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摘要:【目的】利用非 cry 基因启动子 PexsY(芽胞外壁基质组成蛋白编码基因启动子)表达 Cry1Ac 晶体蛋
白，发现可用于 cry 基因表达的新元件，为高效工程菌的构建奠定基础。【方法】采用启动子融合 lacZ 技术，
通过 β-半乳糖苷酶活性分析了 PexsY 启动子和截短的 PexsY 启动子的转录活性;利用该启动子在苏云金芽
胞杆菌(Bacillus thuringiensis，Bt)HD73 菌株中表达了 cry1Ac 基因，通过透射电子显微镜观察晶体形态;蛋白
定量、SDS-PAGE 比较蛋白产量;生物活性测定进行功能验证。【结果】PexsY 启动子在芽胞晚期转录活性很
高，透射电镜观察到利用该启动子表达的 cry1Ac 基因形成了菱形晶体，SDS-PAGE 分析可以检测到 133kDa
的 Cry1Ac 蛋白，且与 cry3A 启动子指导表达的蛋白产量相近，少于 cry8E 启动子指导表达的蛋白产量;生物
活性测定表明 PexsY 指导表达 Cry1Ac 蛋白对玉米螟(Ostrinia furnacalis)具有杀虫活性。【结论】在 Bt 无晶
体突变体中，非 cry 基因启动子 PexsY 可以正常表达 133kDa 的 Cry1Ac 蛋白，并形成晶体，具有在芽胞形成晚
期表达 cry 基因的能力，该类启动子将在 Bt 工程菌构建中发挥重要作用。
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苏云金芽胞杆菌(Bacillus thuringiensis，Bt)是一
种革兰氏阳性产芽孢菌，广泛分布于自然界中，Bt
属于蜡样芽胞杆菌族 ( Bacillus cereusgroup，Bc)，与
其它 Bc 族细菌相比，Bt 最大的特点是在芽胞期母
细胞中形成主要由 Cry 蛋白和 Cyt 蛋白组成的伴胞
晶体［1 － 3］。由于 Cry 蛋白对多种重要农业害虫有特
异的杀虫活性，且具有对人畜无害、不污染环境、无

残留、生产原料及杀虫成分为天然产物、能保持生态
平衡等优点，已成为世界上应用最广泛的微生物杀
虫剂［4 － 5］。

Bt 产生的由 Cry 蛋白组成的伴胞晶体可达细胞
干重的 20%以上，这主要是由于 cry 基因强启动子
确保了 mＲNA 持续且大量的生成，并且 mＲNA 的稳
定性在 cry 基因大量表达方面至关重要［6］。根据其
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调控机制的不同，分为以 cry1Ac 基因为代表的芽胞
依赖型 cry 基因和以 cry3A 基因为代表的非芽胞依
赖型 cry 基因［5，7］。寻找强启动子表达 Cry 蛋白，已
经成为一种提高晶体蛋白产量的途径。本实验室李
朝睿等利用 cry8E 启动子表达 cry1Ac 基因，通过构
建 Bt 高效表达载体 pHT315-8E21b 提高了 Cry1Ac
蛋白的产量［8］。但是利用非 cry 基因启动子指导
Cry 蛋白的表达尚无正式报道。

ExsY 存在于 Bc 族中，是芽胞外壁的基质结构
蛋白，与枯草芽孢杆菌( Bacillussubtilis)中 CotZ 同
源，芽胞晚期开始合成，由 σK控制［9］。本研究在发
现 PexsY 启动子在晚期活性非常高的基础上，构建

了由非 cry 基因类启动子 PexsY 驱动的 cry1Ac 基因
表达载体，发现在 Bt 无晶体突变体中，Cry1Ac 蛋白
能正常表达，且能形成双锥体晶体，发现了可用于
cry 基因表达的新元件，为高效工程菌的构建奠定了
基础。由于 PexsY 启动子与 cry 启动子调控机制不
同，可以与其它 cry 启动子联合使用延长表达时间
从而进一步提高产量。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株和质粒:本实验所用菌株与质粒见表 1。

表 1． 菌株和质粒
Table 1． Strains and plasmids

Strain and plasmid Characterization Ｒesource
strain
Escherichia coli
TG1 Δ( lac-proAB) supE thi hsd-5 (F' traD36 proA + proB + lacIq lacZΔM15) this lab

ET 12567
F- dam-13::Tn9 dcm-6 hsdM hsdＲ recF143 zjj-202: : Tn10 galK2 galT22 ara14 pacY1 xyl-5

leuB6 thi-1，for the generation of unmethylated DNA
this lab

Bacillus thuringiensis
HD73 B． thuringiensis strain carrying the cry1Ac gene this lab

