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摘要：作为应用最广最有效的细菌杀虫剂，苏云金芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ）在形成芽孢时可产生具有杀虫活

性的杀虫晶体蛋白（ＩＣＰｓ）。 迄今为止，ＩＣＰ 已有近 ８００ 种，对鳞翅目、双翅目、同翅目、膜翅目、鞘翅目、蜱螨目等害

虫都具有特异性的毒杀作用。 该文概述了 ＩＣＰ 的结构、功能及基因分类，以及其基因工程研究及应用，为 Ｂｔ 杀虫蛋

白的推广应用及其定向改造提供参考。
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　 　 苏云金芽孢杆菌 （ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ，简称

Ｂｔ）是目前世界上应用最广、最有效的细菌杀虫

剂［１］，在形成芽孢的过程中，能形成具有杀虫活性

的伴胞晶体（Ｐａｒａｓｐｏｒａｌ Ｃｒｙｓｔａｌ）。 伴孢晶体由具有

高度特异的杀虫活性的一种或几种被称为杀虫晶

体蛋白（ ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄａｌ ｃｒｙｓｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＩＣＰｓ）或 δ⁃内毒

素（δ⁃ｅｎｄｏｔｏｘｉｎｓ） ［２－７］ 的晶体蛋白组成。 ＩＣＰｓ 是 Ｂｔ
杀虫活性的主要来源，Ｈａｎｎａｙ 于 １９５３ 第 １ 次描绘

了此类有效杀虫成分［８］。 １９７７ 年以前，只发现 １３
个 Ｂｔ 亚种，且仅对鳞翅目昆虫有效。 之后，分别于

１９８３ 和 １９９１ 年发现了对鞘翅目［９］、线虫［１０］ 有效的

菌株。 现在证明 Ｂｔ 对鳞翅目、双翅目、鞘翅目、同翅

目、膜翅目、蜱螨目、线形动物门、扁形动物门和原

生动物中的有害生物等都有作用。
ＩＣＰｓ 的专一性很强，通常 １ 种毒素只能杀死某

一目标昆虫，对害虫天敌及脊椎动物无毒，是一种

安全有效的杀虫蛋白。 目前，已确定数十种 Ｂｔ 菌系

及它们编码的 １３０ 多种 ＩＣＰｓ，２０ 世纪 ９０ 年代，克隆

的 Ｂｔ 基因就被转入植物，并在植物体内高效表

达［１１］。 本文对 Ｂｔ 杀虫晶体蛋白的分类、蛋白结构、
杀虫机制及应用等方面进行了综述，使读者对 ＩＣＰ
的类型、作用机制等有更多的认识，为对 ＩＣＰ 进行改

造并将其应用于转基因奠定基础，以便更好地将其

应用于农林害虫的防治中。

１　 杀虫晶体蛋白的分类

１９８１ 年 Ｓｃｈｎｅｐｆ 等从菌株 ＨＤ－１ 中克隆了第 １
个 ＩＣＰ 基因 Ｃｒｙ１Ａａ１［１２］。 随后，大量杀鳞翅目幼虫

ＩＣＰ 基因被克隆。 由于分子生物学及核酸测序技术

的飞速发展，ＩＣＰ 基因的克隆得到了飞速发展［１２］。



截止 ２０１５ 年 ５ 月，全世界已克隆了近 ８００ 种 ＩＣＰ
基因［１３］。

１９９５ 年 Ｃｒｉｃｋｍｏｒｅ 等［１４］ 在无脊椎动物病理学

（ＳＩＰ）年会上提出的 ＩＣＰ 的分类方法沿用至今，其
分类原则是： 用计算机比较收集到的 ＩＣＰ 氨基酸序

列的同源性，绘出它们序列相似性的百分比值图，
以 ４５％，７８％和 ９５％为界，将基因划分为 ４ 个分类等

级。 命名方法：①不具有溶血细胞作用的 ＩＣＰｓ 编为

Ｃｒｙ，具有溶血细胞作用的 ＩＣＰｓ 编为 Ｃｙｔ。 ②第 １ 分

类等级用阿拉伯数字书写，ＩＣＰｓ 间同源性不超过

４５％的命名为不同的第 １ 分类等级，例如 Ｃｒｙ１ 和

Ｃｒｙ２。 ③第 ２ 分类等级用大写英文字母表示。 这一

等级之间的同源性在 ４５％－７８％之间，如 Ｃｒｙ１Ａ 和

Ｃｒｙ１Ｂ。 ④第 ３ 分类等级用小写英文字母表示，这一

等级的同源性在 ７８％ － ９５％ 之间，如 Ｃｒｙ１Ａａ 和

Ｃｒｙ１Ａｂ。 ⑤第 ４ 分类等级是最终等级，用阿拉伯数

字表示，彼此间同源性大于 ９５％。 该等级在一般情

况下是不用的，其编号主要是为了说明其来源。 如

Ｃｒｙ１Ａｃ３ 和 Ｃｒｙ１Ａｃ５ 完全相同。 截止 ２０１５ 年 ５ 月，
已经发现近 ８００ 种 ＩＣＰ 基因，分属 ３０８ 种模式基因，
其中 ２９６ 类为 Ｃｒｙ 蛋白，１２ 类为 Ｃｙｔ 蛋白［１３］。

