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摘   要：【目的】在苏云金芽胞杆菌(Bacillus thuringiensis, Bt)中表达截短后的转宿主粘虫颗粒体

病毒(Pseudaletia unipuncta granulovirus-Ps, PuGV-Ps)增效蛋白，为构建增效 Bt 工程菌提供理论基

础。【方法】通过对截短后增效蛋白的密码子进行优化，构建增效蛋白及其融合蛋白表达载体，

分析不同启动子指导下增效蛋白表达量的变化，明确增效蛋白对 Bt 的增效活性。【结果】本研究

构建了表达载体 pHTPcry1AcCoEn81、pHTRHCoEn81 和 pHTNCCoEn81，SDS-PAGE 结果显示

pHTPcry1AcCoEn81 和 pHTNCCoEn81 分别可以产生 81 kDa 和 134 kDa 的重组蛋白。启动子 Pcry1Ac

和 Pcry8E 指导下的增效蛋白表达量和重组增效蛋白产量均无显著性差异。生物测定结果表明，重

组增效蛋白可以显著增加 Bt 对小菜蛾的杀虫活性。【结论】研究结果表明，密码子优化的 PuGV-Ps
增效蛋白可以在 Bt 中表达并具有显著增效活性，为高效苏云金芽胞杆菌工程菌的构建及应用提供

理论指导。 
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Abstract: [Objective] To express the truncated fragments of enhancin gene from Pseudaletia 
unipuncta granulovirus-Ps (PuGV-Ps) in Bacillus thuringiensis (Bt) and provide a theoretical 
basis for the construction of Bt engineering bacteria. [Methods] The codon of the truncated 
fragments of enhancin gene was optimized for the construction of the expression vectors of 
enhancin and the expression of fusion proteins. Then, the expression levels of enhancin under 
the guidance of two promoters were analyzed, and the synergistic activity of enhancin on Bt 
was determined. [Results] The expression vectors pHTPcry1AcCoEn81, pHTRHCoEn81, and 
pHTNCCoEn81 were constructed in the study. SDS-PAGE showed that pHTPcry1AcCoEn81 and 
pHTNCCoEn81 produced recombinant proteins of 81 kDa and 134 kDa, respectively. There 
was no significant difference in the expression level of enhancin or the yield of recombinant 
protein under the guidance of promoters Pcry1Ac and Pcry8E. Furthermore, the recombinant 
enhancin significantly increased the insecticidal activity of Bt against Plutella xylostella. 
[Conclusion] The codon-optimized enhancin of PuGV-Ps can be expressed in Bt and has 
significant synergistic activity, which provides theoretical guidance for the construction and 
application of Bt engineering bacteria with high efficiency. 
Keywords: Pseudaletia unipuncta granulovirus-Ps; Bacillus thuringiensis; enhancin; synergistic 
activity 
 

苏云金芽胞杆菌(Bacillus thuringiensis, Bt)
是重要的生物防治因子，在形成芽胞的同时能

够合成具有特异杀虫活性的杀虫晶体蛋白

(insecticidal crystal proteins, ICPs)，在农业、林业

及卫生害虫的防治中得到了广泛的应用[1]。但是

传统的 Bt 菌株存在杀虫谱窄、毒力低等缺点，通

过生物技术手段构建高效广谱的Bt 工程菌成为国

内外微生物农药发展的重要方向[2-3]。Hu 等[4]通

过将几丁质酶和 Cry2Aa 共表达，可以增强 Bt
对棉铃虫(Helicoverpa armigera)的杀虫活性。 

Chen 等[5]的研究发现，将蜘蛛毒素和 Cry1Ac

融合表达可以增强 Bt 对多种鳞翅目害虫、螨虫和

线虫的杀虫活性。因此，在 Bt 中表达外源蛋白以

提高其杀虫活性、拓宽其杀虫谱具有可行性。 

研 究 表 明 ， 转 宿 主 粘 虫 颗 粒 体 病 毒

(Pseudaletia unipuncta granulovirus-Ps, PuGV-PS)
可以增强 Bt 的杀虫活性[6-7]，Xu 等[8]进一步证

明了增效蛋白(enhancin, En)是 PuGV-Ps 起增效

作用的主要成分。增效蛋白是一类由杆状病毒

基因编码的金属蛋白酶，其分子量大小通常为
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89−110 kDa，可以降解寄主昆虫肠粘蛋白(insect 
intestinal mucin, IIM)，进而增加中肠围食膜

