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摘要　为了明确东亚飞蝗犔狅犮狌狊狋犪犿犻犵狉犪狋狅狉犻犪犿犪狀犻犾犲狀狊犻狊免疫相关ＦＫ５０６结合蛋白（ＦＫ５０６ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＦＫＢＰ）

的功能，本研究采用荧光定量ＰＣＲ分析了犉犓犅犘５２基因在成虫不同组织以及不同龄期中肠中的表达量；克隆并表

达了犉犓犅犘５２基因，纯化获得目的蛋白；测定了ＦＫＢＰ５２蛋白对金龟子绿僵菌ＩＭＩ３３０１８９侵染东亚飞蝗及东亚飞

蝗体内保护酶酶活性的影响。研究结果发现犉犓犅犘５２基因在成虫不同组织中均有表达，中肠中相对表达量最高；

在不同龄期的中肠中，以卵期和成虫期的相对表达量较高。犉犓犅犘５２基因全长１２４２ｂｐ，编码蛋白分子量为

４６ｋＤａ。生测及酶活力测定结果表明，金龟子绿僵菌ＩＭＩ３３０１８９与ＦＫＢＰ５２混合处理时，东亚飞蝗第１０天累计死

亡率显著提高到９３．３３％，东亚飞蝗体内的保护酶活力均显著降低。上述结果表明，犉犓犅犘５２基因能够通过抑制东

亚飞蝗体内保护酶活性，促进金龟子绿僵菌ＩＭＩ３３０１８９的侵染。
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　　ＦＫ５０６结合蛋白（ＦＫ５０６ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＦＫ

