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不同生境的草间钻头蛛种群对拟除虫菊酯类
杀虫剂的敏感性及体内解毒酶活性的测定
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摘  要:采用浸渍法测定了不同生境的草间钻头蛛 H y lyphantes gram inico la种群对氰戊菊酯、溴氰

菊酯和氯氰菊酯的敏感性,并对其体内的酯酶、多功能氧化酶-O-脱甲基和谷胱甘肽-S-转移酶的活

性进行了测定。结果表明, 不同生境的草间钻头蛛种群对 3种拟除虫菊酯杀虫剂的敏感水平不同:

草丛种群最为敏感; 棉田种群的抗药性最强, 其中对氰戊菊酯的抗药性最高, 相对抗性指数为

14. 61,达到中抗水平;其他种群对 3种杀虫剂较敏感或抗性较低。 5种生境草间钻头蛛体内的酯

酶、多功能氧化酶-O-脱甲基和谷胱甘肽-S-转移酶的活性均以草丛种群最低,棉田种群最高。酯酶

和多功能氧化酶-O-脱甲基活性的增强可能是棉田草间钻头蛛种群对拟除虫菊酯类杀虫剂不敏感

或产生抗性的原因。
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Abstract: The suscept ib ility o f five populat ions of H y lyphantes gram inicola co llected from d ifferen t

hab itats in Wuhan, Ch ina, to fenvalerate, de ltamathrin and fenva lerate w ere investigated by dipping

methods. The results show ed thatH. gram inico la from different habitats had d ifferent sensitivity level to

pyrethro ids. H. gram inicola from g rass field w as themost sensitive population to the 3 py rethro ids, and tha t

from co tton field deve loped m idd le leve l of resistance to fenva lerate and the re lative resistant index w as

14. 61. B iochem ica l study show ed that the activ ities o f esterase, M FO-O-demethylat ion and GST of the

grass field populat ion w ere the low es,t w hile the activities of esterase andM FO-O-dem ethy lation of the

co tton field populat ion w ere the h ighes.t It w as suggested that the resistance o f H. gram inicola to

pyrethro idsm ay be re lated to the increased activ ities o f esterase andMFO-O-demethy lation.
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  化学杀虫剂的广泛应用虽然在害虫防治中取

得了很好的效果, 但给蜘蛛等害虫天敌带来的危

害也是有目共睹的
[ 1, 2 ]
。如何使蜘蛛等天敌免受

农药的伤害、更好地发挥其在害虫生物防治中的

作用,是摆在植保工作者面前迫切需要解决的问

题。有研究表明, 抗药性蜘蛛品系的培育及田间

释放可能是解决这些问题的有效途径之一
[ 3 ]
, 但

目前尚未见有关抗药性蜘蛛培育的研究报道。为

了较好地汰选和培育抗药性蜘蛛品系, 作者曾测

定 了 不 同 地 区 的 草 间 钻 头 蛛 H y lyphan tes

gram inico la种群对常见杀虫剂的敏感水平 (另文发

表 )。本文报道采自湖北武汉 5种不同作物生境

的草间钻头蛛种群对 3种拟除虫菊酯类杀虫剂的

敏感水平, 以及对蜘蛛体内 3种解毒酶活性的测

定结果。

1 材料与方法

1. 1 供试蜘蛛及饲养

供试草间钻头蛛 H 1gram inicala种群分别采自

武汉中国农业科学院油料作物研究所油菜田、湖

北大学沙湖杂草地、华中农业大学的水稻田、玉米

田及武汉市东西湖农场的棉田。将采回的蜘蛛单

头饲养于玻璃指管 (长 13 cm,直径 2 cm )中, 管底

部放置吸足水的海绵, 以供蜘蛛饮水。将指管放

于恒温培养箱内 (温度 25e , 光照 14 h) , 饲喂果

蝇 D rosophila sp. 和摇蚊 T end ip es sp. 成虫, 4 d后,

去除幼蛛和雄蛛, 选雌性草间钻头蛛成蛛用于杀

虫剂敏感性和酶活性的测定。

1. 2 供试药剂及试剂

有效成分质量分数为 2. 5% 的溴氰菊酯

( deltamathrin)乳油 [艾格福 (天津 )有限公司 ] ;

