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摘要:【目的】通过分析苏云金芽胞杆菌(Bacillus thuringiensis)3-羟基丁酮代谢基因簇 aco 的转录调控和
acoＲ 突变体的表型特征，明确 aco 基因簇的转录调控机制和对芽胞产量及 Cry 蛋白产量的影响。【方法】通
过生物信息学方法分析 aco 基因簇的结构，ＲT-PCＲ 分析基因簇的转录单元，采用同源重组技术敲除苏云金
芽胞杆菌 HD73 菌株的 acoＲ 基因，利用启动子融合 lacZ 的方法分析启动子的转录活性。利用总蛋白定量确
定 Cry1Ac 蛋白产量。【结果】aco 基因簇由 acoABCL 4 个基因组成，形成一个转录单元。aco 基因簇的启动
子 PacoA 转录活性在 sigL(编码 Sigma 54 因子)和 acoＲ 突变体中均明显降低。acoＲ 基因的缺失对菌体生长
和 Cry1Ac 蛋白产量无显著影响，但使菌体运动能力减弱，使芽胞产量略有下降，并且不能利用 3-羟基丁酮。
【结论】aco 操纵子受 Sigma 54 控制，并由 AcoＲ 激活，aocＲ 基因的缺失影响菌体对 3-羟基丁酮的利用，但对
Cry 蛋白产量无显著影响。
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细菌中 Sigma(σ)因子是识别启动子、与 ＲNA
聚合酶核心酶 (ＲNAP)结合并起始转录的关键因
子。通常一个细菌细胞中可能包括多种不同的 σ
因子，根据识别位点和作用方式的不同，主要分为两
大类型:第一类是 σ70型，主要识别启动子的 － 35 / －
10 区;另一类是 σ54型，与 σ70型的区别在于:(1)它
在不与 ＲNA 聚合酶核心酶结合的条件下可以直接
与识别的 DNA 序列结合［1］;(2)识别启动子上保守
的 － 24 / － 12 区［2］; ( 3 )必须由增强子结合蛋白
(Enhancer Binding Proteins，EBPs)对其激活才能起
始转录［2］。EBPs 一般有 3 个典型的功能域:N 端信
号感应功能域、中间 AAA + 功能域负责 ATPase 功

能及与 σ54 因子结合、C 端 HTH 结构域负责与
DNA 结合［3］。σ54 -ＲNAP 和启动子形成闭合的转
录复合物，在一定的细胞信号作用下，EBPs 由双聚
体的无活性状态变为六聚体的活化状态与 σ54 -
ＲNAP 和启动子复合物的 σ54作用，通过 ATP 水解
提供能量改变复合物构型，从而起始转录［4］。σ54

参与微生物许多代谢途径的调控过程，如枯草芽
胞杆菌( Bacillus subtilis)的精氨酸降解途径［5］、异
亮氨酸和缬氨酸降解途径［6］;本实验室前期研究
发现，在苏云金芽胞杆菌 ( Bacillus thuringiensis)
中，σ54因子由 sigL 基因编码，γ-氨基丁酸代谢途径
和赖氨酸代谢途径的转录受 σ54控制，其中，γ-氨基
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丁酸代谢途径受 GabＲ 的调控［7］，赖氨酸代谢途径
受 KamＲ 的调控［8］。

3-羟基丁酮( acetoin)是许多微生物糖代谢的中
间产物，对微生物本身具有重要的生理意义:如抵御
环境的酸化、参与 NAD + /NADH2 比率的调节和作
为储存碳源等。微生物体内能够以丙酮酸为前体合
成三羟基丁酮，并且从 2，3-丁二醇降解途径分解成
丁二 醇［9］，但 在 枯 草 芽 胞 杆 菌、富 氧 产 碱 菌
( Alcaligenes eutrophus ) 和 肺 炎 杆 菌 ( Klebsiella
pneumoniae)等微生物中［10 － 12］，3-羟基丁酮是通过
氧化裂解降解的，即通过 aco 基因簇编码的 3-羟基
丁酮脱氢酶系统降解成乙醛和乙酸。但是，关于

aco 基因簇的转录调控报道较少，仅在枯草芽胞杆
菌［10］和富氧产碱菌［11］中有研究。

本文研究了苏云金芽胞杆菌 HD73 菌株中 aco
基因簇的组织结构及其调控方式，发现 aco 基因簇
的转录是由 σ54控制，并由 AcoＲ 蛋白激活。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株、质粒和培养基:所用菌株和质粒见表
1。E． coli 的培养使用 LB 培养基，Bt 的培养分别使
用 LB、SSM［13］培养基。

