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棉铃虫烟碱类乙酰胆碱受体α7亚基基因的
鉴定及功能分析
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摘要：为探究和挖掘更多杀虫剂靶标受体，采用PCR方法结合RACE技术克隆了棉铃虫烟碱类乙

酰胆碱受体（nicotinic acetylcholine receptor，nAChR）的 α7 亚基（nAChR-α7）基因，通过荧光定量

PCR技术进行时空表达分析，并采用电生理检测以及RNAi技术研究该基因对棉铃虫生长发育的

调控作用。结果表明，棉铃虫nAChR-α7基因（GenBank 登录号：KM884875）全长3 632 bp，包含编

码496个氨基酸的1 491 bp开放阅读框。该基因具有nAChR典型结构，与其他鳞翅目昆虫nAChR-

α7 基因同源性较高，且包括 胞 外 N 端 配 体 结 合 区 、半 胱 氨 酸 环 、Loop A~Loop F、跨 膜 区

（TM1~TM4）和 1 个短的C端胞外尾。nAChR-α7基因在棉铃虫幼虫头部及成虫期高表达；通过将

nAChR-α7 基因在非洲爪蟾 Xenopus oocytes 卵母细胞中表达，并检测电生理信号，确定该基因是

nAChR受体基因，但不能持续响应ACh信号。干扰试验结果显示nAChR-α7基因对棉铃虫幼虫生

长发育无显著影响。推测该基因可能不是主要的nAChR基因，而是与其他亚基基因共同起作用。
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Abstract: In order to explore more targets for insecticides, the full-length cDNA sequence of nicotinic

acetylcholine receptor (nAChR) α7 subunit (nAChR-α7) gene was cloned from cotton bollworm Heli‐

coverpa armigera by PCR and RACE (rapid amplification of cDNA ends) technologies in this study.

Meanwhile, the expression patterns of nAChR-α7 gene were also assayed by qRT-PCR. The function of

nAChR α7 subunit as a nicotinic acetylcholine receptor was confirmed by being heterologously ex‐

pressed in Xenopus oocytes to record the changing currents using the two-microelectrode voltage-clamp

technique. In addition, the regulatory function of nAChR-α7 gene in the development of cotton boll‐

worm was investigated by using RNAi technology. The results showed that the full-length cDNA se‐

quence of nAChR-α7 gene (GenBank accession no. KM884875) was 3 632 bp in length, which contained

an open reading frame of 1 491 bp encoding 496 amino acids. It had the common characters of the cys‐

teine ring receptor family: N- and C-terminal ex-cytosolic tail, Loop A-Loop F, the four transmembrane
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domains TM1, TM2, TM3 and TM4, and the big cytosolic ring. The relatively high expression of

nAChR-α7 was detected in larval heads and adults. The pharmacological property analysis by construct‐

ing the X. oocytes cell expression confirmed that it was a typical nicotinic acetylcholine receptor,

though the electrophysiological experiment showed that the current did not sustain as the doses of Ach

increased. The down-regulation of nAChR-α7 gene had no significant effect on the development of H.

armigera. The results indicated that nAChR-α7 gene was not an important nicotinic acetylcholine recep‐

tor and might serve a function with other nAchRs.

Key words：：Helicoverpa armigera; nicotinic acetylcholine receptors (nAChR); spatio-temporal expres‐

