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摘要　为筛选对黏虫［犕狔狋犺犻犿狀犪狊犲狆犪狉犪狋犪（Ｗａｌｋｅｒ）］具有毒杀作用的苏云金芽胞杆菌杀虫蛋白，本研究提取Ｃｒｙ１

类、Ｃｒｙ２类、Ｃｒｙ９类及Ｖｉｐ３Ａ类等１１种蛋白，通过人工饲料喂毒方法对黏虫进行生物活性测定。结果表明，

Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ２Ａｂ、Ｃｒｙ１Ｂｅ及Ｃｒｙ１Ｂｂ蛋白对黏虫具有杀虫活性，其致死中浓度依次为５．０９、１７．７１、２６．７５、

２７．４２及４３．９３μｇ／ｇ；Ｃｒｙ９Ａａ、Ｃｒｙ９Ｅｂ、Ｃｒｙ９Ｅｅ蛋白对黏虫生长具有抑制作用，其浓度为１０μｇ／ｇ时的体重抑制率

分别为７８．４％、７９．０％、８６．９％，浓度为１００μｇ／ｇ时的体重抑制率分别为９２．８％、９５．７％、９６．７％；Ｃｒｙ１Ｂａ、Ｃｒｙ１Ｃａ

和Ｖｉｐ３Ａａ蛋白对黏虫无显著活性。本研究为黏虫的生物防治奠定了基础，并为抗虫转基因作物的研究提供优良

的候选基因。
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　　黏虫［犕狔狋犺犻犿狀犪狊犲狆犪狉犪狋犪（Ｗａｌｋｅｒ）］属于鳞翅

目夜蛾科，是一种典型的远距离迁飞害虫，主要为害

玉米、小麦和水稻等禾谷类粮食作物以及棉花、豆类、

蔬菜等上百种植物，严重时造成作物减产甚至绝
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收［１］，在亚洲和澳洲经常暴发成灾［２］。在我国，除新

疆以外，全国各地均有发生。近年来，黏虫在我国的

发生为害呈严重趋势，２０１２－２０１３年全国黏虫连续暴

发，其发生面积之大、虫口密度之高、损失之重，均属历

史罕见，严重威胁我国粮食生产安全［３］。黏虫的化学防

治已经产生了诸多负面影响，如黏虫抗药性增强、环境

污染、农产品质量安全隐患等严重后果，为实现黏虫的

综合治理，亟须开辟生物防治等绿色防控途径。

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，简称

Ｂｔ）产生的晶体蛋白（Ｂｔ蛋白）是主要的杀虫成分，

对鳞翅目、双翅目、鞘翅目等多种害虫，以及一些线

虫、螨类和原生动物具有特异性的杀虫活性［４］。

Ｂｔ蛋白针对不同夜蛾科昆虫的活性，国外已有不少

研究报道。Ｃｒｙ１Ｃ、Ｃｒｙ１Ｆ对甜菜夜蛾［犛狆狅犱狅狆狋犲狉犪犲狓

犲犿狆狋犪（Ｗａｌｋｅｒ）］具有高毒力，而Ｃｒｙ１Ａａ、Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ｂ、

Ｃｒｙ１Ｄ对其有生长抑制作用
［５］。Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ｂｂ、Ｃｒｙ１Ｆａ、

