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棉铃虫围食膜中犅狋抗性相关蛋白的分离与鉴定
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摘要　棉铃虫是世界性的重要农业害虫。围食膜作为昆虫抵御病原微生物入侵及有害物质的第一道天然保护性屏

障，其上可能存在与Ｂｔ抗性相关的受体蛋白。本研究以ＢｔＣｒｙ１Ａｃ抗性和敏感品系的棉铃虫围食膜为对象，采用

ＮｕＰＡＧＥ电泳技术、配体杂交、质谱鉴定和生物信息学分析等技术，测定了围食膜蛋白含量，鉴定了蛋白质的组成

及与ＢｔＣｒｙ１Ａｃ毒素的结合能力。结果表明敏感品系围食膜中蛋白含量为２２．１９％，抗性品系围食膜中蛋白含量为

２６．９９％。抗、感品系棉铃虫围食膜上存在与Ｃｒｙ１Ａｃ毒素结合的６个差异蛋白，推测其中棉铃虫羧酸酯酶蛋白和

血影蛋白是２个有意义的抗性相关蛋白，２个新蛋白可能参与Ｂｔ抗性。研究证明棉铃虫围食膜上存在Ｂｔ结合蛋白

且与抗性相关，为进一步明确Ｂｔ抗性机制、制定合理的Ｂｔ抗性治理策略提供了理论依据。

关键词　棉铃虫；　围食膜蛋白；　Ｂｔ抗性；　分离与鉴定

中图分类号：　Ｑ９６５．９　　文献标识码：　Ａ　　犇犗犐：　１０．１６６８８／ｊ．ｚｗｂｈ．２０２２４６４

犛犲狆犪狉犪狋犻狅狀犪狀犱犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狆犲狉犻狋狉狅狆犺犻犮犿犲犿犫狉犪狀犲狆狉狅狋犲犻狀狊狉犲犾犪狋犲犱狋狅

犅狋狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲犻狀犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪

犔犐犢犻狆犻狀犵
１
，　犔犐犝犛犺犪狅犽犪犻１，　犢犝犃犖犡犻犪狀犵狇狌狀

１，　犌犝犗犢狌狔狌犪狀
１，２

（１．犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犐狀狋犲犵狉犪狋犲犱犘犲狊狋犕犪狀犪犵犲犿犲狀狋狅狀犆狉狅狆狊犻狀犖狅狉狋犺狑犲狊狋犲狉狀犔狅犲狊狊犘犾犪狋犲犪狌，犕犻狀犻狊狋狉狔狅犳犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犲犪狀犱犚狌狉犪犾

犃犳犳犪犻狉狊，犆狅犾犾犲犵犲狅犳犘犾犪狀狋犘狉狅狋犲犮狋犻狅狀，犖狅狉狋犺狑犲狊狋犃牔犉犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犢犪狀犵犾犻狀犵　７１２１００犆犺犻狀犪；２．犛狋犪狋犲犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犘犾犪狀狋

犇犻狊犲犪狊犲犪狀犱犐狀狊犲犮狋犘犲狊狋狊，犐狀狊狋犻狋狌狋犲狅犳犘犾犪狀狋犘狉狅狋犲犮狋犻狅狀，犆犺犻狀犲狊犲犃犮犪犱犲犿狔狅犳犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犛犮犻犲狀犮犲狊，犅犲犻犼犻狀犵　１００１９３，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋　犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪犻狊犪狀犻犿狆狅狉狋犪狀狋犪犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾狆犲狊狋狑狅狉犾犱狑犻犱犲．犃狊狋犺犲犳犻狉狊狋狀犪狋狌狉犪犾狆狉狅狋犲犮狋犻狏犲犫犪狉狉犻犲狉

犳狅狉犻狀狊犲犮狋狊狋狅狉犲狊犻狊狋狋犺犲犻狀狏犪狊犻狅狀狅犳狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犿犻犮狉狅狅狉犵犪狀犻狊犿狊犪狀犱犺犪狉犿犳狌犾狊狌犫狊狋犪狀犮犲狊，犿犪狀狔狉犲犮犲狆狋狅狉狆狉狅狋犲犻狀狊