sion; function; electrophysiology

烟碱型乙酰胆碱受体（nicotinic acetylcholine re‐

ceptor，nAchR）是神经递质门控离子通道蛋白，属于

半胱氨酸环受体家族（Thompson et al.，2010），位于

昆虫中枢神经系统，其与高等动物 nAchR 结构一

样，都是五聚体蛋白复合物，由 5个亚基构成，进一

步细分为 α 型和非 α 型（Changeux & Edelstein，

2006；Sine & Engel，2006）。昆虫基因组中 nAChR

有 10到 16个亚基基因型（Grauso et al.，2002；Thany

et al.，2007），每个亚单位具有相似蛋白质结构。

α亚基有1个大的N端胞外区，Loop C是细胞外N端

结构域的6个Loop（A~F）中的1个，在Loop C中有1对

相邻的半胱氨酸，组成了位于相邻亚基界面上的乙

酰胆碱（acetylcholine，ACh）结合位点。同时，α亚基

还包含 4 个跨膜域（TM1~TM4），同时 TM3 和 TM4

之间还有 1 个大的胞内环（Changeux & Edelstein，

2006）。

nAchR负责神经系统突触间兴奋性递质快速传

递，并在昆虫和哺乳动物学习、记忆和逃逸行为中起

重要作用（Levin & Simon，1998；Bicker，1999；Fayy‐

azuddin et al.，2006）。因此以昆虫nAChR为重要分

子靶标开发出的多杀菌素和新烟碱类杀虫剂在世界

范围内被广泛应用（Brown et al.，2006；Millar &

Denholm，2007）。吡虫啉是第一个商业化应用的新

烟碱类化合物（Bai et al.，1991；Kagabu，2011），此后

啶虫脒、噻虫胺、烯啶虫胺、噻虫嗪等也被开发出来

（Ihara et al.，2018）；此外，氟吡呋喃酮、氟啶虫胺腈

及最近被开发的三氟苯嘧啶等都能作用于 nAchR

（Watson et al.，2011；Nauen et al.，2015；Cordova et

al.，2016）。然而这些杀虫剂的长期使用，也迫使昆

虫相应的 nAchR 受体突变导致昆虫对这些药剂产

生了抗性。例如黑腹果蝇 Drosophila melanogaster

的 nAchR-Dα6基因突变，使其不能形成有功能的蛋

白，而对多杀菌素产生了 1 181 倍的抗性（Perry et

al.，2007）。多杀菌素类杀虫剂的主要作用靶标也是

nAChR（Salgado，1998；Watson，2001）。近些年来多

杀菌素类杀虫剂的长期大量使用导致如迟眼蕈蚊

Bradysia odoriphaga 和桃蚜 Myzus persicae 等昆虫

对其产生了抗性（Chen et al.，2017；Charaabi et al.，

2018；Huseth et al.，2018），因此迫切需要加深对昆

虫nAChR的相关研究。

棉铃虫Helicoverpa armigera属鳞翅目夜蛾科，

是一种世界性重要农业害虫，其食性复杂，为害棉

花、玉米、蔬菜等 200 多种作物（Wu & Guo，2005；

Wu，2007）。以 nAChR 为靶标的杀虫剂，具有作用

机理新颖和环境友好、低毒、无残留的特性，在棉铃

虫的应急防控中被广泛应用，但目前已有报道田间

棉铃虫对以nAchR为靶标的杀虫剂产生了抗性（Se‐

ne et al.，2020；Wang et al.，2021），因此，深入研究此

类杀虫剂的作用机制，对更好地利用这些杀虫剂，并

延缓其抗性具有重要意义。本研究通过 RACE 和

PCR技术克隆棉铃虫 nAChR的α7亚基（nAchR-α7）

基因，通过荧光定量 PCR（quantitative real-time

PCR，qRT-PCR）技术分析其在棉铃虫各发育阶段和

组织中的表达谱，同时利用异源表达与电生理检测

进一步分析其在神经信号传递中的作用，并通过

RNAi技术在幼虫中干扰其表达，以探明 nAchR α7

亚基对棉铃虫幼虫生长发育的调控作用。

1 材料与方法

1.1 材料

供试昆虫：供试敏感品系棉铃虫为 96S 品系，

于 1996 年采自河南省新乡县棉田，长期在室内使

用人工饲料进行饲养（梁革梅等，1999）。饲养条

件为温度（27±2）℃、相对湿度（75±10）%、光周期

16 L∶8 D。

试剂及仪器：RNA提取试剂Trizol，美国 Invitro‐

gen公司；cDNA 合成试剂盒 HiScript® III 1st Strand

cDNA Synthesis Kit（+gDNA wiper），南京诺唯赞生
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物科技股份有限公司；PCR 产物回收试剂盒，美国

