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苏云金芽孢杆菌（;$-,//<6 &:<%,(0,"(6,6，简称 3-）是目前世界上应用最广泛、最成功的微生物杀虫剂，

也是公认的无公害生物农药。苏云金芽孢杆菌最主要的杀虫活性物质是杀虫晶体蛋白（H?,@9-898I7’ AJF,5
-7’ KJ&-@8?,，HAK,），包括晶体蛋白（AJF）和 AF- 蛋白（AF-）两大类。这两类蛋白在氨基酸序列及其基因同源

性上相距甚远，但它们均能在靶标害虫中肠内被激活成毒素，并在昆虫中肠细胞膜上形成孔道，进而引

起中肠细胞胶样渗透裂解（9&’’&8I5&,6&-89 ’F,8,），最终导致靶标害虫的死亡。不过，它们的作用机理完全

不同。随着各种 3- 转基因植物和工程菌株的出现和广泛应用，昆虫对 3- 杀虫蛋白的抗性也愈来愈严

重。因此，延缓或抑制昆虫的抗性是当前 3- 研究领域的一个非常重要的方向。而 AF- 蛋白能增强 AJF
蛋白的杀虫活性，降低害虫对 AJF 蛋白的抗性，已经成为这一领域研究的热点。本文就 AF- 蛋白研究进

展作一综述。

3 AF- 蛋白的来源、性质与分类

AF- 蛋白首先在苏云金芽孢杆菌以色列亚种（;$-,//<6 &:<%,(0,"(6,6 ,*L,M( ,6%$"/"(6,6，简称 3-8）的伴胞晶

体中发现［/］。3-8 所产生的伴胞晶体由多种杀虫晶体蛋白构成，其中包括有 ! 种 AJF 蛋白，分子量在 1" N
/>! OP 之间。除此之外，还存在一种蛋白，这种蛋白分子量较小，仅有 "1 OP 左右，并且与 AJF 蛋白没有

