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ace2 基因敲除对棉铃虫乙酰胆碱酯酶活力 

及其杀虫剂敏感性的影响* 
董荣荣**  管  放  萧  欣  杨亦桦*** 

（南京农业大学植物保护学院，南京 210095） 

摘  要  【目的】 为明确 AChE2 是否是棉铃虫 Helicoverpa armigera 体内杀虫剂的主要作用靶标。【方法】 

利用 qRT-PCR 技术分析棉铃虫体内乙酰胆碱酯酶基因 ace1 和 ace2 的时空表达模式；采用 CRISPR/Cas9

基因编辑技术敲除棉铃虫 ace2，并测定敲除品系 ace1 基因的表达量、乙酰胆碱酯酶活力及对 6 种杀虫剂

（辛硫磷、毒死蜱、灭多威、茚虫威、功夫菊酯和氯虫苯甲酰胺）的敏感性变化。【结果】 棉铃虫 ace1 和

ace2 基因在幼虫不同龄期和不同组织中均有表达，且 ace1 的表达量普遍高于 ace2；利用基因编辑和分子

标记辅助筛选，成功构建了 ace2 基因 1-5 号外显子~34 000 bp 大片段缺失的敲除纯合品系 Haace2-KO。相

对于野生型对照品系 SCD，Haace2-KO 品系的 ace1 基因表达量没有显著变化（P > 0.05），乙酰胆碱酯酶

活力是对照品系 SCD 的 0.88 倍，且二者无显著差异（P > 0.05）；敲除 ace2 基因，棉铃虫对辛硫磷、毒死

蜱、灭多威、茚虫威、功夫菊酯和氯虫苯甲酰胺的敏感性没有显著差异（0.5-1.9 倍）。【结论】 ace2 基因

的敲除对棉铃虫乙酰胆碱酯酶活力和抗胆碱酯酶杀虫剂的敏感性均没有影响，说明 AChE2 不是参与棉铃

虫体内神经传导的关键酶。 

关键词  棉铃虫；ace2；CRISPR/Cas9；AChE；有机磷；氨基甲酸酯 

Effect of ace2 gene knockout on AChE activity and  
insecticide sensitivity in Helicoverpa armigera 

DONG Rong-Rong**  GUAN Fang  XIAO Xin  YANG Yi-Hua*** 

(College of Plant Protection, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China) 

Abstract  [Aim]  To clarify the role of the HaAChE2 gene in the cotton bollworm (Helicoverpa armigera), and more 

specifically, to determine if it is the main acetylcholinesterase gene in this pest. [Methods]  We first used qRT-PCR to 

investigate the expression pattern of the ace1 and ace2 genes. We then constructed an ace2 gene knockout (KO) strain using 

the CRISPR/Cas9 system and compared the expression of the ace1 gene, AChE activity and the toxicity of six insecticides 

including phoxim, chlorpyrifos and methomyl, between the knockout strain and the wild-type SCD strain. [Results]  Both 

ace genes are expressed in different larval stages and tissues. Expression of ace1 was generally higher than that of ace2. A 

homozygous knockout strain (Haace2-KO) with a ~34 000 bp deletion from exon 1 to exon 5 on the ace2 gene was 

successfully obtained using CRISPR/Cas9-mediated gene editing and molecular marker-assisted selection. There was no 

significant difference in the expression of the ace1 gene or AChE activity between the Haace2-KO strain and the wild-type 

SCD strain (P > 0.05). Bioassay results show that there was no significant difference in the toxicity ratios of phoxim, 

chlorpyrifos, methomyl, indoxacarb, beta-cyhalothrin and chlorantraniliprole (0.5 to 1.9 fold) between the Haace2-KO strain 

and the SCD strain. [Conclusion]  The results indicate that knockout of the ace2 gene has no effect on either AChE activity, 

or anti-cholinesterase insecticide sensitivity, in H. armigera. These findings provide direct evidence that AChE2 is not 
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involved in enzymatic reactions in the nervous system of H. armigera. 

Key words  Helicoverpa armigera; ace2; CRISPR/Cas9; AChE; organophosphate; carbamate 

