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摘  要: 苏云金芽孢杆菌(Bacillus thuringiensis)能产生杀虫晶体蛋白等多种活性成分, 是目前应

用最广泛的微生物杀虫剂。本文采用生物信息学方法, 系统分析了由本实验室完成全基因组测序

的苏云金芽孢杆菌 YBT-1520、CT-43 和 BMB171 3 个菌株的双组分信号转导系统(Two-component 

signal transduction system, TCS)的分布、结构及功能, 并初步构建了部分 TCS 的调控网络关系图。

本研究旨在为深入研究苏云金芽孢杆菌的生长、代谢以及毒力因子的表达与调控, 全面了解伴孢

晶体的形成机制开辟新的研究方向。 
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Abstract: Bacillus thuringiensis (Bt) strains, which can produce insecticidal crystal proteins, were 
widely used as biological pesticides. In this paper, we comprehensively analyzed the distributions, 
structures and putative biological functions of two-component transduction systems (TCS) from the 
genomes of Bt strains YBT-1520, CT-43 and BMB171, which have been sequenced by our laboratory. 
And more importantly, we constructed a preliminary TCS regulatory networks. This study should open 
a novel research direction in Bt for the growth, metabolism, regulator of toxic gene expression, as well 
as the formation mechanism of parasporal crystals. 
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苏云金芽孢杆菌(Bacillus thuringiensis, Bt)是一

类广泛存在于土壤、昆虫尸体、贮藏物等基质中的

革兰氏阳性细菌, 根据鞭毛抗原的差异, 可将 Bt 划

分为 74 个血清型 87 个亚种。在分类上, Bt 与蜡状

芽 孢 杆 菌 (B. cereus, Bc) 和 炭 疽 芽 孢 杆 菌 (B. an-
thracis, Ba)等一起归为蜡状芽孢杆菌群 (B. cereus 

group)。Bt 区别于 Ba 和 Bc 的主要特征是: Bt 在形

成芽孢的同时, 在菌体内的一端或两端能形成 1 个、

2 个、乃至多个由杀虫晶体蛋白(Insecticidal crystal 

proteins, ICPs)组成的伴孢晶体[1]。从 Bt 中分离得到

的 ICPs 基因有 68 大类 530 亚类[2]。此外, 有些菌株

还 能 产 生 营 养 期 杀 虫 蛋 白 (Vegetative insecticidal 
protein, Vip)、 几 丁 质 酶 (Chitinase)以 及 苏 云 金 素

(Thuringiesin)等杀虫毒力成分。Bt 对节肢动物门中

9 个目(包括鳞翅目、双翅目和鞘翅目等昆虫和螨

类), 线形动物门中的动植物线虫, 扁形动物门和原

生动物门中的有害种类, 某些植物病原菌以及癌细

胞等有活性[3]。 

信号传导系统是生物体感应、传导内外信号并

在不断变化的环境中得以生存的重要系统。细菌体

内信号转导系统主要有 4 类 , 包括趋化性蛋白受

体, 抗 σ: σ 因子, Ser/Thr 蛋白激酶和双组分信号转

导系统(Two-component signal transduction system, 

TCS)[4], 其中双组份系统是细菌最重要的信号传导

系统。典型的 TCS 由组氨酸激酶(Histidine kinase, 

HK)和 应 答 调 节 蛋 白 (Response regulator, RR)组

成[5]。HK 通过感应外界的信号刺激从而以磷酸传

递的形式调节相应 RR 的活性, 激活的 RR 进一步参

与多种调控过程[6]。TCS 调节细菌细胞的绝大多数

生理过程, 包括细菌生长、蛋白质合成、趋化性、

渗透压、芽胞形成、氮磷等营养元素的代谢, 次生

代谢产物的生物合成, 以及病原菌的毒力、生物膜

和群体感应等致病相关过程[7]。 
目前, 关于蜡状芽孢杆菌群的 TCS 研究甚少, 

且主要集中在致病菌中。本文采用生物信息学的方

法 , 对 由 本 室 完 成 全 基 因 组 测 序 的 Bt 菌 株

YBT-1520、CT-43 和 BMB171 的 TCS 进行结构和功

能分析, 并进一步构建了 Bt 的 TCS 信号转导网络,

旨在为深入研究 Bt 的生长、代谢以及毒力因子的表

达与调控, 全面了解 Bt 伴孢晶体形成的调控过程开

辟新的研究方向。 

1  材料与方法 

1.1  序列来源 
YBT-1520(待公布)、BMB171 (GenBank acces-

sion NC_014171.1)[8]和 CT-43 (CP001907.1)[9]的全基

因组序列均由本室测序完成, B. cereus strains ATCC 
14579  (NC_004722 .1 )、 B .  an thrac is  s t ra ins  

