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摘要　通过比对分析已知昆虫氨肽酶 Ｎ（ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅＮ，ＡＰＮ）氨基酸序列并结合本实验室的美国白蛾

（犎狔狆犺犪狀狋狉犻犪犮狌狀犲犪）中肠ｉＴＲＡＱ结果，设计了犺犮犪狆狀３基因特异引物，获得犺犮犪狆狀３基因片段。通过ＲＡＣＥＰＣＲ技

术获得美国白蛾中肠氨肽酶Ｎ基因（犺犮犪狆狀３）全长序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＫＪ０１３５９８）。Ｂｌａｓｔｐ分析表明，获得的氨

肽酶属于氨肽酶Ｎ３家族，命名为ＨｃＡＰＮ３。序列分析显示ＨｃＡＰＮ３包括９５２个氨基酸残基，具有典型的谷氨酸锌

化氨肽酶（Ｇｌｕｚｉｎｃｉｎ）结构域和羧基端（ＥＲＡＰ１＿Ｃ）结构域。利用ＢａｃｔｏＢａｃ表达系统在昆虫细胞中表达１０８ｋＤａ的

ＨｃＡＰＮ３蛋白。在原核表达系统中表达５８ｋＤａ的Ｇｌｕｚｉｎｃｉｎ结构域和４９ｋＤａＥＲＡＰ１＿Ｃ的结构域蛋白。Ｌｉｇａｎｄ

Ｂｌｏｔ分析结果显示，ＨｃＡＰＮ３蛋白及Ｇｌｕｚｉｎｃｉｎ结构域可与Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白特异性结合，但ＥＲＡＰ１＿Ｃ结构域未能与

Ｃｒｙ１Ａｃ结合。本研究首次克隆了美国白蛾氨肽酶基因并分析了ＨｃＡＰＮ３与Ｃｒｙ１Ａｃ的结合特性，为下一步功能研

究提供基础。
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　　美国白蛾［犎狔狆犺犪狀狋狉犻犪犮狌狀犲犪（Ｄｒｕｒｙ）］是一种