乙酰胆碱酯酶（Acetylcholinesterase, AChE）

是一类重要的丝氨酸水解酶，其主要作用是在神

经系统内胆碱能突触间将神经递质乙酰胆碱水

解为乙酸和胆碱，从而维持正常的神经冲动

（Toutant, 1989）。同脊椎动物一样，昆虫中也发

现了 AChE 功能的多样性，表现出一些非神经系

统突触酶的特性，如参与化学防御、影响虫体的

生长发育和运动能力等（Ye et al., 2017; Kim and 

Lee, 2018）。 

除双翅目环裂亚目的蝇类如黑腹果蝇

Drosophila melanogaster、家蝇 Musca domestica 等

只有 1 个 ace2 基因外，绝大多数昆虫有 ace1 和

ace2 2 个不同的乙酰胆碱酯酶基因，分别编码形成

AChE1 和 AChE2。进化分析表明这 2 个 ace 基因

的分化早于昆虫纲，与扁形动物门具有最后的共

同祖先（Cha and Lee, 2015）。昆虫中 ace 基因数量

的差异，使得研究 2 种乙酰胆碱酯酶的功能分化

成为了热点。通常认为 ace1 在大部分昆虫中是主

要的乙酰胆碱酯酶基因，其编码的蛋白参与神经

系统的酶促反应，主要证据是大部分农业害虫中

ace1 的表达量远高于 ace2。但 Kim 和 Lee（2013）

比较了 18 个目 100 种昆虫 2 种乙酰胆碱酯酶的催

化活性，AChE1 在其中 2/3 的昆虫中表现出比

AChE2 更高的活性，而在其它 33 种昆虫中则是

AChE2 表现为主要参与酶促反应的乙酰胆碱酯

酶，其中既有只有 ace2 基因的蝇类和膜翅目社会

性昆虫蜜蜂和熊蜂等，还有其它 11 个目的昆虫。

值得注意的是，有研究表明家蚕 Bombyx mori 中

也是 ace2 基因的表达量高（Chen et al., 2009）。比

较 2 个 ace 基因的氨基酸序列可以发现，2 个基因

间相似性平均小于 40%，但酶促反应关键部位的

氨基酸序列相似性大于 80%，因此可以理解 2 种

乙酰胆碱酯酶都可以有相应的酶解能力（Cha and 

Lee, 2015）。 

乙酰胆碱酯酶是有机磷类（Organophosphates, 

OPs）和氨基甲酸酯类（Carbamates, CBs）杀虫

剂的主要作用靶标，这类药剂与 AChE 的不可逆

结合会影响正常的酶解反应导致神经冲动的传递

受阻，但 ace 基因突变则会导致对药剂抗性的产

生。一般认为与这类杀虫剂靶标抗性相关的主要是

ace1 基因突变（Baek et al., 2005; Cassanelli et al., 

2006; Lee et al., 2007），但马铃薯甲虫 Leptinotarsa 

decemlineata 有明确的证据指出 ace2 的 S238G 突

变与对有机磷的抗性相关（Zhu et al., 1996）。Guo

等（2017）总结了 440 篇发表论文，在常见农业

和卫生害虫的5个目30多种昆虫与抗性相关的乙

酰胆碱酯酶基因突变中，ace1 的 10 个突变位点

存在 14 种氨基酸突变，ace2 的 18 个突变位点中

存在 22 种氨基酸突变，2 个基因上有几个共同的

突变位点，但其中 5 个共同的突变位点都在酶的

活性峡谷中，说明乙酰胆碱酯酶的关键氨基酸突

变导致抗性的产生。既然 2 个 ace 基因在不同昆

虫中表达量与突变位点都各有特点，在特定昆虫

中研究这 2 个基因的功能分化，特别是明确具体

参与了神经系统酶促反应的 AChE，才能有助于

确定有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂的作用靶标。 

棉铃虫 Helicoverpa armigera 有 2 个 ace 基

因，有报道 ace2 的氨基酸突变与其对久效磷的

抗性有关（Ren et al., 2002）。在人工饲料中添加

siRNA 饲喂棉铃虫初孵幼虫，观察发现随着

siRNA 浓度的增加，棉铃虫乙酰胆碱酯酶基因的

表达减少、酶活力下降、幼虫体小、蛹畸形甚至

成虫产卵量很少，推测棉铃虫的 2 个 ace 基因被

干扰，未能区分出棉铃虫 ace1 和 ace2 的功能差

异（Kumar et al., 2009）。目前，利用 CRISPR/Cas9

技术对棉铃虫各类基因进行功能验证已经非常

成熟，如敲除其中肠钙粘蛋白基因会对 Cry1Ac

产生 550 倍抗性（Wang et al., 2016）；对棉铃虫

细胞色素 P450 基因 CYP6AE 基因簇进行敲除，

提高了棉铃虫对顺式氰戊菊酯和茚虫威的耐受

性（Wang et al., 2018）；棉铃虫 nAChRα6 基因引

入缺失突变，会导致对多杀菌素的抗性，证明了

α6 亚基是多杀菌素的作用靶标（Wang et al., 

2020）。本研究用 CRISPR/Cas9 技术对棉铃虫乙

酰胆碱酯酶基因 ace2 进行体内敲除，建立基因

敲除纯合品系，检测基因敲除后对乙酰胆碱酯酶
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活力的影响及棉铃虫对不同杀虫剂敏感性的变

