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亚致死浓度多杀菌素
对西花蓟马解毒酶系活力的影响

龚佑辉,  吴青君*
,  张友军,  徐宝云

(中国农业科学院 蔬菜花卉研究所, 北京 100081)

摘  要:采用亚致死浓度 (LC 25 )多杀菌素对西花蓟马 Franklinie lla o ccidenta lis相对敏感 ( SS)种群

进行连续选育,获得亚致死 ( Sub)种群。处理 36代后, Sub种群对多杀菌素的敏感性下降到 SS种

群的 5. 2倍。用 SS和 Sub种群各自的 LC 10和 LC 25浓度多杀菌素分别处理两种群的 2龄若虫,

1、6、12、24和 48 h后测定羧酸酯酶 ( C arE )、谷胱甘肽 S-转移酶 (G ST s) 和多功能氧化酶 (M FO s)

的比活力。结果表明, Sub种群对照组 C arE和 G ST s比活力在除第 48 h外的其他时间段都高于 SS

种群对照组,且 6 h时两者 C arE比活力差异显著, Sub种群是 SS种群的 1. 37倍; Sub种群对照组

M FO s比活力在各时间段都高于 SS种群对照组,在 1和 6 h时差异显著, 前者分别是后者的 1. 62

和 1. 36倍。再经各自的 LC 10和 LC 25浓度多杀菌素处理后,在各时间段 Sub种群的 C arE比活力均

高于 SS种群; LC 25浓度处理后, Sub种群的 G ST s和 M FO s比活力虽在短时间内低于 SS种群,但随

处理时间的延长其比活力均高于 SS种群。说明 SS种群经亚致死浓度多杀菌素选育 36代后, 其

体内 C arE、G ST s和 M FO s比活力有上升趋势;继续用亚致死浓度多杀菌素处理, 则 Sub种群体内

解毒酶活力的动态调节能力要强于 SS种群。
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Effect of Sublethal Concentration of Spinosad on the Activity of

Detoxifying Enzym es in theW estern F lower Thrips,

Frank liniella occidentalis ( Thysanoptera: Thripidae)

GONG You-hu,i  W U Q ing- jun
*

,  ZHANG Y ou-jun,  XU B ao-yun

( Institute o f Vegetab le s and F low er s, Chinese Academ y o f Ag r icultura l Sciences, Beijing 100081, C hina )

Abstract: A subletha l strain o f w estern f low er thrips (W FT ), Frankliniella o ccidenta lis ( Sub) w as

obta ined by se lecting the relat iv e susceptible stra in o f W FT ( SS ) w ith LC 25 o f spino sad. A f ter

36 genera tions of selection, its sen sit iv ity to spino sad decreased 5. 2-fo ld com pared to the SS strain. The

second in star larvae o f the SS and Sub stra in s w ere treated w ith LC 10 or LC 25 o f spino sad and the

specif ic activ ity o f the detox ify ing enzym es w as determ ined after 1, 6, 12, 24 and 48 h,

respectiv ely. The results show ed that fo r the untreated contro l group the specif ic activ ity o f the
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carboxy lesterase ( C arE) and the g lutath ione S- transfera se (G ST s) in the Sub strain w ere h igher than

those in the SS stra in except 48 h after treatm en.t In addition, the d ifference o f C arE act iv ity betw een

the tw o stra ins af ter treatm ent fo r 6 h w as signif ican,t the difference w as 1. 37-fo ld. The activ ity o f the

m ixed- function ox ida ses (M FO s) o f the Sub strain w ere higher than tho se o f the SS stra in, and show ed

sign if icant d ifference betw een 1 h and 6 h af ter treatm en.t The d if ferences w ere 1. 62-fo ld and 1. 36-

fo ld, respectiv ely. Fo r the sp ino sad treated g roups a tLC 10 o rLC 25, the CarE activ ity in the Sub stra in

w as h igher than that in the SS stra in. TheG ST s andM FO s activ ity in the Sub strain w as low er than tha t

in the SS strain sho rtly af ter treatm ent by LC 25 o f sp inosad, but turned to be h igher w ith the tim e

pro longed. The results indicated that after the SS stra in w as seletced w ith sub letha l concentration o f

sp inosad fo r m ore than 36 generations, the activ ity of the detox if icat ion enzym es show ed an increasing

trend. The Sub strain had stronger ab ility o f regulating the detox ify ing enzym es than that o f the SS

stra in w hen treated w ith sub letha l concentration o f spino sad.

