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摘   要：苏云金芽胞杆菌(Bacillus thuringiensis，Bt) LM1212 菌株与典型的 Bt 菌株表型不同，

可分化形成芽胞、形成细胞和晶体产生细胞。在 LM1212 菌株中，转录因子 CpcR 不仅参与了细

胞分化过程，而且能够激活晶体蛋白基因 cry35-like 的启动子(P35)。【目的】筛选 cpcR 同源基因，

验证其生物学功能。【方法】本研究克隆了 2 个 cpcR 同源基因，来源于蜡样芽胞杆菌的 cpcR-c1

和来源于东洋芽胞杆菌的 cpcR-t，将 cpcR 及其同源基因分别构建在 pHT304-P35-gfp、

pHT304-P35-lacZ 报告载体上，获得的重组质粒转入无 cpcR 基因且无晶体蛋白基因的 Bt HD73–

菌株中。利用激光共聚焦显微镜观察重组菌 HD–(cpcR-c1-P35-gfp)和 HD–(cpcR-t-P35-gfp)的细胞表

型并进行芽胞计数实验。测定 HD–(cpcR-c1-P35-lacZ)和 HD–(cpcR-t-P35-lacZ)菌株的 β-半乳糖苷

酶活性。【结果】与对照菌株相比，HD–(cpcR-c1-P35-gfp)菌株和 HD–(cpcR-t-P35-gfp)菌株的芽胞

细胞数分别降低了 80.79%和 90.14%，晶体产生细胞比例分别提高了 7 倍和 9 倍，并且 gfp 基因

在这 2 个菌株中均能表达。β-半乳糖苷酶活性检测结果显示，启动子 P35 在 HD–(cpcR-c1-P35-lacZ)

菌株和 HD–(cpcR-t-P35-lacZ)菌株中有较高的转录活性。【结论】cpcR 同源基因 cpcR-c1、cpcR-t

也能够影响细胞分化，激活 P35 的转录，且 cpcR-c1 对 P35 的激活能力大于 cpcR。 

关键词：苏云金芽胞杆菌；cpcR-c1；cpcR-t；细胞分化  
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Abstract: Compared with typical strains of Bacillus thuringiensis (Bt), LM1212 strain can 

differentiate into spore-formers and crystal-producers. In LM1212, the crystal-producing cell regulator 

(CpcR) not only participates in cell differentiation but also activates the promoter of crystal protein 

gene cry35-like (P35). [Objective] We aimed to screen out the homologous genes of cpcR and verify 

their biological functions. [Methods] We cloned two cpcR homologous genes, cpcR-c1 from Bacillus 

cereus and cpcR-t from B. toyonensis. Then, we inserted cpcR and its homologous genes into 

pHT304-P35-gfp and pHT304-P35-lacZ vectors, respectively. The recombinant plasmids were transferred 

into Bt HD73− strain without cpcR and the crystal protein gene. We then observed the cell phenotypes 

of recombinant strains HD−(cpcR-c1-P35-gfp) and HD−(cpcR-t-P35-gfp) by using a laser confocal 

microscope and quantified the sporulation efficiency. The β-galactosidase activities of 

HD−(cpcR-c1-P35-lacZ) and HD−(cpcR-t-P35-lacZ) strains were determined. [Results] Compared with 

the control strain, strain HD−(cpcR-c1-P35-gfp) and HD−(cpcR-t-P35-gfp) showed the number of spores 

decreasing by 80.79% and 90.14% and the percentage of crystal-producers increasing by 7 and 9 times, 

respectively. Gene gfp was expressed in these two strains. The β-galactosidase activity assay 

demonstrated that promoter P35 had high transcriptional activity in strain HD−(cpcR-c1-P35-lacZ) and 

HD−(cpcR-t-P35-lacZ). [Conclusion] The homologous genes of cpcR, cpcR-c1 and cpcR-t can regulate 

cell differentiation and activate the transcription of P35, and cpcR-c1 had better performance in 

activating P35 transcription than cpcR. 