ＢＰｓ）是一类以胞内蛋白为主的蛋白质超家族，因其

与ＦＫ５０６（Ｐｒｏｇｒａｆ，普乐可复）的相互作用而得名，

它具有肽基脯氨酰顺反异构酶（ＰＰＩａｓｅｓ）活性，可催

化多肽或蛋白质底物中的肽 脯氨酸顺反子的转换，

从而影响其活性、磷酸化状态、蛋白质间相互作用、

亚细胞定位及稳定性［１３］。ＦＫＢＰｓ能够结合环孢素

ａ（ＣｓＡ）、ＦＫ５０６或雷帕霉素，发挥免疫抑制效

应［４５］。在免疫细胞中，ＦＫＢＰｓ和ＦＫ５０６的二元复

合体共同作用，抑制钙调磷酸酶（ＣａＮ）的活性，进一

步作用于磷酸化信号途径，使免疫细胞产生免疫抑

制作用［６］。此外，ＦＫ５０６结合蛋白还有许多其他重

要生理功能，如细胞周期调节、钙离子通道活性调节

以及发育调节等作用［７８］。

金龟子绿僵菌犕犲狋犪狉犺犻狕犻狌犿犪狀犻狊狅狆犾犻犪犲作为一

类广谱性的昆虫病原真菌，对害虫生物防治具有重

要作用。其侵染方式主要有体壁侵入和体内增殖两

种［９］。其中体壁侵染机制是金龟子绿僵菌孢子附着

在寄主体表后，形成附着胞和侵染钉，在一系列胞外

酶的作用下，穿透体壁进入体腔，形成虫菌体，大量

繁殖，消耗寄主营养，并分泌多种毒素，最终造成寄

主死亡［１０］。研究发现，采用金龟子绿僵菌制剂可以

有效控制蝗虫为害［１１］，但与化学农药相比，存在致

死效率低、致死时间长的弊端［１２］。其原因一方面是

金龟子绿僵菌侵染所需时间较长，另一方面是东亚

飞蝗具有较强的免疫防御反应［１３］。因此，我们推测

可以通过改变蝗虫体内ＦＫＢＰｓ的量，抑制东亚飞蝗

免疫活性，促进金龟子绿僵菌侵染，达到加速蝗虫死

亡的目的。

本试验通过定量ＰＣＲ检测了犉犓犅犘５２基因在

东亚飞蝗不同组织中的表达情况，克隆了犉犓犅犘５２

基因，并获得了ＦＫＢＰ５２蛋白，研究了其对金龟子绿

僵菌侵染东亚飞蝗的影响，以及对东亚飞蝗体内免

疫相关酶的诱导激活作用，为进一步明确ＦＫＢＰ的

功能奠定了基础，同时对指导蝗虫防治具有一定的

理论意义。

１　材料与方法

１．１　供试菌株、试虫与试剂

供试金龟子绿僵菌菌株ＩＭＩ３３０１８９为国外引进

在本实验室长期保藏。培养条件：将菌株接种到

ＰＤＡＹ培养基（马铃薯２００ｇ，蔗糖２０ｇ，酵母粉５ｇ，

琼脂粉２０ｇ，补水定容至１０００ｍＬ，１２１℃高压灭菌

２５ｍｉｎ）
［１４］平板上，２５℃下培养５ｄ。收集分生孢子

粉，密封贮存于４℃冰箱，备用。

试验所用东亚飞蝗犔狅犮狌狊狋犪犿犻犵狉犪狋狅狉犻犪犿犪

狀犻犾犲狀狊犻狊为本实验室饲养纯化种群，在人工气候培

养箱中于温度（３０±２）℃，相对湿度（６０±５）％，光

周期Ｌ∥Ｄ＝１４ｈ∥１０ｈ条件下孵化后，将同一时

间孵化的蝗蝻转移到６０ｃｍ×５０ｃｍ×７０ｃｍ规格

的养虫笼中饲养，光周期Ｌ∥Ｄ＝１４ｈ∥１０ｈ，温度

为（３０±２）℃。

试剂 ＴＲＩｚｏｌ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ

ｗｉｔｈｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ、ＬＡ犜犪狇 酶、限制性内切酶

犈犮狅ＲⅠ和犎犻狀ｄⅢ、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇ＴＭⅡ （Ｔｌｉ

ＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）、无ＲＮａｓｅ纯水等均购于ＴａＫａＲａ公

司；感受态细胞 ＢＬ２１ （ＤＥ３）、蛋白 Ｍａｒｋｅｒ和

ＮｉＮＴＡ亲和层析柱购自北京全式金生物有限公司；

大肠杆菌犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻ＤＨ５α和载体ｐＥＴ２１ｂ

为本实验室保存；胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒购

自北京天漠科技开发有限公司；超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）检测试剂盒购自南京建

成生物工程研究所；引物合成和测序由上海生工生

物工程股份有限公司完成。

１．２　东亚飞蝗总犚犖犃提取和反转录

用ＴＲＩｚｏｌ溶液提取东亚飞蝗成虫后足、体壁、

脂肪体和血淋巴等不同组织、卵块、１龄蝗蝻虫体、

２～５龄蝗蝻及雌雄成虫中肠的 ＲＮＡ，并用 Ｎａｎｏ

Ｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ微量紫外分光光度计测定ＲＮＡ浓度和

纯度，按照ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤ

ＮＡＥｒａｓｅｒ说明书方法合成ｃＤＮＡ第１链，直接进

行后续试验或者－２０℃保存备用。

１．３　犉犓犅犘５２基因在飞蝗成虫不同组织、不同发育

阶段中肠中的表达

　　基于ＮＣＢＩ中已经公布的昆虫犉犓犅犘基因序

列，结合本实验室前期测得东亚飞蝗转录组数据，获

得犉犓犅犘５２基因的 ＤＮＡ 序列；利用 ＤＮＡＭＡＮ

６．０软件设计荧光定量ＰＣＲ引物及基因克隆所需

引物（表１），由上海生工生物工程股份有限公司

合成。
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表１　本试验所用引物及其序列１
）

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犪狀犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋

基因

Ｇｅｎｅ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

备注

Ｎｏｔｅ

β犪犮狋犻狀 ＡｃｔｉｎＦ ＧＴＴＡＣＡＡＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＣＡＴ

ＡｃｔｉｎＲ ＡＧＡＡＡＧＣＡＣＡＧＣＣＴＧＡＡＴＡＧ

犉犓犅犘５２ ＱＦ ＴＴＧＧＴＧＧＡＴＧＧＡＡＣＧＡＡＧ 定量检测

ＱＲ ＴＣＣＧＴＣＧＣＡＴＴＧＧＴＡＡＡＧ

犉犓犅犘５２ ＦＫＢＰ５２Ｆ ＣＧＧＡＡＴＴＣＧＴＣＡＡＣＡＡＴＧＡＴＧＡＡＣＧＡＡＴＧＣ 基因克隆

ＦＫＢＰ５２Ｒ ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＧＣＧＧＡＡＣＡＴＣＴＴＣＧＡＧＡＡＧ

　１）下划线分别为犈犮狅ＲⅠ和犎犻狀ｄⅢ酶切位点。

Ｔｈｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅｓｏｆ犈犮狅ＲⅠａｎｄ犎犻狀ｄⅢａｒｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ．