Ames (AE016879.1)和 B. subtilis 168 (NC_000964)全

基 因 组 序 列 来 自 GenBank (www.ncbi.nih.gov/ge-
nomes/Bacteria/)。 

1.2  HKs 和 RRs 预测及结构与功能分析 
首 先 ,  利 用 Pfam 中 HKs 和 RRs 的 保 守 结

构 域 HATPase_c (Pfam02518) 和 Response_reg 
(Pfam00072)在上述本地化的全基因组序列中搜寻

可能的 HKs 和 RRs, 然后通过 NCBI 的 BLASTp 程

序进行手工确认: 催化结构域 HATPase_c 必须位

于 HKs 的 C-末端, HATPase_c 的上游具有二聚化或

磷酸化结构域 DHp, RRs 的 N-末端通常具有磷酸受

体结构域 REC, Response_reg 结构域位于 RRs 的 C-
末端[10]。蛋白跨膜结构域采用 TMHMM Server v. 
2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/)进

行预测。最后参考 Pfam 和 NCBI 的保守结构域分

析、序列同源性和文献报道, 对各 HKs 和 RRs 的

功能进行预测, 在此基础上构建 Bt 的 TCS 信号转

导网络。 

2 结果与分析 

2.1  苏云金芽孢杆菌双组份系统的多样性 
利用保守结构域 HATPase_c (Pfam02518)和

Response_reg (Pfam00072)对 YBT-1520、CT-43 和

BMB171 3 株菌的 TCS 进行了搜寻, 同时与蜡状芽 
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孢杆菌群的 B. cereus strains ATCC 14579, B. an-
thracis strains Ames 的 TCS 进行比较, 并以 B. sub-

tilis 168 菌株作为参考。结果表明, 在 YBT-1520、

CT-43 和 BMB171 中, HKs 和 RRs 分别超过 50 个和

40 个, 其中成对的 TCS (HK-RR)在 35−40 对之间, 

孤儿 HKs 和 RRs 分别为 15−16 和 6−8 个, 杂合结构

的 TCS (Hybrid)为 2−3 个(表 1)。Bt 的 TCS 数目与

Ba 和 Bc 菌差距不大, 但明显多于 Bs 菌株。 
 
表 1  Bacillus cereus group 和 Bacillus subtilis 中双组

分的数目 
Table 1  The number of TCS in Bacillus cereus group and 

Bacillus subtilis genomes 
菌株 

Strains 
HK-RR Hybrid Orphans  

HK 
Orphans 

RR 

B. subtilis 168 29 0 6 6 

B. cereus ATCC 14579 37 2 14 7 

B. anthracis strains 
Ames 36 1 10 10 

B. thuringiensis 
YBT-1520 35 3 15 8 

B. thuringiensis CT-43 40 2 15 6 

B. thuringiensis 
BMB171 36 2 16 8 

 

