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苏云金杆菌辅助蛋白 !"#对杀虫晶体蛋白 $%&’()表达的影响

汤慕瑾 袁美妗 陈建武 师永霞 曾少灵 余健秀 庞 义"

（中山大学生物防治国家重点实验室，广州 #!%$<#）

摘 要 苏云金杆菌（.+0#,,)& /")*#$1#%$&#&，简称 F/）杀虫晶体蛋白 G2H!61因其 G3半端缺少了一段含 7个半胱氨酸
的氨基酸序列而导致蛋白的不稳定，报道苏云金杆菌辅助蛋白 I$%帮助 G2H!61蛋白的表达及晶体的形成。利用穿
梭载体 .J8&!%!构建 &个表达质粒，即 .8!F、.I!F和 .KI!F，&个质粒都含有 0*2!61基因，不同在于 .8!F没有 3$%
基因，.I!F含有 3$%全基因，而 .KI!F不仅含有 3$%全基因，且在 3$%基因前插入 0*2!6（D）启动子。分别将这 &个
表达质粒经电转化到苏云金杆菌晶体缺陷型菌株 G2HF 中，获得转化菌株 8!F、I!F 和 KI!F。L-?/-2E 1)(/ 表明
0*2!61基因在这 &株菌中均表达了 !&% MK的蛋白，部分降解为大约 4% MK的蛋白。蛋白定量分析显示，&株菌 !&%
MK蛋白量的比为 !N! *7 N!O#，降解后的 4% MK蛋白量的 比为 !N! *! N! *4，G2H!61蛋白总量的比为 !N! N$ N!O4。镜检发
现，G2H!61在 &株菌中都形成典型的菱形晶体，其晶体大小为 8!F P I!F P KI!F。生物测定结果显示，&个菌株对
棉铃虫（4%,#0(5%*3+ +*6#1%*+）均具有明显的杀虫活性，三者的 QG#%差异不显著。研究表明，I$%对 0*2!61基因的表达

和晶体形成均有帮助，I$%表达量的多少可能是导致 G2H!61蛋白最终产量有所不同的因素。
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苏云金芽胞杆菌（.+0#,,)& /")*#$1#%$&#&，简称 F/）
是目前使用最广泛的一种生物杀虫剂。F/ 具有杀
虫活性主要在于它在形成芽胞的同时，能够在其营

养体的另一端合成有一种或几种杀虫晶体蛋白（SE3
?-D/>D>C:) G2H?/:) I2(/->E?，简称 SGI?）组成的伴胞晶
体。伴胞晶体的形成不仅能使细胞在有限的空间内

包装更多的蛋白，还可以防止菌体蛋白酶对晶体蛋

白的降解而使其获得大量表达［!］。苏云金杆菌 SGI?
的表达和晶体的形成虽有许多报道，但由于 SGI?基
因的多样性，它们的表达和晶体的形成规律至今尚

未明了。近年来 SGI?晶体化研究焦点转移到伴胞
晶体的辅助蛋白的作用方面。研究表明一些辅助蛋

白对 SGI?的表达和晶体形成有帮助，但同一种辅助
蛋白对不同的 SGI? 及其不同亚型都显出功能差
异［$］。

某些小分子量 SGI?，如 G2H$6（<!MK）、G2H!!6
（<$MK）和 GH/!6:（$<MK），这些蛋白晶体的形成需要
某些辅助蛋白的参与，如 I$%、I!"、T2U$及 T2U!蛋白
等［& V 4］。辅助蛋白基因 3$%来源于苏云金杆菌以色

列亚种（. * /")*#$1#%$&#& ?B1?.* #&*+%,%$&#&，F/>），定位
于 0*2!!6:基因下游的一个开放读码框 (*-&，编码
$%3MK蛋白。经证实，I$%蛋白可以促进 GH/!6:［4，<］、
G2H76:［5］、G2H!!6:［"，!%］、G2H$6:［!!］、G2H!6D［!&］蛋白以
及截短的 G2H!G蛋白［!$，!&］的合成。但 I$%并不是对
所有的杀虫晶体蛋白的表达都有帮助，例如，对

