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摘 　要 :使用 B t Cry毒素防治农业害虫是作物生产上的 一个革 命性的 进步 , 受体与 B t杀 虫蛋白 结合能 力的

改变可能是昆虫对 B t产生抗性 的主 要原 因 。氨肽酶 N (aminopeptidaseN ,APN)是 一类存 在于昆 虫中肠 内的

B t毒素受体蛋白 ,通过讨论 APN与 B t毒素的结合作用 ,综述 了 APN基因 变异 与鳞翅目昆虫 B t抗性相关的分

子机理 ,并介绍了 (B t) Cry毒素与 APN相关的作用方式新模型 。
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Abstract: The use of Cry toxins from B aci llus thuringiensis (B t) to control insect pests i s a revolutionary progress in

crop production. Change in binding abil ity betweenB t insecticidal proteins and its recep torsmay be themainmecha2
nism of Lepidoptera insect resistance to B t toxin. Aminopeptidase N (APN) is one kind of receptors for B acil lus

thuringiensis (B t ) toxin in insect midguts. Through discussing its binding capabil ity with B t toxin, thi spaper sum2
marizes themolecular biologymechanism of APN gene andB t resistance of Lepidoptera, and introduces a newmodel

for themodeof Cry1Ac toxin action.
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　　苏云金芽孢杆菌 (B aci llus thuringiensis, B t)

是一种好氧性的革兰氏阳性菌 ,在形成芽孢时产

生具有杀虫作用的伴孢晶体 (Cry)。Bt毒素具有

对靶标昆虫的高特异性 、高毒力以及对环境安全

的特性 ,这些特性使其在转基因抗虫作物和生物

杀虫剂上得 到了广泛地应用 [ 1] 。Bt毒素原来主

要用于防治鳞翅目 、双翅目和鞘翅目的一些害虫 ,

近年来又发现它对膜翅目 、同翅目和食毛目的某

些昆 虫 及 线 虫 、螨 类 和 原 生 动 物 也 有 杀 虫 活

性 [ 2 ] 。使用 Bt Cry毒素防治农业 害虫是作物生

产上的一个革命性进步 。但是 ,随着 B t毒素用量

的增加和转 Bt基因作物的迅速推广 ,害虫在整个

生长周期都受到 Bt杀虫蛋白的高压选择 ,因而害

虫对 Bt的抗药性已成为一个不容忽视的问题 。

由于 Cry蛋白是一种孔形成细胞毒素 ( pore2
forming toxins, PFTs) ,其 杀虫活性主要 取决于毒

蛋白与特异受 体结合后在中肠 上皮细胞 BBMV

( brush bordermembrane vesicles)上形成离子通道

的能力 [ 3 ] 。目前已基本明确的 Bt受体有 5种 :氨

肽酶 N ( am inopeptidaseN, APN ) [ 4～7 ]
;钙粘 蛋白

( cadherin2likep rotein) [ 8 ] ;碱性磷酸酯酶 ( alkaline

phosphatase, ALP) [ 9 ] ;肌动蛋白 ( actin) [ 10 ]和糖脂

( glycolipids)
[ 11 ]

。

APN是第一个被发现在 Bt毒素杀虫机 制中
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起作用的毒素受体蛋白 ,广泛存在于动植物体内 ,

具有水解蛋白质或多肽 N末端氨基酸的功能
[ 12 ]

。

在昆虫中 ,APN主要存在于昆虫的消化道和肠腔

中 ,其主要功能是在消化中切除多肽的末端中性

氨基 酸残 基 。同时 ,作为 锌 金属 肽酶 M1 ( zinc

metallopep tidasesM1 )家族的一员 ,它含有锌金属

肽酶 的 主 要 特 征 ,具 有 H is357、H is361、Glu380 和

Glu
358

等保守位点 。其中 H is
357

、H is
361

和 Glu
380

是

锌离子配体 ,而 Glu
358

与 酶的催 化作用 有关
[ 13 ]

