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摘要：【目的】分析苏云金芽孢杆菌的 cry2A型芽孢期启动子对晶体蛋白 Cry11Aa的协调作用和分子

伴侣 ORF1-ORF2对 Cry11Aa表达的促进功能。【方法】3个包括 cry11Aa编码区的重组质粒 pHcy1、

pHcy2 和 pHcy4 被构建并电激转化到苏云金芽孢杆菌晶体缺陷株 4Q7 中，其中 pHcy1 质粒携带

cry11Aa基因自身启动子和分子伴侣 p19基因，pHcy2携带 cry2A型芽孢期启动子和分子伴侣 orf1-orf2

基因，pHcy4质粒在 pHcy1的上游插入了 cry2A型芽孢期启动子和分子伴侣 orf1-orf2基因。SDS-PAGE

分析了 Cry11Aa蛋白在各重组苏云金菌株中的表达情况，并通过生物测定确定了其对蚊虫的生物活

性。【结果】SDS-PAGE 结果表明，Cry11Aa 蛋白在 4Q7(pHcy1)和 4Q7(pHcy4)均获得了表达，在

4Q7(pHcy2)中未检测到 Cry11Aa 蛋白，推测晶体蛋白 Cry11A 不能利用 cry2A 型启动子进行表达调

控；Cry11Aa 蛋白在等体积 4Q7(pHcy4)培养液中的表达量是 4Q7(pHcy1)菌株的 1.25 倍，暗示着分

子伴侣 ORF1-ORF2在某种程度上能提高 Cry11Aa的蛋白表达量。4Q7(pHcy1)和 4Q7(pHcy4)形成的

Cry11Aa 蛋白晶体的形状和大小相似，两者对致倦库蚊的生物活性没有明显差异，LC50s 分别为   

59.33 ng/mL 和 66.21 ng/mL，。【结论】推测晶体蛋白 Cry11A能否成功表达与其使用启动子的类型和

两者的协调配合有关。分子伴侣 ORF1-ORF2 虽然在某种程度上能提高 Cry11Aa 的蛋白表达量，但

对提高 Cry11Aa蛋白的杀蚊毒力没有显著性帮助。 
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苏云金芽孢杆菌 (Bacillus thuringiensis, Bt) 在

其 芽 孢 生 长 阶 段 能 产 生 多 种 杀 虫 晶 体 蛋 白

（Insecticidal Crystal Proteins, ICPs），广泛用于防治
直翅目、鞘翅目、双翅目、膜翅目，特别是鳞翅目的

多种作物害虫，对人、畜、植物等非目标生物十分安全。 
ICP的高效表达与其相应的启动子类型和分子伴

侣基因有关。cry11Aa启动子区、p19基因和 cry11Aa
基因共同组成 cry11Aa 操纵子，p19 基因编码蛋白的

氨基酸组成中富含半胱氨酸残基，能有效形成二硫

键，这个特点与 ICPs晶体化密切相关[1, 2]，因此有人

估计 p19 基因很可能是 Cry11Aa 蛋白结晶的根本原 
因[2~4]，但已有证据证明 Cry11Aa 蛋白的表达和晶体
形成与 p19 基因无关[5]。cry2A 启动子区、orf1-orf2
串联基因和 cry2Aa基因共同组成 cry2Aa操纵子，orf1
编码的 ORF1蛋白既不是晶体形成所必需的，自身也
不产生任何毒力[6]；orf2 编码的 ORF2 蛋白能够提高
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Cry2类蛋白的产量和结晶程度[6,7]。 
本研究利用 cry2A型芽孢期启动子和分子伴侣基