狉犲犾犪狋犲犱狋狅犅狋狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲犿犪狔犲狓犻狊狋狅狀狋犺犲狆犲狉犻狋狉狅狆犺犻犮犿犲犿犫狉犪狀犲．犐狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔，狑犲狌狊犲狋犺犲狆犲狉犻狋狉狅狆犺犻犮犿犲犿犫狉犪狀犲

狆狉狅狋犲犻狀狊狅犳犆狉狔１犃犮狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲（犅狋犚）犪狀犱狊狌狊犮犲狆狋犻犫犾犲狊狋狉犪犻狀狊（９６犛）狅犳犎．犪狉犿犻犵犲狉犪犪狊狋犺犲狅犫犼犲犮狋狋狅犪狀犪犾狔狕犲狋犺犲

犮狅狀狋犲狀狋，犮狅犿狆狅狊犻狋犻狅狀狊犪狀犱犫犻狀犱犻狀犵犪犫犻犾犻狋狔狋狅犆狉狔１犃犮狅犳狆狉狅狋犲犻狀狊犫狔狌狊犻狀犵犖狌犘犃犌犈犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊，犾犻犵犪狀犱犫犾狅狋，

犿犪狊狊狊狆犲犮狋狉狅犿犲狋狉狔犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱犫犻狅犻狀犳狅狉犿犪狋犻犮狊犪狀犪犾狔狊犻狊狋犲犮犺狀狅犾狅犵狔．犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狊犺狅狑犲犱狋犺犪狋狋犺犲狆狉狅狋犲犻狀

犮狅狀狋犲狀狋狅犳狋犺犲狆犲狉犻狋狉狅狆犺犻犮犿犲犿犫狉犪狀犲狅犳犎．犪狉犿犻犵犲狉犪犻狀狊狌狊犮犲狆狋犻犫犾犲犪狀犱狉犲狊犻狊狋犪狀狋狊狋狉犪犻狀狊狑犪狊２２．１９％犪狀犱２６．９９％，

狉犲狊狆犲犮狋犻狏犲犾狔．犛犻狓狆犲狉犻狋狉狅狆犺犻犮犿犲犿犫狉犪狀犲狆狉狅狋犲犻狀狊狑犲狉犲犳狅狌狀犱狋狅犫犻狀犱狑犻狋犺犆狉狔１犃犮犫狔犮狅犿狆犪狉犻狀犵狋犺犲犅狋犚犪狀犱９６犛

狊狋狉犪犻狀狊狅犳犎．犪狉犿犻犵犲狉犪．犠犲狊狆犲犮狌犾犪狋犲犱狋犺犪狋犎．犪狉犿犻犵犲狉犪犮犪狉犫狅狓狔犾犲狊狋犲狉犪狊犲狆狉狅狋犲犻狀犪狀犱狊狆犲犮狋狉犻狀犪狉犲狋狑狅犿犲犪狀犻狀犵犳狌犾

狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲狉犲犾犪狋犲犱狆狉狅狋犲犻狀狊，犪狀犱狋犺犲狅狋犺犲狉狋狑狅狆狉狅狋犲犻狀狊犪狉犲狊狌犵犵犲狊狋犲犱狋狅犫犲狀犲狑狆狉狅狋犲犻狀狊狑犺犻犮犺犿犪狔犫犲狉犲犾犪狋犲犱狋狅犅狋

狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲．犜犺犻狊狊狋狌犱狔狆狉狅狏犲狊狋犺犪狋犅狋犫犻狀犱犻狀犵狆狉狅狋犲犻狀狊犲狓犻狊狋犻狀狋犺犲狆犲狉犻狋狉狅狆犺犻犮犿犲犿犫狉犪狀犲狅犳犎．犪狉犿犻犵犲狉犪犪狀犱犪狉犲

狉犲犾犪狋犲犱狋狅犅狋狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲．犜犺犻狊狊狋狌犱狔犪犾狊狅狆狉狅狏犻犱犲狊犪狋犺犲狅狉犲狋犻犮犪犾犫犪狊犻狊犳狅狉犮犾犪狉犻犳狔犻狀犵犅狋狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲犿犲犮犺犪狀犻狊犿犪狀犱

犳狅狉犿狌犾犪狋犻狀犵狉犲犪狊狅狀犪犫犾犲犅狋狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲犿犪狀犪犵犲犿犲狀狋狊狋狉犪狋犲犵犻犲狊．

