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摘   要：苏云金芽孢杆菌作为一种对人畜安全、环境友好型绿色杀虫剂在全球被广泛使用。Bt
毒素与昆虫中肠上特定毒素受体结合并发挥作用，形成毒素穿孔导致昆虫死亡是其重要的杀虫机

制之一，靶标害虫对 Bt 毒素产生抗性是制约转 Bt 作物长期有效种植和 Bt 毒素持续使用的重要因

素。文中从鳞翅目昆虫中肠细胞 Bt 毒素重要受体的研究阐述昆虫对 Bt 的抗性机制，为 Bt 抗性机

制的深入研究和对害虫的防控与治理提供了一定的理论参考。 

关键词：苏云金杆菌；毒素受体；抗性；鳞翅目昆虫  

Advances in receptor-mediated resistance mechanisms of 
Lepidopteran insects to Bacillus thuringiensis toxin 
LIU Leilei1, XU Peiwen1,3, LIU Kaiyu2, WEI Wei1, CHANG Zhongshen1, CHENG Dahui1 
 
1 Center of Applied Biotechnology, School of Life Sciences and Technology, Wuhan University of Bioengineering, 

Wuhan 430415, Hubei, China 
2 Institute of Entomology, School of Life Sciences, Central China Normal University, Wuhan 430079, Hubei, China 
3 College of Plant Science and Technology, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, Hubei, China 

Abstract: Bacillus thuringiensis is widely used as an insecticide which is safe and environmentally 
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friendly to humans and animals. One of the important insecticidal mechanisms is the binding of Bt toxins 
to specific toxin receptors in insect midgut and forming a toxin perforation which eventually leads to 
insect death. The resistance of target pests to Bt toxins is an important factor hampering the long-term 
effective cultivation of Bt crops and the continuous use of Bt toxins. This review summarizes the 
mechanism of insect resistance to Bt toxins from the perspective of important Bt toxin receptors in  
midgut cells of Lepidopteran insects, which may facilitate the in-depth study of Bt resistance mechanism 
and pest control. 

Keywords: Bacillus thuringiensis; toxin receptors; resistance; Lepidopteran insects 

 
 
 

苏云金芽孢杆菌 (Bacillus thuringiensis, Bt)
是一种具有昆虫病原特性的革兰氏阳性菌，在

其生长代谢过程中可以产生分泌到细胞外的营

养期杀虫蛋白  (vegetative insecticidal protein, 
VIP)，分泌型杀虫蛋白  (secreted insecticidal 
protein, SIP) 以及母细胞释放芽胞时产生杀虫

晶体蛋白 (insecticidal crystal protein, ICP)[1-2]。

VIP 主要有 4 个家族，Vip1 和 Vip2 蛋白作为二

元毒素对鞘翅目和半翅目昆虫有较好的杀虫效

果，Vip3 杀虫蛋白目前至少有 110 种被克隆以

及命名，Vip3 家族蛋白对鳞翅目昆虫具有较好

的杀虫活性[3]，Vip4 蛋白目前尚未见杀虫相关

报道。SIP 蛋白关于杀虫活性相关研究较少。ICP
和 VIP 蛋白结构不同，且两者蛋白质几乎也没

有同源性，在杀虫作用机理上也不同[4]，ICP 主

要分为 Cyt 和 Cry 蛋白两大类。Cyt 蛋白是一类

具有细胞溶解性甚至溶血活性的包涵体蛋白，

而 Cry 蛋白是一类对靶标害虫如鳞翅目昆虫具

有高毒性的伴孢晶体，Cry 蛋白对靶标昆虫具

有较高特异性而对人类、植物和无脊椎动物等

安全友好，并且可以完全降解无残留[5]。Bt 菌

株被认为是一种昆虫病原菌，其致病性主要取

决于伴孢晶体蛋白 Cry 毒素，研究发现 Bt 菌株

对鳞翅目、鞘翅目、同翅目和双翅目昆虫等有

杀虫活性，同时还发现一些 Bt 菌株对线虫、螨

类和寄生虫有一定的杀虫活性[5]。苏云金杆菌 

产生的伴孢晶体毒素可以直接施用于农田防控

害虫，或者 Bt 毒素基因作为转基因植物的靶标

基因转入作物中，这样可以有效地减少化学合

成杀虫剂在玉米、棉花、大豆等农作物中的使

用，促进现代农业的健康发展。由于 Bt 毒素具

有对人畜安全友好、容易降解无残留且对环境

友好等诸多优点，使得 Bt 生物杀虫剂和转 Bt

作物在农业害虫防治中被广泛采用。害虫对 Bt

毒素产生较高的抗性严重制约了转 Bt作物的广

泛种植和 Bt 杀虫剂的长期有效使用[6]，害虫对

Bt 毒素产生抗性过程和机理比较复杂，虽然目

前 Bt 毒素抗性机制以及 Bt 毒素受体相关研究

取得一些进展，但还有很多 Bt 抗性机制有待进

一步研究。 

1  苏云金杆菌毒素作用机理 
研究表明毒素激活过程、毒素与受体结合

以及昆虫免疫是引起 Bt 抗性的重要因素[5-6]。

Cry 毒素蛋白晶体对害虫具有高度特异性且对

环境安全友好，Cry 毒素蛋白的杀虫机理研究

较多。在 Cry 毒素蛋白作用于昆虫幼虫的过程

中，毒素经历一系列复杂的步骤使得昆虫中肠

细胞裂解导致幼虫死亡，目前 Cry 蛋白杀虫机

理主要有两类理论假说，即“穿孔形成”模型假

说和“信号转导”模型假说 (图 1)[5]。 
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图 1  Cry 毒素的作用机制[5] 
Figure 1  Models of the mechanisms of Cry toxins[5]. Two different mechanisms: the pore-formation model 
(top) and the signal transduction model (bottom). 
 
