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内 容 简 介

　 　本书介绍近年来害虫抗药性主要靶标蛋白和杀虫药剂解毒代谢蛋白变异的

抗药性机制研究进展以及抗药性治理策略 。抗药性机制部分主要包括钠离子通

道 、乙酰胆碱受体 、γ‐氨基丁酸受体以及乙酰胆碱酯酶等常见杀虫药剂的分子靶

标 、靶标变异导致的抗药性 、细胞色素 P４５０ 、谷胱甘肽 S‐转移酶和羧酸酯酶三大
解毒代谢酶系及其与抗药性的关系 。抗药性治理策略包括害虫对杀虫药剂抗性

遗传和治理策略 。全书共分 １０章 ，第 １章介绍杀虫药剂抗性的百年史 ；第 ２ ～ ５

章分别介绍昆虫电压门控钠离子通道 、昆虫乙酰胆碱受体 、昆虫 γ‐氨基丁酸受

体和乙酰胆碱酯酶与害虫抗药性 ；第 ６ ～ ８章分别介绍细胞色素 P４５０ 、谷胱甘肽
S‐转移酶 、羧酸酯酶及其介导的昆虫抗药性 ；第 ９ ～ １０章综述了害虫对杀虫药剂

抗性遗传和害虫抗药性治理策略 。

本书适合从事杀虫药剂和昆虫毒理学研究人员以及大专院校师生参考 。
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前 　 　 言

杀虫药剂一直是农林害虫／螨和公共卫生领域病媒害虫／螨控制的主要手段 。随着杀

虫药剂的大量使用 ，害虫／螨的抗药性在数量和程度上逐渐增加 ，目前已经成为决定杀虫

药剂退出市场的一个重要因子 。截至目前 ，害虫抗药性产生已经有 １００年的历史 ，人们很

难说新药剂发现的速度能赶上害虫产生抗药性的速度 。从田间种群生态水平到实验室分

子水平 ，世界上许多科学家致力于害虫抗药性的研究 ，生物学家试图寻找出害虫抗药性有

效的治理措施 ，而化学家也总想发现一种对害虫抗药性“免疫”的化合物 。但是 ，杀虫药剂

投入市场 ，害虫总是能够找到一种策略来对付新化合物的“毒杀”作用 。从第一个合成的

DDT 到目前的新烟碱类药剂以及所谓的生物农药 ，无一幸免于抗药性的挑战 。近年来随

着现代仪器分析技术 、生物技术的发展 ，在新分子靶标及其专一性作用化合物发现 、基于

抗药性分子遗传和种群遗传的治理策略等方面都取得了应有的进展 ，特别是在抗药性机

制及其基因的发现方面 ，近几年来的论文数量显著增加 ，一些基于害虫抗药性机制及其发

生规律的抗药性治理策略得到了普遍认可 。关于该领域的研究文献数量浩如烟海 ，不从

事该领域的研究人员或学生如坠云雾 ，基于这种情况 ，作者一直想从入门到进展写一本篇

幅不长的小册子以供参考 ，直到动笔时才发现这对我是一个挑战 。因此 ，只能割舍了一些

内容 ，结合作者基础进行了章节调整 ，邀请我们实验室的老师以及在我们实验室做过研究

的人员撰写了本书 。

本书的目的不是为了追求全面 ，也不是为了追求多么高深 ，宗旨是呈献给读者我们的

研究涉及的一些领域 。在文章撰写中基本上尊重编写者的风格和观点 ，主编没有做进一

步的删改 。

本书分 ９章 。第 １章杀虫药剂抗性的百年史 ，用很短的篇幅介绍了害虫抗药性发展

的历史以及除了防治失败以外的其他一些问题 。第 ２ ～ ５章主要介绍钠离子通道 、乙酰胆

碱受体 、昆虫 γ‐氨基酸受体以及乙酰胆碱酯酶等常见杀虫药剂的分子靶标及其靶标变异

导致的抗药性 。第 ６ ～ ８章主要介绍细胞色素 P４５０ 、谷胱甘肽 S‐转移酶和羧酸酯酶三大
解毒代谢酶系及其与抗药性的关系 。第 ９章介绍害虫对杀虫药剂抗性遗传 。第 １０ 章是

害虫抗药性治理策略 。有些内容在科学的未来发展中可能比较重要 ，但是限于目前取得

的研究成就以及作者从事研究的熟悉程度就没有包括进来 。例如 ，昆虫生长调节剂的抗

药性机制问题 、鱼尼汀受体问题以及药剂对昆虫表皮穿透性降低导致抗性问题等 ，这些内
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容只能容后再叙了 。

书中部分内容的研究结果得到了国家重点基础研究发展计划 （“９７３”计划）项目

（２００９CB１１９２００） 、国家自然科学基金项目（３０８７１６６１ ，３０５７１２３２）和公益性行业（农业）科

研专项（２０１２０３０３８ ，２００９０３０３３）的资助 ，在此表示感谢 ！

在本书完稿之际 ，作者要感谢本书引用的参考文献的作者 ，如有遗漏请谅解 。感谢郭

亭亭女士和博士生张雷同学在本书资料整理过程中付出的劳动 。最后作者要特别感谢华

夏英才出版基金对该书出版的资助 。

高希武

２０１２年春节
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1 　 杀虫药剂抗性的百年史

高希武
中国农业大学昆虫学系

　 　害虫抗药性是随着杀虫药剂使用出现的自然现象 ，也就是所谓的“微进化” 。自从

１９０８年发现抗药性的现象以来 ，到现在已经有 １００ 余年历史 ，几乎涉及所有投入市场的

药剂 。害虫抗药性产生给农业生产以及公共卫生病媒昆虫防治带来了重大损失 。据国际

杀虫药剂抗性行动委员会 （Insecticide Resistance Action Committee ，IRAC ）统计 ，２００１

年由于抗药性问题美国杀虫药剂的投入增加 ４０００万美元 ；１９９１年美国仅马铃薯甲虫造

成的损失就达 １６００万美元 ；在美国由于棉铃虫对菊酯类药剂的抗性 ，如果替代 ５０％ 后 ，

防治费用需要增加 １倍 ，产量仍然降低 １１％ （Riley ，１９９０） 。在我国杀虫药剂抗性造成的
损失也是巨大的 ，如 ２０世纪六七十年代的棉蚜 ，２０世纪 ９０年代的棉铃虫 ，２１世纪的水稻

褐飞虱 、烟粉虱等 。

杀虫药剂的使用一直是害虫防治的主要手段 ，其环境和抗药性风险是导致杀虫药剂

品种退出市场的主要因子 。 １９０８ 年石灰硫磺合剂防治一种介壳虫失败后 ，１９１４ 年

A畅 L畅Melander首次以“Can insects become resistant to sp rays ？” 为标题在美国昆虫学会
主办的 Journal o f Economic Entomology 杂志上做了报道 。 １９１４ ～ １９４６年 ，对无机农药

抗性的报道又增加了 １１例 。以DDT 为代表的有机杀虫药剂由于其极高的活性给人们带
来了错误的信息 ，认为抗性只是过去的事情 。但是 ，家蝇对 DDT 产生抗性的事实使当初
认为昆虫对有机杀虫药剂不产生抗性的幻想很快破灭 。随着环戊二烯类 、氨基甲酸酯类 、

甲醚类 、有机磷类 、拟除虫菊酯类 ，甚至生物农药［如苏云金芽孢杆菌（Bacillus thuring‐
iensis）］等的商品化 ，在引入市场后 ２ ～ ２０年后抗性问题都逐渐显现出来 。 ２００８年统计有

５５３种害虫（包括螨类）对 ３３１种杀虫药剂产生了抗性 ，抗药性报道的事例达到 ７７４７ 起 ，

主要分布在鞘翅目 、双翅目 、同翅目 、鳞翅目等（表 １畅１ ，图 １畅１）（Whalon et al畅 ，２００８） 。到

目前为止 ，至少有 ６００种以上的昆虫产生了抗药性 ，还没有对抗药性“免疫”的药剂 。目前

比较有效地统计抗性事例的数据库见美国密歇根州立大学的 Arthropod Pesticide Re‐
sistance Database （APRD） （http ：／／www畅 pesticideresistance畅 com） ，这是一个免费的网

