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苏云金芽胞杆菌 "’.!"!$ 和 "’.!#!$ 基因共表达

可在芽胞外壁内侧形成伴胞晶体

张 睿 赵昌明 喻子牛 孙 明"

（华中农业大学生命科学技术学院 农业微生物学国家重点实验室 武汉 !2%%3%）

摘 要：苏云金芽胞杆菌幕虫亚种的伴胞晶体在预芽胞外壁内侧形成，呈现晶体芽胞粘连的现象。根据已发表的

!"#$#$%& 和 !"#$7$%& 基因序列设计引物，从苏云金芽胞杆菌幕虫亚种 9%$ 中扩增得到 !"#$#$% 和 !"#$7$% 基因，通

过穿梭载体将这两个基因分别和同时转化到苏云金芽胞杆菌无晶体突变株 6H6&3& 后，透射电镜下可在芽胞外壁

内侧和外侧同时观察到伴胞晶体，而单独表达时可在芽胞外壁外侧观察到伴胞晶体。结果表明，伴胞晶体在芽胞

外壁内侧表达不单独依赖于启动子的时空调控，可能还受到晶体蛋白相互作用的影响。
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苏云金芽胞杆菌（&%!’(()* +,)"’-.’/-*’*，简称 6J）是一种革

兰氏阳性细菌，在芽胞形成过程中伴有蛋白晶体的形成，称

为伴胞晶体（K<0<@L(0<) -0M@J<)）。伴胞晶体是毒杀昆虫的主要

活性物质，由一种或多种毒素蛋白组成，亦称杀虫晶体蛋白

（NB@,-J?-?F<) -0M@J<) L0(J,?B，简称 N5K，或晶体蛋白）。6J 的伴

胞晶体是在芽胞形成期（OL(0A)<J?(B）合成并累积而成。当芽

胞成熟以后，细胞自溶，释放出芽胞和伴胞晶体。在绝大多

数 6J 中，伴胞晶体是在母细胞中形成的，在空间上与芽胞是

无关的。但是，在少数亚种中，芽胞成熟后伴胞晶体和芽胞

总是 粘 连 在 一 起，例 如 幕 虫 亚 种（ & * +,)"’-.’/-*’* @A/@L*
0’-’+’1)* @,0(JML, P$ ）［&］和 2"%!’3*/-*’* 亚 种（ & * +,)"’-.’/-*’*
@A/@L* ."%!’3*/-*’*，@,0(JML, P##）（未发表资料），电镜结果显示

