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摘要: 在室内模拟田间药剂的选择压力, 用阿维菌素和甲氰菊酯对朱砂叶螨 T etrany chus

cinnabarinus 进行逐代处理,以选育其抗药性品系。阿维菌素品系选育至 42代,抗性增长到 8. 7倍,

甲氰菊酯品系选育至 40代,抗性增长到 68. 5倍。阿维菌素抗性品系羧酸酯酶 (CarE)、谷胱甘肽2S 2
转移酶 (GST s)、多功能氧化酶 (M FO )的活性分别为敏感品系的 2. 7、3. 4和 1. 4倍,差异达显著水

平。推测 3种解毒酶活性显著升高是朱砂叶螨对阿维菌素产生抗性的重要原因。甲氰菊酯抗性品系

GST s的活性为敏感品系的 2. 8倍,差异显著,表明该抗性品系的形成与 GST s活性增强有关。羧酸

酯酶动力学测定结果表明,朱砂叶螨阿维菌素抗性品系体内存在变构的羧酸酯酶。
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朱砂叶螨 T etrany chus cinnaba rinus (Bo isduval) 属于蛛形纲A rachn ida 蜱螨亚纲A cari

螨目A carifo rm es叶螨科 T etranych idae,在我国分布广泛,是棉花和多种蔬菜上危害严重而又

难以防治的一种害螨。螨类因其繁殖力强、世代周期短、活动范围小、近亲交配率高、受药机会

多, 其抗性问题甚至比其他农作物害虫更为严重。国外有关朱砂叶螨的抗药性最早见于

1949年美国纽约州棉田使用对硫磷防治棉叶螨失效的事例[1 ]。国内于 1960年初在湖北荆州

棉区发现棉红蜘蛛对有机氯农药产生了抗性,并由此开展了对朱砂叶螨的抗性研究[2, 3 ]。

昆虫 (螨类)抗药性的形成与体内各种解毒酶系的活性变化存在密切联系。羧酸酯酶

(CarE)是昆虫体内重要的解毒酶系,在对外源化合物的解毒代谢和对杀虫剂的抗性形成中起

着重要作用;谷胱甘肽2S 2转移酶 (GST s)能使内源谷胱甘肽与化学农药 (包括杀虫剂、杀螨剂)

中具有毒理作用的亲电基团结合并排出体外; 多功能氧化酶 (M FO )的底物谱极广,几乎能氧

化代谢所有的杀虫剂,与许多害虫的抗药性形成有关。笔者在室内筛选朱砂叶螨抗药性品系的

基础上,比较了敏感品系和抗性品系上述 3种解毒酶活性的差异,借以探讨朱砂叶螨对阿维菌

素和甲氰菊酯抗药性形成的生化机制。

1　材料与方法

1. 1　供试螨类

将采自重庆市北碚区田间豇豆苗上的朱砂叶螨移接到新鲜盆栽豇豆苗上,在人工气候室

内饲养 5年约 100代左右后视为相对敏感品系。室内饲养条件为: 温度 (26±1)℃,相对湿度

55%～ 60% , 14 h 光照 (8只 40 W 日光灯直射) , 10 h 黑暗。室内分 3 个品系: 相对敏感品系

(S)、阿维菌素抗性筛选品系 (A bR )、甲氰菊酯抗性筛选品系 (FeR )。
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1. 2　供试药剂和主要仪器

阿维菌素 (abam ect in) 1. 8%乳油 (河南新霸王化工有限公司) ; 甲氰菊酯 (fenp ropath rin)

20%乳油 (重庆井口农药厂) ; Α2萘酚 (中国医药集团上海化学试剂公司) ; 乙酸2Α2萘酯 (Α2NA ,

中国上海青浦合成试剂厂) ;毒扁豆碱 (F luka 公司) ; 坚固蓝B 盐 (上海试剂站分装厂) ; 十二烷

基硫酸钠 (SD S, Sigm a 公司)、考马斯亮蓝 G2250 (AM R ESCO 分装) ; 牛血清蛋白 (上海伯奥生

物科技有限公司) ; 还原型谷胱甘肽 (上海酵母厂) ; 12氯22, 42二硝基苯 (CDNB , 上海试剂一

厂) ; 对硝基苯酚、对硝基苯甲醚 (上海三爱思试剂有限公司) ; 还原辅酶Ê (NAD PH ) (北京北

方同正生物技术发展公司)。UV 28500 型紫外2可见分光光度计 (上海天美科技有限公司) ;

