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摘 要 

Bt-Cry1Ac棉花的应用对棉花害虫的有效控制发挥了重要的作用，但长期大面积种植将导致

靶标害虫抗性的产生。为延缓昆虫对Cry1Ac抗性的产生，人们提出了转双基因策略，但该策略有

效实施的重要前提就是转入的双基因之间不存在交互抗性。本研究旨在利用生物测定的方法测定

Cry1Ac抗性棉铃虫品系LFR10和BtR对Cry2Ab是否存在交互抗性，并利用体外标记结合和表面等

离子体共振技术研究Cry1A、Cry2Ab与Cry1Ac抗、感棉铃虫中肠刷状缘膜囊泡(Brush Border 

Membrane Vesicles, BBMV)的结合动力学，以明确棉铃虫中与Cry1Ac及Cry2Ab抗性相关的生化基

础。另外，还运用酶标板动力学等方法研究了酯酶与Cry1Ac前毒素和毒素间的相互作用，以阐明

酯酶与Cry1Ac抗性的关系。全文主要结果如下： 

1、 生物测定表明两个Cry1Ac抗性品系LFR10和BtR对Cry1Ac抗性分别达 253.0 倍和 2971.3 倍，

对Cry2Ab的抗性分别为 1.0 倍和 1.1 倍，说明对Cry1Ac具有抗性的棉铃虫对Cry2Ab不存在

交互抗性；进一步对Cry2Ab与Cry1Ac抗、感品系BBMV的结合动力学研究表明：无论是在

敏感品系内还是抗性品系中，Cry1Ac与Cry2Ab之间均不存在竞争，说明了它们之间不存在

共同的结合位点，结合位点的不同是Cry1Ac抗性棉铃虫对Cry2Ab不存在交互抗性的生理生

化基础。 

2、 体外标记结合表明棉铃虫对 Cry1Ac 产生抗性后，Cry1Ac 与位点 2、Cry1Ab 与位点 1 的结

合能力都会下降，Cry1Ac 与位点 2 的结合能力随着抗性的增加而继续减少，直至结合能力

的丧失。但 Cry1Ab 与位点 1 的结合能力下降到一定程度时不再下降。Cry1Ac 抗、感品系

BBMV 与 Cry1Ac 间的亲和力没有差异，但抗性品系中的结合位点浓度及结合能力显著低

于敏感品系。表面等离子体共振技术研究表明，在各品系与 Cry1Ac 的结合过程中，敏感品

系的结合速率明显高于抗性品系。这些结果表明，结合位点浓度和结合速率的降低促使结

合能力降低，结合能力的降低可能是棉铃虫对 Cry1Ac 抗性产生的重要因素。 

3、 酶活性测定表明，BtR 品系 Cry1Ac 抗性棉铃虫的酯酶活性显著高于敏感品系，但抗性品系

中的碱性磷酸酯酶的活性却显著低于敏感品系。当用 Cry1Ac 前毒素和毒素处理酯酶时发现

敏感品系棉铃虫的酯酶不能与它们结合，而抗性品系的却能与二者结合。当用酯酶处理

Cry1Ac 前毒素时，发现抗性品系棉铃虫的酯酶对前毒素的活化作用显著低于敏感品系。据

此，我们推测：棉铃虫体内碱性磷酸酯酶的减少，减弱了其对前毒素的活化作用；同时，

总酯酶在体内的大量表达，并与前毒素和毒素发生更多的非特异性结合，使毒素减少或失

去与中肠上皮细胞膜上受体结合的机会。在以上两个因素的作用下，使得棉铃虫对 Cry1Ac

毒素不敏感，即表现为抗性的产生。  

综上所述，无论是在 Cry1Ac 敏感棉铃虫还是抗性棉铃虫中，Cry2Ab 和 Cry1A 蛋白均不具有

共同的结合位点，Cry1Ac 抗性棉铃虫对 Cry2Ab 不存在交互抗性。因此，Cry2Ab 可用于延缓棉

铃虫对 Cry1Ac 的抗性。 

关键词：Bt 棉花, Cry1Ac 抗性棉铃虫, Cry2Ab, 交互抗性, 碱性磷酸酯酶 
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Abstract 

The wide spread of the first generation transgenic cotton which expresses Cry1Ac has played an 

important role in the integrated pest management of cotton. However, there is a risk for resistance 

evolution of the cotton bollworm (Helicoverpa armigera). Therefore, a strategy of pyramiding different 

Bt genes in cotton is much valuable for managing the resistance risk from the target pest. One of 

requirements for the dual (pyramided) gene strategy to work is that the two toxins must have different 

modes of action, which means that there must be a low probability of cross-resistance between the two 

toxins. Here, we reports the investigation on the cross-resistance of Cry1Ac-resistant H. armigera 

strains (LFR10 and BtR) to Cry2Ab by bioassay and other methods for understanding the molecular 

basis of resistance to Cry1Ac and cross-resistance to Cry2Ab, the binding kinetics between the BBMV 

from Cry1Ac-susceptible and -resistant strains of H. armigera and Cry toxins (Cry1A and Cry2Ab). In 

addition, the interaction analysis between the esterases from Cry1Ac-susceptible and -resistant strains of 

H. armigera were conducted. The results were as follows: 

 

1、 Bioassays between Cry toxins (Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac and Cry2Ab) and larvae of a Cry1Ac- 

susceptible (96S) and two -resistant strains (BtR and LFR10) were conducted for investigating 

cross-resistance of Cry1Ac-resistant strains to Cry2Ab in H. armigera. The resistance ratios (RR) 

of the BtR and LFR10 strains to Cry1Ac and Cry2Ab were 2971.3- and 1.1-fold, and 253.0- and 

1.0-fold, respectively, indicating that the Cry1Ac-resisrant strains of H. armigera had no 

cross-resistance to Cry2Ab. 

2、 Binding in vitro and surface plasma resonance were conducted for binding kinetics between the 

toxins (Cry1A and Cry2Ab) and BBMV, the results suggested that Cry1A could not compete with 

Cry2Ab either in the Cry1Ac-susceptible strain of H. armigera or in -resistant strains, it also 

indicated that Cry1A could not share the binding site with Cry2Ab in H. armigera. In a word, the 

difference of binding sites between the –susceptible and –resistant strains may be contributed to 

no cross-resistant to Cry2Ab in H. armigera.The data from the binding kinetics implied that the 

binding ability of Cry1Ab to the binding site 1 and Cry1Ac to site 2 decreased, and the decrease 

of binding ability corresponding to the increase of resistant ratio. At the same time, we observed 

that the binding ability of Cry1Ab did not decrease anymore until it decreased to some degree, 

but the Cry1Ac did not stop decreasing until it lost the binding ability to binding site 2. To our 

surprise, there was no difference in the binding affinities of Cry1Ac and BBMV between the 

Cry1Ac-susceptible strain and –resistant strain of H. armigera, but the binding site concentration 

of Cry1Ac and the binding ability of Cry1Ac in –resistant strain were lower than in the 

–susceptible, the results from Surface Plasma Resonance (SPR) suggested that the velocity of 

association in Cry1Ac-susceptible strain was higher than in –resistant strain during the binding 

procession may be answered for this conflict. All these results suggested that the changes of 
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binding ability of the Cry1Ac to BBMV is the main reason for its resistance, but the binding 

ability was affected by the binding affinity, binding site concentration and the velocity of 

association during the binding procession. 

3、 Esterase and alkaline phosphatase may be also contributed to Cry1Ac resistance in H. armigera. 

We surveyed the activity of the total esterase, alkaline phosphatase and acid phosphatase in the 

Cry1Ac- susceptible and –resistant stain of H. armigera by microplate reader 550. The results 

indicated that the activity of total esterase in –susceptible was lower than that in –resistant strain 

of H. armigera, but the activity of alkaline phosphatase in Cry1Ac-resistant strain was 

significantly higher than that in –susceptible strain of H. armigera. The interaction analysis 

between esterase and Cry1Ac protoxin and toxin were also investigated, the results suggested that 

the esterase of Cry1Ac-resistant strain could bind with Cry1Ac protoxin and toxin, but the 

–susceptible strain could not. At the same time, the ability of activation of Cry1Ac protoxin in 

Cry1Ac-suscptible was stronger than that in –resistant strain. According to these results, we 

proposed that once H. armigera resistant to Cry1Ac, the reduction of alkaline phosphatase would 

affect the activation of Cry1Ac protoxin, at the same time, more esterase could bind with Cry1Ac 

protoxin and toxin, and this binding would reduce or lose the chance of Cry1Ac toxin binding to 

the receptor on the midgut of epithelium, and these procession would cause H. armigera reduce 

its susceptiblity and resistance to Cry1Ac. 

 

In a conclusion, these results demonstrated that Cry1A and Cry2Ab had different binding sites in H. 

armigera and provided a potential mechanism for the lack of cross-resistance between Cry1A and 

Cry2Ab toxins, and it also suggested that Cry2Ab could be used to delay the evolution of H. armigera 

resistance to Cry1Ac. 

 

Keywords: Bt cotton, Cry1Ac-resistance Helicoverpa armigera, Cry2Ab, cross-resistance, alkaline 

phosphatase 
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第一章  绪论 

苏云金芽孢杆菌(Bacillus thuringiensis, Bt)是一种革兰氏阳性细菌，在其形成芽孢的过程中伴

随着具有杀虫活性的伴孢晶体形成，因而又称为杀虫晶体蛋白(Insecticide Crystal Proteins, ICPs)

或δ-内毒素(δ-endotoxin)，它是目前应用最为广泛的微生物农药之一。Bt杀虫剂及Bt植物的使用不

仅可以有效防治目标害虫，而且可以显著降低农药的使用量、增加农民收益、增多农田中天敌的

种类和数量、有效保护生态环境 (Wu and Guo, 2005)。根据环境影响系数(Environmental Impact 

Quotient, EIQ) —— 一种基于多种因素对单一活性成分构成的纯环境所造成影响的复合测试方法

——的测算表明，1996年至2005年累计减少杀虫剂的使用量达二十二万四千三百吨的活性成分，

相当于作物用杀虫剂对环境的破坏作用降低了14% (James, 2006)。因而，推广Bt植物和使用Bt杀

虫剂已成为当前保护生态环境、稳定生产和害虫综合防治的重要措施之一。  

然而，随着 Bt 使用量和转 Bt 基因作物的迅速增长，转入的 Cry 基因在作物体内的持续

表达，使得害虫在整个生长周期都受到 Bt 杀虫蛋白的高压选择，因而害虫对 Bt 的抗药性已

成为一个不容忽视的问题。虽然到目前为止，小菜蛾是唯一一种对 Bt 存在抗性的田间昆虫，

但国内外许多研究证明：已有分属于鳞翅目、双翅目和鞘翅目的昆虫经室内筛选后可以对 Bt

产生抗药性(McGaughey et al., 1985; Tabashnik et al., 1990; Shelton et al., 1993; Martinezz-Ramirez 

et al., 1995; 唐振华等, 1996; Huang et al., 1997；沈晋良等, 1998；梁革梅等, 2000a)。2003 年，

Janmaat 和 Myers 发现温室中粉纹夜蛾对 Bt 存在抗性，这是继小菜蛾后又一个实验室外昆虫对

Bt 抗性的报道(Janmaat and Myers, 2003)。因此，在广泛使用 Bt 制剂和种植 Bt 作物的时代，昆虫

对Bt抗性的产生从某种意义上来说只是一个时间上的问题而已(De Maagd et al., 1999)，古语云“未

雨绸缪”，因而研究昆虫对 Bt 的抗性机制对于运用 Bt 制剂和 Bt 作物来进行害虫综合治理以及延

长转 Bt 基因作物的寿命就显得尤为重要。 

本章简略介绍了 Bt 棉花的生产概况，从 Bt 的结构和作用机理入手，综述了影响昆虫对 Bt

抗性的生理生化基础，阐述了昆虫体内 Bt 受体蛋白的变异与抗性的关系，并对 Bt 作物害虫抗性

治理策略进行了概括。最后对研究昆虫 Bt 毒素受体与 Bt 毒素相互作用中最有效的新技术——表

面等离子体共振技术(Surface Plasma Resonance, SPR)进行了介绍，并对其在该领域的研究做了简

短回顾。 

1．1  Bt 棉花生产应用概况 

利用现代基因工程技术在棉株中导入抗虫性Bt毒素而选育成的Bt棉，因其具有稳定和连续的

抗虫效果，被认为是害虫管理最经济、最有效的防治方法。自1996年转基因棉花在美国商业化种

植以来，其种植面积在世界范围内快速增长。1996年，我国政府首次批准单价抗虫棉在国内进行

预中试和中试，1997年初批准进行环境释放试验，1997年底批准进行商业化生产。1999年，由美

国孟山都（Monsanto）公司、中国农科院生物技术研究所和棉花所等分别成功研制的转基因棉保

铃新棉33B、GK系列和中棉系列，在获得农业部门的基因安全性检验后以商业运作的模式在生产

领域得到迅速推广，美国孟山都公司的33B棉同年在中国的主栽省——河北——的植棉面积达10

 1
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万公顷左右。从此，抗虫棉种植面积不断扩大。 

2001年以前，我国的Bt棉花主要种植于黄河流域棉区(如河北，河南，山东和山西等省)，种

植面积约50万公顷。截至到2006年，我国的Bt棉已广泛种植于全国各个棉区，种植面积也从当初

的10万公顷提高到了2006年的350万公顷，居全球第六位，占全国棉花种植面积的66％(James, 

2006)。Bt棉花的大量种植对有效控制棉铃虫和红铃虫的危害发挥了重要作用(Wu et al., 2003; Wan 

et al., 2004; 2005; 李号宾等, 2006; 吴孔明, 2007)。据James统计，到2006年，包括美国、中国、

印度、澳大利亚、阿根廷、巴西、南非、墨西哥、哥伦比亚在内的9个国家总计种植以Bt基因为

主的转基因棉花1340万公顷(James, 2006)。但和其它的化学农药一样，随着Bt棉花的广泛种植，

靶标害虫也有可能对Bt棉花产生抗性，从而导致Bt棉花失去其利用价值 (Wu and Guo, 2005)。 

为延缓靶标害虫对Cry1Ac棉花抗性的产生，多种Bt作物抗性治理策略得以提出，其中转双价

基因棉被认为是一种比较有效的措施。截至到2006年，由美国孟山都 (Monsanto) 公司研制的转

Cry1Ac+Cry2Ab基因棉已在美国、澳大利亚、南非、墨西哥和菲律宾等国商品化种植。同时，基

于Bt作物害虫抗性治理策略的原理，一些具有与原来Cry毒素不同作用机理的新抗虫基因(如营养

期杀虫蛋白)也被转入到棉花体内以开发新一代的转基因抗虫棉花。例如，2005年，由Syngenta 

(Greensboro, NC, USA) 公司开发的VIP Cotton™已被批准进入田间释放阶段(James, 2006)。 

1．2  Bt 的结构与作用机理 

1．2．1  Bt 的类型 

1989 年，Höfte 和 Whiteley 根据当时已报道出来的 42 个 Bt 毒蛋白基因的氨基酸序列的

同源性和杀虫谱的不同提出了著名的 H-W 分类系统，将 Bt 毒蛋白基因分为以下五大类，14

亚类，分别用罗马数字Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ和Ⅴ来命名。其中Ⅰ类对鳞翅目昆虫具有高毒性；Ⅱ

类则对鳞翅目和双翅目昆虫具有毒性；Ⅲ类对鞘翅目昆虫有高毒性，Ⅳ类对双翅目昆虫有毒；

而Ⅴ类晶体蛋白则对鳞翅目和鞘翅目昆虫有毒性，然后在每一类型下用英文大写字母 A、B、

C 等代表不同的基因型，然后用小写字母表示同一基因型由于核苷酸序列差异造成的基因亚

型，另外还有仅对双翅目昆虫幼虫有毒性的 Cyt 型晶体蛋白(Höfte et al.,1989)。后来由于对

Bt 菌株发现的逐步扩大，Bt 毒蛋白的家族成员得到了丰富，使得分类系统存在许多的不足。

虽有学者对此分类系统作了更进一步的调整，但由于分类的基本原则未变(喻子牛，1993)，所

以未能从根本上解决它本身存在的问题（即杀虫谱和同源性之间的相互冲突）。 

1995 年，在无脊椎病理学会年会上成立的由 Crickmore 为委员的杀虫晶体蛋白基因命名

委员会对此提出了新的分类原则，从而克服了这一冲突。与原有的 H-W 系统不同的是：新系

统分类时只考虑杀虫晶体蛋白氨基酸序列的同源性，而不再考虑杀虫谱的不同。按同源性的

差异大小将杀虫晶体蛋白分成四个等级：同源性小于 45%（如 Cry1 和 Cry2 之间）、介于 45%

至 75%之间（如 Cry1A 和 Cry1B 之间）、75%至 95%之间（如 Cry1Aa 和 Cry1Ab 之间）和同

源性在 95%以上(如 Cry1Aa1 和 Cry1Aa2 之间)。同时，在命名的方法上也有所改变，新的命

名法中规定：第一级使用阿拉伯数字而不再是原来的罗马数字；第二、三、四级则依次使用

大写的英文字母、小写的英文字母和阿拉伯数字推导(Crickmore et al., 1995），例如：Cry1Aa2。

这种方法也是目前我们对 Bt 进行分类和命名的主要依据。 
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1．2．2  Bt 的结构与功能 

蛋白质的活性总是与其结构密切相关，因此，弄清 Bt 的结构与功能对于研究昆虫对 Bt 产生

抗性的机理是十分重要而又非常必要的。 

目前已克隆到大量 Bt 晶体蛋白基因，并推导出相应蛋白的氨基酸序列，但真正弄清其空

间结构的 Bt 晶体蛋白很少。迄今为止，只弄清了 Cry1Aa、Cry3Aa 和 Cry3Bb 等少数几种晶

体蛋白(Li et al., 1991; Grochulski et al., 1995; Frutos et al., 1999; Morse et al., 2001)的结构。一

般而言，Bt 毒素一般含有三个结构域(domain)：结构域Ⅰ(domain Ⅰ，DⅠ)、结构域Ⅱ(domain 

Ⅱ，DⅡ)、结构域Ⅲ(domain Ⅲ，DⅢ)，每一个结构域的生物学功能不同。其中，DⅠ位于肽

链的 N 端，它在 Bt 杀虫机制中起着关键性的作用并参与细胞膜的穿孔(Gazit et al., 1995; 

1998)；DⅡ位于肽链的中间，是毒素活性片段 DⅠ和 DⅢ之间的一个疏水性核心结构，其顶

端的突环在毒素与受体的识别和结合过程中起重要作用(Grochulski et al., 1995; Masson et al., 

1994; Rajamohan et al., 1996, 1998)；DⅢ则位于 C 端，是两组反平行的 β 折叠片层组成的夹心

结构，在 Bt 毒素结构中具有高度的保守性，一般认为，DⅢ 能够维持毒素结构并决定毒素的

杀虫特异性，同时，可能还有防止蛋白酶对毒素分子的过度降解的作用(Masson et al., 1994; 

Bosh 1994; De Maagd et al., 1996; Ballester et al., 1999)。 

 
1．2．2．1  Cry1A 的结构与功能 

Grochulski 等用 X 光衍射发现对鳞翅目幼虫具活性的 Cry1Aa 蛋白由三个结构域(DⅠ、DⅡ

和 DⅢ)构成 (图 1.1) (Grochulski et al., 1995)。 

其中，位于N端的DⅠ由 8 个α螺旋组成，即由 7 个两亲(亲水、亲脂)的螺旋围绕 1 个位于

中央的相对疏水的螺旋而成一个α螺旋束，这一结构可能参与了细胞膜的穿孔，而且，该结构

与其他细菌毒素(如大肠杆菌素A和白喉毒素)的膜作用结构域的结构十分相似(Lesieur et al., 

1997)。该结构域在DⅡ与膜作用后必须发生较大的构象变化才能与细胞膜作用，位于螺旋束

中央的α5被弹出，暴露出的疏水面进一步与细胞膜作用，结果两亲的α螺旋插入到细胞膜中，

多个这样的螺旋在细胞膜中聚合形成了内表面亲水而外表面疏水的离子通道。 

DⅡ由三组反向平行的 β 折叠片层(sheet)组成，以“希腊钥匙”拓扑结构（“Greek key” 

topology）连接在一起，呈 β-三棱柱围成一个三角形的疏水内核，位于它们顶端的突环集中起

来形成整个分子的顶点。同时由于该结构域位于高变区，毒素的种类不同，其突环的大小及

氨基酸组成也不同，因而该结构域决定了毒素的杀虫专一性，并可能参与了膜受体蛋白的识

别与结合。 

DⅢ则位于 C 端，是两组反平行的 β 折叠片层组成的夹心结构， 呈 β-果酱卷拓扑结构

(β-jelly roll topology)，毒性肽分子的 C 端被深深地包埋于 β 折叠片层之间，这种结构可能有

利于防止昆虫蛋白酶对毒性肽的过度降解。此外，在某些毒素中它还参与了与膜的结合并对

离子通道活性有一定影响。 

氨基酸序列的计算机模拟表明：与 Cry1Aa 高度同源的其他 Cry1A 晶体蛋白(如 Cry1Ab、

Cry1Ac)的三个结构域的构型与 Cry1Aa 十分相似。 
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DⅠ  

 

DⅢ 

 
DII 

图 1.1 Bt 毒素 Cry1Aa 的分子结构 (Grochulski et al., 1995) 

Fig. 1.1 Structure of Cry1Aa 

 
1．2．2．2  Cry2A 的结构与功能 

Morse等对同样对鳞翅目和双翅目均有效的Cry2Aa原毒素的晶体结构进行了分析，分析表明：

虽然Cry2Aa分子的整体构造与Cry1Aa一样，其DⅠ包括第 20 位到第 273 个氨基酸残基，由 8

个反向平行的螺旋束组成；DⅡ包括第 274 位的天冬酰胺(Asn)到 474 位的异亮氨酸(Ile)，该结

构虽然在一级结构上属高变区，但在空间结构上还是保守的，也是由三个β折叠片层组成。与

其他毒素不同的是，DⅡ的第二个β折叠片层中的一条β链被一段α螺旋取代；DⅢ包括第 485

位的组氨酸(His)到C端的第 633 位的酪氨酸(Tyr)，是由卷曲的反向平行的β折叠片层面对面堆

积而成的夹心结构(Morse et al., 1998; 2001)。这三个结构域的相对取向(以DⅠ的螺旋束为参照)

与Cry1Aa相比，DⅡ和DⅢ分别偏移 14。
和 6。

。有意思的是，该类蛋白质虽然缺少多个保守区，

但仍能维持与Cry1 相似的空间结构(English et al., 1994)。 

1．2．3  Bt 的作用机理 

许多学者曾从生物化学、组织病理学和分子生物学等方面研究了Bt毒素的作用机理，但到目

前为止尚存在很大争议。一般认为：来源于苏云金杆菌或其它工程菌的Bt杀虫蛋白被敏感昆虫摄

取后，进入中肠，在碱性中肠液的作用下发生溶解作用，经蛋白酶作用去除N-端的29个氨基酸残

基和C-端的一半，只留下具有杀虫活性的毒素核心片段，该毒素核心片断大小在62～65kDa之间，

且抗蛋白酶消化(Höfte and Whiteley, 1989; Gill et al., 1992; Rajamohan et al., 1998; Schnepf et al., 

1998)，该片段能与昆虫中肠上皮细胞上的特异性受体蛋白结合，进而导致膜上孔洞的形成，最终
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导致昆虫的死亡(Bravo et al., 2002; 2004；Knowles, 1994; Pietrantonio and Gill, 1996; Rajamohan et 

al., 1998; Schnepf et al., 1998; Whalon and Wingerd, 2003)。因此，Bt毒性的发挥是一个复杂的过程。

一般而言，它需要以下几个步骤才能完成：1）晶体蛋白在昆虫体内的溶解；2）前毒素在昆虫中

肠碱性环境中被胰蛋白酶和胰凝乳蛋白酶水解加工活化成具有活性的毒素核心片段；3）毒素核

心片段高亲和性的与中肠上皮细胞上的特异性受体结合，不可逆的将毒素插入膜上(Höfmann et 

al., 1988a; 1988b; Van Rie et al., 1989; 1990)；4）形成跨膜的孔洞，伴随而来的“离子流”和“水

流”导致昆虫死亡。这个过程可以用图1.2 (Whalon and Wingerd, 2003)来表示。 

 

 
图 1.2  Bt 毒素作用机理 (Whalon and Wingerd, 2003) 

Fig. 1.2: Mechanism of Bt protein toxicity (Whalon and Wingerd, 2003) 

 

在发现室内筛选的烟芽夜蛾对 Cry1Ac 具有抗性的基础上，明确了几类具有 GPI-锚定位点

的 Bt 毒素受体蛋白(氨肽酶、碱性磷酸酶等)的功能后，Jurat-Fuentes 和 Adang 提出了 Cry1Ac

在烟芽夜蛾中的作用模式图 (Jurat-Fuentes and Adang, 2006)，如图 1.3 所示。他们认为 Cry1Ac

前毒素溶解后被活化成具有活性的 Cry1Ac 毒素单体，部分的 Cry1Ac 毒素也可以和肌动蛋白

及胞内磷酸酶作用，但大部分的 Cry1Ac 毒素与烟芽夜蛾中的钙粘蛋白结合，并激活细胞内控

制磷酸酶活性的信号通路。与钙粘蛋白结合后，大部分的 Cry1Ac 毒素单体被进一步加工形成

低聚物而与 GPI-锚定蛋白(碱性磷酸酶和氨肽酶 N)结合，这些蛋白复合体聚集在脂筏(lipid 

rafts)上，毒素的结合导致了脂筏在细胞膜上的堆积。脂筏上毒素的浓度可能有两个作用，一

方面诱导毒素插入膜内形成孔洞，另一方面激活细胞内信号转导。而信号的级联放大受控于

某些通过钙粘蛋白调节信号的磷酸酶，在激活反应的细胞内信号和渗透压改变的双重作用下

促使毒素在膜上形成孔洞并最终导致昆虫死亡。 
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图 1.3  Cry1Ac 在烟芽夜蛾中的作用模式图 (Jurat-Fuentes and Adang, 2006) 
Fig. 1.3 Proposed model for the mode of action of Cry1Ac toxin in Heliothis virescens larvae. 

