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摘要：【目的】萜类化合物广泛分布在生物界，是重要的生命物质。目前发现有两条萜类化合物的生物合

成途径，即甲羟戊酸(MVA)途径和 2-甲基-D-赤藓糖醇-4-磷酸(MEP)途径。MEP 代谢途径中的关键酶    

1-脱氧-D-木酮糖-5-磷酸还原异构化酶(DXR, EC1.1.1.267)催化 1-脱氧-D-木酮糖-5-磷酸生成 MEP。枯草

芽胞杆菌中 dxr 基因编码 DXR 酶，而在苏云金芽胞杆菌(Bacillus thuringiensis，Bt)中有 2 个基因(dxr1

和 dxr2)编码 DXR 酶。通过分析 Bt HD73 菌株的 dxr1 基因的转录活性和 dxr1 突变体表型，明确 dxr1

基因的转录调控机制和功能。【方法】通过 5RACE 分析 dxr1 的转录起始位点；β-半乳糖苷酶活性测定

分析 dxr1 基因启动子(Pdxr1)的转录活性；采用同源重组技术分别敲除 Bt HD73 菌株的 dxr1 和 dxr2 基

因；利用总蛋白定量确定 Cry1Ac 蛋白产量；利用 DXR 检测试剂盒检测 Bt 菌株的 DXR 活性。【结果】

dxr1 基因的转录起始位点位于起始密码子上游 39 bp 处的 G 碱基；与出发菌株 HD73 相比，Pdxr1 在 sigH

突变体中的转录活性明显降低；dxr1 或 dxr2 基因的缺失对菌体生长、芽胞形成率和 Cry1Ac 蛋白产量

无显著影响，但使 DXR 活性下降。【结论】Bt 中 dxr1 基因的转录受 SigH 控制，dxr1 基因的缺失影响

DXR 的活性。 
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萜类化合物是小分子天然化合物，广泛分布

在生物界，是重要的生命物质[1]，在细胞壁的合成、

蛋白翻译后修饰和信号传导等过程中具有重要的

作用[2]。目前发现有 2 条萜类化合物的生物合成途

径，即甲羟戊酸(MVA)途径和 2-甲基-D-赤藓糖  

醇-4-磷酸(MEP)途径。MVA 途径主要存在于哺乳

动物、高等植物胞液、真菌和少数细菌中；MEP

途径主要存在于高等植物质体、大多数原核生物

和病原体中[2]。在 MEP 途径中，以丙酮酸和 3-磷

酸甘油醛为反应底物，经过 6 个中间产物，最终

形成二甲烯丙基焦磷酸(DMAPP)及其异构物、异

戊二烯焦磷酸(IPP)[3]，这两种化合物是类异戊二
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烯的共同前体。MEP 代谢途径在不同的生物体中