２　 杀虫晶体蛋白的结构

大多数的 ＩＣＰ 基因编码都含 １ 个 ６０ ｋＤ 左右的

胰蛋白酶抗性中心， 分子量 １３０ － １４０ ｋＤ 的蛋

白［１５，１６］。 全长的 ＩＣＰ 对毒性的发挥并不都是必需

的，切除 Ｃ 端 ６００－１ １５０个氨基酸残基以及 Ｎ 端 ２８
－２９ 个氨基酸残基后形成的约 ６０ ｋＤ 毒素核心片

段，对毒力的发挥才是必需的和充分的［１７－１９］。 Ｎ⁃末
端的胰蛋白酶抗性中心是 ＩＣＰ 的杀虫活性部分，Ｃ⁃
末端对于维持 ＩＣＰ 晶状结构具有非常重要的作用。
ＩＣＰｓ 由 ３ 个不同结构域组成，位于肽链的 Ｎ 端的结

构域 Ｉ（由 ７ 个 α 螺旋组成，其中 ６ 个两性的 α 螺旋

围绕着 １ 个疏水的 α 螺旋形成的 α 螺束）参与了细

胞膜的穿孔［２０］，位于肽链中间的结构域Ⅱ（由 ７ 个

β 折叠组成）顶端的突环参与了毒蛋白与受体蛋白

的结合［２１］，位于 Ｃ 端的结构域Ⅲ（由 ２ 组反平行的

β 折叠片层组成的三明治结构） 与受体的识别

相关［２２］。
目前研究最多的 ＩＣＰｓ 是 Ｃｒｙ１，它们由１ １００ －

１ ２００ 个氨基酸组成，分子量 １３０－１４０ ｋＤ。 其 Ｃ 端

高度保守，同源性大于 ９０％，而 Ｎ 端却差异较大，同
源性只有 ４０％－９０％。 这 ２ 部分具有明显不同的结

构与功能特征，前者为亲水性的部分，表现为 β⁃折
叠的二级结构，主要用于维持伴胞晶体的形成；后
者主要为疏水性的部分，形成 α⁃螺旋结构，具有发

挥毒力所必需的功能区域［２１］。 Ｃｒｙ１Ａａ，Ｃｒｙ３Ａ 和

Ｃｙｔ２Ａ 的空间结构已通过 Ｘ 衍射方法测定 （见

图 １）。 部分降解的 Ｃｒｙ１Ａａ （６５ ｋＤ） 和 Ｃｒｙ３Ａ（６７
ｋＤ）氨基酸序列同源性为 ３６％，它们的空间结构也

非常相似［２３］， 都可分为 ３ 个结构域 （ Ｄｏｍａｉｎ）：
ＤｏｍａｉｎⅠ是一簇由 ７ 或 ８ 个疏水的 α⁃螺旋形成的

结构，这一结构是毒素插入细胞膜并发挥毒性作用

的部位；ＤｏｍａｉｎⅡ是 ３ 个反向平行的 β⁃折叠结构，
该结构域可能参与了与膜受体蛋白的识别与结合；
ＤｏｍａｉｎⅢ是紧裹在一起的 β 三夹心结构，其中 Ｃ 末

端包裹在该结构中，因此可以保护激活毒素的 Ｃ 末

端不至于在昆虫中肠内进一步降解［２２］。 Ｃｒｙ２Ａ 与

Ｃｒｙ３Ａ，Ｃｒｙ１Ａ 的同源性都不到 ２０％，因此它们的空

间结构存在较大的差异（见图 １）。

图 １　 苏云金芽孢杆菌杀虫晶体蛋白的空间结构

（引自 Ｓｃｈｎｅｐｆ 等［１６］ ）

３　 杀虫晶体蛋白的杀虫机制研究

ＩＣＰｓ 首先以原毒素的形式被昆虫吞食后，在
昆虫中肠中被酶解消化，形成活性片段。 活化的

ＩＣＰｓ 与中肠上高丰度的碱性磷酸酶（ＡＬＰ） 和氨

肽酶 Ｎ （ＡＰＮ） 以相对较低的亲和力结合，从而使

得活化的毒素在中肠细胞的微绒毛膜上富集。 毒

素以较高的亲和力与受体钙粘蛋白 （ ＣＡＤ） 结

合［２４－２６］ ，引发毒素 Ｄｏｍａｉｎ Ｉ 中的 α⁃１ 螺旋的剪切，
使 Ｄｏｍａｉｎ Ｉ 的疏水区域暴露，而且螺旋 α⁃１ 的剪

切是毒素插入细胞膜前形成前孔低聚物的必要条

件［２５，２６］ 。 与 ＣＡＤ 的结合是一个复杂的互作过程，
涉及 ３ 个抗原决定基，即 ＣＡＤ 胞外区域 ＣＲ７，
ＣＲ１１ 和 ＣＲ１２，其中 ＣＲ１２ 是钙黏蛋白距离细胞膜

