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棉蚜抗氧化乐果品系的羧酸酯酶基因突变

郭惠琳，高希武!

（中国农业大学农学及生物技术学院昆虫学系，北京 +’’’,)）

摘要：用氧化乐果对室内敏感品系棉蚜 !-.+/ *’//0-++（5%;IC#）进行抗性选育，经 &)代筛选，抗性指数达到 +&)J3倍。以!1乙酸
萘酯（!10!）为底物，比较了氧化乐果敏感和抗性品系棉蚜羧酸酯酶的比活力，发现抗性品系羧酸酯酶比活力明显小于敏感品
系。对这两个品系的羧酸酯酶基因进行了克隆，通过对抗性和敏感品系羧酸酯酶基因核苷酸序列及推导的氨基酸序列比较，

发现抗性品系有 )个氨基酸残基发生了替代（K$>+’)"!#9，!%8+&*"L8%，M?#444"!>"，NO>)*)"!#9）。对其蛋白质三维结构分析
推测只有 K$>+’)"!#9的替代是位于其活性中心。棉蚜氧化乐果敏感和抗性品系羧酸酯酶基因 AP0!全长的 5CDQ8DR登录号分
别为 !S)*(&+2和 !S)*(&+)。
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害虫抗药性的机制可以分为行为抗性、生理抗

性和代谢抗性（唐振华和吴世雄，&’’’）。许多昆虫
如桃蚜 1023/ -45/+"$4、库蚊 63)47 83+&8349$/"+$#3/、褐
飞虱 :+)$-$5;$#$ )3*4&/ 等对有机磷杀虫剂产生抗性
是由于羧酸酯酶（Y8#6，6Y4J+J+J+）的过量表达导
致其活性增加所致（PCI;D>?$#C，+,33；Y?:D9 8DE
/:D，+,*4；]8#:D8#8<DC 4# $) @，+,,4；]C<<C#78D 4#
$) @，+,,4；_8O8G8#ECD8 4# $) @，+,,)；]8#:D8#8<DC 4#

$) @，+,,,）。基因扩增是导致酯酶过量表达的主要
原因（‘;:A?C> 4# $) @，+,*2；a$C%E 4# $) @，+,**）。但
是，在有些昆虫中发现某些有机磷药剂（对硫磷、对

氧磷、二嗪农、马拉硫磷）的抗性品系羧酸酯酶的活

性小于敏感品系的。这种现象最初是用丁酸甲酯作

为底物测定家蝇脂族酯酶时发现的（I8D !>"C#CD 8DE
V""CD;;#<?， +,(,； Q$9%CO 8DE b%8""， +,2’ ）；
V""CD;;#<? 和 I8D !>"C#CD（+,2+

###############################################################

）认为这是由于脂族



酯酶突变为磷酸酯酶后，使有机磷药剂抗性品系羧

酸酯酶以降低自身的活性为代价而获得了对有机磷

杀虫剂的水解能力。这就是所谓的“脂族酯酶突变”

假说。随后，在其他的一些有机磷药剂抗性昆虫中，

如印 度 谷 螟 !"#$%& %’()*+,’-()""& （ !""#$% $%&
’()#*&+，,-./）、丽蝇 ./*01#20& +,(#*%&（012%3"%&
$%& !435*%"，,-6-）和铜绿蝇 3,-%"%& -,+*%’&（748)"3
$%& 9$:+13，,-.;）中也发现抗性品系羧酸酯酶活性
低于敏感品系的。<"2(1#= 等（,-->$，,-->=）、
?$#@="AA 等（,--.）克隆了铜绿蝇有机磷药剂抗性、
敏感品系羧酸酯酶基因，用杆状病毒作载体进行体

外表达并对表达的酶蛋白进行动力学常数测定，并

通过定点突变的方法发现抗性品系在 BAC,D>和 0E@/;,

两个氨基酸位点上发生的突变与抗性有关。

?A$4&*$%13等（,---）发现羧酸酯酶基因 BAC,D>!F3@
的突变也是家蝇和丽蝇对有机磷药剂产生抗性的原

因。

棉蚜 4+/%1 5#110+%%（BA15"E）是瓜类、棉花等多种
农作物的重要害虫。对棉蚜的防治一直以化学防治

为主，有机磷酸酯是棉蚜防治中最常用的药剂，以至

于使棉蚜对有机磷药剂产生了比较强的抗性。早在

上个世纪 6G年代初，棉蚜对内吸磷、对硫磷就产生
了高达 /D H ,I.倍的抗性（龚坤元等，,-6I）；到 >G年
代棉蚜对乐果、磷胺和西维因也产生了抗性（唐振