 

“穿孔形成”模型理论认为昆虫肠道 pH 呈

碱性的特征决定了 Cry 毒素具有潜在的杀虫活

性。当靶标害虫摄取 Cry 晶体蛋白后，Cry 晶

体蛋白在幼虫中肠首先被溶解为 Cry 原毒素，

随后被昆虫中肠释放的蛋白酶水解其 N 端 α-1

螺旋成大小约 60 kDa 的活化毒素[7]。活化的 Cry

毒素首先与昆虫中肠刷状缘膜囊泡  (brush 

border membrane vesicles, BBMV) 上的钙黏蛋

白 (cadherin, CAD) 受体结合，使得活化的 Cry

毒素进一步水解[8]，导致毒素单体寡聚化。寡

聚 化 的 毒 素 与 通 过 糖 基 磷 脂 酰 肌 醇

(glycosylphosphatidyl-inositol, GPI) 锚定蛋白

连接在细胞膜上的次级受体结合，如烟草天蛾

毒素受体氨肽酶-N (aminopeptidase N, APN)、烟

芽 夜 蛾 毒 素 受 体 碱 性 磷 酸 酶  (alkaline 

phosphatase, ALP)[9-10]，毒素寡聚物与 APN、ALP

受体以 200 倍的高亲和力结合[11]，寡聚毒素插

入细胞膜形成毒素穿孔使得细胞裂解直至幼虫

死亡[12]。“穿孔形成”假说认为 Cry 毒素蛋白通

过与受体结合插入细胞膜形成离子通道引起细

胞穿孔，毒素与受体蛋白发生一系列相互作用，

昆虫中肠细胞渗透压发生改变，上皮细胞的裂

解导致昆虫的消化系统麻痹，靶标害虫迅速停

止进食，最终导致昆虫死亡 (图 2)[13-14]。 
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图 2  Cry 毒素在鳞翅目昆虫中的作用机理示意图[13] 
Figure 2  Schematic representation of the mechanism of Cry toxins in Lepidoptera at the molecular level[13]. 
 

“信号转导”假说理论认为 Cry 毒素并不引起

昆虫细胞穿孔，而是与昆虫中肠特异性受体相

互作用进一步激活了信号转导过程。虽然“信号

转导”模型与“穿孔形成”模型致死机理不同，但

Cry 毒素水解活化起始步骤类似，受体的表达

量变化或突变引起昆虫 Bt 抗性等过程保持一

致。活化的 Cry 毒素与昆虫中肠 BBMV 上钙黏

蛋白受体结合，刺激 G 蛋白偶联系统，从而增

加 cAMP 的含量，使得蛋白激酶 A 被活化，进

一步触发级联信号通路反应，此过程激活细胞

PKA 系统信号通路导致细胞裂解死亡[15]。关于

“信号转导”模型理论的研究报道较少，靶标害

虫仅可能在较低浓度 Cry 毒素的情况下才可能

激活 PKA 系统信号通路[14]。Cry 毒素蛋白和毒

素受体结合是昆虫致病极为重要的过程，目前

已发现能与 Bt毒素结合的受体主要包括腺苷三

磷 酸 结 合 盒 转 运 蛋 白 (ATP-binding cassette 
transporters, ABC 转运蛋白 )[16] 、 CAD[17] 、

ALP[12]、APN[18]等几类重要的膜蛋白。除这些

重要的膜蛋白以外细胞内还有些其他物质可以

作为毒素受体蛋白也被鉴定出来，如肌动蛋白、

糖脂等[19]。 
Vip3 家族蛋白是目前研究较多且对鳞翅目

昆虫具有靶向性的营养期杀虫蛋白，Vip3A 毒

素与 Cry 毒素氨基酸序列没有同源性，受体蛋

白的结合位点也不同，杀虫作用机理也不同[4]。

Vip3A 杀虫机理主要是活化的毒素引起细胞膜

穿孔和原毒素诱导细胞凋亡两方面导致靶标害

虫死亡[3]。Vip3A 原毒素在昆虫中肠蛋白酶水解

活化产生约 19 kDa 和 65 kDa 的蛋白片段，

Vip3A 毒素与 Cry 杀虫晶体蛋白毒素均能引起

细胞穿孔，但两种毒素与靶标鳞翅目昆虫中肠
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BBMV 上的结合受体差异较大[4]；另一方面，

