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摘要：【目的】研究抗杀虫双、杀螟丹和溴氰菊酯品系的神经乙酰胆碱受体及与它们对沙蚕毒素类药物的抗

性间的关系。【方法】测定不同品系小菜蛾的神经乙酰胆碱受体与
125
I 标记的α-银环蛇毒素的结合率。【结果】

抗杀虫双、杀螟丹品系小菜蛾的神经乙酰胆碱受体对沙蚕毒素药物有显著的靶标不敏感性，它们与配体的结合率

大约分别是敏感品系的 66%和 60%，在溴氰菊酯抗性品系中没有明显变化。【结论】神经乙酰胆碱受体对杀虫剂敏

感性下降可能是小菜蛾对沙蚕毒素药物产生抗性的一种作用机理。 
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Abstract: 【Objective】The relations between nerve acetylcholine receptor and three types of insecticide resistance in 

diamondback moth, Plutella xylostella (L.), were analysed. 【Method】The combinative rate measurement of (3-[125I] iodotyrosyl) 
α-bungarotoxin was applied in the analysis. 【Result】In the dimehypo resistant strain and the cartap resistant strain, the nerve 
acetylcholine receptor shown remarkable insensitivity to dimehypo and cartap, their binding rate to ligand was about 66% and 60% 
of the susceptible strain, respectively. 【Conclusion】The sensitivity to deltamethrin in the deltamethrin resistant strain did not show 
visible change. These results indicated that the decline in the sensitivity of nerve acetylcholine receptor to insecticide might be a 
potential mechanism to nereistoxin insecticides resistance in the diamondback moth. 
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0  引言 

【研究意义】小菜蛾（Plutella xylostella）是世界

性十字花科蔬菜的主要害虫，在中国各省区均有分布。

据不完全统计，小菜蛾大约已对 50 多种杀虫剂产生了

抗性，其中包括沙蚕毒素类药物、有机磷、有机氯、

氨基甲酸酯、拟除虫菊酯、苯酰基硫脲类、昆虫生长

调节类似物和苏云金杆菌（Bt）等。害虫抗药性是农

业害虫化学防治中面临的重大挑战。害虫产生抗药性

后，不科学地加大用药量，不仅会加速抗性的发展，

而且还会带来环境污染，危及人体健康等问题。要有

效地治理害虫的抗药性，关键是要从根本上弄清抗性

产生的机制。【前人研究进展】沙蚕毒素类药物是神

经毒素类杀虫剂，作用于神经乙酰胆碱受体，对鳞翅

目害虫有特效。随着沙蚕毒素类药物的广泛使用，小

菜蛾对这类药物已经有了很强的抗性，而对其抗性研
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究主要集中在一些生化指标的检测和遗传机分析等方

面[1~3]，与作用靶标神经乙酰胆碱受体关系的研究尚未

见报道。【本研究切入点】分离、纯化神经乙酰胆碱

受体，观察其亚基组成，探讨纯化产物与 125I 标记的

沙蚕毒素类似物 α-银环蛇毒素的结合率，了解沙蚕毒

素类药物对小菜蛾的抗性品系和敏感品系的神经乙酰

胆碱受体的靶标敏感性；用 125I 标记的 α-银环蛇毒素

与头部全蛋白的结合实验，分析不同品系小菜蛾的神

经乙酰胆碱受体的表达量。【拟解决的关键问题】通

过结合率和表达量分析，进一步阐述小菜蛾神经乙酰

胆碱受体与沙蚕毒素类药物的抗药性关系。 

1  材料与方法 

1.1  试材 

抗溴氰菊酯、抗杀虫双、抗杀螟丹品系和敏感品

系小菜蛾由贵州省农业科学院室内选育。供试昆虫的

原始种群采自贵州省贵阳市花溪乡中曹村的甘蓝地，

经室内饲养一代后测定 4 龄幼虫的 LD50值，与武汉市

蔬菜研究所的敏感品系相比，对这 3 类药剂均属敏感

种群。将此品系分成 2 部分，一部分保持其敏感性，

另一部分在室内分别用杀虫双、杀螟丹和溴氰菊酯逐

代选择培育抗性品系。经过 119 代的选育，抗性分别

达到 123、57 和 1276 倍[4,5]。 
1.2  主要试剂 

α-Bungarotoxin（SIGMA 公司），1 ml 亲和层析

柱、（3-[I125] iodotyrosyl）α-Bungarotoxin（Amersham
公司）（7.4 Bq/ml，200 μCi/ml）。 
1.3  方法 
1.3.1  亲和层析柱的制备  参考说明书要求，1 
mmol·L-1HCl 洗柱，加 α-Bungarotoxin（5mg·ml-1）于

