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球形芽孢杆菌 !"#$ 蛋白和苏云金杆菌 %&"$’(
晶体蛋白的协同作用
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（1 中国科学院武汉病毒研究所 武汉 !#%%"1）
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摘 要：采用常规的生物测定方法确定了纯化的球形芽孢杆菌（!"#$%%&’ ’()"*+$#&’）的缺失信号肽的 2"EH4 营养期杀

蚊毒素（IAJK*8=AC8L4. =A58+ 1，I=51）蛋白和苏云金芽孢杆菌（!"#$%%&’ ,)&+$-.$*-’$’）$"G#EH4 的 M9=1N4 晶体蛋白对致倦

库蚊（/&%*0 1&$-1&*2"’#$",&’）幼虫的杀虫活性。结果表明 I=51 和 M9=1N4 不同比例的混合物对致倦库蚊的毒力比单独

毒素蛋白高，经统计分析表明两毒素蛋白对目标蚊幼虫具有明显的协同作用。在 OM2/ 处理浓度下，I=51 和 M9=1N4
按 #P1 混合的混合物 O-’%值比单独 I=51 的提前了 &G#&@。表明 M9=1N4 和 I=51 对致倦库蚊具有协同毒杀作用，提高

对目标蚊虫的毒力、缩短半致死时间。该结果为深入研究 I=51 和 M9=1N4 的杀蚊作用方式奠定了基础，同时为其在

蚊虫防治中的应用提供了新的思路和方法。
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球形芽孢杆菌（ !"#$%%&’ ’()"*+$#&’）是一种自然

界中广泛分布的好气芽孢杆菌。由于其对蚊幼虫具

有特异性毒杀作用，在世界范围内被成功地应用于

疾病媒介蚊虫的生物防治中［1，$］。

球形芽孢杆菌营养期杀蚊毒 素（IAJK*8=AC8L4.
=A58+ 1，I=51）广泛分布在 ! > ’()"*+$#&’ 有毒菌株

中，是一种 1%%EH4 的可溶性毒素，由 /"% 个氨基酸

组成。这种 1%%EH4 蛋白可以通过去掉 R0末端信号

肽形成 2"EH4 蛋白。I=51 的合成同芽孢的形成不

相关，它 合 成 于 细 菌 的 营 养 体 生 长 阶 段［#］。122$
年，-@4+4S4.* 等［!］构建了谷胱甘肽 T0转移酶和 I=51
的融合蛋白，证明纯化的 I=51 对致倦库蚊幼虫具有