Axygen 公司；5'、3' Race 试剂盒，美国Clontech公司；

SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit，日本 Ta‐

KaRa公司；大肠杆菌Escherichia coli DH5α感受态

细胞、pEasy-T3 载体，北京全式金生物技术有限公

司；pGH19-nAchR β2载体，南京农业大学刘泽文教

授课题组提供；雌性非洲爪蟾Xenopus oocytes，中国

农业科学院植物保护研究所昆虫功能基因研究组提

供；1хRinger缓冲液，上海创赛科技有限公司；其他

试剂为国产分析纯。Mastercycle Pro S 型 PCR 仪，

德国 Eppendorf 公司；ABI 7500 Fast 实时荧光定量

PCR 仪，美国 ABI 公司；Centrifuge5417R 型台式离

心机，德国 Eppendorf 公司；GelDoc XR凝胶成像仪，

美国Bio-Rad公司；ND-2000型紫外分光光度计，美国

Thermo公司；DYY-6C型电泳仪，北京六一仪器厂；PLI-

100 Pico-Injector 注射仪，美国 Harvard Apparatus 公

司；MP-255型显微操作仪，美国Sutter公司，OC-725C

型双电极电压钳系统，美国Warner Instruments公司。

1.2 方法

1.2.1 不同样品制备以及总RNA提取、cDNA合成

不同发育时期样品制备：收集棉铃虫 96S品系

卵100粒，1龄幼虫20头，2~4龄幼虫分别10头，5龄

幼虫 3头，蛹 3头及成虫 3头。不同组织样品制备：

由于药剂通常对低龄期幼虫效果更佳，且考虑试验

操作的精确性，选择3龄棉铃虫幼虫8头，分别取头、

胸、腹3个部位的组织。样品完成获取后，立即放入

适量RNA提取试剂Trizol进行总RNA的提取。以

上各样品均设 3 次生物学重复。按照 SMARTTM

RACE cDNA Amplification Kit 操作说明书合成

RACE扩增所用的cDNA模板，样品为棉铃虫3龄幼

虫的头部组织。qRT-PCR 所用 cDNA 模板是按照

HiScript® III 1st Strand cDNA Synthesis Kit（+gDNA

wiper）说明书合成的。

1.2.2 棉铃虫nAchRs-α7基因的克隆

根据前期得到的棉铃虫转录组数据（张丽丽，

2014），获得 nAchRs-α7 基因部分序列，利用软件

Primer Premier 5.0 分别设计特异性 5' RACE 和 3'

