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不同防治田内不同发育期拟环纹豹蛛乙酰
胆碱酯酶及羧酸酯酶的活性比较
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摘  要:利用紫外分光光度法研究了生物防治田和化学防治田内不同发育期拟环纹豹蛛 Pa rdosa

pseudoannula ta 乙酰胆碱酯酶 ( AChE)和羧酸酯酶 ( C arE)的活性特征。结果表明,化防田拟环纹豹

蛛各发育时期 AChE活性均较生防田中的低, 其各发育期 AChE的 Km 值也均明显高于生防田种

群。从整个发育期来看,幼体的 AChE活性最高, 卵囊的最低, 说明不同发育阶段 AChE活性存在

较大差异。而 CarE的活性正相反,化防田种群卵囊、幼蛛、雌成蛛和雄成蛛的 CarE活性均高于相

应生防田种群,且幼蛛的 CarE活性高于相应成蛛,生防田种群每一发育阶段 CarE的 Km 值也均高

于相应的化防田种群。表明化防田中的拟环纹豹蛛有可能对部分农药产生了一定程度的抗药性。
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Abstract: The activ ity o f acety lcho linesterase ( AChE ) and carboxy lesterase ( C arE ) in Pa rdosa

pseudoannula ta body w ere sy stem ica lly studied in different contro l rice f ie ld and its d ifferen t

developmen t stage by ultrav io le t spectro scopy. The result show ed that spec if ic act iv ity o f AChE andKm

va lue at dif ferent developmen t stage o f chem ica l contro l rice f ield popu lat ion ( CCP) w ere h igher than

that a t d ifferen t deve lopm ent stag e o f bio-con tro l rice f ie ld population ( BCP). In to ta l developm en t

pro cess o fPa rdo sa pseudoannu la ta, spec if ic activ ity o f AChE a t instar body w as highe s,t the least a t

ovum stage. It ded icated that spec if ic activ ity o f A chE ex ists d ifference at d ifferen t

developmen t stage o fPa rdo sa pseudoannula ta . O n the contrary , specif ic activ ity o f C arE a t d ifferen t
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deve lopment stage of CCP w as h igher than that at co rresponding deve lopmen t stage o f BCP, and specific

activ ity o f CarE a t instar stage w as h igher than that at adult stage. K inetics studies show ed thatKm

va lue s o f C arE at d ifferen t developm en t stage o f BCP w ere larger than that at co rrespond ing

developmen t stage o f CCP. The resu lt indicated thatPardo sa pseudoannula ta m ay ra ise the resistance

to som e chem ica l pesticides in chem ica l con tro l rice f ie ld.

Key words: Pardo sa pseudoannula ta; acety lcho linestera se ( AChE ) ; carboxy lesterase ( CarE ); ac tiv ity;

resistance

  稻田蜘蛛是稻田害虫的重要捕食性天敌, 在

害虫的生态调控和无公害农业中起着非常重要的

作用
[ 1, 2]
。化学防治在保证作物增产的同时, 也对

蜘蛛等害虫天敌造成了危害
[ 3 ]
, 因而科学合理地

使用农药并设法提高蜘蛛等天敌对杀虫剂的抗药

性, 使其得到更好的利用也就成了害虫综合防治

的重要研究课题。有关害虫不同虫态、不同虫龄

间的抗药性差异已有一些研究报道
[ 4 ]
, 有关蜘蛛

对农药敏感性的初步研究也有报道
[ 5 ]
, 但对蜘蛛

不同发育阶段药剂敏感性相关酶系活性的研究还

未见报道。笔者以稻田蜘蛛优势种拟环纹豹蛛

Pa rdo sa pseudoannula ta 为代表, 对其不同发育阶

段化防田种群和生防田种群体内与抗药性相关的

酶系乙酰胆碱酯酶 ( AChE )和羧酸酯酶 ( C arE )的

活性及动力学参数进行了比较研究。结果报道如

下。

1 材料与方法

1. 1 化学试剂

碘化硫代乙酰胆碱 ( ATCh )、考马斯亮蓝

G-250 ( F luka公司产品 ) ; 5, 5c-二硫代双硝基苯甲

酸 ( DTNB, Ro th公司产品 ) ; 毒扁豆碱 (化学纯, 上

海化工总厂产品 ) ; A-乙酸萘酯 (A-NA, 分析纯,北

京化工厂产品 ); 十二烷基硫酸钠和坚固蓝 B

盐 ( S igm a公司产品 ) ;其他试剂均为国产分析纯。

1. 2 试蛛来源

生防田内的拟环纹豹蛛 Pa rdo sa pseudoannula ta

成蛛和卵囊采自湖南省长沙市天顶乡长期未接触

农药的生物防治稻田 (近 8年未施用任何农药 ) ;