1．3  昆虫对 Bt 抗性的生理生化基础 

昆虫对杀虫剂的抗性演化是一种复杂的生态现象，（Caprio and Tabashnik, 1992; Georghiou and 

Taylor, 1977a; Taylor et al., 1983; Tabashnik and Croft, 1985），Bt作为一种特殊的微生物杀虫剂也不

例外。影响害虫对杀虫剂抗性演化的因子可分为三类：即遗传学因子（抗性基因频率，抗性基因

的数目，显隐性度等），生物学因子（世代数，与天敌的相互作用，害虫的迁移）和操作因子（杀

虫剂的用量，施药频次，非施药地区的部署等）（Geroghiou and Taylor, 1977a, 1977b; Rosenhein and 

Tabashnik, 1990）。在此，我们主要概述害虫本身的生理、生化、遗传基础对Bt抗性演化的影响。 

在鳞翅目害虫中，对Bt抗性最普遍的遗传方式模型称为“模型1”（Tabashink et al., 1998）。”

模型1”的抗性特点是：⑴至少对一种Cry1A毒素的抗性倍数大于500倍；  ⑵ 隐性遗传；  ⑶ 对Cry1C

有低或无交互抗性；  ⑷ 对Cry1A毒素至少有一个与中肠靶标结合力下降的位点。到目前为止，除

红铃虫抗Cry1Ac品系符合”模型1”外（Tabashink et al., 1998），至少有三个小菜蛾品系、烟芽夜蛾

YHD2品系、印度谷螟343R品系符合”模型1”（McGaughey et al., 1985；Van Rie et al., 1990；Gould 

et al., 1995; Tabashink et al., 1998）。尽管对Bt抗性的一些例子不符合此种模式，但在所有报道大于

100倍抗性的”模型1”的抗性种群均能在表达高浓度Cry1A毒素的Bt作物上存活（Tang et al., 1997, 

1999；Ramachandran et al., 1998; Tabashnik et al., 2000; 2003）。 

理论上，在Bt对昆虫发挥作用的每一个过程中(前毒素的溶解、酶解、上皮细胞膜的穿透、与

受体的结合、细胞膜的插入、孔洞的形成和中肠细胞渗透压降低)，昆虫都有可能对Bt产生抗性

(Heckel, 1994)。Heckel分析了害虫对Bt抗性产生的10种潜在机理及其遗传方式，但从目前的报道

来看，以下五个方面是影响昆虫对Bt抗性产生的主要因素： 

1）Bt的溶解 

Bt蛋白在昆虫中肠内的溶解是其作用的开始，如果Bt在昆虫体内得不到溶解或者Bt植物表达

的为不可溶的毒素混合物，都有可能导致昆虫抗性的产生(Aronson et al., 1991; Heckel, 1994)。 

2）Bt的蛋白酶解 
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毒素被昆虫摄取并在肠体内溶解后，在中肠碱性环境和蛋白酶的作用下被分解和激活成具有

杀虫活性的稳定毒性肽。如果毒素水解不完全或前毒素被过度的水解，很可能的原因是由于二者

没有被昆虫体内的酶正确的酶解，因而所产生的毒素片段不具有杀虫活性。由于酶解后的Bt毒素

对昆虫不具有杀虫活性，从而导致了抗性的产生。同时由于这种酶解一般并不是特异性的，所以

通常还会导致高度的交互抗性(谭声江等，2001)。 

在用Bte HD-198筛选的印度谷螟(Plodia interpunctella)抗性品系198r中，抗性品系中肠提取物

的蛋白水解酶的活性较敏感品系低，并且对Cry1Ac前毒素的酶解作用降低(Oppert et al., 1996)。

进一步的研究表明对Cry1Ac敏感性的降低与中肠中一种主要蛋白酶的缺失密切相关(Oppert et al., 

1997)。在随后的研究中发现该种群对Cry1Ab前毒素的抗性是其对Cry1Ab毒素的11倍，从而确证

了该酶参与了毒素的酶解，由于该酶的缺失而导致了抗性的产生(Herrero et al., 2001a)，而且这种

抗性通常是具有交互抗性的。Forcada等曾报道在烟芽夜蛾抗性品系CP73-3中酶与其对Cry1Ab的

抗性关系，与敏感品系相比较，抗性品系中的酶对Cry1Ab前毒素的加工明显减弱，但对活化的

Cry1Ab毒素的分解加快(Forcada et al., 1996)。 

3）毒素与中肠上皮细胞上特异性受体的结合 

毒素与中肠上皮细胞上特异性受体结合能力的改变被认为是昆虫对Bt产生抗性的一种主要

机制。水解后的毒素核心片段能够和昆虫中肠上皮细胞上的刷状缘膜囊(Brush Border Membrane 

Vesicles, BBMV)发生特异性地结合，导致细胞膜穿孔，并最终使昆虫致死。 

众多实验表明, 毒素与受体结合的动力学性质与毒效之间的关系是非常复杂的。一些研究表

明昆虫BBMV与Bt毒素的结合能力与毒力效果呈正相关，如在印度谷螟中，抗性种群343-R品系

的BBMV与Cry1Ab毒素的亲和力下降了50倍，但结合位点浓度没有改变。而同样对另一位点具有

高亲和力的Cry1Ca在抗性品系中和敏感品系中亲和力一致，但抗性品系中结合位点浓度却比敏感

品系的高3倍，这说明了由于Cry1Ab结合位点的改变导致了抗性的产生，而Cry1Ca结合位点浓度

的升高可以解释该抗性品系对Cry1Ca的高度敏感的原因(Van Rie et al., 1990)。运用放射免疫的方

法确定了Cry1B 在大菜粉蝶的BBMV 上有高亲和力和低亲和力的两类受体群, 对大菜粉蝶有毒

但对烟草天蛾无毒的Cry1B，与大菜粉蝶的BBMV 有高度的亲和力, 与烟草天蛾的BBMV 则不结

合，而对大菜粉蝶和烟草天蛾均有毒力的Cry1Ab与两者的BBMV 都以高亲和力结合(Höfmann et 

al., 1988)。 

然而，其他一些试验却表明BBMV与毒素的结合能力与毒效呈负相关或不相关，如Cry1Ac

对舞毒蛾(Lymantria dispar (Linnaeus))有高毒性, Cry1Ab对其几乎无毒, 但Cry1Ab对舞毒蛾的

BBMV 结合能力却大大高于Cry1Ac的结合能力(Wolfersberger, 1990)。 

在对Cry1Ac具有高度抗性的烟芽夜蛾YHD2中，其与Cry1Ac和Cry1Ab (该品系对后者具有高

度的交互抗性)的结合能力没有下降，但对仅具有中度交互抗性的Cry1Aa的结合能力下降较显著

(Lee et al., 1995)。竞争结合实验表明，在烟芽夜蛾中，Cry1Aa与受体位点A 结合，而Cry1Ab除

了与受体位点A结合以外还与受体位点B结合，Cry1Ac除具有能结合受体位点A和B外，还可以结

合受体位点C (Van Rie et al., 1989；Lee et al., 1995)。    

4）孔洞的形成 

这被认为是最有效的一种抗性产生的方式，并非常容易引起交互抗性。如果毒素与BBMV结

合后形成孔洞的能力受阻或者孔洞形成后马上被阻塞，将会影响其它毒素在细胞膜上形成孔洞，
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这样一来就能使Bt的效果大打折扣，表现为抗性的产生，而且这种作用是非特异性的，因而易表

现出交互抗性。 

5）中肠上皮细胞的修复作用和行为上的逃避也有可能使昆虫对Bt产生抗性 

尽管昆虫对Bt产生抗性的途径是多种多样的，但目前的研究表明Bt毒素与BBMV上受体结合

能力以及昆虫体内酶液的改变是影响昆虫对Bt产生抗性的主要因素(Ferré and Van Rie, 2002)。因

此，了解昆虫体内Bt毒素受体与Bt毒素的结合就显得非常必要。 

1．4  昆虫 Bt 受体蛋白及其与抗性的关系 

从现有的相关报道来看，在昆虫体内可能主要存在以下几类Bt受体蛋白：氨肽酶N 

(Aminopeptidase N，APN) (Knight et al., 1994; Sangadala et al., 1994; Gill et al., 1995; Valaitis et 

al., 1995; Lee et al., 1996; Garner et al., 1999)、钙粘蛋白(Cadherin-like) (Vadlamudi et al., 1995)、

碱性磷酸酶(Alkaline Phosphatase，ALP)、肌动蛋白(Actin) (English and Readdy, 1989; Sangadala et 

al., 1994; McNall and Adang, 2003; Jurat-Fuentes and Adang, 2004b) 和醣脂类(Glycolipid) (Griffits 

et al., 2005) 等。 

1．4．1  氨肽酶 N 

氨肽酶N(Aminopeptidase N，APN)是一种糖基化磷脂酰肌醇锚定蛋白 (glycosylphosp- 

hatidyl inositol anchored protein, GPI-anchored protein)，它广泛存在于动植物中，催化许多蛋白

氨基末端残基的分裂。氨肽酶通常分为4类：氨肽酶N ( N (EC 31411112)、A (EC31411117)、P 

( EC 31411119) 和W (EC 314111116) (Tieku et al., 1992)。 

昆虫中肠上具有丰富的APN，它属于锌依赖性多肽酶家族，具有锌指结构HEXXH和N连

接的糖基化位点，以糖耦联的磷脂酰肌醇(GPI)与昆虫中肠的BBMV相连，属于胞外酶类，是

昆虫中肠微绒毛膜的标志酶，偏好水解多肽氨基端的中性氨基酸。不同类型的APN对不同的

毒素有不同的亲和性。研究表明APN是鳞翅目昆虫中Cry1A 等毒素的受体，如棉铃虫

(Helicoverpa armigera (Hübner))(Liang et al., 2004; Wang et al., 2005a)烟草天蛾 (Manduca 

sexta)(Harvey et al., 1979; Vadlamudi et al., 1993; Knight et al., 1994; Luo et al., 1996)、 烟芽夜

蛾 (Heliothis virescens)(Gill et al., 1995; Luo et al., 1997a)、舞毒蛾 (L. dispar)(Valaitis et al., 1995; 

Lee et al., 1996; Garner et al., 1999)、小菜蛾 (Plutella xylostella)(Luo et al., 1997b)、家蚕 (Bombyx 

mori)(Yaoi et al., 1997; Hara et al., 2003)、粉纹夜蛾 (Trichoplusia ni (Hübner))(Lorence et al., 

1997)等，它介导毒素的杀虫作用，它的变异是导致昆虫对Bt产生抗性的主要原因（王桂荣等, 

2003；刘凯于等, 2004）。 

不同昆虫的APN能与不同的Bt毒素结合，而且同一昆虫的不同APN与Bt毒素的结合特性

也可能不一样。例如，在烟草天蛾中，Cry1C能与106kDa的APN结合，但不能结合115kDa的

APN，而Cry1Ac的结合方式则正好相反，它仅能与115kDa的APN结合。在舞毒蛾中，Cry1Ac

结合100kDa的APN1，但Cry1Ab和Cry1Aa结合其他不同的分子(Hara et al., 2003)。但在烟芽夜

蛾和烟草天蛾中，它们中肠上的120KD的APN能够与Cry1A家族的3种毒素(Cry1Aa、Cry1Ab

和Cry1Ac)发生特异性结合。对于棉铃虫，APN1可与这三种毒素结合，但只有Cry1Ac能与APN2
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结合。而采用烟草天蛾Cry1A毒素受体APN的cDNA片断在大肠杆菌中进行同框阅读表达，以

大小为30kDa的表达产物制备抗体，能检测到欧洲玉米螟BBMV上APN有3种，其中分子量为

154kDa的APN可与Cry1Ac、Cry1Ab和Cry1F毒素结合，第2、3种APN只与Cry1Ac结合而不与

Cry1Ab和Cry1F毒素结合(Hua et al., 2001)。 

并不是所有的APN都能与Cry1A家族毒素发生特异性结合。家蚕BBMV上分子量分别为

100和110 kDa的APN同工酶不与Cry1A类毒素结合，只有115 kDa 的APN与Cry1Aa毒素发生特

异性结合(Jenkins et al., 2001)。此外，斜纹夜蛾的BBMV上的APN只与Cry1C毒素结合，与此

相反的是烟草天蛾的BBMV上120kDa的APN不与Cry1C毒素结合，Cry1C毒素的受体是一个分

子量为106 kDa的氨肽酶N(Luo et al., 1996)。Daniel等报道烟草天蛾BBMV上一种纯化的120 

kDa 氨肽酶N不能与Cry1Ac的一种突变体结合，但变性的氨肽酶N却暴露出了非变性条件下隐

藏的新的结合部位，并可与之相结合，所以在变性条件下配体印迹法(ligand blot) 显示与Bt

毒素结合的蛋白在非变性条件下并不一定与毒素结合(Daniel et al., 2002)。 

总之，昆虫APN作为Bt毒素的一种主要的受体，其与抗性的产生密切相关，但昆虫的APN

不是能与所有的Bt毒素发生特异性结合，不同昆虫的APN能与不同的Bt毒素结合，同一昆虫

的不同APN与Bt毒素的结合能力也不一样，二者之间的关系不是简单的一一对应关系。 

1．4．2  钙粘蛋白 

钙粘蛋白(cadherin)被证明是鳞翅目昆虫的另一类主要的Bt受体蛋白(Vadlamudi et al., 

1995; Francis et al., 1997; Nagamatsu et al., 1998; Wang et al., 2005; Flannagan et al., 2005)。众多

研究表明在烟草天蛾、家蚕和烟芽夜蛾中，钙粘蛋白是Cry1A毒素的靶标受体，而且试验还表

明钙粘蛋白基因的变异与昆虫对Bt抗性的产生密切相关，使得钙粘蛋白成为科学家们的又一

个研究焦点。 

Vadlamudi等首次在烟草天蛾BBMV上发现了Cry1A 毒素的一种受体与钙粘蛋白的结

构很相似，称为类钙粘蛋白(Cadherin-like) (Vadlamudi et al., 1995)。Francis等纯化了烟草天蛾

中肠BBMV上Cry1Ab 毒素的受体BT-R1，其和氨肽酶、碱性磷酸酯酶、α-葡糖苷酶、β-葡

糖苷酶及-半乳糖苷酶的洗脱活性峰不同，也不象是和这些酶形成的复合体。Cry1Aa和Cry1Ac

与BT-R1在分级凝胶过滤柱上的结合与Cry1Ab相似,这表明BT-R1可能是Cry1A毒素的高度亲

合性受体 (Francis et al., 1997)。Nagamatsu等发现在家蚕体内存在一种能与伴刀豆蛋白A 

(Concanavalin A)反应的175kDa的糖蛋白，尽管在中肠膜泡中只有0.01%~0.02%，但它却与该

蛋白的抗体能在体外抑制毒素与膜泡的结合，并降低毒素对家蚕的毒力，而且这种蛋白只存

在与肠体内，不存在于脂肪体、角质层和丝腺中，表明该蛋白极有可能是Bt的受体蛋白，于

是将其命名为BtR175 (Nagamatsu et al., 1998)。进一步的实验表明，当将BtR175在Sf9细胞系

中进行表达并且将其暴露在Cry1Aa中时，细胞的形态会发生变化，同时膜电流也发生了改变，

这表明BtR175的表达导致了膜对Cry1Aa渗透量的改变，说明二者是相互作用的，进一步确证

了BtR175是Cry1Aa的一个受体(Nagamatsu et al., 1998)。 

不同昆虫的BBMV上受体钙粘蛋白结合的毒素种类不一定相同。很多试验表明，3种Cry1A 

(Cry1Aa、Cry1Ab和Cry1Ac)毒素都可以与某些昆虫的钙粘蛋白结合。这几种毒素的同源性很
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高，因此它们很可能在昆虫体内有共同的结合位点。生物测定也表明，昆虫对这3种毒素一般

具有较强的交互抗性。竞争结合试验结果表明，它们一般在钙粘蛋白上共享同一结合位点，

但不完全重叠。对于家蚕，情况却不相同。利用纯化的家蚕体内类钙粘蛋白受体BtR175进行

配体印迹试验没有观察到Cry1Ab和Cry1Ac与该受体的明显结合，Cry1Aa与该受体蛋白却具有

很高的亲和力。而对虫体进行生物测定时发现3种毒素中Cry1Aa毒素对家蚕幼虫的毒力最高，

这说明毒素与受体的亲和力与毒性呈正相关。 

类钙粘蛋白受体在毒素分子上的结合区域与其它受体相同，但是具体结合位点却不相同。

Jenkins等报道了Cry1Aa毒素的一种人工缺失突变物影响毒素与类钙粘蛋白受体的结合，但却

不影响毒素与受体氨肽酶N的结合(Jenkins et al., 2000)。Jenkins研究发现：由Cry1Ac的结构域

Ⅰ、Cry1Aa的结构域Ⅱ和Cry1Ab的结构域Ⅲ组成的融合毒素也能与家蚕BtR175具有很高的亲

和力，而在毒素与受体的识别和结合过程中起重要作用的是结构域Ⅱ，因此Cry1Aa毒素的结

构域Ⅱ与BtR175的结合密切相关(Jenkins et al., 2001)。与此不同的是，舞毒蛾的幼虫也具有受

体类钙粘蛋白，它对Cry1Ac也不敏感，但对Cry1Aa毒素却很敏感。Nagamatsu等采用将N端逐

渐缩短，逐一的部分表达BtR175，然后将这些片段与Cry1Aa毒素结合，结果发现BtR175的N

端最后一个重复子和近膜区域是受体BtR175与Cry1A毒素的结合部位(Nagamatsu et al., 1999)。

Gomez 等采用噬菌体展示技术首次筛选到了BtR1和BtR175上与Cry1A毒素结合的氨基酸序

列，二者分别是869HITDTNN K876和1296LDETTN1301(Gomez et al., 2001; 2002)。由此可见，BtR1

和BtR175结合Cry1A毒素的结合部位显著不同。 

在烟芽夜蛾中，由钙粘蛋白(HevCaLP)组成的受体A被认为与Cry1Ac抗性的产生密切相

关。HevCaLP 的缺失导致了抗性品系YHD2和KCBhyb的BBMV与Cry1Aa结合能力的下降，但

不影响Cry1Ab和Cry1Ac的结合能力(Lee et al., 1995; Jurat-Fuentes et al., 2004a(Lee et al., 1995; 

Jurat-Fuentes and Adang 2004)。Gahan等人发现对Cry1Ac抗性高达10 128倍的烟芽夜蛾YHD2

品系的Cry1A毒素受体类钙粘蛋白基因发生了插入突变。在敏感虫体中该基因的转录产物

mRNA为5.5kb；而在抗性虫体中该基因的转录产物有三种，大小分别是：7.8、4.4和2.1kb。

序列分析表明抗性昆虫7.8kb片段比敏感昆虫的5.5kb多了一段2.3kb的内部插入序列。这种突变

是由于反向转座子介导插入，使烟芽夜蛾YHD2品系受体类钙粘蛋白基因的结构遭到了破坏。

该受体类钙粘蛋白基因被命名为Bt-R4（Gahan et al., 2001）。Gahan等报道了对Cry1Ac和Cry2Aa

都有抗性的烟芽夜蛾CP73品系，对Cry1Ac抗性具有最大影响的BtR-5基因位于连锁群10上，

这和他们先前的报道不同，当时他们曾确认对Cry1Ac具有高抗性的YHD2品系中，对Cry1Ac

有重要影响的BtR-4基因位于连锁群9上，但BtR-4和BtR-5 对Cry2Aa没有显著抗性。他们分析

认为CP73品系对Cry2Aa的抗性不是因为Cry1Ac抗性引起，而是以数量遗传为基础的(Gahan, 

2005)。 

Morin等人研究了对Cry1Ac抗性为3100倍的棉红铃虫品系，分析认为其抗性的产生与类钙粘

蛋白受体基因编码区的3个缺失突变点(r1、r2和r3)有关，每一个缺失突变至少导致毒素结合区域

的上游缺失8个氨基酸残基，而且所有的缺失发生在Cry1Ac结合钙粘蛋白的上游(Morin et al.,, 

2003)。同时，他们还通过PCR的方法获得了r1、r2和r3部分基因序列，建立了以DNA为基础的监

测抗性基因的方法来检测红铃虫对Bt的抗性基因，能区别鉴定r1r1、 r1r2、 r1r3、 r2r2 、r2r3、 

r3r3、r1s 、r2s、 r3s 和ss等10种基因型(Morin et al.,2003)。Tabashinik等应用此方法在AZP-R和
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APHIS-98R两个独立的抗性品系中鉴定了有r1, r2, r3基因(Tabashinik et al., 2004)。王桂荣等克隆了

棉铃虫的钙粘蛋白全长基因，证明了棉铃虫钙粘蛋白是Cry1Ac的受体，同时，运用半定量RT-PCR

的方法分析了钙粘蛋白基因在棉铃虫中的表达情况。研究表明，当棉铃虫对Cry1Ac产生抗性后，

钙粘蛋白的表达量明显降低，钙粘蛋白基因表达量的变化导致了与棉铃虫中肠BBMV结合的

Cry1Ac的量减少，这可能是棉铃虫对Cry1Ac产生抗性的主要原因之一(王桂荣等, 2004)。Xu等报

道了室内对Cry1Ac抗性为564倍的棉铃虫种群研究表明：抗性的产生是因为在钙粘蛋白基因1258

位处发生变异，提前插入了一个终止密码子TAA，使得大部分序列缺失，从而导致表达的受体蛋

白仅含有428个氨基酸残基(Xu et al., 2005）。 

1．4．3  碱性磷酸酶和肌动蛋白 

碱性磷酸酶与氨肽酶具有一个相同的性质，那就是都能够被糖基化磷脂酰肌醇 GPI 锚定。

早在 1989 年的时候，English 和 Readdy 认为烟芽夜蛾中的碱性磷酸酶(alkaline phosphatase, 

ALP)可能是 Cry1Ac 的受体(English and Readdy, 1989)。随后，Sangadala 等的实验表明烟草天

蛾中的氨肽酶与磷酸酶的混合物能增加 Cry1Ac 毒素的结合，并推断它可能是烟草天蛾中

Cry1Ac 的受体(Sangadala et al., 1994)，但他们的发现当时并未引起人们足够的重视。 

直到 2003 年，McNall等运用蛋白组技术首次证明了在烟草天蛾中存在两种新的Bt毒素受

体蛋白：碱性磷酸酶和肌动蛋白(Actin) ( McNall and Adang, 2003)。他们通过单相和双相电泳建

立了烟草天蛾BBMV中Cry1Ac受体蛋白组和GPI锚定的受体蛋白组，最后通过肽质指纹

(Peptide Mass Fingerprints, PMFs)的方法得到 65KDa的Cry1Ac的受体蛋白ALP( McNall and 

Adang, 2003)。 

烟芽夜蛾中的碱性磷酸酶(HvALP)也是Cry1Ac的受体(Jurat-Fuentes and Adang, 2004b)。

Jurat-Fuentes等在YHD2 的基础上筛选YHD2-B时发现，相对于前者，后者对Cry1Ac具有 73 倍

的抗性，并且对Cry1Ab和Cry1Ac的结合能力减弱(Jurat-Fuentes et al., 2002)。这些变化表明除

了HevCaLP参与了作用外，还有其它的受体参与了作用。为了弄清楚这个问题，他们比较了

抗、感幼虫中肠上皮细胞膜蛋白的差异，发现与Cry1Ac同样能识别GalNAc抗原决定簇的大豆

凝集素 (Soybean agglutinin, SBA)与BBMV能结合，但至少有两种蛋白结合的量减少了

(Jurat-Fuentes et al., 2002)。其中之一被鉴定为通过GPI锚定的细胞膜蛋白HvALP。进一步的研

究表明抗性品系(YHD2-B，CXC，KCBhyb)中的碱性磷酸酶活性低于敏感品系YDK，其中抗

性品系YHD2-B中肠BBMV的碱性磷酸酶的活性比敏感品系YDK减少了 3 倍。而对YDH2-B和

YDK的杂交后代F1的生测表明，F1代对Cry1Ac敏感，且其中碱性磷酸酶的总量与YDK接近，

从而确证了在烟芽夜蛾中碱性磷酸酶与Cry1Ac抗性密切相关 (Jurat-Fuentes and Adang, 

2004b)。 

同时，他们通过双相电泳的方法发现抗性品系(YHD2-B，CXC，KCBhyb)中的碱性磷酸

酶的量低于敏感品系 YDK，表明烟芽夜蛾中肠碱性磷酸酶活性的减少与抗性直接相关。在另

一抗性品系 CXC 中，其 BBMV 与 Cry1Ac 的亲和力与敏感品系 YDK 的一致，碱性磷酸酶的

活性降低与抗性相关，但不影响与 Cry1Ac 的结合(Jurat-Fuentes et al., 2003)。因此，可以肯定

的是，碱性磷酸酶活性的减少与烟芽夜蛾对毒素抗性的增加密切相关，但其具体作用机理尚
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不清楚。 