站 ，可以按药剂种类 、害虫（包括螨类）种类 、国家或地区等检索害虫抗药性发生的情况 。

害虫对杀虫药剂产生抗性的倍数一般在几十倍到几千倍不等 ，甚至上万倍 。抗药性

的产生使药剂对靶标生物的最低有效剂量随之增加 ，农民不可避免地要通过增加施药的

剂量（浓度）达到原来的防治效果 ，这就导致了环境污染的加重 。最终的结果是制定的施

药安全间隔期等没有实际意义 ，即使符合安全间隔期要求 ，由于施药剂量的加大 ，农产品

残留仍然超标 。图 １畅２显示出对靶标害虫的最低有效剂量 、最大允许残留量和安全间隔

期的关系 。一般是依据农药的最低有效剂量制定其登记剂量 ，一般登记剂量要高于最低

有效剂量 。依据药剂对高等动物的毒理学参数（如由毒性试验制定的每日允许摄入量）



表 1畅1 　重要抗药性节肢动物事例和种数（Whalon et al畅 ，２００８）

节肢动物
抗药性事例数 抗药性种数

总数 农业 医学 寄生 其他 传粉 总数 农业 医学 寄生 其他 传粉

螨类 １０２５ 痧７０８ �２４８  ６９ $０ /０ N７６ 亖４１ 牋２３ 靠１２ 揶０ 殚０  
蜘蛛类 １ 吵０ 乙１ 耨０  ０ /０ N１ m０ 寣１ ǐ０ 适０ 殚０  
鞘翅目 ８８４ 苘８６０ �１３  ８  ３ /０ N７４ 亖６８ 牋１ ǐ３ 适２ 殚０  
桡足类 １ 吵０ 乙１ 耨０  ０ /０ N１ m０ 寣１ ǐ０ 适０ 殚０  
革翅目 ２２２ 苘０ 乙２２０  ０  ２ /０ N４ m０ 寣３ ǐ０ 适１ 殚０  
双翅目 ２２６５ 痧２９１ �１９３７ .４  ３３ C０ N１８７ 枛２６ 牋１４９ 栽２ 适１０ �０  
蜉蝣目 ２ 吵０ 乙０ 耨０  ２ /０ N２ m０ 寣０ ǐ０ 适２ 殚０  
半翅目 １６２ 苘８５ 骀７７  ０  ０ /０ N２２ 亖１７ 牋５ ǐ０ 适０ 殚０  
同翅目 ９９２ 苘９８９ �３ 耨０  ０ /０ N５８ 亖５７ 牋１ ǐ１１ 揶０ 殚１  
膜翅目 ３７ 乔６ 乙２ 耨２６ $０ /３ N１６ 亖３ 寣１ ǐ１１ 揶０ 殚１  
鳞翅目 １７９９ 痧１７９９  ０ 耨０  ０ /０ N８５ 亖８５ 牋０ ǐ０ 适０ 殚０  
脉翅目 ２１ 乔０ 乙００  ２１ $０ /０ N１ m０ 寣０ ǐ１ 适０ 殚０  
食毛目 １１４ 苘４ 乙１１０  ０  ０ /０ N９ m１ 寣８ ǐ０ 适０ 殚０  
蚤目 ８９ 乔０ 乙８９  ０  ０ /０ N９ m０ 寣９ ǐ０ 适０ 殚０  
缨翅目 １３３ 苘１３３ �０ 耨０  ０ /０ N８ m８ 寣０ ǐ０ 适０ 殚０  
总和 ７７４７ 痧４８７５  ２７０１ .１２８ 9４０ C３ N５５３ 枛３０６ 档２０２ 栽２９ 揶１５ �１  

所占比例／％ １００ 苘６２ 浇．９ ３４ 苘．９ １ 珑．７ ＜ １ X＜ １ w１００ 枛５５ w．３ ３６ 枛．５ ５ 　．２ ２ 览．７ ＜ １

图 １畅１ 　杀虫药剂抗药性百年进化（Whalon et al畅 ，２００８）

·２· 害虫抗药性分子机制与治理策略



图 １畅２ 　害虫抗药性对农药使用安全间隔期的影响（见文后彩图）

以及人们的膳食结构制定药剂在每种作物上的最大允许残留量 。然后依据登记剂量通过

药剂品种在田间作物上的降解动态和最大允许残留量来制定安全间隔期 。靶标生物产生

抗药性后 ，农民会不自觉地增加施药剂量（或与其他药剂混合使用） ，这样施药后即使达到

了当时制定的安全间隔期 ，药剂在作物上的残留也有可能超过最大允许残留量 ，尽管制定

最大允许残留量时可能用的是登记剂量的倍剂量或更高 。

昆虫为应对杀虫药剂产生抗药性的策略主要有 ４种 ：①在体内合成能够分解杀虫药

剂分子的酶 ；②用新的蛋白质替代杀虫药剂的靶标蛋白或靶标蛋白缺失 ；③增加表皮的厚

度或改变表皮的结构 ，阻止药剂进入 ；④害虫发展了识别药剂的能力 ，通过行为逃避减少

与药剂的接触 。过去几十年来 ，杀虫药剂的分子靶标 ９０％ 以上集中在昆虫的神经系统 。

由于市场上用于害虫防治的杀虫药剂分子靶标单一 ，害虫发展抗药性后很容易对其他品

种的杀虫药剂产生交互抗性（表 １畅２） 。自从发现了 DDT 的杀虫活性以来 ，人们创制了一

系列作用于昆虫神经细胞轴突膜受体 、影响细胞膜内外离子浓度梯度的药剂 ，应用最广泛

的一类就是拟除虫菊酯类 。应该说抑制神经细胞突触间隙乙酰胆碱酯酶的药剂是研发种

类最多的 ，主要包括磷酸酯和氨基甲酸酯两大类 。作用于神经细胞突触间隙的乙酰胆碱

受体的药剂近 １０年来有了迅速的发展 ，新烟碱类药剂的发现彻底改变了过去沙蚕毒素类

药剂活性低的局面 。 阿维菌素的发现大大促进了 GABA‐Cl 离子通道复合体靶标的
研究 。

·３·１ 　杀虫药剂抗性的百年史



表 1畅2 　杀虫药剂的交互抗性（Casida and Quistad ，１９９８）
抗药性机制 交互抗性

靶标敏感度降低

电压门依赖性钠离子通道（击倒抗性 ，kdr 因子） DDT 、菊酯类药剂

GABA 门控氯离子通道 环戊二烯类药剂 、林丹等

乙酰胆碱酯酶（AChE） 有机磷 、氨基甲酸酯类药剂

解毒作用加强

细胞色素 P４５０ 浇广谱

脂族酯酶及其他水解酶 广谱

谷胱甘肽转移酶（GST ） 广谱

　 　比较生理生化和分子生物学推进了选择性杀虫药剂新靶标的发现 。昆虫生长发育 、

行为活动 、飞行活动的调控机制将为发展生物合理性药剂提供重要的信息 。生物化学和

分子生物学知识和技术对于新化合物或植物保护因子的发现显得越来越重要（如毒素的

发现与利用 、转植物保护因子作物等） 。相关生物基因组测序的完成为新药剂的创制提供

了重要的分子靶标信息 ，通过搜索基因组 —药物基因发现 —转移基因 —修饰基因（基因改

造）等途径创制新的生物／生物源农药 。通过分析昆虫基因组寻找新的蛋白质靶标 ，再通

过蛋白质与新化合物互作研究发展新的杀虫药剂 。

新技术的出现使害虫抗药性的研究得到了快速的发展 。基因组测序以及生物信息学

的发展大大促进了害虫抗药性的研究 。一些昆虫基因组的测序 ，使大规模寻找害虫抗药

性基因有了希望 ，可利用 RNAi等分子生物学技术验证其功能及其调控机理 。

许多科学家一直致力于害虫抗药性的研究 ，试图阻止或延缓害虫抗药性的产生 ；通过

种群 、个体 、蛋白质以及分子水平研究 ，在抗药性出现前提出预警 ，提出有效的治理策略 ，

为新杀虫药剂的创制提供分子学基础 。

害虫抗药性引起的防治失败频繁发生 ，使杀虫药剂抗药性治理引起了世界广泛关注 ，

特别是一些跨国农药企业更是以此为工作重点 。最初以跨国农药企业为主成立杀虫药剂

抗药性行动委员会（http ：／／www畅 irac‐online畅org／） ，目的是为预防和治理杀虫药剂抗性

提出合理的建议 。
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2 　 昆虫电压门控钠离子通道与抗药性

张 　兰
中国农业科学院植物保护研究所

２畅１ 　引 　 　言

电压依赖性钠通道（voltage‐dependent sodium channel）是存在于脊椎动物和无脊椎
动物可兴奋细胞膜上的一种糖基化大分子蛋白质 ，主要调控细胞膜钠离子的瞬时通透性 ，

参与形成细胞膜动作电位的上升相 ，在细胞兴奋性的传导上具有重要作用 ，是多种脂溶性

神经毒素 ，如蟾毒素 、藜芦定 、乌头碱 、木藜芦素 、拟除虫菊酯类杀虫剂 、短裸甲藻毒素以及

雪卡毒素等的作用靶标 。这些毒素促进钠离子通道打开 ，引起静止膜电位的去极化 ，从而

严重影响神经 、肌肉以及心脏组织的应激性 。这类脂溶性神经毒素中毒导致动物体应激

组织的过度兴奋 ，伴随着抽搐 、麻痹以致死亡 。脂溶性神经毒素影响钠离子门的机制尚未

研究清楚 。近年来利用定点诱变技术对钠离子通道蛋白的受体位点定位为这一问题的解

释提供了线索 。值得一提的是 ，蟾毒素和藜芦定的电位门钠离子通道 α亚基受体位点似

乎毗连或重叠于局部麻醉剂 、抗抑郁药和抗痉挛药等治疗性药物的受体位点 。

拟除虫菊酯（pyrethroids）是一类重要的合成杀虫剂 ，具有高效 、广谱 、低毒和能生物

降解等特性 ，被广泛应用于农业和卫生害虫的防治 。迄今已商品化的拟除虫菊酯有 ５０多

种 ，占全世界杀虫剂市场份额的 ２５％ 左右 （毛协良 ，２００１ ；Shafer et al畅 ，２００５） 。神经生理

学研究表明 ，钠通道是拟除虫菊酯的主要毒理基础 ，拟除虫菊酯主要是干扰电位依赖的钠

离子通道闸门开闭的动力学 ，使得钠离子通道延迟关闭 ，引起重复后放（repetitive af ter
discharge）和突触传递的阻断（Salgado et al畅 ，１９８３c ；Soderlund and Bloomquist ，１９８９） 。
由钠通道靶标部位敏感度降低而引起的对 DDT 和拟除虫菊酯抗性称为击倒抗性或击倒
型抗性（kdr‐type resisatnce） ，这类抗性首先在一个 DDT 抗性家蝇品系中被发现（Bus‐
vine ，１９５１） ，后来 Sawicki（１９７８）报道了一个家蝇品系对 Ⅱ 型拟除虫菊酯 ———溴氰菊酯的

