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解毒酶系在小菜蛾对阿维菌素抗性中的作用
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摘　要　对阿维菌素敏感 (ABM 2S) 和抗性 (ABM 2R ) 种群小菜蛾的羧酸酯酶 (CarE)、谷

胱甘肽 S2转移酶 (GST )和多功能氧化酶 (M FO )O 2脱甲基活力进行了比较。结果显示, 除 1～ 2

龄外, ABM 2R 种群的 CarE 活力显著高于ABM 2S 种群, 显著性随幼虫龄期的增长而增大,

ABM 2R 种群 4 龄末期幼虫的CarE 比活力为ABM 2S 种群的 2. 25 倍。动力学研究表明, 可能

是低龄幼虫中酶分子的变构起主要作用, 而随着虫龄增长, 酶分子数量的增加对抗性的作用逐

渐增大。从酯酶同工酶等电聚焦电泳得出, ABM 2R 种群的 E7、E13 和 E15 同工酶活力显著提

高是导致ABM 2R 种群酯酶活力提高的主要原因。ABM 2S 和ABM 2R 种群GST 的活力差异在

1～ 2 龄期最大, 为 2. 09 倍, 随幼虫龄期的增大而降低, 4 龄幼虫期的 GST 无种群差异。未检测

到多功能氧化酶的O 2脱甲基活力的种群差异。
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有害生物对农用化学物质的抗性是世界公认的难题, 其中害虫的抗药性程度及由此造成

的经济损失是最为严重的[1 ]。抗性机制中研究最多也最为深入的是生理或生化机制, 即认为抗

性昆虫较敏感昆虫降解药剂的能力更强、速度更快。通常降解产物的活性降低或基本无活性,

最终被结合或被快速排泄。与杀虫剂代谢相关的解毒酶系主要包括: 细胞色素 P450 介导的多

功能氧化酶 (M FO )、水解酯类和酰胺的酯酶、谷胱甘肽 S2转移酶 (GST ) 和DD T 2脱氯化氢酶。

这些代谢变化通常再经过次级反应, 包括代谢产物与糖、氨基酸或硫酸盐基团的结合作用而使

化合物的水溶性增强并加快排泄作用。

昆虫的解毒酶是一类异质酶系, 能够代谢大量的内源或外源底物, 酶活性的表达受发育阶

段、激素水平、种群、性别、食物种类及食物的质量和环境条件等多种因素的影响[2 ]。有关抗性

基因的阶段性表达M aa 和 T erriere 对抗性家蝇[3 ] , M aruyam a 等对抗有机磷的尖音库蚊

Cu lex p ip iens
[4 ] , Ro se 等[5 ]、Goh 等[6 ]、Ib rah im [7 ] 和 O ttea 等[8 ] 对抗性烟芽夜蛾 H eliloth is

v irescens, H em ingw ay 和 Callaghan 对抗氯辛硫磷的恶蚋 S im u lium d d am nosum
[9 ] , Fo rrester

等[10 ]、Glenn 等[11 ]、张友军等[12 ]对多抗性棉铃虫 H elicoverp a a rm ig era 做过研究, 但小菜蛾

P lu tella xy tostetla (L. )对阿维菌素抗性的表达与生长发育阶段的关系目前尚未见报道。

作者主要对阿维菌素敏感和抗性种群小菜蛾的羧酸酯酶 (CarE)、谷胱甘肽 S2转移酶和多

功能氧化酶的活性进行了研究。

1　材料和方法

1. 1　供试小菜蛾

相对敏感种群 (ABM 2S) : 1990 年采自深圳市田间, 于室内连续饲养, 未接触任何杀虫药
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剂。抗性种群 (ABM 2R ) : 用阿维菌素对ABM 2S 种群汰选而得, 与ABM 2S 种群相比, 抗性指数