Fernandez 等在埃及伊蚊(Aedea aegypti)的中肠中发现通过 GPI 锚定、大小为 65KDa 的碱

性磷酸酶是以色列亚种 Cry11Aa 的功能受体。在用磷酸酯酶 C (Phospholipase C)处理埃及伊蚊

中肠上皮细胞中提取的 BBMV 后，存在两个以 GPI 方式锚定的能与 Cry11Aa 发生特异性结合

的蛋白。利用亲和层析的方法纯化了这一 65KDa 的蛋白，并呈现出碱性磷酸酶活性。结果表

明 GPI-ALP 是导致 Cry11Aa 对埃及伊蚊高毒性的重要的分子受体(Fernandez et al., 2006)。 

McNall 和Adang通过Western杂交结合肽质指纹的方法也鉴定了另一43KD的Cry1Ac受体

蛋白为肌动蛋白(Actin)( McNall and Adang, 2003)。Krianamoorthy等在烟芽夜蛾中通过蛋白组的

方法也得到类似的蛋白，并鉴定为Cry1Ac的受体(Jurat-Fuentes and Adang, 2006)。事实上，肌

动蛋白做为毒素受体一直存在疑问，因为肌动蛋白家族成员通常是细胞内细胞骨架的组成部

分。但是，如果Cry1Ac毒素与钙粘蛋白结合时引起的构象改变将会加强部分毒素与细胞内的

肌动蛋白发生作用。肌动蛋白通过酪氨酸磷酸酶，连环蛋白和辅肌动蛋白与钙粘蛋白的细胞

液作用引起细胞内的信号通路应答胞外的信号(Lilien and Balsamo, 2005)。Cry1A毒素与钙粘蛋

白结合后所导致的细胞内细胞凋亡通路(apoptotic pathway)的激活与Cry1的毒性相关(Zhang et 

al., 2005; 2006)。Jurat-Fuentes和Adang推测在烟芽夜蛾中，一部分Cry1Ac的单体就是直接作用

于肌动蛋白，进而导致昆虫的死亡(如图1.3, Jurat-Fuentes and Adang, 2006)。 

1．4．4  醣脂 

醣脂可能是生物体内中又一种Bt受体蛋白。早在1999年的时候，Silva等就认为在尖音库

蚊(Culex pipiens)的中肠中α-葡萄糖苷酶可能是一种Bt毒素受体蛋白 (Silva et al., 1999)。2001

年，Griffitts等发现在模式生物线虫秀丽隐杆线虫 (Caenorhabditid elegans) 中bre-5基因编码的

β-1,3-半乳糖基转移酶与Bt毒素的抗性有关，bre-5基因的缺失会导致其对Cry5B抗性的产生

(Griffitts et al., 2001)。2005年，Griffitts等再次发现在该线虫体内存在一种醣脂类化合物，它

能够与Bt毒素发生特异性结合，而且这种结合依赖于这种碳水化合物而产生毒性。这种醣脂

类化合物的缺失引起秀丽隐杆线虫对Bt毒素的抗性，并认为这是抗性产生的主要机制(Griffitts 

et al., 2005)。在其他的生物中也曾发现过类似的情况，但都没有深入的研究。例如，

Kumaraswami等在小菜蛾的Cry1Ac抗性品系中发现其醣脂类化合物的含量远低于敏感品系，

虽然没有明确提到它可能是Bt毒素的功能受体，但推定它的变化可能参与了抗性的形成

(Kumaraswami et al., 2001)。 

总之，随着人们对 Bt 抗性的关注，越来越多的与抗性相关的受体基因被分离和克隆。昆

虫对 Bt 的抗性机制呈现出多样性，不同昆虫对不同 Bt 毒素的抗性机制不同。而且，昆虫对

Bt 的抗性也是多种因素的作用结果，因此，系统深入地研究 Bt 毒素受体蛋白是研究 Bt 抗性

的首要问题，也将为发展分子技术快速监测田间抗性基因频率和延长 Bt 农药、Bt 植物的使用

寿命起到积极的作用。 

1．5  害虫抗性治理策略 

随着Bt棉的大规模种植，害虫对Bt的抗性已严重威胁到Bt棉的可持续利用，因而多种害虫抗
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性治理 (Insect Resistance Management，IRM) 策略得以提出(Brunke and Meeusen, 1991; Denholm 

and Rowland, 1992; Gould, 1994, 1998; Tabashnik, 1994a, 1994b; Caprio, 1994; McGaughey and 

Whalon, 1992; Alstad and Andow, 1995; Liu and Tabashnik, 1997; Zhao et al., 2003)，主要包括以下

几个方面的措施： 
1) 特定时间特定部位表达毒素 

这种策略通过对转基因毒素蛋白的时空表达进行调控，从而达到防治害虫的目的。转基因植

物在特定时期和易受攻击部位受到化学的或虫害的伤害，这种伤害诱导并促使启动子启动，表达

毒素蛋白杀死害虫。这样将能调节Bt毒素在转基因植物上的时空表达特性，尽可能在害虫高峰期

和易受伤害的部位表达，这样将能很好的延缓抗性(Wilson et al., 1992; Gould, 1998)。这种策略特

点是不需要另设庇护所，转基因植物本身就担当了这种角色。如Bt毒素仅在幼棉铃中表达, 可以

在减少棉花产量损失的同时允许有足够的敏感幼虫正常的生长和繁殖，从而可延缓抗性的发生且

增加天敌的数量，维持田间的群落生态结构。 

但是，这种方法看起来并不是十分的有效。因为组织特异性表达将使Bt毒素在一些组织中高

剂量表达，而在另外一些组织中低剂量表达, 害虫可能在不同发育阶段食用不同的组织而被分化

选择，这样一来该策略最终的结果是加速而非延缓抗性的产生(McGaughey and Whalon, 1992; 

Frutos et al.,1999)，因而并不是十分可取。 

2) 低剂量/天敌策略 
该策略利用转基因植物表达低剂量的Bt毒素，其设想是：利用表达的低剂量的毒素杀死部分

敏感个体，影响了大多数“抗性”害虫的行为和发育，使它们更利于被天敌攻击，利用天敌对害

虫的控制作用从而达到延缓抗性的效果。但通过数学模型、实验室实验和田间实验分析发现，没

有足够的数据能够证明此策略有助于延缓抗性的产生。相反的，在天敌看来，敏感个体比“抗性”

个体似乎更具诱惑力，这样一来该策略直接加速了抗性的发展而不是延缓抗性的产生(Frutos et al., 

1999)。 

3) 高剂量/庇护所策略 

该策略被认为是一种比较有效的方法(Gould, 1998; Frutos et al., 1999; Zhao et al., 2003)。该策

略基于假设害虫对Bt的抗性是隐性的，由一个基因座上两个等位基因控制，那么就有三种基因型：

敏感纯合子（SS），杂合子（RS），和抗性纯合子（RR）。庇护所寄主植物不产生Bt毒素， SS、

RS、RR三种害虫均能存活，在高剂量表达的Bt作物上只有RR个体才能存活。相对大量的庇护所

内的SS成虫与在Bt作物上稀少的RR成虫进行交配，根据孟德尔遗传，SS成虫和RR成虫进行交配，

产生的F1代只有RS，而RS在Bt作物上不能存活，因此，R基因型在种群中被剔除，从而延缓了抗

性的发展。 

但该策略也有其局限性。首先，该策略的提出是基于以下三个假设：1)、初始抗性频率比较

低，如<10-3；2)、隐性遗传；3)、抗性个体能和敏感个体能自由交配。但是很多研究表明，一些

害虫并不符合这三个条件中的一个或多个。例如，在欧洲玉米螟(Ostrina nubilalis)、烟芽夜蛾、烟

草天蛾、小菜蛾等就是不完全隐性或非隐性遗传的(Frutos et al., 1999; Burd et al., 2003)。其次，该

策略还受限于操作过程中的实际情况。例如在Bt植株种子发育阶段，花粉可能会漂移到非Bt植株

上将导致害虫处于低选择压下(Chilcutt and Tabashnik, 2004)。再次，该策略的另一个缺点就是多

数害虫对毒素的敏感性并不一致。而该策略是基于杂合子的高致死，而不同害虫对毒素的敏感性
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是参差不齐的，即同一毒素对一种害虫而言可能是高剂量，但对另一种害虫可能是中等程度甚至

是不敏感的，因而不可能完全达到高剂量的标准(Gould, 1994; Roush, 1997)。 

4) 新毒素策略 

新毒素策略是基于新毒素与现有毒素具有不同靶标位点或作用方式而制定的，它通过将非Cry

毒素或对当前正在使用的毒素没有交互抗性的毒素转入植株体内而获得新的转基因植株。例如，

在大量筛选新的对害虫具有活性的Cry毒素的同时，晶体孢子形成过程中产生的营养期杀虫蛋白

(vegetative insecticidal proteins, Vips)引起了人们的关注(Schnepf et al., 1998)，这种杀虫蛋白在结构

和功能上与Cry毒素不同，而且对鳞翅目和鞘翅目昆虫具有广谱性(Liu et al., 2003; Lee et al., 2003; 

Williamson et al., 2003)，因而很适合作为一种新的基因转入植株内而获得新的抗虫转基因植物。

由Syngenta (Greensboro, NC, USA) 公司研发的 VIP Cotton™已于2002～2003年在美国完成中试

(http://www.icac.org/cotton_info/tis/biotech/documents/ recorderdocs/june_03.pdf )，2005年被批准进

入田间释放阶段(Bates et al., 2006)。 

另外一个非 Cry 毒素是从 Photorhabdus luminesecens 里纯化出来的毒素 A，在线虫感染期可

以引起寄主死亡，最近转到植物上对鳞翅目和鞘翅目害虫有杀虫活性（Liu et al., 2003）。除了毒

素 A 以外，P. luminescens 被认为可能有几个不同于其它编码的杀虫活性基因（Williamson, 2003）。 

新合成的具有杀虫活性的蛋白基因可以转到作物中起到替代Bt毒素的作用。例如与Cry 毒素

不同的Vip毒素或毒素A就具有潜在的控制不同害虫的能力。但这些替代的毒素对非靶标的安全性

评价还有待研究。 

5) 转双价基因 
该策略的提出是基于害虫对两种毒素的抗性频率要比一种毒素抗性频率低的假设，它被认为

是一种能有效地延缓昆虫对 Bt 毒素抗性的策略(Tabashnik et al., 2002; Zhao et al., 2003; Bird and 

Akhurst, 2004)。 

除了能够延长转基因作物品种的寿命以外，转双价基因作物比常规的 “高剂量/庇护所”策略

有两个明显的优势，第一，在同种作物中转入双基因要比转入单基因更为有效，只要有一个基因

有效，其就具有抗虫性，因此，当害虫对其中的一种基因不敏感时，对另一种基因可能仍然很敏

感；第二，转双价基因作物种植的时候，可以种植更小面积的庇护所(Bates et al., 2005)。Roush

（1998）模拟模型表明植物表达双毒素与 5％－10％的庇护所对于抗性演化的效果等同于两种转

基因作物先后种植与 30％－40％的庇护所，尤其是在害虫对双价转基因植物无交互抗性情况下，

可以实现最大的收益。 

从害虫抗性治理的角度来看，在采用转双价基因作物的时候应避免同时种植转单基因作物(与

该双价中之一相同的基因)。尽管转两种不同的Cry毒素能够延缓抗性的发展，但如果单基因作物

与转双基因作物同时种植，转双价基因的作物的优势会消失。Zhao等(Zhao et al., 2005) 以一个对

Cry1Ac 和Cry1C抗性基因频率分别为0.1 和0.34的小菜蛾种群为研究对象对此进行了研究。当小

菜蛾经温室内筛选至24～26代后，两种转基因作物的同时种植，会导致失败；当只用转双基因花

椰菜，害虫在单基因植株和双基因植株上不能存活，表明转双价基因作物和单基因作物的同时种

植比只种植转双价基因作物的抗性演化的快。因此，在澳大利亚，2003年时尚允许单价(Cry1Ac)

和双价转基因(Cry1Ac+Cry2Ab)品种的同时种植，现在已经禁止了单基因棉花的生产，全部种植

转双价基因的品种，以达到延缓抗性的效果(Bates et al., 2005)。 
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事实上，2002年，第二代转基因棉Bollgard Ⅱ(Cry1Ac+Cry2Ab，Monsanto Company)首次在

澳大利亚和美国被批准进行商业化生产，2005年，墨西哥和南非也已进入商品化生产阶段，菲律

宾政府也批准Bollgard Ⅱ于2006年开始进入生产阶段(James, 2002; 2005)。 

总而言之，在Bt植物持续高剂量表达Bt杀虫蛋白的高压选择下，害虫对Bt作物产生抗性不是

“能否”的问题，而是“何时”的问题(Bates et al., 2005)。然而，直到今天，我们仍未见害虫对

Bt作物抗性的报道。这可能与以下几个因素有关：1）适合度；2）低的初始抗性频率；3）从非

Bt作物或庇护所上来的敏感基因对抗性基因的稀释；4）Bt植物所表达的高剂量毒素的作用。 

因此，我们在利用上文提到的抗性治理策略对Bt作物进行抗性治理的同时，也不能忽略采取

一些诸如农业防治和生物防治的措施来对Bt作物进行害虫综合防治。例如，在澳大利亚，通过翻

耕土壤，降低越冬蛹存活率等方法来降低种群基数。同时，没有一个抗性治理策略能够单独的、

无限的对抗性演化有延缓作用。Bt作物抗性的治理也必须以抗性监测工作为基础，同时还必须考

虑到诸如适合度、天敌等对抗性治理的影响，辅以农业防治和生物防治措施来进行Bt作物田间的

害虫综合防治，图1.4是有关影响害虫抗性治理的及其相应对策的图示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

            

图1. 4 影响昆虫对Bt作物抗性治理策略的因素 (Bates et al., 2005) 

Fig. 1. 4 Factors affecting the efficacy of IRM strategies for insect-resistant transgenic crops 

1．6  毒素–受体结合动力学研究新方法——表面等离子体共振技术 

昆虫Bt受体蛋白与Bt毒素之间的相互作用的本质是蛋白–蛋白间的相互作用。研究昆虫中Bt

毒素受体与毒素相互作用最为经典的就是体外标记结合法，其主要原理是将毒素进行标记，然后

将标记好的毒素与从昆虫中提取的受体蛋白室温温育，使之结合，然后通过放射性的测定来确定

结合的作用方式和结合能力大小。但该技术研究的是蛋白相互作用的终结状态，得到的动力学常

数也是最终的结合动力学常数，无法对二者相互作用进行实时监测。而且该方法是一种体外结合
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的方法，无法模拟生物体内的真实情况。 

许多新技术因此而应运而生，其中较重要的是表面等离子共振技术 (Surface Plasmon 

Resonance , SPR)。它是依据光学–介质相互作用原理建立，属于实时和非标记的测试方法。该方

法不仅能测定生物分子的浓度，同时可以研究其结合解离的动力学行为，具有直接提供分子间相

互作用信息的本领，可以发展成具有广泛通用性的新型生物研究平台。 

1．6．1  SPR 的工作原理 

SPR 是一种物理光学现象。当一束平面单色偏振光以一定角度入射到镀有薄层金膜的玻璃表

面发生全反射时，如果入射光的波向量与金膜内表面电子的振荡频率匹配，光线即耦合入金膜引

发电子共振，即表面等离子共振。电子吸收入射光线的能量使反射光强度达最小，此时的入射光

角度为SPR角。SPR角随金属表面折射率的变化而变化，而折射率的变化又与金表面结合的分子

质量成正比。形成SPR的必要条件之一是金属与点介质界面的存在(Stefan et al., 1991)。 

当平行于表面的偏振光(称之为表面等离角)的入射角照在界面上发生全反射时，入射光被耦

合入表面等离子体内，在这个角度由于表面等离子体谐振将引起界面反射率显著减少。SPR对附

着在金属表面的点介质的折射率非常敏感，而折射率是所有材料的固有特征。因此，任何附着在

金属表面的点介质均可被检测，不同点介质的表面等离子角不同。而对于同一种材料，附着在金

属表面的量不同，SPR的响应强度也不同(Stefan et al., 1991; 沈平, 1997)。 

SPR 生物传感器中生物分子相互作用分析(Biomolecular Interaction Analysis, BIA)正是基于

这一原理，将探针或配体固定在几十纳米厚的金属(金、银等)膜——芯片——表面，含分析物的

液体流过芯片表面时，如果分子间发生结合，则可引起芯片表面折射率的改变，从而导致谐振角

改变，结合的强弱引起折射率的变化，折射率的改变促使谐振角改变，而谐振角反应为谐振峰，

因而结合的强弱就直接表现为SPR曲线谐振峰的移动，通过检测谐振峰的移动就可以检测到生物

分子间的作用，因此，我们就可以通过检测SPR信号的改变而监测分子间的相互作用。如果固定

入射角度，就能根据谐振角的改变程度对互补的目标生物分子进行定量检测(隋森芳，2003)。图

1.5为SPR的工作原理图。 

 

Sample 

图1.5：SPR工作原理示意图 (仿 沈平, 1997) 

Fig. 1.5 Principle diagram of SPR  
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SPR整个传感过程包括：(1)生物分子的相互作用（耦联、结合）；(2)敏感层电介质变化（介

电常数折射率改变）；(3)传感器电磁场变化（反射光波衰减波）；(4)光电信号检测；(5)信号的

连续检测与分析。在基于SPR 原理的生物传感器中，使用最多、应用范围最广的是Pharmacia公

司生产的BIAcore 仪器，并由此发展出生物分子相互作用分析技术BIA。在BIA的测定中，待测

的一对分子中的一个被固定在传感片的表面，另一种分子的溶液流过表面，如果二者有相互作用

的结合，将使传感片表面结合的物质质量发生变化，导致传感片表面折射率的变化，从而引起SPR 

角度的变化，可以通过检测这一变化监测分子间相互作用。 

1．6．2  SPR 的特点及优点 

SPR方法在研究分子间相互作用方面具有独特的优势，其非标记和实时检测以及可以进行动

力学分析的特点，给研究生物大分子的相互作用提供了诱人的解决方案；SPR测定不仅不会破坏

生物大分子的天然状况，而且通过对测试表面的修饰，还能为生物大分子提供体内环境；SPR进

行实时的过程监测，可以方便的研究生物大分子相互作用的时序性特点和规律，实时记录反应的

结合与解离，提供了反应的动态过程，这是其他技术无法比拟的。这恰恰是基因组学和蛋白质组

学所亟需的。 

在SPR-BIA 的实时监测中，我们还可以获悉：(1) 特异性——哪些分子发生了相互作用？(2) 

浓度——存在多少结合分子？(3) 动力学——相互作用的速率、结合和解离的比例是多少？(4) 

亲和性——相互作用的程度有多大？(5) 协同作用——是否存在任何异构效应？(6) 相互作用模

式——结合模式与不同样品是否存在对应关系？SPR的这些优点，使其近年的发展迅速加快，用

于研究多种重要生物问题和过程，如蛋白质–蛋白质识别、核酸–蛋白质相互作用、受体–配体相

互作用、细胞水平上的作用过程、活性组分含量测定等，也为免疫学、生物催化、药物设计等领

域的发展提供了新的动力。 

1．6．3  SPR 在毒素–受体结合中的应用 

由于SPR能很好的研究生物大分子间的相互作用，因此，在研究昆虫Bt受体蛋白与Bt毒素相

互作用方面得到了广泛的应用。例如，可以利用该技术来寻找昆虫体内的毒素受体、毒蛋白在昆

虫体内的信号转导途径以及Bt 晶体毒素的专性杀虫机理。近年来，越来越多的研究人员意识到

这一点，并纷纷开展了相关研究工作。 

SPR 技术曾被美国乔治亚大学的 Adang 所领导的课题组成功应用于研究 Bt 毒素与昆虫受体

的特异性结合反应(Masson et al., 1994; Masson et al., 1995a; 1995b; Hua et al., 2001)。早在上个世纪

90 年代初期，Masson 等就运用该方法成功固定了云杉卷叶蛾（Choristoneura fumiferana）BBMV

和 Cry1A，并研究了 BBMV 与 Cry1A 类蛋白的相互作用。他们通过直接固定和间接固定两种方

法分别将 BBMV 固定于芯片上，并用相应的抗体检测了固定的效果。同时他们还研究了将 Bt 毒

素直接固定在芯片表面，然后将同源或异源的毒素与 BBMV 温育并作为流动相通过芯片的表面

来研究毒素之间对 BBMV 的竞争作用(Masson et al., 1994)。 

同时，Masson 他们发现在烟草天蛾、烟芽夜蛾和欧洲玉米螟等鳞翅目昆虫中肠上皮细胞膜

(brushborder membranes)上存在 Bt 毒素受体。于是他们运用 SPR 技术进行了研究，研究发现，
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烟草天蛾中有一大小为 120 kDa 的受体蛋白能与 3种Cry1A毒素 (Cry1Aa、Cry1Ab和Cry1Ac)

结合。进一步的研究发现，Cry1Aa 和 Cry1Ab 与该受体蛋白的结合的位点都只有 1 个，分别

位于活性毒素的结构域Ⅱ和受体蛋白的位点 2。Cry1Ac 与受体蛋白的结合位点却有 2 个，1

个位于毒素结构域Ⅱ和受体蛋白的位点 2，另 1 个位于毒素结构域Ⅲ和受体蛋白的位点 1，后

者的亲和力比前者低 3～4倍(Masson et al., 1995a)。同时，他们将Bt毒素固定在芯片上，将BBMV

作为流动相流经传感器的表面，通过一系列参数分析，找到了二者特异互作的蛋白，并结合其它

研究手段确定受体蛋白种类为氨肽酶和钙粘蛋白(Masson et al., 1995a)。后来他们还运用该技术进

一步研究了 Cry1A 毒素与从烟芽夜蛾中肠纯化的 170 kDa 的 APN 结合的动力学特性，他们将纯

化的 170kDa 的 APN 固定在 CM5 芯片上，然后将 Bt 毒素做为流动相，从而明确该受体上特异结

合的 Bt 晶体毒素类型(Luo et al., 1997)。Hua 等将不同 Bt 晶体毒素固定到生物传感芯片上，将与

固定的 Bt 晶体毒素同源或异源的 Bt 晶体δ内毒素与 BBMV 混合后流经芯片表面，确定 Bt 毒

蛋白与 BBMV 的相互作用，从而明确欧洲玉米螟的特异性 Bt 毒素的受体位点(Hua et al., 2001)。 

Li 等利用 Biacore 3000 将 Cry1Ab 和 Cry1Ca 固定在 CM5 芯片上，将抗性和敏感品系的欧洲

玉米螟的 BBMV 作为流动相通过芯片表面，观察了毒素与 BBMV 的亲和力(Li et al., 2004)。当将

敏感品系的 BBMV 通过 Cry1Ab 通道时，发现 SPR 的信号缓慢而持续的增长，证明了 Cry1Ab 与

毒素间特异性结合的存在。而抗性品系 BBMV 与 Cry1Ab 的结合和敏感品系相差无异。而当将敏

感品系和抗性品系的BBMV分别通过Cry1Ca通道时，发现在SPR上几乎找不到信号，说明Cry1Ca

和二者均不能结合。 

Gunning等从棉铃虫幼虫里提取了酯酶，同时通过氨基耦联的方法将Cry1Ac固定在芯片的表

面，观察到敏感品系的酯酶与Cry1Ac存在比较强的结合能力(Gunning et al., 2005)。Xie等通过PCR

等方法克隆和表达了烟芽夜蛾和烟草天蛾的钙粘蛋白，并利用定点突变的方法获得了一些突变

体，然后将重组蛋白固定在芯片上，然后将活化的Cry1Ab、Cry1Ac作为流动相通过芯片表面来

验证这些表达蛋白的功能，并确认烟芽夜蛾中钙粘蛋白单个氨基酸的突变是影响其与Cry1A结合

能力的重要因素(Xie et al., 2005)。Kato从对Cry1Aa、Cry1Ab和Cry1Ac三种毒素都敏感的敏感家

蚕PXS和抗性品系PXR中分离BBMV，然后将其固定在CM5芯片上，应用SPR技术研究了毒素与

BBMV的相互作用，研究结果显示对Cry1Ac抗性高达120 000倍的小菜蛾品系PXR的BBMV与

Cry1Aa和Cry1Ac的结合每10分钟能达到0.7ng/mm2，但Cry1Ab的结合几乎可以忽略不计(Kato et 

al., 2006)。 

总之，随着SPR优越性的体现，其在昆虫学中的应用将会越来越广。尤其在研究昆虫对Bt的

抗性机制中，由于研究的主要对象均为生物大分子，相对而言比较容易固定，同时它还是一种不

需要任何标记的方法，所以其作用将得到更大的发挥。另外，由于SPR具有配体垂钓的功能，因

而它在寻找新的昆虫Bt受体蛋白时将比以往的方法变得更加方便。 

1．7  本文研究意义 

我国是世界植棉大国，总产量居世界第一，植棉业是农业的支柱产业，对国民经济发展至关

重要。上个世纪 90 年代初期，河北、山东、河南等棉花主产区，因棉铃虫危害减产达 50%以上，

全国棉花平均减产了 30%左右，直接经济损失达 100 亿元。究其原因，除了其具有寄主范围广、
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繁殖潜能大、种群能远距离迁移和对环境适应能力强等特点外，还有一个重要的因素就是它对化

