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　 　 摘要:　 本研究拟通过模拟 Ｃｒｙ 毒素创制新型杀虫蛋白质用于小菜蛾防治ꎬ主要利用三维结构模拟及分子对

接技术ꎬ以前期获得的抗 Ｃｒｙ１Ａｂ 抗体为模板设计 ２ 个基因工程抗体(ＧＥＡｂ)ꎮ 其中ꎬ具有杀虫活性的 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ
与小菜蛾中肠刷状边缘膜囊泡(ＢＢＭＶ)具有较高结合活性ꎬ并与 Ｃｒｙ１Ａ 和 Ｃｒｙ１Ｂ 具有重叠的 ＢＢＭＶ 结合位点ꎮ
ＢＢＭＶ 免疫沉淀分析鉴定结果显示ꎬ与 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 结合的中肠蛋白质包括氨肽酶 Ｎ(ＡＰＮ)、Ｖ￣ＡＴＰ 酶 Ｂ 亚基和

ｐｏｌｙｃａｌｉｎꎮ 由于 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 缺乏 Ｃｒｙ１Ａ 类蛋白质中负责成孔的 α￣螺旋结构ꎬ推测 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 或通过结合小菜蛾

中肠受体激活下游信号通路ꎬ引起中肠损伤ꎬ导致虫体死亡ꎮ
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　 　 苏云金芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｒｕｉｎｇｉｅｎｓｉｓꎬ Ｂｔ)是目

前应用最广泛的微生物杀虫剂[１]ꎮ 随着转 Ｂｔ 基因作

物在全球的大量种植ꎬＢｔ 抗性风险也引起人们的广泛

关注[２]ꎮ 传统的蛋白质工程手段主要通过构建随机

突变体库筛选改良的突变体[３]ꎬ还可以通过定向进化

等手段来提高酶(蛋白质)的生物活性和特异性

等[４￣５]ꎬ如哈佛大学[６] 以类钙黏蛋白作为靶标ꎬ对 Ｂｔ
蛋白 Ｃｒｙ１Ａｃ 进行多轮定向进化ꎬ获得对抗性粉纹夜

蛾具有高毒力的突变体ꎮ 随着计算机技术的应用ꎬ人
们借助计算机模拟对蛋白质结合关键位点进行理性

分析ꎬ从而对蛋白质进行计算机设计、分子改造ꎬ以改

善其生物活性[７￣８]ꎮ Ｔｉｎｂｅｒｇ 等[８] 使用计算机对接技

术分析洋地黄毒苷与靶标结合界面的关键位点ꎬ通过

突变极大地提高了靶标与配体的亲和力ꎮ
小菜蛾(Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ)属于鳞翅目害虫ꎬ主要

对十字花科蔬菜产生较重危害[９￣１０]ꎮ 随着长期种植转

Ｂｔ 基因作物和施用 Ｂｔ 农药(以 Ｃｒｙ１Ａｃ 为主)ꎬ导致小

菜蛾产生广泛抗性ꎬ目前小菜蛾已成为世界上抗药性

最强的农业害虫之一[１１]ꎮ 据报道ꎬ小菜蛾对 Ｃｒｙ１Ａｃ 的

抗性主要与其受体 ＡＴＰ 结合盒亚家族 Ｃ 成员 ２
(ＡＢＣＣ２)和碱性磷酸酶(ＡＬＰ)的表达减少有关[１２]ꎮ

本团队在前期基于噬菌体库筛选获得 ２ 个模拟

Ｂｔ 蛋白 Ｃｒｙ１Ａｂ 对稻纵卷叶螟具有杀虫活性的抗独

特型抗体(Ｂ１２ 和 Ｇ１)ꎬ本研究主要针对 Ｂ１２ 和 Ｇ１
抗独特型抗体进行同源建模并对靶小菜蛾(碱性磷

酸酶ꎬ ＡＬＰ)进行分子对接分析ꎬ根据对接预测结果

进行对靶设计及改造获得基因工程抗体(ＧＥＡｂ)￣
ＧＧＣＣ 和 ＧＥＡｂ￣ＣＣＧＧꎬ并通过筛选获得对小菜蛾中

肠刷状边缘膜囊泡(ＢＢＭＶ)具有高结合活性的新型

杀虫基因工程抗体 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣꎮ

１　 材料与方法

１.１　 三维建模

利用 Ｂ１２、Ｇ１、ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ、ＧＥＡｂ￣ＣＣＧＧ、Ｃｒｙ１Ａｂ
和小菜蛾 ＡＬＰ 的蛋白质氨基酸序列在 ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ 网
站(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / )分别进行同源建

模ꎮ Ｂ１２、Ｇ１、ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ、ＧＥＡｂ￣ＣＣＧＧ 的模板分别

为 １ｆ３ｒ、６ｇ８ｒ、４ｑ９ｒ 和 ６ｇ８ｒꎬＣｒｙ１Ａｂ 和 ＡＬＰ 的模板分别

为 １ｃｉｙ 和 １ｚｅｆꎮ 选取最优结构用于下一步分子对接ꎮ

１.２　 与小菜蛾 ＡＬＰ 分子对接分析

用 ＺＤＯＣＫ 软件(ｈｔｔｐｓ: / / ｚｄｏｃｋ.ｕｍａｓｓｍｅｄ.ｅｄｕ / )
对配体 ( Ｃｒｙ１Ａｂ、 Ｂ１２、 Ｇ１、 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 和 ＧＥＡｂ￣
ＣＣＧＧ)和受体(ＡＬＰ)进行分子对接预测ꎬ选取最优

