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摘要：　采用一级结构分析，二级结构预测及同源比对建模的方法，模拟出新型杀虫晶体蛋白Ｃｒｙ７Ａｂ４的空

间结构，并进行动力学优化．结合其杀大猿叶甲活性数据与蛋白结构比对分析，发现Ｃｒｙ７Ａｂ４与Ｃｒｙ７Ａａ１的

活性差异主要归因于α３，α４上疏水性氨基酸的不同．
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苏云金芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊狋犺狌狉犻狀犵犻犲狀狊犻狊，Ｂｔ）伴孢晶体蛋白Ｃｒｙ７在对鳞翅目、鞘翅目和直翅目等害

虫的生物防治方面有着广阔的前景．如Ｃｒｙ７Ａａ杀马铃薯甲虫（犔犲狆狋犻狀狅狋犪狉狊犪犱犲犮犲犿犾犻狀犲犪狋犪），其半数致

死浓度（ＬＣ５０）为１３．１μｇ·ｍＬ
－１［１］；Ｃｒｙ７Ｂａ１杀小菜蛾（犘犾狌狋犲犾犾犪狓狔犾狅狊狋犲犾犾犪），３ｄ的ＬＣ５０值为０．０９５７

μｇ·ｍＬ
－１；Ｃｒｙ７Ｃａ１杀蝗虫，７２ｈ的ＬＣ５０值为３．１９μｇ·ｍＬ

－１［２］．Ｃｒｙ７基因杀虫活性高，但Ｃｒｙ７Ａｂ４

对鳞翅目的小菜蛾、甜菜夜蛾（犛狆犪犱狅狆狋犲狉犪犲狓犻犵狌犪）、亚洲玉米螟（犗狊狋狉犻狀犻犪犳狌狉狀犪犮犪犾犻狊）、马铃薯甲虫

（犔犲狆狋犻狀狅狋犪狉狊犪犱犲犮犲犿犾犻狀犲犪狋犪）、榆蓝叶甲（犘狔狉狉犺犪犾狋犪犪犲狀犲狊犮犲狀狊）和直翅目的东亚飞蝗（犗狉狅犲狀狋犪犾犿犻犵狉犪

狋狅狉狔犾狅犮狌狊狋）基本无杀虫活性，仅对鞘翅目的大猿叶甲（犆狅犾犪狆犺犲犾犾狌狊犫狅狑狏犻狀犵犻Ｂａｌｙ）有杀虫活性，其ＬＣ５０

值为２９３．７９μｇ·ｍＬ
－１［３］．未做酶解的蛋白基本无杀虫活性，有活性的只有ｔｒｙｐｓｉｎ酶解的蛋白．在

Ｃｒｙ７Ｃａ基因也有相似情况：酶解蛋白７２ｈ的ＬＣ５０值为３．１９μｇ·ｍＬ
－１，而未酶解蛋白７２ｈ的ＬＣ５０值

为９．４μｇ·ｍＬ
－１，酶解蛋白比未酶解蛋白活性高了３倍

［２］．因此，解析Ｃｒｙ７蛋白的空间结构，探讨构效

关系，具有重大意义．Ｃｒｙ７Ａｂ４ 是从苏云金芽孢杆菌 ＨＱ４０ 中克隆的一个新基因 （登录号为

ＥＵ３８０６７８），其编码产物的蛋白酶解液对鞘翅目的大猿叶甲有杀虫活性，其ＬＣ５０值为２９３．７９μｇ·

ｍＬ－１
［３］．为探讨其构效关系，本研究采用同源建模并经动力学优化获得了Ｃｒｙ７Ａｂ４的空间结构，通过

与Ｃｒｙ７Ａａ１的比较分析，发现其对大猿叶甲的活性差异主要归因于α３，α４上疏水性氨基酸的不同．

１　材料与方法

１．１　材料

供试蛋白质（Ｃｒｙ７Ａｂ４）序列为文献［３］实验筛选测序获得的．

１．２　分析方法

蛋白质二级结构的预测采用ＰＨＤ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｅｍｂｌ２．ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／ｐｒｅｄｉｃｔ．ｐｒｏｔｅｉｎ／ｐ?ｒｅｄｉｃｔ

ｐｒｏ２ｔｅｉｎ．ｈｔｍｌ），利用ｐｒｏｔｐａｒａｍ（ｈｔｔｐ：∥ａｕ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ．ｈｔｍｌ）进行蛋白质理化性质
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的预测，利用ＳＷＩＳＳ?ＭＯＤＥＬ服务器（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｓｗｉｓｓ?ｍｏｄ／?ＳＷＩＳＳ?ＭＯＤＥＬ．ｈｔｍｌ）

