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分子模拟技术及其在苹果蠹蛾代谢杀虫剂
分子机制研究中的应用进展
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摘要: 苹果蠹蛾是世界性重要的果树害虫ꎬ也是我国一类进境检疫性有害生物ꎬ严重威胁着我国黄土高原和环渤海湾优势

苹果产区的果业生产ꎮ 化学防治是当前苹果蠹蛾防治最经济有效的措施ꎬ然而频繁使用化学杀虫剂引发的抗药性问题也

在世界范围内相继报道ꎮ 代谢抗性是苹果蠹蛾抗性中重要的机制ꎬ苹果蠹蛾解毒酶代谢杀虫剂的分子机制是当前代谢抗

性研究的重点方向ꎮ 基于分子模拟的方法在相关研究中扮演着越来越重要的角色ꎬ本文综述了分子模拟涉及的主要方法

及其在苹果蠹蛾代谢杀虫剂分子机制研究中的应用ꎬ并展望未来可能的研究方向ꎮ
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　 　 苹果蠹蛾 Ｃｙｄｉａ ｐｏｍｏｎｅｌｌａ(Ｌ.)属鳞翅目卷蛾

科小卷蛾属ꎬ是世界性的果树重要害虫( Ｆｕｅｎｔｅｓ￣
Ｃｏｎｔｒｅｒａｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７ꎻ Ｒｅｙｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１ꎻ Ｖｏｕｄｏｕｒｉｓ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１)ꎬ也是我国重要的检疫性害虫之一ꎮ 频

繁使用化学杀虫剂使得苹果蠹蛾种群对各类化学

杀虫剂产生了严重的抗药性 ( Ｂｒｕｎ￣Ｂａｒａｌｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００５ꎻ Ｒｅｙｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７ꎻ Ｙａｎｇ ＆ Ｚｈａｎｇꎬ２０１５)ꎮ 苹

果蠹蛾对杀虫剂抗性的机理研究是近年来的研究

热点ꎬ其中解毒代谢增强是苹果蠹蛾抗药性最普遍

的机制(Ｒｅｙｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎮ 苹果蠹蛾中参与解毒

生物安全学报 ２０１５ꎬ ２４(４): ２６５－２７３
ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＢＩＯＳＡＦＥＴＹ ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ.ｊｂｓｃｎ.ｏｒｇ



代谢的酶系包括多功能氧化酶(ＭＦＯ)、谷胱甘肽转

移酶(ＧＳＴ)和羧酸酯酶( ＣａｒＥ) (Ｒｏｄｒíｇｕｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１１ꎻ Ｖｏｕｄｏｕｒｉｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１)ꎮ 然而目前从分子水

平研究苹果蠹蛾解毒酶代谢杀虫剂分子机制的研

究还相对较少ꎮ
当杀虫剂作用于昆虫后ꎬ靶蛋白、解毒酶以及

杀虫剂分子之间必然存在着相互识别、相互反应和

信息传递ꎬ并伴随着分子间的静电相互作用、范德

瓦斯相互作用和疏水相互作用以及化学键的形成

和断裂ꎮ 然而ꎬ通过传统的试验手段研究上述反应

过程中的每个步骤都十分困难ꎮ 随着计算机技术、
量子化学、生物信息学和结构生物学等研究学科的

快速发展ꎬ使得利用分子模拟技术研究解毒酶—杀

虫剂的相互作用、揭示代谢杀虫剂的分子机制以及

杀虫剂的合理设计与改造和对解毒酶的定点突变

改造成为了可能ꎮ 分子模拟(Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎꎬ
ＭＳ)是以计算机技术为依托ꎬ以量子化学、统计力

学为理论基础ꎬ对物理和化学过程中分子的微观行

为进行仿真的一门新兴学科(陈正隆等ꎬ２００７ꎻ 吕

玲红等ꎬ２０１４)ꎮ

１　 分子模拟方法
目前ꎬ分子模拟广泛应用于分子生物学中ꎬ用

于认知、预测和模拟蛋白质、核酸的结构和性质ꎬ以
及模拟 ＤＮＡ 的双螺旋结构ꎮ 分子模拟方法主要有

量子力学方法(Ｑｕａｎｔｕｍ ｍｅｃｈａｎｉｃｓꎬＱＭ)、分子力学

方法(Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｃｓꎬＭＭ)、分子动力学(Ｍｏ￣
ｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓꎬ ＭＤ) 和 蒙 地 卡 罗 方 法 ( Ｍｏｎｔｅ
ｃａｒｌｏꎬＭＣ)(陈正隆等ꎬ２００７)ꎮ