(peritrophic matrix, PM)的通透性，促进病毒粒

子的感染[9-10]。Yin 等[11]对增效蛋白锌离子结合

域的氨基酸残基进行定点突变，可以显著减弱

其增效活性，证明了其金属蛋白酶的特性。此

外，在核型多角体病毒(nuclearpolyhedrosisvirus, 
NPV)和痘病毒(entomopxvirus, EPV)中也鉴定

出增效蛋白及其同源蛋白[12-13]。增效蛋白不仅

能提高多种 NPV 的侵染能力[14-15]，还可以增强

Bt 的杀虫活性[6,16-17]。 
虽然原核表达的增效蛋白对 Bt具有增效活

性，但由于其分子量较大，重组表达具有一定

难度，限制了对增效蛋白的深入研究与利用。

Han 等[18]通过对截短后的 PuGV-Ps 增效蛋白活

性进行分析，发现缺失 N 端 M60-like 结构域或

C 端糖蛋白结合域的增效蛋白依然具有增效活

性。但是由于原核表达具有较高的生产成本，

而无法大规模应用到生产中，需要探索增效蛋

白应用的新途径。因此，本研究通过对 PuGV-Ps
截短后的增效蛋白基因序列进行优化，分析增

效蛋白在 Bt 中的表达水平及对 Bt 的增效活性，

探索增效蛋白基因的合理利用途径，为构建高

效的 Bt 工程菌提供理论支持。 

1  材料与方法 
1.1  实验材料 

本研究用的菌株和质粒信息见表 1。大肠

杆菌(Escherichia coli)菌株 Top10 和 ET 分别用

于进行分子克隆和质粒去甲基化实验，并在

37 ℃条件下培养。Bt 库斯塔克亚种(B. thuringiensis 
subsp. kurstaki, Btk)野生株 HD73 和无晶体突变

株 HD73‒，在 30 ℃条件下培养。小菜蛾(Plutella 
xylostella)幼虫为实验室人工利用小青菜幼苗

饲养，温度 25 ℃，相对湿度 60%−70%，光周

期 14L:10D。 

 
表 1  菌株与质粒 
Table 1  Strains and plasmids 
Strains and plasmids Characterization Resource 

Escherichia coli strains   
E. coli Top10 Molecular clone Lab stock 
E. coli ET Demethylation Lab stock 

Bacillus thuringiensis strains  
HD73 Wild type containing cry1Ac gene Lab stock 

HD73‒ Acrystalliferous mutant strain Lab stock 
HD‒ (RHCoEn81) HD73‒ with recombinant vector pHTRHCoEn81 This study 

HD‒ (NCCoEn81) HD73‒ with recombinant vector pHTNCCoEn81 This study 
HD‒ (Pcry1AcCoEn81) HD73‒ with recombinant vector pHTPcry1AcCoEn81 This study 
HD‒ (Pcry8ECoEn81) HD73‒ with recombinant vector pHTPcry8ECoEn81 This study 

Plasmids   
pHT315 Expression vector, 6.5 kb, A+, E+ Lab stock 
pHTRHCoEn81 pHT315 containing CoEn81 and cry1Ac This study 
pHTNCCoEn81 pHT315 containing CoEn81 and part of cry1Ac This study 
pHTPcry1AcCoEn81 pHT315 containing Pcry1Ac and CoEn81 This study 
pHTPcry8ECoEn81 pHT315 containing Pcry8E and CoEn81 This study 
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1.2  增效蛋白基因优化 
根据前期 PuGV-Ps 增效蛋白结构域分析结