　　以β犪犮狋犻狀基因为内参基因，ｑＰＣＲ 检测飞蝗

犉犓犅犘５２基因在成虫不同组织、不同发育时期中肠

中的相对表达量。反应体系（２０μＬ）：ｃＤＮＡ１μＬ，

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，上下游引物

（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，超纯水７μＬ，混匀，离心，放入

荧光定量ＰＣＲ仪中进行扩增。反应条件：９５℃

２ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，４０个循环。每个样本

设３个生物学重复，采用２－ΔΔＣｔ法
［１５］进行数据处理。

１．４　东亚飞蝗犉犓犅犘５２基因克隆

以１．２中合成的成虫时期东亚飞蝗ｃＤＮＡ作

为模板，ＦＫＢＰ５２Ｆ、ＦＫＢＰ５２Ｒ为引物，ＰＣＲ 扩

增犉犓犅犘５２基因。反应体系（２５μＬ）：１０×ＰＣＲ

Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ｄＮＴＰｓ２μＬ，犜犪狇ＤＮＡ 聚合酶

０．５μＬ，上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ｃＤＮＡ

１μＬ，双蒸水１７μＬ。反应条件为：９４℃ 预变性

５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５８℃退火１ｍｉｎ，７２℃延

伸９０ｓ，共３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃保

存。ＰＣＲ产物用１％的琼脂糖凝胶电泳检测，目

的条带切胶回收。将纯化产物连接到ｐＭＤ１９Ｔ

载体。采用热激转化法，导入感受态细胞ＤＨ５α

中；通过氨苄抗性筛选阳性克隆。将筛选到的阳

性克隆进行ＰＣＲ检测，正确的送公司测序。从筛

选获得的目标菌株中提取质粒，－２０℃保存

备用。

１．５　生物信息学分析

目的基因核酸序列的翻译以及编码蛋白质序列

结构分析预测采用ＤＮＡＭＡＮ软件；蛋白质分子量

预测采用ｈｔｔｐｓ：∥ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｇｉｂｉｎ／ｐｒｏｔ

ｐａｒａｍ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ在线工具；利用ＳｉｇｎａｌＰ在线软件

（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａＬＰ）分析

信号肽。利用 ＮＣＢＩ数据库中 ＢｌａｓｔＰ （ｈｔｔｐ：∥

ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）进行氨基酸序

列同源性分析，运用在线软件ＳＭＡＲＴ（ｈｔｔｐ：∥

ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／ｓｍａｒｔ／ｓｅｔ）分析保守结

构域。

１．６　犉犓犅犘５２蛋白表达与纯化

从测序正确的转化子中提取质粒，以该质粒为

模板，用分别带有犈犮狅ＲⅠ和犎犻狀ｄⅢ酶切位点的引

物ＦＫＢＰ５２Ｆ／ＦＫＢＰ５２Ｒ进行ＰＣＲ，扩增犉犓犅犘５２

全长基因。ＰＣＲ产物经电泳检测无误后，使用琼脂

糖凝胶回收试剂盒进行回收，用犈犮狅ＲⅠ和犎犻狀ｄⅢ

进行双酶切。将酶切产物回收，与ｐＥＴ２１ｂ载体进

行连接，构建重组表达载体。采用热激法转化大肠

杆菌感受态细胞ＢＬ２１，涂板、挑单克隆检测。将阳

性克隆在ＬＢ（Ａｍｐ）液体培养基中３７℃培养至

ＯＤ６００为０．５～０．６时，加入ＩＰＴＧ，至终浓度为

０．５ｍｍｏｌ／Ｌ，１６℃进行诱导表达１２ｈ。离心收集菌

体，超声波破碎（３００Ｗ，超声持续５ｓ，暂停５ｓ，重复

９９个循环）后，４℃，９０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上

清。用镍柱亲和层析进行蛋白纯化［１５］，用ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳检测所纯化蛋白浓度。

１．７　金龟子绿僵菌与犉犓犅犘５２组合对东亚飞蝗生

物活性测定

　　采用金龟子绿僵菌ＩＭＩ３３０１８９孢子悬浮液单次

背板点滴和ＦＫＢＰ５２蛋白饲喂３龄东亚飞蝗的方法

来测定ＦＫＢＰ５２对金龟子绿僵菌的毒力影响，称取

０．５ｇ金龟子绿僵菌孢子粉于０．０５％的吐温８０溶

液中，用涡旋仪使其混合均匀，随后用血球计数板进

行计数，配制成终浓度为４．１５×１０９个／ｍＬ的金龟

子绿僵菌孢子悬浮液。ＦＫＢＰ５２蛋白测定浓度后，

配制成终浓度为１ｍｇ／ｍＬ的蛋白液。共设３个处

理１个对照。

处理１：金龟子绿僵菌孢子悬浮液背板点滴，饵

剂为１ｇ含５％植物油的无菌麦麸；处理２：ＦＫＢＰ５２
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２０２１

