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类产碱假单胞菌杀虫蛋白对蝗虫能量代谢的影响

赵 建 罗 霞 陈东辉 王建东 杨志荣"

（四川大学生命科学学院草原生物防治工程教育部重点实验室 成都 %0$$%!）

摘 要：电镜直接观察结果显示，在类产碱假单胞菌杀虫蛋白作用下，蝗虫中肠细胞线粒体病变严重，多数呈现膨

胀，有嵴断裂等现象。氧电极技术分析发现病变后蝗虫胃、肠细胞线粒体氧化磷酸化作用减弱，12D 产生减少，能

量代谢被抑制，但 12D7E- 活力基本不受影响，即蝗虫体内能量需求仍可维持正常水平，由此导致蝗虫体内能量供应

不足而死亡。
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微生物杀虫剂作为生物防治害虫的主要手段，

专一性 较 强，无 害 于 环 境，具 有 强 有 力 的 开 发 前

景［0，#］。类产碱假单胞菌（ !"#$%&’&()" *"#$%&)+,)+-.
/#(#"）是一种新发现的昆虫病原微生物，其分泌到胞

外的一种杀虫蛋白对蝗虫具有较强的致死作用，田

间小区的治蝗效果可以达到 /$G以上［"，!］。这种杀

虫蛋白只含一种亚基分子，分子量为 #4=0HI，分子

表面的疏水3亲水镶嵌结构有利于其与蝗虫胃、肠等

处的细胞表面分子受体结合，产生毒性［4］。该杀虫

蛋白可以导致蝗虫的多种组织细胞和细胞器发生病

变，尤其表现在对线粒体的病变作用异常明显，对此

我们对线粒体超微结构和分子作用机理作了研究，

现将结果报道如下。

! 材料和方法

!"! 实验材料

!"!"! 菌株：类产碱假单胞菌由本实验室分离、保

存。

!"!"# 实验昆虫：黄脊竹蝗（0#1),1-" 2-)(/"$）采自

四川江安竹海的卵块，#/J孵化并饲养至 ! 龄备用。

!"# 杀虫蛋白制备

杀虫蛋白提取、纯化按照文献［%］方法进行，

KL7MN’LM 法定量［@］。

!"$ 杀虫蛋白致蝗虫中肠线粒体病变研究

因类产碱假单胞菌杀虫蛋白最早对蝗虫中肠发

生明显作用，所以选中肠为电镜研究对象［/］。对蝗

虫喂饲 4=$!O 0=4;PO 杀虫蛋白溶液，作用 "$Q 后，用

乙醚麻醉，取蝗虫中肠组织，切成 0=$66" 小块，用

生理 盐 水 洗 去 食 物 残 渣，固 定 于 "=$G 戊 二 醛

（RS@=!），然后再用 0=$G锇酸于 !J固定。样品经

乙醇逐级脱水后，用 5R’,/0# 包埋，切片后用柠檬酸

铝和醋酸双氧铀染色，电镜观察［?］。对照组喂饲等

量无菌水。

!"% 蝗虫前胃、中肠、后肠细胞线粒体制备

喂饲 "$!O（0=4;PO）杀虫蛋白的蝗 虫，分 别 在

0/Q、#!Q、"$Q、"%Q 取蝗虫前胃、中肠、后肠并迅速浸

入预冷的蔗糖分离液中，用梯度离心法提取蝗虫（每

组 0$$ 只）的线粒体，制成 #=46; 线粒体蛋白P6O 的

悬浮液备用［0$］。

!"& 蝗虫前肠、中肠、后肠线粒体肿胀检查

取不同病变期的线粒体悬液（#=46; 线粒体蛋

白P6O），测定 4#$,6 的 34 值，检查线粒体是否发生

病变肿胀［00］。

!"’ 线粒体氧化磷酸化测定

用 TD3# 溶氧仪测定线粒体氧化磷酸化反应的

耗氧量。极化电压 $=%&，记录仪量程 0=$6&，记录

纸速度 !=$66P68,。将反应液 0=/6O（含 0=$ U 0$A #

6’(PO 2L8E3SV(，0=$ U 0$A " 6’(PO 5I21，#=$ U 0$A #

6’(PO 葡萄糖，0=4 U 0$A 0 6’(PO 蔗糖，#=$ U 0$A "6’(PO
.7#SDW"，4=$ U 0$A " 6’(PO X;V(#，"=$ U 0$A 0 ;PO 己糖

激酶，#=$ U 0$A " 6’(PO 12D，RS@=#）置于氧电极反

应杯，待电极平衡后加入 $=#6O #=4;PO 线粒体悬浮

液，反应温度 #4J，反应时间 0468,，反应结束时加

$=#6O #$G三氯醋酸（2L8>Q(’L’7>-Y8> 7>8M，2V1）终止



反应，反应终体积 !"!#$。计算得出线粒体的反应

耗氧量。空白对照在加入线粒体己糖激酶前即加入

%&’。反应液于 (!)))*+#,-，!./离心 ()#,-，取上清

液对照 01#-2* 氏法制作标准定磷曲线，测定溶液中

无机磷含量［3］。磷酸化强度根据反应时间内无机磷

消失的量求得。

!"# 线粒体的 $%&’() 活力测定

反应 液 总 体 积 为 (")#$，含 4") 5 ()6 7 #89+$
’%:，(") 5 ()6 ! #89+$ %*,;<=&9，)")7#89+$ 蔗糖，(")
5 ()6 7#89+$ >?%’，@") 5 ()6 !#89+$ A&9，(")B+$ 牛血

