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对绿盲蝽具有杀虫活性犅狋菌株的筛选及
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摘要　Ｂｔ棉有效控制了棉田主要害虫棉铃虫（犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪），然而原来处于次要地位的刺吸式口器害虫

盲蝽（Ｈｅｔｅｒｏｐｔｅｒａ：Ｍｉｒｉｄａｅ）为害逐年加重，目前对绿盲蝽（犃狆狅犾狔犵狌狊犾狌犮狅狉狌犿 ＭｅｙｅｒＤüｒ）有效的抗虫基因未见报

道。本研究以本实验室保存的Ｂｔ杀虫基因和菌株为材料，对绿盲蝽进行杀虫活性筛选。利用本实验室先前克隆的

Ｍｔｘ类杀虫基因犮狉狔１５犃犪表达产物进行绿盲蝽杀虫活性测定，研究结果显示Ｃｒｙ１５Ａａ蛋白对绿盲蝽具有一定的杀

虫活性。通过杀虫活性测定，获得对绿盲蝽有效的Ｂｔ菌株２０株；对这些菌株表达蛋白进行质谱鉴定，ＬＣＭＳ／ＭＳ

质谱鉴定结果显示，这些菌株可能含有Ｃｒｙ１Ａａ、Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ１Ａｅ、Ｃｒｙ１Ａｆ、Ｃｒｙ１Ａｇ、Ｃｒｙ１Ａｈ、Ｃｒｙ１Ｂａ、

Ｃｒｙ１Ｂｅ、Ｃｒｙ８Ｈａ等十余种对鳞翅目、鞘翅目害虫有杀虫活性的蛋白片段，并且有４株Ｂｔ菌株样品中检出了Ｍｔｘ类

杀虫蛋白Ｃｒｙ１５Ａａ的片段。但是进一步基因鉴定结果表明，这４株菌株并不含有犮狉狔１５犃犪全长基因，推测这些菌

株中含有Ｃｒｙ１５类的新基因。上述研究结果表明这些菌株中可能存在对盲蝽有效的新型杀虫蛋白。本研究在发现

了犮狉狔１５犃犪基因所表达的蛋白对绿盲蝽具有杀虫活性的同时，获得了对绿盲蝽具有杀虫活性的Ｂｔ新菌株，对绿盲

蝽的生物防治具有重要的意义。
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狔狆犲狆狋犻犱犲狊

　　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）

含有的杀虫基因已被广泛应用于转基因抗虫作物

中［１］。转基因棉花自１９９６年商业化种植以来，全球

种植面积持续增加，有效地控制了棉花害虫的为害，

减少了化学杀虫剂的使用［２３］。我国于１９９８年开始

商业化种植转基因棉花，仅２０１４年就种植了３９０万

ｈｍ２的转基因棉花，占棉花总种植面积的９３％
［４］。

目前种植的转基因棉花品种只对鳞翅目害虫具

有较好的防治效果，例如：棉铃虫（犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉

犿犻犵犲狉犪）、烟芽夜蛾（犎犲犾犻狅狋犺犻狊狏犻狉犲狊犮犲狀狊）和棉红铃

虫（犘犲犮狋犻狀狅狆犺狅狉犪犵狅狊狊狔狆犻犲犾犾犪）
［５］、甜菜夜蛾（犛狆狅

犱狅狆狋犲狉犪犲狓犻犵狌犪）、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）等
［６８］；而对半翅目的盲蝽（Ｈｅｔｅｒｏｐｔｅｒａ：Ｍｉ

