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苏云金芽胞杆菌 Sigma K 在大肠杆菌中的表达与纯化 
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摘  要：【目的】在大肠杆菌中表达纯化苏云金芽胞杆菌 HD73 的转录调控因子 Sigma K (σK)。【方

法】PCR 扩增出苏云金芽胞杆菌 HD73 中 sigK 基因的 ORF (Open reading frame)装载到带有 His
标签的表达载体 pET21b 上，转入到表达菌株 BL21(DE3)中获得重组菌株 BL21(pETsigK)，通过

SDS-PAGE、镍柱亲和纯化、阴离子交换纯化和凝胶迁移实验(EMSA)等方法对 Sigma K 蛋白进

行提取、纯化和生物活性分析。【结果】正确表达出大小约为 27 kD 的 His-Sigma K 蛋白，并获

得了纯化的蛋白。EMSA 结果表明纯化的 His-Sigma K 蛋白可以与受其控制的 cry1Ac 基因启动

子结合。【结论】表达和纯化了 His-Sigma K 蛋白，His-Sigma K 具有与受其控制的启动子结合的

功能。 
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Abstract: [Objective] To express and purify the regulator protein Sigma K (σK) from Bacillus 
thuringiensis HD73 in Escherichia coli. [Methods] The ORF (open reading frame) of the sigK gene 
was amplified by PCR from Bt strain HD73, and then cloned into the vector pET21b to generate 
pETsigK. The pETsigK was transformed into BL21(DE3). The SDS-PAGE, nickel column affinity 
purification, Q-Sepharose fast flow column purification and electrophoretic mobility shift assay 
(EMSA) experiments were carried out to analyze the purity and binding activity of His-Sigma K with 
cry1Ac gene controlled by Sigma K in vitro. [Results] The 27 kD His-Sigma K was expressed. EMSA 
results showed that the His-Sigma K could bind to the promoter of cry1Ac gene, which is controlled by 
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Sigma K. [Conclusion] The His-Sigma K protein was successfully expressed and purified. The purified 
His-Sigma K could bind to Sigma K-controlled promoter. 

Keywords: Bacillus thuringiensis, Sigma K protein, Biological activity, Transcriptional regulation 

