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　　　犆狉狔１犃型杀虫晶体蛋白活性区的

空间结构比较分析

刘肖萍，林毅
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摘要：　对９种代表性Ｃｒｙ１Ａ型杀虫晶体蛋白成员进行活性区空间结构的同源模建与比较分析．分析结果表

明：ＤｏｍａｉｎⅠ和ＤｏｍａｉｎⅢ相对保守，其中，ＤｏｍａｉｎⅠ整体走向及结构基本重叠，只有Ｃｒｙ１Ａａ和Ｃｒｙ１Ａｆ多

了一个螺旋；ＤｏｍａｉｎⅡ的主要差异体现在ｌｏｏｐ上；将ＤｏｍａｉｎⅢ结构一致的成员Ｃｒｙ１Ａｂ，Ｃｒｙ１Ａｄ，Ｃｒｙ１Ａｅ和

Ｃｒｙ１Ａｆ归为一个亚型，其他５种成员归为另一个亚型．研究确定了影响Ｃｒｙ１Ａ型杀虫晶体蛋白结构差异的

关键氨基酸及关键结构片段．
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苏云金杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊狋犺狌狉犻狀犵犻犲狀狊犻狊，简称Ｂｔ）是一种产孢型昆虫病原菌．从Ｂｔ中已分离和鉴定出

的昆虫毒性蛋白有１０多种
［１］，其中，最重要的是Ｃｒｙ系列毒素蛋白

［２］．Ｃｒｙ１Ａ类蛋白原毒素被酶水解

后，形成活性毒素蛋白片段，活性区由３个结构域构成，ＤｏｍａｉｎⅠ位于 Ｎ端，由反向平行的α螺旋构

成；ＤｏｍａｉｎⅡ由３个β?折叠片层构成β?棱柱结构
［３］；ＤｏｍａｉｎⅢ则由２个弯曲的反向平行β?折叠构成．

Ｃｒｙ１Ａ类蛋白中，已经测得的晶体结构有Ｃｒｙ１Ａａ（ＰＤＢＩＤ：１ＣＩＹ）
［４］与Ｃｒｙ１Ａｃ（ＰＤＢＩＤ：４ＡＲＹ）
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Ｃｒｙ１Ａ类蛋白的杀虫机制是与中肠上皮细胞的毒素受体结合、构象变化引起寡聚化以及插入细胞膜形

成孔洞，最后导致昆虫死亡［６?７］．Ｃｒｙ１Ａ类蛋白经胰蛋白酶活化后，与不同的受体结合，受体主要有氨肽

酶Ｎ（ＡＰＮ）、碱性磷酸酶（ＡＬＰ）和钙黏蛋白类
［６，８?１１］．Ｃｒｙ毒素已经被广泛应用于对鳞翅目、鞘翅目、双

翅目害虫及植物病原线虫的防治［８］．转Ｃｒｙ基因农作物已被大面积种植，有效地控制了鳞翅目与鞘翅目

害虫的危害［１２］．然而，目前已经超过６０％的害虫对转基因作物产生了抗性，而Ｃｒｙ１Ａ类的蛋白占抗性

总数的４１％
［１３］．Ｃｒｙ１Ａ蛋白有１０种成员，共有１０７个蛋白．其中，Ｃｒｙ１Ａａ，Ｃｒｙ１Ａｂ，Ｃｒｙ１Ａｃ分别有２４，

３４和３８个蛋白，同源性高于９５％的蛋白比例较高，结构较为相似．本文构建了Ｃｒｙ１Ａ蛋白中９种成员

的活性区空间结构，比较分析其结构差异，并结合现有的活性信息探讨其构效关系．

１　材料与方法

１．１　数据库和服务器

基因与蛋白质序列检索比对数据库ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＧｅｎＢａｎｋ），获取９个

代表蛋白质氨基酸序列；蛋白质结构数据库ＰｒｏｔｅｉｎＤａｔａＢａｎｋ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ／ｐｄｂ／ｈｏｍｅ／

ｈｏｍｅ．ｄｏ）；序列比对服务器（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／Ｔｏｏｌｓ／ｍｓａ／ｍｕｓｃｌｅ／）；Ｓｗｉｓｓ?Ｍｏｄｅｌ服务器（ｈｔ

ｔｐ：∥ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ）预测三级结构模型；蛋白质三级结构分析软件ＰｙＭＯＬ．