非常高的毒性。

M9=1N4 毒素是来源于苏云金芽孢杆菌以色列

亚 种（ !"#$%%&’ ,)&+$-.$*-’$’ J*SJ<> $’+"*%*-’$’，简 称

!,$）一个大小为 $"G#EH4 的!0内毒素，该蛋白对细

胞膜上的不饱和脂肪酸具有亲和性。当 M9=1N4 与

细胞膜结合后，聚集引起穿孔，而导致细胞的破裂，

表现出对细胞的溶解作用。同时，该毒素有更宽的

杀虫谱，对某些双翅目昆虫也有毒性［’，&］。!,$ 中两

个或多个基因体内组合的表达产物或毒素蛋白的体

外组 合 试 验 证 实 毒 素 蛋 白 间 存 在 明 显 的 协 同 作

用［" ( 1%］。M9=1N4 毒素蛋白在克服昆虫对其它杀虫

晶体蛋白产生的抗性方面发挥了重要的作用［2，11，1$］。

同时 M9=1N4 和球形芽孢杆菌的二元毒素也存在很

强的协同作用［1$，1#］。有关 M9=1N4 同其它杀虫毒素

蛋白之间的协同作用的机理仍不明确，其可能的机

制是其溶细胞作用增大在蚊虫中肠上皮细胞上形成

孔径而加速膜结构的解体［1!］。

在进行 M9=1N4 蛋白和 2"EH4 I=51 毒素蛋白纯

化的基础上，进行了两种毒素蛋白对敏感致倦库蚊

（/&%*0 1&$-1&*2"’#$",&’）的协同毒杀作用分析和毒力

比较，表明两种毒素对目标蚊幼虫具有明显的协同

毒杀作用，提高混合物对目标蚊幼虫的毒力，缩短其

对目标蚊虫致死时间，该结果为进一步研究 I=51 和

M9=1N4 对蚊幼虫的毒杀作用机理提供了依据。

$ 材料和方法

$)$ 材料

$)$)$ 质粒和菌株：本研究所用质粒和菌株见表 1。

$)$)* 培养基：OU 液体培养基：参照 I4+84=8J 等［1’］

的方法配制。$V- 液体培养基：1G&W U4C=A=X9<=A+,，
1W 酵母粉，%G’W R4M.。Y0-X8J 培养基（每 1%%7O
含）：%/W M4M.$·Z$[ 1G%7O；$%W（RZ!）$ T[! 17O；

$%W 葡萄糖 1G%7O；17A.\O -X8J0ZM. <Z"G’ ’G%7O；

’W ]$Z^[! 1G% 7O；Y0-X8J 盐母液 17O（含 %G%$’W



表 ! 本研究所用质粒和菌株

!"#$% & ’$"()*+( ",+ (-."*,( /(%+ *, -0*( (-/+1
’$"()*+( 2. (-."*,( 3%$%4",- 50"."5-%.*(-*5 62/.5% 2. .%7%.%,5%

8!9:& ’$"()*+ 52,-"*,%+ !"#& .%)24%+ (*;,"$ 8%8-*+% (%</%,5%( *, 8=>?@& 4%5-2.，A)8. B C-
D"( /(%+ 72. -0% %E8.%((*2, ",+ 8/.*7*5"-*2, 27 FGHI" J-E&

K*,+$1 (%,- #1 I. B L2$*, M%..1，
NK［O］

8J’?: ’$"()*+ 52,-"*,%+ $:P ",+ %&"&’( (%</%,5%( *, (0/--$% 4%5-2. 8MNOQ C- D"( /(%+ 72. -0%
%E8.%((*2, ",+ 8/.*7*5"-*2, 27 L1-&A" K*,+$1 (%,- #1 R0",; M%*@0/"，L0*,"

) B %*+, I9S!
=%,2-18%：>,+A& 0(+3&G（. TH ，)U

H ）(/8>OO -0*@& .%5A& ;1.A（V"$.）.%$A&（（$"5CRWA@
".;X）N&YF +%23（80*ZP+$"5（（$"5R）J&S）

C, -0*( (-/+1

-", O[G
’$"()*+ 5/.%+ (-."*, +%.*4%+ 7.2) -(%,++./ "0.1,23,42/,/ (/#(8B ,/1(4+42/,/ ",+ +2%( ,2-
5"..1 -0% ;%,%( 72. *,(%5-*5*+"$ 8.2-%*,(B !0% "5.1(-"$$*7%.2/( (-."*, D"( /(%+ "( -0%
.%5*8*%,- (-."*, *, -0% -.",(72.)"-*2, %E8%.*)%,-(B

\#-"*,%+ 7.2) -0% C,-%.,"-*2,"$
>,-2)28"-02;%,*5 M"5*$$/( L%,-.%

（C,(-*-/- ’"(-%/.，’".*(，X.",5%）
>@8!9:& ) B %*+, I9S!52,-"*,%+ 8!9:& C, -0*( (-/+1
M@8J’?: -", O[G 52,-"*,%+ 8J’?: C, -0*( (-/+1

