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摘  要: 【目的】通过比较 cry1A、cry3A、cry4A 和 cry8E 四个基因的启动子转录活性, 筛

选出一个强启动子, 利用强启动子构建一个苏云金芽胞杆菌(Bacillus thuringiensis, 简称

Bt)高效表达载体。【方法】利用启动子融合 lacZ 技术检测了 4 种启动子的转录活性。通

过扫描电子显微镜观察晶体、SDS-PAGE、蛋白定量和生物活性测定等方法对新建高效表

达载体进行功能验证。【结果】构建了 Pcry1A、Pcry3A、Pcry4A 和 Pcry8E 4 个启动子融

合报告基因 lacZ 的表达载体, 经 β-半乳糖苷酶活性分析得知, 启动子活性从高到低依次

为 Pcry8E>Pcry1A>Pcry4A>Pcry3A。选取 cry8E 启动子, 以 pHT315 作为基础载体构建苏

云金芽胞杆菌高效表达载体 pHT315-8E21b, 将 cry1Ac 基因连接到 pHT315-8E21b 和广泛

应用的 cry3A 启动子指导的 pSXY-422b 上, 分别转入无晶体突变株 HD-73−, 获得菌株

HD-8E1Ac 和 HD-422-1Ac。扫描电子显微镜观察显示, HD-8E1Ac 菌株可以形成菱形晶体, 

说明正确表达了 cry1Ac 基因。SDS-PAGE 分析结合蛋白定量实验表明 pHT315-8E21b 表

达效率高于 pSXY-422b。对小菜蛾(Plutella xylostella)的生物活性测定表明 HD-8E1Ac 菌

株对小菜蛾有生物活性, 且菌株活性高于 HD-422-1Ac。【结论】利用强启动子 Pcry8E 构

建了一个能在 Bt 中高效表达的穿梭载体 pHT315-8E21b, 该载体可正确表达 cry1Ac 基因, 

其表达效率高于被广泛应用的 pSXY422b。 
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Abstract: [Objective] To construct a vector for high-level expression of cry genes in Bacillus 
thuringiensis, a strong promoter was screened by comparing the transcriptional activities 
among cry1A, cry3A, cry4A and cry8E promoters. [Methods] The transcriptional activities of 
the four promoters were detected by fusing with lacZ gene. Scanning electron microscopy was 
used to detect the abilities of crystal protein formation. SDS-PAGE, protein quantitation and 
bioassay were performed for the functional verification of the high-level expression vector. 
[Results] The four promoters Pcry1A, Pcry3A, Pcry4A and Pcry8E were fused with lacZ report 
gene. Beta-galactosidase assay showed that the activities of the four promoters were, in de-
creasing order, Pcry8E>Pcry1A>Pcry4A>Pcry3A. The cry8E promoter was selected to con-
struct the high-level expression vector pHT315-8E21b based on plasmid pHT315. cry1Ac gene 
was inserted into both pHT315-8E21b and the widely used plasmid pSXY-422b which was 
initiated by cry3A gene promoter, respectively. The two expression plasmids were introduced 
into the acrystalliferous mutants HD-73−, and HD-8E1Ac and HD-422-1Ac strains were ob-
tained. HD-8E1Ac and HD-422-1Ac strains Cry1Ac protein was observed by scanning elec-
tron microscopy, the results indicated that HD-8E1Ac strain produce diamond crystals com-
pared with HD-73−. SDS-PAGE and protein quantitation analysis showed that the expression 
of cry1Ac gene is significantly increased in HD-8E1Ac compared with that in HD-422-1Ac. 
Bioassay results showed that HD-8E1Ac possesses much higher toxic against Plutella xylos-
tella compared with HD-422-1Ac. [Conclusion] The high-level expression vector 
pHT315-8E21b initiated by cry8E gene promoter has the ability to express Cry1Ac correctly. It 
has higher efficiency of expressing insecticidal crystal protein compared with the widely used 
plasmid pSXY-422b. 