4℃保持 4 h；用缓冲液 A（0.5 mol·L-1 ethanolamine，
0.5 mol·L-1 NaCl，pH 8.3）和缓冲液 B（0.1 mol·L-1 
acetate，0.5 mol·L-1 NaCl，pH 4）反复洗柱，去除多

余的未与 α-Bungarotoxin 连接的活化位点；平衡缓冲

液（20 mmol·L-1 PBS）平衡柱子备用。 
1.3.2  头部全蛋白的提取  取若干小菜蛾的头部于

裂解液（1%TritonX-100，50 mmol·L-1 HEPES，150 
mmol·L-1 NaCl，0.5 mmol·L-1 EDTA，0.5 mmol·L-1 
EGTA，1m mol·L-1 NaF，2 mmol·L-1 PMSF）中冰上研

磨 30 min，12 000 g 离心 10 min，取上清备用[6]。 
1.3.3  神经乙酰胆碱受体的纯化  将提取的小菜蛾

头部的全蛋白加入到制备好的亲和层析柱中 4℃共同

孵育 6 h 后，在冰中用 10 倍柱体积的平衡洗脱液（20 

mmol·L-1 PBS）洗脱，去除未与 α-Bungarotoxin 结合

的杂蛋白。再用洗脱液（20 mmol·L-1 PBS，1 mol·L-1 
NaCl）洗柱子收集目的蛋白，并立即于 VDB（10 
mmol·L-1 MOPS，100 mmol·L-1 NaCl，0.1 mol·L-1 
EDTA，0.02% NaN3）缓冲液中 4℃反复透析，-70℃
保存备用[7]。 
1.4  SDS-PAGE 电泳 

配制 10%的 SDS-PAGE 胶，10 mA，130 V 电泳，

鉴定分离产物的亚基组成。电泳后用硝酸银染色，1%
乙酸终止反应[6]。测定分子量的标准蛋白从小到大为：

鸡蛋清溶菌酶（14.4 kD）、胰蛋白酶抑制剂（20.1 kD）、

牛碳酸肝酶（31 kD）、兔肌动蛋白（43 kD）、牛血

清白蛋白（66.2 kD）和兔磷酸化酶 B（97.4 kD）。 
1.5  放射性免疫反应 

1.5.1  蛋白定量  5 倍体积的考马斯亮蓝 G-250 加 1
倍体积的蛋白质样品（2 ml，1.6 mg·ml-1），浑匀，静

置 10 min，595 nm 检测光吸收值，对照标准曲线换算

出蛋白质的浓度[6]。 
1.5.2  放射性免疫反应  将过量的（3-[125I]iodotyrosyl）
α-Bungarotoxin 分别与等量纯化的 4 种品系的小菜蛾