抗性高达 ５００倍 ，称之为超击倒抗性（super‐kdr） 。 kdr 和 super‐kdr神经不敏感的分子
基础还不十分清楚 ，但普遍认为 ，由于被修饰的钠通道减少了拟除虫菊酯与之结合的敏感

性 ，因而导致抗性的发生（Bloomquist and Miller ，１９８６） 。

２畅２ 　钠离子通道的结构和功能

脊椎动物与非脊椎动物的神经细胞膜上有大的糖基化蛋白形成的跨膜小孔 ，称为离

子通道（图 ２畅１B） 。它们是具有高度选择性的亲水性通道 ，可让适当大小 、适当电荷的离

子通过 。与拟除虫菊酯击倒抗性有关的钠离子通道是一类因膜电位的变化而打开或关闭



的电压门控性离子通道（曹晓梅和孙晨熹 ，２００１） 。根据功能钠离子通道由三部分组成 ：

①选择性滤器（selectivity filter ） ，位于细胞外膜 ，允许适当大小和适当电荷的离子通过 ，

钠离子有高度的选择性 ，最易通过 ；②电压传感器（voltage sensor） ，位于内膜 、外膜之间 ，

对膜电位变化敏感 ，可控制闸门的开关 ；③闸门 ，位于内膜 ，为通道的内侧口 ，当膜上带电

粒子做电荷运动时引起一个电压依赖性变化 ，因此在钠离子通透之前的瞬间 ，产生微弱的

门控电流或门电流（gating current） ，其大小为钠电流的 ０畅３％ （唐振华等 ，２００４） 。

图 ２畅１ 　钠通道的横切面 （唐振华等 ，２００４）

A畅 大鼠脑 Na ＋ 通道的拓扑模型 ，图示 ３ 个亚基推导的跨膜方向 ，河豚毒素（T TX） 和蝎毒素 （ScTX） 的结合部
位 ，寡糖链（图中以波纹线表示） 和依赖 cAMP 的磷酸化部位（P） ；B畅 细胞外侧表观图 ，图示 α亚基的 ４ 个跨膜

结构域中的一个跨膜离子孔的形成

已报道至少有 ５ 种不同的｜α亚单位基因编码不同的钠离子通道 ，一种最初由电鳗电

传导组织分离 ，３ 种来源于鼠脑（ Ⅰ 、Ⅱ和 Ⅲ型） ，一种来源于小鼠肌肉组织 ，所有这些通道

都包括 １ 个 ２４０ ～ ２６０kDa（１８００ ～ ２０００个氨基酸）的大型糖基化｜α亚基跨膜多肽 。鼠脑

的钠离子通道不仅有 １个｜α亚基（２６０kDa） ，还有 ２个小的亚基｜β１ （３６kDa）和｜β２ （３３kDa）
（Catterall ，１９８８） 。纯化出具有功能的电鳗钠离子通道仅具 １ 个 ｜α亚基 ，这就意味着 ｜α

亚基至少包含通道的大部分功能区域（Catterall ，１９９２） 。根据果蝇 p ara电压门控钠离子
通道｜α亚单位一级结构的克隆和测序结果 ，得到基于表达序列的钠离子通道的结构模型

（图 ２畅２）（Nicholson ，２００７） 。

如图 ２畅２所示 ，钠离子通道的主要亚基 ——— α亚基有 ４ 个同源重复的结构域（ Ⅰ 、Ⅱ 、

Ⅲ 、Ⅳ区） ，每一结构域均有 ６ 个相似的跨膜螺旋片段（S１ ～ S６）以及一个 S５与 S６之间保
守序列元件 。这 ４个结构域以顺时针方向折叠 ，使的结构域 Ⅰ和 Ⅳ最近 ，形成选择性过滤

器 ，S５与 S６之间保守序列元件形成外孔庭（pore） 。在每个同源结构域中最保守的跨膜
螺旋片段是 S４ ，这个区域由 １ 个带正电荷的氨基酸跟随 ２ 个非极性氨基酸残基在每一螺

旋中重复 ４ ～ ８次 ，形成通道的电压敏感元件 ，称为电压传感器（voltage sensor） 。在同源
结构域 Ⅲ和 Ⅳ之间有一个短的保守序列片段（Ile‐Phe‐Met ，IFM ） ，它是通道的失活门（in‐
activation gate） 。 ｜β１ 亚基以非共价键附着于 α亚基 ，而 ｜β２亚基是以二硫键共价的方式

附着于 α亚基 。 β亚基是完整的膜糖蛋白 ，这些糖蛋白与磷脂双层互相作用 。糖基化对

神经元中的功能性通道的生物合成和组成是必需的 ，如果糖基化被抑制 ，则新合成的 α亚

基迅速被降解 ，就不能插入膜 。至今在昆虫中未发现辅助亚基｜β１ 和｜β２ ，但最近在家蝇中

发现了一个辅助亚基 ，该亚基使果蝇 tip E基因的直向同源基因 ，在功能上类同于脊椎动

物中的 β亚基 ，而在结构上却是不相关的 ，该亚基称为 Vssc β亚基（Lee et al畅 ，２０００） 。

·６· 害虫抗药性分子机制与治理策略



图 ２畅２ 　钠离子通道结构示意图（Nicholson ，２００７）

图 ２畅３描述了钠通道从关闭到开放的门控反应过程 。每个结构域都可由于电子的移

动而引起电压变化 ，使 S４ 片段（电压传感器）移动 ，从而使其构象发生改变（Yang et al畅 ，

１９９６ ；Chanda and Bezanilla ，２００２ ；Cestèle et al畅 ，２００６） 。在 ４ 个结构域的构象都发生改

变后 ，跨膜口才开启 ，最终导致通道开放 。无论是关闭状态还是开放状态均可因连接结构

域 Ⅲ和 Ⅳ的细胞内环向内折叠而使通道失活 。在开放状态 ，内环向内折叠产生快速失活 ，

在关闭状态时产生慢失活 。在突变或其他抑制失活的钠通道恢复实验中证实 ，这个细胞

内环是一个包含关键疏水序列 IFM 的连接片段 。据推测 IFM 疏水片段在通道失活的时
候向内折叠进入开闭孔内部（Eaholtz et al畅 ，１９９４） 。

图 ２畅３ 　 Na ＋ 通道门控的程序（唐振华等 ，２００４）

图 ２畅３描述了 Na ＋ 通道从关闭到开放的反应途径 。每个方框表示 α螺旋的一个同源

结构域 。每个结构域都经历由电压促使 S４ 片段移动 ，从而引发构象改变 ，最终导致通道

开放的过程 。最后的关闭状态和开放状态均可因连接结构域 Ⅲ和 Ⅳ的细胞内环向内折叠

入跨膜孔的细胞内口而使通道失活 。在开放状态向内折叠引起快速失活 ，在关闭状态向

·７·２ 　昆虫电压门控钠离子通道与抗药性



内折叠引起慢失活 。

Payandeh等（２０１１）报道了一种来自弓形杆菌（A crobacter butz leri ）外孔庭关闭形态
的电压门控钠离子通道的晶体结构 （Nav Ab） 。他们的研究表明电压传感器中的精氨酸
门控反应控制着多亲水性相互作用 ，包括氢原子与蛋白质骨架连接 。电压传感器和跨膜

螺旋片段 S４ ～ S５的连接区通过围绕外孔庭底部的枢纽旋转 ，使得外孔庭膨胀 。选择性

过滤器是一种短的 、约 ４畅６ 樻 宽 、充满水的四方酸链结构 ，围绕在离子通路的最狭窄部分 。

这种独特结构形成一种高空间强度阴离子配位位点 ，凭借与谷氨酸侧链的直接作用使

Na ＋ 部分失水 ，保证 Na ＋ 的选择性 。外孔庭侧面的空洞可被脂肪酸穿透直到中央腔 ，这

些通道允许小的 、疏水性孔阻遏药物的通过 。

Nav Ab 是 NaChBac家族中的一员 ，具有电压门控钠离子选择性离子通道功能 。钠

离子通道由 ４个重复的结构域组成 ，每一结构域均由 ６ 个相似的跨膜螺旋片段（１ ～ ６）以

及一个 S５ ～ S６保守序列元件（P２和 P）组成（图 ２畅４A） 。对 Nav Ab的结构分析进一步论
证了 S１N 螺旋与 S２‐S３环能覆盖电压传感器（VSD）结构的内表面 。电压门控离子通道