Vip3A 不经过激活过程，在受体蛋白如成纤维

生长因子受体、清道夫 C 型受体等介导的胞吞

作用下进入细胞内部，诱导细胞凋亡，从而使

细胞肿胀、丧失粘附力直至死亡[20-21]，但 Vip3A
原毒素参与细胞凋亡的信号通路过程有待研究。 

2  Bt 杀虫晶体蛋白主要受体研究 
2.1  ABC 超家族转运蛋白  

ABC 转运蛋白是一组跨膜蛋白，具有 ATP
结合区域的单向底物转运泵，因含有 1 个腺苷

三磷酸的结合盒而得名。ABC 转运蛋白是细胞

膜整合蛋白，可参与生物体各种生理功能，如

维持细胞内外渗透压平衡、细菌免疫、抗原呈

递、细胞分化、胆固醇和脂质的运输等[22]。ABC
转运蛋白家族有 4 个核心区域，两个跨膜区域

(transmembrane domain, TMD) 形成具有特异

性 配 基 结 合 点 ， 两 个 核 苷 酸 结 合 区 域 
(nucleotide binding domain, NBD) 结合并水解

ATP 产生的能量用于逆浓度运输小分子底物[23]。

不同生物体的 ABC 转运蛋白的结构高度相似

且具有高度保守的 NBD 区域，因此原核和真核

生物中 ABC 转运蛋白作用机制保持一致。ABC
转运蛋白外向运输转运过程是从细胞内侧底物

与 TMD 区结合开始的；而 ABC 转运蛋白内向

运输的转运过程是先形成外周蛋白和底物分子

复合体，随后与 ABC 转运蛋白互作把底物分子

传递给 TMD 区域，药物结合 TMD 区域促使

ATP 与 NBD 结合，ABC 通过改变构象转运物

质，ATP 可结合和水解药物[24]。经典的昆虫对

药物抗性解毒过程的研究主要集中在细胞色素

单加氧酶、羧酸酯酶和谷胱甘肽 S-转移酶 3 大

家族的研究[25]。由于 ABC 转运蛋白的构象变化

对药物的运输和 ATP 对药物的水解作用至关重

要，因此，ABC 转运蛋白家族在生物体中参与

细胞解毒过程[26]。 
ABC 超家族蛋白是具有多功能完整膜蛋白

包括从细胞内输出有毒分子，烟芽夜蛾 ABCC2
基因经过失活突变使得 Cry1A 毒素与中肠细胞

膜微囊的结合力下降，导致其抗药性至少提高

1 000 倍，表明 ABCC2 作为重要毒素受体参与

毒素穿孔形成膜整合过程[27]。通过对家蚕 7 个

抗性品系和 10 个敏感品系序列分析，发现家蚕

ABCC2 的耐药等位基因细胞跨膜结构外侧 loop
区域单个酪氨酸的插入，会引起家蚕对 Cry1Ac
毒素的敏感性降低[28]。随着对 ABC 超家族蛋白

的不断深入研究，利用 RNAi 技术对甜菜夜蛾和

斜纹夜蛾分离细胞系中 ABCC3 沉默后，发现分

离的两种细胞系对 Cry1Ac 毒素敏感性降低[29-30]。

在果蝇幼虫唾液腺表达小菜蛾 ABCC2 蛋白，生

物测定发现在果蝇中肠表达小菜蛾 ABCC2 的

果蝇幼虫对 Cry1Ac 毒素高度敏感，表明小菜蛾

ABCC2 蛋白是 Cry1Ac 毒素的重要受体[31]。对

家蚕 ABCC2 蛋白几个氨基酸残基突变分析，结

果发现 Cry1Aa 毒素对鳞翅目昆虫的特异性和

毒性变化主要由于 ABCC2 蛋白胞外侧区域

loop 4 氨基酸残基 770DYWL773 保守性和不同程

度变异引起的 [32] 。同时敲除 HaABCC2 和

HaABCC3 基因会导致棉铃虫对 Cry1Ac 毒素的

抗性大于 15 000 倍，而分别单独敲除这两个基

因，单独敲除的棉铃虫品系均对 Bt 抗性几乎没

有改变，通过生物测定和遗传分析，野生型

HaABCC2 或 HaABCC3 等位基因能维持棉铃虫

对 Cry1Ac 毒素敏感性，表明 HaABCC2 和

HaABCC3 作为 Bt 毒素受体起重要作用[33]，

ABCC2 转运蛋白是一种重要的 Bt 毒素受体，

与多种害虫 Bt 高水平抗性有关，推测 ABC 转

运蛋白基因突变在鳞翅目昆虫草地贪夜蛾 Bt抗
性中起重要作用。我们团队研究发现，3 种鳞

翅目昆虫 ABCC2 蛋白均可作为 Cry1Ac 毒素受
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体，而草地贪夜蛾 SfABCC2 上细胞外侧 loop1
区域 Q125氨基酸和斜纹夜蛾 SlABCC2上细胞外

