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三种植物次生物质对 B型烟粉虱羧酸酯酶
活性及其对药剂敏感度的影响

张爱萍 , 　宋敦伦 , 　史雪岩 , 　梁　沛 3
, 　高希武 3

(中国农业大学 昆虫学系 ,北京 100193)

摘　要 : 采用人工饲料添加法 ,研究了不同浓度的槲皮素、22十三烷酮和葫芦素 B 3种植物次生物

质对 B 型烟粉虱 B em isia tabac i羧酸酯酶 ( CarE)活性的影响 ,同时比较研究了用 3种植物次生物

质处理后敌敌畏、脱叶磷、灭多威、乐果和氧乐果 5种药剂对 C arE的抑制中浓度 ( I50 )的变化。结

果表明 : 0. 01～1. 0 m g /mL 的槲皮素对 B 型烟粉虱成虫 C arE活性均具有明显的诱导增加作用 ,

最高为对照的 4. 32倍 ; 0. 1和 0. 5 m g /mL 的 22十三烷酮处理使 C arE活性比对照分别下降了 22%

和 58% ; 0. 75～30. 0 m g /L 的葫芦素 B 对烟粉虱 C arE活性均表现为抑制作用 ;用 1. 0 m g /mL 的

槲皮素处理 24 h后 ,敌敌畏和脱叶磷对烟粉虱 CarE的 I50值分别增加为对照的 20. 05和 3. 16倍 ;

3. 75 m g /L 的葫芦素 B 处理后 ,敌敌畏和灭多威对 C arE 的 I50值分别增加为对照的 25. 94、2. 45

倍 ; 1. 0 m g /mL 的 22十三烷酮处理后敌敌畏、脱叶磷和乐果对 C arE的 I50值分别降低了 89%、83%

和 90%。
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Effects of Three A llelochem ca ls on the Carboxylestera se Activ ity and its

Susceptib ility to In sectic ides in B em isia tabac i B iotype B
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Abstract: The effec ts of que rce tin, 22tridecanone and cucurb itac in B on the spec ific ac tiv ity of

ca rboxy leste rase (C arE) in the tobacco w hitef ly, B em isia tabac i (G ennad ius) type B w ere investiga ted

by feed ing on artif ic ia l d ie t. The sensitiv ities of C arE to d ich lo rvos, m e thom yl, d im e thoate, om e thoate

and S, S, S2tribu ty l phospho ro trith ioa te (D EF) , an inh ib ito r of C arE, w ere a lso determ ined. A fte r trea ted

w ith querce tin ranged from 0. 01 m g /mL to 1. 0 m g /mL fo r 24 h, the spec if ic ac tiv ity of C arE

inc reased obv iously and the h ighest w as 4. 322fo ld h ighe r than the con tro l. The sp ec if ic ac tiv ity of C arE

w as pa rtia lly inh ib ited by 22% and 58% , respec tive ly in the 0. 1 and 0. 5 m g /mL 22tridecanone

trea tm en ts. The cucurbitacin B ranged from 0. 75 to 30. 0 m g /L inhibited activity of CarE obviously. The I50

values of dichlorvos and D EF to the CarE from B. tabaci treated w ith 1. 0 m g /L quercetin w ere respectively

20. 052 and 3. 162fold higher than the control. W hen treated w ith 3. 75 m g /L of cucurbitacin B for 24 h, the

I50 values of dichlorvos and m ethom yl to the CarE w ere 25. 94 2 and 2. 45 2 fold higher than the control,
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resp ec tive ly. W h ile w hen trea ted w ith 1. 0 m g /mL 22tridecanone fo r 24 h, the I50 va lues of

d ich lo rvos, D EF and d im e thoa te to the C a rE w ere dec reased by 89%, 83% and 90%, resp ec tive ly.

Key words: B em is ia tabac i; quce rce tin; 22tridecanone; cucu rb itac in B; ca rboxy leste rase;

