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荔蜷中乙酞胆碱醋酶活性与

自然抗药性的关系
’

陈文奎 赵善欢
(昆虫毒理研究室 )

摘要 本文研究了荔蜻头部乙欧胆碱醋酶 (̂ 。 E) 活性的季节性变化与自然抗药性的关系
,

以

及敌百虫对 A c五E 的影响
,

同时运用聚丙烯欧胺凝胶电泳的方法
,

探讨了荔蜻留醉同功醉的变动

情况
。

结果表明
:

荔蜷正常成虫头部 ^ c hE 活性在折羽化成虫中 . 高
,

比活力达 3
.

5 o
lno l而

n 一 ’

哪
一 ’
蛋白质

,

越冬期最低
,

仅 ]
.

1 7 o
mo l 而

n 一 `
m「 ’

蛋白质
,

到生殖期又上升为 .2 67 o m ol 、 n 一 ’

哪
一 ’

蛋白质
.

经敌百虫处理后
,

在新羽化成虫期和生殖期 A Cb E 活性有明显被抑制现象
,

其比活

力分别为 2
.

21 ” m o l 二
n 一 `

m名一蛋白质和 2
.

04 ”
mo l

~
一 ’

m g一蛋白质
,

而在越冬期 A c、 E 活性几

乎不受敌百虫影响
.

为 1
.

2礴协m ol
~

一 `
m s

一 ’

蛋白质
.

同功醉谱也显示 ^ C、 E 在不同季节中无明显

变化
。

关健词 荔峪
;

自然抗药性
;
敌百虫

;
乙欧胆喊璐班

.
同功醉

荔蜷 口e ss , a` ”朋 那户ou as D ur yr )是荔枝
、

龙眼的重要害虫之一
,

自6 0年代中期推广应

用敌百虫防治荔蜷的为害以来
,

已有 2 0多年历史
,

取得了很好的效果
.

已知荔蜷对敌百虫存

在着自然抗药性现象
,

但对其 自然抗药性机理还不十分清楚
。

作为有机磷酸醋类杀虫剂的作

用靶标
.

目前大多数昆虫毒理学家认为
.

主要是 乙阶胆碱醋醉 (̂ c为E ) 〔̀
· `。 ,

“
· ` ,

·
’ ` ·

” 乙
,

但也有

部分学者对此持有不同看法
〔` 月二

。

尽管如此
,

A Ch E 在神经传递过程中无疑是重要的
,

对许多

神经毒剂来说也同样重要
。

在害虫抗性机理研究中
,

已有报道棉红蜘蛛 ( , 以了 , 挤血通、
, “ 如叱 )

抗有机磷品系中 A bC E 已发生变异 L` , 二.

对家蝇 (衬 。 ca 由明谊。 冲抗性与
A C旺 改变的关系

研究较多
.

也最详细 .sL
’ , ’
卜

2 。· ’ 2二
,

研究结果表明
,

在抗性家蝇品系中
,

A c h E 对有机磷和氨基

甲酸醋类杀虫剂敏感性降低
,

是由于 A hc E 出现了突变型
.

此外
,

A ya d 等〔 , ,

Br os d on 等
`’ J
研

究了淡色库蚊 ( , 、 ,触坛
、 。

20
.

二
, u 。

)
,

孙耘芹等 r Z:研究了棉蚜 ( , , 。 ; 、 , 。 , , , , ; 。
) 的 ^ e h E 对有 入

机磷和氨基甲酸酷类杀虫剂敏感性改变与抗性有密切关系
.

这些研究都表明
.

A C h E 对有机磷和氨基甲酸角类杀虫剂敏感性改变
,

是许多昆虫产生

抗药性的重要原因之一但在具有自然抗药性现象的昆虫中
,

是否也存在这种机理 ?荔蜷对

敌百虫的 自然抗药性与体内 A hc E 活性的变化是否有关系 ?这些问题尚未有公开报道
。

本研

究重点对荔蜷不同季节 中头部 A Ch E 的活性变化 以及对敌百虫敏感性反应的情 况进行探

讨
.