因 orf1-orf2 表达晶体蛋白 Cry11Aa，分析苏云金芽孢

杆菌的不同启动子类型和分子伴侣基因对晶体蛋白

的协调作用，为进一步寻找分子伴侣基因与 ICP基因

的最佳搭配形式，以及利用分子伴侣基因构建高效杀

虫工程菌提供了重要参考。 

1  材料和方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒：实验中使用的菌株和质粒见表 1，
其中大肠杆菌（Escherichia coli）和苏云金杆菌（B. 
thuringiensis）分别在 37℃和 28℃培养，抗生素的使
用浓度为氨苄青霉素（Ampr）100 μg/mL 和红霉素
（Ermr）25 μg/mL。 

 
表 1  本研究中的菌株和质粒 

Table 1  Bacterial strains and plasmids in this study 

Plasmids and Strains Characterization Sources or references 

Strains   

E.coli TG1 SupE hsd 5 △ thi  (△ lac-proAB) F’[traD36 proAB+ lacIq lacZ M15]△ Stored in this lab 
E.coli K12 McrA+, McrBC+, EcoK+ NEB Company 
B. thuringiensis 4Q7 Acrystalliferous mutant of B. thuringiensis subsp. israelensis Ohio State University, Columbus, USA
4Q7(pHT3101) 4Q7 containing the plasmid pHT3101 In this study 
4Q7(pHcy1) 4Q7 containing the plasmid pHcy1 [5] 
4Q7(pHcy2) 4Q7 containing the plasmid pHcy2 In this study 
4Q7(pHcy4) 4Q7 containing the plasmid pHcy4 In this study 

Plasmids   
pHT3101 Ermr and Ampr, shuttle vector of E. coli and B. thuringiensis [4] 
pWF26 pHT3101 carrying p19 gene, cry11Aa gene and p20 gene [4] 
pHY2P pHT3101 carrying cry2A promoter and orf1-orf2 genes [8] 
pHcy1 pHT3101 carrying cry11A promoter, p19 gene and cry11Aa gene [5] 
pHcy2 pHT3101 carrying cry2A promoter, orf1-orf2 and cry11Aa genes In this study 
pHcy4 pHT3101 carrying cry11A promoter, p19 gene, 

cry2A promoter, orf1-orf2 and cry11Aa genes 
In this study 

 
1.1.2  主要试剂和仪器：限制性内切酶和 T4 DNA连

接酶均购自 TaKaRa 公司；高保真 PCR 试剂盒购自

Roche公司；质粒提取试剂盒购自 Qiagen公司；蛋白

定量试剂盒购自 Bio-Rad公司。电转仪和蛋白电泳装

置为 Bio-Rad 公司，透射电子显微镜为 JEOL 公司。

质粒抽提、酶切反应、电泳鉴定、DNA 片段回收、

连接反应和大肠杆菌的转化等分子生物学操作参考

文献[9]。 

1.1.3  培养基：LB培养基参考文献[9]，G-Tris培养
基和 PWYE培养基配方见文献[7, 10]。 
1.2  重组质粒 pHcy2 和 pHcy4 的构建 

以重组质粒 pWF26 为模板，以 cry11A-5Sa2 与
cry11A-3Sp 为引物 [5]，用高保真 PCR 试剂盒扩增
cry11Aa基因的 2.0 kb 编码区，PCR产物经 SacⅠ/SphⅠ
双酶切后，连接至同样双酶切的 pHY2P 质粒上，构
建重组质粒 pHcy2。 

pHcy1质粒经 SacⅠ/SphⅠ双酶切，回收约 3.0 kb
片断，连接至同样双酶切的 pHY2P 质粒上，构建重

组质粒 pHcy4。 

1.3  Bt 菌株的电激转化 
Bt 4Q7 感受态的制备和电激转化见参考文献

[11]，电激采用 0.2 cm 电激杯，参数设定：电阻

400~800 Ω、电容 25 μF和电压 1.5~1.75 kV。 
1.4  蛋白定量分析 

Bt菌株在 1 mL PWYE培养基中过夜培养，次日
以 1︰100的比例转接到 50 mL G-Tris液体培养基中，
30℃振荡培养 4~5 d至芽孢脱落，4000×g离心 15 min，
收集沉淀并悬于 1 mL 双蒸水中，取 5 μL 进行
SDS-PAGE 电泳分析和定量 [5,7]。SDS-PAGE 凝胶用
Image Master VDS 系统进行扫描处理，对 Cry11Aa
蛋白带的积分光密度值（IOD值）进行定量分析，比
较相同的培养条件各重组 Bt 菌株在等体积的培养液
中产生 Cry11Aa蛋白量的比值。 