M IKRO 22R 型高速冷冻离心机 (H et t ich Zen trifugen 公司)。

1. 3　抗性选育和生物测定方法

从相对敏感品系开始培育朱砂叶螨的抗药性品系。分别用 1. 8%阿维菌素乳油和 20%甲

氰菊酯乳油,以杀死种群 70%左右个体的选择压力,用长江208型喷雾器喷洒药剂。喷药 24 h

后记录死亡率并将存活的叶螨个体转移到新的豇豆苗上,产卵 1～ 2 d 后再移走,待同一代卵

发育成新的成熟个体时再一次喷药。用药一定代数后,为保证 70%左右的选择压力,要适当提

高用药浓度,并做一次毒力测定,计算其致死中浓度 (L C 50) ,掌握抗药性的发展趋势。每个品系

的起始代用 F 0 表示,药剂筛选后第 1、2、⋯ n 代,分别以 F 1、F 2、⋯ F n 表示。

生物测定方法参照联合国粮农组织 (FAO )推荐的玻片浸渍法[4 ]。每种药液设置 5～ 7个浓

度,且使螨的死亡率维持在 20%～ 86%之间。将浸过药的载螨玻片按由低到高的药剂浓度依

次平放在方盘中的滤纸上,置于 (26±1)℃、RH 55%～ 60%、14 h 光照的培养箱内, 24 h 后取

出镜检死亡数。检查时用小毛笔尖轻轻触动螨足和口器,凡足、须不活动者视为死亡。

在抗性品系选育完成之后,取各品系雌成螨若干提取酶液进行酶活性的测定。

1. 4　酶源蛋白质含量测定

参照B radfo rd [5 ]考马斯亮蓝G2250法。先以牛血清蛋白量为自变量,光密度 (OD 值)为因

变量作标准曲线。将工作酶液 (对照管用 0. 04 mo löL pH 7. 0的磷酸缓冲液代替) 0. 1 mL 与考

马斯亮蓝 G2250试剂混合,于 25 ℃水浴 2 m in,在 595 nm 处测OD 值。根据制作的标准曲线,

将OD 值换算成蛋白质含量 (m gö头)。

1. 5　羧酸酯酶 (CarE)活性测定

参照V an A stern [6 ]方法。先以 Α2萘酚量为自变量,OD 值为因变量作标准曲线。取朱砂叶

螨雌成螨 150头,加 pH 7. 0、0. 04 mo löL 的磷酸缓冲液 1. 25 mL ,于冰水浴中匀浆,匀浆液于

10 000 g、4℃离心 15 m in,取上清液冰浴待测。以Α2NA (3×10- 4 mo löL ,含 10- 4 mo löL 的毒扁
豆碱)为底物,经酯酶水解后生成 Α2萘酚与显色剂 (质量分数为 5% SD S 与质量分数为 1%的

坚固蓝B 盐的体积比为 5∶2)作用呈现深蓝色,于 600 nm 处测OD 值。根据Α2萘酚标准曲线和
酶源蛋白质含量,将OD 值换算成比活力[mmo l·m g- 1· (30 m in) - 1 ]。重复 3次,取平均值。

1. 6　谷胱甘肽 S -转移酶 (GSTs)活性测定

参照C lark 等[7 ]方法。取雌成螨 500头,加pH 6. 5、0. 1 mo löL 的磷酸缓冲液 1. 25 mL ,于

冰水浴中匀浆,匀浆液于10 000 g、4℃离心10 m in,取上清液冰水浴待测。用1. 0 mmo löL CDNB

作底物,经GST s作用,与还原型谷胱甘肽(1. 0 mmo löL )反应生成硫醇尿酸衍生物,在 340 nm 处

测OD 值。根据酶源蛋白质含量测定结果, 将OD 值换算成比活力 (OD·m g- 1P ro·m in - 1)。

重复 3次,取平均值。
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1. 7　多功能氧化酶 (M FO )氧脱甲基活性测定