2.2  苏云金芽孢杆菌 HKs的结构域组成及其分类 
搜寻出 Bt 的 HKs 后, 我们进一步用 TMHMM 

Server v. 2.0, Pfam、SMART 和 NCBI 等数据库进行

结 构 域 的 分 析 ( 图 1) 。 典 型 的 HK 通 常 具 有

HATPase_c 和 HisKA/DHp 结构域。HATPase_c 结

构 域 位 于 胞 内 , 包 含 4 个 保 守 的 N、 D、 F 和

G-Box[11−12], 是组氨酸激酶的催化结构域 , 主要负

责把 ATP 的磷酸基团转移到组氨酸上。HisKA/DHp
是磷酸受体结构域, 该区域含有一个保守组氨酸位

点的 H-box, 能够自身磷酸化。 

大多数 HKs 的 N-末端具有接受信号的信号输

入结构域(Input), 如跨膜区, GAF、HAMP、PAS 等

结构域。HAMP 结构域主要存在于与 ATP 结合的蛋

白质中, 例如组氨酸激酶、甲基转移酶、热休克蛋

白等, 推测该结构域的主要功能是将胞外的信号传

递给胞内激酶[13]。PAS 结构域主要参与氧化还原反

应, 可结合多种亚铁血红素、黄素和嘌呤类, 可感应

光、氧及氧化还原电位等 [14−15]。GAF 结构域是小

分 子 结 合 位 点 , 主 要 结 合 环 化 的 核 苷 酸 , 如

cGMP、cAMP 等 [16]。  

 

 

图 1  Bacillus thuringiensis 中组氨酸激酶的主要结构域 
Fig. 1  Main domains of histidine kinases of Bacillus thuringiensis 

Note: Black vertical bars represent putative transmembrane helices (from 0−10), other domains are indicated by different labeled symbols. 
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依据其感应的信号来源不同, HKs 分为 3 类: 胞

外信号感应 HK, 膜信号感应 HK, 胞内信号感应

HK。在 3 株 Bt 菌中, 以感应胞外信号的组氨酸激酶

最多, 如 YBT-1520 和 BMB171 均有 28 个。这类 HKs

主要由 2 个 N-末端跨膜区及其他信号输入结构域来

感受胞外信号, 可感知溶液和胞外营养条件, 例如: 

可感受亚硝酸盐类物质的 NarX, 柠檬酸盐的 CitA, 

以及应对磷酸饥饿的 PhoR 等。膜信号感应的 HKs
在结构上具有自己的特点, 该类 HKs 一般由 2−20

个跨膜区段组成, 其感应的信号也主要来自膜表面

和膜内, 例如电化学梯度、渗透压、离子强度等, 大

部分与群体感应信号相关的 TCS 属于该类 HKs。在

我们测序的 3 株菌中, 膜信号感应的 HKs 有 13−15

个。3 株菌中胞内信号感应的 HKs 在 12−14 个之间, 

可感知胞内的溶质、细胞周期信号蛋白以及可扩散

的小分子, 如 H2、O2 等。 

2.3  苏云金芽孢杆菌 RRs 的结构域组成及其分类 
RRs 在 N-末端具有一个保守的磷酸受体结构域

(REC), 含有一个保守的天冬氨酸残基(Asp, D), 为

接受磷酸化的位点[17]。大多数 RRs 的 C-末端含有输

出结构域(Output), 该结构域一般具有保守的结合

DNA 的 HTH 基序, 因此, 多数 RRs 充当转录因子

调节相关基因转录, 少数是通过蛋白相互作用而介

导调节功能[4]。根据 RRs 输出区域的差异, 我们测

序的 3 株菌中的 RRs 可分为 NarL、SpoA、RsbU、

CheV、RsbU、LytR、OmpR、YcbB、CheY、unclassified
等亚家族, Bt 菌的 RRs 主要是 OmpR 亚家族, 均占

总 RRs 的 60%以上(表 2)。OmpR 亚家族是目前已

知的存在数目最多的一类应答调节蛋白, 含有一个

翼状螺旋-转角-螺旋的 DNA 结合基序。 

表 2  应答调节蛋白的亚家族分类及其结构域应答 
调节蛋白 

Table 2  The subfamilies and domains of response  
regulators of Bacillus thuringiensis 