G2H7F:、G2H$%6: 的表达没有任何影响［5，!#］。目前，
I$%的作用机制还没有真正得到确定。

G2H!类杀虫晶体蛋白在菌株中相当稳定，一般
形成典型的菱形晶体，晶体的形成不需要其它辅助

蛋白的参与，而是由于其保守的 G3半端富含半胱氨
酸，分子间形成的二硫键有助于晶体的稳定［$，!4］。

但是 G2H!61蛋白与大多数 G2H! 类蛋白不同，它的
G3半端缺少了包括 7 个半胱氨酸的一段 $5 个氨基
酸序列，导致比其它 G2H!类蛋白形成二硫健的数量
少，因而蛋白相对不稳定［!<］。曾有报道在 F/晶体缺
陷型菌株 FWF!<!中表达 G2H!61，表达量很低，,K,3
I6X=几乎检测不到 G2H!61的 !&% MK的产物，电镜
下仅能观察到很少、极小的菱形晶体［!5］。



本研究利用辅助蛋白 !"#与 $%&’()在 *+晶体
缺陷型菌株 $%&*中的共表达，首次报道了辅助蛋白
!"#对 !"#’()基因的表达和晶体形成均有帮助，!"#
提高了 $%&’()的表达量，并使其晶体增大。

! 材料和方法

! "! 菌株和质粒
见表 ’。大肠杆菌和苏云金杆菌分别在 ,-.和

"/.培养。抗生素使用浓度分别为氨苄青霉素
（(01）’## 0234，红霉素（5%0）"6 0234，四环素（78）

"# 0234。
! "# 主要试剂
限制酶均购自 *9:;%<2:% =>??;:<0 公司；@A(

0>%B:% 和 1C5=D7 5>E&载体系统购自 !%90:2>公司；
F:E+:%?印迹试剂盒购自 G98;:公司；7;: @$ !%9+:<?
(EE>&试剂盒购自 *<9DG>H公司。
! "$ 培养基

4* 培养基，CD7%<E 培养基［’I］，!FJ5 培养
基［’’］。

表 ! 菌株和质粒
%&’() ! *+,&-./ &.0 1(&/2-0/

K+%><?E >?H 1L>E0<HE $;>%>8+:%<M>+<9? G:E9N%8:

K+%><?E

7C’ $ O !%&’ E+%><? 4>) K+9%:

$%&* *+ E+%><?，(8%&E+>LL<P:%9NE 0N+>?+ @% O FN @9?2

7’* $%&*（17’*） 7;<E Q9%B

!’* $%&*（1!’*） 7;<E Q9%B

@!’* $%&*（1@!’*） 7;<E Q9%B

!L>E0<HE

1RSI,（)） 78% >?H (01%，8>%%<:H !"#’() 2:?: @%O FN @9?2

1C5=D7 5>E& T:8+9% (01% !%90:2> $9O

1*LNE8%<1+ =’,（ U） (01% 4>) K+9%:

1V7,’#’ 5%0% >?H (01%，E;N++L: T:8+9% 9P $ O (%&’ >?H *+ @% O FN @9?2

1W*’ 1V7,’#’ 8>%%<:H )"# Q;<8; Q>E 89?+%9L:H N?H:% 9Q? 1%909+:% >?H !"#’(8 1%909+:%
$9?E+%N8+:H )&
9N% L>)

