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2017年昆虫毒理学热点回眸
史雪岩

中国农业大学植物保护学院, 北京 100193

摘要 从基因编辑技术在昆虫毒理学研究中的应用、杀虫剂作用机制及抗性机制研究、昆虫

抗药性的分子调控机制研究、昆虫毒理相关的基因组学研究等方面，综述了2017年昆虫毒理

学的主要研究进展，并展望了昆虫毒理学研究的新方向、害虫抗药性治理的新策略。
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昆虫毒理学（Insect toxicology）是毒理学的一个分

支，主要研究有毒物质对昆虫的毒杀作用机制、昆虫对

毒物的反应、环境对毒物与昆虫相互作用的影响等。

2017年，昆虫毒理学研究在广度和深度上都取得

了突破性的进展，不仅在杀虫剂的昆虫毒力方面获得

了重要成果，而且在杀虫剂的作用机制、抗药性机制等

方面都取得了重要进展。其中，对农药作用机制和抗

药性机制，不仅在生化层面进行了研究，而且使用基因

编辑等研究方法和技术，在分子层面进行了深入研究，

取得了很多研究成果。昆虫毒理学的这些研究成果，对

于弄清农药对昆虫的作用机制、掌握昆虫的抗药性机制

具有重要意义，对于制定精准、有效、合理的害虫治理方

案，在害虫防治中有效减少农药使用，达到保护食品安

全、环境安全等目的具有重要价值。以下对 2017年昆

虫毒理学的研究热点及重要成果做一简要盘点。

1 基因编辑技术在昆虫毒理学研究中的

应用

基因编辑技术能够对目标基因进行“编辑”，实现

对特定DNA片段的敲除、加入等。CRISPR/Cas9技术

能够在活细胞中有效、便捷地“编辑”基因，在研究基因

的体内功能方面具有巨大优势。在昆虫毒理学研究中，

使用CRISPR/Cas9基因编辑技术取得了很多研究成果。

1.1 用CRISPR/Cas9基因编辑技术研究了黑腹果蝇

Drosophila melanogaster ABC转运蛋白在杀虫

剂生物学中的作用

ABC转运蛋白（ABC transporters）在生物的药物抗

性及从细胞和组织中排出外源物质方面均发挥了重要

作用。近年来，昆虫ABC转运蛋白在杀虫剂毒理中的

作用引起了浓厚兴趣，但由于缺乏基因功能方面的有

效研究工具而受到了阻碍。Denecke等 [1]用 CRISPR-
Cas9基因编辑技术表征了黑腹果蝇ABC转运蛋白在杀

虫剂生物学中的作用，分别敲除了与哺乳动物ABCB1
（P-糖蛋白）同源的 3个果蝇ABC转运蛋白基因——

Mdr49、Mdr50和Mdr65，并测定了每一个突变体对多种

不同种杀虫剂的抗性。研究发现，Mdr65基因敲除的突

变体，对具有神经毒性的杀虫剂显示了更高的敏感性；

而Mdr49和Mdr50敲除突变体，对一些杀虫剂的敏感性

有所增加，而对另一些杀虫剂的抗性却有所增加。针

对Mdr65敲除突变体，进一步研究了这个转运蛋白的底

物特异性，发现MDR65的多种底物没有明显的结构差
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异。通过测定Mdr65基因敲除与ABC抑制剂——维拉

帕米的协同作用能力，以及测定敲除了Mdr65的果蝇体

内存留的杀虫剂的水平，均证实Mdr65在杀虫剂转运中

发挥了作用[1]。结果表明，ABC转运蛋白对野生型黑腹

果蝇的杀虫剂耐受能力有影响作用。

1.2 CRISPR/Cas9介导的棉铃虫Helicoverpa armi-

gera基因编辑的突变ABC转运蛋白基因HaAB-

CA2，导致对苏云金芽胞杆菌Cry2A毒素的抗性

对苏云金芽孢杆菌（Bt）毒素 Cry2Ab的高水平抗

性，与鳞翅目昆虫中一种ABC转运蛋白基因（ABCA2）

突变导致的功能缺失相关。为进一步证实ABCA2基因

（HaABCA2）与棉铃虫Cry2Ab抗性之间的关系，Wang J
等 [2]利用 CRISPR/Cas9基因组编辑技术，从敏感种群

SCD中建立了 2个 HaABCA2敲除的品系。一个品系

（SCD-A2KO1）是纯合的，是通过由非同源末端连接

（NHEJ）技术在HaABCA2的外显子 2上造成了 2-bp缺

失而产生的；另一个品系（SCD-A2KO2）是通过同源定

向修复（HDR）技术在HaABCA2的外显子 18处造成了

5-bp 缺失而产生的，以模拟来自澳大利亚田间的

Cry2Ab抗性种群的 r2抗性等位基因。与原始的敏感品

系 SCD相比，2个基因敲除品系对Cry2Aa（>120倍）和

Cry2Ab（>100倍）均产生了高水平的抗性，但对Cry1Ac
没有产生抗性或仅产生了非常有限的抗性（<4倍）。2
个基因敲除的品系对Cry2Ab的抗性都是隐性的，而且

