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利用绿色荧光蛋白基因 +./ 研究芽胞杆菌的启动子活性

周 琴 孙 明 喻子牛"

（华中农业大学 农业微生物学国家重点实验室 武汉 !/##1#）

摘 要：利用绿色荧光蛋白基因 !"#$%&/，分别标记苏云金芽胞杆菌（’()*++%, &-%.*/!*0/,*,）的 ).1/2 启动子 G=H8/)、’&34

’&33 启动子 GI-J4I-JJ和来自蜡状芽胞杆菌特异启动子 G!! C 0"以研究其表达差异。其中，G=H8/)和 GI-J4I-JJ 分别与 !"#$%&/ 构

成融合基因，以调控 !"#$%&/ 在苏云金芽胞杆菌中的表达。将重组质粒 ;KLG4/#!（含 G!! C 0"）、;KLG3M;)（含 G=H8/)4 !"4

#$%&/ 融合基因）和 ;KLG3M;I（含 GI-J4I-JJ 4 !"#$%&/ 融合基因）分别导入大肠杆菌（5,)-0.*)-*( )6+*）和苏云金芽胞杆菌后

发现，G!! C 0"和 GI-J4I-JJ在大肠杆菌与苏云金芽胞杆菌中均可表达 !"#$%&/，其中 GI-J4I-JJ在大肠杆菌中具有极强的启动基

因表达的能力。而 G=H8/)不能启动 !"#$%&/ 在大肠杆菌中表达，在苏云金芽胞杆菌中启动的 !"#$%&/ 表达的荧光强度

也较弱。进一步通过荧光显微镜和生物活性检测器对含重组质粒 ;KLG4/#!、;KLG3M;) 和 ;KLG3M;I 的转化子分别

进行荧光检测及微量热检测。结果表明，/ 种启动子驱动下的 !"#$%&/ 基因均可在苏云金芽胞杆菌无晶体突变株

INI010 中表达并检测得到不同的发光类型。微量热法检测发现 G!!40"和 GI-J4I-JJ启动 !"#$%&/ 表达的代谢热低于 G=H8/)

驱动 !"#$%&/ 表达的代谢热。
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苏云金芽胞杆菌（ ’()*++%, &-%.*/!*0/,*,）作为一种应用最

为广泛的杀虫微生物，已成功地用于防治农业、林业、贮藏物

害虫及医学昆虫。近 0# 多年来，随着微生物农药需求量的

增大和人类环境保护意识的增强，生物安全性已越来越引起

人们的重视。目前利用 KLG 作为一种新型的标记基因来研

究各种生物学现象已成为热点。P*@@ 等［0］通过构建一个以

!"# 为报告基因的启动子探针载体而获得一系列组成型和诱

导型克隆子，成功地用于标记番茄幼苗根表面定殖的蜡状芽

胞杆菌。周 琴等［"］也报道了 !"# 在苏云金芽胞杆菌中的

表达。Q*6@ 等［/］报道，苏云金芽胞杆菌中外源基因的表达和

它的热动力学曲线有内在关系，表达的外源基因越多消耗的

能量也越多，向外释放的热量就少。本研究分别选取 / 种来

自芽胞杆菌的特异性启动子 G=H8/)、GI-J4I-JJ和 G!!40"，分别启动外

源标记基因 !"# 的表达。其中非芽胞依赖型启动子 G=H8/) 和

芽胞依赖型启动子 GI-J4I-JJ是目前广泛用于构建苏云金芽胞杆

菌工程菌的常用启动子。G!! C 0" 是在蜡状芽胞杆菌中用于表

达外源基因的组成型启动子。通过研究试图找到一种用于

苏云金芽胞杆菌中驱动标记基因最优的表达体系，为进一步

构建高效、安全的基因工程菌创造条件。

! 材料和方法

!"! 菌株和培养条件

!"!"! 菌株和质粒：本实验所用菌株和质粒参见表 0。

!"!"# 培养基和培养条件：大肠杆菌（ 5,)-0.*)-*( )6+*）采用

RI 培 养 基［!］，于 /1S 培 养。 苏 云 金 芽 胞 杆 菌（ ’()*++%,
&-%.*/!*0/,*,）用 RI 或 RT 培养基，于 "$S培养。