表 1． 菌株与质粒
Table 1． Strains and plasmids

Strains and plasmids Characterization Ｒesource
Strain
E． coli TG1 Δ( lac-proAB) supE thi hsd-5 (F' traD36 proA + proB + lacIq lacZΔM15)，general purpose cloning host This lab

E． coli ET
F- dam-13::Tn9 dcm-6 hsdM hsdＲ recF143 zjj-202: :Tn10 galK2 galT22 ara14 pacY1 xyl-5 leuB6 thi-

1，for generation of unmethylated DNA
This lab

HD73 B． thuringiensis subsp． kurstaki carrying the cry1Ac gene This lab
HD(ΔacoＲ) B． thuringiensis HD73 acoＲ gene insertion mutant; KanＲ This study
HD(ΔsigL) B． thuringiensis HD73 sigL gene deletion mutant; KanＲ This lab
HD(PacoA) HD73 strain containing plasmid pHTPacoA This lab

ΔsigL(PacoA) HD(ΔsigL) strain containing plasmid pHTPacoA This lab

ΔacoＲ(PacoA) HD(ΔbkdＲ) strain containing plasmid pHTPacoA This lab

ΔacoＲ( acoＲ-PacoA) ΔacoＲ(PacoA) strain containing plasmid pHTacoＲ This study
Plasmids
pMAD ApＲ，EmＲ shuttle vector，thermosensitive origin of replication Institute Pasteur
pHT1618 ApＲ，TetＲ，E． coli-B． thuringiensis shuttle vector Dr． Didier Lereclus
pMADΔbkdＲ pMAD with bkdＲ insetion fragment This study
pHTacoＲ pHT1618 with acoＲ gene and its promoter fragment This study
pHTPacoA pHT304-18Z carrying promoter upstream from acoA This lab

1. 1. 2 主要仪器和材料:Taq DNA 聚合酶购自康润
生物技术公司;限制性内切酶、PrimeSTAＲ  HS
DNA 聚合酶和 T4 DNA 连接酶均购自于宝生物工程
(大连)有限公司，质粒提取、DNA 回收和 PCＲ 产物
纯化试剂盒购自 Axygen 公司。
1. 1. 3 引物合成及序列测定:根据 Bt HD73 基因
组［14］序列设计引物，引物合成由生工生物工程公司
北京合成部完成，序列测定由北京六合华大基因科
技股份有限公司完成，引物名称及序列见表 2。
1. 2 细菌培养条件及 DNA 操作

Bt 在 30 ℃、220 r /min 条件下培养，突变体筛选
条件为 38 ℃，180 r /min;E． coli 在 37 ℃、220 r /min

条件下培养，氨苄霉素使用终浓度为 100 μg /mL，红
霉素的使用终浓度为 5 μg /mL，卡那霉素使用终浓
度为 100 μg /mL。大肠杆菌质粒提取，DNA 片段的
纯化参见试剂盒的说明。苏云金芽胞杆菌电击转化
见参考文献［15］。
1. 3 ＲT-PCＲ

HD73 菌株在 SSM 中培养至 T7 时期(T0为对数
期结束的时期，Tn为 T0后的 n 小时)，取菌液 2 mL
低温离心弃上清，沉淀立即用预冷的 TＲIzol 重悬，
ＲNA 提取参照 Qiagen Easy ＲNA kit 说明。ＲNA 纯
化后电泳检测，－ 70 ℃保存备用。以纯化后的 ＲNA
为模板合成 cDNA。ＲT-PCＲ 所用引物见表 2。
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表 2． 引物序列
Table 2． Primers used in this study

