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　 　 摘要:　 为研究苏云金杆菌 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素的生物活性及杀虫机理ꎬ先利用浸叶法测定了商品化的 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素对

小菜蛾的杀虫活性ꎬ并用石蜡包埋切片后进行免疫组化分析ꎬ再用 ＥＬＩＳＡ 法测定了 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素与小菜蛾刷状缘膜

囊泡(ＢＢＭＶ)的结合曲线ꎬ最后通过 Ｌｉｇａｎｄ ｂｌｏｔ 法和肽指纹质谱对小菜蛾 ＢＢＭＶ 与 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素的结合蛋白进行了

分离与鉴定ꎮ 结果表明ꎬＣｒｙ２Ａａ 毒素对小菜蛾的半数致死浓度(ＬＣ５０)为 ２７􀆰 ９０ μｇ / ｍｌꎮ Ｃｒｙ２Ａａ 毒素与小菜蛾中肠

上皮细胞存在结合ꎬ与小菜蛾 ＢＢＭＶ 的表观结合亲和力为 ２６６􀆰 ６ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ 小菜蛾 ＢＢＭＶ 与 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素存在 ５ 条主

要结合条带ꎬ其中分子量 ２.４５×１０５上方的主结合条带酶解后得到 ＡＴＹＳＥＧＰＮＧＳＶＲ 片段ꎬ通过数据库比对分析ꎬ匹
配到一个分子量为 ３.３２×１０５的小菜蛾未鉴定蛋白ꎬ其功能注释为脂质运载蛋白ꎮ

关键词:　 Ｃｒｙ２Ａａꎻ 小菜蛾ꎻ 杀虫活性ꎻ 刷状缘膜囊泡(ＢＢＭＶ)ꎻ 免疫组化分析

中图分类号:　 Ｓ４８２.３＋ ９　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０１８)０４￣０７６２￣０７

Ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｃｒｙ２Ａａ ｔｏｘｉｎ ａｇａｉｎｓｔ Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ

ＬＩＵ Ｙｕａｎ１ꎬ 　 ＬＩＮ Ｊｉｅ￣ｒｕ１ꎬ 　 ＬＩＮ Ｍａｎ￣ｍａｎ１ꎬ 　 ＺＨＡＮＧ Ｘｉａｏ１ꎬ 　 ＸＵ Ｃｈｏｎｇ￣ｘｉｎ１ꎬ 　 ＣＨＥＮ Ｗｅｉ１ꎬ 　
ＬＵＯ Ｃｈｕ￣ｐｉｎｇ２ꎬ　 ＬＩＵ Ｘｉａｎ￣ｊｉｎ１

(１.Ｊｉａｎｇｓｕ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｆｏｏｄ Ｑｕａｌｉｔｙ ａｎｄ Ｓａｆｅｔｙꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２. Ｈｕａｉｙｉｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｈｕａｉ′ａｎ ２２３００３ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ(Ｂｔ)Ｃｒｙ２Ａａ ｔｏｘｉｎꎬ ｔｈｅ ｉｎ￣
ｓｅｃｔｉｃｉｄａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ Ｃｒｙ２Ａａ ｔｏｘｉｎ ａｇａｉｎｓｔ Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｌｅａｆ ｄｉｐｐｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄꎬ ａｎｄ ｉｔｓ
ｐａｒａｆｆｉｎ ｅｍｂｅｄｄｅｄ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｐｅｒｆｏｒｍ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｃｒｙ２Ａａ
ｔｏｘｉｎ ｗｉｔｈ ｂｒｕｓｈ ｂｏｒｄｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｖｅｓｉｃｌｅ (ＢＢＭＶ) ｏｆ Ｐ. ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ. Ｆｉｎａｌｌｙꎬ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＢＢＭＶ ｗｉｔｈ Ｃｒｙ２Ａａ ｗｅｒｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｌｉｇａｎｄ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｐｅｐｔｉｄｅ ｍａｓｓ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｈａｌｆ ｌｅｔｈａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (ＬＣ５０) ｏｆ Ｃｒｙ２Ａａ ｔｏｘｉｎ ａｇａｉｎｓｔ Ｐ. ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ｗａｓ ２７􀆰 ９０ μｇ / ｍｌ. Ｃｒｙ２Ａａ ｔｏｘｉｎ ｂｏｕｎｄ ｔｏ
ｔｈｅ ｍｉｄｇｕｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｐａｒｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｏｆ Ｃｒｙ２Ａａ ｔｏ ＢＢＭＶ ｗａｓ ２６６􀆰 ６ ｎｍｏｌ / Ｌ. Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｆｉｖｅ
Ｃｒｙ２Ａａ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｂａｎｄｓ ｉｎ Ｐ. ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ＢＢＭＶ. Ｔｈｅ ｂａｎｄ ｏｎ ｔｈｅ ｔｏｐ ｏｆ ２.４５×１０５ ｗｅｒｅ ｄｉｇｅｓｔｅｄ. Ａ ｐｅｐｔｉｄｅ ＡＴＹＳＥＧＰＮＧＳＶＲ
ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｂａｎｄ ｍａｔｃｈｅｄ ｔｏ ａ ３.３２×１０５ ｕｎｃｈａｒａｃｔｉｚｅｄ Ｐ. ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｄａｔａｂａｓｅꎬ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ

ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｌｉｐｏｃａｌｉｎ.
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ｃｉｄａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ｂｒｕｓｈ ｂｏｒｄｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｖｅｓｉｃｌｅ( ＢＢＭＶ)ꎻ
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 １９８１ 年 Ｙａｍａｍｏｔｏ 等从苏云金芽孢杆菌库斯塔

克亚种(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓꎬ ｓｕｂｓｐ. ｋｕｒｓｔａｋｉ)的伴

孢晶体中分离得到一个分子量为 ６.６×１０４的杀虫蛋

２６７



白组分ꎬ当时命名为 Ｐ２ 蛋白(即后来的 Ｃｒｙ２Ａ 毒

素)ꎬ该蛋白质对鳞翅目 ( Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ) 和双翅目

(Ｄｉｐｔｅｒａ)害虫均有毒性[１]ꎮ １９８９ 年 Ｗｉｄｎｅｒ 等克隆

和测序了 ｃｒｙ２Ａａ 和 ｃｒｙ２Ａｂ 基因ꎬ这 ２ 个基因均编码

６３３ 个氨基酸ꎬ序列相似度达到 ８７％ꎬ 但其杀虫谱

存在差异[２]ꎮ 由于 Ｃｒｙ２Ａ 毒素与 Ｃｒｙ１Ａ 毒素的交

互抗性较低[３]ꎬ２００３ 年 ｃｒｙ２Ａｂ 与 ｃｒｙ１Ａｃ 基因被联合

开发为双价抗虫基因应用于第 ２ 代 Ｂｔ 抗虫棉ꎬ用于

延缓昆虫的抗性发生ꎬＣｒｙ２Ａ 毒素的生物活性及杀

虫机理引起了人们的普遍关注[４￣１３]ꎮ
但是由于 Ｃｒｙ２Ａ 毒素对多种靶标害虫的毒性弱

于 Ｃｒｙ１Ａ 毒素[１４]ꎬ且其商品化进程较晚ꎬ目前国内

外对 Ｃｒｙ２Ａ 毒素与靶标昆虫的结合受体的报道较

少ꎬ其毒理机制尚不完全明确[１５]ꎮ １９９４ 年 Ｅｎｇｌｉｓｈ
等报道了 Ｃｒｙ２Ａ 毒素与谷实夜蛾(Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ｚｅａ)
的刷状缘膜囊泡(ＢＢＭＶ)呈现非饱和性结合特性ꎬ
这与 Ｃｒｙ１Ａｃ 的饱和性结合现象截然不同ꎬ作者推测

Ｃｒｙ２Ａ 毒素可能与 Ｃｒｙ１Ａｃ 具有不同的作用模

式[１６]ꎮ 但到 ２００８ 年 Ｈｅｒｎａｎｄｅｚ￣Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ 则报道了

Ｃｒｙ２Ａｂ 毒素与棉铃虫(Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａ)和谷实

夜蛾 ＢＢＭＶ 呈现饱和性结合特征ꎬＣｒｙ２Ａｂ 与两种昆

虫 ＢＢＭＶ 的解离常数分别是 Ｃｒｙ１Ａｃ 的 ３８ 倍和 ３５
倍ꎬ亲和力偏低ꎮ 通过与 ＢＢＭＶ 竞争性结合试验发

现 Ｃｒｙ２Ａｂ 与 Ｃｒｙ１Ａｃ 没有共同结合位点ꎬ这解释了

Ｃｒｙ２Ａ 和 Ｃｒｙ１Ａ 毒素少有发生交互抗性的现象[１７]ꎮ
Ｑｉｕ 等用双向电泳和液相色谱￣质谱联用(ＬＣ￣ＭＳ)测
定了 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素与甜菜夜蛾(Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｅｘｉｇｕａ)的
结合受体ꎬ预测得到的结合受体包括 ｐｏｌｙｃａｌｉｎ、Ｖ￣
Ｔｙｐｅ ＡＴＰａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ Ａ、Ｖ￣Ｔｙｐｅ ＡＴＰａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ Ｂ、肌
动蛋白、４￣羟基丁酸辅酶 Ａ￣转移酶和活化蛋白激酶

