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杀虫剂亚致死剂量对小菜蛾羧酸酯酶的影响

夏　冰3 3 , 　石　泰3 3 3 , 　梁　沛, 　高希武3

(中国农业大学 植物保护学院, 北京 100094)

摘要: 就阿维菌素和高效氯氰菊酯亚致死剂量对小菜蛾 P lu tella xy lostella L inneae 羧酸酯酶

(CarE)活性的影响进行了研究。用亚致死剂量的阿维菌素和高效氯氰菊酯分别处理阿维菌素敏感

和抗性小菜蛾, 使敏感品系CarE 比活力上升, 抗性品系CarE 比活力下降。酶动力学研究表明, 两

种药剂亚致死剂量处理对小菜蛾 CarE 与底物 Α2NA 亲和力的影响存在差异。在敏感品系中, 阿维

菌素和高效氯氰菊酯处理前后 CarE 的 K m 值无明显变化; 抗性品系中, 用阿维菌素亚致死剂量处

理后, 小菜蛾体内CarE 的 K m 值显著高于对照, 即其对 Α2NA 的亲和力比对照组明显降低, 高效氯

氰菊酯处理组CarE 的 K m 值与对照相比无明显变化。
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杀虫剂施用于田间后, 除了对害虫的直接杀死作用外, 随着时间的推移以及个体接触药量

的差异, 对部分试虫还存在亚致死效应。随着人们环境保护意识的增强, 近年来关于杀虫药剂

对害虫亚致死效应方面的研究已经很多, 主要包括对害虫生物学、生态行为和生殖力等方面影

响的研究[1～ 5 ]。

宏观上, 在杀虫药剂亚致死剂量对害虫抗药性发展的影响方面也做了一些研究, 发现亚致

死剂量的药剂对于害虫的抗药性发展有一定的促进作用。如高宗仁等[6 ]用亚致死剂量的溴氰

菊酯、氧乐果、杀虫脒和三氯杀螨醇等 4 种药剂对朱砂叶螨 T etrany chus cinnaba rinus 连续选

择 3 代后发现, 其对这 4 种药剂的敏感度均有不同程度的下降, 且该螨各发育阶段的历期均有

不同程度的缩短。N andihalli 等[7 ]研究发现, 溴氰菊酯、氯氰菊酯和氰戊菊酯的亚致死剂量引

起的棉蚜再猖獗情况比推荐使用浓度下更为严重。但仅有个别从更深层次研究杀虫药剂亚致

死剂量处理对昆虫体内解毒酶影响方面的报道[8～ 10 ]。

小菜蛾一直是蔬菜生产中最难防治的害虫之一。作者就用亚致死剂量阿维菌素 (AVM )和

高效氯氰菊酯处理后不同小菜蛾品系中羧酸酯酶 (CarE) 活性的变化进行了研究, 以期为小菜

蛾的抗药性治理提供一些理论依据。

1　材料与方法

1. 1　试虫来源及饲养

阿维菌素抗性品系 (AV 2R ) 由 1997 年采自河北省宣化田间的宣化种群室内汰选所得, 阿

维菌素敏感品系 (XH 2S)由同源的宣化种群在不接触药剂情况下同步饲养所得。室内饲养采用

蛭石萝卜苗法[11 ]。
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1. 2　供试试剂、药剂及仪器

91. 2% 阿维菌素 (abam ect in) 原药 (北京农业大学新技术开发总公司提供) ; 5% 高效氯氰

菊酯 (beta2cyperm eth rin) 乳油 (山东中石化工有限公司产品) ; 乙酸2Α2萘酯 (Α2NA ) 和乙酸2Β2
萘酯 (Β2NA ) , 化学纯 (上海试剂一厂产品) ; 固蓝 B 盐 (F luka 公司产品) ; 99% 毒扁豆