RACE引物（表1），引物均由生工生物工程（上海）股

份有限公司合成。以棉铃虫 cDNA为模板，分别扩

增其 5'端和 3'端序列。50 μL PCR反应体系：cDNA

3 μL、10× LATaq 5 μL、2.5 mmol/L dNTP Mixture 6 μL、

上下游引物各 1 μL、UPM 5 μL、LA Taq DNA poly‐

merase 0.5 μL、无菌水 30.5 μL。PCR 反应程序：

94℃预变性 30 s；94℃变性 30 s，72℃延伸 3 min，循

环 5 次；94℃变性 30 s，70℃退火 30 s，72℃延伸

3 min，循环5次；94℃变性30 s，68℃退火30 s，72℃

延伸 3 min，循环 35 次；72℃保温 10 min。1%琼脂

糖凝胶电泳检测 PCR产物，切割目的条带，送北京

博迈德基因技术有限公司进行序列测定。

测序成功后拼接序列，设计特异性引物 α7-

ORF-F和 α7-ORF-R（表 1），以棉铃虫 3龄幼虫头部

cDNA为模板，扩增其开放阅读框，25 μL PCR反应

体系为：cDNA 1 μL、上下游引物各0.5 μL、dNTP 1 μL、

10×EasyTaq Buffer 2.5 μL、EasyTaq E 0.25 μL、无菌

水 19.25 μL。PCR反应程序同上。反应结束后，参

考上述方法进行检测。

表1 本试验设计的引物

Table 1 Primers designed for this study

引物用途

Purpose

实时荧光定量

qRT-PCR

RACE扩增

RACE amplification

开放阅读框验证

ORF verification
异源表达

Heterologous expression

引物名称

Primer name

α7-RT-F

α7-RT-R

18S-RT-F

18S-RT-R

beta-Actin-RT-F

beta-Actin-RT-R

5′ RACE

3′ RACE

α7-ORF-F

α7-ORF-R
Haα7-BamH I

Haα7-Hind III

引物序列（5′→3′）

Primer sequence（5′→3′）

GGATGGCGAATGGGAGTT

GGAGTCTGGAGGCAAGGT

GCATCTTTCAAATGTCTG

TACTCATTCCGATTACGAG

CCTGGTATTGCTGACCGTATGC

CTGTTGGAAGGTGGAGAGGGAA

GCCGAAATCCGAAGTGTTCCACCTCAAGTT

AATTGGTACAGGTTGTGATATGCCTCGTTGTG

CGTCGCGGCGCTGACATG

TCGCTACGACACCATGATGTGT
CGGGATCCCGTCGCGGCGCTGACATG

CCCAAGCTTTCGCTACGACACCATGATGTGT

产物大小

Size/bp

198

144

144

3 632

1 497

1 514

扩增效率

Amplification

efficiency/%
99.8

97.0

107.5

/

/

/
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1.2.3 序列分析和系统发育树构建

在NCBI（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）

网站上进行序列同源性比对分析，使用Mega 7.0软

件和 DNAMAN 软件分析棉铃虫 nAchR-α7 基因核

苷酸序列，并翻译为氨基酸，再进行多重序列比对和

一致性分析，采用Mega 7.0软件及 iTOL v5在线工

具（https://itol. embl.de/）基于最大似然法和 Jones-

Taylor-Thornton model模型构建系统进化树。利用

ExPASy（https://web.expasy.org/compute_pi/）在线工

具程序计算其等电点和分子量；运用NCBI CDD分

析棉铃虫 nAchR-α7 基因保守性结构域（Marchler⁃

Bauer et al.，2011）。

1.2.4 荧光定量PCR检测

采用双内参法进行 qRT-PCR检测，内参基因分

别为棉铃虫 beta-Actin 基因（GenBank 登录号：

EU527017.1）和棉铃虫 18S 基因（GenBank 登录号

AB620126.1）（Zhang et al.，2014），引物序列如表 1

所示（Zhang et al.，2015；Wei et al.，2021）。nAchR-α

7的引物见表 1，通过电泳验证条带单一，并测定其