Sigma 因子能够识别基因的启动子与 RNA 聚

合酶核心酶构成全酶控制基因的转录，在细菌生

长、发育和对不同环境的适应中发挥重要作用。芽

胞杆菌的模式菌株——枯草芽胞杆菌 (Bacillus 

subtilis，Bs)在芽胞形成过程中通过顺序激活 6 个不

同的 σ 因子即 σA (营养生长期)和 σH、σF、σE、σG、

σK (芽胞形成期)，识别与芽胞形成有关的基因启动

子，使它们在时间和空间上有序而准确地表达[1]。

在营养生长期，基因的转录依赖于由 σA 组成的

RNA 聚合酶全酶，σH 在隔膜形成前有较高的活性，

当细胞区室化完成后，σF 和 σE 分别在前芽胞室和

母细胞中起始基因的转录，随后被 σG 和 σK 所代

替[2]。σK是芽胞晚期母细胞中重要的转录调控因子，

σK 在枯草芽胞杆菌中能控制 71 个转录单元中的

111 个基因的转录[3]，如 DNA 结合蛋白 GerE 的编

码基因 gerE[4-5]、与 DPA 合成积累有关的基因 spoVA

和 spoVK[1,6]，芽胞成熟所需的 spoVD 基因以及

14 个与芽胞衣蛋白的合成和积累相关的基因[4,7-11]。 

苏云金芽胞杆菌(Bacillus thuringiensis，Bt)属于

蜡样芽胞杆菌群(B. cereus group)，是广泛分布于土

壤中的革兰氏阳性细菌，它区别于其他芽胞杆菌的

一个重要特点是在产生芽胞的同时会产生由杀虫

蛋白组成的伴胞晶体(Parasporal crystal)[12]。因其对

靶标生物高效、对环境安全友好等特点成为目前应

用最广泛的杀虫微生物。在苏云金芽胞杆菌芽胞形

成的同时，cry 基因编码的杀虫晶体蛋白也在母细

胞中产生和积累。cry 基因分为两种类型：一类是

依赖芽胞的 cry 基因；一类是不依赖芽胞形成的 cry

基因。目前已知的 cry 基因大部分是依赖芽胞形成

的，其中受 σK 控制的 cry 基因主要有 cry1A、cry1D、

cry4A、cry4B、cry11A 和 cry18A 等[13-14]，但是 σK

控制的其它基因特别是与芽胞外壁形成和母细胞

裂解相关的基因仍不清楚。因此，研究 σK 因子控制

的基因具有重要的意义。 

本研究完成了 Sigma K 蛋白的表达纯化，并通

过与 cry1Ac 基因启动子体外作用，验证了结合功

能，为研究 Sigma K 控制的基因谱和芽胞形成晚期

的调控网络奠定了基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株、质粒和培养基：实验所用菌株与质

粒见表 1。大肠杆菌(Escherichia coli)在 LB 培养

基[15] (g/L，胰蛋白胨 10，酵母提取物 5，氯化钠 10，

pH 7.2) 37 °C、220 r/min 条件下培养；苏云金芽胞

杆菌在 SSM[16]培养基中 30 °C、220 r/min 培养。氨

苄青霉素(Amp)：100 mg/L。 

1.1.2  主要试剂及仪器：各种限制性内切酶、T4 

DNA 连接酶、PrimerStar HS DNA 聚合酶等均为宝

生物工程(大连)有限公司产品；DNA Marker、2×Taq 

Mix 等购自北京博迈德科技发展有限公司；质粒提

取及 DNA 清洁试剂盒购于美国 Axygen 公司。

CP750 超声波细胞破碎仪购于美国 Cole-Parmer 公

司；蛋白 Low Range Marker 购自赛默飞世尔科技(中

国 ) 有 限 公 司 ； 镍 亲 和 层 析 柱 填 料 (Chelating 

sepharose fast flow) 购自美国 GE 公司； Poly 
(dI:dC)(dI:dC) [Poly (ethylene glycol) 
di-(4-hydroxyphenyl)diphenylphosphine] 购 自 上 海

Sigma 公司；营养肉汤购于北京奥博星生物技术有

限责任公司；Gel Shift Assay Systems 为 Promega 公

司产品。其它生化试剂和抗生素均为进口或国产生

化或分析纯级试剂。 

1.2  Sigma K 蛋白的克隆表达 
1.2.1  表达引物设计与 PCR 扩增：根据 GenBank

中 Bt HD73 菌株(GenBank 登录号：CP004069)的

sigK (HD73_4645)基因序列及 pET21b 质粒的酶切

位点设计出扩增 sigK 基因 ORF 的引物对 sigK-F 
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表 1  菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids 

菌株和质粒 
Strains and plasmids 

特征 
Characterization 

来源 
Resource 

E. coli TG1 ∆(lac-proAB) supE thi hsd-5 (F′ traD36 proA+ proB+ lacIq lacZ∆M15) This lab 

BL21(DE3) E. coli B, F−, dcm, ompT hsdS(rB-mB-), gal, λ(DE3) [17] 

