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二化螟 ＡＰＮ１ 的原核表达及其与
Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白的结合特性研究
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摘要: 【目的】Ｂｔ 杀虫蛋白发挥杀虫活性的重要前提是 Ｃｒｙ 蛋白能够与昆虫中肠上皮细胞刷状缘膜囊(ＢＢＭＶｓ)上的受体蛋白

结合ꎮ 在前期获得二化螟氨肽酶 Ｎ１(Ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ ＮꎬＡＰＮ１)基因全长序列的基础上ꎬ明确二化螟 ＡＰＮ１ 多肽片段与 Ｃｒｙ２Ａａ
的结合能力ꎮ 【方法】将二化螟 ＡＰＮ１ 序列片段在大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)中表达ꎬ利用蛋白质单向电泳和 ｌｉｇａｎｄ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 技术分

析二化螟 ＡＰＮ１ 多肽片段与 Ｃｒｙ２Ａａ 的结合能力ꎮ 【结果】重组载体可在表达菌株 ＢＬ２１(ＤＥ３)中表达一个约 ７０ ｋｕ 的蛋白ꎬ纯
化后的多肽条带单一ꎬ纯度较好ꎮ Ｌｉｇａｎｄ ｂｌｏｔ 分析结果显示ꎬ表达的二化螟 ＡＰＮ１ 多肽片段可以与活化的 Ｃｒｙ２Ａａ 杀虫蛋白结

合ꎬ且结合条带随着重组蛋白上样量的降低而减弱ꎮ 【结论】ＡＰＮ１ 多肽片段可以与 Ｃｒｙ２Ａａ 结合ꎬ为阐明 ＡＰＮ１ 基因的功能奠

定基础ꎬ也为其他 Ｂｔ 蛋白的受体蛋白相关研究提供新的借鉴ꎮ
关键词: Ｃｒｙ２Ａａꎻ 二化螟ꎻ ＡＰＮ１ꎻ 原核表达ꎻ 结合能力
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　 　 苏云金芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓꎬＢｔ)属革

兰氏阳性菌ꎬ在芽孢形成时会产生具有杀虫活性的

伴孢晶体蛋白ꎬ主要分为 Ｃｒｙ 蛋白和 Ｃｙｔ 蛋白 ２ 类

(Ｃｒｉｃｋｍｏｒｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９８)ꎬ其中 Ｃｒｙ 蛋白是最常见的杀

虫蛋白ꎮ 由于 Ｂｔ 杀虫蛋白具有比较好的高效性和专

一性ꎬ被认为是良好的化学农药替代物ꎬ表达 Ｂｔ 蛋白

的转基因作物和微生物杀虫剂也被广泛应用于害虫

防治(Ｂｒａｖｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１)ꎮ 由于 ２０ 世纪 ９０ 年代初期

棉铃虫Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａ (Ｈüｂｎｅｒ)大暴发ꎬ对我国

棉花产业造成严重损失ꎬ对棉铃虫具有高效杀虫活

性的转基因棉花(主要表达 Ｃｒｙ１Ａｃ)首先在我国广泛

种植ꎮ 转基因作物的种植面积不断扩大ꎬ由 １９９７ 年

的 １７０ 万 ｈｍ２ 增加至 ２０１６ 年的 １.８５ 亿 ｈｍ２ꎬ其中抗

虫转基因作物高达 ４１％ (ＩＳＡＡＡꎬ２０１６ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８))ꎮ 然而ꎬ单一、大面积种植转基因作物增加了

棉铃虫等靶标害虫的抗性风险ꎬ成为 Ｃｒｙ 蛋白在害虫

防治中可持续利用的重大威胁(Ｈａｇｅｎｂｕｃｈｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７ꎻ Ｖｏｎ Ｋａｎｅｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎮ 因此ꎬ明确 Ｂｔ 杀虫蛋