进行同源建模．ＳＭＡＲＴ服务器（ｈｔｔｐ：∥ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ?ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）进行对结构域分析，包括３个

ＤＯＭＡＩＮ的位置．ＳｅｑＦａｃｔｓ服务器（ｈｔｔｐ：∥ｂｉｐ．ｗｅｉｚｍａｎｎ．ａｃ．ｉｌ／ｓｑｆｂｉｎ／ｓｅｑｆａｃｔｓ）ＣＤＤｖ２．１０服务器（

ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎ?ｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｃｄｄ．ｓｈｔｍｌ）可找出提交序列的保守区域．分子模型优

化采用ＩＣＭ软件．图片编辑采用可视化工具Ｃｈｉｍｅｒａ，Ｓｐｄｂｖ与Ｒａｓｍｏｌ．ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．

ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ／）进行序列比对，或利用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行多序列比对．

２　结果与分析

２．１　杀虫晶体蛋白犆狉狔７犃犫４氨基酸序列分析

２．１．１　杀虫晶体蛋白Ｃｒｙ７Ａｂ４氨基酸组成　将杀虫晶体蛋白Ｃｒｙ７Ａｂ４的一级序列提交给Ｐｒｏｔｐａｒａｍ

服务器，可得到该蛋白（核心毒蛋白，已截去Ｃ端和Ｎ端的部分序列）的氨基酸组成，如图１所示．该蛋

白含５８５个氨基酸，其中异亮氨（Ｉｌｅ）、亮氨酸（Ｌｅｕ）、丝氨酸（Ｓｅｒ）、酪氨酸（Ｔｙｒ）的比例（γ）最高，分别为

７．５２％，７．８６％，８．０３％，７．６９％．该蛋白相对分子质量为６６．７９ｋＤａ，理论上的ｐＩ值为５．８６，是弱酸性

蛋白．

图１　杀虫蛋白Ｃｒｙ７Ａｂ４核心毒蛋白的２０种氨基酸组成

Ｆｉｇ．１　ＡｍｉｎｏａｃｉｄｓｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｃｏｒｅｔｏｘｉｃｐｒｏｔｅｉｎｏｆＣｒｙ７Ａｂ４

２．１．２　杀虫晶体蛋白Ｃｒｙ７Ａｂ４二级结构预测　采用ＰＨＤ程序对杀虫晶体蛋白Ｃｒｙ７Ａｂ４二级结构进

行预测．结果表明，在该蛋白中各二级结构元件的摩尔分数：α?螺旋（１７７ＡＡ）为２７．９６％，延伸链

（１４４ＡＡ）为２２．７５％，随机卷曲（３１２ＡＡ）为４９．２９％．在含５８５个氨基酸残基的Ｃｒｙ７Ａｂ４蛋白中，大概

存在７个较长的α?螺旋区域，这些区域（约３０～２６０）主要分布在该蛋白的Ｎ?端，其后区域则为β?折叠和

无规则卷曲，β?折叠相对较对较密地分布在Ｃ?端．

２．１．３　杀虫晶体蛋白Ｃｒｙ７Ａｂ４的结构域及功能位点　采用ＳＭＡＲＴ（正常形式）用于发现和注释遗传

可移动蛋白多肽中的结构域（ｄｏｍａｉｎ）及分析结构域（ｄｏｍａｉｎ）的体系结构，结果如图２所示．

图２　杀虫蛋白Ｃｒｙ７Ａｂ４的结构域信息

Ｆｉｇ．２　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＣｒｙ７Ａｂ４ｄｏｍａｉｎｓ

根据已知的几种杀虫晶体蛋白的结构，提出如下列推测．Ｃｒｙ蛋白ＤｏｍａｉｎⅠ的长疏水和亲水脂螺

旋可能参与中肠上皮溶细胞孔洞的形成；ＤｏｍａｉｎⅡ的３个β?折叠顶部暴露在表面的环结构，由于与免

疫球蛋白抗原结合位点相似，其中可能含有毒素结合到昆虫中肠刷状缘膜上特异性受体的决定性因子，

参与起始与受体结合．定点诱变与片段互换研究都支持这一推断
［４］；ＤｏｍａｉｎⅢ的β?“三明治”结构具有

多种功能，在毒素分子的生物化学上，可以维持毒素分子三维结构的完整［５］，毒素与受体的相互作用导

致形成孔洞．研究表明：β?“三明治”结构能够参与受体结合
［６］、膜穿透［７］和离子通道功能［８］．
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２．２　杀虫晶体蛋白犆狉狔７犃犫４空间结构的同源建模及优化

