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摘  要:对家蝇残杀威抗性 ( RR)和敏感 ( SS )品系乙酰胆碱酯酶 ( acety lcho linesterase, AChE ) ( RR-

和 SS-AC hE )的生化特性研究后发现, RR-和 SS-AChE存在着明显的差异: 1) RR-和 SS-AChE最

适反应温度分别为 37e 和 34e , 但最适 pH值均为 7. 4; 2) AChE催化底物的能力不同, RR-AC hE

水解碘化硫代乙酰胆碱 (ATC h)、碘化硫代丁酰胆碱 ( BTC h)、碘化硫代丙酰胆碱 ( PTCh)的活力高

于 SS-AC hE, 其相应的最大反应速率 (V max )比分别是 SS-AChE的 2. 22、1. 08和 3. 41倍; 3)从双

分子速率常数 ( bim o lecular constan,t K i)来看, RR-AC hE对 4种氨基甲酸酯类抑制剂 (残杀威、克百

威、甲萘威、灭多威 )的敏感度分别是 SS-AChE的 46. 77、28. 15、66. 15和 15. 00倍, 对 4种有机磷

类抑制剂 (马拉氧磷、甲胺磷、氧乐果和氧化三唑磷 )的敏感度分别是 7. 66、12. 13、3. 81和 2. 25倍;

4)上述抑制剂与 RR-AChE分子相互作用的亲和力常数 (K a )均大于与 SS-AChE的值; 5) RR-

AC hE的磷酰化或氨基甲酰化常数 (K 2 )值都低于 SS-AC hE的值。表明 RR-AChE的性质已发生变

化。
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Abstract: It w as fo und by study o f biochem ical properties o f acety lcho linestera se ( RR-and SS-AC hE )

that the propoxur-resistant ( RR ) and susceptible ( SS )-AChe of the housef ly, M u sca dom estica w ere

d if ferent in the fo llow ing aspects. 1) The optim um tem perature o f AC hE in the RR and SS stra insw as

found at 37e and 34e , respective ly. But the optim um pH va lue w as all the sam e, 7. 4. 2) The

capab ility o f substrate hydro ly zed by the tw o AC hE s ex isted m arked ly d ifference. TheV max ra tio s of RR-

to SS-AChE w ere 2. 22 fo r ATC h, 1. 08 fo r BTCh and 3. 41 fo r PTCh. 3) Ba sed on the b im o lecular

rate constant (K i) , the RR-AC hE w as 46. 77-, 28. 15-, 66. 15- and 15. 00-fo ld less sensitiv e to four

carbam atespro poxur, carbo furan, carbary landm ethom y landw as 7. 66-, 12. 13-, 3. 81 and 2. 25- fo ld
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less sensit iv e to fo ur organopho sphates m a laoxon, m etham idopho s, om etho ate and triazopho s oxon,

respectiv ely. 4) The aff inity constant (K a ) va lue s o f the tested inh ibito rs w ith RR-AChE w ere a ll

h igher than that o f SS-AChE. 5) The pho spho ry lation o r carbam y lat ion constant (K 2 ) v alues of RR-

AC hE w ere a ll less than that o f SS-AChE. A ll these data im p lied tha t RR-AChE w as qualitative ly

altered.

Key words: M usca dom estica; insectic ide s; acety lcho linesterases; resistance; AChE k inetic ana ly sis

  据报道, 家蝇对常用杀虫剂均已产生抗性
[ 1]

,

其中对有机磷 ( OP)和氨基甲酸酯类 ( CB )杀虫剂

的主要抗性机理除了解毒酶活性增高外, 还有靶

标酶 ) ) ) 乙酰胆碱酯酶 ( AChE, EC, 3. 1. 17)敏感

度降低
[ 2, 3]
。在许多昆虫中已被证实靶标抗性与

AC hE基因 (a ce )突变有关
[ 4]
。不少学者应用定点

突变技术, 对不同突变组合的 a ce表达的 AChE蛋

白的功能进行了研究, 进一步揭示了 ace不同位点

的突变及其组合与抗性的关系
[ 5~ 8]
。笔者曾对残

杀威抗性 ( RR )和敏感 ( SS)家蝇品系的抗性谱和

抗性机理进行了研究, 并对这两个品系的 a ce基因

进行了克隆和序列比较, 发现其抗性与 4个基因

突变 ( V 261L、G 343A、F408Y 和 D 422V )有关, 并

对这些突变基因进行了表达和功能的研究
[ 5, 9]