多大的同源性。尤其不同于 AJF 蛋白的是，这种蛋白具有广泛的溶细胞活性，在体外能够引起无脊椎动

物和脊椎动物的细胞发生溶解，甚至能引起高等哺乳动物红细胞的溶解，即具有溶血活性。因此，它被

称之为 AF- 蛋白或溶细胞素，单列为一类［"］。随后在 3- ’)%%,6)(,、’"="//,(、31<6:<"(6,6 和 *<3<)3$"(6,6 等亚

种中发现了其它 -1& 基因。由于 -1& 基因几乎都发现于具有杀双翅目害虫活性的菌株中，人们曾一度认

为 AF- 蛋白只存在于对蚊虫等双翅目昆虫有特异毒力的菌株中。/001 年，D*@J9Q89&RR 等［>］在仅对鞘翅目

昆虫具有杀虫活性的 ’)%%,6)(, 亚种 &"(".%,)(,6 血清变型的菌株中发现了 -1&>;$? 基因，改变了人们这一观

点，也扩大了 -1& 基因的来源范围。但迄今为止，仅发现 -1& 基因与 -%1@ 或 -%1A 基因共存，尚未发现同时

具有 -1& 基因和 -%1B 基因的菌株，也未发现具有 -1& 基因的菌株对鳞翅目害虫有高毒力。

现已发现了 /= 种 -1& 基因（见表 /），根据 /00; 年杀虫晶体蛋白基因命名委员会提出的新的分类原

则，按已知的 -1& 基因产物氨基酸序列的同源性，将它们分成两类，即 -1&B 和 -1&>（见图 /）。这两类蛋白



除了同源性的存在差异外，性质也不尽相同。如 !"#$%& 和 !"#’%& 有 ()*的同源性和 +,*的相似性，但

!"#’%& 对蛋白酶的耐受性比 !"#$%& 强许多。这可能与 !"#’%& 的 !-末端比 !"#$%& 多一条 $. 个氨基酸的

“尾”有关，而这 $. 个氨基酸可能对于 !"#’%& 在无晶体的 /# 菌株中的高表达和晶体形成也起着重要的

作用。另外，!"#$%& 和 !"#’%& 在溶细胞活性方面也存在差异。!"#’%& 是一种原毒素，只有在被昆虫中肠

液或蛋白酶 0 水解激活成 ’( 12 的毒素后，才具有溶细胞活性；而 ’+ 12 !"#$%& 本身就已具溶细胞活性，

不过当它被水解成 ’. 12 的片段时，其溶细胞活性大幅提高。因此，一般认为 !"#$%& 也还是一种原毒

素［3］。

表 ! 已知的 !"# 基因

基因 来源 文献来源

!"#$%&$ ’ 4 #()*+,-+.,/+/ 567584 +/*&.0.,/+/ 9&&:;<=1 .# &0 $)>.，?%@（$(）>’,+ A >’$+

!"#$%&1 ’ 4 #()*+,-+.,/+/ 567584 +/*&.0.,/+/ 9&BC D E::&B $)>F，GH/（$)$）$ A $$

!"#$%&2 ’ 4 #()*+,-+.,/+/ 567584 34**+/4,+ IJ$3 E&B8 D E::&B $)>+，?%@（$.）(F$) A (F$)

!"#$%&5 ’ 4 #()*+,-+.,/+/ 567584 34**+/4,+ IJ$3 J&:=&B# .# &0 $)>+，!6BB H<KBL（$F）$+$ A $++

!"#$%&$ ’ 4 #()*+,-+.,/+/ 567584 3.6.00+, MN<OB" .# &0 $))+，%EH（F(）3F> A 3+(

!"#$’&$ I&"PO .# &0 $)).，QRI .3(F,,’

!"#1%&$ ’ 4 #()*+,-+.,/+/ 567584 7")/().,/+/ 0LP< D E::&B $))(，GH/（’’)）($) A (’+

!"#1’&$ ’ 4 #()*+,-+.,/+/ 567584 +/*&.0.,/+/ J6OBKN<KLSS .# &0 $))+，%EH（F(）’+$F A ’+’$

!"#1’&1 ’ 4 #()*+,-+.,/+/ 567584 34**+/4,+ IJ$3 J6OBKN<KLSS .# &0 $))+，%EH（F(）’+$F A ’+’$

!"#1’&2 ’ 4 #()*+,-+.,/+/ 567584 8)7)47&.,/+/ J6OBKN<KLSS .# &0 $))+，%EH（F(）’+$F A ’+’$

!"#1’&5 ’ 4 #()*+,-+.,/+/ 567584 34**+/4,+ J6OBKN<KLSS .# &0 $))+，%EH（F(）’+$F A ’+’$

!"#1’&9 ’ 4 #()*+,-+.,/+/ 567584 34**+/4,+ T2A .$> J6OBKN<KLSS .# &0 $))+，%EH（F(）’+$F A ’+’$

!"#1’&: ’ 4 #()*+,-+.,/+/ 567584 34**+/4,+ 5OBLU&B #.,.;*+4,+/ J6OBKN<KLSS .# &0 $))+，%EH（F(）’+$F A ’+’$

!"#1’&< ’ 4 #()*+,-+.,/+/ 567584 3.6.00+, V6 D I&PW ’,,,，6P867:<5NOC

!"#1’&= ’ 4 #()*+,-+.,/+/ 567584 3.6.00+, V6 D I&PW ’,,,，6P867:<5NOC

!"#1’;$ ’ 4 #()*+,-+.,/+/ 567584 >.-&#(./&, !NOLPW D J<:: $))+，%EH（F(）(’.3 A (’F,

图 ! "#$ 蛋白系统分类树图（引自 %&’()*+),-- 等［!］）
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! !"# 蛋白的表达与辅助蛋白 $%& 的关系