具有不同的功能，例如在玉米中发现 SCD 酶(种子

类 胡 萝 卜 素 缺 乏 酶 ， SEED CAROTENOID 

DEFICIENT)催化 MEP 途径中的倒数第二步：由

2-C-甲基-D-赤藓糖醇-2,4-环二磷酸(MEcPP)转化

成 4-羟基-3-甲基-2-丁烯基-焦磷酸(HMBPP)。scd

基因的缺失导致植物的生长发育受损，在叶片和

种子中 MEP 代谢的衍生物(如类胡萝卜素、叶绿

素、维生素 E、脱落酸和赤霉素等)的水平下降[4]。

在疟原虫(Plasmodium falciparum)的顶质体[5]和一

些 致 病 菌 中 ， 如 流 感 嗜 血 杆 菌 (Haemophilus 

influenzae)[6] 、 结 核 分 枝 杆 菌 (Mycobacterium 

tuberculosis)[7]和大肠杆菌(Escherichia coli)[8]等，

MEP 代谢途径是抑制病原微生物活性物质的药物

分子靶标，通过研究和改造 MEP 代谢途径相关酶

的特性，对于筛选新型稳定廉价的抑菌药物具有

潜在的应用价值。枯草芽胞杆菌(Bacillus subtilis, 

Bs)中[9]，过表达 MEP 代谢途径中的相关酶，使类

胡萝卜素的产量显著增加，可以将 Bs 发展成为用

于生产类异戊二烯的细胞工厂[1]。 

MEP 代谢途径的起始反应是在 1-脱氧-D-木

酮糖-5-磷酸合成酶(DXS)的催化下将 3-磷酸甘油

醛和丙酮酸生成 1-脱氧-D-木酮糖-5-磷酸(DXP)，

DXP 在 1-脱氧 -D-木酮糖 -5-磷酸 -还原异构酶

(DXR)的催化下，生成 MEP，这两步反应是 MEP

代谢途径的限速步骤和关键步骤[10–12]。在一些药

用植物中，如雷公藤(Tripterygium wilfordii)、香茅

(Cymbopogon winterianus)、薄荷(Mentha)等，克隆

和表达了编码 DXR 的基因，并通过过表达 DXR

来提高类异戊二烯的产量，使植株积累和产生更

多有利于生长和药用价值的物质[13–15]。在一些病

源微生物中，如结核分枝杆菌、大肠杆菌和创伤

弧菌(Vibrio vulnificus)中，克隆表达 dxr 基因，并

解析了 DXR 的晶体结构，发现了与金属离子结合

的活性位点，这些发现为用于抗菌化合物的 DXR

抑制剂的设计提供基础[16–17]。目前已经发现膦胺

霉素及其类似物是 DXR 的抑制剂[18–20]。 

苏云金芽胞杆菌(Bacillus thuringiensis，Bt)是

革兰氏阳性细菌，属于蜡样芽胞杆菌族，其特点

是在产生芽胞的同时还能生成对多种农林害虫具

有杀虫活性的晶体蛋白[21]。在芽胞形成的过程中，

与枯草芽胞杆菌相似，不同 Sigma 因子，包括

SigA、SigH、SigE、SigK、SigF 和 SigG，通过与

启动子的结合调控芽胞形成的相关基因在时间和

空间上有序且准确无误地表达[22]。其中，SigH 主

要在芽胞杆菌从指数生长期到平稳期时发挥重要

功能，除了芽胞形成相关的基因，SigH 还在其他

生理过程中指导相关基因的表达，包括细胞色素

生物合成、营养物质的利用和运输、细胞壁代谢

等[23]。 

通过基因组序列比对分析发现，Bt HD73 菌

株中也存在 MEP 代谢途径，从丙酮酸和 3-磷酸甘

油醛，生成 DMAPP 和 IPP 需要 7 种酶的催化，

由 8 个基因编码。其中 DXR 由两个基因编码，即

dxr1(HD73_3605)和 dxr2(HD73_4104)，它们与枯

草芽胞杆菌中的同源基因 dxr[1]的相似性分别为

56.6%和 70.1%。目前细菌中对于 dxr 基因的克隆

和抑制剂的筛选方面的研究报道较多，而关于 dxr

基因的转录调控未见报道。本文拟对 Bt 中的 dxr1

基因的转录调控机制开展研究，为更深入了解细

菌 MEP 代谢途径的调控机制提供基础。 

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。 
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表 1.  质粒与菌株 

Table 1.  Plasmids and strains 
Strains and plasmids Characterization Resource 

Strains   

HD73 B. thuringiensis subsp. kurstaki carrying the cry1Ac gene This lab 

HD(ΔsigH) B. thuringiensis HD73 sigH gene insertion mutant [25] 

HD(Pdxr1) HD73 strain containing plasmid pHTPdxr1 This study 

ΔsigH(Pdxr1) HD(ΔsigH) strain containing plasmid pHTPdxr1 This study 

HD(Δdxr1) B. thuringiensis HD73 dxr1 gene insertion mutant This study 

HD(Δdxr2) B. thuringiensis HD73 dxr2 gene insertion mutant This study 

E. coli TG1 (lac-proAB) supE thi hsd-5 (F' traD36 proA+ proB+ lacIq lacZM15), 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 

Plasmids   

pHT304-18Z Promoterless lacZ vector, Eryr, Ampr This lab 

pHTPdxr1 pHT304-18Z carrying promoter upstream from dxr1 This study 

pMAD ApR, EmR shuttle vector, thermosensitive origin of replication Institute Pasteur

pMADdxr1 pMAD with dxr1 insertion fragment This study 

pMADdxr2 pMAD with dxr2 insertion fragment This study 

 