以对硝基苯酚量为自变量, OD 值为因变量作标准曲线。取雌成螨 300 头, 加 pH 7. 8、

0. 1 mo löL的磷酸缓冲液 1. 5 mL 于冰水浴中匀浆,匀浆液于 10 000 g、4 ℃离心 15 m in,取上

清液冰水浴待测。用对硝基苯甲醚 (丙酮为溶剂, 0. 05 mo löL )作底物,在氧和NAD PH 作电子

供体条件下,M FO 催化发生氧脱甲基作用生成对硝基苯酚。用盐酸 (1 mo löL )终止反应后,先

后用氯仿、N aOH 溶液 (0. 5 mo löL )萃取,在 400 nm 处测OD 值。根据对硝基苯酚标准曲线和酶

源蛋白质含量,将OD 值换算成比活力[nmo l·m g- 1P ro· (30 m in) - 1 ]。重复 3次,取平均值。

1. 8　羧酸酯酶米氏常数 Km 和最大反应速度Vmax的测定

K m 值和V m ax值采用双倒数作图法求得[8 ]。先建立底物浓度梯度 (0. 075、0. 15、0. 3、0. 6、

1. 2 mmo löL ) ,然后采用与CarE 活性测定 (见 115)相同的方法测定不同底物浓度CarE 比活

力。重复3次,取平均值。根据测定结果用双倒数作图法求得 K m 值和V m ax值。

2　结果与分析

2. 1　朱砂叶螨对阿维菌素和甲氰菊酯的抗性发展趋势

阿维菌素和甲氰菊酯抗药性品系的培育过程见表 1和表 2。朱砂叶螨经阿维菌素多代筛

选后,抗性缓慢而稳定地上升,筛选至 42代,抗性倍数 (R f)为 8. 65。抗性增加较快的 3个阶段

为 F 10～ F 18、F 22～ F 26和 F 26～ F 30,抗性倍数分别增加 1. 89、2. 11和 1. 36。但是从整个抗性增长

趋势看是比较缓慢而稳定的,如果继续用药,预计抗性还会缓慢增长。

朱砂叶螨对甲氰菊酯的抗性发展较快,筛选至 40代,抗性倍数增长为 68. 5。抗性上升较

快的 4 个阶段分别为 F 10～ F 13、F 13～ F 18、F 20～ F 25和 F 25～ F 28, 抗性系数分别上升 9. 1、14. 3、

13. 9和 24. 0。从各次毒力回归线的 b值来看,朱砂叶螨对甲氰菊酯的抗性形成明显分为两个

阶段: 第一阶段, F 0～ F 13, b值由大变小 (由 3. 276逐渐降低为 0. 684) ,表明品系中出现了抗性

杂合子,并不断增多,群体的异质性变大; 第二阶段, F 13～ F 40, b值又由小变大 (由 0. 684 逐渐

增大为 4. 421) ,表明品系中抗性杂合子进化为抗性纯合子并不断增多,群体的异质性越来越

小。从最后两次测定的R f 值及 b值分析,由于两次测定相差不大 (F 28和 F 40的R f 值分别为65. 6

和 68. 5, b值分别为 4. 74和 4. 42) ,因此可以预见,如果继续筛选,朱砂叶螨对甲氰菊酯的抗

性还会上升,但上升速度将大大减慢。

T ab le 1　T he select ion of resistance to abam ect in in T etrany chus cinnaba rinus