重要的世界性检疫害虫。适应性强，食性广，繁殖能

力强的特点为其大范围传播和为害提供了条件。该

虫现已从北美传播至１８个欧亚国家和地区
［１］。１９７９

年传入我国以来，已迅速扩展至长江以南地区，每年

给我国农林业生产造成巨大的损失［１２］。

苏云金芽胞杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊狋犺狌狉犻狀犵犻犲狀狊犻狊，Ｂｔ）

是目前世界范围内产量最大、应用范围最广的环

境友好型微生物杀虫剂，其杀虫蛋白基因也是目

前应用得最为广泛和最有潜力的一类抗虫基

因［２５］。目前研究者已筛选分离出多种对美国白

蛾高毒力的Ｂｔ菌株，并对其杀虫晶体蛋白以及基

因类型进行了研究，结果表明，对美国白蛾高毒力

的Ｂｔ菌株中均鉴定出Ｃｒｙ１Ａｃ基因型
［２，６］，本研究

前期工作证明Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白是对美国白蛾高毒力

的杀虫晶体蛋白。

ＢｔＣｒｙ蛋白可与昆虫中肠上皮刷状缘膜

（ＢＢＭＶ）特异性结合，从而引起昆虫中肠结构及生

理发生变化，使昆虫死亡［７］。其在ＢＢＭＶ上的受体

主要有４类，分别是类钙黏蛋白（ｃａｄｈｅｒｉｎｌｉｋｅｐｒｏ

ｔｅｉｎ）、氨肽酶Ｎ（ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅＮ，ＡＰＮ）、碱性磷

酸脂酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）和糖脂（ｇｌｙｃｏ

ｌｉｐｉｄｓ）
［７１１］。其中氨肽酶Ｎ是研究最多的一种重要

的受体蛋白。

氨肽酶Ｎ是一种依赖于Ｚｎ２＋的Ｎ端水解酶

类［９１０］，存在于中肠的ＢＢＭＶ上
［１１］，是Ｂｔ毒素的

重要受体之一。Ｋｎｉｇｈｔ等１９９４年首次从烟草天蛾

中分离得到ＡＰＮ１，并证实其为Ｂｔ毒素的受体
［１２］，

此后，相继从舞毒蛾［１３］、烟芽夜蛾［１４］、家蚕［１５］、欧洲

玉米螟及亚洲玉米螟［１６１７］、甜菜夜蛾［１８］，埃及伊

蚊［１９］等昆虫中克隆了ＡＰＮ基因，并证实其蛋白为

Ｂｔ毒素的受体。目前在ＧｅｎＢａｎｋ中已登记５０多种

ＡＰＮ基因，关于美国白蛾中肠受体蛋白的研究尚未

有报道。本研究首次分离鉴定了美国白蛾中肠

ＡＰＮ３蛋白，与Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白进行了配体印迹分析，

为进一步研究美国白蛾中肠氨肽酶功能，及与Ｂｔ杀

虫蛋白相互作用机制奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　供试昆虫及细胞

美国白蛾（犎狔狆犺犪狀狋狉犻犪犮狌狀犲犪）幼虫采集自河北

省保定市，在室内进行饲养。粉纹夜蛾（犜狉犻犮犺狅狆犾狌

狊犻犪狀犻）细胞系ＢＴＩＴｎ５Ｂ１４（ＨｉｇｈＦｉｖｅ细胞），由青

岛农业大学李国勋教授惠赠。

１．１．２　主要试剂

ＲＮＡ提取试剂盒（ＲＮｅａｓｙ ＭｉｎｉＫｉｔ）购自

ＱＩＡＧＥＮ公司；反转录试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ；凝胶

回收试剂盒购自天根有限公司；限制性内切酶购自

宝生物工程有限公司；Ｔ４快速连接酶购自Ｔｈｅｒｍｏ

公司；大肠杆菌ＤＨ５α、ＢＬ２１和ＤＨ１０Ｂａｃ菌种由本

实验室保存并用于制备感受态细胞；Ｂｔ（Ｃｒｙ１Ａｃ）菌

株由本实验室保存，Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白抗体由河北省生物

研究所制备；蛋白质定量检测试剂盒购自上海生工

生物工程有限公司；胎牛血清购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司；昆虫细胞培养基ＴＮＭＦＨｉｎｓｅｃｔｍｅｄｉｕｍ购自

Ｓｉｇｍａ公司；杆状病毒表达系统（ＢａｃｔｏＢａｃＢａｃｕｌｏｖｉｒ

ｕｓＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＳｙｓｔｅｍ）购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．２　方法

