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活性氧对苏云金芽孢杆菌伴孢晶体的损伤作用
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摘 要 用)*)%+,-.电泳分析和生物测定方法研究了过氧化氢（/010）和羟自由基（·1/）

对苏云金芽孢杆菌（!"#$%%&’()&*$+,$-+’$’）伴孢晶体的损伤作用。结果表明，这两种活性氧对

伴孢晶体均有一定程度的损伤作用，这种损伤作用与活性氧的浓度成正相关，并且·1/对伴

孢晶体的损伤作用明显强于/010。
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研究报道，4%射线、!%射线、紫外线等辐射以及生物体内进行的许多生命活动都涉及

到活性氧的产生或作用，活性氧对蛋白质的氧化损伤是自由基生物学与医学的前沿研究

领域［!］。活性氧对蛋白质的作用有以下几种形式［0"(］：!2修饰氨基酸残基使蛋白质变

性，导致蛋白质功能丧失。02使蛋白质交联。氧自由基对蛋白质分子有抽提氢作用，蛋白

质分子中的酪氨酸被·1/抽提氢后形成双酪氨酸，半胱氨酸的%)/被抽提氢后形成二硫

键，这样便造成了蛋白质的交联。蛋白质发生交联后，溶解性能下降。52使肽链断裂。蛋

白质被·1/断裂是一个有选择性的过程，·1/抽提某个氨基酸#%碳原子上的氢，最后使

肽链断裂。

苏云金芽孢杆菌的伴孢晶体是一种具有杀虫活性的蛋白质。它不溶于水，易被紫外

线钝化而丧失杀虫活性。6789::9等人研究发现紫外线辐射苏云金芽孢杆菌伴孢晶体、核

多角体病毒的包涵体（+6;）等病原微生物的水悬液时，加入过氧化物酶或抗氧化剂可起

到一定的保护作用。据此，他们推测紫外线对苏云金芽孢杆菌伴孢晶体、+6;及其它病原

微生物的钝化作用可能是由于紫外线辐射产生的/010或过氧化物自由基所致［3"$］。但

目前为止，尚无任何实验证据证明活性氧对病原微生物的直接作用。本文依据上述推测，

研究 了 /010 和·1/ 对 苏 云 金 芽 孢 杆 菌 库 斯 塔 克 变 种（!"#$%%&’()&*$+,$-+’$’<=>2
.&*’("/$）/*%!菌株的伴孢晶体的直接损伤作用。

! 材料和方法

!2! 菌体培养与伴孢晶体的提纯

!2!2! 供试菌株：苏云金芽孢杆菌库斯塔克变种（!"#$%%&’()&*$+,$-+’$’<=>2/&*’("/$）

/*%!菌株。

!2!2" 液体培养基组成：牛肉膏’7，细菌蛋白胨’7，右旋葡萄糖37，?/0+1(!7，混合盐
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溶液（!"#$%·&’($()*+，,-#$%·&’($.)/+，01#$%·&’($.)%+）.)*23，氯化钙溶液（456
47(·(’($/)*+）.)*23，定容至83。固体培养基为在液体培养基中添加8)&+的琼脂。

!9!9" 菌体培养与伴孢晶体的提纯：加热使培养基溶解后用:5$’溶液调;’为&).!
&)(。高温灭菌，用斜面复壮菌接种，(..<／2=-，/.>培养到菌体完全成熟。收获菌体，参

照?1-@71AB-等的液体双相法［C］提纯伴孢晶体。将提纯的伴孢晶体悬浮于适量蒸馏水中，

储于%>备用。

!9# 毒力测定用昆虫

棉铃虫（!"#$%&’$()*+$,"*)）初孵幼虫。

!$" %&%’()*+电泳分析

!9"9! ’($(对苏云金芽孢杆菌伴孢晶体的作用：在8.支小离心管中，分别加入一定体

积的苏云金芽孢杆菌伴孢晶体的水悬液和过氧化氢溶液，使’($(终浓度（D／D）依次为.，

.).8+，.).*+，.)8+，.)*+，8+，*+，8.+，(.+，/.+。将各管在/&>振摇*E后立即

离心、水洗，反复数次，弃去上清液。然后在各管中加入.).&*2B7／3F<=G6’47缓冲液（含

*+巯基乙醇，;’C)%），/&>下振荡/.2=-。加入#H#和甘油使其终浓度分别为(+和

8.+。将各管于沸水浴中处理*2=-，离心，取上清液进行#H#6?IJK电泳。

!9"9# ·$’的产生及其对苏云金芽孢杆菌伴孢晶体的作用：·$’的产生体系为01（"）6
KHFI6’($(。取8C支离心管，分为两组，每组九支，编号均为(!8.号，按表8在各管中

分别加入以下试剂。

表! ·,-的产生体系及其与苏云金芽孢杆菌伴孢晶体的作用

F5L718 F<15A21-ABM-).$##/(&’/*$0,$"0($(;5<5G;B<57N<OGA57G
P=AEEO@<BQO7<5@=N57G;<B@RN1@LOAE1GOGA1201（"）6KHFI6’($(

编号（:B9） ( / % * S & C T 8.