Keywords: Bacillus thuringiensis, cry8E promoter, cry3A promoter, Expression vector 
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苏云金芽胞杆菌(Bacillus thuringiensis, 简称

Bt)是一种广泛存在于土壤中的细菌, 其可以在

生长稳定期形成芽胞, 并在母细胞中产生晶体, 

晶体主要组成成分是杀虫晶体蛋白(亦称为 δ-内

毒素)由 cry 和 cyt 基因编码, 具有特异的杀虫活

性[1]。多种 Bt 产品被应用于农业害虫和卫生害虫

蚊子的防治[2]。根据 cry 基因表达调控的特点可

以将其分为两类, 芽胞依赖型 cry 基因如 cry1A、

cry2A、cry4A、cry4B 和 cry11A 等; 和不依赖芽

胞形成的 cry 基因如 cry3A[3−7]。而不同机制的启

动子需要不同的转录因子, 如 cry1Ac 启动子为重

叠的双启动子 BtⅠ和 Bt , Ⅱ 二者分别由 σE 和 σK

调控[8]; cry4A 为非重叠双启动子 p1 和 p2, 在过渡

期受到 σH 的调控有较弱表达[9−10]; cry8E 基因与

其上游 orf1 基因以操纵子形式进行转录, 操纵子

中的两个启动子受到 σH 和 σE 调控[11]; cry3A 从营

养期即开始表达, 受到 σA 的调控[7], 而 sigK 基因

功能的丧失有利于 cry3A 启动子在产胞后期的转

录[12]。cry 基因启动子转录机制的不同决定了其

相应的转录特点, 研究人员根据这些特点构建出

表达载体用于实验和生产。目前已报道的 Bt 表达

载体主要有 pBMB1A、pEMB0557、pSXY-422b

和 pSTK-3A 。 pBMB1A 是 以 低 拷 贝 载 体

pHT304[13]为基础, cry1Ac 启动子指导的穿梭表

达载体, 可用于快速克隆表达不同类别的 Cry 蛋

白[14]; pEMB0557 可以容纳至少 70 kb 的 DNA 片

段, 可用于克隆或表达较大的基因或基因簇[15], 

pSXY-422b 和 pSTK-3A 均 是 以 高 拷 贝 载 体

pHT315[13]为基础, cry3A 启动子指导的穿梭表达

载 体 , 只 有 抗 性 不 同 [16−17], Wang 等 将 携 带

cry3Aa7 基因的 pSTK-3A 转化到对鳞翅目害虫高

毒力的野生菌株 G03 中, 得到对鞘翅目和鳞翅目

害虫都有很高毒力的工程菌 G033A[17]。Yan 等将

携带 cry3Aa7 基因的 pSTK-3A 转化到对蛴螬高毒

力的野生菌株 HBF-1 中, 得到工程菌株 3A-HBF, 

其不仅对蛴螬表现出较高毒力, 而且还获得对叶

甲科害虫的杀虫活性[18]。苏云金芽胞杆菌杀虫

晶体的形成是蛋白积累的结果, 而利用一个强

启动子表达相应基因 , 可提高蛋白的产量 , 从

而提高单位重量发酵液的活性[19−20]。本文通过

比对 cry1A、cry3A、cry4A 和 cry8E 4 种不同机

制的 cry 基因启动子的活性, 寻找强启动子, 并

利用强启动子构建一个可在 Bt 中高效表达的载

体 , 从而实现杀虫蛋白的高效表达, 为今后研

制更为高效广谱的苏云金芽胞杆菌工程菌奠定

基础。 

1  材料与方法 

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(Eschrichia coli)用 LB 培养

基进行培养; Bt 用 SSM 培养基(芽胞生成培养基)

进行培养[21]。 

1.1.2  主要试剂: Taq DNA 聚合酶购自博迈德生

物技术公司; PrimerSTAR HS DNA 聚合酶、限制

性内切酶、T4 DNA 连接酶和 DNA Blunting Kit

均购自宝生物工程(大连)有限公司; PCR 纯化试

剂盒购自 AXYGEN 公司; Pierce® 660 nm Protein 

Assay 试剂盒购自 Thermo Scientific 公司; 营养肉

汤购自于北京奥博星生物技术有限责任公司 ; 