侧 loop1 上 E125 氨基酸是影响异源表达 ABCC2
的 Hi5 细胞对 Cry1Ac 敏感性差异的关键氨基

酸，表明单个氨基酸多态性是影响不同鳞翅目

种群对 Cry1Ac 毒素敏感性差异的重要原因[34]。

最新研究发现，小 RNA miR-998–3p 能识别棉

铃虫、甜菜夜蛾和小菜蛾 ABCC2 靶基因 mRNA
保守或非保守位点，RNA miR-998–3 下调结合

的靶基因，引起毒素受体 ABCC2 蛋白表达减

少，导致这 3 种鳞翅目昆虫种群对 Cry1Ac 敏感

性下降，研究也发现小菜蛾抗性品系 RNA 
miR-998–3 的表达量显著高于敏感品系，

ABCC2 受体蛋白的转录后调控也与 Bt 毒素抗

性密切相关[35]，表明 ABC 转运蛋白转录后调控

在 Bt 毒素杀虫机制中具有重要作用[36]。关于

ABC 超家族介导的 Bt 抗性的研究我们至今没

有完全解释清楚，对这类受体的转录后水平调

控研究可为 Bt 抗性提供新思路。 

2.2  鳞翅目昆虫类钙黏蛋白   
钙黏蛋白是动物体内普遍存在的比较庞大

而且多样的跨膜蛋白，具有胞外区域有 5–34 个

重复保守的钙结合位点序列，通过跨膜区锚定

在细胞膜上，钙黏蛋白在不同细胞中时空表达

具有高度特异性。钙黏蛋白重要的生物学特性

主要是参与细胞识别、神经传递、信号转导以

及维持细胞结构稳定等[37]。昆虫类钙黏蛋白结

构与钙粘蛋白相似故而得名，昆虫类钙黏蛋白

一般包括 4 个基本结构域，从 N 端到 C 端依次

为：细胞外结构区域，包含 9–12 个重复序列和

1 个信号肽序列；细胞膜近端胞外结构域；跨

膜区，由 21–26 个氨基酸残基组成；以及细胞

内的胞质结构域[38]。 
昆虫类钙黏蛋白是依赖钙离子的跨膜糖蛋

白家族中的一员，参与了细胞间的粘附，它们

的变异与癌变有关。类钙黏蛋白无论是在“穿孔

形成”模型还是“信号转导”模型中都有举足轻

重的作用。在昆虫中肠内，类钙黏蛋白作为重

要毒素受体与 Cry 毒素具有高度亲和力，两者

紧密结合会使中肠上皮细胞的结构瓦解，最终

导致昆虫死亡[13]。烟草天蛾中肠 BBMV 上类钙

黏蛋白首次作为 Bt 毒素受体被发现，其能与

CrylAb 特异性结合从而导致烟草天蛾幼虫死亡[18]。

用 CRISPR/Cas9 基因编辑系统成功地获得了对

Cry1Ac 抗性的棉铃虫，抗性品系较敏感品系对

Cry1Ac 抗性达 549 倍。这为 HaCAD 作为

Cry1Ac 的功能性受体提供强有力的反向遗传

学证据，也证明了 CRISPR/Cas9 技术可以作为

一种强大而有效的基因组编辑工具研究全球农

业害虫棉铃虫的基因功能[39]。 
有研究报道棉红铃虫钙粘蛋白一个新的与

抗性相关等位基因 R16，在 PgCAD1 外显子 20
插入带有终止密码子的转座子，使得翻译提前

终止。与表达野生型 PgCAD1 的昆虫细胞相比，

表达 R16 的细胞对 Cry1Ac 的敏感性较低，并

且 CAD 蛋白在细胞中的定位发生了改变，介导

昆虫细胞对 Cry1Ac的较敏感的野生型 PgCAD1
主要定位在细胞膜上，而 R16 蛋白定位在细胞

质上，表明 CAD 的突变影响昆虫对 Bt 毒素的

敏感性[40]。通过比较棉铃虫对 Cry1Ac 抗性品

系和敏感品系钙粘蛋白序列，发现有 35 个氨基

酸突变。中肠组织切片免疫荧光定位显示，敏

感品系棉铃虫 CAD 基因定位在细胞膜上，抗

Cry1Ac 品系棉铃虫中肠 CAD 基因定位在细胞

内质网上。通过片段替换、点突变的方法鉴定

出 172 位氨基酸的突变导致钙粘蛋白的定位发

生了改变，使得细胞对毒素产生抗性[41]。实验

室选择的 APHIS-R 棉红铃虫抗性品系较敏感品

系对 Cry1Ac 抗性高达 530 倍，抗性原因是

PgCAD1 基因表达量减少 79–190 倍而非氨基酸
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突变导致。通过受体蛋白的定性和定量变化，

