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苏云金芽孢杆菌（A$-,//75 &;7%,(0,"(5,5，简称 JC）在形成芽孢的同时能够产生伴孢晶体，其中含有一种
或几种杀虫晶体蛋白（KLMN，K>N+OC:O:P/( L-0NC/( M-’C+:>N），即!5内毒素［#］。伴孢晶体进入敏感昆虫的消化道
后发生溶解并释放出 $2 Q #!%RD的原毒素。在中肠蛋白酶的作用下，原毒素被激活为 $" Q 2%RD的毒性
多肽［$ Q !］。随后毒素与中肠刷状缘膜泡（JJA&，J-.NF J’-P+- A+S,-/>+ &+N:O(+）上的特异受体发生结合并
且在细胞膜上形成孔道，破坏细胞的渗透平衡，引起细胞裂解，最终导致幼虫的死亡［$］。目前苏云金芽

孢杆菌制剂及转杀虫晶体蛋白基因植物已成为对害虫进行生物防治的重要手段，在农产品安全性和保

护农业生态环境上具有重要意义。人们在研究伴孢晶体的溶解和激活过程时，在溶解的晶体蛋白中检

测到 D1G片段［7，4］。这一令人兴奋的发现吸引人们对晶体中 D1G分子的来源和功能进行广泛的研究，
以利于进一步深化对 JC制剂杀虫机理的认识，探索提高其杀虫活性的有效途径。

9 苏云金芽孢杆菌蛋白晶体的形成和原毒素的分子结构

原毒素合成后通过形成晶体来抗胞内蛋白酶的降解，不同的杀虫晶体蛋白形成包涵体的途径不

同［2］。#"% Q #!%RD的 L-0#类原毒素能够自发形成晶体。普遍认为 L-0#类原毒素分子能够通过富含 L0N
残基的 L端区域与相邻分子形成对称的链间二硫键，而且这些二硫键处于晶体的表面，这种排列方式有
助于不溶性晶体在鳞翅目昆虫中肠道的碱性环境中发生溶解［6，3］。2"RD的 L-0"G原毒素没有富含 L0N
残基的 L端区域，对 L-0"G毒素的三维结构进行分析表明，在三个相邻的原毒素分子间存在 !个分子间
的盐桥（GNT#!$5G-B#47，GNT$$!5G-B74$，GNT73%5G-B#26，U(.$$"5;0N$3"），这些盐桥可能参与了晶体包涵体的
形成［$］。L-0$G（2#RD）和 L0C#G（$2RD）形成晶体时需要 M#3、M$%、VW*#和 VW*$等辅助蛋白的参与［#%］。促
使晶体形成的作用力既要能够有效地防止菌体细胞中蛋白酶对晶体的降解，又要保证晶体在昆虫中肠



道的极端 !"环境中快速有效地溶解。研究表明，晶体的稳定性和溶解性依赖于原毒素的分子结构、二
硫键的键能以及其它特异性因子。研究发现，与原毒素相互结合的 #$%分子不仅能够促进晶体的形
成，而且在毒素的产生过程中起着重要的作用［&］。