ｒｉｄａｅ）等刺吸式害虫没有防效。由于转基因棉田的

化学农药使用减少，减弱了对盲蝽等非靶标害虫的

控制［９］，使之从次要害虫逐渐成为Ｂｔ棉田的主要害

虫，并且呈现逐渐加重的趋势［１０］。苏云金芽胞杆菌

Ｍｔｘ杀虫蛋白是一类与球形芽胞杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊狊狆犺犪

犲狉犻犮狌狊）杀蚊蛋白同源的杀虫蛋白，包括Ｃｒｙ１５、Ｃｒｙ２３、

Ｃｒｙ３３、Ｃｒｙ３８、Ｃｒｙ４５、Ｃｒｙ５１、Ｃｒｙ６０、Ｃｒｙ６４等
［１１］。其

中，Ｍｏｎｓａｎｔｏ公司发现的 Ｍｔｘ类杀虫蛋白ＴＩＣ８０７

（Ｃｒｙ５１Ａａ２）对豆荚草盲蝽［犔狔犵狌狊犺犲狊狆犲狉狌狊（Ｋｎｉｇｈｔ）］

和美国牧草盲蝽［犔狔犵狌狊犾犻狀犲狅犾犪狉犻狊（ＰａｌｉｓｏｔｄｅＢｅａｕ

ｖｏｉｓ）］具有较好的杀虫活性
［１２］。在我国，棉田主要

为害的盲蝽有绿盲蝽（犃狆狅犾狔犵狌狊犾狌犮狅狉狌犿 Ｍｅｙｅｒ

Ｄüｒ）、牧草盲蝽［犔狔犵狌狊狆狉犪狋犲狀狊犻狊（Ｌｉｎｎａｅｕｓ）］、中

黑盲蝽（犃犱犲犾狆犺狅犮狅狉犻狊狊狌狋狌狉犪犾犻狊Ｊａｋｏｖｌｅｖ）、三点盲

蝽（犃犱犲犾狆犺狅犮狅狉犻狊犳犪狊犮犻犪狋犻犮狅犾犾犻狊Ｒｅｕｔｅｒ）等几种
［５］，

并且有逐年加重趋势，而国内对盲蝽有效的Ｂｔ杀虫

基因的研究尚未见正式报道。因此，开展对棉盲蝽

具有杀虫活性的Ｂｔ菌株及基因筛选对棉花害虫的

绿色防控具有重要意义。

本研究在建立绿盲蝽生物活性测定方法的基础

上，利用本实验室分离保存的Ｂｔ菌株及其杀虫基因进

行绿盲蝽杀虫活性筛选，获得一个对绿盲蝽有效的杀

虫基因，最终筛选出２０株对绿盲蝽具有活性的Ｂｔ菌

株，并完成了对部分活性菌株杀虫基因和蛋白的鉴定。

１　材料与方法

１．１　试验材料

１．１．１　菌株和质粒

本研究用到的菌株和质粒见表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 特征　Ｃｈａｒａｃｔｅｒ 来源　Ｓｏｕｒｃｅ