Primer name Sequence(5'→3')

acoＲA-F CGGGATCCATTAGAAGTGACGAGAGGCATA

acoＲA-Ｒ CACCTCAAATGGTTCGCTGTGCCACGATTCTGAAATTCT

acoＲB-F GAGCGCCTACGAGGAATTTACAGCGTGATAGCATGATTG

acoＲB-Ｒ CGGAATTCCAGCACACTTTTTCTTTATTCAG

Km-F AGAATTTCAGAATCGTGGCACAGCGAACCATTTGAGGTG

Km-Ｒ CAATCATGCTATCACGCTGTAAATTCCTCGTAGGCGCTC

acoＲ-F TCAATCACACGAACTTACCT

acoＲ-Ｒ TGTTCCATGAGTGACTAACG

CacoＲ-F AACTGCAG GGTAATCCACAAAAGTGG

CacoＲ-Ｒ ACGCGTCGAC TTATAACTTATATTTTTGC

Paco-F CCAAGCTTAAGCTTTCTGGAAACCGAAT

Paco-Ｒ CGGGATCCGTTCAGCCCTCCTATTTTCTTG

ＲT-1F ACGATCCCAGTTGGTATATTCCA

ＲT-1Ｒ GTTTTTCCCGTAATTCATCGAAAG

ＲT-2F ATTGGCCAAATTATTTACATCCG

ＲT-2Ｒ TCATACATCCAACGAGCTTGTTC

ＲT-3F GCTTCAAGTTGTGATTCTATTGCG

ＲT-3Ｒ TGTTTTATATGTTTGCGCTTCACC

ＲT-4F CGTAATGGTGATGGTCCAACA

ＲT-4Ｒ CTTCATCGTCTGGGTATGGACT

ＲT-5F AGTGAAAATAGTCCATACCCAGACGA

ＲT-5Ｒ GTATCCAATATACGATTTCGGCC

ＲT-6F ACTGGGTTACGTCCGATAGCT

ＲT-6Ｒ GAAGATTACCGGGTCGTCATC

ＲT-7F AATTGAAGCGCCAGCTGATG

ＲT-7Ｒ GGACCTGTACCAACTAATGCCTTG

ＲT-8F ACTAGACGGTGCACCAGCAG

ＲT-8Ｒ CAATGTCATGCACTTCTGCAC

ＲT-9F TATTGATGAAGCTGACCTTGGC

ＲT-9Ｒ CACACGATGATCCGTTTCG

1. 4 acoＲ 突变体的构建筛选
为了研究 AcoＲ 对 aco 基因簇的转录调控，利用

同源重组的原理，构建了 acoＲ 突变体，方法见参考
文献［16］。简述如下:根据 Bt HD73 全基因组序列
中 acoＲ 基因上下游序列设计引物，以 Bt HD73 基因
组为模板，用引物 acoＲA-F / acoＲA-Ｒ 扩增 acoＲ 基因
上游片段( acoＲA)，大小为 543 bp;用引物 acoＲB-F /
acoＲB-Ｒ 扩增 acoＲ 基因下游片段( acoＲB)，大小为
490 bp。以 pDG780 质粒为模板，用引物 km-F /km-
Ｒ 扩增卡那抗性基因 ( kan)，大小为 1513 bp。以
acoＲA、acoＲB 和 kan 为 模 板，用 引 物 acoＲA-F /
acoＲB-Ｒ 通过重叠 PCＲ 扩增含有卡那抗性基因的
acoＲ 缺失突变盒，经限制性内切酶 BamH I 和EcoＲ I

双酶切后，用 T4 DNA 连接酶连接到温敏穿梭载体

pMAD，热激转化至大肠杆菌 TG1 菌株中，获得重组
质粒命名为 pMADΔacoＲ。将重组质粒转入 ET 去甲
基化，再电击转入 HD73 进行 38 ℃高温突变，筛选
出有卡那霉素抗性并且没有红霉素抗性的菌株。用
突变盒外侧引物 acoＲ-F / acoＲ-Ｒ，以野生型菌株
HD73 和有卡那霉素抗性并且无红霉素抗性的菌株
进行 PCＲ 鉴 定，获 得 的 突 变 菌 株 命 名 为 HD
(ΔacoＲ)。
1. 5 acoＲ 突变体互补菌株的构建

