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Esterase gene amplification and mutation associated with insecticide resistance.QU Ming-Jing1 ,2＊＊, XU Xin-
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Abstract　Extensive use of organophosphate and carbamate insecticides led to development of resistance in many

insects.Esterase is an important metabolism enzyme.Increasing expression and point mutation of esterase gene are the

two most important reasons , which make its metabolism and binding activity increase.Here esterase gene mutation and

amplification conferring resistance in the insects are summarized.Furthermore the effects of esterase mutation on

protein structure and function are discussed.

Key words　esterase, gene amplification , point mutation

摘　要　有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂的大量使用导致昆虫对其产生抗药性。酯酶是昆虫体内重要的

解毒代谢酶 ,酯酶基因表达量上升和点突变使其代谢或结合杀虫剂的能力增强是昆虫对常用农药产生

抗药性的2 个重要原因。文章概述昆虫酯酶基因扩增及突变所导致的抗药性 , 进一步分析了酯酶突变

对蛋白结构和功能的影响。
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　　酯酶是昆虫体内一种重要的解毒酶系 ,它

可以通过水解酯类化合物的酯键 ,或与亲脂类

有毒化合物结合 ,降低有毒化合物的有效浓度

来降低其毒性。许多杀虫剂分子是含有酯键的

酯类化合物 ,如有机磷 、氨基甲酸酯和拟除虫菊
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酯类杀虫剂。从分子水平上来讲 ,酯酶基因扩