为更好地解释荔蟋自然抗药性机理和制定实际防治策略提供依据
。

本研究为囚 家教委 高 等院 仗件士 务
、

基金 资助 项 C

1 9 9 () 一 0月一 l ;傀收 韦
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1 材料与方法

.1 1 供试昆虫

在不同季节中从果园分别采回荔蜷成虫
,

置于养虫笼内
,

挂在荔枝树上饲养 2 ~ 3 d
,

然

后取出供试验 用
。

另外
,

为便于分析
、

测定
,

特将成虫期分为 3个时期
,

即新羽化成虫期

(6 ~ 10月 )
,

越冬成虫期 ( 11 ~ 1月 )
,

生殖成虫期 〔第 2年 2一 5月 )
。

.1 2 A c h E 活性测定方法

根据 ilE lan
n
等 l2[ 〕

方法进行
。

抑制剂为 1又 1。一吕 m of L/ 毒扁豆碱
。

标准曲线用谷肤甘肤

( sG H ) 制作
。

用 OL w yr 等 sj[ 方法测定样 品蛋白质含量
.

.1 3 酶源制备

取不同时期的荔蜷雌成虫 60 头
,

分成两组
,

一组用 0
.

1%敌百虫点滴处理
,

另一组用丙

酮点滴为对照
,

每处理重复 3次
.

24 h 后
,

解剖取出供试昆虫头部
,

加入 .1 5 叫
,

pH 7
.

4:0 2

m of / L 磷酸缓冲液
,

在低温下匀浆
,

以 12 0 00 r /~
,

离心 10 m in
,

取上清液供测定用
。

在国

产 7 21 型分光光度计上测定光密度值 ( O D 值 )
,

波长为 4 12 n m
。

.1 4 醋酶同功酶电泳

参考陈巧云等困
、

北京大学
〔`二方法略加改变

。

凝胶制备
,

浓缩胶 3%
,

分离胶 8%
,

采用垂直板状电泳槽制成聚丙烯酞胺凝胶
,

为不

连续梯度的电泳缓冲液系统
。

电 泳条件
,

电极缓冲液 为p H 7
.

S T isr 一甘 氨酸缓冲液
,

采用 vi w 一 2三恒 电泳仪
,

电压

6 5 0一 1 2 0 0 v
,

电流 3 0一 5 0 m A
,

点样 1 1个槽
,

在 4 0 c 冰箱内电泳 l h 左右
。

A C h E 电泳谱带的确定
,

采用两种方法
,

一是用毒扁豆碱
、

敌百虫等作抑制剂
;
二是根

八壑位阴
ó
的三

ó

据北京大学比方法进行
。

电泳谱

带用岛津 CS 一 9 30 型薄层扫描仪

扫描
,

披长 5 0 0 n m
。

2 结果分析

三ul一。三已只定纽阳闷
,ù

.

é丈

n幻尸口自é

.0.0

(.L毛\[
o-u
已攀胆

山口二V

2
.

1 在不 同季节 中荔蜷头 部

A c hE 活性的变化

荔蜷正常雌成 虫头部 A hC E

活性
,

随着季节的变化而有较大

的变异 (见表 1
、

2 )
,

从新羽化的

成虫开 始直至交尾产 卵时 的成

虫
,

雌虫头部 A ch E 的活性变化

趋势
.

呈
` u ”

形 (见图 1 )
。

即在新

羽化 雌 虫最 高为 0
.

65
o m ol / m

, 。

比 活力 为 3
.

5 o m o l im
n 一 二m g

`

蛋

白质 ( 8月 )
.

到越冬时降到最低
.

1 0 1 2 2

时欺 (月 )

图工
.

荔蜡雌虫头 部 A CI
、 E 活性变 化及敌百虫 的影取

吃

扮 对” cA
h E 活色升

敌百 ` 处理后 CA比 活性

~ 对照 八 bC E 比活为 ; 之 …出敌百虫 处理后 A c h E 比活丈
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仅 . 01 6 o m ol /m i n
、

比活力为 1
·

1 7 o m ol m i n’ m s 一 ’

蛋白质 ( 1 2月 )
,

到翌年开春后
,

进入生殖

期 时
,

酶活性 又逐渐上升到 0
·

3 6 o m o l / m i。
,

比活力也升高为2
·

6 7 o m o l m i n
一 `m g

一

`

蛋白质
。

从

以上这些结果可说明
,

正常荔蜻雌虫头部 A C h E 活性随季节变化而变化是很明显的
,

在雌虫

的生长发育中
,

A C h E 的活性 偿
、

是处于动态变化之中
.

