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棉蚜对吡虫啉抗性的初步研究
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(南京农业大学 农业部病虫监测与治理重点开放实验室, 南京 210095)

摘  要:用吡虫啉对棉蚜进行室内抗性筛选, 用药处理 25次后抗性是筛选前的 20. 03倍; 2007年

对田间棉蚜进行抗性调查,发现不同地区种群对吡虫啉的抗性差异显著, 江苏南京种群最为敏感,

河南安阳、山东泰安和北京地区棉蚜与之相比,抗性分别为 2. 21、7. 63和 9. 53倍; 抗、感品系解毒

酶活力分析发现,抗性品系的谷胱甘肽 S-转移酶活性增加很少 (比活力 1. 12倍 ), 但酯酶活力显著

高于敏感品系 (比活力 1. 71倍 ); 增效试验结果表明,顺丁烯二酸二乙酯 (DEM )在抗、感品系中对

吡虫啉均没有明显的增效作用, 而磷酸三苯酯 ( TPP)和增效醚 ( PBO )虽然在敏感品系中对吡虫啉

的增效作用较小 ( SR 1. 24和 1. 29), 但在抗性品系中的增效作用显著增高 ( SR 2. 13和 1. 74); 此

外还发现,吡虫啉处理可提高棉蚜群体的酯酶活力。由此认为,棉蚜至少具有对吡虫啉产生中等水

平抗性的风险,其抗性可能是由于棉蚜的酯酶和 P450单加氧酶的解毒能力提高所致。
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Abstract: The co tton aph id, Aphis gossypii G lover, w a s continuously se lected w ith im idac loprid in the

labo ra tory, and its resistance w as found to increase by 20. 03- fo ld after treatment fo r 25 tim es. F ie ld

survey revealed that the im idacloprid resistance in co tton aphid varied dram atica lly w ith geog raphica l

populations. Nan jing aphid population w as the most susceptible, and the re lative resistance rat io o f the

aphids from Anyang, Taian and B eijing w ere 2. 21, 7. 63 and 9. 53, respectively. Analy sis of detox if ica tion

enzym es dem onstrated that the g lutathione-S-transfera se w as sim ilar in activ ity in the resistant and the

susceptible stra in ( activ ity ra teR /S 1. 12 fo lds). How ever, the activ ity o f estera se in resistant strain w as

sign if icantly h igher than that in the susceptible stra in ( 1. 71 fo lds). Synerg ism tests show ed tha tDEM

had little synerg ist ic ef fect on im idac loprid in bo th resistant and susceptib le strains ( synerg ism ra tio, SR

1. 11 and 0. 95, respect iv ely ) . How ever TPP and PBO show ed obv ious synerg ism, and it w as mo re

sign if icant in the resistant strain ( SR 2. 13 and 1. 74, respective ly ) than that in the susceptible stra in

( SR 1. 24 and 1. 29, re spective ly ). In add ition, treatm entw ith im idacloprid cou ld obv iously enhance the

esterase activ ity o f aphid popu lation s. Thus, itw as conc luded that co tton aph id has the po tentia l at lea st

to deve lop moderate resistance to im idaclopr id. The enhanced esterase and cy to chrom e P450-

m onooxygena ses deto x if ication m ight contr ibute to the im idac loprid resistance in the pes.t

 收稿日期: 2007-06-04;修回日期: 2007-07-27.