17’* 1V7,’#’ 8>%%<:H !"#’() 7;<E Q9%B

1!’* 1V7,’#’ 8>%%<:H !"#’() >?H )"# Q;<8; Q>E 89?+%9L:H N?H:% 9Q? 1%909+:% 7;<E Q9%B

1@!’* 1V7,’#’ 8>%%<:H !"#’() >?H )"# Q;<8; Q>E 89?+%9L:H N?H:% 9Q? 1%909+:% >?H !"#’(8 1%909+:% 7;<E Q9%B

! "3 供试昆虫
采用 ’ 龄棉铃虫（*+&’!%,+")- -".’/+"-），由本室

饲养。

! "4 表达载体 1%!5、16!5和 176!5的构建
质粒抽提、酶切反应、电泳鉴定、@A( 片段回

收、连接反应和大肠杆菌的转化均按分子克隆实验

手册［"#］。

! "8 电激转化
参照文献［"’］。转化条件：电压 ’ O 6 BX，电阻

Y##!，电容 "6"Z，# O " 80 的电激杯。电脉冲仪为
*<9DG>H公司产品。受体菌为 0 O 123"’4/’+45’5 EN)E1O
63"51-6’ 的晶体缺陷型菌株 $%&*。
! "9 :)/+),.印迹
将 K@KD!(C5凝胶电转移至硝酸纤维素膜上，

F:E+:%?印迹参照 F:E+:%? 试剂盒说明书进行，抗体
为 $%&’()的多克隆抗体。
! "; :)/+),.印迹定量分析
菌株产生的杀虫晶体蛋白按参考文献［""］描述

的方法进行F:E+:%?印迹的蛋白分析和定量，至少重
复 ,次，统计分析确定其平均产量。蛋白带用凝胶
自动成像系统 5L:8+%91;9%:E<E @98N0:?+>+<9? >?H (?>LD
&E<E ’"# K&E+:0（5>E+0>? [9H>B $9O）扫描成像，每条
带的 S$!E 总量用 S0>2:=>E+:% X@K 软件（(0:%E;>0
!;>%0>8<> *<9+:8;）定量分析。
! "< 显微镜观察
光学显微镜的观察：直接取孢子脱落成熟的培

养物涂布于载玻片上，用碱性复红染色，在 \L&01NE
*VD"显微镜下，以 ’### 倍油镜观察。电子显微镜
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的观察：样品的处理和晶体体积的确定参照文献

［!"］。
! "!# 蛋白定量分析
收集 #$%&’(培养 ) * +,后成熟的菌体，参照试

剂盒 %-. /0 1&23.’4 5((67（8’2$96,公司）说明进行菌
体总蛋白浓度测定。:;6<.=6(3.& >/?分析软件确定
目的蛋白占总蛋白的百分比。

! "!! 生物测定
参照文献［")］对 ! 龄棉铃虫进行生测。利用

本实验室研制的昆虫毒力测定分析软件［"+］进行

@0AB分析。

$ 结 果

$ "! 表达质粒 %&!’、%(!’和 %)(!’的构建
表达质粒 C%!8、C1!8 和 C/1!8 的质粒示意图

见图 !。
本实验所用的 !"#!5D 基因来自质粒 CE:F)

（D）［"A］。用 $%&G !和 ’()!双酶切质粒 CE:F)（D），
得到 !"#!5D 全基因（含启动子、编码区及终止序
列），经两个中间载体 C8HI(J&’C3 =!)（ K）和自连的
C#L=$% L6(7 M.J32&，从质粒 C%8 单酶切得到含
!"#!5D全基因的 *%+!$*%+!片段，亚克隆到质粒
CN8!相应位点上，从而得到表达质粒 C/1!8（图 !）。
此质粒能同时表达 0&7!5D和 1"B，而且 ,"B基因前
同时有其上游序列和 !"#!5J的启动子控制其表达。
用 ’()!酶切质粒 C/1!8，分别与经 ’()!酶切的质
粒 CG%)!B!［"O］和 CN8! 连接，得到表达质粒 C%!8和
C1!8（图 !）。因 CN8!经 ’()!酶切后切去了质粒上
,"B基因前的 !"#!5J的启动子序列，所以质粒 C1!8
与质粒 C/1!8的不同在于 ,"B 基因前没有 !"#!5J
的启动子。