N um ber of

generat ion selected
L C2P line ς2 L C50 (95% CL ) öm g·L - 1 R esistance

rat io

F 0 Y = 10. 794+ 3. 279 x 3. 01 0. 017 (0. 010～ 0. 024) 1. 00

F 4 Y = 10. 952+ 3. 102 x 2. 73 0. 012 (0. 007～ 0. 017) 0. 71

F 10 Y = 10. 842+ 3. 576 x 0. 66 0. 023 (0. 014～ 0. 032) 1. 35

F 18 Y = 11. 520+ 5. 183 x 2. 99 0. 055 (0. 053～ 0. 057) 3. 24

F 22 Y = 9. 103+ 3. 421 x 0. 85 0. 063 (0. 060～ 0. 066) 3. 71

F 26 Y = 8. 473+ 3. 454 x 1. 25 0. 099 (0. 058～ 0. 140) 5. 82

F 30 Y = 7. 932+ 3. 213 x 1. 34 0. 122 (0. 116～ 0. 128) 7. 18

F 34 Y = 3. 725+ 1. 957 x 0. 16 0. 132 (0. 120～ 0. 144) 7. 76

F 42 Y = 7. 545+ 3. 060 x 1. 34 0. 147 (0. 140～ 0. 154) 8. 65

52N o. 4 何林等:朱砂叶螨的抗药性选育及其解毒酶活性研究



T ab le 2　T he select ion of resistance to fenp ropath rin in T etrany chus cinnaba rinus

N um ber of

generat ion

selected

L C2P line ς2 L C50 (95% CL ) öm g·L - 1 R esistance

rat io

F 0 Y = - 4. 393+ 3. 275 x 4. 27 736. 91 (703. 25～ 770. 58) 1. 00

F 6 Y = - 0. 015+ 1. 617 x 1. 23 1 261 (1 146～ 1 375) 1. 71

F 10 Y = - 0. 369+ 1. 617 x 0. 76 1 753 (1 601～ 1 905) 2. 38

F 13 Y = - 2. 313+ 0. 684 x 0. 93 8 485 (6 770～ 10 201) 11. 51

F 18 Y = - 2. 890+ 1. 844 x 1. 20 19 004 (17 444～ 20 565) 25. 79

F 20 Y = - 6. 856+ 2. 567 x 7. 00 20 426 (19 165～ 21 687) 27. 72

F 25 Y = - 15. 32+ 4. 530 x 0. 01 30 644 (29 641～ 31 646) 41. 58

F 28 Y = - 17. 16+ 4. 420 x 1. 99 48 307 (47 001～ 49 613) 65. 55

F 40 Y = - 15. 79+ 4. 421 x 2. 99 50 478 (48 815～ 52 140) 68. 50

2. 2　朱砂叶螨解毒酶活性研究

朱砂叶螨CarE、GST s、M FO 比活力测定结果分别见表 3、表 4和表 5。

朱砂叶螨A bR 品系的CarE 比活力为 S品系的 2. 70倍,差异达显著水平;而 FeR 品系与

S品系之间CarE 比活力没有显著性差异。表明朱砂叶螨对阿维菌素产生抗性可能与CarE 活

性增强有关,而对甲氰菊酯产生抗性与CarE 无明显关系。

　　朱砂叶螨 GST s的活性测定结果为: A bR 品系、FeR 品系的比活力都明显高于 S品系,分

别为 S品系的 3. 37和 2. 78倍,且差异显著。说明 GST s活性增强可能是朱砂叶螨对阿维菌

素、甲氰菊酯抗药性形成的主要原因之一。

T ab le 3　Comparison of the act ivit ies of CarE in differen t resistan t and

su scep t ib le batches of T etrany chus cinnaba rinus

Batches
Specific activity of CarE

ömmo l·L - 1·m g- 1 P ro· (30 m in) - 1

R atio3

(R öS)

S 13. 335±2. 456 1. 00 a

A bR 36. 068±4. 597 2. 70 b

FeR 15. 079±4. 103 1. 13 a

　　3 V alues w ith in a co lum n fo llow ed by differen t letter are sign ifican tly differen t (P < 0. 05). T he sam e as in the

fo llow ing tab les.