1.5  电镜观察 
收集培养至芽孢脱落成熟的 Bt 菌株，以无菌

ddH2O反复洗涤多次，菌液直接滴在铜网上，置于透
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射电子显微镜下观察。 

1.6  生物测定 
致倦库蚊（Culex quinquefasciatus）由本室饲养，

具体的生物测定方法参照 Beegel 等[12]方法进行。以

24孔细胞培养板作为生测容器，每个样品设 5个不同
的浓度，每个浓度组使用 25 头致倦库蚊三龄幼虫，
24 h 后统计蚊幼虫存活数，使用 Probit 软件计算 Bt
重组菌株的 LC50。 

2  结果和分析 

2.1  重组质粒的构建 
构建的重组质粒 pHcy1、pHcy3和 pHcy4的线性

示意图见图 1-A，3个重组质粒均携带 cry11Aa基因，
但该基因上游的启动子和分子伴侣基因不同。pHcy1
质粒上携带 cry11Aa 基因自身启动子和分子伴侣 p19
基因；pHcy2 质粒上携带 cry2Aa 型芽孢期启动子和
分子伴侣 orf1-orf2 基因；pHcy4 质粒在 pHcy1 的上
游插入了 cry2Aa 型芽孢期启动子和分子伴侣
orf1-orf2基因。重组质粒的酶切鉴定结果见图 1-B。 

 

 
 
图 1  重组质粒 pHcy1、pHcy2 和 pHcy4 的线性示意图(A) 
及其酶切鉴定(B) 
Fig. 1  The physical maps of the recombinant plasmids pHcy1, 
pHcy2 and pHcy4 (A) and their restriction analysis (B). A: p11 and p2 
correspond to the promoters of cry11A and cry2A genes respectively 
and arrows represent the transcription direction of genes. B: M. 
Lambda DNA/HindⅢ+EcoRⅠ; 1. pHY2P/SacⅠ+SphⅠ; 2. pHcy1/ 
SacⅠ+SphⅠ; 3. pHcy4/SacⅠ+SphⅠ; 4. pHcy4/Eco RⅠ+SacⅠ; 5. 
pHcy2/SacⅠ+SphⅠ. 
 
2.2  Cry11Aa 蛋白在重组 Bt 菌株中的表达 

分别将构建的重组质粒 pHcy2 和 pHcy4 电激至
Bt晶体缺陷型菌株 4Q7中，获得的 Bt重组菌株分别

命名为 4Q7(pHcy2)和 4Q7(pHcy4)，同时以载体
pHT3101 和 pHY2P 的电激转化作为阴性对照，以质
粒 pHcy1的电激转化作为阳性对照。SDS-PAGE分析
结果表明，Cry11Aa 蛋白在重组菌株 4Q7(pHcy1)和
4Q7(pHcy4)均获得了表达，且在等体积的 4Q7(pHcy4)
培养液中的表达量是 4Q7(pHcy1)菌株的 1.25 倍，在
重组菌株 4Q7(pHcy2)中未检测到 Cry11Aa蛋白（图 2）。 

 

 
 

图 2  重组菌株中 Cry11Aa 蛋白的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of Cry11Aa protein in Bt recombi-
nant strains. M. Protein molecular weight marker; 1-5. Represent 
4Q7(pHT3101), 4Q7(pHY2P), 4Q7(pHcy1), 4Q7(pHcy2) and 
4Q7(pHcy4) respectively. Arrow points to the expressed 68kDa 
Cry11Aa protein. 
 