这些晶体总是在芽胞外壁（>=(@L(0?A.）内侧形成。

有关 6J 幕虫亚种的研究非常少，也从未见到有关晶胞

粘连机制的报道。因此，对这一现象的研究，既是从理论上

对苏云金芽胞杆菌中伴胞晶体和芽胞分化机制的探讨；同时

为构建在芽胞外壁内侧表达不同杀虫晶体蛋白基因的工程

菌以及构建新型“生物囊”工程菌提供了理论基础。

从苏云金芽胞杆菌幕虫亚种中曾克隆到晶体蛋白基因

!"#$#$% 和 !"#$7$%［$］。该亚种标准血清型菌株 9%$ 表现出

明显的晶体芽胞粘连现象。但有关 9%$ 菌株毒力未见报道。

本研究以苏云金芽胞杆菌幕虫亚种 9%$ 菌株质粒为模板，利

用 K5Q 扩增出其晶体蛋白基因 !"#$#$% 和 !"#$7$%，并在苏

云金芽胞杆菌无晶体突变株 6H6&3& 中共表达，为进一步研

究苏云金芽胞杆菌中胞晶粘连机制奠定了基础。

$ 材料和方法

$%$ 菌株和质粒

所用菌株和质粒见表 &。苏云金芽胞杆菌 9%$ 菌株由本

室保藏。用 R6 培养基于 2%S培养苏云金芽胞杆菌，23S培

养大肠杆菌（4*!,/"’!,’% !3(’）。抗生素使用浓度分别为氨苄

青霉素（8.L）&%%!TU.R，红毒素（>0.）$"!TU.R，新霉素（1,(）

"!TU.R。

$%! 聚合酶链式反应

K5Q 扩增用的引物序列见表 $。引物 K& V K# 用于扩增

!"#$#$% 基因［$］，其中引物 K& 对应该基因的第 & V &7 个核苷

酸，并在 "W端添加了含有 56-"位点的 4 个核苷酸；引物 K$
对应 &342 V &7&4 的互补序列，内含一个单一酶切位点 7,3

"；引物 K2 与引物 K$ 序列互补，但两端各少一个碱基；引物

K! 对应 !43! V !4"% 的互补序列，内含一个单一酶切位点

4!3Q"；引物 K" 与引物 K! 序列互补；引物 K# 对应 #3%4 V
#3$7 的互补序列，并在 "W端添加了含有 &%1P"位点的 7 个

核苷酸。引物 K3 V K&% 用于扩增 !"#$7$% 基因［$］，其中引物

K3 对应该基因的第 & V &! 个核苷酸，并在 "W端添加了含有

8%("位点的 4 个核苷酸；引物 K7 对应 $"$" V $""2 的互补序

列，内含一个单一酶切位点 9’-F#；引物 K4 与引物 K7 序列

互补，但 "W端少 ! 个碱基；引物 K&% 对应 !4!! V !4"4 的互补

序列，并在 "W端添加了含有 &%1P"位点的 4 个核苷酸。

K5Q 反 应 条 件：4!S ".?B；4!S &.?B，"!S &.?B，3$S
2.?B2%@，然后每 " 个循环复性温度降 &S，降至 !4S，共 2%
个循环；3$S &%.?B。

$%& 重组质粒的构建

大肠杆菌质粒的提取、酶切、连接、转化大肠杆菌均按文

献［#］进行；苏云金芽胞杆菌质粒的提取类似大肠杆菌质粒

的碱裂解法，但需 2%S培养菌体，且加 O()AJ?(B"震荡悬浮菌

体后，每 &%%!R 菌悬液要加 &%!R 溶菌酶（浓度 "%.TU.R）冰

上作用 &D 以上，细胞壁溶解后再加 O()AJ?(B$。



表 ! 实验所用的菌株和质粒

!"#$% & !’% #"()%*+" ",- .$"/0+-/ 1/%- +, )’+/ 23*4

5)*"+,6.$"/0+- 7’"*"()%*+/)+(/ 8%9%*%,(% 3* /31*(%

5)*"+,

! : "#$% ;<=! &’(>??"$)"@&AB（#CD $)"E"F&=）*&+8&G ,-"H&
-.+H& /0,HBA 1*% I & ,-$H&

5)3*%- +, )’+/ $"#

2)"%$$’& 1*’,%./%-.&%& !DJ 5)3*%- +, )’+/ $"#

2)"%$$’& 1*’,%./%-.&%& KFK&G& 7*L/)"$ 0+,1/ 01)",) 39 MK! I &?AN 5)3*%- +, )’+/ $"#［N］

2)"%$$’& 1*’,%./%-.&%& KFKD&DC KFK&G& -%*+O")+O% 2+)’ .$"/0+- .KFKD&DC !’+/ 23*4

2)"%$$’& 1*’,%./%-.&%& KFKD&DB KFK&G& -%*+O")+O% 2+)’ .$"/0+- .KFKD&DB !’+/ 23*4

2)"%$$’& 1*’,%./%-.&%& KFKD&&D KFK&G& -%*+O")+O% 2+)’ .$"/0+- .KFKD&DC ",- .KFKD&DB !’+/ 23*4

P$"/0+-
.K$1%/(*+.) H0.*，NQD4# 5)3*%- +, )’+/ $"#
.K>J 5’1))$% O%()3* ，H0.*，R%3*，AQJ4# 5)3*%- +, )’+/ $"#［?］

.<!N&= 5’1))$% O%()3*，H0.*，>*0*，AQA4# 5)3*%- +, )’+/ $"#［=］

.KFKD&D= AQG4# 3(.$ I 2)4<$ 9*"S0%,) (3,)"+,+,S 91$$
",0JA5) S%,% +, .K$1%/(*+.)