扩增效率为 99.8%（表 1）。使用荧光定量试剂盒

ChamQTM Universal SYBR® qPCR Master Mix进行

qRT-PCR。20 μL qRT-PCR 反应体系：10 μmol/L 正

反向引物 0.5 μL、2×ChamQ Universal SYBR qPCR

Master Mix 10 μL、cDNA 1 μL、无菌水 8 μL。反应

程序：95℃预变性2 min；95℃变性15 s，58℃退火/延

伸30 s，72℃延伸30 s，循环40次，3次技术重复。该

基因在各生长发育阶段及组织中的表达量计算参考

Liu et al.（2015）方法。

1.2.5 载体构建

将 1.2.2 中的 PCR 产物回收后，通过 pEasy-T3

载体和Trans1-T1感受态细胞进行连接转化，挑选阳

性克隆且PCR电泳结果正确的菌样，送生工生物工

程（上海）股份有限公司测序，并对测序结果正确的

菌样进行质粒提取。利用含有 BamH I 和 Hand III

酶切位点的特异性引物 Haα7-BamH I和Haα7-Hind

III（表 1），以构建好且测序正确的棉铃虫 nAchR-α7

质粒为模板，进行PCR扩增。20 μL PCR反应体系：

2×Taq Master Mix 10 μL、无菌水8 μL、cDNA 1 μL、上

下游引物各 0.5 μL。反应程序：94℃预变性 3 min；

94℃变性 1 min，58℃退火 20 s，72℃延伸 90 s，循环

35 次；72℃保温 10 min。将 PCR 产物与 pGH19-

nAchR β2载体同时用BamH I和Hand III限制性内

切酶双酶切，用T4连接酶连接，构建重组质粒并送

生工生物工程（上海）股份有限公司测序。

1.2.6 异源表达与电生理检测

对测序正确的质粒，通过限制性内切酶 Not I

酶切后线性化，利用 T7 启动子体外转录后，获得

cRNA。解剖V至VI期成熟非洲爪蟾卵母细胞，并

充分处理后，置于 18℃温箱中培养 24 h。然后对其

进行显微注射，浓度为１μg/μL，体积为 0.027 6 μL。

使用拉针仪拉制玻璃微电极，尖端直径 1~3 μm，电

阻 0.5~2 mΩ。2 根玻璃微电极内充满 3 mol/L 的

KCl 溶液，接到电压钳仪器探头上，调整好电极位

置。调节放大器面板上的电流（mA）电压（mV）调节

旋钮至零，检测电极电阻是否符合要求。向浴槽中

灌入 1×Ringer 缓冲液（含Ca2+），将卵母细胞放入细

胞槽中。调节探头上的旋钮使2个电极刺入卵母细

胞，钳制电压为-80 mV，选择采样模式 Episodic

stimulation，采样频率为 Slow100 Hz，根据试验要

求设定其他参数。

1.2.7 RNA干扰

委托广州睿博生物科技有限公司合成 siRNA

和阴性对照（unrelated-siRNA），siRNA 正义链序列

为 siRNA1：5'-GCUGGACUUAUGAUGGUUA dT‐

dT-3'。干扰试验采用注射法，在进行显微注射前，

将棉铃虫 3龄幼虫置于冰上麻醉 15 min，然后使用

显微镜注射仪将0.02 μL浓度为0.02 mol/L的 siRNA

注射进入虫体内。每个处理注射48头，并用正常饲

料饲养，在24、48、72 h进行取样，每个时间点取6头，

通过 qRT-PCR技术进行内参基因和 nAchR-α7基因

表达量分析，方法同 1.2.4。并于第 1、2、5和 7天后

统计死亡率并称重，重复4次。

1.3 数据分析

试验数据采用DPS 9.50软件进行统计分析，使

用LSD法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 棉铃虫nAchRs-α7基因序列及进化分析

从棉铃虫中扩增到了 1 条大小为 3 632 bp 的

nAchR-α7基因序列，并提交到NCBI数据库，其Gen‐

Bank登录号为KM884875。经生物信息学分析，该

nAchR-α7 基因包含 1 491 bp 的开放阅读框，编码

496个氨基酸（图1），预测分子量为56.4 kD，等电点

为5.50。对棉铃虫nAchR-α7基因结构域进行预测，

结果表明 nAchR-α7 基因有 1 个大的 N 端胞外结构

域，其上有间隔13个氨基酸的2个半胱氨酸环，是典

型的 nAChR-α基因。同时该基因有 6 个环 Loop

A~Loop F，4个跨膜区TM1~TM4，TM3和TM4之间
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有1个胞内环，1个短的C端胞外尾（图1）。