蛋白饲喂，饵剂为１ｇ含５％植物油的无菌麦麸

＋１ｍＬ的ＦＫＢＰ５２蛋白；处理３：同时进行金龟子绿

僵菌孢子悬浮液背板点滴和ＦＫＢＰ５２蛋白饲喂，饵

剂为１ｇ含５％植物油的无菌麦麸＋１ｍＬ的ＦＫＢＰ５２

蛋白；对照：同时进行０．０５％的吐温８０溶液背板点滴

和大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）（含有ｐＥＴ２１ｂ空载体）诱导

表达的菌体饲喂，饵剂为１ｇ含５％植物油的无菌麦

麸＋１ｍＬ终浓度为１ｍｇ／ｍＬ的空载体诱导表达的

蛋白。不同处理中金龟子绿僵菌孢子用量和ＦＫＢＰ５２

蛋白浓度见表２。对照和所有处理均重复５次。

将预先饥饿处理１２ｈ的３龄东亚飞蝗蝗蝻按

照３０头／筐的标准放入无菌的塑料生测筐中（长×

宽×高＝３０ｃｍ×１２ｃｍ×９ｃｍ），用已消毒的玻璃板

盖好。金龟子绿僵菌单独处理和金龟子绿僵菌＋

ＦＫＢＰ５２共同处理中的蝗蝻全部以背板点滴的方式

接种金龟子绿僵菌ＩＭＩ３３０１８９孢子悬浮液（浓度为

４．１５×１０９个／ｍＬ），对照组中的蝗蝻全部以背板点

滴的方式接种０．０５％的吐温８０溶液，每头蝗蝻接

种量为２μＬ。对照、ＦＫＢＰ５２、绿僵菌单独处理以及

金龟子绿僵菌＋ＦＫＢＰ５２共同处理中分别加入相应

的饵剂。根据试验设计，２４ｈ后将饵剂取出，以新鲜

麦苗饲喂至试验结束，每日记录蝗虫的死亡数与存

活数，连续统计１０ｄ。试验于温度３０℃，相对湿度

６０％，光周期Ｌ∥Ｄ＝１６ｈ∥８ｈ生测室内进行。

１．８　犉犓犅犘５２处理后东亚飞蝗保护酶酶活力测定

按照与１．７相同的方法处理蝗蝻，将３龄蝗蝻

分装，每筐１５头，每个处理重复３次。第２天开始，

从每个处理的３个重复中各取１头蝗虫，解剖收集

中肠，于液氮中研磨，加入预冷的２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ

ＨＣｌ缓冲液，４℃、１５０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清

作为酶提取液，以牛血清蛋白ＢＳＡ为标准蛋白，参

照Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法
［１６］测定每个提取液的蛋白浓度，然

后测定酶液中过氧化物酶（ＰＯＤ）和超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）的活性，具体测定方法参照试剂盒使用说明

书。每个样品重复测定３次。

１．９　数据处理与分析

采用ＳＰＳＳ１９软件进行单因素方差分析，并选

用多重比较进行显著性差异分析，其中犘＜０．０５表

示样本间存在显著差异，犘＜０．０１表示样本间存在

极显著差异。

表２　各处理所用成分、浓度及处理方式

犜犪犫犾犲２　犜犺犲犮狅犿狆狅狀犲狀狋狊犪狀犱狋犺犲犻狉犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊犳狅狉犲犪犮犺狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