１．２　分析方法

１．２．１　Ｃｒｙ１Ａ 类蛋白质结构预测结果　分别取Ｃｒｙ１Ａａ１，Ｃｒｙ１Ａｂ１，Ｃｒｙ１Ａｃ１，Ｃｒｙ１Ａｄ１，Ｃｒｙ１Ａｅ１，

Ｃｒｙ１Ａｆ１，Ｃｒｙ１Ａｇ１，Ｃｒｙ１Ａｈ１和Ｃｒｙ１Ａｉ１为Ｃｒｙ１Ａ类蛋白质代表，通过Ｓｗｉｓｓ?Ｍｏｄｅｌ服务器进行同源

建模，得到其活性区的空间结构．其中，Ｃｒｙ１Ａａ和Ｃｒｙ１Ａｃ已测得晶体结构，其ＰＤＢＩＤ分别为ＩＣＩＹ和

４ＡＲＹ．因为Ｃｒｙ１Ａｃ晶体结构带有配体，所以它不适合作为建模的模板，对它进行同源建模，Ｃｒｙ１Ａ类

蛋白的结构皆以Ｃｒｙ１Ａａ为模板进行预测．

１．２．２　构效关系分析　在蛋白质三级结构分析软件ＰｙＭＯＬ中，打开９个Ｃｒｙ１Ａ类杀虫晶体蛋白成

员三级结构，读取二级结构，并进行三级结构之间的比对．

２　结果与分析

２．１　二级结构的特征分析

Ｃｒｙ１Ａ类蛋白共有９种成员，对各个代表蛋白质进行二级结构元件描述．结果显示，ＤｏｍａｉｎⅠ非

常保守，与其他种蛋白相比，Ｃｒｙ１Ａａ在螺旋α７上被ｌｏｏｐ分为２个螺旋，Ｃｒｙ１Ａｆ在α５上被ｌｏｏｐ分为２

个螺旋；ＤｏｍａｉｎⅡ则差异较大，主要差异体现在结构元件α９，β４，β６ｂ，β８，β１１ｂ和α１１上，Ｃｒｙ１Ａｂ，

Ｃｒｙ１Ａｅ和Ｃｒｙ１Ａｆ在二级结构元件上完全一致，Ｃｒｙ１Ａｈ和Ｃｒｙ１Ａｉ在二级结构元件上也完全一致，其

他成员在二级结构元件上都有差异；ＤｏｍａｉｎⅢ相对较保守，其中，Ｃｒｙ１Ａｂ，Ｃｒｙ１Ａｄ，Ｃｒｙ１Ａｅ，Ｃｒｙ１Ａｆ和

Ｃｒｙ１Ａｇ在结构元件上完全一致，Ｃｒｙ１Ａｈ和Ｃｒｙ１Ａｉ在结构元件上也完全一致．

２．２　犆狉狔１犃不同成员间活性区空间结构差异分析

２．２．１　ＤｏｍａｉｎⅠ结构差异　Ｃｒｙ１Ａ不同成员间的ＤｏｍａｉｎⅠ氨基酸序列比较结果，如图１所示．由图

１可知：Ｃｒｙ１Ａａ和Ｃｒｙ１Ａｆ有９个螺旋，而其他成员只有８个螺旋，原因是Ｃｒｙ１Ａａ和Ｃｒｙ１Ａｆ第１８４～

２００位的氨基酸与其他成员相比差异很大，导致Ｃｒｙ１Ａａ和Ｃｒｙ１Ａｆ在１７５～１７９位比其他成员多了１个

螺旋．Ｃｒｙ１Ａｂ和Ｃｒｙ１Ａｄ的ＤｏｍａｉｎⅠ完全重叠，而其他成员的ＤｏｍａｉｎⅠ结构走向与相似度非常高．

Ｃｒｙ１Ａｂ与Ｃｒｙ１Ａｆ的ＤｏｍａｉｎⅠ结构比对，如图２所示．其他成员因与这两个成员非常类似，因此，

未在图２中表示．

２．２．２　ＤｏｍａｉｎⅡ结构差异　Ｃｒｙ１Ａ不同成员间的ＤｏｍａｉｎⅡ结构差异主要体现在ｌｏｏｐ上，其比对结

果如图３所示．由图３可知：Ｃｒｙ１Ａｂ与Ｃｒｙ１Ａｆ完全重合；差异较小的分别是Ｃｒｙ１Ａａ，Ｃｒｙ１Ａｂ，Ｃｒｙ１Ａｅ

与Ｃｒｙ１Ａｆ，Ｃｒｙ１Ａｃ与Ｃｒｙ１Ａｈ，其他两两成员之间的结构差异较大，几乎无法重合．

Ｃｒｙ１Ａ不同成员间 ＤｏｍａｉｎⅡ的氨基酸序列比对，如图４所示．由图４可知：Ｃｒｙ１Ａａ，Ｃｒｙ１Ａｃ，

Ｃｒｙ１Ａｇ，Ｃｒｙ１Ａｈ和Ｃｒｙ１Ａｉ与其他成员相比，有１个很显著的差异．前者的３４８～３５１氨基酸表现为β
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图１　Ｃｒｙ１Ａ型不同成员ＤｏｍａｉｎⅠ氨基酸序列比对结果