晶体中的 #$%片段主要是同原毒素发生紧密结合，因此原毒素分子结构的阐明将有助于研究其结
合的 #$%分子的功能。通过比较原毒素的氨基酸序列，发现大多数原毒素的毒性片段在一级结构上都
含有 &个保守区［’］。一些分子量大的原毒素（()* + (,* -#）在 .端非毒性区还含有 )个保守区，这些原
毒素在 .端含有丰富的 ./0残基，在溶液中疏基暴露在分子表面，使得原毒素很容易受蛋白酶的作用而
激活。研究表明，12杀虫晶体蛋白的毒性多肽由三个典型的结构域组成。结构域!位于肽链的 $端，为
一组由 ’个两亲性的"3螺旋围绕一个疏水的"3螺旋形成的"3螺旋束，主要参与在中肠上皮细胞形成孔
道；结构域#位于肽链的中间，为三组以“希腊钥匙”拓扑结构连接在一起的反向平行的$折叠片层，其
顶端的突环参与了毒素与受体蛋白的结合；位于 .端的结构域%是由两组反向平行的$折叠片层组成
的夹心结构，以$“果酱卷”拓扑结构排列，它能够防止蛋白酶对毒素分子的过度降解。毒素的结构域与
其保守区具有一定的对应关系。保守区3(内含有结构域!中"&螺旋。保守区34含有结构域!的"’螺
旋和结构域#中的第一条$链，它们构成了两个结构域之间的连接。保守区3)是跨于结构域#和%的
一条$链。保守区3,含有结构域%中的一条$链。保守区3&含有肽链的 .端，包埋于结构域%的$链
中［’，((］。

! 伴孢晶体和原毒素中存在 #$%分子的依据

早在 (54’年，672280就提出了 #$%分子参与晶体形成的实验证据。他在对 12的生活周期进行了详
细的研究后发现，在细胞形成晶体的区域存在染色质。当时对 #$%进行染色使用的是吉姆萨染液。目
前已经对来自 12库斯塔克亚种（12 09:0!; !"#$%&!’）"#3’)菌株的 .</(%=原毒素及其晶体与 #$%之间的
相互作用进行了深入的研究。在将要产生芽孢的 12培养物中加入 >1，可以看到核酸物质在细胞中的分
布情况发生明显的变化。在即将形成芽孢之前，核酸聚集在芽孢形成区域，芽孢形成之后，荧光在这一

区域消失并转移到形成伴孢晶体的区域。从 12细胞中提纯晶体并将其溶解，然后分别进行 ?#?3@%A>
和琼脂糖凝胶电泳，发现了 ()*-#的蛋白带和 4*-:的核酸带。除了 12库斯塔克亚种 "#3’)菌株外，库
斯塔克亚种 "#3(菌株、阿莱亚种（12 09:0!; &()$%’）、杀虫亚种（12 09:0!; )*%+,+-’."$）、多窝亚种（12 09:0!;
%+(/+#%0’）、蜡螟亚种（12 09:0!; 1&(()#’&）以及分别含有 -#2(3&、-#2(34、-#2(3- 基因的大肠杆菌（5$-0)#’-0’&
-+(’）产生的晶体及原毒素中都发现具有 4* -: 的核酸片段［&］。.B729<C8DE F 等人的研究也表明含有
-#2(3-基因的大肠杆菌产生的原毒素与 4& -:的核酸片段发生相互结合［(4。
将溶解的 .</(%=晶体蛋白与碘乙酰胺反应即可制得羧甲基化的原毒素（.%6原毒素），用阴离子交

换柱对 .%6原毒素进行 "@G.分析，发现 674H*大于 674I*，这表明在 .%6原毒素中存在核酸物质。用

苯酚 J氯仿将核酸从 .%6原毒素中抽提出来后，发现它对 #$708敏感而对 F$708不敏感，这说明 .%6原
毒素中的核酸为 #$%。抽提出来的 4* -: #$%片段能够被 5-+ F!和 8&, "!消化成小的片段，而且这
些片段能够被克隆到质粒载体中，这充分说明了 4* -: #$%具有双链结构［&］。与原毒素相结合的 #$%
片段在大小上相对均一，主要是 4* -: #$%。用 5-+F!和 8&,"!消化 #$%片段后在琼脂糖凝胶上呈
现出不清晰的成片电泳条带，由此可见不同原毒素结合的 #$%片段是不同的［H］。
在晶体及原毒素中发现的 #$%分子并非来源于它们对 #$%分子的非特异性吸附，原毒素与 #$%