为 80. 71 倍。

1. 2　供试药剂

牛血清白蛋白 (BSA )、乙酸2Α2萘酯 (Α2NA )、乙酸2Β2萘酯 (Β2NA )、Α2萘酚、还原型L 2谷胱

甘肽、对硝基苯和NAD PH (以上药剂均为 Sigm a 公司产品) ; 毒扁豆碱和考马斯亮蓝 G2250

(F luka 公司产品) ; 固蓝B 盐和固蓝RR 盐 (Farco 公司产品) ; 丙烯酰胺、亚甲基双丙烯酰胺

(B is2acrylam ide)、过硫酸铵 (G IBCO 公司产品) ; 载体两性电解质 (Ampho line) 和剥离硅烷

(R epel2Silane) (A. P. 公司产品) ; 12氯22, 42二硝基苯 (CDNB ) (北京化工厂产品) ; 对硝基苯甲

醚 (上海试剂厂产品)。

1. 3　生化测定方法

1. 3. 1　蛋白质含量测定　采用考马斯亮蓝染色法[13 ]。

1. 3. 2　羧酸酯酶 (CarE) 活性测定　酶源制备: 取不同龄期小菜蛾幼虫 [ 1～ 2 龄 30 头, 3 龄

20 头, 4 龄初期 (24 h) 15 头, 4 龄末 (96 h) 10 头, 以下同 ], 用 0. 04 mo löL pH 7. 0 的磷酸缓冲液

(PBS)冰浴匀浆, 于 4 ℃下, 4 000 röm in 离心 15 m in, 取上清液作为酶源。

CarE 活力测定: 参照 V an A speren 方法[14 ]。取适量稀释后的不同体积酶液, 加入

0. 04 mo löL pH 7. 0 的 PBS 0. 5 mL , 再加入 3 mmo löL 的 Α2NA 底物 (含 10- 6 mo löL 毒扁豆

碱) 5. 0 mL , 混匀后于 37 ℃恒温水浴中反应 30 m in, 然后加入 1. 0 mL 显色液 (1% 固蓝B 盐

溶液∶5% 十二烷基硫酸钠溶液= 2∶5) , 摇匀后静置 30 m in, 于 600 nm 处比色。以 Α2NA 作标

准曲线, 以所加酶量为横坐标,OD 值为纵坐标, 计算每毫升酶液生成的 Α2NA , 测定酶源蛋白

质含量 (öm g·mL - 1) , 然后计算出羧酸酯酶的活力。

CarE 动力学常数 (K m 和V m ax)的测定: 测定 7 个底物浓度下酶反应的初速度, 以双倒数作

图法求出米氏常数 (K m )和最大反应速度 (V m ax)。

1. 3. 3　酯酶同工酶的聚丙烯酰胺等电聚焦电泳　参照张龙翔等方法[15 ]。

酶液制备: 取小菜蛾 4 龄幼虫 (2～ 3 m gö头) , 用 0. 04 mo löL pH 7. 0 的 PBS 冰浴匀浆, 于

4 ℃下, 10 000 röm in 离心 15 m in, 取上清液作为酶源。

电泳时将电极板的正负电极压在滤纸条上, 盖上安全罩, 接通冷凝水。首先在电压 800 V、

电流 40 mA 条件下预电泳 30 m in, 然后将电压升至 2 000 V , 电流设置在 20 mA , 电泳约 2 h。

1. 3. 4　谷胱甘肽 S2转移酶 (GST ) 活性测定　酶源制备: 取不同龄期小菜蛾幼虫, 用

0. 06 mo löL pH 7. 0 的 PBS (含 2mmo löL ED TA ) 冰浴匀浆, 然后于 4 ℃下、4 000 röm in 离心

30 m in, 上清液作为酶源。

GST 活力测定, 参照姜家良等方法[16 ]。于UV 2300 型分光光度计 340 nm 处, 测定记录

5 m in内OD 变化值, 重复 4 次。测定蛋白质含量, 计算 GST 的比活力。

1. 3. 5　多功能氧化酶O 2脱甲基活性测定　酶液制备: 取 4 龄幼虫, 以 0. 1 mo löL pH 7. 8 的

T ris2HC l 缓冲液冰浴匀浆, 于 4 ℃下 15 000 röm in 离心 30 m in, 取上清液作为酶源。

M FO O 2脱甲基活性测定参照 Shang [17 ]和袁家　等[18 ]方法。

2　结果与分析

2. 1　羧酸酯酶

CarE 是B 2酯酶, 又称脂族酯酶, 主要通过两种方式起作用: 一种方式是酯酶分子发生变
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构而增加对底物的亲和力; 另一种方式是酯酶基因的过量表达, 通过合成大量的酶蛋白而增加

与杀虫剂的结合, 从而降低或阻断药剂到达作用位点的能力。以每m g 蛋白表示CarE 活力,

ABM 2S 和ABM 2R 种群幼虫不同发育龄期CarE 的活力比较见表 1。

T ab le 1　Comparison of carboxylesterase act ivit ies and k inet ic con stan ts a t d ifferen t

in stars of the abam ect in2su scep t ib le and 2resistan t st ra in s of P. xy lostella