孢子用量／个·ｍＬ－１·头－１

Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｓｐｏｒｅｓ

蛋白浓度／ｍｇ·ｍＬ－１

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎ

处理方式

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＩＭＩ３３０１８９ ８．３×１０６ ０ 背板点滴

ＦＫＢＰ５２ ０ １ 饵剂饲喂

ＩＭＩ３３０１８９＋ＦＫＢＰ５２ ８．３×１０６ １ 背板点滴＋饵剂饲喂

ＣＫ ０ ０ 背板点滴＋饵剂饲喂

２　结果与分析

２．１　犉犓犅犘５２在飞蝗成虫不同组织中和不同发育

时期中肠中的表达分析

　　研究发现，犉犓犅犘５２基因在雌、雄成虫的体壁、

血淋巴、脂肪体、足、中肠、精巢和卵巢中都有表达，

其中在雄成虫中肠内的表达量最高。以犉犓犅犘５２

基因在雄性成虫体壁中的表达量为标准参量，雄成

虫中肠中犉犓犅犘５２基因的表达量为体壁中表达量

的４．１３倍；其次为雌成虫中肠，相对表达量是雄成

虫体壁中表达量的３．４１倍；但雌、雄成虫中肠的相

对表达量无显著性差异（犘＞０．０５）。犉犓犅犘５２基因在

雌、雄成虫脂肪体中的相对表达量也较高，分别为雄

成虫体壁表达量的２．７９倍和２．７１倍，二者之间也无

显著性差异（犘＞０．０５）。犉犓犅犘５２基因在雌、雄成虫

足中的表达量分别为雄成虫体壁表达量的１．３８倍和

１．６０倍（犘＞０．０５）。在雌虫体壁中的表达量与雄虫

体壁之间无显著差异。但是在雄性精巢和雌性卵巢

中的表达量略低于雄虫体壁。犉犓犅犘５２基因在雌、雄

成虫血淋巴中的表达量相对较少，分别为雄成虫体壁

表达量的０．７７倍和０．３８倍（犘＞０．０５）（图１）。

犉犓犅犘５２基因在卵块、１龄蝗蝻虫体、２～５龄

蝗蝻及雌、雄成虫中肠中都有表达，其中卵块中表达

量最高。以犉犓犅犘５２基因在１龄蝗蝻中的表达量

为标准参量，卵块中犉犓犅犘５２基因的表达量为１龄

蝗蝻表达量的３．８９倍，显著高于其他龄期（犘＜

０．０５）。其次为雌、雄成虫中肠，犉犓犅犘５２基因的表

达量为１龄蝗蝻表达量的３．０９倍和２．９１倍，二者

之间无显著性差异（犘＞０．０５）；３龄蝗蝻中肠、２龄

蝗蝻中肠、５龄蝗蝻中肠、４龄蝗蝻中肠的表达量依
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次递减，犉犓犅犘５２基因的表达量分别为１龄蝗蝻表

达量的０．９９，０．８１，０．４６和０．２６倍。可见，不同发

育期的转录水平中，该基因主要在东亚飞蝗卵和雌

雄成虫中肠中表达（图２）。

图１　犉犓犅犘５２基因在东亚飞蝗成虫不同组织中的相对表达量

犉犻犵．１　犚犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳犉犓犅犘５２犵犲狀犲犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻狊狊狌犲狊狅犳犔狅犮狌狊狋犪犿犻犵狉犪狋狅狉犻犪犿犪狀犻犾犲狀狊犻狊犪犱狌犾狋狊

　

图２　犉犓犅犘５２基因在东亚飞蝗不同发育时期的相对表达量

犉犻犵．２　犚犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳犉犓犅犘５２犵犲狀犲犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋犪犾狊狋犪犵犲狊狅犳犔狅犮狌狊狋犪犿犻犵狉犪狋狅狉犻犪犿犪狀犻犾犲狀狊犻狊

　
２．２　东亚飞蝗犉犓犅犘５２基因的克隆

通过ＰＣＲ扩增得到犉犓犅犘全长基因。将其连接

到ｐＭＤ１９Ｔ克隆载体中，导入大肠杆菌ＤＨ５α中，经

抗性筛选获得阳性克隆，进行测序。结果表明，该基
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因长度为１２４２ｂｐ（图３），编码４１３个氨基酸，通过

ＮＣＢＩ序列比对，将其命名为犉犓犅犘５２。利用ＳＭＡＲＴ

的序列工具分析ＦＫＢＰ５２氨基酸序列，结果显示ＦＫ

ＢＰ５２蛋白在第３８－１３０位氨基酸、１５８－２４７位氨基

酸之间存在２个ＦＫＢＰ＿Ｃ超家族保守结构域，属于

ＦＫＢＰ＿Ｃ超家族成员之一（图４下划线所注）。

２．３　犉犓犅犘５２蛋白表达与纯化

将犉犓犅犘５２基因插入表达载体ｐＥＴ２１ｂ中获

得重组表达载体ｐＥＴ２１ｂＦＫＢＰ５２，将其导入大肠

杆菌ＢＬ２１后，经ＩＰＴＧ诱导表达，获得目的蛋白

ＦＫＢＰ５２。经过１５％聚丙烯酰胺凝胶电泳检测分

析，蛋白大小为４６ｋＤａ，与预期大小相符。大量提

取蛋白，经镍柱亲和层析纯化，得到ＦＫＢＰ５２纯蛋

白（图５）。

图３　犉犓犅犘５２的犘犆犚产物电泳分析

犉犻犵．３　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳狋犺犲犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狅犳犉犓犅犘５２犵犲狀犲

　

