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摘要: 【目的】二化螟是水稻的重要害虫之一ꎬ钙黏蛋白(ｃａｄｈｅｒｉｎꎬＣＡＤ)是一类重要的 Ｂｔ 杀虫蛋白受体ꎬ在获得二化螟钙黏蛋

白基因(ＣｓＣＡＤ１)的基础上ꎬ明确 ＣｓＣＡＤ１ 蛋白与 Ｃｒｙ１Ａｃ 和 Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白的结合能力ꎮ 【方法】利用 ＰＣＲ 技术克隆 ＣｓＣＡＤ１ 基

因片段ꎬ将构建的 ｐＥＴ￣２８ａ￣(＋)￣ＣｓＣＡＤ１ 重组质粒转入原核表达菌株 ＢＬ２１(ＤＥ３)中ꎬＩＰＴＧ 诱导表达ꎮ 目的蛋白经 Ｎｉ 柱亲和

纯化后 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检测ꎬ利用 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ｌｉｇａｎｄ ｂｌｏｔ 技术分析其与 Ｃｒｙ１Ａｃ 和 Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白的结合能力ꎮ 【结果】重组载

体可在表达菌株 ＢＬ２１ 中表达一个约 ４４ ｋｕ 的蛋白ꎬ原核表达载体构建成功ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 显示该蛋白条带单一ꎬ且纯度较好ꎮ
Ｎｉ 柱亲和层析纯化该目的蛋白后进行 Ｌｉｇａｎｄ ｂｌｏｔ 分析ꎬ结果显示 ＣｓＣＡＤ１ 重组蛋白可以与 Ｃｒｙ１Ａｃ 和 Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白结合ꎮ 【结
论】ＣｓＣＡＤ１ 蛋白可以与 Ｃｒｙ１Ａｃ 和 Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白结合ꎬ是潜在的 Ｃｒｙ 蛋白受体ꎬ所得结果有助于阐明 Ｃｒｙ１Ａｃ 和 Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白对

二化螟的作用机制ꎮ
关键词: 二化螟ꎻ 钙黏蛋白ꎻ 原核表达ꎻ 蛋白结合
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　 　 二化螟 Ｃｈｉｌｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ (Ｗａｌｋｅｒ)是水稻的重要

害虫ꎬ对水稻产量造成重大损失(Ｑｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎮ
长期以来二化螟的防治一直以化学农药为主ꎬ但大

量长期使用化学农药使得二化螟产生抗药性ꎬ同时

造成环境污染ꎬ危害人类健康(徐秀秀等ꎬ２０１３)ꎮ 因

此ꎬ寻找新型有效的防治方法刻不容缓(曹明章等ꎬ
２００４)ꎮ 转基因抗虫水稻为防治二化螟提供了新思

路ꎬ被认为是一种新的、可替代化学农药的、环境友

好的控制害虫危害的策略(Ｔａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ 利用

转基因技术将苏云金芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎ￣
ｓｉｓꎬ Ｂｔ)杀虫基因作为外源基因导入农作物中ꎬ可以

对标靶害虫起到良好的防治效果(Ｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ
Ｂｔ 伴孢晶体产生的 Ｃｒｙ 蛋白杀虫活性物质是目

前主要应用的转基因蛋白(Ｂｒａｖｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１)ꎮ Ｃｒｙ
蛋白对鳞翅目害虫的作用机制已有许多报道(Ｈｕ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ Ｃｒｙ 蛋白被害虫摄取后首先在昆虫消化

道内溶解ꎬ在敏感害虫中肠蛋白酶的作用下被激活ꎬ
活化的 Ｃｒｙ 蛋白转运至围食膜ꎬ与中肠上皮细胞刷状

缘膜囊(ｂｒｕｓｈ ｂｏｒｄｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｖｅｓｉｃｌｅꎬＢＢＭＶ)膜上

特异性蛋白受体相结合ꎬ通过一系列蛋白质相互作

用ꎬ使中肠细胞裂解或细胞凋亡而导致虫体死亡(Ｊｕ￣
ｒａｔ￣Ｆｕｅｎｔｅｓ ＆ Ｃｒｉｃｋｍｏｒｅꎬ２０１７)ꎮ 目前公认的 ２ 种模

型即成孔模型和信号转导模型(Ｍｅｌｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎮ
成孔模型中ꎬ蛋白与受体蛋白相结合ꎬ导致蛋白的寡

聚化ꎬ进而形成穿孔ꎬ引起细胞渗漏裂解ꎬ虫体死亡

(Ｂｒａｖｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４)ꎻ信号转导模型中ꎬＣｒｙ 蛋白与钙

黏蛋白(ｃａｄｈｅｒｉｎꎬＣＡＤ)相互作用后激发了依赖 Ｍｇ２＋

的信号级联途径ꎬ导致细胞凋亡而引起昆虫死亡

(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５)ꎮ Ｊｕｒａｔ￣Ｆｕｅｎｔｅｓ ＆ Ａｄａｎｇ (２００６)
提出了成孔和信号转导共同作用的模型ꎮ 无论是哪

种模型ꎬＣｒｙ 蛋白与受体蛋白的结合是 Ｃｒｙ 蛋白杀虫

活性的前提(Ｔａｎａｋａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)ꎮ 目前已有许多 Ｃｒｙ
蛋白受体蛋白得到鉴定ꎬ包括钙黏蛋白 ＣＡＤ、氨肽

酶、碱性磷酸酶和 ＡＢＣ 转运蛋白等(Ｂｒａｖｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１１ꎻ Ｐａｒｄｏ￣Ｌｏｐｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３ꎻ Ｐｉｇｏｔｔ ＆ Ｅｌｌａｒꎬ２００７ꎻ
Ｑｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７ꎻ Ｓｏｂｅｒｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ

