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 Insect resistance to Bacillus thuringiensis Cry toxins has been contributed by loss of 
receptor binding and lytic pore formation at insect gut epithelium. Here, we found that 
calcofluor, which binds to the Aedes aegypti mosquito larvae peritrophic membrane (PM), 
expressed an extremely enhancing effect when co-fed with Cry4Ba toxin and appeared to 
have a reversible binding manner on the larval PM. Calcofluor also showed an utmost 
enhancing effect on the inactive Cry4Ba mutant E417A/Y455A implying the involvement of 
these amino acids for the PM binding. The destruction of PM by calcofluor and the toxin was 
also clearly observed. Interestingly, the enhancing effect of calcofluor on Cry4Ba toxin 
susceptibility was found for the non-susceptible Culex quinquefasciatus larvae; however, 
calcofluor alone or in combination with the toxin showed no mortality effect on fresh-water 
fleas; Moina macrocopa. Shotgun liquid chromatography tandem mass spectrometry 
approach was applied to investigate its protein composition of PM, showing chitinase could 
be a significant protein for PM permeability alteration. Quantitative analysis of chitinase 
mRNA showed expression level of chitinase is in the same manner of mass analysis. Protein 
overlaying assay of Cry4Ba binding protein from PM demonstrated no specific binding 
protein of Cry4Ba on the PM protein. In summary, our current results strongly suggested the 
PM as a possible factor that contributing to the insect resistance of Cry4Ba toxin. The PM-



permeability alternating calcofluor might be a promising candidate for enhancing insect 
susceptibility, which will consequently improve Cry4Ba efficacy in field settings in the future. 
 
 
 ความตา้นทานของแมลงต่อโปรตนีสารพษิ Bacillus thuringiensis Cry เนื่องมาจากการที ่
Cry สญูเสยีความสามารถในการจบักบัตวัจบัจ าเพาะและไมส่ามารถก่อให้เกดิรรู ัว่ขึน้ทีเ่ซลลก์ระเพาะ
อาหาร ในการศกึษวจิยัโครงการน้ีพบว่า calcofluor ซึง่จบัไดก้บั PM ของลูกน ้ายงุลาย Aedes 
aegypti สามารถเพิม่ความเป็นพษิใหก้บัโปรตนีสารพษิ Cry4Ba และดเูหมอืนว่าจะมคีุณลกัษณะของ 
reversible binding ไดก้บั PM สาร calcofluor ช่วยสนบัสนุนโดยเพิม่ความเป็นพษิใหก้บั Cry4Ba 
กลายพนัธุช์นิด Cry4Ba-E417A/Y455A (EY) ทีเ่ดมิมพีษิต ่าต่อลกูน ้ายงุ การท าให ้ PM เสยีสภาพ
ดว้ย calcofluor กบัลกูน ้ายงุร าคาญซึง่ตอบสนองต ่าต่อโปรตนี Cry4Ba มอีตัราการตายทีส่งูขึน้
รวมทัง้ไมท่ าใหเ้กดิพษิต่อสตัวน์ ้าเลก็อยา่งเช่น ไรน ้า Moina macrocopa ซึง่ไมใ่ช่สตัวท์ีเ่ป็น
เป้าหมายของ Cry4Ba การวเิคราะห ์mass ของโปรตนีจาก PM พบโปรตนี chitinase ซึง่อาจเป็น
กุญแจส าคญัของการในการท าใหค้วามสามารถในการเป็นเยือ่เลอืกผ่านของ PM เปลีย่นไป ซึง่ขอ้มลู
นี้สนบัสนุนดว้ยการวเิคราะหเ์ชงิปรมิาณของการสรา้ง chitinase ดว้ย real-time PCR ทีป่รมิาณของ 
chitinase mRNA เพิม่มากขึน้ในลกูน ้ายงุทีแ่ช่ calcofluor อยา่งไรกด็ ี ไมพ่บ binding protein ของ 
Cry4Ba ทีจ่ าเพาะจากโปรตนีของ PM โดยสรปุ ในงานวจิยัปัจจุบนัสนับสนุนสมมตฐิานทีว่่า PM เป็น
ปัจจยัหนึ่งทีช่่วยใหแ้มลงเกดิความตา้นทานต่อโปรตนีสารพษิ Cry4Ba เท่ากนักบัเป็นเป้าหมายใหม่
ทีจ่ะน าไปสู่การปรบัปรงุประสทิธภิาพความเป็นพษิของ Cry4Ba ในประยกุตใ์ชใ้นภาคสนามต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords : Bacillus thuringiensis, Calcofluor, Peritrophic membrane, Permeability, Insect 
susceptibility 
(ค าหลกั) 
 



บทน า 
 โปรตนีสารพษิ Cry toxins ผลติจากแบคทเีรยีชนิด Bacillus thuringiensis (Bt) ไดถู้กน ามาใชก้นั

ทัว่โลกในฐานะเป็นสารฆา่แมลงชวีภาพทีม่คีวามจ าเพาะต่อสิง่มชีวีติเป้าหมายเทา่นัน้ ซึง่ปลอดภยัต่อคน 
สตัว ์พชื และสิง่แวดลอ้ม จากการใชโ้ปรตนีสารพษิ Cry toxin และการตดัต่อยนีเขา้สูพ่ชืพนัธุส์รา้งเป็นพชื 
Bt กนัอยา่งแพรห่ลาย(Zhang et al., 2011) ดเูหมอืนว่าเป็นการกระตุน้ใหเ้กดิความตา้นทานต่อโปรตนี
สารพษิ Cry toxins เพิม่ขึน้อยา่งรวดเรว็ และน าไปสูค่วามเสยีหายต่อพชืพนัธุ์ (Tetreau et al., 2012; 
Zhang et al., 2012) จากปัญหานี้จงึน าไปสูค่วามพยายามทีจ่ะปรบัปรงุประสทิธภิาพของ Cry toxins โดย
วธิปีรบัปรงุพนัธุกรรม การปรบัเปลีย่นสว่นโครงสรา้งของโปรตนีสารพษิ Cry toxins 
 กลไกการเขา้ท าลายของ Cry toxins เกีย่วขอ้งกบักระบวนการหลายขัน้ตอน ไดแ้ก่ การละลายของ 
protoxin การกระตุ้ น ให้ เปลี่ยน เป็น  toxin ที่ท างานได้  ด้วยน ้ าย่อยภายในกระเพาะของแมลง 
(Angsuthanasombat et al., 2004; Hofte et al., 1986) จากนัน้จะผ่านชัน้ peritrophic membrane (PM) 
ไปจบักบัตวัจบัจ าเพาะบนผนงัของเซลลเ์ยือ่บุ เกดิการรวมตวักนัเป็นกลุ่มของ toxin และการแทรกเขา้สูผ่นงั
ของเนื้อเยื่อบุเพื่อสรา้งรูร ัว่ เป็นผลให้เกดิภาวะสมดุลความดนั osmotic เปลี่ยนแปลง สารภายนอกและ
ภายในเข้าออกเซลล์เยื่อบุได้อย่างอิสระ ส่งผลท าให้เซลล์เยื่อบุตายและตัวอ่อนของแมลงตายในที่สุด 
(Knowles, 1994; Whalon and Wingerd, 2003) PM เรยีงตวัอยู่เป็นแนวระหว่างเนื้อเยื่อบุกระเพาะอาหาร
และชอ่งอาหารของยงุ ท าหน้าทีค่อยปกป้องอนัตรายจากชิน้ส่วนอาหารทีก่นิเขา้ไป เป็นตวักรองสารอาหาร
และสิง่แปลกปลอมทีจ่ะเขา้ถงึเยื่อบุกระเพาะอาหารซึง่เป็นส่วนทีอ่ยู่ของ receptor ของโปรตนี Cry (Tellam 
et al., 1999, Rees et al., 2009) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Gut lumen  PM 
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ภาพท่ี  1 ภาพลายเส้นแสดง PM ในกระเพาะอาหารของลูกน ้ ายุงลาย A. aegypti 
(ดดัแปลงจาก Peters, 1992) ภาพบนแสดงสว่นประกอบภายในกระเพาะอาหาร ประกอบไป
ดว้ย cardia (CA), caeca (C), midgut (MG), trachea (T), hindgut (HG), malpighian tubules 
(MG), rectal pad (R), respiratory siphon (RS), anal papillae (AP). ภาพล่างแสดงภาพ
ขยายของ PM วางตวัอยูร่ะหว่างชอ่งอาหารและเยือ่หุม้เซลลข์องกระเพาะอาหาร. 



 
 PM วางตวัอยู่ระหว่างช่องว่างกระเพาะอาหารและเยือ่บุเซลลก์ระเพาะอาหาร (ภาพที ่1) ใชเ้ป็นตวั
กรองอนุภาคเล็ก ๆ ของอาหารให้ดูดซึมไปใช้ในการเติบโตของแมลงตัวอ่อน (Edwards and Jacobs-
Lorena, 2000) และยงัเป็นด่านส าคญัทีจ่ะไม่ให้เชื้อแบคทเีรยีหรอืไวรัสเขา้ถงึเยื่อบุเซลล์ได้งา่ย (Fang et 
al., 2009; Rao et al., 2004) การสรา้ง PM ไม่ไดเ้กดิขึน้ตลอดเวลา แต่เกดิจากการถูกกระตุน้ดว้ยอาหารที่
ลูกน ้ายุงกนิเขา้ไป ประกอบไปดว้ย chitin ซึ่งเป็นสารประกอบหลกัสรา้งจากเซลล์กระเพาะอาหารสานกนั
เป็นตาขา่ยทีม่คีวามพรุนโดยมโีปรตนีทีห่ลัง่ออกมาจาก micro-apocrine ซึง่จบัไดก้บั chitin มาร่วมอยู่ดว้ย 
(peritrophin) นอกจากนัน้ยงัมโีปรตีนสารพิษ Cry ที่สามารถจบักบั brush border membrane receptors 
(Hernandez-Rodriguez et al., 2008; Moonsom, 2007) อกีด้วย เช่น Cry4Ba และ Cry1A โปรตนีทัง้สอง
ชนิดนี้มีรายงานว่าจับได้กับ  PM (Leetachewa et al., 2014; Rees et al., 2009) มีรายงานว่า arginine 
ต าแหน่ง 158 ของโปรตีน Cry4Ba อาจเป็นบริเวณส าคัญในการจับกับ  PM ที่ เกี่ยวข้องกับการ 
oligomerization ซึ่งส่งผลใหห้น้าทีใ่นการเป็นเยื่อเลอืกผ่านของ PM เปลีย่นไป ยอมให ้Cry4Ba ผ่านไปถงึ
ผนงัเยื่อหุม้เซลล์กระเพาะลูกน ้ายุงแลว้ท าใหเ้กดิรรู ัว่ของผนังได ้จาการทีโ่ปรตนีกลายพนัธุ ์Cry4Ba-R158A 
ส่งผลกระทบต่อความสามารถในการเป็นเยื่อเลอืกผ่าน (ภาพที ่2) ท าใหไ้ม่สามารถผ่าน PM เขา้ไปไดน้ัน้
สง่ผลโดยตรงถงึความเป็นพษิของโปรตนีต่อลกูน ้ายงุลาย (Leetachewa et al., 2014) ดงันัน้อาจกล่าวไดว้่า
ต าแหน่งบางต าแหน่งของโปรตนีสารพษิ Cry4Ba เป็นส่วนหนึ่งของกลไกของความเป็นพษิต่อลูกน ้ายงุลาย
และตวั PM เองจงึน่าจะเป็นเป้าหมายส าคญัอกีต าแหน่งหนึ่งในการทีจ่ะปรบัปรุงความเป็นพษิของโปรตนี 
Cry 
 

ภาพท่ี 2 แสดงการจบัของโปรตีนสารพิษท่ีบริเวณ PM และการเสียสภาพความเป็น
เยื่อเลือกผ่านหลังจากกินโปรตีนสารพิษกลายพันธุ์  Cry4Ba-R158A เทียบกับ 
Cry4Ba-wildtype (Leetachewa et al., 2014). ภาพซ้ายแสดงบริเวณที่จับของโปรตีน
สารพิษกลายพันธุ์และ wildtype (สีน ้ าตาลเข้ม) หลังจากให้กินโปรตีนสารพิษเข้าไป 1 
ชัว่โมง จากนัน้ตดิตามโปรตนีด้วยวธิอีมิมูนโนโดยใชแ้อนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อ Cry4Ba ภาพ
ขวาแสดงการใหลู้กน ้ากนิโปรตนีสารพษิร่วมกบัอนุภาพ 2000-kDa dextran-FITC และนับ
จ านวนลูกน ้าทีพ่บสารเรอืงแสง FITC บรเิวณนอกกระเพาะอาหารแลว้ค านวณออกเป็นค่า
เปอรเ์ซน็ตข์องการเสยีความสามารถในการเป็นเยือ่เลอืกผา่น ± สว่นเบีย่งเบนมาตรฐาน 
PM is peritrophic membrane and BBM is brush border membrane. 