常规化防田内的拟环纹豹蛛成蛛和卵囊采自湖南

省常德市鼎城区 (主要以有机磷农药进行防治 ) ;

5龄幼蛛均由从生防田和化防田采得的卵囊在室

内人工孵化所得。生防田内的拟环纹豹蛛各发育

阶段统称作生防田种群, 常规化防田内的拟环纹

豹蛛各发育阶段统称作化防田种群。

1. 3 酶源制备

将待测的拟环纹豹蛛卵囊 5个、成蛛 3只、幼蛛

5只分别置于 1mL冰冷的 0. 067 mo l/L ( pH 7. 2)

的磷酸盐缓冲液 ( PB S )中匀浆, 在 0 ~ 4e 下以

4 000 r /m in离心 15 m in, 取上清液用作酶源。试

验设 3次重复。

1. 4 可溶性蛋白含量测定

参照 B radfo rd的考马斯亮蓝 G-250法
[ 6]
。

1. 5 AChE比活力的测定

参照高希武
[ 7]
报道的方法。以乙酰胆碱为底

物,反应体系总体积为 3. 0 mL。取 0. 1 mL酶液,

加入 0. 1 mL 01080 m o l/L 的 ATCh和 0. 7 mL、

0. 067m o l/L 的 PBS( pH 8. 0 )缓冲液, 于 30e 下

反应 30m in后, 加入 0. 3mL 01001m o l /L的毒扁

豆碱, 随后再加入 1. 8 mL 0. 01 m o l /L的 DTNB-

磷酸盐-乙醇试剂 ( 12. 4 m g DTNB 、120 mL 96%

的 乙醇和 80 mL 蒸馏水以 0. 2 mo l/L pH 7. 5的

PBS缓冲液定容至 250 mL )终止反应, 于波长

412 nm 处测OD 值。

1. 6 CarE比活力的测定

参照 H am a等
[ 8 ]
的方法。取 0. 05 mL酶液,

加入 2. 0mL 3. 0 @10- 4
m o l/L的 A-NA和 0. 45mL

0. 2m o l/L 的 PBS ( pH 7. 5)缓冲液,于 30e 下反

应 30 m in后, 加入 0. 5mL显色剂 (质量分数为

1% 的固蓝 B盐水溶液与 5% 的十二烷基磺酸

钠水溶液在反应前以体积比 2B5混合 ) , 15 m in

后在波长 600 nm 处测 OD 值。

1. 7 AChE和 CarE动力学参数测定

根据 L inew eaver-Burk作图法求 K m 值。

2 结果与分析

2. 1 拟环纹豹蛛不同发育期 AChE比活力及其

Km值

从表 1可知, 化防田拟环纹豹蛛各发育期
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AChE活性均较生防田中的低, 其卵囊、幼蛛、雌成

蛛和雄成蛛的 AChE比活力分别是相应生防田的

0. 78、0. 96、0. 90和 0. 74倍。其中尤以生防田种

群卵囊及雄成蛛的 AChE比活力与相应化防田种

群卵囊及雄成蛛差异更为明显, 说明生防田中拟

环纹豹蛛卵囊及雄成蛛对农药的抗性较弱。从整

个发育期来看, 幼蛛的 AChE活性最高, 成蛛次

之, 卵囊最低, 说明在不同的发育阶段, AChE活性

存在较大差异。

  化防田种群各发育期 AChE 的 K m 值均明显

高于生防田种群, 其卵囊、幼蛛、雌成蛛和雄成蛛

的 K m值分别为生防田种群的 1. 56、1. 94、1. 85和

2. 78倍,表明化防田种群 AChE对底物的亲和性

较生防田种群低。化防田种群 AChE的活力均低

于生防田种群, 这符合变构 AChE的特点
[ 9]
,即农

药胁迫所导致 AChE结构上的变化可能是拟环纹

豹蛛抗药性形成的分子机理。

2. 2 拟环纹豹蛛不同发育期 CarE比活力及其

Km值

从表 2可知, 化防田种群卵囊、幼蛛、雌成蛛

和雄成蛛的 CarE活性均高于相应生防田种群, 分

别为相应生防田种群的 5. 63、2. 58、1. 84和 1. 27倍,

且幼蛛的 CarE活性均高于相应成蛛。生防田种

群各发育期 CarE的 Km 值均大于相应的化防田种

群,说明生防田种群各发育期 Ca rE对底物的亲和

性均较相应化防田种群低。因此, C arE活性的提

高可能是拟环纹豹蛛抗药性形成的一个重要因素。

T ab le 1 Specif ic activ ity andKm value o f AChE a t d if ferent developm ent stag es o fP 1 p seudoannula ta

S tages o f

developm ent*
Sp ecif ic act iv ity

/ ( nm ol# m g- 1 # m in- 1 )