H. a：棉铃虫；H. v：烟芽夜蛾；S. f：草地贪夜蛾；T. n：粉斑夜蛾；P. xy：小菜蛾；O. f：亚洲玉米螟；B. mo：家蚕；B.

ma：野蚕；A. t：脐橙螟蛾；B. a：重瞳黛眼蝶；C. s：二化螟；G. m：大蜡螟；M. s：烟草天蛾；P. m：金凤蝶；P. xu：柑

橘凤蝶；V. t：特美红蛱蝶；Z. c：菊黄花粉蝶。H. a: Helicoverpa armigera; H. v: Heliothis virescens; S. f: Spodoptera

frugiperda; T. n: Trichoplusia ni; P. xy: Plutella xylostella; O. f: Ostrinia furnacalis; B. mo: Bombyx mori; B. ma: Bombyx

mandarina; A. t: Amyelois transitella; B. a: Bicyclus anynana; C. s: Chilo suppressalis; G. m: Galleria mellonella; M. s: Man‐

duca sexta; P. m: Papilio machaon; P. xu: Papilio xuthus; V. t: Vanessa tameamea; Z. c: Zerene cesonia.

图1 棉铃虫nAchR-α7与其他物种nAchR-α7的序列比对

Fig.1 Multiple alignment of nAChR-α7 sequences from Helicoverpa armigera and other species

将棉铃虫与其他 17种昆虫 nAchR-α7基因氨基

酸序列进行比对，不同昆虫 nAchR-α7 同源性都较

高，尤其是胞外N端配体结合区，C端亲水区，半胱

氨酸环，Loop A~Loop F及跨膜区（TM1~TM3）都非

常保守，唯有位于TM3和TM4之间的胞内环差异很

大（图1），其与烟芽夜蛾Heliothis virescens氨基酸序

列相似性为100%（图1~2），且系统进化树分析结果

显示与其他鳞翅目昆虫同源性都较高（图2）。
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图2 基于nAchR-α7序列采用最大似然法构建棉铃虫与其他类似昆虫的系统发育树

Fig. 2 Phylogenetic tree of nAchR-α7 from Helicoverpa armigera and other insects based on amino acid sequences

by using neighbor-joining method

2.2 棉铃虫nAchR-α7基因时空表达分析

nAchR-α7 基因在棉铃虫整个发育历期都有表

达，且各个发育阶段表达量差异显著，其中成虫期表

达量最高，并显著高于其他发育阶段（P<0.001），其

次是卵中的表达量较高。nAchR-α7基因在整个幼

虫期表达量随龄期增长而降低（图3-A）。在蛹期的

表达量与2龄和3龄幼虫期的表达量相当。分析该

基因在幼虫不同组织中的表达，发现他在幼虫头部

转录水平极显著高于其他部位（P<0.001），表达水平

由高到低依次是头部、腹部和胸部（图3-B）。

EG：卵期；L1~L6：1龄~6龄幼虫；PU：蛹期；AD：成虫期；HD：头部；TH：胸部；AB：腹部。EG: Egg; L1-L6:

1st-6th instar larvae; PU: pupa; AD: adult; HD: head; TH: thorax; AB: abdomen.

图3 棉铃虫nAchR-α7基因在不同发育阶段（A）和不同组织（B）中的表达

Fig. 3 The expression levels of nAchR-α7 in different developmental stages (A) and different tissues (B) in H. armigera

图中数据为平均数±标准误。不同小写字母表示经LSD法检验在P<0.001水平差异显著。Data are mean±SE. Different let‐

ters indicate significant difference at P<0.001 level by LSD test.

2.3 棉铃虫nAchR-α7基因电生理学特性

nAchR-α7 基因在非洲爪蟾卵母细胞中成功表

达，双电极电压钳记录结果表明，表达 nAchR-α7的

细胞在受到10-6 mmol/L Ach刺激时，检测到38.6 nA
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微弱电流（图4-A），但随着Ach浓度升高，未能检测

