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摘要：基于多位点生物杀虫毒素理论和生物耦合技术，研制生物杀虫毒素 BtA，为新生物农药的开发提供了

一种新思路、新方法和新手段。将苏云金芽孢杆菌（B.t.）晶体进行酶解改造，形成带末端氨基的原毒素；将阿

维菌素的羟基进行激活、衍生化，形成带羧基的阿维菌素衍生物（Abamectin-COONa）；再利用氨基-羧基偶联剂（EDC）

进行两种生物毒素的生物耦合。利用反相液相色谱（HPLC）检测不同反应时间的 BtA 生物耦合体系，以确定生物

耦合反应的发生；通过反应底物两两组合的分析比较，识别生物耦合产物 BtA 生成的色谱特征，分析生物耦合产

物---多位点生物杀虫毒素 BtA 的产生过程。 
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Abstract: Based on the theory of multi-bioinsecticidal toxin and the technique of bioconjugation, The multi-bioinsecticidal- 
toxin BtA was worked out in order to provide a new idea and a new method for development of a new type of biocide. The 
bioconjugation procedure of BtA included: decomposing Bacillus thuringiensis (B.t.) crystal by DTT into the protoxin with an end 
amino group; activation and derivation of abamectin to form abamectin-COONa with a carboxylic group; final bioconjugation by 
using amino-carboxylic conjugator EDC to achieve the substance combination of two biotoxins. In the detecting program, the 
experiments were carried out with HPLC (High Pressure Liquid Chromatogram) on measuring BtA bioconjugation system at 
different reaction times to identify the occurrence of bioconjugation reaction, on comparing BtA bioconjugate system with the three 
reactants and three two-reactant combinations to distinguish bioconjugated product BtA, and on a qualitative analysis of the 
bioconjugated product BtA. The results proved that a new bioconjugated substance was confirmed to present in BtA bioconjugation 
system, which was named as multi-bioinsecticidal- toxin BtA.  
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生物农药具有生物活性高、选择性强和残留少等

优点，正逐步补充和替代化学农药的使用[1,2]。不同类

型的生物农药通过对害虫不同位点的作用而达到杀虫

效果，如苏云金芽孢杆菌（Bacillus thuringiensis，简

称 B.t.，下同）通过伴孢晶体毒素作用于害虫中肠上

皮细胞致死害虫[3]，而放线菌 (Streptomyces avermitilis) 
毒素阿维菌素（abamectin）通过抑制 γ-氨基丁酸

（GABA）受体使害虫神经传导受阻[4]。但是，B.t.存

在杀虫谱窄和杀虫速率慢等两大弱点[5,6]，而阿维菌素

则毒性较强、害虫易产生抗药性[7]。近年来，多位点

生 物 杀 虫 毒 素 理 论 的 提 出 和 生 物 耦 合 技 术

（bioconjugate technique）的应用为开发杀虫速率快、

杀虫谱广、毒性低、害虫抗药性产生慢的新生物农药

提供了新思路、新方法和新手段[8,9]。害虫对生物农药

产生抗药性的机理是克服了生物农药的位点作用，使

之失效、钝化[10]，因此害虫在生长过程中对多个位点
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作用的克服比对单一位点作用的克服要困难[11]；具两

个以上作用位点的生物农药（杀虫剂）称为多位点生

物杀虫毒素[12]。生物耦合是通过偶联剂将两种或者两

种以上的生物活性物质进行结合，生成一种新的生物

耦合物的过程，产生的耦合物保持着原生物活性物质

各自固有的特性[13]。生物耦合技术是生物大分子耦合

和修饰的重要技术，在环境净化、特定细胞组分的检

测和定位、免疫研究等方面有着广阔的应用前景[13]。 
多位点生物杀虫毒素 BtA 的研究有过许多的报 

道[1,5,11,12,14]，它是基于多位点生物杀虫毒素的理论和

生物耦合技术，对两种生物毒素——B.t.晶体原毒素和

阿维菌素进行结构修饰，然后再通过氨基-羧基偶联剂

EDC [1-Ethyl-3-(3-dimethyl- amino-propyl carbodiimide 
hydrochloride)]，实现生物耦合，生成新的具有多个作