。

另外 ,在其 N2末端含有一个 N 2乙酰半乳糖胺 (N2

acetylgalactosamine, GalNAc) 结 构 , 该 结 构 能 被

Cry毒素识别 。而在其 C2末端含有一个具有亲脂

性和跨膜特性的糖基化磷脂酰肌醇锚着点 ( glyco2
sylphos phalidylinositol anchor, GPI2anchor) , APN

正是通过 GPI2anchor锚定在昆虫 BBMV 上。

鳞翅目昆虫是 Bt毒素的主要靶标昆虫 ,也是

一类重要的农林害虫 ,目前有关 B t抗性方面的研

究也主要集中在鳞翅目 。因此本文综述了 Bt杀

虫蛋白受体氨肽酶 N与鳞翅目昆虫对 Bt抗性的

关系 ,重点探讨其抗性相关的分子机制 。

1　氨肽酶 N是鳞翅目昆虫 Bt毒素的受体

APN是第一个被发现在 B t毒素杀虫 机制中

起作用的毒素受体蛋白 。通过赖氨酸肽链内切酶

消化后的体外结合试验发现 ,家蚕 APN与 Cry1Aa

毒素 的 结 合区 位 于 A sp
40

和 Lys
313

之 间 。利 用

E. coli细 胞 表 达 不同 长 度 的重 组 体 A PN, 发现

Cry1Aa毒 素 结 合 区 主 要 位 于 Ile
135

和 Pro
198

之

间 [ 14 ] 。比较家蚕 、烟草天蛾 、烟芽夜蛾 、印度谷螟

和小菜蛾 等 11种 不同来源的 APN家 族基因序

列 ,发现存在一个序列高保守但结构易改变的区

域 。以家蚕 Cry1Aa结合区的氨基酸序列为对照 ,

发现该区域的 64个氨基酸残基中 ,有 27个氨基

酸在家蚕和小菜蛾中是普遍存在的 。这些氨基酸

残基被认为在与 Cry1Aa毒素结合中发挥 重要的

作用 ,特别是在家蚕和小菜蛾中 。这 27个氨基酸

残基中 ,有大约 22个氨基酸残基在其他 APN家

族蛋白中是高度保守的 。虽然每种昆虫体内都有

可能产生几种包含这些保守结构的 N 家族蛋

白 ,但是 y 并不能与所有昆虫的 N结合 ,

所以在这个保守区内 ,一个非常微小的变化都可

能会影响到 A PN与 Cry1Aa的结合能力以及昆虫

的敏感性
[ 15 ]

。

昆虫的 A PNs含有一些保守结构 ,如锌指结

合区 、催化部位和公认的 Cry1A a毒素结合区 。在

昆虫的进化过程 中 ,APNs的 Cry1Aa毒素结 合区

结构仅发生了细微的变化 ,而 B t的 Cry毒素却演

变出 了 多 个 类 型 , 可 能 就 是 为 了 适 应 这 些 变

化 [15 ] 。通过 GAL4增强子 诱 捕 ( GAL4 enhancer

trap)技术 , Gill和 Ellar
[ 16 ]

将烟草天蛾 的 APN基

因转入果蝇中进行活体表达 ,当 APN类受体在中

肠组织表达 时 ,原 来对 Cry1Ac不敏感 的果蝇在

Cry1Ac毒蛋白 ( 50 ng/μL )的作用下全部死亡 ;当

APN类受 体在中胚 层表达时 ,外 皮层在 Cry1Ac

毒蛋白的作用下发生裂解 。这充分证明在昆虫体

内 APN是 B t杀虫蛋白的重要结合受体 。

2　APN变异与鳞翅目昆虫抗性关系

由于 Bt毒素在发挥毒性杀死昆虫的过程中 ,

需要经溶解 、活化 、穿过围食膜、受体结合 、形成聚

体等中间过程 ,并最终形成离子孔道 ,因此昆虫有

可能通过 多种方式对 Bt毒 素产生抗性 。Heckel

等
[17 ]

从理论上预测 昆虫有 10种 潜在的 抗性机

制 ,如昆虫中肠受体位点浓度及亲合力下降 、中肠

蛋白酶活化作用降低或降解毒素活性上升等。但

是到目前为止 ,所有与 B t抗性相关的报道中主要

有以下两种方 式导致了 昆虫对 B t毒素 的抗性 。

一种是昆虫中肠蛋白酶发生改变 ,这包括昆虫中

肠蛋白酶对原毒素的活化活性降低和对毒素的降

解作用上升 [ 18, 19 ] 。另外一种是 毒素的中肠结合

受体发生改变 ,这其中包括受体发生变异而导致

的亲合力下降和中肠中的受体位点浓度降低 ,这

是报道最多的也是最重要的抗性产生方式 。APN

作为昆虫中肠 BBMV上的重要 Cry毒素受体 ,其

变异会导致昆虫对 Cry毒素敏感性下降甚至产生

抗性 。

2. 1　APN表达量与抗性的关系

等
[ ]