Ｆｉｇ．１　ＳｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＤｏｍａｉｎⅠｏｆＣｒｙ１Ａｐｒｏｔｅｉｎｓ

图２　Ｃｒｙ１Ａｂ与Ｃｒｙ１Ａｆ的ＤｏｍａｉｎⅠ结构对比

Ｆｉｇ．２　ＳｔｒｕｃｔｕｒａｌｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＤｏｍａｉｎⅠ

ｂｅｔｗｅｅｎＣｒｙ１ＡｂａｎｄＣｒｙ１Ａｆ

片层，后者则为无规则卷曲，原因是３４３位氨基酸存在差

异．虽然β片层的核心区相似度非常高，但是连接相邻β
片层的ｌｏｏｐ却表现出巨大的差异．氨基酸在３６８～３８０

位、３９１～３９７位、４３５位、４４０位、４４２位和４４７位的不同是

造成这些差异的主要原因．

Ｃｒｙ１Ａａ，Ｃｒｙ１Ａｂ 与 Ｃｒｙ１Ａｅ 的差异主要体现在

ｌｏｏｐｓβ５?β６，β６?β７和β１０?β１１，表现为卷曲方式和长度差

异；Ｃｒｙ１Ａｂ与Ｃｒｙ１Ａｅ在ｌｏｏｐｓβ５?β６，β６?β７存在差异．

２．２．３　ＤｏｍａｉｎⅢ结构非常保守　Ｃｒｙ１Ａ不同成员间

ＤｏｍａｉｎⅢ空间结构比对结果，如图５所示．由图５可知：

Ｃｒｙ１Ａｂ，Ｃｒｙ１Ａｄ，Ｃｒｙ１Ａｅ和Ｃｒｙ１Ａｆ完全重合，其对应的

（ａ）Ｃｒｙ１Ａａ，Ｃｒｙ１Ａｂ，Ｃｒｙ１Ａｅ与Ｃｒｙ１Ａｆ （ｂ）Ｃｒｙ１Ａｃ与Ｃｒｙ１Ａｈ　　　

图３　Ｃｒｙ１Ａ不同成员间ＤｏｍａｉｎⅡ结构比对

Ｆｉｇ．３　ＳｔｒｕｃｔｕｒａｌｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＤｏｍａｉｎⅡａｍｏｎｇＣｒｙ１Ａｐｒｏｔｅｉｎｓ

氨基酸序列差异非常小，其中，Ｃｒｙ１Ａａ和Ｃｒｙ１Ａｂ完全一致．Ｃｒｙ１Ａｂ，Ｃｒｙ１Ａｄ，Ｃｒｙ１Ａｅ和Ｃｒｙ１Ａｆ与其

他５个Ｃｒｙ１Ａ成员存在较大差异．因此，Ｃｒｙ１Ａ 型杀虫晶体蛋白可据此划分成２个亚型：Ｃｒｙ１Ａｂ，

Ｃｒｙ１Ａｄ，Ｃｒｙ１Ａｅ和Ｃｒｙ１Ａｆ为一个亚型，以Ｃｒｙ１Ａｂ为代表；其他４个成员归为另一个亚型．２个亚型比

７６４第４期　　　　　　　　　刘肖萍，等：Ｃｒｙ１Ａ型杀虫晶体蛋白活性区的空间结构比较分析
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较结果表明，ＤｏｍａｉｎⅢ的结构相对ＤｏｍａｉｎⅠ和ＤｏｍａｉｎⅡ较为保守．特别地，虽然Ｃｒｙ１Ａｈ和Ｃｒｙ１Ａｉ

的ＤｏｍａｉｎⅢ氨基酸序列同源性非常高，但其三级结构差异却很大．

图４　Ｃｒｙ１Ａ不同成员间ＤｏｍａｉｎⅡ的氨基酸序列比对结果

Ｆｉｇ．４　ＳｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＤｏｍａｉｎⅡｏｆＣｒｙ１Ａｐｒｏｔｅｉｎｓ

图５　Ｃｒｙ１Ａ不同成员ＤｏｍａｉｎⅢ氨基酸序列比对结果

Ｆｉｇ．５　ＳｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＤｏｍａｉｎⅢｏｆＣｒｙ１Ａｐｒｏｔｅｉｎｓ

３　讨论

Ｃｒｙ蛋白的ＤｏｍａｉｎⅠ参与了杀虫晶体蛋白在昆虫中肠细胞的膜表面形成孔道；亲水氨基酸残基

暴露在蛋白表面，疏水残基尤其是芳香族氨基酸则被包裹在蛋白内侧，指向位于中心的α?５螺旋
［１４］．与

天然Ｃｒｙ１Ａ类蛋白相比，去除掉α?１和部分α?２的改造Ｃｒｙ１Ａ类蛋白具有更高毒力且扩大了杀虫谱．这

是由于改造后的蛋白不用与钙黏蛋白进行结合，而是直接简易地形成聚合物［１５?１６］．对ＤｏｍａｉｎⅠ螺旋上
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的一些氨基酸位点进行突变，发现成孔能力有所改变，导致杀虫活性有一定的变化［１７?２０］．文中研究结果