X%6\O·G9:\，PQPS] L/6\O·S9:\，PQPS] R,6\O·

G9:\，PQS] J,6\O·9:\，:QP] J;6\O ）；酵 母 粉

PQ&S;；89 GQO。根据试验的要求在培养基中加入

&PP";^)_ 氨苄青霉素或 &S";^)_ 四环素。

!"!"# 主 要 试 剂 和 仪 器：谷 胱 甘 肽 琼 脂 糖 干 粉

（6*;)"@A$+.*50 L2)8",1，NK）。M*23"+ ’.2-%*, A(("1
H*-（M*23"+，9%.-(，NK）。62,*8.2#% (2,*5"-2.（_/5"(
I"D% N$-."(2,*5( _-+，_2,+2,，NK）。M%5H)", L2/$-%.
A4",-* ‘@:S L%,-.*7/;%（NB 6BA）。

!"!"$ 供试蚊虫：6_L< 品系，引自湖北省医科院并

在本研究室稳定饲养 S 年以上的敏感致倦库蚊品

系。致倦库蚊蚊虫成蚊和幼虫均在 :Y a :b下饲

养，光周期为 &:0 c &:0（_ c I）。幼虫饲养在搪瓷盆

中，用混合饲料喂养（酵母粉 c小麦粉 d &c:），化蛹后

移入成蚊笼中，羽化的成蚊供给 &P]的糖水，雌蚊

吸食无菌活小白鼠（购自湖北医科大学动物试验中

心）。

!"% &’()* +,-! 的纯化

8!9:& 在 ) B %*+, 中表达为谷胱甘肽 6 转移酶

（=$/-"-0*2,% 6@-.",(7%."(%，=6!）@FGHI" J-E& 的融合蛋

白，之后通过谷胱甘肽琼脂糖亲和层析柱纯化。具

体方法参见谷胱甘肽琼脂糖干粉产品说明。FGHI"
J-E& 蛋白质溶液的浓度采用 M."+72.+ 测定法，具体

详细步骤见 M*23"+ ’.2-%*, A(("1 H*- 说明书。

!"# ./,!0* 晶体的提纯

采用液体双相法分离 L1-&A" 晶体。芽孢和晶

体完全释放的重组 M@8J’?: 菌株发酵液，&PPPP.^
)*, 离心 &P)*,，沉淀用 PQS)2$^_ 的 V"L$ 离心洗涤

一次；生理盐水悬浮菌体后进行超声波处理，使晶

体、芽孢、细胞碎片尽量分散；将超声波处理后的悬

液进行离心并用生理盐水洗涤沉淀，然后按 GP); 沉

淀^)_ 双蒸水制成悬液，在漩涡混合器上不断震荡

混匀，同时除去产生的泡沫；当悬液中的泡沫不再增

加时，将悬液转入分液漏斗，并按悬液 &] V":6\O：

LL$O 为 G c Y c G 的比例分别加入 &] V":6\O 和 LL$O，

充分振荡约 &P)*, 后，静置约 Z)*,；吸出上层水相，

&PPPP.^)*, 离心 &P)*,，沉淀用 S]的丙酮和双蒸水

各洗涤两次，所得的沉淀即为提纯的伴孢晶体。将

晶体蛋白用低温冷冻干燥仪进行干燥，所得干粉

Ob存放。L1-&A" 的提纯的晶体称量干重，悬浮于去

离子水中，其摩尔浓度可由 L1-&A" 的分子量计算得

到。

!"$ 生物测定

参照 e9\ 提供的标准生物测定方法确定纯化

蛋白对敏感致倦库蚊的毒力。在一次性卫生杯中加

入 &PP)_ 去氯自来水和 :S 头 : f g 龄健康蚊幼虫，

然后 加 入 不 同 稀 释 度 的 单 独 和 不 同 比 例 的 纯 化

FGHI" J-E& 溶液和 L1-&A" 晶体悬浮液。每个处理

样品设 S f Y 个稀释度，每个稀释度设 : 个重复。以

未加任何毒素蛋白的去氯自来水作空白对照。:S f
:Gb下处理 OZ0，记录死亡蚊幼虫数，并用 ’.2#*- 软

件计算出不同毒素和不同毒素混合物的 _LSP和 _LFP

值。

半致死时间（_!SP ）的测定：方法同半致死浓度

（_LSP）的测定，以在生物测定中确定的 _LFZ 值剂量

处理蚊幼虫，每隔 g 个小时记录一次死亡的蚊幼虫

数。每个处理设两个平行重复。计算不同处理时间

的蚊幼虫的死亡率，并进行死亡率的概率分析，用

’.2#*- 软件计算出 _!SP和 _!FP值。

!"1 协同作用分析

J-E& 和 L1-&A" 之间的协同作用按照 !"#"(0,*H
（&FF:）提出的方法评价［&Y］。协同因子 6X（(1,%.;*()
7"5-2.）是混合物的理论 _LSP 值与相应混合物的实际