Ｃꎬ作者发现甜菜夜蛾的 Ｖ￣Ｔｙｐｅ ＡＴＰａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ Ｂ 基

因敲除后对 Ｃｒｙ２Ａａ 的敏感度显著降低ꎬ证明该蛋白

质为 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素的结合受体[１８]ꎮ Ｏｎｏｆｒｅ 等用 Ｌｉｇ￣
ａｎｄ ｂｌｏｔ 鉴定了 Ｃｒｙ２Ａｂ 与烟草天蛾(Ｍａｎｄｕｃａ ｓｅｘｔａ)
ＢＢＭＶ 在分子量 １.１×１０５左右有结合条带ꎬ随后通过

质谱分析推测为氨肽酶￣Ｎ２ꎬ并通过对该蛋白质的基

因克隆和表达验证ꎬ证明氨肽酶￣Ｎ２ 是 Ｃｒｙ２Ａｂ 的结

合受体[１９]ꎮ
小菜蛾(Ｐｌｅｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ)是全球重要的鳞翅目

农业害虫ꎬ也是最早报道对 Ｃｒｙ 毒素产生抗性的昆

虫ꎮ 目前国内外尚无 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素对小菜蛾免疫组

化分析、ＢＢＭＶ 结合分析及其中肠结合蛋白的报道ꎮ

本研究将采用浸叶法测定美国 Ｅｎｖｉｒｏｌｏｇｉｘ 公司生产

的活化 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素对小菜蛾的杀虫活性ꎬ并对喂食

Ｃｒｙ２Ａａ 毒素的小菜蛾进行免疫组化分析ꎬ确定其结

合区域ꎬ利用 ＥＬＩＳＡ 法测定小菜蛾 ＢＢＭＶ 与 Ｃｒｙ２Ａａ
毒素的表观结合亲和力ꎬ用 Ｌｉｇａｎｄ ｂｌｏｔ、肽指纹质谱

对小菜蛾 ＢＢＭＶ 中的结合蛋白进行分离与鉴定ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与主要试剂

敏感品系小菜蛾引进自南京农业大学植物保护

学院ꎬ用无农药污染的青菜叶片(实验室内种植)续
代饲养ꎮ 活化 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素(分子量 ６.８×１０４ꎬ纯度

为 ９４％~９６％)ꎬ购自美国 Ｅｎｖｉｒｏｌｏｇｉｘ 公司ꎬ该毒素

由美国 Ｃａｓｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｒｅｓｅｒｖｅ 大学用 Ｂｔ 菌株生产ꎮ
Ｃｒｙ２Ａａ 毒素用 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 磷酸盐缓冲液 ( ＰＢＳꎬ
ｐＨ ７.４)溶解ꎬ配制成 １ ｍｇ / ｍｌ 的母液ꎬ分装后于

－８０ ℃保存ꎮ Ｃｒｙ２Ａａ 多克隆抗体由本实验室通过

免疫新西兰大白兔自制获得ꎮ 辣根过氧化物酶标记

的羊抗兔 ＩｇＧ 购自美国 ＫＰＬ 公司ꎮ 四甲基联苯胺

(ＴＭＢ)购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ 脱脂奶粉购自索莱宝

生物科技有限公司ꎮ 胰蛋白酶购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公

司ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ 试剂盒 ＯＮＥ￣ＨＯＵＲ ＷｅｓｔｅｒｎＴＭ Ｓｔａｎｄａｒｄ
Ｋｉｔ Ｕｓｉｎｇ ＴＭＢ (Ｒａｂｂｉｔ)购自金斯瑞生物科技有限

公司ꎮ 试验所用其他化学试剂均为国产分析纯ꎮ
１.２　 主要仪器设备

ＥＣ ３５０￣１ 型一体化包埋机和 ＥＣ ＨＭ ３２５ 切片

机ꎬ美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｍｉｃｒｏｍ 公司产品ꎮ ＰＨＹ￣Ⅲ型病理

组织漂烘机ꎬ常州中威电子仪器有限公司产品ꎮ
ＥＸＣＥＬＳＩＯＲ ＥＳ 型自动脱水机ꎬ美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司产

品ꎮ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｃｉ 正置显微镜ꎬ日本 Ｎｉｋｏｎ 公司产品ꎮ
ＪＦＭＶ５００ＳＣ ＣＣＤ 显微镜摄像头和 ＪＩＦＥＩ Ｖｅｒｓｉｏｎ６.０.
０５４ 图片分析软件ꎬ北京天龙科技有限公司产品ꎮ
ＪＹ￣ＳＣＺ２＋型电泳槽、ＪＹ６００Ｅ 型电泳仪电源、ＪＹ￣ＺＹ５
型 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 转膜电泳仪ꎬ北京君意东方电泳设备

有限公司产品ꎮ ５２００Ｓ 型凝胶成像分析仪ꎬ上海天

能科技有限公司产品ꎮ ＬＣ￣２０ＡＢ 型 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ、
ＬＴＱ Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｖｅｌｏｓ 质谱仪ꎬ日本岛津公司产品ꎮ
ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ￣Ｃ１８ 色谱柱ꎬ美国安捷伦公司产品ꎮ
Ｄｉｒｅｃｔ￣Ｑ ３ＵＶ 超纯水机ꎬ美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司产品ꎮ
１.３　 生物测定

