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摘要：氮代谢对细菌生存至关重要，谷氨酰胺和谷氨酸盐在细菌氮代谢中发挥重要作用。本文对苏云金芽

胞杆菌谷氨酰胺合成酶基因glnA的转录调控及过表达进行了研究。通过构建glnR基因的缺失突变株及glnA
基因启动子融合 lacZ 基因的表达载体，测定突变株中 glnA 启动子活性，发现在胞外营养充足的情况下转

录因子 GlnR 负调控 glnA 基因。同时在 glnR 基因苏云金芽胞杆菌缺失突变株中过表达 glnA 基因。发现与

野生型相比，过表达菌株杀虫活性得到提高。 
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Abstract: Nitrogen metabolism is essential for bacterial survival, while glutamine and glutamate play an important 
role in bacterial nitrogen metabolism. The transcriptional regulation and overexpression of the glutamine 
synthetase gene of Bacillus thuringienesis was examined in this study. By constructing the glnR deletion strain 
and glnA promoter fusion with lacZ gene, the activity of glnA promoter was investigated in the mutant strain and 
wild type stain. The results showed that glnA gene was negatively regulated by transcriptional factor GlnR in the 
case of sufficient extracellular nutrition source. Overexpression of glnA gene in glnR mutant increased insecticidal 
activity compared to the wild type strain.  
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细菌需要吸收和同化充足的氮源来维持生存，经过同化作用，细菌会将不同的氮源同化成谷氨酰胺和

谷氨酸两种重要的氨基酸作为氮素的来源。作为首选氮源，细菌中同化铵的两种途径通常为谷氨酸脱氢酶

（GDH）途径和谷氨酰胺合成酶/谷氨酸合成酶（GS/GOGAT）途径[1,2]。在革兰氏阳性菌模式菌株枯草芽

胞杆菌 Bacillus subtilis 中只能通过 GS/GOGAT 途径吸收铵，没有发现谷氨酸脱氢酶活性[3]。谷氨酰胺合成

酶是生物体中较古老且存在广泛的酶[3]，参与生物体的氮代谢和碳代谢。参与谷氨酰胺代谢的基因已经在

细菌、真菌以及植物体中得到了广泛的研究[4,5]。在枯草芽胞杆菌中，谷氨酰胺合成酶基因 glnA 受全局转
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录调控蛋白 GlnR 的调控。GlnR 属于螺旋−转角−螺旋 OmpR 家族蛋白，可以间接地感应到谷氨酰胺的浓度，

氮源丰富时会抑制 glnA 的转录[6]，从而调节谷氨酰胺合成酶活性，在乳酸球菌中也具有类似的功能[7-9]。

同时，GlnR 会通过调控糖多孢红霉菌 Saccharopolyspora erythraea[10]、谷氨酸棒状杆菌 Corynebacterium 
glutamicum[11]等放线菌的 ABC 转运系统[12]及淀粉酶降解相关基因，帮助菌体利用营养物质[13,14]。 

苏云金芽胞杆菌（B. thuringiensis，Bt）是一种革兰氏阳性菌，属蜡样芽胞杆菌族，在形成芽胞的同时

产生对多种目标昆虫如鳞翅目 Lepidoptera 和鞘翅目 Coleoptera 等昆虫具有特异性毒杀作用的伴胞晶体。目

前已经广泛应用于农林、储藏物及医学害虫的防治中[15]。苏云金芽胞杆菌中谷氨酰胺合成酶的调节机制以

及其是否对杀虫毒性有影响未见报道，本研究通过生物信息学分析发现在 Bt 菌株 HD73 基因组中，glnA
基因编码谷氨酰胺合成酶，进一步试验发现，glnR 基因编码转录调控蛋白，与枯草芽胞杆菌中的 glnA 及

其上游 glnR 是同源基因。苏云金芽胞杆菌中的 glnA 基因受 glnR 的调控，且在氮源丰富时 glnR 会抑制 glnA
的转录。同时，过表达 glnA 基因，可以使菌株的杀虫活性得到增加，说明在昆虫体内氮源的利用对 Bt 杀
虫活性也具有一定作用。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒  本试验中所用菌株与质粒见表 1。 

表 1  菌株与质粒 
Table 1  Strain and plasmid 

菌株和质粒 
Strains and plasmids 

特性 
Characterization 

来源 
Resource 

菌株 Strains   

大肠杆菌 E. coli TG1 Δ(lac-proAB) supEthi hsd-5 (F′traD36 proA+ proB+) 实验室存菌 

大肠杆菌 E. coli ET12567 F- dam-13 Tn9 dcm-6 hsdMhsdR recF143 zjj-202 Tn10 galK2 galT22 ara14 pacY1 xyl-5 leuB6 thi-1 实验室存菌 