, 但

对 RR和 SS品系的 AC hE ( RR-和 SS-AC hE )的生

化特性尚未进行详细研究, 也未见相关报道, 本文

就这方面的研究结果报告如下。

1 材料与方法

1. 1 供试昆虫
敏感 ( SS)和抗性家蝇 ( RR )品系的选育和抗

性谱见前文
[ 5, 9 ]
。

1. 2 试剂及仪器
二硫双对硝基苯甲酸 ( DTNB )、曲通 X-100、

碘化硫代乙酰胆碱 ( ATC h)、碘化硫代丙酰胆碱

( PTC h)、碘化硫代丁酰胆碱 ( BTC h)均为 S igm a

公司产品; 98%灭多威 ( m e thom y l)、99. 9%残杀威

( propo xur)、97. 7%甲萘威 ( carbary l)、99. 4%克百

威 ( carbo furan)、98. 5%甲胺磷 (m etham idophos)、95%

氧乐果 ( om ethoate)、95. 5%马拉氧磷 (m a laoxon)、94%

氧化三唑磷 ( triazopho s ox on) 均为迪马公司产品;

考马斯亮蓝 G-250和牛血清白蛋白 ( bov ine serum

a lbum in, B SA )为 F luka公司产品。

B ackm an DU-640蛋白核酸分析仪; PERK IN

ELM ER G eneAm p 2400PCR仪。

1. 3 实验方法
1. 3. 1 家蝇粗酶源的制备  将羽化后 2 ~ 3 d的

家蝇成虫置于 - 72e 的超低温冰箱内 30 m in, 取

其头部, 按每 400头加 5 m L冰冷磷酸缓冲液 ( PB,

25 mm o l /L, pH 7. 4, 含 1% 曲通-100)的比例, 于

冰上匀浆。匀浆液于 4e 12 000 @g 离心 24 m in,

经脱脂棉过滤, 取上清液作为酶源, 4e 下保存备
用。

1. 3. 2 家蝇 AC hE活性测定  采用 E llm an
[ 10]
比

色法, 并经改进
[ 11]
。以 AChE水解底物生成的巯

基与 DTNB结合产生黄色产物的量作为 AC hE活

力的指标。于 412 nm下测定光密度值 (OD ), 计

算 AC hE活力。

500 LL酶反应体系中含有 50 LL酶和 450 LL

25 mm o l /L 的 E llm an溶液。其中, 25 m m o l/L 的

E llm an溶液由 50 m L显色剂和 50 LL 1 m o l /L 的

ATC h( PTCh或 BTCh)组成。

显色剂的配制: 称取 DTNB 91 m g和碳酸氢

钠 37. 5 m g,用 25 mm o l/L的 PB缓冲液溶解并定

容至 1 L。

1. 3. 3 RR-和 SS-AChE最适反应 pH值测定  用

pH值为 5. 8、6. 0、6. 2、6. 4、6. 6、6. 8、7. 0、7. 2、

7. 4、7. 6、7. 8、8. 0的 PB缓冲液, 分别从抗性和敏

感家蝇中提取 RR-和 SS-AC hE, 再分别取 50 LL

酶液, 加入 450 LL 25 mm o l /L的 E llm an溶液中,

室温下混匀, 在蛋白核酸分析仪上测定其在

412 nm 处的OD 值,分别计算 RR-和 SS-AC hE的

活力。每处理至少重复 3次。

1. 3. 4 RR-和 SS-AChE最适反应温度测定  将

用最适 pH值的 PB缓冲液提取的 AC hE 50 LL置

于聚合酶链反应 ( PCR )管中, 在 PCR仪上设定温

度在 4~ 50e 之间, 分别保育 10 m in后加入到

450 LL E llm an溶液中, 在蛋白核酸分析仪上测定

其在 412 nm下的 OD 值, 计算不同反应温度下

RR-和 SS-AC hE的活力。每处理至少重复 3次。

1. 3. 5 RR-和 SS-AChE最适底物比较  分别以
1 Lm o l/L至 200 mm o l /L的 ATC h、BTCh和 PTC h

为底物, 在最适反应温度下水解, 混匀后测定 RR-

和 SS-AC hE的活性。每处理至少重复 3次。

1. 3. 6 RR-和 SS-AC hE双分子速率常数 (K i)值

的测定  参照 Fourn ier
[ 12]
方法,将酶与抑制剂混合
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后, 在最适 pH值及 25 mm o l/L的 PB中孵育。分