菌株Ｓｔｒａｉｎ

　　犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３） 大肠杆菌表达菌株，氯霉素抗性 本实验室保存

　　犅．狋犺狌狉犻狀犵犻犲狀狊犻狊 Ｂｔ野生菌株 本实验室保存

质粒Ｐｌａｓｍｉｄ

　　ｐＥＢ１５Ａａ 携带犮狉狔１５犃犪基因的ｐＥＢ质粒，氨苄青霉素抗性和氯霉素抗性 　 本实验室保存［１３］

１．１．２　培养基

液体ＬＢ培养基：胰蛋白胨１％，酵母提取物

０．５％，ＮａＣｌ１％，调ｐＨ至７．０，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

１．１．３　主要试剂和仪器

高分子量蛋白 ｍａｒｋｅｒ（ｈｉｇｈｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓ

ｒａｎｇｅｍａｒｋｅｒ）与低分子量蛋白ｍａｒｋｅｒ（ｌｏｗｍｏｌｅｃ

ｕｌａｒｍａｓｓｒａｎｇｅｍａｒｋｅｒ）购自伯乐（ＢｉｏＲａｄ）公司；镍

亲和层析柱填料（ｃｈｅｌａｔｉｎｇｓｅｐｈａｒｏｓｅｆａｓｔｆｌｏｗ）购

自ＧＥ公司；胰蛋白酶（１∶２５０）购自Ａｍｒｅｓｃｏ公司；

ＢＳＡ标准品购自Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。主要仪器包

括：美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司高速离心机ＡｖａｎｔｉＪ２６ｘｐ、德

国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司台式离心机５４１５Ｃ、美国ＢｉｏＲａｄ

公司ＭｉｎｉｐｒｏｔｅｉｎⅢ蛋白电泳仪、美国ＧＥ公司高效

液相色谱系统ＡＫＴＡａｖａｎｔ２５、美国ＣｏｌｅＰａｒｍｅｒ

公司超声波破碎仪ＣＰ７５０、美国Ｓｐｅｘ公司高通量组

织研磨仪Ｇｅｎｏ／Ｇｒｉｎｄｅｒ２０１０。

１．１．４　供试昆虫

绿盲蝽由中国农业科学院植物保护研究所棉花

害虫研究组在室内周年饲养，饲养方法与条件参见

陆宴辉等［１４］。
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２０１６

１．２　试验方法

１．２．１　Ｂｔ蛋白对绿盲蝽的生物活性测定

将酶解消化后的Ｂｔ蛋白加入绿盲蝽人工饲料

中［１５］，均匀混合后，制成胶囊，对绿盲蝽进行生物活

性测定，在生物活性测定过程中，每个处理设置了３

个重复，每个重复接１０头绿盲蝽若虫，将制成的胶

囊分别放入各自编号的透明玻璃指形管中（高

８．０ｃｍ，直径２．０ｃｍ），然后将１日龄若虫接入到试

管中，接好若虫的试管用棉花塞封好，防止若虫逃

逸，然后将试管置于人工气候箱中，温度为（２６±

１）℃，相对湿度为６０％～７０％，光照为Ｌ∥Ｄ＝１４ｈ

∥１０ｈ。２ｄ更换一次人工饲料，每天观察并记录绿

盲蝽若虫存活的情况［１６］。

１．２．２　Ｃｒｙ１５Ａａ蛋白的表达与提取

将携带犮狉狔１５犃犪
［１３］基因的质粒ｐＥＢ１５Ａａ转入

大肠杆菌Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）中，筛选阳性菌落，接种于

５ｍＬＬＢ液体培养基（含有氨苄青霉素和氯霉素）培

养８ｈ左右，转接入３００ｍＬＬＢ液体培养基（含有氨

苄青霉素和氯霉素）中培养至犃６００为０．５时，加入终

浓度为 １ ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ，分别在 １６、３０℃ 下

１５０ｒ／ｍｉｎ，１２ｈ，比较在１６℃和３０℃下，Ｃｒｙ１５Ａａ蛋

白在大肠杆菌中的诱导表达量。Ｃｒｙ１５Ａａ蛋白在大

肠杆菌中的表达与提取参见Ｚｈｏｕ等
［１７］的方法。

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析Ｃｒｙ１５Ａａ蛋白的表达情况。

１．２．３　Ｃｒｙ１５Ａａ蛋白的亲和层析纯化

将Ｃｒｙ１５Ａａ蛋白的可溶组分通过镍亲和层析柱，

进行亲和层析纯化，具体参见Ｇｕｏ等
［１８］的方法。

ＳＤＳＰＡＧＥ检测洗脱下来目的蛋白Ｃｒｙ１５Ａａ的纯度。

１．２．４　Ｃｒｙ１５Ａａ蛋白对绿盲蝽的生物活性测定

Ｃｒｙ１５Ａａ蛋白的凝胶过滤纯化：利用 ＡＫＴＡ

ａｖａｎｔ蛋白液相分析系统对经过亲和层析纯化得到

的Ｃｒｙ１５Ａａ蛋白溶液进行缓冲液的置换（脱盐除咪

唑）。将目的蛋白以２ｍＬ／ｍｉｎ的流速通过Ｇ２５脱

盐层析柱，然后用置换缓冲液２０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３／

ＮａＨＣＯ３（ｐＨ１０．０）以２ｍＬ／ｍｉｎ进行洗脱，分体积

收集样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ检测并定量。

ＳＤＳＰＡＧＥ分析与定量：收集的蛋白样品进行

ＳＤＳＰＡＧＥ分析，ＳＤＳＰＡＧＥ分析参见萨姆布鲁克·

Ｊ等
［１９］的方法，并以ＢＳＡ蛋白为标准、利用Ｎａｔｉｏｎａｌ

ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｓｏｆＨｅａｌｔｈ的ＩｍａｇｅＪ（１．４４）软件对蛋白条带