 Chitinase เป็นเอนไซมท์ีย่อ่ยสาร chitin อาจเป็นสารอกีชนิดหนึ่งทีส่ามารถใชเ้ปลีย่นความสามารถ
ในการเป็นเยื่อเลอืกผ่านของ PM มรีายงานว่าการสรา้งโปรตนีสารพษิ Cry1AC รว่มกบัเอนไซม ์chitinase 
ในเชื้อ Bt ส่งผลกระทบต่อความเป็นพิษของ Cry1Ac ต่อหนอนกระทู้ผกัชนิด Spodoptera exigua และ
หนอนเจาะสมอฝ้ายชนิด Helicoverpa armigera (Hu et al., 2009) งานวจิยัทีศ่กึษาถงึสารเคมทีีส่่งผลต่อ 
PM มมีากขึน้ทุกขณะโดยวตัถุประสงคท์ีจ่ะปรบัปรงุประสทิธภิาพของโปรตนีสารพษิ Cry ในงานวจิยัเหล่านี้ 
calcofluor ซึ่งเป็นสารเรอืงแสงชนิดหนึ่งที่มกีารศึกษากัน โดยสารนี้สามารถยบัยัง้การสร้าง chitin และ
สามารถละลาย peritrophin ได ้(Kingsbury et al., 2012, Wang and Granados, 2000) ตวัอ่อนของหนอน
คืบกะหล ่ า  Trichoplusia ni ที่กิน  calcofluor เข้าไปพบว่าเพิ่มการติด เชื้อ  baculovirus (Wang and 
Granados, 2000) 
 ในรายงานก่อนหน้านี้โปรตนีสารพษิชนิด Cry4Ba สามารถจบักบัและเปลีย่นความสามารถในการ
เป็นเยื่อเลือกผ่านของ PM ท าให้โปรตีนสารพิษดังกล่าวผ่านเข้าไปจนถึงเซลล์เยื่อบุ  (ภาพที่ 2 , 
Leetachewa et al., 2014) ในการทดลองเบื้องตน้ไดแ้สดงใหเ้หน็ว่า Cry4Ba ใชเ้วลาประมาณ 3 ชัว่โมงใน
การทีจ่ะท าใหล้กูน ้ายงุลายทีก่นิโปรตนีนี้เขา้ไปตายไป 5% ขณะทีก่ารกนิโปรตนีสารพษิรว่มกบัสารเรอืงแสง
ชนิด calcofluor ซึ่งเคยมีรายงานว่าสามารถละลายโปรตีนที่จบัได้กบั  chitin เพิ่มความเป็นพษิกบัลูกน ้า
ยุงลายเป็น 60% ในเวลา 3 ชัว่โมงเท่ากนั จากขอ้มูลเบื้องต้นนี้ท าใหส้นันิฐานได้ว่าโปรตนีสารพษิจบักบั
โปรตนีบน PM อาจท าหน้าทีช่ะลอความเป็นพษิทีจ่ะเกดิขึน้กบัลูกน ้ายงุลาย ดงันัน้ถา้สามารถน าโปรตนีบน 
PM ออกไปไดด้ว้ยสารเคมบีางชนิดอย่างเช่น calcofluor และ chitinase หรอืการท าใหเ้สยีสภาพการจบัตวั
กนัระหว่างโปรตนีสารพษิกบัโปรตนีบน PM ไดน่้าจะท าใหก้ารผ่านเขา้ของโปรตนีสารพษิไปถงึเซลล์เยื่อบุ
กระเพาะอาหารได้ดีขึ้น ซึ่งเท่ากบัว่าเป็นการเพิ่มประสทิธิภาพความเป็นพิษของ Cry4Ba ที่มีต่อลูกน ้า
ยงุลายไปดว้ย อกีทัง้มรีายงานว่าสาร calcofluor มคีวามเป็นพษิต่อปลา สตัวเ์ลอืดอุน่ และมนุษยต์ ่ามากและ
ไมพ่บความสามารถในการเป็นสารกอ่มะเรง็หรอืสารกอ่การกลายพนัธุใ์นมนุษย ์(The Center for Research 
Information, 2004) อย่างไรก็ดีความปลอดภัยที่จะใช้ calcofluor ควบคู่ไปกบัโปรตีนสารพิษชนิด Cry  
ยงัคงต้องมีการวิจัยต่อไปในระยะยาว ในโครงการวิจัยนี้เน้นในการจ าแนกชนิดของโป รตีนบน PM ที่
สามารถจบักบัโปรตนีสารพษิชนิด Cry4Ba และหาบรเิวณจบักนัระหว่างโปรตนีทัง้สองชนิด ขอ้มลูทีไ่ดอ้าจ
ถกูน าไปใชป้ระโยชนในอนาคนเพือ่ท าการปรบัปรงุประสทิธภิาพความเป็นพษิของ Cry4Ba ใหด้ขี ึน้หรอือาจ
ออกแบบสารชีวภาพที่มีประสทิธิภาพในการท าลายความสามารถในการเป็นเยื่อเลือกผ่านของ PM ที่
ปลอดภยัและสามารถน าไปประยกุตใ์ชใ้นภาคสนามได้ 
 

วตัถปุระสงค ์
 โครงการนี้มวีตัุประสงคเ์พือ่ 
 1. ศกึษาการเสรมิฤทธิข์อง calcofluor ทางชวีภาพของโปรตนีสารพษิชนิด Cry4Ba 
 2. จ าแนกบรเิวณทีจ่บักนัของโปรตนีสารพษิชนิด Cry4Ba กบัโปรตนีทีอ่ยูบ่น PM 
 

วิธีการ 
การทดสอบความเป็นพิษของ Cry4Ba 
 Cry4Ba ผลิตจากเชื้อ Escherichia coli ที่มียีนที่สามารถสร้างโปรตีน Cry4Ba ได้ในรูปของ 
inclusion body ซึง่จะถกูลา้งท าความสะอาดดว้ยน ้ากลัน่และวดัความเขม้ขน้ดว้ยวธิ ีBradford’s assay และ



ยนืยนัการเป็นโปรตีน Cry4Ba ด้วยการแยกบน 12%-gel SDS-PAGE ทดสอบความเป็นพิษโดยลูกน ้า
ยุงลายและยุงร าคาญ (Culex quinquefasciatus) ระยะ 4 ด้วยโปรตีนสารพิษทัง้สองประเภทด้วยความ
เขม้ขน้ต่าง ๆ กนัตัง้แต่ 0.125 ถงึ 200 µg/ml หรอืใหร้่วมกบั 0.1% calcofluor การทดสอบท าในถาดชนิด 
6 หลุม ทีม่ลีูกน ้าหลุมละ 25 ตวั รวมทัง้หมด 100 ตวัต่อ 1 การทดสอบ ความเป็นพษิจะถูกบนัทกึหลงัจาก 
24 ชัว่โมงทีอ่ณุหภมู ิ25 °C จากนัน้จะถูกน ามาค านวณค่าความเป็นพษิ LC50 และ LC90 ซึง่ถกูประมาณค่า
ดว้ยวธิ ีprobit analysis  
 ในการหาเวลาทีน้่อยทีสุ่ดของของการสมัผสั calcofluor และท าใหเ้กดิการตายที ่90% นัน้ ลูกน ้า
ระยะ 4 จะถูกแช่อยู่ใน 0.1% calcofluor เป็นเวลา 0.25, 0.5, 1, 1.5 และ 2 ชัว่โมง หลงัจากการแช่แล้ว
ลูกน ้าจะถูกเปลีย่นน าไปใส่ในสารละลายของโปรตนีสารพษิทีค่วามเขม้ขน้ของ LC90 ท าการบนัทกึผลการ
ตายของลกูน ้าหลงัจาก 24 ชัว่โมง จากนัน้เวลาทีน้่อยทีส่ดุของการสมัผสั calcofluor และมกีารตาย 90% จะ
ถกูค านวณ  
 การประมาณคา่การตายของลกูน ้าทีเ่วลาต่าง ๆ กนัหลงัสมัผสั calcofluor ท าโดยน าลูกน ้าไปสมัผสั 
0.1% calcofluor เป็นเวลา 2 ชัว่โมง แล้วเปลี่ยนเป็นสารละลายโปรตีนสารพิษที่ความเขม้ขน้ของ  LC90 

จากนัน้บนัทกึการตายของลกูน ้ายงุที ่3, 4, 6 และ 12 ชัว่โมงตามล าดบั ทกุการทดลองขา้งตน้ถกูท า 3 ซ ้า 
 
การทดสอบความเป็นพิษของ calcofluor และ Cry4Ba ท่ีมีต่อไรน ้าจืด 
 วิธีเลี้ยงไรน ้ าจืดชนิด Moina macrocopa ถูกเลี้ยงในห้องปฏิบัติการโดยดัดแปลงจากวิธีของ 
Rottmann (Rottmann et al., 2017) โดยน าตวัอ่อนของไรน ้าอายุไม่เกนิ 24 ชัว่โมง จ านวน 30 ตวั ใส่ใน
อา่ง (20 x 15 x 15 เซนตเิมตร ทีม่นี ้าอยู ่3 ลติร สาหรา่ยชนิด Chorella vulgaris ปรมิาณ 2 x 107 เซลลต์่อ
ลติร จะถูกใชเ้ป็นอาหารของไรน ้า โดยจะใหทุ้ก ๆ 48 ชัว่โมง การเลี้ยงท าทีอุ่ณหภูม ิ25 ± 1 °C มชี่วงแสง 
16 ชัว่โมง และใหอ้อกซเิจนแกน่ ้าเบา ๆ 
 การทดสอบความเป็นพษิของ Cry4Ba ทีม่ตี่อไรน ้าท าโดยแช่ไรน ้าในสารละลาย 0.1% calcofluor 
หรอืโปรตีนสารพิษที่ความเขม้ข้นของ  LC90 หรอืร่วมกนัทัง้สองแบบ การทดสอบท าในสภาพแวดล้อม
เดยีวกบัการเลี้ยงไรน ้าโดยเทยีบกบักลุ่มควบคุม ใชไ้รน ้า 100 ตวัต่อการทดสอบ 1 แบบ ในบกีเกอรข์นาด 
100 มลิลลิติรทีม่สีารละลายทีท่ดสอบ 50 มลิลลิติร ทุกการทดสอบท าการทดลอง 3 ซ ้า และเปอรเ์ซน็ต์การ
ตายจะถกูบนัทกึหลงั 24 ชัว่โมง 
 
ความสามารถในการเป็นเย่ือเลือกผ่านของ PM และการติดตามโปรตีนสารพิษในตวัลูกน ้ายุงด้วย
วิธีอิมมนูโน 
 ลูกน ้ายุงลายระยะ 4 จะได้รบัอนุภาค 2000 kDa FITC-dextran อย่างเดียวหรอืร่วมกบัโปรตีน
สารพษิ Cry4Ba-wildtype หรอื Cry4Ba-R158A ทีค่วามเขม้ขน้ของ LC90 เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ความสามารถ
ในการเป็นเยื่อเลอืกผ่านของ PM ทีเ่ปลี่ยนไป ดูจากการเรอืงแสงของ 2000 kDa FITC-dextran ทีบ่รเิวณ
นอกกระเพาะลูกน ้ายุงด้วยการดูใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดเรอืงแสง การสงัเกตผลของ calcofluor ที่มีต่อ
ความสามารถในการเป็นเยื่อเลอืกผ่านของ PM จะท าร่วมกบัการแช่ลูกน ้าในสารละลาย 0.1% calcofluor 
วเิคราะหผ์ลโดยใชส้ถติ ิStudent’s t-test ที ่p-values น้อยกว่า 0.05 จะถอืว่าแตกต่างอยา่งมนียัส าคญั 
 ในการตรวจสอบการจบักนัของโปรตนีสารพษิแทห้รอืกลายพนัธุ์ท าโดยใหส้ารทีค่วามเขม้ขน้ของ 
LC90 กนิเป็นเวลา 1 ชัว่โมง การตดิตามดว้ยวธิอีมิมนูโนใช ้แอนตบิอดีต้ดิฉลาก HRP ต่อแอนตบิอดจี าเพาะ



ของ Cry4Ba ตรวจสอบการด้วยการดูสีน ้ าตาลเข้มของ 3,3’-diaminobenzidine วิธีการใช้งานใช้ตาม
ขอ้ก าหนดของบรษิทัผูผ้ลติ (Sigma Aldrich) ภาพทีไ่ดจ้ะถกูถ่ายภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 
 