20%的氰戊菊酯 ( fenvalerate)乳油 (江苏激素研究

所实验一厂 ); 4. 5%的氯氰菊酯 ( cypermethrin)乳

油 (南京第一农药厂 )。乙酸-A-萘酯、A-萘酚和甘

氨酸 (均为上海试剂一厂生产 ) ; 十二烷基磺酸钠

(沈阳化学试剂一厂 ) ; 坚固蓝 RR盐、三羟甲基氨

基甲烷、四甲基乙二胺、5, 5c-二硫双对硝基苯甲酸

( DTNB)、对硝基苯甲醚 ( CDNB )、还原型谷胱甘

肽 ( GSH )和牛血清白蛋白 (均为 S igma公司生

产 ) ;考马斯亮蓝 G-250、溴酚蓝、辅酶 Ò ( NADPH )

(均为武汉亚法生物技术有限公司进口分装 )。

1. 3 蜘蛛对杀虫剂的敏感性测定

采用浸渍法
[ 4, 5 ]
。将供试杀虫剂按梯度稀释

配成 5~ 6个浓度,将供试蜘蛛浸渍于各浓度药液

的玻璃指管中。每浓度处理蜘蛛 30头, 每头浸渍

10 s。浸后将蜘蛛放在吸水纸上吸去多余的杀虫

剂,放入培养皿 (直径 5 cm, 高 1. 2 cm )中,以吸足

水的海绵保湿, 不喂食, 48 h后检查蜘蛛的死亡

率。按照 F inney几率值分析法
[ 6 ]
求回归方程、

LC50值、95%置信限和 V
2
等。

1. 4 酯酶活性测定

参照 V an Asperen
[ 7]
方法。将 10 ~ 25头蜘蛛

匀浆后于 4 000 r /m in下离心 15 m in, 取上清液并

稀释适当倍数后作为酶液。所有操作均在 4e 下

进行。酶活力测定: 在试管内加入 5 mL底物, 置

于 25e 下平衡 5 m in, 加入酶液 1 mL, 摇匀, 置于

25e 下温育 30m in, 立刻加入 1mL DTNB显色液,

015 h后测定 600 nm的 OD值。对照以 1mL缓冲

液代替酶液。

1. 5 多功能氧化酶 (M FO )-O-脱甲基活性测定

参照 H ansen和 Hodgson
[ 8 ]
的方法并加以改

进。10~ 25头蜘蛛用 0. 2mo l/L pH值为 7. 8的磷

酸缓冲液冰浴匀浆, 匀浆液于 0e 12 000 r/m in下

离心 15 m in, 取上清液为酶源。反应体系含 1 mL

酶液、2. 5 mg NADPH、10 LL 0. 1 mo l/L 的 CDNB

和 2 mL磷酸缓冲液, 于 34e 恒温水浴中振摇

30 m in, 加入 1 mL 1 mo l/L的盐酸终止反应。用 5

mL氯仿萃取, 取氯仿层 3 mL与 3 mL 015 mo l/L

的氢氧化钠溶液混合,测定 400 nm下 OD值。

1. 6 谷胱甘肽-S-转移酶 (G ST)的活性测定

参考 H ab ig
[ 9]
的方法。取不同生境的蜘蛛

10~ 25头,在 1 mL磷酸缓冲液 (浓度 012 mo l/L,

pH 718)中冰浴匀浆, 于 6 000 r/m in下冷冻离心

10 m in, 取上清液作为酶源。在由 30 mmo l /L GSH

和 30 mmo l/L CDNB 各 0103 mL、酶 液 0103 mL

和 0181mL磷酸缓冲液组成的反应体系中测定酶活。

1. 7 蛋白质含量的测定

参照 Bradford
[ 10 ]
的方法, 用考马斯亮蓝 G-250

测定各酶液中蛋白质含量。

2 结果与分析

2. 1 供试蜘蛛对拟除虫菊酯类杀虫剂的敏感性
来自 5个生境的草间钻头蛛对 3种杀虫剂的
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敏感性不同, 其中, 以草丛种群对溴氰菊酯最为敏