Ｃｒｙ２Ａａ、Ｃｒｙ１Ｉａ和Ｖｉｐ３Ａａ对草地贪夜蛾［犛狆狅犱狅狆狋犲狉犪犳狉狌

犵犻狆犲狉犱犪（Ｓｍｉｔｈ）］具有毒杀作用
［６９］。在国内，相对于Ｂｔ对

棉铃虫和玉米螟的杀虫作用研究，Ｂｔ蛋白对黏虫杀虫活性

研究相对滞后，关注较少。仅有少数报道发现Ｃｒｙ１Ａｂ、

Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ２Ａｃ蛋白对黏虫具有杀虫活性
［１０１２］。

针对黏虫为害加重的现状，本文以本实验室１１

种Ｂｔ杀虫蛋白为基础，通过测定其ＬＣ５０、体重抑制

率从而获得对黏虫有活性的蛋白，再对这些蛋白进

行序列分析比较研究，系统筛选对黏虫具有较高活

性的杀虫蛋白。研究结果可为黏虫的生物防治提供

菌株和蛋白资源，为我国抗虫转基因作物的研究提

供优良的候选基因。

１　材料和方法

１．１　菌株和培养基

供试菌株和质粒见表１。

表１　菌株与质粒

犜犪犫犾犲１　犛狋狉犪犻狀狊犪狀犱狆犾犪狊犿犻犱狊

菌株和质粒

Ｓｔｒａｉｎａｎｄｐｌａｓｍｉｄ

描述

Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

来源

Ｓｏｕｒｃｅ

犈．犮狅犾犻

ＴＧ１ Δ（犾犪犮狆狉狅犃犅）狊狌狆犈狋犺犻犺狊犱５（犉′狋狉犪犇３６狆狉狅犃＋狆狉狅犅＋犾犪犮犐狇犾犪犮犣Δ犕１５） 本实验室贮存

ＢＬ２１
犉，狅犿狆犜犺狊犱犛犅（狉－犅犿－犅），犵犪犾（λ犮犐８５７，犻狀犱１，犛犪犿７，

狀犻狀５，犾犪犮犝犞５犜７犵犲狀犲１），犱犮犿（犇犈３）
本实验室贮存

ＢＬ２１（ＤＥ３）ｖｉｐ３Ａａ１１ 含有携带狏犻狆３犃犪１１基因的质粒ｐＳＴＫ３Ａａ１１（８．１ｋｂ，Ｋｍｒ） 本实验室贮存

Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）１Ｂａ３ 含有携带犮狉狔１犅犪３基因的质粒ｐＥＢ１Ｂａ３（９．３ｋｂ，Ａｍｐｒ、Ｃａｍｒ） 本实验室贮存

Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）１Ｂｂ２ 含有携带犮狉狔１犅犫２基因的质粒ｐＥＢ１Ｂｂ２（９．３ｋｂ，Ａｍｐｒ、Ｃａｍｒ） 本实验室贮存

ＢＬ２１（ＤＥ３）１Ｂｅ４ 含有携带犮狉狔１犅犲４基因的质粒ｐＥＢ１Ｂｅ４（９．３ｋｂ，Ａｍｐｒ） 本研究构建

Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）９Ａａ３ 含有携带犮狉狔９犃犪３基因的质粒ｐＥＢ９Ａａ３（９．１ｋｂ，Ａｍｐｒ、Ｃａｍｒ） 本实验室贮存

Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）９Ｅｂ１ 含有携带犮狉狔９犈犫１基因的质粒ｐＥＢ９Ｅｂ１（９．１ｋｂ，Ａｍｐｒ、Ｃａｍｒ） 本实验室贮存

Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）９Ｅｅ１ 含有携带犮狉狔９犈犲１基因的质粒ｐＥＢ９Ｅｅ１（９．１ｋｂ，Ａｍｐｒ、Ｃａｍｒ） 本实验室贮存