การย้อมเซลลก์ระเพาะลูกน ้ายงุด้วย hematoxylin และ eosin 
 ลกูน ้ายงุทีถ่กูแชใ่นสารละลาย 0.1% calcofluor เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ตามดว้ยโปรตนีสารพษิทีค่วาม
เข้มข้นของ LC90 อีก 1 ชัว่โมง จากนัน้ท าการแยกหัวและหางบรเิวณ segment ที่ 8 ออก และ fix ใน
สารละลาย PBS, pH 7.4 ที่ม ี4% paraformaldehyde และ 4% sucrose นาน 1 ชัว่โมง จากนัน้เป็นเป็น
สารละลายชนิดเดมิแต่ม ี10% sucrose แทน นานขา้มคนืทีอุ่ณหภูม ิ4 °C จากนัน้ชิน้สว่นตวัอย่างจะถกูน า
น ้าออกโดยแช่ในล าดับของสารละลายที่มีเปอร์เซ็นต์ของ ethanol เพิ่มขึ้น 30% 50%70% และ 95% 
ตามล าดบั และทา้ยที่สุดจะล้างใน absolute ethanol อกี 2 ครัง้ก่อนที่จะถูกเปลี่ยนเป็นสาร xylene อกี 2 
ครัง้ โดยแต่ละครัง้ใชเ้วลา 30 นาท ีจากนัน้ตวัอยา่งเนื้อเยือ่จะถกูแชใ่นสาร xylene-paraffin (1:1 v/v) 2 ครัง้ 
ๆ ละ 1 ชัว่โมง และทา้ยทีสุ่ดจะอยู่ใน 100% paraffin เหลว เมื่อกอ้น paraffin เยน็ตวัลงจะถูก sliced ดว้ย
เป็นแผน่บาง วางอยูบ่นกระจก slide และน าไปใสใ่นตูอ้บ 37 °C นานขา้มคนื แผ่นเนื้อเยื่อบนกระจก slide 
จะถูกน าน ้าเขา้เนื้อเยื่อโดยแช่ใน PBS นาน 30 นาทกี่อนที่จะถูกย้อมด้วยสารละลาย hematoxylin และ 
eosin เนื้อเยื่อทีถู่กยอ้มจะถกูลา้งสสีว่นเกนิออกดว้ย PBS 3 ครัง้ ๆ ละ 30 นาท ีสว่นของกระเพาะและ PM 
จะถกูถ่ายภาพภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ส่วนลกูน ้ายงุทีก่นิโปรตนีสารพษิอยา่งเดยีวหรอืไมไ่ดก้นิจะถูกใชเ้ป็น 
positive และ negative control ตามล าดบั 
 
การตรวจสอบพื้นผิวของ PM ด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลกตรอนชนิดส่องกราด 
 ลกูน ้ายุงลายทีถู่กแช่อยู่ใน 0.1% calcofluor อย่างเดยีว กบัโปรตนีสารพษิอย่างเดยีว หรอืรว่มกนั
ทัง้สองอย่างจะถูกแยกเอาส่วนของล าไส้ออก และ fix ใน 2.5% glutaraldehyde ใน 0.1 M phosphate 
buffer (pH 7.4) กบั 5% glucose (fixing solution) ทีอุ่ณหภูม ิ4 °C นาน 2 ชัว่โมง หลงัจากลา้งอกี 3 ครัง้ 
ๆ ละ 10 นาที ใน fixing solution เนื้อเยื่อกระเพาะตัวอย่างจะถูกดึงน ้าออกด้วยล าดบัของ ethanol ที่มี
เปอร์เซ็นต์สูงขึ้นและถูกท าให้แห้งด้วยเครื่อง critical point drying ตัวอย่างที่แห้งแล้วจะถูกติดบน 
aluminum stub และถูกเคลอืบดว้ยทองก่อนทีจ่ะน าไปฉายดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อเิลกตรอนชนิดสอ่งกราดที่
ก าลงั 10 kV 
 

การวิเคราะห ์mass ของโปรตีน profile ของ PM จากลกูน ้าท่ีถกู treat ด้วย calcofluor 
 ลกูน ้ายงุลายทีไ่มถ่กูแชแ่ละถกูแชอ่ยูใ่น 0.1% calcofluor นาน 1 ชัว่โมง จะถกูแยกเอาสว่นของ 
PM ออกและน ามาใสใ่นสารละลาย 2x Laemmli sample buffer จากนัน้น าไป sonicate ใน sonicated bath 
นาน 2 นาท ีกอ่นทีจ่ะถกูน าไปตม้ที ่ 95 °C นาน 5 นาท ีท าวเิคราะห ์ profile โปรตนีดว้ยวธิ ีSDS-PAGE 
โดยใช ้ 10% เจล ท าการเปรยีบเทยีบ pattern ของโปรตนีดว้ยวธิถี่ายภาพแลว้จงึน ามาวเิคราะหค์วาม
แตกต่าง จากนัน้จงึตดัโปรตนีจากเจลโดยเทยีบเคยีงในระนาบเดยีวกนัระหว่าง treatment 2 แบบ ไปท าการ
วเิคราะห ์mass ดว้ยวธิ ีLC-MS/MS (ESI-QUAD-TOF) 
 
 
 



การสกดั RNA และการสงัเคราะห ์cDNA 
 RNA ถกูสกดัจากล าไสล้กูน ้ายงุลายทีแ่ชแ่ละไม่แชอ่ยูใ่น 0.1% calcofluor โดยใช ้RNAqueouse™ 
kit (Life Technologies, USA) ด้วยวิธีที่บรษิัทแนะน า เพื่อเพิ่มความเขม้ขน้ของ RNA ตวัอย่างจะถูกท า
ความสะอาดด้วยการวธิตีกตะกอนใน 3 M sodium acetate และ 100% isopropanol RNAทีไ่ด้จะถูกล้าง
ดว้ย 70% ethanol และละลายดว้ยน ้าทีป่ลอด RNase ความเขม้ขน้และความบรสิทุธิข์อง RNA จะถูกวดัค่า
ดว้ยเครื่อง NanoDrop® ND-100 โดยค่าอตัราส่วน A260/280 และ A260/230 จะอยู่ระหว่าง 1.9 และ 2.5 
ตามล าดับ  RNA ที่บริสุทธิจ์ะถูกก าจัด  DNA ด้วยการ treated ด้วย TURBO DNA-free™ kit (Life 
Technologies, USA) จากนัน้จงึท า reverse transcribed ดว้ยวธิทีีบ่รษิทัแนะน า cDNA ทีไ่ด้จะถูกเจอืจาก 
10 เทา่กอ่นน าไปใชว้เิคราะหใ์นขัน้ถดัไป 
 
การวิเคราะหเ์ชิงปริมาณด้วยวิธี real-time PCR 
 NCBI protein blast ถูกใช้ในการหา coding sequences ส าหรับยีน chitinase โดย primer ที่
จ าเพาะ ต่อchitinase (forward primer: 5’-AGGGGAAGCCATTCTCTTGC-3’ และ reverse primer: 5’-
GAGGAGGGTGCGCAAGTTAT-3’ จ ะ ถู ก อ อ ก แ บ บ โ ด ย ใ ช้  Primer3Plus online (http://www. 
bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) แ ล ะ ถู ก วิ เ ค ร า ะ ห์ ป ร ะ สิ ท ธิ ภ า พ โด ย ใ ช ้
OligoAnalyzer 3.1 (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer) ส่ ว น  reference gene ใ ช้  actin gene 
ประสทิธภิาพของ primer จะถูกวดัค่าโดยการท า series dilution ของตวัอย่างทีม่ปีรมิาณ cDNA ทีเ่ท่ากนั 
การวเิคราะห์เชงิปรมิาณดว้ย real-time PCR ถูกท าใน 96-well plate ในหนึ่ง amplification reaction จะม ี
2 ul ของ cDNA ที ่dilute แล้ว forward และ reverse primer (100 nM), Fast SYBR® Green Master Mix 
(Applied Biosystems) และน ้าบรสิุทธิ ์โดยปรมิาตรสุทธิคอื 10 ul condition ของ PCR มดีงันี้ 1) เริม่ต้น 
denaturation 20  วินาที ที่  95 °C 2) จ านวนรอบ 40 รอบ ของ  denaturation (3 วินาที ที่  95 °C) 
annealing และ elongation (30 วินาที ที่ 60 °C) ในขัน้ตอนสุดท้ายท าการวิเคราะห์ melting curve เพื่อ
ตรวจสอบความจ าเพาะของ amplification reaction 
 
Pull down assay เพ่ือหาคู่จบัจ าเพาะของ Cry4Ba และโปรตีนบน PM 
 pull-down assay จะถูกท าใน 96-well plate โดยการ coat anti-mouse antibody ไวช้ัน้ล่างสดุของ
หลุม ตามดว้ย mouse antibody ทีจ่ าเพาะกบั Cry4Ba และชัน้บนสดุ coat ดว้ยโปรตนี Cry4Ba ตามล าดบั 
หลงัจากลา้งโปรตนีส่วนเกนิออกหมดแลว้จงึท าการ overlay ดว้ยโปรตนีจาก PM เป็นล าดบัชัน้สุดทา้ยและ
ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนัน้จึงล้างโปรตีนส่วนเกนิออกอกีรอบและ elute protein 
ทัง้หมดด้วย 2X protein sample buffer โปรตีนที่ได้จะถูกน าไปวเิคราะห์ด้วย SDS-PAGE และวเิคราะห ์
mass ของโปรตนีต่อไป 
 
Toxin overlay assay ของโปรตีน PM จากลูกน ้ายงุลาย 
 โปรตีนของ PM จะถูกวิเคราะห์บน 10% gel SDS-PAGE จากนั ้นจะถูก transfer ลงบนแผ่น 
nitrocellulose ด้วยวิธี electroblotting และจะถูกน ามาแช่ใน blocking solution (5% skim milk) ข้ามคืน 
โปรตนี Cry4Ba 1 µg จะถูกน ามา overlay บนแผ่น membrane นาน 1 ชัว่โมง ที ่4 °C แลว้จงึลา้งโปรตนี
ส่วนเกินออก และติดตามโปรตีน Cry4Ba ด้วยวิธีอิมมูนโนใช้แอนติบอดี้ติดฉลาก HRP ต่อ specific 
antibody ต่อ Cry4Ba และดูผลด้วยวิธี enhanced chemiluminescence ส่วนวิธีการติดตาม Cry4Ba วิธี



ตรงท าได้โดยการแยกเอา PM ของลูกน ้ายุงลายออกมาล้างด้วย 1x PBS (pH 7.4) แล้วจงึ overlay ด้วย
โปรตนี Cry4Ba 1 µg 1 ชัว่โมง ที ่4 °C แล้วจงึล้างโปรตนีส่วนเกนิออก และตดิตามโปรตนี Cry4Ba ด้วย
วธิอีมิมนูโนใชแ้อนตบิอดี้ตดิฉลาก FITC ต่อ specific antibody ต่อ Cry4Ba และดูผลด้วยกลอ้งจุลทรรศน์ 
fluorescence 
 
