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西花蓟马对吡虫啉抗性机制的研究
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摘 要 为了解大规模应用吡虫啉防治西花蓟马 Frankliniella occidentalis ( Pergande)的抗性风险，本文研究了吡

虫啉与多杀菌素和啶虫咪的交互抗性并比较了多功能氧化酶系(mixed-function oxidases，MFO)的 3 个组分细胞色

素 P450、细胞色素 b5、甲氧试卤灵 － O －脱甲基酶( methoxyresorufin O-demethylase，MROD)在西花蓟马敏感品系
(S)、抗吡虫啉品系(BK)和北京田间品系(BJ)中的含量以及活性。生物测定表明北京田间品系(BJ)对多杀菌素

已经产生了较高抗性(RR50 = 35. 38)，而对啶虫咪(RR50 = 3. 05)和吡虫啉(RR50 = 1. 82)处于敏感，交互抗性研究

结果表明西花蓟马对吡虫啉与多杀菌素(RR50 = 1. 31)和啶虫咪(RR50 = 3. 20)无交互抗性。生化研究表明:西花

蓟马抗吡虫啉品系的 3 个组分含量均显著高于 S 品系西花蓟马的含量(P ＜ 0. 05)，其中细胞色素 P450 在是 S 品

系 WFT 的 4. 5 倍，细胞色素 b5 含量是 S 品系 WFT 的 4. 23 倍，MROD 活性是 S 品系 WFT 的 5. 99 倍，表明多功能

氧化酶系与西花蓟马对吡虫啉的抗药性密切相关。
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外来有害入侵生物西花蓟马起源于美国西部

洛基山脉 (Brodsgaard，1993; Gerin et al．，1994)，
现已遍及美洲、欧洲、亚洲、非洲、大洋洲，成为一
种世界性害虫。近年来传入我国，张友军等于
2003 年 7 月首次在北京郊区的部分保护地辣椒和
黄瓜上发现西花蓟马严重危害(张友军等，2003)，

现在该虫已经在青岛、云南等地广泛传播危害。
西花蓟马的寄主植物非常广泛，目前已知的有 66
个科的 200 多种植物(杜宇等，2001)，露地植物主
要有番茄、芹菜、豌豆、洋葱、苹果、葡萄等(Robb，
1989)，温室蔬菜及花卉主要有甜椒、黄瓜、玫瑰、
兰花、非 洲 紫 罗 兰 等 ( Yudin et al．， 1986;
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Daughtrey et al．，1997)，其寄主种类随着西花蓟
马的不断扩散在不断增加。依据西花蓟马的习性
分析，在其分布区内，几乎所有观赏花卉及蔬菜均

有可能成为其寄主。西花蓟马对寄主植物造成的
危害包括用其特殊的口器刺吸寄主植物造成嫩叶

皱缩卷曲，甚至黄化、干枯、凋萎、子房畸形、发育
受阻或果实褪色，还能传播多种病害，其中最重要

的是番茄斑萎病毒属的 2 种病毒:番茄斑点萎蔫
病毒( TSWV)和凤仙坏死斑点病毒( INSV)，这 2
种病毒均严重感染多种重要农作物，经常造成严

重的农作物损害，严重时甚至绝收。
20 世纪 80 年代，西花蓟马的生物学特性发生

显著变化，对环境的适应能力和对杀虫剂的抗药

性显著增强(Helyer and Brobyn，1992)。吡虫啉
作为防治刺吸式口器害虫的主要药剂被广泛用于

防治西花蓟马，因此极易产生抗性(Wen et al．，
2009)，已有许多报道证明其他田间害虫品系和实
验室筛选品系对吡虫啉产生了抗性 ( Scott，1991;
Zhao et al．， 1995; Grafius and Bishop， 1996;
Elbert and Nauen， 1996; Prabhaker， 1997;
Roditakis and Roditakis，2005; Kevin et al．，2008;
Matsumura et al．，2008; Van Toor et al．，2008)。
多功能氧化酶系(mixed-function oxidases，MFO)
是一类由细胞色素 P450、细胞色素 b5 和 O －脱甲
基酶组成的酶系(唐振华，1993)。由于 MFO 能够
催化多种反应，具有广泛的底物，即具有很大的底

物非专一性，因此它能使害虫在某些情况下产生

很高的抗性，同时也是害虫对杀虫剂产生交互抗

性的主要原因之一。目前已有实验间接证明西花
蓟马对吡虫啉等新烟碱类杀虫剂的抗性与 MFO
有关(Espinosa，2005)，但从生化的角度直接研究
MFO 在西花蓟马抗药性中的作用，报道还很少。
本研究在测定吡虫啉与多杀菌素和啶虫咪交互抗