Keywords: Bacillus thuringiensis; cpcR-c1; cpcR-t; cell differentiation 
 

典型的 Bt 菌株在形成芽胞的同时产生 1 个

或者多个伴胞晶体，且伴胞晶体与芽胞产生于

同一个细胞，伴胞晶体主要由 cry 基因和 cyt 基

因编码的杀虫晶体蛋白组成[1–2]。按照转录调控

机制的不同，可以将苏云金芽胞杆菌的 cry 基

因分为两类：芽胞依赖型 cry 基因的转录受到

芽胞期母细胞特异型 sigma 因子 σE 和 σK 的控

制，如 cry1[3]、cry4[4]、cry8[5]；非芽胞依赖型

cry 基因(cry3 类基因)的转录受营养期细胞中主

要 sigma 因子 σA 的控制[6]。此外，一些 cry 基

因的转录还受其他转录因子的调控。例如，

Spo0A 能够正调控 cry1Ac 的转录[7]，丙酮酸脱

氢酶(pyruvate dehydrogenase，PDH) E2 亚基可

以正调控 cry1 类基因的转录[8]，磷酸载体蛋白

(phosphocarrier protein，HPr)可通过抑制葡萄糖

代谢途径来抑制 cry4A 的转录[9]。 

Bt LM1212 菌株与典型的 Bt 菌株不同，其

芽胞和晶体在不同的细胞中产生，即细胞亚群

分化为芽胞形成细胞和晶体产生细胞[10]。苏云

金 芽 胞 杆 菌 云 南 亚 种 (Bacillus thuringiensis 
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subsp. yunnanensis)与 LM1212 菌株的表型类

似，仅在不形成芽胞的细胞中产生大的晶体[11]。

Srinivas 等研究发现，苏云金芽胞杆菌云南亚种

HD977 菌株的 103-MDa 质粒参与了晶体的产

生，该质粒的缺失会影响菌株细胞分化的表型，

由此推测细胞分化与 cry 基因或 cry 基因的顺式

作用元件有关，且晶体蛋白的产生不影响芽胞

形成过程 [12]。Ohba 等使用相差显微镜观察发

现，Bt 云南亚种 113 菌株、116-72 菌株等     

15 个菌株在无芽胞细胞中都形成了巨大的晶

体，而芽胞细胞中没有晶体，且各菌株的晶体

产生细胞数小于总细胞数的 1%[13]。 

前期研究发现，LM1212 菌株的细胞分化

过程与转录调控因子 CpcR (crystal producing 

cell regulator)有关[14]。典型的 Bt 菌株不含有

cpcR 基因，Bt HD73 菌株的表型为大多数细胞

可形成芽胞，且芽胞和伴胞晶体均产生于同一

细胞中，由于 Bt HD73–菌株缺失了携带晶体蛋

白基因 cry1Ac 的质粒，其表型为大多数细胞可

形成芽胞，但并不形成伴胞晶体。将转录因子

CpcR 引入 Bt HD73 菌株和 Bt HD73–菌株中可

提高 cry35-like 基因的启动子(P35)的活性，且

P35 启动子仅在非芽胞形成细胞中转录 [14–15]。

CpcR 属于 OmpR 蛋白家族，由响应调节结构域

和 DNA 结合结构域组成。在 NCBI 数据库中分

析发现，在不产生伴胞晶体的蜡样芽胞杆菌族

中的其他菌株中也含有 CpcR 同源蛋白，它们

的结构域与 CpcR 相似，但是功能未知。因此，

本研究选取具有该 cpcR 同源基因的 2 个芽胞杆

菌菌株，提取其同源基因，命名为 cpcR-c1 和

cpcR-t，针对它们的生物学功能进行研究，预期

结果可为揭示细菌细胞发育分化提供理论基

础，同时可为 Bt 制剂的分子设计提供遗传改良

的新途径。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株与质粒 

本研究所用菌株和质粒见表 1。 

1.1.2  培养基与抗生素 

培养基在 121 °C 条件下湿热灭菌 20 min。

大肠杆菌培养使用 LB 液体培养基(g/L)：酵

母提取物 5，蛋白胨 10，NaCl 10。芽胞计数

实验使用 LB 固体培养基(g/L)：酵母提取物

5，蛋白胨 10，NaCl 10，琼脂 16。苏云金芽

胞杆菌培养使用 SSM 液体培养基(g/L)：营养

肉汤 8，KCl 1，MgSO4·7H2O 0.25，MnCl2·4H2O 

0.002，调节 pH 至 7.0。使用前加入过滤除菌的

CaCl2 和 FeSO4，终浓度分别为 5×10–4 mol/L 和

1×10–6 mol/L。抗生素：氨苄青霉素(ampicillin)