UA?45／#3 (.. (.. (.. (.. (.. (.. (.. (.. (..
去离子水／#3

H1=B-=V1@P5A1<
8C.. T.. 8(.. 8S%. 8%*. 8(.. T.. S.. /..

(.2B7／301（"）／#3 . /.. . *. 8.. 8*. (.. (*. /..
(.22B7／3KHFI／#3 . S.. . 8.. (.. /.. %.. *.. S..
(+’($L(／#3 . . S.. 8. *. 8*. /.. %*. S..

5：UA?4表示苏云金芽孢杆菌伴孢晶体的水悬液；L：(!8.号管中’($(的浓度（D／D）依次为.，.，.)S+，.).8+，

.).*+，.)8*+，.)/+，.)%*+，.)S+9

5：UA?4：#RG;1-G=B-BM5WR1BRG-).$##/(&’/*$0,$"0($(;5<5G;B<57N<OGA57G；L：4B-N1-A<5A=B-BM’($(=G.，.，.)S+，

.).8+，.).*+，.)8*+，.)/+，.)%*+，.)S+，<1G;1NA=D17O，=-N1-A<=MR"57ARL1GM<B2:B9(AB:B98.9

将上述两组离心管在/&>分别振摇8)*E和/).E后取出，立即离心、水洗，反复数

次，弃去上清液。然后在各管中加入.).&*2B7／3F<=G6’47缓冲液（含*+巯基乙醇、(+
#H#、8.+甘油、;’C)%），于沸水浴中处理*2=-，离心，取上清液进行#H#6?IJK电泳。