化，为 AChE2 是否参与棉铃虫神经系统的酶促反

应提供直接的证据。 

1  材料与方法 

1.1  供试虫源 

棉铃虫室内品系 SCD，该品系于 20 世纪 70

年代采自非洲科特迪瓦，由拜耳公司在 2001 年提

供。在室内从未接触任何化学杀虫剂，用人工饲料

（以麦胚粉和大豆粉为主要成分）饲养超过 30 年。

幼虫饲养温度（26±1）℃，光周期为 14 L∶10 D。

成虫置于相同的温度和光周期的环境中，产卵时

相对湿度控制在 75%左右，并供以 10%的蜂蜜水。 

1.2  主要试剂和仪器 

1.2.1  主要试剂  HiScript®Ⅲ RT SuperMix for 

qPCR 定量反转录试剂盒，诺唯赞生物科技股份

有限公司；TB Green Premix Ex Taq Ⅱ，Takara 

Bio 中国；TRIzol Reagent 试剂盒、GeneArtTM 

precision gRNA synthesis kit 试剂盒、Cas9 蛋白

（GeneArt TM），赛默飞世尔科技（中国）有限公

司；QIAquick PCR 纯化试剂盒，凯杰（上海）有

限公司； AxyPrep Multisource Genomic DNA 

Miniprep Kit 250-prep，爱思进生物技术（杭州）

有限公司；牛血清白蛋白（BSA）和考马斯亮蓝

R250，北京索莱宝科技有限公司；2-硝基苯甲酸

（DTNB），上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

碘化乙酰硫代胆碱（ATChI），上海麦克林生化科技

有限公司；40%辛硫磷乳油，湖北仙隆化工股份有

限公司；40%毒死蜱乳油，兴农药业（中国）有限

公司；96.6%功夫菊酯原药，拜耳公司；97%灭多

威原药、95%茚虫威原药及 95%氯虫苯甲酰胺原

药，湖北猫尔沃生物医药有限公司。 
1.2.2  主要仪器  Mastercycler PCR 扩增仪和

FemtoJet 显微注射仪，Eppendorf 公司；P-97 型

拉针仪，美国 Sutter 公司；Bio-Rad CFX Connect 

荧光定量 PCR 仪，美国 Bio-Rad 公司；VersaMax

型酶标仪，美国 Molecular Devices 公司。 

1.3  ace1 和 ace2 基因的表达量分析 

为比较棉铃虫幼虫不同发育阶段及不同组织

中 2 个 ace 基因的表达水平，选取 SCD 品系 1-5 龄

幼虫和 5 龄幼虫的不同组织（头部、中肠、表皮和

脂肪体）；为测定棉铃虫 ace2 基因敲除是否对 ace1

基因表达产生影响，取 SCD 品系和敲除纯合品系

Haace2-KO 的 5 龄幼虫头部组织。每 5 头虫体相应

组织为一个样品，每个样品 4 个生物学重复。用

TRIzol Reagent 试剂盒提取 RNA，用 HiScript®Ⅲ 

RT SuperMix for qPCR 试剂盒合成第一链 cDNA，

于﹣20 ℃保存备用。 

根据棉铃虫 SCD 品系 ace1 基因（GenBank：

JF894118.1）和 ace2 基因（GenBank：JF894119.1）

的 CDS 序列分别设计 2 个基因的定量检测引物

ace1-qPCR-F/R 和 ace2-qPCR-F/R（表 1）。本研究

所有引物均由北京擎科生物科技有限公司合成。

以第一链 cDNA 为模板，以 EF-1α 为内参基因

（Yang et al., 2006）进行基因表达量的荧光定量

PCR 反应。通过预实验来确定靶标基因以及内

参基因的引物特异性和扩增效率。反应体系为：

TB Green Premix Ex Taq Ⅱ 10 μL、cDNA 模板

9.2 μL、10 μmol·L﹣1 的正反向引物各 0.4 μL，

同时以无核酸酶水代替 cDNA 模板作为阴性对

照。荧光定量 PCR 反应程序为：95 ℃预变性

30 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，共 40 个循环；最

后添加溶解曲线。基因的相对表达水平用 2﹣ΔΔCt

方法进行计算（Schlichting，2000）。 

1.4  sgRNA 的设计与合成 

根据 CRISPR 的 sgRNA 靶标序列设计原则：

5-GGN18NGG-3（下划线表示 PAM 序列），在

棉铃虫 ace2 基因的第 1 外显子和第 5 外显子区

域找到特异性的靶标序列（第 1 外显子：

5-GGCTACGCTAAGACAGTTATGGG-3；第 5 外

显子：5-GACGGGACTAGCGGGCCAGCCGG-3）。
按照 GeneArtTM Precision gRNA 合成试剂盒说明

书要求合成引物 ace2-sgRNA1-F/R 和 ace2- 

sgRNA2-F/R，再根据试剂盒要求合成和纯化

sgRNA。首先基于 PCR 反应合成 sgRNA 的 DNA

模板，反应体系为：PhusionTM High-Fidelity PCR 

Master Mix（2×）12.5 μL、Tracr Fragment + T7 Primer 

Mix 1 μL、0.3 μmol·L﹣1 target F/R Oligonucleotide 

Mix 1 μL、Nuclease-free H2O 10.5 μL。PCR 反应程

序为：98 ℃预变性 10 s；98 ℃变性 5 s，60 ℃ 
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退火 15 s，72 ℃延伸 1 min，35 个循环；72 ℃延