HD73 含有 cry1Ac 基因的苏云金芽胞杆菌野生型菌株 实验室存菌 

HD73− HD73 菌株无晶体突变株 实验室存菌 

HD（ΔsigE） 缺失 sigE 基因的 HD73 菌株 实验室存菌 

HD（ΔglnR） 缺失 glnR 基因的 HD73 菌株 本研究 

HD（PglnA） 含 pHT304PglnA 载体的 HD73 菌株 本研究 

ΔglnR（PglnA） 含 pHT304PglnA 载体的 ΔglnR 菌株 本研究 

HD（OglnA） 含 pHT315-glnA 载体的 HD73 菌株 本研究 

ΔglnR（OglnA） 含 pHT315-glnA 载体的 ΔglnR 菌株 本研究 

质粒 Plasmids   

pMAD 苏云金芽胞杆菌与大肠杆菌穿梭温敏载体 实验室存菌 

pHT315 苏云金芽胞杆菌与大肠杆菌穿梭载体 实验室存菌 

pHT304−18Z 无启动子的 lacZ 融合表达载体 实验室存菌 

pHT304PglnA 含 PglnA 启动子的 pHT304-18Z 融合表达载体 本研究 

pHT315PglnA 含 PglnA 启动子的 pHT315 表达载体 本研究 

pMAD-ΔglnR 具有 glnR 基因缺失片段的 pMAD 载体 本研究 

1.1.2  培养基和抗生素  LB 培养基：蛋白胨 10 g/L，酵母提取物 5 g/L，NaCl 10 g/L，调节 pH 达到 7.0；
SSM 培养基[16]；氨苄青霉素储存浓度为 100 μg/mL，红霉素储存浓度为 5 μg/mL，卡那霉素储存浓度为

100 μg/mL。 
1.1.3  试验试剂  2×Taq Mix PCR SupperMix：北京博迈德生物技术公司提供；2×PrimerSTAR Max 
Premix、限制性内切酶、T4 DNA Ligase：宝生物工程（大连）有限公司提供；胶回收试剂盒 AxyPrep DNA 
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Gel Extraction Kit、DNA 纯化试剂盒 AxyPrep PCR Cleanup Kit：爱思进 AXYGEN 公司提供；无缝克隆试

剂盒：中美泰和生物技术有限公司提供。 
1.1.4  引物合成及序列测定  本研究所用引物见表 2。引物合成由上海生工生物工程公司完成。基因序列

测序由北京诺赛基因和北京华基因科技股份有限公司完成。 

表 2  本试验所用引物及序列 
Table 2  Primers and sequences used in this study 

引物名称 Names 序列 Sequences (5′-3′) 

PglnA−F CGCGGATCCCGTAAATTGTAAACGGATATACTT 

PglnA−R AACTGCAGAGTAATGATTTATGCGATTAGAA 

ΔglnRa−F AGATCTATCGATGCATGCCATGGTACCCGGGAGGGCAGCATCATCACTTAATTGTA 

ΔglnRa−R CCTCAAATGGTTCGCTGGCGCACTAAAGATAACTGATTC 

ΔglnRb−F GAATCAGTTATCTTTAGTGCGCCAGCGAACCATTTGAGG 

ΔglnRb−R GAAGGAGGAACTGAAAAATGAAAATTCCTCGTAGGCGCTCG 

ΔglnRk−F GAATCAGTTATCTTTAGTGCGCCAGCGAACCATTTGAGG 

ΔglnRk−R GAAGGAGGAACTGAAAAATGAAAATTCCTCGTAGGCGCTCG 

ΔglnRJD−F CCGATGAAAGAAGAYAGACGTT 

ΔglnRJD−R TGTCACCTTGTCGCAATG 

315glnAF1 GCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGTGGGTTAACTTATTCACATG 

315glnAR1 ATCGCCTTCAGAATCAGTTATCATCCATAACAATACCAATAGG 

315glnAF2 CCTATTGGTATTGTTATGGATGATAACTGATTCTGAAGGCGAT 

315glnAR2 TGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCTACGAGTTGTATCAAGGGTTC 

注：下划线表示酶切位点。 

Note: Restriction enzyme sites are underlined.  