ผลการทดลอง 
Calcofluor ช่วยลดค่า lethal concentration และเวลาการสมัผสัของ Cry4Ba-wildtype 
 ผลกระทบของ calcofluor ที่มีต่อความเป็นพิษของ Cry4Ba ถูกวดัค่าโดยการให้ Cry4Ba หรือ 
calcofluor หรอืทัง้สองอย่างร่วมกนักบัลูกน ้ายุงลายระยะ 4 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง โดยเปรยีบเทยีบกบักบั
กลุ่มทีไ่ม่ม ีcalcofluor ผลคอืในกลุ่มทีไ่ดร้บัโปรตนีสารพษิรว่มกบั calcofluor ลดคา่ LC50 ลงไดป้ระมาณ 20 
เท่า (จาก 6.27 ± 0.66 µg/ml เป็น 0.29 ± 0.03 µg/ml) และ ลดค่า LC90 ลงได้ประมาณ 50 เท่า (จาก 
57.71 ± 11.63 µg/ml เป็น 1.78 ± 0.24 µg/ml) ตามล าดบั (ภาพที ่3a) calcofluor สามารถลดเวลาในการ
สรา้งความเป็นพษิต่อลูกน ้ายุงลายของโปรตีน Cry4Ba โดยใชค้วามเขม้ขน้ของโปรตนีสารพษิที่ค่า LC50 
และ LC90 ร่วมกบั calcofluor เมื่อให้ Cry4Ba อย่างเดียวหรอืร่วมกบั calcofluor ที่เวลา 3, 4, 6 และ 12 
ชัว่โมง (ภาพที ่3b) เมือ่ให ้Cry4Ba อยา่งเดยีวการตายของลกูน ้ายุงลายที ่3 ชัว่โมงเพิม่จาก 7% เป็น 60% 
และภายในเวลา 12 ชัว่โมง การตายเพิ่มจาก 80% เป็น 100% ตามล าดับ ลูกน ้ ายุงลายที่แช่อยู่ใน
สารละลาย 0.1% calcofluor ที่เวลาต่าง ๆ กนั 0.25, 0.5, 1, 1.5 และ 2 ชัว่โมง แล้วจงึยา้ยออกไปใหก้นิ 
Cry4Ba ที่ความเข้มข้นของค่า LC90 พบการตายที่การแช่ 1 และ 2 ชัว่โมง สูงสุดคือ 80 และ 90% 
ตามล าดบั(ภาพที ่3c) ดงันัน้การแช ่calcofluor กอ่นที ่2 ชัว่โมงจงึถกูเลอืกไปใชใ้นการทดลองขัน้ต่อไปเพื่อ
หาเปอรเ์ซน็ตก์ารตายที ่3, 6, และ 12 ชัว่โมง พบการตายเพิม่มากขึน้ตามเวลาทีผ่่านไปสงูสดุคอืตาย 90% 
ทีเ่วลา 12 ชัว่โมง (ภาพที ่3d) นอกจากนี้ได้ท าการวเิคราะห์ความแตกต่างของการแช่ลูกน ้าในสารละลาย 
0.1% calcofluor อย่างต่อเนื่องและไม่ต่อเนื่อง (แช ่2 ชัว่โมง) พบว่ามคีวามแตกต่างอยา่งมากทีเ่วลา 3 และ 
6 ชัว่โมง คอืทีแ่ชไ่มต่่อเนื่องต ่ากว่า 14 เทา่ ทีเ่วลา 6 ชัว่โมง แต่ไมแ่ตกต่างทีเ่วลา 12 ชัว่โมง (ภาพที ่3e) 
 
calcofluor ช่วยกู้คืนความเป็นพิษของโปรตีนสารพิษ Cry4Ba กลายพนัธุ์ (Cry4Ba-E417A/Y455A, 
EY) 
 ขณะทีไ่ม่ม ีcalcofluor ความเป็นพษิต่อลูกน ้ายุงลายของ Cry4Ba-wildtype เป็น 47%, 74%, 97% 
และ 74% เมื่อใหก้นิโปรตนีทีค่วามเขม้ขน้ 5, 25, 50 µg/ml และ 108 ของ E. coli ทีส่รา้งโปรตนีสารพษินี้ 
ตามล าดบั ส่วนโปรตีนกลายพนัธุ์ EY มคีวามเป็นพษิต่อลูกน ้ายุงลายต ่ากว่ามาก (ภาพที่ 4a) คอืท าให้
ความสามารถในการเป็นเยือ่เลอืกผ่านของ PM เสยีไป 50% เมื่อเทยีบกบัพนัธุ์ wildtype และเมือ่ใหโ้ปรตนี
ร่วมกบัสารละลาย 0.1% calcofluor  ความสามารถในการท าให้เสยีความเป็นเยื่อเลอืกผ่านของ PM เพิม่
มากขึ้น เป็น 95% และ 77% ใน wildtype และ EY ตามล าดบั อย่างไรกต็ามความสามารถในการจบักบั 
brush border membrane /microvilli (BBMV)ยงัคงไม่เปลีย่นแปลง (ภาพที ่4 b และ c) และเมื่อค านวณหา
ค่า LC50 และ LC90 ของโปรตีน EY เมื่อให้คู่กบั calcofluor จะได้ผลดงัภาพที่ 4d คอื ค่า LC50 และ LC90 
ต ่าลงเป็น 1 และ 5 µg/ml ตามล าดบั 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพท่ี 3 การเพ่ิมประสิทธิภาพความเป็นพิษของโปรตีนสารพิษ Cry4Ba ของ calcofluor 
ต่อลูกน ้ายงุลาย Ae. aegypti  
(a) ให้ Cry4Ba กบัลูกน ้าที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ กนัในสภาวะที่มหีรอืไม่ม ีcalcofluor นาน 24 
ชัว่โมง และประเมนิคา่ LC50 และ LC90 
(b) ลูกน ้ากนิ Cry4Ba ที่ความเขม้ขน้ระดับ LC90 (เส้นประ) และ Cry4Ba ร่วมกบั calcofluor 
(เสน้ทบึ) บนัทกึเปอรเ์ซน็ตก์ารตายที ่3, 4, 6 และ 12 ชัว่โมง  
(c) แช่ลูกน ้าใน 0.1% calcofluor นาน 0.25, 0.5, 1, 1.5 และ 2 ชัว่โมง แล้วจึงให้ Cry4Ba ที่
ความเขม้ขน้ระดบั LC90 บนัทกึเปอรเ์ซน็ตก์ารตายหลงัจาก 24 ชัว่โมง 
(d) แชล่กูน ้าใน 0.1% calcofluor นาน 2 ชัว่โมง แลว้ยา้ยไปใสใ่นน ้าทีม่ ีCry4Ba ทีค่วามเขม้ขน้
ระดบั LC90 บนัทกึเปอรเ์ซน็ตก์ารตายที ่3, 6 และ 12 ชัว่โมง 
(e) เปรยีบเที่ยบจ านวนเท่าของความเป็นพษิของ Cry4Ba ต่อลูกน ้ายุงในกลุ่มตัวอย่างที่แช ่
calcofluor อยา่งต่อเนื่องและไมต่่อเนื่อง 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4 ความเป็นพิษและผลกระทบทางชีววิทยาของโปรตีน Cry4Ba กลายพนัธุ ์EY ใน
สภาพท่ีมีหรือไม่มี calcofluor  
(a) ใหลู้กน ้ายุงลายกนิ Cry4Ba และ EY ทีค่วามเขม้ขน้ 5, 25, 50 µg/ml และ 108 เซลล์ ของ 
E. coli ทีส่รา้ง Cry4Ba โดยม ีE. coli ทีม่พีลาสมดิ pUC12 เป็นกลุ่มควบคมุ 
(b) การรบกวนระบบ PM ของ Cry4Ba เทียบกบั EY โดยการกินอนุภาคเรืองแสง dextran 
ขนาด 2000 kDa ร่วมกับโปรตีนสารพิษที่ความเข้มข้นของ LC90 ในสภาพที่มีหรือไม่ม ี
calcofluor เปอร์เซ็นต์ PM permeability แทนด้วยการรัว่ของสารเรอืงแสงออกนอกกระเพาะ
อาหาร 
(c) section ของเนื้อเยื่อกระเพาะอาหารที่ถูกย้อมด้วยวิธีอมิมูนโน mouse anti-Cry4Ba และ 
HRP-linked anti-mouse immunoglobulins 
(d) LC50 และ LC90 ของโปรตนี Cry4Ba กลายพนัธุ์ EY ถูกประเมนิหลงัไดร้บัโปรตนีเป็นเวลา 
24 ชัว่โมง ในสภาพทีม่หีรอืไมม่ ีcalcofluor 



 
 
calcofluor ท าให้สณัฐานวิทยาของ PM เปล่ียนแปลง 
 เพือ่ทีจ่ะศกึษาสณัฐานวทิยาของ PM ของลกูน ้ายงุลายทีไ่ดร้บัโปรตนีสารพษิ Cry4Ba หรอืจากการ
แช่ในสารละลาย 0.1% calcofluor หรอืรว่มกนัทัง้สองอย่าง กลอ้งจุลทรรศน์อเิลกตรอนชนิดสอ่งกราดจงึถูก
น ามาใชเ้พื่อดูพื้นผวิของ PM ที่เปลี่ยนไปโดยเทยีบกบักลุ่มที่ไม่ได้รบัสารใด ๆ (ภาพที่ 5a) ใน PM ปกต ิ
การจดัเรยีงตวัของ micro-fibril มคีวามเป็นระเบยีบดงัเหน็ไดจ้ากเสน้หนาทีล่ากผ่านเป็นแนว พบรอยแตก
เลก็น้อยในกลุ่มทีไ่ดร้บัโปรตนีสารพษิหรอื 0.1% calcofluor อย่างเดยีว รอยแตกเหล่านี้เหน็ไดช้ดัเป็นแนว
ตามทางยาวของแนวเส้นหนา การย้อม H&E บนเนื้อเยื่อกระเพาะลูกน ้ายุงลายพบกลุ่ม  BBMV ของ
กระเพาะที่ลูกน ้าถูกแช่ใน 0.1% calcofluor ยังคงมีสภาพสมบูรณ์เหมือนกบักลุ่มควบคุม (ภาพที่ 5b) 
ขณะที ่BBMV ของลูกน ้าทีก่นิโปรตนีสารพษิอย่างเดยีวและกนิรว่มกบัการแช ่calcofluor พบเยือ่บุกระเพาะ
อาหารบวมฐานเซลลม์รีอยแยกหรอืบางจุดบวมแตก อย่างไรกด็ ีโดยรวมแลว้ภาพสณัฐานวทิยาอยา่งหยาบ
ของ PM ไมไ่ดบ้อกความแตกต่างอะไรมากนกั 
 
calcofluor ช่วยเพ่ิมความเป็นพิษของ Cry4Ba ต่อลูกน ้ายงุร าคาญ Culex quinquefasciatus อย่างมี
นัยส าคญั 
 ควบคูไ่ปกบัการทดสอบความเป็นพษิของ Cry4Ba ต่อยงุลาย ไดม้กีารทดสอบความเป็นพษิต่อยุง
ร าคาญ และสตัว์น ้าอื่นไดแ้ก่ ไรน ้า ซึง่ไม่ใช่สตัว์น ้าทีอ่่อนแอต่อ Cry4Ba โดยใชค้วามเขม้ขน้ที ่LC90 หรอื 
calcofluor หรอืรว่มกนัทัง้สองอยา่งเป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบเปอรเ์ซน็ตก์ารตายของยงุร าคาญคอื 2.5% และ 
13% เมือ่แชใ่น 0.1% calcofluor หรอื Cry4Ba อยา่งเดยีว ตามล าดบั (ภาพที ่6) ในกลุ่มทีใ่หส้ารเคมทีัง้สอง
อยา่งพบว่าเปอรเ์ซน็ตก์ารตายของลกูน ้ายงุร าคาญเพิม่ขึน้อย่างเหน็ไดช้ดัคอื 70% อย่างไรกต็ามไมพ่บการ
ตายของไรน ้าเมือ่ไดร้บัสารเคมเีหมอืนๆ กบัทีย่งุร าคาญไดร้บั 
 
โปรตีน profile และการวิเคราะห ์mass ของ PM หลงัจากลูกน ้ายงุลายแช่อยู่ใน calcofluor 
 เพื่อทีจ่ะทราบถงึความแตกต่างระหว่างกลุ่มของลูกน ้าทีแ่ช่ใน 0.1% calcofluor และกลุ่มควบคุม 
โปรตนีจาก PM ของลกูน ้ายงุจงึถกูวเิคราะหบ์น 10% gel SDS-PAGE พบโปรตนีทีม่คีวามแตกต่างระหว่าง
กลุ่มอยู่ในช่วง 50-130 kDa (ภาพที่ 7) แต่ละ band ของโปรตีนที่อยู่ในแนวเดียวกนั (ลูกศรสแีดง) ของ
โปรตีนจาก treatment ทัง้สองแบบถูกน าไปวิเคราะห์มวงด้วยเครื่อง mass spectrometer (ESI-QUAD-
TOF) พบกลุ่มโปรตีนต่าง ๆ ได้แก่ chitinase, transcription factor, transmembrane protein (ตาราง 1) 
ซึ่งโปรตีนที่น่าจะมีส่วนเกี่ยวขอ้งกบัความสามารถในการเป็นเยื่อเลือกผ่านของ PM คือ chitinase โดย
พบว่า ในกลุ่มของลกูน ้ายงุทีแ่ชใ่น calcofluor มคีา่ protein score สงูกว่ากลุ่มควบคมุประมาณ 2 เทา่ 
 
ระดบัการ expression ของ chitinase ของยงุลายเม่ือสมัผสั calcofluor 
 เพื่อศกึษาปรมิาณการ expression ของ chitinase ของลูกน ้ายุงลายกลุ่มที่แช่ใน calcofluor และ
กลุ่มควบคุม qRT-PCR ถูกน ามาใชใ้นการหาระดบัของ transcription ของ chitinase ในลูกน ้ายุง ผลพบว่า
ระดบัการ expression ของ chitinase ในลูกน ้ายุงลายในกลุ่มที่ treat ด้วย calcofluor สูงกว่ากลุ่มควบคุม 
1.25 เท่า อยา่งไรกต็าม chitinase mRNA ของทัง้สองกลุ่มไม่มคีวามแตกต่างกนัทางสถติ ิ(P>0.01) (ภาพที ่
8) 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