将杀虫晶体蛋白Ｃｒｙ７Ａｂ４序列提交到ＳｗｉｓｓＭｏｄｅｌ服务器，在Ｔｏｏｌｓ中的ＴｅｍｐｌａｔｅＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

中寻找到具有晶体结构的模板，发现其同源性最高为４０％，ＰＤＢ的ＩＤ号１ｄｌｃＡ （ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄａｌｃｒｙｓｔａｌ

ｐｒｏｔｅｉｎＣｒｙ２Ａａ）．将杀虫晶体蛋白Ｃｒｙ７Ａｂ４与模板１ｄｌｃＡ＿Ｂ２的氨基酸序列比对，由于同源性较低，在

进行同源建模时可采用比对建模，其模板为１ｄｌｃＡ．提交杀虫晶体蛋白Ｃｒｙ７Ａｂ４与模板１ｄｌｃＡ的氨基酸

图３　同源模建修正后Ｃｒｙ７Ａｂ４三维结构

Ｆｉｇ．３　ＴｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＣｒｙ７Ａｂ４

ｍｏｄｉｆｉｅｄｂｙｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｍｏｄｅｌｉｎｇ

序列比对结果到Ｓｗｉｓｓ?Ｍｏｄｅｌ服务器，进行自动建

模，同源模建返回的初始结构在ＩＣＭ可视化．

对同源模建的Ｃｒｙ７Ａｂ４初始三维结构进行结构

优化和动力学模拟，先用最陡下降法 （ｓｔｅｅｐｅｓｔｄｅ

ｓｃｅｎｔ）在ＣＶＦＦ（ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ?ｖａｌｅｎｃｅｆｏｒｃｅｆｉｅｌｄ）力场

下进行１００步的结构松弛计算，接着采用２００步的

共轭梯度法（ｃｏｎｊｕｇａｔｅｇｒａｄｉｅｎｔ）进行结构优化，最终

把ＲａｍａｃｈａｄｒａｎＰｌｏｔ得分控制在９２％以上，得到一

个比较可靠的三维结构图，如图３所示．

２．３　犆狉狔７犃犫４与犆狉狔７犃犪１的结构差异

目前已发现的 Ｃｒｙ７Ａ 类基因共 ６ 种，其中

Ｃｒｙ７Ａｂ基因共５种．在这些已发现的Ｃｒｙ７Ａ类基

因中，杀虫活性生测比较多的是Ｃｒｙ７Ａａ１，它对马铃

薯甲虫有较强的杀虫活性，其他蛋白杀虫活性未见报道．通过序列比对（图４），Ｃｒｙ７Ａｂ４与Ｃｒｙ７Ａａ１的

同源性为９３．８４％，部分差异氨基酸如表１所示．

图４　杀虫晶体蛋白Ｃｒｙ７Ａｂ４与Ｃｒｙ７Ａａ１多序列比对结果

Ｆｉｇ．４　ＡｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎＣｒｙ７Ａｂ４ａｎｄＣｒｙ７Ａａ１ｔｏｘｉｎｓ
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由表１可知：杀虫晶体蛋白Ｃｒｙ７Ａｂ４与Ｃｒｙ７Ａａ１主要氨基酸差异多处位于结构域Ⅰ，共有４１个氨

基酸差异，Ｃｒｙ７Ａｂ４蛋白有１７个亲水性氨基酸，占差异氨基酸总数的４１．４６％，Ｃｒｙ７Ａｂ１蛋白有２１个

亲水性氨基酸，占差异氨基酸总数的５１．２２％．Ｃｒｙ７Ａｂ４中亲水性氨基酸明显低于Ｃｒｙ７Ａａ１，低了９．７

个百分点．

表１　Ｃｒｙ７Ａｂ４与Ｃｒｙ７Ａａ１空间结构上对应的氨基酸差异

Ｔａｂ．１　ＡｍｉｎｏａｃｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎＣｒｙ７Ａｂ４ａｎｄＣｒｙ７Ａａ１ｉｎｓｉｎｇｌｅｄｏｍａｉｎｓ