亚家族 
Subfamilies

YBT-1520 CT-43 BMB171 Domain 

CheV 1 1 1 1 CheW, 1 REC 

CheY 2 0 2 1 REC 

LytTR 2 2 2 1 REC, 1 LytTR 

NarL 5 6 6 1REC,HTH_LUXR

OmpR 25 29 27 1REC,Trans_reg_C

Spo0A 1 1 1 1 REC, 1 Spo0A_C

RsbU 1 1 1 1 REC, 1 SpoIIE 

 
2.4  苏云金芽孢杆菌 TCS 的功能预测 

目前, 大部分 TCS 的功能还不是很明确, 仅有

部分 TCS 的功能得到阐明。而芽孢杆菌中 TCS 的功

能研究主要集中在枯草芽孢杆菌和少数病原菌, Bt

菌 TCS 尚没有功能报道。我们主要根据序列同源性

分析并参考已有文献报道的蜡状芽孢杆菌群、枯草

芽孢杆菌以及其他微生物中的 TCS 功能, 预测 Bt
菌 的 TCS 功 能 。 同 时 , 还 利 用 Bioedit 软 件 对

YBT-1520、CT-43、BMB171 3 株菌中的 TCS 同源

基因在氨基酸水平上进行比较。表 3 是 3 株 Bt 菌

的双组份功能预测结果。每对 HK/RR 对应的数字

是相应基因在基因组的编号, 同一行的 TCS 均是

同源基因 , 其氨基酸的相似性>90%; 序列比对的

结果以 3 株菌中氨基酸水平 id% (Identities)最小的

为基准。 

从分析的结果来看, Bt 菌有多对 TCS 与已知生

物学功能的 TCS 相似 ,  主要涉及细胞壁合成 (如

YycGF)、抗生素抗性(如 VanSR、YvcQP)、外界压 

 
表 3  YBT-1520、CT-43、BMB171 3 株菌中的 TCS 同源比较和功能预测 

Table 3  The homology comparison and function prediction of TCS of YBT-1520, CT-43 and BMB171 strains 

TCS 
No. 

YBT-1520 
HK/RR 

CT43 
HK/RR 

BMB171 
HK/RR 

序列比对 
id%HK/id%RR 

功能预测 
Function prediction

01 302/301 248/247 245/247 VanSR, 38/50, Ef 万古霉素抗性 

02 315/316  254/255 YcbML, 33/46, Bs 细菌素合成 

03  480/481 479/480 YufLM, 31/42, Bl 苹果酸利用 

04 558/557 494/493 493/492  未知 

05  498/499 759/760* DctSR, 34/49, Bs 四碳二羧酸运输 
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     续表 3  

TCS 
No. 