进行定量，参见ＩｍａｇｅＪＵｓｅｒＧｕｉｄｅ１．４４使用方法。

按照１．２．１所述的方法测定经凝胶过滤纯化的

Ｃｒｙ１５Ａａ蛋白对绿盲蝽的生物活性。

１．２．５　Ｂｔ菌株杀虫蛋白的提取、酶解与纯化

Ｂｔ蛋白的提取：将活化的Ｂｔ菌株均匀涂布于

ＬＢ平板上，３０℃培养至菌体裂解。收集菌体，悬浮

于３０ｍＬ灭菌水中；置于高通量研磨仪，１６００ｇ、

５ｍｉｎ进行振荡破碎；４℃、８０００ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上

清；沉淀用３０ｍＬ预冷的１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ悬浮，高通

量研磨仪振荡，离心，沉淀用１５ｍＬ预冷的灭菌水

悬浮，即获得胞晶混合物。加入１５ｍＬ裂解液，高

通量研磨仪振荡混匀（条件同上），４℃裂解过夜；

４℃、８０００ｇ离心１０ｍｉｎ，转移上清液，加入１／１０体

积的４ｍｏｌ／ＬＮａＡｃ（ｐＨ＝４．５），混匀，冰上放置

１ｈ；４℃、８０００ｇ离心１０ｍｉｎ，收集沉淀，２５ｍＬ预

冷的灭菌水反复冲洗多次，最终收集的沉淀用

５０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３（ｐＨ＝１０．０）溶液溶解。

酶解与纯化：取１．５ｍＬ蛋白样品，胰蛋白酶

（２５０Ｕ）与蛋白样品以质量比１∶１０混合后，３７℃温育

３ｈ；酶解后的蛋白样品４℃、１５０００ｇ离心１５ｍｉｎ，取

上清液经 Ｇ２５脱盐柱去除胰蛋白酶、短肽等

杂质。

１．２．６　Ｂｔ菌株蛋白的质谱鉴定

对绿盲蝽具有杀虫活性菌株酶解后的蛋白，进

行ＳＤＳＰＡＧＥ分析，切取部分蛋白条带送往北京华

大蛋白质研发中心有限公司进行质谱鉴定。

１．２．７　犮狉狔１５犃犪与犮狉狔５１犃犪２基因的ＰＣＲ检测

根据１．２．１的测定结果选择对绿盲蝽具有杀虫活性

的Ｂｔ菌株，参照Ｓｈｕ等的方法
［２０］提取其基因组ＤＮＡ，以

Ｂｔ菌株基因组ＤＮＡ为模板，利用所设计的犮狉狔５１犃犪２引

物（Ｆ：５′ＴＴＧＧＣＡＡＴＴＴＴＡＧＡＴＴＴＡＡＡＡＴＣ３′；Ｒ：

５′ＴＴＡＡＴＴＴＧＴＴＴＴＴＡＴＴＧＧＡＣＴＴＧＴＴＧＧ３′）

和Ｐｒｉｍｅｒｓｔａｒ高保真ＤＮＡ聚合酶进行ＰＣＲ扩增。

反应条件为：９５℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５０℃

退火３０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３０个循环。对绿盲蝽具

有杀虫活性菌株中的犮狉狔５１犃犪２基因进行ＰＣＲ检测。

ｃｒｙ１５Ａａ基因检测引物与ＰＣＲ条件参考文献［１３］进行。

２　结果与分析

２．１　犆狉狔１５犃犪蛋白的提取与纯化

利用实验室克隆的犮狉狔１５犃犪基因进行ＩＰＴＧ诱导

表达，通过ＳＤＳＰＡＧＥ分析发现（如图１所示），当

ＩＰＴＧ浓度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ，诱导温度为３０℃时，

Ｃｒｙ１５Ａａ蛋白获得了较高的表达量，并且在可溶组分与

非可溶组分中均有约５０ｋｕ条带表达（泳道３和６）。

进一步将离心收集的Ｃｒｙ１５Ａａ蛋白的可溶组

分进行镍柱亲和层析纯化，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果显

示，最终洗脱下分子量约为５０ｋｕ的Ｃｒｙ１５Ａａ蛋白

（图２）。理论上犮狉狔１５犃犪基因的表达应获得分子量
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约为３５ｋｕ的蛋白，分析这可能与蛋白在大肠杆菌