果[18]，选取 C 端糖蛋白结合域缺失的增效蛋白

序列(En81)进行密码子优化。利用在线数据库

Codon Usage Databass (http://www.kazusa.or.jp/ 
codon/)获取 Btk 的密码子使用频率表，利用在

线软件DNAWorks (https://hpcwebapps.cit.nih.gov/ 
dnaworks/)对增效蛋白密码子进行优化。优化后

的增效蛋白基因序列(CoEn81)经通用生物系统

(安徽)有限公司进行人工合成，合成后的序列克

隆至质粒 pUC57 中(pUC57-CoEn81)用于后续表

达载体构建。 

1.3  PCR 扩增 
选用 TaKaRa 公司的 PrimeStar 酶，扩增程

序为：98 ℃ 4 min；98 ℃ 10 s，55 ℃ 15 s，72 ℃ 
1 kb/min，30 个循环；72 ℃ 10 min。引物由通

用生物(安徽)股份有限公司合成，引物序列见

表 2。 

1.4  增效蛋白表达载体构建 
增效蛋白表达载体的构建过程如图 1 所示。 

1.4.1  增效蛋白与 Cry1Ac 融合表达 
以 HD73 基因组为模板，1AcPF/1AcR 为引

物，扩增 Cry1Ac 启动子区域及编码区(无终止密

码子)的片段3 925 bp (cry)。以质粒pUC57-CoEn81
为模板，RHF/RHR 为引物，扩增增效蛋白基因

2 103 bp (CoEn81-1)。以扩增产物 cry 和 CoEn81-1
为模板，1AcPF/RHR 为引物，进行重叠 PCR，扩

增 cry 和 CoEn81-1 融合片段 6 028 bp (RHCoEn81)。
质粒 pHT315 经限制性内切酶 Hind Ⅲ和 EcoR Ⅰ
酶切后，利用同源重组试剂盒(南京诺唯赞生物

科技股份有限公司)与融合片段 RHCoEn81进行

连接，连接产物转化至 Top10 菌株中，经测序 

 
表 2  引物序列 
Table 2  Primer sequences 
Primer names  Sequences (5′→3′) Restriction sites 
1AcPF GACCATGATTACGCCAAGCTTTTGCAGGTAAATGGTTCTAACATGT Hind Ⅲ 
1AcPR CGGAACAATTACCTTATAACTCATAAGTTACCTCCATCTCTTTTATTA  
1AcR GGAACAATTACCTTATAACTCATTTCCTCCATAAGGAGTAATTCCAC  
RHF GTGGAATTACTCCTTATGGAGGAAATGAGTTATAAGGTAATTGTTCC  
RHR TTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCTAACTGTAGTTGTCTAGGAAAGC EcoR Ⅰ 
1Ac5′ CGGAACAATTACCTTATAACTCATAATTGGATATCTTCTACTATCATA  
1Ac3′ GCAGCTTTCCTAGACAACTACAGTGTCATTAAAAATGGTGATTTTAAT  
1AcTF GCTTTCCTAGACAACTACAGTTAATCTCATGCAAACTCAGGTTTAAAT  
1AcTR AAATAAAGCACTAATAGGGTGTTTTTGGAATTCACTGGCCGTCGTTTT EcoR Ⅰ 
PT1 TAATAAAAGAGATGGAGGTAACTTATGAGTTATAAGGTAATTGTTCCG  
PT2 ATTTAAACCTGAGTTTGCATGAGATTAACTGTAGTTGTCTAGGAAAGC  
PT3 ATCTTGTGTATGTATAGGAGGAAAATAGATGGATAACAATCCGAACATCAATG  
8EPF GACCATGATTACGCCAAGCTTAATGCACCTCCAATTGTTAATTATGT Hind Ⅲ 
8EPR CATTGATGTTCGGATTGTTATCCATCTATTTTCCTCCTATACATACACAAGAT  
gatB F AGCTGGTCGTGAAGACCTTG  
gatB R CGGCATAACAGCAGTCATCA  
qcry1Ac F CGCAGAATCTTTTAGAGAGTGG  
qcry1Ac R CATGTCATTGAATTGAATACGC  
qCoEn81 F GCAATCTTCCTAACAAAGCAGCAT  
qCoEn81 R CGTTGGACTAATTCGCAAATAATC  
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图 1  重组质粒 pHTRHCoEn81、pHTNCCoEn81、pHTPcry1AcCoEn81 和 pHTPcry8ECoEn81 的构建 
Figure 1  Construction of recombinant plasmids pHTRHCoEn81, pHTNCCoEn81, pHTPcry1AcCoEn81, and 
pHTPcry8ECoEn81. 
 