华，,-.D）；在 .G 年代、-G 年代，棉蚜对有机磷类药
剂抗性的生化机制得到了较广泛的研究（孙耘芹等，

,-.>；郑炳宗等，,-.-；高希武和郑炳宗，,--G）。多
数研究表明羧酸酯酶活性的增加是棉蚜对有机磷药

剂产生抗性的机制之一，但也有学者认为棉蚜对杀

虫剂的抗性和酯酶活性的升高没有明显的规律可循

（’*A5"E，,-.I）。孙鲁娟等（/GG/）发现氧化乐果抗性
品系棉蚜羧酸酯酶对!J乙酸萘酯和!J丁酸萘酯的活
性明显低于敏感品系；酯酶同工酶电泳图谱也表明

敏感品系同工酶带对!J乙酸萘酯的水解活性显著高
于抗性品系的同工酶带。氧化乐果抗性棉蚜可能发

生了“脂族酯酶突变”。本研究通过棉蚜抗氧化乐果

品系的选育、抗性和敏感品系羧酸酯酶的比活力及

其基因的克隆与三维结构分析等，对棉蚜抗性和敏

感品系的羧酸酯酶进行了研究。

! 材料和方法

!"! 供试昆虫
棉蚜氧化乐果敏感品系由新疆石河子大学张东

海先生于 /GGG 年提供，在不接触任何药剂，// H
/;K室温，,. )光照条件下单独饲养。
!"# 供试药剂

!J乙酸萘酯（!J<F，分析纯）购自上海化学试剂
公司；固蓝 !盐和考马斯亮蓝 BJ/;G为 LA4M$进口，
上海化学试剂公司分装；9<$3"购自华美生物工程
公司；限制性内切酶购自大连宝生物公司；N?9引
物由上海博亚生物技术有限公司合成；N?9扩增试
剂及 O<F回收纯化试剂盒购自鼎国生物工程公司。
!"$ 毒力测定方法（叶片药膜法）
根据 P11E"3等（,-->）的方法，稍有改进。用含

GQG;R（STS）0E*+1% UJ,GG的蒸馏水将氧化乐果母液
稀释到所需要的 6 个浓度，以含 GQG;R（STS）0E*+1%
UJ,GG的蒸馏水作对照。将未接触过药剂的棉苗在
稀释好的药液中浸 ,; 3后取出，在阴凉处晾干。取
顶尖嫩叶片，用沾有充足水分的脱脂棉裹住叶柄，放

入透气性良好的透明塑料瓶中。用毛笔小心将蚜虫

接入瓶中的棉叶上，每瓶接 /; 头，重复 D 次。置于
/;K光照良好的恒温室内，/I ) 后检查死亡虫数。
用毛笔轻触蚜虫的足，不能活动的视为死亡。用

N1A1软件计算斜率 6 值和 V?;G值。

!"% 抗性品系的选育
用氧化乐果处理群体饲养的棉蚜，使死亡率维

持在 .GR H -GR左右，处理后存活的个体作为下一
代筛选的虫源。每筛选 I代即做一次毒力测定。
!"& 棉蚜羧酸酯酶比活力的测定方法
以!J<F 测定羧酸酯酶的比活力参照 5$%

F3@"E"%（,-6/）的方法并稍加改进。反应混合液为
;Q6 #V，含 GQGI #1ATV @7 >QG的磷酸缓冲液 -GG"V，
DQ6 #V D W ,GX I #1ATV 底物及 ,GG"V 稀释的酶液，
DGK水浴 DG #*%后，加入 , #V显色剂（,R固蓝 !盐
和 ;R ’O’按 / Y ;混合）终止反应。静止 ,; #*%后
在 6GG %#下比色。
!"’ 棉蚜氧化乐果敏感、抗性品系羧酸酯酶基因的
克隆及序列分析

!"’"! 引物设计和合成：根据 B"%!$%M 登记的棉
蚜羧酸酯酶核苷酸序列（序列号：F!G,6>/G），结合
N?9引物设计原则设计了一对特异性引物用于 N?9
扩增。正向引物 ?’,：;ZJF0BBFFB0?B0?F00BFF?
FFBJDZ和反向引物 ?F,：;ZJFFF?FF0BBF00?FBF0
FF00?JDZ在上海博亚生物技术有限公司合成。
!"’"# 棉蚜总 9<F的提取：称取敏感、抗性品系蚜
虫各 ,GG #8，用 9<F提取试剂盒（购自鼎国生物发
展有限公司），按照说明书步骤提取。
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图 ! 棉蚜氧化乐果抗性品系羧酸酯酶的核苷酸序列及推导的氨基酸序列（"#$%&$’ 登录号为 ()*+,-.*）
/012 ! 3#456#4 &70$8 &604 9#:5#$6# 8; 6&<=8>?@#9A#<&9# ;<87 AB# 87#AB8&A#C<#909A&$A