GSO杨艳坤等：球形芽孢杆菌 J-E& 蛋白和苏云金杆菌 L1-&A" 晶体蛋白的协同作用 B ^微生物学报（:PPG）OG（g）



!"#$值的比值。混合物的理论 !"#$ 值是通过计算混

合物中各组分 !"#$值的调和平均数得来的。如果理

论 !"#$与实测 !"#$相同，%& ’ (，则毒素间仅表现为

加和作用；如果协同作用因子 %& ) (，则表明毒素间

存在协同作用；如果协同作用因子 * (，则表明毒素

间存在拮抗作用。

! 结果

!"# $%&# 的纯化

含有缺失信号肽序列的 !"#( 基因的大肠杆菌

重组菌株 +,-./0( 在 01. 培养基中诱导表达，菌体

破碎液经过谷胱甘肽琼脂糖亲和层析柱纯化谷胱甘

肽 %,转移酶和 23456 789( 的融合蛋白（:%.,23456
789(），融合蛋白经凝血酶酶切，再次过亲和层析柱

纯化，得到除去游离 :%. 的纯化的 23456 789( 蛋

白。经凝胶分析软件初步分析，完整的 23456 789(
纯度达到 2$;，23456 789( 蛋白相对全培养物的提

纯率是 $<=#>?@!。图 (,A 为纯化的 23456 789( 毒素

蛋白 %5%,BA:+ 检测结果。

!"! ’(%#)* 晶体的提纯

"C8(A6 蛋白晶体按照方法提纯，冻干粉称重，

根据 "C8(A6 的分子量计算其摩尔数。图 (,D 为纯

化的 "C8(A6 晶体蛋白 %5%,BA:+ 检测结果。本试验

采用 =$$>! 液体 !D 培养基发酵 D,-7BE0，经提纯、

冷冻干燥，得到 $<(F? 干粉。晶体相对于全培养物

的提纯率为 $<$G;。

图 # 纯化 $%&# 蛋白（)）和 ’(%#)* 蛋白（+）的 ,-,.
/)01 分析

&H?I( %5%,BA:+ 6J6KCLHL MN BOPHNHQR 789(（A）6JR "C8(A6 -PM8QHJ
（D）I

!"2 杀蚊毒力测定

将提纯得到 23456 789(、"C8(A6、以及两种蛋白

按摩尔数不同比例的混合物进行对敏感致倦库蚊的

生物测定（表 0）。

表 ! 345-* $%&#、’(%#)* 及混合物对敏感致倦库蚊的毒力

.6SKQ 0 .M9HTH8C MN -OPHNHQR 23456 789(，"C8(A6 6JR 8UQHP >H98OPQ 6?6HJL8 LOLTQ-8HSKQ $ I %&’(%&)*+,-’+"&,

%6>-KQL
.M9HTH8C 6?6HJL8 LOLTQ-8HSKQ $ I %&’(%&)*+,-’+"&, %&

!"#$! !"2$ !"2F !"#$ !"2$

23456 789( V#<02（G=<2( W ##<03） (F=<=（(GV<0 W 02G<G） VGF<(（0F(<0 W F=G<$） X X
"C8(A6 ((=<#（2=<$3 W (V0<G） V#V<(（GG0<G W 3(F<0） ($G(（==0<# W 0$(F） X X
7H98OPQ( VG<F(（G#<2F W ##<(2） (=2<G（((F<0 W 02G<0） GF0<0（0G0<0 W FG=<V） (<00 (<02
7H98OPQ0 G#<FF（G$<VG W V0<3F） ($#<#（F(<#0 W (#0<#） 0$(<2（(V(<= W GV0<(） (<F0 0<#(
7H98OPQG 0$<(2（(3<(V W 0G<2(） #2<=(（V3<G= W F0<$#） ((V<G（F0<F( W (F0<$） V<(V #<=(