ＣＡＤ 是一类依赖于钙离子的细胞表面跨膜糖蛋

白ꎬ在细胞裂解、细胞增殖与分化过程中起到重要作

用ꎬ并能调控细胞外与胞质内的信号传导途径(Ａｎｇｓｔ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２００１)ꎮ Ｖａｄｌａｍｕｄｉ ｅｔ ａｌ. (１９９３)首次在烟草天

蛾 Ｍａｎｄｕｃａ ｓｅｘｔａ Ｌ.中发现 ＣＡＤ 是 Ｃｒｙ１Ａｂ 蛋白的结

合蛋白ꎮ 此后ꎬ在不同类别的昆虫和不同种类的 Ｃｒｙ

蛋白相互作用中ꎬ许多昆虫的 ＣＡＤ 作为 Ｃｒｙ 蛋白的

结合或受体蛋白得到证实ꎬ如棉红铃虫 Ｐｅｃｔｉｎｏｐｈｏｒａ
ｇｏｓｓｙｐｉｅｌｌａ (Ｓａｕｎｄｅｒｓ)和欧洲玉米螟 Ｏｓｔｒｉｎｉａ ｎｕｂｉｌａｌｉｓ
(Ｈüｂｎｅｒ ) ( Ｆｌａｎｎａｇａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５ꎻ Ｍｏｒｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００３)ꎮ 此外ꎬＣＡＤ 的突变可导致 ＣＡＤ 与 Ｃｒｙ 蛋白的

蛋白质互作发生改变ꎬ进而导致昆虫产生抗性(Ｈｕ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１８ )ꎮ 破 坏 棉 铃 虫 Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａ
(Ｈüｂｎｅｒ)的 ＣＡＤ 基因与棉铃虫对 Ｃｒｙ１Ａｃ 蛋白的遗

传抗性相关(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎮ
不同的 Ｃｒｙ 蛋白对不同的昆虫具有特异性ꎬ即

使同一类别的昆虫也具有差异性(Ｐａｒｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４ꎻ
Ｒｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎮ 与对 Ｃｒｙ１Ａｃ 敏感的棉铃虫品系相

比ꎬ通过 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术敲除 ＨａＣａｄ 基

因ꎬ棉铃虫对 Ｃｒｙ１Ａｃ 抗性增加 ５４９ 倍ꎬ但是 Ｃｒｙ２Ａｂ
的敏感性无显著改变(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎮ Ｃｒｙ 蛋白

在不同的细胞系中同样能够引起不同的细胞死亡反

应ꎮ 在 Ｃｒｙ１Ａｃ 蛋白作用下ꎬ转染 ＭｓＣＡＤ 的 ＴｎＨ５ 细

胞能够激活 ＰＫＡ / ＡＣ 通路引起的死亡反应ꎬ但是

ＣＦ１ 细胞中 Ｃｒｙ１Ａｃ 并不激活 ＰＫＡ / ＡＣ 通路ꎬ而是引

起细胞凋亡(Ｓｏｂｅｒｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ ＣＡＤ 与 Ｃｒｙ 蛋白

的互作随着鳞翅目昆虫种类的不同而变化(Ｓｔｅｖｅｎｓ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎮ 因此ꎬ不同类别的 Ｃｒｙ 蛋白与不同种类

昆虫的 ＣＡＤ 互作需要进行具体研究ꎮ
前期的研究结果表明ꎬ利用 ＲＮＡｉ 沉默二化螟

ＣＡＤ１ 基因后ꎬ二化螟对于 Ｃｒｙ 蛋白的敏感性下降ꎬ猜
想二化螟 ＣＡＤ１ 是 Ｃｒｙ２Ａ 和 Ｃｒｙ１Ｃ 的潜在受体

(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎮ 本研究构建原核表达载体获得

二化螟 ＣＡＤ１ 蛋白ꎬ利用 Ｌｉｇａｎｄ ｂｌｏｔ 技术分析二化螟

ＣＡＤ１ 蛋白与 Ｃｒｙ１Ａｃ 和 Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白的结合能力ꎬ初
步验证二化螟 ＣＡＤ 的功能ꎬ为进一步阐明二化螟钙

黏蛋白 ＣＡＤ１ 的 Ｃｒｙ 蛋白受体功能提供理论支持ꎬ也
起到丰富和完善 Ｂｔ 蛋白杀虫机理的作用ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 供试昆虫

供试昆虫为二化螟敏感品系ꎬ由本课题组室内

培养 ２０ 代以上ꎮ 二化螟幼虫用人工饲料饲养ꎬ成虫

喂以 １０％蔗糖水ꎮ 培养条件:温度(２７±１) ℃ꎬ光周

期 １６ Ｌ ∶ ８ Ｄꎬ相对湿度(６５±１０)％ꎮ
１.２　 主要试剂

ＴａｑＤＮＡ 聚合酶(Ｔａｋａｒａ 公司)、胶回收试剂盒

(Ａｘｙｇｅｎ 公司)、ｐｅａｓｙ￣Ｔ１ 载体和 Ｔｒａｎｓ ＢＬ２１ (ＤＥ３)
表达感受态细胞(全式金公司)、限制性内切酶(Ｆｅｒ￣
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ｍｅｎｔａｓ 公司)、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶(Ｐｒｏｍｅｇａ 公司)、１０％
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶配制所用的 ＴＥＭＥＤ 和 Ｔｒｉｓ￣ｂａｓｅ(武
汉鼎国生物技术有限公司)、硝酸纤维素膜(ＮＣ 膜)
(Ｂｉｏ￣ｒａｄ 公司)、ＥＣＬ 试剂盒 (Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公