对接复合物ꎬ利用蛋白质结合热点预测软件 ＫＦＣ２
(ｈｔｔｐｓ: / / ｍｉｔｃｈｅｌｌ￣ｗｅｂ.ｏｒｎｌ.ｇｏｖ / ＫＦＣ＿Ｓｅｒｖｅｒ) [１３] 进行

配体 /受体的结合热点区域预测分析ꎮ
１.３　 ＧＥＡｂ 的表达及纯化

人工合成 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 和 ＧＥＡｂ￣ＣＣＧＧ 的核酸

序列ꎬ利用 Ｎｃｏ Ｉ 和 Ｎｏｔ Ｉ 酶切位点将人工合成的核

酸序列连接至 ｐＥＴ￣２６ｂ 载体中ꎬ在大肠杆菌 ＢＬ２１
(ＤＥ３)中表达ꎮ 表达蛋白质经组氨酸(Ｈｉｓ)标签纯

化及脱盐ꎬ利用 Ｅａｓｙ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ｋｉｔ 进行蛋

白质浓度测定ꎬ并进行十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺

凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)ꎮ
１.４　 Ｃｒｙ 蛋白的准备

Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ１Ａｂ 和 Ｃｒｙ１Ｂａ 蛋白用碳酸钠缓冲

液( ０􀆰 ０５ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＨＣＯ３ꎬ ｐＨ ９. ６) 溶解后分装ꎬ
－８０ ℃保存ꎮ
１.５　 小菜蛾 ＢＢＭＶ 的制备

选取四龄小菜蛾的中肠ꎬ用匀浆缓冲液 [ ７
ｍｍｏｌ / Ｌ 三羟甲基氨基甲烷盐酸盐 ( Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ)ꎬ ５
ｍｍｏｌ / Ｌ 乙二醇二乙醚二胺四乙酸 ( ＥＧＴＡ)ꎬ ３００
ｍｍｏｌ / Ｌ 甘露醇ꎬ１ ｍｍｏｌ / Ｌ 苯甲基磺酰氟(ＰＭＳＦ)ꎬ
ｐＨ ７􀆰 ５]洗涤后ꎬ置于匀浆缓冲液中匀浆２~ ３ 次ꎻ加
入 ＭｇＣｌ２溶液ꎬ４ ℃、６ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎻ取上清液

至超速离心管中ꎬ４ ℃、２４ ０００ ｇ 离心 ３０ ｍｉｎꎻＢＢＭＶ
用 ４￣羟乙基哌嗪乙磺酸(ＨＥＰＥＳ)缓冲液溶解ꎬ分装

后于－８０ ℃保存ꎮ ＢＢＭＶ 浓度用 ＢＣＡ 蛋白浓度测

定试剂盒进行测定ꎮ
１.６　 Ｃｒｙ 毒素和 ＧＥＡｂ 与 ＢＢＭＶ 的结合酶联免疫

吸附测定(ＥＬＩＳＡ)试验

　 　 在 ９６ 孔板中加入 １００ μＬ 小菜蛾 ＢＢＭＶ(５０
μｇ / ｍＬ)ꎬ３７ ℃孵育 ２ ｈ(包被)ꎬ封闭ꎮ 加入 １００ μＬ
(４ μｍｏｌ / Ｌ)抗体(Ｂ１２、Ｇ１、ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 和 ＧＥＡｂ￣
ＣＣＧＧ)或 Ｃｒｙ 毒素(Ｃｒｙ１Ａｂ 和 Ｃｒｙ１Ｂ)孵育ꎮ ＧＥＡｂ
等抗体组加入 １００ μＬ 抗组氨酸(ＨＩＳ)二抗 ３７ ℃孵

育ꎻＣｒｙ 蛋白组加入 １００ μＬ 抗 Ｃｒｙ１Ａ 或 Ｃｒｙ１Ｂ 的兔

抗血清孵育ꎬ再加入 １００ μＬ 羊抗兔二抗孵育ꎮ 用四
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甲基联苯胺(ＴＭＢ)显色ꎬ测定 ４５０ ｎｍ 波长的吸光

度(ＯＤ４５０)值ꎮ 每组 ３ 个重复ꎬ重复 ３ 次ꎮ
１.７　 Ｃｒｙ 毒素和 ＧＥＡｂ 与 ＢＢＭＶ 的结合生物膜干

涉技术(ＢＬＩ)试验

　 　 氨基丙基硅烷(ＡＰＳ)传感器平衡后ꎬ在小菜蛾

ＢＢＭＶ(２０ μｇ / ｍＬ)溶液中进行 ５ ｍｉｎ(包被)固化ꎬ
在封闭液中封闭 １ ｍｉｎꎬ分别在不同稀释浓度(０.５~
４􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ)的 Ｃｒｙ１Ｂ、ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 和 Ｃｒｙ１Ａｂ 溶液