中的 S２‐S３环较为保守 ，同时两侧的 Phe 肽链可能参与电压门闭‐开过渡中的电压传感器

在膜中的稳定作用 。 S１N‐S３区域可能涉及电压门激活的调节功能（图 ２畅４B） 。电压门控
传感器内表面被隐藏后 ，大量的亲水基团从外表面转移至疏水膜控区（HCS）近 １０ 樻 的距

离 。疏水膜控区有高度保守的基团（Ile ２２ 、Phe ５６ 、Val ８４） ，这些保守的基团有助于封闭

电压传感器 ，从而保证在 S４移动过程中离子的渗漏发生 。因此 ，电压门控钠离子通道的

结构与功能分析揭示出关于电压传感器作用的两个方面 ：钠离子通道存在大量结合亲水

性物质的外表面 ；电压传感器被覆盖的一半面积集中着电场能 。

Nav Ab的激活控门是预先封闭的 。 Met２２１ 能彻底关闭离子通道 。 Nav Ab的 S６螺
旋与其他闭孔结构有一定重叠 ，这与 KV１畅２开孔结构有所不同 。激活控门处发生的类似

虹膜微妙膨胀一样足以开启孔道 ，而周边 S５‐S６链接区可能会妨碍孔道直径的进一步扩
大 。在 ０mV 下 ，Nav Ab中的电压感受器被激活 ，但是其 VGIC 上的孔道却是封闭的 。本

研究中的 Nav Ab结构分析是在 S６内表面附近的 Cys（Ile２１７Cys 或 Met２２１Cys）实现的 。

基于 VGIC电压门的动力模型分析 ，Cys的取代显然能锁住离子通道预开状态 。

VIGC对特定的阳离子有一定选择性 ，而这些离子的传导速率几近于自由扩散速率 。

本实验的 Nav Ab的结构分析表明 Nav 离子通道的选择特异性与高传导率极为相关 。

Nav Ab孔道模型由漏斗状的外管 、选择性透膜 、中央大孔及细胞内激活控门组成 。中央

大孔通过水合作用结合钠离子并能在疏水表面快速扩散 。孔道中的 P１ 螺旋规则有序 ，

通过电荷互作稳定中央孔道中的阳离子快速转运 ，其过程与钾离子通道类似 。另外 ，P２
螺旋在细胞外形成外漏斗状的小管 。但此类结构未见于钾离子通道中 ，这可能是因为钠

离子通道与钙离子通道外表面有一个保守结构元件 。

Nav Ab中的离子传导通道有大量负电荷分布 ，而且其选择性透膜会在膜外形成最狭

窄的有效受控区域 。 离子传导研究表明 ，Nav Ab 中的选择性透膜上分布着面积约为
３畅１ × ５畅１ 樻 的负电荷场强 ，而钙离子通道中其面积约为 ５畅５ × ５畅５ 樻 。突变模型研究表明 ，

Glu侧链与离子通道中离子选择性有极大关系 。在 Nav Ab 中 ，４ 条 Glu１７７ 侧链构成约
６畅５ × ６畅５ 樻 的区域 ，其中还包含着 ～ ４畅６ × ４畅６樻 的孔口 。 Glu１７７侧链间相互作用决定钠
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图 ２畅４ 　 Nav Ab分子结构和 VSD激活后的分子结构（Payandeh et al畅 ，２０１１）（见文后彩图）

A畅 Nav Ab的结构元件 。 由 ６ 个跨膜片段（S１ ～ S６）组成的一个亚基显示图中 ，同时紧邻着的 VSD 没有显示出 。

B畅 VSD 横纵向内部结构分布 。 ENC（红色） ，INC（红色） ，HCS（绿色） ，S１N 螺旋上的氨基酸基团（天蓝色）及 S２‐S３
环上的苯丙氨酸（紫色） ，S４ 结构及门控电位（R１‐R４）（黄色） 。 C ～ E畅 门控电荷间的氢键交联 （点线距 ＜ ３畅 ５ 樻 ） 。

FO‐FC 等高线网分布于 E９６ 和 R１‐R４（其面积分别为 １σ 、１σ 、１畅 ５σ 、２畅５σ和 １畅 ７５σ） 。 F畅 S３‐S４ 环 。 根据其主链成晶

温度分布着色（蓝色 ＜ ５０ 樻 ２ ；红色 ＞ １５０ 樻 ２ ） 。 FO‐FC 等高线网分布面积分为 １畅 ５σ（灰色）和 ２畅 ５σ（粉红色）

离子通道和钙离子通道的离子选择性 。

对 Nav Ab的结构分析加强了我们对 Glu１７７侧链重要性的认识 。其中 P螺旋终止于
Thr１７５ ，而 Thr１７５又与邻亚基的 T rp１７９相互作用 ，从而能紧紧将其锁定在选择性透膜

区域 。同时 ，Thr１７５ 和 T rp１７９ 间的小肽链会形成一个紧密的转角以暴露 Thr１７５ 和
Leu１７６中的羰基基团来通透离子 。另外 ，Glu１７７侧链还能与 P２螺旋上 Ser１８０（２畅６樻 ）
和 Met１８１（３畅１ 樻 ）的氨基形成氢键 。 P螺旋上 Gln１７２和 Glu１７７中的羰基形成的氢键有
助于维持选择性透膜的结构稳定 。但是 ，因不同亚基间可能重组 ，Nav Ab中的 Glu１７７和
Ser１７８的侧链处于两个不同的微环境 ，这与在钙离子通道蛋白中对应氨基酸的不同功能

是一致的 。

除了 Glu１７７侧链 ，钠离子通道蛋白其他部位都无法检测到电荷密度 ，这与检测到的

钠离子通道低亲和力（Na ＋ 的 Kd ＞ ３５０mmol／L）是一致的 。相反 ，在 Glu １７７侧链部位检
测有强电荷密度（＞ ４ 樻 ） 。这些电荷密度可能是阳离子或溶剂分子分布于选择透过膜上

·９·２ 　昆虫电压门控钠离子通道与抗药性



造成的强信号 。

２畅３ 　钠离子通道进化历史与基因

钠离子通道是首批发现的离子通道蛋白超家族中的第一个成员 ，其离子通道超家族

还包括如下成员 ：电压门控钾离子通道 、电压门控钙离子通道 、色氨酸相关的通道（一类丰

富的阳离子通道家族）和环核苷酸门控通道 。但是在分子进化地位上 ，钠离子通道家族是

电压门控离子通道中最新的一类 ，其分化于结构相似的钙离子通道蛋白 ，两者有着较多的

同源结构 。然而 ，钙离子通道可能起源于钾离子通道及环核苷酸门控通道 ，而且期间还经

过两轮的基因拷贝重组才出现钙离子通道 。因为钾离子通道及环核苷酸门控通道只有经

过四聚体的组装才能形成功能性的离子通道 。四聚体钠离子通道的发现与后生动物门的

进化时间相冲突 ，因为后者存在专门的神经元 。尽管典型的四聚体钠离子通道至今尚未

发现于原核生物中 ，但近年有报道证实嗜盐菌属碱芽孢杆菌（Bacillus halodurans ）钠离
子通道的存在 。这个单结构域构成的电压门控钠离子通道与钙离子通道有着序列同源性

及相似药理动力学特征 ，这可能表明钠离子通道与钙离子通道间的起源与远祖离子通道

的进化相似 。

在许多动物中都已发现电压门控钠离子通道基因的存在 ，如家蝇 、水蛭 、乌贼 、水母 、

哺乳动物及非哺乳类的脊椎动物 。无脊椎动物的钠离子通道蛋白与哺乳动物钠离子通道

蛋白的生物物理特性 、药理动力学特征 、基因结构 ，甚至和内含子剪切位点很大部分都相

似 ，这进一步证实了远祖钠离子通道在脊椎动物门与无脊椎动物门分化前就已存在 。

编码人和啮齿动物的钠离子通道的脊椎动物 α亚基基因是现今研究的最成熟的一类

基因 。这些钠离子通道的跨膜区与细胞外结构域的氨基酸序列同源性在 ５０％ 以上 ，从而

被归类于一个亚家族 。根据国际药理学联合会药物动力学惯例 ，钠离子通道的命名要包

括主要通透离子的化学式简称 ，主要的生理调节因子 ，该亚家族的序号及其再亚家族内的

专门序号 ，如 Nav1畅1畅 据统计 ，至少有 ２０个外显子参与编码这 ９类钠离子通道（图 ２畅５） 。

进化分析表明 ，该 ９个基因分为 ４组 ，每组的成员都位于同一染色体上 。而且含有 α亚基

基因的 ４个染色体是同源染色体 ，同时每个染色体上都还存在编码参与模式发育调控的

转录因子相关基因簇 Hox 。 Nav1畅1 、Nav1畅2 、Nav1畅3和 Nav1畅7都位于人和小鼠的 ２号

染色体 。这 ４个通道具有序列同源性和相似的生物物理特性 ，同时都能为纳米级别浓度

的河豚毒素所抑制 ，并广泛表达于神经元中 。另一簇基因 Nav1畅5 、Nav1畅8 、Nav1畅9位于
小鼠 ３号染色体上 。尽管 ３号染色体上的钠离子通道与 ２号染色体上的钠离子通道有着

近 ７５％ 的氨基酸同源性 ，但相对于 ２号染色体 ，３号染色体上钠离子通道蛋白中某些氨基

酸的变化会导致不同程度河豚毒素抗性的发生 。例如 ，Nav１畅５作为心脏中的一类主要钠
离子通道蛋白 ，而其结构域 Ⅰ中孔道区域的一个苯丙氨酸（Phe）为半胱氨酸（Cys） ，这一

