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绿僵菌分解昆虫外壳蛋白酶 -./*&’的纯化与特性!
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摘 要：以蝉蜕为底物诱导绿僵菌产生分解昆虫外壳蛋白酶。发酵液经超滤、01234561.7.
#(凝胶层析、制备89:电泳，纯化了一种蛋白酶-./*&’，;<;*/.=9电泳后经银染色呈

单带。该酶的-3为&$><左右，?8为$@,。它的特异识别氨基酸为.35，其活性可被/-;:
和ABCD抑 制，表 明 其 活 性 中 心 有;63和 EFG残 基。它 还 可 被 胰 蛋 白 酶 的 典 型 抑 制 剂

B6H?6?2FI、.I2F?JFI及;A8等所抑制，而胰凝乳蛋白酶抑制剂A/CD和胰凝乳弹性蛋白酶抑

制剂A98对其活性无影响。专一底物和抑制剂特性试验结果表明-./*&’是类胰蛋白酶。

此外，该酶还可被9<A.所抑制，表明金属离子为其活性所必需。另外还研究了 -./*&’
的最适作用温度和?E，以及温度耐受性等特性。
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利用昆虫病原真菌防治害虫已引起了国内外的广泛关注。研究昆虫病原真菌的侵染

机制，对于筛选高效杀虫菌株以及认识昆虫*病原微生物相互关系均有重要意义［’!!］。

CLJ3I16M和B6563［(!’’］等对昆虫病原真菌侵染过程中产生的分解寄主外壳的水解酶进行

了大量研究，发现一些蛋白酶在病原真菌的侵染过程中起重要作用，并与菌株感染寄主的

毒力密切相关。但是，目前已纯化的昆虫病原真菌降解寄主外壳蛋白酶还不多。而且，在

已报道的此类蛋白酶中，有关凝乳弹性蛋白酶（CLMN461JG2JG6，/3’）纯化与功能研究相对

较多，而对类胰蛋白酶（A3M?GFI+1F>6?3426JG6，/3&）报道较少。前人的结果还表明，虽然所

有病原真菌的降解寄主外壳过程中都有蛋白酶产生，但这些酶类存在种间和种内差

异［’%］。我国昆虫病原真菌种类繁多、资源丰富，有必要对它们产生的此类蛋白酶加以研

究，这对了解昆虫*病原真菌相互关系、寻找提高杀虫微生物效果新途径，均有重要意义。

! 材料和方法

!O! 菌种

金龟子绿僵菌（!"#$%&’(’)*$+’,-./’$"）由本实验室分离保存。

!O" 试剂

底物;H7+（.1J）&+/34+/L6+P.，;H7+/L6+P.，;H7+（.1J）&+/34+B6H+P.，;H7+（.1J）&*QJ1+
.1J+P.，.7+（.1J）&*/34+.1J+P.，.7+（.1J）!+P.，RS+.35+P.，RS+/L6+QJ1+.35+P.，RS+QJ1+
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!"#$%&’$(%，)*$+&,$+-.$%&’$(%；/.01.1234，5/67（($+$2,8#"$/$"#834.9-",&,:.2-#"
;.2,4.），5+67（($+$2,8#"$/$1-.4#"<"<434.9-",&:.2-#";.2,4.），=>5%，%4231<34，?5@

（?,#$A.<42&#183434-3A32,&），5=@（50&;.#.’’$B-32.34-3A32,&）；5&38，?>?（?,C30:C,C.9#"
80"D<2.）均购自?3’:<公司；E"2&,’."%9%FG为/7)公司产品；+H?I（+-.4#":.2-#"80D,4#"
D"0,&3C.），低分子量标准蛋白和载体两性电解质为+-<&:<93<产品；牛血清白蛋白购自上

海丽珠东风公司；其余试剂均为国产分析纯。

!"# 培养基

!"#"! 产孢培养基：马铃薯JKK’，蔗糖LF’，蛋白胨JK’，琼脂JK’，用水定容至L/，用

L:,"／/M6"调1M为FNG。

!"#"$ 发酵培养基：基本盐培养基LKK:/，蝉蜕（C!KOJ::）L’，初始1M为FNG。

!"#"# 诱导培养基：诱导底物J’（C"KNJ::）装入JFK:/三角瓶中，加LKK:/基本盐溶

液（(<6"P’，H’?QGP’，7MJ+QGP’，定容至L/）。

!"% 方法

!"%"! 菌的培养及粗酶液的制备：将在产孢培养基上生长FC的绿僵菌，用KNKFR5&32,4
S$LKK配制成LTLKU个／:/的孢子悬液，按LR接种于发酵培养基中，在JVW、LFK&／:34
振荡培养PC；发酵液在GW下，LJKKK&／:34离心LF:34，收集上清液，用超过滤浓 缩