!’+/ 23*4

.KFKD&DC AQG4# 3(.$ I 2)4<$ 9*"S0%,) (3,)"+,+,S 91$$
",0JA5) S%,% +, .<!N&=

!’+/ 23*4

.KFKD&DA ?QB4# 6)$$ I 2)4<$ 9*"S0%,) (3,)"+,+,S 91$$
",0JC5) S%,% +, .K$1%/(*+.)

!’+/ 23*4

.KFKD&DB ?QB4# 6)$$ I 2)4<$ 9*"S0%,) (3,)"+,+,S 91$$
",0JC5) S%,% +, .K>J

!’+/ 23*4

表 " #$% 引物及其扩增产物

!"#$% J P*+0%*/ ",- "0.$+9+%- .*3-1()/ 39 P78

P*+0%*/ 5%T1%,(%/ P*3-1()/

P&
PJ
PN
P?
P=
PA
PG
PC
PB
P&D

=U I !7! VV!H77VH!77HV77V7!!7!V!! I NU
=U I H7H!7!V!H!H7H7!! 7!7VHV!HHV7 I NU
=U I 7!!H 7!7VHVHHV!V!H!H7HVH!V I NU
=U I V!HHHH VHH!!7VH7!V!H77HHV7 I NU
=U I V7!!VV!H7HV!7 VHH!!7!!!!H7 I NU

=U I H!H VVH!77V!!HVH!V7!!7HVVVH!H I NU
=U I !7! V!7VH7VH!7VV77VHH!7V I NU

=U I HV!HH7!!7V! HHV7!!!!H77HH!VVVH I NU
=U I !777H!!VV!HH HHV7!!H7VHHV! I NU
=U I !7! VVH!77VH!7HHHHHVHHH!!7 I NU

&QC4# 9*"S0%,)
",0JA5) S%,%
NQJ4# 9*"S0%,)
",0JA5) S%,%
&QG4# 9*"S0%,)
",0JA5) S%,%
JQ=4# 9*"S0%,)
",0JC5) S%,%
JQ?4# 9*"S0%,)
",0JC5) S%,%

!’% *%/)*+()+3, /+)%/ +,($1-%- +, )’% 3$+S3,1($%3)+-% /%T1%,(%/，93* 1/% -1*+,S )’% ($3,+,S %W.%*+%,(%/，"*% 1,-%*$+,%-:

!&’ 苏云金芽胞杆菌质粒的电转化

按文献［G］的方法进行操作。

!&( 杀虫晶体蛋白的 )*)+#,-.
K)菌株用 X7PF 培养基（蛋白胨 DQAY，葡萄糖 DQ=Y，

7"7ZN DQ&Y，FS5Z? DQD=Y [ DQ&Y，\<JPZ? DQD=Y，调 节

.<值 GQD）培养。K) 芽胞和伴胞晶体的收集，晶体蛋白的

5;5]PHV> 分析等其它操作参照文献［C］所述方法。

!&/ 电镜样品的制备

参照文献［B］所述方法进行操作。

" 结果和分析

"&! 晶体蛋白基因 !"#"/$% 和 !"#"0$% 的克隆

根据已知 ",0JA5)& 和 ",0JC5)& 基因序列设计引物。待

扩增片 段 包 括 全 长 基 因 及 上 下 游 序 列，分 别 为 AQG4# 和

?QA4#，其中编码区分别为 CBG [ ?NCC#. 和 &&JB [ ??=C#.。以

!DJ 菌株质粒为模板，将 ",0JA5)& 基因分 N 段进行 P78 扩

增，分别回收并克隆扩增片段到 .K$1%/(*+.) 上，进一步将 N 个

片段拼接成一个完整的基因，与 .K$1%/(*+.) 载体连接后，转

化 ! : "#$% ;<=!，得到重组质粒 .KFKD&D=。同理将 ",0JC5)&
基因 分 二 段 扩 增 再 进 行 连 接，最 后 将 完 整 基 因 克 隆 到