辅助蛋白 $%& 蛋白基因是位于以色列亚种 !"#$$%& 操纵子上的最后一个基因，编码 %& ’( 的蛋白。

该蛋白本身不具有杀虫活性，但它对某些杀虫晶体蛋白的正常表达晶体形成却有帮助作用，有时甚至是

必须的。

!"#) 蛋白的表达与 $%& 蛋白密切相关。研究发现，!#’$ 基因在大肠杆菌中的正常表达必须依赖辅

助蛋白基因 $%& 的存在，否则其表达量远远低于在 *# 菌株中的表达水平，并可造成宿主细胞溶解死亡。

如 +,-./0 和 123#.-."［4］研究发现，当存在 $%& 基因时，!"#)5/ 蛋白在大肠杆菌中的表达量大大提高。567
/89等［:］推测 $%& 蛋白可能起脚手架蛋白（9,/;;<-630= >?#.30）的作用，或者可以防止 !"# 蛋白被蛋白酶降

解。@393,’ 和 123#.-."［A］研究发现 $%& 蛋白能防止 !"#)5/ 蛋白在大肠杆菌体内被蛋白酶降解。他们将

!#’$%& 基因转入一些大肠杆菌的突变株（它们对体内不正常的蛋白水解能力较弱），结果发现无论 $%&
基因存在与否，!#’$%& 基因都能在这些突株中正常表达；而在野生株中，只有 $%& 基因存在时才能检测

到 !"#)5/ 蛋白。同时，他们还发现同一菌株体内产生的 !"#)5/ 蛋白和 $%& 蛋白可以发生免疫共沉淀反

应，说明 $%& 蛋白是通过与正在合成的 !"#)5/ 新生肽结合而发生作用。$%& 蛋白可能在细胞内起到一

种分子伴侣的作用，能够帮助蛋白分子正确折叠［A］。

!#’$%& 基因在 *# 中的正常表达也依赖于辅助蛋白基因 $%& 的存在。1B 和 C.6.?3,3［D］发现在 $%& 蛋

白存在的情况下，!#’$%& 基因能在苏云金芽孢杆菌无晶体突变株中超量表达，形成较大的双锥体形伴孢

晶体，芽孢也很正常。但若无 $%& 存在，!"#)5/ 的表达导致了受体细胞一进入芽孢形成期后，即被杀死。

!2/0= 等［E］也发现，!"#)5/ 在无晶体突变菌种的表达致使芽孢异常而且菌体裂解受到抑制。这些说明，

若无 $%& 存在，!"#)5/ 在菌体内表达后即与细胞膜结合而导致菌体生长受阻、甚至死亡。

!"#%5/ 的表达水平在大肠杆菌和 *# 中差距很小，并且都不需要 $%& 的参与。在没有 $%& 存在的条

件下，!"#%5/ 也能在大肠杆菌内大量产生，并能形成伴孢晶体，说明其表达和晶体形成不需要 $%& 帮助。

其晶体的形成可能与其 !7末端的特殊结构有关［%］。

" !"# 蛋白的结构与作用机理

!"# 蛋白的结构与 !?" 蛋白明显不同。通过 F 光晶体衍射法发现，!?"G5 由 G 个结构域组成：结构域

!由 A 个反向平行的"7螺旋组成，其中第 4 个螺旋被其它的 : 个螺旋包围。结构域#由 G 个反向平行的

$7折叠连接而成，形成$7棱柱折叠的结构。结构域%由 % 个缠绕的反向平行的$7折叠形成的$7夹心结

构［)&］。!?")5/ 与 !?"G5 的结构相似。

!"#%5/ 蛋白与 !?"G5 氨基酸序列的同源性不到 %&H，这种差异在蛋白质三维结构上有很好的反映。

!"#%5/ 蛋白只有一个结构域：两个"7螺旋位于外层，包裹着一个形成发卡结构的$7折叠（图 %）。这个$7
折叠可以在细胞膜上形成一个跨膜的$7圆筒结构。有人通过对 !"#)5/ 和 !"#%5/ 序列比较分析，推测这

