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摘要 ! 用膜片钳技术对比分析了棉铃虫三氟氯氰菊酯抗性品系（*）及其同源对照品系（+）幼虫离体培养中枢神
经细胞 ,- .通道的门控特性及杀虫剂对 * 和 + 神经细胞 ,- .、/-# .通道门控过程的影响。结果表明，+ 神经细胞
,- .通道电流（! 0 ", -）在 0 1& 2 0 )& 34 激活，0 #& 34 左右达峰值，* 神经细胞 ,- .通道电流（# 0 ", -）在

0 )& 34 左右激活，0 !& 2 & 34 达峰值，即 # 0 ", - 激活电压与峰值电压均向正电位方向移动约 !& 34，提示二
者,- .通道门控特性不同，* 神经细胞 ,- .通道功能发生了变异。三氟氯氰菊酯作用后，! 0 ", - 与 # 0 ", - 的 5 2 4
曲线均向负电位方向移动约 !& 34，! 0 ", - 在 #& 367 后基本消失，而 # 0 ", - 被阻断需时约 (& 367，延长近 1倍，
其幅值有减小后再增大的现象。对 /-# .通道分析表明，杀虫剂作用后，* 及 + 神经细胞 /-# .通道电流的 5 2 4 曲线
均向负电位方向移动 !& 2 #& 34，提示三氟氯氰菊酯对 /-# .通道的门控过程也有影响。与 # 0 ", - 幅值起伏变化相

联系，可推知杀虫剂对神经细胞的毒性作用中，,- .、/-# .通道均受影响。
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棉铃虫（$%&’()* %+ ,- -+. ’/%+-，;<=7>?）为重
要农业害虫，神经敏感性降低是其对拟除虫菊酯类

杀虫剂产生抗性的重要机制之一。神经敏感性与

,- .、@ .、/-# .等电压门控性离子通道的功能密切

相关。但杀虫剂究竟如何影响离子通道，通道门控

特性及功能是如何变化，从而使得害虫神经敏感性

降低的原因目前并无定论。三氟氯氰菊酯

（ABC-DEFC?67，/BC）是 #&世纪 G&年代开发的第三
代菊酯类农药，由于其活性高、杀虫谱广、药效迅速，

因此在我国棉田被大量使用，使得棉铃虫已对 /BC
产生不同程度抗性，且近年来呈上升趋势 H! I。基于上

述情况，本文利用全细胞膜片钳技术对比分析了棉

铃虫 /BC 抗性品系（*）及其同源对照品系（+）幼虫
中枢神经细胞 ,- .通道的门控特性，以及 /BC 对 *
和 + 神经细胞 ,- .、/-# .通道门控过程的影响，以

探讨棉铃虫对拟除虫菊酯类杀虫剂的抗性机制及

/BC 对神经细胞 ,- .、/-# .通道的作用机理，以期

对抗性棉铃虫治理有所贡献。

1 材料和方法
1 0 1 试虫
棉铃虫初始种群于 !((#年 G月采自河北保定

棉田。在室内用 /BC 进行抗性淘汰筛选后获得抗性

品系（*），01 1& 为 & % )(&$ !J K头；其同源对照品系
（+）01 1& 为 & % &&)!( !J K头。抗性品系淘汰筛选工
作由中国农业科学院植物保护研究所完成。

1 0 3 神经细胞的分离与培养
从棉铃虫幼虫（第 $龄）胸、腹神经节分离神经

细胞。将神经节置消化酶液（& % !1L胶原酶，& % $L
胰蛋白酶）中，孵育 !1 367 后去除神经鞘，继续振
动消化 $& 367。然后移至培养液（M / 0 !&&与 N 0
!1等体积混合，增补 #&L胎牛血清，#&& 33ED K N
葡萄糖，! % & 33ED K N 谷氨酰胺，& % : J K N 谷胱苷
肽，G& O K 3D庆大霉素，P;:% :）中用内径递减的玻
璃管离散细胞，并接种于 $1 33 培养皿中，#’ Q
!R静置培养 H# I，细胞 # C 后可用于电生理实验。
1 0 8 全细胞膜片钳记录
得到全细胞记录构型后，置保持电压于