１．２．１　犺犮犪狆狀３全长基因序列的获得

解剖美国白蛾，提取中肠并将其迅速置于液氮，

用研钵研磨至粉末，按试剂盒说明书提取总ＲＮＡ，检

测ＲＮＡ质量。按反转录试剂盒说明书将１μｇ总

ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ。利用美国白蛾中肠ｉＴＲＡＱ结

果，经序列比对设计犺犮犪狆狀３基因特异引物，ＡＰＮＦ：５′

ＧＡＡＣＴＧＧＧＧＡＡＴＧＧＴＴＡＡＣＴ３′（ＮＷＧＭＶＮ）；

ＡＰＮＲ：５′ＡＧＡＡＣＡＡＡＡＣＧＴＣＧＴＴＧＡＣ３′（ＶＮＤＶＬＦ）。

以合成的ｃＤＮＡ第一链为模板，用引物ＡＰＮＦ

和ＡＰＮＲ进行ＰＣＲ扩增，其扩增参数为：９４℃预变

性３ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５１℃退火４５ｓ，７２℃延伸

１ｍｉｎ，２５个循环；７２℃保温１０ｍｉｎ，４℃保存。ＰＣＲ

产物经０．８％琼脂糖凝胶电泳后，纯化回收，回收产

物送北京华大基因测序。根据测序结果分别设计５′

ＲＡＣＥ及 ３′ＲＡＣＥ 引物，ＡＰＮ５Ｆ：５′ＣＴＡＧＴＧ

ＧＡＧＡＡＧＴＧＧＧＣＡＧＴＧＡＴＴＧＡＡＧＧＧＡＧＡ３′；

ＡＰＮ３Ｒ：５′ＣＧＣＴＡＴＡＣＡＡＴＣＴＣＣＧＧＧＧＴＴＡＧ

ＧＣＣＡＧＣＴＧ３′。按照ＲＡＣＥ反转录试剂盒说明合

成５′ＲＡＣＥ和３′ＲＡＣＥ模板，并分别进行ＰＣＲ扩

增。扩增参数如下：９４℃预变性３ｍｉｎ，７４℃延伸

２ｍｉｎ，５个循环；９４℃变性３ｍｉｎ，７２℃退火４５ｓ，

７２℃延伸２ｍｉｎ，５个循环；９４℃变性３ｍｉｎ，７２℃

退火４５ｓ，７０℃延伸２ｍｉｎ，２５个循环；４℃保存。

扩增产物经０．８％琼脂糖凝胶电泳后按照凝胶回收

试剂盒说明书进行纯化回收，回收产物送北京华大
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基因公司测序。