以 Bt HD73 基因组为模板，用引物 CacoＲ-F /
CacoＲ-Ｒ 扩增 acoＲ 基因及其上游启动子片段，大小
为 2066 bp，经限制性内切酶 Pst I 和 Sal I 双酶切
后，用 T4 DNA 连接酶连接到 E． coli-Bt 穿梭表达载
体 pHT1618，热激转化至大肠杆菌 TG1 菌株中，获
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得重组质粒命名为 pHTacoＲ。将重组质粒转入 ET
去甲基化，再电击转入 ΔacoＲ( PacoA)菌株，筛选同
时具有红霉素和四环素抗性的菌株。用载体引物进
行 PCＲ 鉴定，获得互补菌株 ΔacoＲ(acoＲ-PacoA)，该
菌株的特点是在 ΔacoＲ 突变菌株中同时含有互补质
粒 pHTacoＲ 和 acoA 启动子融合 lacZ 基因的质粒
pHTPacoA。
1. 6 生长曲线测定

将 Bt 菌株分别接种于 LB 和 SSM 培养基中，
30 ℃、220 r /min 培养。每 1 h 取样，用分光光度计
测定在 600 nm 波长下的吸光值 OD600，每组数据至
少独立重复 3 次。
1. 7 运动能力测定

Bt 菌株活化过夜，1% 转接至 50 mL LB 培养
基，30 ℃、220 r /min 培养至 OD600 = 1. 0 时，取 5 μL

菌液点在 0. 3% 固体 LB 平板中央，30 ℃ 培养
过夜［17］。
1. 8 芽胞形成率

Bt 菌株在芽胞形成培养基 SSM 中，30 ℃、
220 r /min培养至 T1 时期(T0为对数期结束的时期，
Tn为 T0后的 n 小时)，取适量菌液梯度稀释涂于 LB

固体培养基，30 ℃培养 10 h，对 LB 固体培养基上的
菌落进行计数，数值记为 A。Bt 菌株继续在 SSM 中
培养，镜检观察，待 90% 左右菌体释放芽胞时，取
10 mL菌液 65 ℃热处理 25 min 后，梯度稀释涂于
LB 固体培养基，30 ℃培养 10 h，对 LB 固体培养基
上的菌落进行计数，数值记为 B，芽胞形成率 = (B /
A)* 100%［18］。
1. 9 Cry1Ac 蛋白产量测定

Bt 菌株在 LB 培养基中培养至 T40，取样 2 mL，

离心弃上清，沉淀中加入 50 mmol /L Tris-HCl，机械
振荡破碎 100 s 后，加上样缓冲液，沸水浴 10 min，

离心取上清液，利用 Pierce 660 nm Protein Assay Kit

试剂盒测定蛋白的浓度，取相同总蛋白量的样品进
行 SDS-PAGE 电泳。
1. 10 β-半乳糖苷酶活分析

Bt 菌株过夜活化，1% 转接至 50 mL SSM 培养
基，30 ℃、220 r /min 振荡培养，从 T0取样至 T8，每小
时取样 1 次，每次取样 2 mL，离心弃上清，沉淀于
－ 40 ℃保存，β-半乳糖苷酶活性测定见参考文献
［7］，每组数据至少独立重复 3 次。

1. 11 三羟基丁酮含量测定
Bt 菌株过夜活化，1% 转接至 50 mL SSM 培养

基，30℃、220 r /min 振荡培养，在 OD600 = 1. 0 时(记
为 A0)加入三羟基丁酮，之后每 45 min 取样 1 次，
每次取样 2 mL，离心收集上清，于 － 20℃保存，三羟
基丁酮含量测定见参考文献［19］，每组数据至少独
立重复 3 次。

2 结果和分析
2. 1 aco 基因簇的序列分析和 ＲT-PCＲ 分析

对 Bt HD73 基因组 ( cp004069)分析发现，aco
基因簇由 5 个基因组成(HD73_3213 － 3217)，但经
过对 aco 基因簇重新测序发现，HD73_3213 和 HD73
_3214 实际为一个 orf，因此确定 aco 基因簇由 4 个
基因组成(图 1-A)，编码的蛋白产物分别是:TPP 依
赖性 3-羟 基 丁 酮 脱 氢 酶 E1 的 α 亚 基 ( TPP-
dependent acetoin dehydrogenase E1 alpha-subunit，
acoA ，HD73_3213 － 3214)，TPP 依赖性 3-羟基丁酮
脱氢 酶 E1 的 β 亚 基 ( TPP-dependent acetoin
dehydrogenase E1 beta-subunit，acoB ，HD73_3215)，
2-氢脂赖氨酸残基酰基转移酶 (Dihydrolipoyllysine-
residue acetyltransferase component of acetoin cleaving
system，acoC ，HD73 _3216 )，2-氢硫辛酸脱氢酶
(Dihydrolipoyl dehydrogenase，acoL ，HD73_3217)。