图 ! 质粒 CN8!、C%!8、C1!8和 C/1!8示意图
P’<Q! 1H6(;’, ;6C( 2R CN8!，C%!8，C1!8 64, C/1!8

$ "$ !"#!*+基因在 ,个不同菌株中的表达
将重组菌株 %!8，1!8，/1!8和受体菌 0&78分

别接种于 !;@ 1STL 培养基过夜培养，后以 !：!BB
转接至 #$3&’(培养基，培养 U"-后，光学显微镜下观
察发现已完全孢晶分离，菌株 %!8、1!8、/1!8均产
生典型菱形晶体。?/?$15#L结果显示，重组菌株产
生了 !)BV/ 晶体蛋白，同时此蛋白大部分降解为
OBV/左右蛋白（图 "）。
用软件 :;6<.=6(3.& >/? 分析 ?/?$15#L，结果

如图 "，在菌株 %!8、1!8、/1!8中，0&7!5D蛋白的表
达量依次增加。其中，!)BV/蛋白的蛋白量比为 ! W
! Q+ W! QA，降解后的 OBV/蛋白的蛋白量比为 ! W ! Q ! W
! QO，而三株菌表达的 0&7!5D蛋白的总量比为 ! W ! Q "
W! QO。
$ ", 电镜观察
电镜观察结果如图 ) 所示。0&7!5D 在菌株

%!8、1!8、/1!8中都产生典型的菱形晶体。三株菌
株中的晶体相比较，菌株 /1!8中晶体最大，其次为
1!8，菌株 %!8的晶体最小。三株菌株晶体体积依
次为（B Q !)O X BQ B!+）";

)，（B Q BF X BQ BBF）";
) 和

（B QBO X BYBBUA）";
)。

图 " 0&7!5D在菌株 %!8，1!8，/1!8中表达的 S.(3.&4 DH23及定量分析
P’<Q" S.(3.&4 DH23 64, C&23.’4 ZI643’R’J63’24 2R 0&7!5D ’4 %!8，1!8，/1!8 (3&6’4(

（5）S.(3.&4 DH23 !Y 0&78；"Y %!8；)Y 1!8；+Y /1!8；（8）!)B V/ C&23.’4 ZI643’R’J63’24 2R 0&7!5D；

（0）OB V/ C&23.’4 ZI643’R’J63’24 2R 0&7!5D；（/）%236H C&23.’4 ZI643’R’J63’24 2R 0&7!5D
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图 ! "#$、%#$、&%#$菌株伴孢晶体和芽孢的透射电子显微镜照片
’()*! +,-./012 3(.014.156 17 580845108, 91:(-4 82: 4510-4 17 "#$，%#$ 82: &%#$ 4/08(24

$80 (2 ; -<=8,4 >??23；（@）"#$；（$）%#$；（;）&%#$

! "# 生物测定
生测结果见表 A，表明菌株 "#$、%#$、&%#$具

有明显的杀虫活性。统计分析 !株菌对 #龄棉铃虫
的毒力没有显著性差异。

表 ! 苏云金杆菌 $%&、’%&、(’%&对 %龄棉铃虫幼虫的毒力
$)*+, ! $-./0/12 -3 $%&，’%& )45 (’%& 617)/46 )8)/461

19, 3/761 /461)7 +)7:), -3 !"#$%&’"()* *(+$,"(*

B/08(2 C;>? D（3)EC） F>G 7(:=.(8, ,(3(/4E（3)EC）

"#$ >H*H IJ *A K HH*I

%#$ I!*H !J *II K IF*!I

&%#$ IA*F !> *#J K >A*AL

; 讨 论

;06#@9蛋白对小菜蛾、烟草天蛾有较强的杀虫
活性［AL］，是一类比较特殊的 ;06#类杀虫晶体蛋白，
与其它 ;06#类蛋白不同的是其 ;M半端缺失了一段
含 I个半胱氨酸氨基酸序列，导致 ;06#@9蛋白不稳
定、易被降解，单独表达形成的晶体很小。从本研究