证明棉红铃虫等主要害虫对 Bt毒素的抗性进化

能力，说明该种群对 Cry1Ac 毒素具有适应性，

这给害虫监测和治理带来严峻考验[12]。研究发

现钙粘蛋白基因 3 370 bp 插入一个小型倒置重

复转置元素，产生两个错误拼接的转录本，突

变体 r15 A 和 r15 B。r15 纯合子介导的 Cry1Ac
毒素抗性较野生型增加了 290 倍，将突变体野

生型 CAD 亚细胞定位，野生型或 r15 A 重组钙

粘蛋白表达后定位于细胞膜，r15 B 重组钙粘蛋

白表达后定位于细胞质，而定位在细胞质上的

受体不参与毒素结合，导致种群 Bt 抗性[42]。转

染 HevABCC2 的 Sf9 细胞用 Cry1A 毒素处理，

细胞致死率达 86%，用 Cry1A 毒素处理异源表

达烟蚜夜蛾类钙黏蛋白的 Sf9 细胞，细胞毒性却

没有变化，表明细胞与毒素接合具有特异性[43]。

类钙黏蛋白的胞外区域和寡聚毒素结合的过程

机理已经非常清晰，但胞内区域作用尚不清楚。

“信号通路”模型认为导致细胞死亡不是毒素穿

孔所致，而是毒素与类钙黏蛋白受体结合激活

PKA 信号通路导致细胞裂解死亡[44]。我们团队

在前期研究中通过在活体水平敲除草地贪夜蛾

SfCAD 基因，同时在细胞水平表达该基因，经

毒力测定和毒素结合等实验验证，证实草地贪

夜蛾 SfCAD 蛋白并非 Bt 毒素 Cry1A 和 Cry1F
的受体[45]。类钙黏蛋白的研究报道虽然较早也

较多，诸多鳞翅目昆虫类钙黏蛋白可以作为

Cry1A 毒素受体，但我们仍然没有完全清楚昆

虫类钙黏蛋白在与毒素结合中的具体作用机理。 

2.3  氨肽酶 N 
氨肽酶 N 是一类广泛存在于动植物组织细

胞表面的水解蛋白酶，通过从 N 端催化切除多

肽的中性氨基酸残基而发挥细胞代谢调节功

能。氨肽酶 N 是一类消化食物蛋白的酶，在消

化系统中具有重要作用，氨肽酶 N 在鳞翅目昆

虫中肠 BBMV 上分布最为丰富，约占中肠蛋白

总量的 55%，但 APN 作为毒素受体时与其蛋白

酶水解功能几乎无关[46]。APN 被广泛研究以来

发现它们有以下基本特征：其 cDNA 序列全长

约为 3 kb，经过翻译后修饰的蛋白大小在

90–170 kDa。APN 属于锌结合的金属蛋白酶或

肽酶家族[47]。N 端依次有 N-糖基化位点 Asn-X- 
Ser/Thr、信号肽裂解位点、能够被 Cry 毒素识

别的 N-乙酰半乳糖胺结构，中间部分是有高度

保守的“GAMEN”结构域，而 C 端有跨膜特性和亲

脂性的糖基化磷脂酰肌醇锚着位点，而 APN 就是

通过 GPI 锚定蛋白连接在昆虫中肠 BBMV 上[48]。 
APN 是最早被发现在 Bt 毒素杀虫机制起

重要作用的毒素受体蛋白。Gill 等运用显微注

射的方法将烟草天蛾 APN 基因通过显微注射重

组到黑尾果蝇卵中，通过筛选获得含该受体的

转基因果蝇并发现该重组品系果蝇对 Cry1Ac
变得更加敏感，首次在虫体上验证 APN 可作为

Cry1Ac 毒素蛋白受体[49]。通过敲降甜菜夜蛾 6
个不同的 APN 基因 (SeAPN1–6)，抑制 SeAPN1
基因表达才会导致对 Cry1Ac 毒素的敏感性降

低，幼虫数量减少，推测甜菜夜蛾中氨肽酶

APN1 是 Cry1Ac 功能受体[50]。不同结构类别的

APN 受体与 Cry 毒素结合也有区别，Stephens
等发现 N-连接糖基化区域可能不参与 APN 与

Cry 毒素的结合，APN 与毒素作用的区域发生

在含有大量 O-糖基化位点的富含苏氨酸的 C-
端茎环结构区，而烟草天蛾 APN 与 Cry 毒素结

合区是半乳糖胺，可见不同类别 APN 的结构区域

特征决定了其与 Cry 毒素的结合能力[51]。构建棉

铃虫敏感和抗性品系的 cDNA-AFLP 体系，筛

选出具有异性的 APN 片段，对差异片段进行基

因克隆原核表达，并用 Cry1Ac 毒素与各片段结

合试验，发现缺失 22 个氨基酸的抗性品系不能

和 Cry1Ac 毒素结合，而敏感品系的 APN1 的 C
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末端的 90 个氨基酸可以和 Cry1Ac 毒素结合，