伸 10 min 后，于 4 ℃保存。PCR 反应结束后用

QIAquick PCR 纯化试剂盒对产物进行纯化作为

sgRNA 合成的 DNA 模板。然后于体外转录合成

sgRNA，体外转录的体系为：NTP mix 8 μL、DNA

模板 6 μL、5 × TranscriptAidTM Reaction Buffer 4 μL

及 TranscriptAidTM Enzyme Mix 2 μL。将反应体系置

于 37 ℃孵育 3 h，然后向转录体系中加入 1 μL 

DNaseI 再在 37 ℃孵育 15 min。最后对转录获得的

sgRNA 进行纯化，保存于﹣80 ℃备用。 

1.5  CRISPR/Cas9 介导的棉铃虫 ace2 基因敲

除品系的建立 

按照 Wang 等（2016）的方法进行棉铃虫卵的

收集和注射。收集棉铃虫 SCD 品系 2 h 之内产的

卵，使用 1%的次氯酸钠溶液清洗，再用纯水将卵

粒清洗 2 遍。之后经过漏斗过滤，将卵集中在滤纸

上。在显微镜下将卵粒排成直线，并用双面胶将

卵粒固定，用于注射。每粒卵内大约注射 1 nL 的

sgRNA（300 mg·L﹣1）和 Cas9 蛋白（100 mg·L﹣1）

混合液。将注射后的卵放在正常的幼虫饲养环境

中，2 d 后在双面胶和卵表面上撒上面粉，防止幼

虫孵化后被胶沾粘，待幼虫孵化后转至人工饲料

饲养至化蛹。 

参照 Wang 等（2020）的方法进行杂交和基因

型检测。取成功羽化后棉铃虫成虫后足，利用

Axygen DNA 提取试剂盒提取基因组 DNA，采用标

记 辅 助 选 择 法 ， 利 用 两 对 特 异 性 引 物

ace2-check-f1/r1（延伸 30 s）和 ace2-check-f2/r2（延

伸 1 min）（表 1）对包含 sgRNA 靶标位点的片段

进行PCR 扩增，通过电泳条带类型鉴定棉铃虫 ace2

基因是否被成功敲除以及突变类型。PCR 反应体系

为：2×Taq Master Mix 12.5 μL、ddH2O 9.5 μL、上

下游引物各 1 μL、DNA 模板 1 μL。反应条件：94 ℃

预变性 3 min；94 ℃变性 30 s，60 ℃退火 30 s，

72 ℃延伸 30 s，35 个循环；72 ℃延伸 7 min，10 ℃

保存。将 PCR 产物电泳检测，出现约 200 bp 目的

条带则可能为编辑个体；随后将产物送至北京擎科

生物科技有限公司直接测序，若靶标位点附近出现

明显的嵌合体套峰，则确定为 G0 代编辑个体。将

G0代编辑个体的雌蛾与对照品系 SCD 的雄蛾单对

杂交，反之亦然。待单对后代（G1）长至成虫后，

取其后足进行 PCR 检测确定是否含敲除突变型基

因；将 G1 代中的编辑个体进行杂交，检测杂交后

代（G2），保留纯合编辑个体构建基因敲除突变纯

合品系 Haace2-KO。 
 

表 1  本研究所用的引物 

Table 1  Primers used in this study 

目的 
Purpose 

引物名称 
Primer 

引物序列（5-3） 
Sequences (5-3) 

片段长度（bp）
Product size (bp)

荧光定量 PCR 
qRT-PCR 

EF-1α-F GACAAACGTACCATCGAGAAG 279 

EF-1α-R GATACCAGCCTCGAACTCAC  

ace1-qPCR-F TGATACTCCCGATGTTCCAGG 128 

ace1-qPCR-R CAGCCGACTCACCGAATAAAG  

ace2-qPCR-F GAGTCCGTCATCATCAAGATAAGC 180 

ace2-qPCR-R CGAACGCCCCAACCCTA  

sgRNA 合成 
sgRNA 
synthesis 

ace2-sgRNA1-F TAATACGACTCACTATAGCTACGCTAAGACAGTTAT — 

ace2-sgRNA1-R TTCTAGCTCTAAAACATAACTGTCTTAGCGTAG  

ace2-sgRNA2-F TAATACGACTCACTATAGCGGGACTAGCGGGCCAGC — 

ace2-sgRNA2-R TTCTAGCTCTAAAACGCTGGCCCGCTAGTCCCG  

靶标位点检测 

Mutation 
detection 

ace2-check-f1 CCAACCATCACGA CACCAC 186 

ace2-check-r1 TCATTCCAGAAAGCGCAAGC  

ace2-check-f2 GGTTCCCCAGCACTTACGAG 661 

ace2-check-r2 CAAAAACACGCCGTCAACCG  

—表示该引物非用于序列片段的扩增。 
— means that primers are not for sequence fragment amplification. 
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1.6  棉铃虫乙酰胆碱酯酶活性测定 