到电流变化。在非洲爪蟾卵母细胞中共表达

nAchR-α7基因与nAchR rβ2基因，且受到10-6 mmol/L

Ach 刺激时，检测到了 153.5 nA 轻微的电流（图 4-

B），再用10-5 mmol/L Ach进行刺激，检测到67.1 nA

电流（图4-C）。将Ach浓度再升高为10-4 mmol/L则

未能检测到电流变化。

A：使用10-6 mmol/L Ach刺激时，在非洲爪蟾卵母细胞中表达nAchR-α7基因；B：使用10-6 mmol/L Ach刺激在爪蟾

卵母细胞中共表达 nAchR-α7基因与 nAchR rβ2基因；C：使用 10-5 mmol/L Ach刺激在非洲爪蟾卵母细胞中共表达

nAchR-α7 基因与 nAchR rβ2 基因。A: The current in nAchR-α7-expressed Xenopus oocytes under the stimulation with

10-6 mmol/L Ach; B: the current in nAchR-α7- and rβ2 subunit-expressed X. oocytes under the stimulation with 10-6 mmol/L

Ach; C: the current in nAchR-α7- and rβ2 subunit-expressed X. oocytes under the stimulation with 10-5 mmol/L Ach.

图4 非洲爪蟾细胞对乙酰胆碱的电流反应

Fig. 4 Current responses of cells of Xenopus oocytes elicited by acetylcholine

2.4 棉铃虫nAchR-α7基因的功能

为了验证 nAchR-α7基因对棉铃虫幼虫生长发

育和生命活动的影响，本试验将棉铃虫 3龄幼虫进

行了nAchR-α7基因干扰，结果表明，注射siRNA 24 h

后，nAchR-α7基因的转录水平显著降低，在 48 h和

72 h时持续显著降低（P<0.001，图 5-A）。同时于第

1、2、5 和 7 天观察幼虫存活状况，均未发现幼虫死

亡，也未发现体重存在显著差异（图5-B）。

图5 棉铃虫nAchR-α7基因干扰后的转录分析（A）及体重（B）

Fig. 5 Transcriptional expression of nAChR-α7 subunit in Helicoverpa armigera and the change in the body weights

of larvae after RNA interference

NC：阴性对照。图中数据为平均数±标准误。不同小写字母表示经LSD法检验在P<0.001水平差异显著。NC: Negative

control. Data are mean±SE. Different letters indicate significant difference at P<0.001 level by LSD test.

3 讨论

nAchR是杀虫剂的重要靶标，迄今为止人们对

昆虫nAchR亚基进行了较为广泛的研究。其中，在

黑腹果蝇、西方蜜蜂 Apis mellifera 和冈比亚按蚊

Anopheles gambiae、棉铃虫、小菜蛾（Baxter et al.，

2010；Wang et al.，2016；2020a）、西花蓟马Franklini‐

ella occidentalis（Wan et al.，2018）、橘小实蝇Bactro‐

cera dorsalis（Hsu et al.，2012）、地中海实蝇Ceratitis

capitata（Ureña et al.，2019）等昆虫中 nAchR-α6基因

已被克隆到。此外，棉铃虫和美洲大蠊Periplaneta

americana 的 nAChR-α7 基因（Cartereau et al.，2020；

Wang et al.，2020b）、马铃薯甲虫 Leptinotarsa de‐

cemlineata 的 nAchRs-α4、nAchRs-α5、nAchRs-α7 和

nAchRs- α9 基因等（李晨歌等，2014；解林杰等，

2018）以 及 美 国 白 蛾 Hyphantria cunea 的 12 种
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nAchR基因等（武建业等，2019）也被鉴定到。本研