以甜菜夜蛾 (S x )

为对 象 , 利 用 抑 制 消 减 杂 交 法 (

y z , SS )构建了甜菜夜蛾老
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熟幼虫中肠的 cDNA文库 ,筛选出了受 B t Cry1Ca

毒素增强或抑制的基因 ,结果得到了两种不同类

型的 APNs(APN2和 APN4)。利用相同的方法对

比 Cry1Ca敏感型和 Cry1Ca抗性 (对 Cry1Ca的抗

性倍数 > 75 )的甜 菜 夜蛾 mRNA 序 列 ,发 现仅

APN1存在差异 。Northern blot分析发现 APN1在

抗性 昆虫 中不 表 达 ,而其 他 3 种 APNs(A PN2、

APN3、APN4)在敏感 和抗性 昆虫中 的表达 量相

同 ,说明 A PN1的不表达与甜菜夜蛾对 Cry1Ca的

抗性相关
[ 20 ]

。

根 据 斜 纹 夜 蛾 S1APN 的 cDNA, Rajagopal

等
[ 21 ]

构建了 dsRNA ,并将其注入 5龄幼虫的血淋

巴中 ,用来干扰 APN基因的 RNA转录 , 48 h后测

得处理组幼虫的 APN表达比对照组减少了 80%,

而 LC50提高了 70%。利用 dsRNA干扰 S1APN基

因在杆状病毒表达载体 Sf21细胞中的表达 ,研究

S1APN的表达量与毒素结合量之间的关系 ,也取

得了相似的结果。随着 S1APN表达量的降低 ,同

时也降低了这些幼虫对 Cry1C毒素的敏感性 。随

着昆虫的蜕皮和发育 ,基因沉默保留了下来 ,但在

其下一代中降低了影响 [ 21] 。证明了昆虫中肠的

APN是 B t杀虫蛋白的受体 ,而且还说明其表达量

与抗性相关 。

2. 2　APN单个氨基酸突变与抗性的关系

昆虫对化学杀虫剂的抗性 ,包括拟除 虫菊酯

类 、DDT、狄氏剂和有机磷类等 ,主要是由这些杀

虫剂靶标位点的点突变而产生的 ,而且抗性基因

在全世界得到了广泛地传播
[ 22 ]

。因此 ,由单个氨

基酸突变引起的毒素对 APN受体结合的改变 ,对

Cry毒素抗性的发展具有重要的作用 。

Zhu等
[ 23 ]

通过构建印度谷螟 cDNA文库的方

法 ,克隆、测序了 A PN基因 。发 现抗 性品系有 4

个核苷酸突变 ,其中 2个导致了氨基酸的变化 ,推

测抗性品系中 A sp
185

→Glu
185

的突变位于 Cry1Aa

毒素结合部位 ,从而影响毒素结合位点与毒素的

亲和力 ,导致印度谷螟的抗性 。另一位点为脂肪

族的 Ile763突 变为含有 羟基的 Thr763 ,由于该 Thr

残基提供了一个潜在的新磷酸化位点 ,并与一个

保守的 Cys残基相邻 ,假如此 Cys参与了二硫键

的形成 ,那么这个点突变将会破坏 N蛋白的三

级结构 ,因此该突变位点也可能与昆虫对 y

毒素的抗性相关。

苏建亚等 [ 24, 25 ] 通过对比抗 性与敏感棉铃虫

(Helicoverpa armigera)幼虫中肠 APN1的 cDNA的

开放阅读框 ,发现抗性品系 的开放阅读框中 ,有

57个核酸发生变化 ,共导致了 15个氨基酸的改

变 ,其中 2个突变 ( Gln137 →Glu、Val173 →Thr)位于

Cry1A毒素结合区 域 ,推测 APN1的这两个点突

变可能与棉铃 虫对转 Bt基因 棉产生抗 性有关 。

通过对 B t棉抗性和敏感棉铃虫幼虫中肠氨 肽酶

N的克隆和测序 ,鉴定了氨肽酶 N基因家族的 1

个成员 Haapn2,其 cDNA 序列具有 3 209个 核苷

酸 ,含有 3 096 bp的开放阅读框 ,编码产生 1 032

个氨基酸的蛋白质 。

2. 3　功能序列缺失与抗性的关系

受体 的 缺 失有 可 能 是 产 生 抗 性 的 重要 原

因
[26～28 ]