分子之间具有特异的相互作用。在离子交换层析和凝胶过滤层析中均观察到 #$%与原毒素的共纯化。
原毒素中的 #$%在用苯酚 J氯仿处理时需要 !"(*K&、H&L的剧烈条件才能将其抽提出来。同时发现晶
体与原毒素中的 #$%由于蛋白质的保护而能够抗 #$708的降解。使用 (K& MNO J G $7.O溶液也不能使原
毒素与 #$%发生解离。与之相比，(K4 MNO J G $7.O溶液就能使同染色体特异结合的组蛋白从染色体中解
离出来。这些实验结果充分证明了 #$%与原毒素之间具有特异性的相互作用。19OO7通过二苯胺反应
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在晶体蛋白中没有检测到 !"#分子［$%］。这是因为在其实验中使用三氯乙酸沉淀蛋白质，当时认为 !"#
将留在上清液中。实际上，!"#能够同晶体蛋白发生紧密结合而很难发生解离。因此 &’(()在上清液中
没有检测到 !"#的原因是因为 !"#与蛋白质发生了共沉淀。
为了能够在温和条件下使原毒素与 !"#分子发生有效的分离，*+),’-./01 2提出了一种可行的方

法［$3］。将 !"#4原毒素复合物通过琼脂糖凝胶柱进行疏水作用层析。在用 3 56(78 9*(溶液进行洗脱时，
!"#分子被洗脱下来，而原毒素仍然结合在基质上。然后用浓度依次降低的 9*(溶液进行分段洗脱，可
以得到不含 !"#分子的原毒素。用同样的方法也可以除去毒素中的 !"#分子。研究者用季铵碱型阴
离子交换柱层析分离牛胰胰蛋白酶处理 *-:$#;产生的毒素，然后用 ")*(溶液进行梯度洗脱并测定流出
液的 !"3<=值，发现在洗脱曲线上有 3个吸收峰，与之相应的洗脱液浓度为 =>% 56(78和 =>? 56(78，流出

液中的成分分别是 @$和 @3组分。@3组分在进行琼脂糖凝胶电泳时发现 3= AB !"#条带，而 @$不能产
生。在对 @$和 @3用 %C= D 33=E5的波长进行扫描时发现，@3在 3F=E5有较强的吸收峰，而 @$不具有。
由此可知，@$组分是不含 !"#的毒素，@3组分是含有 !"#的毒素。@3用 !")G/处理后能够转变为 @$。
@$与 @3之间的比例依赖于胰蛋白酶的来源、使用量的多少以及处理时间的长短。用 CH（IJI）胰蛋白
酶隔夜处理晶体蛋白主要产生 @$组分，而短时间处理则主要产生 @3组分。产生这种结果的原因是通
常使用的牛胰胰蛋白酶中具有一定的 !")G/活性，若处理时间过长，其中的 !"#分子将被完全降解，而
只剩下抗蛋白酶解的毒性多肽。对两种组分进行 K!K4L#MN分析时，由于电泳时使用的变性条件容易使
!"#分子从毒素中解离出来，因此 @$和 @3组分均产生特征性的 FO A!毒素蛋白带［C］。
目前不仅在 *-:$#原毒素中发现了 !"#分子，在 *:,#蛋白中也检测到了 !"#分子。&,以色列亚

种（&, G’BGPQ #$%&’(’)$#$）产生的 3O A!的 *:,#原毒素能够被蛋白酶水解成 3C A!的毒性片段。对 3C A!蛋
白用阴离子交换柱作进一步纯化时，可以分离到三种组分 R$、R3和 R%。R$和 R3为 3C A!蛋白，而 R%
则为 3C A!蛋白与 !"#分子形成的复合物。体外实验也表明 3C A!蛋白具有结合染色体 !"#的能
力［$S］。