白的杀虫机制和靶标害虫的抗性机理ꎬ对于可持续

利用 Ｂｔ 蛋白防治害虫具有重要意义ꎮ
Ｂｔ 蛋白发挥杀虫活性的重要前提是 Ｃｒｙ 蛋白能

够与昆虫中肠上皮细胞刷状缘膜囊(ｂｒｕｓｈ ｂｏｒｄｅｒ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ｖｅｓｉｃｌｅꎬＢＢＭＶｓ)上的受体蛋白结合(Ｊｕｒａｔ￣
Ｆｕｅｎｔｅｓ ＆ Ｃｒｉｃｋｍｏｒｅꎬ２０１７)ꎮ 目前已报道的 Ｃｒｙ 杀虫

蛋白受体主要包括钙黏蛋白(ｃａｄｈｅｒｉｎꎬＣＡＤ)、氨肽

酶(ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ ＮꎬＡＰＮ)和碱性磷酸酶(ａｌｋａｌｉｎｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅꎬＡＬＰ)(Ｐａｒｄｏ￣Ｌｏｐｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３ꎻ Ｓｏｂｅｒｏｎ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)ꎮ 此外ꎬ研究发现ꎬＶ￣ＡＴＰ 合成酶亚基

Ａ / Ｂ、 ＡＢＣ 转 运 蛋 白 ( ＡＢＣＣ２、 ＡＢＣＣ３、 ＡＢＣＧ１、
ＡＢＣＡ２)和钠溶质转运体可与 Ｃｒｙ 蛋白结合ꎬ可能是

潜在的 Ｃｒｙ 受体蛋白(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０ꎻ Ｃｏｎｔｒｅｒａｓ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１３ꎻ Ｑｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７ｂ)ꎮ 其中ꎬＡＰＮ 作为 Ｃｒｙ 蛋

白的受体功能已在烟草天蛾 Ｍａｎｄｕｃａ ｓｅｘｔａ Ｌ.、烟芽

夜蛾 Ｈｅｌｉｏｔｈｉ ｓｖｉｒｅｓｃｅｎｓ (Ｆａｂｒｉｃｉｕｓ)、小菜蛾 Ｐｌｕｔｅｌｌａ
ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ Ｌ.等鳞翅目昆虫中得到鉴定(Ｃｏｎｔｒｅｒａｓ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１３ꎻ Ｌｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９７ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７ａ)ꎮ

当前已报道的 Ｃｒｙ 基因超过 ５００ 种ꎬ根据其结构

特点和杀虫活性大致被分为 ６７ 类 (Ｃｒｉｃｋｍｏｒｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１４)ꎮ 由于不同类别的 Ｂｔ 杀虫蛋白存在杀虫特异

性ꎬ不同杀虫蛋白对同一靶标害虫的杀虫效果不尽

相同ꎬ同一昆虫体内也可能存在不同的受体蛋白

( Ｆｒａｎｋｅｎｈｕｙｚｅｎꎬ ２００９)ꎮ 二 化 螟 Ｃｈｉｌｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ

(Ｗａｌｋｅｒ) 是水稻上的重要害虫之一 (Ｄｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１３)ꎮ 由于水稻品种更新、气候变化、水稻耕作技