图４　东亚飞蝗犉犓犅犘５２蛋白氨基酸序列及保守结构域所在位置

犉犻犵．４　犃犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犉犓犅犘５２狆狉狅狋犲犻狀犪狀犱狋犺犲犮狅狀狊犲狉狏犲犱犱狅犿犪犻狀犻狀犔狅犮狌狊狋犪犿犻犵狉犪狋狅狉犻犪犿犪狀犻犾犲狀狊犻狊

　

图５　重组蛋白犉犓犅犘５２表达分析及其蛋白纯化

犉犻犵．５　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊犪狀犱狆狉狅狋犲犻狀狆狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犉犓犅犘５２狆狉狅狋犲犻狀
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４７卷第２期 田野等：ＦＫ５０６结合蛋白ＦＫＢＰ５２对金龟子绿僵菌侵染东亚飞蝗的影响

２．４　犉犓犅犘５２蛋白对金龟子绿僵菌侵染东亚飞蝗

的影响

　　研究发现，使用只含ＦＫＢＰ５２蛋白的饵剂处理

东亚飞蝗，到第１０天其累计平均死亡率为２．２２％，

与对照组（１．１１％）无显著差异（犘＞０．０５）。单独使

用金龟子绿僵菌处理时，东亚飞蝗累计死亡率随处

理天数增加不断上升，第１０天达到６０％，显著高于

ＦＫＢＰ５２蛋白单独处理组和对照组。使用金龟子绿

僵菌与ＦＫＢＰ５２蛋白同时处理东亚飞蝗时，在二者

的共同作用下，东亚飞蝗的累计死亡率迅速上升，到

第１０天达到９３．３３％，显著高于金龟子绿僵菌单独

处理组（犘＜０．０５）（图６，表３）。上述结果表明ＦＫ

ＢＰ５２蛋白与金龟子绿僵菌共同处理，可以显著提

升对东亚飞蝗的致病力，提高杀虫效果。

图６　不同处理条件下东亚飞蝗的累计死亡率

犉犻犵．６　犆狌犿狌犾犪狋犻狏犲犿狅狉狋犪犾犻狋犻犲狊狅犳犔狅犮狌狊狋犪犿犻犵狉犪狋狅狉犻犪犿犪狀犻犾犲狀狊犻狊

犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊

　

表３　不同处理条件下东亚飞蝗死亡率差异性分析１
）

犜犪犫犾犲３　犕狅狉狋犪犾犻狋狔犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犔狅犮狌狊狋犪犿犻犵狉犪狋狅狉犻犪犿犪狀犻犾犲狀狊犻狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊

处理时间／ｄ

Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ

累计死亡率／％　Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｍｏｒｔａｌｉｔｙ

ＩＭＩ３３０１８９ ＦＫＢＰ５２ ＦＫＢＰ５２＋ＩＭＩ３３０１８９ ＣＫ

１ （０．００±０．００）ｂ （０．００±０．００）ｂ （５．５５±３．８５）ａ （０．００±０．００）ｂ

２ （１．１１±１．９５）ｂ （０．００±０．００）ｂ （１３．３３±３．３４）ａ （０．００±０．００）ｂ

３ （２．２２±１．９５）ｂ （０．００±０．００）ｂ （２３．３３±６．６７）ａ （１．１１±１．９５）ｂ

４ （１７．７８±５．０９）ｂ （０．００±０．００）ｃ （３２．２２±９．６２）ａ （１．１１±１．９５）ｃ

５ （２７．７８±１．９５）ｂ （０．００±０．００）ｃ （４１．１１±８．３９）ａ （１．１１±１．９５）ｃ

６ （３３．３３±３．３４）ｂ （０．００±０．００）ｃ （５３．３３±６．６７）ａ （１．１１±１．９５）ｃ

７ （４２．２２±６．９４）ｂ （０．００±０．００）ｃ （６２．２２±５．０９）ａ （１．１１±１．９５）ｃ

８ （５０．００±８．８２）ｂ （２．２２±１．９５）ｃ （７５．５５±３．８５）ａ （１．１１±１．９５）ｃ

９ （５５．５５±１０．７２）ｂ （２．２２±１．９５）ｃ （８６．６７±３．３４）ａ （１．１１±１．９５）ｃ

１０ （６０．００±６．６７）ｂ （２．２２±１．９５）ｃ （９３．３３±３．３４）ａ （１．１１±１．９５）ｃ

　１）表中所列的数据为平均值±标准误。不同小写字母表示同一时间不同处理间差异显著（犘＜０．０５）。

Ｄａｔａａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄａｓｍｅａｎ±ＳＥ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ（犘