G250 购自 Bio-Rad 公司。 

1.1.3  引物合成及序列测定: 根据 GenBank 中

HD-73[22]、Bt22[23]、4Q2-72[24]、Bt185[25]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, 测序工作由华

大基因完成。 
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表 1  菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids 

菌株和质粒 
Strains and plasmids 

特性 
Characterization 

来源 
Resource 

Strains   

E. coli JM110 rpsL (Strr) thr leu thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dam dcm 
supE44Δ(lac-proAB) [F' traD36 proAB laclqZΔM15] Novagen 

E. coli SCS110 rpsL (Strr) thr leu endA thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dam dcm 
supE44Δ (lac-proAB) [F' traD36 proAB laclqZΔM15] Stratagene 

HD-73 Bt strain carrying cry1Ac gene [22] 

Bt22 Bt strain carrying cry3A gene [23] 

4Q2-72 Bt strain carrying cry4A, cry4B, cry11A, cytA gene [24] 

Bt185 Bt strain carrying cry8E and cry8F gene [25] 

HD-73− Acrystalliferous mutant of Bt HD-73 strain [26] 

HDLPcry1Ac HD-73− strain containing plasmid pHTlacPcry1Ac This study 

HDLPcry3A HD-73−strain containing plasmid pHTlacPcry3A This study 

HDLPcry8E HD-73− strain containing plasmid pHTlacPcry8E This study 

HDpHTlac HD-73− strain containing plasmid pHTlac This study 

HD-8E1Ac HD-73− strain containing plasmid pHT315-8E-1Ac This study 

HD-422-1Ac HD-73− strain containing plasmid pHT315-422-1Ac This study 

Plasmids   

pHT304-18Z Ampr, Ermr, E. coli-Bt shuttle vector [27] 

pHT315 Ampr, Ermr, E. coli-Bt shuttle vector [13] 

pHTlac Promoterless lacZ vector, Eryr, Ampr This study 

pHTlacPcry1Ac pHTlac carrying cry1Ac promoter This study 

pHTlacPcry3A pHTlac carrying cry3A promoter This study 

pHTlacPcry4A pHTlac carrying cry4A promoter This study 

pHTlacLPcry8E pHTlac carrying cry8E promoter This study 

pET-21b Containing ampicillin resistance gene Novagen 

pHT315-8E21b pHT315 carrying cry8E promoter and multiple clone sites (MCS) 
from pET-21b This study 

pSXY-422b pHT315 carrying cry3A promoter and multiple clone sites (MCS) 
from pET-21b [16] 

pHT315-8E-1Ac pHT315-8E21b containing cry1Ac gene This study 

pSXY-422b-1Ac pSXY-422b containing cry1Ac gene This study 
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表 2  引物序列 
Table 2  Primers and sequences   

引物名称 
Primer name 

序列 
Sequences (5′→3′) 