0 ’& 34，给予脉冲宽度为 G& 3S，从 0 :& 34 到
1&（或 (&）34，以 !& 34 步幅递增的去极化电压刺
激。信号由膜片钳放大器（T/ 0 55U，华中理工大学）

收稿日期：#&&! 0 &’ 0 &1
基金项目：国家自然科学基金资助项目（$(:’&)((，$&!&&!!(）

作者简介：贺秉军，!(’$年生，讲师，理学博士，

电话：V &## W #$1&(&()，X 0 3-6D Y C>=Z->BE[ % AE3 %



生 物 物 理 学 报!"! !""!年

!"# $ % #$%%&’( ) *+,(-.& %&,-( /+’01/20 3+% 0+4/$5
61-’’&,0 /’ 6&’(%-, ’&$%+’0 +3 0&’0/( /*& 78 9 -’4
#:1 ) %&0/0(-’6& 7; 9 6+( (+’ <+,,= +%5
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输出后经 F GHI 滤波输入计算机处理。刺激脉冲序
列的给出及数据采入均通过 >JJ#,-52 软件包和
KLM ) !J 数据采集接口装置一起构成的 >JJK/./N
( /I&% 数字化系统完成。电信号记录在细胞贴壁 ! ?
O 1 内进行。数据经 P DA 漏减除处理后进行统计分
析（每个实验至少重复 F次）。方差分析借助软件
8L8（0(-( /0( /6-, -’-,:0/0 0:0(&5，*&%0/+’ Q R B!，统
计分析系统）完成。

记录 A- S电流的细胞外液（55+, D E）：A-#,
B""，T#, O，#-#,! !，U .#,! !，H&2&0 B"，葡萄糖
B"，氯化四乙胺（(&( %-&(1:,-55+’/$5 61,+%/4&，
V WL ) #,） !"，A-XH 调至 2HQR Q；电极内液
（55+, D E）：#0Y B""，#0#, O"，U .#,! Z，W[VL
B"，H&2&0 F，#0XH 调至 2HQR Q。电极电阻 Z ?
F U!。
记录 #-! S电流的细胞外液（55+, D E）：A-#,

B""，#0#, O，#-#,! F，U .#,! !，H&2&0 B"，葡萄糖
B"，V WL ) #, !"，V V\ B "5+, D E。电极内液为
（55+, D E）：#0#, ]"，U .#,! Z，A-! ) LV P !，W[N
VL B"，H&2&0 B"，内外液均用 #0XH 调至 2HQR Q。
电极电阻 Z ? F U!。
杀虫剂：三氟氯氰菊酯（6:1-,+(1%/’，#:1，英

国），先用丙酮配制成 B" )Z 55+, D E 的母液，用时以
细胞外液稀释至所需浓度。

& 结 果
& $ % 正常全细胞 ’( )通道电流

全细胞膜片钳条件下，可记录到一系列快速激

活与失活的 A- S电流。! 神经细胞 A- S通道电流

（! ) #A -）与 $ 神经细胞 A- S通道电流（$ ) #A -）均

对 V V\ 敏感。$ ) #A - 到达峰值需时 " R ]C ^ "R Z 50
（% _ BO），与 ! ) #A - 的（" R ]C ^ "R ZO 50，% _ ‘）相
近，表明受同样条件的去极化电压刺激后，$ 与 !

