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抗性甜菜夜蛾 Na-K-ATP酶、Ca-ATP酶和 Ca-Mg-

ATP酶对高效氯氟氰菊酯的敏感性
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摘  要:分别测定了甜菜夜蛾 Spodoptera ex igua 敏感和抗高效氯氟氰菊酯品系神经系统 Na-K-

ATP酶、Ca-ATP酶和 Ca-M g-ATP酶的活力。结果表明, 敏感和抗性品系 N a-K-ATP酶活力差异

不显著,而抗性品系 Ca-ATP酶和 Ca-M g-ATP酶活力明显低于敏感品系。在浓度为 110 @ 10
- 8

~

110 @ 10
- 3

mo l/L时,高效氯氟氰菊酯对敏感和抗性品系 N a-K-ATP酶、Ca-ATP酶和Ca-M g-ATP

酶的活力均有抑制,并且对敏感品系的抑制作用高于对抗性品系。高效氯氟氰菊酯浓度为 110 @
10

- 4
mo l/L 时,对敏感品系 N a-K-ATP酶活力的抑制率为 29. 6%,对抗性品系的为 21. 8%, 对敏感

品系 Ca-ATP酶活力的抑制率为 34. 3% ,对抗性品系为 21. 9%,对敏感品系 Ca-M g-ATP酶活力的

抑制率为 22. 3% ,对抗性品系为 16. 9% ,存在显著差异。表明甜菜夜蛾抗性品系上述 3种 ATP酶

对高效氯氟氰菊酯的敏感性已明显下降。
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Sensitivity of Nerve Na-K-ATPase, Ca-ATPase and Ca-M g-ATPase

in Resistant Strains of Spodop tera exigua to lambda-Cyhalothrin
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Abstract: The ac tiv ity o f N a-K-ATPase, C a-ATPase and C a-M g-ATPase in suscep tib le and lambda-

cyhalo thr in resistant stra ins o f bee t armyw orm, Spodoptera ex igua, w ere determ ined. The results

ind icated that there w as no signif icant d if ference in N a-K-ATPase activ ity betw een the tw o stra ins, but

the activ ity o f C a-ATPase and C a-M g-ATPase w ere much low er in resistan t stra in than in susceptible

stra in. Lambda-cyhalo thr in at concentrations of 1. 0 @ 10
- 8

~ 1. 0 @ 10
- 3

mo l/L inhibited obv iously the

three m en tioned above ATPase activ itie s in tw o stra ins, and the inhibition w as h igher in susceptible

stra in than in resistant strain. Fo r examp le, a t concen trat ion of 110 @ 10
- 4

m o l/L, the inh ib ition on N a-
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K-ATPase, C a-ATPase and C a-M g-ATPase activ ities w a s 29. 6% , 34. 3% and 22. 3% in susceptible

stra in and 21. 8% , 21. 9% and 16. 9% in resistant stra in, respective ly. The resu lts show ed that the

sensitiv ity o f these three ATPase s to lambda-cyhalo thrin in resistant stra in w ere decreased .

Key words: Spodoptera ex igua; lambda-cyha lo thrin; N a-K-ATPase; C a-ATPase; C a-M g-ATPase;

sensitiv ity

  昆虫神经系统信号传导是由神经膜内外不同
离子浓度发生连续变化而进行的, 神经膜内外不

同离子浓度的维持主要靠神经膜上的 ATP酶调

节, 其中 N a-K-ATP酶、Ca-ATP酶和 Ca-M g-ATP

酶对神经膜内外离子浓度的调节起着重要作

用
[ 1, 2 ]
。拟除虫菊酯类杀虫剂的主要作用靶标是

神经膜上的钠离子通道和上述 3种 ATP酶
[ 3, 4]

,钠

离子通道变异和神经系统 A TP酶活性的下降是导

致害虫产生抗药性的重要原因
[ 5~ 8]
。有关拟除虫

菊酯类杀虫剂与害虫神经系统 ATP酶抗性关系的

研究, 以往主要集中在家蝇 Musca dom estica、蜚蠊

B la ttella germania 等卫生害虫上, 涉及农业害虫方

面的很少
[ 5, 7, 9]

。

目前已报道多种害虫对拟除虫菊酯类杀虫剂

产生了不同程度的抗性, 有些甚至达到了高水平

或极 高 水 平。我 国 多 数 地 区 的 甜 菜 夜 蛾

Spodoptera exigua对拟除虫菊酯类杀虫剂已处于

中等至高水平抗性阶段, 该类杀虫剂基本上已不

能有效防治甜菜夜蛾
[ 10]
。有研究证实甜菜夜蛾对

高效氯氟氰菊酯的抗性与表皮穿透率降低
[ 11]
和多

功能氧化酶活性提高有关
[ 12]