犓犲狔狑狅狉犱狊　犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪；　狆犲狉犻狋狉狅狆犺犻犮犿犲犿犫狉犪狀犲狆狉狅狋犲犻狀狊；　犅狋狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲；　狊犲狆犪狉犪狋犻狅狀犪狀犱犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀

　　棉铃虫犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪是鳞翅目夜蛾科

的一种世界性重大农业害虫，其分布范围广泛，在我

国西北内陆棉区、长江流域棉区和黄河流域棉区这

三大主要棉区均有分布。棉铃虫寄主范围广，能取
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食包括棉花、玉米、大豆等多种农作物及经济作物，

具有环境适应能力强、产卵量大、迁飞距离远等特

点［１２］。在２０世纪６０年代至７０年代，对棉铃虫的

防治均以化学防治为主，其中有机磷类、有机氯类等

多种化学杀虫剂被先后使用。但是随着杀虫剂的大

量使用，２０世纪８０年代末至９０年代初期，棉铃虫

快速对滴滴涕、硫丹、拟除虫菊酯类等常规杀虫剂产

生了抗性，田间防治基本失效，加之适宜的气候条件

等原因，棉铃虫在我国黄河流域和长江流域棉区连

年暴发成灾，造成了极大的损失，直接经济损失超过

百亿元［３４］。

１９９７年，我国开始商业化种植转Ｂｔ（犅犪犮犻犾犾狌狊

狋犺狌狉犻狀犵犻犲狀狊犻狊，苏云金芽胞杆菌）基因的抗虫棉
［５］。

转Ｂｔ基因棉的种植，以及Ｂｔ生物杀虫剂的使用，不

仅有效防控了棉铃虫等靶标害虫，还减少了很多化

学杀虫剂的使用［４］。我国目前种植的转基因棉花均

为表达犮狉狔１犃犮基因或犮狉狔１犃犮＋犮狉狔１犃犫融合基因的

Ｂｔ棉，随着我国棉花种植空间不断向以新疆为主的

西北棉区集中，长期使用单价犮狉狔１犃家族的Ｂｔ棉必

然会存在田间抗性进化的隐患［４］。

目前研究表明抗性产生的最主要原因是昆虫中

肠的刷状缘膜囊泡（ｂｒｕｓｈｂｏｒｄｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｖｅｓｉ

ｃｌｅｓ，ＢＢＭＶ）上与Ｂｔ杀虫蛋白结合的受体的改变或

突变引起的［６８］。昆虫取食ＢｔＣｒｙ１Ａ类全长蛋白

后，在中肠碱性环境中被胰蛋白酶或胰凝乳蛋白酶

水解，Ｎ端去除４０个左右的氨基酸，Ｃ端去除５００

个左右的氨基酸，原蛋白由１３０ｋＤ左右被活化为

６５ｋＤ左右有杀虫活性的核心片段。活化的蛋白片

段穿过围食膜（ｐｅｒｉｔｒｏｐｈｉｃｍｅｍｂｒａｎｅ，ＰＭ），进一步

与中肠ＢＢＭＶ上受体结合，发挥作用。但是Ｂｔ杀

虫蛋白只有穿过中肠围食膜才能达到中肠上皮细胞

的作用位点与受体结合，且研究发现昆虫围食膜上

也可能存在与Ｂｔ杀虫蛋白结合的受体蛋白，因此，

昆虫围食膜蛋白的改变也可能引起 Ｂｔ抗性的

产生［９１１］。

１７６２年在鳞翅目幼虫中发现围食膜结构，１８９０

年正式命名［１２］。围食膜是中肠前端一直延伸至后

肠的一层厚薄均匀的无色透明的非细胞结构薄膜，

是由中肠细胞分泌形成的，主要由蛋白质、黏多糖和

几丁质组成，是昆虫抵御病原微生物入侵及有害物

质的第一道天然保护性屏障，具有保护中肠上皮细

胞、阻止病原物入侵等防御功能［１３１７］。有关围食膜

蛋白的组成研究一直是学者们关注的热点，张严峻

等［１８］使用ＳＤＳＰＡＧＥ技术在棉铃虫围食膜中发现

了１６种蛋白，Ｃａｍｐｂｅｌｌ等
［１５］通过质谱技术鉴定出