２　 分子模拟研究涉及的主要方法

２.１　 同源模建

蛋白质的结构决定其功能ꎮ 但要获得一个蛋

白质准确的分子结构并不容易ꎮ 在传统方法中ꎬＸ－
射线单晶衍射技术和核磁共振技术(ＮＭＲ)是解析

蛋白分子结构的经典方法ꎬ但前者需要将纯化的靶

蛋白( >１０ ｍｇｍＬ－１)结晶ꎬ而许多蛋白质在如此

高的表达量时容易形成包涵体ꎬ需要通过变 /复性

才能使蛋白质正确折叠ꎻ后者则要求靶蛋白在非常

高的浓度下可溶、稳定、不聚集ꎬ且该技术难以解析

大分子质量的蛋白质分子结构ꎮ 此外ꎬ解析蛋白质

分子结构费时费力ꎬ花费巨大(刘吉元ꎬ２０１４)ꎮ

　 　 蛋白质三维结构预测是目前研究蛋白质结构

信息的一个快速、有效、低廉的手段ꎬ包括从头预测

法、比较模建法和折叠识别法(Ｃｏｚｚｅｔｔｏ ＆ Ｔｒａｍｏｎｔａ￣
ｎｏꎬ２００５)ꎮ 其中ꎬ比较模建法又称同源模建(Ｈｏ￣
ｍｏｌｏｇｙ ｍｏｄｅｌｉｎｇ)ꎬ是目前最成熟、最常用的预测方

法ꎮ Ｓｗｉｓｓ ｍｏｄｅｌ( Ｓｃｈｗｅｄｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３)和 Ｍｏｄｅｌｌｅｒ
是目前最常用的免费同源构建工具ꎮ 除此之外ꎬ
Ｓｙｂｙｌ、Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ 和 ＭＯＥ 等商业化软件也可

用于同源模建ꎮ 学者普遍认为ꎬ蛋白质在进化过程

中三维结构的保守性远大于氨基酸序列的保守性ꎮ
因此ꎬ当 ２ 个蛋白质氨基酸序列的一致性超过 ３０％
时ꎬ它们的三维结构高度一致ꎮ 根据该理论ꎬ对于

一个未知三维结构的蛋白质ꎬ只要在蛋白质晶体结

构数据库(Ｐｒｏｔｅｉｎ ｄａｔａ ｂａｎｋꎬＰＤＢ)中找到与其同源

性较高、晶体结构的 Ｒ￣ｆａｃｔｏｒ 以及解析度较好的蛋

白质ꎬ便能以该蛋白质的晶体结构为模板ꎬ构建未

知蛋白质的三维结构模型(刘吉元ꎬ２０１４)ꎮ 对构建

好的结构模型还需要进行结构优化和评估ꎮ 目前

常用的模型评估方法主要有拉氏分布图、Ｃｏｎｔａｃｔ 曲
线图、Ｐｒｏｆｉｌｅｓ￣３Ｄ 等(Ｌｕｅｔｈｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９２)ꎮ 同源模

建过程见图 １ꎮ

２.２　 分子对接

深入研究蛋白质(受体)与小分子(配体)的相

互作用ꎬ需要获得准确的蛋白质—小分子复合物的

空间结构ꎮ 分子对接(Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ)是分子模

拟的重要方法之一ꎬ是预测蛋白质与小分子结合模

式的重要手段ꎮ 在受体—配体相互作用过程中ꎬ主
要有 ２ 个学说ꎬ即“Ｌｏｃｋ ａｎｄ ｋｅｙ”学说(也称“锁钥”
学说) 和 “ Ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｉｔ” 学说 (又称 “诱导契合” 学

说)ꎮ “锁钥学说”指的是ꎬ药物(配体)与蛋白质分

子(受体)相互识别过程类似于钥匙与锁关系ꎬ这种

识别关系认为受体与配体相互识别是刚性的几何

结构匹配过程ꎬ只有当它们的立体结构互补才能结

合ꎮ 随着受体学说的发展ꎬＫｏｓｈｌａｎｄ(１９５８)提出了

“Ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｉｔ”学说ꎬ他认为受体与配体的形状不一

定是互补的ꎬ在受体与配体相互作用时ꎬ受体柔性

的结合口袋会随着配体的诱导而发生构象上的变

化ꎬ以达到最佳的互补性契合ꎮ 通过分子对接确定

复合物中的配体与受体的结合模式ꎬ研究它们之间

关键的相互作用ꎬ为揭示配体的作用机制和设计新

的配体提供了理论基础ꎮ 目前ꎬ分子对接广泛应用

于药物设计、材料设计等领域ꎮ
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昆虫解毒酶并不是杀虫剂的作用靶标(受体)ꎬ
但许多杀虫剂与解毒酶结合得十分紧密ꎬ它们的