与对杀虫剂敌百虫的敏感性变化存在

密切关系
。

我 { 荔蜻成虫头部乙酸胆碱脂酶活性变化情况

处 理 酶 一
_

_
_

源 , {
一

l 1 0月

对 照 头部
0

.

6 5士

0
.

0:进

0
.

2 1土

0
.

0 1

酶活性 * (。 m o l /
`

m i n )

1 1月 1 2月 2月 3月

0
.

1 8士 0
.

1 6士 0
.

3 0士 0
.

3 6士

0
.

0 1 0
.

0 2 0
.

0 5 0
.

0 1

兹巍
头” 0

.

4 3上

0
.

0 3

0
.

1 7士

3
.

0 2

0
.

1 7士

0
.

0 1

0
.

1 8士

0
.

0 3

0
.

2 8士

0
.

0 2

0
.

2 1士

0
.

0 2

畴活 性 率以 谷耽甘 肤 所提 供的 一 S H 足 色反 应计茸每分钟 克分子数
, 士表 示平均标 准差 (六 次侧定

值 )
。

_ _
_ _

__
_

_

型
荔蛤成虫头部乙酸胆碱酶比活力变化惰况

升声雀

3
.

「O

1 0月

; { 17

醉 比活力
,

1 1月

1
.

5 8

( p m o l m i n 【
m吕

一 ’
P )

12月 2 月 3月

1
.

17 2
.

0 1 2
.

6 7

酶源
处 理

对 照

0
.

1孚̀

敌
一

百虫

头部

头部

,

畴比舌 力 亲礴圣克蛋 自户
, 人门 1`_

乡比 比岁直
。

,
.

忿 在不同季节中敌百虫对荔蜷雌虫又部 A c h E 活性的影响

用 0
.

1 ;
。
敌 百虫点涌处理 荔蜻不同戈 育时期的雌虫后

,

再测定其头部 A C h E 活性 的变

化
,

结果表 明 (见表 1
,

2 )
,

在新羽化和尘殖期雌虫中
,

敌百虫能抑制体内 A C h E 的活性
,

经

敌百虫处理后
,

这两个时期 、 c h E 的分别为 。
.

4 13 o m ol / m in 和 0
.

2 7 o m of / m in
,

与正常未处

理雌虫比较
,

A c h E 活性分别被抑制 3 3 ;石和 41
.

7 %
.

但在越冬期
,

用敌百虫处理后的荔蜷雌

虫 头部 八 c h E 活性几乎没有被抑制
,

与正常雌虫的 A c h E 活性相近
,

这可能是由于在越冬

期荔蜡对外界刺激反应迟钝
,

活动减少
,

新陈代谢水平降低
,

A
hC E 活性也随之降低

,

对有

机磷杀虫剂表现出敏感性下降
,

这也可能是荔蜷对敌百虫等杀虫剂在冬季 自然杭药性增强

的原因之一
2

.

3 不同季节中荔蛤雌虫体内醋酶同功酶的变动情况

采用聚丙烯酞胺凝胶 电泳方法
.

对不同季节中荔蜷醋酶同功酶的研究结果见图 2
,

3
。

从

这些电泳图谱可看出
,

在不同季节中
,

荔蜷雌虫头部乙酞胆碱酷酶谱带 (峰 3) 没有大的变

化
,

主要是峰的高低不同 (染色的深浅不同 )
,

同时比较不同季节之间荔蜷雌虫其他酷酶同

功酶的电泳谱带变化
,

结 合生物化学方法测定的结果
,

进一步证实荔蜷雌虫头部醋酶活性
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(包括 乙酞胆碱醋酶活性 ) 在冬季是最低的
。

此外
,

在不同季节
,

经 0
.