 作者简介: 李菁 ( 1983-) , 女, 河北石家庄人, 硕士研究生, 从事昆虫生理生化与分子生物学方面的研究; * 通讯作者 ( Au tho r for

co rresponden ce):韩召军 ( 1957-) ,男,江苏邱州人,教授,主要从事昆虫生理毒理与分子生物学研究 1联系电话: 025-84395245; E-m ai:l z jhan

@ n jau. edu. cn



Key words:Aphis go ssypii G o lver; im idacloprid; resistance mechanism s; detox if icat ion enzym es

  棉蚜 Aph is go ssyp ii G lover是世界各棉区的重

要抗性害虫之一, 目前许多农药品种已对棉蚜失

去了防效。吡虫啉 ( im idacloprid )是目前防治棉蚜

的主要农药品种,一旦棉蚜对吡虫啉也爆发抗性,

将给棉花生产造成巨大损失。

目前吡虫啉在田间推广使用已有 10多年, 稻

飞虱、烟粉虱、温室白粉虱及马铃薯甲虫等害虫均

已对其产生了一定的抗性
[ 1~ 4]
。但对于棉蚜, 仅见

少数室内吡虫啉抗性品系选育的报道, 其抗性倍

数也仅有 10倍左右
[ 5, 6]

, 属低水平抗性。目前国

内尚未见有关田间棉蚜对吡虫啉的抗性报道。作

者通过田间抗性调查和室内抗性筛选, 探讨了棉

蚜对吡虫啉产生抗性的风险, 以及产生抗性可能

的生化机制。

1 材料与方法

1. 1 供试棉蚜及其饲养

选用个体大小较一致的健康无翅成蚜供试。

以 2007年 4月中下旬采自当地越冬寄主 ) ) )