神经细胞的 A- S通道在相近时间内均达到了最大

数目的开放。不过，$ ) #A -（% _ BB）与 ! ) #A -（% _
BB）的 > ? @ 曲线（图 B）差异明显（& _ OR CF，’ _
"R "Z"O a "R "F）。8 神经细胞（C"b）A- S通道在

) F" ? ) O" 5@ 激活，) !" 5@ 左右电流达峰值，
而 ; 神经细胞（Q"b）A- S通道在 ) O" 5@ 左右激
活，) B" ? " 5@ 电流达峰值（图 B），即 $ 神经细胞
A- S通道激活电压向正电位方向移动约 B" 5@，电
流达峰值的电压向正电位方向移动 B" ? !" 5@。显
示 $ 与 ! 神经细胞 A- S通道的门控特性有差异。

& $ & *+,对神经细胞 ’( )通道的作用

! R ! R B #:1 对 8 神经细胞 A- S通道的作用

膜片钳全细胞模式建立后，第 F 5/’ 时记录一
次电流作为对照，然后用微操纵器控制加药电极将

#:1（B")C 55+, D E）加入细胞外液浸没细胞，分析
#:1 对神经细胞 A- S通道门控特性的影响。图 !为

不同时间 ! ) #A - 的 > ? @ 曲线（% _ F）。由图可知，
杀虫剂作用后，电流幅值持续降低，B 5/’ 时 ! )
#A - 降幅为 B! R BO ^ QR !‘b，Z 5/’ 时为 !Q R BF ^
FR F!b，F 5/’ 时为 F] R C! ^ ‘R CQb。随后电流进一
步减小，!" 5/’ 时降幅近 ]" ^ B!R Z‘b。!F 5/’ 后
基本记录不到 ! ) #A -。同时通道激活电压和 ! )
#A - 到达峰值的电压也在变化。#:1 作用 Z 5/’ 后，
激活电压由对照时的 ) O" 5@ 变为 ) F" 5@。峰值
电压由 ) B" 5@ 变为 ) !" 5@，向负电位方向移动
约 B" 5@。这些结果表明 #:1 不仅使 ! ) #A - 幅值

降低，同时使 A- S通道的激活电压和峰值电压向负

电位方向移动约 B" 5@。
! R ! R ! #:1 对 ; 神经细胞 A- S通道的作用

同样方法分析 #:1（B" )C 55+, D E）对 $ ) #A -

（% _ F）的影响。#:1 作用后，不同时间 $ ) #A - 的

> ? @ 曲线和峰值变化百分率见图 Z。由图 Z- ) 6可
知，#:1 作用后的前 B" 5/’，$ ) #A - 幅值持续降
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低，$ %&’ 时降幅为 $( ) !* + ,) *!-，( %&’ 时为
#. ) $* + /) ,-，$" %&’ 时为 0$ ) #. + .) ,*-。但紧
接着 ! 1 "2 3 开始增大，并持续至第 #" %&’ 时才降
低，#( %&’ 时降幅为对照的 *, + $") !,-。随后
! 1 "2 3 再次增加，直至第 *" %&’ 时又降低，第
,"%&’ 时降幅为 .! + .) ,0-。同时值得注意的是，
对比图 #3 和 #4 可知，567 作用的起始阶段（前
#" %&’），低去极化电压时，! 1 "2 3 的去极化电压

依赖性明显，其峰值随膜电位升高迅速增大。但随

作用时间延长，! 1 "2 3 对去极化电压依赖性减小，

而且当膜电位高于峰值电压时，! 1 "2 3 峰值变化率

减小，8 9 : 曲线的右侧部分斜率降低，提示在较高
膜电位时（大于 " %:），尽管去极化电压以 $" %:
持续递增，但 ; 神经细胞上处于开放状态的 23 <通

道数目却变化较少，23 <通道对膜电位变化趋于不

敏感。另外，随记录时间延长，; 神经细胞 23 <通道

的激活电压和通道电流达到峰值时的电压也发生漂

移。激活电压由 1 0" %: 向负电位方向移动到
1 (" %:。峰值电压由开始的 " %: 向负电位方向
移动至 1 $" %:。这表明 567 引起 ! 1 "2 3 幅值降