增及基因突变往往与害虫对这些杀虫剂的抗性

有关 。

1　酯酶基因扩增与抗药性

酯酶是代谢多种杀虫剂的一大类酶 ,在很

多情况下抗性与酯酶水平的提高有关。酯酶水

平提高既可由基因扩增 ,也可能由于基因表达

改变引起的 ,但目前暂时还未见酯酶基因表达

改变而产生抗性的报道。非特异性酯酶的基因

扩增在库蚊属 Culex 蚊虫对有机磷的抗性机制

中非常普遍 ,酯酶快速和杀虫药剂结合并且转

化数较低 ,使得杀虫剂和酯酶的基本反应是 1∶

1。因此这种抗性机制需要产生大量的酶 ,而基

因扩增则是库蚊酯酶过量产生的分子基础
[ 1 , 2]
。

Mouches等用免疫技术对有机磷抗性库蚊的解

毒酶合成进行定量分析 ,发现 Tem-R(抗双硫磷

的库蚊品系)品系酯酶 B1和 S54品系(抗毒死

蜱的库蚊品系)酯酶 A1 的量分别是敏感品系

的500和 70倍 ,而它们对毒死蜱的抗性分别为

800和 100倍
[ 1]
,这说明酯酶量的增加是库蚊对

毒死蜱产生抗性的重要原因之一。在致倦库蚊

Culex quinquefascitatus中 ,大量扩增的酯酶基因

使酯酶的总蛋白量增加 ,从而可以更快地结合

杀虫剂
[ 3]
。Zhu 等研究得到酯酶基因表达量的

提高是美国牧草盲蝽 Lyygus pratensis对马拉硫

磷产生抗性的主要机制 , DEF 和 TPP 皆明显的

抑制其酯酶活性 ,而且这 2种酯酶抑制剂均大

大提高了马拉硫磷对抗性试虫的毒力作用 ,进

一步分子生物学研究表明 ,抗性牧草盲蝽的酯

酶基因没有发生突变 ,实时定量 PCR实验发现

抗性酯酶基因表达量是敏感基因的 5.1 倍
[ 4]
。

Zhu 等对马拉松抗性金小蜂 Anisopteromalus

calandrae 的酯酶基因进行了研究 ,Northern 杂交

结果显示抗性品系酯酶的 mRNA表达量是敏感

品系的30倍
[ 5]
。在微小牛蜱 Boophilus microplus

中 ,Hernandez等利用 Northern杂交和核酸酶保

护分析法(RPA)对抗 、感品系的羧酸酯酶的

mRNA的表达水平进行研究 ,发现在抗拟除虫

菊酯类的微小牛蜱品系 Cz中 ,酯酶的 mRNA的

表达量明显上升
[ 6]
。Paton 等采用实时定量

PCR的方法来确定库蚊 Est基因及其mRNA的

拷贝数 ,研究表明 Est α21和 Est β21基因在抗

性品系库蚊 Pel RR中共同扩增了 80倍
[ 7]
。这

2个基因尽管是以 1∶1的比例共同扩增的 ,但

是转录水平不同 , 在所有测试的单个蚊虫中

Est β21的转录水平都比 Est α21 高 ,转录比是

10∶1。从库蚊匀浆中纯化的 Est β21 、Estα21的

比例为 3∶1 ,结合mRNA数据证明转录和翻译 2

种调节机制共同来调节抗性库蚊中酯酶基因的

表达。

2　酯酶点突变与抗药性

Newcomb 等研究发现澳大利亚铜绿蝇

Lucilia Cuprina 对有机磷杀虫剂的抗性源于编

码羧酸酯酶 E3 的基因 LcαE7 的突变
[ 8]
。

Newcomb等 、Campbell等进一步研究发现 LcαE7

基因的 2种类型突变:其一是由于 137位 Gly※

Asp 的替代 ,使得其水解有机磷杀虫剂的活性

增加 ,使害虫对二乙基类有机磷杀虫剂(如二嗪

农)产生抗性;其二是 Trp ※Leu ser 的替换 ,使

得其对马拉硫磷羧酸酯酶活性和有机磷水解活

性增加 ,而后者更能产生高水平的有机磷抗性

(>100倍),特别是对马拉硫磷等既有羧酸酯

键又有磷酸酯键的有机磷农药
[ 9 , 10]
。Claudianos

等在有机磷抗性家蝇 Musca domestica 的MdαE7

基因中也发现了与铜绿蝇相同的突变 , 137位

Gly ※Asp ,而该位置是 3个形成氧负离子孔的

氨基酸之一 。原核表达证实了表达出的酯酶具

备水解活性 ,而Western杂交结果显示抗性酯酶

与有机磷杀虫剂存在更大的结合作用
[ 11]
。

Rama等表达验证了酯酶 E3基因发生突变是导

致酯酶活性上升 ,是铜绿蝇对有机磷杀虫剂产

生抗性的重要原因
[ 12]
,其137位的 Gly ※Asp和

251位的 Trp ※Leu 的作用也已被验证
[ 11]
。作

者同时系统的对有可能水解拟除虫菊酯杀虫剂

的这2个位置的系列突变进行研究 ,发现 137

位的大多数突变体均可明显的参与拟除虫菊酯

类杀虫剂的水解 ,而 251位的 Trp ※Leu 则是有

效的突变位点 ,该突变使其对顺式氯菊酯的活
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性提高了 10倍 ,对反式氯菊酯的活性提高 130

倍以上;其他接近活性中心位点附近的突变也

不同程度的提高了酯酶对拟除虫菊酯类杀虫剂

的水解能力 ,尤其是位于酰基口袋附近的 309

位的 Phe※Leu ,该突变所导致对反式氯菊酯活

性升高的能力大于 251位的 Trp※Leu 。除此以

外 ,这些突变也极有可能使昆虫对拟除虫菊酯

类杀虫剂和有机磷类杀虫剂产生交互抗性 。

Zhu等在对马拉松抗性和敏感性金小蜂的酯酶

基因研究发现 ,其 220位的 Trp※Gly 也有可能

与抗性相关;Southern 杂交结果表明 2个品系的

Pst I 和 EcoR I酶切位点不同
[ 5]
,因此推测酯酶

基因结构在抗感品系间发生了变异 。

Chen等对抗性铜绿蝇的乙酰胆碱酯酶基

因诱变后产生了 5个
[ 13]
与已报道的果蝇中相

似的点突变
[ 14]
,但将这些突变单个或联合表达

后发现 ,与果蝇相比这几个突变所产生的抗性

水平较低;Southern blot结果表明铜绿蝇中仅存

在一个乙酰胆碱酯酶基因 ,这说明铜绿蝇体内

不存在其他的乙酰胆碱酯酶基因参与抗性。因

此铜绿蝇对有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂在已

有抗性倍数的情况下 ,抗性似乎与乙酰胆碱酯

酶关系不大。进一步有研究表明铜绿蝇的编码

羧酸酯酶 E3的酯酶基因 Rop-1存在一个点突

变 Gly137(119)D ,而该羧酸酯酶 E3 与果蝇中

的羧酸酯酶 E23 相对应 , 离体抑制实验表明

E3敏感性远大于 E23。将铜绿蝇酯酶与乙酰

胆碱酯酶的 I50 、Ki比较发现酯酶比乙酰胆碱酯

酶更加敏感。因此铜绿蝇酯酶 E 3在保护靶标

酶乙酰胆碱酯酶免受有机磷和氨基甲酸酯类杀

虫剂攻击中起重要的作用 ,这一点与果蝇有所

不同。与之类似的研究结果有:在一种水蚤

Daphnia magna 中 ,酯酶活性比乙酰胆碱酯酶高

50倍 ,对有机磷杀虫剂的敏感性与 乙酰胆碱酯

酶相等或更敏感
[ 12]
,且当少量杀虫剂存在时 ,

酯酶比乙酰胆碱酯酶受到有机磷和氨基甲酸酯

类杀虫剂的抑制更迅速 ,表明酯酶对有机磷和

氨基甲酸酯类杀虫剂存在巨大的结合潜力 ,解

毒代谢酶酯酶以这种方式来保护靶标酶乙酰胆

碱酯酶免受杀虫剂抑制 ,最终达到对杀虫剂产

生抗性的目的。

另外值得一提的是:在人的丁酰胆碱酯酶

中 117 位的 Gly ※His 突变后使酶具备了水解

有机磷杀虫剂酯键的能力
[ 15]
。在冈比亚按蚊

Anopheles gambiae 与尖音 库蚊 Culex pipiens

中
[ 16]
,对应于电鳐 119位的 Gly 突变为Ser 发生

在保守性结构 WIF(Y)GGG 中 ,导致其突变为

WIF(Y)GGS ,这一突变对乙酰胆碱酯酶的催化

活性中心有显著影响。这一位置与铜绿蝇酯酶

突变 137位的 Gly ※Asp 位点相同 ,因此这不仅

从进化上反映出酯酶与乙酰胆碱酯酶基因之间

的亲缘关系 ,更进一步证实该位点产生突变的

意义 ,这无论对于酯酶还是乙酰胆碱酯酶都是

强有力的解释。
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