别在不同时段取其 50 LL 加入到 450 LL E llm an

溶液中,测定剩余酶活力。剩余自由酶 [E ] / [E 0 ]

随时间的变化可用剩余酶活力 [A ] / [A 0 ]来表示。

抑制动力学的测定采用不同浓度的抑制剂; 以抑

制剂的浓度和作用时间作为变量, 利用多重非线

性回归软件 GO SA 1. 0分析 K i值。

1. 3. 7 RR-和 SS-AChE磷酰化或氨基甲酰化常

数 (K 2 )和亲和力常数 (K a )的测定  参考 M a in
[ 13 ]

的方法,将酶与不同浓度的抑制剂混合后, 在最适

pH 值及 25 mm o l/L 的 PB中孵育。 3 m in内, 于

不同时间段取出 50 LL加入到 450 LL E llm an溶

液中,测定剩余酶活力。以抑制剂的浓度和作用

时间为变量, 通过 M ain的公式求出 K 2和 K a。

1. 3. 8  AChE热稳定性测定  参考 Sh i的方

法
[ 6]

,将 RR-和 SS-AC hE分别置于 40 ~ 60e 下进
行热变性。在热变性过程的不同时间 (时间间隔

为 2 m in )各取出 50 LL 酶液, 加入到 450 LL

E llm an溶液中, 测定剩余酶活力。一级变性速率

常数 (K d )用非线性回归软件 GO SA 1. 0分析。

1. 3. 9 蛋白质含量测定  参考 B radfo rd考马斯

亮蓝法
[ 14]
。

2 结果与分析

2. 1 pH值对 AChE活力的影响

通过对 RR-和 SS-AChE反应速度与缓冲液

pH值关系的研究发现, pH值为 7. 4时, RR-和 SS-

AC hE活力均最高 (图 1)。 pH 值 < 7. 4时, SS-和

RR-AC hE活力随 pH 值的升高而升高, pH 值 >

7. 4时,酶活力随 pH值的升高而降低。

图 1 缓冲液 pH对 RR-和 SS-AChE活力的影响

F ig. 1 E ffect o f pH va lues on specif ic activ ity

o f AC hE from RR and SS stra ins

2. 2 温度对 RR-和 SS-AChE活力的影响

温度对 RR-和 SS-AC hE活性的影响存在明显

差异, 其最适温度分别为 37e 和 34e (见图 2)。

温度对 AC hE的作用具有双重影响, 一方面温度

升高可加速酶反应速度, 另一方面由于 AChE是

蛋白质, 温度升高可加速蛋白的变性速度, 因而在

较低的温度范围内, 酶反应速度随温度升高而增

大,但是超过一定温度后, 酶反应速度反而下降。

图 2 温度对 RR-和 SS-AChE活力的影响

F ig. 2 Inf luence o f tem pera ture to

RR- and SS-AC hE activ ity

2. 3 RR-和 SS-AChE底物特异性

表 1显示了 SS-和 RR-AC hE对底物 ATCh、

BTCh、PTC h的米氏常数 (K m )和最大反应速率

(V m ax )。比较 SS-AC hE对 3种底物的K m 值, 发现

其对 ATCh的 K m 值最小, 说明 ATC h是该酶的最

佳底物。比较 RR-AC hE对 3种底物的 K m 值, 发

现其对 BTC h的 K m 值最小, PTC h次之, ATC h最

大。RR-AC hE对底物 ATC h的 K m 值是 SS-AChE

的 3. 92倍, V m ax值是 SS-AC hE的 2. 22倍。RR-和

SS-AC hE的 V m ax和 K m 值的差异表明这两个品系

存在着不同类型的 AChE。

2. 4 RR-和 SS-AChE的稳定性

采用不可逆性的热灭活方法, 变性温度范围

从 40e 至 60e 。利用一级变性速率常数 (K d )与

绝对温度的倒数 ( 1 /bK )作图 ( A rrhenius plo t), 发

现 RR-AC hE热稳定性趋势要比 SS-AChE的低

(图 3) ,而 RR与 SS混合的 AC hE ( 1B1 )的热稳定

性介于两者之间。

2. 5 八种抑制剂对 RR-和 SS-AChE的 K i值测定

离体抑制试验发现, RR-AC hE对 8种抑制剂

均存在不同程度的不敏感性。RR-AC hE对 CB s的
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表 1 RR-和 SS-AChE水解 ATCh、BTCh和 PTCh的米氏常数 (Km )和最大反应速率 ( Vmax )