学农药的高度抗性导致了棉铃虫的大爆发（郭予元，1998；戴小枫，1991，1993）。棉铃虫的肆

虐危害成为当时影响我国棉花生产的重要原因之一。 

转 Bt 抗虫基因植物作为现代生物技术研究领域的重要成果之一，在产业化方面已取得迅速

发展。和种植常规棉花比较，Bt-Cry1Ac 棉花具有较高的经济效益，同时也为棉田害虫的综合防

治起到了重要的作用(Wu, 2007)。然而，随着 Bt 杀虫剂使用量的增加和 Bt-Cry1Ac 棉花种植面积

的迅速增长，尤其是在 Bt-Cry1Ac 棉花中，转入的 Cry1Ac 基因在棉花体内持续高剂量的表达，

使得害虫在整个生长周期都受到 Cry1Ac 杀虫蛋白的高压选择，主要靶标害虫——棉铃虫对

Cry1Ac 抗性的产生成为可能。通过连续几年的田间抗性监测发现，在 Bt 棉种植面积比较大的地

区，棉铃虫对 Cry1Ac 的抗性基因频率有上升的趋势，同时，随着 Bt 棉的连续种植，棉铃虫对

Cry1Ac 的耐受性水平提高的很快 (Li et al., 2004；李国平，2006)，因而棉铃虫对 Cry1Ac 的抗性

已成为一个不容忽视的问题。 

鉴于此，多种害虫抗性治理策略得以提出。而发展新的转基因作物已成为当前缓解害虫对

Bt 抗性最有效的措施。2002 年，由 Monsanto 公司开发的转双价基因棉 Bollgard Ⅱ(Cry1Ac+ 

Cry2Ab)在美国获得商品化生产。目前，包括美国、澳大利亚、南非、墨西哥和菲律宾等在内的

多个国家已进入田间大规模化种植阶段(James, 2002；2005)。而使得双价基因棉具有商品化价值

的一个重要因素就是转入的双价基因的作用方式不一样，或者说不存在交互抗性。 

不同害虫对 Bt 的敏感程度不一样，但我国尚未有有关 Cry1Ac 抗性棉铃虫对 Cry2Ab 交互抗

性的报道。同时，Bt 毒素-受体结合能力的改变和昆虫体内酶的变化被认为是昆虫对 Bt 抗性产生

的主要机理。因此，本文从总酯酶的变化和 Bt 毒素-受体结合能力两个角度系统地分析了

Bt-Cry1Ac 棉花抗性棉铃虫对 Cry1Ac 的抗性机制以及对 Cry2Ab 的风险性，明确了 Cry1Ac 抗性

棉铃虫对 Cry1Ac 的抗性机理以及其对 Cry2Ab 的抗性和相应的机理。 

通过对棉铃虫对 Cry1Ac 的抗性机理的研究，为我们进行 Bt 棉田的害虫综合治理和合理利

用 Bt 棉和 Bt 生物农药提供必要而可靠的科学理论依据。而研究 Bt-Cry1Ac 抗性棉花对 Cry2Ab

的抗性风险，对于延缓 Bt-Cry1Ac 棉花的使用寿命和对 Bt 棉田害虫抗性治理具有重要的指导意

义，同时也对利用 Cry2Ab 具有重要的参考价值。 
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1．8  研究技术路线 

 

 

对 Cry1Ac 的抗性测定 对Cry2Ab的抗性测定 中肠 BBMV 的提取 

棉铃虫的饲养 

Bt 毒素 

Bt 前毒素 

碱性磷酸酶活性测定 酸性磷酸酶测定
酶与 Cry1Ac 前毒

素的相互作用
总酯酶活性测定 

酶液的提取 

BBMV 与 Bt 毒素的结合动力学研究

 

体外标记结合 SPR 

异源竞争 同源竞争 特异性分析 异源竞争 

结合模型的提出

推测实验室抗性种群抗性演化模型

推定影响棉铃虫抗性产生的因素 
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第二章  Cry1Ac 抗性棉铃虫对 Cry2Ab 的抗性测定 

在多种 Bt 作物抗性治理策略中，转双价被认为是一种能有效地延缓昆虫对 Bt 毒素抗性的策

略(Tabashnik et al., 2002; Zhao et al., 2003; Bird and Akhurst, 2004)。因此，转双价(Cry1Ac+Cry2Ab) 

Bt 基因棉 Bollgard Ⅱ (Monsanto Company)应运而生，到目前为止，澳大利亚、美国、墨西哥、

菲律宾和南非等国家已相继批准 Bollgard Ⅱ 进入商品化生产阶段(James 2002; James 2005)。而要

使得转双价基因棉具有商业化的价值的一个非常必要的前提就是：Cry1Ac 与 Cry2Ab 之间不存在

交互抗性。 

本章以本实验室经多代汰选而来的 Cry1Ac 抗性品系和敏感品系棉铃虫为研究对象，通过生

物测定的方法研究了对 Cry1Ac 具有高度抗性的实验室抗性种群对 Cry2Ab 的抗性，为 Cry1Ac 棉

花抗性棉铃虫治理过程中合理使用 Cry2Ab 提供必要的理论支持。 

2．1  材料与方法 

2．1．1  供试棉铃虫品系 

敏感品系(96S，LF)： 96S，1996 年采自河南省新乡棉田；LF 品系为 2002 年采自河北廊坊

田间，二者采后均在室内用人工饲料饲养至今而从未接触任何杀虫剂(梁革梅等，2000a)；  

Bt 抗性品系：三个室内抗性品系分别为 BtR、BtI 和 LFR10。其中 BtR 来源于 96S，用 Cry1Ac

毒素筛选 75 代而来，其选育过程参照梁革梅等 (2000b)，其中，为确保遗传基础与母本的一致，

在第 27 代，49 代和 69 代分别与母本 96S 进行杂交后继续汰选而来；BtI 为抗 Bt 杀虫剂品系，用

Bt 杀虫剂筛选 76 代(梁革梅等，2000b)；抗性品系 LFR10 来源于 LF 品系，参照 Wu 等方法，采

用 MVPⅡ选育而成(Wu and Guo, 2004)。 

2．1．2  主要试剂与仪器 

考 马 斯 亮 蓝 R250 (Coomassie Brilliant Blue R250) 、 EGTA (ethyleneglycol-bis 

(β-aminoethy-lether)–N, Nˊ-tetraceticacid)、咪唑(Imidazole)来自 Sigma 公司； 

牛血清白蛋白 BSA (Albumin Bovine Ⅴ)、十二烷基硫酸钠(sodium dodecyl sulfate, SDS)、考

马斯亮蓝 G250(Coomassie Brilliant Blue G250)、丙烯酰胺(Acrylamide)、甲叉双丙烯酰胺(N, Nˊ

-Methylen-bis-acrylamid)等来自 Novon； 

β-巯基乙醇、N, N, Nˊ, Nˊ-四甲基乙二胺(N, N, N, Nˊ-tetramrthyl ethylene diamine, 

TEMED)来自德国 Serva 公司；甘氨酸(Glycine)来自 Amersham 公司； 

标准分子量蛋白来自 Pharmacia，北京欣经科生物技术有限公司； 

其他分析纯、化学试剂均为市售。 
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高速台式离心机 3K15，Sigma 公司； 

恒压恒流 DF-D 电泳仪，北京东方特立科贸中心； 

DYCZ-24D 双垂直电泳槽、电转仪，北京市六一仪器厂； 

凝胶成像系统 Eagle Eye System，美国 Stragene 公司； 

2．1．3  部分溶液储存液、缓冲液配方 

(1) 30%的丙烯酰胺：  

丙烯酰胺 29 g 

甲叉双丙烯酰胺 1 g 

加水定容至 100 ml 

(2) 3 倍 SDS-PAGE 上样缓冲液：  

蔗糖 15 g 
SDS 3.45 g 

Tris 1.034 g 

β-巯基乙醇 7.5 ml 

溴芬蓝 少量 

加水定容至 50 ml 

(3) SDS-PAGE 分离胶（10%）：  

去离子水 1.9 ml 

1.5M Tris-HCl(pH8.8) 1.3 ml 

30%的丙烯酰胺 1.7 ml 

10% SDS 50 μl 

10% 过硫酸铵 (AP) 50 μl 

TEMED 2 μl 

总体积 5 ml 

(4) SDS-PAGE 浓缩胶(5%)  

去离子水 1.4 ml 

30%的丙烯酰胺 0.33 ml 

1M Tris-HCl (pH6.8) 0.25 ml 

10% SDS 20 μl 

10%过硫酸铵(AP) 20 μl 

TEMED 2 μl 

总体积 2 ml 

(5) 5 倍 SDS 电泳缓冲液贮存液：  

Tris 15.1g 
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SDS(电泳级) 5 g 

甘氨酸 94 g 

加水定容至 1000ml，调整 pH=8.3，用时稀释成 1 倍 

(6) 染色液：  

考马斯亮蓝 R-250 0.25 g 
冰乙酸 10 ml 
甲醇 45 ml 

去离子水 45 ml 

(7) 脱色液：  

冰乙酸 10 ml 

甲醇 45 ml 

去离子水 45 ml 

(8) 50 mM PBS(pH 7.4)：  

Na2HPO4•12H2O 17.91 g/L 

NaH2PO4•2H2O 7.80 g/L 

将二者按一定比例混合并调 pH 值至 7.4，高压灭菌 

2．1．4  Bt 毒素及其纯化 

Bt 毒素：Cry1Ac 和 Cry2Ab 毒素均由中国农业科学院植物保护研究所生物技术组张杰研究员

提供；其中前者由 HD-73 菌株中直接提取，而后者采用 E.Coli 表达得到。 

20% MVPⅡ粉剂：美国 Mycogen 公司产品； 

Bt 杀虫剂粉剂：湖北省农科院 Bt 研究开发中心提供，效价为 16000 IU/mg，属 B. thuringiensis 

subsp. kuratski (Btk)系列。 

 
2．1．4．1  Cry1A 类毒素的纯化 

三种Cry1A毒蛋白(Cry1Aa、Cry1Ab及Cry1Ac)的纯化参照Garczynski (Garczynski et al., 1991)

和 Luo 等 (Luo et al., 1997b)方法，即先将毒素用胰蛋白酶进行活化，肽链在酶的作用下，N-端和

C-端各被切去一部分，得到具有杀虫活性的毒素核心片段，然后再将其通过离子交互柱，得到纯

化好的毒素。最后利用凝胶电泳的方法来检测纯度。 

 
2．1．4．2  Cry2Ab 的纯化 

由于 Cry2Ab 是从大肠杆菌中表达而来，且带有 6×His 标签，因而我们采用镍亲和层析的方

法来纯化该蛋白。其具体操作严格按照厂家说明书执行。 

1) 样品的处理：将表达所得的蛋白溶于适当的溶液中，超声破碎后 10 000×g，4℃离心
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10min，所得沉淀溶于缓冲液 1 中(50mM PBS, pH7.4, 0.5M NaCl)，过 0.45μm 滤膜； 

2) 用缓冲液 1 平衡 5 个床体积，控制流速为 2ml/min; 

3) 将 1）所得的溶液通过亲和层析柱，控制流速为 1ml/min； 

4) 分别用含 10、20、50、100、200、300、400 mM 咪唑的缓冲液 3 进行阶段洗脱，控制

流速为 2ml/min，收集各阶段洗脱液，然后在 280nm 处测定吸收光光度值，并用

SDS-PAGE 检测各阶段洗脱蜂； 

5) 用无菌水流洗 5 个柱体积，再用 20%的乙醇流洗 3 个柱体积，流速为 2ml/min，柱子存

于 4℃冰箱中。 

 
2．1．4．3  Cry2Ab 中的咪唑的去除 

由于在洗脱过程中加入了咪唑，而咪唑对蛋白间的相互作用具有明显的干扰作用，为避免咪

唑影响，应尽量除去其中的咪唑。我们采用了分步透析的方法来进行，也就是说逐步降低透析液

中盐离子浓度(以防盐离子浓度突然降低导致蛋白质变性)，具体的透析方法参照《分子克隆实验

指南(第二版)》(金冬雁译，1996)。 

1) 透析袋的处理：先用 2%NaHCO3, 1mM EDTA (pH 8.0)的缓冲液将透析袋煮 10 min，然后

用蒸馏水清洗数遍，再用 1mM EDTA煮 10min，直接用于后面的实验，或者 4℃条件下

保存在 2% NaHCO3, 1mM EDTA (pH 8.0)缓冲液中，用之前再煮 10min； 

2) 将纯化后的蛋白装入透析袋中，用夹子夹紧透析袋的两端，放入透析液中 4℃透析过夜；

用磁力搅拌器搅拌； 

3) 将透析后的溶液转入离心管中，液氮速冻结实，在冷冻干燥仪中浓缩； 

4) 浓缩后的样品用 SDS-PAGE 检测。 

2．1．5  蛋白质含量的测定 

以牛血清白蛋白 BSA 为标准，参照 Bragford (1976)的方法测定所提取的 BBMV 和纯化好的

Cry1A 蛋白中可溶性蛋白质含量。 

2．1．6  棉铃虫饲养条件及生测方法 

棉铃虫各品系饲养条件为：温度 27 ± 2℃、相对湿度为 75±10%、光周期 14:10 h (L:D)。 

生物测定方法参照梁革梅等的体重抑制法(梁革梅等，2000a)：待新鲜制备的饲料冷却到 50～

60℃时，将 Bt 毒素加入到饲料中，搅匀配成系列浓度的饲料。待饲料凝固后，将含有 Bt 的人工

饲料切成小块放入 24 孔小板中，接入初孵幼虫，然后盖严。每一 24 孔小板为一重复，每处理设

三个重复。7 天后，记录存活幼虫的个体数和体重。 

2．1．7  数据分析 

体重抑制法的计算参照下面的公式(1)进行，先计算各处理的体重抑制率，取整。然后在

POLO-PC (LeOra Software, Berkeley, CA)里运行程序，求出各品系对应的WLC50。 
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洗脱液中蛋白得到了洗脱。收集该洗脱液，通过透析的方法设法除去其中的咪唑，以避免由于样

品中含有咪唑而影响后续试验。通过 SDS-PAGE 发现，在原来刚表达出来的蛋白中含有很多的杂

蛋白，目标蛋白大小约为 70kDa，而通过纯化后发现在所收集的洗脱液中只能见到同样大小为

70kDa 的蛋白条带(图 2.2)。 
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IR = 100
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21
×

−
W

WW
---------------公式 (1) 

IR----------------- 体重抑制率         Inhibition Ratio  

W1 -----------------对照平均体重       Average mass of the control group  

W2 ------------------每一处理平均体重  Averag mass of the treated group  

2．2  结果与分析 

2．2．1  Cry 毒素的纯化 

纯化好的蛋白用 SDS-PAGE 凝胶电泳进行检测，以 BSA 为对照，图 2.1 为 Cry1Ac 的纯化效

果图，我们可以看到在纯化好的蛋白中具有单一的条带，其分子量大小与牛血清白蛋白分大小一

致(图 2.1)，应为我们所需要的活化的毒素，其它两种蛋白 Cry1Aa 和 Cry1Ab 的纯化效果图略。

而对于 Cry2Ab，由于它来自于大肠杆菌表达的重组蛋白，且带有 6×His-tag，因而在纯化的过程

中，我们利用了该特点，先利用亲和层析的方法将表达的目标蛋白偶联在亲和层析柱上，然后用

含有不同浓度咪唑的洗脱液进行洗脱得到纯化的 Cry2Ab。研究发现，在咪唑浓度为 100mM 时的 

 

                            
 
 
 
图 2.1： Cry1Ac的纯化                            图 2.2： Cry2Ab的纯化    

 1、纯化前的Cry1Ac  2、纯化后的Cry1Ac  3、BSA            1、纯化前的Cry2Ab  2~3、纯化后的Cry2Ab  4、BSA                     
Fig. 2.1 Purification of Cry1Ac                          Fig. 2.2 Purification of Cry2Ab 

1、unpurified Cry1Ac  2、purified Cry1Ac  3、BSA               1、unpurified Cry2Ab  2~3、purified Cry2Ab  4、BSA 
 

 1     2      3  1      2        3      4 

66kDa 
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表 2.1 Cry1Ac抗、感品系(BtR, BtI, LFR10, 96S, LF)对Cry1Ac的抗性倍数及对Cry2Ab的抗性 

Table 2. 1 Toxicity and resistance ratio for Cry1Ac and Cry2Ab toxins in susceptible (96S, LF) and resistant (BtR, BtI and LFR10) H. armigera strains 
 

毒素 (Toxins)  

Cry1Ac Cry2Ab 品系
(Strains)

WLC50
a 95%FL Slope ± SE RRb WLC50 95%FL Slope ± SE RR 

96S 0.003 0.001 ~ 0.005 0.936 ± 0.106 －  0.148 0.074 ~ 0.255 0.542 ± 0.050 － 

LF 0.003 0.002 ~ 0.005 1.051 ± 0.116 1.0  NDc ND ND ND 

BtI 6.681 5.339 ~ 8.390 1.113 ± 0.103 2227.0  2.799 1.927 ~ 4.041 0.648 ± 0.048 18.9 

BtR 8.914 4.705 ~ 20.505 0.903 ± 0.100 2971.3  0.161 0.065 ~ 0.372 0.477 ± 0.043 1.1 

LFR10 0.759 0.407 ~ 1.152 0.966 ± 0.118 253.0  0.150 0.070 ~ 0.272 0.539 ± 0.050 1.0 
a WLC50 单位：mg毒素/g饲料. 
b 抗性倍数 (抗性品系的WLC50 /敏感品系96S的WLC50). 
c 没有测定 

a WLC50 values are expressed in micrograms of toxin per gram of diet. 
b Resistance ratio (WLC50 for resistant strain/WLC50 for 96S). 
c No detection 
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2．2．2  供试各品系对 Cry1Ac 的抗性程度 

用含Cry1Ac的 20% MVPⅡ对各品系进行生测，结果如表 1：敏感品系 96S对Cry1Ac的WLC50

的值为 0.003 mg蛋白/g饲料。而用Bt杀虫剂筛选的抗性品系BtI的WLC50为 6.681 mg蛋白/g饲料，

相对Cry1Ac敏感品系 96S而言，其对Cry1Ac的抗性倍数达 2227.0 倍 (表 2.1)；同样的，对于用

Cry1Ac毒素直接筛选 75 代而来的BtR品系，其WLC50为 8.941mg蛋白/g饲料，抗性倍数为 2971.3

倍；而LFR10的抗性倍数为 253.0 倍。 

2．2．3  供试各品系对 Cry2Ab 的抗性程度 

生物测定表明，Cry2Ab对用Bt杀虫剂筛选来的对Cry1Ac抗性倍数高达 2227 倍的BtI品系的毒

力为 2.799 mg蛋白/g饲料，约为Cry1Ac敏感品系 96S的 18.9 倍 (表 2.1)，说明BtI品系对Cry2Ab

存在交互抗性。而Cry2Ab对用单一蛋白Cry1Ac毒素筛选的两个品系BtR和LFR10 的WLC50分别为

0.161 和 0.150 mg蛋白/g饲料，和敏感品系 96S的WLC50 (0.148 mg蛋白/g饲料) 十分接近。表明二

者对Cry2Ab没有交互抗性。 

2. 3  结论与讨论 

随着Bt作物的大量种植，使得害虫对Bt毒素产生抗性成为威胁Bt作物寿命的一个重要因素。

为延缓昆虫对 Bt 抗性的产生，延长 Bt 作物的使用寿命，科学家们提出了几种抗性治理策略：1）

将 Bt 作物中毒素的表达量控制在一定水平以允许部分敏感个体存在；2）高剂量/庇护所策略，也

就是如果没有庇护所做为“避难”的场所，那么 Bt 作物表达的毒素足够使敏感个体全部被杀死，

而庇护所的设立则为敏感个体提供了“避难”的场所；3）不同的作物使用不同的 Bt 毒素；4）

在同一作物内转入多种 Bt 基因(Zhao et al., 2003)。在这些策略中，第二个和第四个方法被认为是

比较有效也最为常用的方法。转双价基因棉的使用的前提是转入的基因对害虫的作用机理不能完

全一样或者作用的靶标位点不一样，也就是说它们之间不能存在交互抗性。 

Tabashnik 等通过实验发现对 Cry1Ac 具有抗性的红铃虫很难在 Bollgard II (Cry1Ac+Cry2Ab)

上存活，说明对 Cry1Ac 具有抗性的红铃虫对 Cry2Ab 不具有交互抗性(Tabashnik et al., 2002b)；

Akhurst 等发现 Cry1Ac 抗性棉铃虫 BX 品系对含有 Cry1Aa、Cry1Ab、Cry1Ac 和 Cry2Ab 的 Bt

杀虫剂 Dipel 敏感，但对只含有 Cry1Ac 的 MVP 具有抗性，这说明 Cry1Ac 抗性品系 BX 对 Cry2Ab

不具有交互抗性(Akhurst et al., 2003)；但是，Gould 等发现具有 Cry1Ac 抗性的烟芽夜蛾对 Cry2A

具有交互抗性(Gould et al., 1992)，这说明了不同昆虫对不同毒素的交互抗性程度不一致。因而，

尽管国外已有相关的报道，但在我国，了解 Cry1Ac 抗性棉铃虫对 Cry2Ab 的交互抗性对于合理

利用 Cry2Ab 是非常必要的。 

本实验表明，与敏感品系 96S比较，用单一的Cry1Ac筛选 75 代后，BtR品系对Cry1Ac具有

2971.3 倍的高度抗性，而另一用单一Cry1Ac杀虫蛋白筛选的LFR10品系对Cry1Ac的抗性倍数为

253.0 倍。进一步对Cry2Ab的生物测定表明，Cry2Ab对二者的毒力与敏感品系相当，这说明了用

单一的Cry1Ac杀虫蛋白筛选而来的两个Cry1Ac棉铃虫抗性品系BtR和LFR10均不会对Cry2Ab产生

 27



中国农业科学院博士学位论文                          第二章 Cry1Ac 抗性棉铃虫对 Cry2Ab 的抗性测定 

交互抗性，即对Cry1Ac具有抗性的棉铃虫并不会对Cry2Ab具有交互抗性。 

而在用具有多种毒素的 Bt 粉剂筛选而来的抗性品系 BtI 中，生物测定表明该品系对 Cry1Ac

具有 2227.0 倍的抗性，同时，其对 Cry2Ab 产生了约 18.9 倍的抗性。产生这种现象的原因可能有

两个：一是杀虫剂粉剂中 Cry2Ab 的含量不高，害虫没有在一种高压的选择下，所以对 Cry2Ab

的抗性发展相当缓慢；另一个原因是由于粉剂中含有多种杀虫蛋白，害虫在多种毒素的作用下，

抗性的进化缓慢。我们认为后者的可能性更大，这说明了多种毒素对于延缓昆虫对 Bt 的抗性具

有一定的作用，因而多基因策略在转基因作物的应用中是可行的。 

国外研究表明，Cry2Ab 的杀虫谱和 Cry1Ac 也不一样。例如 Adamczyk 等研究发现，与第一

代转基因棉 Bollgard (Cry1Ac)和常规棉相比较，第二代转基因棉 Bollgard II (Cry1Ac+Cry2Ab) 棉

田中鳞翅目害虫种类更少，表明 Cry2Ab 由于和 Cry1Ac 的作用机理不一样，前者能杀死对 Cry1Ac

并不敏感的甜菜夜蛾和大豆夜蛾(soybean looper) (Adamczyk et al., 2001)；Stewart 和 Chitkowski

等研究也发现在 Bollgard II 棉田中，烟草天蛾、菜豆卷叶蛾(Pseudoplusia includens) 和草地贪夜

蛾(Spodoptera frugiperda) 的数量比 Bollgard 和常规棉中的少(Stewart et al., 2001；Chitkowski et al., 