表达体系中折叠异常有关。

图１　不同温度下犆狉狔１５犃犪蛋白表达的犛犇犛犘犃犌犈分析结果

犉犻犵．１　犛犇犛犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犆狉狔１５犃犪

狆狉狅狋犲犻狀犻狀犈．犮狅犾犻犚狅狊犲狋狋犪（犇犈３）犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狊

２．２　犆狉狔１５犃犪蛋白对绿盲蝽的生物活性测定结果

经凝胶过滤纯化的Ｃｒｙ１５Ａａ蛋白进行定量分析

后，终浓度为０．１２ｍｇ／ｍＬ，对绿盲蝽进行生物活性测

定，初步生测结果显示：以２０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３／ＮａＨ

ＣＯ３（ｐＨ１０．０）缓冲液为空白对照（死亡率为２３．３％），

绿盲蝽的死亡率为４６．７％，校正死亡率为３０．５％。说

明Ｃｒｙ１５Ａａ蛋白对绿盲蝽具有一定的活性。

图２　犆狉狔１５犃犪蛋白镍柱亲和层析纯化的犛犇犛犘犃犌犈分析

犉犻犵．２　犛犇犛犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狆狌狉犻犳犻犲犱犆狉狔１５犃犪

狆狅犾狔狆犲狆狋犻犱犲狊狑犻狋犺狀犻犮犽犲犾犪犳犳犻狀犻狋狔犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔犮狅犾狌犿狀

２．３　犅狋菌株杀虫蛋白的制备与对绿盲蝽的生物

活性

　　将实验室分离的３６０株Ｂｔ菌株培养至芽胞晶体释

放，提取蛋白，将提取的Ｂｔ蛋白进行酶解纯化，然后对

绿盲蝽进行生物活性测定，进行活性筛选。根据绿盲蝽

Ｂｔ蛋白生物活性测定的试验结果，计算校正死亡率，最终

筛选出校正死亡率大于４０％的Ｂｔ菌株２０株（表２）。

表２　犅狋菌株蛋白对绿盲蝽生物活性测定结果１
）

犜犪犫犾犲２　犅犻狅犪狊狊犪狔狉犲狊狌犾狋狊狅犳２０犅狋犻狊狅犾犪狋犲狊犪犵犪犻狀狊狋犃狆狅犾狔犵狌狊犾狌犮狅狉狌犿

菌株编号

Ｓｔｒａｉｎｎｏ．

死亡率／％

Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

校正死亡率／％

Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄｍｏｒｔａｌｉｔｙ

菌株编号

Ｓｔｒａｉｎｎｏ．

死亡率／％

Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

校正死亡率／％

Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄｍｏｒｔａｌｉｔｙ

ＣＫ－ ２６．７ － Ｃ７－Ａ１０ ６３．３ ４９．９

Ｃ８－Ｅ３ ５６．７ ４０．９ Ｃ７－Ａ９ ６３．３ ４９．９

Ｃ８－Ｄ６ ５６．７ ４０．９ Ｃ８－Ｂ７ ６３．３ ４９．９

Ｃ１２－Ｆ７ ５６．７ ４０．９ Ｐ１３－Ｆ５ ６３．３ ４９．９

Ｃ１２－Ｆ２ ５６．７ ４０．９ Ｂ１５－Ｅ１ ６３．３ ４９．９

Ｃ１２－Ｃ４ ５６．７ ４０．９ Ｐ１３－Ｅ２ ６３．３ ４９．９

Ｃ９－Ｆ２ ５６．７ ４０．９ Ｐ１３－Ｆ２ ６３．３ ４９．９

Ｐ１２－Ｃ３ ５６．７ ４０．９ Ｂ１５－Ａ５ ６３．３ ４９．９

Ｃ７－Ｅ５ ５６．７ ４０．９ Ｂ１６－Ｄ２ ６３．３ ４９．９

Ｃ８－Ｂ６ ６０．０ ４５．４ Ｃ９－Ｅ４ ７３．３ ６３．６

Ｐ１３－Ｄ２ ６３．３ ４９．９

　１）ＣＫ－为５０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３（ｐＨ＝１０．０）处理，死亡率为２６．７％。