!"!"$ 抗生素和使用浓度：氨苄青霉素（)5;）0##!+U5R，氯

霉素（T5）0#!+U5R，红霉素（35）"B!+U5R。

!"# 试剂、酶和引物

P.) 片段回收试剂盒购自 OJ)K3. 公司。各种 P.) 限

制性内切酶和 V! P.) 连接酶等为华美和 V6W6Q6 公司产品。

本研究所用 GTQ 扩增引物序列由 K3.X3V YRJKYX 公司

或 KJITY IQR 公司合成。I-4B 和 I-4+Z;4/ 用于扩增 ’&34’&33
启动子片段，I-4+Z;4B 和 +Z;4/ 用于扩增含 !"# 基因的片段，I-4

B 和 +Z;4/ 用于扩增 ’&34’&33#.64!"# 融合基因片段，/)4. 和 /)4

[用于扩增 ;$"14/#! 中 ).1/2 启动子片段，/)4. 和 /)4I 用

于扩增重组质粒 ;KLG3M;) 中 ).1/2 启动子片段，KLGZ0 和

KLGH0 用于扩增 !"# 基因编码序列。

I-4B：B\4))TVKT)KKT)VKK)V))VKKKTK)K4/\；I-4+Z;4/：

B\4KVVTVVTVTTTVV)TTT)V))KVV)TTVTT)VTVTVVVV)V4/\；I-4

+Z;4B：B\4)V))))K)K)VKK)KKV))TVV)VKKKV))KKK)K))4

K))T4/\；+Z;4/：B\4TTKK))VVTTTK)VKV)KV4/\；/)4.：B\4T)V4

KTT)VKKVVVVTVVTTVTTTVVVTVV)VT)V))V)T4/\；/)4[：B\4

KK)VTTK)))TKV))K)VK)))T4/\；/)4I：B\4TKTKK)VTT))4

KTVV))VV)))K4/\。



表 ! 供试菌株和质粒

!"#$% & ’()"*+, "+- .$",/*-, (%,(%-
’()"*+ 0) .$",/*- 12")"3(%)*,(*3, ’04)3% 0) )%5%)%+3%
! 6 "#$% 789! &’(:;;" $)"<&=>（#?@ $"3A"B&9）*+, C&D )%3E& -.,E& /01E>= 23%F& 1-$E& !2*, G"#0)"(0)H

789!（.8!I&@&） 789!30+("*+*+J .8!I&@& !2*, K0)L
789!（.MNOFI@;） 789!30+("*+*+J .MNOFI@; !2*, K0)L
789!（.E7;;&P） 789!30+("*+*+J .E7;;&P !2*, K0)L
789!（.MNO:Q.E） 789!30+("*+*+J .MNO:Q.E !2*, K0)L
789!（.MNO:Q.R） 789!30+("*+*+J .MNO:Q.R !2*, K0)L

4 6 23’1%./%-.+%+ RBR&D& 4 6 23’1%./%-.+%+ ,4#,.6 5’1+2)5%，8I"#3，"3)H,("$$*5%)04, !2*, G"#0)"(0)H
RBR&D&（.MNOFI@;） RBR&D& 30+("*+*+J .MNOFI@; !2*, K0)L
RBR&D&（.MNO:Q.E） RBR&D& 30+("*+*+J .MNO:Q.E !2*, K0)L
RBR&D&（.MNO:Q.R） RBR&D& 30+("*+*+J .MNO:Q.R !2*, K0)L

O$",/*-
.8!I@; ! 6 "#$%F4 6 23’1%./%-.+%+ ,24(($% S%3(0)，E/.)，:)/)，=69L#

［D］

T+,(*(4( O",(%4)
.8!I&@& ! 6 "#$%F4 6 23’1%./%-.+%+ ,24(($% S%3(0)，E/.)，:)/)，=6DL# ［?］

.E7;;&P ! 6 "#$%F4 6 "-1-’+ ,24(($% S%3(0) K*(2 /6(7’2I J%+%，E/.)，1/)，>69L# ［P］

.MNOFI@; O;;F&P F /6(7’2I 54,*0+ J%+%，E/.)，:)/)，&&L# !2*, K0)L
.MNO:Q.E O3)HIEF /6(7’2I 54,*0+ J%+%，E/.)，:)/)，? 69L# !
.MNO:Q.R OR(TFR(TTF /6(7’2I 54,*0+ J%+%，E/.)，:)/)，D6>L# !