2003)。因此，从扩大杀虫谱的角度而言，Bollgard II 有利于扩大防治谱。但正如前文所讲到的，

不同害虫对相同毒素的敏感性不一样，在我国特定的环境条件下，Cry2Ab 与 Cry1Ac 的同时应用

是否能扩大杀虫谱的相关试验还需要通过进一步的田间试验来验证。 
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第三章  Cry1Ac 抗、感棉铃虫酯酶比较 

从 Bt 的作用机理可知，昆虫对 Bt 抗性的产生受到诸多因素的影响，昆虫体内酶液、结合位

点等因素的改变通常会影响到昆虫对 Bt 抗性的产生。研究表明昆虫对 Bt 的抗性与参与 Bt 毒素溶

解和活化的酶密切相关(Oppert et al., 1996, 1997; Sangadala et al., 1994;  Forcada et al., 1996, 1999; 

Herrero et al., 2001; Li et al., 2004; Jurat-Fuentes and Adang, 2004b; Gunning et al., 2005; Sayyed et 

al., 2005)。Gunning 等认为在棉铃虫中，酯酶含量的增加使得酶能结合更多的毒素，从而在一定

程度上缓解 Cry1Ac 对中肠上皮细胞的破坏作用，最终导致 Cry1Ac 对昆虫毒性的降低，表现为抗

性的上升(Gunning et al., 2005)。而在酯酶中，碱性磷酸酯酶(alkaline phosphatase, ALP)则被认为

是一种影响昆虫对 Bt 抗性的主要酯酶。Sangadala 等曾报道 Cry1Ac 可使碱性磷酸酯酶的活性下

降 52％，说明 Cry1Ac 和碱性磷酸酯酶是相互作用的(Sangadala et al., 1994)；而 Jurat-Fuentes 和

Adang通过实验验证了抗性品系中碱性磷酸酯酶的表达量的减少直接导致了碱性磷酸酯酶活性的

降低，并引起 Cry1Ac 毒素与受体结合量的减少，最终导致对 Cry1Ac 抗性的上升，表明烟芽夜

蛾中碱性磷酸酯酶活性的减少与抗性直接相关(Jurat-Fuentes and Adang, 2004b)。 

为了更好的了解 Cry1Ac 抗、感棉铃虫品系的生化基础，同时也为明确酯酶与 Cry1Ac 抗性的

关系，本章利用酶标板动力学等方法测定了各品系的总酯酶、碱性磷酸酯酶和酸性磷酸酯酶酶活

力及总酯酶与 Cry1Ac 前毒素、毒素的相互作用。 

3．1  材料与方法 

3．1．1  供试昆虫与毒素 

实验采用 96S品系、BtR品系及其它们的杂交子一代F1代F1s♂(96S♂×BtR♀)和F1s♀(96S♂×

BtR♀)，具体饲养方法及条件见第二章。生测结果表明，相对于敏感品系 96S而言，BtR、F1s♂和

F1s♀对Cry1Ac抗性倍数分别为 2971 倍、8 和 9 倍，待供试昆虫长到 3～4mg时，挑取发育一致的

幼虫，单头或 20 头装入离心管中，液氮速冻后立即使用或存于-80℃冰箱中备用。 

本章中所用毒素为未经胰蛋白活化的 Cry1Ac 前毒素以及经胰蛋白酶活化的 Cry1Ac 毒素，具

体纯化过程见第二章。 

3．1．2  主要试剂与仪器 

对-硝基苯磷酸二钠、对-硝基苯酚 (p-NPP)、α-乙酸萘酯(α-naphthyl acetate)、固牢兰 RR 盐(Fast 

blue RR salt)等购自 Sigma 公司，其余为市售； 

酶标仪为 Bio-Rad 公司产品，型号为 Microplate Reader 550。 
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3．1．3  部分试剂及缓冲液的配制 

(1) 0.2 M PBS  (pH 7.0, 6.0) 

  0.2 M Na2HPO4•12H2O 71.64 g/L  

  0.2 M NaH2PO4•2H2O 31.21 g/L  

  将二者混合，用后者调整 pH 到 7.0 和 6.0 

(2) 0.02 M PBS  (pH 7.0) 

  0.02 M Na2HPO4•12H2O 7.164 g/L  

  0.02 M NaH2PO4•2H2O 3.121 g/L  

  将二者混合，用后者调整 pH 到 7.0  

(3) 0.2 M 醋酸缓冲液  (pH 4.6) 

  1.15 ml 99.5%冰乙酸 定容到 100 ml 

  1.64 g 无水醋酸钠  用蒸馏水定容到 100 ml 

  将二者混合，调整 pH 至 4.6 

(4) 0.0075 M 对-硝基苯磷酸二钠   

  取 0.1392 g 对-硝基苯磷酸二钠，用蒸馏水定容到 50 ml 

(5) 0.1 M 氢氧化钠   

  取 0.4 g 氢氧化钠，用蒸馏水定容至 100 ml 

(6) 5×10-4对-硝基苯酚溶液   

  取 0.139 g 对-硝基苯酚，并用丙酮定容到 10 ml，配制成 0.1 M 母液 

  取母液 0.5 ml，用蒸馏水定容到 100 ml 

(7) 0.04 M 巴比妥钠-盐酸溶液   (pH  9.6)  

  巴比妥钠 0.825 g 蒸馏水定容到 100 ml 

  36％盐酸 1.724 ml 蒸馏水定容到 100 ml 

  将两者混合，调整 pH 到 9.6 

(8) 酯酶提取液 buffer A   

  Triton X-100  1.6 ml  

  蔗糖 10 g  

  溴甲酚紫 少量  

  用 0.02 M 磷酸缓冲液定容到 100 ml 

(9) 酯酶提取液 buffer B 

  Triton X-100 0.05 ml 

  0.02 M 的磷酸缓冲液定容到 100 ml 
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(10) 酯酶染色液   

  α-乙酸萘酯 1.86  

  固牢兰 RR 盐 0.6  

  用适量丙酮溶解前者，再用 0.2 M PBS (pH 6.0)定容到 100 ml 

(11) 分离胶缓冲液 (pH 8.9)   

  48 ml 1 N 盐酸+36.3 g Tris+蒸馏水 定容到 100 ml，调整 pH 到 8.9 

(12) 成层胶缓冲液 (pH 6.7)   

  48 ml 1 N 盐酸 + 5.98 g Tris + 蒸馏水 定容到 100 ml，调整 pH 到 6.7 

(13) 丙烯酰胺溶液   

  30 g 丙烯酰胺 ＋0.8 g Bis + 蒸馏水 定容到 100 ml 

(14) 电泳缓冲液 (pH 8.3)   

  0.6 g Tris + 2.88 g 甘氨酸 ＋蒸馏水 定容到 1000 ml 

(15) 酯酶染色液   

  α-乙酸萘酯 0.0186  

  固牢兰 RR 盐 0.2  

  用适量丙酮溶解前者，再用 pH 6.0 的 PBS 定容到 100 ml  

(16) 0.1 M PBS (pH 7.0)   

  0.1 M Na2HPO4•12H2O 35.82 g/L  

  0.1 M NaH2PO4•2H2O 15.6 g/L  

  将二者混合，用后者调整 pH 到 7.0 

其它未特别注明的试剂及溶液参照前文所述 

3．1．4  酶液的制备、活力测定及酶谱分析 

3．1．4．1  酶液的制备 

酶谱分析用酯酶的制备参照 Gunning 等的方法(Gunning et al., 1996; 2005)，将单头幼虫从冰

箱中取出，加入 200 μl buffer A, 低温匀浆，4℃，10 000×g 离心 10 min 所得上清即为酶液。 

酶活力测定用酶液在参照 Gunning 等的方法基础上略做改动(Gunning et al., 2005)，往装有 20

头幼虫的管中加入 1 ml buffer B，低温匀浆，4℃，10 000×g 离心 10 min 所得上清即为酶液。 

酯酶中可溶性蛋白含量的测定参照 Bradford 方法测定(Bradford, 1976)。 

 
3．1．4．2  酶谱分析 

凝胶的配制如下： 

7.5％分离胶的制备：分离胶缓冲液 2.5 ml，丙烯酰胺 4.9 ml，5％TEMED 0.6 ml，水 11.8 ml，
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过硫酸胺 0.2 ml，将以上溶液迅速混匀，轻轻注入电泳槽中，用蒸馏水覆盖，静置 10 min，待凝

固后吸出表面水分。 

4％成层胶的制备：成层胶缓冲液 1.25 ml，丙烯酰胺 1.32 ml，5％TEMED 0.3 ml，水 7.0 ml，

过硫酸胺 0.1 ml，迅速混匀上述溶液并注入分离胶表面，插入样品梳，然后静置 10 min，待凝固

后，将样品梳取出，加入电极缓冲液。 

取酶液 20 μl，4℃环境中 250 V 电泳，待样品接近分离胶底部时停止电泳，用酯酶染色液染

色至条带清晰为止。 

 
3．1．4．3  酯酶活性测定(酶标板酶动力学法) 

酶标板酶动力学法测定酶活性具有高通量，简便等特点，因而得到广泛的应用。用酶标仪测

定酶活力的方法具体参照 Gunning 等所述(Gunning et al., 2005)。 

总酯酶活性分析：往空白酶标板中每孔加入 10 μl酶液，然后用多通道移液器迅速加入 240 μl 

buffer C，然后用Bio-Rad公司产品Microplate Reader 550 测定其在 450 nm处吸收光值，设定每间

隔 15 s 记录一次光密度值，共记录 20 次，酶促反应阶段温度为 27℃。实验共设 3 次重复，每次

重复匀浆 6 管，每管测定 6 次酶活性。最后取光密度值 0～3.5 之间的数据计算反应速度，以反应

速度表示酶活力(mOD·min-1·mg-1)。用SAS 软件进行显著性测验(SAS, 1998)。 

碱性磷酸酯酶酶活性分析：试验设计同上，参照 Bessey (1946)的方法，反应混合液中含有 0.4 

M 巴比妥钠-盐酸溶液 720 μl，酶液 30 μl，0.0075 M 对-硝基苯磷酸二钠溶液 150 μl。将混合液混

匀后，在 37℃水浴中振荡温育。30 min 后及时加入 0.1 M 氢氧化钠 600 μl 终止反应。用 Microplate 

Reader 550 在 405nm 处测定吸收光值。以对-硝基苯酚溶液为底物做标准曲线。用 SAS 软件进行

显著性测验。 

酸性磷酸酶酯酶活性分析：用 0.2 M 醋酸缓冲液代替 0.4 M 巴比妥钠-盐酸溶液。其它试剂及

方法同碱性磷酸酯酶酯酶活力测定。用 SAS 软件进行显著性测验。 

3．1．5  Cry1Ac 前毒素与酶液的相互作用 

3．1．5．1  Cry1Ac 毒素与酯酶液的抑制作用 

参照Gunning等的方法(Gunning et al., 2005)，将Cry1Ac前毒素和毒素分别用pH为 9.5 的碳酸

钠缓冲液稀释成 9 个浓度梯度。取 50 μl酯酶液，再加入 100 μl上述系列浓度毒素，使毒素和前毒

素的终浓度分别为 4×10-8、8×10-8、2×10-7、4×10-7、8×10-7、2×10-6、4×10-6、2×10-5、8×10-5  μg/ml，

以加入 100 μl碳酸钠缓冲液为对照，室温温育 60 min后测定总酯酶活性，根据酯酶活性的变化来

确定酯酶与毒素是否发生结合。 

 
3．1．5．2  酯酶液对 Cry1Ac 前毒素的酶解作用 

参照 Karumbaiah 的方法并稍做改动(Karumbaiah et al., 2007)。 

定量实验：，将 20 μg 的 Cry1Ac 前毒素加入 1.5 ml 的离心管中，分别将含有 5 μg、10 μg、

20 μg、30 μg、50 μg 和 100 μg 可溶性蛋白的酶液加入到离心管中，室温反应 2 小时。将混合物
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放入沸水中煮 10 min 以终止反应，待冷却后加入 3×SDS 上样缓冲液后再煮 10 min，然后点样进

行 SDS-PAGE 电泳。用考马斯亮兰进行染色，脱色至条带清晰，拍照。 

定时实验：根据定量实验确定应加入的酶和 Cry1Ac 前毒素的量，使之反应，按定量实验中

的方法来终止反应，反应时间分别设为 1 min、10 min、30 min、60 min、2 hr、4 hr。后续操作同

定量实验。用考马斯亮兰进行染色，脱色至条带清晰，拍照。 

3．2  结果与分析 

3．2．1  酶谱分析 

我们对幼虫酯酶图谱进行了分析，结果如图 3.1。在Cry1Ac敏感品系 96S中，我们仅能见到

两条比较清晰的条带。而在Cry1Ac抗性品系BtR中，其酯酶条带明显较Cry1Ac敏感品系丰富。对

它们进行杂交，发现在它们杂交后的子一代F1中， F1s♂ (96S♂×BtR♀)和F1s♀(96S♂×BtR♀)具有

相同的酶谱(图 3.1)，且F1的酶谱是二者“叠加”而得来，说明了在棉铃虫品系中，酯酶具有可遗

传性，同时，两种杂交后代在酶谱上的无差异性说明酯酶的遗传可能与性连锁无关。 
 

        

BtR 96S 

  
  BtR  BtR   F1s♂  F1s♀    96S  96S                                  F1s♂  F1s♀

图 3.1 各品系酯酶电泳图 
Fig. 3.1 Esterase analysis of H.armigera (96S, BtR,F1s♂ and F1s♀) on polyacrylamide gel 

 

3．2．2  酶活性分析 

总酯酶活性分析发现，对Cry1Ac具有抗性的棉铃虫酯酶活性显著高于敏感品系和二者杂交后

的子一代(表 3.1)。在Cry1Ac敏感品系 96S中，酶活性只有 139.3 mOD•min-1•mg-1，而抗性品系BtR

具有较高的酯酶活性(461.5 mOD•min-1•mg-1)；二者杂交后代F1s♂和F1s♀的总酯酶活性分别为 187 
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mOD•min-1•mg-1和 181 mOD•min-1•mg-1，二者没有显著性差异(表 3.1)。同时对各品系酸性磷酸酯

酶、碱性磷酸酯酶的酶活性测定表明：各品系中的酸性磷酸酶的酶活性无显著性差异，但敏感品

系中的碱性磷酸酯酶活性显著高于抗性品系；而两个杂交F1代的碱性磷酸酯酶的活性介于敏感品

系和抗性品系之间，且两个杂交后代之间没有显著性差异。因此，酯酶含量的变化与棉铃虫对

Cry1Ac的抗性密切相关，其中与碱性磷酸酯酶的变化最为密切。比较两个杂交后代F1s♂和F1s♀在

酶活性方面的差异进一步说明了在棉铃虫中酯酶的遗传并不是伴性遗传的，也就是说酯酶的遗传

与性连锁无关。 
 

表 3.1 各棉铃虫品系中各酯酶活性测定 

Table 3.1 Determination of total esterase，alkaline phosphatase and acid phosphatase in H.armigera 
 

品系 
strain 

总酯酶活性 
Activity of total esterase 

碱性磷酸酯酶活性 
Activity of Alkaline phosphatase 

酸性磷酸酶活性 
Activity of acid phosphatase 

96S 139.3 ± 1.27 a 69.3 ± 1.28 a 34.9 ± 1.89 a 

BtR 461.5 ± 4.14 b 28.5 ± 4.13 b 33.6 ± 1.46 a 

F1s♂ 187.3 ± 2.09 c 40.3 ± 2.09 c 33.3 ± 0.76 a 

F1s♀ 181.2 ± 1.72 c 41.2 ± 1.71 c 34.2 ± 0.82 a 

注：同一列中字母不同者表示差异显著，显著水平为 p=0.05 (Duncan’s 新复极差检验) 

Note: Different case letters in same subcolumn was significant difference, p=0.05 (Duncan’ test)  

3．2．3  Cry1Ac 前毒素对酯酶的抑制作用 

利用酯酶与Cry1Ac前毒素的作用前后总酯酶活性的变化，可以明确Cry1Ac前毒素是否与昆虫

体内酶液相互作用。结果表明：抗性品系的酯酶能与Cry1Ac毒素及其前毒素结合，而敏感品系则

不能(图 3.2)；Cry1Ac前毒素对F1s♂、F1s♀中的酯酶活性的影响表现出一致性，且结合能力介于敏

感品系和抗性品系之间，表明前毒素在两个杂交子一代中的作用是相似的，更进一步说明了酯酶

在遗传过程中与性连锁无关。 
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图 3. 2 Cry1Ac 前毒素(A)和毒素(B)对棉铃虫各品系酯酶活性的抑制作用 
Fig. 3.2 Esterase inhibition by Cry1Ac protoxin (A) and Cry1Ac toxin (B) in 96S, BtR,  

F1s♂ and F1s♀ strains of H. armigera. 

3．2．4   酯酶液对 Cry1Ac 前毒素的酶解作用 

为明确酯酶对Cry1Ac前毒素酶解的量效关系，我们选用不同蛋白含量的酯酶与 20 μg的

Cry1Ac前毒素反应。结果发现，对于敏感品系，在酯酶含有 10 μg可溶性蛋白时Cry1Ac前毒素的

 35



中国农业科学院博士学位论文                                    第三章 Cry1Ac 抗、感棉铃虫酯酶比较 

降解就发生了，而在 20 μg时我们可以清楚的看到原毒素被酶解后的蛋白条带，大小为 65 kDa左

右(图 3.3 A)；而对于F1代，则在 20 μg时开始酶解，40μg时能看到清楚的被活化的蛋白条带(图 3.3 

B)。在反应所用的Cry1Ac前毒素的量一致的情况下，抗性品系BtR在 60 μg酯酶液时才发现有原毒

素的降解，到 100 μg时能看到比较清晰的被降解的条带(图 3.3 C)。 
 

 

A 

0     10     20     40    60     100   200   protoxin     
 
 

        

B 

 
 

0     10     20     40   60     100    200  protoxin    

 

   

C 

 
 

0      10     20    40     60     100    200   protoxin    

图 3.3 96S (A)、F1 (B)和BtR (C)中不同蛋白含量酯酶液对Cry1Ac前毒素的酶解作用 
注：相应泳道下的数字表示加入的酯酶液中可溶性蛋白质的含量 

Fig. 3.3 Cry1Ac protoxin activation by increasing esterase from larvae of 96S (A),  
F1 (B)and BtR (C) strains of H. armigera. 

Note: The number below the lane corresponding to the amount of protein in the esterases 
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在上面实验的基础上，我们选择了含 50 μg 可溶性蛋白的各品系酯酶液对 20 μg Cry1Ac 前毒

素进行处理，以明确酯酶液对前毒素酶解的作用，结果如图 3.4 所示。当用 96S 品系的酯酶液处

理时，在 1 min 内就发生了降解，在 1 min~60 min 内，我们可以看到原毒素被降解成三条大小相

当接近的中间态蛋白条带，在 60 分钟时，65kDa 的蛋白条带就显得特别突出，2 小时后能看到一 
 

                 

A 

 
 

 

    Protoxin    M    1 min   10 min  30 min  60 min   2 hr    4 hr   toxin 

                 

B 

 
 Protoxin  M    1 min  10 min  30 min  60 min   2 hr    4 hr    toxin  

 
 

                               

C 

 
 

 

Protoxin   M    1 min  10 min  30 min  60 min    2 hr    4 hr    toxin 

图 3.4 Cry1Ac 前毒素在不同品系酯酶液中的酶解过程(A. 96S; B. F1;C. BtR) 
Fig. 3.4 The activation of Cry1Ac protoxin procession in different strains 

of H. armigera. (A. 96S; B. F1; C. BtR) 
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条非常清晰的被降解的蛋白条带，说明前毒素已经完全被酯酶液所降解(图 3.4 A)。用F1的酯酶液

处理时，酯酶液作用 1 分钟后能模糊的看到被活化的原毒素中间态蛋白，10 分钟时可以看到被降

解的三条中间态蛋白条带。随着作用时间的增长，1 小时后，绝大部分原毒素从中间态降解到 65 

kDa左右，到 4 小时时，原毒素已彻底被降解成 65 kDa左右的毒素片段(图 3.4 B)。BtR品系的酯

酶液对前毒素的处理结果显示在 1～10 分钟时，原毒素开始被降解，但条带不清晰，到 30 分钟

时，能清除的看到原毒素被降解。2 小时后，开始看到一条比较明显的 65 kDa蛋白条带，到 4 小

时，前毒素基本被降解成毒素(图 3.4C)。 
 

3．3  结论与讨论 

昆虫的碱性磷酸酯酶广泛分布于昆虫的肠体和马氏管中(Eguchi, 1995)，碱性磷酸酯酶的活性

与昆虫对 Cry1Ac 的敏感性密切相关。English 和 Readdy 曾报道在烟芽夜蛾中存在一大小为 72kDa

的碱性磷酸酯酶，且能被 Cry1Ac 所抑制，说明碱性磷酸酯酶和 Cry1Ac 在烟芽夜蛾体内毒性的发

挥密切相关(English and Readdy, 1989)。在烟草天蛾中，Sangadala 等曾报道 Cry1Ac 最大可使碱性

磷酸酯酶的活性下降 52％，同时也发现少量的 Cry1Ac 对碱性磷酸酯酶的活性没有降低作用

(Sangadala et al., 1994)。而 Zhuang 等在分离烟草天蛾中肠上皮细胞的脂筏时发现一个 66kDa 的蛋

白，该蛋白通过 GPI 锚定(Zhuang et al., 2002)；随后，Jurat-Fuentes 和 Adang 认为他们所发现的

大小为 68kDa 的蛋白就是 Zhuang 等发现的那个蛋白，并通过实验验证了由于抗性品系中碱性磷

酸酯酶的表达量的减少直接导致了碱性磷酸酯酶活性的降低，并引起 Cry1Ac 毒素结合量的减少，

最终导致了昆虫对 Cry1Ac 抗性的上升(Jurat-Fuentes and Adang, 2004b)。Gunning 等认为在棉铃虫

中，酯酶含量的增加使得酶能将毒素缠绕起来，即发生一种非特异性的结合，这种结合在一定程

度上缓解 Cry1Ac 对中肠上皮细胞的破坏作用，最终导致 Cry1Ac 对昆虫毒性的降低，表现为抗性

的上升(Gunning et al., 2005)。本研究也同样发现了这一现象，抗性的增加与酯酶活性呈正相关。

同时，用 Cry1Ac 前毒素和活化的毒素对酶液的处理发现，敏感品系的酶液与 Cry1Ac 之间不能结

合，但抗性品系能结合 Cry1Ac 前毒素和活化毒素，这在一定程度上验证了 Gunning 等的实验。 

在用BteHD-198 筛选的印度谷螟(P. interpunctella)抗性品系 198r中，抗性品系中肠提取物的蛋

白水解酶的活性较敏感品系低，并且对Cry1Ac前毒素的酶解作用降低(Oppert et al., 1996)。进一

步的研究表明对Cry1Ac敏感性的降低与中肠中一种主要蛋白酶的缺失密切相关(Oppert et al., 

1997)。而且，在随后的研究中发现该种群对Cry1Ab前毒素的抗性是其对Cry1Ab毒素的 11 倍，从

而确证了该酶参与了毒素的酶解，由于该酶的缺失而导致了抗性的产生(Herrero et al., 2001)。我

们测定了不同敏感程度棉铃虫的酶液的碱性磷酸酯酶和酸性磷酸酶的活性，发现各品系之间在酸

性磷酸酯酶方面没有显著性差异，而抗性品系中的碱性磷酸酯酶活性明显低于敏感品系和杂交种

群，因此碱性磷酸酯酶的降低可能与棉铃虫对Cry1Ac抗性相关，但具体的确认有待于进一步从分

子生物学的角度来加以验证。该结论的成立将为利用该方法监测田间抗性种群提供新的思路与方

法。 

Forcada 曾报道在烟芽夜蛾抗性品系 CP73-3 中，与敏感品系相比较，其对 Cry1Ab 前毒素的

加工明显减慢，而在中肠中对活化的 Cry1Ab 毒素的分解加快(Forcada et al., 1996)。在我们的研

究中发现，对于各品系的酯酶而言，在相同时间降解同样多的 Cry1Ac 前毒素所需要的酯酶的量
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随抗性的上升而增加。同时我们将等量各品系的酯酶液处理 Cry1Ac 前毒素发现，虽然在降解的