1.2  glnR 基因缺失菌株的构建 
以 Bt 菌株 HD73 基因组为模板，ΔglnRa-F/ΔglnRa-R 和 ΔglnRb-F/ΔglnRb-R 为引物，PCR 分别扩增出

glnR 基因的上游片段 glnR-A 和下游片段 glnR-B。以 HD（ΔsigE）菌株为模板，ΔglnRk-F/ΔglnRk-R 为引

物扩增出卡那霉素抗性基因片段 kan。以 glnR-A、kan 和 glnR-B 为模板，ΔglnRa-F/ΔglnRb-R 为引物，PCR
扩增出同源重组长片段 glnR-A-kan-glnR-B。PCR 产物纯化后，应用无缝克隆试剂盒将该片段连接至温敏

载体 pMAD，获得同源重组质粒，命名为 pMAD-ΔglnR。该质粒经电击转入 HD73 菌株中，在红霉素和卡

那霉素双抗性平板上筛选阳性转化子。经 38 ℃高温诱导，筛选出对红霉素敏感但对卡那霉素抵抗的菌落。

利用同源重组片段外侧引物 ΔglnRJD-F/ΔglnRJD-R 进行 PCR 鉴定，并对 PCR 片段进行测序确认，获得 glnR
基因缺失突变菌株 HD（ΔglnR）。 
1.3  生长曲线的测定 

挑取 Bt 单菌落接种在 5 mL LB 液体培养基中，30 ℃、220 r/min 培养 8 h 后，将母液 1%转接到相应

抗性的 100 mL 新鲜 LB 液体培养基中，30 ℃、220 r/min 培养，从 0 时起，每隔 1 h 取样并测定其在 600 nm
波长处的吸光值（OD600），绘制生长曲线。 
1.4  PglnA 启动子融合 lacZ 基因表达载体的构建 

以 Bt HD73 基因组为模板，以 PglnA-F/PglnA-R 为引物扩增 glnA 基因的启动子，PCR 产物纯化后经

Pst I 和 BamH I 双酶切并连接至含有 lacZ 报告基因的 pHT304-18Z 载体 Pst I 和 BamH I 双酶切片段上，转

化 E. coli TG1 菌株，获得重组质粒 pHT304PglnA。重组质粒经 PCR、酶切和测序鉴定，转化至 E. coli ET
菌株使质粒去甲基化，将重组质粒电击转化至 Bt HD73 和 HD（ΔglnR）菌株，获得 HD（PglnA）和 ΔglnR
（PglnA）菌株。 
1.5  β-半乳糖苷酶活性分析 

分别取 1 mL 过夜活化的 HD（PglnA）和 ΔglnR（PglnA）菌液转接到 100 mL LB 培养基中，30 ℃， 
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220 r/min 培养至 T−2 时期（T0 为对数生长期结束时间，Tn 为 T0 前后第 N 小时），每隔 1 h 取样 1 次，T−2，

T−1 时期取样 8 mL，T0 以后每次取样 2 mL，12000 r/min 离心，弃上清，沉淀于−40 ℃保存备用。β−半乳

糖苷酶活性测定方法参考文献[17]，试验至少重复 3 次。 
1.6  HD73 及 HD（ΔglnR）中 glnA 基因过表达菌株的构建 

以 Bt HD（ΔglnR）菌液为模板，以 315glnAF1 和 315glnAR2 为引物扩增 glnA 基因及启动子序列，PCR
产物纯化后，应用无缝克隆试剂盒，将该片段连接至经 BamH I 和 EcoR I 双酶切的 pHT315 载体，转化 E. coli 
TG1 菌株，获得重组质粒 pHT315PglnA。重组质粒经 PCR、酶切和测序鉴定，转化至 E. coli ET 菌株使质

粒去甲基化，然后将重组质粒电击转化至 HD73 和 HD（ΔglnR）菌株，获得 HD（PglnA）和 ΔglnR（PglnA）
菌株。 
1.7  谷氨酰胺酶活力测定 

挑取 HD73、HD（ΔglnR）、HD（OglnA）和 ΔglnR（OglnA）单菌落接种在 LB 液体培养基中，30 ℃、

220 r/min 培养 8 h 后，将母液 1%转接到相应抗性的 100 mL 新鲜 LB 液体培养基中，30 ℃、220 r/min 培

养到 T1 时期，8000 r/min 离心 20 min，以 M/W 1%的 KCl 溶液洗涤 2 次后收集菌体。加入 30 mL 0.05 mol/L
咪唑−HCl 缓冲液（pH 7.0）悬浮菌体，超声破碎 20 min（功率：400 W；工作 1 s，间歇 3 s）。8000 r/min
下低温离心 30 min，取上清备用。按照 Spafio[18]方法测定谷氨酰胺合成酶的 γ−谷氨酰基转移活性，计算谷