Instar Stra in
Specific activity

öΛmo lõm g- 1p roõm in - 1
R öS

K m

ö10- 3 mmo l·L - 1
R öS

V m ax

öΛmo lõm g- 1p roõm in - 1
R öS

1～ 2 ABM 2S 4. 7166±0. 0258 1. 1557 1. 0096

ABM 2R 6. 0567±0. 0145 1. 28 0. 3441 0. 303 0. 4031 0. 403

3 ABM 2S 3. 0472±0. 0360 0. 4150 0. 2821

ABM 2R 4. 3399±0. 0345 1. 423 0. 1530 0. 373 0. 2915 1. 03

4 (24h) ABM 2S 2. 5641±0. 0026 0. 4482 0. 2672

ABM 2R 3. 8983±0. 0017 1. 523 0. 2801 0. 633 0. 3785 1. 423

4 (96h) ABM 2S 7. 0452±0. 0175 0. 6213 0. 5361

ABM 2R 15. 8850±0. 0183 2. 253 0. 5336 0. 86 1. 4454 2. 703

　　3 Indicates sign ifican t difference at 0. 05 level. T he sam e as below.

从表 1 可以看出, 除 1～ 2 龄期外,ABM 2R 种群的CarE 活力均显著高于ABM 2S 种群, 且

差异性随幼虫龄期的增长而增大,ABM 2R 种群老龄幼虫的 CarE 比活力为ABM 2S 种群的

2. 25倍。比较两种群的 K m 和V m ax可以看出, K m 值的种群差异随虫龄的增长而缩小, 而V m ax值

的差异却逐渐增大。1～ 2 龄幼虫,ABM 2R 种群的 K m 值仅为ABM 2S 种群的 0. 30 倍, 但V m ax

值也仅为后者的 0. 40 倍, 总体表现为 1～ 2 龄期CarE 活性无种群差异; 3 龄幼虫,V m ax值没有

显著差异, 但ABM 2R 种群的 K m 值是ABM 2S 种群的 0. 37 倍, 则 3 龄幼虫CarE 的种群差异

主要因 K m 值的不同所致; 24 h 4 龄幼虫ABM 2R 种群的 K m 值显著低于ABM 2S 种群,V m ax值

也为后者的 1. 42 倍, 二者综合作用结果为抗性种群 4 龄幼虫的CarE 活力显著高于相对敏感

种群, 为ABM 2S 种群的 1. 52 倍; 老龄幼虫ABM 2R 种群的V m ax值是ABM 2S 种群的 2. 70 倍,

但 K m 值无显著差异。以上结果说明, 抗性种群羧酸酯酶活性的增加在幼虫不同发育龄期的生

理反应机制不同, 低龄幼虫酶分子的变构可能起主要作用, 而随着虫龄增长, 酶分子数量的增

加对抗性的作用逐渐增大。

2. 2　酯酶同工酶等电聚焦电泳

根据酯酶同工酶扫描图谱 (见图 1) 峰面积得出,ABM 2R 种群的全酯酶活力高于ABM 2S

种群, 为ABM 2S 种群的 1. 28 倍。其中ABM 2R 种群的 E7、E13 和 E15 的活力提高显著, 分别

为ABM 2S 种群相应酶带 E10、E17 和 E20 的 1. 70、2. 56 和 2. 94 倍, 是导致ABM 2R 种群酯酶

活性提高的主要原因。同时可以看出,ABM 2R 种群的同工酶带的显著减少, 可能是因为通过

杀虫剂的选择, 敏感种群的酶从杂合形式逐步被汰选为“纯合酶”或趋向于“纯合”。

2. 3　谷胱甘肽 S-转移酶

从表 2 可以看出,ABM 2S 和ABM 2R 种群 GST 的活力差异在 1～ 2 龄期为最大, 随幼虫

龄期的增大而降低, 4 龄幼虫期的GST 无种群差异。低龄幼虫期, 即 1～ 2 龄和 3 龄期,ABM 2R

52第 3 期 吴青君等: 解毒酶系在小菜蛾对阿维菌素抗性中的作用



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

种群的 GST 活力显著高于ABM 2S 种群, 分别为ABM 2S 种群的 2. 09 和 1. 48 倍。

F ig. 1　Scann ing zymogram s of esterase isozym e

w ith isoelectric focusing eletropho resis (pH 3. 5～ 10)

T ab le 2　Comparison of g lu th ione S2t ran sferase act ivity betw een differen t in stars of the

abam ect in2su scep t ib le and 2resistan t st ra in s of P. xy lostella

Instar Stra in Specific activityöOD·m g- 1p ro· (5m in) - 1 R öS

1～ 2 ABM 2S 1. 5091±0. 1354

ABM 2R 3. 1473±0. 2369 2. 093

3 ABM 2S 1. 6356±0. 0824

ABM 2R 2. 4191±0. 0883 1. 483

4 (24h) ABM 2S 3. 1922±0. 2241

ABM 2R 3. 3312±0. 1863 1. 04

4 (96h) ABM 2S 6. 3949±0. 1306

ABM 2R 6. 5942±0. 1826 1. 03

2. 4　多功能氧化酶

因虫量原因, 作者只对 4 龄幼虫的M FO 活性进行了比较。从表 3 中可以看出,ABM 2S 和

ABM 2R 种群的多功能氧化酶的O 2脱甲基活力分别为 0. 0653 和0. 0703 Λmo l·m g- 1p ro·m in - 1,

无显著差异, 其原因尚不明确, 讨论中对此进行了进一步的分析。
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T ab le 3　Comparison of O 2dem ethyo lse act ivity betw een abam ect in2su scep t ib le