种结构在不同的 !"# 蛋白中是普遍存在的［I］。

!"# 蛋白的作用机理在体内和体外是不同的。一般认为 !"# 蛋白在体外的溶细胞活性与特异性受

体无关。细胞膜上不饱和磷脂被认为是 !"# 蛋白普遍的受体。不饱和磷脂处理后的 !"# 蛋白溶细胞活

性降低，以及磷脂酶 5% 处理后的红细胞与 !"# 蛋白的结合量减少均有力地支持着这一观点［I］。值得注

意的是，细胞膜磷脂组成在双翅目昆虫和其它昆虫中存在很大的差异。大多数双翅目昆虫磷脂酰乙醇

胺约占 4&H，差不多是磷脂酰胆碱含量的两倍；鞘翅目昆虫两者含量几乎相等，而在鳞翅目昆虫和脊椎

动物中却是磷脂酰胆碱占优势。更重要的是，在双翅目昆虫细胞膜磷脂中不饱和磷脂所占比例要高于

其它昆虫。双翅目昆虫的这种特性有利于 !"# 蛋白与其细胞膜结合。这里有一个很好的反证，!"#)5 的

一种突变子（J%&I5）与不饱和磷脂的亲和力下降，与此同时，它也失去了对双翅目害虫的毒力［I］。
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图 ! "#$%&、"#$’&( 及 "$)!& 的三维结构（分别引自 &#*+,*+ 和 -.(/［’0］，-1.+234 等［!］）

体外溶细胞过程可分为三个步骤。首先，水解激活后的 !"# 毒素以单体形式不可逆地与昆虫细胞

和哺乳动物细胞膜上的不饱和磷脂结合。研究发现，$%!&’（一种半胱氨酸的改性物）能明显抑制 !"# 毒

素与细胞膜的结合［(］。!"#)*+ 仅具有 ’ 个半胱氨酸，其中之一（!",-.）在水解激活成 ’/01 时被截掉，另

一个（!",-)(2）正好位于一个主要的疏水区，而与其螺旋发卡 !-1 很近。该螺旋发卡区被认为与 !"# 毒

素的结合与毒性密切相关。定点突变和单克隆抗体结合实验均证实了这一点［))］。

第二步：与细胞膜结合的毒素分子开始聚集，形成特定大小的低聚体。这一步骤与细胞膜与结合的

毒素浓度密切相关。只有当毒素浓度超过一定的阈值后，毒素的低聚体才会形成。毒素聚集是细胞溶

解的必须步骤，只要当一定大小的毒素低聚体形成后，细胞才会发生溶解。同时，毒素的聚集也有利于

后续毒素的结合，因而也加速了溶细胞的过程［3］。最后，毒素低聚体形成跨膜的“孔”。这一过程还不十

分清楚，有人认为 !"# 蛋白会以!-圆筒为基础形成“孔”。理由是 !"#’*+) 的!/、!4 和!. 三条链的长度足

以跨越膜的疏水核心，并且它们形成的片层具有双亲性和疏水性特征［’］。但 !"# 蛋白是否能在细胞膜上

形成“孔”尚存争议。有研究发现 !"#)*+ 与脂质的结合相当松散的，而且并没有证据说明毒素进入了细

胞膜，从而推测对膜具有一种普遍性的，类似去污剂的干扰作用［)’］。

!"# 蛋白在活体内所产生的毒性并不象在体外那样具有非特异性，它主要对双翅目昆虫有毒杀作

用。5+67+8+9%:;+&+&+ 和 !8+6<&,［)=］报道，纯化的 !"#)*+) 蛋白能与冈比亚按蚊（!"#$%&’&( )*+,-*&）的中肠

切片上全部中肠区的细胞和前胃区细胞结合，而纯化的 !>"3 蛋白仅能与前胃区细胞细合；当岗比亚按
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蚊取食以色列亚种全晶体后，发现 !"#$ 蛋白仍只与前胃区细胞结合，而 !#%&’(& 蛋白也只与前胃区细胞