ＩＣ５０甚至可达 μｍｏｌ  Ｌ－１ 级别 ( Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ
Ｐｒａｐａｎｔｈａｄａｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９８ꎻ Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ 因

此ꎬ利用分子对接研究解毒酶和杀虫剂的相互作

用ꎬ已经成为研究害虫代谢杀虫剂分子机制的重要

手段ꎮ

图 １　 同源模建示意图(以 ＣｐＣＥ￣１为例)(引自 Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)
Ｆｉｇ.１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｍｏｄｅｌｉｎｇ (ａ ｃａｓｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ＣｐＣＥ￣１) (ｑｕｏｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４))

　 　 随着受体学说的不断完善ꎬ分子对接模型从基

于几何空间匹配的刚性模型发展成为基于几何空

间匹配与能量匹配的柔性模型ꎮ 几何空间匹配是

蛋白质与配体之间产生相互作用的基础ꎬ能量匹配

是分子间保持稳定结合的基础ꎮ 各种分子对接方

法对体系均有一定的简化ꎬ根据简化的程度和方

式ꎬ可以将分子对接分为 ３ 类:刚性对接、半柔性对

接和柔性对接ꎮ 刚性对接是指在计算过程中ꎬ配体

与受体的构像均不发生变化ꎬ适用于大分子之间的

对接ꎮ 该方法简化程度最高ꎬ计算量相对较小且粗

略ꎻ半柔性对接是指对接过程中小分子的构像发生

一定程度的变化ꎬ但大分子的构像保持不变或仅有

部分氨基酸残基发生构象变化ꎮ 半柔性对接在对

接精确度和计算量方法采取了折中的策略ꎬ应用非

常广泛ꎬＤｏｃｋ 和 Ａｕｔｏｄｏｃｋ 是目前应用最为广泛的

分子对接软件ꎻ柔性对接方法在对接过程中允许研

究体系的构像发生自由变化ꎬ由于变量随着体系的

原子数呈几何级数增长ꎬ因此柔性对接方法的计算

量非常大ꎬ适合精确考察分子间的识别情况ꎬ应用

有限ꎬＡｃｃｅｌｒｙｓ 公司研发的 Ａｆｆｉｎｉｔｙ(ＡｆｆｉｎｉｔｙꎬＡｃｃｅｌｒｙｓ

Ｉｎｃ.ＵＳＡ) 就是用于柔性对接的工具 (刘吉元ꎬ
２０１４)ꎮ

２.３　 分子动力学模拟

分子动力学模拟 (Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｓｉｍｕｌａ￣
ｔｉｏｎｓꎬＭＤＳ)是基于经典力学、模拟生物大分子运动

行为的一种分子模拟方法ꎮ 分子动力学模拟依靠

牛顿力学模拟每个原子及体系的运动ꎬ计算体系中

所有原子的运动轨迹ꎬ通过当前状态预测其在任意

时刻的运动状态(刘吉元ꎬ２０１４)ꎮ 分子动力学模拟

的经典牛顿运动方程可表示为:

Ｆ ｉ
→＝ｍｉ ａｉ

→＝ｍｉ

Ə２ ｒｉ→

Əｔ２
＝ －

ƏＵ( ｒｉ→)
Ə ｒｉ→ (１)

Ｕ( ｒｉ)＝ ∑ １
２
ｋｂ
ｉｊ( ｒｉｊ－ｒ０ｉｊ) ２＋∑ １

２
ｋθ
ｉｊｋ(θｉｊｋ－θ０

ｉｊｋ) ２＋

∑ １
２
ｋξ(ξｉｊｋｌ－ξ０

ｉｊｋｌ) ２＋∑ｋϕ[１＋ｃｏｓ(ｎϕ－ϕ０)]＋ｒｉｊ∑[
Ｃ１２

ｉｊ

ｒ１２ｉｊ

－
Ｃ６

ｉｊ

ｒ６ｉｊ
＋

ｑｉｑ ｊ

４πε０εｒｒｉｊ
ｉ] (２)

式中ꎬＦ ｉ
→

表示所有其他原子作用到第 ｉ 原子上
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的合力ꎬｍｉ 表示第 ｉ 原子的质量ꎬａｉ
→表示第 ｉ 原子的