2.3  晶体形成 
4Q7(pHT3101)、4Q7(pHY2P)和 4Q7(pHcy2)中仅

出现芽孢，而在表达 Cry11Aa 蛋白的 4Q7(pHcy1)和
4Q7(pHcy4)重组菌株中均能观察到芽孢和晶体，而且
形成的晶体大小相近、形状相似，均为典型的双梯形

结构（图 3）。 
 

 
 

图 3  表达 Cry11Aa 蛋白的重组菌株的透射电镜照片(8000×) 
Fig. 3  Transmission electron micrographs of Bt recombinant 
strains expressing Cry11Aa protein (×8000). Arrows point to 
Cry11Aa crystals and S represents spores of Bt strains. A: 
4Q7(pHcy1); B: 4Q7(pHcy4). 
 

2.4  Bt 重组菌株的杀蚊活性 
对重组菌株 4Q7(pHcy1)和 4Q7(pHcy4)进行

Cry11Aa 蛋 白 的 杀 蚊 生 物 测 定 ， 同 时 设 立

4Q7(pHT3101)和 4Q7(pHY2P)阴性对照。生物测定结
果表明，表达 Cry11Aa 蛋白的 4Q7(pHcy1)和 4Q7 
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(pHcy4)重组菌株均具有杀蚊活性，对三龄致倦库蚊
的 LC50分别为 59.33 ng/mL和 66.21 ng/mL，彼此之
间的毒力没有明显差异（表 2）。 

 
表 2  表达 Cry11Aa 蛋白的重组菌株对库蚊三龄 

幼虫的生物测定 
Table 2  Bioassay of Cry11Aa protein from Bt recombinant 

strains against 3rd-instar larvae of Culex quinquefasciatus 

Bt recombinant strains LC50/(ng/mL)a 95% fiducial limits

4Q7(pHcy1) 59.33 44.13−71.89 
4Q7(pHcy4) 66.21 51.06−85.86 
4Q7(pHT3101) NAb NA 
4Q7(pHY2P) NAb NA 

a The LC50 values represent the average of at least three repeti-
tions after 24 h of larvae exposure.   
b NA: no activity. 

 

3  讨论 

在苏云金芽孢杆菌中，许多因素如强启动子、稳

定的 mRNA、质粒高拷贝数和蛋白晶体化等都与 ICP

基因的高水平表达有关，而 ICP基因转录的时序性调

控又主要靠强启动子及识别相应启动子序列的

mRNA 聚合酶的σ因子共同作用来完成 [13]。cry11Aa

操纵子的启动子是双启动子结构，即 pBtⅠ和 pBtⅡ，

分别由 RNA 聚合酶辅助因子σ35 和σ28 识别 [1]；而

cry2Aa操纵子的启动子则是单一启动子结构，只由一

种σ因子识别[14]。cry11A基因在其本身启动子的控制

下（pHcy1），能够正常表达 [5]；但若不保留 cry11A

基因本身启动子区，直接将 cry2A 型启动子和

orf1-orf2分子伴侣基因与 cry11A基因的编码区相连，

在 4Q7(pHcy2)中则没有检测到 Cry11A 蛋白的表达

（图 2），推测 Cry11A蛋白不能利用 cry2A型启动子

进行表达可能是由于该基因不能识别 cry2A型单启动

子结构的 σ 因子造成的。这说明 Bt 菌株 ICP 基因能

否成功表达与使用的启动子类型有关，基因与启动子

之间存在着是否协调配合的问题。 

 Bt分子伴侣的一个重要作用就是它们对 ICPs的
蛋白表达量的影响[13]。已经证明研究最为清楚得 P20
蛋白可以促进 Cyt1Aa[3]、Cry4Aa[15]、Cry11Aa[4, 16]、