正确后，提取重组质粒 pHTRHCoEn81。重组质

粒经 ET 菌株去甲基化后，电击转化至 HD73‒

菌株中，获得重组菌 HD‒ (RHCoEn81)。 
1.4.2  增效蛋白与 Cry1Ac N 端和 C 端融合表达 

以 HD73 基因组为模板，1AcPF/1Ac5′为引

物，扩增 Cry1Ac 启动子区域及 N 端序列 1 186 bp 
(cryN)；1Ac3′/1AcTR 为引物，扩增 Cry1Ac C
端及终止子序列 934 bp (cryC)。以质粒 pUC57- 

CoEn81 为模板，NCF/NCR 为引物，扩增增效

蛋白基因 2 100 bp (CoEn81-2) (无终止密码子)。
分别以扩增产物 cryN、CoEn81-2、cryC 为模板，

1AcPF/1AcTR 为引物，进行重叠 PCR，获得融

合片段 4 172 bp (NCCoEn81)。质粒 pHT315 经

限制性内切酶 Hind Ⅲ和 EcoR Ⅰ酶切后，利用同

源重组与融合片段 NCCoEn81 进行连接，连接

产物转化至 Top10 菌株中，经测序正确后，提
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取重组质粒 pHTNCCoEn81。重组质粒经 ET 菌

株去甲基化后，电击转化至 HD73‒菌株中，获

得重组菌 HD‒ (NCCoEn81)。 
1.4.3  cry1Ac 启动子指导增效蛋白表达 

以 HD73 基因组为模板，1AcPF/1AcPR 为

引物，扩增 cry1Ac 启动子区域 415 bp (Pcry1Ac)；
以 1AcTF/1AcTR 为引物，扩增 cry1Ac 终止子

区域 328 bp (Tcry1Ac)。以质粒 pUC57-CoEn81 为

模板，PT1/PT2 为引物，扩增增效蛋白基因    
2 103 bp (CoEn81-3)。分别以扩增产物 Pcry1Ac、

CoEn81-3、Tcry1Ac为模板，1AcPF/1AcTR 为引物，

进 行 重 叠 PCR ， 获 得 融 合 片 段 2 798 bp 
(Pcry1AcCoEn81)。质粒 pHT315 经限制性内切酶

Hind Ⅲ和 EcoR Ⅰ酶切后，利用同源重组与融合

片段 Pcry1AcCoEn81 进行连接，连接产物转化至

Top10 菌株中，经测序正确后，提取重组质粒

pHTPcry1AcCoEn81。重组质粒经 ET 菌株去甲基

化后，电击转化至 HD73‒，获得重组菌 HD‒ 
(Pcry1AcCoEn81)。 
1.4.4  cry8E 启动子指导增效蛋白表达 

以 HD (Pcry8E-lacZ)基因组为模板，8EPF/8EPR
为引物，扩增 cry8E 启动子区域 891 bp (Pcry8E)。
以 HD (Pcry1AcCoEn81)基因组为模板，PT3/1AcTR
为引物，扩增包含 cry1Ac 终止子在内的增效蛋