HD73 － Acrystalliferous mutant of Bt HD73 strain ［10］
HD-PexsY1Ac-315 HD73 － strain containing plasmid pHT315-PexsY-1Ac this study
HD-P8E1Ac-315 HD73 － strain containing plasmid pHT315-P8E-1Ac this lab
HD-P3A1Ac-315 HD73 － strain containing plasmid pHT315-P3A-1Ac this lab
plasmid
pHT304-18Z Promoterless lacZ Vector，Ermr，Ampr ［11］
pHT304-PexsY-575 pHT304-18Z carrying PexsY promoter of exsY this study
pHT304-PexsY-410 pHT304-18Z carrying truncated promoter of exsY this study
pHT315 E． coli-Bt shuttle vector，Ampr，Ermr ［12］
pHT315-PexsY-1Ac pHT315 carrying exsY promoter and containing cry1Ac gene this study

1. 1. 2 主要试剂:Taq PCＲ StarMix 购于康润生物公
司，Premix PrimeStar HS、相应限制性内切酶和 DNA
连接酶均购买于大连 TaKaＲa 公司，DNA 纯化、DNA

回收及质粒提取试剂盒购买于 Axygen 公司。
1. 1. 3 PCＲ 引物:本实验所用引物名称及序列见
表 2。

表 2． 引物序列
Table 2． The sequences of primers

Primer name Sequences (5'→3') Ｒestriction site

PexsY-410-F CCCAAGCTTGGTTCCGCAACGATA HindIII

PexsY-410-Ｒ AACTGCAGTAATGTCACTCCT Pst I

PexsY-575-Ｒ AACTGCAGAGGGCGTGTATTTGCTACTGAT Pst I

PexsY-F GCGTCGACCGGTTCCGCAACGATA Sal I

PexsY-Ｒ CATAAGTTACCTCCATCTTTAAGGGCGTGTATTTGC

1Ac-F GCAAATACACGCCCTTAAAGATGGAGGTAACTTATG

1Ac-Ｒ ACATGCATGCTTGCATGAGACTATTCCT Sph I
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1. 2 培养基和抗生素
大肠杆菌(Eschrichia coli)培养于 LB 培养基中，

37℃，220 r /min;苏云金芽胞杆菌培养于 LB 和
SSM［13］培养基中，30℃，220r /min。

抗生 素 工 作 液 浓 度: 氨 苄 青 霉 素 水 溶 液
100 μg /mL，红霉素乙醇溶液 5 μg /mL，卡那霉素水
溶液 50 μg /mL，－ 20℃保存。
1. 3 DNA 操作和转化

DNA 片段的纯化、胶回收和大肠杆菌质粒的提
取参见试剂盒，热击转化和电击转化参见文献
［14］。
1. 4 β-半乳糖苷酶活性分析

取鉴定正确的单菌落，过夜活化(红霉素终浓
度为 5 μg /mL )，1% 接种于 SSM 培养基中，220
r /min，30℃培养至 T10 ( T0为菌株对数期结束，OD600

为 2. 0 － 2. 2)，每隔 1 h 取 1 次样，从 T10取到 T20，每
次 2 mL，12000 × g 离心 2 min，弃上清，菌体 － 20℃

冻存备用，β-半乳糖苷酶活性测定方法参照文献
［15］。3 次实验独立重复，取平均值。
1. 5 pHT315-PexsY-1Ac 表达载体构建

以 HD73 基因组为模板，引物对 PexsY-F 和
PexsY-Ｒ，扩增 PesxY 启动子;引物对 1Ac-F 和 1Ac-Ｒ

扩增 cry1Ac 基因，采用重叠 PCＲ 方法将 PexsY 启动
子与 cry1Ac 基 因 进 行 连 接，重 叠 PCＲ 产 物 与
pHT315 载体经 Sal I 和 Sph I 双酶切后，连接转化
E． coli TG1。
1. 6 Cry1Ac 晶体形态观察

透射电镜(TEM)样品制备:20 mL 菌液离心后
按 1∶ 20 加入 3% 的戊二醛固定液，经过前固定、预
处理、后固定、脱水、置换、浸透、包埋、切片和染色后
进行观察，具体过程参见文献［16 － 17］。
1. 7 菌株中 Cry1Ac 晶体蛋白产量分析

过夜活化菌按 1% 接种于 50 mL SSM 培养基
中，30℃，220r /min 培养至 T24，12000 × g 离心 1 min

收集菌体，50 mmol /L Tris-HCl( pH 8. 0)重悬，加入
石英砂破碎，混匀，5 ×上样 buffer 与样品混匀，煮沸
10 min，12000 × g 离心 2 min，取上清用 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
上样量使总蛋白量一致。SDS-PAGE 检测蛋白产
量［18］。