（H3432<4!超滤系统，截留分子量为L;>），透析，即为粗酶液。

!"%"$ 蛋白质浓度测定：按)&<CD,&C［LJ］方法，以牛血清白蛋白为标准。

!"%"# 酶活力测定：蛋白酶总活力参照/,B&#［LP］的方法定义酶的单位，类胰蛋白酶的活

性测定以)*$+-.$X<"$%&’$(%为底物，按/.’.&等［F］的方法进行。

!"%"% 凝胶过滤：用KNKJ:,"／/（1MVOV）乙酸钠缓冲液平衡E"2&,’."%9%FG柱（LNK9:T
YF9:），粗酶液上样后用平衡缓冲液洗脱，收集蛋白酶活性部分，透析、浓缩后备用。

!"%"& S光片显示蛋白酶同工酶：按/.’.&等［F］的方法，电泳后，将凝胶铺于S光片上，

JUW保温，S光片表面的明胶被蛋白酶降解，在酶的对应位置因明胶降解而呈透明带。

!"%"’ @=I：@=I参照郭尧君［LG］的方法进行，聚丙烯酰胺凝胶浓度ZNFR，初始恒功F[，

待电压升至YKKX时，改为恒压至电流接近为零。聚焦完毕后，从凝胶上切下一条空白

胶，按正极到负极的顺序分割成KNF9:J的小块，分别置于离心管内，用蒸馏水浸泡过夜，

测1M梯度。

!"%"( ?>?$+%!=：按/<.::"3［LF］方法，分离胶浓度LFR，浓缩胶GR，电泳完毕，凝胶按

%080A."等［LV］的方法银染。

!"%") 温度 对 酶 活 力 的 影 响："酶 的 最 适 作 用 温 度：于GFK#/KOKG:,"／/5&38$M6"
（1MUNK）缓冲液中，加入JF#/蛋白酶液和JF#/的专一底物)*$+-.$X<"$%&’$(%，分别在

不同温度下保温LF:34测活力，以相对活力表示。$酶的温度耐受性：将蛋白酶分别在

GF、FK、FF、VKW水浴中分别处理F、LK、PK、VK、LJK:34，用专一底物测蛋白酶的剩余活力。

!"%"* 酶的最适作用1M：将蛋白酶分别与不同1M（POK%LJNK）的)&322,4\,A348,4缓冲

液［LZ］混合，再用专一底物PZW下测活，以相对活力表示。

!"%"!+ 酶的底物特异性：参照/.’.&［V］的方法，于PK#/KOKG:,"／/5&38$M6"缓冲液

（1MUOK）中，分别加入LK#/酶液和等体积生色底物（KNKKL:,"／/），充分混合，JFW下反应
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!"#$%，用&$’()*+#’+,-.."酶标仪在/!"%#波长下测酶活性，酶活以相对活力表示。

!"#"!! 抑制剂对酶活力影响：取!"!0蛋白酶液分别与等体积1234（"5""!#’-／0）、

0,67,78$%（9"!:／#0）、;0<=（">""!#’-／0）、;1<=（">""!#’-／0），?@;A（">"!#’-／0）、

A%8$7*$%（">""!#’-／0）、3;B（9"!:／#0）、;?B（9"!:／#0）混合，室温处理/.#$%，加专一底

物&C(1D,(E*-(AF:(GA!"!0和"5"/#’-／0;F$H(I<-（7IJ>"）缓冲液9"!0，测蛋白酶的剩

余活力。

$ 结果和分析

$>! 不同诱导物对绿僵菌产酶的影响

以蚕蛹壳、虻虫壳、虾壳、胶体几丁质、蝇蛆壳和蝉蜕为诱导物，振荡培养K+后，发酵

液经离心去除沉淀，测定上清液中蛋白酶活性和比活力（表!）。在所用的L种诱导物中，

蚕蛹壳的总活性最高，但其比活较低；胶体几丁质和虾壳的比活最高，但其总活性不高；不

加诱导物的基本盐培养基中，没有蛋白酶活性。上述样品在7I/>""!"5"之间进行B?4
后，转移到M光片上显示蛋白酶同工酶谱带。由于M光片表面有一层很薄的明胶，能被