＜０．０５）．

２．５　犉犓犅犘５２蛋白对东亚飞蝗过氧化物酶（犘犗犇）

和超氧化物歧化酶（犛犗犇）酶活力的影响

　　研究发现，ＦＫＢＰ５２单独处理东亚飞蝗时，第１、

４、５天ＰＯＤ酶活力与对照组之间无显著性差异

（犘＞０．０５），第２、３天时ＰＯＤ活力显著低于对照组

（犘＜０．０５）。金龟子绿僵菌单独处理时，在第３天和

第５天东亚飞蝗的ＰＯＤ酶活力显著高于对照，尤其

是第３天时，ＰＯＤ活力达到最高值１１．６０９Ｕ／ｍｇ；但

在第２天ＰＯＤ的酶活力低于对照；在第１、４天其酶

活力与对照无显著差异。ＦＫＢＰ５２与金龟子绿僵菌

共同处理时，除第１天外（第１天处理组的ＰＯＤ酶

活力与其他处理无显著差异），第２、３、４、５天，处理

组的ＰＯＤ活性都显著低于对照组（犘＜０．０５），同时

在第３－５天，ＦＫＢＰ５２与金龟子绿僵菌共同处理组

ＰＯＤ活性显著低于金龟子绿僵菌单独处理组（犘＜

０．０５）（图７）。

ＦＫＢＰ５２单独处理东亚飞蝗时，第３、４、５天，处理

图７　犉犓犅犘５２处理后东亚飞蝗的犘犗犇活力

犉犻犵．７　犃犮狋犻狏犻狋狔狅犳狆犲狉狅狓犻犱犪狊犲犻狀犔狅犮狌狊狋犪犿犻犵狉犪狋狅狉犻犪

犿犪狀犻犾犲狀狊犻狊犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犿犲狀狋狑犻狋犺犉犓犅犘５２狆狉狅狋犲犻狀

　
组的ＳＯＤ酶活力达到１０．５０２、８．６４４、９．１８２Ｕ／ｍｇ，显

著高于对照组（分别为８．４７８、７．７２９、７．６６２Ｕ／ｍｇ）

（犘＜０．０５），但在第１、２天时，与对照组之间都无显
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著性差异（犘＞０．０５）。金龟子绿僵菌单独处理时，

在第３天和第５天东亚飞蝗的ＳＯＤ酶活力显著高

于对照，尤其是第３天时，ＳＯＤ酶活力达到最高值

１０．７６９Ｕ／ｍｇ；在第１天和第４天，ＳＯＤ酶活力与

对照无显著差异（犘＞０．０５）；但在第２天，处理组

的酶活力显著低于对照组（犘＜０．０５）。ＦＫＢＰ５２

与金龟子绿僵菌共同处理时，在第１天，处理组

ＳＯＤ酶活力与对照组之间无显著性差异；但第３、

４、５天，处理组的ＳＯＤ活性显著低于对照组和金

龟子绿僵菌单独处理组（犘＜０．０５），且从第１天开

始呈现持续降低的趋势（图８）。

图８　犉犓犅犘５２处理后东亚飞蝗的犛犗犇活力

犉犻犵．８　犃犮狋犻狏犻狋狔狅犳狊狌狆犲狉狅狓犻犱犪狊犲犻狀犔狅犮狌狊狋犪犿犻犵狉犪狋狅狉犻犪

犿犪狀犻犾犲狀狊犻狊犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犿犲狀狋狑犻狋犺犉犓犅犘５２狆狉狅狋犲犻狀