采用浸叶法测定 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素对小菜蛾的杀虫

活性ꎮ 具体步骤如下:(１)采集实验室自行种植、未

３６７刘　 媛等:Ｃｒｙ２Ａａ 毒素对小菜蛾的杀虫机理



被农药污染新鲜青菜叶片ꎮ (２)将 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素母

液用 ＰＢＳ 缓冲液进行 ２ 倍梯度稀释ꎬ将叶片浸入其

中ꎬ１０ ｓ 后取出自然晾干ꎮ 设置无 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素的

ＰＢＳ 缓冲液处理作为阴性对照ꎮ (３)将晾干后的叶

片放入垫有滤纸的平皿中ꎬ每个平皿接入 ３０ 头二龄

小菜蛾幼虫ꎬ每个质量浓度处理 ３ 次重复ꎮ (４)放

置 ２５ ℃ 光照培养箱中培养ꎬ光周期为１６ ｈ ∶ ８ ｈ
(昼 ∶ 夜)ꎮ 培养箱中放置水盆以调节湿度ꎮ ７２ ｈ
后记录死、活虫数ꎬ计算矫正死亡率ꎮ 用 ＳＰＳＳ 软件

进行概率分析ꎬ计算半数致死质量浓度( ＬＣ５０ )和

９５％置信区间ꎮ
１.４　 免疫组化分析

用 ５０ μｇ / ｍｌ Ｃｒｙ２Ａａ 毒素(ＰＢＳ 溶解)浸叶法

(同方法 １.３)处理青菜叶片后ꎬ接入 ２ 龄小菜蛾幼

虫ꎬ另外设置 ＰＢＳ 处理组作为阴性对照ꎮ 接虫后 ２４
ｈꎬ将 ２ 组小菜蛾幼虫ꎬ分别浸泡于 ４％多聚甲醛中ꎬ
４ ℃固定 ２４ ｈꎮ 采用常规方法对小菜蛾幼虫进行石

蜡包埋、切片及免疫组化分析(ＤＡＢ 染色) [２０]ꎮ 一

抗为 Ｃｒｙ２Ａａ 兔多克隆抗体 (１ ∶ １ ０００倍 ＰＢＳ 稀

释)ꎬ二抗为辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 ＩｇＧ
(１ ∶ １ ０００倍 ＰＢＳ 稀释)ꎬＤＡＢ 显色及苏木素复染后

中性树脂封片ꎬ采用正置显微镜观察、拍照ꎬ棕色部

分为阳性细胞ꎮ
１.５　 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素与小菜蛾 ＢＢＭＶ 的结合分析

采用 ４ 龄小菜蛾幼虫提取 ＢＢＭＶꎬ提取方法参

照 Ｗｏｌｆｅｒｓｂｅｒｇｅｒ 的报道[２１]ꎮ 以牛血清白蛋白为参

照ꎬ用蛋白质定量试剂盒测定 ＢＢＭＶ 浓度ꎮ 采用

ＥＬＩＳＡ 法测定 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素与 ＢＢＭＶ 的结合曲

线[１９]ꎮ 具 体 方 法 为: １０ μｇ / ｍｌ 的 ＢＢＭＶ 用 ５０
ｍｍｏｌ / Ｌ碳酸盐缓冲液(ｐＨ ９􀆰 ６)溶解ꎬ每孔 １００ μｌꎬ４
℃包被过夜ꎮ 次日用含有 ０.０５ ％ Ｔｗｅｅｎ ２０ 的 ＰＢＳ
溶液(ＰＢＳＴ)洗板 ３ 次ꎬ每孔加入 ２００ μｌ ２％脱脂奶

粉(ＰＢＳ 溶液配制)ꎬ室温孵育 ２ ｈꎮ ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次

后ꎬ每孔加入 １００ μｌ １~ ３００ μｇ / ｍｌ(１４.７１~ ４ ４１１.７７
ｎｍｏｌ / Ｌ)不同质量浓度的 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素ꎬ设 ＰＢＳ 空白

对照ꎬ每个样品设 ３ 个重复ꎮ 室温孵育 １ ｈ 后ꎬＰＢＳＴ
洗板 ３ 次ꎬ每孔加入 １００ μｌ １ ∶ １ ０００倍稀释的

Ｃｒｙ２Ａａ 多克隆抗体ꎬ室温孵育 １ ｈ 后ꎬＰＢＳＴ 洗板 ３
次ꎬ每孔加入 １００ μｌ １ ∶ ５ ０００倍 ＰＢＳ 稀释的辣根过

氧化物酶标记的羊抗兔 ＩｇＧꎬ室温孵育 １ ｈ 后ꎬＰＢＳＴ
洗板 ３ 次ꎬ每孔加入 １００ μｌ ＴＭＢ 显色液(１００ μｌ 二
甲亚砜溶解的 １０ ｍｇ / ｍｌ ＴＭＢ 和 ２５ μｌ ０􀆰 ６５％的