犅．狋犺狌狉犻狀犵犻犲狀狊犻狊

ＨＤ７３ 犅．狋犺狌狉犻狀犵犻犲狀狊犻狊ｓｕｂｓｐ．犽狌狉狊狋犪犽犻标准菌株，含有犮狉狔１犃犮１ｇｅｎｅ 本实验室贮存

ＨＤ７３－ ＨＤ７３无晶体突变株 本实验室贮存

Ｂｉｏｔ２Ａｂ４ 含有携带犮狉狔２犃犫４基因的质粒狆犛犡犢４２２犫２犃犫４的ＨＤ７３－工程菌（Ｅｒｍｒ） 本实验室贮存

Ｂｉｏｔ１Ａｂ１３ 含有携带犮狉狔１犃犫１３基因的质粒狆犛犡犢４２２犫１犃犫１３的ＨＤ７３－工程菌（Ｅｒｍｒ） 本实验室贮存

Ｂｉｏｔ１Ｃａ７ 含有携带犮狉狔１犆犪７基因的质粒狆犛犡犢４２２犫１犆犪７的ＨＤ７３－工程菌（Ｅｒｍｒ） 本实验室贮存

Ｐｌａｓｍｉｄｓ

ｐＥＢ 犾犪犮操纵子，Ｔ７启动子，多克隆位点，Ｈｉｓ·Ｔａｇ，ＨＳＶ·Ｔａｇ，Ａｍｐｒ，５．７ｋｂ 本实验室贮存

ｐＥＢ１Ｂｅ４ 含有３．６ｋｂ犮狉狔１犅犲４基因的ｐＥＢ载体，Ａｍｐｒ，９．３ｋｂ 本研究构建

　　１／２ＬＢ液体培养基：０．５％ 胰蛋白胨、０．２５％ 酵

母抽提物、０．５％ ＮａＣｌ，ｐＨ７．０，１２１℃，灭菌２０ｍｉｎ；

ＬＢ液体培养基：１．０％ 胰蛋白胨、０．５％ 酵母抽提

物、１．０％ＮａＣｌ，１２１℃，灭菌２０ｍｉｎ。

１．２　主要试剂和仪器

犜犪狇ＤＮＡ聚合酶购自康润生物技术公司；限制

性内切酶、ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳＤＮＡ 聚合酶和 Ｔ４

ＤＮＡ连接酶均购自宝生物工程（大连）有限公司；质

粒提取、ＤＮＡ回收和ＰＣＲ产物纯化试剂盒购自

Ａｘｙｇｅｎ公司，其他生化和化学试剂均为市售。

Ｄ２５０摇床，美国ＮＢＳ公司；ＡｖａｎｔｉＪ２６ＸＰ高

速冷冻离心机，美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司；Ｍｉｎｉ
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ＰｒｏｔｅｉｎⅢ蛋白电泳仪，美国ＢｉｏＲａｄ公司；凝胶成