术发展以及二化螟抗药性产生等因素的影响ꎬ二化

螟在我国的危害程度持续上升(陈波等ꎬ２０１２)ꎮ 目

前ꎬＣｒｙ２Ａ 类蛋白的受体鉴定和作用机制相关报道较

少ꎬ因此ꎬ本文在前期获得二化螟 ＡＰＮ１ 基因的基础

上ꎬ分析其与 Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白的结合能力ꎬ为二化螟

ＡＰＮ 蛋白的受体功能研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 供试昆虫

二化螟为本实验室内以人工饲料(不含 Ｂｔ 蛋
白)连续饲养多代的敏感种群ꎬ未接触任何杀虫剂ꎮ
待幼虫生长至 ４ 龄ꎬ将其放置冰上切取中肠ꎬ去除内

含物ꎬ用预冷的 ０.７％ＮａＣｌ 溶液冲洗并用吸水纸将其

吸干ꎬ立即放入液氮中冷冻ꎬ收集的中肠样品放入

－８０ ℃保存备用ꎮ
１.２　 主要试剂

表达载体 ｐＥＴ￣２８ａ￣(＋)、克隆感受态细胞 Ｔｒａｎｓ
ｌ￣Ｔ１ Ｐｈａｇｅ Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ 为实验室前期保存ꎮ 反转录 ｃＤ￣
ＮＡ 合成试剂盒和限制性内切酶(ＥｃｏＲⅠ和 ＮｏｔⅠ)
(Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司)ꎬＲＮＡ 提取试剂和 ＤＮＡ 聚合酶

(ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ® Ｍａｘ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ)(Ｔａｋａｒａ 公司)ꎬ
Ｔ 载体 ｐｅａｓｙ￣ｂｌｕｎｔ 和感受态细胞 Ｔｒａｎｓ ＢＬ２１(ＤＥ３)
(全式金公司)ꎬ质粒提试剂盒和 Ｘ￣ｇａｌ[天根生化科

技(北京)有限公司]ꎬＤＮＡ Ｔ４ 连接酶(Ｐｒｏｍｅｇａ 公

司)、Ｃｒｙ２Ａａ 活化蛋白(美国一龙公司 Ｅｎｖｉｒｏｌｏｇｉｘ
Ｉｎｃ.)ꎮ 菌体破碎时使用的溶菌酶ꎬＰＭＳＦꎬＤＮａｓｅＩꎬ蛋
白纯化时使用的填料(康为世纪生物科技有限公

司)ꎻＰＴＧꎬ硫酸卡那霉素胰蛋白胨ꎬ酵母提取物ꎬ氯化

钠(武汉鼎国生物技术有限公司)ꎮ ＰＣＲ 引物合成和

ＤＮＡ 测序由生工生物工程(上海)股份有限公司完

成ꎮ 蛋白纯化所用的 ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｉｎｇｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ、ｉｎｃｌｕ￣
ｓｉｏｎ ｅｌｕｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ 为自己配制ꎬ其余试剂均为国产分

析纯ꎮ
１.３　 二化螟中肠 ＲＮＡ的提取及 ｃＤＮＡ模板的合成

取 １０ 头二化螟 ４ 龄幼虫的中肠ꎬ放入无 ＲＮＡａｓｅ
的 １.５ ｍＬ 离心管中ꎬ加入 １０００ μＬ 的 Ｔｒｉｚｏｌ ｒｅａｇｅｎｔ
充分匀浆ꎬ用 Ｔａｋａｒａ 公司的 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 试剂盒进行

总 ＲＮＡ 的提取ꎬ将提取的 ＲＮＡ 按照 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆ￣
ｉｃ ｃＤＮＡ 第一链合成试剂盒说明书合成 ｃＤＮＡꎮ
１.４　 ＡＰＮ１基因片段的克隆

１.４.１ 　 引物设计 　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中二化螟 ＡＰＮ１
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(ＪＱ７４７４９４.１)的序列ꎬ在 Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白结合区设计引

物:ＡＰＮ１ 正向引物 ５′￣ＡＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＣＧＧＧＡＴＴ￣
ＧＣＣＡＡＡＴＣ￣３′ꎬ反向引物 ５′￣ＡＧＧＣＧＧＣＣＧＣＴＴＴＣＡＡ￣
ＣＡＴＣＡＡＡＧＣＧＡＴＣＡＴＴＧＴＴＧ￣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 ＥｃｏＲⅠ、ＮｏｔⅠ酶切位点(用下划线表示)ꎮ
１.４.２　 ＰＣＲ 产物的克隆和鉴定　 以合成的 ｃＤＮＡ 第