Cry2Aa[7]以及 Cry1Ab和 Cry1Ac[17] 多个蛋白的合成
和提高它们的蛋白表达量。本研究在 pHcy1质粒的上
游添加 cry2A型启动子和 orf1-orf2分子伴侣基因构建
了 pHcy4质粒，SDS-PAGE结果表明 Cry11Aa蛋白在
Bt 重组菌株 4Q7(pHcy4)的表达量高于 4Q7(pHcy1)

（图 2），两重组菌株晶体形成大小和形状以及杀蚊毒
力相似（图 3，表 2）。这表明，分子伴侣 ORF1-ORF2
在某种程度上能提高 Cry11Aa的蛋白表达量，但是它
对晶体蛋白表达量的影响并不象 P20那么明显。至于
分子伴侣ORF1-ORF2以何种方式实现对 cry11A基因
的表达调控，其确切的机理还有待深入的研究和   
探讨。 
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Influence of cry2A sporulation-dependent promoter and molecular chaperone 
ORF1-ORF2 from Bacillus thuringiensis on Cry11Aa protein   

Yongxia Shi1,2, Shaoling Zeng1,3, Meijin Yuan1, Fan Sun1, Yi Pang1* 
(1State Key Laboratory for Biocontrol, Zhongshan (Sun Yat-sen) University, Guangzhou 510275, China) 

(2Health Quarantine Lab, Guangdong Inspection and Quarantine Technology Center, Guangzhou 510700, China) 
(3Animals and Plant Quarantine Institute, Shenzhen Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau 

 of the People’s Republic of China, Shenzhen 518010, China) 

Abstract: [Objective] To analyze the coordination function of cry2A sporulation-dependent promoter and the enhanced 
expression of molecular chaperone ORF1-ORF2 to crystal protein Cry11Aa. [Methods] We constructed three recombinant 
plasmids pHcy1, pHcy2 and pHcy4 containing cry11Aa gene. pHcy1 carried cry11Aa own promoter and p19 gene, and 
pHcy2 carried cry2A sporulation-dependent promoter and orf1-orf2 gene. pHcy4 inserted cry2A promoter and orf1-orf2 
gene upstream pHcy1 plasmid. The recombinant plasmids were introduced into an acrystalliferous mutant 4Q7 of Bacillus  
thuringiensis sub sp. israelensis. We performed SDS-PAGE to analyze Cry11Aa protein expression in the recombinant Bt 
strains and carried out the mosquitocidal bioassay. [Results] SDS-PAGE showed that Cry11Aa protein was detected in 
4Q7(pHcy1) and 4Q7(pHcy4), but not in 4Q7(pHcy2). The cry11Aa gene could not be regulated under cry2A promoter. 
Cry11Aa protein had a 1.25 fold expression amount in the equal volume culture of 4Q7(pHcy4) to that of 4Q7(pHcy1), 
which indicated that molecular chaperone ORF1-ORF2 could enhance Cry11Aa expression amount to a certain extent. 
Both 4Q7(pHcy1) and 4Q7(pHcy4) formed Cry11Aa crystals in a similar size and shape during sporulation under the 
transmission electron microscope. Their LC50s against 3rd-instar Culex quinquefasciatus were 59.33 ng/mL and 66.21 
ng/mL respectively. [Conclusion] Whether crystal protein from B. thuringiensis could successfully express might relate to 
the type of the used promoter and their coordination. Molecular chaperone ORF1-ORF2 could enhance Cry11Aa expres-
sion amount to a certain extent with an unknown mechanism, but did not have an effect on high mosquitocidal toxicity of 
Cry11Aa protein. This research might play an important role to search the best collocation between ICP promoter or 
chaperone gene and ICP gene and to construct high-toxic Bacillus thuringiensis engineering strain by chaperone gene. 
Keywords: Bacillus thuringiensis; molecular chaperone; p19 gene, orf1-orf2 gene; crystal protein Cry11Aa 
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