ＣＫ－：ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ５０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３（ｐＨ＝１０．０）；ｔｈｅｍｏｒｔａｌｉｔｙｏｆＣＫ－ｉｓ２６．７％．

２．４　对绿盲蝽具有杀虫活性犅狋菌株的蛋白鉴定

利用犆狉狔１５犃犪与犮狉狔５１犃犪２基因的引物对２０

株Ｂｔ菌株进行ＰＣＲ检测，发现２０株Ｂｔ菌株中并

不含有已经报道的对盲蝽具有杀虫活性的犆狉狔１５犃犪

与犮狉狔５１犃犪２基因。

对所提取的２０株Ｂｔ菌株蛋白酶解消化，进行

ＳＤＳＰＡＧＥ分析，结果发现，１３株菌株Ｃ８－Ｅ３、Ｃ８－

Ｄ６、Ｃ８－Ｂ７、Ｃ８－Ｂ６、Ｂ１５－Ａ５、Ｃ９－Ｅ４、Ｂ１６－Ｄ２、Ｃ１２－

Ｃ４、Ｃ７－Ａ１０、Ｃ７－Ａ９、Ｐ１３－Ｆ５、Ｂ１５－Ｅ１和Ｃ９－Ｆ２获

得了６０ｋｕ的片段；菌株Ｃ１２－Ｆ２、Ｐ１３－Ｆ２、Ｃ１２－Ｆ７、

·９５·
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Ｐ１３－Ｅ２、Ｐ１２－Ｃ３、Ｃ７－Ｅ５和Ｐ１３－Ｄ２菌株只有小条

带，而且并不突出（图３）。对切取的部分条带进行ＬＣ

－ＭＳ／ＭＳ质谱分析，图中黑色方框（１～２６）即为选取

质谱鉴定的条带。２０株菌株中共有１１株经质谱分析

获得结果，利用Ｍａｓｃｏｔ在Ｂｔ杀虫蛋白库中对进行本

地数据库检索，结果发现，仅８株菌株（Ｂ１５－Ａ５、Ｃ９－

Ｅ４、Ｃ７－Ａ９、Ｐ１３－Ｆ５、Ｂ１５－Ｅ１、Ｐ１３－Ｅ２、Ｃ９－Ｆ２、Ｐ１２－

Ｃ３）中可能含有Ｃｒｙ１Ａａ、Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ１Ａｅ、

Ｃｒｙ１Ａｆ、Ｃｒｙ１Ａｇ、Ｃｒｙ１Ａｈ、Ｃｒｙ１Ｂａ、Ｃｒｙ１Ｂｅ和Ｃｒｙ８Ｈａ

等蛋白的片段（表３）。除此之外，菌株Ｐ１３－Ｆ５、Ｐ１３－

Ｅ２、Ｃ９－Ｆ２和Ｐ１２－Ｃ３中还检测到了Ｃｒｙ１５Ａａ蛋白的

片段，虽然Ｃｒｙ１５Ａａ蛋白序列覆盖度较低。

图３　胰蛋白酶消化后的犅狋蛋白的犛犇犛犘犃犌犈分析

犉犻犵．３　犛犇犛犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犅狋狆狉狅狋犲犻狀狊犱犻犵犲狊狋犲犱狑犻狋犺狋狉狔狆狊犻狀

表３　对绿盲蝽具有杀虫活性的犅狋菌株中主要蛋白的质谱鉴定结果１
）

犜犪犫犾犲３　犕犪狊狊狊狆犲犮狋狉狅犿犲狋狉狔狉犲狊狌犾狋狊狅犳狆狉狅狋犲犻狀狊犳狉狅犿狋犺犲犻狊狅犾犪狋犲狊狑犻狋犺犻狀狊犲犮狋犻犮犻犱犪犾犪犮狋犻狏犻狋狔犪犵犪犻狀狊狋犃狆狅犾狔犵狌狊犾狌犮狅狉狌犿