大肠杆菌(Escherichia coli，E. coli)使用 LB 培养

基，培养条件：37 °C、220 r/min；Bt 的培养分别

使用 LB 培养基和 SSM 培养基[24]，培养条件： 

30 °C、220 r/min。抗生素的使用终浓度分别为：

氨苄青霉素 100 g/mL，红霉素 5 μg/mL，卡那霉

素 100 μg/mL。 

1.1.2  主要生化试剂：限制性内切酶、DNA 聚合

酶、DNA 连接酶均购自 TaKaRa 公司；质粒提取、

DNA 回收和 PCR 产物纯化试剂盒购自 Axygen 公

司 。 细 菌 RNA 提 取 试 剂 盒 RNAprep Pure 

Cell/Bacteria kit 购自天根生化科技(北京)有限公

司。SMARTerTM RACE cDNA Amplification 试剂盒

购自 Clontech 公司。无缝克隆试剂盒购自中美泰

和生物技术(北京)有限公司。 

1.1.3  引物合成及序列测定：根据 Bt HD73 基因

组(GenBank 登录号：CP004069)序列[26]设计引物，

引物合成由生工生物工程(上海)股份有限公司北

京合成部完成，序列测定由北京诺赛基因组研究

中心有限公司完成，引物名称及序列见表 2。 
 

表 2.  引物序列 

Table 2.  Primers used in this study 
Primer Sequence (5→3)a 

UPM AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACATGGG

dxr1-RACE GGCATTCTCATATCAGGAGCACCGAGC 

Pdxr1-F CCAAGCTTACTAACTCCTCCTTTCGC 

Pdxr1-R CGGGATCCGAAAAAACCTCCAAAGTTG 

dxr1-A1 GGCGATATCGGATCCTCTGAATCATGCACA 

dxr1-A2 TCAAATGGTTCGCTGGGATCCTGTGGAACC

dxr1-B1 GCCTACGAGGAATTTGAAGCGGATCAATGG

dxr1-B2 CGGGAGCTCGAATTCAGCAATTGCCGAATC

d1Kan-1 GGTTCCACAGGATCCCAGCGAACCATTTGA

d1Kan-2 CCATTGATCCGCTTCAAATTCCTCGTAGGC 

dxr2-A1 CCATATGACGTCGACCATGGATTGGATTAG 

dxr2-A2 TCAAATGGTTCGCTGACCAATTGATCCGCT 

dxr2-B1 GCCTACGAGGAATTTAGACGGTTTGTGATG 

dxr2-B2 CGGGAGCTCGAATTCCAAATCCAAGAATCAC

d2Kan-1 AGCGGATCAATTGGTCAGCGAACCATTTGA

d2Kan-2 CATCACAAACCGTCTAAATTCCTCGTAGGC 
a: Restriction enzyme sites are underscored. 
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1.2  5RACE 分析 