Ｈ２Ｏ２溶解于 ９􀆰 ８７５ ｍｌ １００ ｍｍｏｌ / Ｌ ｐＨ ５.５ 的柠檬酸

盐缓冲液)ꎮ 室温显色 １５ ｍｉｎꎬ用酶标仪在 ４５０ ｎｍ
波长处读数ꎮ 各质量浓度毒素对应的吸光值扣除空

白值后ꎬ用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ 软件 Ｓｃａｔｃｈａｒｄ 法作图ꎬ
计算表观结合亲和力(Ｋｄ)ꎮ
１.６　 Ｌｉｇａｎｄ ｂｌｏｔ 分析

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 试验参照 Ｂｕｒｇｅｓｓ 等[２２]的方法ꎬ１０％
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶分离后ꎬ银染显色ꎮ Ｌｉｇａｎｄ ｂｌｏｔ 试验参

照 Ｏｎｏｆｒｅ 等[２０]的方法ꎮ 具体方法为:１０ μｇ / ｍｌ小菜

蛾 ＢＢＭＶ 用 １０％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶进行分离ꎬ按照金斯

瑞 ＯＮＥ￣ＨＯＵＲ ＷｅｓｔｅｒｎＴＭ Ｓｔａｎｄａｒｄ Ｋｉｔ Ｕｓｉｎｇ ＴＭＢ
(Ｒａｂｂｉｔ)试剂盒说明书进行转膜、封闭、毒素孵育、
一抗孵育和显色等步骤ꎬ包括毒素孵育采用 ＰＢＳ 溶

解的 １００ μｇ / ｍｌ Ｃｒｙ２Ａａ 毒素与转膜后的 ＢＢＭＶ 室

温孵育 １ ｈꎬ设立 ＰＢＳ 孵育的对照组ꎮ 一抗采用本

实验室自制的１ ∶ １０００ 倍 ＰＢＳ 稀释的 Ｃｒｙ２Ａａ 兔多

克隆抗体ꎬ二抗为试剂盒自带ꎮ 最后用试剂盒中的

ＣｈｒｏｍｏＳｅｎｓｏｒＴＭ Ｏｎｅ￣Ｓｏｌｕｔｉｏｎ ＴＭＢ Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ 工作液

显色ꎬ直到出现清晰条带ꎬ将膜放在 ２０ ｍｌ 去离子水

中浸泡 ３ 次ꎬ每次 ３０ ｓꎬ终止反应ꎬ吸干多余水分ꎬ干
燥拍照ꎮ
１.７　 肽指纹质谱鉴定

从 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶上切下的凝胶用 １ ｍｌ 超纯水

清洗 ３ 次ꎮ 清洗后的胶点加入 ５００ μｌ 乙腈脱水ꎮ
５６ ℃条件下用 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ二硫苏糖醇处理胶点 １ ｈꎬ
还原打开二硫键ꎮ 在暗室中使用 ５５ ｍｍｏｌ / Ｌ碘乙酰

胺处理胶点 ４５ ｍｉｎꎬ进行半胱氨酸的烷基化封闭ꎮ
用 １ μｇ / μｌ 胰蛋白酶溶液覆盖胶点ꎮ 冰上放置 ３０
ｍｉｎ 后ꎬ补加 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ碳酸氢钠溶液直至覆盖胶

点ꎬ３７ ℃消化过夜ꎮ 转移胶点外面存留的液体ꎬ用
５０％乙腈￣水从胶点中萃取肽段 １ 次ꎬ再用 １００％乙

腈萃取 １ 次ꎮ ２ 次萃取的溶液和胶点外存留液合

并ꎬ冷冻抽干ꎮ
将抽干后的肽段干粉离心ꎬ用 ＬＣ 流动相的水

相溶解干粉ꎬ振荡离心后取上清液上机测定ꎮ ＬＣ 条

件设置:流动相为含有 ２􀆰 ０％乙腈和 ０􀆰 １％甲酸的水

溶液ꎬ流速 ０􀆰 ３ ｍｌ / ｍｉｎꎮ ＭＳ 设置:ＨＥＳＩ 源ꎬ正离子

扫描模式ꎬ二级质谱分辨率 ７ ５００ꎬ裂解方式 ＨＣＤꎮ
ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 获得的原始数据转换为∗.ｍｇｆ 格式ꎬ利
用 Ｍａｓｃｏｔ ２.３.０２ 作为搜索引擎ꎬ对建立好的蛋白质