了４１个棉铃虫幼虫围食膜蛋白质。随着生物技术

的发展，梁振普等［１７］通过ＬＣＭＳ／ＭＳ技术鉴定了

１６９个棉铃虫围食膜蛋白质。其中也包括了碱性磷

酸酶２（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ２）、氨肽酶Ｎ１（ａｍｉｎ

ｏｐｅｐｔｉｄａｓｅＮ１）、ＡＴＰ合成酶β亚基（ＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅ

ｓｕｂｕｎｉｔｂｅｔａ）、Ｖ型质子ＡＴＰ酶Ｄ２亚基（Ｖｔｙｐｅ

ｐｒｏｔｏｎＡＴＰａｓｅｓｕｂｕｎｉｔＤ２）等，这些蛋白是Ｂｔ杀虫

蛋白结合的受体，与Ｂｔ抗性产生有一定的关系。

然而，对棉铃虫围食膜蛋白与Ｂｔ抗性的关系研

究甚少，本研究以棉铃虫抗、感品系围食膜为对象，

采用蛋白质分离和配体杂交（ｌｉｇａｎｄｂｌｏｔ）技术，研究

棉铃虫围食膜上与ＢｔＣｒｙ１Ａｃ存在结合能力有差异

的蛋白，通过质谱鉴定和生物信息学分析等技术，鉴

定可能参与Ｂｔ杀虫蛋白抗性进化的差异蛋白。研

究有助于理解棉铃虫围食膜蛋白与Ｂｔ杀虫蛋白之

间的作用，为进一步明确Ｂｔ抗性机制、制定合理的

Ｂｔ抗性治理策略提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试昆虫及饲养条件

敏感品系棉铃虫（９６Ｓ）：于１９９６年采自河南省

新乡棉田，室内用人工饲料饲养至今，从未接触任何

杀虫剂。棉铃虫 Ｂｔ抗性品系（ＢｔＲ）：在室内用

Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白筛选了１７５代，相对抗性倍数为３５００

倍，筛选方法参见史艳霞等［１９］方法。饲养条件：温

度（２７±２）℃，相对湿度（７５±１０）％，光周期为Ｌ∥Ｄ

＝１４ｈ∥１０ｈ。幼虫在指形管（直径２ｃｍ，长度

１５ｃｍ）中用人工饲料
［２０］饲养，成虫在产卵笼（直径

２９．５ｃｍ，高３５ｃｍ）中用１０％蜂蜜水饲养。上述所

有棉铃虫品系均由中国农业科学院植物保护研究所

棉花害虫组馈赠。

１．２　供试犅狋菌株及抗体

供试 犅犪犮犻犾犾狌狊狋犺狌狉犻狀犵犻犲狀狊犻狊 ＨＤ７３ 菌株和

Ｃｒｙ１Ａｃ抗体均由中国农科院植物保护研究所生物

技术组馈赠。二抗为山羊抗兔，购自北京中杉金桥

公司。

１．３　棉铃虫围食膜蛋白的提取分离

１．３．１　围食膜样品的获取

分别取抗、感品系健康的５龄棉铃虫幼虫，置
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于冰上１０ｍｉｎ，剖取围食膜，用冷却的生理盐水

（０．７％ＮａＣｌ）冲洗去掉里面的食物，在滤纸上快速

吸干多余液体，每１条围食膜放入１个ＥＰ管中，

液氮中快速冷却，使用ＦＤ５５０８冷冻干燥机（美国

ＳＩＭ公司）冷冻干燥４８ｈ后，置－８０℃冰箱保存

备用。

１．３．２　棉铃虫围食膜蛋白的分离纯化

参考Ｃａｍｐｂｅｌｌ等
［１５］和李怡萍等［２１］的方法，称

取冷冻干燥的抗、感品系棉铃虫围食膜样品各

１ｍｇ，进行无水三氟利克酸 （ａｎｈｙｄｒｏｕｓｔｒｉｆｌｕ

ｏｒｏｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ，ＴＦＭＳ）处理，用ＧｌｙｃｏＰｒ

ｆｉｌｅＴＭＩＶ，ＣｈｅｍｉｃａｌＤｅｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎＫｉｔ（美国Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）进行总蛋白的提取，再用２ＤＣｌｅａｎ