司)、活化的 ＣｒｙｌＡｃ 和 Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白(美国一龙公司

Ｅｎｖｉｒｏｌｏｇｉｘ Ｉｎｃ.)ꎮ Ｔｒａｎｓ１￣Ｔ１ 感受态细胞为本实验室

保存ꎬＰＢＳ、ＰＢＳＴ 缓冲液和蛋白纯化时所使用的 Ｉｎ￣
ｃｌｕｓｉｏｎ ｂｉｎｇｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 为本实验室配制ꎬ其余试剂均

为国产分析纯ꎮ
１.３　 原核表达载体的构建与鉴定

根据已发表的二化螟 ＣＡＤ１ 基因序列(Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ: ＤＱ８２１５２３.２)ꎬ采用 Ｐｒｉｍｅｒ３ｗｅｂ 在线设计特异

性引物ꎬ正向引物 ５′￣ＴＧＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＴＡＧＣＧＧＡ￣
ＣＡＧＣＡＧＣＣＴＧＧ￣３′ꎬ反向引物 ５′￣ＴＣＣＣＴＣＧＡＧＴＡＧＣ￣
ＣＧＧＡＡＴＴＧＣＴＴＧＴＴＧＧＴＧＡＡＣ￣３′ꎬ为了便于将目的基

因克隆到表达载体上ꎬ在正向、反向引物中分别设计

了 ＮｏｔＩ 和 ＸｈｏＩ 酶切位点(下划线表示)ꎮ 以二化螟

中肠 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬＰＣＲ 扩增体系为

２０ μＬ:上下游引物各 ０.４ μＬꎬ模板 １ μＬꎬＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ
Ｗａｔｅｒ １２.８ μＬꎬＬＡ ＴａｑＤＮＡ 聚合酶 ０.２ μＬꎬＬＡ Ｂｕｆｆｅｒ
２.０ μＬꎬｄＮＴＰ ３.２ μＬꎮ ＰＣＲ 反应条件:９５ ℃预变性 ３
ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎꎬ
３５ 个循环ꎻ７２ ℃终延伸 １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物经 １％琼

脂糖凝胶电泳回收纯化ꎬ连接到 ｐｅａｓｙ￣Ｔ１ 载体上ꎬ转
化到 Ｔｒａｎｓ１￣Ｔ１ 感受态细胞ꎬ培养后挑取阳性单克隆

送上海生工生物工程有限公司进行测序ꎮ
ＮｏｔＩ 和 ＸｈｏＩ 双酶切含有 ＣｓＣＡＤ１ 的 ｐｅａｓｙ￣Ｔ１ 载

体ꎬ经 １％琼脂糖凝胶电泳纯化并回收酶切产物ꎬ用
Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连接同样经过双酶切并回收的 ｐＥＴ￣
２８ａ￣(＋)载体ꎬ转化到 Ｔｒａｎｓ１￣Ｔ１ 感受态细胞ꎬ培养后

挑取阳性单克隆对其进行测序鉴定ꎮ
１.４　 目的蛋白的诱导表达和鉴定

将测序正确的 ｐＥＴ￣２８ａ￣(＋)￣ＣｓＣＡＤ１ 重组质粒

１ μＬ 加入 １００ μＬ Ｔｒａｎｓ ＢＬ２１ 感受态细菌中ꎬ加入

８００ μＬ 的 ＬＢ 液体培养基ꎬ３７ ℃振荡培养 １ ｈꎬ４０００ ｇ
离心 ２ ｍｉｎ 后ꎬ弃上清ꎬ留 １００ μＬ 菌液重旋沉淀使其

均匀ꎬ全部涂于含 ５０ ｍｇ􀅰Ｌ－１卡那霉素(Ｋａｎａ)的 ＬＢ
平板ꎬ３７ ℃倒置培养过夜ꎮ 第 ２ 天进行 ＰＣＲ 验证ꎬ
取 １０ μＬ 单克隆正确的菌液ꎬ于 １０ ｍＬ Ｋａｎａ 液体培

养基中扩大培养至 Ｄ６００值达到 ０.５ ~ ０.８ 时ꎬ加 ＩＰＴＧ
至终浓度为 １.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬ于 ３７ ℃继续诱导 ４ ｈꎬ以
不加 ＩＰＴＧ 诱导作为阴性对照ꎮ 诱导结束后ꎬ取该表

达菌株ꎬ１２０００ ｇ 离心 １ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ向沉淀加 １００
μＬ １×ＳＤＳ 缓冲液重悬菌体ꎬ１００ ℃水浴 ５ ｍｉｎ 使蛋

白变性ꎬ置于－２０ ℃冰箱保存ꎮ 之后进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
电泳检测ꎮ
１.５　 目的蛋白的 Ｎｉ 柱亲和纯化

由于二化螟 ＣＡＤ 是以包涵体形式表达ꎬ需用 １０
ｍＬ 含有 ８ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１尿素的 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 平衡层析

柱ꎬ另用含尿素的 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 重悬沉淀ꎬ充分混

匀ꎬ使包涵体溶解ꎬ４ ℃、１２０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ取上清

液作为上样样品ꎮ 往层析柱加入样品ꎬ盖紧盖子ꎬ封
口膜封好ꎬ待其与层析柱充分结合ꎬ先用 １０ ｍＬ Ｂｉｎｄ￣
ｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 洗脱杂蛋白ꎬ再用不同质量的咪唑和 Ｂｉｎｄ￣
ｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 配制成不同浓度的洗脱液(ｐＨ 调至 ７.９)ꎬ
依次洗脱目的蛋白并收集ꎬ从每管收集的纯化蛋白

中取出 １０ μＬ 作为样品ꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检测ꎮ
１.６　 Ｃｒｙ 蛋白的定量制备