的配制浓度为 100 mg/mL，工作浓度为 100 μg/mL；

红霉素(erythromycin)的配制浓度为 10 mg/mL，

工作浓度为 10 μg/mL。抗生素使用 0.22 μm 滤

膜过滤除菌。 

1.1.3  主要试剂与引物 

QuickCut 限制性内切酶购自宝生物工程

(大连 )有限公司；用于测定总蛋白浓度的

Bradford 购自上海兰易科学仪器有限公司；

FM4-64 染料购自赛默飞世尔科技(中国)有限公

司；PCR 产物纯化、DNA 回收和质粒提取试剂

盒购自爱思进科学有限公司中国办事处(连云

港市)；无缝克隆试剂盒购自中美泰和生物技术

(北京)有限公司。实验中所用引物合成由上海生

工生物工程公司完成。基因序列测序由北京六

合华大基因科技有限公司完成。 

1.1.4  溶液 

(1) Z-Buffer (g/L)：Na2HPO4·7H2O 16.08，

NaH2PO4·H2O 5.52，KCl 0.75，MgSO4·7H2O 

0.246，调节 pH 值至 7.0。(2) ONPG：0.4 g ONPG 
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表 1  菌株与质粒 
Table 1  Strains and plasmids 

Strains and plasmids Characterization Resources 

Strains   

E. coli TG1 Δ(lac-proAB) supE thi hsd-5 (F' traD36 proA+ proB+ lacIq lacZΔM15), general 

purpose cloning host 

This lab 

E. coli ET F- dam-13::Tn9 dcm-6 hsdM hsdR recF143 zjj-202::Tn10 galK2 galT22 ara14 

pacY1 xyl-5 leuB6 thi-1, for generation of unmethylated DNA 

This lab 

HD73– HD73 acrystalliferous strain by curing the pHT73 plasmid This lab 

HD–(cpcR-gfp) HD73– harboring cpcR-gfp plasmid This study 

HD–(P35-gfp) HD73– harboring P35-gfp plasmid This study 

HD–(cpcR-P35-gfp) HD73– harboring cpcR-P35-gfp plasmid This study 

HD–(cpcR-c1-P35-gfp) HD73– harboring cpcR-c1-P35-gfp plasmid This study 

HD–(cpcR-t-P35-gfp) HD73– harboring cpcR-t-P35-gfp plasmid This study 

HD–(cpcR-lacZ) HD73– harboring cpcR-lacZ plasmid This study 

HD–(P35-lacZ) HD73– harboring P35-lacZ plasmid This study 

HD–(cpcR-P35-lacZ) HD73– harboring cpcR-P35-lacZ plasmid This study 

HD–(cpcR-c1-P35-lacZ) HD73– harboring cpcR-c1-P35-lacZ plasmid This study 

HD–(cpcR-t-P35-lacZ) HD73– harboring cpcR-t-P35-lacZ plasmid This study 

Plasmids   

pHT304 B. thuringiensis-E. coli shuttle vector, Ampr, Eryr This lab 

pHT304-18Z Promoterless lacZ vector, Ampr, Eryr This lab 

cpcR-gfp pHT304 carrying the gfp gene and the cpcR gene, Ampr, Eryr This lab 

P35-gfp pHT304 carrying the gfp gene under the control of the P35, Ampr, Eryr This lab 

cpcR-P35-gfp P35-gfp carrying the cpcR gene under the control of the PcpcR, Ampr, Eryr This lab 

cpcR-c1-P35-gfp P35-gfp carrying the cpcR-c1 gene under the control of the PcpcR, Ampr, Eryr This study 

cpcR-t-P35-gfp P35-gfp carrying the cpcR-t gene under the control of the PcpcR, Ampr, Eryr This study 

cpcR-lacZ pHT304-18Z carrying the cpcR gene under the control of the PcpcR, Ampr, Eryr This lab 

P35-lacZ pHT304-18Z carrying the lacZ gene under the control of the P35, Ampr, Eryr This lab 

cpcR-P35-lacZ P35-lacZ carrying the cpcR gene under the control of the PcpcR, Ampr, Eryr This lab 

cpcR-c1-P35-lacZ P35-lacZ carrying the cpcR-c1 gene under the control of the PcpcR, Ampr, Eryr This study 

cpcR-t-P35-lacZ P35-lacZ carrying the cpcR-t gene under the control of the PcpcR, Ampr, Eryr This study 