遗传互补实验证实，在 2个品系中Cry2Ab抗性等位基

因是位于同一基因座（即HaABCA2）上。来自 2个敲除

基因品系中肠的刷状缘膜囊泡（BBMV）丧失了结合

Cry2Ab 的能力，但保持了与敏感品系 SCD 相同的与

Cry1Ac结合的能力[2]。研究获得的体内基因功能证据，

证明敲除 HaABCA2 使棉铃虫获得了对 Cry2Aa 和

Cry2Ab的高水平抗性，证实了HaABCA2在介导Cry2Aa
和Cry2Ab对棉铃虫的毒性中发挥了关键作用。

1.3 用CRISPR/Cas9基因编辑方法研究RyR靶标位

点突变对果蝇Drosophila的双酰胺抗性的作用

双酰胺杀虫剂的抗性与靶标位点鱼尼丁受体（Ry⁃
anodine receptor, RyR）突变（G4946E/V和 I4790M）的出

现有关。Douris V等 [3]研究了采自希腊的番茄潜叶蛾

Tuta absoluta抗性种群中的突变频率（G4946V~79％和

I4790M~21％），测定了对双酰胺杀虫剂的抗性水平，发

现其对氯虫苯甲酰胺（9329倍）和氟虫双酰胺（4969倍）

的抗性水平非常高，但对溴氰虫酰胺（191倍）为中等抗

性水平。为了进一步研究每种突变在抗性表型中的贡

献，通过CRISPR/Cas9介导的基因编辑技术，将番茄潜

叶蛾鱼尼丁受体的G4946V突变引入模式昆虫黑腹果

蝇，获得了携带突变等位基因组合的基因组修饰的果

蝇，并对3种双酰胺杀虫剂进行了生物测定（图1）[3]。与

5.4倍的溴氰虫酰胺抗性相比，具有G4946V突变的基

因组修饰的果蝇，对氟虫双酰胺（91.3倍）和氯虫苯甲酰

胺（194.7倍）均产生了高水平抗性。具有 I4790M突变

的天然野生型种群，对氟虫双酰胺有中等抗性（15.3
倍），但对氯虫苯甲酰胺（7.5倍）和氰虫酰胺（2.3倍）的

抗性较低[3]。这些体内基因功能的证据，证实了RyR突

变在双酰胺抗性中的作用和相对贡献，并且表明突变

使RyR蛋白的结合位点处对 3种双酰胺的相对亲和力

上具有细微差异。

1.4 CRISPR/Cas9介导的甜菜夜蛾Spodoptera ex-

igua鱼尼丁受体G4946E突变导致了对双酰胺杀

虫剂高水平的抗性

3种鳞翅目害虫——小菜蛾Plutella xylostella、番茄

潜叶蛾 Tuta absoluta和二化螟Chilo suppressalis对双酰

胺类杀虫剂的抗性，与鱼尼丁受体RyR上的G4946E突

变有关。Zuo Y Y等 [4]使用CRISPR/Cas9技术，在重要

的鳞翅目害虫甜菜夜蛾中成功引入了RyR G4946E突

变。与甜菜夜蛾的野生型种群 WHS 比较，获得的

SeRyR G4946E纯合突变品系4946E，对氯虫苯甲酰胺、

溴氰虫酰胺和氟虫双酰胺分别显示出223、336和>1000
倍的抗性。正反交实验发现，4946E品系的靶标位点对

图1 CRISPR/Cas9基因编辑方法研究RyR靶标位点

突变对果蝇的双酰胺抗性的作用

Fig. 1 Investigation of the contribution of RyR target-site
mutations in diamide resistance by CRISPR/Cas9 genome

modification in Drosophila
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邻氨基二酰胺类杀虫剂的抗性是常染色体和接近隐性