acoA 到 acoL 之间转录方向相同。acoA 基因起
始密码子上游序列 TGGCACGGTACTTGCAA 具有
－ 12 / － 24保守序列 ( BYGGCMYＲNNNYYGCW )特
征［20］。aco 基因簇下游第 11 个 orf 位置，是 acoＲ 基
因 ( Sigma 54-dependent transcriptional regulator，
HD73_3228 )。通过氨基酸保守结构域分析，发现
AcoＲ 蛋白含有 3 个典型的 EBPs 保守结构域:识别
信号相关的 GAF 结构域、与 Sigma 54 互作的 AAA +

结构域和与 DNA 结合的 HTH 结构域。这说明
AcoＲ 是依赖于 Sigma 54 的转录调控蛋白。

根据 Bt 菌株 HD73 全基因组序列信息，在基因
内部以及基因之间设计了多对引物，将 SSM 培养基
中 HD73 菌株 T7 时期提取并纯化的总 ＲNA 反转录
成 cDNA，再分别扩增 1 － 9 个片段，核酸电泳(图 1-
B)结果表明除了 6 片段得不到扩增产物外，其余均
能得到扩增产物，说明 HD73 _3212 基因与下游的
acoA 基因不共转录，而 acoA 基因到 acoL 基因组成
一个转录单元。
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图 1． Bt HD73 中 aco 基因簇结构分析
Figure 1． Analysis of the aco cluster structure in Bt HD73． A: Organization of the aco locus in B． thuringiensis HD73． B: ＲT-PCＲ analysis of

the transcription of aco locus in B． thuringiensis strain HD73．“c”were performed with ＲNA． The positive controls are labeled“ +”(PCＲ with

genomic DNA) ． The negative controls are labeled“_”． ＲT-PCＲ with 500 ng of ＲNA with heat-inactivated reverse transcriptase．

2. 2 acoＲ 基因簇转录调控分析
根据 HD73 的全基因组序列，设计引物 Paco-F

和 Paco-Ｒ，PCＲ 扩增 acoA 基因上游 537 bp 片段(包
含保守结合位点 － 12 / － 24 序列)，与 lacZ 融合，获
得重组载体 pHTPaco，分别电击转入 HD73 野生型、
HD(ΔsigL)和 HD(ΔacoＲ)菌株，获得相应菌株命名
为:HD(Paco)，ΔsigL( Paco)和 ΔacoＲ( Paco)。β-半
乳糖苷酶活性测定结果表明(图 2)，在 HD73 野生
型菌株中，acoA 基因的启动子从 T2 开始有活性，在
T5 时期活性最高。而在 ΔsigL 和 ΔacoＲ 中，acoA 基
因的启动子活性明显降低，在 acoＲ 突变体的互补菌
株中，acoA 基因的转录得到了恢复，并明显高于
HD73 野生菌株中的活性，这说明 acoA 基因的转录
受 Sigma 54 的控制，并受 AcoＲ 的激活，而 ＲT-PCＲ
结果表明:aco 基因簇中的 acoA-acoL 4 个基因共转
录形成一个操纵子结构，这说明 acoA-acoL 操纵子的
转录是受 Sigma 54 的控制，并受 AcoＲ 的激活。
2. 3 acoＲ 突变体的表型分析

生长曲线测定实验表明(图 3-A):无论是在营
养丰富的 LB 培养基，还是在营养贫瘠的 SSM 培养
基，acoＲ 基因的缺失对菌体生长均无明显影响。运
动能 力 分 析 表 明 ( 图 3-B )，与 HD73 野 生 型
［(5. 6 + 0. 6) cm ］相比，相同菌量、培养相同时间
的 HD(ΔacoＲ) ［(2 + 0. 2) cm ］的运动能力明显下
降，说明 acoＲ 基因的缺失影响了菌体的运动能力。
芽胞形成率实验表明(图 3-C)，HD (ΔacoＲ)芽胞形
成率与野生型相比，突变体的芽胞形成率略有降低，