一链为模板ꎬ按照说明书配制 Ｐｒｉｍｅ ＳＴＡＲ Ｍａｘ 的

ＰＣＲ 体系ꎬ１％琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ回收目的片段ꎮ
将回收的目的片段连接到克隆载体 ｐｅａｓｙ￣ｂｌｕｎｔ 中ꎬ
然后转化大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ蓝白斑挑选ꎬ挑取白色单

菌落ꎬ培养后进行菌液 ＰＣＲ 鉴定ꎬ将鉴定的阳性克隆

进行测序鉴定ꎮ
１.５　 ＡＰＮ１基因原核表达载体的构建及鉴定

１.５.１　 质粒提取　 对测序正确的单菌落菌液ꎬ１ ∶ １００
加入 １０ ｍＬ 带 ｋａｎａ 抗性的 ＬＢ 液体培养基过夜培

养ꎬ采用 ＴＩＡＮｐｒｅｐ Ｍｉｎｉ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｋｉｔ 进行质粒提取ꎮ
１.５.２　 重组表达载体的构建　 将重组的质粒 ｐｅａｓｙ￣
ｂｌｕｎｔ / ＡＰＮ１ 和原核表达载体 ｐＥＴ￣３０ａ￣(＋)经 ＥｃｏＲⅠ
和 ＮｏｔⅠ双酶切后ꎬ分别切胶回收 １６００、５０００ ｂｐ 左右

的片段ꎮ 在 Ｔ４ 连接酶的作用下ꎬ将 ＡＰＮ１ 片段与原

核表达载体 ｐＥＴ￣３０ａ￣(＋)于 １６ ℃过夜孵育ꎮ 接着转

化大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ过夜培养ꎬ然后进行菌液 ＰＣＲ 的

鉴定及重组质粒的测序鉴定ꎮ
１.６　 ＡＰＮ１多肽片段诱导表达并纯化

１.６.１　 ＡＰＮ１ 多肽片段诱导表达　 提取经鉴定正确

的质粒ꎬ转化大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞ꎬ涂平

板ꎬ过夜培养ꎮ 挑取单菌落进行 ＰＣＲ 验证ꎬ取阳性结

果对应的菌液 １００ μＬ 加入到 １０ ｍＬ Ｋａｎａ＋ＬＢ 液体

培养基中ꎬ３７ ℃、２００ ｒｍｉｎ－１振荡培养 ４ ｈꎬ再转入

１ Ｌ Ｋａｎａ＋ＬＢ 液体培养基中ꎬＤ６００ ｎｍ值达到 ０.５ ~ ０.８
时ꎬ加 ＩＰＴＧ 至终浓度为 １.０ ｍｍｏｌＬ－１ꎬ ３７ ℃恒温振

荡培养 ６ ｈꎬ１２０００ ｇ 离心 １ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ所得沉淀为

总蛋白ꎬ用于 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳及纯化ꎮ
１.６.２　 ＡＰＮ１ 多肽片段纯化　 将 ＩＰＴＧ 诱导后的蛋白

加入 ＬＥ ｂｕｆｆｅｒ(１００ ｍｍｏｌＬ－１ ＮａＨ２ＰＯ４ꎬ１０ ｍｍｏｌ
Ｌ－１ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬ８ ｍｍｏｌＬ－１ ｕｒｅａꎬｐＨ８. ０) 溶解ꎬ４ ℃
１８０００ ｒｍｉｎ－１离心 ３０ ｍｉｎꎬ取上清至 Ｈｉｓ￣ｔａｇ 亲和层

析柱ꎬｗａｓｈ ｂｕｆｆｅｒ(１００ ｍｍｏｌＬ－１ ＮａＨ２ＰＯ４ꎬ１０ ｍｍｏｌ
Ｌ－１１ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬ１０ ｍｍｏｌＬ－１ Ｉｍｉｄａｚｏｌｅꎬ８ ｍｍｏｌ
Ｌ－１ ｕｒｅａꎬｐＨ８.０)冲洗柱子ꎮ ｅｌｕｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ(１００ ｍｍｏｌ
Ｌ－１ ＮａＨ２ＰＯ４ꎬ１０ ｍｍｏｌＬ－１ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬ５００ ｍｍｏｌ