的遗传模式，而对氟虫双酰胺的抗性则是完全隐性遗

传模式[4]。该研究首次在体内证实，在鳞翅目害虫中引

入RyR G4946E突变，导致了对双酰胺杀虫剂的高水平

抗性；还揭示了SeRyR G4946E突变导致的对氨基二酰

胺类杀虫剂氯虫苯甲酰胺和氰虫酰胺的抗性水平，与

对氟虫双酰胺的抗性水平之间具有微小的差异。

2 杀虫剂作用机制及抗性机制研究进展

至今，昆虫毒理学研究领域已明确了一些杀虫剂

的作用机制，如有机磷杀虫剂通过抑制昆虫神经系统

的乙酰胆碱酯酶、拟除虫菊酯作用于Na离子通道、新烟

碱类杀虫剂是昆虫烟碱型乙酰胆碱受体的激动剂、阿

维菌素作用于昆虫Cl离子通道等发挥杀虫作用。但对

于有些杀虫剂的准确作用机制还不十分明确，如杀虫

剂如何与昆虫中的靶标蛋白结合而发挥其杀虫作用等

仍不清楚，而这需要弄清靶标受体的蛋白晶体结构

等。此外，随着杀虫剂的使用，昆虫通过减少杀虫剂的

表皮穿透性、增强对杀虫剂的解毒代谢、靶标位点的改

变等机制对杀虫剂产生抗性。目前，对昆虫抗药性机

制的研究，已经从生化机制深入到分子机制。

2.1 双酰胺类杀虫剂的作用机制及抗性机制研究进展

双酰胺杀虫剂作为昆虫鱼尼丁受体（RyR）的有效

激活剂，诱导了钙离子的失控释放，引起肌肉收缩并最

终导致死亡。双酰胺杀虫剂被广泛用于防治鳞翅目害

虫小菜蛾、番茄潜叶蛾等，然而抗性表型在田间的出现，

导致了双酰胺杀虫剂对害虫防治效果的降低。2017年
对双酰胺类杀虫剂的抗性机制研究进一步深入。

2.1.1 明确了小菜蛾Plutella xylostella的鱼尼丁受体

N-端结构域的晶体结构，揭示了2个潜在的物

种特异性杀虫剂靶标位点

鱼尼丁受体（RyRs）是双酰胺类杀虫剂的作用靶

标。针对有害生物RyRs的商品化的3种杀虫剂——氯

虫苯甲酰胺、氟虫双酰胺、溴氰虫酰胺，每年的销售额

超过20亿美元，但是昆虫RyR的结构仍不清楚，致使对

以RyR为靶标的杀虫剂的作用机制以及对相关杀虫剂

抗性机制尚未明确。

Lin L Y等[5]报道了在2.84 Å分辨率下，十字花科作

物生产中的世界性害虫——小菜蛾（DBM）的RyR N-
末端结构域（NTD）（残基1-205）的晶体结构（图2）。与

其哺乳动物的同源物类似，DBM RyR NTD由β-折叠基

序和侧翼α-螺旋组成。但是NTD中的2个区域在与相

邻结构域的相互作用中显示了不同的构象，显示了

DBM RyR与哺乳动物RyR的差异。使用同源建模和分

子动力学模拟，创建了N-末端3个结构域的结构模型，

显示其具有3个独特的键合口袋，这可能是导致物种特

异性杀虫剂的靶标。热熔实验显示，DBM RyR NTD的

稳定性比哺乳动物RyR的稳定性高，这可能是由于在

晶体结构中所观察到的稳定的域内二硫键导致的。研

究表明，DBM NTD不是单独作为氟虫双酰胺的主要结

合位点的，这与以前报道的DBM NTD是通过 2个关键

区域中的一个与氟虫双酰胺发生相互作用的研究结果

有所不同[5]。

2.1.2 鱼尼丁受体的点突变导致了番茄潜叶蛾Tuta

absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae)对双酰胺

类杀虫剂的抗性

虽然在一些欧洲的番茄潜叶蛾种群中发现了高水

平的双酰胺抗性，然而其抗性机制至今还不清楚。

图2 （a）DBM RyR NTD域的2个不同视图，β-折叠用紫色表示；

α-螺旋和一个310螺旋用蓝色显示；环用白色表示；（b）用UCSF
Chimera生成的DBM RyR NTD域的2个不同的静电表面视图，带

负电、带正电、不带电的表面分别用红色、蓝色、白色表示

Fig. 2 (a) Two different views of DBM RyR NTD domain. β-
strands are shown in purple. α-helix and a 310 helix are shown in

blue. Loops are shown in white; (b) Two different electrostatic
surface views of DBM RyR NTD domain generated by UCSF

Chimera. Negatively charged, positive charged and non-charged
surfaces are colored in red, blue and white, respectively
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Roditakis E等[6]使用 1个意大利的双酰胺抗性种群 IT-
GELA-SD4，以及采自希腊、西班牙和巴西的田间种群，