68AA8$ &DB04（"#$%&$’ (66#9908$ E57=#<：()*+,-.*）
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图 ! 棉蚜氧化乐果敏感（"##$$）和抗性品系（"%%$$）与铜绿蝇（&’$()）、家蝇（*’+$(）、桃蚜（*,$(!）和
一种金小蜂（$-.$(）羧酸酯酶及电鳐（/01$(）乙酰胆碱酯酶推导的氨基酸序列比较

2.34 ! 506781.+0- 09 :;< =81>0?,@<+:<18+< 86.-0 8=.A +<B’<-=<+ 9106 06<:;08:< 1<+.+:8-:（"%%$$）8-A +’+=<7:.>@<（"##$$）!"#$%
&’%%("$$，:;< <+:<18+< () 09 )*+$,$- +*".$/-（&’$()；C<D=06> 01 -, 4，EFFG8），:;< <+:<18+< (G 09 2*%+- 3’40%1$+-

（*’+$(；5@8’A.8-0+ 01 -, 4，EFFF），:;< <+:<18+< (! 9106 2(5*% "0.%$+-0（*,$(!；2.<@A 01 -, 4，EFF)）=81>0?,@<+:<18+<H@.I<
<-J,6< 09 !/$%’"10.’4-,*% +-,-/3.-0（$-.$(；K;’ 01 -, 4，EFFF），8-A 8=<:,@=;0@.-<+:<18+< 09 6’."03’ +-,$7’./$+-

（/01$(；#=;’68=;<1 01 -, 4，EFLM）

几种酯酶的同源性较低，铜绿蝇与家蝇羧酸酯酶之

间同源性最高（GMN)O），棉蚜与铜绿蝇、家蝇羧酸酯
酶的同源性最低，但在活性中心处的序列高度保守。

! 讨论

孙鲁娟等（PQQP）用!HC$作底物比较研究了氧
化乐果抗性和敏感品系棉蚜羧酸酯酶的比活力，结

果是敏感品系棉蚜羧酸酯酶的比活力为 FN!M"60@R
（63·6.-），显著高于抗性品系 )NQG"60@R（63·6.-）。
本研究结果表明氧化乐果抗性棉蚜羧酸酯酶对!HC$
的水解活性明显低于氧化乐果敏感品系棉蚜羧酸酯

酶对该底物的水解活性，这与孙鲁娟等（PQQP）的研
究结果一致。这一现象可能是由于氧化乐果抗性棉

蚜体内发生了“脂族酯酶突变”所致。同时乙酰胆碱

酯酶（$5;(，(5)NENENG）作为有机磷和氨基甲酸酯
类杀虫剂的作用靶标，其对杀虫剂的敏感性下降也

是导致害虫抗性形成的重要机制之一（唐振华，

EFF)；20’1-.<1 8-A *’:<10，EFF!）。我们对棉蚜氧化
乐果抗性品系和敏感品系乙酰胆碱酯酶性质做了一

系列研究，发现抗性品系与敏感品系相比，其对杀虫

剂的敏感性显著下降（待发表）。

加利福尼亚电鳐 6’."03’ +-,$7’./$+- 电击器官中
的 $=;(是典型的丝氨酸蛋白水解酶，#’++68-- 等
（EFFE）用 SH射线测定了它的三维结构。电!乙酰
胆碱酯酶的三维结构为不对称型。酶的单体为一个

拥有 T)G个氨基酸的!R#蛋白，由 EP股#折叠外围
E!股!螺旋。作为丝氨酸型水解蛋白酶，其水解乙
酰胆碱的活性必定有丝氨酸残基的参与；其活性位

点是由 #<1PQQ HU.+!!Q HV@’)PG ) 个氨基酸组成催化三联
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体，即由形成一个强的氢键体系，以利于丝氨酸残基

!氧进攻乙酰胆碱的酯羰时形成电子转移系统。催
化三联体位于芳香氨基酸残基组成的谷底中，可以

形象的称之为活性位点谷。从酶的分子表面的某个

方向可以直接观察到处于近谷底的三联体中的

!"#$%%，该方向是乙酰胆碱结合于活性位点的通道。
&’())*、&’())+和 ,’-$%)氨基酸残基形成“氧阴离子洞
区”（./(-01.0 2.’"）。昆虫和其他动物的羧酸酯酶和
乙酰胆碱酯酶都属于丝氨酸蛋白水解酶家族成员，