木槿上的棉蚜为抗性调查试虫, 采集当天即进行

药剂毒力测定; 抗性筛选的初始棉蚜群体为 2006

年 6月采自南京江浦南京农业大学试验站棉田的

棉蚜;解毒酶活力比较测定和增效试验所使用的

抗性品系为室内筛选的吡虫啉抗性品系, 而相对

敏感品系为 2007年 4月采自南京农业大学校园木

槿上的棉蚜种群, 两个品系对吡虫啉的抗性相差

42. 3倍。

室内棉蚜饲养方法参照笼罩法
[ 7]
并加以改

进, 在纱笼中用蛭石和营养液 (含 KNO 3, KH2 PO 4,

FePO 4, C a ( NO 3 ) 2, M gSO 4 )培养的棉花苗饲养棉

蚜, 并定期补充、更换新的棉苗。养虫室内温度保

持在 ( 25 ? 1) e , 相对湿度 50% ~ 60% , 光暗周期

14 B10 ( L BD )。

1. 2 主要药剂和仪器

吡虫啉 ( im idac loprid) 2. 5%可湿性粉剂 (青岛

爱普生化工有限公司 ) ; T riton X-100 (南京生兴有

限公司 ) ; 乙酸-1-萘酯 ( 1-N a)和固蓝 RR盐 (化学

纯 ,国药集团化学试剂有限公司 ) ; 还原型谷胱甘

肽 ( G SH,日本进口北京原平皓公司分装 ) ; 2, 4-二

硝基氯苯 ( CDNB, S igma 公司 ) ; 磷酸 三苯酯

( TPP, 优级纯, 北京化学试剂集团公司 ) ; 顺丁烯

二酸二乙酯 ( DEM, 优级纯, 上海化学试剂集团公

司 ) ; 增效醚 ( PBO, 优级纯, S igm a公司 ) ; 其他药

品或试剂均为国产分析纯或化学纯。

SpectraM ax 340PC型酶标仪 (M o lecularD ev ices

公司生产 )。

1. 3 毒力测定方法与增效试验

采用叶面喷雾法进行毒力测定。将药剂稀释

成 5~ 6个浓度。选取健康无翅成蚜, 用毛笔轻轻

挑在木槿叶片上, 用小型喷雾器对叶片正反两面

进行充分喷雾。用吸水纸吸去多余药液。将叶片

及蚜虫放入纱罩塑料杯中饲养观察。每浓度处理

棉蚜 30头左右, 重复 3次, 以清水喷雾为对照。

24 h后检查死亡率, 以毛笔尖轻触虫体完全不动

者视为死亡。按照 A bbo tt公式计算校正死亡率,

按 F inney机率值法求出 LC50值、毒力回归线和

95%置信限等。

增效作用测定以吡虫啉为标准参照, 以吡虫

啉 +增效剂 (增效剂的处理浓度均为 50 Lg /mL,

用 0. 1% Tr iton X-100助溶 )为增效试验处理, 以含

不同增效剂的 50 Lg /mL溶液喷雾为空白对照。

根据各处理求得的 LC50值计算出增效剂作用的增

效比 SR。

SR =
药剂单用时的 LC50值

加增效剂后药剂的 LC50值

1. 4 棉蚜对吡虫啉抗性的室内筛选
大约每两周用吡虫啉处理 (充分喷雾 )蚜虫一

次,每次处理的用药剂量为上一代生物测定确定

的 LC50剂量。

1. 5 不同地区棉蚜种群对吡虫啉的抗性调查
于 2007年 4月中下旬, 在江苏南京、河南安

阳、山东泰安和北京地区采集当地木槿上的棉蚜,

进行棉蚜对吡虫啉抗性的野外调查。

1. 6 棉蚜解毒酶活性测定

取 5头无翅成蚜, 加入 1mL预冷的 0. 1 mo l /L

的磷酸缓冲液 (酯酶: pH 7. 0,含 0. 1%的 T riton X-

100; 谷胱甘肽 S-转移酶: pH 7. 6)冰浴匀浆, 匀浆

液在 10 000 g, 4e 条件下离心 30m in, 上清液置于

冰水中, 用作酯酶和谷胱甘肽 S-转移酶的活性测

定。每个品系重复 3次。
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酯酶活性测定参考 Han等
[ 8 ]
方法: 于 96孔酶

标板加样孔中依次加入 140 LL 0. 1m o l /L pH 7. 0

的磷酸缓冲液 ( PBS) , 10 LL酶液,最后加入 150 LL

底物与显色剂的混合液 ( A-NA 10 mg、固蓝 RR

20m g溶于 2 mL 丙酮, 用 PBS定容至 25 mL, 过

滤 ) ,迅速置于酶标仪中, 在 450 nm 波长下, 每隔

25 s记录一次光密度值, 共记录 30次。酶促反应

温度为 27e 。数据记录和处理由 So f tm ax PRO软

件进行。

谷胱甘肽 S-转移酶活性测定采用 Oppenoo rth

报道的方法
[ 9 ]
。在酶标板中每孔依次加入 90 LL

0. 1 m o l /L pH 7. 6的 PBS、10 LL 酶液、100 LL

1. 2 mm o l /L的底物 CDNB及 100 LL 6 mm o l /L

的 G SH,用上述方法在 340 nm 波长下测定光密度

值。

蛋白质含量采用 B radfo ld报道的考马斯亮蓝

法测定
[ 10]
。离体酶活性测定所得数据采用 D un-

can. s新复极差法或 S tudenst t检验进行处理。

1. 7 吡虫啉对棉蚜体内酯酶活性的影响

按照毒力测定方法,分别用 0. 1 Lg /mL ( 24 h

死亡率在 25% 左右 )和 1 Lg /mL ( 24 h死亡率在

75%左右 )的吡虫啉药液, 喷雾处理棉蚜试虫, 以

清水为对照。24 h后记录死亡率, 并在每个处理

中随机选取 60头存活的蚜虫, 按照酯酶活力测定

方法测定单头棉蚜的酯酶活力, 考察吡虫啉处理

对酯酶活性的影响。

2 结果与分析

2. 1 棉蚜对吡虫啉抗性的室内筛选

以南京江浦棉田采回的棉蚜田间品系为基

础,用吡虫啉进行抗性选育。经过近 1 a的抗性筛

选,抗性增长状况见表 1。

表 1 吡虫啉筛选过程中棉蚜抗性增长状况

T ab le 1 Resistance deve lopment o fAph is go ssypii to im idac loprid dur ing resistance se lection

筛选次数

N o. treatm ents

致死中浓度

LC50 / ( L g /m L )

毒力回归方程

LC-p lin e( y = )