!张 琼 6苏云金芽胞杆菌蛋白 E** 及其对植物病原菌致病性的影响 6华中农业大学博士论文，P@@@6

!"# 使用仪器

O1C 仪：O%)L*+ :$/%) 1%(4, 7UE !2%)/"$ 1H3$%)；电脉冲

仪：RTVFCE7 .4$,% 30+()0$$%)（M%+% O4$,%)!B）；荧光显微镜：G%F
*3" BANGTTT（’(%)%0 N$40)%,%+3% B*3)0,30.%）；显 微 成 像 系 统：

’VUW I117 10$0) X*-%0 1"/%)"Y117FTCT’；生物活性检测器：

GZRFPPDD；热动力学检测记录仪：GZRFPP&@。

!"$ 质粒 %&’ 的分离和重组质粒的构建

苏云金芽胞杆菌质粒提取采用碱变性法，菌体培养至对

数期，溶液 T 重悬菌体时加入溶菌酶（终浓度 &/JY/G），于冰

上放置 & [ P2。重组质粒的构建参照文献［;］的方法进行。

!"( 重组质粒的转化和质粒稳定性检测

大肠杆菌的常规转化采用氯化钙法［;］，苏云金芽胞杆菌

采用电转化法［9］。

将待测菌株在 GR 液体摇瓶培养 P;2，每 ?2 按 & \ &@@@ 接

种量转至 新 鲜 GR 液 体 培 养 基，其 细 菌 传 代 数 为 ;@ 代 以

上［=］。梯度稀释后涂布 GE 平板，I@]培养至长出单菌落。

对携带抗性质粒的菌株分别点种于抗性及无抗性 GE 平板观

察其抗性是否丢失，鉴定其复制子在无抗性选择压力下的遗

传稳定性。

!") 供试菌发光特性和荧光强度的检测

用荧光显微镜 G%*3" BANGTTT 对供试菌株进行荧光检测，

同时用 ’VUW I117 的 10$0) X*-%0 1"/%)" 拍照，滤光片选择

MNOF.$4, 型。

供试菌用 G1 培养基 P?]活化后每隔 P2 收集培养物，每

次取 P@@$G 待测菌液至 >= 孔板上。设置出发菌作为对照，用

R*0F",,"H C%"-%) 检测，选择激发滤光片为 ;?9+/、发射滤光片

为 9P@+/。用 8! ’05( 软件分析所得数据，并重复 I 次。

!"* 供试菌株微量热动力学的检测

安瓿瓶法热动力学检测：将供试菌株接种于新鲜 GR 液

体培养基中，P?]培养过夜活化。挑一接种环菌液接种于装

有 9/G 新鲜 GR 培养基的无菌安瓿瓶中，将接过菌的安瓿瓶

置于热动力学检测器中，预热 I@/*+ 得到稳定基线后，自动

记录仪开始记录样品生长的产热数据和产热曲线，待样品培

养到记录笔回到基线，实验结束。

+ 结果和分析

+"! 重组质粒 ,-./0#1$、,-./23,’ 和 ,-./23,4 的构建

从质粒 .E7;;F&P 上酶切回收约 ;^9L# 的 !"#CTF*%.-%
片段（包括 I^=L# 启动子和 @^>L# 的 /6(7’2I 基因）克隆到苏

云金芽胞杆菌F大肠杆菌穿梭载体 .8!I@; 上，获得 /6( 在苏

云金芽胞杆菌中的表达载体 .MNOFI@;。利用重叠引物剪切

术（’.$*3*+J #H 0S%)$". %Q(%+,*0+，’V:），设计 "10I8、42&F42’
特异启动子片段和 /6(7’2I 的扩增引物，将 "10I8 启动子和