中进行 １０ ｍｉｎ 结合ꎬ在封闭液中解离 １０ ｍｉｎꎮ
１.８　 ＧＥＡｂ 对小菜蛾的生物活性测定

用磷酸盐溶液(ＰＢＳ)分别对纯化的 Ｂ１２、Ｇ１、ＧＥ￣
Ａｂ￣ＧＧＣＣ、ＧＥＡｂ￣ＣＣＧＧ 和 Ｃｒｙ１Ａｂ 溶液进行 ２ 倍梯度

稀释ꎮ 每个皿中加入 １ ｍＬ 上述稀释的蛋白质溶液ꎬ
晾干后ꎬ挑入 ３０ 只小菜蛾 ２ 龄幼虫ꎮ 在饲喂 ３ ｄ、５ ｄ
后ꎬ进行观察并记录试虫死亡数ꎮ 每组 ３ 个重复ꎬ重
复 ３ 次ꎮ 死亡率＝死亡数 /小菜蛾总数×１００％ꎮ
１.９　 Ｃｒｙ１ 类毒素与 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 的 ＢＢＭＶ 竞争

ＥＬＩＳＡ 试验

　 　 对 Ｃｒｙ１ 类毒素(Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ｂ 和 Ｃｒｙ１Ａｃ) (５００
ｍｇ / ｍＬ)进行 ２ 倍梯度稀释后ꎬ与等体积的 ＧＥＡｂ￣
ＧＧＣＣ(终浓度 ２ μｍｏｌ / Ｌ)混匀ꎬ３７ ℃孵育 ２ ｈꎮ 在 ９６
孔板上用 １００ μＬ 小菜蛾 ＢＢＭＶ 包被ꎬ封闭过夜ꎮ 分别

加入 １００ μＬ 上述 Ｃｒｙ１ 类毒素与 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 的混合

物孵育 ２ ｈꎻ加入 １００ μＬ 抗Ｈｉｓ 二抗孵育 ２ ｈꎻ用四甲基

联苯胺显色ꎬ测定 ＯＤ４５０ꎮ 每组 ３ 个重复ꎬ重复 ３ 次ꎮ
１.１０　 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 的小菜蛾 ＢＢＭＶ 结合蛋白质

的鉴定

　 　 ＢＢＭＶ 免疫沉淀:将 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 与小菜蛾

ＢＢＭＶ 在冰上孵育 １２ ｈꎻ将混合物于 ４ ℃、１６ ０００ ｇ
离心 １ ｈꎬ沉淀用 １ ｍＬ 溶解缓冲液 [ ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＰＢＳꎬ ｐＨ ７􀆰 ４ꎻ１ ｍｍｏｌ / Ｌ 乙二胺四乙酸(ＥＤＴＡ)ꎬ ｐＨ
７􀆰 ４ꎻ１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＳＯ４ꎻ１０％甘油ꎻ２％ ３￣(３￣(胆酰胺

丙基)二甲基氨基丙基)￣１￣丙磺酸内盐(ＣＨＡＰＳ)ꎻ１
ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＭＳＦ]重悬后ꎬ冰上孵育 １ ｈꎮ ４ ℃、１６ ０００
ｇ 离心 １ ｈꎬ取上清液ꎬ加入 Ｄｙｎａｂｅａｄｓ 􀅺 Ｈｉｓ￣Ｔａｇ 磁

珠ꎬ冰上孵育过夜ꎮ 混匀后ꎬ将装有磁珠的离心管置

于磁力架上ꎬ吸去上清液ꎮ 用 Ｂｉｎｄｉｎｇ / Ｗａｓｈ ｂｕｆｆｅｒ
(５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳꎬ １５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ ｐＨ ７.４)重悬

后ꎬ清洗 ４ 次ꎮ 将磁珠重悬于 ５０ μＬ 电泳加样缓冲

液中ꎬ煮沸后用于 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥꎮ
肽指纹质谱(ＰＭＦ)分析:将相应条带切胶后用胰酶

消化ꎬ用超高效液相色谱法 /串联质谱分析ꎬ使用 Ｍａｓｃｏｔ

ｖ２.３搜索引擎在美国国家生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)小
菜蛾数据库(ｐｌｕｔｅｌｌａ＿ｄｂ.ｆａ)中进行搜索及注释ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＧＥＡｂ 的设计以及与 ＡＬＰ 的分子对接分析

在 ＢＬＡＳＴ 网站(ｈｔｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ /
Ｂｌａｓｔ.ｃｇｉ)上将母本 Ｂ１２ 和 Ｇ１ 分别与 Ｃｒｙ１ 类毒素

(Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａａ 和 Ｃｒｙ１Ａｃ) 进行序列比对ꎬ发现

Ｂ１２ 的重链 ＣＤＲ １ 区与 Ｃｒｙ１ 类毒素的保守结构域

Ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ Ｎ 结构域的序列相似ꎬＢ１２ 的轻链 ＣＤＲ １
和轻链 ＣＤＲ ２ 区与保守结构域 Ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ Ｃ 结构域