研究了番茄潜叶蛾的抗性机制。通过将 IT-GELA-SD4
种群与敏感种群正反交，研究了抗性的遗传学，发现番

茄潜叶蛾对双酰胺的抗性是常染色体不完全隐性的遗

传模式。为了验证在小菜蛾中发现的靶标突变抗性在

番茄潜叶蛾的双酰胺抗性中的作用，对各个番茄潜叶

蛾种群的鱼尼丁受体基因进行了测序，在 IT-GELA-
SD4种群和具有不同抗性水平的田间种群中，基因型分

析显示存在G4903E和 I4746M 两个鱼尼丁受体RyR靶

标位点突变。这 2个氨基酸替代分别与在双酰胺抗性

小菜蛾中发现的氨基酸替代 G4946E 和 I4790M 相对

应。此外，在一些抗性个体中，发现了 2个新的突变

G4903V和 I4746T。使用放射性配体结合方法，研究了

IT-GELA-SD4种群的胸膜制备液与双酰胺的亲和力，

结果发现，RyR的这些突变改变了RyR与双酰胺的亲

和力，表明昆虫 RyR中 G4903（小菜蛾中的 G4946）位

点，在决定昆虫对双酰胺的敏感性中具有重要作用[6]。

2.2 拟除虫菊酯抗性相关的昆虫钠离子通道突变的分

子机制研究进展

2.2.1 昆虫钠通道IIIS6片段胞质末端的2个酸性残基

突变，对拟除虫菊酯抗性具有明显的作用

在多种农业害虫和病媒昆虫中，钠离子通道的突

变导致了对拟除虫菊酯杀虫剂（如氯菊酯和氯氰菊酯）

的击倒抗性。在氯氰菊酯抗性棉铃虫Helicoverpa armi⁃

gera和烟芽夜蛾Heliothis virescens种群中，检测到了双

突变D3i28V和E3i32G，然而，这 2个突变在拟除虫菊酯抗

性中的作用仍不清楚。Chen M L等[7]将突变引入到蟑

螂钠通道BgNav1-1a中，并测定了突变对非洲爪蟾卵母

细胞中的通道门控和拟除虫菊酯敏感性的影响。研究

发现，单个D3i28V突变以及双突变D3i28V/E3i32G，均使去极

化方向的激活电压位移了 15 mV和 20 mV，然而E3i32G
突变没有产生显著影响。D3i28V显著降低了由氯菊酯和

NRDC 157（I型拟除虫菊酯）以及溴氰菊酯和氯氰菊酯

（II型拟除虫菊酯）诱导的电流幅度，而单独的E3i32G没

有产生影响。其中，II型拟除虫菊酯对D3i28V/E3i32G通道

诱导的电流幅度，与对BgNav1-1a通道的影响相似，但 II
型拟除虫菊酯诱导的电流的衰减均有所加快。在 I型
拟除虫菊酯诱导的电流中，没有产生这些影响。基于

昆虫钠通道上的双重拟除虫菊酯受体模型的计算分

析，预测出D3i28V和E3i32G是通过变构机制对通道门控和

拟除虫菊酯作用产生影响而发挥作用的 [7]。这表明，

D3i28V/E3i32G双突变对 I型和 II型拟除虫菊酯具有截然不

同的 2种作用，并且强化的电流加速衰减，也可能是对

II型拟除虫菊酯产生抗性的有效机制。

2.2.2 熊蜂Bombus impatiens BiNav1钠通道对氟胺

氰菊酯产生选择性抗性的分子基础

拟除虫菊酯通过作用于昆虫电压门控钠通道发挥

其毒性作用。蜜蜂和熊蜂对大多数拟除虫菊酯高度敏

感，但对氟胺氰菊酯具有抗性。然而，蜜蜂对氟胺氰菊

酯的抗性机制还不明确。Wu S Y等[8]用非洲爪蟾卵母

细胞表征了熊蜂的钠通道 BiNav1-1的功能，发现 Bi⁃
Nav1-1通道对6种常用拟除虫菊酯高度敏感，但对氟胺

氰菊酯具有抗性。系统发育和突变分析表明，在熊蜂

钠离子通道上有 3个氨基酸残基，处于 12个蜂种的钠

通道的保守区，是决定对熊蜂钠离子通道对氟胺氰菊

酯抗性以及对其他拟除虫菊酯敏感的基础。通过计算

机建模和诱变，在熊蜂钠离子通道的拟除虫菊酯受体

的位点中又发现了4个其他残基，它们在决定熊蜂钠通

道对氟胺氰菊酯与其他拟除虫菊酯的独特选择性也发

挥了作用[8]。

2.3 小菜蛾谷氨酸门控氯离子通道M3螺旋的突变，

通过2种不同机制对阿维菌素产生了不同的抗性

阿维菌素是农业害虫防治中使用最广泛的杀虫剂

之一，但全球范围内抗药性的出现是其持续应用的主

要威胁。阿维菌素通过直接激活谷氨酸门控氯离子通

道（GluC1）和调节其他的离子通道的半胱氨酸环而发

挥其杀虫作用。在昆虫GluC1的跨膜结构域中发生的

3个突变——小菜蛾GluCl（PxGluC1）的A309V、二斑叶

螨 GluCl1（TuGluCl1）的 G323D 和 TuGluCl3 的 G326E，
是与对阿维菌素的靶标位点抗性相关的。为了比较这

些突变的作用，Wang X L等[9]将A309V/I/G和G315E突

变（相当于TuGluCl1中的G323和TuGluC13中的G326）
分别引入到PxGluC1通道中，使用非洲爪蟾卵母细胞进

行功能分析，显示A309V和G315E突变使对阿维菌素

的敏感性降低了 4.8倍和 493倍。相反，309I/G突变对

阿维菌素的胁迫响应没有产生显著影响，其中，A309I
突变使对谷氨酸的敏感性提高了1个数量级（~12倍）。

对PxGluCl进行同源建模分析，表明G315E突变是通过

空间位阻机制，干扰了阿维菌素的结合，而A309突变的

结构改变还不清楚，但是结合位点的变构修饰是最可

能的机制[9]。研究表明，A309V和G315E突变都可能导
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致对阿维菌素的靶标位点抗性，这对预测、监测小菜蛾