菌株编号

Ｓｔｒａｉｎｎｏ．

条带编号

Ｂａｎｄｎｏ．

杀虫蛋白

Ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄａｌｐｒｏｔｅｉｎ

得分

Ｓｃｏｒｅ

匹配肽段／个

Ｍａｔｃｈｅｓ

覆盖度／％

Ｃｏｖｅｒａｇｅ

Ｂ１５－Ａ５ １３ Ｃｒｙ１Ａａ ２５５２ ８１ ２０

Ｃｒｙ１Ａｂ １８２７ ６６ ２０

Ｃ９－Ｅ４ １５／１６ Ｃｒｙ１Ａｃ ４１０７ １６８ ２８

Ｃｒｙ１Ａａ ２９９６ １２８ ２１

Ｃｒｙ１Ａｅ ２２４２ １０１ １７

Ｃ７－Ａ９ １７ Ｃｒｙ１Ａｃ ８５２９ ３３６ ２８

Ｃｒｙ１Ａａ ６８０５ ２５８ ２５

Ｃｒｙ１Ａｆ ５６６２ ２３２ ３１

Ｃｒｙ１Ａｅ ５５３６ ２３７ １７

Ｐ１３－Ｆ５ １９ Ｃｒｙ１５Ａａ ３８８８ ８５ １５

２０ Ｃｒｙ１５Ａａ ３４４６ ８３ １６

Ｂ１５－Ｅ１ ２１ Ｃｒｙ１Ａａ ３１２８４　 ８３３ ３７

Ｃｒｙ１Ａｇ ２３２９３　 ６２４ ２４

Ｃｒｙ１Ａｅ １０２１４　 ３１７ １７

Ｃｒｙ１Ａｈ ８９１８ ２６０ ２４

Ｃｒｙ１Ｂｅ ４３１５ １２５ ３０

Ｃｒｙ１Ｂａ ２０３０ ５６ １０

Ｐ１３－Ｅ２ ２２ Ｃｒｙ１Ａａ ６７７９ １７２ ２３

Ｃｒｙ１Ａｇ ５９１７ １４９ １５

Ｃｒｙ１Ｂｅ ２０９８ ７９ １７

Ｃｒｙ１Ａｈ １４０９ ５１ １０

Ｃｒｙ１５Ａａ ２０３２ ６８ ９

Ｃ９－Ｆ２ ２３ Ｃｒｙ８Ｈａ ５４８５ １５４ ８

Ｃｒｙ１Ａａ ４３２９ １１７ ２３

Ｃｒｙ１Ｂｅ １６４３ ６７ １２

Ｃｒｙ１５Ａａ ２００１ ６６ ２０

Ｐ１２－Ｃ３ ２４ Ｃｒｙ１Ａａ ２８１６ １０３ ２２

２５ Ｃｒｙ１Ａａ １７４９ ７３ １５

Ｃｒｙ１５Ａａ １１０９ ５３ ６

　１）匹配肽段数目大于５０即为有效。

Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｍａｔｃｈｅｓｉｓｅｆｆｅｃｔｉｖｅｗｈｅｎｉｔｉｓｍｏｒｅｔｈａｎ５０．
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３　讨论