像系统，ＧＥ公司；ＣＰ７５０超声波破碎仪，宁波新芝

生物公司。

１．３　供试昆虫及人工饲料

黏虫（犕．狊犲狆犪狉犪狋犪）及人工饲料，由中国农业科

学院植物保护研究所迁飞害虫组提供。

１．４　犮狉狔１犅犲４表达载体构建

根据本实验室刘东明等克隆的犮狉狔１犅犲４基因的

全长序列［１３］，设计引物ｃｒｙ１Ｂｅ＿Ｆ（ＡＣＧＣＧＡＧＣＴＣ

ＡＴＧＡＡＴＣＴＡＴＣＡＡＣＣＧＡＴＧＣＴＣＧＴＡＴＴＧ，

犈犮犾１３６Ⅱ）和ｃｒｙ１Ｂｅ＿Ｒ（ＡＣＧＣＧＡＧＣＴＣＴＴＣＣＴＣ

ＣＡＴＡＡＧＧＡＧＴＡＡＴＴＣＣＡＣＧＣ，犈犮犾１３６Ⅱ），由上

海生工生物工程公司合成；ＰＣＲ扩增条件为９４℃预

变性１０ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５４℃退火１ｍｉｎ，７２℃

延伸４ｍｉｎ，３０次循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，目的片段

长度为３６０３ｂｐ，经单酶切后连接到ｐＥＢ表达载体

上，采用热激法转入大肠杆菌ＢＬ２１中，筛选阳性克

隆进行测序验证，序列测定由北京六合华大基因科

技股份有限公司完成。

１．５　大肠杆菌犆狉狔及犞犻狆蛋白表达量的测定

Ｃｒｙ１Ｂａ３、Ｃｒｙ１Ｂｂ２、Ｃｒｙ１Ｂｅ４、Ｃｒｙ９Ａａ３、Ｃｒｙ９Ｅｂ１、

Ｃｒｙ９Ｅｅ１和Ｖｉｐ３Ａａ１１蛋白均于大肠杆菌中进行表

达，大肠杆菌的培养采用ＬＢ培养基，蛋白的提取

采用破碎离心法，具体见Ｓｈｕ等的方法
［１４］。大肠

杆菌中表达的蛋白包括可溶组分和不可溶组分，不

可溶组分是由于蛋白在表达的过程中不完全正确

折叠所导致的，其在生测过程中所表现的活性较

低。为了得到较好的生测结果，需要探索获得可溶

组分含量相对较高的表达条件，为生物活性测定提

供足够的可溶蛋白。本研究设定了１８℃和３０℃两

个诱导温度，以及０．１、０．５、１．０ｍｍｏｌ／Ｌ３个ＩＰＴＧ

终浓度，对大肠杆菌中表达的蛋白进行表达条件的

优化。

杀虫晶体蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ分析：吸取蛋白样

品进行制样，１００℃煮沸５ｍｉｎ，１３０００ｇ离心５ｍｉｎ，

取上清液点样于４％浓缩胶，８％分离胶，８０Ｖ电泳

２０ｍｉｎ，１５０Ｖ电泳直到胶底边缘。电泳结束后取

出凝胶，进行脱色、染色及扫描图谱，具体方法详见

文献［１５］。使用ＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅｓｏｆＨｅａｌｔｈ开发

的ＩｍａｇｅＪ１．４４软件，分析电泳后的蛋白条带图谱并

定量，具体使用方法参看ＩｍａｇｅＪＵｓｅｒＧｕｉｄｅ１．４４。

１．６　苏云金芽胞杆菌犆狉狔蛋白表达量的测定提取

Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ１Ｃａ及Ｃｒｙ２Ａｂ蛋白均于

苏云金芽胞杆菌中进行表达，苏云金芽胞杆菌的培

养采用１／２ＬＢ液体培养基，蛋白的提取采取重复溶

解的方法［１６］进行，蛋白质的定量分析同１．５小节。

１．７　犆狉狔蛋白和犞犻狆蛋白对黏虫的室内生物活性

测定

　　参考蒋善军等的方法
［１１］，生测法使用含有Ｂｔ

蛋白的人工饲料饲喂黏虫初孵幼虫，７ｄ后统计死亡

率。具体如下：称取３０ｇ人工饲料放置于灭菌的培

养皿中；加入待测样品溶液３ｍＬ（初筛均使用

１０μｇ／ｇ和１００μｇ／ｇ两个浓度，使用２４孔培养板法

进行，复筛依据初筛的校正死亡率设定浓度，使用改

良的培养皿法进行），充分搅拌，混匀后平均分装于

３个培养皿中；根据饲料的干湿程度室温放置一段

时间，直到饲料表面没有水滴。每皿接入３０头初孵

幼虫，每个浓度重复３次，共处理９０头试虫（试虫接

完后于培养皿盖内垫三层卫生纸，盖紧培养皿，用橡

皮筋扎紧，以防试虫逃逸）；将样品置于２５℃光照培

养箱中培养，Ｌ∥Ｄ＝１６ｈ∥８ｈ，湿度７０％～８０％，

每天观察饲料干湿程度，适当做出微调（培养箱湿度

太低则向里加水，太高则进行干燥处理）；培养７ｄ

后调查死虫和活虫数并称重，计算死亡率、校正死亡

率（由于大肠杆菌中表达的蛋白使用２０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＴｒｉｓＨＣｌ溶解，而苏云金芽胞杆菌中表达的蛋白使

用５０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３ 溶解，因此生测时分别设置

对照，校正死亡率也分别计算）。生测数据采用

ＳＰＳＳ１３．０计算致死中浓度（ＬＣ５０）
［１７］，死亡率、校正

死亡率及体重抑制率。

死亡率（％）＝死虫数／（死虫数＋活虫数）×１００；

校正死亡率（％）＝［（对照存活率－处理组存活率）／

对照存活率］×１００；

体重抑制率（％）＝［１－（处理组平均体重／

对照组平均体重）］×１００。

２　结果和分析

２．１　大肠杆菌中犆狉狔及犞犻狆蛋白的表达

通过反复摸索获得了本文大肠杆菌蛋白表达的

适合条件：Ｃｒｙ１Ｂｂ在１８℃，ＩＰＴＧ终浓度１．０ｍｍｏｌ／Ｌ

的条件下进行表达；Ｃｒｙ１Ｂｅ在３０℃，ＩＰＴＧ终浓度

为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ时进行表达；Ｃｒｙ９Ｅｅ在３０℃，ＩＰＴＧ

终浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ时进行表达；Ｃｒｙ１Ｂａ、Ｃｒｙ９Ａａ、
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Ｃｒｙ９Ｅｂ和Ｖｉｐ３Ａａ蛋白均在１８℃，ＩＰＴＧ终浓度为