和其他害虫中的阿维菌素抗性十分重要。

2.4 烟碱型乙酰胆碱受体（nAChR）β1亚基的点突变

和低表达水平与中国Bt棉田的棉蚜Aphis gos-

sypii（Glover）的吡虫啉抗性有关

Chen X W等[10]在对吡虫啉已产生了>1200倍抗性

的棉蚜种群 IMI-R 中，检测到烟碱型乙酰胆碱受体

（nAChR）β1亚基上有3个靶标位点突变，其中包括已报

道的与棉蚜的吡虫啉抗性有关的R81T突变，该研究还

首次检测到未报道过的V62I和K264E突变。这些突变

也存在于棉蚜田间抗性种群中，表明它们在棉蚜的吡

虫啉抗性中发挥了作用。此外，IMI-R种群中编码 β1
亚基的转录表达水平也显著降低，表明 nAChRβ1亚基

的点突变和表达下调参与了棉蚜对吡虫啉的抗性机

制[10]。

对于昆虫的烟碱型乙酰胆碱受体，由于其异源表

达困难而限制了无脊椎动物 nAChRs的研究。乙酰胆

碱结合蛋白Acetylcholine binding proteins（AChBPs），是

烟碱型乙酰胆碱受体（nAChRs）胞外结构域的同系物。

Bao H B等[11]研究发现，蜘蛛乙酰胆碱结合蛋白可以作

为研究昆虫 nAChRs和新烟碱杀虫剂之间的相互作用

的替代模型，这为深入研究烟碱型乙酰胆碱受体

（nAChRs）的功能提供了基础。

2.5 RNAi Mdr65基因增加了多种杀虫剂对黑腹果蝇

的毒力

RNA干扰（RNA interference, RNAi）指在进化过程

中高度保守的、由双链 RNA（double- stranded RNA，

dsRNA）诱发的、同源mRNA高效特异性降解的现象。

使用RNAi技术可以特异性剔除或关闭特定基因的表

达，目前该技术已被广泛用于探索昆虫抗药性相关基

因功能的研究。

ABC转运蛋白在人类多药耐药性（multidrug resis⁃
tance，MDR）方面已被广泛研究，但关于它们在昆虫中

的运输和/或排泄中的作用知之甚少。果蝇具有 56个

ABC转运蛋白基因，其中 8个与人类Mdr基因（ABCB1
进化枝）最相似。Sun H N等[12]研究了位于ABCB1进化

枝中的ABC转运蛋白在调节杀虫剂敏感性中的作用，

利用黑腹果蝇中的 GAL4/UAS 系统，沉默了 Mdr65、

Mdr50、Mdr49和 ABCB6的表达水平。发现沉默Mdr65

增加了果蝇对 9种不同杀虫剂的敏感性。此外，1个

Mdr65的突变使马拉硫磷、马拉氧磷和氟虫腈的LC50值

分别降低 1.9倍、2.1倍和 3.9倍，表明ABC转运蛋白特

别是Mdr65在特定的、结构多样的杀虫剂对黑腹果蝇的

毒性影响中发挥了关键作用[12]。

2.6 昆虫解毒酶对杀虫剂的代谢作用和功能研究进展

昆虫多功能氧化酶P450s和羧酸酯酶CarE、谷胱甘

肽-S-转移酶GSTs等在昆虫对其寄主植物的次生代谢

产物以及合成杀虫剂的代谢适应性中发挥了关键作

用。在 2017年，一些研究表征了昆虫解毒酶对杀虫剂

的解毒代谢作用及其与害虫抗药性或耐药性的关系。

2.6.1 CYP6B6参与了杂食性鳞翅目害虫棉铃虫He-

licoverpa armigera对顺式氰戊菊酯的解毒

Pan J等 [13]将棉铃虫的CYP6B6和NADPH-细胞色

素P450还原酶（HaCPR）在大肠杆菌中成功共表达，并

用重组CYP6B6-HaCPR单加氧酶复合物孵育代谢氰戊

菊酯，结果显示CYP6B6能够将氰戊菊酯代谢为 4′-羟
基氰戊菊酯，表明CYP6B6具有催化羟基化氰戊菊酯的

能力，因此在氰戊菊酯解毒中发挥了作用[13]。

2.6.2 参与外源物质代谢的棉铃虫CYP6AE亚家族

10个P450基因功能鉴定

Shi Y等[14]研究了棉铃虫中可被植物毒素和拟除虫

菊酯诱导的CYP6AE亚家族的 10个P450s基因的代谢

能力。通过将这些 P450与细胞色素 P450还原酶一起

在昆虫细胞中异源表达，并进行体外代谢功能比较，发

现除CYP6AE20外，所有CYP6AE家族成员都能有效地

将氰戊菊酯转化为 4′-羟基氰戊菊酯，但重组CYP6AE
酶均不能代谢棉酚。在CYP6AE亚家族中还观察到了

环氧化能力，可以将艾氏剂高效率的转化为狄氏剂。

此外，该亚家族中的7个P450还可以代谢吡虫啉，但比

烟粉虱CYP6CM1vQ的代谢效率低。CYP6AE20对这 4
种化合物几乎没有代谢能力，但可以代谢几种模型荧

光底物。研究表明，棉铃虫CYP6AE P450s具有广谱的

底物谱，但是棉酚对棉铃虫CYP6AE基因进化的作用有

限[14]。

2.6.3 明确了棉铃虫幼虫对噻虫嗪的代谢转化及其与

噻虫嗪对棉铃虫幼虫毒力的关系

Fan Y J等 [15]使用固相萃取（SPE）结合UPLC-MS/
MS的方法，研究了噻虫嗪TMX在棉铃虫幼虫体内的代

谢、棉铃虫中肠微粒体对TMX的体外代谢情况。发现

TMX可以从棉铃虫幼虫中快速消除，消除半衰期为4.2
h。与此同时，TMX代谢仅形成了很少量的CLO。表明

TMX对棉铃虫幼虫的低杀虫活性与棉铃虫幼虫中TMX
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的快速消除有关，同时由于作为TMX代谢物的CLO的