碱 (eserine) (A ldrich 化学公司产品) ; 曲拉通 (T riton X2100) (上海化学试剂采购供应站美国

进口分装)。

1. 3　生物测定方法

参照 Ism ail 和W righ t [12, 13 ]的叶片药膜法。取新鲜无农药污染的甘蓝叶片清洗干净后浸于

系列浓度的药液中 10 s, 以蒸馏水 (含 0. 1 mL öL 的 T riton X2100) 作对照, 室内晾干后接大小

一致的 3 龄幼虫 (2～ 3 m gö头) , 每个浓度 3 次重复, 每个重复接 10～ 20 头幼虫。48 h 后统计结

果。数据用 POLO 软件处理, 计算L C 50和L C 17值及毒力回归方程的斜率 (b)。

1. 4　CarE 残存活性测定

1. 4. 1　试虫处理　参照 1. 3 生物测定方法, 取新鲜无农药污染的甘蓝叶片分别于浓度为

LD 17的AVM 和高效氯氰菊酯溶液中浸 10 s, 室内晾干, 置于 5 个培养皿中, 各接大小一致的

3 龄幼虫 (2～ 3 m gö头) 20 头, 处理 24 h 后将存活的幼虫于- 20℃冻存。以蒸馏水处理的叶片

接虫为对照。

1. 4. 2　CarE 残存活性测定　参考高希武等[14 ]和李腾武等[15 ]方法, 将 1. 4. 1 处理过的幼虫去

头后, 加 pH 7. 0、0. 04 mo löL 的磷酸缓冲液匀浆, 所得酶液冰浴待测。以 Α2NA 和 Β2NA 为底

物 (其中均含毒扁豆碱 10- 5 mo löL )。30℃水浴中反应 15 m in 后加入 1 mL 显色液终止反应,

分别于 600 nm 和 555 nm 测定光密度值。每处理设 3 次重复。

1. 4. 3　米氏常数 (K m ) 的测定　取 6 支试管, 各加入 0. 2 mL 酶液和 0. 8 mL 磷酸缓冲液 (pH

7. 0、0. 04 mo löL ) , 再分别加入不同浓度的底物Α2NA , 30℃水浴中反应 15 m in 后加入1 mL 显

色液终止反应, 于 600 nm 测定光密度值。每处理设 3 次重复。以pH 7. 0、0. 04 mo löL 的磷酸

缓冲液为对照。

1. 4. 4　蛋白质含量测定　参照B radfo rd [16 ]考马斯亮蓝 G2250 法。

2　结果与分析

2. 1　小菜蛾抗性水平的测定

表 1 显示出敏感品系和抗性品系小菜蛾对AVM 和高效氯氰菊酯的敏感度。进一步计算

得到不同品系不同处理相应的亚致死剂量, 即L C17。AVM 和高效氯氰菊酯对敏感品系的亚致死

剂量分别为 0. 011 m göL 和 59. 792 m göL ; AVM 和高效氯氰菊酯对抗性品系的亚致死剂量分

别为 3. 255 m göL 和 313. 403 m göL。以下各实验所用的药剂剂量均为上述相应亚致死剂量。

2. 2　不同品系不同处理小菜蛾幼虫CarE 活性比较

表 2 显示出敏感品系用AVM 和高效氯氰菊酯处理后, CarE 对 Α2NA 和 Β2NA 的活性均

比对照高, 且在 Α= 0. 05 水平上差异显著。抗性品系用上述两种药剂处理后, 其CarE 对 Α2NA

和 Β2NA 的活性均比对照低, 其中AVM 处理组的CarE 活性最低, 三者在 Α= 0. 05 水平上差

异显著。抗性品系对照组CarE 对 Α2NA 和 Β2NA 的活性均比敏感品系对照组的高。
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T ab le 1　T he su scep t ib ility of d iamondback mo th to abam ect in and beta2cyperm eth rin

Strains3 Insecticides b L C50öm g·L - 1 95% L M

XH 2S abam ectin 1. 104±0. 290 0. 032 0. 012～ 0. 063

beta2cyperm eth rin 1. 960±0. 312 179. 375 124. 934～ 244. 408

AV 2R abam ectin 1. 478±0. 293 9. 765 6. 423～ 13. 884

beta2cyperm eth rin 2. 398±0. 552 940. 208 486. 926～ 1319. 641

　　3 XH 2S: abam ectin2suscep tib le strain, AV 2R: abam ectin2resistan t strain.

T ab le 2　Comparison of larvae specif ic act ivity of CarE in differen t d iamondback

mo th stra in s t rea ted w ith abam ect in and beta2cyperm eth rin

Strains T reatm ent

Α2NA

Specific activity

ömOD 600· (m g p ro·m in) - 1 RR

Β2NA

Specific activity

ömOD 555· (m g p ro·m in) - 1 RR

XH 2S CK 1. 326±0. 062 a 1. 000 1. 504±0. 038 a 1. 000

abam ectin 1. 925±0. 034 b 1. 451 2. 057±0. 053 b 1. 368

beta2cyperm eth rin 2. 028±0. 054 b 1. 529 2. 078±0. 021 b 1. 382

AV 2R CK 2. 268±0. 0367 a 1. 000 3. 998±0. 156 a 1. 000

abam ectin 1. 149±0. 021 b 0. 507 1. 894±0. 036 b 0. 474

beta2cyperm eth rin 1. 779±0. 023 c 0. 784 3. 004±0. 035 c 0. 751

　　N o te: RR = Specific activity of treated groupöSpecific activity of CK. W ith in a co lum n, values sharing a common letter

m eans no t sign ifican tly differen t (P > 0. 05). T he sam e as below.