insec tic ide

　　对烟粉虱的防治一直主要依靠化学农药 ,导

致其对多种杀虫药剂产生了中等甚至是高水平的

抗性 [ 1～4 ] 。除了杀虫药剂的直接作用 ,寄主植物中

各种防御性次生物质的诱导作用也是影响烟粉虱

对杀虫药剂抗性发展的一个不容忽视的因素 [ 5～7 ] 。

寄主植物及其防御性次生物质诱导与害虫抗药性

发展的关系在其他昆虫中也已有很多报道 ,这些

研究发现 ,不同寄主植物或植物中的防御性次生

物质通过抑制或诱导害虫多功能氧化酶、谷胱甘

肽 S2转移酶及羧酸酯酶等主要解毒酶的活性而影

响其对杀虫药剂的敏感性 [ 7～12 ] 。

羧酸酯酶 ( C arboxy les te rase, C arE)是烟粉虱体

内参与代谢外源化合物的一种重要解毒酶 ,在昆

虫对有机磷和拟除虫菊酯类等杀虫剂的抗性中起

着重要作用 [ 13, 14 ] 。有关槲皮素、22十三烷酮和葫

芦素 等 植 物 次 生 物 质 对 棉 铃 虫 H e licove rp a

a rm ige ra、杂豆角夜蛾 P e rid rom a sauc ia 及烟芽夜

蛾 H elio th is virescens等害虫解毒酶影响的研究已

有很多报道 [ 15 ]
,但关于植物次生物质对重要外来

入侵有害生物 B 型烟粉虱羧酸酯酶活性及其对药

剂敏感度变化影响的研究尚不多见 ,仅牟少飞 [ 5 ]