体内水平很低，不能对棉铃虫幼虫产生毒力[15]。

2.6.4 参与有机磷杀虫剂抗性的棉蚜羧酸酯酶基因突

变的功能表征

CarEs的过量表达和结构修饰均被发现参与了昆

虫对有机磷（OP）杀虫剂抗性的发展。在氧化乐果抗性

的棉蚜羧酸酯酶基因的开放阅读框中，发现了4个非同

义突变，导致了4个氨基酸残基取代。Gong Y H等[16]表

征了这些突变在单独存在或组合存在的情况下，对OP
杀虫剂水解的功能。代谢结果表明，4种突变组合的情

况主要存在于实验室筛选的OP抗性棉蚜种群中，其OP
水解酶活性增加了约 2倍，但同时失去了羧酸酯酶活

性。单个或多个突变的功能研究表明，H104R、A128V
和 T333P，尤其是H104R与A128V或 T333P的组合，对

获得OP水解酶活性具有正面的影响。而K484R突变

则降低OP水解酶活性和 CarE活性，表明这种突变对

OP水解酶活性产生了不利的影响。因此，结构基因修

饰是实验室筛选棉蚜抗性种群的分子基础[16]。

2.6.5 槲皮素诱导的羧酸酯酶活性升高及对功夫菊酯

的水解代谢能力增强，导致了取食槲皮素的棉

铃虫对功夫菊酯的敏感度降低

槲皮素作为植物黄酮普遍存在，取食槲皮素的棉

铃虫幼虫对高效氯氟氰菊酯敏感性的显著降低。Chen
C Y等[17]研究发现，取食槲皮素的棉铃虫幼虫的羧酸酯

酶活性显著升高。体外代谢研究表明，取食槲皮素的

棉铃虫幼虫中肠对功夫菊酯的水解代谢能力升高了

1.93倍。升高的CarE酶活性和提高的功夫菊酯水解代

谢能力，导致取食槲皮素的棉铃虫幼虫对功夫菊酯的

耐受性升高[17]。Chen C Y等[18]还发现，取食槲皮素也导

致了棉铃虫 ECOD 活性显著升高，同时 CYP6B6、

CYP6B8和CYP321A1表达水平上调，表明取食槲皮素

的棉铃虫对功夫菊酯耐受性显著增加，与细胞色素

P450单加氧酶也有一定关系[18]。

2.6.6 烟粉虱Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodi-

dae)中谷胱甘肽S-转移酶GSTd7与烟粉虱中

东-小亚细亚 1隐种MEAM1 和地中海隐种

MED之间杀虫剂敏感性差异有关

He C等[19]在鉴定了烟粉虱中谷胱甘肽S-转移酶基

因的基础上，研究发现GSTd7在地中海隐种MED中较

高表达，与烟粉虱中东-小亚细亚1隐种MEAM1和地中

海隐种MED之间杀虫剂敏感性差异有关。

2.7 其他进展

杀虫剂抗性机制研究在不断发展。例如，Huseth
A S等[20]比较研究了新烟碱类杀虫剂抗性和敏感的烟蓟

马Frankliniella fusca在不同发育阶段对多种杀虫剂的

反应。Sun H等[21]研究发现，多种ATP结合转运蛋白参

与了灰飞虱 Laodelphax striatellus 的抗药性。Kasai S
等[22]研究发现，单个家蝇种群中的抗性等位基因的多样

性有助于对拟除虫菊酯类杀虫剂产生适应性。Pig⁃
natelli P等[23]研究了冈比亚按蚊ATP结合转运蛋白家族

的系统发育分析和组织定位。Bajda S等 [24]研究表明，

二斑叶螨Tetranychus urticae中NADH与泛醌氧化还原

酶的复合物 I的PSST同系物上的一个突变与其对线粒

体电子传递抑制剂METI杀螨剂的抗性有关。

2017年还广泛开展了对害虫的杀虫剂抗性监测。

例如，中国监测了烟粉虱对 8种杀虫剂的抗性[25]、韭蛆

对 6 种杀虫剂抗性 [26]，建立了按蚊 Anopheles sinensis

RDL中与抗性相关突变的分布频率与抗性的关系，并

使用RDL突变检测了中国广西的按蚊种群对多种杀虫

剂的抗性[27]，这些工作为指导抗性监测和治理提供了必

要的基础数据。

3 昆虫抗药性的分子调控机制研究进展

转录因子和MicroRNA 在对基因的表达调控中具

有重要作用，转录因子和MicroRNA也参与了昆虫抗药

性的调控。

3.1 转录因子对昆虫的杀虫剂抗性的调控作用

转录因子（transcription factor）是能与基因 5′端上

游特定序列专一性结合，从而保证目的基因以特定的

强度在特定的时间与空间表达的蛋白质分子。在2017
年，转录因子参与调控昆虫抗药性的研究取得了一定

进展。

3.1.1 Cap n collar转录因子调控的多个基因编码的

蛋白质，参与了赤拟谷盗Tribolium castaneum

对杀虫剂的解毒代谢

在无脊椎动物中，异源转录因子的二聚体CncC和

Maf介导了细胞防御。在昆虫中，这些蛋白调节的基因

表达参与了杀虫剂的解毒。Kalsi M等[28]针对拟除虫菊

酯抗性的赤拟谷盗（QTC279）品系，通过注射CncC或绿

色荧光蛋白（GFP，对照）的 dsRNA，对其进行了 cDNA
测序。差异表达分析表明，沉默CncC基因表达后，有
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662个基因的表达显著减少，同时有91个基因的表达显