ภาพท่ี 5 ภาพ topographies ของลูกน ้ายงุลายท่ีแช่หรือไม่แช่สารละลาย calcofluor  
(a) แยก PM ออกจากลูกน ้ากลุ่มควบคุม กลุ่มแช่ calcofluor กลุ่มกนิ Cry4Ba และกลุ่มทัง้แช ่
calcofluor และกนิ Cry4Ba และวเิคราะหด์ว้ย SEM  
(b) sections ของเนื้อเยือ่กระเพาะทีถ่กู treat แบบเดยีวกนั แลว้ยอ้มดว้ย H&E และวเิคราะหใ์ต้
กลอ้งจุลทรรศน์ 
ลกูศรชี ้microvilli ของกระเพาะลกูน ้ายงุลาย หวัลกูศรชี ้PM หลงัจากยอ้มดว้ย H&E 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 6 ความเป็นพิษของ Cry4Ba ต่อลูกน ้ายุงลาย ยุงร าคาญ และไรน ้า ในขณะท่ีมี
หรือไม่มี calcofluor  
ใหโ้ปรตนี Cry4Ba อย่างเดยีว หรอื calcofluor อย่างเดยีว หรอื ร่วมกนัทัง้สองอย่าง กบัลูกน ้า
ยงุแลว้ตรวจเปอรเ์ซน็ตก์ารตายหลงัจาก 24 ชัว่โมงโดยเทยีบกบักลุ่มควบคมุ 

ภาพท่ี 7 protein profiles ของ PM ท่ีได้รบัและไม่ได้รบัสาร calcofluor  
แช่ลูกน ้าในสารละลาย 0.1% calcofluor เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้แยก PM ออกจากลูกน ้า
ยงุลายน าใสใ่น 2x Laemmli sample buffer น ามาวเิคราะหบ์น 10% gel SDS-PAGE แลว้ยอ้ม
ดว้ย Coomassie blue โดยเทยีบกบักลุ่ม control แถบโปรตนีทีแ่ตกต่างกนัในสองกลุ่มถกูน ามา
วเิคราะหต์่อดว้ย mass spectroscopy 
ลกูศรแดง แสดงแถบโปรตนีทีแ่ตกต่างกนัระหว่างสองกลุ่ม 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตารางท่ี 1 แสดงโปรตีนจาก PM ของลูกน ้ายุงท่ี treat ด้วย calcofluor และวิเคราะหด้์วย 
ESI-QUAD-TOF   

ภาพท่ี 8 ผลของ calcofluor ท่ีมีต่อ expression level ของโปรตีน chitinase 



ไม่พบโปรตีนจาก PM ของลูกน ้ายงุท่ีมีนัยส าคญัในการเป็นคู่จบัจ าเพาะของ Cry4Ba 
 ผล pull-down assay ส าหรบัหาโปรตนีคูจ่บัจ าเพาะจาก PM ของ Cry4Ba พบโปรตนีทีค่าดว่าเป็น
คูจ่บัประมาณ 4 โปรตนี โดยมขีนาดอยูใ่นชว่ง 30-80 kDa จากการวเิคราะหผ์ลดว้ยวธิ ีmass analysis เพื่อ
ยนืยนัชนิดของโปรตนีผลปรากฏว่าโปรตนีสว่นใหญ่ทีว่เิคราะหไ์ดค้อื trypsin 
 
Cry4Ba จบักบัโปรตีน PM อย่างไม่จ าเพาะ 
 การหาคู่จบัจ าเพาะโปรตนีของ PM และโปรตนี Cry4Ba วธิ ีtoxin overlaying assay ถูกน ามาใช้
ในการหาคู่จบัดงักล่าว ผลปรากฏว่าโปรตีน Cry4Ba สามารถจบักบัโปรตีนของ PM บน nitrocellulose 
membrane อย่างไม่จ าเพาะเจาะจง กล่าวคือ Cry4Ba สามารถจบัได้กบัโปรตีน PM ขนาด 25 kDa ไป
จนถงึ 130 kDa (ภาพที ่9 ซา้ย) เพื่อเป็นการยนืยนัความไม่จ าเพาะนี้ direct toxin binding assay กบั PM 
ของลูกน ้ายุงถูกน ามาใช้ในการศึกษา จากการยืนยนัจากภาพที่ได้จากการถ่ายใต้กล้อง fluorescence 
microscope พบ signal ของ Cry4Ba ไดท้ัว่ไปบนพืน้ผวิของ PM (ภาพที ่9 ขวา) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 10 การจบักนัระหว่างโปรตีน Cry4ba และโปรตีนบน PM  
ภาพซ้าย Western blot analysis ของโปรตนีบน PM ที่สามารถจบัได้กบัโปรตนี Cry4Ba ซึ่ง
ติดตามด้วยวิธีอิมมูนโนโดยใช้ mouse anti-Cry4Ba (1:1000) และ HRP-linked anti-mouse 
immunoglobulin (1:6000) ด ูsignal ดว้ย chemiluminescence 
ภาพขวา toxin overlaying assay ของ PM ของลูกน ้ายุงลาย PM ถูกแยกออกจากกระเพาะ
ลกูน ้ายงุและถกู overlay ดว้ย 1 µg Cry4Ba ซึง่ถูกตดิตาม specific antibody ต่อ Cry4Ba และ 
FITC-linked anti-mouse immunoglobulin และดผูลใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ fluorescence 



บทวิจารณ์ 
 PM ของแมลงประกอบด้วยโปรตีน proteoglycans และ chitin network ซึ่งใช้ปกป้องกระเพาะ
อาหารจากสภาวะแวดล้อมภายนอก เช่น อนุภาคของอาหาร เท่ากนักบัใช้เป็นส่วนทีค่ดักรองสารอาหาร 
ส่งผ่านน ้าย่อยเข้าในกระเพาะอาหารและสารละลายอื่น ๆ (Terra W.R., 2001) เมื่อให้โปรตีนสารพิษ 
Cry4Ba กบัลูกน ้ายุงลาย โปรตีนจะค่อย ๆ ปลดปล่อยความเป็นพษิแก่ลูกน ้ายุงลายอย่างรวดเรว็ภายใน
เวลา 3 ชัว่โมง และจะคอ่ย ๆ ชา้ลงเมือ่เวลา 6 ชัว่โมงไปแลว้หลงัจากการกนิ ในการวจิยักอ่นหน้านี้รายงาน
ว่า Cry1Ac และ Cry4Ba สามารถจบัไดก้บั PM ของตวัออ่นแมลง (Rees et al., 2009, Leetachewa et al., 
2014) การ form complex ของ Cry4Ba-PM อาจกระตุ้นให้เกิดการตอบสนองขัน้ถดัไปของหรอือาจเกิด 
signaling transduction ซึง่เคยถูกเสนอไวใ้นรายงานเรื่องกลไกการเขา้ท าลายของ Cry toxin (Zang et al., 
2005, Jurat-Fuentes & Adang, 2006) ซึ่งจะท าให้เกิดการยืดระยะเวลาความเป็นพิษออกไป ส าหรับ 
Cry4Ba ซึ่งไดแ้สดงใหเ้หน็ก่อนหน้านี้ว่าสามารถเปลีย่นความสามารถในการเป็นเยื่อเลอืกผ่านของ PM ที่
จะคอยส่งผ่านโปรตนีสารพษินี้เขา้ไปสู่เซลล์กระเพาะอาหารลูกน ้ายุงลาย (Leetachewa et al., 2014) ใน
แงมุ่มอื่น การยดืระยะเวลาความเป็นพษิของโปรตนีออกไปอาจถกูก าหนดโดยระดบัความสามารถของ PM 
เองในการทีจ่ะชะลอความเป็นพษิของ Cry4Ba ออกไป การท าลายโครงสรา้งของ PM และองค์ประกอบที่
อยู่บน PM ด้วยเอนไซม์ chitinase (Rao et at., 2004) และ bel protein ที่สร้างจาก Bt นัน้พบว่าช่วย
ส่งเสรมิความเป็นพษิใหแ้ก่ Cry1A ที่มตี่อหนอนศตัรูพชื ในการวจิยัครัง้นี้ เมื่อใช ้calcofluor เป็นตวัช่วย
เสรมิฤทธิข์อง Cry4Ba ใหเ้พิม่มากขึน้ถงึ 50 เท่า จากการที่ไปลดค่า LC90 ผลการทดลองนี้ไปด้วยกนักบั
การทดลองก่อนหน้านี้ที่ calcofluor มีผลในเชิงบวกกับ Cry1Ca ซึ่งเป็นพิษกับหนอนกระหล ่าใหญ่ 
Mamestra brassicae (Rees et al., 2009) และการ infect ของ baculovirus ในหนอนคืบ กระหล ่ า 
Trichoplusia ni (Wang & Granados, 2000, Martinez & Caballero, 2004, Zhu et al., 2007) การตาย
ของลูกน ้ายุงลายมมีากถึง 60% และ 90% เมื่อให้ Cry4Ba ร่วมกบั calcofluor ในระยเวลา 12 ชัว่โมง ที่
ความเข้มข้น LC90 ของ Cry4Ba ผลนี้ยงับอกถึงระดับการจบัของ calcofluor บน PM ซึ่งสามารถท าให้
ลูกน ้าตายได้ในเวลา 3 ชัว่โมง ในการสมัผสั calcofluor ชัว่คราวอย่างน้อย 15 นาทกี่อนทีจ่ะได้รบัโปรตนี 
Cry4Ba กเ็พยีงพอทีจ่ะเพิม่ความเป็นพษิให ้Cry4Ba อย่างไรกต็ามการสมัผสั calcofluor อยา่งต่อเนื่องอาจ
ท าใหค้วามเป็นพษิสงูกว่า ซึ่งเป็นไปไดว้่า calcofluor อาจจบักบั PM แบบกึง่ไม่ยอ้นกลบั ในรายงานก่อน
หน้านี้ PM ของหนอนผเีสื้อถูกท าลายและแตกออกเป็นชิ้นด้วยการ treat ด้วย calcofluor และกลบัคนืสู่
สภาพปกตเิมื่อยา้ยออกจากการสมัผสั (Wang & Granados, 2000, Rees et al., 2009) แมว้่าปรมิาณของ 
calcofluor และเวลาในการสมัผสัจะน้อยกว่าที่รายงานไว้ก่อนหน้านี้กบัหนอนผเีสื้อ จงึเป็นประเด็นทีต่้อง
ท าการศกึษาต่อไป ดงันัน้ในการศกึษาครัง้นี้ไดบ้อกถงึขบวนการทาง thermodynamic ของ calcofluor ทีม่ี
ต่อตวัอ่อนแมลงกลุ่ม dipteran ว่าแตกต่างจากพวกหนอนผเีสื้อ นอกจากการเพิม่ประสทิธภิาพของความ
เป็นพิษแล้วการใช้ calcofluor ร่วมกบั Cry1Ac หรอื Cry1Ca พบว่ายบัยัง้ความเป็นพิษต่อหนอนยาสูบ 
Manduca sexta (Rees et al., 2009) ในองค์ประกอบของ PM ซึ่งมี โปรตีนและ glycoproteins ฝังอยู่ที ่
chitin network (37 38) อย่างไรก็ตามสดัส่วนของโปรตนีและ chitin ต่างกนัไปตามชนิดของแมลง ดงันัน้
ความแตกต่างในเรื่องโครงสรา้งของ PM เท่า ๆ กนักบัด้านกลไกการเขา้ท าลายแมลงของ Cry toxin ทีท่ า
ใหร้ะดบัของ calcofluor ทีจ่ะชว่ยเพิม่ประสทิธภิาพของ Cry toxin นัน้แตกต่างกนั. 
 กรดอะมิโน E417 และ Y455 ใน Cry4Ba ส่วน domain II ถูกเสนอว่าเกี่ยวข้องกบัการจับของ 
BBMV ในกระเพาะอาหารของลูกน ้ายุงลาย ขณะที ่R158 ซึ่งอยู่ใน domain I รบัผดิชอบในการสอดแทรก
โมเลกุลของ Cry4Ba เข้าในผิวเซลล์ (Khaokhiew et al., 2009, Leetachewa et al., 2014) เทียบกับ 