Key words: F rankliniella o ccidenta lis; spino sad; sublethal concen trat ion; de tox ify ing enzym es

  西花蓟马 Frankliniella o ccidenta lis又称苜蓿

蓟马,属缨翅目 Thysanoptera, 蓟马科 Thrip idae, 是

世界性的园艺作物上的重要害虫。该虫最早发生

于北美地区, 自 20世纪 80年代后, 迅速扩散至荷

兰等 69个国家和地区, 2003年在北京地区保护地

第一次被发现
[ 1]

, 是蔬菜和花卉上的重要害虫之

一, 为害严重时可造成巨大的经济损失
[ 2-3 ]
。目前

对西花蓟马以化学防治为主, 但由于其繁殖能力

强, 个体细小,隐匿危害, 给防治造成很大困难, 有

报道证实西花蓟马已对拟除虫菊酯类、氨基甲酸

酯类、有机磷类以及阿维菌素和多杀菌素产生了

不同程度的抗药性
[ 4-11 ]
。羧酸酯酶 ( C arE )、谷胱

甘肽 S-转移酶 ( G ST s)、多功能氧化酶系 (M FO s)

是昆虫体内重要的三大代谢解毒酶系, 在杀虫剂

代谢、昆虫抗药性等方面都具有重要的作用
[ 12-14]

。

多杀菌素 ( sp ino sad )是美国陶氏益农公司生

产的新型生物源农药, 是刺糖多孢菌 Saccha ro-

po ly spo ra sp ino sa在培养介质中经有氧发酵而得的

次级代谢产物,能有效控制鳞翅目、双翅目和缨翅

目害虫, 对捕食性昆虫表现出较低的毒性
[ 15-16]
。

多杀菌素是目前为数不多的防治西花蓟马的高效

药剂
[ 17-19]

, 但西班牙的田间种群已对其产生高水

平抗性
[ 11]

, 国内尚无相关报道。

杀虫剂施用于田间后, 除对害虫有直接杀死

作用外,随着个体间接触药量的差异及时间的推

移, 对部分个体还存在着亚致死效应,包括害虫生

物学、生理学和生态学行为的改变,以及抗药性的

发展等
[ 20-22]

。近年来, 有关亚致死浓度杀虫剂对

害虫解毒代谢酶系和生物学影响的研究较

多
[ 23-26]

, 这为阐明害虫再猖獗机制和合理使用农

药提供了科学依据。但多数研究仍局限于以杀虫

剂处理后昆虫亲代或子一代的变化, 对于多代连

续暴露在低浓度杀虫剂下昆虫的变化的研究却很

少。笔者采用亚致死浓度多杀菌素对西花蓟马进

行多代处理, 在 LC 25浓度下继代饲养 36代后, 对

处理后相对敏感种群和亚致死种群解毒酶系的活

力变化进行了研究, 分析了酶活力的变化动态, 旨

在为了解多杀菌素在田间的作用方式以及有效防

治西花蓟马提供理论依据。

1 材料与方法

1. 1 试虫及饲养

西花蓟马相对敏感 ( SS)种群: 2003年从中国

农业科学院蔬菜花卉研究所温室内的 甜瓜

Cucum ism elo L. 上采集, 参照 Z hang等
[ 27]
方法在

室内用豆荚法饲养至今。饲养条件为: 25 e ?