１．２．２　犺犮犪狆狀３序列分析

通过ＣＢＳＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎＳｅｒｖｅｒ预测信号肽序列，

糖基化位点，通过ＧＰＩＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎＳｅｒｖｅｒ分析ＧＰＩ

锚定位点，利用Ｂｌａｓｔｐ进行结构域分析，通过ＤＮＡ

ＭＡＮ分析开放阅读框，等电点及蛋白分子量。

１．２．３　犺犮犪狆狀３在昆虫细胞系中的表达

设计扩增犺犮犪狆狀３的上下游引物，并引入犖狅狋Ⅰ和

犡犺狅Ⅰ酶切位点。Ｆ：５′ＡＡＡＴＡＴＧＣＧＧＣＣＧＣＴＡＣ

ＣＡＡＣＧＣＣＡＴＧＡＴＴＣＴＡＴＣＧＡＴＣ３′（下画线部分为犖狅狋

Ⅰ酶切位点）；Ｒ：５′ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＧＧＡＡＣＡＡＣＴ

ＧＧＧＣＧＡＡＴＡＧＴＡＣＴＧＣ３′（下画线部分为犡犺狅

Ⅰ酶切位点）。

ＰＣＲ产物经纯化、酶切后与载体连接。将１０μＬ

连接产物转化至１００μＬＤＨ５α感受态细胞，涂布于

含有１００ｍｇ／ＬＡｍｐ的ＬＢ平板上。ＰＣＲ及酶切方

法鉴定阳性重组子，取１ｍＬ菌液送至北京华大基

因测序。

鉴定正确的重组子转化大肠杆菌ＤＨ１０Ｂａｃ感受

态细胞，３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ培养４ｈ，涂布于含ＩＰＴＧ

（４０μｇ／ｍＬ），Ｘｇａｌ（１００μｇ／ｍＬ），Ｋａｎ（５０μｇ／ｍＬ），

Ｇｅｎ（７μｇ／ｍＬ），Ｔｅｔ（１０μｇ／ｍＬ）的ＬＢ平板上，３７℃

培养４８ｈ，挑取白色单克隆菌落，提取重组Ｂａｃｍｉｄ

ＤＮＡ，进行ＰＣＲ鉴定。鉴定正确的重组Ｂａｃｍｉｄ

ＤＮＡ按照ＢａｃｔｏＢａｃ试剂盒说明，利用脂质体

ＣｅｌｌｆｅｃｔｉｎⅡｒｅａｇｅｎｔ转染昆虫ＨｉｇｈＦｉｖｅ细胞，２７℃

培养７２ｈ，收集上清为第一代病毒株（Ｐ１），取Ｐ１病

毒上清液感染对数生长期的ＨｉｇｈＦｉｖｅ细胞，出现

感染迹象后，５００ｇ离心５ｍｉｎ收集上清液，即为扩

增后的Ｐ２病毒，按此方法扩增Ｐ３病毒，病毒滴度达

到１×１０８ｐｆｕ／ｍＬ后，收集蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ电

泳及ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析。

１．２．４　ＨｃＡＰＮ３结构域的克隆与表达

将获得的犺犮犪狆狀３全长序列进行Ｂｌａｓｔｐ分析，

分别设计扩增Ｇｌｕｚｉｎｃｉｎ（１６～５２４ａａ）和ＥＲＡＰ１＿Ｃ

（５１７～９５２ａａ）结构域ｃＤＮＡ序列特异引物，并分别在

上游和下游引物中引入犖狅狋Ⅰ和犡犺狅Ⅰ酶切位点，

ＧｌｕＦ１：５′ＡＡＡＴＡＴＧＣＧＧＣＣＧＣＧＣＣＴＴＣＣＣＣＧＡＴ

ＧＡＡＧＡＣＴＡＣＡＧＧＴ３′（下画线部分为犖狅狋Ⅰ酶切位

点）；ＧｌｕＲ１：５′ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＡＣＡＧＧＡＴＣＣＡＧＧＧＡＡＧ

ＣＡＡＡＡＡＣＡＡ３′（下画线部分为犡犺狅Ⅰ酶切位点）；ＥＲ

ＡＰ１＿ＣＦ２：５′ＡＡＡＴＡＴＧＣＧＧＣＣＧＣＧＴＴＴＴＴＧＣＴＴＣ

ＣＣＴＧＧＡＴＣＣＴＧＴＡ３′（下画线部分为犖狅狋Ⅰ酶切位点）；

ＥＲＡＰ１＿ＣＲ２：５′ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＧＧＡＡＣＡＡＣＴＧＧＧＣＧＡ

ＡＴＡＧＴＡＣＴＧＣ３′（下画线部分为犡犺狅Ⅰ酶切位点）。

以合成的ｃＤＮＡ第一链为模板，进行ＰＣＲ扩

增，参数如下：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，

６５℃退火４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，２５个循环；７２℃保

温１０ｍｉｎ，４℃保存。

ＰＣＲ产物经０．８％琼脂糖凝胶电泳后纯化回

收，纯化的ＰＣＲ产物和ｐＥＴ３０ａ载体经犖狅狋Ⅰ和

犡犺狅Ⅰ同时双酶切，回收酶切产物，进行连接。将

１０μＬ连接产物转化至１００μＬＢＬ２１感受态细胞，涂

布于含５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的ＬＢ平板上。ＰＣＲ及

酶切方法鉴定阳性重组子。

鉴定正确的重组子经１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ，３７℃，

２２０ｒ／ｍｉｎ诱导蛋白表达，参照《分子克隆实验指

南》［２０］进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析。

１．２．５　重组蛋白与Ｃｒｙ１Ａｃ的配体印迹分析

参照Ｂｒａｖｏ等的方法
［１０］提取Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白，利

用蛋白质定量检测试剂盒测定Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白浓度。

按照Ｃｒｙ１Ａｃ与胰蛋白酶质量比为４０∶１，于２６℃处

理４ｈ，获得有活性的毒素片段。

ＨｃＡＰＮ３重组蛋白及结构域蛋白进行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳，转至ＰＶＤＦ膜，以１％ＢＳＡ封闭１ｈ，

与胰蛋白酶消化后的Ｃｒｙ１Ａｃ毒蛋白孵育１ｈ，洗

膜，以Ｃｒｙ１Ａｃ抗体为一抗，以 ＡＰ偶联的羊抗兔

ＩｇＧ抗体为二抗，进行ＬｉｇａｎｄＢｌｏｔ分析。

２　结果与分析

２．１　犺犮犪狆狀３基因的克隆

ＰＣＲ扩增获得９２２ｂｐ的目的犺犮犪狆狀３基因片段。

５′ＲＡＣＥ和３′ＲＡＣＥ反应分别获得约１．４ｋｂ和１．７ｋｂ

的片段（图１），ＲＡＣＥ反应产物测序后序列拼接，获

得犺犮犪狆狀３的全长序列。设计特异引物进行ＰＣＲ扩

增得到２．９ｋｂ的全长基因片段（图２）。经Ｂｌａｓｔｐ分

析可知，获得的全长基因编码美国白蛾氨肽酶Ｎ３，命名

为犺犮犪狆狀３，推导的氨基酸序列与舞毒蛾ＡＰＮ３（Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ登录号：ＡＡＬ２６８９４．１）相似性最高，达６５．１３％。

２．２　犺犮犪狆狀３序列分析

犺犮犪狆狀３基因ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＫＪ０１３５９８，开

放阅读框为２８５９ｂｐ，编码９５２个氨基酸残基，预测

分子量大小为１０８．２ｋＤａ，等电点为４．８４。推导的

氨基酸序列Ｎ端具有１５个氨基酸的信号肽序列，Ｃ
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４２卷第２期 王翠苹等：美国白蛾犺犮犪狆狀３基因的克隆及ＨｃＡＰＮ３蛋白与Ｃｒｙ１Ａｃ结合特性分析