BL21(pETsigK) BL21(DE3) with pETsigK plasmid This study 

BLpET BL21 strain carrying pET21b This lab 

HD73 Bacillus thuringiensis strain carrying cry1Ac gene This lab 

pET21b Expressional vector, Ampr, 5.4 kb This lab 

pETsigK pET21b containing sigK gene, Ampr This study 

 
(5′-CGGATCCGTTGAGTCTATTCGCCGCAATTG 
G-3′)和 sigK-R (5′-GTCGACCTCTTTCGCTTTTTT 

CTCTTTCTC-3′)，并以 HD73 基因组为模板扩增出

编码转录调控因子 Sigma K 的 sigK 基因的 ORF 区。

20 μL 体系：PrimerStar HS DNA 聚合酶(2×) 10 μL，

引物 sigK-F/sigK-R (10 μmol/L)各 1 μL，模板(约

280 mg/L) 1 μL，用超纯水补至 20 μL。扩增条件：

94 °C 5 min；94 °C 1 min，54 °C 1 min，72 °C 1 min，

共 30 个循环；72 °C 5 min。引物合成由上海生工生

物工程公司完成。 

1.2.2  PCR 产物和质粒的酶切与连接：用质粒提取

试剂盒从菌株 BLpET 中提取质粒 pET21b，分别用

BamH I 和 Sal I 对 pET21b 和纯化后的 PCR 产物进

行双酶切。酶切体系如下：质粒和目的 DNA 片段

分别为 15 μL (约 100 mg/L)，BamH I 和 Sal I 各

2.5 μL，10×Buffer T 15 μL，补加去离子水至总体积

100 μL，37 °C 酶切 2 h。酶切产物用 PCR 产物纯化

试剂盒回收。 

酶切纯化后的 pET21b 与 PCR 产物进行连接：

PCR 酶切纯化产物 7 μL 和 pET21b 酶切纯化产物

3 μL (100 ng)，Solution I 10 µL，16 °C 连接 4 h。 

1.2.3  连接产物的转化：取 100 μL TG1 感受态细胞

加入 10 μL 连接体系中，冰浴 30 min 后于 42 °C 热

冲击 90 s 立即放在冰上，在超净工作台中加入

800 μL 液态 LB 培养基，37 °C、220 r/min 培养细菌

1 h，取 200 μL 涂布于含氨苄青霉素的 LB 培养基平

板上，37 °C 恒温培养至出现单克隆。 
1.2.4  重组克隆的鉴定：挑取重组单克隆于 1.5 mL
离心管中，加入 50 μL 无菌去离子水，100 °C 作用

10 min，12 000 r/min 离心 1 min，用上清作模板，

以 sigK-F/sigK-R 为引物对 PCR 扩增鉴定，阳性克

隆可见大小约为 714 bp 的条带。将 PCR 鉴定阳性

克隆送北京六合华大基因科技股份有限公司测序，

测 序 引 物 为 pET21b 通 用 引 物 T7 
(5′-TAATACGACTCACTATAGGG-3′)和 T7t (5′-GC 
TAGTTATTGCTCAGCGG-3′)，提取克隆片段无突

变的阳性克隆的质粒同 1.2.3 方法转入 BL21(DE3)
中得到重组菌株 BL21(pETsigK)。 
1.2.5  Sigma K 蛋白的表达：将得到的 BL21 
(pETsigK)菌种接种活化于 5 mL LB 培养基的试管

中，菌液按 1%转接于含 300 mL 有 100 mg/L 氨苄

青霉素的新鲜 LB 培养基中，37 °C、220 r/min 培养

至 OD600=0.5−0.6，加入终浓度为 0.5 mmol/L 的

IPTG，18 °C、150 r/min 诱导 12 h。8 000 r/min 离

心 15 min 收集菌体，用 30 mL pH 8.0 的 50 mmol 
Tris-HCl 缓冲液悬浮菌体，将悬浮液放于冰上用超

声破碎仪进行超声破碎。用 1/2 探头在 600 W 功率

下破碎 6 min (超声功率：40%，超声：3 s，暂停：

5 s)。12 000 r/min 离心 10 min 分离上清和沉淀进行

SDS-PAGE (12%)电泳检测，鉴定该诱导条件下

Sigma K 的表达情况。 
1.2.6  His-Sigma K 蛋白的纯化：取 2 mL 镍亲和层
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析柱填料装入层析柱，用 5 倍柱体积的超纯水清洗