95%置信限

95% FL

抗性倍数

Resistance rat io (RR )

1 0. 401 5. 524 + 1. 317x 0. 334 ~ 0. 480 1. 00

3 0. 575 5. 274 + 1. 139x 0. 453 ~ 0. 731 1. 43

6 1. 349 41847 + 1. 1 77x 1. 029 ~ 1. 770 3. 36

9 2. 560 4. 262 + 1. 807x 2. 114 ~ 3. 100 6. 38

13 5. 251 3. 649 + 1. 876x 4. 367 ~ 6. 313 13. 09

15 6. 650 3. 302 + 2. 063x 5. 401 ~ 8. 187 16. 58

19 8. 426 3. 271 + 1. 868x 7. 012 ~ 10. 13 21. 01

22 7. 978 3. 147 + 2. 055x 6. 724 ~ 9. 465 19. 90

25 8. 034 3. 450 + 1. 713x 6. 512 ~ 9. 913 20. 03

  从表中可以看出, 经过 25次连续筛选, 棉蚜

对吡虫啉的 LC50值从 0. 401增长到 8. 034 Lg /mL,抗

性是筛选前的 20. 03倍。筛选初期, 棉蚜对吡虫

啉的抗性基本属于稳定增长, 但筛选至 19代以

后, 抗性倍数稳定在 20倍左右, 进入抗性增长平

台期。这说明连续施用吡虫啉, 棉蚜对该药剂具

有产生中等水平抗性的风险。

2. 2 不同地区棉蚜种群对吡虫啉的抗性调查

从表 2的 LC50值可以看出, 不同地区棉蚜对

吡虫啉的抗性水平相差较大, 其中南京棉蚜最敏

感, 以其作为相对敏感种群, 则安阳、泰安、北京三

地棉蚜对吡虫啉的相对抗性倍数分别为 2. 21、

7. 63和 9. 53倍,这说明野外棉蚜确实已对吡虫啉

产生了一定程度的抗性, 同时也进一步证实了棉

蚜具有对吡虫啉产生抗药性的风险。

2. 3 吡虫啉抗性品系与相对敏感种群的解毒酶

活性

由表 3中的数据可以看出,抗性品系酯酶和谷

胱甘肽 S-转移酶活性均高于相对敏感品系, 两者

相差 1. 71倍, 达到极显著差异; 而谷胱甘肽 S-转

移酶活性仅相差 1. 12倍, 并未达到极显著差异。

这说明棉蚜对吡虫啉的抗性可能与体内解毒酶活

性升高有关, 其中酯酶所起的作用显著大于谷胱

甘肽 S-转移酶。
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表 2 不同地区棉蚜对吡虫啉的抗性调查结果

T ab le 2 Im idacloprid resistance o fAphis go ssypii from 4 d ifferent areas in C hina

调查地区

A reas

南京

N an j ing

安阳

A nyang

泰安

T ai. an
北京

B eijin g

LC 50 ( 95% FL ) / ( Lg /m L ) 0. 19( 0. 14~ 0. 2 6) 0. 42 ( 0. 33~ 0. 54 ) 1. 45( 0. 93~ 2. 27 ) 1. 81 ( 0. 99~ 3. 30 )

相对抗性倍数 1 2. 2 1 7. 63 9. 53

Relativ e res itan ce ratio

表 3 棉蚜不同品系中两种解毒酶活性的比较

Tab le 3 A ct iv ity o f deto x if ication enzym es in d ifferent stra in s o fAphis go ssypii

品系

S train s

LC 50 ( 95% FL)

/ ( Lg /m L )

解毒酶活性 Detox if icat ion enzym e activ ity

/ ( mOD # m in- 1 # Lg- 1 protein )

酯酶 /A-乙酸萘酯
E ST /A-NA

谷胱甘肽 S-转移酶 /CDNB

GST /CDN B

抗性品系 ( R ) 8. 03 ( 6. 51~ 9. 91) 241. 48 ? 28. 55 A 42. 10 ? 6. 89 A

R esistant stra in ( R)