42&F42’启动子分别与 /6(7’2I 进行融合，经穿梭载体克隆

后，电转化至苏云金芽胞杆菌受体菌 RBR&D& 中。

+"+ 转化菌株的筛选

用电 转 化 的 方 法 将 重 组 质 粒 .MNO:Q.E、.MNO:Q.R 和

.MNOFI@; 分别导入受体菌 RBR&D& 后从抗性平板中筛选转化

子，并提取质粒进行酶切验证。初筛结果表明，I 种重组质粒

已成功地转入苏云金芽胞杆菌受体菌 RBR&D& 中。

+"# 质粒遗传稳定性检测

携带质粒 .MNOFI@;、.MNO:Q.E 和 .MNO:Q.R 的重组菌株

RBR&D& 在无抗性 GR 液体培养基中传 ;@ 代后，稀释涂于 GR
平板培养至单菌落，分别随机挑取 &@@ 个单菌落点种于红霉

素抗性平板，发现均带有红霉素抗性。表明这 I 种重组质粒

均能在受体菌中稳定遗传。

+"$ 转化菌株的荧光显微观察

将上述 I 个转化菌株分别用 G1 液体培养基培养P@ [ P;2
后取样用荧光显微镜观察。结果发现 MNO 基因在重组菌

RBR&D& 中均能表达（图 &），同步生长的菌体其发光强度是一

;;9 微 生 物 学 报 ;; 卷



致的，随着菌体的生长，!"# 基因不断积累而表达，所以荧光

强度与菌体培养时间是相关的。!"# 基因既能在营养体细

胞中的表达，也可以在芽胞形成时期表达。

图 ! "#$ 基因在苏云金芽胞杆菌 %&%!’! 中的表达

"$%&’ ()*+,--$./ .0 !"#$%&1 $/ ’()*++%, &-%.*/!*0/,*, 232’4’
5& ()*+,--$./ .0 !"#$%&1 $/ +,6.78$/9/: -:+9$/ 232’4’（*!"# ; 1<=）.0
’ & &-%.*/!*0/,*,； 2& ()*+,--$./ .0 !"#$%&1 $/ +,6.78$/9/: -:+9$/
232’4’（*!"#()*5）.0 ’ & &-%.*/!*0/,*,；>& ()*+,--$./ .0 !"#$%&1 $/
+,6.78$/9/: -:+9$/ 232’4’（*!"#()*2）.0 ’ & &-%.*/!*0/,*, &

()* 供试菌株 "#$ 基因表达的时序检测

在荧光显微镜下观察不同培养时期相同光密度的苏云

金杆菌群体细胞（图 ?），发现转化子 232’4’（*!"#@1<=）从培

养 ?A 起就可检测到绿荧光，随着时间的延长而增大，在培养

至 B C DA 时荧光强度达到最大值，故其荧光强度与菌体培养

时间成正比。232’4’（*!"#()*5）在培养至 ?A 后开始检测，

但其荧光强度一直维持较低的水平。而转化子 232’4’（*!@
"#()*2）则在培养至 BA 后的荧光强度最高，此后一直维持在

该水平。

图 ( "#$ 基因在苏云金芽胞杆菌转化菌株中的时序表达及荧光

强度

"$%&? E$7,@6.F+-, G,:,6:$./ 9/G 0HF.+,-6,/6, $/:,/-$:I .0 !"# %,/, ,)@
*+,--$./ $/ ’ & &-%.*/!*0/,*, :+9/-0.+79/:-
5：’ & >,HH- .0 -:+9$/ 232’4’（*!"#()*5）；?& >,HH- .0 -:+9$/ 232’4’

（*!"#()*2）；1 & >,HH- .0 -:+9$/ 232’4’（*!"#@1<=）；=& >,HH- .0 -:+9$/
232’4’& 9：?A 6FH:F+,；8：=A 6FH:F+,；6：JA 6FH:F+,；G：BA 6FH:F+,&
2：5K,+9%, 0HF.+,-6,/6, $/:,/-$:I .K,+ :$7, 0.+ -:+9$/- 232’4’ 9/G
232’4’（*!"#@1<=）&

()+ 供试菌株微量热动力学的检测分析

采用安瓿瓶法将含不同启动子表达载体的受体菌进行

微量热动力学检测。分析表 ? 中的微量热动力学数据可知

含芽胞依赖型启动子 #2:L@2:LL 驱动 !"# 表达的 232’4’（*!"@

#()*2）代谢热低于非芽胞依赖型启动子 #6+I15启动的 232’4’
（*!"#()*5），而 232’4’（*!"#()*5）和 232’4’（*!"#()*2）

的差别仅在于二者表达载体的启动子不同，故导致代谢热差

距的主要原因是启动子不同。即芽胞依赖型启动子 #2:L@2:LL启

动效果高于非芽胞依赖型启动子 #6+I15 的启动效果。结果还

表明 232’4’（*!"#@1<=）的代谢热与 232’4’（*!"#()*2）相

当。

表 ( 供试菌株的微量热动力学参数

E98H, ? EA,+7.M,/,:$6 *9+97,:,+- .0 -:+9$/- :,-:,G

N:+9$/
O.% *A9-, N*.+FH9:$./

179) P
7Q

&79) P
7$/

179) P
7Q

&79) P
7$/

5+,9 2&3&(+ PR #+.7.:,+

232’4’
（*!"#()*5）

<&??D 1’< <&=D14 ?J4D ’’B’ &=J’= 4<&BB4 #6+I15

232’4’
（*!"#()*2）

<&??<J =’1 <&SJ44 ?<11 ’’1= &SSSS JB&<411 #2:L@2:LL

232’4’
（*!"#@1<=）

<&??JD 141 <&S’=? ?’DJ ’’1S&<11 JB &’<? #== ; ’?