 
溶于 100 mL Z-Buffer，分装后用锡箔纸包裹，

–20 °C 备用。(3) 1 mol/L Na2CO3 溶液(g/L)：

Na2CO3 106。 

1.2  载体构建 
1.2.1  以 gfp 为报告基因的载体构建 

根据 NCBI 数据库中的核苷酸序列合成基

因 cpcR-c1、cpcR-t，将其构建在 P35 与 gfp 融合

表达的载体上，使用 cpcR 基因的启动子指导

cpcR-c1 基因和 cpcR-t 基因的表达，获得的重组 

质粒分别命名为 cpcR-c1-P35-gfp、cpcR-t-P35-gfp 

(重组质粒的构建由生工生物工程(上海)股份有

限公司完成，示意图如图 1)。 

1.2.2  以 lacZ 为报告基因的载体构建 

以质粒 cpcR-c1-P35-gfp、cpcR-t-P35-gfp 为

模板，使用引物对 c1/t-F (5 ′-GTAATGGAA 

GGATAAACAACGGATCCCGGGAAGAATGG

AT-3′)、c1/t-R (5′-ACGGCCAGTGCCAAGCTCC 

CGGGTTTAGTAATCAAAGTCATGCA-3′)扩增

基因 cpcR-c1、cpcR-t，PCR 产物纯化后，使用

无缝克隆试剂盒连接到经过 BamHⅠ和 SmaⅠ 
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图 1  以 gfp 为报告基因的载体构建示意图 
Figure 1  Construction of vectors with gfp as 
reporter gene. 

 
双酶切的 cpcR-P35-lacZ 载体上，转化 E. coli 

TG1 菌株，获得重组质粒 cpcR-c1-P35-lacZ、

cpcR-t-P35-lacZ (图 2)。 

1.3  生长曲线测定 
挑取单克隆接种于 5 mL LB 液体培养基

(含抗生素)中进行活化，按 1%转接到 100 mL 

SSM 培养基中，30 °C、220 r/min 条件下培养。

以刚接入菌液的时间点为 0，每隔 1 h 取 1 次菌

液。在 600 nm 下测定菌液的吸光值(OD600)，

将取样时间与 OD600 的对数一一对应，绘制生

长曲线。 

 

 
 
图 2  以 lacZ 为报告基因的载体构建示意图 
Figure 2  Construction of vectors with lacZ as 
reporter gene. 

1.4  激光共聚焦显微镜观察及晶体细胞比

例统计 
将菌株在 SSM 中培养至 T12 时期(T0 为指数

生长期结束的时期，Tn 为 T0 后的 n 小时)。取    

1 mL 菌液，12 000 r/min 离心 1 min，弃上清，

菌体用 500 µL 灭菌水清洗 3 次，12 000 r/min

离心 1 min，弃上清，沉淀用 10 µL 的灭菌水重

悬。吸取 1 µL 样品与 100 ng FM4-64 红色荧

光 染 料 [N-(3-triethylammoniumpropyl)-4-(6-(4- 

(diethylamino) phenyl) hexatrienyl) pyridinium 
dibromide]混匀，利用蔡司激光共聚焦显微镜

880 观察菌体形态。 

分别选取 T12时期显微镜下 3个不同视野的

细胞进行统计分析，每个视野选取总细胞数为

100 个，记录晶体细胞个数为 n，计算 3 个不同

视野中晶体产生细胞比例的平均值和标准误并

绘制柱状图。 

1.5  细胞计数实验 
将菌株在 SSM 中培养至 T24 时期。取 1 mL

菌液于试管中，从中取 100 µL 菌液进行梯度稀释

(以 10 倍为一个梯度)，将试管中剩余的菌液置于

65 °C 水浴锅中加热 30 min，取 100 µL 加热后的

菌液进行梯度稀释。每个梯度取 100 µL 均匀涂布

于 LB 固体平板，每个梯度 3 个平板重复，30 °C

恒温培养 10 h。菌液加热前在平板上形成的单克

隆数(colony-forming units，CFU)为总细胞数，加

热后在平板上形成的单克隆数为产芽胞细胞数。 

1.6  β-半乳糖苷酶活性分析 
(1) 菌株在 SSM 中培养至 T0 时期开始取

样，之后每小时取 1 次样，取到 T8，每次取 2 mL

菌液，12 000 r/min 离心 1 min 收集菌体存于

–20 °C 备用。 

(2) 向菌体中加入 500 µL 预冷的 Z-Buffer，

约 100 µL 石英砂，低温振荡破碎 150 s。 

(3) 4 °C、12 000 r/min 离心 10 min，取 20 µL

上清加入 1 mL Bradford 中，反应 5 min 后测定
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OD595 值，计算蛋白浓度(mg/mL)。 