酶切位点 
Restriction site 

LacZ5′ AACTGCAGGCTTGAATTGATACACTAATGCTTTTAT PstⅠ 

LacZ3′ CCCAAGCTTTATTTTTGACACCAGACCAACTG Hind Ⅲ 

LP1Ac5′ GGGGTACCATTCAAGGTGAATTGCAGGTAAATG KpnⅠ 

LP1Ac3′ GCTCTAGAAGTTACCTCCATCTCTTTTATTAAGAT XbaⅠ 

LP3A5′ GGGGTACCGGGAGCTTAATTAAAGATAATATCTTTG KpnⅠ 

LP3A3′ GCTCTAGATTTTCTTCCTCCCTTTCTTATCAT XbaⅠ 

LP4A5′ GGGGTACCAAGGTCAACTCAAATTAAGGGCAC KpnⅠ 

LP4A3′ GCTCTAGAATTTGTTCCTCCCATACTCAATTTAGAT XbaⅠ 

LPorf15′ GGGGTACCAATGCACCTCCAATTGTTAATTATGT KpnⅠ 

LP8E3′ GCTCTAGACTATTTTCCTCCTATACATACACAAGAT XbaⅠ 

8E-up TCCCCCGGGAATGCACCTCCAATTGTTAATTATGTGTC SmaⅠ 

8E-down ACCAGTCATGCTAGCCATCTATTTTCCTCCTATACA  

21b-up TGTATAGGAGGAAAATAGATGGCTAGCATGACTGGT  

21b-down TCCCCCGGGCAAAAAACCCCTCAAGACCC SmaⅠ 

1Ac-up CGCGGATCCGATGGATAACAATCCGAACATCAATG BamHⅠ 

1Ac-down ACGCGTCGACCTATTCCTCCATAAGGAGTAATTCC SalⅠ 

 
1.1.4  供试昆虫: 利用小菜蛾(Plutella xylostella)

进行杀虫蛋白的生物活性测定。小菜蛾由本实验

室人工饲养。 

1.2  细菌的培养条件 
苏云金芽胞杆菌在 30 °C 培养, 摇床转速为

220 r/min; 红霉素使用浓度为 5 mg/L。大肠杆菌

E. coli JM110、SCS110 在 37 °C 培养, 摇床转速

为 220 r/min, 氨苄霉素使用浓度为 100 mg/L。 

1.3  DNA 操作、转化、PCR 
大肠杆菌质粒的提取、转化和 DNA 片段纯

化参照文献[28]。Bt 总 DNA 的提取与电击转化

参照文献[29]。粘性末端补平以及目的片段的连

接参考 TaKaRa DNA Blunting Kit 说明书。 

1.4  β-半乳糖苷酶活性分析 
将 活 化 后 的 菌 株 分 别 接 入 加 有 红 霉 素 的

SSM 培养基中, 30 °C、220 r/min 振荡培养, 从

T0 (菌体对数生长期将要结束即将进入稳定期的

时间点)取样至 T12 (T0 后 12 h), 每小时取样一次, 

每次取样 2 mL, 12 000×g 离心弃上清, 沉淀迅速

置于−20 °C 保存。β-半乳糖苷酶活性测定方法参

照文献[30], 每组数据进行 3 次独立重复试验, 取

平均值。 

1.5  菌株形态观察 
分别用光学显微镜和电子扫描显微镜观察

Bt 菌株产生蛋白晶体的形态。光学显微镜制样方

法: 将晶胞混合液均匀涂于载玻片上, 固定后用

石炭酸复红染色 3 min, 清水冲洗, 100×油镜镜

检。扫描电镜制样方法: 晶胞混合液滴于盖玻片

上, 涂抹均匀, 干燥, 离子溅射喷金(2 nm), Hi-

tachi S-4800 扫描电镜进行观察和拍照。 

1.6  菌株表达杀虫晶体蛋白能力分析 
将各菌株接种于 SSM 培养基中 220 r/min、
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30 °C 培养, 在菌体裂解时 8 000×g 离心 15 min
收集晶体芽胞混合物, 冻干 24 h。取适量干粉称