! !"#分子在激活原毒素中的作用

*-:$#原毒素能够与 3= AB !"#发生紧密结合。当 !"#同原毒素发生解离或者用不具有 !")G/活
性的胰蛋白酶将原毒素水解成毒素后，3= AB !"#由于失去蛋白质的保护而恢复对 !")G/的敏感性。研
究还发现原毒素在激活过程中，胰蛋白酶从 *末端开始对原毒素进行依次剪切直到产生 3= AB !"#4毒
素复合物。根据以上现象，*()1-56E, T 2等提出了 3= AB !"#与原毒素之间的结合模型，如图 $所示［F］。
椭圆形的原毒素分子通过 "端毒性部分与双链 !"#分子相互作用，其比例为每个原毒素分子结合 %个
碱基对。原毒素的 *端远离 !"#核心向外延伸。原毒素分子在 !"#核心外围形成了一个抗 !")G/作
用的蛋白质保护层。晶体在溶解时，原毒素分子之间在 *端区域形成的链间二硫键被切割，溶解的原毒
素的 *端区域被胰蛋白酶通过顺序剪切而除去，留下含 3= AB !"#的毒素。!"#分子能够维持原毒素
分子的结构完整性，除去了 !"#分子的原毒素用胰蛋白酶处理时全部被降解为小的肽段，不能产生抗
胰蛋白酶的毒性片段。

为了解释原毒素与 !"#分子之间的作用力的来源，&1/,(6, U L等人指出原毒素通过富含 8:G残基的
*端与带负电荷的 !"#分子之间发生静电相互作用，并由此提出了另外一种结合模型［C］。!"#分子同
原毒素的 *端区域相互作用，在形成毒素的过程中，对 !"#及原毒素同时进行核酸水解和蛋白酶解能
够导致原毒素 *端区域的依次降解。但是研究发现，使用不具有 !")G/活性的胰蛋白酶处理原毒素也
能产生含 3= AB !"#的毒素；若使用具有 !")G/活性的胰蛋白酶处理原毒素能够产生不含 3= AB !"#的
毒素（@$）以及含有 !"#分子的毒素（@3）。这两个实验结果都是 &1/,(6, U L的结合模型所不能解释的，
而 *()1-56E, T 2提出的结合模型却能够对此作出很好的解释。因此，原毒素不是通过 *端而是通过 "
端与 !"#分子发生结合［F］。
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!"#$%&’()* +在研究中发现［,-］，抗胰蛋白酶的 !&.,/类毒素在与溶剂接触的表面具有正电势［,0］，能
够同 12/分子发生静电作用，从而使毒素与 12/分子紧密结合。将 12/3毒素复合物通过琼脂糖凝胶
柱进行疏水作用层析，在用高盐缓冲液进行洗脱时，12/分子与毒素之间的电荷作用被破坏，同时毒素
分子疏水性的结构域与层析柱中基质发生的疏水相互作用促进了 12/分子与毒素之间的解离。通过
琼脂糖凝胶电泳在洗脱液中能够检测到完整的 12/片段。当洗脱液的盐浓度降低时，毒素开始与基质
解离。采用疏水作用层析不仅可以使 12/与毒素发生解离，而且能够使原毒素与 12/分子发生有效的
分离。这一研究结果进一步验证了 !4#*&567$ 8 +提出的结合模型的合理性。

!&.,/类原毒素在枞色卷蛾（!"#$%&’#()*$+ ,*-%,)$+(+）幼虫中肠道内的激活过程如图 -所示［9］。枞色
卷蛾中肠液内含有拟胰蛋白酶（$&.:;*734*<( :&6$(#;(）和 12#;(。目前已经在枞色卷蛾的消化道中分离到了
一种新的 12#;(。与其它 12#;(不同，它的最适 :=值为 ,>?0至 ,,，这一 :=范围能够保证它在敏感昆虫
中肠道的碱性环境中发挥作用。它是一种核酸内切酶，需要二价碱金属离子作为激活剂，能够水解单链