数据库进行检索ꎮ 鉴定结果解析后进行显著性过

滤ꎬ最后生成鉴定肽段列表和蛋白质列表ꎮ
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２　 结果与分析

２.１　 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素对小菜蛾的生物活性

生物测定结果(图 １)显示ꎬ在 ０~１００ μｇ / ｍｌꎬ随
着 Ｃｒｙ２Ａａ 质量浓度的加大ꎬ小菜蛾的 ７２ ｈ 死亡率

呈现增加趋势ꎮ 其中 １００ μｇ / ｍｌ处理组ꎬ７２ ｈ 矫正

死亡率为 ８１􀆰 ６７ ％ꎮ 将 ７２ ｈ 的矫正死亡率通过

ＳＰＳＳ 软件进行概率分析ꎬ计算得到 Ｃｒｙ２Ａａ 对小菜

蛾 ＬＣ５０ 为 ２７􀆰 ９０ μｇ / ｍｌꎬ ９５％置信区间在 １９.５３~
４０􀆰 ５８ μｇ / ｍｌꎮ 另外在生物测定过程中ꎬ观察到

Ｃｒｙ２Ａａ 毒素处理组的小菜蛾具有明显的拒食现象ꎮ
由此可见 Ｃｒｙ２Ａａ 对小菜蛾具有毒杀作用ꎮ

图 １　 不同质量浓度 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素对小菜蛾的生物活性

Ｆｉｇ.１　 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ Ｃｒｙ２Ａａ ｏｎ Ｐｌｕｔｅｌ￣
ｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ｌａｒｖａｅ

２.２　 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素在小菜蛾中的免疫组化定位

免疫组化分析结果(图 ２)显示ꎬＰＢＳ 对照组小

菜蛾幼虫中肠区域可观察到柱状细胞(ＣＣ)及杯状

细胞(ＧＣ)ꎬ未见棕色着色区域ꎻ而 Ｃｒｙ２Ａａ 处理组小

菜蛾幼虫中肠细胞形态发生明显变化ꎬ出现变性和

坏死现象ꎬ且柱状细胞的微绒毛(ＭＶ)附近有大量

棕色着色区ꎬ说明 Ｃｒｙ２Ａａ 与小菜蛾中肠上皮细胞存

在结合ꎮ
２.３　 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素与小菜蛾 ＢＢＭＶ 的结合曲线

采用 ＥＬＩＳＡ 法测定了 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素与小菜蛾

ＢＢＭＶ 的 结 合 曲 线 ( 图 ３ )ꎮ 在 １~ ３００ μｇ / ｍｌ
(１４.７１~ ４ ４１１.７７ ｎｍｏｌ / Ｌ)ꎬ随着 Ｃｒｙ２Ａａ 质量浓度

加大ꎬＥＬＩＳＡ 信号值逐渐增大并趋于平衡ꎬ呈现饱和

现象ꎮ 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件的 Ｓｃａｔｃｈａｒｄ 作图

法对数据进行回归分析ꎬ计算得到 Ｃｒｙ２Ａａ 与小菜蛾

ＢＢＭＶ 的表观结合亲和力(Ｋｄ)为(２６６.６０± ０􀆰 ０６)
ｎｍｏｌ / Ｌꎮ

２.４　 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素与小菜蛾 ＢＢＭＶ 的 Ｌｉｇａｎｄ ｂｌｏｔ
分析

　 　 Ｌｉｇａｎｄ ｂｌｏｔ 试验结果(图 ４)显示ꎬ在 １００ μｇ / ｍｌ
Ｃｒｙ２Ａａ 存在下ꎬ从分子量 ８.００×１０４附近到 ２.４５×１０５

上方共有 ５ 条主要结合条带ꎬ分别用 ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ 标

注ꎬ而用 ＰＢＳ 替代 Ｃｒｙ２Ａａ 的空白对照中未见任何

结合条带ꎮ 在 ５ 条主要结合条带中ꎬ２.４５×１０５上方

的结合条带(条带 ａ)最为清晰ꎬ从 ＢＢＭＶ 的 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 凝胶上也可以看到对应的清晰条带ꎮ 从 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 凝胶上ꎬ切下该条带(条带 ａ)用肽指纹质谱

进行鉴定ꎮ
２.５　 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素与小菜蛾 ＢＢＭＶ 结合蛋白的肽