３　讨论

昆虫在长期进化中形成了一套独特的免疫系统

使其能够抵御逆境，扩大分布，并抵抗病原微生物的

侵入。随着分子生物学的发展，关于昆虫免疫的主

要过程及分子机理逐渐清晰［１７］，昆虫免疫机制的研

究成果对于研究飞蝗免疫反应机制具有重要的参考

意义［１８１９］。ＦＫ５０６结合蛋白（ＦＫＢＰ）作为一种免疫

调节蛋白，还参与了生物体内众多重要生理反应，如

细胞周期的调节、钙离子通道活性的调节以及生长

发育调节等［２０］。如朱佳证实了ＦＫ５０６结合蛋白与

棉铃虫犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪滞育有关
［２１］。Ｌｉ等

研究表明ＦＫ５０６结合蛋白在家蚕犅狅犿犫狔狓犿狅狉犻每

个发育阶段（卵、幼虫、蛹、成虫）都有表达，具有重要

的调节作用［２２］。随着对ＦＫ５０６结合蛋白研究的逐

渐深入，其作用机制越来越清楚。刘国通等研究表

明，ＦＫ５０６单独并不能发挥免疫抑制作用，它需要

先与ＦＫＢＰ１２结合才能发挥作用，当ＦＫ５０６与ＦＫ

ＢＰ１２结合后，ＦＫ５０６特有的立体化学结构就会抑制

ＦＫＢＰ１２的肽基脯氨酰顺反异构酶活性，ＦＫＢＰ１２

在ＦＫ５０６的免疫抑制作用中发挥关键作用
［２３］。本

实验室前期验证了ＦＫＢＰ可抑制钙调磷酸酶活性，

进一步诱导东亚飞蝗滞育。钙调磷酸酶可以与Ｔｏｌｌ

途径下游Ｄｏｒｓａｌ结合并使其去磷酸化，使转录因子

Ｄｉｆ转移至细胞核，调节抗菌肽、防卫素、防御素等基

因的表达［２４］。因此，我们推测ＦＫＢＰ作为钙调磷酸

酶抑制剂会影响飞蝗体液免疫Ｔｏｌｌ途径级联反应，促

进金龟子绿僵菌的侵染。

本试验克隆得到了长度为１２４２ｂｐ，含有完整

ＦＫＢＰ＿Ｃ结构域的一段ＦＫＢＰ序列，经过ＮＣＢＩ检

索，确定克隆出的蛋白是ＦＫＢＰ＿Ｃ超家族成员之

一，与黑腹果蝇犇狉狅狊狅狆犺犻犾犪犿犲犾犪狀狅犵犪狊狋犲狉、家蚕中预

测的结构相同；通过原核表达获得ＦＫＢＰ５２蛋白，

ＳＤＳＰＡＧＥ检测结果表明，该蛋白分子量４６ｋＤａ，

与推测的分子量大小一致。通过对犉犓犅犘５２基因

在飞蝗不同发育时期和成虫不同组织中的相对表达

量分析，发现ＦＫＢＰ５２蛋白在中肠和脂肪体中的表

达量相对较高。脂肪体是昆虫重要的免疫器官［２５］。

因此，我们推测ＦＫＢＰ５２蛋白对飞蝗免疫反应有着

重要的作用。通过对犉犓犅犘５２基因在蝗虫不同发

育阶段中肠内的表达情况分析，发现其在蝗虫各发

育阶段均有表达，但卵期与成虫期表达量明显高于

幼虫期，在幼虫阶段的表达量基本相对稳定，这与柞

蚕犃狀狋犺犲狉犪犲犪狆犲狉狀狔犻中犉犓犅犘 基因在不同发育阶

段的表达谱相一致［２６］。

氧化还原反应是昆虫体内重要的化学反应之

一，决定着昆虫的衰老与死亡，也会产生对虫体有害

的活性氧，包括超氧阴离子、过氧化氢、羟基自由基

等［２７］。活性氧的产生会对虫体造成伤害，引起体内

脂质过氧化，ＤＮＡ突变和酶失活等。在长期的发育

进化过程中，昆虫形成了一套完整的保护系统，来清

除各种活性氧［２８］。过氧化氢酶（ＣＡＴ）、超氧化物歧

化酶（ＳＯＤ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）作为昆虫体内氧化

自由基的清除系统，能够协调体内氧自由基处于一

种动态平衡状态，使机体免受伤害［２９］。王龙江等研

究表明，红火蚁犛狅犾犲狀狅狆狊犻狊犻狀狏犻犮狋犪被白僵菌犅犲犪狌

狏犲狉犻犪犫犪狊狊犻犪狀犪侵染后体内ＣＡＴ、ＳＯＤ酶活力一直

高于对照组，ＰＯＤ则表现出先上升后下降的趋

势［３０］。张彦丰等研究发现，金龟子绿僵菌侵染能使

蝗虫体内保护酶活力发生变化，呈现先升高后降低

的趋势，蝗虫免疫降低，最终导致蝗虫死亡［３１］。本

试验通过ＦＫＢＰ５２与金龟子绿僵菌共同处理东亚飞

蝗发现，二者共用可以使蝗虫的死亡率大大提高，且

蝗虫体内的ＰＯＤ和ＳＯＤ酶活力都显著降低，表明

·４４·
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ＦＫＢＰ５２蛋白能够有效抑制蝗虫免疫能力，能够作

为正调控因子加强病菌的侵入，增强对寄主的致病

力，提高死亡率。本研究为金龟子绿僵菌制剂的研

制和蝗虫防治提供了新的思路与借鉴。
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