著增加。选择了27个下调的基因，进一步用qRT-PCR
证实了其差异表达。这27个基因中，包含了21个具有

预测的外源物质解毒功能的基因。使用RNAi和生物

测定方法研究了其中6个基因的功能，发现这6个基因

编码的CYP4G7、CYP4G14、GST-1和4个ABC转运蛋白

ABCA-UB、ABCA-A1、BCA-A1L和ABCA-9B，分别参

与了杀虫剂解毒过程的 I、II、III相代谢反应[28]。表明转

录因子CncC调节了编码参与杀虫剂解毒的蛋白质的基

因。

3.1.2 转录因子cap n collar C调控的多个细胞色素

P450基因参与了马铃薯甲虫Leptinotarsa de-

cemlineata（say）对马铃薯中植物次生物质的

适应性和对吡虫啉的抗性

马铃薯甲虫（CPB）是马铃薯生产中的严重害虫。

在与含有生物碱配糖体 glycoalkaloids毒素的茄科植物

的共同进化过程中，马铃薯甲虫拥有了有效的解毒系

统，并对用于其防治的所有化学杀虫剂均产生了一定

抗性。植物次生物质与杀虫剂之间存在交互抗性，但

对于其分子机制仍不清楚。Kalsi M等[29]研究了 1个田

间采集的马铃薯甲虫抗性品系对马铃薯中植物次生物

质的解毒能力及对吡虫啉抗性的分子机制，发现吡虫

啉抗性的马铃薯甲虫通过上调细胞色素P450基因，对

马铃薯植株的植物物质和吡虫啉进行了代谢解毒。通

过RNAi进行基因沉默研究发现，4种细胞色素P450基
因（CYP6BJa/b、CYP6BJ1v1、CYP9Z25和CYP9Z29）是马

铃薯甲虫对抗天然防御物质和合成化学物质所必需

的，而且这些P450基因受异源转录因子Cap n Collar C
（CncC）和Maf的调控。使用萤光素酶报告基因分析

CYP9Z25的启动子，鉴定了CncC和Maf的2个结合位点

——GCAGAAT和GTACTGA[29]。研究表明，马铃薯甲虫

通过异源转录因子CncC和Maf来调节多个P450基因，

介导了其对吡虫啉和马铃薯植物化学物质。

3.1.3 转录因子芳香烃受体/芳香烃受体核转录因子

参与调控了棉蚜对异源物质耐受性相关的细胞

色素P450 CYP6DA2

细胞色素 P450单加氧酶（P450）CYP6DA2的过量

表达与棉蚜对棉酚和螺虫乙酯耐受性有关，而

CYP6DA2是转录调控的。Peng T等[30]针对芳香烃受体

转录因子（AhR）和芳香烃受体核转录因子（ARNT），研

究发现AhR含量与CYP6DA2水平高度相关。对AhR或

ARNT进行RNAi，则显著降低了靶基因及其对应物的水

平，同时显著抑制了 CYP6DA2的表达。ARNT、AhR或

AhR+ARNT 与 CYP6DA2 启动子共转染，显著提高了

CYP6DA2启动子活性，而且 AhR+ARNT的共转染是最

有效的。因此，位于启动子中的这些元件负责了

CYP6DA2转录，而且CYP6DA2表达受转录因子 AhR和

ARNT的调控[30]。

3.1.4 Forkhead-box protein A (FOXA)转录因子通

过调节毒素受体ABCC2和ABCC3基因的表

达，调节了昆虫对苏云金芽胞杆菌 Bacillus

thuringiensis Cry1Ac毒素的敏感性

苏云金芽胞杆菌（Bt）产生的Cry毒素是广泛用于

昆虫防治的杀虫蛋白。ATP结合转运蛋白（ABC）如

ABCC2、ABCC3、ABCG1和ABCA2作为推定的受体，被

认为参与了Cry毒素的杀虫作用。然而，参与ABC转运

蛋白基因表达的转录调节因子仍然未知。FOXA是通

过重构染色质调节基因表达的转录因子，Li J H等[31]研

究证实了FOXA转录因子通过调节毒素受体ABCC2和

ABCC3基因的表达，调节了昆虫对苏云金芽孢杆菌

Cry1Ac毒素的敏感性。

3.2 MicroRNA对昆虫的杀虫剂抗性的调控作用

MicroRNA (miRNA)是一类由内源基因编码的长度

约为22个核苷酸的非编码单链RNA分子，它们在动植

物中参与蛋白翻译抑制或mRNA降解的转录后基因表

达调控。miRNA在各种生物学过程中的调控作用已有

研究报道。在2017年，MicroRNA对昆虫杀虫剂抗性的

调控作用研究也取得了一定进展。

3.2.1 miR- 2~13~71 簇在淡色库蚊 Culex pipiens

pallens对溴氰菊酯抗性中的作用

溴氰菊酯的过量和持续施用导致了蚊虫对溴氰菊

酯的抗性发展，成为控制蚊子的主要障碍。使用 Illumi⁃
na测序，已鉴定了淡色库蚊对溴氰菊酯敏感（DS）品系

和溴氰菊酯抗性（DR）品系之间的差异表达miRNA。

Guo Q 等 [32]应用 RNAi 和玻璃瓶生物测定法，研究了

miR-2~13~71簇（miR-2，miR-13和miR-71）与溴氰菊

酯抗性之间的关系。使用qRT-PCR测定了miR-2~13~
71簇的表达水平。发现MiR-2~13~71基因簇在溴氰菊

酯抗性种群的雌成虫中表达下调，并通过调控靶基因

CYP9J35和 CYP325BG3，在溴氰菊酯抗性中发挥了重

要作用。此外，敲除CYP9J35和CYP325BG3也导致了

溴氰菊酯抗性DR的蚊子的死亡率升高。这是miRNA
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基因簇与蚊子中溴氰菊酯抗性相关的首个证据[32]。