and 2resistan t st ra in s of P. xy lostella

Strain Specific activityöΛmo l·m g- 1p ro·m in - 1 R öS

ABM 2S 0. 0653±0. 0043

ABM 2R 0. 0703±0. 0055 1. 08

3　讨论

室内抗性汰选通常产生多基因抗性, 这是因为抗性选育过程中, 每次处理后均保留少数存

活个体, 每个微效基因的逐代积累最终形成多基因遗传的抗性[19 ]。本研究结果表明小菜蛾对

阿维菌素的抗性与羧酸酯酶和谷胱甘肽 S2转移酶的活性增强有一定关系, 酶活性的表达与昆

虫的生长发育呈一定的相关性, 不同酶系对抗性的贡献与虫龄亦有一定关联。在低龄幼虫期可

能是 GST 对抗性的贡献较大, 而随着龄期增长, 羧酸酯酶逐渐起主要作用。

细胞色素 P450 依赖的微粒体多功能氧化酶是具有极广泛底物的同工酶系, 它对内源和

外源化合物如各种杀虫剂和有害化合物的氧化代谢起着重要作用, 在昆虫抗药性和选择毒性

及昆虫对寄主植物的适应性等方面也起着重要作用。本研究中敏感和抗性种群的多功能氧化

酶O 2脱甲基活力无种群差异, 与离体测定的 PB 有明显增效作用不一致。这种现象可能是由

于: 1)微粒体氧化酶的多功能性意味着对一种同工酶有作用的增效剂, 对其它同工酶可能没有

任何作用[5 ]; 2) 反过来, 因氧化作用而增加的抗性并非总是与各类微粒体氧化作用有关; 3) PB

除能抑制微粒体氧化酶的活性外, 对酯酶亦有抑制作用[20 ] , 杀虫剂对昆虫的抗性汰选可以是

多种氧化作用的同时增加或是某些反应选择性地增加[21 ] , 而仅从某一种氧化作用如O 2脱甲基

作用难以反映对特异化合物如阿维菌素的氧化代谢作用; 4) 增效剂 PB 是强亲脂性化合物, 它

对生物膜也具有一定的作用, 可能生物测定中观察到的增效作用是由于 PB 能够促进杀虫剂

的穿透作用而造成的[22 ]。
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The Role of D etox if ica tion in Abam ectin -

res istan t P lu tella xy los tella (L. )

W u Q ingjun 13 　Zhang W en ji2　Zhang You jun1　Xu Baoyun1　Zhu Guo ren1

(1 Inst itu te of V egetab les and F low ers, Ch inese A cadem y of A gricu ltu ral Sciences, Beijing　100081)
(2Co llege of A pp lied Chem istry, Ch ina A gricu ltu ral U niversity, Beijing　100094)

Abstract 　 T ests w ere conducted to determ ine the activity of detox ificat ion enzym e system s, including

carboxylesterase (CarE ) , glu th ione S2t ransferase ( GST ) and m ixed2function ox idase (M FO ) in the

abam ectin2suscep tib le (ABM 2S) and 2resistan t (ABM 2R ) stra ins. T here w ere sign ifican t differences in CarE

activit ies at various developm ental stages excep t the first and the second instars betw een the tw o stra ins. T he

differences increased w hen the age of instar increased. T he CarE specific activity of ABM 2R strain at the la te

fourth instar w as 2. 252fo ld h igher than that of the ABM 2S stra in. K inetics studies show ed that change of

CarE mo lecu lar p lay a key ro le in the earlier instar. Q uan tita t ive differences m igh t gradually rep lace the ro le

w ith in la tely instar. E sterase isozym e upon isoelectric focusing eletropho res demonstra ted that the h igh levels

of to ta l esterase activity in ABM 2R w as due to the increased activit ies of E7, E13 and E15 isozym es. T he

b iggest difference of GST activit ies betw een ABM 2S and ABM 2R strain w as at earlier stage, w h ich w as

2. 092fo ld. How ever, the differences reduced w ith the increase of larval age. A nd no difference w as observed

at the la te fourth instar. It w as unexpected that there w as no sign ifican t difference in O 2dem ethylase activity

of the monooxygenases betw een the tw o stra ins. Four po ssib le reasons w ere discussed.

Key words　P lu tella xy lostella; A bam ectin; R esistance; D etox ificat ion
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