最近的结构域。 切除 α⁃１ 螺旋的毒素形成寡聚体

后，再次与 ＡＬＰ 和 ＡＰＮ 受体结合，且亲和力增强

了近 ２００ 倍。 ＡＬＰ 和 ＡＰＮ 蛋白与前孔物质结合
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后的作用是促进前孔物质插入细胞膜，形成孔洞

并最终导致细胞裂解［２６］ 。

图 ２　 ＩＣＰｓ 插入质膜的“伞”模型（引自 Ｌｉ 等［２２］ ）

利用 ２．５ 埃的分辨率对 Ｃｒｙ３Ａ 的晶体结构进行

了分析，Ｌｉ 等提出了 ＩＣＰｓ 的三维空间结构，使机制

研究取得新突破［２２］。 根据空间结构，可将 Ｃｒｙ３Ａ 分

为 ３ 个结构域，整个活性片段的 ５ 个保守区都包含

在这 ３ 个结构域中。 Ｎ 端的 １－２９０ 个氨基酸残基形

成的 ７ 个 α⁃螺旋组成结构域 Ｉ，其中 ６ 个 α⁃螺旋以

相对倾斜 ２０°角包围 α⁃５ 螺旋形成一个螺旋束，这
种螺旋束结构很可能在细胞膜穿孔过程中发挥重

要作用。 为此，根据 ＩＣＰｓ 可能所共有的三维空间结

构，Ｌｉ 等提出了“伞模型” （见图 ２）。 根据这个模

型，α⁃４ 和 α⁃５ 螺旋或者 α⁃６ 和 α⁃７ 螺旋形成一个处

在结构域 Ｉ 边沿的发夹结构，最接近于质膜；当其他

螺旋在膜表面象伞架一样打开时将促使这一对螺

旋比较容易地插入脂双层膜。 这种机制与大肠杆

菌素 Ａ 类似，但是可能需要在一个或多个螺旋内的

凸环处断开才能适应大的构象变化；即整个膜穿孔

的形成需要多个毒素分子内部不同结构域或螺旋

的参与［２７－２９］。

４　 杀虫晶体蛋白的基因工程研究及其
应用

　 　 为克服 Ｂｔ 杀虫谱窄的缺点，一方面，可以从自

然界筛选新的 Ｂｔ 菌株以克隆获得具有新杀虫特性

的 ＩＣＰ 基因，另一方面，可以利用基因重组、基因转

移等基因工程技术构建新的或具有多重杀虫功效

的 Ｂｔ 工程菌［３０－３２］。 １９８２ 年首次获得了对地中海粉

斑螟（Ｅｐｈｅｓｔｉａ ｋｕｅｈｎｉｅｌｌａ）和斑须按蚊（Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ ｓｔｅ⁃
ｐｈｅｎｓｉ）都有杀伤活性的接合子。 瑞士 Ｓａｎｄｏｚ 公司