低的同时，也使 23 <通道的激活电压和峰值电压向

负电位方向移动约 $" %:。但与 # 1 "2 3 不同，! 1
"2 3 在减小过程中，其峰值有增大现象，提示 ! 神经
细胞 23 <通道对杀虫剂的反应与 = 神经细胞的存
在差异。

! " # $%&对神经细胞 $’! (通道的影响

全细胞膜片钳记录中 53! <电流的“;>’?@A ’”
现象比较普遍，虽然提高电极内液中 BC D 浓度可
起到一定的减缓作用，但随记录时间延长（#" %&’
以后），53! <电流也有不同程度的衰减。因此这里将

567 浓度提高至 $"1( %%@E F G，以便短时间内反映
出杀虫剂对 53! <通道电流的影响。结果表明，; 及 =
均有 ("-以上中枢神经细胞的 53! <通道在 1 0" 9
1 !" %: 激活，" 9 $" %: 达峰值。细胞外液中加
入杀虫剂 $ %&’ 后，! 1 "53 的 8 9 : 曲线即向负电
位方向移动 $" 9 !" %:（图 0）。# 1 "53 与 ! 1 "53

的情况相似。这一结果提示 567 对棉铃虫幼虫中枢
神经细胞 53! <通道的门控过程也有影响。

# 讨 论
# " ) 抗性棉铃虫神经细胞 *’ (通道门控特性的变异

美国学者 GHH等 I# J 于 !"""年通过膜片钳及分
子生物学方法首先将 23 <通道跨膜片段氨基酸置

换与烟蚜夜蛾（$%&’()*’+ , ’- %+.%/+）的抗药性联系
起来。他们在分析敏感及二氯苯醚菊酯抗性烟蚜夜

蛾神经细胞 23 <通道时，发现抗性品系 23 <通道跨

膜片段 8 1 =*的氨基酸发生了置换，即一个位点的
缬氨酸突变为甲硫氨酸。与此氨基酸的突变相应，

抗性品系神经细胞 23 <通道门控特性发生了变异，

其电压依赖性激活电压向正电位方向移动约

+,- " # BKL&@’ @M K673E@L7N&’ L@ L7H O@?&>% K73’’HEO &’
L7H KH’LN3E ’H>N@’O @M ; E3NP3H ) Q3 R S Q 4 R 8 9 : K>NPH @M
TH3U ! 0 "2 3 3L ?&M MHNH’L L &%H V QK R :3N&3L &@’ THNKH’L3WH
@M TH3U ! 0 "2 3 PO L &%H Q OHH LHX L M@N ?HL3&EO R

+,- " . 8 9 : K>NPH @M ! 0 "53 3MLHN L7H 3KL &@’ @M
K673E@L7N&’ Q $" 1( %%@E F G R 3L ?&M MHNH’L L &%H
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$% &’，稳态失活电压也向正电位方向移动 ( &’
左右。)**等认为烟蚜夜蛾神经细胞 +, -通道门控

特性改变起因于通道跨膜片段的氨基酸置换，由此

引起抗性昆虫神经敏感性降低。本文结果显示，全

细胞膜片钳条件下，在离体培养的 . 及 / 棉铃虫幼
虫神经细胞上均可记录到快速激活与失活，对 0 01
敏感的 +, -通道电流。! " #+ , 与 $ " #+ , 在幅值及

到达峰值所需时间上无差异，但 2 3 ’ 曲线明显不
同。与 ! " #+ , 相比，$ " #+ , 的激活电压向正电位

方向移动约 $" &’，峰值电压向正电位方向移动约
$" 3 !" &’。由于进行此项研究时，细胞外液中并
无杀虫剂作用，因此，$ " #+ , 与 ! " #+ , 在激活电