０．５ｍｍｏｌ／Ｌ时进行表达。提取后对以上蛋白进行

ＳＤＳＰＡＧＥ分析（图１），箭头所指条带为目的蛋白，

从左到右依次为Ｃｒｙ１Ｂａ、Ｃｒｙ１Ｂｂ、Ｃｒｙ１Ｂｅ、Ｃｒｙ９Ａａ、

Ｃｒｙ９Ｅｂ、Ｃｒｙ９Ｅｅ及Ｖｉｐ３Ａａ的可溶组分ＳＤＳＰＡＧＥ

结果，其分子量大小依次为１３７、１３７、１３６、１２９、１３０、

１３０、８９ｋｕ。

图１　大肠杆菌中表达的犆狉狔及犞犻狆蛋白可溶组分

犛犇犛犘犃犌犈分析结果

犉犻犵．１　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狊狅犾狌犫犾犲犆狉狔犪狀犱犞犻狆狆狉狅狋犲犻狀狊

犲狓狆狉犲狊狊犲犱犻狀犈．犮狅犾犻犫狔犛犇犛犘犃犌犈

２．２　苏云金芽胞杆菌中表达的犆狉狔蛋白提取

对Ｂｔ中表达的Ｃｒｙ蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析

（图２），箭头所指条带为目的蛋白，从左到右依次为

Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ１Ｃａ及Ｃｒｙ２Ａｂ，其分子量大小

依次为１３０、１３３、１３５、６５ｋｕ。

图２　苏云金芽胞杆菌中表达的犆狉狔蛋白犛犇犛犘犃犌犈分析

犉犻犵．２　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犆狉狔狆狉狅狋犲犻狀狊犻狀犅犪犮犻犾犾狌狊

狋犺狌狉犻狀犵犻犲狀狊犻狊犫狔犛犇犛犘犃犌犈

２．３　犆狉狔１、犆狉狔２及犞犻狆蛋白对黏虫生物活性初次

测定结果

　　Ｃｒｙ１、Ｃｒｙ２及Ｖｉｐ蛋白对黏虫生物活性测定结

果（表２）表明，共有５种对黏虫杀虫活性较高的蛋

白，按浓度为１００μｇ／ｇ时的校正死亡率从高到低依次

是Ｃｒｙ２Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ１Ｂｂ、及Ｃｒｙ１Ｂｅ，而

Ｃｒｙ１Ｂａ、Ｃｒｙ１Ｃａ及Ｖｉｐ３Ａａ对其无显著活性，试虫

生长发育仍然正常，大小与对照相似。Ｃｒｙ９类蛋白

生测时，试虫未能正常生长发育，大小基本与接虫时

一样。

表２　犅狋蛋白对黏虫生物活性初次测定结果１
）

犜犪犫犾犲２　犘狉犲犾犻犿犻狀犪狉狔犫犻狅犪狊狊犪狔狉犲狊狌犾狋狊狅犳犅狋狆狉狅狋犲犻狀狊犪犵犪犻狀狊狋犕狔狋犺犻犿狀犪狊犲狆犪狉犪狋犪犾犪狉狏犪犲

蛋白

Ｐｒｏｔｅｉｎ

浓度／μｇ·ｇ
－１

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

接虫数／头

Ｉｎｏｃｕｌｕｍ

死虫数／头

Ｄｅａｔｈ

死亡率／％

Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

校正死亡率／％

Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄｍｏｒｔａｌｉｔｙ

ＣＫ Ｈ２Ｏ ２４ ４ １６．７０ －

Ｎａ２ＣＯ３ ２４ ０ ０．０００ －　

ＴｒｉｓＨＣｌ ２４ ３ １２．５０ －

Ｃｒｙ２Ａｂ １０ ２４ ３ １２．５０ １２．５０

１００ ２４ ２２ ９１．６７ ９１．６７

Ｃｒｙ１Ａｂ １０ ２４ １ ４．１００ ４．１０

１００ ２４ ２１ ８７．５０ ８７．５０

Ｃｒｙ１Ａｃ １０ ２４ ７ ２９．１０ ２９．１０

１００ ２４ １６ ６６．６７ ６６．６７

Ｃｒｙ１Ｂｂ １０ ２４ １ ４．１６０ －　

１００ ２４ １７ ７０．８３ ６６．６７

Ｃｒｙ１Ｂｅ １０ ２４ ６ ２５．００ １４．２９

１００ ２４ １５ ６２．５０ ５７．１４

Ｖｉｐ３Ａａ １０ ２４ ３ １２．５０ ０．００

１００ ２４ ５ ２０．８０ ９．５２

Ｃｒｙ１Ｂａ １０ ２４ ２ ８．３３３ －　

１００ ２４ ４ １６．７０ ４．８０

Ｃｒｙ１Ｃａ １０ ２４ ０ ０．０００ ０．００

１００ ２４ １ ４．１７０ ４．１７

　１）生测所用Ｎａ２ＣＯ３为５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ９．６，ＴｒｉｓＨＣｌ为２０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．０。