等用酶标仪初步研究了槲皮素诱导后 B 型烟粉虱

种群中羧酸酯酶比活力分布频率的变化。本文主

要报道用槲皮素、22十三烷酮和葫芦素 B 3种植物

次生物质处理后对 B 型烟粉虱种群 C arE活性的

影响 ,同时比较研究了用上述物质处理后 B 型烟

粉虱 C arE对 4种杀虫剂和一种增效剂敏感度的变

化 ,以期为进一步阐明影响 B 型烟粉虱抗药性发

展的因素及其扩张机理提供理论依据。

1　材料和方法

1. 1　供试昆虫

B 型烟粉虱 B em is ia tabac i由中国农业科学院

蔬菜与花卉研究所提供 ,以棉花为寄主 ,在温室内

饲养 5代以上 ,未接触任何药剂。

1. 2　化学试剂及杀虫药剂

98%槲皮素 (上海试剂二厂 ) ; 96% 22十三烷

酮 (A ld rich公司 ) ; 60%葫芦素 B (北京三九药业

有限公司 ) ; 99%毒扁豆碱、α2乙酸萘酯、十二烷基

硫酸钠和固蓝 B 盐 (美国 S igm a公司 ) ; 考马斯亮

蓝 G 2250 (英国进口分装 ,中国医药公司北京采购

供应站经销 ) ;其他试剂均购自北京市化学试剂公

司。

99%敌敌畏 原 药 ( d ich lovos, DDV P, 天 津

农药厂 ) ; 98% 脱 叶 磷 ( D EF: S, S, S2tribu ty l

p hosp ho ro trith ioa te,美国 S igm a公司 ) ; 80%灭多威

原药 (m e thom y l,江苏常隆化工有限公司 ) ; 97%乐

果原药 ( d im e thoa te,江苏大丰农药厂 ) ; 71%氧乐

果原药 ( om e thoa te,北京农药二厂 ) 。

1. 3　烟粉虱的人工饲养及药剂处理方法

参照 D av idson等 [ 16 ]和牟少飞等 [ 5 ]的方法并

稍有修改。将 50 mL 离心管去掉底部 ,经灭菌处

理后 ,一端用充分伸展的石蜡膜封口 ,将灭菌后的

液体饲料滴在薄膜表面上 ,再用另一层石蜡膜密

封 ,形成液体小囊 ,供烟粉虱从下面刺吸取食。将

烟粉虱成虫装入离心管 ,每管约 100头 ,另一端罩

以纱布 , 于室温、RH 50%～70%的条件下饲养

24 h。用植物次生物质处理时 ,先配成一定浓度的

乙醇溶液 ,再取一定体积加入液体饲料 ,配成实验

浓度 ,并使液体饲料中乙醇体积分数小于 1%。每

个处理设 3次重复 ,每个重复处理 500～600头烟

粉虱成虫。以不含次生物质的饲料为对照。

1. 4　羧酸酯酶活性测定

1. 4. 1　酶液的制取 　取上述处理的烟粉虱成虫

100头 ,加 0. 1 mL 0. 04 m o l /L pH 7. 0的磷酸缓冲

液匀浆 , 4℃, 10 000 g下离心 15 m in,上清液抽滤

后作为粗酶液 , - 80℃冻存备用。

1. 4. 2　C arE活性测定 　参照 V an A sp e rn
[ 17 ]的方

法并略加修改。在试管中依次加入 1. 8 mL 含有

3 ×10
- 4

m o l /L 的底物和毒扁豆碱的磷酸缓冲液
( 0. 04 m o l /L , pH 7. 0 ) , 0. 5 mL 粗酶液 , 30℃反应

15 m in后 ,加入显色剂 ( 1%固蓝 B 盐 ∶5% SD S =

2∶5,体积比 ) 1. 8 mL 终止反应并显色 , 静置 5～

10 m in后用 B io240紫外 2可见分光光度仪 ( Pe rk in

E lm er, U SA )测定其在波长 600 nm 处的吸光值。

对照管中在加入显色剂后补加酶液。实验重复

3次。以α2萘酚建立标准曲线 , C a rE活性单位为

nm o l·m in
- 1 · (m g p ro te in) - 1。

1. 5　CarE活性抑制分析

参照高希武等 [ 18 ]方法。将不同浓度的抑制剂

与烟粉虱 C a rE分别在 30℃水浴中保温 15 m in,加
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入底物使其反应 15 m in 后用显色剂终止抑制反

应 ,测定其残留活性。每个药剂 5个浓度 ,每个浓

度重复测定 3次。

1. 6　蛋白质含量测定

参照 B radfo rd
[ 19 ]的考马斯亮蓝 G 2250法。

1. 7　数据分析

数据均采用 G rap hPad InS ta t 3. 00软件进行统

计分析 [ 20 ] 。

2　结果与分析

2. 1　三种植物次生物质对 B型烟粉虱 CarE比活

力的影响

以含有不同浓度的槲皮素、22十三烷酮、葫芦

素 B 的人工饲料饲喂烟粉虱成虫 ,诱导 24 h后以

α2乙酸萘酯为底物测定其 C arE活性 ,结果 (表 1 )

表明 , 0. 01 m g /mL 的槲皮素诱导烟粉虱 C arE活

性增加了 65% ; 0. 05和 0. 1 m g /mL 处理组活性虽

有所增加 ,但在 α = 0. 05水平上与对照组差异不

显著。随着槲皮素浓度进一步升高 ,其对烟粉虱

C a rE活性的诱导作用明显增强 , 1. 0 m g /mL 的诱

导作用最强 ,为对照的 4. 32倍。与对照相比 , 0. 1

和 0. 5 m g /mL 22十三烷酮处理组 C a rE 比活力分

别下降了 22%和 58%, 1. 0 m g /mL 处理组 C arE比

活力 稍 有 升 高 , 但 与 对 照 组 无 显 著 差 异

( P > 0. 05 ) 。5个浓度的葫芦素 B 分别处理 B 型

烟粉虱后 ,对其 C a rE活性均有一定抑制作用 ,其

中 30 m g /L 葫芦素 B 的抑制率最高 , 为 38% ,

3. 75和 7. 5 m g /L 的葫芦素 B 抑制能力较弱 ,与

对照组无显著差异。

表 1　不同浓度的 3种植物次生物质处理 24 h后 B型烟粉虱 CarE的比活力

Tab le 1　Sp ec if ic ac tiv ity of C a rE from the B. tabac i b io typ e B trea ted w ith th ree

k ind of p lan t a lle lochem ica l a t d iffe ren t concen tra tion

　植物次生物质

Plant a llelochem ica l

浓度

Concen tra tion

/ (m g /mL )

CarE比活力

Spec ific A ctiv ity of CarE

/ nm ol·m in - 1 · (m g p ro te in) - 1

相对比值

Rela tive ra tio

( T rea tm en t / CK)

CK 0 31. 47 ±5. 55 c 1. 00

槲皮素 querce tin 0. 01 51. 84 ±5. 73 bc 1. 65

0. 05 43. 18 ±3. 24 bc 1. 37

0. 1 36. 78 ±0. 32 c 1. 17

0. 5 59. 44 ±3. 29 b 1. 89

1. 0 136. 07 ±10. 97 a 4. 32

22十三烷酮 22tridecanone 0. 1 24. 39 ±1. 08 b 0. 78

0. 5 13. 37 ±1. 08 c 0. 42

1. 0 37. 28 ±2. 30 a 1. 18

葫芦素 B cucu rb itac in B 0. 75 22. 35 ±1. 31 b 0. 70

3. 75 27. 48 ±4. 87 ab 0. 86

7. 5 26. 00 ±1. 75 ab 0. 82

15. 0 19. 92 ±1. 79 b 0. 63

30. 0 19. 57 ±1. 15 b 0. 62

　　注 :同一列中不同小写字母表示在α = 0. 05水平上差异显著。

N ote: V alues of CarE spec ific ac tiv ity fo llow ed by diffe ren t le tters a re sign ifican tly d iffe ren t ( P < 0. 05 ) .