Cry4Ba-wildtype ตวัโปรตนีกลายพนัธุ ์EY มขีอ้บกพร่องในการท าให ้PM สญูเสยีความสามารถในการเป็น
เยื่อเลือกผ่านท าให้เกือบจะเสียความสามารถในความเป็นพิษต่อลูกน ้ายุงลาย แต่เมื่อให้ EY ร่วมกับ 
calcofluor กลบัสามารถท าให้ความเป็นพษิกลบัคนืมาได้ ซึ่งเห็นได้จากการที่มกีารเรอืงแสงของอนุภาค 
dextran ทีลู่กน ้ายงุกนิเขา้ไปรัว่ออกนอนกระเพาะอาหาร ดงันัน้ผลการทดลองขณะนี้บอกถงึหน้าทีอ่ื่นทีเ่พิม่
ขึน้มาของ E417 และ Y455 ของ Cry4Ba ในการท าให ้PM สญูเสยีความสามารถในการเป็นเยือ่เลอืกผา่น 
 ได้ท าการศกึษาเพิม่เตมิถงึการเพิม่ความเป็นพษิของ calcofluor จากการทีส่ณัฐานวทิยาของ PM 
เปลี่ยนแปลงไป แค่การให้ calcofluor อย่างเดียวกับลูกน ้ ายุงก็สามารถท าให้ chitin network เริ่ม 
degenerate การทดสอบนี้ตรงกนักับการทดลองกบัหนอนผีเสื้อที่ว่า PM เสียสภาพหลังจาก incubate 
รว่มกบั calcofluor รปูแบบทีส่มบรูณ์ของ PM ดูไดจ้ากการทีม่ ีelectron-dense knots และ streak เชื่อมต่อ
กนักบัสว่นทีเ่ป็น electron-lucent สานกนัเป็นตาขา่ยคลา้ยรวงผึง้ (Peters, 1979) สว่นของ electron-dense 
(เสน้หนาในภาพของ SEM) มสี่วนประกอบของ proteoglycan ขณะทีส่่วน electron-lucent เชื่อว่าเป็นส่วน
ของ chitin microfibrils (Richards & Richards, 1971) ภาพจากกล้อง SEM แสดงให้เห็นว่า PM ที่สมัผสั 
calcofluor ถกูท าลายในบรเิวณทีเ่ป็นชัน้บาง (electron-lucent) การถกูท าลายทีร่นุแรงขึน้เกดิกบั treatment 
ทีม่ ีCry4Ba รว่มอยูด่ว้ย รายงานนี้นบัเป็นครัง้แรกทีบ่อกใหท้ราบว่า calcofluor สามารถท าลาย chitin fibril 
ของ PM ลูกน ้ายุงลาย เนื่องจากการจบักนัอย่างจ าเพาะของ calcofluor กบั cellulose และ chitin การจบันี้
อาจชว่ยส่งเสรมิให ้chitin fibril ถกูยอ่ยโดย chitinase ในกระเพาะอาหารหรอืท าใหโ้มเลกลุของ peritrophin 
ยา้ยต าแหน่ง หรอือาจเป็นจากองคป์ระกอบอืน่ ๆ ของ chitin-binding proteins กไ็ด ้อกีประการทีส่ าคญัการ
สมัผสั calcofluor ช่วยกระตุน้ใหลู้กน ้ายุงลายสรา้ง chitinase มากขึน้แมจ้ะไม่มากนักกต็าม ดว้ยเหตุนี้อาจ
น าไปสู่การเพิม่ความสามารถในการส่งผ่าน Cry4Ba ขณะที่ Cry4Ba ก็สามารถก่อใหเ้กดิการเสยีหายต่อ 
PM และเซลลก์ระเพาะอาหาร และชว่ยเหลอืใหล้กูน ้ายงุตายในทีส่ดุ 
 ขอ้ดีของ Cry toxin คอืมคีวามจ าเพาะเจาะจงต่อชนิดของแมลงที่แน่นอนอย่างเช่นที่ Cry4Ba มี
ความจ าเพาะต่อลกูน ้ายงุลายและยงุกน้ปล่อง และสามารถฆา่ยงุร าคาญไดบ้างสว่น ในงานวจิยักอ่นนี้พบว่า 
D454 ทีอ่ยู่บน ß10-ß11 loop ของ Cry4Ba domain II ดว้ยการสลบัประจุจากลบเป็นบวก โดยเปลีย่นเป็น 
K หรอื R พบว่าท าให ้Cry4Ba สามารถฆา่ลูกน ้ายุงร าคาญไดด้ขี ึน้ (Visitsattapongse et al., 2014) ในการ
ทดลองครัง้นี้การใหล้กูน ้ายุงร าคาญกนิ Cry4Ba รว่มกบั calcofluor ท าใหก้ารเขา้ท าลายของ Cry4Ba ดขีึน้
อย่างมนีัยส าคญักว่าการให้ Cry4Ba อย่างเดยีว อย่างไรกต็ามความเป็นพษิของ Cry4Ba ที่มตี่อลูกน ้ายุง
ร าคาญค่อนขา้งต ่าเมื่อเทยีบกบัลูกน ้ายุงลาย มกีารคน้พบว่าส่วน electron-dense ในดา้น lumen ของ PM 
ของลูกน ้ายุง Culex pipiens มีการท าลายอย่างไม่ต่อเนื่องด้วยการพบรูที่พื้นผิวขณะที่ในลูกน ้ายุงลาย
เกดิขึน้อยา่งต่อเนื่องคอืมรีอยแยกอยา่งชดัเจน แมว้่าสว่นของ electron-lucent ของ Culex pipiens จะมกีาร
จดัเรยีงตวัเป็นเหลีย่มมุมคลา้ยกบัยุงลายแต่กม็ขีนาดทีม่ากกว่าทีพ่บในยุงลายมากนัก ความแตกต่างทีพ่บ
ไดจ้ากการมองภาพจากกลอ้งจุลทรรศน์อเิลกตรอนอาจสง่ผลใหล้กูน ้ายงุลายออ่นแอต่อ Cry4Ba มากกว่ายุง
ร าคาญได ้อย่างไรกต็าม ไม่สามารถตรวจพบ binding protein บน PM ทีจ่ าเพาะต่อ Cry4Ba ซึง่สนับสนุน
ขอ้มูลเก่าว่าตวัจบัจ าเพาะของ Cry4Ba อยู่ทีผ่วิของเซลล์กระเพาะอาหาร ในการเพิม่ความเป็นพษิใหก้บั 
Cry4Ba ของ calcofluor นั ้น ไม่ส่งผลกระทบต่อสิ่งมีชีวิตเล็ก ๆ ที่อยู่ในน ้ า อย่างเช่น ไรน ้ า  (Moina 
macrocopa) ซึ่งจัดเป็น zooplankton ที่เป็น food chain ขัน้พื้นฐานในระบบนิเวศวิทยา (Sarma et al., 
2006, Engert et al., 2013, Suhett et al., 2015) นอกจากนี้ยงัมพีษิต ่าต่อ ปลา สตัว์เลือดอุ่น และมนุษย ์
ทัง้ยงัไมพ่บว่าเป็นสารกอ่มะเรง็หรอืสารกอ่การกลายพนัธุใ์นมนุษย ์(Miller et al., 2004) 
 



บทสรปุ 
 calcofluor สามารถท าหน้าทีใ่นการเป็นสารเพิม่ประสทิธภิาพในการเป็นพษิของ Cry4Ba ทีม่ตี่อ
ลูกน ้ายุงลายและยุงร าคาญ ผลการทดลองนี้ท าใหส้ามารถลดปรมิาณของการใช ้Cry4Ba ลงไดม้ากรวมทัง้
ระยะเวลาการสมัผสัทีล่ดลงอาจส่งผลใหปั้ญหาทีว่่า Cry toxin ไม่สามารถอยู่ในสภาพแวดล้อมได้นานนัก 
อีกทัง้สารนี้ไม่ปรากฏว่ามีอันตรายต่อไรน ้ าซึ่งไม่ใช่ส ัตว์เป้าหมายของโปรตีนสารพิษ Cry4Ba ดังนัน้
การศกึษาครัง้นี้อาจมสี่วนช่วยให้เกดิการพฒันาการประยุกต์ใช ้Cry4Ba ร่วมกนักบั calcofluor ในการใช้
เป็นสารชวีภาพในการก าจดัลกูน ้ายงุทีเ่ป็นพาหะน าโรคในอนาคต 
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Enhancement of insect susceptibility and
larvicidal efficacy of Cry4Ba toxin by
calcofluor
Somphob Leetachewa1, Narumol Khomkhum2, Somsri Sakdee1, Ping Wang3 and Saengduen Moonsom2*

Abstract

Background: Mosquitoes transmit many vector-borne infectious diseases including malaria, dengue, chikungunya,
yellow fever, filariasis, and Japanese encephalitis. The insecticidal δ-endotoxins Cry4, Cry11, and Cyt produced from
Bacillus thuringiensis have been used for bio-control of mosquito larvae. Cry δ-endotoxins are synthesised as inactive
protoxins in the form of crystalline inclusions in which they are processed to active toxins in larval midgut lumen.
Previously, we demonstrated that the activated Cry4Ba toxin has to alter the permeability of the peritrophic
membrane (PM), allowing toxin passage across PM to reach specific receptors on microvilli of larval midgut
epithelial cells, where the toxin undergoes conformational changes, followed by membrane insertion and pore
formation, resulting in larval death. A peritrophic membrane (PM)-binding calcofluor has been proposed to inhibit
chitin formation and enhance baculovirus infection of lepidopteran Trichoplusia ni.

Methods: In this study, Aedes aegypti larvae were fed with the calcofluor and Cry4Ba toxin to investigate the effect
of this agent on the toxicity of the Cry4Ba toxin.

Results: Calcofluor displayed an enhancing effect when co-fed with the Cry4Ba wild-type toxin. The agent could
restore the killing activity of the partially active Cry4Ba mutant E417A/Y455A toward Ae. aegypti larvae. PM destruction
was observed after larval challenge with calcofluor together with the toxin. Interestingly, calcofluor increased Cry4Ba
toxin susceptibility toward semi-susceptible Culex quinquefasciatus larvae. However, calcofluor alone or in combination
with the toxin showed no mortality effect on non-susceptible fresh-water fleas, Moina macrocopa.

Conclusions: Our results suggest that PM may contribute to the resistance of the mosquito larvae to Cry4Ba toxin. The
PM-permeability alternating calcofluor might be a promising candidate for enhancing insect susceptibility, which will
consequently improve Cry4Ba efficacy in field settings in the future.

Keywords: Bacillus thuringiensis, Calcofluor, Peritrophic membrane, Permeability, Insect susceptibility

Background
Cry toxins have been used worldwide as bio-insecticide
and genetically modified crops because of their
environment-friendly properties and killing specificity
toward a narrow spectrum of insect larvae. For example,
Cry1A and Cry2A are toxic to lepidopterans, Cry3 is
noxious to coleopterans, whereas Cry4 and Cry11 are
specifically lethal to Aedes, Anopheles and Culex larvae
in the family Culicidae [1]. These toxins are produced as

parasporal inclusions of 130-kDa protoxins in Bacillus
thuringiensis (Bt) bacteria. The protoxins are processed
by midgut proteases of insect larvae, resulting in active
toxins [2, 3]. The active toxins, comprising of three
structural domains, pass through the peritrophic mem-
brane (PM), bind to their receptor on the midgut epithe-
lial cell membranes of susceptible insect via domain II,
oligomerize, and insert domain I into the membrane to
create lytic pores, resulting in death of insect larvae by
osmotic cell lysis [4–6].
Due to increased planting of Bt transgenic crops

around the world [7], insect resistance to Cry toxins has
increased, leading to insufficient toxicity of the Cry
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toxins in the field [8, 9]. Attempts to improve the
efficacy of the Cry toxins have been made by toxin com-
bination, genetic modification, and protein engineering
[10, 11]. Mutagenesis in the receptor binding domains of
Cry1Ab and Cry3A has resulted in significant increase
in their toxicities toward lepidopteran and coleopteran
insect larvae [12, 13]. Attempts to enhance the toxicity
of Cry toxins by focusing on the insect host have been
investigated in several insect species. For instance, the
introduction of Cry1Ab together with a fragment of the
cadherin receptor, CR12-MPED peptide, was found to
improve Cry1Ab toxicity toward tobacco hornworm lar-
vae, Maduca sexta [14]. Likewise, a 28-kDa APN frag-
ment, AgAPN2tb, showed significant enhancement
effect on Cry11Ba toxicity to Anopheles gambiae [15].
The PM lining between the midgut epithelial mem-

brane and lumen serves as a protective barrier of the in-
sect larvae from invaders such as bacteria and viruses
[16, 17]. Chitin, the major PM component, is secreted by
midgut cells to form fibre networks linked by PM pro-
teins secreted from microapocrines [18–20]. Pathogens
able to overcome protection of the PM barrier or digest
the PM proteins were found to invade the insect hosts
successfully. For instance, Plasmodium gallinaceum
ookinetes produce chitinase enzymes to penetrate the
PM to infect midgut cell membrane of Ae. aegypti [21].
Combinational treatment of Cry1C toxin and Serratia
marcescens endochitinase was reported to enhance the
activity of the toxin toward Spodoptera littoralis larvae
[22]. Constitutive expression of chitinase in the Cry1AC
producing Bt cells showed an enhancing effect of the
Cry1Ac insecticidal activity toward Sp. exigua and
Helicoverpa armigera larvae [23]. The brightening agent,
calcofluor, has been utilized for solubilization of proteins
from PMs [24]. This chemical has also been shown to in-
hibit chitin formation and is proposed as an anti-fungal
agent [25, 26]. In vivo, calcofluor was found to enhance
baculovirus infection in T. ni [24]. However, there was no
synergistic effect of calcofluor on the biological activity of
Cry1Ac toward susceptible lepidopteran larvae [27].
We previously reported that PM permeability alter-

ation by Cry4Ba was required for toxin passage across
PM of Ae. aegypti larvae [28]. Here, we report the en-
hancing effect of PM solubilizing agent, calcofluor, on
Cry4Ba efficacy toward larvae of the susceptible Ae.
aegypti and the semi-susceptible Cx. quinquefasciatus.
Our results demonstrated that calcofluor not only in-
creased PM permeability to Cry4Ba toxin but also al-
tered the gross morphology of the PM. However, no
mortality effect was observed when calcofluor was tested
against non-susceptible insect, water fleas (Moina
macrocopa). Thus, PM-permeability alteration capability
appears to be a critical factor for Cry4Ba toxicity, and
calcofluor could be a potential agent to improve the

efficacy of Cry4Ba toxin for bio-control of mosquito lar-
vae, which in turn aids to the prevention of vector-borne
diseases in the future.