棉铃虫乙酰胆碱酯酶活性测定参考 Han 等

（1998）方法，稍作修改。分别取 5 头 Haace2-KO

品系和 SCD 品系的 5 龄初幼虫头部组织，向组

织中加入 1 200 µL 0.1 mol·L﹣1 pH 7.0 的磷酸缓

冲液（含 0.1% Triton-100），冰浴匀浆；5 000 g，

4 ℃离心 5 min，取上清液；12 000 g，4 ℃离

心 20 min，取上清液为酶液。共设置 4 个生物

学重复。在酶标板每孔中依次加入 50 µL 酶液、

50 µL 0.1 mol·L﹣1 pH 7.0 的磷酸缓冲液、100 µL 

4 mmol·L﹣1 DTNB 和 100 µL 0.01 mmol·L﹣1 

ATChI，重复 3 次。然后用 VersaMax 型酶标仪

记录光密度值的变化。检测条件：波长 405 nm，

温度 25 ℃，动力学法检测 20 min。 

采用 Bradford（1976）法测定酶液的蛋白

质含量，以牛血清白蛋白（BSA）制作标准曲

线。在酶标仪中，25 ℃ 595 nm 条件下进行读数。 

1.7  杀虫剂对棉铃虫毒力的生物测定 

杀虫剂生物测定采用饲料药膜法。首先用含

10% Triton X-100 的丙酮将功夫菊酯原药、灭多威

原药、茚虫威原药和氯虫苯甲酰胺原药分别配制

成浓度为 10 000、10 000、10 000 和 1 000 mg·L﹣1

制剂，再用含有 0.1% Triton X-100 的蒸馏水将配

制制剂稀释 5-6 个系列浓度；辛硫磷乳油和毒死蜱

乳油则直接用含有 0.1% Triton X-100 的蒸馏水稀

释5-6个系列浓度，用0.1% Triton X-100水作对照。

将100 μL杀虫剂溶液加到预先做好的24孔板的饲

料表面上，在室温下将饲料表面晾干，接入 2 龄

初幼虫 1 头，每个浓度测试 48 头幼虫，48 h（氯

虫苯甲酰胺是 72 h）后检查幼虫的死亡率。用毛

笔触动虫体，如果幼虫无法正常移动，则判定其

死亡。 

1.8  数据分析 

使用 SPSS 19.0 软件对基因表达量进行单因

素方差分析（One-way ANOVA），在假定方差齐

性参数条件下利用 LSD 法进行多重比较差异分

析。A C h E 活性测定数据的处理和分析用

Microsoft Office Excel 2019 和 SPSS19.0 软件完 

成，使用单因素方差分析 Tukey’s HSD 检验（P < 

0.05），以 ace 基因敲除品系的 AChE 活力/SCD

品系的 AChE 活力作为酶活力比值。生物测定的

结果分析采用 PoloPlus 软件（Robertson et al., 

2002），分别计算剂量-效应回归方程（LDP 线）

的斜率、标准误、LC50 值以及 95%置信限。毒

力指数（Toxicity ratio）为敲除品系的 LC50 值与

对照品系 SCD 的 LC50 值的比值。 

2  结果与分析 

2.1  棉铃虫 ace1基因和 ace2基因在幼虫不同发

育时期和组织中的表达水平 

qRT-PCR 结果分析显示，2 个 ace 基因在棉

铃虫幼虫不同发育阶段均表达（图 1）。2 个基因

在 1-4 龄幼虫的表达量存在显著差异（P < 0.05），

其中 ace1 的表达量分别是 ace2 的 2.3、2.0、1.5

和 1.6 倍，而 5 龄幼虫的表达量无显著差异（P > 

0.05）（图 1：A）；在 5 龄幼虫的不同组织中，ace1

和 ace2 在头部的表达量最高，且显著高于其它组

织（P < 0.05），在中肠和脂肪体中 ace2 的表达量

显著高于 ace1（P < 0.05），但在头部和表皮中两

个基因的表达量没有显著性差异（P > 0.05）（图

1：B）。 

2.2  CRISPR/Cas9 介导的棉铃虫 ace2 基因编辑 

SCD 品系的卵注射 800 粒后，卵的孵化率为

22.9%（183/800），其中有 105 头幼虫化蛹（表

2）。待蛹羽化之后，对 96 头成虫（♀：49 头；♂：

51 头）的编辑位点进行检测（图 2：A），根据

电泳检测结果确定有 39 头为携带 ace2 基因大

片段缺失的编辑个体（G0）（图 2：B）。 

2.3  棉铃虫 ace2 基因敲除纯合品系 Haace2-KO

的建立 

将携带ace2基因大片段缺失突变的G0代雌性

成虫与敏感品系 SCD 的雄性成虫单对杂交，反之

亦然。39 个单对中有 17 对产生了有效卵（G1）。

卵孵化后，对每个单对后代随机取样 5 头为一组，

提取基因组 DNA，经检测发现只有一个单对后代

有编辑个体。对该单对后代留种 200 头（G1），待

G1代长至成虫后，对 96 头成虫进行检测，G1代杂 
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图 1  ace1 和 ace2 基因在棉铃虫幼虫不同龄期和 5 龄幼虫不同组织的相对表达量 

Fig. 1  The relative expression levels of ace1 and ace2 in different instar larvae and  
different tissues of 5th instar larvae in Helicoverpa armigera 

A. ace1 和 ace2 在 1-5 龄期幼虫中的相对表达量；B. ace1 和 ace2 在 5 龄幼虫不同组织中的相对表达量。数据为平均

值±标准误，柱上标有不同小写字母代表不同组织及不同基因之间的差异显著（P < 0.05，LSD 检验）。 

A. Relative expression levels of ace1 and ace2 in 1st-5th instar larvae; B. Relative expression levels of ace1 and  
ace2 in different tissues of 5th instar larvae. Data are presented as mean ± SE. Histograms with different letters indicate 

significant difference between different tissues and genes at the 0.05 level by LSD test. 
 