2. 2　三种植物次生物质处理后 5种药剂对 B型

烟粉虱 CarE的抑制中浓度

用 1. 0 m g /mL 的槲皮素、1. 0 m g /mL 的 22十
三烷酮和 3. 75 m g /L 葫芦素 B 分别处理 B 型烟粉

虱 24 h后 , 再分别测定敌敌畏等 5 种药剂对其

C arE 的 抑 制 中 浓 度 ( I50 ) 。由 表 2 可 知 , 用

1. 0 m g /mL 的槲皮素处理后 , 敌敌畏对烟粉虱

C arE的 I50值增加为对照的 20. 05倍 ,叶脱磷的 I50

也增加为对照的 3. 16倍 ; 但灭多威和氧乐果对

C a rE的 I50变化不大 ; 经 1. 0 m g /mL 的 22十三烷

酮处理后 , 敌敌畏、叶脱磷和乐果对 B 型烟粉虱

C a rE 的 I50值分别比对照降低了 89%、83%和

90% ,但灭多威和氧乐果的 I50值则分别增加了

78%和 63% ; 3. 75 m g /L 的葫芦素 B 处理 24 h

后 ,敌敌畏对 B 型烟粉虱 C a rE的 I50值增加为对照

的 25. 94倍 ,灭多威和氧乐果的 I50也分别增加为
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表 2　三种植物次生物质处理 24 h后 5种药剂对 B型烟粉虱 CarE的抑制中浓度

Tab le 2　 I50 va lue of f ive insec tic ides on the C a rE from the B. tabac i trea ted w ith

th ree k ind of p lan t a lle lochem ica l fo r 24 h

杀虫剂
Insec tic ide

I50C K

/ (μm ol /L )

1. 0 m g /mL 槲皮素
Q uercetin

处理组
T reatm en t

I50 / (μm ol /L )

I50T / I50C K

1. 0 m g /mL 22十三烷酮
T ridecanone

处理组
T rea tm ent

I50 / (μm ol /L )

I50T / I50C K

3. 75 m g /mL 葫芦素 B

Cucurb itac in B

处理组
T rea tm en t

I50 / (μm ol /L )

I50T / I50C K

敌敌畏
dich lovos

8. 48 ±1. 01b 0. 17 ±0. 01 20. 053 0. 90 ±0. 12b 0. 113 0. 22 ±0. 02 25. 943

脱叶磷 a

D EF
1. 31 ±0. 23 4. 14 ±0. 46 3. 163 0. 22 ±0. 02 0. 173 1. 16 ±0. 32 0. 89

灭多威
m ethom yl

17. 82 ±7. 82 18. 80 ±2. 18 1. 05 31. 77 ±0. 29 1. 783 43. 5 ±10. 22 2. 453

乐果
dim ethoa te

12. 96 ±1. 41 9. 86 ±1. 32 0. 763 1. 30 ±0. 40 0. 103 1. 36 ±0. 06 0. 103

氧乐果
om ethoate

3. 86 ±0. 98 2. 41 ±0. 84 0. 62 6. 28 ±0. 61 1. 633 7. 24 ±0. 84 1. 883

　　注 : a 羧酸酯酶抑制剂 ; b 单位为 nm ol /L; 3 处理组与对照组的 I50值在α= 0. 05水平上差异显著 ( t2检验 , P < 0. 05) 。

N ote: a Inh ib itor of carboxy leste rase; b The unit is nm ol /L; 3 I50 values of trea tm ent and con tro l are sign ifican tly d iffe ren t a tα = 0. 05 ( t2test,

P < 0. 05) .