HD73 菌株在 SSM 中培养至 T5 时期(T0 为对

数期结束的时期，Tn 为 T0 后的 n 小时)，取菌液低

温离心，沉淀用预冷的 TRIzol 重悬，RNA 提取参

照 RNAprep Pure Cell/Bacteria kit 说明。以纯化后

的 RNA 为模板，以 dxr1RACE 和 UPM 为引物合

成 cDNA，cDNA 的合成参考 SMARTerTM RACE 

cDNA Amplification 试剂盒说明。得到的 PCR 产

物经纯化后连接 pMD19-T 载体并测序，对测序结

果进行比对分析。 

1.3  dxr1 基因启动子融合 lacZ 基因表达载体构建 

以 Bt HD73 基因组为模板，用 Pdxr1-F 和

Pdxr1-R 引物扩增 dxr1(HD73_3605)基因启动子

Pdxr1 片段(389 bp)，将含有 lacZ 报告基因的载体

pHT304-18Z 与 PCR 产物经过 BamH I 和 Hind III

双酶切，连接、转化至 E. coli TG1 菌株获得重组

质粒 pHTPdxr1，将重组质粒转入 E. coli ET 12567

菌株中去甲基化后通过电击转入 HD73 出发菌株

和 ΔsigH 突变菌株，转化方法见文献[27]，获得菌

株 HD(Pdxr1)和 ΔsigH(Pdxr1)。 

1.4  dxr 基因突变菌株构建及筛选 

Bt HD73 菌株中，有两个基因编码 DXR，分

别为 HD73_3605 基因(记为 dxr1)和 HD73_4104 基

因(记为 dxr2)，利用同源重组的原理[28]，分别构

建 dxr1 和 dxr2 突变体。以 dxr1 为例简述如下：

以 Bt HD73 基因组为模板，用引物 dxr1-A1/dxr1-A2

扩增 dxr1 基因上游片段(dxr1-A，595 bp)；用引物

dxr1-B1/dxr1-B2 扩增 dxr1 基因下游片段(dxr1-B，

604 bp)。以cwlC 突变体[29]为模板(含有卡那霉素

抗性基因)，用引物 d1Kan-1/d1Kan-2 扩增卡那霉

素抗性基因(kan，1473 bp)。温敏穿梭载体 pMAD

经限制性内切酶 BamH I 和 EcoR I 双酶切后，应

用无缝克隆试剂盒，与 dxr1-A、dxr1-B 和 kan 三个

片段连接，转化至大肠杆菌 TG1 菌株中，获得重

组质粒 pMADΔdxr1。将重组质粒转入 ET 去甲基

化，再电击转入 HD73 菌株，获得具有红霉素和卡

那霉素抗性的 HD (pMADΔdxr1)菌株。该菌株在 LB

培养基中进行 38 °C 高温突变，传代 3 次，筛选出

有卡那霉素抗性并且没有红霉素抗性的菌株。经过

PCR 鉴定，获得的突变菌株命名为 HD (Δdxr1)。dxr2

基因的突变菌株 HD (Δdxr2)的获得方法与 HD(Δdxr1)

菌株相同，所用引物分别为：dxr2-A1/dxr2-A2 扩

增 dxr2 基因上游片段(dxr2-A，634 bp)；dxr2-B1/dxr2- 

B2 扩增 dxr2 基因下游片段(dxr2-B，621 bp)；d2Kan-1/ 

d2Kan-2 扩增卡那霉素抗性基因(kan，1473 bp)。 

1.5  β-半乳糖苷酶活性测定 

Bt 菌株活化 8 h，1%转接至 SSM 培养基，

30 °C、220 r/min 振荡培养，从 T0 至 T10，每小时

取样 2 mL，低温离心，沉淀用于测定 β-半乳糖苷

酶活性，方法见参考文献[29]，每组数据 3 次独立

重复取平均值并计算标准差。 

1.6  生长曲线测定 

方法见参考文献[30]，简述如下：将 Bt 菌株

分别接种于 LB 和 SSM 培养基中，30 °C、220 r/min

培养。每 1 h 取样，测定 600 nm 波长下的吸光值

OD600，每组数据至少独立重复 3 次。 

1.7  芽胞形成率 

方法见参考文献[30]，Bt 菌株在芽胞形成培养

基 SSM 中，30 °C、220 r/min 培养至 90%左右菌体

释放芽胞时，取适量菌液梯度稀释涂于 LB 固体培

养基，30 °C 培养 10 h，对 LB 固体培养基上的菌

落进行计数，数值记为 A。取 10 mL 菌液 65 °C 热

处理 25 min 后，梯度稀释涂于 LB 固体培养基，

30 °C 培养 10 h，对 LB 固体培养基上的菌落进行
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计数，数值记为 B，芽胞形成率=(B/A)×100%。每

组数据至少独立重复 3 次，取平均值并计算标准差。 

1.8  Cry1Ac 蛋白产量测定 

Bt 菌株在 SSM 培养基中培养至 T24，取样离

心，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，方法见参考文献[30]。 

1.9  1-脱氧-D-木酮糖-5-磷酸还原异构酶酶活测定 

Bt 菌株在 SSM 培养基中培养至 T3、T5 和 T7，

分别取 50 mL 菌液，离心弃上清，沉淀中加入 500 L 

1×PBS 缓冲液和石英砂，机械振荡破碎 180 s，离

心取 240 L 上清，应用 1-脱氧-D-木酮糖-5-磷酸

还原异构酶(DXR)酶联免疫分析试剂盒(江莱生物)

检测 DXR 活性，方法见说明书。 

2  结果和分析 

2.1  dxr1 基因转录起始位点和启动子序列分析 

用 SMARTerTM RACE cDNA Amplification 试

剂盒将 HD73 菌株 T5 时期的总 RNA 反转录为

cDNA，用引物 UPM 和 dxr1RACE 进行 PCR 扩

增，将纯化后的 DNA 与 pMD19-T 载体进行连接

并转化 E. coli TG1 菌株，挑取 20 个阳性克隆测

序，将测序结果与 dxr1 基因起始密码子上游序列

和接头引物序列(UPM)比对，结果表明(图 1)，  
 

 
 

图 1.  序列比对结果 

Figure 1.  Sequence alignment. 
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有 18 个克隆的测序结果与 dxr1 基因的上游序

列一致，接头序列之后的核苷酸即为 dxr1 的转

录起始位点，位于起始密码子上游 39 bp 处的 G

碱基(图 2，标星号的核苷酸)。通过在 DBTBS

数据库(http://dbtbs. hgc.jp/)中检索 dxr1 基因启

动 子 序 列 的 转 录 调 控 因 子 结 合 位 点 ， 发 现 了

SigH 的结合位点，具有保守的–10 区和–35 区

序列(图 2，加粗的核苷酸序列，双下划线表示

–35 区和–10 区)，说明 dxr1 基因的转录可能受

SigH 的控制。 

 

 
 

图 2.  dxr 基因启动子序列分析 

Figure 2.  Sequence analysis of the promoter of dxr gene. 
 