用位点的生物耦合物——BtA[14]。本研究组在以往的

试验中已经证实了生物耦合产物与反应底物在紫外分

光特性、杀虫谱、杀虫速率与引起小菜蛾死亡症状上

存在着显著的差异[12,14]，研究表明 BtA 对小菜蛾的致

死率达 93%，高于 B.t.晶体原毒素和阿维菌素等当量

单独作用和复配作用。本试验的目的是利用高效液相

色谱（HPLC）分析多位点杀虫毒素 BtA 的形成，进

一步确认多位点生物杀虫毒素 BtA 的色谱特性，以期

为随后的结构分析、理化性质的分析和形成条件的优

化打下基础。研究主要内容包括：检测不同反应时间

的 BtA 生物耦合体系以确定生物耦合反应的特征；进

行 BtA 生物耦合体系各反应底物两两组合的分析比

较，识别生物耦合产物 BtA；对生物耦合产物 BtA 进

行定性试验。现将研究结果报道如下。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

B.t.菌株 LSZ9408（B.t. var. kurstaki，str. LSZ9408）
由福建省农业科学院生物技术中心从土壤中分离和保

存。B.t.晶体的提纯采用双相分离法[15]，B.t.发酵液:1% 
Na2SO4:CCl4=7:6:7（体积比），晶体纯度>95%。晶体

降解使用二硫代苏糖醇（dithiothreitol，DTT，分子量

为 154.2），CAS 为 27565-41-9，北京华美生物工程公

司进口分装。阿维菌素原粉（分子量 871.8）由浙江德

清拜克生物有限公司生产，其中 B1a (C48H72O14，分子

量为 873.1)含量为 90%，B1b (C47H70O14，分子量 860.1)
含量为 10%。阿维菌素的激活使用氢化钠 [Sodium 
hydride，氢化钠（NaH），分子量为 24.0]，CAS 为

7646-69-7。阿维菌素的羧基化衍生使用丁二酸酐 

[Butyric anhydride， (CH3CH2CH2CO)2O，分子量为

158.20]，CAS 为 106-31-0。偶联剂为零键桥偶联剂

EDC [1-Ethyl-3-(3-dimethyl- amino-propyl carbodiimide 
hydrochloride)]（分子量为 191.7），CAS 为 25952-53-8。
HPLC 为 HP1100（美国安捷伦公司生产），色谱柱为

C18（4.0 mm×250 mm，内径 5 μm），检测器为 VWD。

色谱流动相采用上海化学试剂研究所生产的乙腈（色

谱纯）。 
1.2  多位点生物杀虫毒素 BtA 的制备 

1.2.1  B.t.晶体原毒素的制备  称取 1 g B.t.晶体加入

到 100 ml 的 0.1 mol·L-1 Na2CO3-HCl 缓冲液 (pH 9.5)
中，加入适量 DTT 使其 终浓度达 25 mmol·L-1，37
℃下温培 2 h，4℃下 16 000 r/min 离心 10 min[16]，上