! I J?@>!；7H98OPQ(< 23456 789(："C8(A6 ’ GY(；7H98OPQ0< 23456 789(："C8(A6 ’ (Y(；7H98OPQG< 23456 789(："C8(A6 ’ (YG<

单独的 "C8(A6 毒素和 23456 789( 对 G W V 龄致

倦库蚊幼虫的 !"#$值分别为 ((=<#J?@>! 和 V#<02J?@
>!。当 23456 789( 和 "C8(A6 按照不同比例混合后，

混合物的 !"#$ 值明显降低，其中当 23456 789( 和

"C8(A6 按照 ( YG 的比例混合后，混合物的毒力最高，

其 !"#$值为 0$<(2J?@>!，混合物的毒力是 789( 毒力

的 0<0V 倍。在不同比例混合情况下，!"#$ 及 !"2$ 的

协同因子均大于 (，其随 "C8(A6 比例的增加而增加。

表明 "C8(A6 和 789( 之间存在协同作用，且协同效

果随着 "C8(A6 的用量增加而增加。

!"6 杀蚊速度测定

将 789(、"C8(A6、及其摩尔比为 G Y ( 的混合物，

以 !"2F值处理浓度处理敏感致倦库蚊，计算不同处

理时间蚊虫的死亡率（图 0）。

图 ! $%&#、’(%#)* 及其混合物在 7’38 处理浓度下的毒

力变化曲线

&H?I0 .UQ TOPZQ MN 789(，"C8(A6 6JR 8UQHP >H98OPQ 8M9HTH8C 6?6HJL8

LOLTQ-8HSKQ $ I %&’(%&)*+,-’+"&, 68 !"2F I

在 !"2F处理浓度下，单独的 789( 毒素处理的蚊

F#V 1A[: 16J,4OJ )" +. I @/-"+ 0’-123’2.24’-+ 5’(’-+（0$$3）V3（G）



幼虫在 !" 后开始出现卷尾、集聚等现象，#" 后开始

出现死亡，$% 个小时之后死亡数开始急剧上升，&’"
之后死亡率达到 #() 以上，同时死亡速率开始平

缓。单独的 *+,$-. 在处理后 & 个小时，蚊幼死亡率

已经达到了 $#)，之后持续上升，到 $/" 之后死亡率

便达到了 #()，比单独的 0,1$ 毒素提前 2 个小时，

&’" 之后死亡率已经是 $(()。两种毒素按 0,1$ 3
*+,$-. 4 !3$ 混合后，蚊幼很快出现聚集现象，5" 蚊

幼死 亡 率 达 $()，之 后 持 续 上 升，&(" 死 亡 率 达

#()，比单独的 0,1$ 毒素要提前 ’ 个小时，至 !5 个

小时死亡率达到 $(()，总体致死速率明显高于单

独 0,1$ 毒素的情况。

为了更科学直观地反映蚊虫死亡率和时间的关

系及 675(值的计算，将图 & 中死亡率随时间的变化

做回归分析，计算分析得到各个样品的半致死时间

（表 !）。

表 ! "#$%& ’()*、+,(*-& 及 !：* 混合物在 "./浓度

下对敏感致倦库蚊蚊幼的 0123、01"3

7.89: ! 7": ;<=8>, .?.9+@>@ =A 675( .?B 672( =A 2/ CD. 0,1$，*+,$-. .?B

,":>< E>1（!：$）,=1>F>,+ .G.>?@, @H@F:;,>89: ! I "#$%"#&’()*$(+#)