, 但是否还涉及神经

系统 ATP酶活性的下降尚不清楚。为明确该问

题, 笔者测定并比较了甜菜夜蛾敏感和抗性品系

神经系统 3种 ATP酶对高效氯氟氰菊酯的敏感

性, 以进一步了解其抗性机理。

1 材料与方法

1. 1 供试甜菜夜蛾

敏感品系 ( S) : 由湖北武汉科诺生物技术有限

公司提供, 在室内未接触任何药剂的情况下用人

工饲料连续饲养十多年。在本实验室用人工饲料

继续饲养供试。

抗性品系 ( R ): 2001年 9月采自江苏南京市

江浦大禹生物技术有限公司园艺场甜菜田, 对高

效氯氟氰菊酯属高水平抗性, 在室内用点滴法汰

选 3龄幼虫多代后抗性达到 5 000倍以上。之后

每饲养 3~ 5代再筛选 1次, 以保持抗性的稳定。

1. 2 供试药剂
97. 0%的高效氯氟氰菊酯 ( lambda-cyhalo thrin)

原药 (南京红太阳集团公司第一农药厂 ) ; 水溶性

聚蔗糖 ( F ico l-l 400) ( Pharm acia Inc.产品 ) ;乌本苷

( Q uabain)和考马斯亮蓝 G-250( F luka Chem ic C o.

产品 ); ATP ( Adeno sine tripho sphate )钠盐 ( Am resco

产品 ) ;乙二胺四乙酸 ( EDTA ) (上海试剂一厂 ) ;

其余试剂均为国产分析纯。

1. 3 酶源制备
参照 Feng等

[ 9 ]
和何运转等

[ 13]
方法。用低温

速冻、振荡过筛的方法分离和收集甜菜夜蛾成虫

头部, 称重后加入 10倍体积的缓冲液 ( pH = 7. 4,

含 0. 1 m o l/L T ris、1 mmo l/L EDTA、0. 25 mo l/L

蔗糖 ) , 研磨、匀浆, 3 200 @ g、4e 下离心 10 m in,

取上清液, 再在 13 000 @ g、4e 下离心 30 m in, 取

沉淀部分。用 6mL 0. 25m o l /L蔗糖缓冲液悬浮,

在 30 000 @g、4e 下, 用质量分数为 18% 和 4%、

按 1B1(体积比 )组成的 F ico ll蔗糖溶液梯度离心

60 m in, 小心取出 4%、18% 界面间的悬浮物, 按

1B3的比例加入 10mm o l/L T ris-HC l( pH= 7. 4)缓

冲液, 16 000 @ g、4e 下离心 20 m in, 沉淀物用

10mm o l /L Tris-HC l缓冲液悬浮, 稀释至所需浓度

作酶源备用。

1. 4 ATP酶活力测定

1. 4. 1 N a-K-ATP酶活力测定  参照冯北元 [ 14 ]
、何

运转等
[ 13]
方法。设反应总体积为 100 LL,分 3组同

时进行, 每组反应体系中均含有 50mmo l/L Tris-

HC l、10~ 12 Lg蛋白质酶液、5mmo l/L M gC l2。不

同之处为: I组含有 160mm o l /L N aC l、20 mm o l/L

KC ;l II组含有 0. 5mm o l/L Ouaba in; III组为对照。

在 37e 水浴中预保温 5m in,加底物 ATP(在反应体

系中的浓度为 0. 5 mm o l /L,下同 ) , 于 37e 水浴中

反应 5 m in,加 50 LL质量分数为 15%的三氯乙酸

终止反应。按冯北元
[ 14 ]
方法染色, 在分光光度计

625 nm处测 OD 值, 求出反应中生成的无机磷的

量, 计算 ATP酶活力。每组重复 3次。数据用

DMRT进行分析 (下同 )。

1. 4. 2 Ca-ATP酶和 Ca-M g-ATP酶活力测定  参照
何运转等

[ 7]
方法。设反应总体积为 100 LL, 各分
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两组同时进行。 Ca-ATP酶测定体系中均含有