压及峰值电压上的差异应来自通道门控特性本身，

即 . 神经细胞 +, -通道门控特性发生了变异，但究

竟发生了怎样的变异有待进一步研究，因除了跨膜

片段氨基酸置换会影响通道门控特性外，通道电压

感受元件 /#段的变化对通道功能也有很大影响。
/#段氨基酸残基点突变或化学修饰会影响到通道
的激活 4# 5。中和 /#段多个带正电荷的残基并与正电
荷突变为负电荷相结合时，门控电荷进行性减少，使

激活的电压依赖性曲线向更正或更负的方向移

动 46 5。另外，除带电荷的氨基酸外，+, -通道 /#段不
带电荷的疏水残基在激活上也具有重要作用。单个

亮氨酸残基突变为苯丙氨酸，门控电压依赖性曲线

变动约 !" &’ 47 5。无论如何，可以肯定的是抗性棉

铃虫神经细胞的 +, -通道功能发生了变异，这种变

异与其神经系统敏感性降低，进而对杀虫剂产生抗

药性有关，即抗性害虫敏感性降低与 +, -通道功能

变异是相关的。

! " # $%&对棉铃虫神经细胞 ’( )、$(# )通道的影响

许多实验表明含 8+ 9基及光稳定的!型拟除
虫菊酯，可影响 +, -通道门控过程，使 +, -通道长

时间不关闭 4( 5，但其机制目前并无定论。:;<=>?*
等 4@ 5认为构成 +, -通道的脂蛋白双层部分上存在拟

除虫菊酯（AB>*CD>=EF，GB;）的结合位点，GB;与该位
点结合后可影响 +, -通道的开闭，从而推迟通道的

非激活性，致使 +, -电流过长。但 .=;;EH?=I等 4J 5认

为 GB; 使昆虫神经细胞膜 +, -闸门关闭时间延长

并非是 GB;对 +, -通道的直接作用，而是通过 K 蛋
白实现的。贺锡雯等 4$" 5以全细胞膜片钳技术分析氰

戊菊酯和四甲菊酯对大鼠脑细胞的作用时发现，

GB;作用后，+, -电流曲线左移，推测在 GB;的毒效
应中，+, -通道活性的变化与受体、K 蛋白及第二信

使系统有一定联系。本实验结果显示，8BD 作用后，
! " #+ , 与 $ " #+ , 在峰值降低的同时，其激活电压

及峰值电压均向负电位方向移动约 $" &’。$ " #+ ,

峰值电压在记录过程中有漂移，且 $ " #+ , 被阻断

需时约为 ! " #+ , 被阻断时间的 6倍，提示 . 神经
细胞 +, -通道对 8BD 敏感性降低。更主要的是
$ " #+ , 峰值在减小后有两次增大现象，这一方面表

明 . 与 / 神经细胞 +, -门控特性有差异，另一方面

提示有其它机制参与了 . 神经细胞对 8BD 的解毒
作用。因在杀虫剂浓度不变的情况下，由于药剂刺

激（或结合）而关闭了的通道重新打开是需要能量

的。而 8BD 作用后 . 及 / 神经细胞 8,! -通道电流

2 9 ’ 曲线均左移 $" 9 !" &’ 的现象显示 8BD 对
8,! -通道也有作用。虽然 2 9 ’ 曲线左移现象出现
时间较短（$ &E?），但由于 8,! -本身为第二信使，与

细胞的多种生理功能有关，因此钙通道门控特性的

这种变化是杀虫剂的直接作用还是间接作用，有待

更加严密合理的实验去验证。不过至少可确定的是

8BD 对棉铃虫神经细胞 8,! -通道的门控过程也有

影响，抗性棉铃虫神经敏感性降低是 8BD 对神经系
统综合作用的结果。反过来，包括 8,! -在内的第二

信使系统也参与了神经细胞对杀虫剂的解毒作用。

当然这里也不能排除 $ " #+ , 增大是由于有新类型

的 +, -通道受杀虫剂刺激而开放的可能，但这需要

进一步的证据。
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