用 ＰＢＳ 缓冲液溶解 Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ２Ａａ 的蛋白干

粉ꎬ以牛血清白蛋白(ＢＳＡ)作为标准蛋白ꎬ采用分光

光度计法制作其标准曲线并测定样品浓度ꎬ配好的

Ｃｒｙ 蛋白置－８０ ℃保存ꎮ
１.７　 目的蛋白 ＣｓＣＡＤ１ 与 Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ２Ａａ 的结合

分析

将纯化后的 ＣｓＣＡＤ１ 蛋白转移至 ＮＣ 膜ꎬ用含

５％脱脂牛奶的 ＰＢＳＴ 在室温下封闭 ２ ｈꎻ分别转移至

含有蛋白量 ４、２、１ μｇ 的 Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ２Ａａ 的 ＰＢＳＴ 中ꎬ
３７ ℃孵育 ２ ｈꎻ用 ＰＢＳＴ 洗涤 ＮＣ 膜 ６ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ
然后与 Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ２Ａａ 的抗体(１ ∶ ３５００)孵育２ ｈꎬ再
用 ＰＢＳＴ 洗涤 ＮＣ 膜 ６ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ之后用辣根过

氧化物酶标记的二抗(１ ∶ ３５００)孵育 ２ ｈꎬ待 ＮＣ 膜晾

干ꎬ采用 ＥＣＬ 试剂盒发光显色ꎬ显影液观察结果ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 ＣｓＣＡＤ１蛋白的诱导表达及纯化

将带有重组质粒 ＣＡＤ１—ｐＥＴ￣２８ａ￣(＋)的 ＢＬ２１
菌株进行诱导表达ꎬ将目的蛋白进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检

测ꎬ并以未加 ＩＰＴＧ 进行诱导作为阴性对照ꎬ从染色

结果中可以看到ꎬ目的蛋白为一分子质量 ４４ Ｋｕ 左右

的蛋白条带(图 １Ａ)ꎬ其分子质量与目的片段通过

ＤＮＡｍａｎ 软件预测的蛋白分子质量相符合ꎬ初步表明

目的蛋白成功表达ꎮ
将表达成功的目的蛋白经 Ｎｉ 柱纯化后ꎬＳＤＳ￣

ＰＡＧＥ 电泳显示其条带单一(图 １Ｂ)ꎬ表明纯度较好ꎬ
可用于后续 Ｌｉｇａｎｄ ｂｌｏｔ 分析与 Ｃｒｙ 蛋白的结合实验ꎮ

􀅰１５２􀅰　 第 ４ 期 周浩等: 二化螟钙黏蛋白 ＣＡＤ１ 的原核表达及与 Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白的结合



 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

图 １　 二化螟 ＣＡＤ１蛋白的原核表达和纯化
Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

Ｃ. ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ ＣＡＤ１
Ａ:二化螟 ＣＡＤ１ 蛋白的原核表达ꎮ Ｍꎬ蛋白质标准品ꎬ未加 ＩＰＴＧ

诱导的总蛋白ꎮ ２ꎬＩＰＴＧ 诱导的总蛋白ꎬ箭头所示为诱导蛋白所在位置ꎻ
Ｂ:二化螟 ＣＡＤ１ 蛋白的纯化ꎬ１~４ 分别为不同上样量的纯化蛋白ꎮ
Ａ: Ｔｈｅ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃ. ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ ＣＡＤ１. Ｍꎬ Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｓｔａｎｄａｒｄ. １ꎬ Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ＩＰＴＧ. ２ꎬ Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＩＰＴＧ. Ｔｈｅ ａｒｒｏｗ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ. ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ ＣＡＤ１.
１~４ꎬ Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｏｕｎｔｓ.

２.２　 ＣｓＣＡＤ１ 蛋白与 Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ２Ａａ 的结合

为了检测 ＣｓＣＡＤ１ 蛋白能否与 Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ２Ａａ
蛋白结合ꎬ进行了 Ｌｉｇａｎｄ ｂｌｏｔ 实验ꎮ 先在 ＮＣ 膜上封

闭 ＣｓＣＡＤ１ 蛋白ꎬ将蛋白量分别为 ４、２ 和 １ μｇ 的

Ｃｒｙ１Ａｃ 或 Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白与 ＮＣ 膜结合ꎬ再分别与

Ｃｒｙ１Ａｃ 或 Ｃｒｙ２Ａａ 的抗体结合ꎬ加入辣根过氧化物酶

标记的二抗与一抗结合ꎬ最后进行显色反应ꎮ 结果

表明ꎬＣｒｙ１Ａｃ 和 Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白均能够与 ＣｓＣＡＤ１ 蛋白

结合ꎬ并且随着 Ｃｒｙ１Ａｃ 和 Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白量的增加ꎬＣｓ￣
ＣＡＤ１ 蛋白与二者结合的条带更亮(图 ２)ꎬ表明在二

化螟中 ＣＡＤ 蛋白具有与 Ｃｒｙ 蛋白结合的能力ꎬＣＡＤ１
蛋白可能是 Ｃｒｙ１Ａｃ 和 Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白的潜在受体ꎮ

３　 讨论
Ｃｒｙ 蛋白与昆虫中肠 ＢＢＭＶ 上的蛋白相结合是

其发挥杀虫活性的基础ꎬ也是 Ｃｒｙ 杀虫特异性的关键

(Ｂｒａｖｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４)ꎮ ２ 种公认的 Ｃｒｙ 蛋白作用机制

中ꎬＣＡＤ 作为结合蛋白均参与 Ｃｒｙ 蛋白的杀虫活性ꎮ
ＣＡＤ 是研究比较深入的受体蛋白ꎬ在不同的昆虫中ꎬ
被鉴定为不同 Ｃｒｙ 蛋白的结合蛋白或受体ꎬ或者同一