.K$1%/(*+.)，得到重组质粒 .KFKD&DA。

"&" 晶体蛋白基因 !"#"/$% 和 !"#"0$% 在无晶体突变株中

的表达

从质粒 .KFKD&D= 中酶切回收了 AQG4# 含完整 ",0JA 基

因及 侧 翼 序 列 的 片 段，装 入 穿 梭 载 体 .<!N&= 的 3(.$6
2)4<$位点后得到重组质粒 .KFKD&DC。从质粒 .KFKD&DA
中酶切回收了 ?QA4# 含完整 ",0JC 基因及侧翼序列的片段，

装入穿梭载体 .K>J 的 6)$$62)4<$位点后得到重组质粒

A=B 微生物学报 5"1) 7%",#8%#$#/%") 6%.%") JDD=，^3$:?= R3:A



!"#"$%$&。

!"!"# 晶体蛋白基因在无晶体突变株中的表达：用电转化

法将质粒 !"#"$%$’ 和 !"#"$%$& 分别导入无晶体突变株

"#"%(% 中，得 到 转 化 子 "#"$%$’、"#"$%$&，将 质 粒

!"#"$%$’ 和 !"#"$%$& 共同导入无晶体突变株 "#"%(%，得

到 转 化 子 "#"$%%$。 将 转 化 子 "#"$%$’、"#"$%$& 和

"#"$%%$ 用 )*+# 培养基摇瓶培养 ,-.，观察产生的伴胞晶体

情况。由图 % 可以看出，当把 !"#/- 和 !"#/’ 基因同时导入

"#"%(% 中时，能形成游离的晶体，这与 !"#/- 和 !"#/’ 基因

单独表达时形成的晶体形态一致。但当两基因同时存在时，

在芽胞形成过程中，亦能观察到伴胞晶体与芽胞粘连。0102
+345 检测形成的晶体蛋白大小与 6$/ 晶体蛋白大小一致。

图 # 转化子 $%$&#&’（(）、$%$&#&)（$）、$%$&##&（*）

产生的芽胞和伴胞晶体

789: % +.;<;9=>!. ;? !>=>@!;=>A B;C8D@ >EC @!;=D@ ;? <=>E@?;=F>E<@

"#"$%$’（3），"#"$%$&（"）>EC "#"$%%$（*）

!"!"! 晶体蛋白基因形成的伴胞晶体的形态：超薄切片透

射电镜下观察到 !"#/- 基因和 !"#/’ 基因均能在 "#"%(% 芽

胞外壁外侧形成晶体，而同时导入了两个基因的 "#"%(% 转

化子 "#"$%%$ 可形成两个伴胞晶体，一个在芽胞外壁外侧，

另一个则在芽胞外壁内侧产生（图 /）。

图 ! 转化子 $%$&#&’、$%$&#&) 和 $%$&##& 的芽胞和

伴胞晶体的超薄切片透射电镜照片

789: / 6.8E @DG<8;E ;? <.D @!;=D@ >EC G=H@<>A@ ;? <=>E@?;=F>E<@

"#"$%$’，"#"$%$& >EC "#"$%%$ IECD= <=>E@F8@@8;E DADG<=;E

F8G=;@G;!H（*J：G=H@<>A@，5K：DL;@!;=8IF；">= M $NO!F）

3：6.D 8EGAI@8;E P>@ ?=DD ;? <.D DL;@!;=8IF 8E "#"$%$’；"：6.D

8EGAI@8;E P>@ ?=DD ;? <.D DL;@!;=8IF 8E "#"$%$&；*：QED 8EGAI@8;E P>@