(4) 在 Ep 管中加入 700 µL Z-Buffer 和  

200 µL ONPG，混匀，37 °C 预热。 

(5) 向反应管中加入 100 µL 上清，37 °C 反

应至液体呈现黄色，加入 500 µL 1 mol/L Na2CO3

终止反应，记录反应时间，测定 OD420 值。 

(6) 根据以下公式计算 β-半乳糖苷酶转录

活性： 

420 1500 1000
U

OD

T V

 


 蛋白浓度
 

T-反应时间(min)，V-加入的样品体积(µL)。 

2  结果与分析 

2.1  CpcR-C1、CpcR-T 与 CpcR 的序列比对 
在 NCBI 数据库中，以 CpcR 氨基酸序列为

参考序列进行 BLASTp 分析，结果中与 CpcR

序列相似性大于 50%的序列共有 99 条，其中相

似性在 50%–60%的序列有 89 条，相似性在

60%–80%的序列有 1 条，相似性大于 80%的序

列有 9 条。我们重点关注了相似性大于 80%的

9 条序列，其中有 8 条序列来源于蜡样芽胞杆

菌(Bacillus cereus)，1 条序列来源于东洋芽胞杆

菌(Bacillus toyonensis)。从 8 条序列中选择与

CpcR 序列相似性最高的 1 条序列(相似性为

85.45%)，将其编码基因命名为 cpcR-c1，蛋白产

物命名为 CpcR-C1 (WP_086410509.1)。来源于东

洋芽胞杆菌的氨基酸序列与 CpcR 序列相似性

为 85.91%，将其编码基因命名为 cpcR-t，蛋白

产物命名为 CpcR-T (WP_098072443.1)。利用

Clustal X 和在线软件 ESPript 3.0 (https://espript. 

ibcp.fr/ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi)进行同源序

列比对，结果表明 CpcR-C1 和 CpcR-T 与 CpcR

具有相同的结构域(响应调节结构域和 DNA 结

合结构域分别位于 4–117 和 126–220 氨基酸残

基位置，图 3)，由此推测 CpcR-C1、CpcR-T 应

当与 CpcR 具有相同的功能。 

2.2  CpcR-C1 和 CpcR-T 影响 HD73–菌株

的细胞分化 
为了确定 CpcR-C1 和 CpcR-T 能否影响

HD73–菌株的细胞分化，构建以 gfp 为报告基因

的重组质粒 cpcR-gfp、P35-gfp、cpcR-P35-gfp、

cpcR-c1-P35-gfp 和 cpcR-t-P35-gfp。将重组质粒

转入 HD73–菌株，获得菌株 HD–(cpcR-gfp)、

HD–(P35-gfp)、HD–(cpcR-P35-gfp)、HD–(cpcR-c1- 

P35-gfp)和 HD–(cpcR-t-P35-gfp)。以 HD73–、

HD–(cpcR-gfp)、HD–(P35-gfp)、HD–(cpcR-P35-gfp) 

 

 
 
图 3  CpcR-C1、CpcR-T 与 CpcR 氨基酸序列比对 
Figure 3  Amino acid sequence alignment between CpcR-C1, CpcR-T and CpcR. Amino acids are numbered 
and secondary structures are labeled. 
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菌株为对照测定HD–(cpcR-c1-P35-gfp)和HD–(cpcR- 

t-P35-gfp)菌株的生长曲线，结果显示(图 4)：

HD–(cpcR-t-P35-gfp)菌株与对照菌株的生长趋

势一致，到达 T0 时期的 OD600 值约为 2.0；

HD–(cpcR-c1-P35-gfp)菌株的生长较缓慢，到达

T0 时期的 OD600 值约为 1.0。 

将上述菌株培养至 T12 时期，通过激光共聚

焦显微镜观察，对照菌株 HD73–和 HD–(P35-gfp)

的大部分细胞为芽胞形成细胞，HD–(cpcR-gfp)、

HD–(cpcR-P35-gfp) 、 HD–(cpcR-c1-P35-gfp) 和

HD–(cpcR-t-P35-gfp)菌株只有极少数的芽胞细

胞形成(图 5)。T24 时期的芽胞计数结果显示， 

 
 

图 4  含 gfp 基因的菌株生长曲线测定 
Figure 4  The growth curve of strains containing 
gfp gene. 