感。以其为相对敏感种群, 计算了各种群对 3种

杀虫剂的相对抗性指数 (见表 1、表 2和表 3)。结

果表明:棉田种群对溴氰菊酯的耐药性最强, 其相

对抗性指数为 4. 23, 属低抗水平。对氰戊菊酯的

敏感性也以草丛种群最高, 玉米田种群和稻田种

群也很敏感; 而棉田种群对氰戊菊酯的相对抗性

指数最高,为 14. 61, 达到中抗水平; 油菜田种群对

氰戊菊酯的抗性也接近中抗水平, 相对抗性指数

为 9. 41。对氯氰菊酯也以草丛种群最为敏感, 棉

田种群耐药性最强, 其相对抗性倍数为 8. 38, 接近

中抗水平。

Table 1 Suscept ib ility o fH. gram inicola co llected from d ifferen t hab itats to de ltam athrin

C o llecting areas LD-p lin e LC50 ( 95% CL ) / (m g /L ) V2 R ela tive resistance index*

G rass f ield Y = 3. 56+ 2. 54x 3. 68 ( 2. 82~ 4. 81) 2. 65 1100

C orn f ield Y = 3. 53+ 1. 73x 7. 08 ( 4. 95~ 10. 13 ) 0. 22 1. 9 2

V eg etab le f ield Y = 4. 55+ 1. 45x 9. 81 ( 6. 20~ 16. 18 ) 0. 03 2. 6 6

R ice f ield Y = 2. 79+ 1. 95x 14. 57 ( 9. 48~ 19. 42 ) 0. 34 3. 9 5

C otton f ie ld Y = 3. 71+ 1. 98x 15. 60 ( 12. 78~ 20. 59 ) 0. 08 4. 2 3

  * Relativ e resistance index w as th e ratio of LC50 va lue ofH 1g ram in ico la from d if feren t h ab itat s to that f rom grass f ield. The sam e as in th e

fol low in g tab les.

Tab le 2 Susceptib ility ofH. gram inico la co llec ted from d ifferent habitats to fenvalera te

C o llecting areas LD-p lin e LC50 ( 95% CL ) / (m g /L ) V2 Relative resistance index

G rass f ield Y = 2. 26+ 2. 26x 16. 30 ( 12. 18~ 21. 82 ) 0. 92 1100

C orn f ield Y = 2. 56+ 1. 92x 18. 55 ( 13. 24~ 26. 01 ) 1. 47 1. 1 4

R ice f ield Y = 2. 54+ 1. 54x 39. 42 ( 19. 79~ 78. 54 ) 0. 36 2. 4 1

V eg etab le f ield Y = 1. 54+ 1. 58x 153. 5 ( 59. 30~ 397. 1 ) 0. 11 9. 4 1

C otton f ie ld Y = 1. 34+ 1. 57x 238. 2 ( 160. 2 ~ 353. 0 ) 0. 44 14. 6 1

Tab le 3 Susceptibility ofH. gram in icola co llected from different hab itats to cypermethrin

C o llecting areas LD-p lin e LC50 ( 95% CL ) / (m g /L ) V2 Relative resistance index