T ab le 4　Comparison of the act ivit ies of GST s in differen t resistan t and

su scep t ib le batches of T etrany chus cinnaba rinus

Batches
Specific activity of GST s

ömmo l·L - 1·m g- 1 P ro· (30 m in) - 1

R atio

(R öS)

S 0. 396±0. 196 1. 00 a

A bR 1. 335±0. 008 3. 37 b

FeR 1. 101±0. 330 2. 78 b
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T ab le 5　Comparison of the act ivit ies of M FO in differen t resistan t and

su scep t ib le batches of T etrany chus cinnaba rinus

Batches
Specific activity of M FO

ömmo l·L - 1·m g- 1 P ro· (30 m in) - 1

R atio

(R öS)

S 3. 532±0. 207 1. 00 a

A bR 5. 063±0. 589 1. 43 b

FeR 4. 359±0. 984 1. 23 ab

　　朱砂叶螨 2个抗性品系的M FO 比活力都比 S品系增强,但只有A bR 品系与 S 品系的差

异达到了显著水平,表明朱砂叶螨阿维菌素抗性品系的形成与M FO 活性增强有关系,而甲氰

菊酯抗性品系的形成可能与M FO 甲氧基脱甲基活性关系不大。

2. 3　羧酸酯酶 Km 值和Vmax值的比较

朱砂叶螨各品系CarE 对底物 Α2NA 的 K m 值和V m ax值见表 6。朱砂叶螨A bR 品系体内

CarE 的K m 和V m ax值与 S品系的差异显著,分别为 S品系的 0. 44和 1. 95倍,表明朱砂叶螨对

阿维菌素产生抗性后,其体内CarE 的反应速度加快,与底物的亲和力增强; FeR 品系的 K m 值

和V m ax值与 S品系之间无显著性差异,进一步说明朱砂叶螨对甲氰菊酯的抗药性可能与CarE

无关。

T ab le 6　T he K m、V m ax values and the linew eaver2bu rk

cu rves of CarE in T etrany chus cinnaba rinus

Batches
linew eaver2burk

curves
R

K m

ömmo l·L - 1
R atio

V m ax

ömmo l·L - 1

·m g- 1P ro· (30 m in) - 1

R atio

S Y = 0. 026+ 1. 39×10- 5 X 0. 999 1 0. 54 a 1. 00 38. 810 a 1. 00

A bR Y = 0. 013+ 3. 18×10- 6 X 0. 998 6 0. 24 b 0. 44 75. 687 b 1. 95

FeR Y = 0. 024+ 1. 10×10- 6 X 0. 998 9 0. 45 a 0. 84 41. 374 a 1. 07

3　讨论

自从 1908年M elander 在美国发现梨园介壳虫Q uad rasp id iotus p ern icious对石硫合剂产

生抗性以后,害虫抗药性问题日趋严重,已成为杀虫剂应用中最严重的问题之一。抗药性是昆

虫的自然适应性特征,过量使用杀虫剂导致并加剧了抗性遗传的进程。明确害虫对杀虫剂的抗

药性机理是进行害虫综合防治 ( IPM )和抗药性治理 ( IRM )的基础。大量的研究表明, CarE、

M FO 和 GST s是最主要的与害虫 (螨)代谢抗性有关的酶系,笔者在实验室筛选出朱砂叶螨抗

阿维菌素和抗甲氰菊酯品系的基础上进行酶学比较研究,结果表明 2个抗性品系的形成与上

述 3种酶的活性变化存在联系。

有关害虫对阿维菌素抗性水平的研究主要集中在对小菜蛾的研究上。1995年首次发现小

菜蛾 P lu tella xy lostella 田间种群对阿维菌素产生了高达 195倍的抗性[9 ];梁沛、吴青君等在室

内筛选分别获得抗性达 575. 6和 80. 7倍 (选育 11代)的小菜蛾抗阿维菌素种群[10, 11 ]。而孟和

生等在室内选育 12代,获得抗性为 7. 30倍的桔全爪螨 P anony chus citri抗阿维菌素种群[12 ]。
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本研究在室内筛选了 42代,获得抗性为 8. 7倍的朱砂叶螨抗阿维菌素种群。由此可见,与小菜