对照的 2. 45和 1. 88倍 ,但乐果的 I50值则降低了

90% ,叶脱磷的 I50值变化不大。

3　讨论

C arE是昆虫体内一类重要的解毒酶系 ,在烟

粉虱对杀虫药剂抗性的发生发展中起着重要作

用 [ 13, 14, 21 ] 。它不仅具有广泛的底物特异性 ,可以

水解羧酸酯键、酰胺键和硫酯键 ,在对含酯键杀虫

剂的水解方面起着重要作用 ,而且还可以作为结

合蛋白与杀虫剂分子不可逆结合 ,使其不能到达

靶标 ,从而起到对杀虫剂的隔离作用 [ 22 ] 。

在长期的协同进化过程中 ,植物通过产生防

御性次生物质引诱、驱避或毒杀昆虫 ,使植物在进

化过程中处于有利地位。但植物次生代谢物质在

抵御昆虫侵害的同时 ,对昆虫体内的解毒酶系同

时也具有一定的诱导作用 ,从而增强了昆虫对植

物次生物质的解毒作用 ,使昆虫免受次生物质的

影响。由于昆虫对杀虫药剂的解毒与其对植物次

生物质的解毒系统相似 ,因此植物次生物质对昆

虫解毒酶系的诱导作用同时也改变了昆虫对杀虫

药剂等外来化合物的敏感性。如 R iley等 [ 6 ]研究

发现 ,将以棉花为寄主筛选的对联苯菊酯产生高

度抗性 ( 915倍 )的烟粉虱种群转移到南瓜上饲养

一段时间后 ,虽然未用药处理 ,但其抗性又上升了

7. 5倍。这说明寄主植物体内的次生物质对昆虫

相关酶系的诱导可能在一定程度上增强了昆虫对

杀虫药剂的抗性。

本研究测定了槲皮素、22十三烷酮和葫芦素 B

3种植物防御性次生物质诱导对 B 型烟粉虱 C a rE

的比活力及其对 5种药剂敏感度的影响 ,发现在

本实验条件下 ,不同浓度的槲皮素对 B 型烟粉虱

成虫 C arE均有诱导作用 ,且有明显的剂量效应 ,

以 1. 0 m g /mL 诱 导 活 性 最 高 , 比 对 照 增 加

3. 32倍。这与牟少飞等 [ 5 ]的研究结果类似 ,他们

用 0. 05%和 0. 01%的槲皮素处理后有相当一部

分 B型烟粉虱个体比活力值达 55 m OD (m in·头 )

以上 ,导致其平均活性明显高于对照组 ,而浓度再

增大时 , 其活性则开始下降 ; 高希武等也发现 ,

1. 0 m g /mL 的槲皮素连续处理两代后对棉铃虫

C a rE比活力具有明显的诱导增强作用。与槲皮素

相反 , 22十三烷酮和葫芦素 B 对 B 型烟粉虱 C a rE

基本均表现为抑制作用 ,最高抑制率比对照分别

降低了 58%和 38%。高希武等 [ 23 ] 还曾报道用

1. 0 m g /mL 的 22十三烷酮连续处理两代可使棉铃

虫 C arE比活力增加为对照的 3. 0倍。这可能与

昆虫种类及处理时间不同有关。

通过测定 3种植物次生物质处理 B 型烟粉虱

后 5 种药剂对烟粉虱 C arE 的 I50 值发现 , 经

1. 0 m g /mL 槲皮素和 3. 75 m g /L 葫芦素 B 处理后

敌敌畏对 C a rE的 I50值均显著增加 ,但 22十三烷酮

处理后敌敌畏对 C arE 的 I50值则降低了近 90%。

槲皮素、22十三烷酮和葫芦素 B 处理后乐果对烟

粉虱 C arE的 I50值与对照相比也有不同程度下降。

I50值的大小反映了酶对药剂敏感度的高低。上述

结果表明 ,同一植物次生物质诱导后 B 型烟粉虱
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C arE对不同药剂的敏感度变化明显不同 ,而不同

植物次生物质诱导后烟粉虱 C arE对同一种药剂

的敏感度变化也有差异。这可能是由于不同植物

次生物质对 B 型烟粉虱 C arE诱导的机制不同 ,导

致诱导后 C arE的同工酶组成发生变化 ,从而对同

一药剂的敏感度不同。董向丽等 [ 9 ]的研究也发现

槲皮素诱导可使棉铃虫对灭多威的敏感性增加 ,

但对溴氰菊酯的敏感性无明显变化 ; 22十三烷酮诱

导则使棉铃虫对溴氰菊酯的耐药性增强 ,对灭多

威的耐药性降低 ,而对甲基对硫磷的耐药性无明

显变化。

可见 ,植物次生物质诱导对昆虫耐药性的影

响十分复杂。目前国内外在这方面的研究大多集

中在蛋白质水平 ,尚未从分子水平展开 ,只有少数

报道从基因水平初步研究了植物次生物质对棉铃

虫解毒酶 m RNA 表达量的影响 [ 24, 25 ] 。而次生物

质诱导对昆虫解毒酶基因表达影响的分子机制以

及诱导后昆虫对杀虫药剂敏感性变异的分子机制

等均有待进一步深入研究。
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