结合。由此可见，!#%&’(& 本身能与全部中肠区结合，但在以色列亚种中其它 !"# 蛋白存在的情况下，它

却只与具有 !"# 蛋白受体区域的细胞结合。

由于 !"# 蛋白与 !#% 蛋白结构上的巨大差异，因此形成 !#%)!"# 杂合子“孔”的可能性不大。不过，在

!"# 蛋白存在的情况下，!#% 蛋白更趋向于结合在具有 !"# 蛋白受体的区域，那么该区域 !#% 蛋白结合浓

度将增加，这有利于 !#% 蛋白的聚集，进而加速细胞的溶解。这也可能是 !#% 蛋白与 !"# 蛋白存在协同作

用的原因所在［$］。

! !#% 蛋白的杀虫活性及其与其它杀虫晶体蛋白的相互作用

尽管 !#% 蛋白在体外存在广泛的溶细胞活性，但它的杀虫谱较窄，本身的杀虫活性也并不高。如来

源于以色列亚种的 !#%&’(& 对埃及伊蚊（!"#"$ %"&’()*）的 *!+, 为 &&, - &.+!/01*，还不到整个以色列亚种

杀虫晶体蛋白杀虫活性的万分之一［+］。!#%&’2& 对尖音库蚊（+,-". (*(*"/$）、斑须按蚊（!/0(1"-"$ $)"(1"/$*）
和埃及伊蚊的毒力也较弱［&3］。

!#% 蛋白对双翅目害虫的作用并不在于其毒力本身，而在于它能增强其它杀虫晶体蛋白的杀虫活

性。!#%&’( 蛋白与 *$2%"-"/$*$ 亚种中 !"#$、!"#&&’ 蛋白之间存在着明显的协同作用［4，&$］。由多种蛋白复

合形成的 *$2%"-"/$*$ 亚种野生型伴孢晶体的毒力远远高于单个蛋白的毒力，将 !#%&’( 与 *$2%"-"/$*$ 亚种其

它杀虫蛋白按照不同比例进行混合，发现比单个蛋白的毒力提高了 $ - &, 倍。

!#% 蛋白还能降低双翅目害虫对 !"# 蛋白的抗性。!#%&’ 和 !"#&&’ 混合能使五带淡色库蚊（+,-".
3,*/3,"4%$5*%),$）抗性系对 !"#&&’ 的抗性降低 &,,, 倍，而 !#%&’ 与 !"#$、!"#&&’ 混合使用则能完全抑制五

带淡色库蚊抗性系对 !"#$ 和 !"#&&’ 的抗性［&+］。五带淡色库蚊经 *$2%"-"/$*$ 亚种晶体蛋白（含有 !#%&’(
蛋白）选择 .5 代后，抗性仅提高 3 倍；但若所用为不含 !#%&’( 的晶体蛋白，则其抗性将提高 6, - 6,,
倍［&4］。 *$2%"-"/$*$ 亚种从应用于杀蚊虫以来，至今尚未发现有明显的抗性发生，其中 !#%&’( 蛋白起着关

键作用［&7］。

!#% 蛋白的作用并非仅局限于双翅目害虫。&665 年，89:9";<; 和 =(>9"?［&4］报道 !#%&’( 对一种鞘翅目

害虫美洲杨叶甲（+12’$06"-% $52*()%）的幼虫有很高的毒力，同时还发现 !#%&’( 蛋白能降低该害虫对 !"#3’
的抗性五千倍以上。这是首次发现 !#% 蛋白对非双翅目害虫的作用。

近年来，国内外学者开始研究 !#% 蛋白与 !"#& 蛋白对鳞翅目害虫的作用，但结果不一。&666 年 @;A)
<BA)<(C%"B 等［&5］在以粉纹夜蛾（72*510(-,$*% /*）为靶标害虫时发现，!#%&’( 与 !"#&’< 之间存在拮抗作用。

而在 .,,, 年，余健秀等［&6］在研究 !#%&’( 和 !"#&’( 对斜纹夜蛾（820#"/*% -*),2%）的作用后，认为 !#%&’( 和

!"#&’( 具有协同毒杀作用。本实验室将 5’)9!% 基因导入仅含有 52’9+ 基因的工程菌株 $D5)E+ 中，构建

了能同时表达 !#%&’( 和 !"#&! 的工程菌株 $D5) 5’)E&$，结果发现 $D5) 5’)E&$ 对甜菜夜蛾（ :(0#0()"2% ".;
*&,%）的杀虫效率高于 $D5)E+［.,］。.,,& 年，F9#9" 等［.&］研究了 !#%&’ 对小菜蛾（8-,)"--% .’-0$)"--%）敏感器系