清液即为带末端氨基的 B.t.晶体原毒素[16]。用 Lowry
法测定 终蛋白质浓度，用蒸馏水调节蛋白质浓度至

10 mg·ml-1，备用。 
1.2.2  阿维菌素的羧基化衍生物的制备  称取2 g阿
维菌素原粉溶解在 100 ml 的甲苯中，加入 2 g 氢化钠

（NaH），35℃下反应 1 h，用滤纸滤去未反应的氢化

钠（NaH）以终止激活反应，蒸馏滤液去除剩余的甲

苯，以获得激活反应的产物——阿维菌素钠（abame- 
ctin-Na）。在阿维菌素钠中加入 1 g 丁二酸酐，重新加

入甲苯，调整反应溶液的 终体积为 100 ml。在混合

物中加入少量沸石，111℃下回流 2 h，产生阿维菌素

羧基钠（abamectin-COONa）[14]。将反应混合物过滤，

去除未反应物和沸石，蒸馏滤液以去除剩余的丙酮。

将反应产物溶解在 100 ml 的乙醇中， 终浓度为 20 
mg·ml-1，备用。 
1.2.3  多位点生物杀虫毒素 BtA 的生物耦合  分别

量取 10 ml 在 1.2 和 1.3 中制备的带末端氨基的 B.t.晶
体原毒素溶液和 abamectin-COONa 溶液，均匀混合；

加入 383.4 mg 的氨基-羧基偶联剂 EDC， 终浓度为

0.1 mol·L-1；生物耦合反应在 25 ℃下进行[13]。称该反

应体系为 BtA 生物耦合体系，形成的生物耦合物质称

为多位点生物杀虫毒素 BtA（简称 BtA）。EDC 与阿维

羧基钠反应产生活性酯中间体（o-酰基异脲中间体），

在 B.t.晶体原毒素（亲核剂）存在的情况下，活性酯

与 B.t.晶体原毒素形成酰胺键，生成生物耦合产物

BtA，并释放一个异脲副产物（图 1）。 
1.3  多位点生物杀虫毒素 BtA 形成的 HPLC 分析 

HPLC 色谱分析条件：进样量为 10 μl，温度为 25 
℃，流动相 A 为纯水，流动相 B 为乙腈，流速为 1.0 
ml·min-1，洗脱条件为 20%～80% B / 0～20 min，检测 
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图 1  多位点生物杀虫毒素 BtA 的生物耦合 

Fig. 1  The strategy for conjugation of multi-bioinsecticidal-toxin BtA 
 
波长为 254 nm。 
1.3.1  多位点生物杀虫毒素 BtA 色谱特性的确定  
对 BtA 生物耦合体系每隔 24 h 取样检测，分析生物耦

合体系在不同反应时间的物质变化，以确定生物耦合

反应的发生。分别以同期制备的、相同浓度的 3 种反

应底物（B.t.晶体原毒素、abamectin-COONa 和 EDC）
及底物两两组合（B.t.晶体原毒素+Abamectin-COONa、
B.t.晶体原毒素+EDC 和 Abamectin-COONa+EDC）的

3 组物质作为对照，于相同的时间取样进行 HPLC 检

测，分析差异，确定各反应底物和生物耦合产物的特

征色谱峰。 
1.3.2  多位点生物杀虫毒素 BtA 的定性分析  为进

一步确定生物耦合物质 BtA 的特征峰，在反应 48 h
的 BtA 生物耦合体系中取 1 ml 样品，取样 4 次，1 份

备测，其余 3 份分别加入 1 ml B.t.晶体原毒素、

abamectin-COONa 和 EDC，而后立即进行 HPLC 检测，

观察色谱峰的变化，进行定性分析[17]。 

2  结果与分析 

2.1  多位点生物杀虫毒素 BtA 色谱特性的确定 

2.1.1  BtA 生物耦合体系在不同反应时间的物质变

化  试验结果表明在 24 h 以后，BtA 生物耦合体系发

生了反应，在峰 1 和峰 4 位置上有反应产物的形成，

产物的量随着反应时间的延长而增加（图 2）。B.t.晶
体原毒素、Abamectin-COONa 和 EDC 混合后（0 h）
立即进行 HPLC 检测，BtA 生物耦合体系检测到 5 个

峰（图 2-A）；25℃下反应 24 h 后，BtA 生物耦合体系

检测到 6 个峰（从左到右定名为峰 1～峰 6，下同），

与 0 h 相比，在保留时间 2 min 左右新出现了峰 1（图

2-B）。随反应时间的延长，峰 1 和峰 4 的高度不断升

高，峰 2 和峰 3 的高度不断下降，峰 5 和峰 6 的高度

变化不大（图 2-C、2-D）。峰 1 的峰高由 24 h 的 189.9 
mAU 增加到 120 h 的 1873.1 mAU，峰 4 的峰高由 0 h
的 15.3 mAU 增加到 120 h 的 97.5 mAU，表明在峰 1
和峰 4 位置上有反应产物的形成，物质量在不断地增