>? ,": B>9H,>=? =A 2#) E=<,.9>,+

J.E;9:
7=1>F>,+ .G.>?@, @H@F:;,>89: ! I "#$%"#&’()*$(+#) JK

672( ., 25) F=?A>B:?F: 675(! ., 25) *=?A>B:?F: 675( 672(
2/CD. 0,1$ $#L(&（$’L2! M $2L(/） !!L&%（!$L(( M !’L(#） N N
*+,$-. /L%#$（5L#5& M 2L(!#） &(L!!（$’L2( M &5L/!） N N
0>1!! $$L’2（$(L22 M $&L!/） &%L(&（&&L’$ M &5L’2） $L$%$L$2
! I O=H<@；!! I 2/CD. 0,1$：*+,$-. 4 !：$L

单独 *+,$-. 的 675( 是 /L%#"，单独 0,1$ 的 675(

是 $#L(&"，*+,$-. 和 0,1$ 混 合 后，675( 提 前 为

$$L’2"，比单独 0,1$ 的 675( 提前了 ’L!!"，协同因子

在 675(及 672(时均大于 $。表明 *+,$-. 可以和 0,1$
协同作用，缩短对敏感致倦库蚊毒杀的半致死时间。

! 讨论

!4* +,(*-& 对 ’()* 杀蚊毒力的影响

表 & 中的数据显示，所有比例混合下，协同因子

都大 于 $，说 明 *+,$-. 可 以 和 0,1$ 协 同 作 用。

2/CD. 0,1$ 3 *+,$-. 4 $ 3 ! 时的毒力 是 单 独 2/CD.
0,1$ 时的 &L$% 倍；2/CD. 0,1$ 3 *+,$-. 4 ! 3 $ 时的毒

力是单独 2/CD. 0,1$ 时的 &L(! 倍，表明 *+,$-. 在

较高浓度的时候与 2/CD. 0,1$ 表现出的协同作用

较低浓度时明显，协同因子值也较大。

!45 +,(*-& 对 ’()* 杀蚊速度的影响

如图 & 及表 ! 所示结果，*+,$-. 虽然 6*5( 值高

于 0,1$，但是在 6*2# 处理浓度下，*+,$-. 对蚊幼的

毒杀速度明显快于 0,1$（提前了 $(L5%"）。这可能

是 *+,$-. 对无脊椎动物和脊椎动物细胞的直接溶

细胞作用引起的。这种特异性并不是很强的溶细胞

作用，使得在高浓度 *+,$-. 存在的情况下，蚊幼虫

肠道细胞快速穿孔而引起蚊幼虫很快死亡。

0,1$ 需要在蚊幼虫肠道中碱性环境和蛋白酶

的作用下切割成 PQ末端、*Q末端多肽，再对靶细胞

识别，发挥 -DRQ核糖基转移酶活性，最终对蚊幼虫

表现出致死现象［%］。整个过程需要一定的时间，所

以最初的一段时间 0,1$ 对蚊幼虫没有造成明显的

致死作用，但是在 $% 个小时之后，单独加有 0,1$ 的

样品中，蚊幼虫死亡率急剧上升，说明 0,1$ 此时开

始发挥作用。这可能是作用机制的不同所引起的杀

蚊速率的差别。

当两种毒素蛋白混合之后，蚊幼虫出现卷尾、聚

集的现象明显提前，在 5 个小时时开始出现死亡，比

单独使用 0,1$ 毒素的情况下要提前 ! 个小时，经过

协同因子分析，确定 675( 的提前归因于 *+,$-. 毒素

和 0,1$ 毒素的协同作用。这说明 *+,$-. 和 0,1$ 发

挥协同作用，加快了杀蚊速度。

总之，通 过 在 纯 化 蛋 白 水 平 上 的 研 究，表 明

0,1$ 和 *+,$-. 的协同作用，可以提高对目标蚊虫的

毒力和致死速度。这为 0,1$ 和 *+,$-. 的进一步研

究提供了依据，并为 0,1$ 和 *+,$-. 在蚊虫控制中

的应用提供了新的思路。
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