清白蛋白，C= D"!，加入 )"!#$ !".B+$ 线粒体悬浮

液，!./保温 !)#,- 后加入 (")#$ .")E%&’，过滤后

测定滤液中无机磷的释放量，按每毫克线粒体蛋白

每 .#,- 释放出的无机磷量来表示 ’%:F;2 活力。

* 结果和分析

*"! 线粒体超微结构

线粒体数目增多，多数线粒体肿胀，嵴断裂而模

糊不清，严重者嵴消失，基质变成空泡状（图 (）。

图 ! 电镜照片显示中肠细胞出现线粒体膨大和部分嵴

断裂等病变（*+,,, - ）

G,BH( >92IJ*8- #,I*8B*FCK 8L #,MB1J #,J8IK8-M*,F ;K8N,-B JK2O ;N2992M

F-M CF*J,F9 I*,;JF2 P*8Q2-（!R))) 5 ）

S：&8**2;C8-M; J8 #,J8IK8-M*,8-H

*"* 线粒体肿胀情况

随着时间延长，蝗虫前肠、中肠、后肠细胞线粒

体悬浮液在 .!)-# 处的吸光值不断下降，提示线粒

体发生肿胀，且发生肿胀的线粒体数目随病变时间

延长而增多（表 (）。

表 ! 杀虫蛋白对线粒体肿胀的影响

%FP92 ( >LL2IJ 8L ,-;I2J,I,MF9 C*8J2,- 8- #,J8IK8-M*,8-

%,#2 8L
T-B2;J,8-+K

!".!)

G8*2B1J
#,J8IK8-M*,F

S,MB1J
#,J8IK8-M*,F

=,-MB1J
#,J8IK8-M*,F

)! )"((). )"((7D )"()!.
(3 )")R44 )"()@D )")R.@
!@ )")34) )")43. )")D3)
7) )").)@ )").(4 )").@)
74 )")7(. )")!RD )")7!.

! &8**2;C8-M; J8 JK2 I8-J*89 L2M N,JK ;J2*,92 M2,8-,U2M NFJ2* H

*". 杀虫蛋白对蝗虫组织细胞线粒体氧化磷酸化

作用的影响

蝗虫在喂饲杀虫蛋白后，随着时间延长，前肠、

中肠、后肠细胞线粒体呼吸耗氧量不断降低，磷酸化

反应也减弱，表明线粒体的氧化磷酸化作用逐渐被

抑制，74K 后被抑制 7)E V 7.E（表 !）。反应中 :+W
值无明显改变，提示线粒体中有氧呼吸的电子传递

链从某处被隔断，蝗虫体内能量代谢被抑制，’%: 产

生减少，机体活动由此受到影响。

*"/ 病变蝗虫组织细胞线粒体 $%&’() 活力测定

依据标准定磷曲线，计算出每毫克线粒体蛋白

每 .#,- 释放的无机磷量，’%:F;2 活力由分解 ’%:
释放无机磷的量表示。从表 7 可知，喂饲了杀虫蛋

白的蝗虫与正常蝗虫的 ’%:F;2 活力无明显差异，说

明杀虫蛋白不破坏 ’%:F;2 的功能，从而不影响蝗虫

在生命活动中对 ’%: 的分解与利用。

表 * 杀虫蛋白作用蝗虫不同时间后的线粒体氧化磷酸化反应

%FP92 ! X2FIJ,8- 8L JK2 #,J8IK8-M*,F9 8Y,MFJ,Z2 CK8;CK8*O9FJ,8- ,- M,LL2*2-J ;JFB2; 8L M,;2F;2 C*8B*2;;,8-

%,#2 8L
,-B2;J,8-+K

G8*2B1J #,J8IK8-M*,F S,MB1J #,J8IK8-M*,F =,-MB1J #,J8IK8-M*,F

’2*8P,I
*2;C,<*FJ,8-!

WY,MFJ,Z2
CK8;CK8*O9FJ,8-!!

:+W
’2*8P,I

*2;C,<*FJ,8-!
WY,MFJ,Z2

CK8;CK8*O9FJ,8-!!
:+W

’2*8P,I
*2;C,*FJ,8-!

WY,MFJ,Z2
CK8;CK8*O9FJ,8-!!