的序列相似ꎻ Ｇ１ 的轻链 ＣＤＲ １’区与保守结构域

Ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ Ｃ 结构域的序列相似(表 １)ꎮ 基于上述结

果ꎬ我们设计了 ２ 个 ＧＥＡｂ (图 １Ａ)ꎬ并进行了蛋白

质序列同源 ＢＬＡＳＴ 分析(表 １)ꎮ

表 １　 蛋白质序列同源性分析结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｂｙ ＢＬＡＳＴ ａｎａｌｙｓｉｓ

抗体 抗体结构域　 　 　 同源的 Ｃｒｙ１Ａ 类
蛋白质结构域

Ｂ１２ 重链 ＣＤＲ １ Ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ Ｎ(结构域Ⅰ)
轻链 ＣＤＲ ３
轻链 ＣＤＲ １、轻链 ＣＤＲ ２ Ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ Ｃ(结构域Ⅲ)
ＧＳ 连接肽 Ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ Ｃ(结构域Ⅲ)

Ｇ１ 重链 ＣＤＲ １’
重链 ＣＤＲ ３’
轻链 ＣＤＲ １’ Ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ Ｃ(结构域Ⅲ)
轻链 ＣＤＲ ２’
ＧＳ 连接肽 Ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ Ｃ(结构域Ⅲ)

ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 重链 ＣＤＲ １’

重链 ＣＤＲ ３’

轻链 ＣＤＲ １ 、轻链 ＣＤＲ ２ Ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ Ｃ(结构域Ⅲ)

ＧＳ 连接肽 Ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ Ｃ(结构域Ⅲ)

ＧＥＡｂ￣ＣＣＧＧ 重链 ＣＤＲ １ Ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ Ｎ(结构域Ⅰ)

重链 ＣＤＲ ３

轻链 ＣＤＲ １’ Ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ Ｃ(结构域Ⅲ)

轻链 ＣＤＲ ２’

ＧＳ 连接肽 Ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ Ｃ(结构域Ⅲ)

　 　 Ｃｒｙ１Ａｃ 的受体蛋白小菜蛾 ＡＬＰꎬ与 ＡＢＣＣ２ 相

比ꎬ具有较小的相对分子量以及较为可信的结构模

型ꎬ被选为 ＧＥＡｂ 分子对接的靶标ꎬ用于分子对接

(图 １Ｂ)ꎮ 经分子对接预测ꎬＣｒｙ１Ａｂ 和 ＧＥＡｂ 分别

与小菜蛾 ＡＬＰ 上的 ２ 个结合区结合ꎬ分别为 ＡＬＰ 受

体结合区Ⅰ(Ｗ５３)和 ＡＬＰ 受体结合区Ⅱ(Ａ４０９、Ｙ４１１、
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Ｙ４３３)(图 ２)ꎮ 经预测ꎬＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 与 ＡＬＰ 受体结

合的热点部位较母体(Ｂ１２、Ｇ１)有所增加ꎬ包括重链

ＣＤＲ １、重链 ＣＤＲ ２、重链 ＣＤＲ ３ 和轻链 ＣＤＲ ２(图
２)ꎬ推测 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 与 ＡＬＰ 的结合活性更高ꎮ

Ａ:ＧＥＡｂ 重组设计ꎻＢ:与 ＡＬＰ 的分子对接分析ꎮ Ｂ１２:Ｂ１２ 蛋白ꎻＧ１:Ｇ１ 蛋白质ꎻＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ:ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 蛋白ꎻＧＥＡｂ￣ＣＣＧＧ:ＧＥＡｂ￣ＣＣＧＧ
蛋白ꎻ ＡＬＰ:碱性磷酸酯酶ꎻＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ￣ＡＬＰ:ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 与 ＡＬＰ 的对接复合体ꎻＧＥＡｂ￣ＣＣＧＧ￣ＡＬＰ:ＧＥＡｂ￣ＣＣＧＧ 与 ＡＬＰ 的对接复合体ꎮ

图 １　 基因工程抗体(ＧＥＡｂ) ￣ＧＧＣＣ 的计算机(Ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ)设计

Ｆｉｇ.１　 Ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ (ＧＥＡｂ) ￣ＧＧＣＣ

橙色、黑色分别为 ＡＬＰ(Ｓｕｒｆａｃｅ 模式)与 ＡＬＰ 结合区Ⅰ(Ｗ５３)和结合区Ⅱ(Ａ４０９、Ｙ４１１、Ｙ４３３)ꎮ Ａ 和 Ｆ:Ｃｒｙ１Ａｂ 与 ＡＬＰ 的结合位点ꎬ蓝色为预测

的热点氨基酸ꎬ并在配体结合区域中显示ꎻＢ 和 Ｇ:Ｂ１２ 与 ＡＬＰ 的结合位点ꎬ紫色为预测的热点氨基酸ꎬ并在配体结合区域中显示ꎻＣ 和 Ｈ:Ｇ１
与 ＡＬＰ 的结合位点ꎬ浅蓝色为预测的热点氨基酸ꎬ并在配体结合区域中显示ꎻＤ 和 Ｉ: ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 与 ＡＬＰ 的结合位点ꎬ米色为预测的热点氨