它们有许多保守的结构特征，特别是在围绕着活性

位点周围的结构，即使是序列之间没有可识别的类

似性，这些结构也是很保守的（31’’4 !" #$ 5，)++$）。
目前已经克隆了多种昆虫及其他动物的羧酸酯酶及

乙酰胆碱酯酶基因序列，经过比较发现所有的羧酸

酯酶和乙酰胆碱酯酶都含有一个保守的活性中心序

列，即 678&9!,&,，这几个氨基酸在丝氨酸家族中
是高度保守的。用电鳐乙酰胆碱酯酶三维结构

（!:44;-00 !" #$ 5，)++)）同源预测，这些昆虫和其他
动物的羧酸酯酶和乙酰胆碱酯酶都具有催化三联

体，如褐飞虱编码羧酸酯酶基因的 <=>, 中 !"#$)?、
&’:@A?和 B14ACC组成了催化三联体残基（!;-’’ -0D
B";10EF-(，$%%%），在铜绿蝇中是 !"#$)*、&’:@?) 和
B14AG)（>"F<.;H !" #$ 5，)++GH），在微小牛蜱中是
!"#$$A、&’:@?)和 B14ACA（B"#0-0D"I !" #$ 5，$%%%），在电
鳐中 !"#$%%、&’:@$G 和 B14AA% 组成了催化三联体
（!:44;-0 !" #$ 5，)++)）等。并且组成氧阴离子洞的
氨基酸残基在各种昆虫的酯酶中也是高度保守的，

如在褐飞虱中是 ,’-$)C、&’()@@ 和 &’()@A（!;-’’ -0D
B";10EF-(，$%%%），在铜绿蝇中是 ,’-$)+、&’()@C 和
&’()@G（>"F<.;H !" #$ 5，)++GH）。
棉蚜羧酸酯酶也属于丝氨酸蛋白水解酶家族成

员，将已克隆的氧化乐果抗性棉蚜羧酸酯酶 <=>,
氨基酸序列和其他丝氨酸水解酶家族的氨基酸序列

比较，推 测 棉 蚜 羧 酸 酯 酶 的 活 性 中 心 为

678&9!,&,；由 @ 个不连续的氨基酸（!"#)C*、&’:@)@

和 B14A$G）组成了催化三联体；&’()%?、&’()%C和 ,’-)*G @
个氨基酸组成了氧阴离子洞。

在许多昆虫中发现了由于基因突变而导致的抗

性，如酯酶基因、钠离子通道基因（J1’’1-;4.0 !" #$ 5，
)++C）及 &,K, 受体（8L#"0<2MN.04O-0O !" #$ 5，)++)）。
在铜绿蝇中，有两种类型的有机磷杀虫剂抗性和脂

族酯酶（9@同工酶）活性下降有关。二嗪农抗性类
型对二乙基有机磷的抗性比对二甲基有机磷的抗性

高，但是对马拉硫磷没有抗性。马拉硫磷的抗性类

型对二甲基有机磷的抗性较二乙基的抗性高，对二

嗪农有较低的抗性，但对马拉硫磷的抗性很高（C%%
倍），羧酸酯酶能专一水解马拉硫磷，这与害虫对马

拉硫磷的高抗水平有关（N-;PH"’’ !" #$ 5，)++*）。
>"F<.;H等（)++GH）较系统地研究了二嗪农抗

性铜绿蝇羧酸酯酶的抗性分子机制，对二嗪农抗性

铜绿蝇 9@ 酯酶和敏感品系 9@ 酯酶氨基酸序列比
较，发现有 ?个氨基酸的不同，分别是 &’()@G!,4P，
,’-$CG!Q-’，R"O$*@!S":，62#@@?!B14 和 7’"@?*!T2"；
用电鳐乙酰胆碱酯酶的三级结构作参照，推测只有

&’()@G!,4P突变位于 9@酯酶的活性位点区。&’()@G

距离催化中心 !"#$%%的!氧只有 AUCV。将棉蚜氧化
乐果抗性品系与二嗪农抗性铜绿蝇羧酸酯酶、果蝇

乙酰胆碱酯酶及电鳐乙酰胆碱酯酶的氨基酸序列比

较后，并结合已发表的果蝇乙酰胆碱酯酶及电鳐乙

酰胆碱酯酶三级结构（!:44;-0 !" #$ 5，)++)；B-#"’ !"
#$ 5，$%%%），预测棉蚜羧酸酯酶 B14)%A在活性位点区
域。因此初步推断 B14)%A!,#E的突变可能与抗性有
关，若要确定此突变是棉蚜对氧化乐果产生抗性的

主导因素，则需进一步做体外表达并对其表达产物

做动力学分析等功能方面的研究。
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