在同一受体菌中表达 ＣｒｙⅠ和 ＣｒｙⅢ ２ 类基因，获得

对鳞翅目和鞘翅目均具活性的产品 ＳＡＮ４１８。 此外，

ＩＣＰ 基因的高量表达或超量表达可以通过增加 ＩＣＰ
基因拷贝数，受体菌为无芽孢或无质粒突变株，改
造启动子，利用辅助蛋白 （如 ｐ１９，ｐ２０，ＯＲＦ１ｈ 和

ＯＲＦ２）等方式获得［３３］。
自 １９８１ 年首次成功地克隆了 ＩＣＰ 基因以来，全

世界总共已获得了 ７０ 多种转 Ｂｔ 基因植物。 目前转

ＩＣＰ 基因工程中主要运用农杆菌介导法、基因枪法、
电击法、花粉介导法、子房注射法等对植物进行遗

传转化。 通过提高 ＩＣＰ 编码基因中 Ｇ ／ Ｃ 含量、使用

植物偏爱密码子、利用强启动子（如 ＣａＭＶ⁃３５Ｓ 启动

子）等方法来提高 ＩＣＰ 在植物中的表达量。 而将优

良品种与转 Ｂｔ 基因植物杂交可获得既带有 ＩＣＰ 基

因又带有优良品种优良特性的品种。 我国在转 Ｂｔ
抗虫棉、抗虫水稻、抗虫杨树等方面都取得了成功。
在 ２０ 世纪 ９０ 年代，郭三堆等将人工合成的 Ｂｔ 杀虫

基因导入棉花，成功选育了 ＧＫ１，ＧＫ２，ＧＫ１９，ＧＫＺ１
和晋棉 ２６ 国产单价转基因抗虫棉品种，并大面积应

用，使中国成为继美国之后世界上第 ２ 个研制成功

转基因抗虫棉的国家。 在此基础上，创制了双价转

基因抗虫棉新品种，进一步丰富了抗虫棉种质资

源，加速了抗虫棉新品种的培育和推广应用［３４，３５］。
截止到 ２０１３ 年，中国共通过了 １３４ 个国审转基因抗

虫棉品种［３６］。 １９８９ 年杨虹等［３７］利用原生质体电融

合技术将 ＩＣＰ 基因导入水稻。 １９９１ 年，谢道昕

等［３８］ 通过花粉管通道法把 ＩＣＰ 基因转入水稻。
１９９３ 年 Ｆｕｊｉｍｏｔｏ 等［３９］ 用电激法将 ｃｒｙ１Ａｂ 转入粳

稻。 １９９５ 年舒庆尧等［４０］ 在国际上首次采用农杆菌

介导法培育出 ｃｒｙ１Ａｂ 基因的水稻。 Ｗｕｎｎ 等［４１］ 用

基因枪法将 ｃｒｙ１Ａｂ 导入籼稻中。 ２０００ 年，姚方印

等［４２］用农杆菌和基因枪法将有 ｃｒｙ１Ａｂ 基因和抗除

草剂 Ｂａｒ 基因的融合基因导入水稻，获得效果良好

的抗螟虫植株。 ２００３ 年，沈圣泉等［４３］ 采用一步成

苗法，对转 Ｂｔ 基因水稻“克螟稻”与粳稻品种秀水

６３ 的杂种 Ｆ１ 进行花药培养，选育 ３ 个抗虫高产品

系。 ２００７ 年，杨清华［４４］ 以 ＴＰ３０９ 为转化材料，通过

农杆菌和基因枪介导法 ２ 种方法将 ｃｒｙ１Ａｃ 导入水稻

均获得成功。 ２００９ 年农业部为转 Ｂｔ 水稻“华恢 １
号”和“汕优 ６３”颁发了生产应用安全证书，迈出了

转基因水稻发展的重要一步。 我国在世界上最早

开展了 Ｂｔ 基因转杨树的研究，１９９１ 年国内伍宁丰

等［４５］首次成功地将 ＩＣＰ 基因转入欧洲黑杨，１９９３
年田颖川等［４６］通过农杆菌介导法将携带 ＩＣＰ 基因

的双元载体转化欧洲黑杨的叶片外植体，并获得了
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对杨尺蠖和舞毒蛾幼虫有杀虫效果的再生植株 ５４
株；继 １９９４ 年进入田间试验表现出明显的抗虫效果

后于 ２００２ 年实现商品化，成为世界上首个商品化栽

培的转基因林木树种。 从 ２０ 世纪 ９０ 年代至今，国
内外专家将不同类型的 ＩＣＰ 基因转入欧洲黑杨、美
洲黑杨等众多杨树无性系中，获得了对舞毒蛾、天
幕毛虫、杨尺蠖、杨小舟蛾、杨叶甲、桑天牛等杨树

主要害虫有杀虫活性的杨树转基因植株。 目前，世
界范围内已经获得了棉花、水稻、杨树、玉米、番茄、
马铃薯、烟草、甘蓝等 ７０ 余种能够高效表达 ＩＣＰ 的

转基因植株。

５　 展望

随着生活水平的提高，人类对健康和生态环境

的要求越来越高，农产品安全问题将备受关注。 微

生物农药可为农产品优质安全生产和降低有毒物

质残留提供技术和物质保证。 Ｂｔ 等生防菌的应用

是防控植物病虫害的重要手段，是减少化学农药使

用、促进农业供给侧结构性调整、保护生态环境、实
现农业可持续发展的有力保证［４７－４９］，这预示着 Ｂｔ
发展前景将是乐观的。 目前，ＩＣＰｓ 的分子结构、功
能及其在转基因作物中的表达调控得到深入的研

究，抗性的分子机理也逐渐明晰；同时在发展多样

化 Ｂｔ 制剂及转 ＩＣＰ 基因作物；建立抗性的早期监测

技术、抗性治理措施，实现无公害 Ｂｔ 农药及转 ＩＣＰ
基因作物的持续利用等方面均将取得长足进展。
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