结构域 ＤｏｍａｉｎⅠ（５３?２８１） ＤｏｍａｉｎⅡ（２８６?４８７） ＤｏｍａｉｎⅢ（４９７?６３７）

Ｃｒｙ７Ａｂ４ 犜犎犇犓Ｎ犜犈犙犈ＮＮ犜Ｉ犙犈ＮＮＰＡ犜犇犚Ａ犛Ｙ犚Ａ犎Ｖ犎Ｍ ＫＱＥＳ ＮＳＬＥＲＮ

Ｃｒｙ７Ａｂ１ Ａ犈ＮＧ犓Ａ犇犈犇犛Ａ犇犓犓Ａ犌犙犈Ａ犜犈犛Ｆ犛犓犜犚犜Ｎ犚 ＥＫＡＦ ＴＮＱＫＴＫ

　　在这两个模型中的共同点是结构域Ⅰ与蛋白在害虫细胞膜上的钻孔活动有关，α５，α６和顶部的环

状结构为疏水性氨基酸与钻孔有关，其他部分为亲水性氨基酸，位于周围液态环境中，促进钻孔后与细

胞膜的结合稳定性．这部分的氨基酸亲水性越强，杀虫晶体蛋白与细胞膜的结合越稳定，所以杀虫活性

相对也就强．

比较Ｃｒｙ７Ａｂ４与Ｃｒｙ７Ａｂ１的空间结构时，发现它们之间的氨基酸差异主要分布在α３，α４两个亲

图５　差异氨基酸在Ｃｒｙ７Ａｂ４中的分布图

Ｆｉｇ．５　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎＣｒｙ７Ａｂ４

水性螺旋上，如图 ５ 所示．在本研究中，可以发现

Ｃｒｙ７Ａｂ４的杀虫活性（ＬＣ５０）为２９３．７９μｇ·ｍＬ
－１，而

Ｃｒｙ７Ａｂ１的杀虫活性 （ＬＣ５０）为 １３．１μｇ·ｍＬ
－１，

Ｃｒｙ７Ａｂ１的杀虫活性高于Ｃｒｙ７Ａｂ４，其原因可能与这部

分氨基酸的亲水性有关．

３　讨论

杀虫活性模型有两个，一是“ｕｍｂｒｅｌｌａ”模型，Ｃｒｙ蛋

白ＤｏｍａｉｎⅠ的疏水α４，α５螺旋形成发夹结构起始孔洞

的形成．１９９７年，Ｓｃｈｗａｒｔｚ等
［９］在Ｃｒｙ１Ａｂ蛋白Ｄｏｍａｉｎ

Ⅰ和ＤｏｍａｉｎⅠ与ＤｏｍａｉｎⅡ之间引入二硫键限制分子

内运动．研究结果表明：α４，α５螺旋的发夹结构插入上

皮膜，ＤｏｍａｉｎⅠ的其他部分以“伞状”平铺于膜表面．

１９９９年，Ｙａｏｉ等
［１０］分析了Ｃｒｙ１Ａａ蛋白与家蚕（犅狅犿

犫狔狓犿狅狉犻）氨肽酶（ＡｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅＮ，ＡＰＮ）的结合区，证明是位于ＤｏｍａｉｎⅠ的１３５?Ｉｌｅ和１９８?Ｐｒｏ之

间，也就是α４，α５螺旋．Ｍａｓｓｏｎ等
［１１］研究了Ｃｒｙ１Ａａ蛋白ＤｏｍａｉｎＩ的α４螺旋的各位点突变对小菜蛾

（犘犾狌狋犲犾犾犪狓狔犾狅狊狋犲犾犾犪）结合的影响，发现α４螺旋带电荷的Ａｓｐ?１３６是维持Ｃｒｙ１Ａａ对小菜蛾毒性最重要

的位点．２０００年，Ｇｅｒｂｅｒ等
［１２］进一步诱变Ｃｒｙ１ＡｃＤｏｍａｉｎⅠ的α４，α５螺旋间的ｌｏｏｐ，也证明α４，α５螺

旋与孔洞形成有关．

另一个模型是１９９０年Ｈｏｄｇｍａｎ和Ｅｌｌａｒ
［１３］提出的“铅笔刀”模型．疏水α５，α６加上顶部的环状结

构，打开成“铅笔刀”形式插入上皮膜，其余部分在膜或受体表面．目前这个模型的证据较少．这两个模

型都表明杀虫晶体蛋白空间结构上的αα螺旋是非常关键的区域．

本研究通过系统的分析发现，Ｃｒｙ７Ａｂ４与Ｃｒｙ７Ａｂ１之间的氨基酸差异主要分布在α３，α４两个亲水

性螺旋上，据此推测其杀虫活性差异主要归因于α３，α４螺旋的亲水性差异．研究结果与上述两个模型所

揭示的αα螺旋是Ｃｒｙ蛋白上极其关键的区域的事实相吻合．今后可围绕Ｃｒｙ７Ａｂ蛋白的的αα螺旋区

域，实施随机和定点突变，进一步深入探讨其构效关系．
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