过程中均存在三条中间态的蛋白。但敏感品系对前毒素的降解作用明显强于抗性品系的作用，在

1 分钟时就有中间态蛋白产生，杂交品系次之，而抗性品系在 10min 后才开始出现明显的中间态。

三个品系最后达到稳定的 65kDa 毒素片断所需要的时间也不一样，敏感品系、杂交品系和抗性品

系分别需要 1 小时、2 小时和 4 小时。同时，这说明了随着抗性的增加，酯酶对前毒素的活化加

工作用变得迟钝，而前毒素只有被降解成毒素核心片断后才能与昆虫中肠上皮细胞膜上的受体发

生结合，最终导致昆虫死亡，因此，这样一来就使得可以和昆虫中肠上皮细胞膜上受体结合的毒

素的量减少，结合量的减少必然导致昆虫对 Cry1Ac 毒素的敏感性降低，即昆虫对毒素的处理变

得不敏感。因此我们的实验说明了棉铃虫酯酶对 Cry1Ac 前毒素的降解具有很重要的意义，并关

系到棉铃虫是否对 Cry1Ac 敏感，因此棉铃虫酯酶的变化与棉铃虫对 Cry1Ac 的抗性密切相关。 

同时，对杂交后代的研究发现，杂交子一代之间无论是在酶活(总酯酶、碱性磷酸酯酶和酸性

磷酸酯酶)还是在酶谱上均没有区别，说明了在棉铃虫中，与 Cry1Ac 抗性相关的酯酶的遗传并非

伴性遗传，也就是说酯酶的遗传与性连锁无关。 

综述以上研究结果，我们推测在 Cry1Ac 抗性棉铃虫体内，酯酶的增加和碱性磷酸酯酶的减

少与 Cry1Ac 抗性密切相关。碱性磷酸酯酶的减少降低了将 Cry1Ac 毒素活化成具有杀虫毒性的

Cry1Ac 毒素的效率，使得可发挥毒效的 Cry1Ac 毒素的相对量的减少。同时，酯酶的增加使得酯

酶能有更多的机会与 Cry1Ac 毒素发生非特异性的结合，结合的结果是使得 Cry1Ac 毒素与中肠上

皮细胞上的毒素结合的机会减少，从而使得昆虫对 Cry1Ac 毒素表现出不敏感性或者敏感性降低，

即表现为抗性的上升。 
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第四章   Cry1Ac 抗性棉铃虫 BBMV 与 Bt 毒素的相互作用 

Oddou 等发现在烟芽夜蛾中 Cry1Ac 有 140kDa 和 120kDa 两种受体蛋白，而另一 170kDa

的受体蛋白可以与毒素 Cry1Aa 和 Cry1Ab 结合，但可能存在不同的结合位点(Oddou et al., 

1993)。在烟草天蛾中 Cry1Ac 识别 120kDa 的蛋白(Garczynski et al., 1991; Knight et al., 1994)，

但是 Cry1Ab识别的是一大小为 210kDa的蛋白，而 Cry1C结合的蛋白为 40kDa (Vadlamudi et al., 

1993)。因此，Bt 毒素与 Bt 之间不是简单的一一对应关系，不同的毒素可能结合不同的蛋白，

也可能结合相同的蛋白的不同结合位点(Garczynski et al., 1995)。 

多数研究认为，不同毒素结合相同结合位点是交互抗性产生的基础。从第二章的研究结

果来看，Cry1Ac 抗性棉铃虫对 Cry2Ab 并不存在交互抗性，那么在棉铃虫中是否也是因为结

合位点的不同而导致 Cry1Ac 抗性棉铃虫对 Cry2Ab 不存在交互抗性呢？到目前为止，尚未有

研究从结合动力学或生化、分子的角度来报道 Cry1Ac 抗性棉铃虫对 Cry2Ab 不具有交互抗性的本

质。鉴于此，本章通过体外标记结合的方法研究了 Cry1Ac 抗性棉铃虫中肠 BBMV 与 Cry2Ab

和 Cry1A 毒素的结合动力学差异，从结合位点模型的角度解释了 Cry2Ab 对 Cry1Ac 抗性棉铃

虫不存在交互抗性的原因，同时，实验还明确了棉铃虫对 Cry1Ac 产生抗性的主要机制。 

4．1  材料与试剂 

4．1．1  供试棉铃虫 

同第二章(敏感品系：96S、LF；抗性品系：LFR10、BtR) 

4．1．2  主要试剂 

PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride)、甘露醇(D-mannotil)、CHAPS(3-[(3-cholami- dopropyl) 

dimethylammonio]-1-Propanesulfonate)等来自 NOVON，由北京绿生源生物技术有限公司经销； 

β-巯基乙醇、N,N,Nˊ,Nˊ-四甲基乙二胺(N, N, N, Nˊ-tetramrthyl ethylene diamine, TEMED)

来自 Serva 公司；甘氨酸(Glycine)来自 Amersham 公司； 

标准分子量蛋白来自 Pharmacia，北京欣经科生物技术有限公司经销； 

Na125I来自Pharmacia，中国同位素公司经销； 

其他分析纯、化学试剂均为市售。 
 

4．1．3  部分储存液、缓冲液配方 

(1) 缓冲液 A：  

manitol 300 mM 

EGTA 5 mM 

Tris-HCl 17 mM 
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PMSF(现用现加) 1 mM 

调 pH 至 pH=7.5 

(2) 缓冲液 B：  

manitol 150 mM 

EGTA 2.5 mM 

Tris-HCl 8.5 mM 

调 pH 至 pH=7.5 

(3) 缓冲液 C：  

氯化钠 150 mM 

EGTA 5 mM 

PMSF(现用现加) 1 mM 

Tris-HCl 20 mM 

CHAPS 1% 

调 pH 至 pH=7.5 

(4) SDS-PAGE 分离胶（10%）：  

去离子水 1.9 ml 

1.5M Tris-HCl(pH8.8) 1.3 ml 

30%的丙烯酰胺 1.7 ml 

10% SDS 50 μl 

10% 过硫酸铵 (AP) 50 μl 

TEMED 2 μl 

总体积 5 ml 

(5) SDS-PAGE 分离胶（8%）  

去离子水 4.6 ml 

1.5M Tris-HCl (pH8.8) 2.5 ml 

30%的丙烯酰胺 2.7 ml 

10% SDS 100 μl 

10% 过硫酸铵 (AP) 100 μl 

TEMED 6 μl 

总体积 5 ml 

(6) SDS-PAGE 浓缩胶(5%)  

去离子水 1.4 ml 

30%的丙烯酰胺 0.33 ml 

1M Tris-HCl (pH6.8) 0.25 ml 

10% SDS 20 μl 

10%过硫酸铵(AP) 20 μl 
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TEMED 2 μl 

总体积 2 ml 

(7) 磷酸盐缓冲液(PBS)：  

氯化钠 8 g 
氯化钾 0.2 g 

Na2HPO4 1.44 g 

KH2PO4 0.24 g 

加水定容至 1000 ml 用 HCl 调 pH 值至 7.4，高压灭菌 

4．1．4  主要仪器设备 

高速低温立式离心机 RC-Plus 26，美国 Dupoint (杜邦)公司； 

恒压恒流 DF-D 电泳仪，北京东方特立科贸中心； 

DYCZ-24D 双垂直电泳槽，北京市六一仪器厂； 

凝胶成像系统 Eagle Eye System，美国 Stragene 公司； 

Spectrum752 型紫外可见分光光度计，上海光谱仪器有限公司； 

4．2  试验方法 

4．2．1  棉铃虫抗、感品系 BBMV 的制备与溶解 

BBMV的制备参照 Wolfersberger 的差速离心法(Wolfersberger and Maurer, 1987, Wolfersberger, 

1993)，BBMV 的溶解参照 Knight 和 Lee 等改进的方法(Knigh et al., 1994; Lee et al., 1996))。具体

步骤如下： 

1) 将 5 龄幼虫置于冰上 15 分钟，从幼虫后部的第 3、4 节之间取出中肠，纵剖开，

用 0.7%的 NaCl 冲洗中肠，吸干水，称重后置于-70℃冰箱中保存(最长不可超过

6 个月)或直接制备 BBMV； 

2) 从-70℃冰箱中取出中肠，加 9 倍重量冰冷的缓冲液 A 于中肠中，用玻璃匀浆器

在冰上进行充分的匀浆，每匀浆 1 分钟冰冷 1 分钟，重复 5～6 次； 

3) 往匀浆液中加入等体积 24 mM MgCl2，混匀置于冰上 15 分钟，4℃，45 00 rpm (2 

450 ×g)离心 15 分钟； 

4) 取上清， 4℃、16 000 rpm (30 500 ×g)离心 30 分钟；  

5) 所得沉淀加 0.5 倍匀浆液体积的冰冷缓冲液 A，混匀，重复步骤 3)、4)； 

6) 第二次 16 000 rpm 离心得到的沉淀溶于冰冷缓冲液 B 中，即得到粗提的 BBMV，

保存于-80℃冰箱中； 

7) 将 BBMV 从-80℃冰箱中取出，冰上溶解； 

8) 4℃、16 000 rpm 离心 15 分钟，所得沉淀悬浮于冰冷的缓冲液 C 中，混合均匀； 

9) 置于冰上期间轻柔振荡，4℃、18 000 rpm (32 000 ×g)离心 30 分钟，上清即为

溶解的 BBMV。  
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4．2．2  Bt 毒素的碘化标记 

具体操作方法参照Luo 等的操作方法(Luo et al., 2006)，该方法是在在Garczynski提出的氯胺

－T(Chloramine-T)法上加以改进而来(Garczynski et al., 1991)。先将纯化好的毒蛋白用Na125I进行

标记（125I大大过量），随后用Sephadex G－50 分子筛柱进行分离，用FT-603＃型闪烁探头测定收

集组分的放射活性，结合SDS-PAGE电泳，得到标记好的Cry1A蛋白。准确测定标记好的Cry1A蛋

白的放射活性，用于结合实验。具体步骤如下： 

1） 在 100 μl PBS缓冲液中加入 0.5 mCi Na125I和 0.1 mg氯胺-T，再加入 10 ug Bt毒蛋白，轻

轻摇动反应 60 s，用 0.125 mg偏重亚硫酸钠（以 2.4 mg/ml(w/v)浓度溶于PBS中）终止

反应； 

2） 5 ml 的 Sephadex G-50 分子筛柱分离、去除自由的碘。先用 0.07 M 的巴比妥纳盐缓冲

液(pH8.6)平衡柱子，再用含 20 mg/ml BSA（pH8.6）的巴比妥钠盐缓冲液过柱，进行

预饱和，最后用 20 ml 同样的 0.07M 的巴比妥钠盐缓冲液冲洗； 

3） 将与Na125I反应后的样品过柱，控制流速，用若干个 1.5 ml的离心管收集洗脱液，用

FT-603＃型闪烁探头测定其放射活力； 

4） 将所收集相对高放射性的组分进行 SDS-PAGE，然后用 X-ray 胶片进行压片暴光，以确

定蛋白标记的好坏。 

4．2．3  Bt 毒素与 Cry1Ac 抗感品系的体外标记结合动力学研究   

结合实验分为饱和度的测定及同源竞争和异源竞争结合实验。参照Garczynski和Tabashnik等

的方法(Garczynski  et al., 1991; Tabashnik et al., 2000)。 

 
4．2．3．1  饱和度实验 

1） 在 PBS 缓冲液中加入 2 μl 标记好的各种毒蛋白，然后再加入不同浓度的 BBMV (本实

验设 5、10、25、50、100、200nM 6 个浓度梯度)，最后加 PBS 缓冲液补足至 100μl，室

温下反应 60min。 

2） 12 000×g 离心 10 min 后，用 500 μl 含 0.1% BSA 的 PBS 缓冲液洗涤 2 次，检测管中残

留放射活性； 

3） 从每个测量值中减去非特异结合的值，即可得到毒蛋白与BBMV的特异性结合值。非特

异性结合值是先在125I标记的毒蛋白中加入超过标记毒蛋白 1000 倍的未标记毒蛋白，混

合均匀后与BBMV反应 60 min，后续步骤同 2）。 

 
4．2．3．2  饱和度实验 

1) 在 BBMV 中加入适量标记好的各种毒蛋白，使之达到饱和，然后再加入不同浓度的同

种未标记的毒蛋白(本试验设 0、0.05、0.1、0.2、0.5、1.0、2.0、5.0、10.0、100、500、

1000nM 共 12 个浓度梯度)，最后加 PBS 缓冲液补足至 100μl，室温下反应 60min； 

2) 12 000×g 离心 10 min，用含 0.1% BSA 的 PBS 缓冲液 500 μl 洗涤 2 次，检测管中残留
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放射活性； 

3) 从每个测量值中减去非特异结合的值，即可得到毒蛋白与 BBMV 的特异性结合值。 

 
4．2．3．3  饱和度实验 

异源竞争结合试验的具体方法与同源竞争结合试验大致一致，但往标记好的毒蛋白和BBMV

的混合物中加入的是不同种类的未标记的毒蛋白，同样经过室温温育结合 60 min，最终测得毒蛋

白与 BBMV 反应的特异性结合值，用于后面的数据分析。 

4．2．4  数据分析 

应用 Ligand 程序(Munson and Rodbard, 1980)进行数据分析，得到结合位点浓度 Rt 值和亲和

性常数 Kd。用 SAS 软件进行显著性测验。 

4．3  结果与分析 

4．3．1  Cry 毒素的碘化标记 

将毒素进行碘化标记后，通过一个 5 ml Sephadex G-50 分子筛柱进行分离，得到标记好的毒

素蛋白，然后取少量样品进行 SDS-PAGE 电泳，然后用 X-ray 胶片进行暴光，根据暴光点的大小

来判断蛋白是否被标记上。图 4.1 为 SDS-PAGE 结果。根据所加入的 Bt 毒素的含量和所测得的

放射活性，得到 Cry2Ab、 Cry1Aa、 Cry1Ab 和 Cry1Ac 各毒素的放射活力依次为 4.5、2.9 、3.1
和 3.8 mCi/mg。 

 

                       
 1    2     3      4     5      6   
 

图 4.1： 
125
I标记蛋白的SDS-PAGE电泳图 

1、 125I-Cry2Ab 2、空白对照 3、125I-Cry1Aa  4~5、125I-Cry1Ab 6、125I-Cry1Ac 
Fig. 4.1  SDS-PAGE analysis of 125I-Cry toxins. 

1、 125I-Cry2Ab 2、blank 3、125I-Cry1Aa  4~5、125I-Cry1Ab 6、125I-Cry1Ac 
 

4．3．2  Cry 毒素与抗感棉铃虫各品系的体外标记结合研究 

4．3．2．1  饱和度实验及同源竞争 

我们主要研究了各供试品系BBMV与Cry1Ac和Cry2Ab的饱和度试验，试验表明所有品系的

BBMV均能与Cry1Ac和Cry2Ab发生饱和结合。Cry1Ac与各品系的饱和结合结果如图 4.2 所示，各
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品系在 50 μg/ml时均能与125I-Cry1Ac发生饱和结合，各品系在最大结合效率上没有太大差异；图

4.3 为各品系棉铃虫中肠BBMV与Cry2Ab的饱和结合图，与Cry1Ac一样，96S、LF、LFR10和BtR

的BBMV均能在 100 μg/ml时与Cry2Ab发生饱和结合，且最大结合率依次为 19.3%、19.2%、20.2%

和 19.1%。 
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图 4.2 96S、LF、LFR10和BtR各品系BBMV 与Cry1Ac结合饱和度的测定 

Fig.4.2 Saturation binding between Cry1Ac and BBMV from 96S、LF、LFR10 and BtR. 
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图 4.3 96S、LF、LFR10和BtR各品系BBMV 与Cry2Ab结合饱和度的测定 

Fig. 4.3 Saturation binding between Cry2Ab and BBMV from 96S、LF、LFR10 and BtR. 

用Ligand程序可以分析得出亲和性常数Kd (nM)以及结合位点浓度Rt (pmol/mg蛋白)值，见表

4.1。不同敏感程度的棉铃虫品系与Cry1Ac的亲和性常数Kd值无明显差异，也就是说在亲和力方

面没有差异(表 4.1)；但是，各品系在与125I-Cry1Ac的同源竞争时的结合位点浓度相差甚远，从结

合位点浓度Rt值的变化可以看出：两个敏感品系 96S (47.30 pmol/mg 蛋白) LF (45.90 pmol/mg 蛋

白)之间的Rt值差异不显著，但显著高于两个抗性品系LFR10 (20.01 pmol/mg 蛋白)和BtR (6.86 
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pmol/mg 蛋白)，敏感品系的Rt值是抗性品系的 7 倍。 

各品系对 Cry1Ac 和 Cry2Ab 的亲和性常数 Kd 值十分一致，说明了各品系对二者的结合能

力相当接近。换言之，不同敏感程度的棉铃虫品系与 Cry1Ac 和 Cry2Ab 的亲和力基本一致，且

在 Cry2Ab 与各品系 BBMV 结合时结合位点浓度无明显差异，而在与 Cry1Ac 的结合中，敏感品

系的结合位点浓度显著高于抗性品系。 
 

表 4.1 棉铃虫各品系BBMV与标记毒素的亲和性常数Kd(nM)及结合位点浓度Rt (pmol/mg蛋白) 

Table 4.1 Dissociation constants Kd (nM) and binding site concentration Rt (pmol/mg of protein) values calculated 
from 125I labeled toxins on BBMV from different strains of H. armigera 

 

Cry1Ac Cry1Ab Cry 2Ab 
Strain 

Kd ± SE Rt ± SE Kd ± SE Rt ± SE Kd ± SE Rt ± SE 

96S 0.56 ± 0.20 a 47.30 ± 6.70 a 0.90 ± 0.37 a 10.08 ± 2.10 a 0.60 ± 0.23 a 11.08 ± 5.13 a

LF 0.62 ± 0.18 a 45.90 ± 5.98 a 0.89 ± 0.41 a 10.13 ± 0.98 a 0.54 ± 0.16 a 10.57 ± 6.10 a

LFR10 0.78 ± 0.24 a 20.01 ± 2.43 b 0.83 ± 0.56 a 10.88 ± 6.10 a 0.67 ± 0.20 a 12.13 ± 5.80 a

BtR 0.73 ± 0.32 a  6.86 ± 3.41 c 0.84 ± 0.71 a  9.73 ± 3.56 a 0.63 ± 0.17 a 11.34 ± 6.23 a

注：同一列中字母不同者表示差异显著，显著水平为 p=0.05 (Duncan’s 新复极差检验) 
Note: Different case letters in same subcolumn was significant difference, p=0.05 (Duncan’ test)  

 
4．3．2．2  敏感品系 96S、LF 的中异源竞争结合 

总的说来，两个敏感品系 96S、LF在竞争结合上没有太大差异，基本上保持一致。其中，在

与125I-Cry1Ac的竞争结合中，Cry1Aa 与Cry1Ab只有在高浓度(5nM)时才能与125I-Cry1Ac竞争，而

且Cry1Aa 的竞争能力较Cry1Ab弱，但Cry2Ab不能与125I-Cry1Ac 发生竞争说明Cry1Ac的位点能

部分被Cry1Aa和Cry1Ab所识别，替代的不完全说明了Cry1Ac还存在有Cry1Aa和Cry1Ab所识别不

了的位点(图 4.4)。 
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 竞争物浓度 (nM) 
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大
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%

) 

 
 

竞争物浓度 (nM) 

图 4.4 敏感品系 96S(A)、LF(B)中各毒素与
125
I-Cry1Ac的异源竞争 

Fig. 4.4 Heterelogous competition for labeled Cry1Ac in 96S (A)、LF (B) 
(■Cry1Aa ▲Cry1Ab ▼ Cry1Ac ◆Cry2Ab) 

 

将125I-Cry1Ab做为被竞争对象，其它的Cry1A和Cry2Ab毒素作为竞争物时的竞争试验发现，

Cry1Ac能很好的与125I-Cry1Ab竞争，说明Cry1Ac能识别Cry1Ab所有的位点；但Cry1Aa只有在高

浓度（10nM）时才能与其有明显的竞争，则说明Cry1Ab尚存在Cry1Aa所不能识别的位点；同样

的，Cry2Ab不能取代125I-Cry1Ab (图 4.5)，说明Cry2Ab的结合位点不同于Cry1Ab。 
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竞争物浓度 (nM) 

图 4.5 敏感品系 96S (A)、LF (B)中各毒素与
125
I-Cry1Ab的异源竞争 

Fig. 4.5 Heterelogous competition for labeled Cry1Ab in 96S (A)、LF (B) 
(■Cry1Aa ▲Cry1Ab ▼ Cry1Ac ◆Cry2Ab) 

 

而在与125I-Cry2Ab的竞争结合中，我们发现三种Cry1A(Cry1Aa、Cry1Ab、Cry1Ac)均不能与

之发生竞争(图 4.6)，结合上面的分析我们可以得知在敏感品系 96S中，Cry2Ab与Cry1A(Cry1Aa、

Cry1Ab、Cry1Ac)不能共享结合位点。 
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图 4.6 敏感品系 96S (A)、LF (B)中各毒素与
125
I-Cry2Ab的异源竞争 

Fig. 4.6 Heterelogous competition for labeled Cry2Ab in 96S (A)、LF (B) 
(■Cry1Aa ▲Cry1Ab ▼ Cry1Ac ◆Cry2Ab) 

 
 

4．3．2．3  抗性品系LFR10中的异源竞争结合 

在抗性品系LFR10中，Cry1Aa 与Cry1Ab只有在高浓度 (5nM)时才能与125I-Cry1Ac发生竞争

结合，说明Cry1Ac的位点能部分被Cry1Aa和Cry1Ab所识别，替代的不完全性说明了Cry1Ac还存

在有Cry1Aa和Cry1Ab所识别不了的位点 (图 4.7)；另一方面，Cry1Aa 的竞争能力较Cry1Ab弱，

说明Cry1Aa所能识别的位点比后者少或者是Cry1Aa与BBMV的亲和力不如Cry1Ab (图 4.7)。与

96S比较而言，Cry1Ab的竞争能力下降，说明在LFR10中可能发生的情况是：原来与Cry1Ac共享

的结合位点减少或缺失(图 4.4，图 4.7)。 
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图 4.7 抗性品系LFR10中各毒素与
125
I-Cry1Ac的异源竞争 

Fig. 4.7 Heterelogous competition for labeled Cry1Ac in LFR10
(■Cry1Aa ▲Cry1Ab ▼ Cry1Ac ◆Cry2Ab) 

 

Cry1Ac仍能与125I-Cry1Ab竞争，虽然能较好的替代Cry1Ab，但与 96S和LF种群比较而言，
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其替代的能力明显下降 (图 4.5，图 4.8)。引起的原因有可能是二者共享的受体位点发生了改变或

缺失，使得Cry1Ac与BBMV的结合能力下降；而Cry1Aa对125I-Cry1Ab的竞争能力没有下降，这说

明了最大的可能是与Cry1Ab结合的位点中，与Cry1Aa结合的位点没有发生改变，变化的位点只

是与Cry1Ab和Cry1Ac发生结合的位点。 
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图 4.8 抗性品系LFR10中各毒素与
125
I-Cry1Ab的异源竞争 

Fig. 4.8 Heterelogous competition for labeled Cry1Ab in LFR10
(■Cry1Aa ▲Cry1Ab ▼ Cry1Ac ◆Cry2Ab) 

与两个敏感品系一样，无论是用Cry2Ab作为竞争物还是被竞争物，均不能显示出它与其它

三种Cry1A蛋白的竞争性(图 4.7～图 4.9)，这说明了在抗性品系LFR10中，Cry2Ab仍然不能与Cry1A

类蛋白共享结合位点。 
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图 4.9 抗性品系LFR10中各毒素与
125
I-Cry2Ab的异源竞争 

Fig.4.9 Heterelogous competition for labeled Cry2Ab in LFR10
(■Cry1Aa ▲Cry1Ab ▼ Cry1Ac ◆Cry2Ab) 
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4．3．2．4  抗性品系 BtR 中的异源竞争结合 

与敏感品系和抗性品系LFR10比较而言，在BtR中，Cry1Ab替代125I-Cry1Ac的能力显著下降，

说明Cry1Ab和Cry1Ac共享的位点发生了改变或缺失，使得二者不能共享此位点或部分位点；与

敏感品系和抗性品系LFR10相比较，Cry1Aa的竞争能力依然没有下降 (图 4.9, 4.12)。这说明原来

改变或缺失的位点仅与Cry1Ac和Cry1Ab有关，而与Cry1Aa的结合位点无关。 

相对于抗性品系LFR10，Cry1Ac替代125I-Cry1Ab的能力得到进一步的下降，说明Cry1Ac与

Cry1Ab所能结合的受体或位点的结合能力随着棉铃虫对Cry1Ac抗性的上升而进一步下降 (图4.8, 

4.11)；但Cry1Aa的竞争能力依然没有下降，说明无论抗性怎么发展，Cry1Aa所识别的位点不发

生改变。 
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图 4.10 抗性品系BtR中各毒素与
125
I-Cry1Ac的异源竞争 

Fig. 4.10 Heterelogous competition for labeled Cry1Ac in BtR 
(■Cry1Aa ▲Cry1Ab ▼ Cry1Ac ◆Cry2Ab) 
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图 4.11 抗性品系BtR中各毒素与

125
I-Cry1Ab的异源竞争 

Fig. 4.11 Heterelogous competition for labeled Cry1Ab in BtR 
(■Cry1Aa ▲Cry1Ab ▼ Cry1Ac ◆Cry2Ab) 
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有意思的是，尽管 BtR 对 Cry1Ac 的抗性高达 2971 倍，但 Cry2Ab 始终不能与 Cry1A 类蛋

白竞争 (图 4.12)。说明了这两类蛋白不存在共同的结合位点。 
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图 4.12 抗性品系BtR中各毒素与
125
I-Cry2Ab的异源竞争 

Fig. 4.12 Heterelogous competition for labeled Cry2Ab in BtR 
(■Cry1Aa ▲Cry1Ab ▼ Cry1Ac ◆Cry2Ab) 