末端９３０，９３１位氨基酸残基为预测的ＧＰＩ锚定位

点，含有Ｇｌｕｚｉｎｃｉｎ和ＥＲＡＰ１＿Ｃ保守结构域，谷氨

酸锌化氨肽酶的保守氨基酸序列ＧＡＭＥＮ。糖基化

位点预测结果显示ＨｃＡＰＮ３含有２个Ｏ糖基化位

点，分别位于４１４和５６６位，６个Ｎ糖基化位点分别

位于１３３、３７３、４１９、６４１、６５４、９３０位。预测的跨膜片

段位于２２７～２４５位氨基酸残基。

图１　犺犮犪狆狀３的犚犃犆犈扩增产物

犉犻犵．１　犃犿狆犾犻犳犻犲犱狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳犺犮犪狆狀３犫狔犚犃犆犈犘犆犚

２．３　犺犮犪狆狀３在昆虫细胞系中的表达

重组病毒作为分泌蛋白存在于培养基中，转染

ＨｉｇｈＦｉｖｅ细胞后４８ｈ收集培养基，离心取上清，作

为Ｐ１原代病毒，继续感染对数生长期的ＨｉｇｈＦｉｖｅ

细胞，出现感染迹象后，离心收集上清，即为扩增后

的Ｐ２病毒，继续扩增获取Ｐ３病毒，离心取上清进行

ＳＤＳＰＡＧＥ及ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析，结果显示ＨｃＡＰＮ３

在昆虫细胞系中成功表达１０８ｋＤａ的蛋白（图３）。

图２　犺犮犪狆狀３全长基因犘犆犚扩增产物鉴定

犉犻犵．２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犺犮犪狆狀３犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊

图３　犎犮犃犘犖３蛋白在昆虫细胞中表达的犠犲狊狋犲狉狀犅犾狅狋分析

犉犻犵．３　犠犲狊狋犲狉狀犅犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犎犮犃犘犖３狆狉狅狋犲犻狀狊犻狀犻狀狊犲犮狋犮犲犾犾狊

２．４　犎犮犃犘犖３结构域在大肠杆菌中的表达

ＨｃＡＰＮ３结构域表达分析结果表明，３７℃，以

１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ进行诱导，Ｇｌｕｚｉｎｃｉｎ和ＥＲＡＰ１＿Ｃ

两个结构域重组蛋白得到成功表达，分别表达约

５８ｋＤａ和４９ｋＤａ的目的蛋白（图４ａ～ｂ）。

图４　犌犾狌狕犻狀犮犻狀（犪）和犈犚犃犘１＿犆（犫）结构域原核表达的犠犲狊狋犲狉狀犅犾狅狋分析

犉犻犵．４　犠犲狊狋犲狉狀犅犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犲狓狆狉犲狊狊犲犱狉犲犮狅犿犫犻狀犪狋犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻狀犱狌犮狋犻狅狀狋犻犿犲狆狅犻狀狋狊
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２．５　重组蛋白与犆狉狔１犃犮蛋白的配体印迹（犔犻犵犪狀犱

犅犾狅狋）分析

　　配体印迹分析结果显示，ＨｃＡＰＮ３重组蛋白和

Ｇｌｕｚｉｎｃｉｎ结构域能分别与Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白结合产生

１０８ｋＤａ和５８ｋＤａ条带（图５），表明 ＨｃＡＰＮ３重组蛋

白和Ｇｌｕｚｉｎｃｉｎ结构域可与Ｃｒｙ１Ａｃ结合，而ＥＲＡＰ１＿Ｃ

结构域重组蛋白未能与Ｃｒｙ１Ａｃ发生结合（图５）。

图５　重组蛋白与犆狉狔１犃犮的配体印迹分析

犉犻犵．５　犔犻犵犪狀犱犅犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犆狉狔１犃犮狋狅狓犻狀犫犻狀犱犻狀犵