昆虫体内多个结合蛋白参与 Ｃｒｙ 的活性功能ꎬ已报道

ＣＡＤ 和 ＡＰＮ 是二化螟体内 Ｃｒｙ１Ａｄ 毒素的结合蛋白

(Ｑｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎮ 本研究证实 Ｃｒｙ１Ａｃ 和 Ｃｒｙ２Ａａ 蛋

白可以与二化螟中肠的 ＢＢＭＶｓ 结合ꎬ并能与原核表

达的 ＣｓＣＡＤ１ 蛋白结合ꎬ这可能是 Ｃｒｙ１Ａｃ 和 Ｃｒｙ２Ａａ
蛋白对二化螟起作用的重要机制ꎮ

图 ２　 二化螟 ＣＡＤ１ 与 Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白

的结合
Ｆｉｇ.２　 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ. ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ ＣＡＤ１ ｗｉｔｈ

Ｃｒｙ１Ａｃ ａｎｄ Ｃｒｙ２Ａａ ｐｒｏｔｅｉｎ
Ａ:二化螟 ＣＡＤ１ 蛋白与 Ｃｒｙ１Ａｃ 蛋白的结合ꎬＭ:蛋白质标准品ꎻ
１~３ 依次为上样量 ４、２ 和 １ μｇ 的 Ｃｒｙ１Ａｃ 蛋白ꎮ Ｂ:二化螟 ＣＡＤ１

蛋白与 Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白的结合ꎬＭ:蛋白质标准品ꎻ
１~３ 依次为上样量 ４、２ 和 １ μｇ 的 Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白ꎮ

Ａ: Ｂｉｎｄｉｎｇ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ. ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ ＣＡＤ１ ａｎｄ ｔｈｅ Ｃｒｙ１Ａｃ ｐｒｏｔｅｉｎ.
Ｍꎬ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｔａｎｄａｒｄ. １~３ꎬ Ｃｒｙ１Ａｃ ｔｏｘｉｎ ｏｆ ４ ꎬ ２ ａｎｄ １ μｇꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ Ｂ: Ｂｉｎｄｉｎｇ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ. ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ ＣＡＤ１ ａｎｄ

ｔｈｅ Ｃｒｙ２Ａａ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｍꎬ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｔａｎｄａｒｄ. １~３ꎬ Ｃｒｙ１Ａｃ
ｔｏｘｉｎ ｏｆ ４ ꎬ ２ ａｎｄ １ μｇꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

ＣＡＤ 定位于中肠上皮细胞ꎬ不同物种中 ＣＡＤ 作

为结合蛋白的功能并不相同ꎬ这已在部分鳞翅目、鞘翅

目和双翅目昆虫的中得到验证(Ｐａｒｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ 一

些鳞翅目昆虫体内 ＣＡＤ 已经被鉴定为 Ｃｒｙ１Ａ 蛋白的

受体ꎬ如棉铃虫、棉红铃虫、甜菜夜蛾 Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｅｘｉｇｕａ
Ｈüｂｎｅｒ 和欧洲玉米螟等(Ｆｌａｎｎａｇａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５ꎻ Ｍｏｒｉｎ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎮ 由于昆虫物种的丰富

性和 Ｃｒｙ 毒性的多样性ꎬ不同物种中 ＣＡＤ 蛋白的作用

差异较大(Ｒｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６ꎻ Ｓｔｅｖｅｎｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎮ 甜菜

夜蛾 ＣＡＤ 蛋白报道作为 Ｃｒｙ１Ｃａ 受体(Ｇｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５ꎻ Ｒｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎬ然而ꎬ基因沉默其 ８０％ ＣＡＤ 基

因表达仅导致其对 Ｃｒｙ１Ｃａ 的敏感性降低 ５０％ꎬ表明甜

菜夜蛾体内还存在其他的 Ｃｒｙ１Ｃａ 结合蛋白或受体

(Ｇｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５ꎻ Ｒｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎮ 表达 ＨｖＣＡＤ
(Ｈｅｌｉｏｔｈｉｓ ｖｉｒｅｓｃｅｎｓ ＣＡＤ)的细胞可与 Ｃｒｙ１Ａ 蛋白结合ꎬ
但不能与 Ｃｒｙ１Ｆａ 结合(Ｊｕｒａｔ￣Ｆｕｅｎｔｅｓ ＆ Ａｄａｎｇꎬ２００６ꎻ
Ｓｏｂｅｒｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ 相反ꎬ有报道 Ｃｒｙ１Ａ 和 Ｃｒｙ１Ｆａ
在 Ｈ. ｖｉｒｅｓｃｅｎｓ 中肠膜上具有共同的结合位点ꎬ并且

Ｃｒｙ１Ａｃ 抗性的Ｈｅｌｉｏｔｈｉｓ ｖｉｒｅｓｃｅｎｓ 与Ｃｒｙ１Ｆａ 存在交互抗
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性(Ｇｏｕｌｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９５ꎻ Ｓｏｂｅｒｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ 后来研究

表明ꎬＨｖＣＡＤ 是 Ｃｒｙ１Ａ 类蛋白而不是 Ｃｒｙ１Ｆａ 蛋白的

唯一受体ꎬ交互抗性可能是与 ＣＡＤ 不同的其他结合蛋

白的突变引起的(Ｊｕｒａｔ￣Ｆｕｅｎｔｅｓ ＆ Ａｄａｎｇꎬ２００６ꎻ Ｓｏｂｅｒｏｎ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 小菜蛾 Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ( Ｌ.) 体内