2.2  dxr1 基因转录调控分析 

为了研究 dxr1 基因的转录活性，构建了 dxr1 的

启动子 Pdxr1 融合 lacZ 基因的表达载体 pHTPdxr1，

分别电击转入 Bt HD73 菌株和 sigH 突变体，获得菌

株 HD (Pdxr1)和 ΔsigH (Pdxr1)。β-半乳糖苷酶活性

测定表明，在 SSM 培养基中，HD (Pdxr1)菌株的转

录活性在 T-2 与 T5 之间持续增加，从 T5 之后开始略

有下降(图 3)。与出发菌株相比，从 T-2 至 T10，Pdxr1

在 sigH 突变体中的转录活性显著下降(图 3)，说明

dxr1 基因的转录受 SigH 的控制。 

2.3  dxr 突变体的表型分析 

为了进一步明确 dxr 基因在 Bt 中的功能，利

用同源重组的方法，分别构建了 dxr1 和 dxr2 的突

变体，并进行了表型分析。生长曲线测定实验表

明(图 4-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，2 个 dxr 基因的缺

失对菌体生长均无明显影响。芽胞形成率实验表 
 

 
 

图 3.  Pdxr 的转录活性 

Figure 3.  Transcriptional activity of Pdxr. The 
standard deviation reflects the degree of dispersion of 
the value relative to the mean. 
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图 4.  dxr 突变体的表型分析 

Figure 4.  Phenotype of dxr mutants. A: growth curve; B: sporulation efficiency; C: Cry1Ac protein production;  
D: DXR activity. The standard deviation reflects the degree of dispersion of the value relative to the mean. 

 

明(图 4-B)，HD(dxr1)和 HD(dxr2)菌株芽胞形成

率与野生型 HD73 菌株相比无明显差异，说明 dxr

基因的缺失不影响芽胞形成率。将 HD73 菌株、

HD(dxr1)和 HD(dxr2)菌株在 LB 培养基中培养

至 T24，收集菌体，分析蛋白产量，结果表明在总

蛋白量相同的条件下，dxr 突变体和 HD73 野生菌

株的 Cry1Ac 蛋白产量无明显差异(图 4-C)，说明

dxr 基因的缺失对 Cry 蛋白产量无显著影响。1-脱

氧-D-木酮糖-5-磷酸还原异构酶活性测定实验表

明(图 4-D)，HD73 出发菌株中，T5 时期的 DXR

活性最高，与启动子的转录活性趋势一致(图 3)；

从 T3 到 T7，与 HD73 出发菌株比较，HD(dxr1)

和 HD(dxr2)突变菌株的 DXR 活性显著下降，说 

明 dxr 基因的缺失影响了 DXR 的活性。 

3  讨论和结论 

本研究发现，dxr1 基因上游启动子序列存在

SigH 结合位点，通过 β-半乳糖苷酶活性测定明确

了 dxr1 基因启动子的转录受 SigH 的控制。但是

在 sigH 突变体中(图 3)，dxr1 基因启动子的转录

活性明显降低，没有完全丧失，可能还存在其他

的 Sigma 因子控制 dxr1 的转录。通过 BPROM 预测

(http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom

&group=programs&subgroup=gfindb)，dxr1 基因的

上游可能还存在另外一个启动子(TTCATTGCTTT 

TTCGTTATTTTTTACAGTTTATCAC)。前期通过 
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生物信息学分析和 RT-PCR 实验发现(未发表)，

dxr2 基因与其上游的 6 个基因及下游的 3 个基因

共转录，形成一个转录单元，该转录单元的上游

启动子区域无 SigH 的结合位点，因此推测 dxr2

基因的转录可能不受 SigH 的直接控制。 

枯草芽胞杆菌中，DXR 由一个 dxr 基因编码，

而在 Bt HD73 中，有 2 个 dxr 基因(dxr1 和 dxr2)