*’=)GH 和抗性品系 IJ)D’ 的作用，结果发现无论是单独使用 !#%&’，还是 !#%&’ 与 =% 商品制剂 K;L9M 混

用，对小菜蛾敏感和抗性品系的死亡率均不会造成明显影响。他们同时还发现 !#%&’ 对棉花红铃虫

（8"5)*/0(102% &0$$’(*"--%）也有类似情况。不久，H(##9: 等［..］证实 !#%&’( 蛋白对小菜蛾敏感品系 @JEN 有

明显的毒性，这也是首次发现 !#% 蛋白对鳞翅目害虫有毒力。此外，他们还发现 !#%&’( 与 !"#&’< 间存在

协同作用，!#%&’( 能有效增强 !"#&’< 对小菜蛾抗性品系 !"#&’<)HO* 的毒性，降低该抗性品系对 !"#&’<
的抗性。他们认为不同的生测方法，不同的试虫（包括同一昆虫的不同品系）以及不同晶体蛋白的表达

体系等均可能是研究结果不一致的原因，最重要的原因可能是不同试虫对 !#% 蛋白的敏感性不同［..］。

另外，!#% 蛋白与球形芽孢杆菌（<%5*--,$ $(1%"2*5,$）间也存在明显的协同作用。!#%&’( 能增强球形芽

孢杆菌对埃及伊蚊的毒力，!#%&’2 和 !#%.=( 能增强球形芽孢杆菌对埃及伊蚊和五带淡色库蚊的毒力，球

形芽孢杆菌和 !#%&’2 还能抑制五带淡色库蚊对球形芽孢杆菌的抗性［&7］。国内一些学者也正在进行这
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方面的研究［!"］。

! 展望

自从 !#"$ 年 %&’()*+’, 等首次从五带淡色库蚊中检测到了它对 -. 杀虫晶体蛋白和 -. 商品制剂的抗

性，随后 -. 抗性问题不断在实验室和田间试验中得到证实。目前发现在实验室和田间至少有 !/ 种昆虫

对 -. 及其杀虫晶体蛋白产生了抗性［0］。有关专家也提出了一些抗性治理的策略：如轮换、更替或混合

使用含不同杀虫晶体蛋白成分的 -. 杀虫剂等。这些策略存在一个潜在的弊端，即过分（几乎全部）依赖

于 1(2 蛋白的作用［!3］。由于 1(2 蛋白有着相对保守的氨基酸序列和相似的作用机理，因此，出现 1(2 蛋

白间的交互抗性也就不足为奇。例如，由于美洲扬叶甲对 1(2$4 和 1(2!- 产生了交互抗性，使得用 1(2!-
替换 1(2$4 来防治该害虫的意义荡然无存。而 12.!45 对美洲扬叶甲也有高毒力，同时，由于作用机理守

全不同于 1(2 蛋白，所以它与 1(2$4 蛋白间不会产生交互抗性，很显然，它将在今后 1(2$4 的抗性治理中

起到重要作用［!3］。

正是由于 12. 蛋白独特的作用机理，以及其增强 1(2 蛋白毒力，降低或延缓 1(2 蛋白抗性的特性，使

得它将在 1(2 蛋白抗性的长期治理中充当重要角色。目前国内外学者正尝试将 12. 蛋白与 1(2! 蛋白进

行组合，以期解决鳞翅目害虫对 -. 的抗性问题，但由于 12. 蛋白的作用机理至今仍不明确，使得 12. 蛋白

与 1(2! 蛋白的组合还比较盲目，尚处于摸索阶段。相信随着 12. 蛋白的作用机理的研究深入，必将能为

害虫抗性治理的工作指出一条光明的道路。
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