Ｌ－１ Ｉｍｉｄａｚｏｌｅꎬ８ ｍｍｏｌＬ－１ ｕｒｅａꎬｐＨ８.０)洗脱目的蛋

白ꎮ 收集的纯化蛋白经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检测ꎮ
１.７　 ｌｉｇａｎｄ ｂｌｏｔｉｎｇ 分析

将提取纯化的 ＡＰＮ１ 片段进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎬ
用 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 标准半干法转膜装置将蛋白转移至

ＰＶＤＦ 膜上ꎬ用 ＰＢＳＴ 稀释的 ５％脱脂奶粉封闭 ２ ｈꎬ
与活化的 Ｃｒｙ２Ａａ 杀虫蛋白(０.３ μｇｍＬ－１)孵育 ２ ｈꎻ
ＰＢＳＴ 洗膜 １０ ｍｉｎꎬ重复 ３ 次ꎻ与 Ｃｒｙ２Ａａ 的抗体(１ ∶
３５００)孵育 ２ ｈꎻＰＢＳＴ 洗膜 １０ ｍｉｎꎬ重复 ３ 次ꎻ辣根过

氧化物酶标记的二抗(１ ∶ ３５００)孵育 ２ ｈꎻＥＣＬ 化学

发光显色ꎬ记录图片ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 ＡＰＮ１在大肠杆菌表达纯化结果

结合 ＧｅｎＢａｎｋ 已收录的 ＡＰＮ１ 的全长ꎬ经过表

达载体构建将目的基因构建到 ｐＥＴ￣３０ａ￣(＋)表达载

体上ꎬ转化 ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞以后ꎬ用终浓度

１ ｍｍｏｌＬ－１的 ＩＰＴＧ 诱导蛋白表达并纯化ꎮ 如图 １
所示ꎬ在体外获得了二化螟 ＡＰＮ１ 蛋白ꎬ诱导表达和

纯化得到的蛋白大小一致ꎬ约 ７０ Ｋｕꎬ与预测的蛋白

大小相一致ꎮ 纯化后的多肽条带单一ꎬ纯度较好ꎬ可
以用于蛋白杂交实验ꎮ

图 １　 二化螟 ＡＰＮ１的原核表达和纯化
Ｆｉｇ.１　 Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

Ｃ. ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ ＡＰＮ１
１:Ｍａｒｋｅｒꎻ ２:未添加 ＩＰＴＧ 诱导的总蛋白ꎻ３:ＩＰＴＧ 诱导的

总蛋白ꎻ４:Ｎｉ２＋柱纯化的蛋白ꎮ
１: Ｍａｒｋｅｒꎻ ２: Ｎｏ ＩＰＴＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ３: ＩＰＴＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ

ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ４: Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ Ｎｉ２＋ ｃｏｌｕｍｎ.

２.２　 Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白与 ＡＰＮ１多肽片段的结合分析

将纯化后的 ＡＰＮ１ 进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳后ꎬ采用

ｌｉｇａｎｄ ｂｌｏｔｉｎｇ 技术ꎬ检验 ＡＰＮ１ 片段和 Ｃｒｙ２Ａａ 的结

合能力ꎬ结果如图 ２ 所示ꎬ表达的二化螟 ＡＰＮ１ 多肽

片段可以与活化的 Ｃｒｙ２Ａａ 杀虫蛋白结合ꎬ且结合条

带随着重组蛋白上样量的降低而减弱ꎮ
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图 ２　 二化螟 ＡＰＮ１蛋白与 Ｃｒｙ２Ａａ蛋白的结合
Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ ＡＰＮ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｏ Ｃｒｙ２Ａａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ

Ｃ. ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ
１:１０ μＬ 二化螟 ＡＰＮ１ 蛋白ꎻ２:５ μＬ 二化螟 ＡＰＮ１ 蛋白ꎮ

１: １０ μＬ ｏｆ Ｃ. ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ ＡＰＮ１ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ
２: ５ μＬ ｏｆ Ｃ. ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ ＡＰＮ１ ｐｒｏｔｅｉｎ.