基酸ꎬ并在配体结合区域中显示ꎻＥ 和 Ｊ: ＧＥＡｂ￣ＣＣＧＧ 与 ＡＬＰ 的结合位点ꎬ红色为预测的热点氨基酸ꎬ并在配体结合区域中显示ꎮ
图 ２　 Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｂ１２、Ｇ１ 和基因工程抗体(ＧＥＡｂ)与 ＡＬＰ 分子对接的结合位点分析

Ｆｉｇ.２　 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｏｆ Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｂ１２、Ｇ１ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ (ＧＥＡｂｓ) ｔｏ ＡＬＰ
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２.２　 ＧＥＡｂ 对小菜蛾的 ＢＢＭＶ 结合活性验证

　 　 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 和 ＧＥＡｂ￣ＣＣＧＧ 与小菜蛾 ＢＢＭＶ
的结合力利用 ＥＬＩＳＡ 筛选ꎬ结果表明ꎬＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ
具有较高的 ＢＢＭＶ 结合活性(图 ３Ｂ)ꎮ 用小菜蛾

ＢＢＭＶ 结合 ＢＬＩ 的试验对 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 进行亲和力

测定ꎬ确定 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 对 ＢＢＭＶ 具有较高亲和力

[亲和力常数 (ＫＤ)＝ １２􀆰 ８ ｎｍｏｌ / Ｌ]ꎬ且与 Ｃｒｙ１Ａｂ
(ＫＤ ＝ １２７􀆰 １０ ｎｍｏｌ / Ｌ)相比ꎬＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 对 ＢＢＭＶ
的亲和力高(图 ３Ｃ、图 ３Ｄ)ꎮ ＧＥＡｂ 对小菜蛾的生

物活性测定结果显示ꎬ３ ｄ 时 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 对小菜蛾

的致死率较母本 Ｂ１２、Ｇ１ 高ꎬ５ ｄ 时 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 的

致死率可达 ９５％(图 ４)ꎮ

Ａ: 利用组氨酸(Ｈｉｓ)标签纯化 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 的电泳结果(样洗:磷酸盐溶液的洗脱液ꎻ５０:５０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑的洗脱液ꎻ２００:２００ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑的洗脱

液ꎻ３００￣１ 和 ３００￣２: ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑的洗脱液ꎻ４００:４００ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑的洗脱液ꎻＭ:ｍａｒｋｅｒꎻ箭头表示纯化的 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ)ꎻＢ:各蛋白质 Ｃｒｙ１Ａｂ、
Ｂ１２、Ｇ１、ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ、ＧＥＡｂ￣ＣＣＧＧ 与小菜蛾 ＢＢＭＶ 结合的酶联免疫吸附试验(ＥＬＩＳＡ)结果(ＯＤ４５０)ꎻＣ: ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 与小菜蛾 ＢＢＭＶ 结合的

ＢＬＩ 结合响应曲线(ＡＰＳ ∶ ＢＢＭＶ:ＡＰＳ 探针包被 ＢＢＭＶꎻ曲线为 ＡＰＳ 探针包被 ＢＢＭＶ 后ꎬ分别与不同浓度的 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 结合 ６００ ｓꎬ并在缓冲

液中解离 ６００ ｓ 的实时结合响应曲线)ꎬＫＤ:亲和力常数ꎻＤ: Ｃｒｙ１Ａｂ 与小菜蛾 ＢＢＭＶ 结合的 ＢＬＩ 结合响应曲线(ＡＰＳ ∶ ＢＢＭＶ:ＡＰＳ 探针包被

ＢＢＭＶꎻ曲线为 ＡＰＳ 探针包被 ＢＢＭＶ 后ꎬ分别与不同浓度的 Ｃｒｙ１Ａｂ 结合 ６００ ｓꎬ并在缓冲液中解离 ６００ ｓ 的实时结合响应曲线)ꎮ
图 ３　 基因工程抗体(ＧＥＡｂ) ￣ＧＧＣＣ 对小菜蛾中肠刷状边缘膜囊泡(ＢＢＭＶ)的结合活性

Ｆｉｇ.３　 Ｂｉｎｄｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ (ＧＥＡｂ) ￣ＧＧＣＣ ｔｏ Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ｂｒｕｓｈ ｂｏｒｄｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｖｅｓｉｃｌｅｓ (ＢＢＭＶ)

ＰＢＳ:磷 酸 盐 溶 液ꎬ 阴 性 对 照ꎻ Ｂ１２、 Ｇ１、 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ、 ＧＥＡｂ￣
ＣＣＧＧ、Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ｂ 为抗体蛋白ꎮ
图 ４　 基因工程抗体(ＧＥＡｂ) ￣ＧＧＣＣ 对小菜蛾的生物活性测定

Ｆｉｇ.４　 Ｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ (ＧＥＡｂ) ￣
ＧＧＣＣ ａｇａｉｎｓｔ Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ｌａｒｖａｅ