Methods
Cry4Ba larvicidal activity assays
Cry4Ba was expressed as previously described [29]. Toxin
inclusions were harvested from Escherichia coli expressing
Cry4Ba. The inclusions were washed, protein concentra-
tions were determined using Bradford’s assays and con-
firmed by 12%-gel sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE). The larvicidal activity
was determined by feeding fourth-instar larvae of Ae.
aegypti or Cx. quinquefasciatus with 0.125–200 μg/ml of
wild-type or mutant Cry4B-toxin inclusions alone or to-
gether with 0.1% calcofluor (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA). The assay was performed in a 6-well flat bot-
tom plate containing 25 larvae per well, with 100 larvae/
assay. The mortality was recorded after a 24 h incubation
period at 25 °C. Larvicidal activity of Cry4Ba was repre-
sented as either percent mortality or 50% (LC50) and 90%
(LC90) lethal concentrations. The LC50 and LC90 were esti-
mated by Probit analysis [30].
To determine the minimum exposure time of calcofluor

that caused 90% mortality, the fourth-instar larvae of Ae.
aegypti were pre-incubated with 0.1% calcofluor for 0.25
h, 0.5 h, 1 h, 1.5 h and 2 h. After pre-incubation, the solu-
tion was replaced by the toxin solution at LC90. Larval
death was recorded after 24 h of toxin incubation. Like-
wise, the minimal incubation time for LC90 toxin after lar-
val pre-treatment with calcofluor was also examined.
Larvae were incubated with 0.1% calcofluor for 2 h, and
then the solution was replaced with the toxin at LC90. Lar-
val mortality was recorded at 3 h, 4 h, 6 h and 12 h after
toxin incubation. All of the biological assays were per-
formed in triplicates.

Toxicity testing of calcofluor and Cry4Ba toxin with M.
macrocopa
Moina macrocopa were reared in the laboratory using the
modified batch method as described elsewhere [31]. In
brief, 30 neonate M. macrocopa, which are less than 24
hours-old, were put in an aquarium tank (20 × 15 × 15 cm)
containing 3 l of aged tap water. The water fleas were fed
with algae suspension (Chlorella vulgaris) of 2 × 107 cells
per 1 l of water every 48 h. The culture was carried out at
room temperature (25 ± 1 °C) with a 16 h photoperiod and
gentle aeration of the oxygenated pool water in climatic
chamber conditions.
To determine the toxicity of Cry4Ba, the water fleas

were tested with 0.1% calcofluor, LC90 of Cry4Ba, or in a
combination of 0.1% calcofluor and Cry4Ba at LC90 in
aged tap water containing algae suspension at the same
condition as the culture, and compared to untreated
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fleas. One hundred fleas were used for each condition in
a 100 ml beaker containing 50 ml of the treatment solu-
tion. The experiment was performed in triplicate and
percent mortality was recorded after 24 h.

PM permeability and immunohistochemistry assays of
toxin fed larvae
The fourth-instar larvae of Ae. aegypti were fed with
2000 kDa FITC-dextran particles alone or together with
wild-type or mutant Cry4Ba toxins at their LC90 for 1 h.
The PM-permeability alteration by the toxin was mea-
sured and indicated by the appearance of 2000 kDa
FITC-dextrans, the PM impermeable particles, outside
the gut lumen of mosquito larvae, and observed under
the fluorescent microscope [28, 32]. To observe the ef-
fect of calcofluor on PM permeability, the experiment
was performed in the presence of 0.1% calcofluor.
Results were analyzed using Student’s t-test and P-values
less than 0.05 were considered significant.
To determine the binding ability of the mutant toxin,

larvae were fed with wild-type or mutant Cry4Ba at LC90

for 1 h. Immunohistochemistry assay was performed
using HRP-labeled anti-Cry4Ba monoclonal antibody.
Colourimetric detection observed signal with 3,3′-diami-
nobenzidine (DAB) substrate, following manufacturer’s
instructions (Sigma Aldrich). The pictures were recorded
using a light microscope.

Hematoxylin and eosin staining of the Ae. aegypti larval gut
Larvae were pre-treated with 0.1% calcofluor for 2 h
followed by incubation with LC90 of the toxin for 1 h.
Head and eighth segment were removed from larvae.
The dissected larvae were fixed in phosphate-buffered
saline (PBS, pH 7.4) containing 4% paraformaldehyde
and 4% sucrose for 1 h, and then placed in 4% parafor-
maldehyde solution containing 10% sucrose overnight at
4 °C. Next, larvae were incubated in a series of ethanol
at room temperature for 20 min each; 30%, 50%, 70%,
95%, and twice in absolute ethanol. The section was
placed twice in xylene solution for 30 min/each and in-
cubated twice in xylene-paraffin (1:1 v/v) for 1 h/each,
before being changed to 100% paraffin (2 × 1 h). The
paraffinized section was horizontally sliced, embedded
onto a glass slide, and incubated at 37 °C overnight. The
tissue slide was rehydrated in PBS for 30 min, before
staining with hematoxylin and eosin. The tissue section
was washed with PBS 3 times (30 min each). The whole
gut and the peritrophic membrane were observed and
imaged using a light microscope (Olympus, Tokyo,
Japan) or fluorescent microscopes (Carl Zeiss, Jena,
Germany). Larvae fed with toxin alone and of the un-
treated larvae were used as positive and negative con-
trols, respectively.

Determination of larval PM structure using scanning
electron microscopy (SEM)
Aedes aegypti larvae were fed for 1 h with 0.1% calcofluor
alone, LC90 of Cry4Ba inclusions, and the combination of
toxin and calcofluor. Fifty of the dissected PMs were
washed in distilled water. The PMs were fixed in 2.5% glu-
taraldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4) containing
5% glucose (fixing solution) at 4 °C for 2 h. After three
washes (10 min each) in fixing solution, the PM samples
were dehydrated in a series of ethanol concentrations and
finally dried by a critical point drying using Hitachi
HCP-2 dryer (Hitachi Koki, Ibaraki, Japan). The dried
samples were mounted onto the aluminium stubs, coated
with gold particles using an ion coater (K 500, Emitech
Ltd., England), and observed at 10 kV on the electron mi-
croscopy (JSM-6610LV, JELO Ltd., Japan).

Results
Calcofluor reduced the lethal concentrations and
exposure time of wild-type Cry4Ba toxin
The effect of calcofluor on Cry4Ba toxicity was deter-
mined by feeding the fourth-instar larvae of Ae. aegypti
with Cry4Ba-toxin inclusions alone or in combination
with calcofluor for 24 h. Compared to those without cal-
cofluor, the co-feeding of wild-type toxin with calcofluor
reduced toxin concentrations needed for LC50 by 6 folds
(from 6.27 ± 0.66 μg/ml to 0.29 ± 0.03 μg/ml) and concen-
tration required for LC90 by 50 folds (from 57.71 ± 11.63
μg/ml to 1.78 ± 0.24 μg/ml), respectively. The effect of cal-
cofluor was further determined as the function of time by
feeding the larvae with calcofluor and Cry4Ba-toxin inclu-
sions at c.2 μg/ml or toxin alone at ca. 60 μg/ml according
to the LC90 of calcofluor-treated and untreated conditions
in Fig. 1a. Larvae fed with toxin alone for 3 h, 4 h, 6 h and
12 h demonstrated mortality as mean ± SD of 6.7 ± 2.5%,
48.2 ± 4.6%, 77.2 ± 8.5% and 79.2 ± 7.3%, and nearly 90%
after 24 h, respectively (Fig. 1b, dashed line). By co-feeding
with 0.1% calcofluor, larval mortality was 61.0 ± 8.4%
within 3 h, increased sharply to 82.0 ± 6.6% and 90.3
± 6.6% after 4 h and 6 h, respectively, and gradually
rose to 99.5 ± 0.5% within 12 h (Fig. 1b, solid line).
Larvae were pre-challenged with calcofluor at various
time points before the toxin feeding at LC90. Larvae
pre-challenged with calcofluor for 0.25 h, 0.5 h, 1 h,
1.5 h and 2 h, showed mortality of 41.6 ± 8.2%, 56.0
± 8.0%, 70.4 ± 2.0%, 84.0 ± 4.4% and 94.4 ± 4.1%
after 24 h of toxin feeding, respectively (Fig. 1c). Lar-
vae pre-challenged with calcofluor for 2 h and then
fed with LC90 of Cry4Ba for 3 h, 6 h and 12 h
showed mortality of 16.0 ± 3.0%, 54.0 ± 6.6% and
90.0 ± 6.6%, respectively (Fig. 1d). Enhancement of
Cry4Ba toxicity by calcofluor was investigated further
in untreated larvae in comparison to those temporar-
ily exposed with the calcofluor for 2 h before toxin
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feeding, and continuously treated with calcofluor and
toxin (Fig. 1e). After 3 h of toxin treatment, the continu-
ously calcofluor-treated and the 2 h calcofluor-exposed
larvae exhibited 46- and 12-fold higher mortality than the
calcofluor untreated group, respectively. At 6 h of toxin
incubation, mortality of the 2 h calcofluor exposed larvae
was 21-fold higher than the calcofluor untreated larvae.
However, this mortality was 14-fold lower than the
larvae that were continuously fed with the combin-
ation of calcofluor and toxin. At 12 h of toxin treat-
ment, mortality of 2 h calcofluor exposed larvae were
close to those continuously fed with calcofluor and
toxin, but 8- and 9-fold higher than non-treated lar-
vae, respectively.

Calcofluor restored the toxicity of the partially active
E417A/Y455A (EY)-mutant Cry4Ba toxin
In the absence of calcofluor, Ae. aegypti larvae exhibited
mortality of about 47%, 74%, 97% and 74% upon feeding
with wild-type Cry4Ba at concentrations 5, 25, and 50
μg/ml, and 108 of toxin-expressing E. coli cells, respect-
ively (Fig. 2a). EY mutant toxin showed very low toxicity
to the larvae compared to wild-type Cry4Ba (Fig. 2a).
The mutant toxin also exhibited approximately 50% in
perturbation ability of PM permeability compared to
wild-type Cry4Ba (Fig. 2b). However, it exhibited the
similar binding ability to the brush border membrane of
the larval midgut as the wild-type Cry4Ba (Fig. 2c).
When co-fed with calcofluor, PM perturbation ability of

Fig. 1 Enhancing effect of calcofluor on the toxicity of wild-type Cry4Ba toward Ae. aegypti larvae. Larvae were fed with various concentrations of
wild-type Cry4Ba toxin in the presence (+) or absence (-) of calcofluor for 24 h, LC50 and LC90 were estimated (a). The larvae were fed with toxin at
LC90 alone (dash line), and toxin with calcofluor (solid line) and percent mortality was recorded after 3 h, 4 h, 6 h, 12 h and 24 h incubation period (b).
Larvae were pre-incubated with 0.1% calcofluor for 0.25 h, 0.5 h, 1 h, 1.5 h and 2 h before 24 h feeding with toxin at LC90, and percent mortality was
then recorded (c). Larvae were pre-exposed with 0.1% calcofluor for 2 h, and then the solution was replaced with toxin inclusion at LC90. Percent
mortality was recorded after 3 h, 6 h and 12 h and presented as percent mortality + SEM (as T-bars) (d). Comparison of toxicity of Cry4Ba toxin toward
larvae, which were 2 h pre-exposed with 0.1% calcofluor and continuously fed with the calcofluor together with LC90 of the toxin for 3 h, 6 h, and 12
h, and represented as folds of toxicity compared to calcofluor untreated larvae (e). Abbreviations: SEM, standard error of the mean

Leetachewa et al. Parasites & Vectors  (2018) 11:515 Page 4 of 9



the EY mutant and wild-type Cry4Ba rose to 95% and
77%, respectively (Fig. 2b). Furthermore, the LC50 and
LC90 of the EY mutant toxin were significantly decreased
from > 200 μg/ml to 1.04 ± 0.08 μg/ml (t-test: t(4) = 9.127,
P = 0.0004) and 5.93 ± 0.81 μg/ml, respectively (Fig. 2d).