2. 3　不同品系不同处理小菜蛾幼虫CarE Km 值的比较

表 3 为不同品系不同处理小菜蛾幼虫CarE 的 K m 值和V m ax值。敏感品系分别用亚致死剂

量的AVM 和高效氯氰菊酯处理后, 其CarE 的 K m 值与对照组相比无明显差异, 而V m ax均高

于对照, 且在 Α= 0. 01 水平上存在显著差异, 也就是说, 其CarE 对 Α2NA 的亲和力变化不大,

但处理组CarE 的比活力却明显高于对照组。这与表 2 的结果一致。抗性品系只有AVM 处理

组的 K m 值显著高于对照组, 即其CarE 对 Α2NA 的亲和力比对照组有所降低, 高效氯氰菊酯

处理组的 K m 值与对照组无明显差异; AVM 和高效氯氰菊酯两处理组的V m ax均明显低于对照

组。另外, 在两个品系中,AVM 处理组的 K m 值均显著高于高效氯氰菊酯处理组。

T ab le 3　Comparison of K m and V m ax value of larvae CarE in

differen t DBM stra in s t rea ted w ith abam en t in and beta2cyperm eth rin

Strains T reatm ent K m ö10- 4 mo l·L - 1 RR
V m axömOD 600·

(m g p ro·m in) - 1
RR

XH 2S CK 3. 125±0. 319 abc3 1. 000 3. 638±0. 283 a3 1. 000

abam ectin 4. 020±0. 684 b 1. 286 6. 269±0. 746 b 1. 723

beta2cyperm eth rin 3. 052±0. 230 c 0. 977 4. 760±0. 302 c 1. 308

AV 2R CK 1. 509±0. 253 ac 1. 000 4. 755±0. 419 a 1. 000

abam ectin 3. 091±1. 250 b 2. 048 2. 838±0. 757 b 0. 597

beta2cyperm eth rin 0. 949±0. 241 c 0. 629 2. 842±0. 327 b 0. 598
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3　讨论

CarE 是昆虫体内的重要解毒酶系, 研究药剂亚致死剂量对CarE 的影响是昆虫毒理学的

一个重要内容。本研究结果表明, 用AVM 和高效氯氰菊酯亚致死剂量处理AVM 敏感小菜蛾

品系, 可使其体内CarE 活性提高, 说明这两种药剂的亚致死剂量对敏感品系小菜蛾的CarE

有一定诱导作用。两种药剂亚致死剂量处理对抗性小菜蛾品系的CarE 有一定的抑制作用, 这

与高希武等[9 ]的研究结果基本一致, 他们发现用低剂量的对硫磷、马拉硫磷、倍硫磷、灭多威和

溴氰菊酯等处理棉铃虫 48 h 后, 其 CarE 比活力明显降低, 对底物的亲和力则随药剂种类而

异。研究还表明, 以亚致死剂量的AVM 处理抗性小菜蛾品系后, 其 K m 值显著高于对照组 (为

对照组的 2. 05 倍) , 即其CarE 对 Α2NA 的亲和力比对照组明显降低。高希武等[10 ]以LD 5 剂量

的对硫磷和灭多威处理棉铃虫 3 龄幼虫 24 和 48 h 后, 发现其GST s 的比活力及GST s 对底物

的亲和力均明显降低。还有研究[8 ]表明, 用亚致死剂量的甲基对硫磷和谷硫磷处理一种褐蛉

M crom us tasm an iae, 对其A ChE 的抑制率随杀虫剂浓度的升高而呈指数增长; 而用氯氰菊酯、

苯氯威、除虫脲和虫酰肼处理, 对其A ChE 活性则无影响。

关于杀虫剂对害虫亚致死效应的研究, 以往多集中在杀虫剂亚致死剂量对害虫的生理、生

殖、发育、种群的内禀增长力和拒食效应以及对天敌的生物学等方面[17～ 22 ], 基本上是以昆虫种

群的死亡率、繁殖率及生态行为学等方面的参数来评价和评估, 从更深层次的酶动力学及分子

水平上对亚致死效应进行的研究国内外还不是很多。而深入研究农药对生态系统的影响, 探讨

杀虫药剂亚致死效应的生物化学和分子生物学机制, 对于合理使用杀虫剂、减少其不良副作用

及协调生物防治与化学防治的关系将具有积极意义。
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Effect of Subletha l Concen tra tion of In sectic ides on the
Carboxylesterase in D iam ondback M oth, P lu tella xy los tella (L. )

X IA B ing, 　SH I T ai, 　L IAN G Pei, 　GAO X i2w u3

(D ep artm en t of E n tom ology , Ch ina A g ricu ltu re U niversity , B eij ing 100094, Ch ina)

Abstract: T he sub lethal effect of abam ectin (AVM ) and beta2cyperm eth rin (CPM ) on the carboxylesterase

(CarE) in diamondback mo th (DBM ) , P lu tella xy lostella (L. ) w as investigated. T he resu lts show ed that the

specific activity of CarE in DBM increased in abam ectin suscep tib le stra in (XH 2S) and decreased in abam ectin2
resistan t stra in (AV 2R ) after the treatm ent w ith sub lethal concen tra t ion of AVM and CPM. T he effect of

AVM and CPM sublethal concen tra t ion on the affin ity of CarE to Α2 o r Β2naph thyl aceta te is varied. A fter

treated w ith AVM and CPM , the K m value of CarE in XH 2S stra in show ed no dist inct difference from that of

the con tro l, In the AV 2R strain, the K m value of CarE after treated w ith AVM is sign ifican tly h igher than

that of the con tro l bu t no dist inct change after treatm ent w ith CPM.

Key words: P lu tella xy lostella; sub lethal effect; carboxylesterase; abam ectin; beta2cyperm eth rin
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