:+W

)!!! 3"7) !@"R! 7") R"(@ !D"@( 7") 4")@ (R"R! 7")

(3 D")D !(")! !"R 3"R@ !@"(D !"D 4")) (3")) 7")

!@ 4".@ (R"@@ !"R D"4. !)"!D !"4 ."R. (."@D !"4

7) 4")) (3")7 7") D")) (R"4) !"3 .")3 (."!@ 7")

74 ."@) (D"@3 7"! 4"(! (3"4@ 7") @".! (!"R. !"R

!&8**2;C8-M; J8 #,I*8B*F# 8YOB2- FJ8#+（#,99,B*F# #,J8IK8-M*,F9 C*8J2,- 5 (.#,-）H!!&8**2;C8-M; J8 #,I*8B*F# CK8;CK8* #892I192 +（#,99,B*F# #,J8IK8-M*,F9
C*8J2,- 5 (.#,-）H !!!&8**2;C8-M; J8 JK2 I8-J*89 L2M N,JK ;J2*,92 M2,8-,U2M NFJ2* H
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表 ! 杀虫蛋白作用蝗虫不同时间后 "#$%&’ 活力变化

!"#$% & ’"()"*)+, +- .!/"0% "1*)2)*3 ), 4)--%(%,* 0*"5%0 +- 4)0%"0% 6(+5(%00)+,

!)7% +-
),5%0*)+, 89

!/)（7)1(+5("7 69+069+( 7+$%1:$% 87)$$)5("7 7)*+19+,4()"$ 6(+*%), ; <=7),）

>+(%5:* 7)*+19+,4()" ?)45:* 7)*+19+,4()" @),45:* 7)*+19+,4()"

A! ABCAD AB=<A ABC<<

<E ABCA= AB=<A ABCAE

DC ABCA& AB=AF ABC<D

&A ABCAC AB=AE ABCAF

&G ABCA< AB=<< ABC<A

!H+((%06+,40 *+ *9% 1+,*(+$ -%4 I)*9 0*%()$% 4%)+,)J%4 I"*%( K

! 讨论

生物体的生物合成、呼吸、分泌及机械运动等全

部生命活动所需要的能量，都是由线粒体提供的。

氧化磷酸化是细胞获得能量的主要途径，线粒体通

过十分复杂而又相互关联的一系列综合反应和电子

传递，利用糖和脂肪酸氧化过程中释放的自由能，将

.L/ 和无机磷转化成细胞进行生命活动的直接能源

.!/，再提供细胞进行各种生命活动所需的能量。

类产碱假单胞菌杀虫蛋白分子表面的疏水M亲
水镶嵌结构有利于同脂质双层膜上蛋白分子受体相

结合，从而利于作用于有膜的靶器，诸如线粒体，细

胞核等。电镜超微结构显示线粒体受类产碱假单胞

菌杀虫蛋白作用后病变严重，多数呈现膨胀，有嵴断

裂现象。文献报道，线粒体膨胀或其它细胞器的损

伤将使细胞生死开关的线粒体通透性转变孔（?)*+M
19+,4()+, 6%(7%"#)$)*3 *(",0)*)+, 6+(%，?/!/）长 期 开

放，将细胞色素 1、凋亡诱导因子（.6+6*+0)0 ),4:1),5
-"1*+(，.N>）、H"D O 以及膜间隙中的胱冬肽酶原等凋

亡因子释放至细胞质中［<D］。细胞色素 1 通过 .6"-M<
（.6+6*+*)1 6(+*%"0% "1*)2"*),5 -"1*+(M<）以级联方式激活

胱冬肽酶，使细胞进入凋亡程序；.N> 则独立作用于

核内染色质，将 LP. 裂解为片段，并通过自身放大

回路来影响线粒体膜的通透性，释放出更多的 .N>，

进而作用于其他线粒体；而 H"D O 则可激活 H"D O 依赖

性酶、核酸酶、磷酸化酶等，从而使整个细胞的结构

破坏、功能紊乱，最终引起细胞凋亡。在对蝗虫喂饲

杀虫蛋白后，蝗虫肠细胞线粒体的氧化磷酸化作用

呈下降趋势，&G9 后下降 &AQ R &=Q左右，.!/ 产生

减少，但检测发现，线粒体的 .!/"0% 活力无明显影

响。所以总的来看，杀虫蛋白作用于蝗虫后，破坏了

线粒体的正常结构致使各类凋亡因子的释放；破坏

了进行氧化磷酸化的正常功能，阻碍了能源物质

.!/ 的生成；而机体对能量的需求仍维持正常水平，

导致了蝗虫体内能量代谢供需不平衡，不能维持细

胞的正常生命活动，从而影响整个细胞的基础代谢，

致使各细胞器病变，最终导致机体死亡。
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UK论文摘要邮寄（附参加第几分会场学术交流）并通过中国微生物学会 -2C’&A：BDCXD3(K &CK ’BK B( 提交，个别无条件者亦

可直接邮寄论文摘要。

YK会议将进行论文摘要统一审稿。

大会报告文章要求提供全文（约 Y;;; 字），格式及要求同前。

联系地址：北京市海淀区中关村北一条 :Y 号 中国微生物学会办公室收

邮编：:;;;V;
电话\传真：;:; ] 9UWW<9[[
-2C’&A：BDCXD3(K &CK ’BK B(

敬请附上你的详细联系地址、邮政编码、电话（单位及住宅）、传真以及 !"#$%& 地址，以便中国微生物学会办公室发放会议

通知。

中国微生物学会 广西微生物学会
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