神经乙酰胆碱受体于 4℃共同孵育过夜。在 VDB 缓冲

液（10 mmol·L-1 MOPS，100 mmol·L-1 NaCl，0.1 
mmol·L-1 EDTA，0.02% NaN3，pH 7.3）中反复透析，

直至未与小菜蛾神经乙酰胆碱受体结合的多余（3-[125I] 
iodotyrosyl）α-Bungarotoxin 完全去除。γ 射线测定仪

检测试验结果[8]。 

2  结果与分析 

2.1  小菜蛾神经乙酰胆碱受体的纯化 

用 10 倍体积的平衡缓冲液洗涤已连接配基的亲

和层析柱，提取各品系小菜蛾头部组织的全蛋白，

G-250 法检测洗脱产物，至无蛋白质洗出为止，换洗

脱缓冲液（20 mmol·L-1 PBS，1 mol·L-1 NaCl）洗柱，

洗脱产物在 4℃保存 3 h 以上，使神经乙酰胆碱受体可

以与 α-Bungarotoxin 充分结合。洗脱产物检测结果如

图 1 所示。1～12 管为平衡缓冲液洗脱产物，13～20
管为洗脱缓冲液洗脱产物。从图 1 中可以看到不同品

系小菜蛾均为单一的洗脱峰。由于纯化的是小菜蛾头

部组织内源的神经乙酰胆碱受体，所以纯化的量较少，

洗脱产物量大约为全蛋白的 1/30。 
2.2  纯化产物的 SDS-PAGE 电泳鉴定 

将 4 种品系小菜蛾的纯化产物进行 10%胶的

SDS-PAGE 电泳，从图 2 中可以看到 4 种品系纯化产 
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图 1  不同品系的小菜蛾的头部蛋白的洗脱图谱 

Fig. 1  Elution curve of head proteins from different strains of diamondback moth 

 

 
 
1：敏感品系纯化产物；2：抗溴氰菊酯品系纯化产物；3：抗杀虫双品

系纯化产物；4：抗杀螟丹品系纯化产物；M：标准蛋白；牛血清白蛋

白，66.2 kD；兔肌动蛋白，43 kD；牛碳酸肝酶，31 kD 
1: Susceptible strain; 2: Deltamethrin resistant strain; 3: Dimehypo resistant 
strain; 4: Cartap resistant strain; M. Standard proteins: Bovine Serum 
Albumin, 66.2 kD; Rabbit Actin, 43 kD; Bovine Carbonic Anhydrase, 31 
kD 

 

图 2  不同品系洗脱产物的 SDS-PAGE 图谱 

Fig. 2  SDS-PAGE of purification products of different strains 

 
物均有 3 个不同亚基，大小在 43、38 和 31 kD 左右。 
2.3  放射性免疫实验鉴定 

4 种不同品系的小菜蛾的神经乙酰胆碱受体与

（3-[125I]iodotyrosyl）α-Bungarotoxin 的结合产物经过

γ 射线测定仪检测结果如图 3 所示。抗杀虫双与抗杀

螟丹品系的小菜蛾神经乙酰胆碱受体有显著的靶标不

敏感性，方差检验 T 值分别达到 3.26 和 3.84。抗溴氰

菊酯品系无显著的靶标不敏感性。4 种品系小菜蛾的

头部全蛋白与（3-[125I]iodotyrosyl）α-Bungarotoxin 的

结合实验表明抗杀虫双与抗杀螟丹品系的小菜蛾神经

乙酰胆碱受体的表达量有所上升，抗溴氰菊酯品系无

显著的变化（图 4）。 

 
 
1：敏感品系；2：抗溴氰菊酯品系；3：抗杀虫双品系；4：抗杀螟丹品系 
1: Susceptible strain; 2: Deltamethrin resistant strain; 3: Dimehypo resistant 
strain; 4: Cartap resistant strain 
 
图 3  神经乙酰胆碱受体放射性免疫实验结果 

Fig. 3  Radioactivity immunity results of nerve acetylcholine 
receptor of four strains 

 

 
 
1：敏感品系；2：抗溴氰菊酯品系；3：抗杀虫双品系；4：抗杀螟丹品系 
1: Susceptible strain; 2: Deltamethrin resistant strain; 3: Dimehypo resistant 
strain; 4: Cartap resistant strain 
 
图4  放射性免疫试验显示4种品系小菜蛾脑蛋白中的神经

乙酰胆碱受体蛋白的表达量 

Fig. 4  Radioactivity immunity results of nerve acetylcholine 
receptor combined with head protein to test the 
expression of nerve acetylcholine receptor of four strains 
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3  讨论 