,这一推测已经在类钙粘蛋白作用机制中

得到了证实 。Xu等
[ 29 ]

通过 3πRACE及 PCR技术

克隆了敏感及 抗性棉铃 虫 (抗性 品系对 Cry1Ac

的抗性倍数 > 800)中肠类钙粘 蛋白受体全长基

因 ,发现棉铃虫抗性品系 ( GYBT)中的类钙粘蛋

白受体基因由于第 1 258位提前产生的一个终止

密码子 TAA,使表达出的类钙粘蛋白受体存在较

大缺失 。遗传连锁分析表明类钙粘蛋白受体基因

缺失与抗性紧密连锁。

Zhang等以室内饲养多年的抗性和敏感棉铃

虫为材料 (抗性品系 对 Cry1Ac的抗 性倍数 为 2

971倍
[ 30 ] ) ,构 建了敏感和抗性棉铃虫的 cDNA2

AFLP体系 ,从 2 000个 cDNA 条带基因中 ,筛选

到 202个差异基因 ,其中有 37个与已知功能的基

因同源 。对已筛选出差异的 APN1片段经重新设

计引物 、RT2PCR及 基因测序比 对 ,进一 步克隆 、

原核蛋白表达及与 Cry1Ac的毒素结合试验 ,证明

敏感品系 APN1 C -末端 90个氨基酸残基可以和

Cry1Ac毒素结合 ,而缺失了 22个氨基酸的抗性

品系不能结合 ,这也说明棉铃虫 APN1是 Cry1Ac

的受体 ,同时 A PN1的缺失突变是棉铃虫对 Bt产

生抗性的重要原因 (待发表 )。

3　Cr y1Ac毒素作用方式新模型 ———APN

在信号转导中的作用

　　鳞翅目昆虫的 上皮细胞上 有一类脂质卵筏

( f ) ,而该脂质卵筏能容纳不同类型的蛋白

质 ,如糖基化磷脂肌醇锚定蛋白 、十六烷基酰基化
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和双酰基化膜转移蛋白 ,也是 Bt杀虫蛋白氨肽酶

类受体的特异性存在位点 ,从而在 Bt杀虫蛋白氨

肽酶类受体介导的成孔过程中具有重要的作用 。

由于 Cry蛋白作用方式的关键一步就是毒素与中

肠膜上蛋白受体的结合 ,在鳞翅目中 ,能与 Cry1A

毒素结合的不只一种 蛋白 ,所以 ,APN类受体蛋

白可能存在作为结合受体以外的功能 。

Santos等 [ 31 ]研究表明 APN在昆虫体内除了

降解蛋白和作为毒素受体外 ,还在信号转导中发

挥重要作用 。Jurat2Fuentes和 Adang
[ 32 ]