Table 1 K m andV m ax o f ATCh, BTC h and PTC h hydro lyzed by RR- and SS-AC hE

底物

S ub strate

K m ? SE / ( Lm o l /L )

SS RR

比值

( RR /SS )

V m ax / [ Lm o l / (m g p ro tein# m in ) ]

SS RR

比值

( RR /SS )

ATCh 72. 38 ? 9. 08 283. 95 ? 50. 40 3. 9 2 1 275. 28 ? 98. 34 2 82 7. 88 ? 333. 6 1 2. 22

BTCh 75. 61 ? 1. 61 129. 71 ? 19. 74 1. 7 2 2 85. 94 ? 3. 6 4 309. 5 6 ? 19. 49 1. 08

PTC h 139. 54 ? 9. 88 197. 93 ? 23. 81 1. 4 1 3 88. 28 ? 14. 2 4 1 3 22. 30 ? 85. 2 3 3. 41

图 3 RR-和 SS-AChE的热稳定性

Fig. 3 The therm a l stab ilization o f RR-and

SS-AC hE

不敏感性要高于对 OPs, 这一结果与活体的生物测

定结果相吻合
[ 5]

, 即 K i ( SS /RR )比值越大, LD 50

( RR /SS)比值越大。其中对甲萘威的不敏感性最

高, K i比 ( SS /RR )达 66. 15倍, 其次为残杀威、克

百威和灭多威, 分别为 46. 77、28. 15和 15. 00倍;

对 4种 OPs的抗性较低, 对甲胺磷、马拉氧磷、氧

乐果和氧化三唑磷的抗性分别为 12. 13、7. 66、

3. 81和 2. 25倍。同时通过酶与抑制剂的亲和力

常数 (K a )值的测定发现, RR品系的 K a值均高于

SS品系,但 K 2 值均低于 SS品系 (表 3)。

3 讨论

昆虫对 OP和 CB类杀虫剂的靶标抗性与 a ce

表 2 八种抑制剂对 SS-和 RR-AChE的双分子反应速率常数 (K i)值

T ab le 2 B im o lecu lar rate constants (K i) o f eight inhib ito rs to SS- and RR-AC hE

抑制剂 Inh ib ito r  
K i? SE / ( Lm o l- 1 # m in- 1 )

SS RR

比值 Ratio

( S S /RR )

残杀威 p ropoxur 0. 29 ? 0. 01 0. 6 2 @ 10- 2 ? 0. 02 @ 10- 2 46. 77*

灭多威 m ethom y l 0. 30 ? 0. 03 0. 02 ? 0. 01 15. 00*

克百威 carbofu ran 0. 76 ? 0. 15 0. 2 7 @ 10- 1 ? 0. 04 @ 10- 1 28. 15*

甲萘威 carbary l 0. 43 @ 1 0- 1 ? 0. 04 @ 10 - 1 0. 6 5 @ 10- 3 ? 0. 09 @ 10- 3 66. 15*

马拉氧磷 m alaoxon 0. 49 ? 0. 02 0. 6 4 @ 10- 1 ? 0. 04 @ 10- 1 7. 66

氧乐果 om ethoate 0. 61 @ 1 0- 2 ? 0. 04 @ 10 - 2 0. 1 6 @ 10- 2 ? 0. 02 @ 10- 2 3. 81

氧化三唑磷 triazopho soxon 0. 54 @ 1 0- 2 ? 0. 05 @ 10 - 2 0. 2 4 @ 10- 2 ? 0. 04 @ 10- 2 2. 25

甲胺磷 m etham idophos 0. 97 @ 1 0- 3 ? 0. 02 @ 10 - 3 0. 8 0 @ 10- 4 ? 0. 06 @ 10- 4 1 2. 13

  * P < 0. 05

突变有关, 目前涉及 a ce 突变的昆虫已有 20多

种
[ 4]
。昆虫的 a ce突变有可能导致 AC hE对 O Ps

和 CB s的敏感度降低
[ 8, 15 ~ 17 ]