Ｃｒｙ１Ａｃ 的功能受体是 ＡＢＣＣ２ 而不是 ＣＡＤ 蛋白ꎬＣＡＤ
蛋白起辅助作用ꎬ其 ＣＡＤ 在 Ｂｔ 作用机理中的重要性

随着鳞翅目昆虫种类的不同而变化(Ｓｔｅｖｅｎｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７)ꎮ 小粉虫 Ａｌｐｈｉｔｏｂｉｕｓ ｄｉａｐｅｒｉｎｕｓ (Ｐａｎｚｅｒ)体内一

个 １８５ ｋｕ ＡｄＣａｄ１ 蛋白被鉴定为 Ｃｒｙ３Ｂｂ 蛋白的受体ꎬ
沉默 ＡｄＣａｄ１ 基因导致小粉虫对Ｃｒｙ３Ｂｂ 的敏感性明显

降低(Ｈｕａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ 双翅目昆虫中ꎬＣＡＤ 调节埃

及伊蚊 Ａｅｄｅｓ Ａｅｇｙｐｔｉ (Ｌ.) Ｃｒｙ１１Ａａ 对其幼虫的毒性ꎬ
沉默其 ＣＡＤ 基因导致其对 Ｃｒｙ１１Ａａ 的敏感性降低

(Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５ꎻ Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ￣Ａｌｍａｚａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２ꎻ Ｚｈａｎｇ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５)ꎮ 研究显示ꎬ冈比亚按蚊 Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ ｇａｍｂｉａｅ
Ｇｉｌｅｓ 体内 ２ 个ＣＡＤ 基因中ꎬＡｇＣａｄ１ 蛋白不是Ｃｒｙ１１Ｂａ
的受体ꎬＡｇＣａｄ２ 蛋白可能是 Ｃｒｙ１１Ｂａ 的功能受体(Ｈｕａ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)ꎮ 同样ꎬ埃及伊蚊中ꎬ沉默 ＣＡＤ 基因并不

影响 Ｃｒｙ４Ｂａ 的毒性ꎬ而沉默 ＣＡＤ 基因导致幼虫对

Ｃｒｙ１１Ａａ 展现较高的抗性(Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ￣Ａｌｍａｚａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１２ꎻ Ｓｏｂｅｒｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ 相反ꎬ转染 ＳｅＣＡＤ 细胞并

没有增加对 Ｃｒｙ１Ａｃ 的敏感性ꎬ但却导致了对 Ｃｒｙ１Ｃ 蛋

白的敏感(Ｒｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６ꎻ Ｓｏｂｅｒｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ
许多昆虫对 Ｃｒｙ 蛋白的作用机制和抗性机制

存在明显差异ꎬ只有深入研究每个物种的具体情况

才能更好地应用 Ｃｒｙ 蛋白进行害虫防治(Ｆａｂｒｉｃｋ ＆
Ｗｕꎬ２０１５)ꎮ 对二化螟 ＣＡＤ 蛋白最新研究发现ꎬ
ｓｉＲＮＡ 干扰 ＣＡＤ１ 或 ＣＡＤ２ 基因后二化螟幼虫具有

低死亡率和高存活率ꎬ表明 ＣＡＤ１ 或 ＣＡＤ２ 基因的

表达与 Ｃｒｙ２Ａ 和 Ｃｒｙ１Ｃ 蛋白在二化螟体内的毒性

相关(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎮ 本研究结果进一步证实

ＣＡＤ１ 蛋白可与 Ｃｒｙ１Ａｃ 和 Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白相结合ꎬ是
它们潜在的受体蛋白ꎬ为二化螟体内 Ｃｒｙ 蛋白的结

合蛋白和 /或潜在的受体蛋白的研究提供基础ꎮ
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ｌｉｏｔｈｉｓ ｖｉｒｅｓｃｅｎｓ ( Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ: Ｎｏｃｔｕｉｄａｅ) ｓｔｒａｉｎ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ ｔｏｘｉｎｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｅｃｏｎｏｍｉｃ Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｙꎬ ８８(６): １５４５－１５５９.

ＨＵ Ｘꎬ ＺＨＡＮＧ Ｘꎬ ＺＨＯＮＧ Ｊꎬ ＬＩＵ Ｙꎬ ＺＨＡＮＧ Ｃꎬ ＸＩＥ Ｙꎬ ＬＩＮ
Ｍꎬ ＸＵ Ｃꎬ ＬＵ Ｌꎬ ＺＨＵ Ｑꎬ ＬＩＵ Ｘꎬ ２０１８. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｃｒｙ１Ａｃ ｔｏｘｉｎ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ｉｎ Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｌｏｓｔｅｌｌａ ｃａｄｈｅｒｉｎ￣
ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｄ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｔｈｅｉｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅ ｂｙ ｍｏｌｅｃｕ￣
ｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ａｎｄ ｓｉｔｅ￣ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ. Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒ￣
ｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ １１１: ８２２－８３１.

ＨＵＡ Ｇꎬ ＰＡＲＫ Ｙꎬ ＡＤＡＮＧ Ｍ Ｊꎬ ２０１４. Ｃａｄｈｅｒｉｎ ＡｄＣａｄ１ ｉｎ
Ａｌｐｈｉｔｏｂｉｕｓ ｄｉａｐｅｒｉｎｕｓ ｌａｒｖａｅ ｉｓ ａ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｏｆ Ｃｒｙ３Ｂｂ ｔｏｘｉｎ
ｆｒｏｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ. Ｉｎｓｅｃｔ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕ￣
ｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ４５: １１－１７.