层析柱；加入 2 倍柱体积的 0.1 mol/L NiSO4，用移

液器吸打混匀，室温静置 20 min，再用 3−5 倍柱体

积的超纯水洗柱子；加入 5 倍柱体积的平衡缓冲液

(20 mmol/L Tris-HCl pH 8.5，0.5 mol/L NaCl，
20 mmol/L 咪唑)平衡柱子，将 Sigma K 蛋白上清液

上样，接流穿的液体；待样品上完后，用 5 倍柱体

积的平衡缓冲液洗去杂蛋白；用 5 倍柱体积的洗脱

缓冲液 1 (20 mmol/L Tris-HCl pH 8.5，0.5 mol/L 
NaCl，250 mmol/L 咪唑)洗脱下目的蛋白并收集(每

1 mL 收集 1 管)；用 5 倍柱体积的洗脱缓冲液 2 
(20 mmol/L Tris-HCl pH 8.5，0.5 mol/L NaCl，

1 mol/L 咪唑)洗脱下杂蛋白；加入各种清洗缓冲液

(2 mol/L NaCl，1 mol/L NaCl，70%乙醇)进行清洗；

加入再生缓冲液(0.5 mol/L NaCl，0.05 mol/L EDTA，

0.5 mol/L NaCl)将层析柱再生；SDS-PAGE 检测洗

脱下来的蛋白样品。对纯化的蛋白用 pH 8.0 

Tris-HCl 进行透析。 
1.2.7  His-Sigma K 蛋白的阴离子交换层析纯化：

用 AKTA avant 25 蛋白液相分析系统对经过镍柱亲

和层析纯化并透析得到的 Sigma K 蛋白进行阴离子

交换层析纯化，将 pH 8.0 Tris-HCl 缓冲液用 0.22 μm

滤膜抽滤，用 3 倍柱体积的 20%乙醇和 5 倍体积的

水冲洗 Q-Sepharose Fast Flow column，再用 8 倍体

积的 pH 8.0 Tris-HCl 平衡柱子，待基线平衡后以

1 mL/min 的速度上样，上样结束后用 2 个柱体积的

平衡缓冲液冲洗柱子，冲洗掉未结合的蛋白；最后

用 NaCl (0−1 mol/L)洗脱缓冲液线性洗脱，收集吸

光值在 260−280 nm 之间的蛋白，SDS-PAGE 检测

纯度。 

1.3  凝胶迁移实验 
以苏云金芽胞杆菌 HD73 为模板，用带有 FAM 

( 羧 基 荧 光 素 ) 标 记 的 引 物 cry1Ac-FAMf 
(5′-GGAATGCATTCATTGATGTTCGG-3′)和 cry1Ac- 

FAMr (5′-CGGAATACAAACCCTTAATGC-3′)扩增

cry1Ac 基因启动子 Pcry1Ac。纯化后的启动子在体

外与纯化的 Sigma K 蛋白结合。20 μL 反应体系中：

10×结合反应液 2 μL，Poly (dI:dC) 2 μL (500 mg/L)，
Sigma K 蛋白 2−14 μL，双蒸水补足混匀，室温静

置反应 20 min。然后加入 2 μL 带有 FAM 标记的

Pcry1Ac 混匀，室温静置反应 20 min。反应产物在

160 V 电压，4 °C 条件下进行(5%)非变性胶检测。

用荧光凝胶成像系统 ( 富士公司 FLA Imager 

FLA-5100)对非变性胶进行扫描。扫描条件为：

Laser：473 nm，电压：900 V，Filter：526-000/01。 

2  结果与分析 

2.1  目的片段的克隆和鉴定 
sigK 基因的 ORF 区全长为 714 bp，利用 PCR

的方法扩增，扩增产物经 1%的琼脂糖凝胶电泳鉴

定，在 500−750 bp 处有一条与目的片段大小相符的

条带(图 1)。提取 pETsigK 重组质粒进行酶切鉴定，

结果出现与预期结果相同的两条带(图 1)。重组质粒

测序显示插入的 sigK 基因片段与 GenBank (登录

号：CP004069)中报道的序列大小一致，二者的基

因一致性为 100%。 

2.2  Sigma K 蛋白的表达 
测序正确的阳性克隆菌株进行蛋白表达。重组

菌株 BL21(pETsigK)经 IPTG 诱导 2 h 后，用超声破 
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图 1  sigK 基因的 PCR 扩增和重组质粒 pET21b-sigK 的

酶切鉴定 
Figure 1  Electrophoresis results of PCR amplification of 
sigK fragment and restriction analysis of recombinant 
plasmid pET21b-sigK 
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碎法提取 Sigma K 蛋白。对菌体裂解物进行

SDS-PAGE 分析，结果显示重组菌株菌液的可溶性

和不可溶性组分中均在相对分子质量 29 kD 处出现

特异条带，与预期的 His-Sigma K 融合蛋白理论值

相符(融合端约 2 kD)，且可溶性蛋白表达量高于不

可溶性蛋白。而空载体转化的菌株均无特异性条带

出现(图 2)。 

2.3  Sigma K 蛋白的纯化 
将离心收集的 His-Sigma K 粗蛋白上清通过

Ni2+螯合琼脂糖亲和纯化后，得到的 His-Sigma K
蛋白经紫外分光光度计测得浓度约为 0.5 g/L。用

50 mmol的pH 8.0 Tris-HCl透析后得到His-Sigma K
蛋白进行 SDS-PAGE 电泳(图 3A)。对透析后的蛋白

通过阴离子交换层析纯化，并用 1 mol/L NaCl 进行

线性洗脱，SDS-PAGE 结果可以看出所得蛋白纯度

较高，分子量大小正确(图 3B)。 

2.4  Sigma K 蛋白的结合活性 
利 用 FAM 标 记 的 引 物 对 cry1Ac-FAMf/ 

cry1Ac-FAMr 扩增 cry1Ac ATG 上游 236 bp 处和

ATG 下游 32 bp 之间 268 bp 的片段与纯化的

His-Sigma K 蛋白体外结合。如图 4 所示，凝胶底

部的条带为带标记的自由 DNA，自由 DNA 上层的

带为 DNA 与蛋白结合的带，随着蛋白浓度的增加， 
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图 2  His-Sigma K 蛋白的表达 
Figure 2  Expression of His-Sigma K protein 