靶标不敏感性是昆虫抗药性的一个十分重要的机

制。随着对害虫抗药性机制研究的深入，特别是分子

生物学理论和技术的发展，害虫抗药性机制的研究也

进入了分子水平。靶标不敏感机制不仅在生理、生化

水平上进行了很多的研究，而且在一定程度和范围内

从分子水平得到了阐述。有机鳞、氨基甲酸酯、拟除

虫菊酯和环戊二烯类杀虫剂的抗性都已先后被证明分

别与它们的作用靶标乙酰胆碱酯酶、Na 离子通道和

GABA 受体的某些氨基酸的突变有关[9~12]。 
乙酰胆碱受体（nAChR）是昆虫神经系统的一个

重要的杀虫剂作用靶标，作用于这个靶标的杀虫剂主

要有沙蚕毒素类和烟碱类。沙蚕毒素类药物是一种神

经毒素类杀虫剂，能降解为 DTT（1，4-二硫苏糖醇）

类似物，以其巯基进攻身体阴离子部位及其附近的二

硫键，占领受体，使二硫键还原为巯基，导致受体失

活[13]。 
α-Bungarotoxin 是沙蚕毒素的结构类似物，在实

验中我们通过以 α-银环蛇毒素为配基的亲和层析柱对

小菜蛾脑组织蛋白质中的神经乙酰胆碱受体进行分离

纯化，经过 SDS-PAGE 检测发现，4 种品系小菜蛾的

神经乙酰胆碱受体均含有分子量为 40 kD 左右的 3 个

亚基，与已经报道的大鼠脑中所含的亚基数相同[14]，

而与已经报道的哺乳动物中的 4 种亚基，以及果蝇中

的 2 种亚基不同[14] （这种差异的功能效应需进一步研

究）。但是在分子量上它们的大小相似，为 30 kD 到

60 kD 不等。通过 125I 标记的 α-银环蛇毒素与不同品

系小菜蛾的神经乙酰胆碱受体的放射性免疫实验和方

差分析结果表明，抗杀虫双品系和抗杀螟丹品系小菜

蛾的乙酰胆碱受体与配体的结合率与敏感品系有显著

差异（图 3），而抗溴氰菊酯品系小菜蛾乙酰胆碱受

体与配体的结合率基本接近敏感品系水平，从而证明

杀虫双和杀螟丹等沙蚕毒素类杀虫剂的抗性品系小菜

蛾的神经乙酰胆碱受体对沙蚕毒素类似物有显著的靶

标不敏感性。但是，沙蚕毒素类杀虫剂的抗性水平和

乙酰胆碱受体的靶标敏感性之间似乎没有对应关系，

因为杀虫双的抗性水平高于杀螟丹，该抗性品系的乙

酰胆碱受体与配体的结合率应低于抗杀螟丹品系，然

而，实际得到的结果是杀虫双抗性品系（66%）略高

于抗杀螟丹品系（60%）。从小菜蛾全脑中乙酰胆碱

受体的表达量分析，抗杀虫双品系和抗杀螟丹品系的

表达量均高于敏感品系，而抗溴氰菊酯品系的表达水

平接近敏感品系（图 4），表明乙酰胆碱受体的表达

量升高可能与抗性水平以及靶标不敏感性有关。 
昆虫 nAChRs 比较复杂，在分子水平的表现为，

一些昆虫如果蝇至少有 10 个基因编码 nAChRs 亚   
基[15]。另外，一些昆虫的 nAChRs 基因可以通过 RNA
编辑改变表达方式[16]。在大多数情况下，昆虫 nAChRs
亚基基因可以实现功能性异质表达（DrosophilaD_2，
D_3，D_4）[17]，人们对其亚基的组成和化学计量仍不

太清楚[18]。韩招久等[19]利用简并引物，克隆出了小菜

蛾 nAChRα亚基的 3 种亚型，都具有典型的 α亚基的

结构，即 2 个相邻的半胱氨酸，由 2 个半胱氨酸之间

二硫键形成包含 15 个氨基酸的胞外环，与烟碱和 α
银环蛇毒素结合有关的氨基酸残基。但是，nAChR 不

敏感性与昆虫抗药性的关系目前还未见报道。因此，

小菜蛾不同品系中 nAChRs 的变化机理和意义需进一

步研究。 

4  结论 

沙蚕毒素类杀虫剂（杀虫双和杀螟丹）抗性品系

小菜蛾的神经乙酰胆碱受体和 2 个对照品系-溴氰菊

酯抗性品系和敏感品系的神经乙酰胆碱受体的亚基数

量和分子大小基本相同；杀虫双和杀螟丹等沙蚕毒素

类杀虫剂抗性品系的神经乙酰胆碱受体对沙蚕毒素类

似物有显著的靶标不敏感性；乙酰胆碱受体的表达量

升高可能与抗性水平以及靶标不敏感性有关。由于

nAChR 不敏感性与昆虫抗药性的关系目前尚少有文

献报道，因此相关机理需进一步研究。 
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