4．4  结论与讨论 

4．4．1  Cry1Ac 抗性棉铃虫对 Cry2Ab 没有交互抗性的原因初探 

多数研究认为，不同毒素结合不同的结合位点是不产生交互抗性的基础。Morse 发现由

于 Cry2A 与 Cry1A 的氨基酸序列不一样，因而具有不同的受体结合决定簇(receptor binding 

epitopes)(Morse et al., 2001)；Jurat-Fuentes 等的研究表明 Cry1A 和 Cry2Aa 均能与 Cry1Ac 抗性烟

芽夜蛾 CXC 的 BBMV 结合，但 Cry1Aa 和 Cry2Aa 具有不同的结合位点(Jurat-Fuentes et al., 2003)。

同样地，Liao 发现在棉铃虫中，Cry2Aa 不能竞争 Cry1Ac 的结合位点(Liao, 1999)。Gahan 等通过

AFLP等方法发现对Cry1Ac产生抗性的两个主要抗性因子与CP73对Cry2Aa的抗性无关(Gahan et 

al., 2005)，该实验间接的说明了 Cry1Ac 与 Cry2Aa 没有交互抗性。 

从已往的研究结果来看，大部分的研究单一的从生物测定、毒素分子结构或结合动力学的

角度来阐述Cry1Ac与Cry2Aa的交互抗性关系，而未能将它们很好的结合起来进行系统的研究。而

且，到目前为止，尚未见有相关的报道，在此，我们对此进行了系统的研究。在前一章中，我们

通过生物测定发现了对Cry1Ac具有抗性的棉铃虫并没有对Cry2Ab产生交互抗性。而在本章中，我

们着重从结合动力学的角度阐明了Cry1Ac抗性棉铃虫对Cry2Ab不存在交互抗性的生理生化基础。

研究发现：无论是在Cry1Ac敏感品系还是在Cry1Ac抗性品系中，Cry2Ab不能与 125I-Cry1A 

(125I-Cry1Aa 、125I-Cry1Ab 和125I-Cry1Ac)竞争，同时，Cry1A (Cry1Aa 、Cry1Ab 和Cry1Ac)也不

能与125I-Cry2Ab竞争，这说明了在棉铃虫中，Cry1A的结合位点不同于Cry2Ab。结合位点的不同

又可以分为两种情况，即结合位点位于同一蛋白上和位于不同蛋白上，具体的结论有待于进一步

试验来验证。总之，通过本试验的研究可以确认Cry1A类蛋白与Cry2Ab不能共享共同的结合位点
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是Cry1Ac抗性棉铃虫对Cry2Ab没有产生交互抗性的根本原因。 

4．4．2  Cry1Ac 抗性棉铃虫抗性产生的原因 

昆虫对 Bt 抗性的产生可发生于毒素的溶解、酶解、毒素与受体的结合、孔洞的形成、中肠

细胞的修复等诸多环节 (Heckel, 1994; 谭声江等，2001)，但毒素与受体的结合能力的改变被认为

是昆虫对 Bt 产生抗性的主要机理。Höfmann 等 (Höfmann et al.,1988b)利用碘标记进行结合实验，

证实 Cry1Ab 和 Cry1B 对烟草天蛾和欧洲粉蝶不同的杀虫谱与结合位点的亲和性相关。Van Rie 等

首次报道烟草天蛾和烟芽夜蛾中肠上皮细胞膜上的特异性受体是决定 Bt 不同杀虫谱的主要因素，

Bt 的毒性与受体蛋白-毒蛋白的结合能力呈正相关(Van Rie et al., 1989; 1990)。此后，诸多研究证

明与毒素结合的特异性受体的变异是害虫对 Bt 产生抗性的主要原因，而且同一 Bt 蛋白对不同昆

虫在受体及毒性专一性上显示出差异，而同一昆虫对不同的 Bt 蛋白也会表现出受体、结合位点的

差异，即同一昆虫中肠可能存在一种 Bt 蛋白的多种受体，不同 Bt 蛋白也可能共同识别一种受体。

因此，Bt 与昆虫中肠受体的结合，并不是简单的对应结合的关系，显示出多样性和复杂性 (Heckel, 

1994; Tabashnik et al., 2000; Ferré and Van Rie,2002; 梁革梅等，2003)。 

竞争实验表明，随着抗性的上升，Cry1Ac与棉铃虫BBMV的结合能力下降。我们以前的研

究发现：在敏感品系中，Cry1Aa在敏感品系中存在一个结合位点，即我们以前提出的位点 1；而

Cry1Ab在敏感品系中存在两个结合位点，其中一个是与Cry1Aa共享的结合位点 1，当棉铃虫对

Cry1Ac产生 425 倍的抗性时，其与位点 1 的结合能力下降；在敏感品系内，Cry1Ac除了能与Cry1Aa

和Cry1Ab共享结合位点 1 和 2 外，还可以独自享受结合位点 3 ，而具有 425 倍抗性的抗性品系丧

失了与位点 2 的结合能力 (Luo et al., 2006)。本研究中，我们另外用了一个抗性倍数为 253 倍的

抗性品系LFR10，结果表明，该品系与原来的 425 倍抗性的结合能力基本一致，但与敏感品系相比，

LFR10中Cry1Ac与位点 2 的结合能力下降而不是发生缺失。但当抗性上升到 2971 倍时，抗性品系

BtR表现出与 425 倍时相似的结合能力——Cry1Ac与位点 2 的结合位点发生了缺失。而结合位点

的减少又存在三种可能：受体蛋白完全缺失、受体蛋白部分缺失以及受体蛋白上Bt结合位点发生

变异。在本研究中，虽然抗性品系BtR中位点 2 不与Cry1Ac发生结合，但是位点 2 仍能与Cry1Ab

发生结合，表明位点 2 仍然存在，没有完全缺失，但不能肯定位点 2 是部分缺失还是关键的结合

位点发生了变异，需要进一步借助分子生物学的其它手段来进行研究确定。 

同时，通过对 Cry1Ac 与各品系的结合能力和亲和力的大小比较发现，各品系对 Cry1Ac 的

亲和性常数基本一致，无显著性差异，也就是说各品系 BBMV 与 Cry1Ac 的结合能力应该一致。

但结果却表明抗性品系中的结合能力明显低于敏感品系。因此，在毒素与 BBMV 的结合过程中，

应该还有其它的因素参加了作用，从而导致了这一对矛盾体的形成。 

结合位点浓度的减少可能是昆虫抗性产生的一个原因，这一点在本试验中得到了证实。我

们发现在同源竞争试验得出的亲和性常数 Kd 值上，抗性品系与较敏感品系并无明显差异；而在

结合位点浓度上，三种毒蛋白虽均显示出差异，但 Cry2Ab 和 Cry1Ab 差异不显著，相反地，而抗

性品系中 Cry1Ac 的结合位点浓度明显低于敏感品系。这说明了棉铃虫对 Bt 产生了抗性以后，虽

然亲和性没有什么改变，但结合位点浓度却明显降低。因此棉铃虫体内结合位点数目的减少可能

是影响抗性产生的又一个因素，这与以前在小菜蛾和烟芽夜蛾中报道的结果相似 (MacIntosh et 
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al., 1991; Gill et al., 1995)。MacIntosh 等认为，造成这种现象的原因，除了受体蛋白本身的因素

外，可能还有其它的因素参与了作用(MacIntosh et al., 1991)，但究竟是何种因素参与了作用，起

到了一种什么样的作用，有待于进一步深入的研究。 

同时，我们采用了两个敏感品系，二者具有不同的遗传背景，更重要的是：96S 采自 Cry1Ac

棉花在我国商品化之前，而 LF 品系则采于商品化后 5 年后(2002 年)的 Bt 棉田中，但实验表明，

二者在结合动力学方面没有明显差异，表现出与生测结果的一致性。同时，也说明了棉铃虫对 Bt

棉花抗性的产生是一个相对缓慢的过程。 
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第五章 棉铃虫 BBMV 与 Cry2Ab、Cry1A 结合过

程的实时测定 

表面等离子体共振(Surface Plasma Resonance, SPR)是近年来新发展起来的一种可广泛用于监

测生物分子间相互作用的新技术。它具有非标记和实时检测的特点，同时 SPR 测定不仅不会破坏

生物大分子的天然状况，而且通过对测试表面进行修饰，还能为生物大分子提供提体内环境；SPR

进行实时的过程监测，可以方便的研究生物大分子相互作用的时序性特点和规律，实时记录反应

的结合与解离，提供了结合反应的动态过程，这是其他技术无法比拟的。而我们在研究 Bt 毒素

与昆虫 Bt 毒素受体蛋白作用时，由于涉及到的是蛋白质之间的相互作用，因而 SPR 在该领域的

研究越来越广泛。 

如前一章所述，我们发现在本章比较抗、感品系棉铃虫 BBMV 与 Cry1Ac 的结合时发现，虽

然 Cry1Ac 对几个品系 BBMV 的亲和性常数一样，即亲和力一致，但最终的结合能力不一样。因

此在毒素与 BBMV 结合的过程中，肯定还有其它的因素参与了作用。因此，我们希望能通过本

章对 Cry1Ac 抗、感棉铃虫中肠 BBMV 与 Cry1A、Cry2Ab 的即时结合的研究，来动态的监测毒

素–受体间的即时结合，来解释这一矛盾的形成原因，验证体外标记结合所推测模型的正确性。 

5．1  材料与方法 

5．1．1  供试材料 

1) 供试 蛋白样品：Cry1Ac, Cry1Ab, Cry2Ab 

2) 供试昆虫： 

Cry1Ac 敏感种群：96S，同第二章 

Cry1Ac 抗性种群：BtR，同第二章 

LFR10，同第二章 

5．1．2  主要试剂与仪器 

Sephadex-G50 为 Pharmacia 公司产品； 

SPR氨基耦联试剂： N－羟基琥珀酰胺 (N-hydroxysuccinimide, NHS) 、N－乙基－N′－ (二乙

基－氨丙基)－碳二酰胺(N-ethyl-N-(3-diethylaminopropyl, EDC) 和盐酸乙

醇胺 

SPR专用HBS缓冲液：10 mmol/ L HEPES (pH 7.4)、150 mmol/ L NaCl、3.4mmol/ L EDTA 、0. 005 

%表面活性剂P20； 

CM5芯片等SPR仪专用试剂及配件均为GE Healthcare公司产品，其它试剂为市售。 

SPR仪器为GE Healt hcare公司产品，型号为BIAcore 3000。 
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5．1．3  样品的前处理 

在 SPR 仪中，对所提供的各种蛋白的要求在溶解度，等电点等方面有严格要求，样品质量的

高度直接决定实验的成败与好坏。所有样品都必须通过 0.45 μm 滤器，如果蛋白样品中有大于 0.45 

μm 且没有被除去的话，严重时会导致进样通道被毒素，对仪器造成不必要的伤害。同时，由于

做为流动相的 BBMV 是从各棉铃虫中肠中提取的，因而一般情况下可能会含有比较多的核酸，

这些核酸的存在也会在一定程度上影响蛋白质之间的结合，同时也会影响机器的灵敏度。因此本

实验的样品前处理是十分关键的一个因素。 

 
5．1．3．1 Bt 毒素的处理 

如第二章所述，我们可以通过将 Bt 毒素通过离子交换的方法获得活化的 Cry1A 类毒素，由

于所使用的两个蛋白 Cry1Ab 和 Cry1Ac 蛋白的等电点均在 SPR 仪所能允许样品的下限，且为碱

溶性蛋白，而做为流动相的蛋白样品需要溶解在 pH 为 7.0 的 1mM 的 PBS 缓冲液中，因而，我

们将原来的碳酸钠溶解缓冲液换为 1mM 的 PBS (pH 7.0)缓冲液，然后通过 0.45 μm 的滤器，然后

室温放置 48 小时，确定无任何不溶物后再取样进行 SDS-PAGE 电泳检测，用 Bradford 方法测定

其中蛋白质含量(Bradford,1976)。 

 
5．1．3．2 BBMV 的前处理 

按第三章所述方法提取棉铃虫各品系的 BBMV 后，将最后一次 16 000 rpm 离心得到的沉淀

溶于 HBS 缓冲溶液中。由于所提取的蛋白来自昆虫组织，因而含有较多的核酸，不能直接用于

实验。因此我们通过分子筛柱来将核酸与蛋白分离，以达到提纯蛋白的目的。为此，我们自行设

计了一个以一次性注射器为柱，Sephadex-G50 为填料的分子筛柱。用分子筛柱提纯 BBMV 的具

体步骤如下： 

1） 柱子的制备：参照 Sephadex-G50 的说明对填料进行溶胀和装填，然后置于真空干燥仪中

脱气而得到，柱子用 HBS 溶液封存于 4 度冰箱中备用或直接按下面步骤进行； 

2） 柱子的平衡：在开始分离样品之前，需要对柱子用 HBS 溶液进行平衡； 

3） 过柱：将溶于 HBS 的 BBMV 通过柱子，用 1.5 ml 小管收集，同时用分光光度计在 280 nm

处检测蛋白峰值； 

4） 对所收集的组分通过 0.45 μm 的滤器，然后进行 SDS-PAGE，并将之与未经处理 BBMV

作为对照，并最终测定蛋白质含量。 

5．1．4  SPR 检测 Bt 毒素与各品系的即时结合 

5．1．4．1 Bt 毒素的固定 

采用氨基耦联的方法将 3 种 Bt 毒素蛋白依次耦联在 CM5 芯片的亲水羧甲基葡聚糖基质上，

留下另一空白通道做为空白对照。在固定的过程中， HBS 缓冲液以 5 μl/min 的恒定流速流经芯

片表面。耦联的具体操作按照 BIAcore 3000 系统的操作手册进行。具体步骤如下： 
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1) 芯片的活化：注入 40 μl 按比例 1:1 (v/v)混合的 0.1 M N－羟基琥珀酰亚胺(NHS)和 N－

乙基－N′－ (二乙基－氨丙基)－碳二酰胺( EDC) 活化液，活化芯片的葡聚糖表面，使

生成 NHS-酯，为蛋白的耦联提供载体的着力点； 

2) 蛋白耦联缓冲液的选定：在蛋白耦联以前，有必要对所使用缓冲液的 pH 进行摸索，将

各个 pH 的缓冲液分别与蛋白按照一定比例混合通过芯片表面，选定获得较高响应 RU

值(Response Unit)时的 pH 缓冲液做为耦联溶液； 

3) 蛋白的耦联：将 100 μl 含有 100 μg/ml Bt 毒素的 10 mM 乙酸钠耦联缓冲液在 5 μl/min 的

低流速下通过活化的芯片表面，使蛋白的测链氨基与芯片表面暴露出来的羧甲基发生共

价作用而将蛋白固定在芯片上，芯片封闭好后应用乙醇胺封闭芯片来完成蛋白的耦联过

程。耦联的具体过程可通过观察到的响应值来判断，该信号反应了 Bt 毒素与活化芯片

表面的 NHS-酯反应过程； 

4) 芯片上残留 NHS-酯的封闭：往耦联好的芯片表面注入 1 M 的乙醇胺 (pH 8.5) 40 μl，使

之与芯片上残留的 NHS-酯反应以封闭活性残基，以免后续亲和测定中发生配体的共价

结合； 

5) 用大量 10 mM 的甘氨酸-盐酸缓冲液(pH 2.0)洗脱非共价结合的配体。洗涤后得到的基线

与活化前基线之差反应了配体的固定量。 

 
5．1．4．2 各品系 BBMV 与 Bt 毒素的特异性结合 

将各品系含有BBMV用HBS缓冲溶液稀释成适当的浓度，以 15 μl/min的流速依次通过芯片的

表明，以观察各品系BMMV与 3 种Bt毒素的亲和性。结合后用 0.1 M H3PO4(10 μl)对芯片表明进

行再生，以恢复芯片表面的结合能力，从而可用于多次测量。整个测试过程使用Biacore的控制软

件中的动力学(kinetic)模式进行，实验温度为 25℃。同时，该模式下获得的数据传感图将自动扣

除背景或是非特异性的结合信号，每一处理设三次重复。 

 
5．1．4．3 Bt 毒素在各品系 BBMV 中的竞争结合分析 

参照 Hua 等的方法(Hua et al., 2001)，并做适当的修正。将各品系 BBMV 与 3 μM Bt 毒素在

冰上温育 60 min，然后将该混合物做为流动相液体用于异源(混合用的毒素与芯片上固定的毒素

不同)竞争实验中。将各混合物依次通过芯片表面，并打开所有通道，观察各通道与混合物的 SPR

信号变化，记录的 RU 值为自动扣除空白对照后的值，重复三次。 

5．2  结果与分析 

5．2．1  Bt 毒素、BBMV 的处理 

我们通过SDS-PAGE对处理后Bt毒素样品与处理前对比发现二者没有区别(图 5.1)，说明将

Cry1A毒素通过 0.45 μm滤器后对Cry1A毒素并没有影响，因此用该方法来处理Bt毒素以达到SPR

所需的要求是可行的。而对BBMV的处理发现，处理后的样品与处理前比较起来清亮了许多，而

通过测定样品的A260/A280时发现样品中不存在核酸。同时通过SDS-PAGE发现样品条带和处理前
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一致(图 5.2)。 

 

                              
1     2 1      2  

图 5.1 处理前(1)、后(2)Cry1A 毒素电泳对照图             图 5.2 处理前(1)、后(2)BBMV 电泳对照图 

Fig. 5.1 Comparison analysis between treated                 Fig. 5.2 Comparison analysis between treated 

     and untreated toxin by SDS-PAGE                         and untreated BBMV by SDS-PAGE 

  

5．2．2  Bt 毒素的固定 

通过对蛋白耦联缓冲液的研究发现，三种蛋白的最适pH值分别为 4.0 (Cry1Ac)、4.0 (Cry1Ab)、

5.0 (Cry 2Ab)。通过活化、耦联和封闭的过程，我们将三种蛋白以共价的方式固定在CM5 芯片上，

图 5.3 就是各蛋白耦联后各蛋白在各自通道上的响应图，从图上我们可以得知每个通道上所固定

的蛋白的含量(每 1 000 共振单位(RU)表明芯片上对应通道固定的蛋白为 1 ng/mm2)，例如在

Cry1Ab的通道中，其对应的响应值为 2 700RU (图 5.3A)，相当于在芯片的这一通道上固定的蛋白

浓度大约为 2.7 ng/mm2, 相应地，Cry1Ac(图 5.3B)和Cry2Ab(图 5.3C)通道上所固定的蛋白的量分

别为.2.8 ng/mm2和 3.1 ng/mm2。  

 

A 
封闭 

耦联 
活化 
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B 

封闭 

耦联 

活化 

 

 

C 

封闭 

耦联 
活化 

图 5.3 CM5 芯片耦联毒素 SPR 信号图 (A、Cry1Ac  B、Cry1Ab  C、Cry2Ab) 

Fig. 5.3 Sensorgrams obtained on immobilization of Bt toxins onto sensor  

chip CM5 (A、Cry1Ac B、Cry1Ab C、Cry2Ab) 

5．2．3  Bt 毒素与各品系 BBMV 的特异性结合 

将各品系BBMV用HBS缓冲液，然后通过芯片表面，这样我们就能通过SPR仪记录下来的响

应强度来判断毒素与BBMV的结合大小。在注入样品后的第一个阶段就是结合的阶段，接下来达

到平衡，最后是解离。解离后可注入再生液进行对芯片表面再生，以进入下一个反应程序。在SPR

仪的kinetic模式下，将自动扣除空白背景的值，得到的是实际结合的值，同时，能根据响应曲线

判断结合和分离时的实时动态过程。我们发现，在供试的三种Bt毒素中，Cry1Ac与敏感品系 96S

的结合最为强烈，响应强度达 187 ± 30 RU，其与抗性品系BtR的结合最弱，相应强度只有 141 ± 28 

RU，而LFR10的响应强度则介于二者之间，为 158 ± 33 RU，说明Cry1Ac对三个品系的BBMV结
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合能力是随抗性的增强而降低的。观察其结合曲线发现，96S品系在结合阶段的结合速率明显高

于BtR品系，说明在结合的过程中敏感品系BBMV与毒素Cry1Ac的结合强于抗性品系。但抗、感

品系在解离阶段时的解离速度基本趋向一致，没有太大差异 (图 5.4 A)。而Cry1Ab是三种毒素中

与各品系BBMV结合强度最低的，其与敏感品系 96S、抗性品系BtR和LFR10的结合的响应强度分

别为 162 ± 29 RU、145 ± 32 RU和 102 ± 20 RU，而且三个品系与Cry1Ab的结合曲线斜率较一致，

但LFR10的结合时的结合比其它两个品系稍大，在解离的动态过程中各品系之间基本没有差异，

但与Cry1Ac比较起来，Cry1Ab与各品系的结合能力较弱(图 5.4A, B)。Cry2Ab与各品系BBMV的

结合的响应强度分别为 183 ± 41 RU (96S)、177 ± 27 RU (LFR10)和 181 ± 36 RU (BtR)，三者在

Cry2Ab中结合和解离速率相当接近，说明各品系对Cry2Ab的结合能力基本没有差异（图 5.4 C）。 

 

 

96S 

LFR10

BtR

A 

 

 

B 

96S 

LFR10

BtR 
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C 

96S LFR10

BtR 

图 5.4 各品系 BBMV 与芯片上固定毒素 (A、Cry1Ac B、Cry1Ab、C、Cry2Ab)的 

即时结合 SPR 信号图 

Fig. 5.4 The SPR sensorgrams of the interaction between Cry1Ac (A), Cry1Ab (B), Cry2Ab (C) and BBMV from 

96S, LFR10 and BtR strains of H.armigera 

5．2．4  Bt 毒素在各品系 BBMV 中的竞争结合 

我们将两个品系的 BBMV 与 3 μM 不同的毒素(毒素大大过量)混合后，置于冰上温育 60 min，

然后通过各芯片表面，测得它们之间的竞争结合能力。表 5.1 为几种毒素在各品系中的竞争结合

响应值。 

表 5.1 Cry1Ab、Cry1Ac 和 Cry2Ab 在各品系 BBMV 中的竞争结合 SPR 响应值 

Table 5.1 The response values of SPR for binding competitions among Cry1Ab, Cry1Ab and 

Cry2Ab in BBMV of different strains of H. armigera. 