结果表明 APN1 的 C 末端的 90 个氨基酸区域为

毒素结合区[52]。不仅 APN 上有毒素的特异性结

合位点，Cry 毒素上也具有与 APN 的特异性结

合位点，目前发现 Cry1A 毒素结构中有 3 个可

与 APN 特异性结合的位点，Cry1Ac 上的结合

位点位于 Cry1Ac 毒素 domain III 的外部折叠片

中，通过一个含有半乳糖胺的多糖与 APN 结

合，毒素上的其他结合位点位于 Cry1Ac 和

Cry1Ab 毒素 domain II 的顶部，该区域由表面

裸露的环状结构组成[53]。在美洲棉铃虫中肠细

胞系、脂肪体细胞系、草地贪夜蛾卵巢细胞系

中异源表达美洲棉铃虫 APN1，显著增加了 3 种

细胞系对 Cry1Ac 的敏感性。通过 RNA 干扰技

术降低这 3 种细胞系 APN1 基因的表达，对

Cry1Ac 产生抗性，干扰的 3 种细胞系对 Cry2Ab
的敏感性没有变化。表明美洲棉铃虫氨基肽酶

APN1 是 Cry1Ac 的受体，而不是 Cry2Ab 的受

体[54]。RNAi 技术沉默小菜蛾 PxAPN5 基因表

达，导致 Cry2Ab 与小菜蛾中肠蛋白结合力下

降，显著降低小菜蛾对 Cry2Ab 的敏感性[55]。

美国白蛾是我国主要的入侵害虫，APN3 被认

为是 Cry1Ab 毒素的结合蛋白。注射双链 RNA
使 得 美 国 白 蛾 HcAPN3 的 转 录 水 平 下 降

61%–66%，并且 HcAPN3 表达下调会降低美国

白蛾对 Cry1Ab 敏感性[56]。APN 是 Bt 毒素重要

受体之一，Bt 毒素与 APN 结合能力的改变是引

起鳞翅目昆虫对 Bt 毒素抗性的重要原因。 

2.4  碱性磷酸酶  
苏云金芽孢杆菌产生的内毒素 Cry1Ac 作

为一种生物农药，主要用于害虫棉铃虫的控制。

在杀死棉铃虫幼虫过程中，APN 和 ALP 起关键

作用。早熟幼虫中 ALP 的表达高于氨基肽酶 N。

毒素发挥作用是与特定受体结合而不是与

BBMV 蛋白的整体结合，ALP 可能在毒素发挥

毒力过程中比 APN 更重要[57]。ALP 是一类广泛

存在生物体内高度保守的磷酸水解酶，能催化

磷酸单酯的水解及磷酸基团的转移反应，在生

物体内对磷酸基团的转移和代谢有较为重要的

作用。ALP 与 BBMV 相连，通过 GPI 锚定在

BBMV 的表面，在 Cry1Ac 发挥毒力过程中起

到了重要作用。Bt 作物的长期种植使得棉铃虫

对苏云金芽孢杆菌有了较强的抗性，利用

RNA-seq 技术研究不同抗性水平的棉铃虫中肠

基因的变化，基因 HaALP2 在 6 个抗性品系中

均显著下调，qRT-PCR 结果提示这些基因可作

为监测抗性水平的标记物[58]。 
ALP 主要富集在昆虫中肠 BBMV 上，通常

作为双翅目和鳞翅目昆虫中肠微绒毛膜的标

记。ALP 作为 Cry 毒素受体，其 N 端的信号序

列与蛋白分泌有关，C 端的 GPI 锚定信号序列

使其锚定到细胞膜上 [59]。可溶性 mALP 通过

GPI 锚定在中肠 BBMV 上，mALP 活性降低导

致昆虫对毒素的抗性增加，但 mALP 的具体作

用并不清楚。目前已有很多报道证明 ALP 作为

毒素受体参与 Bt 毒素杀虫过程，最初发现烟蚜

夜蛾 ALP 可以与 Cry1Ac 结合[60]。Bravo 等通

过 Western blotting 和 Ligand blotting 试验发现，

Cry1A 毒素结合大量特异性受体，其中 APN 和

ALP 有很高的活性，并且这两种蛋白作为受体

参与 Cry1Ab 毒素形成细胞穿孔[61]。研究发现

在烟蚜夜蛾中发现 N 连接寡聚糖型 ALP 可以作

为 Cry1Ac 毒素受体，其分子量大小为 68 kDa
且末端包含 N-乙酰半乳糖胺残基 [62]。研究发

现，小菜蛾 PxmALP 作为 Cry1Ac 杀虫蛋白受

体在种群产生 Bt 抗性中起重要作用，小菜蛾

PxmALP 基因表达量下调会导致其对 Cry1Ac 毒

素产生抗性[63]。转录因子 GATAd通过与 Cry1Ac
杀虫蛋白受体基因 PxmALP 的启动子不同靶标

位点结合，调控抗性小菜蛾 PxmALP 基因表达，
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从而参与小菜蛾 Cry1Ac 杀虫蛋白抗性的形成[64]。