说明 acoＲ 基因的缺失影响了芽胞形成率。将 HD73

和 HD(ΔacoＲ)在 LB 培养基中培养至 T40，收集菌
体，分析蛋白产量。在总蛋白量相同的条件下，与
HD73 野生型相比，acoＲ 突变体的 Cry1Ac 蛋白产量
无明显变化(图 3-D)，说明 AcoＲ 调控的代谢途径
对 Cry 蛋白产量无显著影响。3-羟基丁酮利用实验
表明(图 3-E)，HD73 野生型菌株中，随着菌体的生
长，加入到 SSM 培养基中的 3-羟基丁酮的含量逐渐
降低;而 HD(ΔacoＲ)和 HD(ΔsigL)菌株生长的培养
基中，3-羟基丁酮的含量基本保持不变。说明 HD73

野生型菌株可以利用 3-羟基丁酮，而突变菌株不能
利用，表明 3-羟基丁酮代谢途径受 AcoＲ 调控，并受
Sigma 54 控制。

图 2． AcoＲ 对 acoA 启动子的转录调控
Figure 2． Transcriptional regulation of the acoA gene mediated

by AcoＲ．
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图 3． 生长曲线、运动能力、芽胞形成率、Cry1Ac 蛋白产量和 3-羟基丁酮利用分析
Figure 3． The growth curve，motility，sporulation efficiency，Cry1Ac protein production and acetoin assay． A: Grow curve of wild-type strain HD73

(●，○) and ΔacoＲ mutant (□，× ) in LB and SSM medium respectively． B: Motility analysis of wild-type strain HD73 and ΔacoＲ mutant． C:

Sporulation efficiency of wild-type strain HD73 and ΔacoＲ mutant． D: Comparing of Cry1Ac protein production of wild-type strain HD73 and

ΔacoＲ mutant． The samples were collected at T40 in LB medium． M indicated the protein marker． E: Acetoin assay of wild-type strain HD73

(●)，ΔacoＲ ( × ) and ΔsigL (□) mutants．

3 讨论

苏云金芽胞杆菌是昆虫病原菌，它与人类病原

菌炭疽芽胞杆菌(Bacillus anthracis)、机会致病菌蜡
样芽胞杆菌 ( Bacillus cereus)同属于蜡样芽胞杆菌
族。本研究发现 Bt HD73 中 aco 基因簇是由 acoA、
acoB、acoC 和 acoL 4 个基因组成，形成一个转录单
元，受 Sigma 54 因子控制，并受 AcoＲ 的正调控。在
基因组织结构上，aco 基因簇与 acoＲ 调控基因间隔
10 个 orf 的距离。这种特点与 Bc 族的其它菌株相
似(图 4 )，如在 Bacillus anthracis Ames 和 Bacillus
cereus ATCC 14579 菌株中，3-羟基丁酮脱氢酶系统
都是由 aco 基因簇组成的，并且 acoＲ 调控基因与
aco 基因簇之间分别间隔了 8 个或 10 个 orf 的距离。
aco 基 因 簇的启动 子具有 受 Sigma 54 控 制 的
－ 12 / － 24的特点，并在 Bc 族中是十分保守的(图
5)，说明 Bc 族中的 aco 基因簇的转录调控机制可能

是一致的，功能也可能相同。

在 Bacillus subtilis 168 中 3-羟基丁酮脱氢酶系
统是由 acoA、acoB、acoC 和 acoL 4 个基因编码的，
aco 基因簇和 acoＲ 调控基因是成簇排列的，这与 B．
cereus 族中 aco 基因簇和 acoＲ 基因位置结构上差距
较大(图 4)。但 aco 操纵子的调控模式在 B． cereus

族菌株和 B． subtilis 中相似，都是由 Sigma 54 控制，

并由 AcoＲ 调控。并且 B． thuringiensis 中 acoＲ 的缺
失使菌体丧失利用 3-羟基丁酮的能力，与 B． subtilis

中 acoＲ 突变体的表型相似［10］。说明 aco 基因簇在
B． cereus 族和 B． subtilis 中的功能相似。

Bt HD73 中 aco 基因簇与 acoＲ 调控基因间隔
10 个 orf 的距离(HD73 _3218 － 3227)，根据基因组
注释，其中的 5 个 orf 编码未知功能蛋白 (HD73 _
3218，3219，3222，3226，3227)，2 个 orf 编码转录
调控因子(HD73_3220，3223)，2 个 orf 编码乙酰转
移酶(Acetyltransferase，HD73_3224 － 3225)，1 个 orf