加。峰 2 和峰 3 的峰高分别由 0 h 的 106.1 mAU 和

72.6mAU 下降至 120 h 的 29.5 mAU 和 11.7 mAU，表

明有物质消耗。 
2.1.2  BtA 生物耦合体系与各反应底物的比较  试
验结果表明，BtA 生物耦合体系在峰 1 和峰 4 位置出

现的反应产物与反应底物之间存在着显著的差异（图

3）。反应 120 h 的 BtA 生物耦合体系与各反应底物 B.t.
晶体原毒素、Abamectin-COONa 和 EDC 的 HPLC 检

测结果比较，可以看出：B.t.晶体原毒素有 3 个色谱峰，

其保留时间为 4～12 min（预备试验表明在 15 min 后

不再出现新峰）（图 3-A）；Abamectin-COONa 有 3 个

峰，其保留时间为 12～23 min（图 3-B）；溶于乙腈的

饱和 EDC 只有 1 个峰，保留时间为 13.856 min，和

Abamectin-COONa 色谱峰 1 接近，峰高仅为 23.1 mAU 
（图 3-C）。 

在 BtA 生物耦合体系中检测到 6 个峰，保留时间

分别为 1.886 min（峰 1）、3.446 min（峰 2）、9.404 min 
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图 2  BtA 生物耦合反应体系在不同反应时间的液相色谱图 

Fig. 2  HPLC chromatographs of BtA bioconjugation system at different reaction times 
 

 
图 3  BtA 生物耦合体系与各反应底物的液相色谱图 

Fig. 3  HPLC chromatographs of BtA bioconjugation system and the three reactants 
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（峰 3）、12.825 min（峰 4）、19.677 min（峰 5）和

21.410 min（峰 6），峰高分别为 1873.1 mAU、29.5 
mAU、11.7 mAU、97.5 mAU、41.5 mAU 和 61.1 mAU，

其中，峰 1 为新峰，是 3 种反应底物皆不具有的峰。

在 BtA 生物耦合体系色谱图中，B.t.晶体原毒素的相

应色谱峰的 3 个峰值分别降低了 91.92%、99.5%和

86.52%；峰 4 处在 abamectin-COONa 色谱的峰 1 与

EDC 色谱峰的相应位置上，但其峰高上升到 97.5 
mAU；峰 5 和峰 6 处于 abamectin-COONa 色谱的峰 2
和峰 3 的相应位置上，峰高有轻微的下降（图 3-D）。

结果表明：与 3 种反应底物相比，BtA 生物耦合体系

色谱的峰 1 为新峰，峰 4 物质的保留时间与 abamectin- 
COONa 色谱的峰 1 和 EDC 色谱峰的保留时间接近，

但峰高比后两者的峰高总和 47.9 mAU 还大 49.6 
mAU，峰 1 和峰 4 的变化表明有生物耦合产物的形成；

在 BtA 生物耦合体系色谱图中保留时间为 3～12 min
的相应位置上，B.t.晶体原毒素的相应色谱蜂值明显降

低，表明 B.t.晶体原毒素被消耗。 
2.1.3  BtA 生物耦合体系与反应底物组合的比较   

BtA 生物耦合体系色谱峰 1 和峰 4 的分析表明：在

BtA 生物耦合体系中有反应产物形成。由于 BtA 生物 

耦合有 3 种底物——B.t.晶体原毒素、abamectin- 
COONa 和 EDC，因此新出现的反应产物有可能同时

存在着是由其中 2 种底物反应产生的物质，以及由 3
种底物同时反应形成生物耦合产物；因此，有必要对

BtA 生物耦合体系与反应底物的两两组合进行比较分

析。 
试验结果表明：在 BtA 生物耦合体系峰 4 位置上

的变化与各反应底物两两组合后产生的结果有着显著

的差异（图 4）。反应 120 h 后，B.t.晶体原毒素

+abamectin-COONa 组合的色谱图显示：B.t.晶体原毒

素和 abamectin-COONa 保持着原有的特征峰，表明了

在没有 EDC 参与反应的条件下，两者组合没有起反应

（图 4-A）。abamectin-COONa+EDC 组合的色谱图与

abamectin-COONa 的色谱图接近，说明 EDC 的色谱峰

与 abamectin-COONa 的峰 1 相重叠（图 4-B）。B.t.晶
体原毒素+EDC 组合的色谱图中，出现 3 个大峰和 3
个小峰；与 B.t.晶体原毒素色谱图相比，保留了 B.t.
晶体原毒素的特征峰，但出现了与 BtA 生物耦合体系

色谱峰 1 相同的峰；相应于 BtA 生物耦合体系色谱峰

4 的位置上，出现了峰高为 31.3 mAU 的小峰，但比

BtA 生物耦合体系的峰 4 低 66.2 mAU（图 4-C）。结 
 

 
 