1 e ,相对湿度 65% , 光周期 16LB8D, 期间未接触

任何杀虫剂。西花蓟马亚致死 ( Sub)种群: 虫源来

自 SS种群, 选育方法为将新鲜干净的菜豆

Phaseo lus vu lga ris用多杀菌素 LC 25浓度药液浸泡

2 h( 每次汰选处理浓度为 Sub种群前一个饲养世

代对多杀菌素的 LC 25计算值 ) , 自然晾干后喂食西

花蓟马成虫, 若虫用无毒菜豆饲养。饲养条件同

SS种群。

1. 2 供试药剂和仪器

2. 5% 多杀菌素 ( sp ino sad, 商品名菜喜 )悬浮

剂 (美国陶氏益农公司 ); B radford法蛋白定量试

剂盒 (北京博迈德科技发展有限公司 ) ; L - 谷胱甘

肽 (还原型, G SH ) , 纯度 > 99. 5% ( Rocha公司 ) ;

还原型辅酶 Ò ( NAD PH, Rocha公司 ) ; 试剂为化

学纯或分析纯。 S igm a 3K 15型冷冻离心机 ( BM H
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Instrum entsC o. LTD,德国 ); Sunrise Rem o te /T ouch

screen酶标仪 (澳大利亚 )。

1. 3 生物测定

参考 A lfredo的 T IBS法
[ 28]