白基因 2 435 bp (CoEn81-4)。以扩增产物 Pcry8E

和 CoEn81-4 为模板，8EPF/1AcTR 为引物，进行

重叠 PCR，获得融合片段 3 272 bp (Pcry8ECoEn81)。
质粒 pHT315 经限制性内切酶 Hind Ⅲ和 EcoR Ⅰ
酶切后，利用同源重组与融合片段 Pcry8ECoEn81

进行连接，连接产物转化至 Top10 菌株中，经

测序正确后，提取重组质粒 pHTPcry8ECoEn81。

重组质粒经 ET 菌株去甲基化后，电击转化至

HD73‒菌株中，获得重组菌 HD‒ (Pcry8ECoEn81)。 

1.5  增效蛋白抗体制备 
增效蛋白抗体由南京钟鼎生物技术有限公

司制备。利用前期原核表达得到的重组增效蛋

白[18]，免疫 2 只新西兰白兔(2.0−2.5 kg)，皮下

免疫 400 μg/次，2−3 周免疫 1 次，待抗血清针

对重组增效蛋白的效价大于 1:50 000 时进行采

血，制备抗血清。将重组增效蛋白与琼脂糖介

质偶联制备成抗原亲和纯化层析柱，将所得抗

血清与 PBS 等量混合后缓慢上样，待抗体结合

后用甘氨酸洗脱缓冲液洗脱，即得到所需纯化

抗体，立即在 PBS 中进行 4 ℃透析过夜，−80 ℃
保存备用。 

1.6  重组菌的蛋白表达检测 
重组菌经 SSM 培养基(8 g/L 营养肉汤， 

0.12 g/L MgSO4，1 g/L KCl，0.5 mmol/L NaOH，

25 μg/mL 红霉素)培养 25 h 后(此时芽胞和晶体

已经形成，但是菌体未裂解)，取 50 mL 培养液，

10 000 r/min 离心 2 min，弃上清，加入 5 mL 无

菌水重悬菌体。菌悬液采用 BioSafer 超声破碎仪，

强度 10%，3 s/5 s，运行 5 min 经超声破碎后，

取 100 μL 破碎液 10 000 r/min 离心 5 min，保留

上清液备用，沉淀加入 100 μL 无菌水重悬备用。

分别取破碎液、上清液、重悬液各 100 μL，加入

25 μL 0.5 mmol/L 的 NaOH 溶液，室温放置 5 min
后，加入 75 μL 3×上样缓冲液。100 ℃煮沸 10 min，
10 000 r/min 离心 5 min 后，取上清液 10 μL 分别

进行 Western blotting 和 SDS-PAGE 检测。 

1.7  实时荧光定量 PCR 
重组菌在 SSM 培养基中培养至 T0和 T8时，

采用 TRIzol (Invitrogen)法提取总 RNA。使用

gDNA Eraser (Perfect Real Time) (TaKaRa)将纯

化的 RNA 逆转录为 cDNA。选择 gatB 作为内

参基因[19]，采用的特异引物见表 2。采用 TaKaRa
公司的定量试剂盒 TB Green Fast qPCR Mix 和

ABI 公司的 StepOnePlus 实时 PCR 系统进行实

时定量 PCR (real-time quantitative PCR, qPCR)。
实验设置 3 个技术重复和 3 个生物学重复，验
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证引物的特异性和扩增效率，并采用 2−ΔΔCT

法计算增效蛋白基因的相对表达量。  

1.8  重组增效蛋白的纯化 
挑取单菌落于 5 mL SSM 培养基中，220 r/min、

30 ℃过夜培养，将母液按 1:100 的比例加入到

50 mL 新鲜的 SSM 培养基中，220 r/min、30 ℃
培养至母细胞完全裂解。取培养液 10 000 r/min
离心 10 min，弃上清，分别用 2 mol/L 和 3 mol/L
的尿素充分洗涤沉淀，最后用 8 mol/L 的尿素溶

