Fig． 1 Regulation of the exsB gene by SigmaK． A: β-galactosidase activity directed by exsB gene promoter in HD73、

HDΔgerE and HDΔsigk． B: The promoter region of the operon． The -35 and -10 regions of a possible SigmaK-specific

promoter are underlined． A putative ribosome-binding site of the exsB gene is underlined(RBS) ． Putative GerE-binding

sites are boxed． C: Sequence similarity between the PexsB promoter and the consensus sequences obtained by aligning the

SigmaK-dependent promoters of Bacillus subtilis． Consensus sequences of SigmaK-dependent promoters are presented

above and below the alignment，respectively． W is A or T; M is C or A; N is C，A，T or G．
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相比，exsB 启动子转录活性在 sigK 突变体 HDΔsigK

中降低显著，说明该基因在芽胞晚期转录主要受

SigmaK 因子控制。进一步分析了启动子中可能的

SigmaK 识别位点，发现其与枯草芽胞杆菌中受

SigmaK 控制基因启动子中 SigmaK 识别位点相似性

极高(图 1-B)。

比较了 HD73 菌株与蜡样芽胞杆菌群代表菌株

B． thuringiensis 97-27、B． anthracis str． Ames 和 B．

cereus ATCC 14579 中 exsB 启动子的序列，发现 exsB

启动子在 Bc 群菌株中十分保守，均含有相似的

SigmaK 识别位点。说明 Bc 群菌株中，exsB 可能均

受到芽胞晚期调控因子 SigmaK 控制(图 1-C)。

2. 3 GerE 对 exsB 的直接正调控

与野生型 HD73 相比，exsB 启动子转录活性在

gerE 突变体 HDΔgerE 中活性降低，说明 GerE 对

exsB 转录具有正调控作用(图 1-A)，为了进一步说

明 GerE 蛋白是否直接作用于 exsB 启动子，应用凝

胶阻滞的方法，进行了 GerE 蛋白与该启动子的结合

实验。

利用载体 pGEXgerE 在大肠杆菌 BL21 中表达

GerE，得到可溶性的 GerE-GST 融合蛋白。表达产

物大小约为 34. 6 kDa，包括 C-末端一个大小约为

7. 6 kDa 的 GerE 蛋白和 N-末端一个大小为 27

kDaGST-标签(图 2-A，泳道 2)。利用 FAM 标记的

引物 pexsBc 和 pexsBd 扩增了 exsBATG 上游 315 bp

处和 ATG 下游 29 bp 之间 344 bp 的片段。如图 2-B

所示，凝胶底部的条带为带标记的自由 DNA，自由

DNA 上层的带为 DNA 与蛋白结合的带，随着蛋白

浓度的增加，底部自由 DNA 条带浓度越来越低，上

层带浓度逐渐升高，说明 GerE 蛋白可以与 exsB 启

动子结合。进一步分析了启动子中可能的 GerE 识

别位点，发现其与枯草芽胞杆菌中受 GerE 控制的基

因启动子中 GerE 识别位点相似性极高(图 1-B)。

通过对 Bc 种群 exsB 启动子的转录因子位点分

析，我们发现 exsB 的启动子在 Bc 种群中是保守的，

其 GerE 识别位点同枯草芽胞杆菌中 GerE 识别位点

也具有很高的相似性。这说明在 Bc 种群中，exsB

很可能也受到 GerE 蛋白的直接正调控(图 2-C)。

3 讨论

对芽胞外壁的研究工作集中在蜡样芽胞杆菌群

和梭状芽胞杆菌这两个种群中，由于炭疽芽胞杆菌

和艰难梭状芽胞杆菌(Clostridium difficile)等菌种产

生的芽胞对人畜具有致病性［19，20］，研究芽胞外壁的

组成、结构、形态发生以及相关成分的调控对揭示其

在芽胞感染人畜过程中所发挥的作用显得尤为重

要。目前，人们陆续报道了 BclA、BxpB、ExsY，CotY，

ExsK、ExsB、BetA 和 YwdL［3，5 － 7，21 － 24］芽胞外壁蛋白

在芽胞外壁的组装和结构上所发挥的作用。但是这

些芽胞外壁蛋白在转录水平上受到哪些因子的调控

却没有报道，本文首次探讨了蛋白 ExsB 编码基因的

转录调控机制。

ExsB 蛋白首先在 Bc 中发现［25］，McPherson 等

人在 Ba 中对 ExsB 进行了功能的研究。研究发现缺

少 exsB 的芽胞生长速率、细胞产量、芽胞形成效率

不受影响，虽然可以形成完整的芽胞外壁，但芽胞外

壁极不稳定，易脱落。他们通过 RT-PCR 的方法确

定了 exsB 是从芽胞晚期开始转录的，并预测了 exsB

可能受到 SigmaK 因子的转录调控［5］。

SigmaK 是芽胞晚期母细胞中主要的转录因子，

它控制 71 个转录单位中的 111 个基因，这些基因主

要涉及芽胞皮层合成、芽胞衣骨架成分、芽胞萌发和

母细胞的裂解［9］。GerE 是芽胞母细胞基因表达的

最后一个调控蛋白，GerE 激活或抑制依赖于 SigmaK

基因的转录，这些基因包括编码芽胞衣蛋白的很多

基因［10］。例如，编码芽胞衣蛋白的基因 cotC 由
SigmaK 转录，并受到 GerE 的正调控［26］。本研究证

实了 exsB 主要受到 SigmaK 因子控制，并发现 GerE

对 exsB 在转录水平上有直接的正调控。我们通过

比对发现，蜡样芽胞群中 exsB 启动子序列相似性高