表 2  棉铃虫 Haace2-KO 敲除品系建立过程中的孵化率和基因型频率 

Table 2  Hatch rate and genotype frequency in the establishment of  
Haace2-KO knockout strain of Helicoverpa armigera 

注射卵量（粒） 
Injected eggs (grain) 

孵化率 G0（%） 
Hatching rate (%) 

杂合子比率 G1（%） 
Heterozygote ratio (%) 

纯合子比率 G2（%） 
Homozygote ratio (%) 

800 22.9（183/800） 27.1（26/96） 24（36/150） 

 
合子频率为 27.08%（26/96）（表 2）。将 G1代编辑

个体进行杂交，对杂交后代进行检测，G2 代纯合

子频率为 24%（36/150）。G2代编辑类型共有 2 种，

KO-1 断裂 34 029 bp，KO-2 断裂 34 012 bp，通过

对 21 头纯合子进行测序，编辑类型 KO-1 与 KO-2

的比例为 3∶4（图 2∶C），保留纯合子后代建立

棉铃虫 ace2 基因敲除纯合品系 Haace2-KO。 

2.4  棉铃虫Haace2-KO中ace1基因的表达量测定 

qRT-PCR 结果分析显示，棉铃虫 ace2 基因敲

除品系 Haace2-KO 中 ace1 基因的表达量与 SCD

品系相比无显著差异（P > 0.05）（图 3），说明 ace2

基因的敲除对 ace1 基因的表达无影响。 

2.5  棉铃虫 ace2 基因敲除对 AChE 活性的影响 

利用动力学法测定了 SCD 品系和 Haace2-KO

品系的 AChE 活性（表 3），Haace2-KO 品系的

AChE 酶活力是对照品系 SCD 的 0.88 倍，说明

ace2 基因敲除后棉铃虫幼虫 AChE 活性下降了

12%，但 2 个品系间酶活力在统计学上无显著差

异（P > 0.05）。 

2.6  棉铃虫 ace2 基因敲除对 6 种杀虫剂毒力的

影响 

相比于 SCD 品系，棉铃虫 ace2 基因敲除纯

合品系 Haace2-KO 品系对辛硫磷、毒死蜱、灭多

威、茚虫威、功夫菊酯和氯虫苯甲酰胺 6 种杀虫

剂的毒力指数分别为 1.3、1.5、1.0、0.5、1.9 和

1.0，2 个品系间 6 种杀虫剂 LC50 的 95%置信区间

基本重叠（表 4），说明棉铃虫 ace2 基因敲除不

影响 6 种杀虫剂的毒力，AChE2 不是这些杀虫剂

的作用靶标。 

3  讨论 

绝大多数昆虫体内有 2 个乙酰胆碱酯酶基

因，了解这 2 种乙酰胆碱酯酶的基本特性和功能 
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图 2  CRISPR/Cas9 介导的 ace2 基因敲除 

Fig. 2  CRISPR/Cas9 mediated ace2 gene knockout 

A. 棉铃虫 ace2 基因上的 2 个 sgRNA 设计位点及 sgRNA 的靶标序列，2 对引物用于等位基因特异性 PCR 检测； 

B. 根据 2 对等位基因特异性引物扩增的 PCR 产物的条带模式对棉铃虫个体进行 ace2 基因分型； 

C. Haace2-KO 中 ace2 基因 2 种编辑类型的直接测序峰图。WT：野生型；KO-1，KO-2：2 种编辑类型。 

PAM 序列用红色突出显示，红色三角形指示断裂位点。 

A. Position of two sgRNAs for gene knockout and the target sequence of two sgRNAs on ace2 gene, two pairs of primer for 
allele-specific PCR detection in H. armigera; B. Genotyping of individual H. armigera for truncated ace2 according to 

banding patterns of the PCR products amplified with two pairs of allele-specific primer; C. Sequencing chromatograms of 
ace2 genotyping of two homozygotes from the Haace2-KO. WT: Wild-type; KO-1, KO-2: Two editing types. PAM sequences 

are highlighted with red, the red triangle indicates the cleavage sites. 

 

 
 

图 3  棉铃虫 ace1 基因在 SCD 品系和 

ace2 基因敲除品系的相对表达量 

Fig. 3  The relative expression level of ace1 of 
Helicoverpa armigera in SCD and  

ace2 gene knockout strains 

数据为平均值±标准误，柱上标有相同小写字母 

表示不存在显著差异（P > 0.05，LSD 检验）。 

Data are mean ± SE, histograms with the same lowercase 
letters indicate no significant difference  

at the 0.05 level by LSD test. 

表 3  Haace2-KO 和 SCD 品系的 AChE 活力 

Table 3  The AChE activity of  
Haace2-KO and SCD strains 

品系 
Strain 

AChE 活力（mOD·min﹣1·mg﹣1） 

AChE activity (mOD· min﹣1·mg﹣1) 

Haace2-KO 16.5±1.5 a 

SCD 18.8±2.5 a 

数据为平均值±标准误，数据后标有相同小写字母表示

差异不显著（P > 0.05，Tukey’s HSD）。 

Data are mean ± SE, and followed by the same lowercase 
letters indicate no significant difference at the 0.05 level by 
Tukey’s HSD test. 