解沉淀。将含有重组蛋白的尿素溶液，加入到

半透膜中，依次放入到 6、4、2、1、0.5、0 mol/L
的尿素溶液中，分别在 4 ℃中孵育 12 h 进行复

性，复性后的重组增效蛋白置于−80 ℃保存。 

1.9  生物测定 
菌株 HD73 在发酵培养基(2%淀粉，4.5%

豆饼粉， 2.0%玉米浆， 0.1% MgSO4， 0.1% 
CaCO4，0.1% KH2PO4)中，220 r/min、30 ℃培

养至晶体蛋白完全释放。发酵液经梯度稀释至

4、2、1、0.5、0.25 mL/L 后，取 4 cm×4 cm 大

小的青菜叶片，完全浸渍于稀释液中 5 min。同

时，另取一组发酵稀释液，每个浓度梯度加入

终浓度为 500 μg/L 的重组增效蛋白，以相同的

方法处理青菜叶片。取出叶片置于操作台上，

晾至无水渍后，将叶片放于直径为 90 mm 培养

皿，每皿接入 20 头 3 龄小菜蛾幼虫，放置于

25 ℃恒温培养箱中，48 h 后检查试虫死亡情况。

LC50 值和 95%置信区间 (confidence intervals, 
CIs)的分析采用 PoloPlus 软件[20]。致死中浓度

比值(LC50 ratio, LCR)的置信区间不包含 1 时，

表明 LC50 值是具有显著性差异的(P<0.05)。 

2  结果与分析 
2.1  PuGV-Ps 增效蛋白密码子优化 

截短后增效蛋白基因序列长度为 2 100 bp，

编码 700 个氨基酸，利用在线工具 Compute 
pI/Mw 估算其蛋白大小为 81 kDa。密码子未优

化增效蛋白基因(En81)的 GC 含量为 47%，密

码子优化后增效蛋白基因(CoEn81)的 GC 含量

为 38% (图 2)。 

2.2  重组 PuGV-Ps 增效蛋白质粒构建 
经 PCR 检测，目的条带大小正确，表明增

效蛋白与 Cry1Ac 融合表达载体 pHTRHCoEn81、

增效蛋白与 Cry1Ac N 端和 C 端融合表达载体

pHTNCCoEn81、cry1Ac 启动子指导增效蛋白表

达载体 pHTPcry1AcCoEn81 和 cry8E 启动子指导

增效蛋白表达载体 pHTPcry8ECoEn81 均构建成

功(图 3)。 

2.3  重组 PuGV-Ps 增效蛋白表达检测 
重组质粒 pHTRHCoEn81、pHTNCCoEn81、

pHTPcry1AcCoEn81 分别转入 HD73−中获得重组

菌 HD‒ (RHCoEn81)、HD‒ (NCCoEn81)和 HD‒ 

(Pcry1AcCoEn81)。重组增效蛋白 RHCoEn81、

NCCoEn81 和 CoEn81 (Pcry1Ac)分子量大小分别

约为 214、134、81 kDa，经 Western blotting 检

测后，均表达成功(图 4A)，但是 SDS-PAGE 检

测不到重组增效蛋白 RHCoEn81 的表达(图 4B)。 

2.4  PuGV-Ps 增效蛋白在 Bt 中的表达水

平分析 
实时定量 PCR 结果显示，在 T0 和 T8 时，

cry1Ac 的表达量分别是启动子 Pcry1Ac 指导下

CoEn81表达量的 3.6倍和 2.6倍，是启动子Pcry8E

指导下 CoEn81 表达量的 2.9 倍和 2.3 倍；启动

子 Pcry1Ac 和 Pcry8E 指导下 CoEn81 的表达量无显

著性差异(图 5A)。通过对 HD‒ (Pcry1AcCoEn81)
和 HD‒ (Pcry8ECoEn81)中增效蛋白的产量分析

可知，增效蛋白在 Bt 中以包涵体的形式存在，

2 种启动子指导下的增效蛋白产量无差异，但

产量均低于 Cry1Ac (图 5B)。 
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图 2  截短后的 PuGV-Ps 增效蛋白密码子优化 
Figure 2  Codon optimization of short-enhancin. A: En81. B: CoEn81. 
 