表明：Ｃｒｙ１Ａ不同成员之间的ＤｏｍａｉｎⅠ相当保守，Ｃｒｙ１Ａ类蛋白的成孔能力及与钙黏蛋白结合的能力

相差不大．Ｃｒｙ１Ａｆ的ＤｏｍａｉｎⅠ在螺旋α?５处与其他成员存在明显差异，可能会导致Ｃｒｙ１Ａｆ有特殊的

活性，但目前没有相关的活性信息．

许多研究表明，ＤｏｍａｉｎⅡ结构的ｌｏｏｐ上，氨基酸的突变会改变杀虫晶体蛋白的活性．Ｃｒｙ１Ａａ的

ｌｏｏｐβ１０～ｌｏｏｐβ１１中，Ｙ４４５Ｃ的突变降低了其与ＢｔＲ１７５受体的结合，从而导致了Ｃｒｙ１Ａａ对家蚕的毒

性显著降低［２１］．Ｃｒｙ１Ａｂ的ｌｏｏｐ２上 Ｎ３７２Ａ 的突变，使 Ｃｒｙ１Ａｂ对舞毒蛾的毒性大大增加
［２２］．将

Ｃｒｙ４Ａａ的ｌｏｏｐ３取代Ｃｒｙ１Ａａ的ｌｏｏｐ３后发现，Ｃｒｙ１Ａａ对蚊虫有毒性，这说明ｌｏｏｐ对活性产生较大

的影响［２３］．将Ｃｒｙ１Ａｈ和Ｃｒｙ１Ａｉ的ｌｏｏｐ２进行交换，发现Ｃｒｙ１Ａｉ获得了对棉铃虫的杀虫活性，而

Ｃｒｙ１Ａｈ则失去了对棉铃虫的杀虫活性，但ｌｏｏｐ２的互换并没有改变两种蛋白对家蚕的原有活性，这说

明ＤｏｍａｉｎⅡ的ｌｏｏｐ２与棉铃虫杀虫特异性密切相关．而两个蛋白的ｌｏｏｐ３互换时，不但没有使

Ｃｒｙ１Ａｉ获得对棉铃虫的杀虫活性，反而导致Ｃｒｙ１Ａｈ失去了对棉铃虫的杀虫活性，这说明ｌｏｏｐ３对

Ｃｒｙ１Ａｈ和Ｃｒｙ１Ａｉ保持原有的棉铃虫的杀虫活性比较重要
［２４］．Ｃｒｙ１Ａ不同成员之间的ｌｏｏｐ差异较为

明显，且现有活性信息也显示ｌｏｏｐ对Ｃｒｙ１Ａ活性有影响，Ｃｒｙ１Ａａ与Ｃｒｙ１Ａｅ因ｌｏｏｐ上的差异表现出

截然不同的活性，而Ｃｒｙ１Ａａ与Ｃｒｙ１Ａｂ的ｌｏｏｐ差异未在现有活性信息中体现．

Ｃｒｙ蛋白的ＤｏｍａｉｎⅢ可能有２个功能：保持结构的完整性；引导毒素蛋白的ＤｏｍａｉｎⅡ的特异性

受体结合［２５］．将Ｃｒｙ１Ａｂ的ＤｏｍａｉｎⅢ替换为Ｃｒｙ１Ｃａ的ＤｏｍａｉｎⅢ后，对甜菜夜蛾的活性有所提升
［２６］．

Ｃｒｙ１Ａａ与Ｃｒｙ１Ａｃ或Ｃｒｙ１Ａａ与Ｃｒｙ１ＡｂＤｏｍａｉｎⅢ互换实验，表明ＤｏｍａｉｎⅢ影响毒性和受体结合能

力［２７?２８］．文中研究结果显示，Ｃｒｙ１Ａａ，Ｃｒｙ１Ａｂ，Ｃｒｙ１Ａｄ，Ｃｒｙ１Ａｅ和Ｃｒｙ１Ａｆ的ＤｏｍａｉｎⅢ完全重合，而与

其他４个Ｃｒｙ１Ａ杀虫晶体蛋白成员差异较大．Ｃｒｙ１Ａａ，Ｃｒｙ１Ａｂ和Ｃｒｙ１Ａｄ都对甜菜夜蛾有活性，结合

ＤｏｍａｉｎⅡ的构效分析，推测Ｃｒｙ１Ａｆ对甜菜夜蛾也可能有活性．
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