 

 
 
图 5  激光共聚焦显微镜观察 
Figure 5  Confocal laser microscope observation. Overlay: GFP/FM4-64 overlay. Bright: bright-field image. 
Cells were cultured to T12 in SSM medium. Green fluorescent protein-expressing cells are crystal-producers 
and red fluorescence indicates staining with FM4-64. 
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与对照菌株 HD–(P35-gfp)相比，HD–(cpcR-P35-gfp)

菌株的总细胞数和芽胞细胞数分别降低了

90.22%和 90.56%；HD–(cpcR-t-P35-gfp)菌株的总

细胞数和芽胞细胞数分别降低了 87.76%和

90.14%；HD–(cpcR-c1-P35-gfp)菌株的总细胞数

与 对 照 菌 株 相 似 ， 但 芽 胞 细 胞 数 降 低 了

80.79%(图 6 和表 2)。对 T12 时期显微镜视野中

的晶体产生细胞所占比例进行计数统计分析，

结果显示，与对照菌株 HD–(P35-gfp)相比，

HD–(cpcR- P35-gfp)和 HD–(cpcR-t-P35-gfp)菌株的

晶体细胞比例提高了 9 倍，HD–(cpcR-c1-P35-gfp)

菌株的晶体细胞比例提高了 7 倍(图 7)。以上结

果表明，cpcR-c1 和 cpcR-t 的表达均能够引起

HD73–菌株的芽胞细胞比例降低，晶体细胞比

例提高。 

2.3  CpcR-C1 和 CpcR-T 激活启动子 P35

的转录 

激光共聚焦显微镜观察结果显示，HD–(cpcR- 

gfp)和 HD–(P35-gfp)菌株无 GFP 表达，HD–(cpcR- 

P35-gfp) 、 HD–(cpcR-c1-P35-gfp) 和 HD–(cpcR-t- 

P35-gfp)菌株均可检测到 GFP 的表达(图 5)，这

表明 CpcR-C1、CpcR-T 均能够激活启动子 P35

的转录。为了定量地研究 CpcR-C1 和 CpcR-T

对启动子 P35 转录的激活效率，构建重组质粒

cpcR-c1-P35-lacZ 和 cpcR-t-P35-lacZ。将重组质

粒转入 HD73–菌株，获得菌株 HD–(cpcR-c1-P35- 

lacZ)和 HD–(cpcR-t-P35-lacZ)。测定生长曲线发

现(图 8A)：HD–(cpcR-lacZ)、HD–(P35-lacZ)、 

 

 
 
图 6  芽胞形成率分析 
Figure 6  Analysis of sporulation efficiency. Cells were cultured to T24 in SSM medium. Data were 
represented as mean±SEM. 

 
表 2  总细胞数与芽胞细胞数统计结果 
Table 2  Statistical data of total cells number and spores number 
Strains Mean of total cells/(CFU/mL) Mean of spores/(CFU/mL) 

HD–(P35gfp) 2.77×106±6.32×105 2.15×106±5.27×105 

HD–(cpcR-P35-gfp) 2.71×105±2.16×104 2.03×105±8.00×103 

HD–(cpcR-c1-P35-gfp) 2.79×106±6.18×105 4.13×105±6.40×104 

HD–(cpcR-t-P35-gfp) 3.39×105±5.76×104 2.12×105±2.34×104 

Cells were cultured to T24 in SSM medium. Results are given as mean ± standard error of the mean (SEM). 
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图 7  晶体产生细胞所占比例 
Figure 7  The percentage of crystal-producers. 
Cells were cultured to T12 in SSM medium. Data 
were represented as mean±SEM. 
 