狋狅狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆狉狅狋犲犻狀狊

３　讨论

ＡＰＮ目前已被确认为是Ｂｔ毒素的受体
［１５１７］，其

作为受体的功能已被广泛研究。然而ＡＰＮ同工酶家

族种类较多，其结构特点也不尽相同［１７］，尤其在不同

的物种中差异较大，不同的ＢｔＣｒｙ蛋白通过与不同种

类的ＡＰＮ互作，从而起到杀虫作用
［２１］。目前研究认

为各类ＡＰＮ在昆虫体内同时表达，并且分子量、酶活

性、糖基化特征等相似度高，使其难以分离和纯化［２２］，

因而分离鉴定ＡＰＮ同工酶的种类对于研究ＢｔＣｒｙ蛋

白的杀虫机理以及为ＡＰＮ的分类提供依据等都有着

重要的意义。本研究通过ＰＣＲ及ＲＡＣＥＰＣＲ技术首

次成功分离鉴定了美国白蛾ＡＰＮ３全长基因序列，并

在昆虫细胞系中成功表达ＨｃＡＰＮ３全长蛋白。序列

分析表明ＨｃＡＰＮ３具有的典型氨肽酶结构特征，即属

于锌金属肽酶，Ｎ末端具有信号肽，Ｃ末端含有糖基

化磷脂酰肌醇（ＧＰＩ）锚定信号序列，锌结合位点

ＨＥＸＸＨ，谷氨酸锌化氨肽酶的保守结构ＧＡＭＥＮ，含

有Ｇｌｕｚｉｎｃｉｎ和ＥＲＡＰ１＿Ｃ保守结构域。

闫志利等研制的唐海１号Ｂｔ制剂２万ＩＵ／ｍｇ

５００～１５００倍液对美国白蛾防效接近１００％
［５］。徐

明等利用Ｂｔ悬浮剂与灭幼脲的混剂对美国白蛾进

行防治，结果显示混剂对第２～３代幼虫的毒力指数

均高于１００，防治效果良好
［３］。陈颖等利用Ｂｔ１５Ａ３

对美国白蛾的防治试验表明Ｂｔ１５Ａ３水悬剂防治２

～３龄、４～５龄幼虫，２００倍液用药后３ｄ校正防效

分别达到１００％、９８．００％
［２３］。陈月华等从Ｂｔ１５Ａ３

中鉴定出Ｃｒｙ１Ａｃ基因型
［２４］，于涛等［２］和赵焕丽

等［６］在筛选对美国白蛾高毒力的Ｂｔ菌株中均鉴定

出Ｃｒｙ１Ａｃ基因型，本试验前期研究证明Ｃｒｙ１Ａｃ蛋

白是对美国白蛾高毒力的杀虫晶体蛋白。Ｗａｎｇ等

发现通过原核表达的棉铃虫 ＡＰＮ３蛋白可与

Ｃｒｙ１Ａｃ发生结合
［２５］。本研究通过ＬｉｇａｎｄＢｌｏｔ分

析发现昆虫细胞系表达的ＨｃＡＰＮ３重组蛋白可以

与Ｃｒｙ１Ａｃ发生特异性结合，推测其可能为Ｃｒｙ１Ａｃ

蛋白的结合蛋白。为了进一步验证Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白与

ＡＰＮ蛋白结合区域，在大肠杆菌中分别克隆和表达

了犺犮犪狆狀３保守的Ｇｌｕｚｉｎｃｉｎ和ＥＲＡＰ１＿Ｃ结构域。

由于昆虫细胞系表达蛋白周期较长，所以我们利用

周期较短的原核表达系统对结构域蛋白进行表达。

结果显示Ｇｌｕｚｉｎｃｉｎ结构域可与Ｃｒｙ１Ａｃ特异结合，

而ＥＲＡＰ１＿Ｃ结构域则不能与Ｃｒｙ１Ａｃ发生结合，推

测Ｃｒｙ１Ａｃ与 ＨｃＡＰＮ３的结合区域位于Ｇｌｕｚｉｎｃｉｎ

保守结构域，但ＨｃＡＰＮ３是否为Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白的受

体蛋白以及与Ｃｒｙ１Ａｃ的具体结合位点还需进一步

研究。本研究通过分离鉴定新的犺犮犪狆狀３基因，为研

究美国白蛾氨肽酶基因的功能，阐明ＢｔＣｒｙ蛋白与

受体蛋白的作用机理奠定理论基础。
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