重, 重悬于 0.05 mol/L Tris-HCl (pH 8.0)中。取适

量溶解液混于 SDS-PAGE 上样 Buffer 中, 煮沸

10 min, 12 000×g 离心, 上清用 Pierce® 660 nm 

Protein Assay Kit 进行总蛋白的定量。方法参见

Pierce® 660 nm Protein Assay Kit 说明书。调整各

样品上样量使总蛋白量一致进行上样。利用

SDS-PAGE 检测各菌株杀虫晶体蛋白的产量, 方

法参照文献[31]。 

1.7  Cry1Ac 蛋白生物活性的测定 
将蛋白样品稀释成不同浓度, 分别混入饲料

拌匀, 接入待测幼虫, 放入人工气象器中, 48 h 调

查结果, 进行 3 次独立重复试验, 计算致死中浓

度(LC50)[32]。 

2  结果 

2.1  启动子转录活性分析载体的构建 
为了比较 cry1Ac、cry3A、cry4A 和 cry8E 基

因启动子的转录活性, 首先构建了高拷贝转录活

性分析载体 pHTlac。以质粒 pHT304-18Z 为模板, 

用引物对 LacZ5′/LacZ3′扩增获得 lacZ 基因片段, 

经过 Hind Ⅲ、PstⅠ双酶切后, 插入高拷贝载体

pHT315 中相应位点, 获得质粒 pHTlac (图 1), 经

PCR 扩增、酶切及测序鉴定, 证明构建正确。之

后构建了 4 种启动子与 lacZ 基因的融合表达载

体。分别以 HD-73 菌株总 DNA 为模板用引物对

LP1Ac5′/LP1Ac3′扩增 cry1Ac 基因 ATG 上游

382 bp 的启动子序列; 以 Bt22 菌株总 DNA 为模

板, LP3A5′/LP3A3′为引物扩增 cry3A 基因 ATG

上游 570 bp 的启动子序列; 以 4QZ-72 菌株总

DNA 为模板, LP4A5′/LP4A3′为引物扩增 cry4A

基因 ATG 上游 826 bp 的启动子序列; 以 Bt185

菌株总 DNA 为模板, LPorf15′/LP8E3′为引物扩增

cry8E 基因 ATG 上游 1 352 bp 的启动子序列。以

上启动子片段分别经限制性内切酶 KpnⅠ和

XbaⅠ双酶切后, 插入 pHTlac 的相应位点, 获得

质 粒 pHTlacPcry1Ac 、 pHTlacPcry3A 、

pHTlacPcry4A 和 pHTlacLPcry8E。4 个重组质粒

经 PCR 扩增、酶切及测序鉴定, 证明构建正确。

将鉴定正确的质粒和对照载体 pHTlac 转化无晶

体突变株 HD-73−, 分别得到菌株 HDLPcry1Ac、

HDLPcry3A 、 HDLPcry4A 、 HDLPcry8E 和

HDpHTlac。 
 

 
图 1  不同 cry 基因启动子与 lacZ 融合表达质粒构建示意图 

Fig. 1  Construction of the different cry gene promoters with lacZ gene 
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2.2  启动子转录活性分析 
菌株 HDLPcry1Ac、HDLPcry3A、HDLPcry4A

和 HDLPcry8E 在 SSM 培养基中进行 β-半乳糖苷

酶活性分析, 方法见 1.4。分析结果表明(图 2), 在

SSM 培养基中, Pcry1A 和 Pcry4A 启动子从 T2 开

始有活性 , Pcry1A 从 T2 到 T9 活性持续升高, 

Pcry4A 在 T8 时活性达到最高; Pcry8E 和 Pcry3A

从 T0 开始有活性, T0 到 T1 之间, Pcry3A 活性略高

于 Pcry8E, T1 后 Pcry8E 活性开始高于 Pcry3A, 进

入芽胞期后, Pcry8E、Pcry1A 与 Pcry4A 活性均有

较大幅度的提高, 而 Pcry3A 变化较为平缓。空载

体 pHTlac 的转录活性很低。以上结果说明启动

子转录活性由高到低依次为 Pcry8E>Pcry1A> 

Pcry4A>Pcry3A。其中, 纵坐标轴断点前刻度单

位为 5 000 Miller units, 断点后刻度单位为

20 000 Miller units。 
 

 
图 2  不同 cry 基因启动子转录活性比较 

Fig. 2  β-Galactosidase assay of different cry gene promoters 
 

2.3  cry8E 启动子指导的穿梭表达载体的构建 
通过启动子转录活性分析 , 发现芽胞期时

cry8E 基因的启动子活性最强, 因此选取该启动

子构建穿梭表达载体。以 Bt185 菌株基因组 DNA

为模板, 用引物对 8E-up/8E-down 扩增 cry8E 基

因的启动子序列, 大小为 1 352 bp; 以大肠杆菌

表 达 载 体 pET-21b 质 粒 为 模 板 , 用 引 物 对

21b-up/21b-down 扩增得到无启动子的 pET-21b

表达区片段, 大小为 213 bp, 其中包括多克隆位

点; 回收上述 PCR 产物, 以此为模板, 用引物

8E-up 和 21b-down 进行重叠 PCR, 获得 cry8E 基

因启动子和 pET-21b 表达区的重叠片段 8E-21b, 

大小为 1 565 bp。8E-21b 经 SmaⅠ酶切, 插入穿梭

载体 pHT315 经 EcoRⅠ/Hind Ⅲ双酶切并补平后

的位点, 得到重组质粒, 命名为 pHT315-8E21b。

该质粒含有 cry8E 基因启动子、多克隆位点及 T7
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终止子, 物理图谱如图 3 所示。 