相对敏感品系 ( S ) 0. 19 ( 0. 14~ 0. 26) 1 41. 17 ? 34. 7 7 B 37. 59 ? 3. 31 A

R elat ive su scep tib le stra in ( S)

比率 42. 3 1. 71 1. 12

Rat io ( R /S )

  注:酶活性同一列数值后的不同字母表示两者间差异极显著 ( A= 0. 01, D uncancs检验 )。

N ote: M ean s in the co lum n fol low ed d if feren t letters are sign if ican tly d ifferent ( A= 0. 01, Duncancs test) .

2. 4 增效剂对吡虫啉的增效作用

为了进一步证实不同解毒酶在棉蚜对吡虫啉

抗性中的作用,利用酯酶、P450单加氧酶和谷胱甘

肽 S-转移酶的抑制剂 TPP、PBO 和 DEM 为增效

剂,分别测定了它们在棉蚜抗、感品系中对吡虫啉

的增效作用,结果见表 4。

表 4 TPP、PBO和 DEM 在棉蚜抗性、敏感品系中对吡虫啉的增效作用

Table 4 Synerg istic ef fects o f TPP, PBO and DEM on im idac lopr id in

re sistant and suscept ib le stra ins o fAphis go ssypii

品系

S train s

处理

T reatm en t

致死中浓度 ( 95%置信限 )

LC 50 ( 9 5% FL ) / ( Lg /mL )

斜率

S lop e

增效比

Syn ergism ratio( SR )

相对敏感品系 ( S ) Im idacloprid 0. 256 ( 0. 21~ 0. 32) 1. 72

Im idacloprid + TPP 0. 207 ( 0. 17~ 0. 26) 1. 75 1. 24

Im idaclop rid + PBO 0. 199 ( 0. 16~ 0. 26) 1. 44 1. 29

Im idaclop rid + DEM 0. 269 ( 0. 21~ 0. 35) 1. 24 0. 95

抗性品系 (R ) Im idacloprid 8. 043( 5. 59~ 11. 57) 1. 30

Im idacloprid + TPP 3. 778 ( 2. 99~ 4. 77) 1. 78 2. 13

Im idaclop rid + PBO 4. 635 ( 3. 43~ 6. 26) 1. 41 1. 74

Im idaclop rid + DEM 7. 240( 4. 97~ 10. 54) 1. 26 1. 11

  从表 4可以看出,除 DEM 外, TPP和 PBO在

两供试品系中有明显的增效作用, 且在抗性品系

中的作用显著高于敏感品系, 尤其是 TPP, 其增效

比大于 2。由此可以推断, 酯酶和多功能氧化酶在

棉蚜对吡虫啉的抗性中均起到了一定的作用, 而

谷胱甘肽 S-转移酶在对吡虫啉的解毒过程中可能

仅发挥了次要作用。

2. 5 吡虫啉对棉蚜体内酯酶活性的影响
为了进一步证实酯酶在吡虫啉解毒和抗性中

的作用, 用不同剂量的吡虫啉处理棉蚜, 观察吡虫

啉对棉蚜酯酶活力的影响, 结果见表 5。

结果表明, 吡虫啉可以显著提高棉蚜体内的

酯酶活力,且高剂量处理效果更突出。另外,从处

理的死亡率以及处理后群体中个体的最大和最小

酶活力看, 用 0. 1 Lg /mL 吡虫啉处理虽然导致

26. 74% 的棉蚜死亡, 但残虫群体的个体最小和最

大酯酶活力并未改变, 说明在该剂量下, 吡虫啉对

高酯酶活力个体的选择作用不明显。群体平均酯
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酶活力的提高, 主要是中低水平个体酯酶活力的