图 4  BtA 生物耦合体系与各反应底物组合的液相色谱图 

Fig. 4  HPLC chromatographs of BtA bioconjugation system and three two-reactant combinations 
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果表明：与 3 种反应底物相比，BtA 生物耦合体系在

峰 1 和峰 4 上呈现出差异（见 2.1.2），其中峰 1 的变

化在 B.t.晶体原毒素+EDC 组合中检测到，3 种反应底

物同时发生反应形成的生物耦合产物在 HPLC 检测中

主要表现为峰 4 上的变化；因此，峰 4（保留时间约

为 12.825 min）是多位点生物杀虫毒素 BtA 的 HPLC
特征峰（图 4-D）。 

2.2  多位点生物杀虫毒素 BtA 的定性分析 

试验结果表明，在 3 组的定性分析试验中，各色

谱峰的变化存在着显著的差异（图 5）。在反应 48 h
的 BtA 生物耦合体系（图 5-A）中，加入 B.t.晶体原

毒素后，峰 2 的峰高迅速地由 31.9 mAU 增加至 178.9 
mAU，其它峰的峰高未见明显增加（图 5-B），表明峰

2 为 B.t.晶体原毒素的主要特征峰；在反应 48 h 的 BtA

生物耦合体系中，加入 abamectin-COONa 后，峰 5 和

峰 6 的峰高分别由 11.9 mAU 和 18.2 mAU 升高至 48.3 
mAU 和 81.2 mAU，其它峰的峰高未见明显增加（图

5-C），表明峰 5 和峰 6 为 abamectin-COONa 的主要特

征峰；在反应 48 h 的 BtA 生物耦合体系中，加入 EDC
后，峰 1 的峰高由 101.1 mAU 增加 211.7 mAU，其它

峰的峰高未见明显增加（图 5-D），表明峰 1 为 EDC
的主要特征峰，这与前面所测的溶于乙腈的 EDC 色谱

峰的保留时间有所不同，估计与 BtA 生物耦合体系另

有 Na2CO3-HCl 缓冲液有关。比较 BtA 生物耦合体系

色谱图的 6 个峰和 3 组定性分析的色谱峰，BtA 生物

耦合体系的峰 4 基本保持不变，可以进一步确定峰 4
为生物耦合的产物——多位点生物杀虫毒素BtA的特

征峰。 
 

 

 

图 5  多位点生物杀虫毒素 BtA 的定性分析 

Fig. 5  Qualitative analysis of multi-bioinsecticidal-toxin BtA 

 

3  讨论 

B.t.伴胞晶体由二聚体亚单位多肽组成，多肽链中

的半胱氨巯基大多都处在分子表面，可与相邻的亚单

位形成二硫键，这些共价键在体外可由碱溶液（pH 9.5
以上）或由昆虫肠液和二硫苏糖醇（DTT）等还原剂

打开，使晶体解体形成带末端氨基的毒素蛋白，即 B.t.
晶体原毒素[16]。 

对阿维菌素进行结构修饰，可进一步提高其安全

性和活性，降低毒性。 成功的例子是对阿维菌素 B1

组分 C-22 和 C-23 位双键进行选择性地还原，形成伊

维菌素（22,23-二氢阿维菌素 B1）；伊维菌素较阿维菌
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素具有更高的安全性，从而可大规模商业生产[19]。阿