达 95%。这些结果说明 exsB 基因在蜡样芽胞杆菌

群中具有相同的调控方式。本研究明确了芽胞外壁

重要组成蛋白 ExsB 编码基因的转录调控机制，为研

究芽胞外壁其它相关基因的转录调控机制提供了线

索，丰富了芽胞母细胞基因的调控网络，同时提供了

一个新的角度来研究芽胞外壁的形态发生和调控机

制。

542



Ning Qu et al． / Acta Microbiologica Sinica(2013)53(3)

图 2 GerE 对 exsB 启动子的直接正调控
Fig． 2 Positive regulation of the exsB gene by GerE． A: SDS-PAGE analysis of the GerE protein． Lane 1 contained molecular weight

standards low range marker，lane 2 and 4 contained respectively crude extract of soluble protein and insoluble protein in BL21gerE，

lane 3 and 4 contained respectively crude extract of soluble protein and insoluble protein in BL21pGEX． B: EMSA using labeled P

exsB and increasing concentrations of recombinant GerE-GST． Lane 1 lacked GerE-GST，lane 2 through 9 contained 1. 3，2. 5，3. 8，

5. 1，6. 3，7. 6，8. 9 μg /mL GerE-GST，lane 10 lacked GerE，contained 12. 7 μg /mL GST． C: Sequence similarity between the P

exsB promoter and the consensus sequences obtained by aligning the GerE-dependent promoters of Bacillus subtilis． Consensus

sequences of GerE-dependent promoters are presented above and below the alingment，respectively． R is A or G; W is A or T; Y is

T or C; N is C，A，T or G．
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Transcriptional regulation of exosporium basal layer
structural gene exsB in Bacillus thuringiensis by SigmaK
and GerE

Ning Qu1，2，Qi Peng 2，Lili Qiu1，Chunxia Liu2，Zhen Chen2，Jie Zhang2，
Fuping Song2* ，Jie Li1*
1 College of Life Sciences，Northeast Agricultural University，Harbin 150030，China
2 State Key Laboratory for Biology of Plant Diseases and Insect Pests，Institute of Plant Protection Chinese Academy of
Agricultural Sciences，Beijing 100193，China

Abstract:［Objective］ To identify the transcriptional regulation of exosporium basal layer structural gene exsB in Bacillus
thuringiensis． ［Methods］We analyzed exsB and its promoter sequence in Bacillus cereus group by sequence alignment．
We performed beta-galactosidase assay of exsB-lacZ gene fusion to analyze transcriptional activation of exsB promoter; we
used Electrophoretic mobility shift assays to detect binding of GerE and exsB promoter． ［Results］ exsB was the high
similarity in Bacillus cereus group strains． Beta-galactosidase assay showed that exsB promoter had the strong transcriptional
activation on the late sporulation phase． Deletion of gerE or sigK gene decreased the activation of exsB promoter．
Electrophoretic mobility shift assays showed that GerE could bind with exsB promoter． ［Conclusion］ The exsB gene is
regulated by SigmaK and GerE on the late sporulation phase．
Keywords: Bacillus thuringiensis，Exosporium，exsB ，SigmaK，GerE
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