 
分化，明确参与昆虫神经冲动传递的乙酰胆碱酯

酶，找准相应的杀虫剂作用靶标，对于害虫的化

学防治和抗性治理具有重要意义（Kim and Lee, 

2018）。有关鳞翅目害虫甜菜夜蛾 Spodoptera 

exigua、斜纹夜蛾 S. litura、小菜蛾 Plutella  
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表 4  6 种杀虫剂对 Haace2-KO 和 SCD 品系的毒力 

Table 4  Toxicity of six insecticides against Haace2-KO and SCD strains 

杀虫剂 
Insecticides 

品系 
Strains 

测定虫数（n） 
Number of 

insects tested (n)

致死中浓度 

（95%置信限）（mg·L﹣1）
LC50 (95% confidence 

intervals) (mg·L﹣1) 

斜率 ± 标准误 
Slope ± SE 

毒力指数
Toxicity 

ratio 

辛硫磷 
Phoxim 

Haace2-KO 288 6.400（6.052-6.820） 7.178±0.837 1.3 

SCD 240 4.826（2.730-14.607） 2.138±0.262  

毒死蜱 
Chlorpyrifos 

Haace2-KO 288 3.465（3.038-4.080） 5.279±0.554 1.5 

SCD 288 2.337（2.185-2.491） 6.682±0.721  

灭多威 
Methomyl 

Haace2-KO 240 37.906（35.046-40.530） 6.823±0.898 1.0 

SCD 240 36.371（29.828-42.176） 5.320±0.677  

茚虫威 
Indoxacarb 

Haace2-KO 240 0.873（0.583-1.284） 3.501±0.357 0.5 

SCD 240 1.664（1.047-2.464） 3.598±0.376  

功夫菊酯 
Beta-cyhalothrin 

Haace2-KO 240 8.193（5.155-10.727） 5.209±0.688 1.9 

SCD 240 4.401（3.056-5.850) 2.796±0.356  

氯虫苯甲酰胺 
Chlorantraniliprole 

Haace2-KO 240 0.504（0.419-0.608） 2.373±0.262 1.0 

SCD 240 0.507（0.405-0.636） 1.854±0.230  

毒力指数=Haace2-KO 品系的 LC50/SCD 品系的 LC50。 

Toxicity ratio=LC50 of Haace2-KO/LC50 of SCD. 
 

xylostella 和烟青虫 H. assulta（Baek et al., 2005; 

Lee et al., 2006; Salim et al., 2017; Zhao et al., 

2019）以及本文对棉铃虫的研究结果显示，2 种

ace 基因在这 5 种鳞翅目害虫幼虫的所有龄期均

表达，且 2 个基因在头部组织中的表达量显著高

于其它组织；但甜菜夜蛾、斜纹夜蛾、小菜蛾和

烟青虫 ace1 基因在头部组织中的表达量显著高

于 ace2 基因的表达量，而本文结果表明棉铃虫

ace1 在各龄期的表达量高于 ace2，但在头部组

织中的表达量没有显著差异，进一步分析棉铃虫

2 种乙酰胆碱酯酶功能分化需要更多的证据。 

RNAi 技术已应用于多种昆虫 ace 基因功能

分化的研究。德国小蠊 Blattella germanica 的

Bgace1 的表达量明显高于 Bgace2，编码了主要

的乙酰胆碱酯酶，但组织表达谱和荧光原位杂交

实验结果显示 BgAChE2 在中枢神经系统中有表

达；利用 dsRNA 干扰德国小蠊成虫体内 2 个 ace

基因，在干扰效率相同情况下乙酰胆碱酯酶活力

分别下降 47.5%和 16.0%，BgAChE1 对总的酶活

力贡献约占 65%-75%，干扰 2 个基因的表达后

对繁殖没有影响，只有干扰 ace1 会影响其对毒

死蜱的敏感性，肯定了德国小蠊中 BgAChE1 主

要参与了神经信号传递（Kim et al., 2006, 2010; 

Revuelta et al., 2009）。对小菜蛾、二化螟 Chilo 

suppressalis、斜纹夜蛾、甜菜夜蛾和家蚕的 ace

基因进行干扰，会导致幼虫死亡率增加、生长发

育受抑制、畸形甚至运动能力受影响（Hui et al., 

2011; He et al., 2012；Salim et al., 2017；Ye et al., 

2017; Zhao et al., 2019）；相比于 ace2，对 ace1

基因的敲减会产生更高的死亡率，干扰家蚕 ace2

对其生长发育和运动能力的影响更大，这与家蚕

中 AChE2 是主要乙酰胆碱酯酶的结论相吻合。

利用 RNAi 技术敲减棉铃虫 ace 基因，也导致干

扰后幼虫的适合度显著降低，生长发育受到严重

抑制甚至死亡（Kumar et al., 2009）。 

本研究利用 CRISPR/Cas9 技术在棉铃虫体

内对 ace 基因进行直接敲除，这不仅可以克服鳞

翅目昆虫 RNAi 干扰效率低的问题，而且通过建 

立只有特定 ace 基因完整表达的材料，明确相关

基因的功能（Terenius et al., 2011; Douris et al., 
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2020）。Haace2-KO 是在敲除了 ace2 基因第 1 外