单一氨基酸的替换能造成其钠离子通道蛋白对河豚毒素的敏感性降低近 ２００ 倍 。

Nav1畅8和 Nav1畅9相应的氨基酸都是丝氨酸（Ser） ，这个氨基酸的改变甚至会造成更高

的河豚毒素抗性的出现 。后两个钠离子通道倾向表达于外围感受神经元细胞中 。其他的

等位蛋白 Nav 1畅4（骨骼肌）和 Nav1畅6（中央神经元）与 ２号染色体上的钠离子通道蛋白有
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着近 ８５％ 的氨基酸同源性和相似的功能特征 ，甚至包括对河豚毒素的敏感浓度范围 。尽

管它们存在这么高的相似性 ，最大简约法进化分析表明 Nav1畅4和 Nav1畅5与 ２号染色体

上的钠离子通道蛋白进化距离较远 ，这与 Nav1畅4（人 １１ 号染色体 ，小鼠 １７号染色体）和

Nav1畅4人 １５号染色体 ，小鼠 １２号染色体在不同物种中染色体定位差异是一致的 。

图 ２畅５ 　电压门控钠离子通道 α亚基进化树（Frank and William ，２００３）

使用 ClustalIW 软件对鼠电压门控钠离子通道基因进行比对 ，进化树用 PAUP 软件绘制 。

与鼠钠离子通道基因相对的人类直系同源基因在人类染色体的位置标注在右侧

现如今已又发现第 １０个钠离子通道 NaX ，其定位于 ２ 号染色体其他钠离子通道附

近 ，但是进化分析表明其与先前的序列相差太远 。其主要差异在于电压感受器及门控激

活诱导 ，同时无法检测到其在不同类型细胞的表达状况 。这意味着 NaX可能并不是作为
电压门控钠离子通道而存在的 。经证实 ，NaX基因敲除的小鼠下丘脑不能感受到细胞外
的盐浓度压力 ，这深刻地表明 NaX可能作为盐浓度感受器而不是电压门控通道蛋白 。

β亚基在人染色体上的位置现在都已知 ，β1基因定位于 １９号染色体 ，而 β2和 β3都
定位于染色体 １１ 。尽管 β3和 β1序列同源性和功能相似性较高 ，但是 β3似乎与 β2的进
化关系相对更近些 。

２畅４ 　昆虫钠离子通道结构与功能

2畅4畅1 　昆虫钠离子通道结构与功能

　 　在 ２０世纪 ８０年代末 ，DSC1和 p ara两个可能的钠离子通道基因在果蝇中鉴定出 。

其中 DSC1基因是由 Larry Salkoff 及其助手使用黄鳝钠离子通道基因探针从果蝇基因
组文库检测出来的 ，从而确定其可能与钠离子通道基因相关 。另一类 DSC1同源基因随
后也在德国小蠊（Blattella germanica）中鉴定出并命名为 BSC1（Liu et al畅 ，２００１） 。两个

基因的 α亚基具有 ４个同源结构域 ，而且都跨膜 ６次 。近年有人根据 DSC1和 BSC1这
两个钠离子通道蛋白与黄鳝及哺乳动物的钠离子通道蛋白结构相似性从而推测 DSC1和
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BSC1可能是电压门控钠离子通道 。但是 ，又有最新研究表明 DSC1和 BSC1编码的是
新型钙离子通道蛋白 ，而并非钠离子通道蛋白 。对所有的电压门控钠离子通道 ，包括昆虫

钠离子通道 ，其结构域 Ⅰ 、Ⅱ 、Ⅲ和 Ⅳ中连接 S５‐S６片段的环上对应的氨基酸分别为 D 、E 、
K和 A ，而在该离子通道蛋白上对应的氨基酸分别为 E 、E 、E和 E 。点突变诱导实验表明
在结构域 Ⅲ上的 E氨基酸决定着 BSC1的钙离子选择性 。同时 ，无脊椎动物中其他的可

能的钠离子通道蛋白 ApCSN１ （A ip tasia pallid ，海葵） 、CYNA１ （Cyanea cap illata ，水

母） 、PpSCN１（Polyorchis penicillatus ，海蜇）和 LbNav１（Loligo bleekeri ，乌贼）都在其结

构域 Ⅲ上发现 E 氨基酸的存在 。尽管这些通道蛋白仍需要功能表达分析才能进一步确

定 ，但是依此类推 ，无脊椎动物中其他的类 DSC1／BSC1 基因有可能也是钙离子通道蛋
白 。同时 ，DSC１／BSC１通道在昆虫中的生物学功能还需要进一步测定 。有研究表明果蝇

某种嗅觉缺失后遗症与 DSC1的部分抑制性表达相关 ，表明该 DSC1可能参与嗅觉的调
节作用（Zhou et al畅 ，２００４ ；Kulkarni et al畅 ，２００２） 。

Para基因是由 Barry Ganetzky 实验室从温度敏感的麻痹表型突变体中分离到的
（Loughney et al畅 ，１９８９） 。 Para钠离子通道蛋白与哺乳动物钠离子通道蛋白 α亚基具有

较高的同源性及相似整体结构 。哺乳动物钠离子通道蛋白维持其正常功能的关键位点 ，

如钠离子选择性相关的氨基酸 ，也保守于 Para钠离子通道蛋白 。在非洲爪蟾卵母细胞

中的对 Para钠离子通道蛋白功能表达与鉴定证实该基因编码的是钠离子通道蛋白 。除

了其与 DSC1通道蛋白有着较高序列同源性并于钙离子通道蛋白 α１有着有限序列相似

性外 ，果蝇基因组中没有任何其他基因再与 Para基因相似 （Litteton and Ganetzky ，

１９８９） 。因此 ，Para基因似乎是果蝇中唯一编码钠离子通道蛋白的基因 ，而且可能也存在

于其他昆虫基因组中 。

因钠离子通道与农药抗性的发生密切相关 ，类 Para基因也在几个医学或农业重要
昆虫中鉴定出 。但是 ，获得的 cDNA 并不完整 ，完整的 cDNA 目前只有 ３个 ：家蝇 V ssc1 、
德国小蠊 BgNav 和蜂虱 VmNav 。序列完整性有利于在非洲爪蟾卵母细胞成功表达这些

类 Para基因 ，从而彻底验证其是否也为功能性的钠离子通道 。

在非洲爪蟾卵母细胞过量表达昆虫钠离子通道蛋白需要一小段的跨膜蛋白 T ipE ，

其片段跨膜 ２次形成胞质环 ，而且羧基端与氨基端都在细胞内表面 。将 T ipE和 Para共
表达于非洲爪蟾卵母细胞 ，增加了表达丰度并改变了蛋白质活化动力参数 ，这表明 T ipE
可能作为哺乳动物钠离子通道中 β亚基一样的辅助性亚基（Feng et al畅 ，１９９５ ；Warmke
et al畅 ，１９９７） 。从家蝇克隆出的 T ipE同源基因似乎也能充当 T ipE的角色 。 T ipE也能
增强 BgNav在卵母细胞的表达 。这些结果都证实了不同物种间跨膜蛋白功能保守性的

存在 。

近年 ，在果蝇中鉴定到 ４个 T ipE同源基因（TEH１ 、TEH２ 、TEH３ 、TEH４） ，而且这

些同源蛋白的二级结构也与 T ipE的结构类似 。 TEH１ 、TEH２ 、TEH３都能像 T ipE那
样增加 Para基因表达量 ，而 TEH４ 却不能 。 TEH１也能改变 Para通道蛋白突变体的
电压门控激活与抑制功能 。有趣的是 ，除了 TEH１只在中央神经系统中表达外 ，TEH２ 、
TEH３ 、TEH４都普遍表达于神经组织与非神经组织中（Derst et al畅 ，２００６） 。这些蛋白质

在昆虫组织细胞中调控钠离子流或其他离子流的作用仍待深入研究 。

·２１· 害虫抗药性分子机制与治理策略



2畅4畅2 　昆虫钠离子通道转录子的选择性剪接

Para转录子的选择性剪接机制第一次报道于果蝇中 （Thacheray and Ganetzky ，

１９９４） 。迄今为止 ，该基因已发现有 ９ 个选择性剪接位点‐a 、b 、c／d 、I 、j 、e 、f 、h 、l／k 。位于
细胞内连接子中外显子 a 、b 、I 、j 、e 、f 、h都是可选的 ，同时两个特有外显子 c／d和 l／k在跨
膜区域 。这些选择性剪接位点在 Drosophila v irilis 、家蝇 V ssc1 、德国小蠊 BgNav也是保
守的 。这些保守位点似乎只局限于昆虫钠离子通道 。例如 ，果蝇中仅仅 ２个剪接位点 b
和 l／k与 VmNav中对应的剪接位点一样 ，而后者有 ３个自身独特的剪接位点 。尽管剪接

位点在昆虫中是高度保守的 ，但是外显子的使用频率却是不尽相同的 。例如 ，６０％ 的

Para转录子与 Vssc１转录子都包括有外显子 b ，但不到 ２０％ 的 BgNav转录子没有外显子
B（大写字母表示选择性外显子） 。

在结构域 Ⅲ S３‐S４上果蝇 l／k剪接位点对应处 ，BgNav有 ３个专有外显子 G１ 、G２和
G３ 。外显子 G１和 G２具有 ６５％ 的序列同源性 ，并与果蝇中的外显子 l和 k 相对应 。然