编码甲基转移酶 (Methyltransferase，HD73 _3221 )。
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图 4． 不同菌株中 aco 基因簇的组成结构
Figure 4． The organization of the aco gene cluster in different strains．

aco 基因簇编码的 3 － 羟基丁酮脱氢酶系统(AoDH
ES)使 3 － 羟基丁酮降解为乙醛和乙酰辅酶 A［21］，
但 HD73_3224 － 3225 和 HD73_3221 编码的乙酰转
移酶和甲基转移酶是否在该过程中起作用还有待进
一步研究。

本研究发现，acoＲ 基因的缺失对 Cry 蛋白的产
量均无明显影响，而 sigL 基因的缺失对 Cry 蛋白的
产量具有明显的影响(未发表)，说明这种变化不是
由 AcoＲ 调控的代谢途径而引起的。在 Bt HD73 全
基因组中已经发现 8 种 EBPs，其中 GabＲ 调控的 γ-
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图 5． 不同菌株 acoA 基因启动子 － 12 / － 24 序列
Figure 5． The － 12 / － 24 sequence of acoA promoter in different strains．

氨基丁酸代谢途径、SoxＲ 调控的肌氨酸代谢途径
(未发表)和 BkdＲ 调控的缬氨酸和异亮氨酸分解代
谢途径的阻断对 Cry 蛋白的产量无影响［22 － 23］，本研
究中 AcoＲ 的缺失亦是如此，这说明 Sigma 54 对 Cry
蛋白产量的影响可能不是仅通过一个 EBP 调控的
代谢途径引起的，而是通过多种代谢途径共同作用
的结果。

微生物在以葡萄糖为碳源的培养基中会分泌大
量的有机化合物，如丙酮酸，琥珀酸盐，乙酸盐和三羟
基丁酮等。在指数生长期会将丙酮酸转化为三羟基
丁酮，可以避免培养基的过度酸化，维持培养基 pH
的稳定，避免菌体过早死亡。同时在葡萄糖等碳源利
用完之后，三羟基丁酮可以作为碳储存化合物被重新
利用［10］。苏云金芽胞杆菌在生长后期会开始形成芽
胞，本研究中发现，acoＲ 的缺失影响了芽胞产量，可
能是因为 acoＲ 的缺失阻断了 3-羟基丁酮的利用，而
使菌体在生长的后期无法利用其作为碳存储化合物，
生长受到影响从而降低了芽胞产量。本研究发现阻
断了 acoＲ 基因使菌体的运动能力下降，可能是因为
3-羟基丁酮降解途径的阻断，影响到其合成途径中酶
的功能，引起多效反应［21］，如 3-羟基丁酮代谢途径与
细胞凋亡及细胞溶解相关［22］，3-羟基丁酮降解途径
的阻断影响到细胞壁水解酶的活性，导致细胞膜的流
动性减弱，从而引起运动能力降低。
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Transcriptional regulation of aco gene cluster in
Bacillus thuringiensis

Minzhong Huang1，2，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］We analyzed the transcriptional regulation of aco gene cluster and the phenotype of acoＲ mutant，
to determine the effect of acoＲ deletion on sporulation efficiency and Cry protein production． ［Methods］Sequence of aco
gene cluster in Bacillus thuringiensis was analyzed by sequence alignment． ＲT-PCＲ was carried out to reveal the
transcriptional units of the aco gene cluster． acoＲ insertion mutant was constructed by homologous recombination．
Transcriptional activity was analyzed by promoter fusions with lacZ gene． Comparison of the Cry1Ac protein production was
determined by protein quantitation． ［Ｒesults］The aco gene cluster was composed of four genes． The acoABCL formed one
transcriptional unit． The transcriptional activity of acoA promoter sharply decreased in sigL and acoＲ mutants，
respectively． Deletion of acoＲ had no effect on growth and Cry protein production，but decreased the motility of cells and
sporulation efficiency． ［Conclusion］ The aco gene cluster is controlled by Sigma 54 and activated by AcoＲ． Deletion of
acoＲ has no effect on Cry protein production，but decreased the motility of the cells．
Keywords: Bacillus thuringiensis，EBPs，acoＲ，Sigma 54
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