3.2.2 Dicer-1和Argonaute-1的RNAi，提高了棉蚜

对植物次生物质的敏感性

为揭示miRNA在棉蚜对植物次生物质胁迫响应中

的作用，Ma K S等[33]使用RNAi沉默了在miRNA途径中

形成RNA-诱导的沉默复合物（RISC）的重要组分——

Dicer-1和Argonaute-1。发现沉默Dicer-1降低了miR⁃
NAs的表达量，导致了取食单宁酸和棉酚的棉蚜的死亡

率升高。沉默Argonaute-1导致取食单宁的棉蚜死亡率

明显升高，但棉蚜对棉酚的敏感性没有显著变化。表

明miRNA在棉蚜对植物次生物质的胁迫响应中具有调

控作用[33]。

3.2.3 棉蚜的miRNA的鉴定及其对植物次生物质的

响应

Ma K S 等 [34] 研究发现，miR- 656a- 3p 通过与

CYP6J1的 3'UTR结合，调节了CYP6J1的转录后表达。

表明miRNA参与了棉蚜对植物次生物质的代谢。

4 昆虫毒理相关的基因组学研究进展

基因组学（genomics）是研究生物基因组的组成、基

因的结构和相互关系及表达调控的科学。基因组学研

究可以提供全面、大量的基因组信息及相关数据，为基

因功能分析等提供基础。目前昆虫基因组学研究已广

泛开展。2017年，昆虫毒理相关的基因组学研究也取

得了一定研究成果，为昆虫抗药性相关基因功能的研

究提供了必要的研究基础。

1）进行了烟粉虱中糖转运蛋白家族的全基因组表

达分析。在此研究中，基于对烟粉虱MEAM1的基因组

和转录组的分析，鉴定了 137个糖转运蛋白（ST），而且

发现烟粉虱MEAM1比其他昆虫编码了更多的糖转运

蛋白[35]；还进行了B型烟粉虱中氨基酸转运蛋白家族的

APC和 AAAP的全基因组鉴定和表达分析 [36]、烟粉虱

ABC转运蛋白的全基因组分析[37]，为掌握烟粉虱功能基

因组奠定了基础。

2）针对小菜蛾，研究了与氯虫苯甲酰胺抗性相关

的小菜蛾长链非编码RNA（lncRNAs）全基因组，首次表

征鉴定了小菜蛾对氯虫苯甲酰胺抗性相关 lncRNAs[38]；

研究了小菜蛾长链非编码RNA基因的全基因组鉴定及

其与杀虫剂抗性和变态的相关性[39]；分析鉴定了小菜蛾

的氯虫苯甲酰胺抗性相关miRNA[40]；比较分析了棉铃虫

幼虫和成虫马氏管的转录组[41]。

除基因组、转录组外，蛋白质组学和代谢组学也被

用于昆虫毒理学研究。例如，Rand E E等[42]用蛋白质组

学和代谢组学揭示了蜜蜂幼虫具有快速和广泛的烟碱

解毒能力。用烟碱饲喂蜜蜂幼虫后，研究了其蛋白质

组学和代谢组学反应，发现蜜蜂幼虫能够通过可诱导

的解毒机制有效地解毒尼古丁。而且有一种应激反应

对解毒过程进行了补充，促进了幼虫生长。质谱法进

一步证明幼虫与蜜蜂成虫一样，可以将烟碱通过在 2′
C-氧化，而代谢为4 -羟基- 4-(3-吡啶基)丁酸代谢物，

这是烟碱最重要的代谢途径。表明蜜蜂幼虫有能力代

谢毒物，幼虫对特定毒素的敏感性增加，不是由于解毒

能力下降所导致的[42]。

5 结论

在2017年，昆虫毒理学在农药作用机制、昆虫的抗

药性机制等方面都取得了许多突破性的研究成果，但

有待使昆虫毒理学的相关研究从点到线再到面等层次

上深入发展，获得系统性、突破性的研究成果。

在农药昆虫毒理学的研究中，基因编辑等新兴的

生物学研究技术给昆虫毒理学的研究提供了更加精准

便捷的研究手段和方法，可通过表征昆虫的重要基因

功能，使昆虫毒理学中的解毒代谢路径及调控机制、抗

药性机制等研究更加深入，因此，昆虫毒理学与新的生

物学研究技术结合具有很好的前景。此外，基因组、转

录组学等生物信息学技术已经在昆虫毒理学中得到了

广泛应用，但是面对获得的昆虫毒理学相关的海量生

物信息，如何找出与昆虫毒理相关的关键路径及其调

控机制，是未来研究的重点。而基于昆虫毒理学的先

进研究成果，开发新型、环境友好的害虫防治手段，是

未来的研究热点。例如，通过生物技术干扰昆虫的解

毒代谢系统，使昆虫恢复对杀虫剂的敏感性，克服昆虫

的抗药性，就可以显著降低杀虫剂的用量，达到减少农

药的使用量的目的，希望这在未来得到更大的发展。
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Review on research progresses of insect toxicology in 2017

AbstractAbstract Insect toxicology research is very important for the development of new insecticides and the management of insect resistance.
This article reviews the 2017 progresses on the application of gene editing technology in insect toxicology research, mode of action and
resistance mechanism of insecticides, molecular regulation mechanism of insect resistance, and insecticide toxicology related genomics of
insects. The future of systematic characterization of toxicology- related genes function of insects, further understanding of the insect
toxicology, and developing new management tactics for insect resistance based on the results of insect toxicology research are also
prospected.
KeywordsKeywords insect toxicology; insecticides; resistance mechanism ●
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