Ｎａ２ＣＯ３ｕｓｅｄｆｏｒｂｉｏａｓｓａｙａｔ５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ９．６；ＴｒｉｓＨＣｌａｔ２０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．０．
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２．４　犆狉狔１及犆狉狔２蛋白对黏虫的犔犆５０测定结果

对初筛获得的５种有活性的蛋白进行了复筛（表

３），并使用ＳＰＳＳ软件计算出了５种蛋白的致死中浓度。

Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ２Ａｂ、Ｃｒｙ１Ｂｅ及Ｃｒｙ１Ｂｂ的ＬＣ５０依次

为５．０９、１７．７１、２６．７５、２７．４２μｇ／ｇ和４３．９３μｇ／ｇ。

２．５　犆狉狔９蛋白对黏虫生物活性测定结果

由于前期发现Ｃｒｙ９类蛋白可导致黏虫无法正

常生长发育，因此后续对Ｃｒｙ９Ａａ、Ｃｒｙ９Ｅｂ、Ｃｒｙ９Ｅｅ

３个蛋白进行了复筛（表４）。以２０ｍｍｏｌ／Ｌ的

ＴｒｉｓＨＣｌ为阴性对照，设定了１０μｇ／ｇ和１００μｇ／ｇ

２个浓度，统计了初孵幼虫取食７ｄ的体重变化情

况，并计算出了其生长抑制率。结果发现，当浓度

为１０μｇ／ｇ时以上３种蛋白对黏虫的体重抑制率均

在７５％以上；１００μｇ／ｇ时，其体重抑制率均在

９０％以上，并且Ｃｒｙ９Ｅｅ活性最好，其次是Ｃｒｙ９Ｅｂ

和Ｃｒｙ９Ａａ。

表３　犆狉狔１、犆狉狔２蛋白对黏虫的生测结果

犜犪犫犾犲３　犜犺犲犫犻狅犪狊狊犪狔狉犲狊狌犾狋狊狅犳犆狉狔１犪狀犱犆狉狔２狆狉狅狋犲犻狀狊

犪犵犪犻狀狊狋犕狔狋犺犻犿狀犪狊犲狆犪狉犪狋犪犾犪狉狏犪犲

蛋白

Ｐｒｏｔｅｉｎ

致死中浓度／μｇ·ｇ
－１

ＬＣ５０

９５％置信区间／μｇ·ｇ
－１

９５％Ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌ

Ｃｒｙ１Ａｃ ５．０９ ３．７２～６．８３

Ｃｒｙ１Ａｂ １７．７１ １４．７８～２０．８５

Ｃｒｙ２Ａｂ ２６．７５ ２１．８９～３２．６４

Ｃｒｙ１Ｂｅ ２７．４２ １７．２８～４３．８０

Ｃｒｙ１Ｂｂ ４３．９３ ２８．５９～７８．０２

表４　犆狉狔９蛋白对黏虫的体重抑制率
１）

犜犪犫犾犲４　犜犺犲狑犲犻犵犺狋犻狀犺犻犫犻狋犻狅狀狉犪狋犲狅犳犆狉狔９狆狉狅狋犲犻狀犪犵犪犻狀狊狋犕狔狋犺犻犿狀犪狊犲狆犪狉犪狋犪犾犪狉狏犪犲

蛋白

Ｐｒｏｔｅｉｎ

浓度／μｇ·ｇ
－１

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

接虫数／头

Ｉｎｏｃｕｌｕｍ

活虫数／头

Ｓｕｒｖｉｖｏｒ

总重量／ｇ

Ｔｏｔａｌｗｅｉｇｈｔ

平均虫重

／ｇ·头－１

Ａｖｅｒａｇｅｗｅｉｇｈｔ

体重抑制率／％

Ｗｅｉｇｈｔｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ

ＣＫ ＴｒｉｓＨＣｌ ４８ ４５ １．３７３ ０．０３０５ －

Ｃｒｙ９Ａａ １０ ４８ ４６ ０．３０３ ０．００６６ ７８．４

１００ ４８ ４１ ０．０９０ ０．００２２ ９２．８