, 经适当修改建立

了叶管药膜法。将每个浓度药液分别注满 4只

1. 5 m L 的离心管, 每只为 1个重复, 盖紧后平放

4 h,对照用蒸馏水浸管。倒掉药液, 将离心管置于

室温下晾干, 待用。将长约 10 cm 左右的细针针

尖用酒精灯加热, 在晾干的离心管管底烫直径约

2~ 3 mm 的孔。将无虫的新鲜嫩甘蓝叶洗净, 晾

干后用打孔器打成直径为 1. 5 cm 的小圆片, 分别

在每个浓度药液中浸 10 s。浸药叶碟置实验台上

晾干,待用。在吸虫前, 将浸药叶碟放入用相应浓

度药液处理过的离心管中, 每管 1片, 放置平整。

将西花蓟马从管底的烫孔吸入离心管, 每管 15 ~

25头,盖好管盖, 封好烫孔, 于 25 e 条件下放置

2 d后调查结果。数据用 POLO 软件处理, 计算

LC 10、LC 25、LC 50值及其 95%置信区间等。

1. 4 亚致死浓度处理

根据生物测定结果, 以两个种群各自 48 h后

的 LC 10和 LC 25值作为亚致死浓度, 对照用蒸馏水。

处理方法同 1. 3节。试虫为大小一致的 SS种

群和 Sub种群 2龄若虫, 每个种群分别设 LC 10、

LC 25处理组和对照组,共 6个处理。每处理 200 ~

300头若虫,分别饲喂 1、6、12、24、48 h后取活虫

制备酶液。

1. 5 酶液的制备

取处理后试虫, 每 40头放入 1. 5 m L离心管

中, 加入 50 LL冷的、pH 7. 5、0. 1 m o l/L的磷酸缓

冲液,在冰盒上用玻璃研磨棒研磨, 再加 450 LL

缓冲液冲洗研磨棒。每处理至少 4个重复。于

4 e 、10 000 r /m in下离心 5 m in,取上清液即为酶

液, - 20 e 下保存, 用于测定 C a rE和 G ST s比活

力。

1. 6 羧酸酯酶 ( CarE)比活力测定

参照高希武
[ 29]
和 Jen sen

[ 30]
的方法。在酶标

板孔中依次加 25 LL酶液、75 LL 1mm o l /L的 a -

NA和 50 LL 6 g /L 的固蓝 RR盐, 每处理至少

4个重复,立即在 450 nm下读数 5 m in, 60次。以

时间和光密度值作图, 求出线性部分的斜率, 即以

反应的初速度为酶活力。测定工作酶液蛋白质含

量, 计算 C arE的比活力, 单位为 $OD # m in
- 1 #

m g
- 1

pro.。

1. 7 谷胱甘肽 S-转移酶 ( GSTs)比活力测定

参照 Jensen
[ 30]
的方法, 以 2, 4 - 二硝基氯

苯 ( CDNB )为底物, 在酶催化下形成谷胱甘肽 S -

芳基复合体, 在 340 nm 处出现最大吸收峰。在

酶标板孔中依次加 10 LL酶液, 10 LL pH 7. 5、

0. 1 m m o l/L的磷酸缓冲液, 100 LL 2 m m o l/L 的

CDNB和 80 LL 12. 5 mm o l/L 的 G SH。在 340 nm

下读数 5 m in, 60次。每处理至少重复 4次。以时

间和光密度值作图, 求出线性部分的斜率, 即以反

应的初速度为酶活力。测定工作酶液蛋白质含

量,计算 G ST s的比活力。参见杨秀清等
[ 31 ]

, 依照

以下公式计算酶活力:

G ST s活力 ( Lm o l/m in) =
$OD 340# v

e# L

  式中 $OD 340为吸光度每分钟的变化 值

( $OD 340 /m in)、v 为酶促反应体系 ( m L )、e 为

产物的消光系数 [ 0. 009 6 L # ( Lm o l# cm )
- 1

] ,

L为比色杯的光程 ( 1 cm )。G ST s比活力单位为

Lm o l# m g
- 1

pro. # m in
- 1
。

1. 8 多功能氧化酶 (M FO s)比活力测定

参照 Y u等
[ 32]
方法作适当改进, 采用酶标仪

测定多功能氧化酶 O - 脱甲基活力: 以对硝基苯

甲醚为底物,在 M FO s作用下生成对硝基苯酚钠,

在 405 nm 下用酶标仪测定。以对硝基苯酚制作

标准曲线。将 40头处理后的 2 龄若虫置于

1. 5 m L的离心管中,加 500 LL 0. 1 m o l/L、pH 7. 8

的磷酸缓冲液 PB S [含 1 mm o l /L 的乙二胺四乙

酸 ( EDTA ) , 1 m m o l/L 的二硫苏糖醇 ( DTT ) ,

1 mm o l/L的苯硫脲 ( PTU ) , 1 mm o l /L的苯甲基磺

酰氟 ( PM SF ) ] , 冰浴下用玻璃研磨棒研磨匀浆。

在 4 e 、12 000 r /m in下离心 10 m in, 取上清液再

次离心 30 m in,作为测定酶液。每处理 4次重复。

反应体系为: 90 LL 酶液、10 LL 9. 6 mm o l /L 的

NADPH、100 LL 2 Lm o l/L 的对硝基苯甲醚。

30 e 下静置 30 m in后测定工作酶液蛋白质含量。

在 405 nm下比色,用对硝基酚的生成量表示酶的

比活力 ( Lm o l# m g
- 1

pro. # 30 m in
- 1

)。

1. 9 蛋白质浓度测定与统计分析

根据 B radfo rd法蛋白定量试剂盒说明书进行

测定。方差分析采用 SA S软件 ( Pro c ANOVA;

SA S Inst itute, 2000), 采用 Fisher. L SD进行差异显
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著性测定 (P < 0. 05)。

2 结果与分析

2. 1 多杀菌素对西花蓟马的毒力

西花蓟马 SS和 Sub种群对多杀菌素的敏感

性测定结果见表 1。可以看出, Sub种群用多杀菌

素连续处理 36代后, 其敏感性显著下降到相对敏

感种群的 5. 2倍。而且 Sub种群的斜率 ( 1. 178 1)