ALP 的转录水平与害虫对 Cry1Ac 的抗性相关，

ALP 与 Cry1Ac 结合的片段本身对棉铃虫没有

毒性，但增加了死亡率，研究结果首次证明 Bt
毒素与 ALP 的毒素结合片段具有协同作用[65]。

碱性磷酸酶在部分鳞翅目低龄幼虫 Cry1A 介导

的毒力中起重要作用。ALP 蛋白在所有幼虫阶

段都有表达，并且在 1 龄和 2 龄幼虫中高度表

达。异源表达的 SeALP2 多肽与 Cry2Aa 结合，

并且亲和力高，表明 ALP2 是 Cry2Aa 的功能性

受体[66]。 

3  Bt 毒素受体的协同作用 
Tanaka 等[67]研究发现，ABCC2 和类钙黏蛋

白在诱发细胞穿孔形成的过程中有协同作用，

将家蚕 ABCC2 和类钙黏蛋白 BtR175 在 Sf9 细

胞异源表达，发现两者均可以作为 Bt 毒素功能

性受体，但表达 ABCC2 的细胞较单独表达

BtR175 的细胞对 Bt 毒素敏感。同样的方法将

BtR17 和 ABCC2 在 Sf9 细胞共同表达，发现该

细胞系对 Cry1A 和 Cry1Fa 均更加敏感，甚至

对同源性很低的 Cry8Ca 毒素也更敏感 [17]。

ABCC2 和 BtR175 的协同作用能增加毒素成孔

数量从而渗透大量阳离子，然而共同表达导致

孔洞数量增加不足以解释两个受体是否产生协

同效应，研究发现共同表达 BtR175 和 ABCC2
介导的 Sf9 细胞对 Bt 毒素敏感性较在非洲爪蟾

卵母细胞中共表达更强，即在 Sf9 细胞中共表

达协同效应更加明显，这可能是类钙黏蛋白诱

导胞内信号通路引起的[67]。棉铃虫 CAD 的毒素

结合区结构域招募毒素单体并使毒素寡聚化，

并定位于与 ABCC2 相互作用的良好位置，从而

使寡聚体毒素能更有效地传递给 ABCC2 并插

入细胞膜，增强 Cry1Ac 的毒力，确证了棉铃虫

CAD 与 ABCC2 对 Bt 毒素的协同增效作用[68]。 

基于“穿孔形成”假说，毒素单体结合类钙

黏蛋白使得毒素 α-1 螺旋结构被切除，这些被

切割的毒素单体在细胞上形成预孔结构，暴露

出来的疏水区域让活化的毒素单体加速形成寡

聚体，当整个寡聚体毒素插入细胞膜上便形成

细胞穿孔[8]。红铃虫类钙黏蛋白突变的抗性品

系生测实验表明钙黏蛋白在预孔结构形成中起

重要作用[69]。研究发现，烟蚜夜蛾 ABCC2 和

类钙黏蛋白也存在协同作用，并推测类钙黏蛋

白可以转移插入预孔结构区域的寡聚毒素，而

这些寡聚毒素正好与靶标蛋白 HevABCC2 结合

形成穿孔，因此 ABCC2 受体蛋白上寡聚毒素进

入细胞后，寡聚毒素又可以继续结合其他预孔

结构，使得更多的寡聚毒素进入细胞 (图 3)[43]，

从而引起昆虫对毒素敏感性增强。甜菜夜蛾

SeABCC2b 与 SeCAD1b 在 Sf9 细胞中共同表

达，可以增强 Cry1Ca 对细胞的毒力[70]。在昆虫

细胞系中表达不同的中肠蛋白，GPI 锚定蛋白

(如 ALP 或 APN)，跨膜蛋白  (如 CAD 或

ABCC2)，通过生物测定结果发现，GPI 锚定蛋

白与毒素敏感性增强无关，而表达 CAD 或

ABCC2 蛋白介导细胞对 Cry 毒素的敏感性。研

究发现 CAD 与 ABCC2 转运体共同表达后具有

协同效应[71]。钙粘蛋白与毒素结合、促进寡聚

体形成对于毒素发挥毒力很重要，毒素结合是

通过胞外区的作用来实现的。但是细胞内区域

的功能尚不清楚。通过删除家蚕钙粘蛋白

(BtR175) 胞内区，研究胞内区是否在 Cry1A 毒

力中发挥作用。与野生型 BtR175 一样，突变蛋

白对 Cry1Aa 和 Cry1Ab 毒素也具有敏感性。细

胞内区域在介导毒素毒力过程中并不重要，并

且协同作用也与胞内区域无关，CAD 缺失突变

体同样具有与 ABCC2 的协同作用[44]，CAD 和

ABCC2 是分布于细胞膜上的蛋白受体，可以与

周围环境中的活化毒素结合，进而促进毒素寡 
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图 3  HevABCC2 和 HevCaLP 协同作用模式图[43] 
Figure 3  Mode of synergistic effect of HevABCC2 and HevCaLP[43]. 
 
聚化，寡聚体插入细胞膜形成孔洞，最终导致

细胞死亡，CAD 与 ABCC2 存在协同增效作用，

深入探索 CAD 参与 ABCC2 协同作用过程中的

关键区域，揭示其中的调控机制，对于毒素的

长期有效使用有着重要的意义。 

4  Bt 毒素敏感性差异 
苏云金芽孢杆菌能产生很强杀虫作用且有

较广杀虫谱的晶体蛋白，不同的毒素能特异性

地作用于靶标害虫，主要用于鳞翅目、膜翅目、

双翅目、鞘翅目害虫甚至线虫等防控，因此在

农业领域具有重要应用。Bt 毒素对靶标害虫长

期高压选择导致害虫的抗性进化，限制了 Bt 毒

素的长期使用，目前这种现象在实验室和田间

都有报道[72-73]，因此研究昆虫的抗性机制对于

Bt 毒素的合理应用具有重要的意义。目前发现

靶标害虫对 Bt毒素的抗性作用主要有以下两种

情况。 

4.1  Bt 毒素的活化过程介导的敏感性差异 
Bt 毒素被昆虫摄入到体内需要先溶解才能

够发挥作用，溶解的毒素需要在中肠蛋白酶的

作用下水解成活化的毒素，活化的毒素与毒素

受体相互作用导致中肠上皮细胞的裂解。如果

毒素水解不充分或者水解过度都将会影响毒素

的生物活性，进而导致昆虫对 Bt 毒素抗性。例

如胰酶对原毒素的水解作用是毒素发挥活力极

为关键的一步，在一些鳞翅目昆虫中已经报道

Bt 抗性品系和敏感品系中肠胰蛋白酶的比较研

究。印度谷螟抗性品系活化 Bt 原毒素的能力慢

于敏感品系，研究发现印度谷螟抗性品系缺少

一个主要用于活化原毒素的蛋白酶[74]。Liu 等

报道由于棉铃虫胰酶基因的启动子区的突变，

导致胰蛋白酶表达量的降低，影响了 Cry1Ac
原毒素的活化，导致棉铃虫对 Cry1Ac 毒素的抗

性提高了 39 倍[75]。Bt 原毒素可能会涉及到细

胞凋亡过程[20-21]，Bt 毒素在活化过程如果受到

阻碍会导致毒素的生物活性大大降低，从而引

起昆虫对 Bt 敏感性下降。 

4.2  Bt 毒素与受体蛋白的结合能力介导的

敏感性差异 
Bt 毒素杀虫的过程中涉及多种受体蛋白的
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参与，而这些蛋白的改变将影响毒素与受体蛋