编码 DXR，通过序列比对分析发现，Bt 中的 dxr2

基因及其上下游基因在基因组中的位置排列与 Bs

相似(图 5)，而在 Bs 中没有发现与 Bt 的 dxr1 基因

及其上下游基因相似的组织结构。本研究发现，

单独突变 dxr1 或 dxr2，对菌体的生长、芽胞形成

和 Cry 蛋白的产量没有影响，但使 DXR 活性下降，

可能是 dxr1 和 dxr2 基因存在互补功能，缺失其中

一个基因，不会使 DXR 的活性完全丧失，也不会

使菌株的重要表型受到影响。 

在 Bt 中，通过 MEP 代谢途径产生的 DMAPP

和 IPP 可以进一步生成法尼基二磷酸(FPP)和香叶

基香叶基二磷酸(GGPP)，FPP 和 GGPP 是(E)-4,8-

二甲基-1,3,7-壬三烯(DMNT)和(E,E)-4,8,12-三甲

基-1,3,7,11-十三碳四烯(TMTT)合成的前体。当大

部分裸子植物和被子植物受到食草动物和病原菌

胁迫时会大量释放 DMNT 和 TMTT 这些挥发性萜

烯类化合物，它们作为化学信号，可以被食草性

昆虫识别，驱使其他的食草昆虫远离该植株，避

免 再 次 被 取 食 [31–32] 。 最 近 的 研 究 揭 示 了 植 物

DMNT 和 TMTT 合成途径上的关键 2 个萜烯类合

成酶基因，并将这 2 个基因转入水稻中，使水稻

挥发出 DMNT 和 TMTT，显著吸引了水稻害虫天

敌二化螟盘绒茧蜂，起到了对害虫的间接防御作

用，行为学检测的结果也证明 DMNT 和 TMTT 对

小菜蛾绒茧蜂也具有明显的吸引作用[33]。因此，

通过将植物来源的萜烯类合成酶基因转入 Bt 菌株

中，使其利用自身代谢产生的 FPP 和 GGPP，产

生对天敌有吸引作用的 DMNT 和 TMTT，可以成

为一种既对害虫有毒杀作用，又吸引天敌的双重

绿色防控策略。通过对 Bt MEP 代谢途径的转录调

控机制的研究，加深对该途径的认识，为更好地

利用该代谢途径生产高效广谱的工程菌提供理论

基础。

 

 

 
图 5.  Bt 和 Bs 中 dxr 基因组成结构 

Figure 5.  The organization of the dxr gene in Bt and Bs. 
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Transcription of dxr1 is controlled by SigH in Bacillus  
thuringiensis 
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Abstract: [Objective] Terpenoids are widely present in various organisms and play key roles in all forms of life. 

Two pathways have been found for the biosynthesis of terpenoids: the mevalonate (MVA) pathway and 

2-methyl-D-erythritol-4-phosphate (MEP) pathway. 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate reductoisomerase (DXR) is a 

key enzyme in the MEP pathway that catalyzes 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate to generate MEP. DXR is encoded 

by a dxr gene in Bacillus subtilis, while two dxr genes (dxr1 and dxr2) encode DXR in Bacillus thuringiensis (Bt). 

To determine the mechanism of transcriptional regulation and the function of dxr gene, we analyzed the 

transcriptional regulation of dxr1 gene and phenotype of dxr1 and dxr2 mutants of Bt HD73. [Methods] 

Transcriptional start site was analyzed by 5RACE. Transcriptional activity of dxr1 promoter (Pdxr1) was analyzed 

by promoter fusions with lacZ gene. dxr1 and dxr2 mutants of Bt HD73 strain were constructed by homologous 

recombination. Comparison of the Cry1Ac protein production was determined by protein quantitation. DXR 

activity was determined by DXR detection kit. [Results] A G residue located 39 bp upstream from the dxr1 start 

codon was identified. The transcriptional activity of Pdxr1 was sharply decreased in sigH mutant compared with 

that in HD73 wild-type. Mutation of dxr1 or dxr2 has no significant differences on growth, sporulation efficiency 

and Cry1Ac protein production. However, the DXR activity was decreased in the mutants. [Conclusion] 

Transcription of dxr1 is controlled by SigH. Deletion of dxr genes influenced the activity of DXR. 

Keywords: Bacillus thuringiensis, MEP pathway, DXR, dxr gene, transcriptional regulation 
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