 

响应值 (Response Unit, Average ± SE) 
固定相 

Immobilized 
流动相 
influx 

96S (RU) LFR10 (RU) BtR (RU) 

Cry1Ab 096 ± 10 a  082 ± 14 ab  65 ± 80 b  
Cry1Ac 

Cry2Ab 165 ± 18 a 150 ± 22 a 156 ± 25 a 

Cry1Ac 022 ± 40 a 065 ± 70 b  90 ± 13 c 
Cry1Ab 

Cry2Ab 148 ± 12 a 149 ± 15 a 146 ± 11 a 

Cry1Ab 155 ± 22 a 151 ± 10 a 145 ± 21 a 
Cry2Ab 

Cry1Ac 153 ± 12 a 155 ± 10 a 151 ± 23 a 

注：同一行中字母不同者表示差异显著，显著水平为 p=0.05 (Duncan’s 新复极差检验) 

Note: Different case letters in same row was significant difference, p=0.05 (Duncan’ test)  
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5．2．4．1  Bt 毒素在 96S 品系 BBMV 中的竞争结合 

研究发现，将 96S 敏感品系 BBMV 与过量的 Bt 毒素(Cry1Ab、Cry1Ac、Cry2Ab)冰上温育

60 min 后，将芯片上的四个通道全部开放，将混合物与 HBS 缓冲液做为流动相以 15 μl/min 的流

速通过芯片表面，得到各毒素之间的竞争结合动力学图如图 5.5。我们发现，在通过 Cry1Ac 的通

道时，Cry1Ab 上响应值为 97 ± 10 RU 左右，说明在 96S 品系的 BBMV 中，BBMV 与 Cry1Ab 结

合后尚有位点供 Cry1Ac 结合，而 Cry2Ab 在该通道上的响应值在 165 ± 18 RU 左右，这和 Cry2Ab

在 96S 品系中的结合相当接近，说明 Cry2Ab 的结合位点不能被 Cry1Ac 所识别(图 5.5 A)。同时

从二者的响应强度上也可以看出 Cry1Ac 对 Cry1Ab 的竞争能力比对 Cry2Ab 的竞争能力弱。 

而在 Cry1Ab 通道上， Cry1Ac 的响应值为 22 ± 4 RU，说明混合物中 BBMV 与 Cry1Ac 充分

结合后，Cry1Ab 所能识别的位点全部被 Cry1Ac 所结合；但当加入含有 Cry2Ab 的 BBMV  

 

 

A 
 

Cry2Ab 

Cry1Ab 

 

 

B 

Cry1Ac 

Cry2Ab 

 

 62



中国农业科学院博士学位论文               第五章 棉铃虫 BBMV 与 Cry2Ab、Cry1A 结合过程的实时测定 

 

 

C 

Cry1Ac 

Cry1Ab 

图 5.5  Bt 毒素在敏感品系 96S BBMV 中的竞争结合 

A、Cry1Ac 与 Cry1Ab、Cry2Ab 竞争 B、Cry1Ab 与 Cry1Ac、Cry2Ab 竞争 C、Cry2Ab 与 Cry1Ab、Cry1Ac 竞争 

Fig. 5.5 Competition binding analysis of Bt toxins in BBMV isolated from Cry1Ac-susceptible strain 96S 

A: Cry1Ac competed with Cry1Ab and Cry2Ab B: Cry1Ab competed with Cry1Ac and 

Cry2Ab C: Cry2Ab competed with Cry1Ac and Cry1Ab 

的混合物后，其响应值为 148 ± 12 RU，这和 Cry2Ab 与 96S 品系特异性结合时的信号强度无显著

性差异，说明 Cry2Ab 的结合位点与 Cry1Ab 不同，且 Cry1Ab 对 Cry2Ab 有比较强的竞争能力(图

5.5 B)。 

对于 Cry2Ab 通道，Cry1Ac 和 Cry1Ab 的响应值在 155 ± 22RU 和 153 ± 12RU，而这与两种

毒素在该品系中的特异性结合值无异，说明 Cry1Ab 和 Cry1Ac 所识别的位点与 Cry2Ab 的结合位

点不同(图 5.5 C)。 

 
5．2．4．2  Bt毒素在LFR10品系BBMV中的竞争结合 

实验表明，当开放Cry1Ac通道时，将Cry1Ab毒素与BBMV预混合后的混合物流经芯片表面时，

SPR显示结合的响应值在 82 ± 14 RU，证明尚有结合存在，说明了LFR10品系BBMV与Cry1Ab结

合后尚有位点供Cry1Ac结合，但结合能力低于敏感品系 96S，说明在LFR10品系中，仍存在为

Cry1Ab所不能结合的但能被Cry1Ac结合的结合位点，但Cry1Ac的结合能力较敏感品系稍弱。对

于Cry2Ab，响应值在 150 ± 22 入RU，这和它在LFR10中的特异性结合值差异不显著，说明在LFR10

中，Cry2Ab的结合位点也不能被Cry1Ac所识别， Cry1Ac对Cry2Ab的竞争结合在结合阶段的速率

明显高于Cry1Ab (图 5.6 A)。 

当将相应的混合物通过固定的Cry1Ab时，对应含Cry1Ac的混合物的响应值为 65 ± 7RU，显

著高于在敏感品系中对应的响应值 22 ± 4 RU，说明BBMV与Cry1Ac结合后，有位点可供Cry1Ab

结合或者说Cry1Ab能和Cry2Ab竞争，这是与敏感品系 96S所不同的地方，也说明了与敏感品系

96S相比，LFR10中的与Cry1Ac和Cry1Ab共同结合的结合位点发生了改变。但Cry2Ab的响应值为

 63



中国农业科学院博士学位论文               第五章 棉铃虫 BBMV 与 Cry2Ab、Cry1A 结合过程的实时测定 

149 ± 15 RU，所能观察到的SPR信号和敏感品系 96S相比没有太大差异，说明在抗性品系LFR10中

Cry2Ab的位点没有发生改变(图 5.6 B)。 

而在通过Cry2Ab通道时，无论是将含有Cry1Ac混合物的样品做为流动相还是将含有Cry1Ab

的混合物的样品做为流动相，均保持了较高的响应值，分别为 155 ± 10 RU和 151 ± 10 RU，因而

Cry2Ab在LFR10中的结合能力并没有减弱，而Cry1Ac的竞争结合能力比Cry1Ab略强(图 5.6 C)。 
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Cry2Ab 

Cry1Ab 
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Cry2Ab 

Cry1Ac 
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C 

Cry1Ac 

Cry1Ab 

图 5.6  Bt毒素在抗性品系LFR10 BBMV中的竞争结合 

A、Cry1Ac 与 Cry1Ab、Cry2Ab 竞争 B、Cry1Ab 与 Cry1Ac、Cry2Ab 竞争 C、Cry2Ab

与 Cry1Ab、Cry1Ac 竞争 

Fig. 5.6 Competition binding analysis of Bt toxins in BBMV isolated from Cry1Ac-resitant strain LFR10

A: Cry1Ac competed with Cry1Ab and Cry2Ab B: Cry1Ab competed with Cry1Ac and Cry2Ab  C: Cry2Ab 

competed with Cry1Ac and Cry1Ab 

 
5．2．4．3  Bt 毒素在 BtR 品系 BBMV 中的竞争结合 

在抗性品系 BtR 中，当 Cry1Ac 通道开放时，Cry1Ab 做为被竞争对象时，SPR 的响应值是在

65 ± 8 RU，说明在抗性品系 BtR 的 BBMV 上，Cry1Ac 与 Cry1Ab 存在共同的结合位点，但 Cry1Ac

还有 Cry1Ab 所不能结合的结合位点存在(图 5.7 A)；而对于 Cry2Ab，响应值在 156 ± 25 RU，说

明 Cry2Ab 的结合位点不能被 Cry1Ac 所识别(图 5.7 A)。 

 

 

A 

Cry2Ab 

Cry1Ab 
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Cry2Ab 

Cry1Ac 

 

 

 

C 

Cry1Ac 

Cry1Ab 

图 5.7  Bt 毒素在抗性品系 BtR BBMV 中的竞争结合 

A、Cry1Ac 与 Cry1Ab、Cry2Ab 竞争 B、Cry1Ab 与 Cry1Ac、Cry2Ab 竞争 C、Cry2Ab

与 Cry1Ab、Cry1Ac 竞争 

Fig. 5.7 Competition binding analysis of Bt toxins in BBMV isolated from Cry1Ac-resitant strain BtR.  

A: Cry1Ac competed with Cry1Ab and Cry2Ab B: Cry1Ab competed with Cry1Ac and Cry2Ab C: Cry2Ab 

competed with Cry1Ac and Cry1Ab 

当 Cry1Ab 通道开放时，含 Cry1Ac 的 BBMV 混合物与 Cry1Ab 的响应值为 90 ± 13 RU，说

明在抗性品系 BtR 的 BBMV 中，BBMV 与 Cry1Ac 结合后，仍有位点可供 Cry1Ab 结合(图 5.7 B)；

而含有 Cry2Ab 的混合物与 Cry1Ab 结合的响应值为 146 ± 11 RU，说明 Cry2Ab 与 BBMV 的结合

不影响 Cry1Ab 与 BBMV 的结合(图 5.7 B)。 
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同样的，当我们将 Cry2Ab 通道开放时，我们研究了 Cry2Ab 与 Cry1Ac 和 Cry1Ab 的结合能

力，SPR 结果显示，Cry2Ab 与二者的响应值分别为 145 ± 21 RU 和 151 ± 23 RU，说明 Cry1Ac

和 Cry1Ab 与 BBMV 的结合不影响 Cry2Ab 的结合，Cry2Ab 的结合位点不能被 Cry1Ab 和 Cry1Ac

所识别，同时 Cry2Ab 对它们的竞争结合能力相当接近，但 Cry1Ac 的解离速度大于 Cry1Ab(图

5.7 C)。 

5．3  结论与讨论 

5．3．1  SPR 分析 Bt 毒素与 Cry1Ac 抗、感品系 BBMV 的实时结合 

通过分子筛的方法我们降低从昆虫中肠中提取的BBMV中的核酸浓度，从而达到SPR分析的

要求。同时通过氨基耦联的方法可将三种Bt毒素蛋白固定在CM5 芯片上，确定了三种蛋白固定时

耦联缓冲液的最佳pH值分别为：4.0 (Cry1Ac)、4.0 (Cry1Ab)、5.0 (Cry2Ab)。固定后芯片表面的浓

度为Cry1Ac (2.8 ng/mm2)、Cry1Ab (2.7 ng/mm2)和Cry2Ab (3.1 ng/mm2)。 

Cry2Ab 与 Cry1A 结合位点的不同是 Cry1Ac 抗性棉铃虫对 Cry2Ab 不存在交互抗性的生理生

化基础。通过竞争结合实验分析可知，无论是在敏感品系还是抗性品系里，含有两种 Cry1A 毒素

的 BBMV 混合物总是能引起 Cry2Ab 较强的信号，且与 Cry2Ab 特异性结合值无明显差异；当用

Cry2Ab 与各品系 BBMV 的混合物流经 Cry1AcCry1Ab 通道时，同样能引起较高的 SPR 信号，以

上两个方面说明了 Cry2Ab 与 Cry1A 的类毒素在棉铃虫体内不存在共同的结合位点。 

对Cry1A类毒素间的竞争研究发现：在敏感品系中，当Cry1Ac与BBMV混合后的混合物流经

Cry1Ab的通道时不能引起太强的SPR信号，说明在敏感品系中Cry1Ab不能与Cry1Ac竞争，说明

Cry1Ab不能识别除Cry1Ac以外的结合位点；当Cry1Ab与BBMV的混合物流经Cry1Ac通道时则能

引起比较大的信号变化，说明Cry1Ab与BBMV反应后，尚有一部分Cry1Ac的结合位点不能被

Cry1Ab所识别；同样的，在对抗性品系LFR10和BtR进行研究时发现：在LFR10中，与敏感品系相

比， Cry1Ab对Cry1Ac的竞争能力得到了加强，这可能是由于Cry1Ac的相对结合能力下降而引起

的变化；而在抗性品系BtR中，Cry1Ab对Cry1Ac的竞争能力得到更进一步的加强，说明随着抗性

的增加，Cry1Ac的结合能力在逐步的下降。因此，Cry1Ac结合能力的下降可能是棉铃虫对

Cry1Ac 抗性产生的一个重要的原因。 

通过上一章的分析可知，虽然 Cry1Ac 对各品系的亲和力一致，但结合能力也同样存在差异。

这样一来就是一个矛盾体，因而在结合的过程中必定有其它的因素参与了作用。我们利用 SPR 对

毒素–受体的结合过程进行实时监测。研究发现 Cry1Ac 与敏感品系 BBMV 的结合能力明显高于

抗性品系，这以结论验证了体外标记结合的竞争实验。对结合作用中的结合过程分析时我们可以

得知，敏感品系 96S 的 BBMV 在结合过程中的结合速率明显高于两个抗性品系，且各品系的结

合速率随着抗性的增加而下降，同时，对解离过程中的解离速率的分析可知，无论是在敏感品系

中还是抗性品系中，其速率基本趋向一致。因此，我们推测在 Bt 毒素–受体的结合过程中，影

响结合能力的不仅仅是 Bt 毒素与其受体结合时的亲和力，动态结合过程中的结合速率可能也直

接影响到结合能力的变化，这可能是亲和力一致但毒性不一致的重要原因。但由于受各方面条件

的限制，我们未能开展毒素-受体结合的定量分析，如果能通过定量的试验来进一步求得结合速率

的相对大小，将会更有力的来说明结合速率对于结合能力的影响。 
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5．3．2  Bt 毒素与棉铃虫体内 Bt 毒素受体结合模型的构建 

以往的研究大多偏重于分离单一的 Bt 受体，研究单一受体与 Bt 间的结合关系 (Gill et al., 

1992; Knight et al., 1994; Wang et al., 2003; Luo et al., 1997; Yaoi et al., 1997)。小菜蛾和烟芽夜蛾中

Bt 与中肠受体间的结合模型 (Ballester et al., 1999; Jurat-fuentes et al., 2001)得到了构建，除此之

外，很少有研究从整体上考虑 Bt 蛋白与昆虫中肠上所有受体间复杂的相互作用关系。 

本研究中，我们针对所研究的对象和相应的材料，结合体外标记结合试验和表面等离子体共

振及其以前的研究结果，构建了几种 Bt 毒素(Cry1Aa、Cry1Ab、Cry1Ac 和 Cry2Ab)与棉铃虫中

Bt 毒素受体间的结合模型图(图 5.8 ~ 5.10)。该模型在一定程度上阐明了 Cry1Ac 抗性棉铃虫对

Cry2Ab 不存在交互抗性的原因，同时，也在一定程度上动态地反应了棉铃虫对 Cry1Ac 抗性产生

的演化模型。结合我们以前的研究发现：当抗性产生时，首先改变的是 Cry1Ac 与位点 2 以及

Cry1Ab 与位点 1 的结合能力，当抗性继续上升时，后者的结合能力不再下降，而 Cry1Ac 丧失与

位点 2 的结合能力。由于各种原因，我们尚且只能做一个定性的预测，至于究竟抗性倍数上升到

什么高度时才发生变化有待于进一步的研究。 
 

 

 
Cry2Ab Cry1Aa Cry1Ab Cry1Ac 

Site 4 Site 2 Site3 Site 1 

 

图 5.8 Bt 毒素与 Cry1Ac 敏感棉铃虫的结合模型图 

Fig. 5.8 Binding model between Bt toxins and Cry1Ac-susceptible strain of H. armigera 
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Cry2Ab Cry1Aa Cry1Ab Cry1Ac 

Site 1 Site3 Site 4 Site 2
 

图 5.9 Bt 毒素与 Cry1Ac 抗性棉铃虫 (RR=253.0)的结合模型图 
注：蓝色虚线表示结合能力下降 

Fig. 5.9 Binding model between Bt toxins and Cry1Ac-resistant strain of H. armigera (RR=253.0) 
Note: The blue dashed arrows indicated that the binding capability decreased.  

 
 

 
Cry2Ab Cry1Aa Cry1Ab Cry1Ac

Site 1 Site 2 Site 3 Site 4 
 

 
图 5.10 Bt 毒素与 Cry1Ac 抗性棉铃虫 (RR=2971.3)的结合模型图 

注：蓝色虚线表示结合能力下降，红色虚线表示结合能力丧失 
Fig. 5.10 Binding model between Bt toxins and Cry1Ac-resistant strain of H. armigera (RR=2971.3) 

Note: The blue dashed arrow indicated that the binding capability decreased, and the red dashed arrow 
indicated that the binding capability lost. 
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Jurat-fuentes 等对烟芽夜蛾的结合模型研究表明：在烟芽夜蛾中，Cry1A 蛋白适合三位点结合

模型，即位点 A 能与 Cry1Aa、Cry1Ab 和 Cry1Ac 结合，位点 B 能与 Cry1Ab 和 Cry1Ac 结合，但

位点 C 则仅能与 Cry1Ac 结合 (Jurat-fuentes and Adang, 2001)。这与我们得到的敏感品系的结合模

型是一致的(图 5.8)。Heckel 等建立了棉铃虫的连锁图谱，推测棉铃虫中存在一些类似于烟芽夜蛾

BtR-4 位点的锚定(anchor)位点。该位点的酶谱及 RFLP 图谱在烟芽夜蛾中已得到构建，在两种害

虫中可能具有高度的保守性；而且棉铃虫对 Bt 抗性的连锁与烟芽夜蛾对 Bt 抗性的连锁相同，显

示它们可能具有共同的抗性机制，而这一推测在我们所构建的结合模型中也得到了验证。 

在诸如棉红铃虫和烟芽夜蛾等鳞翅目昆虫中对 Bt 最为常见的一种抗性模型称为“模型 1”。“模型

1”必须具备以下几个条件：1）对 Cry1A 中的一种毒素的抗性倍数超过 500 倍；2）抗性为隐性

遗传；3）至少对 Cry1A 中的一种毒素的结合能力降低；4）对 Cry1C 没有交互抗性(Tabashnik et al., 

1998; Gonzalez-Cabrera et al., 2003)。以前的研究发现棉铃虫不会对 Cry1C 具有交互抗性(Zhao et 

al.,2000)，且对 Cry1Ac 的遗传为不完全隐性遗传(梁革梅等，2000b; Akhurst et al., 2003)。而我们

通过本实验的研究发现棉铃虫对Cry1Ac抗性产生的原因是因为Cry1Ac与结合位点 2结合能力的

减少而导致的，因此棉铃虫对 Cry1Ac 的抗性也具有“模型 1”的抗性特点。 

本实验仅仅是一个定性分析实验，由于定量实验要求对所参加反应的两个蛋白有更多的了

解，而且，我们所用的 BBMV 是一种多组分的粗蛋白，不利于定量实验，因此，将来应开展的

工作是利用分子生物学的手段，从昆虫体内克隆并表达单一蛋白来验证其与毒素的结合，可能对

于研究受体-毒素间的作用更具参考价值。同时，我们在实验中发现由于毒素蛋白的等电点偏低，

在固定的过程中难度比较大，因而可以通过寻找其它桥梁的方法可能会使得固定更加容易，例如

可以考虑先将一种比较容易固定的物质(例如抗体)先固定在芯片的表面，然后再将毒素与该物质

特异性的固定在其表面。 

同时，该方法还可以达到寻找新的 Bt 受体蛋白的目的。也就是说将毒素固定在芯片表面后，

可将粗提的 BBMV 通过芯片的表面，然后通过合适的方式将芯片所捕获的蛋白解离下来，这样

做的优点是所捕获的蛋白由于是在一种非变性的条件下得到的，因而可以通过其它的方法来对其

进行结构和功能的鉴定。
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第六章 全文结论与讨论 

6．1  全文主要结论 

棉铃虫对 Bt-Cry1Ac 的抗性严重威胁到 Bt-Cry1Ac 棉花的可持续利用，包括“高剂量/庇护所”

和“多基因”等在内的多种抗性治理策略得以提出。为明确 Cry1Ac 抗性棉铃虫对 Cry2Ab 的交

互抗性及其机理，本文通过对室内筛选昆虫的交互抗性的测定，明确了 Cry1Ac 抗性棉铃虫对

Cry2Ab 的抗性，同时，通过体外标记结合和表面等离子体共振技术研究了 Cry1Ac 抗、感棉铃虫

BBMV 与几种 Bt 毒素的结合动力学，明确了 Cry1Ac 抗性棉铃虫对 Cry2Ab 抗性的生理生化基础，

同时揭示了棉铃虫对 Cry1Ac 抗性产生的主要原因。通过对 Cry1Ac 抗、感棉铃虫幼虫酶液与

Cry1Ac 前毒素的作用，揭示了酯酶与棉铃虫对 Cry1Ac 的抗性关系。通过以上研究内容得到了以

下几个创新性的结论： 

 

1、 室内生物测定表明，用不同剂量筛选不同代数而来的抗性品系LFR10和BtR对Cry1Ac毒素毒

性分别是敏感品系 96S的 253 倍和 2971 倍，而Cry2Ab对 96S、LFR10和BtR的WLC50分别为

0.148、0.150 和 0.161mg/g饲料，说明对Cry1Ac具有高度抗性的抗性品系棉铃虫对Cry2Ab

不存在交互抗性，Cry2Ab将可以用于延缓棉铃虫对Cry1Ac的抗性治理；  

2、 进一步对 Cry2Ab 与 Cry1Ac 抗、感品系 BBMV 的结合动力学研究表明：无论是在敏感品系

内还是抗性品系中，Cry1Ac 与 Cry2Ab 之间均不存在竞争，说明了它们之间不存在共同的

结合位点，结合位点的不同是 Cry1Ac 抗性棉铃虫对 Cry2Ab 不存在交互抗性的生理生化基

础； 

3、 阐明了棉铃虫对 Cry1Ac 的抗性演化模型：棉铃虫对 Cry1Ac 产生抗性以后，Cry1Ac 和

Cry1Ab 与受体的结合能力都会下降，但后者下降到一定程度时不再下降，但 Cry1Ac 的结

合能力随着抗性的增加而继续减少，直至结合能力的丧失，因此，Cry1Ac 与 BBMV 结合

能力的改变是影响抗性产生的一个主要因素； 

4、 抗性品系(LFR10和BtR)和敏感品系(96S和LF)与Cry1Ac结合时在亲和性常数上没有差异，也

就是说各品系对Cry1Ac亲和力一致，但抗性品系中结合位点浓度显著低于敏感品系，因此

结合位点浓度的降低棉铃虫对Cry1Ac产生抗性的一个原因，而除了受体蛋白本身的因素外，

可能还有其它因素参与了作用。而SPR即时结合的研究则在一定程度上解释了这个问题，研

究表明：在BBMV与Cry1Ac的结合过程中，虽然解离的速率一致，但敏感品系与Cry1Ac毒

素的结合速率明显高于抗性品系，这可能是影响毒素–受体间结合能力的一个重要因素，

也是各品系亲和力一致，但结合能力却相差很大的重要原因； 

5、 棉铃虫总酯酶是影响棉铃虫对 Cry1Ac 产生抗性的又一个因素。酶活性测定表明，Cry1Ac

抗性棉铃虫 BtR 品系中的酯酶活性显著高于敏感品系，但抗性品系中的碱性磷酸酯酶的活

性则显著低于敏感品系。当用 Cry1Ac 前毒素和毒素处理酯酶时发现敏感品系棉铃虫的酯酶

不能与它们结合，而抗性品系密棉铃虫的却能与二者结合。用酯酶处理 Cry1Ac 前毒素时发

现抗性品系的酯酶对前毒素的活化作用显著低于敏感品系。据此，我们推测：抗性棉铃虫
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体内碱性磷酸酯酶的减少导致了对 Cry1Ac 前毒素活化作用的减弱；同时，总酯酶在体内的

大量表达，使得酯酶能与 Cry1Ac 前毒素和毒素发生更多非特异性的结合，这种结合使

Cry1Ac 毒素减少或失去与中肠上皮细胞膜上受体结合的机会，从而使得棉铃虫对 Cry1Ac

毒素不敏感，即表现为抗性。 

6、 对抗性品系BtR与敏感品系 96S及其杂交子一代F1s♀和F1S♂的研究表明，杂交后代F1s♀和F1S♂

无论是在酶谱、酶活性还是酶与Cry1Ac前毒素、毒素的相互作用方面均无差异，且F1s♀和

F1S♂的酶谱是BtR和 96S酶谱的“叠加”；同时，F1s♀和F1S♂的酶活力在其亲本BtR和 96S之间，

杂交子一代对Cry1Ac前毒素的活化作用介于抗性品系BtR和敏感品系 96S之间，上述结果说

明了与抗性有关的酯酶在棉铃虫中是可以遗传的，且与性连锁无关。  

6．2 本研究的创新点 

通过对棉铃虫 BBMV 与两类、四种 Bt 毒素(Cry1A 类（Cry1Aa、Cry1Ab 和 Cry1Ac）和 Cry2Ab)
间结合动力学的研究以及棉铃虫酯酶与 Cry1Ac 抗性关系的研究，本论文的研究具有以下 3 个方

面的创新性： 

1、 本文通过对 Bt 毒素(Cry1Aa、Cry1Ab、Cry1Ac 和 Cry2Ab)与 Cry1Ac 抗、感棉铃虫 BBMV

之间的亲和性分析以及 Bt 毒素蛋白在各品系 BBMV 间的相互竞争研究，构建了 Bt 毒素与

棉铃虫 BBMV 的结合模型。 

2、 在论文的研究过程中，创新性的借助了蛋白质相互作用的最新研究技术手段——表面等离

子体共振技术——研究了 Bt 毒素与棉铃虫 BBMV 的结合动力学，为研究昆虫对 Bt 的抗性

机理提供了新的技术手段和途径。同时，该方法的运用将为昆虫学的其它研究方向(如化学

生态学)提供一些可借鉴的思路和启示。 

3、 通过比较 Cry1Ac 抗、感棉铃虫体内酯酶的研究，明确了碱性磷酸酯酶的降低与棉铃虫对

Cry1Ac 的抗性密切相关，为进一步发展田间抗性监测技术提供了新的思路和技术手段。 

6．3  有待于进一步开展的工作 

本研究从体外标记结合和表面等离子体两个方面研究了棉铃虫 Bt 受体蛋白与 Bt 毒素的结合

动力学，阐明了棉铃虫对 Bt 的主要抗性机理。其中后者在很大程度上能解释前者所不能解释的

问题：例如在体外标记结合中，Cry1Ac 抗、感棉铃虫二者的亲和性常数 Kd 值没有差异，但结合

能力却不一致，在体外标记结合试验中是无法解释这一矛盾的。但我们通过对 Bt 毒素与受体间

结合能力的实时测定发现，SPR 曲线显示敏感品系的结合速率高于抗性品系，这可能是解释这一

矛盾的关键所在。但由于试验条件的限制，我们只进行了定性的试验，没有能够进行进一步的定

量试验，不能不说是一个遗憾！因此，在以后的工作中，很有必要进行定量的试验以准确求得结

合、解离速率，以揭示 Bt 毒素与棉铃虫 BBMV 间结合动力学与棉铃虫对 Bt 抗性的关系。 

同时，SPR 技术还具有配体垂钓的功能，因而，该方法可能能用于寻找昆虫中 Bt 毒素的受体

蛋白。该方法的具体设想是：将 Bt 毒素固定在芯片上，然后将 BBMV 通过芯片表面，通过计算

机程序的控制，使得其中的 Bt 受体固定在芯片表面，然后，再利用相应的洗脱液将受体从芯片

上解离下来。这样，再通过电泳和氨基酸序列测定就可以确定其中的 Bt 毒素受体蛋白，同时，
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该方法也可以用来比较抗、感 Bt 昆虫中 Bt 受体的差异。 

另外，本文研究还表明，与 Cry1Ac 敏感棉铃虫相比，在 Cry1Ac 抗性棉铃虫中，总酯酶的量

是增加的，但碱性磷酸酯酶的量显著减少，因而，我们推测碱性磷酸酯酶的减少与棉铃虫对Cry1Ac

的抗性密切相关。但有关进一步的验证需要从分子生物学的角度来进行。 
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