1. 8 菌株的生物活性测定
利用亚洲玉米螟(Ostrinia furnacalis)初孵幼虫

对 HD-PexsY1Ac-315 菌株产生的 Cry1Ac 蛋白进行
杀虫活性测定，以 HD-P3A1Ac-315 和 HD-P8E1Ac-
315 为阳性对照，HD73 － 为阴性对照，其中 HD-
P3A1Ac-315 和 HD-P8E1Ac-315 分别是由 cry3A 和
cry8E 启动子指导 cry1Ac 基因表达的菌株［8］。在
30℃ 220r /min 条件下，将 5 株菌培养至大部分裂解
后对菌液进行总蛋白定量和 SDS-PAGE 检测，根据
菌液中总蛋白的浓度将菌液稀释成不同的浓度与饲
料混合，接入玉米螟初孵幼虫，每个样品 3 次独立重
复实验，培养 7 d 后，观察并记录实验结果，计算致
死中浓度(LC50)

［19 － 20］。

2 结果

2. 1 PexsY 启动子转录活性分析
本实验室前期完成 Bacillus thuringiensis sub sp．

Kurstaki HD73 全基因组序列测定［21］。根据 HD73

基因组序列中 exsY 基因序列设计引物对 PexsY-410-
F、PexsY-410-Ｒ 和引物 PexsY-575-Ｒ。引物 PexsY-
410-F 起始位置设计在基因 ATG 上游 410 bp 处，引
物 PexsY-410-Ｒ 起始位点设计在基因 ATG 处;引物
PexsY-575-Ｒ 起始位点设计在基因 ATG 下游 165 bp

处;在引物 PexsY-410-F 的 5'端加入 HindIII 酶切位
点，在引物 PexsY-410-Ｒ 和 PexsY-575-Ｒ 的 5'端加入
Pst I 酶切位点，上游引物 PexsY-410-F 和下游
PexsY-410-Ｒ 扩增长度为 410 bp 的 PexsY 启动子;上
游引物 PexsY-410-F 和下游 PexsY-575-Ｒ 扩增长度
为 575 bp 的 PexsY 启动子;将上述片段插入到载体
pHT304-18Z 中，构建不同长度的 PexsY 启动子与
lacZ 融合的表达载体，并转化 HD73 菌株 (图 1)。

β-半乳糖苷酶活性分析结果表明长度为 410 bp 的
PexsY 启动子在芽胞晚期 β-半乳糖苷酶活性较高，

在 T14达到峰值(图 2);长度为 575 bp、含有结构基
因 165 bp 的 PexsY 启动子在 SSM 培养基中芽胞晚
期 β-半乳糖苷酶活性非常高，在 T16达到峰值，之后
4 h 内保持高的转录活性。结果显示含有 165 bp 结
构基因的 PexsY 启动子转录活性远高于不含结构基
因的 PexsY 启动子。因此，本实验选取含有 165 bp

结构基因的 PexsY 启动子进行载体构建。
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图 1． exsY 基因启动子片段示意图
Figure 1． The schematic diagram of exsY gene promoter fragment．

图 2． PexsY 启动子转录活性分析
Figure 2． The transcriptional activity of the exsYpromoter．

2. 2 pHT315-PexsY-1Ac 表达载体构建
根据 exsY 基因序列，设计上游引物 PexsY-F 和

下游 PexsY-Ｒ，引物 PexsY-F 起始位置设计在基因
ATG 上游 410 bp 处，在引物 PexsY-F 的 5'端加入
Sal I 酶切位点，引物 PexsY-Ｒ 起始位点设计在基因
ATG 下游 165 bp 处，同时引物 PexsY-Ｒ 的 5'端加入
TAA 密码子，以终止 exsY 基因的翻译读码框; Bt
HD73 菌株是本实验室应用的模式菌株，只编码一
种 Cry 蛋白即 Cry1Ac，cry1Ac 基因 OＲF 长度为 3537
bp，分析 cry1Ac 基因及其 SD 序列(ＲBS)GGAGG(为
cry1Ac 基因 ATG 上游 6 － 11 bp)，本文在构建时，保
留了 cry1Ac 基因自身的 SD 序列。上游引物 1Ac-F