加速度ꎬｒｉ→是第 ｉ 原子的位移矢量ꎬＵ( ｒｉ→) 为体系势

函数ꎬｋｂ
ｉｊ、ｋθ

ｉｊｋ、ｋξ、ｋϕ 分别表示共价键的键能、键角

能、非正常二面角能以及正常二面角能的力常数ꎬ
Ｃ１２

ｉｊ 和 Ｃ６
ｉｊ代表范德瓦斯相互作用势的系数ꎬｑｉ 和 ｑ ｊ

分别代表第 ｉ 和第 ｊ 原子的电荷ꎬｒｉｊ代表第 ｉ 和第 ｊ
原子之间的距离(刘吉元ꎬ２０１４)ꎮ

常规的分子动力学模拟流程包括初始构型的

确定、能量优化与体系缓慢升温(Ｈｅａｔｉｎｇ)、平衡相

(Ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ ｐｈａｓｅ)和生产相( Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｐｈａｓｅ) ４
个阶段ꎮ

目前ꎬＡＭＢＥＲ 是进行分子动力学模拟最常用

的分子力场ꎮ

２.４　 结合自由能计算

受体和配体之间结合自由能(Ｂｉｎｄｉｎｇ ｆｒｅｅ ｅｎ￣
ｅｒｇｙ)是评价不同状态下复合物稳定性、描述分子间

相互作用的核心问题数据ꎮ 在配体和受体的相互

作用过程中ꎬ牵涉到 ２ 类相互作用ꎬ即非键相互作

用和共价相互作用ꎮ 非键相互作用包括静电相互

作用和范德瓦斯相互作用等ꎬ这些相互作用都可以

通过力场计算进行比较简单的表达ꎻ而共价相互作

用则牵涉到化学键的断裂和生成ꎬ需要用量子力学

的方法进行考察(刘吉元ꎬ２０１４)ꎮ 在药物分子和受

体的相互作用时ꎬ一般只牵涉到非键相互作用ꎻ而
共价相互作用只存在少数体系中ꎮ 根据热力学原

理ꎬ结合自由能和结合常数 Ｋ ｉ 存在定量的关系(Ｏｓｔ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４): ΔＧ＝ －ＲＴｌｎＫ ｉꎮ

自由能的计算方法主要分为 ３ 类:自由能微扰

(Ｆｒｅｅ ｅｎｅｒｇｙ ｐｅｒｔｕｒｂａｔｉｏｎꎬＦＥＰ)、热力学积分(Ｔｈｅｒ￣
ｍｏｄｙｎａｍｉｃ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎꎬ ＴＩ)、基于主方程的分子力

学 /泊松—波尔兹曼表面积方法(Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎ￣
ｉｃｓ ｐｏｉｓｓｏｎ￣ｂｏｌｔｚｍａｎｎ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａꎬ ＭＭ￣ＰＢＳＡ )
(Ｃｈｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９９ꎻ Ｇｏｈｌｋｅ ＆ Ｋｌｅｂｅꎬ２００２ꎻ Ｍａｒｃｏ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２００５)ꎮ ＦＥＰ 法在原理上比较严格ꎬ计算结果也

较为精确ꎬ但需要长时间的数据采集ꎬ对计算体系

有严格的限制ꎬ只能适合较为简单的情况ꎻＴＩ 法把

结合自由能分解为不同的相互作用能量项ꎬ通过一

组训练集并利用统计方法得到自由能计算的经验

公式ꎬ取样简单ꎬ计算量小ꎬ但这类方法不能很好地

考虑体系的柔性以及溶剂效应ꎬ因此一般只能对一

些体系做有限预测ꎬ只能作为初筛的手段ꎻＭＭ￣ＰＢ￣
ＳＡ 法是近几年发展起来的基于分子动力学采样的

自由能预测方法ꎬ该方法可用来计算配体与蛋白质

受体复合物体系的绝对和相对结合自由能(Ｓｒｉｎｉｖａ￣
ｓａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９８)ꎮ 在此基础上还派生了分子力学 /
广义波恩表面积方法(Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｃｓ ｇｅｎｅｒａｌ￣
ｉｚｅｄ ｂｏｒｎ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａꎬＭＭ￣ＧＢＳＡ) (Ｋｏｌｌｍａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０００)ꎮ ＭＭ￣ＰＢＳＡ 和 ＭＭ￣ＧＢＳＡ 这 ２ 种方法都是基