小于 SS种群的 ( 1. 393 3) , 说明 Sub种群的异质

性增高, 分散程度大于相对敏感种群, 用亚致死浓

度连续处理西花蓟马有产生抗药性的风险。进一

步计算得到 SS种群和 Sub种群在 48 h的 LC 25值

和 LC 10值分别为 0. 005 9、0. 002 5和 0. 025 1、

0. 007 7 m g /L, 以此作为亚致死浓度处理 2龄若

虫。

表 1 敏感和亚致死种群西花蓟马 2龄若虫对多杀菌素的敏感性

T ab le 1 Susceptibility o f the second instar larvae o f suscept ib le and subletha l

do se se lec ted F rankliniella o cc identa lis to sp ino sad

品系

S train

斜率

b ? SE

LC 50 /

(m g /L )

95%置信限

95% C on f idence lim it / (m g /L )

卡方

V2

LC 25 /

( m g /L )

LC 10 /

(m g /L )

S S 1. 393 ? 0. 055 0. 018 0. 014 ~ 0. 023 0. 615 0. 006 0. 002

Sub 1. 178 ? 0. 095 0. 094 0. 061 ~ 0. 144 1. 709 0. 025 0. 008

  注: SS,相对敏感种群; Sub,亚致死浓度连续选育 36代后的种群。

N ote: SS, sp in osad relative su scept ib le strain; Sub, sub lethal sp ino sad selected SS strain for m ore than 36 gen eration s.

2. 2 亚致死浓度处理不同种群西花蓟马若虫后
CarE比活力比较

从图 1-A 可以看出, 经过 LC 25低浓度选育

36代的亚致死种群, 在大部分时间段其 C arE比活

力都高于相对敏感种群, 且 6 h时两者 C arE活力

差异显著, 前者是后者的 1. 37倍, 说明 LC 25低浓

度选育刺激了西花蓟马体内 C arE比活力的上升。

再用两种群各自的 LC 10浓度分别处理两个种群

(图 1-B ) , Sub种群除 12 h与 SS种群相当外, 其

余时间段的 C arE比活力均高于 SS种群; 用各自

的 LC 25浓度处理,则 Sub种群的 C arE比活力在各

个时间段均高于 SS种群 (图 1-C )。

2. 3 亚致死浓度处理不同种群西花蓟马若虫后

GSTs比活力比较

如图 2-A所示, Sub种群对照组除在第 48 h

时的 G ST s比活力低于 SS种群对照组外, 其他时

间段的比活力都高于 SS种群, 说明 LC 25低浓度选

育西花蓟马 36代后刺激了其体内 G ST s比活力的

上升。再经 LC 10浓度处理后,除 12 h外, 其他时间

段 SS种群的 G ST s比活力均高于 Sub种群 (图 2-

B ) ; LC 25浓度处理后, Sub与 SS种群的 G ST s比活

力开始无显著差异, 但在 24和 48 h时 Sub种群均

明显高于 SS种群 (图 2-C )。

2. 4 亚致死浓度处理不同种群西花蓟马若虫后

MFO s比活力比较

如图 3-A所示, Sub种群对照组各时间段的

M FO s比活力均高于 SS种群, 在 1和 6 h时达到

显著差异,前者分别是后者的 1. 62和 1. 36倍, 说

明 LC 25低浓度选育西花蓟马 36代后刺激了其体

内 M FO s比活力的上升。再经 LC 10浓度处理后,

SS种群的比活力在 1、6和 12 h时高于相对应的

Sub种群, 但 24、48 h时低于 Sub种群 (图 3-B ) ;

经 LC 25浓度处理后, SS种群的 M FO s比活力在 1 h

和 6 h时高于相对应的 Sub种群, 但 12、24、48 h

时均低于 Sub种群 (图 3-C )。

3 讨论

有关杀虫剂亚致死效应的研究多集中在处理

害虫一代或几代后引起的一系列变化上, 包括药

剂的亚致死效应能提高其对害虫种群的防治效

果
[ 33-34]