Ｃｒｙ９Ｅｂ １０ ４８ ４５ ０．２８６ ０．００６４ ７９．０

１００ ４８ ４２ ０．０５５ ０．００１３ ９５．７

Ｃｒｙ９Ｅｅ １０ ４８ ４４ ０．１７５ ０．００４０ ８６．９

１００ ４８ ４１ ０．０４１ ０．００１０ ９６．７

　１）生测所用ＴｒｉｓＨＣｌ浓度为２０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ为８．０。

ＴｒｉｓＨＣｌｕｓｅｄｆｏｒｂｉｏａｓｓａｙａｔｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ２０ｍｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ８．０）．

３　讨论

本研究提取了对鳞翅目具有杀虫活性的１１种

Ｂｔ蛋白，对鳞翅目夜蛾科的黏虫进行生物活性测

定，结果显示Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ１Ｂｂ、Ｃｒｙ１Ｂｅ和

Ｃｒｙ２Ａｂ蛋白对黏虫具有较好的杀虫活性，Ｃｒｙ９Ａａ、

Ｃｒｙ９Ｅｂ、Ｃｒｙ９Ｅｅ蛋白对黏虫仅具有生长抑制作用，

而Ｃｒｙ１Ｂａ、Ｃｒｙ１Ｃａ和Ｖｉｐ３Ａａ１１蛋白对黏虫无显著

毒杀作用。

目前国内关于Ｂｔ蛋白对黏虫杀虫活性的研究

很少，２０１０年蒋善军利用Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白饲

喂黏虫，获得了Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白对黏虫初孵幼虫处理

１８ｄ的ＬＣ５０为１１．２３μｇ／ｇ，本研究发现了多种对

黏虫具有杀虫活性的蛋白，并且获得了其致死中浓

度ＬＣ５０，其中Ｃｒｙ１Ｂｂ和Ｃｒｙ１Ｂｅ对黏虫具有较好

的毒杀作用，３种Ｃｒｙ９蛋白对黏虫具有显著的体

重抑制作用。已有报道显示Ｃｒｙ１Ｂ、Ｃｒｙ９Ａ蛋白与

Ｃｒｙ１Ａ蛋白无交互抗性
［１８］，因此这些蛋白新的活

性的发现，有望用于害虫对Ｃｒｙ１Ａ产品抗药性治

理，并为抗虫转基因作物的研发提供新的基因

来源。

为了分析Ｃｒｙ１Ｂａ与Ｃｒｙ１Ｂｂ、Ｃｒｙ１Ｂｅ对黏虫的

活性差异，我们从其蛋白质的氨基酸序列出发，以

ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ软件预测了 Ｃｒｙ１Ｂａ与 Ｃｒｙ１Ｂｂ、

Ｃｒｙ１Ｂｅ蛋白的三维结构，并使用ＤＮＡＭＡＮ软件，

比较了各结构域的相似性以便于初步分析其杀虫特

异性的分子机制。通过比对发现：Ｃｒｙ１Ｂｂ 和

Ｃｒｙ１Ｂｅ的ＤｏｍａｉｎⅡ氨基酸序列相似度很高，同时

两者与Ｃｒｙ１Ｂａ的ＤｏｍａｉｎⅡ的相似度较低，且三者

的ＤｏｍａｉｎＩ氨基酸序列相似度很高，相似度为

９１．０２％，而三者ＤｏｍａｉｎⅢ的氨基酸序列相似度都

很低（表５）。

·４３·



４２卷第３期 杨素娟等：对黏虫具有杀虫活性的Ｂｔ蛋白筛选及分析

表５　犆狉狔１犅犫、犆狉狔１犅犲和犆狉狔１犅犪的结构比较

犜犪犫犾犲５　犜犺犲狊狋狉狌犮狋狌狉犲犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犆狉狔１犅犫，犆狉狔１犅犲犪狀犱犆狉狔１犅犪