蛋白酶降解，可用来检测蛋白酶同工酶，其结果见图!。不同的诱导物诱导绿僵菌产生的

蛋白酶同工酶差别明显。胶体几丁质、虾壳和蝇蛆壳诱导产生的蛋白酶同工酶类型较少，

主要分布在中性和碱端；而蝉蜕和蚕蛹壳产生的蛋白酶同工酶类型较多，从酸端到碱端都

有分布。但从蛋白酶的总活性、比活的高低和同工酶谱的多少，以及诱导物与昆虫体壁的

相似性方面考虑，最终选择蝉蜕为绿缰菌产生降解昆虫体壁蛋白酶的诱导物。

表! 绿僵菌发酵液中不同诱导底物的蛋白酶活力

;*N-,! 1F’8,*H,*O8$P$8Q’R!"#$%&’()%#*$%+6O,+NQ+$RR,F,%8#*8,F$*-H*++,+$%8’#$%%$#*-#,+$6#

<’--’$+*-

<D$8$%

3DF$#7
O68$O-,

<$O*+*

,S6P$*,

I’FH,R-Q
O68$O-,

2*::’8

O68$O-,
3OO

AO8$P$8Q／（T／#0） U L U. L9 LJ J9
37,O$R$O*O8$P$8Q／（T／#:） !9/" !"K! .K" /U. KLU 9.J

3OO：3$-VW’F#ODFQH*-$HO68$O-,

$>$ 酶的纯化

粗酶液经T-8F’:,-AOA./凝胶层析，收集蛋白酶活性部分，样品经超滤浓缩，进行等

电聚焦电泳（7IK>."X5"）。聚焦完毕后，纵向切下一胶条用于测7I，将凝胶铺于M光片

上显示蛋白酶活性带（图9）。按照M光片所显的活性带位置，切下凝胶，回收有类胰蛋白

酶（1F9）活性的区带洗脱液。区带的7I为U5L的样品经3@3(1AY?后，在银染图谱上呈

现一条单带（图K），2F约为9UV@，将该蛋白酶命名为2A1(9!。

$"% 2A1($!的特性

将B?4胶条切割纯化的2A1(9!回收后，作酶学特性研究。

$"%"! 酶的最适反应温度和7I：2A1(9!的最适反应温度为."Z，而酶的最适反应7I
为J5"。

$"%"$ 酶的温度稳定性：由图/可知，酶在/.Z保温9D活力基本不变。."Z、..Z保温

9D，活力分别下降为J"[和K9[，在L"Z保温!D活力完全丧失。
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图! "#$后印迹%&光片显示不同诱导物诱导

白僵菌产生的蛋白酶同工酶谱

$’()! *+,-(./012-3!"#$%&’()%#*0.-,4/545’67+847
927’334.46,’67+84.5-6%&./23’:;9:-,,’6(/3,4."#$

*：<’8/7/4=+>’/4； ?：<-::-’7/:81’,’6；

<：@1.’;08+,’8:4； A：B/((-,8+,’8:4；

#：C-.543:28+,’8:4； $：@’:DE-.;81.25/:’58+,’8:4)

图F B*G&F!纯化各步的同工酶谱

$’()F "#$/67*+,-(./012-3!"#$%&’()%#*

0.-,4/545-6%&./23’:;9:-,,’6(
*：H/E0.40/./,’-6；

?：*3,4.I:,.-(4:*8*JK8-:+;6；

<：G+.’3’475/;0:4,1.-+(10.40/./,’-6"#$)

图L @A@&G*M#测B*G&F的分子量

$’()L @A@&G*M#-3B*G&F!

*：B*G&F!；?：G.-,4’6;/.D4.5：G1-501-.2:/54?NKOOO，

*:9+;’6PQOOO，R>/:9+;’6KLOOO，</.9-6’8/6127./54

LOOOO，S.205’6’61’9’,-.FO!OO，T/8,/:9+;’6!KKOO)

图K 酶的温度稳定性

$’()K S14.;-5,/9’:’,2-3B*G&F!