性的基础上，比较测定了细胞色素 P450、细胞色素
b5、甲氧试灵 － O － 脱甲基酶(MROD)在西花蓟
马敏感与抗性品系中含量或活性。

1 材料与方法

1. 1 试验虫源
北京田间品系(BJ):2010 年 9 月采自北京市

门头沟区碧坤蔬菜种植中心温室大棚辣椒地中的

西花蓟马为田间抗性调查试虫，采集当天即进行

毒力生物测定，试虫均选用个体大小较一致的健

康雌成虫。
抗吡虫啉品系(BK):由山东省农科院植保所

生防室提供，已在室内筛选 48 代，筛选条件为室
内温度(25 ± 1)℃，光周期 L∶ D = 16 ∶ 8的条件下采
用扁豆饲养。
敏感品系( S):2003 年采自中国农业科学院

蔬菜花卉研究所温室，在实验室内温度为(25 ±
1)℃，光周期 L∶ D = 16∶ 8的条件下采用扁豆饲养，
期间从未接触任何杀虫剂。

1． 2 供试药剂
2. 5%菜喜悬浮剂(有效成分:多杀菌素，美国

陶氏益农公司);10% 吡虫啉可湿性粉剂(有效成
分:吡虫啉，浙江海正化工);20%莫比朗可湿性粉
剂(有效成分:啶虫眯，日本曹达株式会社)。

NADPH (B． M． );EDTA( Sigma);SDS(Merck
Darm Stadt);考马斯亮兰 G250 (Fluka);PMSF(苯
甲基磺酰氟，Serva);甲氧试卤灵和石油醚(北京化
工厂);牛血清白蛋白(BSA，Germany B． M． );二
硫代苏糖醇(DTT，Promega);苯基硫脲(PTU，北京
通县育才精细化工厂);连二亚硫酸钠(保险粉，北

京市东环联合化工厂);其它试剂为国产分析纯。

1. 3 生物测定
实验药剂用水稀释 5 ～ 7 个梯度浓度，每个梯

度浓度以 1 /2 递减，以蒸馏水作为对照。生测采
用浸叶法(Fatih and I·rfan，2007)，将月季花叶片在
药剂(蒸馏水)中浸泡 5 s，晾干后放入 Munger Cell
玻璃板中，在叶片的下方铺一张合适尺寸的滤纸，

在滤纸上滴加适量的水以保持合适的湿度。将试
虫用干冰麻醉后放入 Munger Cell 孔中，加盖玻璃
板，以铁夹固定。每个实验浓度设 3 个重复，每个
重复包含至少 20 只试虫。Munger Cell 玻璃板放
在温度为(25 ± 1)℃，光周期为 L∶ D = 16 ∶ 8，湿度
控制在 70% ± 10%。48 h 后记录死亡虫数，以试
虫不能正常爬行身体等长距离为标准判定死亡，

对照组死亡率控制在 5%以下。

1. 4 酶活性测定
1. 4. 1 酶源制备 参考 Lee and Scott (1989a)方
法，将西花蓟马雌成虫 200 头在 0℃的 1. 15% 的
KCl 中漂洗几秒钟，用滤纸吸干水分后置于匀浆缓
冲液中(0. 1 mol /L pH 7. 5 磷酸钠缓冲液，含 1
mmol /L EDTA、0. 1 mmol /L DTT、1 mmol /L PTU、1
mmol /L PMSF 和 10%甘油)匀浆。匀浆用全玻璃
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匀浆器在冰浴条件下进行，匀浆液经 4 层纱布过
滤后，4℃，10 000 g 离心 15 min。过滤上清液后，
4℃，10 000 g 下离心 l h，将微粒体沉淀在重悬缓
冲液(0. 1 mol /L 磷酸钠缓冲液 pH7. 5、1mmol /L
EDTA、0. 1 mol /L DTT、1mmol /L PMSF 和 20% 甘
油)中重悬作酶源。
1. 4. 2 细胞色素 P450 含量测定 CO 差示光谱
法参考 Omura 与 Sato (1964) 方法进行。在浓硫
酸中滴加甲酸，产生 CO，CO 经 NaOH 溶液(0. 1
mol /L)洗涤后，用于 P450 含量测定。将微粒体悬
浮液用重悬液稀释至 1 mg /mL 左右，加入连二亚
硫酸钠颗粒至饱和，平衡 5 min，一分为二，分别加
入参比杯和样品杯中，在波长 400 ～ 500 nm 处扫
描，以参比杯做为空白，扫描样品杯的光吸收值为