G rass f ield Y = 4. 63+ 1. 02x 2. 30 ( 0. 48~ 11. 05 ) 0. 14 1100

C orn f ield Y = 3. 56+ 2. 54x 3. 68 ( 2. 82~ 4. 81) 2. 65 1. 6 0

V eg etab le f ield Y = 3. 25+ 1. 18x 9. 27 ( 6. 55~ 13. 13 ) 2. 29 4. 0 3

R ice f ield Y = 2. 66+ 2. 05x 13. 80 ( 10. 07~ 18. 92 ) 0. 53 6. 8 5

C otton f ie ld Y = 2. 22+ 2. 17x 19. 28 ( 13. 49~ 27. 56 ) 0. 22 8. 3 8

2. 2 供试蜘蛛的酯酶活性

测定结果表明, 草丛种群酯酶活性最低; 棉田

种群活性最高, 其活性为草丛种群的 2. 34倍; 其

他种群酯酶活性虽然比草丛种群高, 但差异不显

著 (见表 4)。结合敏感性的测定结果, 认为棉田

草间钻头蛛种群对拟除虫菊酯类杀虫剂不敏感或

者产生了中等水平的抗药性, 可能与其体内酯酶

活性的增强有关。

2. 3 MFO-O-脱甲基活性

MFO是一种氧化酶系, 能将多种进入昆虫体

内的外源物质进行氧化、代谢和解毒,使昆虫对杀

虫剂的敏感性降低
[ 4 ]
。本研究表明, 不同生境草

间钻头蛛种群的 MFO-O-脱甲基活性也以草丛种

群最低, 棉田种群最高, 棉田种群的活性为草丛种

群的 2. 96倍, 差异达到显著水平 (表 4)。可见草

间钻头蛛对除虫菊酯类杀虫剂变得不敏感或者产

生抗药性,可能与其体内的 MFO-O-脱甲基活性增

强有关。但与昆虫相比, 草间钻头蛛体内的 MFO-

O-脱甲基活性较低, 这也可能是拟除虫菊酯类杀

虫剂对草间钻头蛛毒力很强的原因之一
[ 5]
。

2. 4 GST的活性

GST是一类多功能的解毒酶, 在昆虫对有机磷

及拟除虫菊酯类杀虫剂的代谢中有重要作用
[ 4 ]
。

本研究结果表明, 不同生境草间钻头蛛种群的 GST

活性也有一定的差异, 但种群之间的差异未达到

显著水平 (表 4)。
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T able 4 E sterase, M FO and GST activ ities o fH. gram in icola collected from d ifferen t hab ita ts

Co llect ing  
areas  

A ctiv ities of esterase

/ (OD /m in# m g )
R atio*

A ctiv ities of M FO

-O-dem ethy lation

/ ( Lm o l/m in# m g)

Ratio*
A ctivit ies o fG ST

/ ( Lm o l/m in# m g)
Rat io*

G rass f ield 0. 053 a 1100 1. 23 ? 0. 0 9 a 1100 16. 13 ? 0. 60 a 1100

C o rn f ie ld 0. 069 a 1. 17 1. 54 ? 0. 1 2 a 1. 25 19. 32 ? 0. 15 a 1. 20

V egetab le f ie ld 0. 078 a 1. 23 1. 45 ? 0. 0 4 a 1. 18 18. 22 ? 0. 37 a 1. 12

R ice f ield 0. 083 a 1. 31 1. 37 ? 0. 3 5 a 1. 11 17. 31 ? 0. 20 a 1. 07

C o tton f ield 0. 138 b 2. 34 3. 64 ? 0. 61 b 2. 96 22. 29 ? 0. 61 a 1. 38

  * Ind icated the ratio s of enz ym es act iv ities o fH. gram in ico la f rom d if feren t hab itats to that from grass f ield. Data in th e tab le fo llow ed by

d ifferent letters had sign if ican t d iff erence(P < 0. 05 ) .

3 讨论

有关不同生境对动物的形态
[ 11 ]
、生理特

征
[ 12]
、分布

[ 13]
及捕食

[ 14 ]
等方面的影响均有报道,

而关于生境对动物耐药性影响的报道很少, 钱薇

萍等
[ 15]
测定了 4种不同生境的致乏库蚊 Culex

p ip iens quinquefascia tus幼虫对右旋丙烯菊酯、右旋

丙炔菊酯及其混配制剂 (有效成份 1B1)的敏感
性, 结果表明,这两种杀虫剂及其混配制剂对供试

幼虫的 LC50值接近。而本文的研究结果与之不

同, 不同生境的草间钻头蛛种群对 3种拟除虫菊

酯类杀虫剂的敏感水平存在一定差异, 以棉田种

群的耐药性或抗药性最高。

我国棉田施用拟除虫菊酯类杀虫剂已有多

年, 1985年前棉铃虫对该类药剂一直保持敏感, 但

由于长期单一、大量和无限制的施用, 至 20世纪

80年代后期开始出现抗药性。至今棉铃虫对溴氰

菊酯和氰戊菊酯的抗性发展经历了敏感、敏感性

降低、低水平抗性、中等水平抗性和高水平抗性

5个阶段
[ 16]
。长期施用某类杀虫剂, 不仅会使害

虫产生抗药性, 也使害虫的天敌产生一定的耐药

性或抗药性。本研究中均以棉田蜘蛛种群对 3种

拟除虫菊酯类杀虫剂的耐药性或抗药性最高, 这

与棉田长期施用拟除虫菊酯类杀虫剂有关。但与

棉铃虫相比, 棉田蜘蛛的抗药性水平依旧很低, 抗

性发展很缓慢。
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