YBT-1520 
HK/RR 

CT43 
HK/RR 

BMB171 
HK/RR 

序列比对 
id%HK/id%RR 

功能预测 
Function prediction

06 573/574 506/507 507/508  未知 

07  571/572 570/571  未知 

08 951/952 879/880 818/819 CitST, 48/60, Bs 柠檬酸调控 

09 1 180/1 182 1 053/1 054 984/985 YvrGH, 38/57, Bs 细胞被膜维持 

10 1 431/1 430 1 232/1 230 1 145/1 144  未知 

11 1 570/1 572 1 368/1 369 1 274/1 275 LiaSR, 40/60, Sp 细胞壁压力 

12 1 610/1 609 1 405/1 404 1 311/1 310 ResDE, 55/80, Bl 氧化还原 

13 1 766/1 765  1 476/1 475 CheAY, 44/68, Bs 趋化应激 

14 1 873/1 872 1 668/1 667 1 599/1 598  未知 

15 1 884/1 885 1 677/1 678 1 609/1 610  未知 

16  1 733/1 732  VanSR, 40/51, Bc 万古霉素抗性 

17 2 020/2 019 1 911/1 910 1 743/1 742  未知 

18 2 035/2 034 1 929/1 928 1 760/1 759  未知 

19 2 339/2 340 2 180/2 181 1 993/1 994 YdfHI, 25/36, Bl 细胞壁压力抗性 

20  2 422/2 423 2 827/2 826 GlnKL, 58/62, Bl 谷氨酸盐运输 

21 2 531/2 534 2 483/2 484 2 257/2 258  未知 

22 2 587/2 584 2 528/2 527 2 301/2 300 YxdJK, 42/55, Ba 抗菌肽 

23  2 707/2 706   未知 

24 2 643/2 644 2 856/2 857 2 567/2 568  未知 

25  3 045/3 046   未知 

26  3 149/3 148   未知 

27  3 158/3 159   未知 

28 3 089/3 091 3 186/3 187 2 912/2 913  未知 

29 4 495/4 496 4 453/4 454 4 101/4 102 YvcQP, 36/60, Bs 抗生素应激 

30 4 585/4 586 4 557/4 558 4 182/4 183 YcbML, 51/66, Bs 细菌素合成 

31 4 636/4 637 4 607/4 608 4 231/4 232 PhoPR, 52/75, Bl 磷酸酶活性 

32 4 724/4 723 4 692/4 691 4 308/4 307  未知 

33 4 867/4 868 4 838/4 839 4 445/4 446  未知 

34 4 888/4 887 4 859/4 858 4 475/4 474 YxdJK, 42/56, Bc 抗菌肽 

35 4 905/4 906 4 874/4 875 4 488/4 489 VanSRM, 70/78, Ef 肽类抗菌素 

36 5 139/5 138 5 903/5 902 4 643/4 642 VanSRB, 31/40, Ef; 肽类抗菌素 

37  5 173/5 174  ComPA, 30/46, Bs 群体感应 

38 5 391/5 392 5 294/5 295 4 855/4 856 CssSR, 27/37, Bs 分泌压力 

39 5 489/5 488 5 393/5 392 4 949/4 948 DesKR, 39/60, Bl 冷应激 

40 5 549/5 550 5 452/5 451 5 006/5 005 YhcZY, 52/60, Bs; 细胞壁压力 

41 5 578/5 579 5 483/5 482 5 036/5 035 LytST, 60/63, Bs; 自溶素合成 

42 5 606/5 607 5 506/5 507 5 065/5 066 YycGF, 56/80, Bs; 细胞壁合成 

Note: Species name abbreviations: Bl: B. licheniformis; Bs: B. subtilis; Ef: Enterococcus faecalis; Sp: Streptococcus pyogenes; Bc: B. cereus; 
Ba: B. anthracis. id%HK/id%RR represents HK identities/ RR identities. Column 2−4 contains the codes referring to the number of HKs and 
RRs in three strains of B. thuringiensis, respectively. There is no homolog between CT-43 498/499 and BMB171 759/760. 
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力(如 YhcZY)、群体感应(如 ComPA)、物质代谢与

运输(如 CitST、DctSR、GlnKL)、磷酸酶活性(如

PhoPR)、氧化还原(如 ResDE)等。已有文献报道 , 
YycGF 调控细菌的自溶素和细胞壁合成基因以及肽

聚糖降解。YycGFHIK 位于一个操纵子中, 我们的

细菌双杂交实验和 GST pull-down 结果表明, YycG

与 YycH 和 YycI 均能发生相互作用, YycGF 在 Bt

中的调节功能也在进一步的研究中(数据未发表)。

从分析结果看, Bt 菌中的 TCS 很多是功能未知的, 

它们在 Bt 菌中的调节功能值得进一步的研究。在近

年的研究中还发现, 不同的双组份之间存在信号交

谈(Cross-talk)。在链霉菌中 , 磷酸盐浓度变化刺激

PhoPR, 激活的 PhoP(RR)调控 Pho 调节子相关基因

从而调节次级代谢产物合成 ; 同时 , PhoP 负调控

AfsRS 的表达, 而 AfsRS 也是调控次级代谢产物合

成的 TCS[18]。Bt 菌中是否也存在类似的调控途径

呢? 为了揭示 TCS 之间的复杂调控关系, 我们进

一步构建了 Bt 菌的 TCS 调控网络。  

2.5  苏云金芽孢杆菌 TCS 的调控网络 
我们在完成 Bt 菌 TCS 功能预测的基础上, 结合

已有的文献信息, 构建出 Bt 菌中部分 TCS 的调控网

络(图 2)。从网络图中不难看出, TCS 的 HKs 和 RRs
在发挥功能时 , 存在“一对多 , 多对一”的信号交谈

关系, 形成复杂的 TCS 调控网络, 从而能快速、高

效地对细胞内外的各种信号刺激作出响应。相关的

验证工作正在进行中。 
 

 

图 2  苏云金芽孢杆菌 TCS 的调控网络 
Fig. 2  TCS Regulatory network in Bacillus thuringiensis 

Note: The arrows and T-formed lines show positive and negative transcriptional regulation, respectively. Pink letters indicate environmental 
stimulus. The red and black letters represent HKs and RRs, respectively. Circles represent genes induced under anaerobic conditions. Blue 
represent genes involved in TCS, Green represent proteins involved in TCS. 
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一方面, 1 个 HK 可以使多个 RRs 发生磷酸化, 1