?=DD ;? <.D DL;@!;=8IF >EC >E;<.D= P>@ DEGA;@DC BH <.D DL;@!;=8IF 8E

"#"$%%$N

+ 讨论

!"#/- 基因在无晶体突变株 "#"%(% 中表达时，绝大多

数晶体在芽胞外壁外侧形成，但也有部分细胞晶体包含在芽

胞外壁内侧，形成不典型的胞晶粘连现象（图略）。 !"#/’ 基

因在无晶体突变株 "#"%(% 中表达时，则只在芽胞外壁外侧

形成晶体。当把 !"#/- 基因和 !"#/’ 基因同时导入 "#"%(%
中，有两个晶体产生，并且其中一个被包含在芽胞外壁内侧。

已经有报道证明 "< 的芽胞形成过程有类似 $ : %&’()*)% 的调

控系统，通过顺序激活与芽胞形成有关的 - 个"因子，即营

养生长因子"3，过渡期的"R，芽胞形成期的 S 个有顺序活性

的"7、"5、"4、"T 因子，使芽胞形成基因在时间和空间上有序

而准确的表达［%$］。绝大多数 "< 杀虫晶体蛋白基因主要由

"5 和"T 类似的因子调节，从而决定了其表达在芽胞形成期

启动，伴胞晶体在母细胞中形成［%%］。但 !"#/- 和 !"#/’ 基因

的启动子不同于所有报道的 "< 晶体蛋白基因启动子，且侧

翼序列也很特殊，所以推测产生晶胞粘连现象与其独特的启

动子在时空上的精确调控有关，但单单启动子的调节并不足

以导致晶胞粘连现象的产生。

尽管含有 !"#/- 基因和 !"#/’ 基因的 "#"%(% 菌株能产

生类似 6$/ 菌株的两个晶体，且其稳定性较两基因单独表达

时有所提高，但仍低于出发菌株 6$/。芽胞形成末期，部分

细胞伴胞晶体全部游离于芽胞，并且很快降解。推测还存在

有其它基因协助调控晶体蛋白的稳定性。另外，由于本研究

是通过 +*U 扩增得到的 !"#/- 和 !"#/’ 基因，是否也是影响

晶体表达的因素还有待进一步考证。在金龟子芽胞杆菌和

球形 芽 胞 杆 菌 中，人 们 也 发 现 了 晶 体 位 于 芽 胞 外 壁 内

侧［%/，%,］，它们是否也具有同样的调控机制，也需要进一步的

研究证明。
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本 刊 声 明

经核实，由于作者的原因，发表在《微生物学报》A""M 年 LM 卷 Q 期 QTT D QC! 页的论文“重组表达猪圆环病毒 A 型衣壳蛋白

的抗原特性分析”与英文期刊 S%F$’6/ %7 #,%-.8+’%/%?0［A""M ;F? L，!!C（A）：A"! D A!!3］刊出的论文有明显重复。

为了加强我国科技界精神文明建设、提高科技工作者职业道德水平、保护我国科学研究成果的知识产权、维护《微生物学

报》的声誉，参照中国科协对我国科技工作者职业道德公约（中国科协网页 +--<：__&&&3 865- 3 %$?3 8’_出版管理_出版政策法规），

《微生物学报》编委会决定撤消发表在本刊 A""M 年 LM 卷 Q 期 QTT D QC! 页的论文。

《微生物学报》在此重申反对重复发表、一稿多投的态度。同时，向维护《微生物学报》声誉的读者表示衷心感谢！希望广

大读者继续监督。

《微生物学报》编委会

CM@ 微生物学报 7#(" 2$#*/4$/%/,$#" =$+$#" A""M，‘%/3LM :%3B