指纹质谱

　 　 通过对条带 ａ(图 ４)的肽指纹质谱分析ꎬ共获

得 ＩＤＮＴＩＫ、ＥＮＲＶＬＫ、ＱＩＥＱＬＫ、 ＳＰＡＴＤＮＩＫ、 ＩＥＥＡＳ￣
ＲＩＲ、ＡＴＹＳＥＧＰＮＧＳＶＲ ６ 个酶解肽段ꎮ 经数据库比

对ꎬＡＴＹＳＥＧＰＮＧＳＶＲ 肽段(图 ５)在 ＮＣＢＩ 数据库中

匹配到一个符合分子量预期的蛋白质ꎮ 该蛋白质编

号为 ｇｉ ｜ ７６８４１８５９３ ｜ ｒｅｆ ｜ ＸＰ ＿０１１５４９９８９＿１ ｜ ꎬ是一个

小菜蛾的未鉴定蛋白质ꎬ分子量为 ３３.２×１０４ꎬ等电

点为 ４􀆰 １５ꎬＮＣＢＩ 对该蛋白质的注释为脂质运载蛋

白ꎮ

３　 讨 论

目前关于 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素对小菜蛾的致死率存在

差异ꎮ 李海涛等报道 Ｃｒｙ２Ａａ９ 基因的原核表达产物

对小菜蛾的 ＬＣ５０为 ４􀆰 ６ μｇ / ｍｌ[２３]ꎮ Ｌｉｕ 等指出在大

肠杆菌中表达的 １００ ｍｇ / Ｌ Ｃｒｙ２Ａ 对敏感品系小菜

蛾的致死率为 ８.８％[２４]ꎮ 本试验测定的美国 Ｅｎｖｉｒ￣
ｏｌｏｇｉｘ 公司生产的活化 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素对小菜蛾的

ＬＣ５０值为 ２７􀆰 ９０ μｇ / ｍｌꎮ 由于 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素的基因

型、表达方式、溶解方式、是否活化等方面均存在差

异ꎬ而且试验使用的小菜蛾敏感度及用药方式也存

在不同ꎬ这些因素可能造成了杀虫活性测定结果的

差异ꎮ 另外本试验也同时测定了美国 Ｅｎｖｉｒｏｌｏｇｉｘ 公

司生产的活化 Ｃｒｙ１Ａｂ 毒素对小菜蛾的 ７２ ｈ 致死

率ꎬ结果表明 Ｃｒｙ１Ａｂ 毒素对小菜蛾的 ＬＣ５０ 值为

０􀆰 ３８ μｇ / ｍｌꎬ说明 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素虽然对小菜蛾存在毒

杀作用ꎬ但毒性比 Ｃｒｙ１Ａｂ 低 ７３ 倍ꎮ
本试验采用自制的 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素兔多克隆抗体ꎬ

对喂食了 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素的小菜蛾进行免疫组化分析ꎮ
观察到 Ｃｒｙ２Ａａ 处理的小菜蛾幼虫中肠上皮细胞出

５６７刘　 媛等:Ｃｒｙ２Ａａ 毒素对小菜蛾的杀虫机理



Ａ:二龄小菜蛾头部及躯干(１０×４)ꎻＢ:对照小菜蛾幼虫中肠区域(１０×４０)ꎻＣ:Ｃｒｙ２Ａａ 处理小菜蛾幼虫中肠区域(１０×４０)ꎮ Ｌｕ:肠腔ꎻ ＧＣ:杯
状细胞ꎻＣＣ:柱状细胞ꎻＭＶ:微绒毛ꎮ

图 ２　 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素在小菜蛾幼虫中的免疫组化定位

Ｆｉｇ.２　 Ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｒｙ２Ａａ ｔｏｘｉｎ ｉｎ Ｐ. ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ｌａｒｖａｅ

图 ３　 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素与小菜蛾刷状缘膜囊泡(ＢＢＭＶ)的 ＥＬＩＳＡ
结合曲线

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ＥＬＩＳＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｃｒｙ２Ａａ ｔｏｘｉｎ ｗｉｔｈ ｂｒｕｓｈ
ｂｏｒｄｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｖｅｓｉｃｌｅ(ＢＢＭＶ) ｏｆ Ｐ. ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ

Ａ 图中ꎬ１ 为 １００ μｇ / ｍｌ Ｃｒｙ２Ａａ 毒素处理ꎬ２、４ 为蛋白质分子量

Ｍａｒｋｅｒꎬ３ 为 ＰＢＳ 空白对照ꎻＢ 图中ꎬ１ 为蛋白质分子量 Ｍａｒｋｅｒꎬ２
为 ８ 倍稀释的小菜蛾 ＢＢＭＶꎬ３ 为 ４ 倍稀释的小菜蛾 ＢＢＭＶꎮ
图 ４　 小菜蛾刷状缘膜囊泡(ＢＢＭＶ)的 Ｌｉｇａｎｄ ｂｌｏｔ(Ａ)及 ＳＤＳ￣

ＰＡＧＥ 分析(Ｂ)
Ｆｉｇ.４　 Ｌｉｇａｎｄ ｂｌｏｔ (Ａ) ａｎｄ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ(Ｂ)ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ＢＢＭＶ

ｏｆ Ｐ. ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ

现变性和坏死现象ꎬ且 Ｃｒｙ２Ａａ 与小菜蛾中肠上皮细

图 ５　 酶解肽段(ＡＴＹＳＥＧＰＮＧＳＶＲ)的 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 分析谱图