３　 讨论
有关 Ｃｒｙ 蛋白的作用机制ꎬ普遍认为 Ｃｒｙ 蛋白被

靶标昆虫取食后ꎬ在昆虫中肠碱性环境条件下溶解ꎬ
原蛋白在中肠酶的作用下水解为活化的杀虫蛋白ꎬ
活化的杀虫蛋白与昆虫中肠上皮细胞 ＢＢＭＶｓ 上的

特异性受体相结合后ꎬ经过复杂的相互作用插入到

昆虫细胞膜的脂筏中ꎬ导致细胞内外离子通透性和

渗透压改变ꎬ引起细胞裂解和幼虫死亡(Ａｄａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１４ꎻ Ｂｒａｖｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１ꎻ Ｑｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７ｂ)ꎮ

Ｃｒｙ 蛋白发挥作用的前提是其能够与昆虫体内

的特异性蛋白受体相结合ꎬ这也是 Ｂｔ 蛋白发挥作用

非常关键的一步(Ｊｕｒａｔ￣Ｆｕｅｎｔｅｓ ＆ Ｃｒｉｃｋｍｏｒｅꎬ２０１７)ꎮ
目前已报道可以与 Ｃｒｙ 蛋白结合的蛋白中ꎬ其中一些

已确认为 Ｃｒｙ 蛋白的受体蛋白ꎬ一部分可能是潜在的

受体蛋白ꎮ １９９５ 年发现昆虫 ＡＰＮ 为 Ｃｒｙ 蛋白的结

合蛋白ꎬ现已在超过 ２０ 多种鳞翅目昆虫中得到证实

(Ｑｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７ａ)ꎮ ＡＰＮ１ 作为 Ｃｒｙ１ 类蛋白受体已

经在粉纹夜蛾 Ｔｒｉｃｈｏｐｌｕｓｉｓ ｎｉ (Ｈüｂｎｅｒ)、烟草天蛾、棉
铃虫和二化螟中得到证实 ( Ｆｌｏｒｅｓ￣Ｅｓｃｏｂａｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１３ꎻ Ｔｉｅｗｓｉｒｉ ＆ Ｗａｎｇꎬ２０１１ꎻ Ｗｅｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６ꎻ Ｚｈａｎｇ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)ꎮ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ. (２０１７ｂ)发现 ＲＮＡｉ 敲除

ＡＰＮ１ 基因能降低二化螟对 Ｃｒｙ１Ａｃ 的敏感性ꎮ 但由

于不同类型的杀虫蛋白可能存在不同的受体蛋白ꎬ
Ｃｒｙ２Ａ 与 Ｃｒｙ１Ａ 类杀虫蛋白具有不同的作用机制

(Ｗｅｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５)ꎮ
蛋白质结合是 Ｂｔ 蛋白发挥杀虫活性的前提ꎬ但

结合并不意味着就是蛋白受体ꎮ 谷实夜蛾中 ＡＰＮ１
是 Ｃｒｙ１Ａｃ 的受体蛋白ꎬ但不是 Ｃｒｙ２Ａｂ 的受体(Ｗｅｉ

ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎮ Ｃｒｙ１Ａｃ 和 Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白能够与南方小

花蝽 Ｏｒｉｕｓ ｓｉｍｉｌｉｓ Ｚｈｅｎｇ 成虫体内的热激蛋白 ７０ 相

结合ꎬ但实验确认为非特异性结合(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)ꎮ 肌动蛋白 ａｃｔｉｎ 作为 Ｃｒｙ１Ａｃ 蛋白的结合蛋白