 
 
图 3  PCR 检测重组 PuGV-Ps 增效蛋白质粒 
Figure 3  The recombinant plasmids were detected 
by PCR. M: Marker; Lane 1: pHTRHCoEn81; Lane 2: 
pHTNCCoEn81; Lane 3: pHTPcry1AcCoEn81; Lane 4: 
pHTPcry8ECoEn81. 

2.5  PuGV-Ps 增效蛋白对 Bt 的增效活性

分析 
对小菜蛾的生物测定结果表明，HD73 的

LC50 值为 1.004 μL/L，而添加终浓度为 500 μg/L
的重组增效蛋白后，其 LC50 值降低为 0.269 μL/L 
(表 3)。平等性假设(hypothesis of equality)通过

(P<0.05)，而平行性假设(hypothesis of parallelism)
未通过(P>0.05)，表明 2 条毒力回归曲线平行不

相等(图 6，表 3)。致死终浓度比值(LCR)为 0.268，
95%置信区间为 0.210−0.341，不包含 1，表明   
2 个 LC50 值具有显著性差异。因此，重组增效

蛋白可以增强 Bt 对小菜蛾的杀虫活性。 
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图 4  重组 PuGV-Ps 增效蛋白表达检测 
Figure 4  Expression detection of recombinant proteins by western blotting (A) and SDS-PAGE (B). M: Marker; 
Lane 1 and 4: RHCoEn; Lane 2 and 5: NCCoEn81; Lane 3 and 6: Pcry1AcCoEn81; Lane 7: Cry1Ac; Lane 8: 
En-BL21. The recombinant enhancin in lanes 5 and 6 were marked with blue and red arrows, respectively. 
 

 
 

图 5  PuGV-Ps 增效蛋白在 Bt 中的表达水平 
Figure 5  Expression level analysis of enhancin in Bt by qPCR (A) and SDS-PAGE (B). T0 is the end of the 
exponential phase and Tn is n hours after the end of the exponential phase. Three technical replicates and three 
biological replicates were performed. Error bars represent one standard error of the mean, P<0.05. *: Significant 
difference, P<0.05. ns: No significant difference, P>0.05. M: Marker; Lane 1: En-BL21; Lane 2 and 3: Cry1Ac; 
Lane 4 and 5: Pcry1AcCoEn81; Lane 6 and 7: Pcry8ECoEn81. Lane 2, 4 and 6 are sediment; Lane 3, 5 and 7 are supernatant. 
 
表 3  Bt 菌株 HD73 对小菜蛾的杀虫活性 
Table 3  Insecticidal activities of Bacillus thuringiensis strain HD73 against Plutella xylostella 
Strain LC50 (95% CI) 

(μL/L) 
Slope±SE χ2 (df) LCR50 (95% CI) Hypothesis of 

equality (χ2, P) 
Hypothesis of 
parallelism (χ2, P) 

HD73 1.004 (0.852−1.186) 2.382±0.234 2.037 (3) ‒ ‒ ‒ 
HD73+CoEn81 0.269 (0.227−0.323) 2.245±0.228 2.030 (3) 0.268 (0.210−0.341) 78.43, 0.001 0.17, 0.676 
‒: No data. 
 