２.３　 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ与 Ｃｒｙ１类蛋白质有重叠的 ＢＢＭＶ
结合位点

　 　 采用间接竞争 ＥＬＩＳＡ 验证 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 是否与
Ｃｒｙ１ 类蛋白质有重叠的 ＢＢＭＶ 结合位点ꎮ 随着

Ｃｒｙ１ 类蛋白质(Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａｃ 和 Ｃｒｙ１Ｂａ)的添加

浓度的增高ꎬ小菜蛾 ＢＢＭＶ 与 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 的结合

被逐步抑制(图 ５)ꎬ即 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 与 Ｃｒｙ１ 类蛋白

质有重叠的 ＢＢＭＶ 结合位点ꎬ初步确定 ＧＥＡｂ￣
ＧＧＣＣ 通过模拟 Ｃｒｙ１Ｂａ、Ｃｒｙ１Ａｂ 和 Ｃｒｙ１Ａｃ 毒素与

ＢＢＭＶ 结合ꎮ 在添加 Ｃｒｙ１Ａｃ 和 Ｃｒｙ１Ｂａ 至高浓度

(１２５ μｇ / ｍＬ)时ꎬ对 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 与 ＢＢＭＶ 结合的

抑制率分别可达 ６９􀆰 ８％和 ７３􀆰 ６％ꎻ在使用 Ｃｒｙ１Ａｂ
作为竞争对象时ꎬ有着相似的抑制率ꎬ但需要大约 ２
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倍的蛋白质浓度ꎮ Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ｂａ 与 Ｃｒｙ１Ａｃ 对 ＧＥ￣
Ａｂ￣ＧＧＣＣ 的半抑制浓度( ＩＣ５０)分别为 ８９􀆰 ６ ｇ / ｍＬ、
３７􀆰 ９９ ｇ / ｍＬ和 ４９􀆰 １８ ｇ / ｍＬꎮ

图 ５　 基因工程抗体(ＧＥＡｂ) ￣ＧＧＣＣ 与 Ｃｒｙ１ 类蛋白的间接竞

争酶联免疫吸附试验(ＥＬＩＳＡ)结果

Ｆｉｇ.５ 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕ￣
ｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ ( ＥＬＩＳＡ ) ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｅｎｇｉ￣
ｎｅｅｒｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ ( ＧＥＡｂ ) ￣ＧＧＣＣ ａｎｄ Ｃｒｙ１Ａｂꎬ
Ｃｒｙ１Ａｃ ａｎｄ Ｃｒｙ１Ｂ

２.４　 与 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 结合的小菜蛾 ＢＢＭＶ 蛋白

利用 ＢＢＭＶ￣ｐｕｌｌｄｏｗｎ 和 ＰＭＦ 分析鉴定出 １８ 个

ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 的 ＢＢＭＶ 结合蛋白(图 ６、表 ２)ꎬ其中

包括常见的 Ｃｒｙ１Ａｃ 受体氨肽酶 Ｎ(ＡＰＮ)和 Ｃｒｙ１Ａｃ
结合蛋白 Ｖ￣ＡＴＰ 酶 Ｂ 亚基、 ｐｏｌｙｃａｌｉｎꎬ未鉴定到

Ｃｒｙ１Ａｃ 的常见受体如钙黏蛋白(ＣＡＤ)或 ＡＢＣＣ２ꎮ
通过比对ꎬ发现与我们前期筛选获得的 ＧＥＡｂ￣ｄＶＬ
存在相同的 ＢＢＭＶ 结合蛋白ꎬ如 ｐｏｌｙｃａｌｉｎ、肌球蛋

白、肌动蛋白和 ＡＴＰ 合酶亚基ꎮ 分析后发现多个线

粒体中的蛋白质也与 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 结合ꎬ这与前期

获得的关于 ＧＥＡｂ￣ｄＶＬ[１４] 的研究结果类似ꎬ即多个

线粒体中的蛋白质与 ＧＥＡｂ￣ｄＶＬ 结合ꎮ
２.５　 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 与小菜蛾 ＡＰＮ３ 和 ＡＰＮ５ 的分

子对接预测分析

　 　 小菜蛾 ＡＰＮ３ 经验证为 Ｃｒｙ１Ａｃ 的中肠功能受

体ꎬ且与 Ｃｒｙ１Ａｃ 抗性相关[１２]ꎮ 在 Ｃｒｙ１Ａｃ 抗性小菜

蛾品系(如 ＤＢＭ１Ａｃ￣Ｒ、ＮＩＬ￣Ｒ、ＳＺ￣Ｒ 和 ＳＨ￣Ｒ 等品

系)中ꎬＡＰＮ３ 等 Ｂｔ 受体的相对表达量下调ꎬ但与此

同时上调了 ＡＰＮ５ 等同源非 Ｂｔ 受体基因的相对表

达量ꎮ 分子对接预测结果显示ꎬＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 分别可

与小菜蛾 ＡＰＮ３ 和 ＡＰＮ５ 结合ꎬ但 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 与小

菜蛾 ＡＰＮ３ 的结合区与 Ｃｒｙ１Ａｃ 不同ꎬＣｒｙ１Ａｃ 仅与

ＡＰＮ３ 结合(图 ７)ꎮ

Ｍ:ｍａｒｋｅｒꎻＧＧＣＣ＋ＢＢＭＶ＋ｂｅａｄｓ:ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 与小菜蛾 ＢＢＭＶ 孵