氨酰胺合成酶活力，数据独立重复 3 次。 
1.8  生物活性测定 

以小菜蛾 Plutella xylostella 为供试昆虫，用于生物活性测定的菌株为 ΔglnR（OglnA）、HD（ΔglnR）、

HD（OglnA）、HD73 和 HD73−（菌株 HD73−不产生 Cry1Ac 晶体蛋白）。菌株在 LB 培养基中培养至 T35

时期，将菌液冻干，取相同生物量的 5 株菌的冻干粉，用灭菌水稀释成以下浓度：1.25、2.5、5、10、20、
40 μg/mL；将上述不同浓度的菌液均匀的涂抹于直径为 7 cm 的卷心菜叶上，晾干后，置于 9 cm 的培养皿

中；每个培养皿中接种 30 头体型相当的 2 龄小菜蛾幼虫。48 h 后计算幼虫成活率。计算 LC50，数据独立

重复 3 次。 

2  结果与分析 
2.1  苏云金芽胞杆菌 HD73 中 glnA 基因的鉴定 

根据基因在 Bt HD73 基因组上的排列，结合枯草芽胞杆菌 168 菌株中 glnA 基因的核苷酸序列比对，

在 Bt HD73 菌株中发现一个编号为 HD73_3986 的基因，编码谷氨酰胺合成酶，其上游基因 HD73_3987 编

码谷氨酰胺合成酶抑制子 GlnR，二者在基因组上的组织结构与枯草芽胞杆菌 168 中的 glnRA 操纵子相同

（图 1）。氨基酸比对结果显示，HD73_3986 和 HD73_3987 与枯草芽胞杆菌 168 中谷氨酰胺合成酶 GlnA
和谷氨酰胺合成酶抑制子 GlnR 相似性分别为 86.50%和 62.40%。推测 Bt HD73 中的 glnA 和 glnR 基因也可

能参与谷氨酰胺代谢途径。 
2.2  PglnA 启动子转录活性分析 

为了研究 glnA 基因的转录调控，构建了 glnR 基因缺失突变株及 glnA 的启动子融合 lacZ 基因的表达 

hflx glnR glnA HD73_3985

100% 100%

glnR glnA ynxB

枯草芽胞杆菌168

62.40% 86.50%

ynbB

苏云金芽胞杆菌HD73

 
图 1  苏云金芽胞杆菌和枯草芽胞杆菌中 glnA 基因分析 

Fig. 1  Analysis of glnA from B. thuringiensis HD73 and B. subtilis 168 
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载体，分别转入 HD73 出发菌株和 ΔglnR 突变菌株，获得菌株 HD（PglnA）以及 ΔglnR（PglnA）。首先，

测定 HD（ΔglnR）突变菌株的生长曲线，结果如图 2，无论在营养丰富的 LB 培养基中（图 2A），或是在

贫瘠营养诱导产胞的 SSM 培养基中（图 2B），与 HD73 出发菌株相比，HD（ΔglnR）突变菌株的生长均

没有明显变化。证明 glnR 基因的缺失不会影响到菌株的正常生长。 
β−半乳糖苷酶活性测定表明（图 3A、3B），T−2～T3 时期，在营养丰富的 LB 培养基中 ΔglnR（PglnA）

菌株的转录活性明显高于 HD（PglnA）菌株。而在营养相对贫瘠的 SSM 培养基中，ΔglnR（PglnA）菌株

的转录活性与 HD（PglnA）菌株相比，没有明显差别，说明营养丰富时 GlnR 负调控 glnA 基因转录。 
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A：LB 培养基 Luria-Bertani (LB) medium；B：SSM 培养基 Schaeffer’s sporulation medium (SSM) 

图 2  HD73 出发菌株及 glnR 缺失菌株在不同培养基中的生长曲线 

Fig. 2  Growth curves of wild-type strain and glnR deletion mutant strain in different mediums 
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图 3  PglnA 转录活性分析 

Fig. 3  Analysis of transcriptional activities of PglnA 

2.3  glnA 过表达菌株谷氨酰胺合成酶活力测定 
为了明确 glnA 的功能，对谷氨酰胺合成酶酶活性进行了分析，选取 LB 培养基 T2 时期的菌株 HD73、

HD（OglnA）、HD（ΔglnR）和ΔglnR（OglnA），测定其谷氨酰胺合成酶酶活力。在 T2 时期的 LB 培养

基中，相较于野生型 HD73 菌株，其他菌株的谷氨酰胺合成酶酶活力均有所提高（图 4）。表明在营养充

足的情况下，glnR 基因的缺失导致谷氨酰胺合成酶基因 glnA 表达量上升，与转录活性结果一致（图 3A）。 
2.4  glnA 基因过表达菌株的生物活性分析 