而 ，外显子 G３与 G１或 G２无序列同源性 ，而且其内还有一个终止密码子 ，导致只含前 ２

个结构域的部分蛋白质的产生 。有趣的是 ，在保守的剪接位点处 ，VmNav含有一个选择
性外显子 ３ ，其编码结构域 Ⅲ S３‐S４ 。因结构域 Ⅲ S４为钠离子通道蛋白功能所必需 ，所以

外显子的切除很可能会导致非功能性的离子通道 。此外 ，昆虫中这个区域的外显子／内含

子重排与脊椎动物钠离子通道 Nav １畅６（小鼠 、人 、鱼）对应的区域的重排方式是一致的 。

像 BgNav的 G３ ，哺乳动物对应的外显子也存在一个终止子 ，产生一个类似的只有前 ２个

结构域的部分蛋白质（Plummer et al畅 ，１９９７） 。因此 ，这个区域的选择性剪接位点及剪接

方式似乎起源于共同的祖先 ，而且普遍保守于各大类物种中 。

2畅4畅3 　昆虫钠离子通道转录子的 RNA编辑

RNA 编辑是一类普遍的转录后修饰 ，其可以通过改变转录子中特定位点来显著改变

蛋白质的功能 。 RNA 编辑导致碱基的替换 、插入或缺失 。特别是 A‐I 和 U‐C 编辑曾报
道于昆虫钠离子通道基因中（Bass ，２００１） 。通过直接的测序或限制性内切核酸酶酶切位
点的分析可得果蝇中 p ara转录子存在 １０个 A‐I编辑位点 。其实际的编辑位点可能大于

１０ ，因为研究中涉及的基因只是部分片段 。 １０个 RNA 编辑位点中有 ８ 个位点涉及跨膜

区域或细胞内链接区的氨基酸位点变化 。其中一些 RNA 编辑位点也保守于 D畅 v irilis 。
但是 ，因氨基酸的替换所造成的功能性缺失仍需进一步确定 。奇怪的是 ，A‐I编辑位点不
存在 BgNav 。相反 ，在 BgNav中发现有 ２个独特的 A‐I和 ３个 U‐C编辑位点 ，其碱基替换

会影响跨膜区域的氨基酸变化 。其中 ，一个 U‐C编辑位点 F／S１９１９也发现于 p ara （Liu et
al畅 ，２００４ ；Hanrahan et al畅 ，２０００） 。不过目前还不清楚是否类似的 RNA 编辑也会存在
于哺乳动物钠离子通道转录子中 。

2畅4畅4 　选择性剪接与 RNA编辑后钠离子通道蛋白的功能

正如上文所述 ，不同哺乳动物组织及细胞中钠离子通道蛋白的功能多样性与不同钠

离子通道基因的选择性表达有关（Yu and Catterall ，２００３） 。类似地 ，不同昆虫神经元中
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记录的电生理信息也证实了不同的钠离子电流的存在及昆虫钠离子通道的异质性 。目前

仍不清楚这些不同的钠离子电流是否来自同一个单一钠离子通道 。据推测 ，其可能归因

于选择性剪接及 RNA编辑会形成特定门控的钠离子通道（Dong ，２００７） 。近年来非洲爪
蟾卵母细胞中的功能表达揭示出几个蟑螂钠离子通道变异体都与 RNA 选择性剪接或
RNA 编辑有关（Song et al畅 ，２００４） 。例如 ，非洲爪蟾卵母细胞中表达的 ２０个 BgNav剪接
变异体所表现出的电生理数据揭示这些不同的剪接体表达后会产生不同的钠离子电流及

门控特性 。其中一个变异体 BgNav １１ 在高负电势下会有所激活（ － ６０mV ） ，而其他的需

要更多膜去极化进行激活（ － ４５mV） 。类似地 ，其稳定的最大半受抑电势（V １／２ ）为 － ３７ ～

６０mV 。 BgNav ７ 的激活电势与受抑电势趋于重叠 ，其 V １／２ 分别为 － ３６畅７mV 和
－ ３７畅２mV 。因此 ，该变异体所需的电势能阈值不在 － ４５ ～ ２５mV 范围内 ，从而会在亚能

阈值引发膜去极化 ，引发相关的振荡效应 ，突触离子内流或反复的极化调节（Crill ，１９９６） 。
现已都证实转录子选择性剪接机制在调节钠离子通道门控激活与受抑状态起着重要

的作用 。 BgNav中的外显子 B能编码一段连接结构域 Ⅰ和 Ⅱ的 ８氨基酸序列 。在非洲爪

蟾卵母细胞中表达 BgNav的变异体中很少见到外显子 B ，但直接的删除外显子 B 会引发
钠离子流急剧增加（Song et al畅 ，２００４） 。类似地 ，将外显子 B重装配到无外显子 B的变异
体中 ，则会重新降低其钠离子流到最初水平 。这些结果都证实外显子 B在非洲爪蟾卵母
细胞中对钠离子通道蛋白的表达水平和离子电流的强度调节起重要作用 。基于该外显子

B在果蝇 p ara和家蝇 V ssc1中的位置与序列较为保守 ，其调节昆虫钠离子通道离子流强

度的作用也可能就很常见了 。外显子 b／B位于第一个细胞内链接区 ，含有保守序列以供

磷酸化修饰调控 。哺乳动物中钠离子通道在该区域可以受到蛋白激酶的下调支配而降低

其钠离子转运强度（Smith and Goldlin ，１９９６ ；１９９７ ；２０００） 。这意味着该外显子可以作为

一个调控开关 ，用以根据不同细胞生理信号来调节神经元细胞的兴奋强度 。不过要注意 ，

昆虫中主要的可选择的外显子都位于细胞内链接区 ，这些链接区序列似乎能和细胞内其

他蛋白 ，如 G蛋白和蛋白激酶相互作用 ，最终在细胞和组织特异性信号网络控制下调节

这些钠离子通道蛋白 。

近年已证实存在着昆虫钠离子通道转录子会发生一系列的 RNA 编辑以改变其功
能 。 BgNav羧基末端的 F／S位点发生 U‐C 碱基替换后会导致持久的钠离子流而无法激
活 。消除在结构域 Ⅲ S３上 L／P位点的 U‐C 碱基替换后 ，其变异体 BgNav １‐１ 则需要更
多的电势能来激活和沉默 。类似地 ，在结构域 Ⅰ S２上 K／R 位点上的 A‐I 碱基替换被消
除后 ，BgNav１‐２变异体需要更多的超级化的电势能来激活 。很显然 ，这些 RNA 编辑能
改变 BgNav１‐１和 BgNav１‐２的激活／沉默特性 。 RNA 编辑能参与调节钠离子通道的门
控特性 ，从而支持了 RNA 可能参与神经元活性的假说（Seeburg ，２０００） 。
简言之 ，近年来相关研究表明昆虫中钠离子通道蛋白所表现的功能多样性主要与单

基因转录子的选择性剪接及 RNA 编辑相关 。然而 ，在哺乳动物中 ，其不同功能的钠离子

通道是多基因受控调节的 ，昆虫钠离子通道蛋白似乎只依靠这两种方式来统一不同细胞

组织中的钠离子通道活性 。

·４１· 害虫抗药性分子机制与治理策略



２畅５ 　钠离子通道与昆虫对拟除虫菊酯类杀虫药剂抗性

2畅5畅1 　天然钠离子通道变异对拟除虫菊酯的敏感性

　 　众所周知 ，哺乳动物钠离子通道变异体对拟除虫菊酯类化合物存在着不均一的敏感

性 。例如 ，小鼠背神经节中同一神经元细胞中的河豚毒素敏感型钠离子通道对拟除虫菊

酯类化合物敏感性稍微差一些 。小鼠 Nav １畅２ 和 Nav １畅４ 离子通道对拟除虫菊酯类化合
物不敏感 ，而 Nav １畅８ 离子通道则对拟除虫菊酯类化合物更敏感些（Ginsburg and Nara‐
hashi ，１９９３ ；Song and Narahashi ，１９９６） 。有趣的是 ，小鼠 Nav １畅２ 离子通道中结构域 Ⅱ

S４‐S５的甲硫氨酸替换异亮氨酸后则增强了其通道蛋白对拟除虫菊酯类化合物的敏感
性 。但是 ，异亮氨酸保守于哺乳动物钠离子通道蛋白中 ，因此不能充分说明异亮氨酸的替

换会引发哺乳动物钠离子通道蛋白变异体对拟除虫菊酯类化合物的不均一敏感性 。显

然 ，将来的一个重要研究方向就是发现多种哺乳动物钠离子通道蛋白变异体中调节其对

拟除虫菊酯类化合物不均一敏感性的其他氨基酸 。

近年来关于昆虫钠离子通道变异体也表现出对拟除虫菊酯类化合物不均一的敏感性

的报道也有所发展 。相比蟑螂 BgNav １‐１变异体 ，BgNav ２‐１变异体对溴氰菊酯的敏感性
仅为其 １％ （Tan et al畅 ，２００２） 。从上述可知 ，BgNav ２‐１ 变异体中存在特有的外显子 G２
片段而 BgNav１‐１变异体中存在着另一外显子 G１ 。这两个通道蛋白变异体的差异可能取
决于外显子 G１和 G２的存在与否 。近年来 ，有研究表明外显子 G２上的 V１３５６A 氨基酸
替换会导致 BgNav２‐１变异体对拟除虫菊酯类化合物的敏感性降低（Tan et al畅 ，２００２） 。