起始位置设计在基因 ATG 上游 15 bp 处，下游引物
1Ac-Ｒ 起始位点设计在基因 ATG 下游 3547 bp 处，

在引物 1Ac-Ｒ 的 5'端加入 Sph I 酶切位点，引物设
计如图 3。重叠 PCＲ 产物和 pHT315 载体经 Sal I 和
Sph I 双酶切后，连接转化 E． coli TG1，得到重组质
粒 pHT315-PexsY-1Ac(图 4)。

图 3． 重叠片段引物设计
Figure 3． Overlapping fragments primers design．
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图 4． pHT315-PexsY-1Ac 的物理图谱及表达区序列
Figure 4． Physical map and expression region sequence of pHT315-PexsY-1Ac．

2. 3 PexsY 指导 cry1Ac 基因表达
重组质粒 pHT315-PexsY-1Ac 转入 E． coli ET

中，提取 ET 中质粒转入 Bt HD73 － 中，得到 HD-
PexsY1Ac-315 菌 株。以 HD73、HD-P3A1Ac-315、
HD-P8E1Ac-315 为阳性对照，以 HD73 －无晶体突变
株为阴性对照，在 SSM 培养基中培养至部分裂解后
进行透射电镜观察，在 HD73 － 菌株中无晶体存在
(图 5-A)，而在 HD-PexsY1Ac-315 菌株中可观察到
菱形晶体 (图 5-B )，与 HD-P3A1Ac-315 和 HD-

P8E1Ac-315 中结果相似(图 5-C、D)。在 SSM 培养
基中培养至 T24，比较 Cry1Ac 蛋白产量，结果显示
HD-PexsY1Ac-315 能够表达 133kDa 的 Cry1Ac 蛋
白;在总蛋白量一致的情况下，cry8E 启动子表达
Cry1Ac 量最高，比野生型 HD73 表达 Cry1Ac 量高，

与李朝睿的研究结果一致;而 PexsY 启动子和 cry3A

启动子表达量相对较低，产量接近，HD73 － 无晶体
突变株不表达 Cry1Ac 蛋白(图 6)

图 5． Bt 菌株的透射电镜观察

Figure 5． Transmission electron microscope observation of Bt strains． A: HD73 － ; B: HD-PexsY1Ac-315; C: HD-P3A1Ac-315; D: HD-

P8E1Ac-315．
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图 6． Bt 菌株中 Cry1Ac 蛋白的 SDS-PAGE 分析
Figure 6． SDS-PAGE analysis for Cry1Ac protein in Bt strains．

2. 4 生物活性分析

进行了菌株 HD-PexsY1Ac-315 对亚洲玉米螟初

孵幼虫生物活性测定，以野生型 HD73、菌株 HD-

P3A1Ac-315 和 HD-P8E1Ac-315 为 阳 性 对 照，以
HD73 －无晶体突变株为阴性对照，结果表明 HD-

PexsY1Ac-315 对亚洲玉米螟具有很高的杀虫活性，

LC50 为 1. 76 μg /mL; HD-P3A1Ac-315 的 LC50 为
1. 40μg /mL 与 HD-PexsY1Ac-315 相似;HD73 和 HD-

P8E1Ac-315 的 LC50 分 别 为 0. 81 μg /mL 和 0. 66

μg /mL，LC50约为 HD-PexsY1Ac-315 的 1 /2(表 3)，说

明 HD73 和 HD-P8E1Ac-315 的杀虫活性高于 HD-

PexsY1Ac-315;HD73 －无晶体突变株对亚洲玉米螟无

杀虫活性。以上结果表明非 cry 基因启动子指导表达

的 Cry 蛋白具有杀虫活性。图 7 中显示了各菌株所

用生测菌液总蛋白浓度为 2 μg /mL 时对玉米螟初孵

幼虫进行生测的结果，左侧均为阴性对照，虫体生长

正常，右侧均为生测后试虫，生长极其缓慢或死亡。

7-A 为 HD-PexsY1Ac-315、7-B 为 HD73、7-C 为 HD-

P3A1Ac-315、7-D 为 HD-P8E1Ac-315、7-E 为 HD73 －。

菌株之间在杀虫效果上差别不大。

表 3． Bt 菌株对亚洲玉米螟的杀虫活性

Table 3． The insecticidal activity of Bt strains against

Ostrinia furnacalis

Sample LC50 /(μg /mL) 95% confidence
HD-PexsY1Ac-315 1. 76 1. 48 － 2. 08
HD73 0. 81 0. 64 － 1. 00
HD-P3A1Ac-315 1. 40 0. 98 － 1. 95
HD-P8E1Ac-315 0. 66 0. 36 － 1. 07

HD73 － NA NA

NA:No activity．

图 7． Bt 菌株生测结果
Figure 7． The result of insecticidal activity ofBtstrainsagainst Ostrinia

furnacalis． A: HD-PexsY1Ac-315; B: HD73; C: HD-P3A1Ac-315;