显子到第 5 外显子中大约 34 kb 片段后建立的基

因敲除突变纯合品系，该品系中 ace1 的表达并

未受到明显影响，敲除纯合品系的 AChE 活性下

降了 12%，但与对照品系 SCD 相比差异不显著，

说明棉铃虫 ace2 基因的敲除对 AChE 活性影响

不大，棉铃虫 AChE 活性中 HaAChE1 的贡献达

到 近 90% ， 这 个 结果 与 沉 默德 国 小蠊 B. 

germanica 的 ace2 基因使其 AChE 活性下降了

16%的结果相似。本研究结果再次证明了 2个 ace

基因间的非协同表达，这也说明 2 个基因间存在

着功能分化（Revuelta et al., 2009）。作者也尝试

了敲除棉铃虫 ace1 基因，但未能成功，具体原

因还有待进一步的探究。 

昆虫体内与抗药性相关的基因突变是该基

因作为杀虫剂靶标的重要依据（Casida and 

Durkin, 2013）。在鳞翅目昆虫中，大多数与有

机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂抗性相关的点突变

存在于 AChE1 中。二化螟抗性品系 AChE1 中

存在与毒死蜱抗性相关的单一氨基酸替换

A314S，该突变改变了催化三联体中相邻丝氨酸

的构象，影响 AChE1 与底物和抑制剂之间的相

互作用（Jiang et al., 2009）；小菜蛾抗性种群中

与有机磷类杀虫剂抗性相关的 G227A 和 A298S

突变均位于AChE1上（Baek et al., 2005；Lee et al., 

2007）；草地贪夜蛾 S. frugiperda 抗性机理研究

中，发现 AChE1 存在 3 个氨基酸替换 A201S、

G227A 和 F290V 与有机磷类杀虫剂抗性有关

（Carvalho et al., 2013），这些突变位点都在乙

酰胆碱酯酶的相关重要位置。目前尚未有研究报

道棉铃虫 ace1 基因突变与有机磷类或氨基甲酸

酯类杀虫剂抗性相关，但 Ren 等（2002）的研究

发现，棉铃虫久效磷抗性品系 LC-R 试虫的 ace2

基因有 9 个氨基酸与敏感品系有差异，其中只有

Ala 585 Thr 突变可能与对久效磷的不敏感有关，

但这一突变位于羧基端远离 AChE 的重要位点

如酶的活性中心及外周阴离子部位等，这一突变

是否与棉铃虫对有机磷的抗性有关还需要进一

步证实。在本研究中将棉铃虫 ace2 基因直接敲

除，没有影响 AChE1 的活性，更没有影响其对

OPs 和 CBs 及其它杀虫剂的敏感性，为 AChE2

不是抗胆碱酯酶杀虫剂的作用靶标提供了直接

证据，同时也间接证实了 AChE1 是棉铃虫神经

突触传导的关键酶。 

目前，我国已成功利用 Bt 棉花对棉铃虫进

行防控，但棉田还有盲蝽等其它害虫的危害，且

近年来棉铃虫在北方的玉米等其它作物上的危

害日渐加重，化学杀虫剂作为对棉铃虫的重要防

治手段一直在发挥作用（陆宴辉等, 2018, 2020; 

Zhang et al., 2019; Lu et al., 2021）。虽然生产上

一直严格控制有机磷杀虫剂等的使用，但抗药性

监测结果表明我国田间棉铃虫种群对有机磷类

杀虫剂一直存在低至中等水平抗性。Yang 等

（2013）为明确 Bt 棉花在种植 15 年后对棉铃虫

的抗性水平，在 2011 年测定了 16 个田间种群对

辛硫磷的抗性，生物测定结果表明田间种群对辛

硫磷处于低水平抗性。最新的监测数据表明 2020

年我国长江流域和黄河流域棉铃虫种群对辛硫

磷处于中等水平抗性（抗性倍数 29-68）（张帅，

2021）。棉铃虫田间种群中 ace1 基因与抗性有

关的突变研究也需要加强。CRISPR/Cas9 技术可

以在靶标基因中引入相应点突变，活体验证对杀

虫剂敏感性的影响，从而得到突变引起抗性产生

的直接证据。Zuo 等（2017）利用这一技术在甜

菜夜蛾鱼尼丁受体中成功引入 G4946E 突变，突

变品系对氯虫苯甲酰胺和氟虫双酰胺分别产生

了 223 倍和大于 1 000 倍的抗性，证明了鱼尼丁

受体 G4946E 突变与双酰胺类杀虫剂抗性之间的

关系。为明确棉铃虫体内 2 种乙酰胆碱酯酶的功

能差异，建议进一步开展棉铃虫田间种群 ace1

基因突变的检测及利用 CRISPR/Cas9 技术对相

关突变进行验证，以完善棉铃虫对有机磷和氨基

甲酸酯类杀虫剂抗性机制的研究。 
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