个 RR 也可被多个 HKs 磷酸化。例如, 仅从芽孢杆

菌对缺氧信号的响应就可以看出 TCS 调控网络的复

杂性: 在缺氧条件下, ResD 诱导 YclJK 双组份的表

达 [19]; YsfCD (与乙醇酸氧化酶有关)被 YcbML、

YclJK 正调控 , 同时被 DegSU, GlnKL 负调控 [20]; 

DegSU 受到 DegS 的自调控, 而 DegS 又被 ComPA

正调控[21−22]。另一方面, 同一生理活动可以被多对

TCS 调控, 而 1 对 TCS 又可以调控多种生理活动。

例 如 , 细 菌 的 三 羧 酸 循 环 就 同 时 被 DctSR 、

YufLM 和 CitST 等 TCS 调控 , DctSR 激活四碳二

羧 酸盐 (延胡索 酸盐 , 琥珀 酸盐 )转运载 体的编码

基因 dctP 的表达 [23]; YufLM 调控苹果酸的转运载

体 MaeN 的表达 [24]; CitST 调控 CitM (柠檬酸的转

运蛋白)的表达 [25−26]。在低温时 , DesKR 可调控多

个基因的表达, 如正调控 des 操纵子(脂肪酸去饱和

酶)和 YvfUT 双组分。在芽孢杆菌由对数生长期向

稳定期转变的过程中, 一系列的芽孢激酶(HKs, Bt

菌的芽孢激酶数目超过 10 个)通过磷酸接力传递而

使 Spo0A(RR)磷酸化 , 磷酸化的 Spo0A 可调控多

达 500 个基因的表达 , 其直接调控的基因就达到

120 个 [27]。  

3  讨论 

Bt 是目前世界上产量最大、应用最广, 能与化

学农药竞争的微生物杀虫剂。同时 , Bt 菌又是重

要 的转基因作物的供体基因库 , 其主要的活性物

质——杀虫晶体蛋白的基因已在 110 多种植物中表

达。正因为如此, 人们已从全球范围内的多种多样

的环境中筛选到了数以万计的具有不同杀虫活性的

Bt 菌株。 

Bt 菌株的多样性就决定了 Bt 菌 TCS 的多样性。

Bt 菌的 TCS 调控网络是极其复杂的(图 2), 这提示

TCS 在 Bt 菌生理活动的调控过程中发挥着至关重要

的功能。在本室自主分离并完成全基因组测序的

YBT-1520、CT-43 和 BMB171 3 个菌株中, 与 TCS

有关的基因数目均多达 100 个左右(表 1)。从表 1、

表 2 和表 3 可以看出, 在 3 株 Bt 菌中, 尽管大多数

TCS 是类似的, 但也存在一定的差异, 有许多是菌

株特异的。例如, 1733/1732、3045/3046、3149/3148、

3158/3159 和 5173/5174 这几对 TCS 只存在于 CT-43

菌株, 而 YcbML 存在于 YBT-1520 和 BMB171 菌株, 
CT-43 菌株则缺失(表 3)。这些结果为 TCS 是通过水

平基因转移(Horizontal gene transfer, HGT)的方式在

不同菌株乃至不同菌种间进行传播提供了很好的

证据。已有文献报道 CheAY 主要调控细菌的趋化

运动[28], 而缺失这对 TCS 的 CT-43 菌株不产鞭毛, 

因此 , CT-43 菌株无鞭毛的表型是否与缺失该对

TCS 直接相关已引起我们的兴趣, 有关的验证工作

正在进行中。 

通过生物信息学方法并结合相关文献信息, 我

们初步构建了 Bt 菌的 TCS 调控网络, 为后续精细

TCS 调控网络的绘制和实验方案的设计提供了重要

的理论依据和指导。本室正在开展大规模的全部

TCS 之间的蛋白质相互作用和调控关系研究, 并从

转录水平揭示在不同信号刺激的条件下各 TCS 的响

应情况与规律, 着重探讨 TCS 在 Bt 菌的杀虫晶体蛋

白高效表达和伴孢晶体形成过程中的调控机制。 
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