Ｆｉｇ.５　 Ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅ (ＡＴＹＳＥＧＰＮＧＳＶＲ) ｂｙ
ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ

胞存在结合ꎬ这与 Ｂｒａｖｏ 等[２０] 报道的 Ｃｒｙ１Ａ 类毒素

对小菜蛾的免疫组化测定结果[２０] 一致ꎮ 另外用

ＥＬＩＳＡ 法测定的 Ｃｒｙ２Ａａ 与小菜蛾 ＢＢＭＶ 的结合曲

线表明ꎬ Ｃｒｙ２Ａａ 与小菜蛾 ＢＢＭＶ 的结合呈现饱和

特 性ꎮ 这 与 Ｈｅｒｎａｎｄｅｚ￣Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ 等[１７] 报 道 的

Ｃｒｙ２Ａｂ 毒素与棉铃虫 ＢＢＭＶ 呈现饱和性结合特征

的结果一致ꎮ 本试验计算的 Ｃｒｙ２Ａａ 对小菜蛾

ＢＢＭＶ 的表观结合亲和力为 ２６６ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ数值接近

于 Ｏｎｏｆｒｅ 等[１９]报道的 Ｃｒｙ２Ａｂ 与烟草天蛾中肠受体

氨肽酶￣Ｎ２ 的表观亲和力(Ｋｄ＝ １２３ ｎｍｏｌ / Ｌ)ꎮ
Ｌｉｇａｎｄ ｂｌｏｔ 分析结果显示ꎬ Ｃｒｙ２Ａａ 与小菜蛾

ＢＢＭＶ 有个 ５ 个主要结合条带ꎮ 对最为清晰的分子

量大于 ２.４５×１０５的结合条带(条带 ａ)进行了肽指纹

质谱鉴定ꎮ 该条带的一个酶解肽段 ＡＴＹＳＥＧＰＮＧＳ￣
ＶＲ 在 ＮＣＢＩ 数据库中匹配得到一个分子量为 ３.３２×
１０５的小菜蛾未鉴定蛋白质ꎬ其注释为脂质运载蛋

白ꎮ 通过对 Ｃｒｙ２Ａ 毒素的结合受体文献检索发现ꎬ
Ｏｎｏｆｒｅ 等[１９] 在鉴定 Ｃｒｙ２Ａｂ、 Ｃｒｙ１Ａｂ 与烟草天蛾
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ＢＢＭＶ 结合时发现 ２ 种毒素均在２.５０×１０５分子量上

方存在一个结合条带ꎬ但是由于试验主要研究的是

Ｃｒｙ２Ａｂ 和 Ｃｒｙ１Ａｂ 的差异结合条带ꎬ因此未对该条

带做进一步鉴定ꎮ 另外通过对脂质运载蛋白与 Ｃｒｙ
毒素的相关文献检索发现ꎬＨｏｓｓａｉｎ 等[２５] 在 ２００４ 年

报道了家蚕 ＢＢＭＶ 中存在 ２.５２×１０５左右的结合蛋

白ꎬ当时对该蛋白酶解片段 ＡＴＹＬＡＧＳＧＧＶＶＰＶＣＮ
和 ＡＴＹＴＬＮＳＤＮＴＩＴＶＦＮ 在蛋白质数据库中未匹配

到任何蛋白质ꎬ因此命名为 Ｐ２５２ꎮ 直到 ２００８ 年ꎬ
Ｍａｕｃｈａｎｐ 等报道了一种 ３.０２×１０５叶绿素酸脂结合

蛋白ꎬ 而该蛋白质属于脂质运载蛋白家族ꎬ命名为

ｐｏｌｙｃａｌｉｎ[２６]ꎮ Ｐａｎｄｌａｎ 等[２７] 随即发现 Ｐ２５２ 的 ２ 个

酶解片段与 ｐｏｌｙｃａｌｉｎ 有 ９４％和 １００％的序列相似

性ꎮ 后来 Ｐａｎｄｌａｎ 等[２７￣２８] 分别在 ２００８ 年和 ２０１０ 年

验证了 Ｐ２５２ 确实是位于家蚕中肠的脂质运载蛋

白ꎬ明确了该受体蛋白具有抗菌活性ꎬ并推测该受体

蛋白可能通过昆虫免疫调节作用参与到 Ｃｒｙ 毒素的

作用机制中ꎮ 而西北农林科技大学的杜潇等[２９] 也

报道了小菜蛾中存在 ｐｏｌｙｃｌａｉｎ 基因ꎮ 这一系列的文

献报道ꎬ对我们进一步开展小菜蛾 ＢＢＭＶ ２.４５×１０５

上方结合条带的进一步鉴定及其功能分析起到启发

作用ꎮ 本研究结果为 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素结合受体鉴定和

作用机理的进一步阐明提供了有益数据ꎮ
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