3  讨论与结论 

Bt 是应用最为广泛的杀虫细菌，构建转增效

蛋白工程菌可以有效提高 Bt 的杀虫活性。不同

颗粒体病毒的增效蛋白 N 端同源性大于 C 端[21]，

其 N 端含有锌离子结合域(HEXXH)，具有金属 

蛋白酶活性，去除 C 端糖蛋白结合域的增效蛋

白依然具有增效活性，同时，截短后的增效蛋

白具有较高的表达量[18]。多种颗粒体病毒的增

效蛋白均可以通过大肠杆菌表达系统成功表

达，且对 Bt 具有增效活性[8,22]，但尚未有在 Bt
中成功表达增效蛋白的报道。本研究构建了增 
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图 6  Bt 对小菜蛾的毒力回归曲线 
Figure 6  Toxicity regression curve of Bt to     
Plutella xylostella. 
 
效蛋白及其融合蛋白的表达载体，并成功地在

Bt 中表达了分子量分别为 81、134、214 kDa
的重组蛋白，其中与 Cry1Ac 共表达的分子量为

214 kD 的融合蛋白，由于融合蛋白过大，导致表

达量太低，利用 SDS-PAGE 无法检测到其表达。 
重组蛋白分子量大小会影响外源基因在 Bt

中表达，而密码子偏爱性、mRNA 稳定性、启

动子活性等同样也是影响外源蛋白表达量变化

的主要因素[23-25]。密码子优化策略是解决密码

子偏好性最常用的方法，主要是将目的基因密

码子与宿主基因组中具有最高频率的同义密码

子进行替换[26-27]。前期研究发现，未优化的增

效蛋白基因无法在 Bt 中表达(数据未显示)，因

此本研究通过获取 Bt 密码子使用频率表，对截

短后的 PuGV-Ps 增效蛋白密码子进行优化，消

除了密码子偏爱性对增效蛋白表达量的影响。

此外，本研究还引入了杀虫基因 cry1Ac 的终止

子序列，用于增强增效蛋白 mRNA 稳定性。终

止子含有富含 GC 的反向重复序列，能够形成

稳定的茎环结构，通过阻止核酸外切酶对

mRNA 的降解，增加 mRNA 的稳定性，促进目

标基因的表达[23,25]。 
Bt 中不同启动子指导的 cry 基因的表达量

是不同的。Bt 中强启动子 Pcry1Ac 为重叠的双启

动子 Bt Ⅰ和 Bt Ⅱ，二者分别由 σE 和 σK 调控，是

芽胞依赖型启动子，可以指导多种 Cry 蛋白的异

源表达[23,28]。启动子 Pcry8E受 σH 调控，是一个营

养期表达的弱启动子，但是其指导下的 Cry1Ac
的表达量要高于 Pcry1Ac 指导下 Cry1Ac 的表达  
量[29-30]。本研究分别利用启动子 Pcry1Ac 和 Pcry8E

指导增效蛋白表达，结果表明，在 2 种启动子

的指导下，增效蛋白虽然可以成功表达，但是

其表达量显著低于 Cry1Ac 的表达量。因此，我

们推测，增效蛋白为非 Bt 源蛋白，不同于 Cry
蛋白，能够指导 Cry 蛋白高表达的启动子并不

一定可以指导非 Bt 源蛋白的高表达。 
枯草芽孢杆菌(B. subtilis, Bs)具有非致病

性、分泌蛋白能力强等特性，是异源表达的理想

宿主，同时关于其启动子的研究也较为深入[31]。

Bs 含有的主要转录因子有 Spo0A、σH、σF、σE、

σG 和 σK 等，这些转录因子间存在级联调节机

制，Bt 中也存在类似的机制[32]。因此，根据 Bs
和 Bt 转录调控存在一定相似性，利用 Bs 中的

高效启动子，在 Bt 中表达外源蛋白具有一定可

行性。接下来我们会筛选 Bs 中的强启动子，在

Bt 中验证其对增效蛋白的表达水平，进一步构

建高效表达增效蛋白的 Bt 工程菌。 
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