ＵｐＫｉｔ（美国ＧＥＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司）纯化提取的总

蛋白。

１．３．３　棉铃虫围食膜蛋白质含量的测定

取１．３．２中纯化的抗、感品系围食膜蛋白沉淀

（指初始取的冷冻干燥围食膜为１ｍｇ，经ＴＭＦＳ处

理与纯化后获得的总蛋白沉淀），分别用２００μＬ上

样缓冲液ＩＥＦ溶解。１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃，离心５ｍｉｎ

（５１４５Ｄ台式离心机，德国ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ），

除去不溶物质和泡沫，取上清液，用２ＤＱｕａｎｔＫｉｔ

（美国ＧＥＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司）测定蛋白浓度。根据测

定的蛋白浓度计算出１ｍｇ干燥的围食膜样品中蛋

白质总重和蛋白质含量。每样品重复３次，测定数

据使用ＤＰＳ９．５０中独立样本狋测验进行差异显著

性分析。

１．３．４　棉铃虫围食膜蛋白的ＮｕＰＡＧＥ电泳

取１．３．２中纯化的抗、感品系围食膜蛋白沉淀，

使用ＮｕＰＡＧＥ４％～１２％ＢｉｓＴｒｉｓＭｉｎｉＧｅｌ预制梯

度胶（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）及ＮｕＰＡＧＥ电泳槽（美

国Ｓｔｒａｇｅｎｅ公司）进行电泳，电泳电压为２００Ｖ，电

泳时长为５０ｍｉｎ。电泳完成后进行考染。

１．３．５　棉铃虫围食膜蛋白与活化Ｃｒｙ１Ａｃ的结合

能力检测

　　采用１．３．４中的方法对抗性和敏感品系的围食

膜蛋白进行电泳检测。上样之前要测其蛋白浓度，

使二者保持相同的蛋白浓度。电泳结束后的胶块不

染色，直接进行ｌｉｇａｎｄｂｌｏｔ，先加活化的Ｃｒｙ１Ａｃ，再

分别加一抗Ｃｒｙ１Ａｃ抗体和二抗山羊抗兔，最后使

用ＥａｇｌｅＥｙｅＳｙｓｔｅｍ凝胶成像仪系统（美国Ｓｔｒａ

ｇｅｎｅ公司）进行曝光检测。

１．４　抗、感品系棉铃虫围食膜差异蛋白的鉴定分析

１．４．１　棉铃虫围食膜蛋白的蛋白胶内酶解及质谱

鉴定

　　在考染胶上用挖胶笔挖出选定的有显著差异的

蛋白条带，尽可能避免切到胶以外的部分，放入离心

管中。蛋白胶内酶解和质谱鉴定由华大蛋白公司

完成。

１．４．２　棉铃虫围食膜蛋白的质谱数据生物学分析

将质谱鉴定过程中，由ＭＡＬＤＩＴＯＦ（基质辅助

激光解吸电离离子源和飞行时间质量分析器联用）

质谱仪（新加坡 ＡＢＳｃｉｅｘ公司）获得肽指纹图谱

（ｐｅｐｔｉｄｅｍａｓｓｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ，ＰＭＦ），用 ＭＡＳＣＯ

（ｈｔｔｐ：∥ｍａｓｃｏｔ．ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ．ｃｏｍ．ｃｎ／）Ａｌｄｅｎｔｅ软

件搜索ＮＣＢＩｎｒ和ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ数据库，并参考了中

国农业科学院植物保护研究所棉花害虫组的棉铃虫

ｃＤＮＡ文库数据，进行ＢＬＡＳＴ，比对ＰＭＦ的结果。

比较数据库中相应多肽序列的质量数及其 ＭＳ／ＭＳ

图谱的相关性，由中国农业科学院植物保护研究所

生物技术组束长龙老师帮助检索。

２　结果与分析

２．１　抗、感品系棉铃虫围食膜蛋白含量

由表１可以看出，敏感品系棉铃虫的围食膜蛋

白含量为２２．１９％，抗性品系棉铃虫的围食膜蛋白

含量为２６．９９％，抗性品系蛋白含量显著高于敏感

品系（犘＜０．０５）。

表１　棉铃虫围食膜蛋白质含量１
）

犜犪犫犾犲１　犘狉狅狋犲犻狀犮狅狀狋犲狀狋狅狀狋犺犲狆犲狉犻狋狉狅狆犺犻犮犿犲犿犫狉犪狀犲

狅犳犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪

供试品系

Ｉｎｓｅｃｔｓｔｒａｉｎ

蛋白质含量／％

Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｐｒｏｔｅｉｎ

敏感品系　Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｓｔｒａｉｎ （２２．１９±０．２３）ｂ

抗性品系　Ｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎ　 （２６．９９±０．７３）ａ

　１）不同小写字母代表不同品系间有显著差异（独立样本狋测验，犘

＜０．０５）。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ０．０５

ｌｅｖｅｌｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｓｅｃｔｓｔｒａｉｎｓ（ｔｈｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｓａｍｐｌｅｓ

狋ｔｅｓｔ）．

２．２　棉铃虫围食膜蛋白的犖狌犘犃犌犈电泳分离

ＮｕＰＡＧＥ电泳分离结果（图１）显示，重复３次

的结果可以看出，分离效果清晰，可以分离出大约

３０种围食膜蛋白，且所有蛋白包括大分子量２２０ｋＤ

和小分子量１０ｋＤ都能分离出来。
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图１　棉铃虫围食膜蛋白质犖狌犘犃犌犈电泳结果

犉犻犵．１　犖狌犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲狆犲狉犻狋狉狅狆犺犻犮犿犲犿犫狉犪狀犲

狆狉狅狋犲犻狀狊狅犳犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪

　

图２　犔犻犵犪狀犱犫犾狅狋检测犆狉狔犾犃犮结合蛋白

犉犻犵．２　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犆狉狔１犃犮犫犻狀犱犻狀犵狆狉狅狋犲犻狀狊

犫狔犾犻犵犪狀犱犫犾狅狋

　

２．３　抗、感品系围食膜蛋白与犆狉狔１犃犮的结合能力

比较

　　运用ｌｉｇａｎｄｂｌｏｔ检测分离纯化的抗、感品系棉

铃虫围食膜蛋白与Ｃｒｙ１Ａｃ的结合能力，结果发现

蛋白大小分别为２２０、１７０、１２０、６５、４３、３５ｋＤ的６个

围食膜蛋白可与Ｃｒｙ１Ａｃ结合，而且不同品系中结

合能力差异明显（图２）。由ｌｉｇａｎｄｂｌｏｔ结果可知，

Ｃｒｙ１Ａｃ与敏感品系的围食膜蛋白结合较强，与抗性

品系结合弱。说明围食膜蛋白上可能存在Ｃｒｙ１Ａｃ

的受体。

２．４　棉铃虫抗、感品系围食膜差异蛋白分析及鉴定

运用ＮｕＰＡＧＥＮｏｖｅｘＢｉｓＴｒｉｓＭｉｎｉＧｅｌｓ电泳

比较Ｂｔ抗、感品系棉铃虫围食膜蛋白，敏感品系（Ｓ）

得到了２２０、１７０、１２０、６０ｋＤ左右的４个差异明显的

蛋白条带，而在抗性品系（Ｒ）上很少或者几乎没有

（图３）。

图３　棉铃虫抗感品系围食膜蛋白犖狌犘犃犌犈电泳分析图

犉犻犵．３　犖狌犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狆犲狉犻狋狉狅狆犺犻犮犿犲犿犫狉犪狀犲狆狉狅狋犲犻狀狊

狅犳狋犺犲狊狌狊犮犲狆狋犻犫犾犲犪狀犱狉犲狊犻狊狋犪狀狋犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪

　
２．５　棉铃虫抗、感品系围食膜差异蛋白的质谱鉴定

用ＭＡＬＤＩＴＯＦ质谱分析鉴定了２．４中筛选

到的４个蛋白，获得肽指纹图谱ＰＭＦ，通过比对成

功鉴定得到了４个相关蛋白并获得相关生物学信息

（表２）。

经ＮＣＢＩｂｌａｓｔｎ比对，蛋白１虽然有一定数量

匹配结果，但是检索覆盖率都比较低，认为属于

新蛋白。蛋白４与数据库中序列的一致性较低，

也属于新蛋白。蛋白２与棉铃虫羧酸酯酶（ｃａｒ

ｂｏｘｙｌ／ｃｈｏｌｉｎｅｅｓｔｅｒａｓｅ，６１．７ｋＤ）有较好的一致

性。蛋白３与豌豆蚜犃犮狔狉狋犺狅狊犻狆犺狅狀狆犻狊狌犿 的血

影蛋白（ｓｐｅｃｔｒｉｎｂｅｔａｃｈａｉｎｌｉｋｅ，２６６．２ｋＤ）有较好

一致性（表２）。
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表２　４种棉铃虫围食膜蛋白犅犔犃犛犜比对结果