!"#"# 酶的底物特异性：B*G&F!能够特异性地识别*.(残基。在所选用的底物中它对

胰凝乳蛋白酶的专一底物无作用，只对胰蛋白酶的专一底物（表F，Q!!O）起作用，表明

B*G&F!是类胰蛋白酶。在类胰蛋白酶专一底物中，B*G&F!对?U&V/:&M:2&*.(&W*的作

用最强，对?U&*.(&W*的作用明显弱于其它几种（表F）。

!)#)$ 酶的抑制剂：由表L可以看出，B*G&F!可被GB@$抑制，剩余活力为JLX，表明

其活性中心有@4.残基；同时它也可被ST<Y抑制，推知在其活性中心还有C’5残基。因

此 B*G&F!属 于 丝 氨 酸 蛋 白 酶 类。 此 外，B*G&F!可 被 胰 蛋 白 酶 的 典 型 抑 制 剂

T4+040,’6、*6,’0/’6及@S"强烈抑制，剩余活力分别为FOX、FQX和!LX，表明该酶为类
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胰蛋白酶。而胰凝乳蛋白酶抑制剂!"#$和胰凝乳弹性蛋白酶抑制剂!%&对它无影响，

这与其不具有这两类酶活性的结果一致。同时，引人注意的是，’(")*+可被%,!(抑制

-./的活性，表明金属离子是其活性所必需的。

表! "#$%!&的底物专一性

!0123* 451678073693:;<;:;7=><’(")*+

4516780736 ?3207;@30:7;@;7;36／/
+A45:)（(20）*)"8>)"B3)C( D
*A45:)"B3)C( D
EA45:)（(20）*)"8>)F35)C( D
GA45:)（(20）*)H02)(20)C( D
IA(:)（(20）*)"8>)(20)C( D
-A(:)（(20）E)C( D
.AJK)(8L)C( EGA*
MAJK)"B3)H02)(8L)C( NDAI
NAJK)"8>)"B3)(8L)C( N.AG
+DAJK)H02)O2=)(8L)C( +DD

C>73：!B3P0Q;P5P016>810R:3;6DA+ND07G+DRPA

表’ 抑制剂对"#$%!&的影响

!0123E %<<3:7><98>73063;RB;1;7>86>R’(")*+

&RB;1;7>86 ’("?36;S5020:7;@;7=／/
"’4T（+PP>2／F） IE
F359397;R（*D!L／PF） *D
!F#$（+PP>2／F） IE
!"#$（+PP>2／F） +DD
%,!(（+DPP>2／F） EE
(R7;90;R（+PP>2／F） *.
4!&（*D!L／PF） +E
!%&（*D!L／PF） +DD
#>R78>2 +DD

C>73：!B3P0Q;P5P016>810R:3;6DA+.I07G+DRPA

’ 讨论

#B08R23=和47AF3L38等对病原真菌侵染寄主过程中产生的凝乳弹性蛋白酶（"8+）和

类胰蛋白酶（"8*）进行了大量的研究。结果表明，"8+的活力与病原菌感染寄主的毒力密

切相关［.］；"8+对昆虫的外壳有很强的降解能力，能够促进真菌的入侵；"8+还能够激活昆

虫的酚氧化酶系，使大量酚类物质被氧化为醌类物质，导致昆虫因醌类物质积累过多而自

毒死亡［+D］。47AF3L38等［++］将"8+基因导入绿僵菌中超量表达，菌株的侵染力明显提高，

进一步证实了"8+在病原真菌致病力中的作用。"8*在功能上与"8+有所不同。"8*主

要降解表皮中的可溶性蛋白，在诱导启动时间上，"8*明显早于"8+［+M］。47AF3L38等［M，N］

推测"8*的降解产物诱导"8+的产生，并控制"8+产生的速度和数量；认为"8*虽然不直

接降解寄主表皮，但它可能对寄主表皮的降解有调控作用。因此，"8*在真菌降解昆虫表

皮过程中也有重要作用［-，M，+D］。目前所报道的"8*多为丝氨酸类蛋白酶。从底物专一

性、抑制剂特性看，本文所纯化的蛋白酶’(")*+属丝氨酸类的类胰蛋白酶，按#B08R23=
等的命名，为"8*类蛋白酶，’("U*+与47AF3L38等所报道的"8*相比，分子量相差不

大，但在其它性质方面，却有明显不同：’(")*+的等电点中性偏碱（9&.A-），而后者偏酸

（9&GAD"IVD）；’(")*+温度稳定性较好，GIW保温*B活性不变，而"8*在EIW保温*B，

活性就有所丧失；值得注意的是，’(")*+还能被金属离子螯合剂%,!(抑制，这表明在

它的活性中心可能不仅有438和X;6残基，而且还有金属离子。
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