!9"9" #H#6?IJK电泳：电泳胶片制作参照351227=方法［T］，浓缩胶浓度为*+，分离胶

浓度为T+，用考马斯亮蓝X6(*.染色。

!9. 生物测定

取%支离心管，编号为8!%号。每管中加入苏云金芽孢杆菌伴孢晶体的水悬液

/..#3，/、%号管中分别加入/..#3(..22B7／301（"），再分别加入S..#3(.22B7／3

.&% 微 生 物 学 报 /T卷



!"#$。然后在%!&号管中分别加入一定体积的去离子水或过氧化氢溶液，使’()(终

浓度（*／*）依次为+，+,-+.，+，+,-+.。将各管在-/0振摇%,12后立即离心，收集上清

液和沉淀，并将他们分别与一定的饲料混合饲喂棉铃虫的初孵幼虫。每组处理&3头虫，

在(30下饲喂&32后，统计幼虫死亡数，计算校正死亡率和伴孢晶体的残留生物活性。

残留生物活性用)$4.值表示。

)$4.5
处理后的校正死亡率.
处理前的校正死亡率.6%++

! 结 果

!"# $!%!对苏云金芽孢杆菌伴孢晶体的作用

’"7%菌株的伴孢晶体在含还原剂的碱性缓冲液中可溶解释放出%-1和819"两种

原毒素蛋白，在鳞翅目昆虫中肠内可降解为小分子毒性多肽，毒性多肽作用于昆虫中肠上

皮细胞使中肠麻痹或通过中肠进入血腔，最终使昆虫死亡［%+］。’()(是一种氧化剂，具有

图% :;伴孢晶体受’()(作用后的<"<7=$>!图谱

（-/0作用12）

?@AB% <"<7=$>!CD:;EFGFHECGFIJGKH;FIH@LMNGOPQK
2KPGCAOFLEOGCR@PO（-/0DCG12）

%B对照（JCL;GCI）；(B+,+%.’()(；-B+,+1.’()(；

&B+,%.’()(；1B+,1.’()(；8B%.’()(；/B1.’()(；

3B%+.’()(；SB(+.’()(；%+B-+.’()(B

杀菌作用。它对苏云金芽孢杆菌伴孢晶体具有一定程度的损伤作用。图%是经不同浓度

’()(处理后的伴孢晶体的<"<7=$>!电泳图谱。从图谱可以看出，随’()(浓度从+增

加到-+.，伴孢晶体在含巯基乙醇的#G@H7’TI缓冲液中溶解得到的%-1和819"两种原

毒素蛋白的电泳谱带逐渐变模糊，最终基本消失。这表明’()(对伴孢晶体具有损伤作

用，使伴孢晶体的溶解性能发生变化。表(的生物测定结果也证明了这一点。%号样品

为未经活性氧处理的正常的伴孢晶体，

其沉淀物对棉铃虫初孵幼虫的生物活性

很高，校正死亡率达S-,1.，以其残留生

物活性为%++.计；其上清液没有杀虫活

性。(号样品为经+,-.’()(处理后的

伴孢晶体，其沉淀物的生物活性相对较

低，校正死亡率为1%,S.，与正常的伴孢

晶体相比，残留生物活性下降了&&,1.；

其上清液亦没有杀虫活性。%、(号样品

的上 清 液 均 无 杀 虫 活 性 表 明 ’() 和

’()(均不能使伴孢晶体溶解释放出原毒

素蛋白，(号样品生物活性的降低表明

’()(对伴孢晶体具有一定程度的损伤作

用。

!"! ·%$对苏云金芽孢杆菌伴孢晶体

的作用

·)’是氧化性最强、杀伤力最大的

自由基，它可引起蛋白 质（特 别 是 膜 蛋

白）的交联，导致蛋白质溶液性能下降，
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表! 活性氧对"#伴孢晶体生物活性的影响

!"#$%& ’((%)*+(,%")*-.%+/-0"1*2+13*4","24+,"$),52*"$2-1")*-.-*5

处理

!,%"*6%1*

73*89
&3*89

:;<=>?&@&

=3*89:A%（!）

:’B!C

D3*89:A%（!）

:’B!C:;E;F>?&@&
沉淀

8,%)-4-*"*%

上清液

GH4%,1"*"1*

沉淀

8,%)-4-*"*%

上清液

GH4%,1"*"1*

沉淀

8,%)-4-*"*%

上清液

GH4%,1"*"1*

沉淀

8,%)-4-*"*%

上清液

GH4%,1"*"1*

校正死亡率／>

C0IH2*%06+,*"$-*5
J=<F ;<; F7<J K<; LJ<= 7<J 7=<J 7<J

残留生物活性

@CM／>
7;; ! FF<F ! JF<F ! 7D<L !

"：@CM／>表示伴孢晶体的残留生物活性，以未经活性氧处理的伴孢晶体（7号）的残留生物活性为7;;>计。

"：@CM／>———8%,)%1*"N%+(+,-N-1"$")*-.-*5,%6"-1-1N，#"2%0H4+17;;>")*-.-*5(+,O+E7E

功能丧失［&］。·@?对苏云金芽孢杆菌的伴孢晶体有极其明显的损伤作用。图&是伴孢

晶体经·@?及其产生体系A%（!）P’B!CP?&@&中不同因子作用后的GBGP8CQ’电泳图

谱。从图&可以看出，A%（!）和’B!C对伴孢晶体没有影响，低浓度的?&@&对伴孢晶体

的损伤作用也不显著（图7）。然而，在A%（!）和’B!C存在下，;<;7>?&@&产生的·@?
对伴孢晶体的损伤作用十分显著，当体系中?&@&浓度达到;<7F>时，伴孢晶体溶解产生

图& 3*伴孢晶体受不同因子作用后的GBGP8CQ’图谱

C：=RS作用7<FT；3：=RS作用=<;TE

A-NE& GBGP8CQ’+(3*4","24+,"$),52*"$2-1IH,%0#5.",-+H2(")*+,2E

C：=RS(+,7EFT"103：=E;TE

7E标准分子量蛋白（U+$%)H$",V%-NT*6",W%,2+(2*"10",04,+*%-1）；&E对照（9+1*,+$）；=E=<;66+$／X

A%（!）PK<;66+$／X’B!C；DE;EK>?&@&；FEFE;66+$／XA%（!）Y7E;66+$／X’B!CY;<;7>?&@&；KE7E;66+$／X

A%（!）P&<;66+$／X’B!CY;E=>?&@&；RE7EF66+$／XA%（!）Y=E;66+$／X’B!CY;<7F>?&@&；LE&E;66+$／X

A%（!）PD<;66+$／X’B!CY;E=>?&@&；JE&EF66+$／XA%（!）YFE;66+$／X’B!CY;<DF>?&@&；7;E=E;66+$／X

A%（!）PK<;66+$／X’B!CY;EK>?&@&E
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的!"#和$#%&两种原毒素蛋白的电泳谱带基本消失。·’(的这种损伤作用随·’(产生