1%敌百虫

处理荔蜷成虫后
,

取出脂肪体组织所进

行的电泳结果 (见图 3) 表明
,

尽管敌百

虫的作用靶标是神经系统中的乙酞胆碱

酷酶
,

然而它对脂肪体内其他醋酶也具

有不同的抑制或诱导作用
。

如在新羽化

成虫和生殖期成虫中 (见图 3A ~ D )
,

谱

带 11 峰
,

在敌百虫处理后都明显增高了
,

这说明敌百虫对这一酷酶具有诱导作

用
,

对第10 和 12 峰则有抑制作用
.

在越冬

期
,

荔蜷脂肪体酷酶
,

从图 3E
、

F 中可以

看出
,

电泳图谱一般均比其他两个时期

低
,

说明越冬期荔蜷脂肪体酷酶活性也

和头部醋酶活性相似
,

处于最低状态
.

这

些也进一步支持了生化方法所测定过的

荔蜷体内几种醋酶活性的变化情况闭
.

经敌百虫处理后
,

越冬期荔蜷雌虫脂肪

体组织内醋酶同功酶电泳谱带峰高大多

数高于对照
,

并且谱带数量也多于对照
,

说明敌百虫对荔蜷雌虫越冬期间的脂肪

体酷酶的诱导作用较明显
。

3 讨论

昆虫体内 A Ch E 的改变可以使这种

昆虫对杀虫剂的敏感性发生变异
,

造成

杀虫效果降低甚至无效
,

这种情况已在

不少抗性昆虫中得到了证实 .Z[
,

·
,
.,.

’ .〕 .

在荔蜷中
,

虽然 A Ch E 活性随季节

的变化而不同
,

对敌百虫的敏感性差异

也很大
,

在冬季荔蜷 A hC E 对敌百虫表

现出不敏感
,

似乎与
“
获得性抗性

”
昆

虫中的情况很相似
,

但综合其他生理生

化方面研究的结果
,

如不同季节中荔蜷

二二_

2 3
, _

...A
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图 2 荔蜻头部醋酶同功酶电泳图谱

人
、

c
、

E 分别为新羽化期
、

生殖期和越冬期对照组 ,

B
、

n
、

r
,

分别为新羽化期
、

生殖期和越冬期敌百虫处理组

醋酶活性的变化情况
,

也是在冬季活性降低 [’j ,

根据这些结果
,

我们认为尽管在越冬期荔蜷

体内 A Cb E 对敌百虫不敏感是荔蜷自然抗药性的原因之一
,

但这种现象与
“

获得性抗性
”
昆

虫中的情况有本质的区别
.

首先
,

在荔蜷的自然 抗药性中
,

它可对不同作用机制的杀虫剂表

现出自然抗药性
,

包括有机氯
、

有机磷
、

氨基甲酸醋或其他类型的杀虫剂
,

而并不是单一

的抗一
、

二种药剂
.

另外
,

我们知道
,

不同的等位基因形成不同的酶
,

它们的结构和性质都

月.
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可以不同
.

在杭性家蝇
、

牛娜等昆虫中
,

已证实存在不同的等位基因
。

而在荔蜻中
,

经电泳

方法研究同功醉的结果表明
,

在不 同时期荔蜻头部 A c五E 同功醉谱带并没有出现大的变化
,

仅在 t 上有差异
,

说明其等位基因并未发生变化
.

所以说荔蜷对敌百虫的自然抗药性机理与

家姆等获得抗性昆虫的机理有所不同
,

很可能还存在着其他因素
.

根据我们对荔蜻多功能氧

化醉 (待发表资料 )
、

表皮穿透性 (待发表资料 )
、

醋醉等的研究结果表明
,

荔蜷的自然抗

药性是由于在长期进化过程中
,

形成了遗传性稳定的
“

生殖滞育
”
(
r eP r

od uc ivt
o d认aP

u se )
,

导

致在
“

生殖滞育
”

期整体新陈代谢水平降低
,

抗逆力增强
,

包括对杀虫剂的抵抗力增强
.
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图 3 荔蜻脂肪体醋醉同功醉电泳图谱
A

.

C
.

E 分别为新羽化期
、

生殖期和越冬期对照组

B
.

D
.

F
.

分别为新羽化期
、

生殖期和越冬期敌百虫处理组
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