育后再用 Ｈｉｓ￣Ｔａｇ 磁珠免疫沉淀ꎻＢＢＭＶ＋ｂｅａｄｓ:阴性对照ꎬ小菜

蛾 ＢＢＭＶ 直接用 Ｈｉｓ￣Ｔａｇ 磁珠免疫沉淀ꎮ
图 ６　 通过中肠刷状边缘膜囊泡(ＢＢＭＶ)免疫沉淀 ｐｕｌｌｄｏｗｎ 获

得与基因工程抗体(ＧＥＡｂ) ￣ＧＧＣＣ 结合的小菜蛾 ＢＢＭＶ
蛋白电泳结果

Ｆｉｇ.６　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ｂｒｕｓｈ ｂｏｒｄｅｒ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ｖｅｓｉｃｌｅｓ (ＢＢＭＶ) ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｉｎｄｅｄ ｗｉｔｈ ｇｅｎｅｔ￣
ｉｃａｌｌｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ (ＧＥＡｂ) ￣ＧＧＣＣ ｉｎ ｉｍｍｕｎｏ￣
ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｐｕｌｌｄｏｗｎ ａｓｓａｙｓ

表 ２　 从中肠刷状边缘膜囊泡(ＢＢＭＶ) ￣ｐｕｌｌｄｏｗｎ 中检测的并通过

肽指纹质谱(ＰＭＦ)鉴定的小菜蛾 ＢＢＭＶ 蛋白

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ｂｒｕｓｈ ｂｏｒｄｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｖｅｓｉｃｌｅｓ
(ＢＢＭＶ) ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｐｕｌｌｄｏｗｎ ａｓｓａｙｓ ａｎｄ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｐｅｐｔｉｄｅ ｍａｓｓ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｉｎｔｉｎｇ (ＰＭＦ)

序号 ＮＣＢＩ 编号　 蛋白质相
对分子量

匹配多
肽数(条) 蛋白质注释　 　 　

１ ｇｉ￣ＡＶＶ４８１５１ ３２６ １６ ｐｏｌｙｃａｌｉｎ
２ ｇｉ￣７６８４３３４５０ ２２５ ９ 肌球蛋白重链

３ ｇｉ￣７６８４０８０４６ １１５ ５ 氨肽酶 Ｎ３ａ
４ ｇｉ￣４８５２６２９６ １０７ ７ 氨肽酶 Ｎ５
５ ｇｉ￣７６８４３８２４７ １０８ ６ 氨肽酶 Ｎ４ａ
６ ｇｉ￣１８７００６４ １０６ ３ 氨肽酶 Ｎ２
７ ｇｉ￣２０５３６１５２７ ６０ １ 细胞色素 ｐ４５０
８ ｇｉ￣７６８４５１００８ ４６ ５ 异磷酸脱氢酶亚基

９ ｇｉ￣７６８４０８０００ ５５ ４ ＡＴＰ 合酶亚基

１０ ｇｉ￣７６８４２０６６９ ５７ ３ 醛脱氢酶

１１ ｇｉ￣７６８４１３４５８ ５７ ２ 类过氧化氢酶

１２ ｇｉ￣６７１８７１１８５ ５９ １ Ｐ４５０ ＣＹＰ６家族蛋白 １０
１３ ｇｉ￣７６８４１０４１０ ５７ １ 类 Ｖ￣ＡＴＰ 酶 Ｂ 亚基

１４ ｇｉ￣７６８４３８９７１ ５３ １ Ｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎ￣３￣ｌｉｋｅꎬ部分

１５ ｇｉ￣７６８４２９１２５ ３７ １ 跨膜蛋白 １７７
１６ ｇｉ￣１１７９７０２０２ ４２ ４ 肌动蛋白

１７ ｇｉ￣７６８４４８５０８ ２４ １ 琥珀酸辅酶 Ａ 连接酶亚基

１８ ｇｉ￣６７２０１２３７７ ６０ １ 热激蛋白 ６０
ＮＣＢＩ:美国国家生物技术信息中心ꎮ

７１２１谢雅晶等:小菜蛾杀虫抗体的对靶设计及验证



Ａ:小菜蛾 ＡＰＮ３ꎻＢ:小菜蛾 ＡＰＮ３ 与 Ｃｒｙ１Ａｃ 复合体ꎻＣ:小菜蛾 ＡＰＮ３ 与基因工程抗体(ＧＥＡｂ)￣ＧＧＣＣ 复合体ꎻＤ:小菜蛾 ＡＰＮ５ꎻＥ:小菜蛾