体系中()’)、*+（!）和,&-.浓度的增加而显著增强，与作用时间关系不明显（这可能

是因为·’(生产体系在短时间内即可完成反应，反应生成的具有高反应活性的·’(瞬间

即可与伴孢晶体或其它物质发生反应而消失）。·’(对伴孢晶体生物活性的影响见表)。

"号样品代表经*+（!）和,&-.处理后的伴孢晶体，其沉淀物对棉铃虫初孵幼虫的生物

活性很高，校正死亡率为/01"2，而上清液亦无杀虫活性，这与正常的伴孢晶体基本一

致。这表明*+（!）和,&-.对伴孢晶体没有影响。3号样品表示*+（!）和,&-.存在

时，由41"2产生的·’(对伴孢晶体生物活性的影响。可以看出，样品离心得到的上清液

无杀虫活性，而沉淀物具有一定的杀虫活性。其对棉铃虫初孵幼虫的校正死亡率为

!"102，与正常的伴孢晶体相比，它们的残留生物活性下降了/#1)2。这表明·’(及其

产生体系本身也不能使伴孢晶体溶解释放出原毒素蛋白，但是·’(使伴孢晶体的生物活

性显著下降或丧失，证明·’(对伴孢晶体有很强的损伤作用。

! 讨 论
阳光中的紫外线能迅速钝化以苏云金芽孢杆菌为代表的病原微生物使其杀虫活性下

降或丧失，这是造成微生物农药田间防效差的最主要原因之一［#］。但是关于紫外线使病

原微生物钝化的详细机理目前还不清楚，仅存在两种假设：一种假设认为阳光中的紫外线

诱导病毒的&5.链发生有害的交联，断裂或形成易变位点，结果使病毒失去致病力；另

一种假设认为阳光中的紫外线诱导产生的高反应活性的自由基（()’)、·’(、单线态氧

等）使病原微生物的致病力下降或丧失［6］。

本文的实验结果证明()’)和·’(对苏云金芽孢杆菌的伴孢晶体有一定程度的破坏

作用。7&789.:,电泳分析和生物测定结果表明，()’)和·’(均改变了伴孢晶体的溶

解性能，并导致伴孢晶体生物活性下降或丧失。此外，它们对伴孢晶体的作用程度与其浓

度呈正相关；·’(对伴孢晶体的损伤作用明显强于()’)。·’(作用较强，()’)作用较

弱，可能是因为()’)氧化性较弱，反应活性较低，需转化为·’(等活性氧后破坏伴孢晶

体。在没有金属离子和络合剂或缺乏光照的条件下，这种转化较慢。在*+（!）和,&-.
存在时，()’)可迅速转化为氧化性极强和反应活性极高的·’(，·’(的形程十分短，自

产生部位起只能运行!#埃［)］。因此，由*+（!）8,&-.8()’)体系生成的大量的·’(产

生后可能随即作用于周围的伴孢晶体，造成对伴孢晶体的明显损伤。

(&8!菌株产生的伴孢晶体大而呈规则菱形，表面显示明显的条纹（长宽均为几千埃

以上），内部有晶格，晶体的表面有一层包膜，这层包膜可用稀碱洗涤除去或用超声波处理

除去［!4］。对于这种水不溶且体积较大规则的伴孢晶体而言，·’(究竟如何与之作用，并

引起结构改变，最终导致其溶解性能的改变和生物活性的下降或丧失，有待进一步研究。

依据本实验结果和(&8!菌株伴孢晶体的形态结构及·’(的化学性质，初步认为·’(可

能作用于伴孢晶体表面的包膜组织，引起膜蛋白的交联，从而导致膜溶解性能下降，结果

使膜在含还原剂的碱性溶液或昆虫中肠内不能正常溶解，导致包膜内的伴孢晶体无法暴

露出来，不能被溶解或降解为原毒素蛋白或毒性多肽，最终导致伴孢晶体生物活性下降或

"63#期 王文军等：活性氧对苏云金芽孢杆菌伴孢晶体的损伤作用



丧失。

阳光中的紫外线、!"射线、!"射线均可产生·#$及其它活性氧自由基，因此，阳光对

苏云金芽孢杆菌等病原微生物的损伤，可能除了这些射线本身对病原微生物的直接作用

外，很大程度上可能还与·#$及其它活性氧自由基的作用有关。
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