在烟草天蛾和棉铃虫蛋白质组中得到鉴定ꎬ在埃及

伊蚊 Ａｅｄｅｓ ａｅｇｙｐｔｉ (Ｌ.)中也可作为 Ｃｒｙ４Ｂａ 的结合蛋

白(Ｂａｙｙａｒｅｄｄｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)ꎮ 肌动蛋白与 Ｃｒｙ 蛋白的

结合有可能破坏细胞骨架的正常功能(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１０ꎻ ＭｃＮａｌｌ ＆ Ａｄａｎｇꎬ２００３)ꎬ但肌动蛋白是否为

Ｃｒｙ 的受体蛋白至今还未明确ꎮ Ｑｉｕ ｅｔ ａｌ. (２０１７ａ)利
用 ＲＮＡｉ 敲除 ２ 个氨基肽酶 Ｎ 基因(ＡＰＮ１ 和 ＡＰＮ２)
导致二化螟对 Ｂｔ 水稻品系 ＴＴ５１(Ｃｒｙ１Ａｂ 和 Ｃｒｙ１Ａｃ
融合基因)和 Ｔ１Ｃ￣１９(Ｃｒｙ１Ｃａ 基因)的敏感性降低ꎬ
但对 Ｔ２Ａ￣１ 品系(Ｃｒｙ２Ａａ 基因)的敏感性无显著变

化ꎮ 本研究发现ꎬＣｒｙ２Ａａ 杀虫蛋白可以与原核表达

的二化螟中肠 ＡＰＮ１ 多肽片段结合ꎬ其与 Ｃｒｙ２Ａａ 之

间的互作关系仍需进一步研究ꎮ
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ＳＯＢＥＲＯＮ Ｍꎬ ＧＩＬＬ Ｓ Ｓꎬ ＢＲＡＶＯ Ａꎬ ２００９. Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｖｅｒｓｕｓ
ｐｕｎｃｈｉｎｇ ｈｏｌｅ: ｈｏｗ ｄｏ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ ｔｏｘｉｎｓ ｋｉｌｌ ｉｎ￣
ｓｅｃｔ ｍｉｄｇｕｔ ｃｅｌｌｓ? Ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ６６
(８): １３３７－１３４９.

ＴＩＥＷＳＩＲＩ Ｋꎬ ＷＡＮＧ Ｐꎬ ２０１１. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ
ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅｓ Ｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ ｔｏｘｉｎ Ｃｒｙ１Ａｃ ｉｎ ｃａｂｂａｇｅ ｌｏｏｐｅｒ. Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ
ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒ￣
ｉｃａꎬ １０８: １４０３７－１４０４２.

ＶＯＮ ＫＡＮＥＬ Ｍ Ｂꎬ ＧＯＲＥ Ｊꎬ ＣＡＴＣＨＯＴ Ａꎬ ＣＯＯＫ Ｄꎬ ＭＵＳＳ￣
ＥＲ Ｆꎬ ＣＡＰＲＩＯ Ｍꎬ ２０１６. Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄＤｕａｌ￣Ｂｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｒｎ ｏｎ ｂｏｌｌｗｏｒｍꎬ Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ｚｅａ (Ｂｏｄｄｉｅ)ꎬ ｓｕｒｖｉｖｏｒｓｈｉｐ
ｏｎ ｂｏｌｌｇａｒｄ ＩＩ ｃｏｔｔｏｎ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｃｏｎｏｍｉｃ Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｙꎬ １０９
(２): ８６０－８６４.

ＷＡＮＧ Ｌ Ｙꎬ ＧＵ Ｓ Ｈꎬ ＮＡＮＧＯＮＧ Ｚ Ｙꎬ ＳＯＮＧ Ｐꎬ ＷＡＮＧ Ｑ
Ｙꎬ ２０１７ａ. Ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ Ｎ５ (ＡＰＮ５) ａｓ ａ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｆｕｎｃ￣
ｔｉｏｎａｌ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｏｆ Ｃｒｙ１Ａｃ ｔｏｘｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｌａｒｖａｅ ｏｆ Ａｔｈｅｔｉｓ ｌｅｐｉ￣
ｇｏｎｅ. Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ７４(４): ４５５－４５９.