蛾和桔全爪螨相比,朱砂叶螨对阿维菌素产生抗性要慢得多。本研究中朱砂叶螨对甲氰菊酯的

抗性发展相对较快,这与实际应用结果一致:拟除虫菊酯类杀虫 (螨)剂具有高效、广谱等优点,

但害虫 (螨)对其产生抗药性快、交互抗性谱广等问题在很大程度上阻碍了这类药剂的发展。

CarE 是昆虫体内重要的解毒酶系之一,其高亲和性2低能解毒作用的活力增强是昆虫对
有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂产生抗性的重要机制[13～ 15 ]。梁沛等在研究小菜蛾对阿维菌素的

抗性机制时指出, CarE 活性增强可能是其原因之一[10 ] ,本研究结果与此相似,即朱砂叶螨对

阿维菌素的抗性与CarE 的变化有关,而这种变化不仅涉及量变,而且还涉及CarE 的质变。

GST s也是昆虫体内重要的解毒酶系之一,该酶在一些昆虫对有机磷、氨基甲酸酯和有机

氯等传统杀虫剂的抗性中所起的作用已得到证实。本研究中, 2个抗性品系的GST s比活力都

明显高于敏感品系,说明朱砂叶螨对这两种药剂抗药性的形成与GST s活性增强有关。孟和生

的研究结果表明, GST s比活力增加是桔全爪螨对甲氰菊酯产生抗性的主要原因之一[12 ]。范金

志等报道,截形叶螨 T etrany chus trunca tus 抗三氯杀螨醇的主导机制是 GST s代谢毒物的能

力增强, GST s比活力上升 (R öS= 2) [16 ]。由此可见, GST s在螨类抗药性机理中具有一定的普

遍性。

M FO 对杀虫化合物进行多种类型的催化反应,在杀虫剂代谢中起着中心作用[17 ]。M FO

对外源化合物有多种氧化作用形式,本文只针对其中的甲氧基脱甲基活性进行了研究。结果表

明,朱砂叶螨对阿维菌素抗药性的形成与M FO 甲氧基脱甲基活性增加有关,这或许是因为阿

维菌素分子结构中含有甲氧基 (- OCH 3) ; 朱砂叶螨甲氰菊酯抗性品系M FO 甲氧基脱甲基活

性没有明显增加,但这并不代表该抗性品系的形成与M FO 活性增加无关,因为朱砂叶螨对甲

氰菊酯的抗性可能涉及M FO 所催化的其他反应。
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Study on Resistance Selection and Activ ity of D etox if iea tion
Enzym e in Tetranychus cinnaba r inus (Bo iduva l)

H E L in,　TAN Sh i2lu3 3 ,　CAO X iao2fang,　ZHAO Zh i2mo 3 ,

D EN G X in2p ing,　W AN G J in2jun

(K ey L abora tory of E n tom ology and P est Con trol E ng ineering of Chong qing ,

S ou thw est A g ricu ltu ra l U niversity , Chong qing 400716, Ch ina)

Abstract: Fenp ropath rin and abam ectin w ere used to select the resistance in T etrany chus cinnabarinus in

labo rato ry. A fter 42 and 40 generations selection w ith abam ectin and fenp ropath rin, T etrany chus

cinnabarinus developed 8. 7 and 68. 52fo ld resistance to the tw o acaricides respectively. T he m ajo r resistan t

m echan ism to abam ectin w as the increasing of the activity of carboxylesterases (CarE ) , glu ta th ion

S 2t ransferase (GST s) and m ixed function ox idase (M FO ) , and the activity in resistan t stra in developed 2. 7,

3. 4 and1. 42fo ld con trasted to suscep tib le stra in respectively. T he activity of GST s in the stra in selected w ith

fenp ropath rin developed 2. 8 fo ld con trast to suscep tib le stra in, w h ich m ean t the resistance w as rela ted w ith

the increasing of the activity of GST s in resistan t stra in. T he resu lt of the k inetic determ ination of CarE

show ed that the structu re of CarE in the stra in selected w ith abam ectin has been changed.

Key word: T etrany chus cinnabarinus; abam ectin; fenp ropath rin; resistance; detox ifieat ion enzym e

92N o. 4 何林等:朱砂叶螨的抗药性选育及其解毒酶活性研究