。抗性马铃薯叶甲

Leptino tarsa decem linea ta 的 AC hE的丝氨酸变突

为甘氨酸, 不仅会导致其对谷硫磷敏感度降低, 还

会对马铃薯叶甲的内禀增长率和相对适合度产生

负面影响
[ 15 ]
。 Sh i等研究表明, 抗性果蝇适合度与

AC hE基因突变也有一定的负相关性
[ 18 ]
。在大多

数 AChE变构引起的昆虫抗性中, 抗性程度与 K i

之间具有良好的相关性
[ 6, 18 ]
。笔者通过对抗残杀

威家蝇的活体 ( in v ivo )与离体 ( in vitro )测定结果

表明,家蝇 RR与 SS品系的 LD 50的比值
[ 5]
与 SS

与 RR K i的比值之间有一定的正相关性 (表 2)。

同时通过对家蝇 RR-和 SS-AChE生化性质的研究

发现, 家蝇 RR-和 SS-AC hE性质存在很大的差异。

主要体现在: 1) RR-和 SS-AC hE水解底物 ATC h

的最适温度存在差异 (分别为 37e 和 34e ) , 而最

适 pH值均为 7. 4。这一结果告诉我们, RR-和 SS-

AC hE的特性存在差异, 若在同一条件下测定两者

AC hE活性,则所得结果将是不确切的。2 )在最适

的反应条件下, RR-和 SS-AC hE 对 3种底 物

ATC h、BTC h、PTC h的水解能力也存在差异, RR-

AC hE对 ATCh和 PTC h两种底物的水解效率有明

显的增高, V m ax值分别是 SS的 2. 22和 3. 41倍; 而
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表 3 八种抑制剂与 SS-和 RR-AChE的亲和力常数 (K a )和磷酸化或氨基甲酰化常数 (K 2 )

T ab le 3 A ff in ity (K a ) and pho spho ry lation o r carbam y lation (K 2 ) constan ts of e ight

inh ib ito rsw ith SS-and RR-AC hE

抑制剂 Inh ib itor  
K a ? SE /Lm ol

SS RR
RR /S S

K 2 ? SE / (m in- 1 )

SS RR
RR /SS

残杀威 propoxur 87. 87 ? 5. 23 3. 0 2 ? 0. 11 29. 10 0. 55 ? 0. 03 0. 87 ? 0. 04 0. 63

灭多威 m ethom y l 52. 63 ? 3. 59 2. 9 3 ? 0. 04 17. 96 0. 76 ? 0. 05 0. 87 ? 0. 03 0. 87

克百威 carbo furan 56. 26 ? 3. 69 3. 1 2 ? 0. 09 18. 03 1. 52 ? 0. 04 2. 38 ? 0. 43 0. 64

甲萘威 carbary l 335. 1 ? 23. 7 24. 1 6 ? 1. 23 13. 87 0. 22 ? 0. 01 1. 04 ? 0. 02 0. 21

马拉氧磷 m alaoxon 11. 25 ? 1. 53 4. 3 8 ? 0. 03 2. 57 0. 72 ? 0. 05 2. 13 ? 0. 19 0. 34

氧乐果 om ethoa te 88. 2 ? 22. 6 78. 4 9 ? 8. 22 11. 10 0. 31 ? 0. 02 0. 45 ? 0. 03 0. 69

氧化三唑磷 triaz ophosoxon 261. 1 ? 15. 6 163. 7 ? 19. 9 1. 60 0. 64 ? 0. 03 0. 88 ? 0. 06 0. 73

甲胺磷 m etham idopho s 1. 54 @ 104 ? 1 360 5 294 ? 551 2. 90 1. 24 ? 0. 96 5. 12 ? 0. 21 0. 24

对 3种底物的亲和力均有不同程度的下降, K m 值

比分别是 SS-AC hE的 3. 92、1. 72和 1. 41倍,尤其

对底物 ATCh的亲和力下降最为明显,表明 RR家

蝇在对杀虫剂形成抗性时有可能产生一个催化效

率更高的 AC hE
[ 2]
。3) RR-AC hE水解 ATC h的活

力明显高于 SS-AChE。 4 ) RR-AC hE的热稳定性

要低于 SS-AC hE。 5) RR-AChE对各种抑制剂的

K i值和磷酸化或氨基甲酰化常数 (K 2 )均低于 SS-

AC hE,而抑制剂与 RR-AChE的亲和力常数 (K a )

值均大于 SS-AC hE。

这些研究结果不仅对研究抗性和敏感昆虫

AC hE具有重要的提示作用, 而且无论从活体、离

体到基因水平和异体表达的功能蛋白都证明抗性

和敏感品系的 AC hE在性质上不同, 这为设计合

成和筛选反抗性化合物提供了重要依据。
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