D: HD-P8E1Ac-315; E: HD73 － ．

3 讨论
苏云金芽胞杆菌制剂对人畜无害、不污染环境、

无残留、生产原料及杀虫成分为天然产物、能保持生
态平衡等优点，从 1961 年注册应用以来，Bt 在害虫
防治中发挥了巨大的作用［5］。尽管 Bt 制剂有着很
好的商业前景，但其在应用方面远不及化学杀虫剂，
提高菌株自身的杀虫活性或扩大其杀虫谱可提高
Bt 制剂的应用范围。Bt 杀虫主要成分是晶体蛋白，
提高晶体蛋白的含量是提高 Bt 制剂杀虫活性的有
效途径之一［22］。

Cry 蛋白的表达主要受启动子的转录活性和转
录后 mＲNA 的稳定性的影响［5 － 6］。启动子是 ＲNA
聚合酶结合区域，其结构直接关系到基因的表达效
率;mＲNA 的稳定性在基因表达过程中起着重要的
作用［23］，mＲNA 的稳定性主要由 3'端和 5'端的特殊
结构决定，3'端可形成茎环结构防止 mＲNA 被降解，
5'端 起 重 要 作 用 的 是 SD 序 列 ( Shine-Dalgarno
sequence)，SD 序列与核糖体 30S 亚基结合保护
mＲNA 不受核酸酶的降解［5］。

ExsY 是存在 Bc 族中的芽胞外壁的基质结构蛋
白，exsY 基因在芽胞晚期由 σK控制起始转录［9］。
PexsY 启动子在晚期活性非常高，本研究利用该启动
子表达 cry1Ac 基因，能形成晶体且对玉米螟存在杀
虫活性。这也是首次成功利用非 cry 基因启动子表
达 cry 基因，为遗传改良 Bt 生物杀虫剂提供了新的
思路;PexsY 启动子在芽胞晚期起始基因的转录，多
数 cry 基因启动子是在芽胞早起起始基因转录，如
cry1Ac、cry3Aa、cry8Ea 等，由于 PexsY 启动子与 cry 启
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动子调控机制不同，在同一工程菌内分别转入含有早
期转录的 cry 基因启动子表达 cry 基因和 PexsY 启动
子表达 cry 基因的表达载体，使得在不同的时间内起
始表达 cry1Ac 基因，进而提高 Cry 蛋白的产量。
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Expression of cry1Ac gene directed by PexsYpromoter of
the exsY gene encoding component protein of exosporium
basal layer in Bacillus thuringiensis

Qingyun Zheng1，2，Guannan Wang1，2，Zhe Zhang2，Ning Qu1，2，Qi Peng2，
Jie Zhang2，Jiguo Gao1 * ，Fuping Song2*
1 College of Life Sciences，Northeast Agricultural University，Harbin 150030，Heilongjiang Province，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 discover new elements for cry gene expression，PexsY，which is the promoter of the exosporium
basal layer structural gene exsY，was used to express cry1Ac gene in Bacillus thuringiensis． ［Methods］We used be ta-
galactosidase assays by promoter-lacZ fusion to analyze the transcriptional activity of exsY promoter and truncated exsY
promoter． The cry1Ac gene was directed by the non-cry gene promoter PexsY and was then expressed in Bacillus
thuringiensis HD73． Transmission electron microscope (TEM) was used to observe the formation of crystal inclusion． The
Cry1Ac yieldswere evaluated by protein quantification and SDS-PAGE analysis． Bioassays against Ostrinia furnacalis were
used for the functional verification． ［Ｒesults］ Beta-galactosidase assays showed that the exsY promoter had a strong
transcriptional activity in the acrystalliferous mutant strain HD73 － on the late sporulation phase． Cry1Ac expression
products directed by the PexsY could form diamond crystals． SDS-PAGE analysis showed that the cry1Ac gene directed by
the cry8E promoter has the highest protein yield among the four promoters while the cry1Ac gene under the direction of
PexsYorcry3A promoters showed similar protein yields． The bioassay results showed that the Cry1Ac protein directed by the
PexsY promoter was toxic against Ostrinia furnacalis． ［Conclusion］ The cry1Ac gene under the direction ofthe non-cry
gene promoter PexsY was able to express the Cry proteins at the late sporulation phase and could form crystal inclusion in
a B． thuringiensis strain． Our finding provides applicationpotential for the genetically modification of engineered Bt
strains．
Keywords: Bacillus thuringiensis，PexsY promoter，Cry1Ac
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