白的结合，如两者间结合能力的变化、特异性

位点数目的变化等，这是鳞翅目昆虫对 Bt 毒素

产生抗性主要原因。目前已有很多文献报道，

由于 Bt毒素受体蛋白的突变使得毒素与受体蛋

白的结合量减少，从而昆虫产生抗性。毒素与

昆虫中肠细胞膜上受体结合情况的变化是目前

普遍认可的抗性机制，如 Fabrick 等报道钙黏蛋

白受体蛋白基因的突变引起田间红铃虫对

Cry1Ac 毒素产生抗性[76]。Tanaka 等报道由于家

蚕 BmABCC2 受体蛋白中插入 1 个氨基酸，会

导致家蚕对 Cry1Ab、Cry1Ac 毒素敏感性降低，

这也是首次证明ABCC2蛋白可以作为Cry毒素

功能受体 [16]。有报道发现小菜蛾对 Cry1Ac 毒

素的抗性与 ABCC2、ABCC3、ALP 等基因的表

达下调相关，首次提出这是由有丝分裂原活化

蛋白 MAPK 信号通路介导的敏感性改变[73]。棉

红铃虫类钙黏蛋白与 Cry1Ac结合位点 8个氨基

酸的缺失会导致毒素受体结合力下降，从而使

种群对 Cry1Ac 毒素产生了抗性[77]。活化的 Vip3
毒素能结合在亚热带黏虫中肠 BBMV 上，这些

结合位点在 Vip3 家族毒素中具有共性，但与

Cry 毒素不同，Vip3A 和 Vip3C 具有共同的结

合位点，结合位点的突变会使靶标害虫对这两

类毒素产生抗性 [78]。斜纹夜蛾核糖体蛋白 S2
能与 Vip3A 毒素互作，干扰核糖体蛋白 S2 能

使幼虫产生抗性[79]。与受体结合能力差异导致

的毒素抗性相比，昆虫抗性与蛋白酶水解与活

化的相关性一般很低，受体与毒素的结合能力

的改变一般能在环境中保持下去，这种抗性也

能导致昆虫对多种毒素产生交互抗性。 

5  总结与展望 
ABC 超家族转运蛋白和钙黏蛋白两类毒素

受体是目前 Bt 抗性研究的主流受体蛋白，钙黏 

蛋白作为 Cry 毒素受体已被广泛接受，Wang 等

首次证明棉铃虫钙黏蛋白 BtR-harm 可以作为

Cry1Ac 毒素受体，BtR-harm 表达量下调是棉铃

虫对 Cry 毒素产生抗性的主要原因[80]。ABC 超

家族转运蛋白基因的突变或表达下调对昆虫 Bt
抗性也起重要作用。Bt 毒素被昆虫摄入到体内

水解不充分或者水解过度都将会影响毒素的生

物活性，进而导致昆虫对 Bt 毒素抗性，昆虫对

Bt 毒素的抗性机制主要有两方面，一方面是杀

虫晶体蛋白活化过程受阻或者蛋白酶对杀虫晶

体蛋白的水解不足引起抗性。如棉铃虫胰酶基

因的启动子区的突变引起蛋白酶表达量降低，

影响 Bt 原毒素活化作用，导致棉铃虫对 Cry1Ac
毒素的抗性增加[75]；另一方面，Bt 毒素杀虫的

过程中涉及到多种受体蛋白的参与，Bt 毒素与

昆虫中肠 BBMV 上的 Bt 毒素特异性受体结合能

力、特异结合位点的数目改变等是引起抗性的重

要因素，在毒素作用的“穿孔形成”假说中[81-83]，

这种由受体基因发生突变而引起的昆虫对 Bt抗
性被普遍接受，而鳞翅目昆虫中特异性毒素受

体的转录水平调控与昆虫 Bt 抗性关系知之较  
少[84]，这让我们今后对 Bt 毒素受体基因的转录

调控规律研究有了新方向。当前研究昆虫 Bt 抗
性主要集中在 Bt 毒素受体基因的碱基插入、缺

失突变、错误拼接等方面，而毒素受体表达量

减少也能引起鳞翅目昆虫的 Bt 抗性[85-88]。启动

子在基因的转录过程中发挥重要的作用，真核

生物 RNA 聚合酶与诸多转录因子相互结合，生

成具有活性、专一性的复合物，启动基因的转

录和调控目的基因的转录频率。昆虫抗药性相

关蛋白受转录因子的调控，构建烟粉虱细胞色

素 P450 基因 CYP6CM1 启动子不同长度缺失片

段重组质粒，利用双荧光素酶报告基因系统比

较 11 个不同缺失片段活性强弱差异，以确定该

基因启动子活性区域，该研究发现 MAPK 信号
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通路通过转录因子 CREB 调控细胞色素 P450
介导烟粉虱对杀虫剂的抗药性[84]。鳞翅目 Bt 毒
素受体的转录与转录调控，可能是鳞翅目昆虫对

Bt 毒素抗性的潜在机制，筛选调控毒素受体基

因转录因子，探究转录因子的作用规律，可以为

深入研究草地贪夜蛾 Bt 抗性打开新的切入点。 
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