50mmo l/L T ris-HC l、5 mm o l /L C aC l2、10 ~ 15 Lg

蛋白质酶液和 0. 5 mmo l/L O uabain。 Ca-M g-ATP

酶反 应 体系 中 均 含 有 50 mmo l/L T ris-HC l、

1 mm o l /L M gC l2、0. 1 mm o l /L C aC l2、100 mm o l /L

KC l和 0. 5 mmo l/L O uaba in。

将两组试管放入 37e 水浴中预保温 5 m in, 加

底物 ATP,于 37e 水浴中反应 5 m in,其中一组试

管中加入 50 LL 15%的三氯乙酸终止反应。用去

离子水将各试管反应液补至 1 mL。ATP酶活力

测定及计算方法同 11411节,每组重复 3次。

1. 4. 3 药剂对 3种 ATP酶活力的抑制作用  将
高效氯氟氰菊酯用乙醇配成一定浓度的母液, 实

验前用去离子水稀释至所需的 6个系列浓度 ( 110
@ 10

- 8
~ 110 @ 10

- 3
mo l/L )。 3种 A TP酶活力测

定反应体系同上, 分别加入 1 LL不同浓度的高效

氯氟氰菊酯, 于 37e 水浴中预保温 5 m in后再加

入 ATP反应。以不加农药的乙醇水溶液为对照。

ATP酶活力测定与计算方法同上。

1. 4. 4 蛋白质含量测定  按 B radford
[ 15]
方法进行。

2 结果与分析

2. 1 敏感和抗性品系 3种 ATP酶活力

结果 (见表 1)表明, 敏感和抗性品系之间 N a-

K-ATP酶的活力差异不显著, 而抗性品系 Ca-ATP

酶和 Ca-M g-ATP酶的活力明显低于敏感品系, 差

异显著。说明抗性品系后两种 ATP酶的敏感性已

经下降, 其敏感性降低可能与甜菜夜蛾对高效氯

氟氰菊酯的抗性有关。

T ab le 1 N a-K-ATPase, C a-ATPase and C a-M g-ATPase activ ity in suscept ib le

and resistant strains o f S. ex igua

ATPases   
Su scep tib le stra in

/ ( nm o l# m g- 1# m in- 1 )

Resistan t strain

/ ( nm o l# m g- 1 # m in- 1 )
R /S

N a-K-ATPase 663. 78 ? 11. 12 a* 631. 25 ? 9. 08 a 1. 05

C a-AT Pase 637. 09 ? 24. 36 a 465. 82 ? 20. 56 b 1. 37

C a-M g-ATPase 586. 49 ? 15. 28 a 479. 31 ? 18. 65 b 1. 22

  * M ean s in th e sam e l ine fol low ed by d if feren t let ters are sign if ican tly d ifferen t (P [ 0. 05) by DM RT.

2. 2 药剂对抗性和敏感品系 3种 ATP酶活力的

抑制作用

结果 (见图 1 ~ 3 )表明, 在浓度为 110 @ 10
- 8

~ 110 @ 10
- 3

m o l/L时,高效氯氟氰菊酯对抗性和

敏感品系 3种 ATP酶活力均有抑制作用, 并且对

敏感品系的抑制作用高于对抗性品系。如当药剂浓

度为 110 @ 10
- 4

m o l/L 时, 对敏感品系 N a-K-ATP

酶活力的抑制率为 29. 6%, 对抗性品系的为

21. 8% ;对敏感品系 Ca-ATP酶活力的抑制率为

34. 3% , 对抗性品系为 21. 9%; 对敏感品系 Ca-

M g-ATP酶活力的抑制率为 22. 3% , 对抗性品系

为 16. 9%。这进一步表明甜菜夜蛾抗性品系

3种 ATP酶对高效氯氟氰菊酯的敏感性已明显

下降。

3 讨论

昆虫对拟除虫菊酯类杀虫剂的抗性机理主要

包括其表皮对杀虫剂的穿透率降低、解毒代谢作

用增强及靶标部位敏感性下降 3个方面。导致靶

F ig. 1 Inh ibition of lamda-cyha lo thr in

on nerv e N a-K-ATPase in suscep tib le

and re sistant stra ins o f S. exigua

标部位敏感性下降的主要原因是昆虫神经系统钠

离子通道变异和 ATP酶敏感性降低
[ 4 ~ 8 ]
。N a-K-

ATP酶起主动运输 N a
+
、K

+
的作用, 与钠离子通

道密切相关。本研究结果表明, 甜菜夜蛾抗性与

敏感品系 N a-K-ATP酶活性无明显差异,说明抗性
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品系神经系统中钠离子通道数量没有减少
[ 13]
。高

效氯氟氰菊酯对敏感和抗性品系 N a-K-ATP酶、

Ca-ATP酶和 Ca-M g-ATP酶活力的抑制作用存在

显著差异, 抗性品系 3种 ATP酶对高效氯氟氰菊

酯的敏感性明显降低, 这可能是其产生抗性的原

因之一。这一结果与对抗拟除虫菊酯类杀虫剂的

家蝇、蜚蠊等害虫 ATP酶活性的研究结果基本一

致
[ 5, 7, 9, 16 ]

。

Fig. 2 Inhib ition o f lamda-cyhalo thrin on

C a-ATPase in susceptible and

re sistant strains o f S. ex igua

F ig. 3 Inhibition o f lamda-cyha lo thrin on

C a-M g-A TPase in susceptible and

resistant stra in s of S1ex igua

通过研究家蝇、小菜蛾 P lutell xylo stella、烟芽

夜蛾 Helio this v irescens等 10多种害虫对拟除虫菊

酯类杀虫剂的抗性机理发现, 其抗性还与钠离子

通道的敏感性下降密切相关, 并且发现引起钠离

子通道敏感性下降的主要原因是编码钠离子通道

A功能亚基的基因发生点突变, 造成 A功能亚基氨

基酸发生改变,影响了其结合能力,从而导致敏感

性下降
[ 8]
。至于甜菜夜蛾对拟除虫菊酯类杀虫剂

的抗性是否与钠离子通道的敏感性下降有关, 还

需要通过克隆测序分析甜菜夜蛾抗性和敏感品系

钠离子通道蛋白基因是否发生突变来确认。
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