犜犪犫犾犲２　犅犔犃犛犜犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳犳狅狌狉犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪狆犲狉犻狋狉狅狆犺犻犮犿犲犿犫狉犪狀犲狆狉狅狋犲犻狀狊

蛋白编号

Ｐｒｏｔｅｉｎｎｕｍｂｅｒ

匹配得分

Ｍａｘｓｃｏｒｅ

总得分

Ｔｏｔａｌｓｃｏｒｅ

覆盖率／％

Ｑｕｅｒｙｃｏｖｅｒａｇｅ

匹配蛋白名称

Ｐｒｏｔｅｉｎｎａｍｅ

匹配蛋白登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

１ ５８．５ ５８．５ ３５ － －

２ ２６３７ ２６３７ ９９ Ｃａｒｂｏｘｙｌ／ｃｈｏｌｉｎｅｅｓｔｅｒａｓｅ ＡＤＦ４３４９２．１

３ １２９ １２９ ４３ Ｓｐｅｃｔｒｉｎｂｅｔａｃｈａｉｎｌｉｋｅ ＸＰ＿００１９５００９５

４ 无 无 无 － －

３　结论与讨论

关于棉铃虫围食膜蛋白质分离与鉴定的研究比

较多。张严峻等［１８］采用ＳＤＳＰＡＧＥ不连续胶（３％

分离胶，１０％浓缩胶）发现很多不同分子量大小的蛋

白质，分离出比较清晰的１６个条带，蛋白质分子量

一般在９７．４ｋＤ以下，很多蛋白质的分子量很接近。

张小霞［２２］研究发现使用１２％分离胶和５％浓缩胶

可以分离的围食膜蛋白质种类较多，至少有１４种蛋

白质，并且小分子量的蛋白质含量较高，分子量一般

在９７ｋＤ 以下，蛋白质的分子量也比较接近。

Ｃａｍｐｂｅｌｌ等
［１５］以棉铃虫、美洲棉铃虫犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪

狕犲犪和烟芽夜蛾犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪狏犻狉犲狊犮犲狀狊为试虫，发现

利用无水三氟甲烷磺酸（ＴＭＦＳ）可以溶解包括几丁

质在内的全部围食膜组分，可将蛋白从几丁质中解

离，获得几乎所有的围食膜蛋白，并以此鉴定出了

４１种蛋白。梁振普等
［１７］参考Ｃａｍｐｂｅｌｌ等

［１５］的研

究，利用ＴＭＦＳ与ＬＣＭＳ／ＭＳ技术鉴定出了１６９

个棉铃虫围食膜蛋白质。其中也包括了 ＡＬＰ、

ＡＰＮ、ＡＴＰ合成酶β亚基、ＡＢＣ转运蛋白等可能为

Ｂｔ杀虫蛋白受体的蛋白质，这也说明了棉铃虫围食

膜蛋白确实与Ｂｔ抗性产生有一定的关系
［２３２６］。本研

究运用Ｃａｍｐｂｅｌｌ等
［１５］和李怡萍等［２１］的方法，将围食

膜样品冷冻干燥后用ＴＭＦＳ法处理，然后进行Ｎｕ

ＰＡＧＥ梯度胶电泳，结果分离到约３０种围食膜蛋白，

分离效果较好。没有达到Ｃａｍｐｂｅｌｌ报道的４１种蛋

白，推测可能是因为选用的棉铃虫品系不同，存在地

理差异，从而导致了分离出的蛋白数目不同。

有报道表明ＢｔＣｒｙ活化蛋白与中肠上皮细胞

受体的结合，是Ｂｔ杀虫蛋白发挥作用的主要过程。

类钙黏蛋白（ｃａｄｈｅｒｉｎｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＡＤ）、氨肽酶Ｎ

（ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅＮ，ＡＰＮ）、碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅ

ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）和ＡＢＣ转运蛋白（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇ

ｃａｓｓｅｔｔｅｓｕｂｆａｍｉｌｙＣ）等都是重要的Ｂｔ杀虫蛋白受

体［２７２８］。其中ＡＰＮ为昆虫中肠ＢＢＭＶ中含量最高

的蛋白酶（约占５５％），在中肠的功能行使过程中发

挥着重要作用［２９］。

已有研究表明抗、感品系中肠上受体蛋白的差

异表达可能是昆虫产生抗性的直接原因［６，１１，１４］。本

研究使用２ＤＱｕａｎｔＫｉｔ测定总蛋白浓度，发现抗性

品系蛋白含量显著高于敏感品系，其中敏感品系围

食膜中蛋白含量为２２．１９％，抗性品系围食膜中蛋

白含量为２６．９９％，推测围食膜中蛋白含量增加很

可能和抗性的产生相关。其次，本研究测定的敏感

品系棉铃虫围食膜蛋白含量和张严峻等［１８］测定的

３４．４７％的结果差距较大，推测可能是由于本研究使

用的ＴＭＦＳ处理方法与张严峻等
［１８］使用的酸水解、

碱水解以及Ｆｏｌｉｎ酚处理方法不同，使得中间过程

中损耗了蛋白质。

为了进一步验证围食膜上蛋白质的功能，本研究

运用配体杂交技术比较了抗、感品系棉铃虫围食膜蛋

白与Ｃｒｙ１Ａｃ的结合特性。结果发现６个围食膜蛋白

（大小为２２０、１７０、１２０、６５、４３、３５ｋＤ左右）可与

Ｃｒｙ１Ａｃ结合，且敏感品系上结合强度明显大于抗性

品系。其中１２０ｋＤ大小的蛋白推测可能是ＡＰＮ蛋

白，６５ｋＤ大小的蛋白推测可能是ＡＬＰ蛋白，大小与

已有报道的棉铃虫中肠上的ＡＰＮ、ＡＬＰ等Ｂｔ杀虫蛋

白受体大小也基本一致［３０３３］。Ｚｈａｎｇ等
［３４］发现犃犘犖

基因突变导致棉铃虫对Ｃｒｙ１Ａｃ抗性增加，Ａｇｒａｗａｌ

等［３５］也发现减少斜纹夜蛾犛狆狅犱狅狆狋犲狉犪犾犻狋狌狉犪体内

犃犘犖基因的表达，也会显著降低虫体对Ｃｒｙ１Ｃ的敏

感性。也有报道表明，在部分鳞翅目抗性品系昆虫的

中肠组织中，犃犔犘的表达量有所下降
［３６３７］。

本研究利用ＮｕＰＡＧＥ电泳技术比较了抗、感品

系围食膜蛋白的差异，获得了４种差异明显的蛋白，

这４种蛋白只存在于敏感品系，在抗性品系中缺失；

通过质谱鉴定和生物信息学分析方法，确定了其中

２种为棉铃虫羧酸酯酶和血影蛋白，推测另外２种

蛋白可能是新蛋白。羧酸酯酶是能水解含羧基官能

团的酸酯、酰胺和硫酯类化合物的一类酯酶［３８３９］。

大部分羧酸酯酶与化学信息素代谢和杀虫剂抗性产

生有关，如拟除虫菊酯类、氨基甲酸酯类、有机磷类

等杀虫剂在昆虫体内的解毒过程中羧酸酯酶均发挥

着重要作用［５］。也有文献报道棉铃虫中肠中有着较

·６３１·
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高活性的羧酸酯酶，在棉铃虫解除毒素毒性的过程

中起着重要的作用［１５］。血影蛋白（ｓｐｅｃｔｒｉｎ）是红细

胞细胞骨架中最重要的蛋白质，它与锚蛋白

（ａｎｋｙｒｉｎ）和跨膜阴离子交换蛋白（ａｎｉｏｎｅｘｃｈａｎｇ

ｅｒ１，ＡＥ１）共同维持红细胞膜结构的稳定性和柔韧

性［４０４１］。而围食膜也是由中肠细胞分泌的一层非细

胞组织，其中围食膜蛋白也有维持围食膜弹性和伸

缩特性的功能，维持着围食膜的结构。综合以上研

究结果，推测本研究中鉴定出的这两种蛋白很可能

与Ｂｔ抗性有关。

本研究证明棉铃虫围食膜蛋白质中，存在能与

Ｂｔ杀虫蛋白结合的蛋白，可能与Ｂｔ抗性相关，研究

结果对于进一步明确Ｂｔ抗性机制、制定合理的Ｂｔ

抗性治理策略提供了理论依据。
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