于分子动力学采样ꎬ不需要通过线性拟合而得到经

验参数ꎬ对不同体系具有较好的普适性ꎬ计算速度

快且结果较为准确ꎬ已成为应用前景最为广阔的计

算结合自由能的方法(刘吉元ꎬ２０１４)ꎮ

３　 分子模拟在苹果蠹蛾代谢抗性研究中的

应用

近年来ꎬ分子模拟技术在昆虫解毒酶与

杀虫剂的相互作用中得到了一定程度的应

用ꎮ 利用同源模建ꎬＬｉ ｅｔ ａｌ.(２００４)以芽孢杆

菌 ＣＹＰ１０２ 为模板构建了棉铃虫 Ｈｅｌｉｂｔｈｉｓ ａｒ￣
ｍｉｇｅｒａ Ｈüｂｎｅｒ ＣＹＰ６Ｂ１ 和 ＣＹＰ６Ｂ８ 的 ３Ｄ 模

型ꎬ 并 成 功 预 测 了 棉 铃 虫 ＣＹＰ６Ｂ１ 和

ＣＹＰ６Ｂ８ 的活性口袋和参与催化的关键氨基

酸ꎮ Ｃｈｉｕ ｅｔ ａｌ.(２００８)对冈比亚按蚊 Ａｎｏｐｈｅ￣
ｌｅｓ ｇａｍｂｉａｅ Ｇｉｌｅｓ ＣＹＰ６Ｚ１ 和 ＣＹＰ６Ｚ２ 的底物

结合位点进行了比较ꎬ并利用分子模拟方法

分析了 ＣＹＰ６Ｚ１ 和 ＣＹＰ６Ｚ２ 与 ＤＤＴ 的结合

能力和对 ＤＤＴ 的潜在代谢能力ꎻ预测结果与

代谢试验相吻合ꎬ表明 ＣＹＰ６Ｚ１ 能够代谢

ＤＤＴꎮ Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎ ｅｔ ａｌ.(２０１１)将溴氰菊酯与

冈比亚按蚊 ＣＹＰ６Ｍ２ 进行了对接ꎬ并发现溴

氰菊酯结合于靠近亚铁血红素催化中心的

４′－苯氧基苄基ꎮ 利用分子模拟和量子力学 /
分子力学(ＱＭ / ＭＭ)方法ꎬＬｉ ｅｔ ａｌ.(２０１４)预
测并证实了在冈比亚按蚊 ｅｐｓｉｌｏｎ 家族的

ａｇＧＳＴｅ￣２ 中ꎬＡｒｇ １１２、Ｇｌｕ １１６ 和 Ｐｈｅ １２０ 对

ＤＤＴ 的代谢至关重要ꎮ 然而ꎬ分子模拟技术

在苹果蠹蛾代谢杀虫剂分子机制研究中的

应用尚处于起步阶段ꎮ
３.１　 在苹果蠹蛾 ＧＳＴｓ 代谢杀虫剂分子机制研究

中的应用

近年来ꎬ越来越多的昆虫 ＧＳＴｓ 蛋白晶体结构

得到解析ꎬ促使昆虫 ＧＳＴｓ 代谢杀虫剂分子机制的
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研究进入了一个新的局面ꎮ Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ. (２００３)从

ＤＤＴ 抗性冈比亚按蚊中解析了一个 δ 家族的 ＧＳＴ
蛋白 ａｇＧＳＴｄ１￣６ 的晶体结构(ＰＤＢ ＩＤ ∶ １ｐｎ９)ꎬ该蛋

白由 ８ 个 α－螺旋和 ４ 个 β－折叠构成ꎬ这是昆虫中

第一个解析的 ＧＳＴ 晶体结构ꎬ也拉开了昆虫 ＧＳＴｓ
蛋白结构研究和利用同源模建研究昆虫 ＧＳＴｓ 功能

的序幕ꎮ 此后ꎬＫａｋｕｔａ ｅｔ ａｌ.(２０１３)解析了家蚕 ＧＳＴ
蛋白 ｂｍＧＳＴｕ 的晶体结构(ＰＤＢ ＩＤ ∶ ３ＡＹ８)ꎬ并发

现该蛋白中谷胱甘肽结合区域内的氨基酸残基 Ｖａｌ
５５、Ｇｌｕ ６７、Ｓｅｒ ６８、Ｔｙｒ ７ 和 Ｓｅｒ １２ 对 ＧＳＴ 的催化功

能至关重要ꎮ
以 ａｇＧＳＴｄ１￣６ 晶体结构为模板ꎬ利用同源模建

技术ꎬＬｉｕ ｅｔ ａｌ.(２０１４)构建了苹果蠹蛾 ＣｐＧＳＴ１ 的

三维结构ꎮ 利用高效液相色谱检测ꎬ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.
(２０１４)发现原核表达的 ＣｐＧＳＴ１ 蛋白能代谢高效