结果看，辅助蛋白 %A?对 .06#@9基因的表达和晶体
形成均有帮助。%A?提高了 ;06#@9的表达量，同时
使其形成的晶体明显增大。

;06#@9的实际分子量应该是 #!?N&的蛋白质，
但在 ;06$中一部分 ;06#@9降解为 H? N&左右的蛋
白，产生这种降解现象可能有 A 个原因：（#）;06#@9
分子的 ;M半端内二硫键的缺失导致 ;06#@9的不稳
定；（A）受体菌 ;06$ 蛋白酶活性高，降解该杀虫蛋
白。

当 !A?和 "#$#@9两者共表达时，;06#@9的表达
量提高，晶体增大。;06#@9的表达量的提高不仅表
现在 #!? N&的蛋白量的提高，同时，它的降解产物
H?N&蛋白量也相应提高。O.,-82等（#FJL）发现 %A?
不是在杀虫晶体蛋白基因的转录水平上起作用，而

应该是在蛋白合成过程中或翻译水平上起作用［L］。

尔后，P(4(.N等通过 ;6/#@8蛋白和 %A? 的免疫共沉
淀反应，确定 %A?是通过与正在合成的 ;6/#@8的新
生肽结合而发生作用的，对合成后的晶体蛋白没有

帮助［>］。在本研究中，虽然 %A?帮助提高了 ;06#@9
的总蛋白量，但并不能阻止 ;06#@9合成后的降解，
其降解产物 H? N&蛋白量也同样提高，此现象进一
步证实了 %A?对合成后的晶体蛋白没有帮助。
菌株 "#$、%#$ 和 &%#$ 的 ;06#@9 蛋白的表达

量和蛋白晶体的大小依次为 "#$ Q %#$ Q &%#$。
这 !株菌株分别含有质粒 5"#$、5%#$和 5&%#$，这 !
个质粒都含有 "#$#@9 基因，唯一的不同在于 5"#$
无 !A?基因，5%#$有 !A? 全长基因（ !A? 的上游序
列，编码区以及终止序列），5&%#$不仅有 !A? 全长
基因，而且在 !A? 基因前还有 "#$#@. 的双启动子。
%#$和 &%#$ 都比 "#$ 有更多的 ;06#@9 蛋白的表
达，显然是因为 %#$ 和 &%#$ 中表达的 %A? 对
;06#@9蛋白的表达有促进作用。也就是表明质粒
5%#$上的 !A?的上游序列具启动子的功能，帮助了
%A?的表达。&-0R62等（#FF>）认为 $/(中 !A?的启动
子是位于 !#F的上游序列，!#F、"#$##@和 !A?三基
因构成一个转录单元［AJ］，其上游序列中没有启动

子。但是 @:834（#FJF）通过序列分析和反转录酶分
析表明 !A? 的上游序列中有启动子［!］。推测可能
!A?的上游序列和 !#F 的上游序列都有启动子功
能，只是前者较弱。因为 5%#$中的 !A?只有一个启
动子，而 5&%#$ 中的 !A? 有两个启动子，且其中
"#$#@.启动子是一个强启动子，因此，%#$中 %A?的
表达量低于 &%#$中的 %A?表达量。而菌株 %#$和
&%#$相比，%#$ 的 ;06#@9 的蛋白表达量和蛋白晶
体都小于 &%#$，该结果表明了 %A?表达量的多少可
能导致了杀虫晶体蛋白的最终产量差异［F］。

除了 %A?在杀虫晶体蛋白表达中起着分子伴侣
的作用外，苏云金杆菌中许多辅助蛋白对杀虫晶体
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蛋白的表达都有促进作用，甚至对晶体的形成是必

需的［!，""］。本实验室已构建了含不同辅助蛋白的表

达载体［#$，%&］，为进一步研究这些辅助蛋白的作用机

制并充分利用有效的辅助蛋白奠定了基础。
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