ＡＰＮ５ 与 Ｃｒｙ１Ａｃ 复合体ꎻＦ:小菜蛾 ＡＰＮ５ 与 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 复合体ꎮ ＡＰＮ:氨肽酶 Ｎꎻ红色:ＡＰＮ 的 Ｍ１＿ＡＰＮ￣Ｑ 保守区结构ꎻ蓝绿色:ＡＰＮ 的 ＥＲ￣
ＡＰ１＿Ｃ 保守区ꎻ黑色:ＡＰＮ 穿膜区ꎻ 绿色:ＡＰＮ 胞内区ꎻ咖啡色:ＡＰＮ 的其他区域ꎻ银色:Ｃｒｙ１Ａｃꎻ橙色:ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣꎮ
图 ７　 基因工程抗体(ＧＥＡｂ) ￣ＧＧＣＣ 与小菜蛾 ＡＰＮ３ 和 ＡＰＮ５ 的分子对接预测结果

Ｆｉｇ.７　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ (ＧＥＡｂ) ￣ＧＧＣＣ ｔｏ Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ＡＰＮ３ ａｎｄ ＡＰＮ５

３　 讨 论

我们对小菜蛾 ＡＬＰ 进行杀虫蛋白的对靶设计ꎬ
并筛选获得了 １ 个新型的杀虫基因工程抗体 ＧＥＡｂ￣
ＧＧＣＣꎬ主要由母本(抗 Ｃｒｙ１Ａｂ 的抗独特型抗体)Ｇ１
和 Ｂ１２ 的重链、轻链重组而成ꎮ 对 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ、
Ｃｒｙ１Ａｃ 与小菜蛾 ＡＬＰ 进行分子对接比对ꎬ预测结果

表明 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 与 Ｃｒｙ１Ａｃ 具有相似的受体结合

区ꎬＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 或可与小菜蛾 ＢＢＭＶ 结合ꎮ 与预

测结果相似ꎬ ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 可以识别小菜蛾中肠

ＢＢＭＶ 中 Ｃｒｙ１Ａ / Ｃｒｙ１Ｂ 的 结 合 位 点ꎬ 并 通 过 与

ＢＢＭＶ 结合导致虫体的死亡ꎮ
在 Ｃｒｙ１Ａ 类蛋白质的结构中ꎬ结构域Ⅰ的 α￣螺

旋结构对杀虫毒性至关重要[１５￣１６]ꎮ 因此ꎬ结构域Ⅰ
中部分氨基酸的替换可导致 Ｃｒｙ 蛋白毒性丧失ꎬ并
且去除结构域Ⅰ的 Ｃｒｙ１Ａｂ 也丧失了对小菜蛾幼虫

的毒性ꎮ 由于 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 缺乏 α￣螺旋的穿孔结

构ꎬ以及 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 与 ＢＢＭＶ 受体的结合区和

Ｃｒｙ１Ａｂ 蛋白与 ＢＢＭＶ 受体的结合区的结构相似性ꎬ
我们推测 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 与 ＢＢＭＶ 结合蛋白质的作

用ꎬ和 Ｃｒｙ１Ａｂ 与钙黏蛋白受体的结合类似ꎬ通过与

受体结合时激活细胞死亡途径来发挥其杀虫活性ꎮ

ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 可与 Ｃｒｙ１ 类蛋白质竞争ꎬ印证了

其能够识别小菜蛾 ＢＢＭＶ 中 Ｃｒｙ１Ａ 和 Ｃｒｙ１Ｂ 的结

合位点ꎮ ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 不能完全竞争 Ｃｒｙ１Ａｃ 或

Ｃｒｙ１Ａｂ 的结果ꎬ说明在这个 Ｃｒｙ１Ａｂ / Ｃｒｙ１Ａｃ 结合位

点群中存在多个结合位点ꎬ并且只有其中一部分被

ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 识别ꎮ
ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 在小菜蛾中肠中的候选受体包含

氨肽酶 ＡＰＮ２、ＡＰＮ３、ＡＰＮ４ａ 和 ＡＰＮ５ꎬ以及其他已报

道的具有 Ｃｒｙ１Ａ 结合位点的 ＢＢＭＶ 蛋白ꎬ如 Ｖ￣ＡＴＰ
酶 Ｂ 亚基、ｐｏｌｙｃａｌｉｎ 和热激蛋白 ６０ꎮ 分子对接预测

结果显示ꎬＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 可与小菜蛾 ＡＰＮ３、ＡＰＮ５ 结

合ꎮ 这与前期获得的杀虫蛋白 ＧＥＡｂ￣ｄＶＬ的结果类

似ꎬ经预测 ＧＥＡｂ￣ｄＶＬ也可与小菜蛾 ＡＰＮ３ 和 ＡＰＮ５
结合ꎬ且 ＧＥＡｂ￣ｄＶＬ对表达 ＡＰＮ５ 的 ｓｆ９ 昆虫细胞具

有细胞毒性(数据未发表)ꎬ提示 ＧＥＡｂ￣ＧＧＣＣ 或与

ＧＥＡｂ￣ｄＶＬ类似ꎬ通过与多个中肠受体(如 ＡＰＮ)结

合ꎬ诱导中肠损伤、虫体死亡ꎮ
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