和双链 12/。这种 12#;(与蛋白酶协同作用，将与 12/分子相结合的原毒素激活为不含 12/分子的毒
素。蛋白晶体在中肠道的碱性环境中溶解并释放出含 -> <@ 12/的原毒素，它在拟胰蛋白酶的作用下
很快降解为 -> <@ 12/3毒素复合物，其中的 12/分子由于失去原毒素的保护作用，很快地被 12#;(降解
成为 ,>> @:左右的 12/片段，形成含 ,>> @: 12/的毒素，12#;(对 ,>> @: 12/3毒素复合物中 12/分子
的降解速率很慢，这表明存在一个 12/与毒素发生强烈作用的核心结构。这一核心结构不仅能够保护
其中的 12/分子，更重要的是它可能有助于毒素抗蛋白酶的水解作用。!6%A 8等人报道，中肠道内除
胰蛋白酶以外的其它蛋白酶对毒素具有一定的破坏作用。!&.,/#晶体蛋白产生的毒素通过结构域!和

"之间的 B个盐桥（/;:---3/&C-D,，/&C-EE3F4%-DD，/&C-EB3F4%-GB，/;:-B-3/&C-90）紧密地折叠在一起，可以
防止蛋白酶对毒素的破坏［,G］。,>> @: 12/3毒素复合物中 12/分子的降解速率很慢，能够保证毒素在同
受体结合前不被中肠道内的各种蛋白酶所水解。因此 ,>> @: 12/可能和结构域之间的盐桥一样，具有
保护毒素免受蛋白酶降解的作用［9］。

图 ! "#$%原毒素复合物的结构模型 图 & 晶体蛋白在幼虫中肠内的激活过程

使用不含 12/的毒素与分离得到的 -> <@ 12/不能重新组合成 -> <@ 12/毒素复合物，这可能是因
为没有提供合适的重组条件，或者是因为毒素在失去 12/分子后构象发生了变化而不能重新与 12/分
子发生作用。

综上所述，H$在形成芽孢期间，12/分子将在其产生伴孢晶体的区域发生聚集。晶体发生溶解后，

>E, 微 生 物 学 报 BE 卷



能够释放出含有 !" #$ %&’分子的原毒素。%&’分子的存在已经通过对 %&’具有特异性的染液和琼脂
糖凝胶电泳得到检验。原毒素分子的结构完整性依赖于其中的 %&’片段，失去了 %&’分子的原毒素用
胰蛋白酶处理时将发生过度降解而不能产生毒性多肽，因此 %&’分子对于原毒素的杀虫活性也是非常
重要的。目前对于 !" #$ %&’片段的来源以及其序列和特异性的结构，还没有明确的认识。此外，人们
还希望更清楚地阐明 !" #$ %&’片段在晶体的形成和原毒素的激活中所起的作用。目前进行的有关 !"
#$ %&’片段的结构和功能的研究，对于彻底阐明 ()杀虫晶体蛋白的作用机理以及探索提高其杀虫活性
的途径，都具有十分重要的指导作用。
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《微生物学报》入选“中国科技期刊方阵”

近期，中国科学技术部公布了我国期刊进入“中国期刊方阵”的名单。全国共

有 K*L种期刊进入了“中国期刊方阵”，其中“双高”期刊 8" 种，“双奖”期刊 :7 种，
“双百”期刊 *!!种，“双效”期刊 86L种。《微生物学报》入选“双百”期刊方阵。
“中国期刊方阵”的建设是现阶段我国期刊出版事业发展的需要，是推进新世

纪我国期刊发展的战略性举措，它将促进我国期刊“精品战略”的实施。

《微生物学报》编委会感谢各级领导的关心，感谢广大作者、读者对本刊办刊工

作的大力支持。我们将更好地贯彻国家有关办刊工作的各项政策、法规和法令，进

一步提高刊物质量，为我国的经济建设服务，为使期刊尽快走向世界做出积极贡

献。

*A** 期 夏立秋等：苏云金芽孢杆菌杀虫晶体蛋白与 %&’分子的相互作用