为了研究 glnA 基因是否对苏云金芽胞杆菌的杀虫活性有影响，选取相同生物量的 HD73、HD（OglnA）、
ΔglnR、ΔglnR（OglnA）和 HD73−菌株，对小菜蛾 2 龄幼虫进行生物活性测定，以菌株 HD73−为阴性对

照。接种幼虫 48 h 后计算死亡率，并计算 LC50。结果表明，与野生型菌株相比，菌株 HD（OglnA）、HD
（ΔglnR）和ΔglnR（OglnA）的杀虫活性更高，其中ΔglnR（OglnA）菌株尤为显著，说明过表达 glnA 基

因会提高菌株 HD73 的杀虫活性（表 3）。 
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表 3  glnA 基因表达 Bt 菌株对小菜蛾的杀虫活性 
Table 3  Bioassay of Bt strains expressed glnA gene against Plutella xylostella 

样品 Sample LC50 (μg/mL) 95% 置信区间 Confidenc (μg/mL) 

HD73 16.822 12.794～23.688 

HD（OglnA） 12.098  9.300～16.376 

HD（ΔglnR） 12.469  9.441～17.273 

ΔglnR（OglnA）  9.004  6.895～11.703 

HD73− NA NA 

注：NA 没有活性。Note: NA was no activity. 
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图 4  谷氨酰胺合成酶活力 

Fig. 4  Glutamine synthetase enzyme activity 

3  讨论 
在枯草芽胞杆菌中，至少存在三个不同的氮代

谢调控蛋白 CodY、GlnR 和 TnrA[3]，GlnR 和 TnrA
识别相同的操纵子序列 5′−TGTNAN7TNACA− 
3′[19,20]。其中，转录因子 glnR 基因直接位于谷氨酰

胺合成酶基因 glnA 的上游，和 glnA 基因共同组成

glnRA 操纵子，是一个双顺反子，而谷氨酰胺合成

酶活力则会受负反馈调节。在氮源丰富时，GlnR
会通过自身的一个 α−螺旋−转角−螺旋结构域，以

二聚体的形式与操纵子 glnRA01 和 glnRA02 相结

合，从而抑制 glnRA 的转录[8,9]。本研究通过转录活

性分析发现在 Bt 菌株中谷氨酰胺合成酶基因 glnA 
在营养丰富时受其转录因子 GlnR 负调控，该结果与模式菌株枯草芽胞杆菌相同。 

Kloosterman 等[8]在革兰氏阳性致病菌肺炎链球菌的研究中发现，glnA 缺失突变株相较于野生型菌株表

现出生长缓慢的现象，但在加入 0.5 mg/mL 的谷氨酰胺时会恢复生长。同时发现突变株的定殖粘附力受到

了很大的影响，其对于 Detroit 562 人类咽喉上皮细胞的粘着性显著降低，表明谷氨酰胺合成酶 GlnA 在肺

炎链球菌毒性发挥中扮演着重要的角色。本研究在 Bt 菌株 HD（ΔglnR）中过表达 glnA 基因后，与野生

型菌株相比，杀虫活性显著增加。推测 glnA 基因有可能参与到苏云金芽胞杆菌在昆虫体内的定殖中，从而

调控其杀虫活性。同时，Young 和 Monroe 等[19]研究表明苏云金芽胞杆菌形成的伴胞晶体 80%是在形成芽

胞的过程中，由蛋白质的代谢周转（即来自培养环境中）重新合成的，只有 15%的伴胞晶体来自芽胞形成

以前的细胞，这些蛋白质是由游离氨基酸合成的。因此过表达 glnA 基因后细胞可能会更好地利用培养基中

的氮源，来保证伴胞晶体蛋白的合成，同时有利于细胞更好地生存。这也为提高 Bt 的杀虫毒力提供了新

思路。 
本研究发现 glnA 基因受其转录因子 GlnR 的调控。作为一类全局转录因子，在很多革兰氏阳性细菌的

基因组中，都存在 glnR 基因，GlnR 最初是在天蓝链霉菌中鉴定的，它能够使谷氨酰胺营养缺陷型回复成

野生型[20]。GlnR 不仅对参与到氮代谢中的一些基因有调控作用，还与磷酸代谢、抗生素合成等次级代谢

途径以及细菌毒性存在交叉调控[21-23]。目前虽然有大量关于 GlnR 转录调控方面的报道，但其在 Bt 中的功

能还有待进一步研究。 
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