氯氟氰菊酯ꎬ但不能代谢甲基毒死蜱ꎮ ＣｐＧＳＴ１ 活

性位点包含 ２ 个亚位点ꎬ即 ＧＳＨ 结合位点(Ｇ 位

点)和疏水性结合位点(Ｈ 位点)ꎮ 其中ꎬＧ 位点由

主要的亲水和极性的氨基酸残基 Ｓｅｒ １０、Ｇｌｎ ３９、
Ｈｉｓ ５１、Ｔｈｒ ５２、Ｖａｌ ５３、Ｇｌｕ ６５、Ｓｅｒ ６６ 和 Ａｒｇ ６７ 组

成ꎻＨ 位点由疏水性的氨基酸残基 Ｖａｌ ７、Ａｌａ １１、
Ｐｒｏ １２、Ｌｅｕ ３４、Ｈｉｓ ３５、Ｔｙｒ １０６、Ｐｈｅ １０９、Ｔｙｒ １１４、
Ｌｅｕ １１７、Ｐｈｅ １１８、Ｐｈｅ ２０５ 和 Ｖａｌ ２０９ 组成ꎮ 通过分

子对接发现ꎬ高效氯氟氰菊酯的苯醚基团主要占据

了蛋白活性位点中的 Ｈ 亚位点ꎬ而其余基团与 Ｇ
位点中的氨基酸残基相互作用ꎻ苯醚基团与 Ｖａｌ ７、
Ａｌａ １１、Ｌｅｕ ３４、Ｔｙｒ １１４、Ｐｈｅ １１８、Ｐｈｅ ２０５ 和 Ｖａｌ ２０９
之间具有较强的疏水作用ꎬ三氟甲基上的氟原子与

Ｇｌｎ ５０ 具有极性作用ꎮ 此外ꎬ高效氯氟氰菊酯与

ＣｐＧＳＴ１ 形成 ２ 对氢键ꎬ包括羰基上的氧原子和 Ｔｈｒ
５２ 侧链的 ＯＨ 间形成的氢键(１.７ Å)以及氰基上的

氮原子 与 Ｖａｌ ５３ 间形成的另外一对氢键(２.０ Å)ꎮ
氢键网络好像 “钳子”一样ꎬ紧紧地将高效氯氟氰

菊酯固定在 ＣｐＧＳＴ１ 的活性区域ꎮ 与高效氯氟氰菊

酯不同的是ꎬ甲基毒死蜱仅结合于活性位点中的 Ｇ
亚位点ꎮ 甲基毒死蜱的三氯吡啶基团与 Ｔｈｒ ５２ 具

有极性作用ꎻ磷酸基团上的氧原子与 Ｓｅｒ ６６ 上的

ＮＨ 形成了一对氢键(１.９ Å)ꎬ但带负电荷的 Ｇｌｕ ６５
残基通过静电排斥ꎬ使得磷酸基团与该氨基酸残基

保持一定的距离(图 ２)ꎮ 静电排斥作用降低了甲

基毒死蜱与 ＣｐＧＳＴ１ 的结合能力ꎬ加之甲基毒死蜱￣
ＣｐＧＳＴ１ 复合物中只存在一对氢键ꎬ这就使得甲基

毒死蜱与 ＣｐＧＳＴ１ 很难形成一个相对稳定的复合

体ꎮ 结合自由能计算表明ꎬＣｐＧＳＴ１－高效氯氟氰菊

酯复合物的稳定性明显强于 ＣｐＧＳＴ１－甲基毒死蜱ꎬ
其结合自由能 ΔＧｂｉｎｄ分别为－２８.２６ 和－１６.０８ ｋＪ

ｍｏｌ－１(杨雪清ꎬ２０１４ꎻ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ

３.２　 在苹果蠹蛾 ＣａｒＥ 代谢杀虫剂分子机制研究

中的应用

ＣａｒＥ 是昆虫体内含量最丰富的蛋白之一ꎬ此类

蛋白与含羧酸酯、酰胺酯、硫酸酯等基团的内源或

外源物质的代谢有关 ( Ｂｉｒｎｅｒ￣Ｇｒｕｅｎｂｅｒｇｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１２)ꎬ还与昆虫的生长发育、生殖等重要行为有关

(李永强ꎬ２０１２)ꎮ
为从结构上研究 ＣａｒＥ 与杀虫剂的相互作用ꎬ

进而揭示 ＣａｒＥ 代谢杀虫剂的分子机制ꎬＪａｃｋｓｏｎ ｅｔ
ａｌ.(２０１３)解析了铜绿蝇 Ｌｕｃｉｌｉａ ｃｕｐｒｉｎａ (Ｗｉｅｄ.) 羧

酸酯酶 ＬｃαＥ７ 的晶体结构ꎬ这为利用同源模建等分

子模拟技术在其他昆虫中开展 ＣａｒＥ 代谢含酯类键

化合物的分子机制研究奠定了基础ꎮ 但在此之前ꎬ
ＣａｒＥ 晶体结构在昆虫中尚未见报道ꎮ

Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ. ( ２０１４) 利用同源模建ꎬ选择了与

ＣｐＣＥ￣１ 氨基酸序列一致性高达 ３８％的黑曲霉 Ａｓ￣
ｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ ＥｓｔＡ(ＰＤＢ ∶ １ｕｋｃ ∶ Ａ)为模板ꎬ构建