Calcofluor induced morphological changes of PM
The scanning electron microscopy (SEM) demonstrated
smooth surface of the PM with well-organised micro-fibril
observed as thick lines in untreated larva (Fig. 3a). Slight
cracks were observed in the PM of larvae treated with cal-
cofluor or with Cry4Ba alone. These cracks were visible
along a thick-line component of the PM in larvae
treated with toxin together with calcofluor (Fig. 3a).
The H&E stained gut tissues showed that gross morph-
ology of the midgut-brush border microvilli (BBMV) of
calcofluor-treated larvae remained intact as of

untreated larvae (Fig. 3b), whereas BBMVs of the larvae
treated with toxin alone, and toxin together with calco-
fluor presented mild (epithelial cells and BBBV were
swollen and basolateral cell junctions were separated)
to severe (epithelial cells and BBMV were disrupted en-
tirely) damage of the BBMVs and midgut cells, respect-
ively (Fig. 3b). However, gross morphology of the PMs
was not different among H&E stained tissue samples.

Calcofluor significantly improved susceptibility of Cx.
quinquefasciatus larvae to the Cry4Ba toxin
Along with Ae. aegypti larvae, the fourth-instar larvae of
Cx. quinquefasciatus and the non-susceptible water fleaM.
macrocopa were fed with Cry4Ba toxin at LC90, calcofluor
and LC90 of the Cry4Ba toxin together with calcofluor for
24 h. The percent mortality of Cx. quinquefasciatus larvae
were 2.5 ± 0.14% and 13.5 ± 0.62% when fed 0.1%

Fig. 2 Toxicity and biological activities of EY mutant toxin in the presence and absence of calcofluor. Larvae were fed with toxin inclusion bodies
of wild-type Cry4Ba and EY mutant toxin at 5, 25 and 50 μg/ml, E. coli cells expressing Cry4Ba, and E. coli cells harbouring expressing plasmid
pUC12. Percent mortality was represented as the mean + SEM (a). PM perturbation ability of Cry4Ba toxin was evaluated by feeding the larvae
with PM impermeable 2000 kDa dextran (conjugated with FITC) alone or in combination with wild-type Cry4Ba and EY mutant toxin at their LC90
concentrations. Percent PM permeability was represented as % of larvae with fluorescent signal outside the gut lumen after one h treatment (b).
The tissue sections of treated larvae were immuno-stained with mouse anti-Cry4Ba monoclonal antibody and HRP-linked anti-mouse
immunoglobulins (c). LC50 and LC90 of EY mutant toxin were determined after 24 h treatment in the presence or absence of calcofluor and
presented as μg/ml ± SEM (d). The lines point out the BBMV that are positively stained with wild-type Cry4Ba and EY mutant toxins. Control is
untreated larval gut tissue. Abbreviations: L, lumen; BBMV, brush border microvilli
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calcofluor and with toxin alone, respectively (Fig. 4). In
the toxin combination with calcofluor, there was a
sharp increase in mortality of Cx. quinquefasciatus lar-
vae to 69.1 ± 0.78%. However, there was no mortality
effect of calcofluor and the calcofluor-Cry4Ba toxin
combination to non-susceptible water fleas (Fig. 4).

Discussion
The insect PM is comprised of proteins, proteoglycans,
and a chitin network that serves as a protective barrier
for physical damage by food particles, as well as
compartmentalization and permeability of insect-gut di-
gestive enzymes and other solutes [20]. When fed to Ae.
aegypti larvae, Cry4Ba gradually expressed its toxicity in
a sigmoidal shape three hours after feeding and plat-
eaued after six. Previously, Cry1Ac and Cry4Ba were re-
ported to be associated with larval PM [27, 28]. This
Cry4Ba-PM association might trigger secondary host

response or signaling transduction as proposed by the
toxicity mechanism of lepidopteran-specific Cry toxins
[33, 34], leading to delayed toxicity. Cry4Ba toxin was
previously shown to alter PM permeability to cross over
PM and bind to the midgut membrane for its toxicity to-
ward Ae. aegypti larvae [28]. Alternatively, the delayed
toxicity might be due to the protective threshold of the
larval PM for Cry4Ba toxin. Destruction of PM structure
and components by chitinase [16] and bel protein pro-
duced from Bt [17] were found to promote toxicity of
Cry1A protein toward susceptible insect larvae. In this
study, when calcofluor was administered, the toxicity of
Cry4Ba was enhanced, as shown by a 50-fold decrease in
toxin dosage to achieve its LC90. This result is consistent
with the positive effect of calcofluor on Cry1Ca toward
Mamestra brassicae larvae [30] and baculovirus infec-
tions in T. ni [24, 35, 36]. Aedes aegypti larval mortality
was reached 60% and 90% three and 12 hours after cal-
cofluor co-treatment with LC90 of Cry4Ba, respectively.
The result also revealed the binding threshold of calco-
fluor on PM, which can be overcome in around three
hours to set out the toxin enhancing effect. Temporary
exposure of larvae with calcofluor, for at least 15 min
(0.25 h) before toxin incubation, was also able to en-
hance Cry4Ba toxicity. However, Cry4Ba toxin continu-
ously co-fed with calcofluor exhibited significantly
higher toxicity than the brief exposure, suggesting that
calcofluor might bind to larval PM in a semi-irreversible
manner. In previous reports, PMs of lepidopteran larvae
were disrupted and fragmented upon treatment with cal-
cofluor, and completely recovered after removal of the
chemical [24, 27]. Although the amount of calcofluor
and toxin exposure time applied for Ae. aegypti larvae in

Fig. 3 PM topographies of calcofluor and non-calcofluor treated Ae.
aegypti larvae. PMs isolated from untreated larvae, calcofluor-treated
larvae, Cry4Ba-treated larvae, and toxin and calcofluor co-fed larvae
were analyzed with SEM (a). Tissue sections of treated larvae were
stained with H&E and examined under a light microscope (b). Asterisks
mark cracks along thick lines of PMs. Arrows indicate microvilli of the
midgut epithelial cells and arrowheads present PM after staining with
H&E. Abbreviations: L, lumen; EC, epithelial cells of the midgut

Fig. 4 Cry4Ba activity toward Ae. aegypti, Cx. quinquefasciatus and M.
macrocopa in the presence and absence of calcofluor. The larvae were
fed with 0.1% calcofluor, Cry4Ba toxin at LC90 and the toxin in
combination with calcofluor. Percent mortality of mosquito larvae was
observed after 24 h and compared to untreated larvae. Results are
shown as percent mortality + SEM (T- bars) from triplicate experiments
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the current study were much lower than in previous re-
ports with lepidopteran larvae, the enhancing effect of
calcofluor on Cry4Ba toxicity remained observable.
Therefore, this study reveals the thermodynamic process
of calcofluor action in dipteran larvae (semi-irreversible),
which differs from lepidopteran larvae (reversible). Be-
side the enhancing effect, a combination of calcofluor
with Cry1Ac or Cry1Ca was found to inhibit their toxic-
ities toward M. sexta larvae [27]. It is important to note
that PM is composed of proteins and glycoproteins em-
bedded in the chitin network [37, 38]. However, the pro-
portion of protein and chitin components varies in
different insect species [20, 39, 40]. Therefore, the differ-
ence in PM structure and components, as well as the
toxic mechanism of the Cry toxins, possibly result in dif-
ferent degree of calcofluor effect on the toxicity of Cry
toxins toward insect larvae.
Amino acids at positions Glu417(E) and Tyr455 (Y) of

Cry4Ba domain II were proposed to be involved in toxin
binding to BBMV of Ae. aegypti larval midgut [41], while
residue Arg158 of domain I was shown to be responsible
for toxin insertion into PM and midgut membrane [28].
Compared to the wild-type Cry4Ba, the mutant EY was
defective in PM permeability alteration, resulting in near
loss of toxicity toward Ae. aegypti larvae. When adminis-
tered with calcofluor, the mutant EY was able to recover
its toxicity, and all of the treated larvae were permeable
to the supposedly non-permeable 2000 kDa dextran par-
ticles. Thus, current results revealed the additional func-
tion of amino acids Glu417 and Tyr455 of the Cry4Ba
toxin in permeability alteration of Ae. aegypti larval PM.
We investigated further whether the increased toxicity

was due to changes in PM's gross morphology by calco-
fluor. It was found that calcofluor alone caused the degen-
eration of PM network than the epithelial membrane of
the larval midgut. This is consistent with the finding in
lepidopteran larvae, where PM was not intact after calco-
fluor incubation [27]. Fully formed PM of Ae. aegypti lar-
vae were assembled by electron-dense knots and streaks
connected by one to two electron-lucent layers formed in
honeycomb-like holes [42]. The electron-dense layers
(thick lines in SEM) are at least composed of proteoglycans
[42], while the electron-lucent layers (thin lines in SEM)
are believed to contain chitin microfibrils [43]. Electron
micrographs of calcofluor-treated larvae demonstrated the
destruction of the PM at areas of thin lines. Severe damage
was observed in PMs of larvae treated with calcofluor in
combination with Cry4Ba toxin. It was first presented here
that calcofluor was able to destroy chitin fibrils of mos-
quito larval PM. Due to binding specificity of calcofluor to
cellulose and chitin components of insect PM [38], its
binding might promote accessibility of chitin fibril for di-
gestion by gut residing chitinases or deposition of the peri-
trophins and other chitin-binding proteins. These events

might lead to the increase in PM permeability to Cry4Ba
[28], while performing capability of Cry4Ba, and cause se-
vere damage to PM and midgut epithelium, contributing
to the death of calcofluor-toxin-treated larvae.
A hallmark of Cry toxins is their killing specificity toward

a narrow spectrum of insect hosts. Cry4Ba toxin is highly
toxic to Aedes and Anopheles [44] and partially harmful to
Culex mosquito larvae. Previous substitution of amino acid
Asp 454 on β10- β11 loops of Cry4Ba domain II with Lys
or Arg (D454K and D454R) was found to increase Cry4Ba
toxicity toward Cx. quinquefasciatus larvae [45]. In this
study, treatment of Cx. quinquefasciatus larvae with
wild-type Cry4Ba with calcofluor significantly improved
larval susceptibility to the toxin and expressed higher mor-
tality than those treated with toxin alone. However, the
toxicity of Cry4Ba toward Cx. quinquefasciatus larvae were
relatively low compared to that of Ae. aegypti larvae. Peters
[46] found that electron-dense layers at the lumen side of
Cx. pipiens larval PM is discontinuously interrupted with
fine pores, whereas those of Ae. aegypti are continuous
with a granular appearance at the midgut membrane side.
Although the chitin fibrils in electron-lucent layers of Cx.
pipiens larval PM is arranged in an orthogonal texture
similar to Ae. aegypti, those portions are much larger than
the PM of Ae. aegypti [46]. These differences in PM
ultra-structures may attribute to the degrees of larval sus-
ceptibility to Cry4Ba toxin between these two closely re-
lated mosquito species. Despite the enhancing effect of
calcofluor on Cry4Ba, it showed no mortality toward water
fleas (M. macrocopa). This result demonstrated that calco-
fluor is safe for a zooplankton M. macrocopa, which is
known as an environmental parameter as the primary level
of the food chain in the ecosystem [47–49]. Also, calco-
fluor has relatively low toxicity to fish, mammals and
humans and has not been found to be carcinogenic or mu-
tagenic to humans [50].

Conclusions
Calcofluor can function as an enhancing agent for Cry4Ba
toxicity by increasing the susceptibility of Ae. aegypti and
Cx. quinquefasciatus larvae, resulting in a reduction of
both toxin concentration and exposure time. This chem-
ical exhibited no toxicity toward non-susceptible water
fleas. Thus, this study suggested the possible field applica-
tion of Cry4Ba-toxicity enhancing calcofluor to improve
the efficacy of bio-control of mosquito vectors soon.
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