底部自由 DNA 条带浓度越来越低，上层带浓度逐

渐升高，说明 His-Sigma K 蛋白可以 cry1Ac 启动子

结合。 

3  结论与讨论 

利用大肠杆菌的BL21(DE3)表达系统成功表达

并纯化出了苏云金芽胞杆菌 HD73 中的 Sigma K 蛋 
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图 3  镍柱纯化的 His-Sigma K 蛋白(A)和阴离子交换柱

纯化 His-Sigma K 蛋白(B) 
Figure 3  His-Sigma K protein purification by nickel 
column (A) and His-Sigma K protein purification by 
Q-Sepharose fast flow column (B) 
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图 4  Sigma K 蛋白与 cry1Ac 启动子的结合 
Figure 4  Sigma K protein binding to the promoter of 
cry1Ac 
注：凝胶阻滞实验利用标记的 Pcry1Ac 启动子与浓度逐渐升高的

His-Sigma K 蛋白结合. 1：不加 His-Sigma K 蛋白；2−5：
His-Sigma K 蛋白的浓度分别为 15、30、45、60 mg/L. 
Note: EMSA using labeled Pcry1Ac and increasing concentrations of 
His-Sigma K. 1: Lacked His-Sigma K; 2−5: Contained 15, 30, 45, 
60 mg/L His-Sigma K. 



74 微生物学通报 Microbiol. China 2016, Vol.43, No.1 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

白，获得了相对分子质量与理论值一致的较纯的目

的蛋白。1990 年 Chang 等表达纯化出了 Bs 中的 σA

蛋白[18]，1991 年 Popham 等建立了从鼠伤寒沙门氏

菌中提取纯化 σ54 的方法，并利用纯化的 σ54 对其功

能特点进行研究[19]。2003 年 Imamura 等为研究 σ
因子在能进行光合作用的蓝细菌中的功能，从大肠

杆菌中纯化出了 9 种 σ因子：σA、σB、σC、σD、σE、

σF、σG、σH、σI[20]。1990 年 Lu 等对枯草芽胞杆菌

中 Pro-σK 蛋白进行了表达纯化以及相关的研究[21]，

但到目前为止还没有苏云金芽胞杆菌中 Sigma K 蛋

白表达纯化的相关研究报道。根据 FastN 分析发现

在核苷酸水平上 Bt 和 Bs 中 σK 的一致性为 65%，

但氨基酸水平上两者有较高的一致性为 86%[22]。 
依赖于芽胞形成的 cry1A 基因启动子是目前研

究比较清楚的 cry 基因启动子，其为重叠的双启动

子，由一个较强的 BtI 和一个较弱的 BtII 组成。两

个启动子在 σE 和 σK 的协同作用下起始 cry1A 基因

的转录[23-25]，因此本实验利用表达纯化得到的苏云

金芽胞杆菌中Sigma K蛋白与 cry1Ac启动子进行了

体外结合实验，结果证明纯化的 His-Sigma K 因子

具有与启动子结合的活性。 
苏云金芽胞杆菌中对 Sigma K 因子控制的基因

研究甚少，目前已明确受 Sigma K 因子控制的基因

有芽胞外壁基质结构基因 exsB[26]，编码赖氨酸变位

酶的 kamA 基因[27]等。而 Bt 基因组比 B. subtilis 多

1 000 多个基因，因此 Bt 中 Sigma K 因子可能控制

更多、独有的基因。Sigma K 因子对芽孢晚期芽胞

的成熟与释放、晶体的形成、以及母细胞裂解等细

胞过程都有十分重要的作用，利用纯化的 Sigma K
蛋白对研究其控制的基因谱并了解苏云金芽胞杆

菌晚期的调控机制进而为构建工程菌，延长晶体蛋

白对害虫毒力的持效性奠定基础。 
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