维菌素的改造使得其生物活性得到了极大的提高，该

系列中 具活性的衍生物是 4"-外-甲氨基-4"-脱氧阿

维菌素 B1
 [20]。对阿维菌素结构修饰主要包括羟基的修

饰、螺缩酮的修饰、配基(内酯环)的修饰和六氢苯并

呋喃环的修饰[21]。本研究中将阿维菌素的羟基进行激

活、衍生化，形成带羧基的阿维菌素衍生物。 
EDC 是一种水溶性碳化二亚胺类化合物，普遍地

用于生物活性物质的耦合。它介导的是两种分子间直

接的耦合，也就是说一种分子中的原子是被共价地附

着于另一种分子的原子上，中间没有介入交联剂或间

隔基，因此它又被称为零键桥偶联剂[13]。已被应用于

蛋白质的链接[22]、免疫抗原的制备[13]、微粒表面的修

饰[13]和 ATP 酶的分析[23]等等。本研究对 B.t.晶体进行

还原改造，形成带末端氨基的 B.t.晶体原毒素；将阿

维菌素的羟基进行激活、衍生化，形成阿维菌素羧酸

钠； 后利用零键桥偶联剂 EDC 实现生物耦合[13,14]。 
Liu and Sengonca[14]用紫外分光检测的结果表明：

B.t.晶体原毒素在 280 nm 有 1 个特征吸收峰；阿维菌

素在 245 nm 有 1 个特征吸收峰，经氢化钠（NaH）激

活后在 354～600 nm 范围内出现吸收峰，进一步加入

丁二酸酐衍生化形成的阿维菌素羧酸钠在 354～600 
nm 范围表现显著性的变化，但是在激活和衍生化反应

过程中，阿维菌素的特征峰基本保持不变，保证了阿

维菌素的生物活性；将原毒素和阿维菌素衍生物在偶

联剂 EDC 的作用下进行生物耦合反应，生成生物耦合

物 BtA，在 345～600 nm 波长之间，吸收峰发生了较

大的变化，阿维菌素的特征峰基本不变，形成了左边

为阿维菌素特征峰，右边为原毒素耦合峰的 BtA 耦合

物的特征波形。室内生物测定结果表明生物耦合产物

——多位点生物杀虫毒素 BtA 对小菜蛾三龄幼虫的

LT50为 35.27 h，比 B.t.晶体原毒素和和羧基化阿维菌

素少 21.16 h 和 10.14 h；BtA 除了与 B.t.晶体一样对小

菜蛾幼虫具有杀灭毒力外，还对桃蚜和黄曲条跳甲分

别有 93.75%和 89.33%的防治效果[12,14]。从 BtA 杀死

的小菜蛾死亡症状上看，伴胞晶体和原毒素使小菜蛾

的死亡症状表现为黑色，阿维菌素和阿维菌素衍生物

使小菜蛾的死亡症状表现为黄色，BtA 化学耦合物使

小菜蛾的死亡症状表现为头部黑色，腹部黄色[14]。与

对照化学农药相比，BtA 对小菜蛾具有较高的毒力，

对其捕食性天敌捕食螨、草间小黑蛛、花蝽和七星瓢

虫毒力较低[24]。HPLC 检测结果证实了前人研究生物

耦合产物 BtA 的紫外分光检测结果。生物耦合技术可

成功地运用于多位点生物杀虫毒素的合成，而多位点

生物杀虫毒素可提高生物农药的杀虫速率、扩大杀虫

谱，在害虫抗药性的治理中会起到重要的作用[12]。生

物耦合物 BtA 的 HPLC 色谱特征的成功测定，对于进

一步研究 BtA 形成条件，产物提纯，结构分析，理化

性质奠定了基础，关于 BtA 形成条件，产物提纯，结

构分析，理化性质的研究将另文报道。 

4  结论 

4.1  BtA 生物耦合反应体系 

BtA 生物耦合反应体系构成：10 ml B.t.晶体原毒

素溶液，10 ml Abamectin-COONa 溶液，均匀混合；

加入 383.4 mg 的氨基-羧基偶联剂 EDC， 终浓度为

0.1 mol·L-1；在 25℃下反应 24 h，形成藕合物质 BtA，

作为多位点生物杀虫毒素。 
4.2  BtA 生物耦合物的色谱特征 

BtA 生物耦合体系色谱特征：反应体系有 6 个峰，

峰 1 为 EDC 特征峰；峰 2 和峰 3 为 B.t.晶体原毒素的

特征峰；峰 4 为生物藕合产物 BtA 的特征峰；峰 5 和

峰 6 为 Abamectin-COONa 的特征峰。 
4.3  生物藕合技术可成功地运用的意义 

B.t.原毒素与阿维菌素衍生物的生物耦合的成功，

将两种生物毒素连接成单体双毒素的结构，为生物毒

素的利用开辟了新途径，使得多位点生物杀虫毒素的

合成改造简单化、实用化，对于提高生物农药的杀虫

效果和杀虫速率、扩大杀虫谱具有重要意义，对于害

虫抗药性的控制将起到重要的作用。 
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