ＷＡＮＧ Ｘ Ｙꎬ ＤＵ Ｌ Ｘꎬ ＬＩＵ Ｃ Ｘꎬ ＧＯＮＧ Ｌꎬ ＨＡＮ Ｌ Ｚꎬ ＰＥＮＧ
Ｙ Ｆꎬ ２０１７ｂ. ＲＮＡｉ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｒｉｐｅｄ ｓｔｅｍ ｂｏｒｅｒꎬ Ｃｈｉｌｏ ｓｕｐｐｒｅｓ￣
ｓａｌｉｓꎬ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｓ ａ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｒｏｌｅ ｆｏｒ ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ Ｎ ｉｎ
Ｃｒｙ１Ａｂ ｉｎｔｏｘｉｃａｔｉｏｎ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｎｖｅｒｔｅｂｒａｔｅ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ
１４３: １－１０.

ＷＡＮＧ Ｙꎬ ＬＩ Ｄꎬ ＺＨＯＵ Ｈꎬ ＬＩＵ Ｈꎬ ＮＩＵ Ｌꎬ ＷＡＮＧ Ｌꎬ ＭＡ
Ｗꎬ ２０１８. Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｒｙ１Ａｃ ａｎｄ Ｃｒｙ２Ａａ ｔｏｘｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｔｏ ｔｗｏ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｃｏｔｔｏｎ ｆｉｅｌｄ ｉｎｓｅｃｔｓꎬ Ｈａｒｍｏｎｉａ
ａｘｙｒｉｄｉｓ ａｎｄ Ｏｒｉｕｓ ｓｉｍｉｌｉｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ａｎｄ Ｆｏｏｄ
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ６６: ８６９８－８７０２.

ＷＥＩ Ｊꎬ ＧＵＯ Ｙꎬ ＬＩＡＮＧ Ｇꎬ ＷＵ Ｋꎬ ＺＨＡＮＧ Ｊꎬ ＴＡＢＡＳＨＮＩＫ
Ｂ Ｅꎬ ＬＩ Ｘꎬ ２０１５. Ｃｒｏｓｓ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ
Ｂｔ ｔｏｘｉｎｓ Ｃｒｙ１Ａｃ ａｎｄ Ｃｒｙ２Ａｂ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ｃｏｔｔｏｎ ｂｏｌｌｗｏｒｍ.
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ５: ７７１４.

ＷＥＩ Ｊꎬ ＺＨＡＮＧ Ｍꎬ ＬＩＡＮＧ Ｇꎬ ＷＵ Ｋꎬ ＧＵＯ Ｙꎬ ＮＩ Ｘꎬ ＬＩ Ｘꎬ
２０１６. ＡＰＮ１ ｉｓ ａ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｏｆ Ｃｒｙ１Ａｃ ｂｕｔ ｎｏｔ
Ｃｒｙ２Ａｂ ｉｎ Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ｚｅａ. Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ６: １９１７９.

ＺＨＡＮＧ Ｓꎬ ＣＨＥＮＧ Ｈꎬ ＧＡＯ Ｙꎬ ＷＡＮＧ Ｇꎬ ＬＩＡＮＧ Ｇꎬ ＷＵ
Ｋꎬ ２００９. Ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ Ｎ ｇｅｎｅ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔ￣
ｅｄ ｗｉｔｈ Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇ￣
ｉｅｎｓｉｓ Ｃｒｙ１Ａｃ ｔｏｘｉｎ. Ｉｎｓｅｃｔ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏ￣
ｇｙꎬ ３９(７): ４２１－４２９.

(责任编辑:郭莹) 　 　

９５２　 第 ４ 期 刘慧等: 二化螟 ＡＰＮ１ 的原核表达及其与 Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白的结合特性