ＨＵＡ Ｇꎬ ＺＨＡＮＧ Ｑꎬ ＺＨＡＮＧ Ｒꎬ ＡＢＤＵＬＬＡＨ Ａ Ｍꎬ ＬＩＮＳＥＲ
Ｐ Ｊꎬ ＡＤＡＮＧ Ｍ Ｊꎬ ２０１３. ＡｇＣａｄ２ ｃａｄｈｅｒｉｎ ｉｎ Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ

􀅰３５２􀅰　 第 ４ 期 周浩等: 二化螟钙黏蛋白 ＣＡＤ１ 的原核表达及与 Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白的结合



 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

ｇａｍｂｉａｅ ｌａｒｖａｅ ｉｓ ａ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｏｆ Ｃｒｙ１１Ｂａ ｔｏｘｉｎ ｏｆ Ｂａ￣
ｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ ｓｕｂｓｐ. ｊｅｇａｔｈｅｓａｎ. Ｉｎｓｅｃｔ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ４３(２): １５３－１６１.

ＪＵＲＡＴ￣ＦＵＥＮＴＥＳ Ｊ Ｌꎬ ＡＤＡＮＧ Ｍ Ｊꎬ ２００６. Ｃｒｙ ｔｏｘｉｎ ｍｏｄｅ ｏｆ
ａｃｔｉｏｎ ｉｎ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｈｅｌｉｏｔｈｉｓ ｖｉｒｅｓｃｅｎｓ ｌａｒｖａｅ.
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｎｖｅｒｔｅｂｒａｔｅ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ ９２(３): １６６－１７１.

ＪＵＲＡＴ￣ＦＵＥＮＴＥＳ Ｊ Ｌꎬ ＣＲＩＣＫＭＯＲＥ Ｎꎬ ２０１７. Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｄｅ￣
ｔｅｒｍｉｎａｎｔｓ ｆｏｒ Ｃｒｙ ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ: ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅｉｒ
ｍｏｄｅ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｎｖｅｒｔｅｂｒａｔｅ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ １４２: ５－１０.

ＬＥＥ Ｓ Ｂꎬ ＣＨＥＮ Ｊꎬ ＡＩＭＡＮＯＶＡ Ｋ Ｇꎬ ＧＩＬＬ Ｓ Ｓꎬ ２０１５. Ａｅｄｅｓ
ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｖｏ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ Ｃｒｙ１１Ａａ ｔｏｘｉｎ ｔｏ
Ａｅｄｅｓ ａｅｇｙｐｔｉ. Ｐｅｐｔｉｄｅｓꎬ ６８: １４０－１４７.

ＭＥＬＯ Ａ Ｌꎬ ＳＯＣＣＯＬ Ｖ Ｔꎬ ＳＯＣＣＯＬ Ｃ Ｒꎬ ２０１６. Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ: ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎꎬ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬ ａｎｄ ｎｅｗ ａｐ￣
ｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ: ａ ｒｅｖｉｅｗ. Ｃｒｉｔｉｃａｌ Ｒｅｖｉｅｗｓ ｉｎ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ３６
(２): ３１７－３２６.

ＭＯＲＩＮ Ｓꎬ ＢＩＧＧＳ Ｒ Ｗꎬ ＳＩＳＴＥＲＳＯＮ Ｍ Ｓꎬ ＳＨＲＩＶＥＲ Ｌꎬ
ＥＬＬＥＲＳ￣ＫＩＲＫ Ｃꎬ ＨＩＧＧＩＮＳＯＮ Ｄꎬ ＨＯＬＬＥＹ Ｄꎬ ＧＡＨＡＮ
Ｌ Ｊꎬ ＨＥＣＫＥＬ Ｄ Ｇꎬ ＣＡＲＲＩＥＲＥ Ｙꎬ ＤＥＮＮＥＨＹ Ｔ Ｊꎬ
ＢＲＯＷＮ Ｊ Ｋꎬ ＴＡＢＡＳＨＮＩＫ Ｂ Ｅꎬ ２００３. Ｔｈｒｅｅ ｃａｄｈｅｒｉｎ ａｌ￣
ｌｅｌｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ ｉｎ
ｐｉｎｋ ｂｏｌｌｗｏｒｍ. Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉ￣
ｅｎｃｅｓꎬ １００(９): ５００４－５００９.

ＰＡＲＤＯ￣ＬＯＰＥＺ Ｌꎬ ＳＯＢＥＲＯＮ Ｍꎬ ＢＲＡＶＯ Ａꎬ ２０１３. Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄａｌ ｔｈｒｅｅ￣ｄｏｍａｉｎ Ｃｒｙ ｔｏｘｉｎｓ: ｍｏｄｅ ｏｆ
ａｃｔｉｏｎꎬ ｉｎｓｅｃｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｃｒｏｐ ｐｒｏｔｅｃ￣
ｔｉｏｎ. ＦＥＭＳ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｒｅｖｉｅｗｓꎬ ３７(１): ３－２２.

ＰＡＲＫ Ｙꎬ ＨＵＡ Ｇꎬ ＴＡＹＬＯＲ Ｍ Ｄꎬ ＡＤＡＮＧｇ Ｍ Ｊꎬ ２０１４. Ａ ｃｏ￣
ｌｅｏｐｔｅｒａｎ ｃａｄｈｅｒｉｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｓｙｎｅｒｇｉｚｅｓ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ ｔｏｘｉｎｓ Ｃｒｙ３Ａａꎬ Ｃｒｙ３Ｂｂꎬ ａｎｄ Ｃｒｙ８Ｃａ ａｇａｉｎｓｔ
ｌｅｓｓｅｒ ｍｅａｌｗｏｒｍꎬ Ａｌｐｈｉｔｏｂｉｕｓ ｄｉａｐｅｒｉｎｕｓ ( Ｃｏｌｅｏｐｔｅｒａ:
Ｔｅｎｅｂｒｉｏｎｉｄａｅ). Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｎｖｅｒｔｅｂｒａｔｅ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ １２３: １－５.