Ｃｒｙ１Ｂａ

ＤｏｍａｉｎⅠ ＤｏｍａｉｎⅡ ＤｏｍａｉｎⅢ

Ｃｒｙ１Ｂｂ

ＤｏｍａｉｎⅠ ＤｏｍａｉｎⅡ ＤｏｍａｉｎⅢ

Ｃｒｙ１Ｂｅ ＤｏｍａｉｎⅠ ９３．１５％ － － ７９．４５％ － －

ＤｏｍａｉｎⅡ － ６５．５３％ － － ８１．４６％ －

ＤｏｍａｉｎⅢ － － ３５．００％ － － ３７．８６％

Ｃｒｙ１Ｂｂ ＤｏｍａｉｎⅠ ７７．６３％ － － － － －

ＤｏｍａｉｎⅡ － ６８．９３％ － － － －－

ＤｏｍａｉｎⅢ － － ６０．４３％ － － －－

　　近年来大量的研究表明，Ｃｒｙ蛋白上某些氨基

酸位点或区域与杀虫特异性有关，由于ＤｏｍａｉｎⅡ是

Ｃｒｙ毒素中变化最多的区域
［２０］，该区域被认为是与

Ｃｒｙ毒素作用的特异性有关，同时ＤｏｍａｉｎⅡ上暴露

在外面的Ｌｏｏｐ区域与特异的幼虫中肠蛋白结合有

关［２１２２］，与杀虫特异性有着密不可分的关系。因此，

本文以 ＰｙＭＯＬ软件分析了 Ｃｒｙ１Ｂｂ、Ｃｒｙ１Ｂｅ和

Ｃｒｙ１Ｂａ蛋白ＤｏｍａｉｎⅡ上的Ｌｏｏｐ１、Ｌｏｏｐ２、Ｌｏｏｐ

３的氨基酸序列。结果显示：三者Ｌｏｏｐ１上的氨基

酸序列相似度较高，而Ｃｒｙ１Ｂｂ、Ｃｒｙ１Ｂｅ的Ｌｏｏｐ１、

Ｌｏｏｐ２、Ｌｏｏｐ３氨基酸序列相似度均较高，但两者

与Ｃｒｙ１Ｂａ的Ｌｏｏｐ２、Ｌｏｏｐ３氨基酸序列差异非常大

（表６）。但也有研究发现：Ｃｒｙ４Ａａ蛋白对尖音库蚊

（犆狌犾犲狓狆犻狆犻犲狀狊）的活性相关区域不是ＤｏｍａｉｎⅡ的

Ｌｏｏｐｓ，可能是ＤｏｍａｉｎⅢ的某个位点
［２３］。

表６　犆狉狔１犅犫、犆狉狔１犅犲和犆狉狔１犅犪的犇狅犿犪犻狀Ⅱ上

犔狅狅狆区域氨基酸组成比较
１）

犜犪犫犾犲６　犜犺犲犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犪犿犻狀狅犪犮犻犱狉犲狊犻犱狌犲狊狅犳

犔狅狅狆狊犻狀犇狅犿犪犻狀Ⅱ狑犻狋犺犆狉狔１犅犫，犆狉狔１犅犲犪狀犱犆狉狔１犅犪

Ｐｒｏｔｅｉｎｓ Ｌｏｏｐ１ Ｌｏｏｐ２ Ｌｏｏｐ３

Ｃｒｙ１Ｂａ ＷＳＮＴ犚 ＬＬ犠犌犐犢犔犉犘犐 ＩＩ犔犙犛犚犞犖犞犘

Ｃｒｙ１Ｂｂ ＷＳ犛ＴＱ Ｌ犉ＴＴ Ｉ犐ＧＮＴＬＲＡ

Ｃｒｙ１Ｂｅ ＷＳＮＴＱ ＬＬＴＴ 犔Ｉ犛ＧＮＴＬＲＡ

　１）表中粗体部分为差异氨基酸。

Ｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｔａｂｌｅｆｏｒｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｇｒａｙ．

综上所述，Ｃｒｙ１Ｂａ的Ｌｏｏｐ２、Ｌｏｏｐ３区域氨基

酸序列与Ｃｒｙ１Ｂｂ、Ｃｒｙ１Ｂｅ具有非常大的差异，可能

是导致其活性差异的关键因素。进而我们推测

Ｃｒｙ１Ｂｂ、Ｃｒｙ１Ｂｅ与黏虫中肠刷状缘膜囊泡ＢＢＭＶ

上的受体可以结合，而Ｃｒｙ１Ｂａ无法与之结合。关于

其杀虫机理还需进一步深入的研究。
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