2.4  HD-8E1Ac 菌株晶体形态观察 
以 HD-73 菌株基因组 DNA 为模板, 引物

1Ac-up 和 1Ac-down 配对扩增大小为 3 537 bp 的

cry1Ac 基因, 经 BamHⅠ和 SalⅠ双酶切后, 导入

pHT315-8E21b 的 BamHⅠ和 SalⅠ位点之间, 得

到重组质粒 pHT315-8E-1Ac, 在 SCS110 中去甲

基化后, 转化 HD-73−无晶体突变株, 所得菌株命

名为 HD-8E1Ac。以出发菌株 HD-73−为对照, 利

用 SSM 培养基培养 HD-8E1Ac, 至细胞大部分裂

解 , 经 扫 描 电 子 显 微 镜 观 察 发 现 ( 图 4), 

HD-8E1Ac 菌株可以形成菱形晶体, 而 HD-73−菌

株 中 未 观 察 到 菱 形 晶 体 的 存 在 , 说 明

pHT315-8E21b 载体可以正确表达 cry1Ac 基因。 
 

 
图 3  pHT315-8E21b 的表达区序列及分析 
Fig. 3  Expression region of pHT315-8E21b 

 
图 4  菌株 HD-73−和 HD-8E1Ac 的扫描电镜观察结果 

Fig. 4  Scanning electron microscopy observation of strain HD-73− and HD-8E1Ac 
Note: A: HD-73−; B: HD-8E1Ac; The HD-8E1Ac strain produce diamond crystals compared with HD-73−. 
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2.5  pHT315-8E21b 载体表达效率的评估 
同 2.4 方法, 将 cry1Ac 基因导入广泛应用的

含有 cry3A 基因启动子的表达载体 pSXY-422b 中, 

得到重组质粒 pSXY-422b-1Ac, 去甲基化后, 转

化 HD-73−无晶体突变株 , 得到的菌株命名为

HD-422-1Ac。通过对比 pHT315-8E21b 和

pSXY-422b 两载体表达的 Cry1Ac 蛋白产量, 对

新载体进行表达效率的评估。以无晶体突变株

H D - 7 3 − 为 对 照 ,  利 用 S S M 培 养 基 培 养

HD-422-1Ac 和 HD-8E1Ac 至细胞完全裂解, 

HD-422-1Ac 菌株需 24 h 完全裂解, 而 HD-8E1Ac

需要 30 h。通过 SDS-PAGE 分析对比两菌株表达

Cry1Ac 的产量, 上样前, 采用 Pierce® 660 nm 

Protein Assay Kit 分别对三者上样混合液中的总

蛋白进行定量。调整上样量使总蛋白含量一致进

行点样 ,  由图 5 可知菌株 HD-422-1Ac 和

HD-8E1Ac 均可产生约 130 kD 的 Cry1Ac 蛋白, 

而总蛋白含量一致的情况下, 通过 Quantity One

软件定量得知, HD-8E1Ac 菌株所表达的 Cry1Ac

蛋白约为 HD-422-1Ac 的 4 倍, 说明 pHT315-  

 
图 5  HD-422-1Ac、HD-8E-1Ac 菌株 Cry1Ac 蛋白的

SDS-PAGE 分析 
Fig. 5  SDS-PAGE analysis of Cry1Ac protein initiated 
by HD-422-1Ac and HD-8E-1Ac 
Note: Marker: Bio-Rad SDS-PAGE molecular weight standards 
high range marker; HD-8E1Ac and HD-422-1Ac strains both 
produced 130 kD Cry1Ac protein compared with HD-73− strain. 