因为在 BgNav１‐１和 BgNav２‐１变异体上存在着共同的独立于外显子 G 的 １０个随机分布

的氨基酸 ，所以要借助特定位点突变实验来验证是否还有其他氨基酸参与这两个变异体

对拟除虫菊酯类化合物表现出不均一敏感性的作用（Du et al畅 ，２００６） 。 BgNav２‐１变异体
似乎并不常见于蟑螂中 ，而且主要表达于肠道和卵巢中 。 BgNav ２‐１变异体对拟除虫菊酯
类化合物的低敏感性可能归因于其特有的门控特性 ，从而专用于肠道与卵巢钠离子调节

活动中（Tan et al畅 ，２００２） 。不管这些钠离子通道在哺乳动物与昆虫神经生理学中的具体

作用是怎样的 ，拟除虫菊酯类化合物抗性钠离子通道变异体显然是唯一可以阐述钠离子

通道蛋白与拟除虫菊酯类化合物相互作用关系的分子基础 。

2畅5畅2 　击倒抗性相关的钠通道基因突变

钠离子通道是几种神经毒剂的分子靶标 ，这些神经毒剂具有高度的亲和性和选择性 ，

可以与钠离子通道专一的结合位点结合而改变钠离子通道的功能 。已经鉴定的位点至少

有 ７个与 ９种不同的神经毒剂结合 ，包括拟除虫菊酯类杀虫剂和DDT （Nicholson ，２００７） 。

神经毒理实验表明 ，拟除虫菊酯引起神经兴奋性毒性是因为延迟神经细胞钠通道的关闭

过程 ，也就是拟除虫菊酯占领钠通道结构域 Ⅱ和 Ⅵ的 S６片段（位于钠通道内外两侧之间

的疏水性区域） ，延迟钠通道的失活过程 ，产生持久的活化 ，导致重复后放和神经传导的阻

断（Wang et al畅 ，２００１ ；Wang and Wang ，２００３） 。拟除虫菊酯类杀虫剂对钠离子通道的作
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用与其结构密切相关（Soderlund et al畅 ，２００２） 。天然的除虫菊素和不含有｜α‐氰基‐３‐苯氧

苄基醇（｜α‐cyano‐３‐phenoxybenzyl alcohol moiety ）的合成拟除虫菊酯（ Ⅰ型拟除虫菊酯）

引起活性电压的长久延续（重复后放） ，而对静止电位有很小的或者几乎没有影响 ，经这类

拟除虫菊酯处理的昆虫很快依次出现兴奋 、抽搐和麻痹的症状 ，即击倒 。含有 ｜α‐氰基‐３‐

苯氧苄基醇的拟除虫菊酯（ Ⅱ型拟除虫菊酯）则通过重复的神经刺激和静止膜电位的去极

化而阻断活性电位 ，经这类拟除虫菊酯处理的昆虫不出现兴奋状态 ，而出现运动失调以后

的中毒症状 。

１９５１年 ，Busvine 首先观察到家蝇成虫对 DDT 和拟除虫菊酯类杀虫剂的快速麻痹
（击倒）和毒杀作用表现抗性 。 Milani （１９５４）对其进行了遗传学分离 ，认为控制此抗性

的基因位于家蝇第 Ⅲ染色体上 ，为一隐性的击倒抗性基因（knock‐down resistance gene ，
kdr） ，并把此抗性称为“击倒抗性” 。 １９７８年 ，Sawicki等则发现了对溴氰菊酯超过 ５００倍

高抗品系的超击倒抗性（super‐kdr ） 。自此以后 ，通过增效试验 、代谢抗性研究 、对 DDT
和拟除虫菊酯类杀虫剂的交互抗性测定等间接方法和电生理学研究等直接方法 ，在许多

昆虫中证实了 kdr 型抗性的存在 ，如斯氏按蚊 （A edes aegy p ti ） 、德国小蠊 、微小牛蜱

（Boophilus microp lus） 、烟芽夜蛾（Heliothis v irescens） 、小菜蛾（Plutella xy lostella） 、埃
及伊蚊（A edes aegip ti ） 、甜菜夜蛾（Spodop tera ex igua） 、伪钝绥螨（Amblyseius f alla‐
cis） 、棉蚜（A phis gossy p ii） 、棉铃虫（Helicover p a armigera） 、马铃薯甲虫（Lep tinotarsa
decemlineata） 、致倦库蚊 （Culex quinque f asciatus ） 、猫栉首蚤 （Ctenocephalides f elis ）
（Farnham et al畅 ，１９８７ ；唐振华等 ，２００４ ；Soderlund and Knipple ，２００３ ；Bassa et al畅 ，

２００４） 。

目前对 kdr 抗性的机理有 ３ 种假说（王建军等 ，２００２） 。 第一个假说由 Chiang 和
Devonshire （１９８２）提出 ，认为神经膜流动性的改变与 kdr 抗性有紧密的联系 。尽管他们

的研究表明神经膜的流动性与抗性有紧密的联系 ，却不能解释其因果关系 。第二个假说

认为神经膜中钠离子通道密度的减小降低了神经敏感性 。 这已在果蝇突变 napts 品系
（无动作电位 ，温度敏感型）中证实 ，钠离子通道密度的减小延缓了击倒作用 ，以致有足够

长的时间供解毒机制起作用 ，最终引起了低水平的抗性 （Kasbekar and Hall ，１９８８ ；

Bloompuist et al畅 ，１９８９） 。在家蝇中利用放射性标记的钠离子通道部位 Ⅰ药物［
３ H］蛤蚌

毒素（saxitoxin）与敏感和 Kdr 型抗性家蝇脑质膜的结合 ，发现 kdr 型家蝇的钠离子通道
量下降了 ４０％ ～ ６０％ （Rossignol ，１９８８） 。但其他研究却发现 ，kdr 型抗性家蝇和敏感家
蝇的钠离子通道密度差异很小或没有差异（Grubs et al畅 ，１９８８ ；Pauron et al畅 ，１９８９） 。在

烟芽夜蛾和德国小蠊中也发现 ，kdr 型抗性品系的钠离子通道密度与敏感品系相比没有
差异或差异很小（Dong and Scott ，１９９１ ；Church and Knowles ，１９９２） 。第三个假说认为
kdr家蝇中神经敏感性的变化是由钠离子通道的结构变化引起的 ，钠离子通道有选择地

改变杀虫剂的结合部位 ，降低了钠离子通道对拟除虫菊酯类杀虫剂的亲和力 （Salgado
et al畅 ，１９８３a ；１９８３b） 。这已经通过药理学实验得到间接证实（Pauron et al畅 ，１９８９） 。

近年来 ，随着昆虫分子生物学技术的发展 ，对多种昆虫敏感和 kdr 抗性品系 p ara 同
源基因进行了分子克隆 ，表明 kdr 抗性与钠离子通道氨基酸突变密切相关（表 ２畅１） 。
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１９８７年 ，Salkoff 等用电鳗 cDNA 探针从果蝇（Drosophila melanogaster）中分离到了
一个钠离子通道基因 DSC1 ，它与脊椎动物钠离子通道一样 ，含有 ４ 个相似区 ，每个相似

区由 ６ 个跨膜片段组成 。 Loughney 等（１９８９）则分离到了第二个钠离子通道基因 p ara ，
该基因位于 X染色体上 ，编码钠离子通道基因的 α亚基 。该基因的发现使研究击倒抗性

与钠通道基因突变的关系跨出了一大步 。关于 p ara钠通道的知识为设计分子探针而分
离其他节肢动物的 p ara同源钠通道基因提供了重要的基础（Doyle and Knipple ，１９９１ ；

Knipple et al畅 ，１９９１） 。 Williamson 等（１９９３）首先用编码果蝇钠通道 p ara基因 Ⅳ结构域

S４ 、S５ 部分的一段 cDNA（P１５）片段作探针 ，筛选家蝇成虫头部 cDNA 文库 ，获得 ２０７０bp
的 pSCP２片段 ，并命名为 V ssc1基因 。进一步的限制性片段多态性（RFLP）分析研究表
明 ，kdr和 super‐kdr抗性与 V ssc1基因紧密连锁 。 １９９４年 ，Knipple等用 PCR／RFLP诊
断分析单个家蝇的 DNA 样品 ，同样发现 kdr抗性与家蝇 V ssc1基因紧密连锁 。这两个发

现不但为家蝇击倒抗性与钠通道基因突变之间的联系提供了有力的遗传证据 ，也为被广

泛猜测的家蝇 kdr抗性和 super‐kdr抗性的对等关系提供了第一次实验证据（Soderlund
and Knipple ，２００３） 。遗传连锁研究也表明 kdr和 super‐kdr抗性位点同样与 p ara同源
钠离子通道基因紧密连锁（Dong and Scott ，１９９４ ；Taylor et al畅 ，１９９３ ；Lee et al畅 ，１９９９b ；
Morin et al畅 ，２００２） 。