ＰＩＧＯＴＴ Ｃ Ｒꎬ ＥＬＬＡＲ Ｄ Ｊꎬ ２００７. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ ｃｒｙｓｔａｌ ｔｏｘｉｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｒｅｖｉｅｗｓꎬ ７１(２): ２５５－２８１.

ＱＩＵ Ｌꎬ ＦＡＮ Ｊꎬ ＺＨＡＮＧ Ｂꎬ ＬＩＵ Ｌꎬ ＷＡＮＧ Ｘꎬ ＬＥＩ Ｃꎬ ＬＩＮ Ｙꎬ
ＭＡ Ｗꎬ ２０１７. ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄ￣
ａｓｅ Ｎ ｇｅｎｅｓ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｌｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ
ｌａｒｖａｅ ｔｏ Ｃｒｙ１Ａｂ / Ｃｒｙ１Ａｃ ａｎｄ Ｃｒｙ１Ｃａ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｒｉｃｅ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｎｖｅｒｔｅｂｒａｔｅ Ｐａｔｈｏｌｏｇꎬ １４５: ９－１２.

ＲＥＮ Ｘ Ｌꎬ ＪＩＡＮＧ Ｗ Ｌꎬ ＭＡ Ｙ Ｊꎬ ＨＵ Ｈ Ｙꎬ ＭＡ Ｘ Ｙꎬ ＭＡ Ｙꎬ ＬＩ
Ｇ Ｑꎬ ２０１６. Ｔｈｅ Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｅｘｉｇｕａ (Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ: Ｎｏｃｔｕｉｄａｅ)
ＡＢＣＣ２ ｍｅｄｉａｔｅｓ Ｃｒｙ１Ａｃ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄꎬ ｉｎ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ
ｃａｄｈｅｒｉｎꎬ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｅｎｈａｎｃｅ Ｃｒｙ１Ｃａ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎ Ｓｆ９ ｃｅｌｌｓ.
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｃｏｎｏｍｉｃ Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｙꎬ １０９(６): ２２８１－２２８９.

ＲＯＤＲＩＧＵＥＺ￣ＡＬＭＡＺＡＮ Ｃꎬ ＲＥＹＥＳ Ｅ Ｚꎬ ＺＵＮＩＧＡ￣ＮＡ￣

ＶＡＲＲＥＴＥ Ｆꎬ ＭＵＮＯＺ￣ＧＡＲＡＹ Ｃꎬ ＧＯＭＥＺ Ｉꎬ ＥＶＡＮＳ Ａ
Ｍꎬ ＬＩＫＩＴＶＩＶＡＴＡＮＡＶＯＮＧ Ｓꎬ ＢＲＡＶＯ Ａꎬ ＧＩＬＬ Ｓ Ｓꎬ ＳＯ￣
ＢＥＲＯＮ Ｍꎬ ２０１２. Ｃａｄｈｅｒｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｉｓ ｎｏｔ ａ ｌｉｍｉｔｉｎｇ ｓｔｅｐ ｆｏｒ
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ ｓｕｂｓｐ. ｉｓｒａｅｌｅｎｓｉｓ Ｃｒｙ４Ｂａ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｏ Ａｅ￣
ｄｅｓ ａｅｇｙｐｔｉ ｌａｒｖａｅ. Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ４４３(３): ７１１－７１７.

ＳＯＢＥＲＯＮ Ｍꎬ ＰＯＲＴＵＧＡＬ Ｌꎬ ＧＡＲＣＩＡ￣ＧＯＭＥＺ Ｂ Ｉꎬ ＳＡＮＣＨＥＺ Ｊꎬ
ＯＮＯＦＲＥ Ｊꎬ ＧＯＭＥＺ Ｉꎬ ＰＡＣＨＥＣＯ Ｓꎬ ＢＲＡＶＯ Ａꎬ ２０１８. Ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅｓ ａｓ ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ Ｃｒｙ ｔｏｘｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇ￣
ｉｅｎｓｉｓ. Ｉｎｓｅｃｔ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ９３: ６６－７８.

ＳＴＥＶＥＮＳ Ｔꎬ ＳＯＮＧ Ｓꎬ ＢＲＵＮＩＮＧ Ｊ Ｂꎬ ＣＨＯＯ Ａꎬ ＢＡＸＴＥＲ Ｓ
Ｗꎬ ２０１７. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ａ ｍｏｔｈ ａｂｃｃ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｄｒｏ￣
ｓｏｐｈｉｌａ ｃａｕｓｅｓ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｏ Ｂｔ Ｃｒｙ１Ａｃ ｗｉｔｈｏｕｔ ｒｅｑｕｉｒｉｎｇ ａ
ｃａｄｈｅｒｉｎ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ. Ｉｎｓｅｃｔ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃ￣
ｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ８０: ６１－７０.

ＴＡＮＡＫＡ Ｓꎬ ＭＩＹＡＭＯＴＯ Ｋꎬ ＮＯＤＡ Ｈꎬ ＪＵＲＡＴ￣ＦＵＥＮＴＥＳ Ｊ
Ｌꎬ ＹＯＳＨＩＺＡＷＡ Ｙꎬ ＥＮＤＯ Ｈꎬ ＳＡＴＯ Ｒꎬ ２０１３. Ｔｈｅ ＡＴＰ－

ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ Ｃ ｍｅｍｂｅｒ ２ ｉｎ Ｂｏｍ￣
ｂｙｘ ｍｏｒｉ ｌａｒｖａｅ ｉｓ ａ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆｏｒ Ｃｒｙ ｔｏｘｉｎｓ ｆｒｏｍ
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ. ＦＥＢＳ Ｊｏｕｒａｎｌꎬ ２８０(８): １７８２－１７９４.
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