根据对烟

芽夜蛾 (Heliothis virescens)的幼虫研究 ,提出一个

Cry1Ac毒素作用方式新模型 (图 1 )。该模型认

为 ,进入昆虫体内的 Cry1A c毒素晶体首先活化为

毒素单体 ,再结合 到 HevCaLP(烟芽夜 蛾钙粘蛋

白 )。这种结合激活了由磷酸酯酶所调节的细胞

内信号途径 ,使部分毒素会与肌动蛋白和细胞内

的磷酸酯酶发生相互作用 。结合 HevCaLP后 ,毒

素单体被加工 ,形成四元寡聚体 ,再与 GPI - 锚定

的蛋白 (HvAL P, APN )结合 。由于这些蛋白 集中

在脂筏上 ,毒素的结合会导致脂筏聚合 ,所以毒素

在脂筏上聚集很可能有双重作用 ,既诱导毒素插

入形成小孔 ,又活化细胞内信号途径。由于调节

这些信号流的磷酸酯酶与调节信号通过钙粘蛋白

的磷酸酯酶一般属于同一类型 ,所以这两个细胞

内信号将会激活细胞凋亡反应 ,以及由毒素小孔

形成引起的渗透压冲击 ,从而导致细胞死亡 。根

据这个模型 ,钙粘蛋白 ( HevCaLP)和 GPI - 锚定

的蛋白 (APN和 HvAL P)对毒性的发挥起着 重要

的作用 ,毒素结合到钙粘蛋白或通过 GPI -锚定

的蛋白聚合到脂筏上 ,都会引起细胞内信号流的

变化 ,从而导致细胞凋亡 [ 32 ] 。

图 1　烟芽夜蛾幼虫 Cry1Ac毒 素作用方式新模型 [32]

F ig. 1　Newmodel of actionway for Cry1Ac toxin on Heliothis vi rescens larvae[ 32 ].

　　Valaitis[ 33 ]也发现用 Bt PFTs毒素喂养舞毒蛾

(L ymantria dispar)幼虫 ,可以引发舞毒蛾中肠上

皮细胞上 GPI -锚定的 APN的大量脱落 ,而 APN

的脱落量与毒素的剂量和作用时间成正相关 。但

是该现象可以被环腺苷酸 ( cyclic AMP)和有丝分

裂原激活蛋白 激酶 (MEK)抑 制剂所 抑制 ,所以

M K RK途径中的信号转导与脱落过程的调节

有关 。另外 ,由于该途径活化了磷脂酰肌醇特异

性磷脂酶 ( I2 L ) ,所以其他 G I锚定的蛋白

也会从中肠上皮细胞脱落 ,包括碱性磷酸酶 。

4　结论与展望

昆虫对杀虫剂抗性的产生是一种进化现象 ,

其产生的主要原因是特定基因的等位基因频率随

着时间的变化而变化 。由 B 产生的 y 家族

的杀虫毒素广泛地应用在农业害虫防治中 ,给昆

虫种群施加了一种强大的选择压 ,特别是在仓库 、
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田间和温室长期施用后 ,已经至少有 3种鳞翅目

害虫印度谷螟
[ 34 ]

, 小 菜蛾
[ 35, 36 ]

和粉 纹夜蛾
[ 37 ]

。

对 B t产生了明显抗性 。随着表达 B t毒素的转基

因玉米和棉花的大范围种植 ,田间害虫产生抗性

的几率也在不断增大 。为了预测 、防止或延迟其

他尚未对 Bt产生抗性的靶标昆虫对其产生抗性 ,

必须深入了解哪些基因正面临着 Bt的选择压力 ,

以及它们在抗性中起到什么作用。因此 ,除了生

化和生理技术 ,遗传的研究方法是研究田间抗性

的一个必要的补充
[ 38 ]

。

昆虫对 Bt毒素抗性研究很早就引起 了科研

工作者的重视 。1994年 Estada等
[39 ]

在实验室中

筛选得到对 Cry1A b产生抗性的银纹夜蛾品系 ,但

是该品系对于 Cry1A 并没有产生抗性 ,不同的是

离体结合实验表明 ,二者共用一个高亲合力位点 ,

因此毒素与受体的离体结合并不能完全反应毒素

对昆 虫 的 毒 性 , 也 不 能 反 应 昆 虫 对 毒 素 的 抗

性 [ 39 ] 。所以 ,可以应用活体内蛋白互作的研究方

法 ,如酵母双杂交 ( yeast two hybrid)、荧光共振能

量 转 移 ( f luorescence resonance energy transfer,

FRET)等技术 ,研究 Bt杀虫蛋白 与受体 蛋白的

关系 。

在对 Cry1A c有 1000倍抗性的小菜蛾的研究

中发现其 Cry1Ac与 APN受体的结合并没有发生

变化 ,因此与受体的结合下降或受体缺失虽然会

导致昆虫对毒素的抗性 ,但并非所有抗性都由毒

素与 APN类受体的结合力下降所致 [ 40 ] 。Bt抗性

产生的原因是多方面的 ,B t毒素受体的变化不是

抗性产生的唯一原因 ,而且 APN也不是唯一的受

体 ,但是 APN与 抗性 有着 重要 的 关系 ,所 以对

APN的系统研究有助于全面了解 昆虫抗性产生

的机制 ,从而为制定出更合理的抗性治理对策提

供理论依据 。
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