在上述遗传分析结果“Vssc１ 钠离子通道基因的突变与击倒抗性密切相关”的推动

下 ，钠通道基因全长克隆与分析得到了广泛的研究 （Ingles et al ，１９９６ ；Willianmson
et al畅 ，１９９６） 。通过对比 １５ 个家蝇品系钠通道基因的部分或者全长 ，一致发现突变

L１０１４F存在于 kdr和 super‐kdr抗性家蝇中 ，而突变 M９１８T 只存在于 super‐kdr抗性家
蝇品系中（Ingles et al畅 ，１９９６ ；Miyazaki et al畅 ，１９９６ ；Wiillianmson et al畅 ，１９９６） 。至今

M９１８T 突变也没有被发现单独存在于家蝇钠通道中 ，而总是和 L１０１４T 突变联系在一起
（Soderlund and Knipple ，２００３） 。自 １９９６ 年发现家蝇 kdr 抗性与 p ara 型钠通道基因
（V ssc1）的突变有关后 ，同样利用相似的技术 ，在其他昆虫上 ，如烟芽夜蛾 、埃及伊蚊 、小菜

蛾 、舞毒蛾 （L ymantria disp ar ） 、粉纹夜蛾 （T richop lusia ni ） 、美洲大蠊 （Peri p laneta
americana） 和二点叶螨（Tetranyehus urticae）中相继分离到了类似 p ara 的钠离子通
道基因 。

至今已在包括家蝇在内的 １４ 种昆虫的 p ara直向同源钠通道基因序列中作了鉴定 ，

共发现了 ２０个突变 （唐振华等 ，２００４） 。如图 ２畅６所示 ，２０个突变中的大多数出现于结构

域 Ⅱ ～ Ⅲ ，而结构域 Ⅳ尚未发现与 kdr抗性有关的突变 。从图 ２畅６还可以看出 ，８ 个突变

分布于 S５ ～ S６ 跨膜片段（ Ⅰ S６ 有 １ 个 ，Ⅱ S５ 有 ２ 个 、Ⅱ S６ 有 ３ 个和 Ⅲ S６有 ２ 个） ，其中

鉴定为单个突变的有 ３ 个（ Ⅰ S６ 的 V４１０M ，Ⅱ S６ 的 L１０１４F 和 Ⅲ S６ 的 F１５３８I） 。在 S６
跨膜片段有 ６ 个突变（ Ⅰ S６ 的 V４１０M ，Ⅱ S６ 的 L１０１４F 、L１０１４S 、L１０１４H 和 Ⅲ S６ 的
M１５２４I 、F１５３８I） 。根据结构分析 ，这 ６ 个突变位于通道孔周围 ，位于通道孔的还有一个

第 ９ 个突变位点 ，即 A１４９４V ，该位点处于 Ⅲ S５ ～ S６的通道孔形成区 。分布于连接结构

域 Ⅰ 、Ⅱ和 Ⅲ的短的细胞内环的突变有 ４ 个 Ⅰ S４ ～ S５ 的 I２５３N 、Ⅱ S４ ～ S５ 的 M９１８V 、

M９１８T 和 Ⅲ S４ ～ S５ 的 A１４１０V ，其中 A１４１０V 可起增效作用 ，增加由位于 Ⅲ S６ 的
M１５２４I 所引起的抗性 。 ４ 个突变（E４３５K 、C７８５R 、D１５４９V 和 E１５５３G）位于各同源结构
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域细胞内接头的开端或末端 。 不适用于上述各种类型的一些独特的突变是 D５９G 和
P１９９９L ，它们仅发现于德国小蠊的个别高抗性品系中 ，推测是次要突变位点（唐振华等 ，

２００４） 。

图 ２畅６ 　与 kdr抗性相关的突变及其在钠通道 α亚基上位置（Soderlund and Knipple ，２００３）
在家蝇中有 ２ 个突变 ，即 L１０１４F 和 M９１８T ，前者位于 Ⅱ S６ 跨膜片段 ，呈现中等 kdr

抗性（１０ ～ ３０ 倍）（Williamson et al畅 ，１９９６ ；Dong ，１９９７） 。后者位于 Ⅱ S４ ～ S５ 接头 ，与前

者组合（L１０１４F和 M９１８T ）时 ，呈 super‐kdr抗性（Williamson et al畅 ，１９９６） 。 L１０１４突变
对拟除虫菊酯敏感性的影响已在一个钠通道序列中进行了考察 。通过对家蝇 V ssc1钠通
道的定向突变 ，使其含有 L１０１４F 取代 ，然后与果蝇 tipE蛋白一起在爪蟾卵母细胞中表
达 ，成为“Vssc１／tipE”通道 ，电压膜片钳实验结果表明 ，含有 L１０１４F 突变的钠通道对不
同类型的拟除虫菊酯的敏感性比不含有该突变的都会明显降低 （Simth and Goldin ，

１９９７） 。而通过定向突变和功能表达研究表明 ，M９１８T 突变对由 L１０１４F 突变引起的抗
性并不是以相加或增效的方式增加其抗性 ，而是其本身可提供一种高抗性 ，其效果超过

L１０１４单个突变（唐振华等 ，２００４） 。而将 M９１８T 和 L１０１４F突变同时引入钠通道 V ssc1 ，

获得含有双突变的 Vssc１／tipE钠通道 ，结果发现该通道对高浓度的生物苄呋菊酯和苄呋

菊酯完全不敏感（Lee et al畅 ，１９９９b） 。含有 M９１８T 和 L１０１４F 双突变的 para／tipE 钠通
道则对溴氰菊酯的敏感性降低 ，仅为野生型的 １％ ，还产生了呈单相而不是双相的尾电流

衰退动力学（Vais et al畅 ，２０００） ，说明双突变使每个通道与溴氰菊酯的结合位点从 ２降为

１个（唐振华等 ，２００４ ；Soderlund and Knipple ，２００３） 。
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表 2畅1 　昆虫 kdr抗性涉及的钠通道氨基酸序列的多态性（Soderlund and Knipple ，２００３）
种类 鉴定的突变 ① 参考文献

冈比亚按蚊

A nop heles gambiae

L１０１４F Martinez‐Torres 等（１９９８）

L１０１４S Ranson 等（２０００）

烟粉虱 Bemisia tabaci M９１８V ；L９２５I Morin 等（２００２）

德国小蠊

Blattella germanica

L１０１４F ② Miyazaki等（１９９６） ；Dong （１９９７）

L１０１４F ＋ E４３５K ＋ C７８５R ② Liu 等（２００４）

L１０１４F ＋ D５９G ＋ E４３５K ＋ C７８５R
＋ P１９９９L Liu 等（２００４）

微小牛蜱 Boop hilus mi‐
crop lus

F１５３８I He等（１９９９）

尖音库蚊 Culex p i p iens L１０１４F ；L１０１４S Martine‐Torres 等（１９９９a）
果蝇 Droso p hila melano‐
gaste r

I２５３N ；A１４１０V ；A１４９４V ；M１５２４I Pittendrigh 等（１９９７）

棉铃虫 Helicover p a ar‐
migera

D１５４９V ＋ E１５３３G Head 等（１９９８）

烟蚜夜蛾

Heliothis v i rescens

L１０１４H Park 和 Taylor （１９９７）
V４１０M Park 等（１９９７）

D１５４９V ＋ E１５３３G Head 等（１９９８）

骚扰角蝇 Haematobia ir‐
ritans

L１０１４F ＋ M９１８T Guerrero 等（１９９７）

马铃薯甲虫

Lep tinotarsa decemlineata
L１０１４F Lee等（１９９９b）

家蝇 Musca domestica L１０１４F ；L１０１４F ＋ M９１８T Ingles 等（１９９６） ；Miyazaki等（１９９６）

Willianmson 等（１９９６）

桃蚜 Myz us persicae L１０１４F Martinez‐Torres 等（１９９９b）
人头虱 Pediculus cap itis T９２９I ＋ L９３２F Lee等（２０００b）
小菜蛾 Plutella x y los‐
tella

L１０１４F ＋ T９２９I Schuler 等（１９９８）

　 　 ① 氨基酸位点根据家蝇 Vssc１ 钠离子通道标注 ；

② D５８G 、E４３４K 、C７６４R 、L９９３F 和 P１８８０L 突变首次在德国大蠊中发现 。

在家蝇钠离子通道中与击倒抗性相关的 L１０１４ 和 M９１８T 两个突变被发现以后 ，在

德国小蠊（Miyazaki et al畅 ，１９９６ ；Dong ，１９９７） 、烟芽夜蛾（Park and Taylor ，１９９７） 、骚扰角
蝇（Guerrero et al畅 ，１９９７） 、小菜蛾（Schuler et al畅 ，１９９８） 、桃蚜（Martinez‐Torres et al畅 ，

１９９９a） 、冈比亚按蚊（Martinez‐Torres et al畅 ，１９９８ ；Ranson et al畅 ，２０００） 、尖音库蚊（Mar‐
tinez‐Torres et al畅 ，１９９９b ） 和马铃薯甲虫 （Lee et al畅 ，１９９９b） 中发现了 kdr 突变
L１０１４F 。反之 ，家蝇 super‐kdr突变 M９１８T 仅在骚扰角蝇高抗品系中发现 ，并再一次发
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