, 讨论

5%9$--, 和 O,+,6HF-［D］对非芽胞依赖型启动子 #6+I15的研究

发现，).415 基因的表达需要 J1S8*- 的启动子序列，按功能可

将该启动子序列分为上游区、中间序列和下游区共 1 部分。

启动子的缺失实验和其它相关实验结果表明，!5因子在芽胞

形成前期激活上游区启动子，从 ; SSB 位开始 7TU5 的转录，

形成的 E@SSB 7TU5 经剪切形成稳定的 E@’?D 7TU5。启动子

的中间序列没有编码调控蛋白，该区段的缺失对 ).415 的充

分表达没有明显影响，但可能对 ).415 的表达起负调控作

用。启动子的下游区并不具备转录为相应 7TU5 的功能，可

能对 E@’?D 7TU5 的半衰期具有重要作用。本研究中由于酶

解位点的限制，以 >+I15 蛋白的起始密码子为 V ’ 位，取 ; ’
位到 ; SJB 位的 ).415 启动子序列与 !"# 基因形成融合基因，

在苏云金芽胞杆菌中表达的 !"# 蛋白荧光强度较弱。推测

由于缺失了 ).415 启动子上游区的 ; 1S 区，仅保留了 ; ’<
区。

属于双重叠启动子的 #2:L@2:LL，其启动子上游的序列中包

含丙酮酸脱羧酶 (? 蛋白的结合位点和一段对基因表达具有

负调控作用的序列［’<］。因此本研究在扩增 ’B18*- 的 ’&6@’&66
启动子片段时，仅保留了核糖体结合位点部分，’&6 启动子的

; ’< 区和 ; 1S 区，’&66 启动子的 ; ’< 区和 ; 1S 区以及两启

动子的转录起始位点。与 !"# 基因形成融合基因后，!1S 因子

在芽胞形成前期识别 ’&6 启动子，启动 !"# 基因 7TU5 合成，

而!?B 因子则在芽胞形成后期识别 ’&66 启动子，启动 !"# 基因

的转录。与 #6+I15@!"#$%&1 融合基因在苏云金杆菌中的表达

一样，#2:L@2:LL @!"#$%&1 融合基因的表达也受到苏云金杆菌细胞

中其它调控系统及蛋白酶活性的影响，最终 !"# 蛋白仅在营

养生长期和芽胞形成前期的细胞中含量较高。#9+M 等［’’］的

研究结果显示，在苏云金芽胞杆菌中，#2:L@2:LL 的活性较 #6+I15

高。7.415 基因在 #2:L@2:LL启动下的表达量比在 #6+I15启动下的

单拷贝的 ).415 基因表达量高 ’?W4 倍，比含 ? C 1 个拷贝的

).415 基因表达量高 ’W= 倍。本研究也再次验证了这一结

论，在荧光显微镜下，同等条件下的转化 232’4’（*!"#()*2）
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比 !"!#$#（%&’()*%+）显示出更强的绿色荧光。

来自蜡状芽胞杆菌特异启动子 ,, - #. 是 /011 等［.］通过

鸟枪克隆法，构建以 !"# 为报告基因的启动子探针载体而获

得的组成型克隆子筛选而来。由于蜡状芽胞杆菌和苏云金

芽胞杆菌有着极高的同源性，故选取它作为一类组成型表达

的启动子应用于苏云金芽胞杆菌，研究结果表明它可以驱动

异源蛋白在苏云金芽胞杆菌中表达，甚至比非芽胞依赖型启

动子 $%&2’ 效率要高，与芽胞依赖型启动子 ()*3()** 效率相

当。但由于其大小约为 24567，在基因操作上稍有不便，需改

造后可更加方便的为人们所利用。

致谢 89:;<1:913"=>9:<1 大学 ?< @=1>AB:C=1 博士、新加坡国

立大学张炼辉博士提供部分实验材料，本研究部分工作在荷

兰 DA9>A1 大学完成。
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