Index

( Rx /S x)

Km

( @ 10 - 5 )

K m index

( Rx /Sx )

SE 4. 814 ? 0. 005 1. 0 0 1. 636 ? 0. 031 1. 00

RE 3. 747 ? 0. 003 0. 7 8 2. 545 ? 0. 016 1. 56

SY 15. 821 ? 0. 307 1. 0 0 0. 447 ? 0. 005 1. 00

RY 15. 151 ? 0. 261 0. 9 6 0. 867 ? 0. 026 1. 94

Sa 12. 910 ? 0. 215 1. 0 0 0. 293 ? 0. 012 1. 00

Ra 11. 634 ? 0. 129 0. 9 0 0. 541 ? 0. 017 1. 85

S` 13. 153 ? 0. 126 1. 0 0 0. 419 ? 0. 032 1. 00

R` 9. 723 ? 0. 051 0. 7 4 1. 167 ? 0. 043 2. 78

* SE: Ovum o f in b iologica l con tro l f ield; RE: O vum of in chem ical con tro l f ield; SY: Instar in b iolog ica l con tro l f ield; RY: In star in chem ica l

con trol f ie ld; Sa : Adu lt fem ale in b io log ical contro l f ield; Ra : A dult fem a le in ch em ical con tro l f ield; S` : Adu lt m ale in b io log ical con tro l

f ield; R` : A du lt m ale in chem ical con tro l f ield. The sam e as in tab le 2.

T ab le 2 Spec if ic activ ity andKm va lue o f carboxy lesterase at differen t

developm ent stages o f P 1pseudoannu la ta
S tages o f

developm en t

Sp ecif ic act iv ity

/ ( nm ol# m g- 1 # m in- 1 )

Index

( Rx /S x)

Km

( @ 10 - 5 )

K m index

( Rx /Sx )

SE 1. 35 1 ? 0. 026 1. 0 0 18. 81 1 ? 2. 038 1. 00

RE 7. 60 6 ? 0. 112 5. 6 3 8. 051 ? 0. 762 0. 43

SY 4. 02 6 ? 0. 016 1. 0 0 12. 34 8 ? 1. 023 1. 00

RY 10. 3 85 ? 0. 225 2. 5 8 9. 562 ? 0. 915 0. 78

Sa 3. 12 4 ? 0. 039 1. 0 0 32. 05 1 ? 4. 032 1. 00

Ra 5. 74 5 ? 0. 087 1. 8 4 9. 625 ? 0. 367 0. 30

S` 2. 84 4 ? 0. 013 1. 0 0 15. 15 2 ? 2. 026 1. 00

R` 3. 61 6 ? 0. 020 1. 2 7 14. 47 2 ? 1. 526 0. 96

3 讨论

  在抗药性研究方面, 对害虫及螨类抗性的研

究较多,目前已发现 500多种害虫及螨类对一种

或多种农药产生了抗药性
[ 9, 10 ]
。许多研究发现, 害

虫表皮穿透代谢解毒和靶标部位不敏感等抗性机

制的表达均与害虫的生长发育阶段密 切相

关
[ 11, 12]

。但对天敌抗药性的研究相对较少, 1991年
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C ro f t统计共有 32种天敌产生了不同程度的抗药

性
[ 13]

, 2002年据冯涛等
[ 14]
统计, 国内外共报道有

44种天敌对某一种或几种杀虫剂产生了抗药性。

有关蜘蛛抗药性的研究仅见彭宇
[ 15]
探讨了丙溴磷

对草间钻头蛛 H ylyphantes gram in ico la、丙溴磷和

阿维菌素对三突花蛛M isum enop s tr icuspidtus的毒

力影响,郑少雄等
[ 16]
初步探讨了异丙威对食虫沟

瘤蛛 O edo tho rax in secticop s和驼背额角蛛 Gna tho-

na rium g ibberum 的毒力影响。本研究首次探讨了

不同防治方式稻田中不同发育期拟环纹豹蛛体内

AChE和 CarE的活性差异, 结果发现化防田拟环

纹豹蛛各发育期 AChE活性均较生防田中的低,

而 CarE的活性正好相反。同时发现,不论化防田

种群还是生防田种群, 从幼体 ) ) ) 成体 ) ) ) 卵囊,

AChE活性逐渐降低; 化防田种群从幼体 ) ) ) 卵
囊 ) ) ) 雌成蛛 ) ) ) 雄成蛛, C arE活性依次下降, 生

防田种群从幼体 ) ) ) 雌成蛛 ) ) ) 雄成蛛 ) ) ) 卵囊,

C arE活性依次降低。据实验结果看, 化防田中的

拟环纹豹蛛对有机磷类农药有可能产生了一定程

度的抗性。
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