8E21b 载体对 Cry 蛋白的表达效率明显高于

pSXY-422b。 

2.6  菌株 HD-8E1Ac 和 HD-422-1Ac 的杀虫活

性比较 
对菌株 HD-422-1Ac 和 HD-8E1Ac 进行生物

活性测定, 以无晶体突变株 HD-73−为阴性对照, 

HD-73 野生型为阳性对照。结果表明(表 3), 无

晶体突变株 HD-73−无活性, HD-8E-1Ac 菌株产

生 的 Cry1Ac 蛋 白 对 小 菜 蛾 有 活 性 , LC50 为

0.055 61 mg/g, 与 HD-73 野生型活性相似, 约为

HD-422-1Ac 菌株LC50的1/5, 证明菌株HD-8E1Ac

的生物活性比菌株 HD-422-1Ac 的活性高, 所以

从生物活性的角度说明 pHT315-8E21b 载体对

Cry 蛋白的表达效率高于 pSXY-422b。 
 

表 3  菌株 HD-422-1Ac 和 HD-8E1Ac 
对小菜蛾的毒力测定 

Table 3  Toxicity of strain HD-422-1Ac and 
HD-8E1Ac against Plutella xylostella 

样品 
Sample 

致死中浓度 
LC50 (mg/g) 

95%置信区间 
95% confidence 

HD-73− NA NA 

HD-73 0.041 49 0.028 36−0.057 57 

HD-422-1Ac 0.311 80 0.150 67−0.468 46 

HD-8E1Ac 0.055 61 0.045 66−0.067 01 
 

3  讨论 

苏云金芽胞杆菌(Bt)在过去几十年内一直被

广泛用于农林业的害虫防治, 同时对可在哺乳

动物间传播疾病的幼蚊和蚋科黑蝇也有防治作

用[33−35]。苏云金芽胞杆菌在芽胞形成的过程中可

以产生具有杀虫活性的晶体蛋白, 是苏云金芽胞

杆菌杀虫活性的主要成分[17], 所以增加杀虫晶体

蛋白的产量是提高 Bt 制剂活性的途径之一。cry

基因启动子转录水平上有其特定的调控机制, 且

mRNA 的稳定性较高, 所以在芽胞形成末期, 杀

虫晶体蛋白产量可达整个细胞干重的 25%[19]。cry
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基因一般存在于 Bt 的大质粒上, 其表达量也会受

质粒拷贝数的影响, Arantes 和 Lereclus 的研究发

现, 当 cry3Aa 基因连接于有 15 个拷贝的 pHT315

载体上时 , 其表达量明显高于仅 4 个拷贝的

pHT304[13]。 

本文通过对比 Pcry1A、Pcry3A、Pcry4A 和

Pcry8E 4 种具有不同转录调控机制的启动子的活

性, 筛选出了一个强启动子——cry8E 启动子。

cry8E 基因的上游有一个开放读码框 orf1, orf1 基

因和 cry8E 基因是一个转录单元; Porf1 启动子受

σE 调控, 是一个芽胞期表达的强启动子; Pcry8E

受 σH 调控, 是一个营养期表达的弱启动子[11]。本

文将 cry8E 启动子和 pET-21b 表达载体的表达区

进行重叠, 连入了苏云金芽胞杆菌大肠杆菌穿梭

载体 pHT315 中, 构建了苏云金芽胞杆菌高效表

达载体 pHT315-8E21b。被广泛使用的 pSXY-422b

是以同样方式构建的受 cry3A 启动子指导的表达

载体, cry3A 基因启动子在营养期即开始表达, 启

动子上有一个 STAB-SD 序列, 可以提高核糖体

和转录产物的结合稳定性, 从而提高表达量[36], 

但最终经蛋白定量分析得知, pHT315-8E21b 的表

达效率比 cry3A 启动子指导的 pSXY-422b 高, 说

明本研究构建的 cry8E 基因启动子指导的表达载

体可以应用于 cry 基因的异源表达, 以获得大量

表达产物用于深入的活性和机理分析, 同时该强

启动子也可以用于苏云金芽胞杆菌生防制剂的

构建, 为微生物农药的研发提供了有潜力的表达

元件。 
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