究鉴定到的棉铃虫 nAchR-α7 基因，具有 nAchR 基

本结构，每个 nAChR 亚基均由胞外 N 端配体结合

区 、半 胱 氨 酸 环 、Loop A~Loop F 及 跨 膜 区

（TM1~TM4）（其中TM2排列在离子通道上）和 1个

短的C端胞外尾（Wang et al.，2020b）。进化分析发

现棉铃虫 nAchR-α7基因和其他鳞翅目昆虫如草地

贪夜蛾、烟芽夜蛾、粉斑夜蛾等 nAchR-α7基因的同

源性极高，且与烟芽夜蛾nAchR-α7基因氨基酸序列

相似性为100%，推测该基因在鳞翅目害虫中可能具

有相似功能。

昆虫的中枢神经系统遍布各个体节，是其生命

活动的控制中心，一切都在神经网络中传递和反馈，

不但支配昆虫的行为和运动，而且直接或间接影响

内分泌系统，调控昆虫生长发育和变态等。本研究

结果显示棉铃虫 nAchR-α7基因在棉铃虫头部高表

达，而且在成虫期的表达量显著高于其他发育时期，

产生上述现象可能与昆虫头部神经系统最发达，含

有丰富的突触结构有关；鳞翅目成虫比幼虫、蛹等更

活跃，其需要进行飞行、觅食、求偶、交配、产卵等复

杂行为，因此需要更强大的神经系统。这与其他研

究结果类似，如马铃薯甲虫 nAchRs-α4基因在成虫

期表达量最高（李晨歌等，2014）；小菜蛾 nAchRs-α8

基因也在成虫期表达量最高（赵宇等，2009）；果蝇中

nAchR-α7 基因在果蝇逃避行为中具有重要作用

（Fayyazuddin et al.，2006）。但不同昆虫的nAchR亚

基在不同阶段的表达量存在较大差异，如马铃薯甲

虫nAchRs-α4基因在成虫期表达量最高，而nAchRs-

α7和nAchRs-α9基因的表达量分别在3龄幼虫期和

蛹期最高（李晨歌等，2014）。这可能是由于不同

nAchR亚基在不同阶段发挥不同功能，其具体功能

还需要进一步验证。

在非洲爪蟾卵母细胞中异源表达 nAchR-α7基

因后，通过电生理学检测，发现棉铃虫 nAchR-α7基

因单独表达可对乙酰胆碱刺激产生响应；与鼠

nAchR rβ2基因以1∶1共同表达，也能检测到明显的

电流变化，表明其与蟑螂 nAchR-α7基因功能类似，

都能响应乙酰胆碱信号（Cartereau et al.，2020）；同

时该基因在头部特异性表达，结合电生理结果表明

该基因是一个乙酰胆碱受体，在神经信号传导中有

一定作用。然而不同剂量乙酰胆碱刺激却没有在同

一个细胞中产生连续的刺激反应。同时，棉铃虫

nAchR-α7基因对棉铃虫生长发育未产生明显影响，

这与Wang et al.（2020b）的结果一致，即在棉铃虫中

通过CRISPR-cas9技术敲除 nAchR-α7基因后，棉铃

虫生长发育无显著变化，表明该基因不参与棉铃虫

生长发育调控，而且敲除该受体基因后，多杀菌素、

乙基多杀菌素、苯甲酸酯、高效氯氰菊酯、氯虫腈和

茚虫威对棉铃虫的毒力也无显著影响。与此同时，

一些学者认为多杀菌素类杀虫剂的作用靶标是 α6

亚基，昆虫对其抗性的产生也是由靶标不敏感引

起。在小菜蛾、西花蓟马中也有α6亚基基因突变介

导其抗性的相关报道（Baxter et al.，2010；Puinean et

al.，2013）。此外，基于 CRISPR-cas9 技术也证实敲

除nAchRs-α6基因会使多种鳞翅目昆虫对多杀菌素

类杀虫剂产生很高抗性（Wang et al.，2020a，b；Zuo

et al.，2020），这些研究也排除了棉铃虫nAchR-α7基

因作为多杀菌素杀虫靶点的可能（Wang et al.，

2020b）。然而，不同亚型的 nAchR基因可以共同形

成功能性受体（Lansdell et al.，2012）。因此，推测

该基因不是主要的乙酰胆碱受体基因亚型，而是和

其他 nAchR基因亚型共同发挥作用，以调控信号传

递或生理反应，其具体功能还有待进一步研究。
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