升高,表现出明显的酯酶诱导效应。而 1 Lg /mL

的吡虫啉处理导致了 74. 31%棉蚜死亡, 残虫群体

的个体最小和最大酯酶活力大幅度提高, 残虫群

体平均酶活力也大幅度升高。说明在该剂量下,

吡虫啉通过杀死具有低酯酶活力的个体, 或诱导

蚜虫产生更多的酯酶, 从而使个体酯酶活力分布

向高端整体移动。虽然本试验尚无法区分吡虫啉

对棉蚜酯酶的选择作用和诱导作用, 但可以证实

棉蚜对吡虫啉的解毒反应和抗性反应均涉及到棉

蚜群体酯酶活力的升高。

表 5 不同浓度吡虫啉处理后棉蚜个体酯酶活力的分布统计 *

Table 5 Sta tistics o f esterase activ ity in co tton aphid ind iv idua ls treated w ith

different concentrations o f im dacloprid

处理         
T reatm en ts        

吡虫啉浓度

Im idaclop rid concen tretion

1 Lg /m L 0. 1 Lg /mL

对照

CK

测定个体数 Ind iv idua ls tested 6 0 60 60

平均酯酶活力 ? SD * M ean EST activ ity ? SD 106. 7 ? 45. 2 7 7. 3 ? 36. 0 66. 5 ? 34. 6

活力最小值 Act iv ity m in im um 35. 55 12. 72 13. 23

活力最大值 Act iv ity m ax im um 214. 50 175. 76 175. 30

处理死亡率 M orta lity (% ) 74. 31 26. 74 5. 56

  * 酯酶活力单位为 mOD # m in- 1# Lg- 1 pro tein。 * Th e un it of esterase activ it iesw asmOD # m in- 1 # Lg- 1 protein1

3 讨论

  作者以南京江浦棉田的棉蚜种群为基础, 进

行吡虫啉抗性的室内筛选, 经过 25次的连续用药

筛选获得了中等水平的抗性。此外, 野外抗性调

查也发现, 在我国局部地区棉蚜确实已经对吡虫

啉产生了一定程度的抗药性。由此说明棉蚜具有

对吡虫啉产生抗药性的风险。

目前国内外有关吡虫啉抗性机理的研究报道

不少。其中, 除了刘泽文等报道的实验室筛选的

褐飞虱对吡虫啉抗性品系具有靶标抗性外
[ 11, 12]

,

其余大都认为是由于 P450单加氧酶活力升高所

致
[ 2, 13~ 15 ]

。由于蚜虫具有 P450单加氧酶的内源

性抑制剂, 目前尚没有立体测定蚜虫 P450单加氧

酶活力的成功方法, 但本研究通过 PBO进行的增

效试验结果证实了 P450单加氧酶活力升高是棉

蚜对吡虫啉产生抗性的机理之一, 这与 P450单加

氧酶活力升高是不同害虫对吡虫啉产生抗性的普

遍机制
[ 15~ 17]

是一致的。另外, 吡虫啉虽然不是酯

类化合物, 但由于其内吸性强,水溶性不高, 因此,

其对生物活性物质的亲和力较高。而酯酶已经被

证实不仅可以通过水解酯键降解有毒物质, 而且

可以通过结合作用降低体内有毒物质的有效浓

度
[ 18~ 20 ]

。因此, 酯酶活力升高可以成为非酯类农

药的抗性机理, 这在其他抗药性研究中已有报

道
[ 2, 21~ 23 ]

。

综上所述,本研究认为, 棉蚜具有对吡虫啉产

生一定抗性的风险; 棉蚜对吡虫啉的中等水平抗

性主要是由于酯酶和 P450单加氧酶活力升高所

致;棉蚜能否对吡虫啉产生极高水平的抗性,并出

现靶标突变抗性, 尚需进一步研究。但鉴于目前

的研究结果, 笔者认为生产上可以利用酯酶和

P450单加氧酶的抑制剂来提高吡虫啉对棉蚜的防

效,并延缓其抗药性发展。
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农业科学院棉花研究所的崔金杰主任、北京中国

农业科学院植保所的郭建英博士和张毅波同学的
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