HD–(cpcR-c1-P35-lacZ)与 HD73–菌株的生长趋

势一致，无显著差异，到达 T0 时期的 OD600 值

约为2.0；HD–(cpcR-P35-lacZ)和HD–(cpcR-t-P35-lacZ)

菌株的生长趋势与其他菌株相比较缓慢，到达

T0 时期的 OD600 值约为 1.0。 
β-半乳糖苷酶活性检测结果显示(图 8B)：

T0–T8 时期，启动子 P35 在对照菌株 HD–(cpcR- 

lacZ)和 HD–(P35-lacZ)中的转录活性几乎为 0；

T1 之前，启动子 P35 在 HD–(cpcR-c1-P35-lacZ)菌

株和 HD–(cpcR-t-P35-lacZ)菌株中的转录活性低

于在 HD–(cpcR-P35-lacZ)菌株中的转录活性；T1

之后，启动子 P35 在 HD–(cpcR-t-P35-lacZ)菌株中

的转录活性低于在 HD–(cpcR-P35-lacZ)菌株中

的转录活性，在 HD–(cpcR-c1-P35-lacZ)菌株中的

转录活性高于在HD–(cpcR-P35-lacZ)菌株中的转

录活性，且启动子 P35 在 HD–(cpcR-c1-P35-lacZ)

菌株中的转录活性持续增强。说明 3 个 CpcR

蛋白对启动子 P35 的转录激活能力是不同的，其

中 CpcR-C1 的激活能力最强，蛋白 CpcR-C1 对

启动子 P35 的转录激活能力大于 CpcR，CpcR-T

的激活能力最弱。 

3  讨论与结论 

Zhang 等在 HD73–菌株中引入 CpcR，利用启

动子 P35 指导杀虫蛋白基因 cry1Ab 表达，发现重 

 

 
 
图 8  重组菌株的生长曲线测定及 P35 的转录活性测定 
Figure 8  The growth curve and the transcriptional activity of P35 of the recombinant strains. A: growth 
curve; B: transcriptional activity of P35, the data were presented as mean±SEM. 
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组菌株在非芽胞细胞中产生大量晶体，在芽胞细

胞中不产该晶体而且芽胞细胞数量明显降低，

这表明 CpcR 不仅可以在 HD73–菌株的非芽胞

细胞中指导晶体蛋白产生，而且可以降低芽胞

细胞数量[15]。因此，转录调控因子 CpcR 成为

了构建全新的非芽胞 Cry 蛋白表达体系的核心

元件。本研究将 cpcR 基因或 cpcR 同源基因、启

动子 P35 和报告基因(gfp/lacZ)构建在同一个载体

上，转入 HD73–菌株，通过表型观察和 β-半

乳糖苷酶活性检测，明确了 CpcR 同源蛋白也

能够引起 HD73–菌株的芽胞细胞数量减少，并

且能够激活启动子 P35 的转录。激光共聚焦显微

镜观察结果显示，含有 CpcR-C1 的菌株细胞更加

细长(图 5)，推测 CpcR-C1 的功能并不局限于调

控细胞分化过程，可能还参与了其他的细胞发育

过程，这也可能是 HD–(cpcR-c1-P35-gfp)菌株生长

相对缓慢，总细胞数无明显变化的原因。 

来源于蜡样芽胞杆菌的 CpcR-C1 和来源于

东洋芽胞杆菌的 CpcR-T 不仅可以参与苏云金芽

胞杆菌的细胞分化过程，而且可以在苏云金芽胞

杆菌中激活 P35 的转录，这对于非苏云金芽胞杆

菌中的 CpcR 同源蛋白的功能研究具有指导意

义，暗示了非苏云金芽胞杆菌也可能存在细胞

分化的现象。本研究结果显示，CpcR-C1、

CpcR-T 与 CpcR 对启动子 P35 的激活能力不

同，推测这种活性差异可能是由于关键氨基酸

位点的不同引起的，即 CpcR-C1、CpcR-T 与

CpcR 对启动子 P35 的亲和力存在差异。根据

CpcR-C1、CpcR-T 与 CpcR 氨基酸一致性的比

对结果(图 3)和激活能力的差异，推测 CpcR 第

56 位氨基酸残基(Ser56)是导致 CpcR 与其同源

蛋白活性差异的关键位点，接下来可以通过氨

基酸突变进行验证。目前已经取得的实验结果

揭示了 CpcR 同源蛋白对于 P35的转录激活能力

是不同的，继续研究其余的 CpcR 同源蛋白的功

能是有必要的。后续工作可改造 CpcR 以提高其

对 P35 的转录激活能力，从而构建全新的非芽胞

Cry 蛋白表达体系：利用启动子 P35 指导杀虫蛋

白基因表达，同时利用改造的 CpcR 激活启动子

P35，使杀虫蛋白在非芽胞细胞中大量表达。 
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