了 ＣｐＣＥ￣１ 的三维模型ꎻ在此基础上进行分子对接、
分子动力学模拟和计算丙氨酸扫描ꎮ 研究表明ꎬ
ＣｐＣＥ￣１(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＫＣ８３２９２２)中 Ａｓｎ ２３３ 残

基在 ＣｐＣＥ￣１ 与乙酰甲胺磷作用中的能量贡献近乎

于热点“Ｈｏｔ￣ｓｐｏｔ” (Ｍｏｒｅｉｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎬ突变为丙

氨酸 Ａｌａ 后ꎬ模拟的结合自由能差值 ΔＧｂｉｎｄ为 ３.６６

ｋｃａｌｍｏｌ－１ꎻ乙酰甲胺磷对野生型 ＣｐＣＥ￣１ 的抑制

中浓度 ＩＣ５０值为 ４２.１８ μｍｏｌＬ－１ꎬ而对 Ｎ２３２Ａ 突变

体的 ＩＣ５０ 值高于 １００００ μｍｏｌＬ－１ꎻ计算得到的

Ｎ２３２Ａ 结合自由能差值 ΔＧｂｉｎｄ为 ３.１７ ｋｃａｌｍｏｌ－１ꎬ
与计算机模拟值接近ꎻ代谢试验表明野生型ＣｐＣＥ￣１
能够代谢乙酰甲胺磷ꎬ而 Ｎ２３２Ａ 不能代谢乙酰甲

胺磷ꎬ表明 Ａｓｎ ２３２ 是与乙酰甲胺磷结合和代谢的

关键氨基酸残基ꎮ Ｎ２３２Ａ 突变后ꎬ“烟斗状”的活性

口袋基本构象并没有发生明显的改变ꎬ蛋白的正确

折叠也没有受到影响ꎬ说明 Ｎ２３２Ａ 突变对酶活性

无影响ꎬ但 Ｎ２３２Ａ 突变使得 ＣｐＣＥ￣１ 产生了一个向

里延伸的空洞(图 ３)ꎬ这或许是 Ｎ２３２Ａ 突变体难以

结合和代谢乙酰甲胺磷的原因ꎮ
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在 其 他 昆 虫 中ꎬ ＣａｒＥ 发 生 Ａ / Ｇ１３７Ｄ 和

Ｗ２５１Ｌ / Ｓ(Ａ / Ｇ１３７ 和 Ｗ２５１ 分别对应 ＣｐＣＥ￣１ 中的

Ａ１２１ 和 Ｗ２３３)突变是昆虫对有机磷杀虫剂产生抗

性的普遍机制(Ｃｕｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１ꎻ Ｎｅｗｃｏｍｂ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９７)ꎬ而这个与乙酰甲胺磷结合和代谢的关键氨

基酸 Ａｓｎ ２３２ 残基在其他抗性昆虫种群中均未被报

道ꎮ 通过对采自甘肃武威、法国、德国卡尔斯鲁厄、
瑞士库尔、澳大利亚、白俄罗斯明斯克、意大利莫利

塞 ７ 个地理种群的苹果蠹蛾成虫样本的 ＣｐＣＥ￣１ 基

因第 １２２、２３２、２３３ 位氨基酸残基进行突变检测ꎬ结
果表明ꎬ２３３ 位点发生 Ｎ２３２Ｔ 和 Ｎ２３２Ａ 的频率分别

为 ２０％和 ３０％(Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎬ表明 Ａｓｎ ２３２ 与

乙酰甲胺磷的代谢密切相关ꎬ而该位点发生突变可

能与苹果蠹蛾对乙酰甲胺磷潜在抗性的形成有关

(刘吉元ꎬ２０１４ꎻ 杨雪清ꎬ２０１４)ꎮ

图 ２　 ３ 个分子与 ＣｐＧＳＴ１ 结合位点示意图(引自 Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)
Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＣｐＧＳＴ１ ３Ｄ ｍｏｄｅｌ ａｒｏｕｎｄ ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ′ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ(ｑｕｏｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)

抑制剂 ＧＴＸ 与 ＣｐＧＳＴ１ 结合模式(Ａ)和作用网络(Ｂ)ꎻ高效氯氟氰菊酯与 ＣｐＧＳＴ１ 结合模式(Ｃ)和作用网络(Ｄ)ꎻ
甲基毒死蜱与 ＣｐＧＳＴ１ 结合模式(Ｅ)和作用网络(Ｆ)ꎮ 黄色虚线表示氨基酸残基与小分子基团形成的氢键ꎮ

Ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄｅｌ (Ａ) ａｎｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍ (Ｂ) ｏｆ ＧＴＸ ｗｉｔｈ ＣｐＧＳＴ１. Ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄｅｌ (Ｃ) ａｎｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍ (Ｄ)
ｏｆ ｌａｍｂｄａ￣ｃｙｈａｌｏｔｈｒｉｎ ｗｉｔｈ ＣｐＧＳＴ１. Ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄｅｌ (Ｅ) ａｎｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍ (Ｆ) ｏｆ ｃｈｌｏｐｙｒｉｆｏｓ￣ｍｅｔｈｙｌ ｗｉｔｈ ＣｐＧＳＴ１.

Ｔｈｅ ｙｅｌｌｏｗ ｄｏｔｔｅｄ ｌｉｎｅｓ ｓｈｏｗ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ａｔｏｍｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｋｅｙ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ.

　 　 有关苹果蠹蛾代谢杀虫剂分子机制的研究相

对较少ꎮ 除上述研究外ꎬＹａｎｇ ｅｔ ａｌ.(２０１３)还克隆

了一个苹果蠹蛾 Ｐ４５０ 基因 ＣＹＰ９Ａ６１ꎬ并对其时空

表达模式和杀虫剂诱导表达模式进行了研究ꎮ 研

究结果表明ꎬＣＹＰ９Ａ６１ 可能与高效氯氟氰菊酯的代

谢相关(Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)ꎻ啶虫脒对苹果蠹蛾 ３ 龄
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幼虫有较好的胃毒活性ꎬ其 ＩＣ５０值为 ３.１６ ｍｇＬ－１ꎬ
但亚致死剂量的啶虫脒对解毒酶 ＣＹＰ９Ａ６１、ＣｐＧＳＴ１
及 ＣｐＣＥ￣１ 基因表达量无明显影响 ( Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５)ꎻ亚致死剂量的乙基毒死蜱和高效氯氟氰菊

酯能显著诱导苹果蠹蛾 ＣｐＣＥ￣１ 基因表达上调ꎬ并
抑制异源表达的 ＣｐＣＥ￣１ 蛋白羧酸酯酶活性(Ｙａｎｇꎬ

２０１５)ꎮ 为进一步阐述解毒酶基因在杀虫剂代谢和

潜在抗性形成方面的作用ꎬ分子模拟是阐释解毒酶

与杀虫剂相互作用的强有力的方法ꎮ 上述研究表

明ꎬ分子模拟与生物学试验相结合是研究昆虫解毒

酶与杀虫剂相互作用的可靠方法ꎬ为深入研究昆虫

解毒酶对杀虫剂代谢分子机制提供了理论保障ꎮ

图 ３　 抗原表位图(引自 Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)
Ｆｉｇ.３　 Ｃａｖｉｔｙ ｄｅｐｔｈ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ＣｐＣＥ￣１ ａｎｄ Ｎ２３２Ａ (ｑｕｏｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)

Ａ: 野生型 Ｗｉｌｄ ＣｐＣＥ￣１ꎻ Ｂ: Ｎ２３２Ａ 突变体 Ｍｕｔａｎｔ Ｎ２３２Ａꎮ

４　 展望
随着计算机技术、量子化学和统计力学的发

展ꎬ分子模拟技术在蛋白质的结构和功能研究方面

的应用将越来越广泛ꎮ 仅靠传统的试验方法难以

揭示所研究的科学问题的机制ꎬ联合分子模拟和其

他方法已成为现今研究的主流ꎮ 当然ꎬ基于蛋白质

序列的分子模拟ꎬ可能忽视了活体细胞中的修饰对

其构型的影响ꎬ使得结果不够可靠ꎮ 随着相关理论

和技术的不断完善和发展ꎬ分子模拟的准确度越来

越高ꎬ已成为蛋白质功能研究中强有力的工具ꎮ 分

子模拟技术应用最广、最有发展前景的领域是药物

开发和设计ꎮ 虽然目前分子模拟技术在昆虫学研

究中的应用尚处在起步阶段ꎬ但随着人们对分子模

拟技术认识的逐步深入ꎬ以及对利用计算机科学、
生物信息学、统计力学等多学科联合探究生物学问

题的意识的增强ꎬ分子模拟将在苹果蠹蛾等昆虫代

谢杀虫剂分子机制研究中ꎬ以及抗性机制的阐释和

基于受体结构的新杀虫剂的设计、具有杀虫剂残留

去除功能的昆虫源工程菌的开发等方面研究中发

挥巨大作用ꎮ
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