等,但关于害虫多代持续处于杀虫剂亚致

死浓度的选择压力下, 可能会引起种群变化的研

究较少。本研究通过亚致死浓度多杀菌素连续处

理 36代西花蓟马获得了其亚致死种群, 该种群对

多杀菌素的敏感性下降到相对敏感种 群的

5. 2倍,表明已经产生了低水平抗性。可以看出,

虽然药剂的亚致死效应能提高其对害虫种群的防

治效果, 但也为害虫抗药性的产生提供了持续的

选择压力
[ 35-36 ]

, 有进一步产生抗药性的风险。目

前我国尚未有西花蓟马对多杀菌素产生抗性的报

道, 但随着多杀菌素使用量的逐年增加和防治范
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图 1 亚致死浓度多杀菌素作用下西花蓟马

CarE的比活力变化

F ig. 1 C hange s of C arE activ ity in w estern f low er

thrips af ter treated w ith sub letha l

concen tra tion s of sp ino sad

A:对照组 ( CK g roup ) ; B: LC 10处理 (LC 10 treated group ) ;

C: LC 25处理 (LC 25 treated g roup)

围的扩大, 其对害虫的选择压力也将随之增大, 因

此合理使用多杀菌素, 降低其对害虫的选择压力

将是延缓西花蓟马抗药性发展的重要措施
[ 37]
。在

生产防治上应避免连续使用多杀菌素, 并应和其

他无交互抗性的杀虫剂轮换使用, 兼配合栽培防

治和生物防治等措施
[ 11, 37 ]

。

多杀菌素作为防治西花蓟马为害的高效药

剂, 其抗药性的产生和演化备受研究者的关

注
[ 11, 38-43 ]

。B ielza等研究了抗多杀菌素西花蓟马

( 13 500倍 )的抗性机理, 增效剂实验显示, 该抗性

与解毒酶系无关,作者推测其可能属于靶标抗性,

即 C-氨基丁酸受体和乙酰胆碱受体的改变是西花

蓟马对多杀菌素的主要抗性机制
[ 11, 40 ]

。

图 2 亚致死浓度多杀菌素作用下西花蓟马
GSTs的比活力变化

Fig. 2 C hanges o f G ST s activ ity in w e stern f low er

thrip s af ter treated w ith sub le tha l

concentrations o f sp ino sad
A:对照组 ( CK group ) ; B: LC 10处理 (LC 10 treated g roup) ;

C: LC 25处理 (LC 25 treated group )

  抗药性是由于昆虫对药剂选择的不断适应
而发生的一种快速进化现象, 在不同抗性水平下,

其抗性的主导机制也在不断变化。L iu等
[ 44]
研

究表明, 细胞色素单加氧酶活力升高是褐飞虱

N ilaparva ta lugens ( St.l )对吡虫啉 ( im idac loprid)

抗性上升第一阶段的主导机制, 而靶标不敏感性

的出现, 是极高水平抗性产生 (第二阶段抗性变

化 )的重要机制。W ang等
[ 45 ]
研究表明, 多功能氧

化酶在甜菜夜蛾 Spodoptera ex igua (室内汰选 5代

后, RR 345. 4)对多杀菌素的抗性中起主要作用。

本研究中, 亚致死浓度多杀菌素汰选西花蓟马种

群的 C a rE、G ST s和 M FO s比活力在总体趋势上高

于 相对敏感种群 , 因此推测在低浓度多代处
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图 3 亚致死浓度多杀菌素作用下西花蓟马

MFOs的比活力变化

Fig. 3 C hanges o fM FO s activ ity in w e stern f low er

thrips af ter treated w ith sub letha l

concen tra tion s of sp ino sad

A:对照组 ( CK group) ; B: LC 10处理 (LC 10 treated group ) ;

C: LC 25处理 (LC 25 treated g roup)

理下,西花蓟马对多杀菌素的敏感性下降可能主

要是由于解毒酶活力升高所致。有关西花蓟马对

亚致死浓度多杀菌素的适应机制及对多杀菌素的

抗性机制等仍需进一步研究。
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