转基因抗虫棉的广泛种植，有效地控制了棉花

害虫的危害，减少了农药的使用，带来了巨大的经济

效益与生态效益［２１］。因此，筛选对棉花害虫高效的

Ｂｔ杀虫基因具有重要的意义。然而，自１９９７年我

国开始商业化种植转Ｂｔ基因棉以来，棉田化学农药

使用量因此而大幅度减少，减弱了对盲蝽等转基因

棉花非靶标害虫的控制，使之成为棉花的主要害

虫［９，２２］，因此，针对棉盲蝽等刺吸式口器害虫筛选有

效的Ｂｔ菌株及杀虫基因是目前一项紧迫的研究

工作。

盲蝽成虫以口针刺吸棉株嫩叶、幼芽、幼嫩花蕾

的汁液为害，因此，Ｂｔ胞晶混合物难以直接用于杀

虫活性测定。本研究针对绿盲蝽刺吸取食这一特

点，利用中国农业科学院植物保护研究所棉花害虫

组建立的人工饲料测定方法，进行了Ｂｔ纯化蛋白的

杀虫活性评估［１５１６］，尽管对照害虫存在较高的死亡

率，但是与对照组相比，３６０株Ｂｔ菌株中，有２０株菌

株表现出显著的杀虫效果。上述结果说明，虽然人

工饲料测定方法仍需进一步改进，但是已经可以用

于盲蝽有效Ｂｔ菌株与基因的初步评估，对当前相关

研究工作有重要的促进作用。

近年来研究发现Ｃｒｙ５１Ａａ是一类对盲蝽具有

活性的Ｂｔ杀虫蛋白
［１２］，Ｃｒｙ５１Ａａ属于 Ｍｔｘ类杀虫

蛋白，结构上与目前广泛应用的Ｃｒｙ１Ａ类杀虫蛋白

不同。因此，本研究利用实验室此前克隆的Ｍｔｘ类

杀虫蛋白基因犮狉狔１５犃犪对绿盲蝽进行杀虫活性研

究，结果显示Ｃｒｙ１５Ａａ蛋白对绿盲蝽具有一定的杀

虫活性。Ｃｒｙ１５Ａａ于１９９２年首次在苏云金芽胞杆

菌ＨＤ５４２中被发现，可以形成菱形晶体
［２３］，在

ＨＤ５４２中表达的Ｃｒｙ１５Ａａ蛋白大小约３５ｋＤａ
［２４］，

对鳞翅目害虫苹果蠹蛾（犆狔犱犻犪狆狅犿狅狀犲犾犾犪）、烟草天

蛾（犕犪狀犱狌犮犪狊犲狓狋犪）和菜青虫（犘犻犲狉犻狊狉犪狆犪犲）都有一

定的杀虫活性［２５］，本研究发现，其与另外一个 Ｍｔｘ

蛋白Ｃｒｙ５１Ａａ相似，对半翅目害虫盲蝽也有一定的

杀虫活性。

为了对盲蝽有效的Ｂｔ菌株中可能含有的杀虫

蛋白进行鉴定，对上述菌株进行了ＬＣＭＳ／ＭＳ质谱

分析，在Ｂ１５－Ａ５、Ｃ９－Ｅ４、Ｃ７－Ａ９、Ｐ１３－Ｆ５、Ｂ１５－

Ｅ１、Ｐ１３－Ｅ２、Ｃ９－Ｆ２ 和Ｐ１２－Ｃ３ 等菌株中检测到

Ｃｒｙ１Ａａ、Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ１Ａｅ、Ｃｒｙ１Ａｆ、

Ｃｒｙ１Ａｇ、Ｃｒｙ１Ａｈ、Ｃｒｙ１Ｂａ、Ｃｒｙ１Ｂｅ、Ｃｒｙ８Ｈａ等对鳞

翅目、鞘翅目害虫有效的Ｂｔ杀虫蛋白的片段；在Ｐ１３

－Ｆ５、Ｐ１３－Ｅ２、Ｃ９－Ｆ２和Ｐ１２－Ｃ３中检测到了 Ｍｔｘ

类蛋白Ｃｒｙ１５Ａａ的片段，说明这些菌株中可能含有

Ｃｒｙ１５Ａａ类似的蛋白。进一步ＰＣＲ鉴定结果表明

上述菌株中并不含有已知的犮狉狔１５犃犪与犮狉狔５１犃犪

基因，显示这４株菌株中可能含有Ｃｒｙ１５类的新基

因。上述研究结果表，本研究筛选获得的２０株Ｂｔ

菌株中可能含有对绿盲蝽具有杀虫活性的新基因。

总之，本研究针对日益严重的棉花害虫盲蝽开

展Ｂｔ菌株筛选与鉴定研究，筛选获得了对绿盲蝽具

有一定杀虫活性的基因１个，对绿盲蝽有效的Ｂｔ菌

株２０株，这些研究结果对绿盲蝽的防治具有重要的

意义。
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