基线。待基线稳定平直时在样品杯中通 CO，以参
比杯做为空白，扫描样品杯的光吸收值，多次记录

峰顶(OD450)和峰谷(OD490 )光吸收值，取 OD450 ～
OD490的最大值。
计算含量:P450 = (OD450 － OD490 ) /91 mmol /

mL /蛋白含量(mg /mL) (消光系数 91 mmol /L /
cm)。
1. 4. 3 细胞色素 b5 含量测定 参考 Omura 和
Sato (1964)方法。将微粒体悬浮液用重悬液稀释
至 1 mg /mL 左右，一分为二，分别加入参比杯和样
品杯中，在波长 400 ～ 500 nm 处扫描，以参比杯做
为空白，扫描样品杯的光吸收值为基线。在样品
杯中加入连二亚硫酸钠颗粒至饱和，平衡 5 min，
在波长 400 ～ 500 nm 处扫描，以参比杯做为空白，
扫描样品杯的光吸收值，多次扫描记录峰顶(426
nm)和峰谷(409 nm)光吸收值，取 OD426 ～ OD409的

最大值。
计算含量: b5 = (OD426 － OD409 ) /185 mmol /

L /蛋白含量(mg /mL) (消光系数 185 mmol /L /
cm)。
1. 4. 4 O －脱甲基酶活性测定 参考 Hansen 和
Hodgson(1971)方法。称取一定量对 － 硝基酚，将
对 － 硝基酚溶解在 NaOH 溶液中，配成梯度浓度
的对 －硝基酚的 NaOH 溶液，在 400 nm 下比色，
做出标准曲线。X 轴为对 － 硝基酚的量，Y 轴为
OD 值。反应总体系 2 mL∶ 0. 1 mol /L pH7. 8 的磷
酸缓冲液 1 270 μL，0. 36 mmol /L NADPH 200 μL，
3 mmol /L 对 － 硝基苯甲醚 30 μL，酶液 500 μL。
反应体系在 25℃振荡温育反应 30 min，加入 0. 5

mL 1M HCl 终止反应，再加入 2. 5 mL 三氯甲烷萃
取反应产物对 － 硝基酚，在 3 000 g 下离心 15
min。取下层即三氯甲烷层 1. 5 mL 加入 1. 5 mL
0. 5M NaOH 反萃取。NaOH 萃取液在 400 nm 比
色分析，重复 3 次，得到 OD 值，以 0. 5 mol /L
NaOH 溶液为对照。然后根据对 － 硝基酚标准曲
线和每毫升酶液中所含的蛋白的量求出每分钟每

毫克蛋白产生的对 －硝基酚的摩尔数来表示酶的
活性(mol /min /mg pr)。
1. 4. 5 酶液蛋白质含量测定 参考 Bradford
(1976)方法。吸取酶液 0. 1 mL 于 10 mL 试管中，
对照管中则加入 0. 1 mL 磷酸缓冲液，加入 5 mL
考马斯亮蓝 G － 250 试剂，充分混匀，25℃恒温水
浴下放置 2 min，在 595 nm 下比色测 OD 值。重复
3 次取平均值，根据标准曲线计算出蛋白质含量，
除以 0. 1 即每毫升酶液中的蛋白含量 ( μg pr /
mL)。

1. 5 数据分析
各杀虫剂生物测定结果采用 POLO 软件分析

LC50值和 LC90值，95% 置信区间和斜率。抗性倍
数值 RR50为抗性品系的 LC50与敏感品系 LC50的比

值。95%置信区间不重叠表示差异显著。用 SPSS
统计软件进行统计学分析，用 Ducan’s 多重比较
进行酶活性和含量差异显著性分析。

2 结果与分析

2. 1 抗性评估
本研究对北京的田间西花蓟马品系和山东省

农科院植保所抗吡虫啉品系进行了 2 类 3 种杀虫
剂的敏感性检验。测定结果发现(表 1)，北京地
区田间的西花蓟马品系( BK) 对吡虫啉( RR50 =
1. 82)和啶虫咪(RR50 = 3. 05)处于敏感状态，但敏
感度相比室内敏感品系有所下降，对多杀菌素则

产生了较高的抗性(RR50 = 35. 38)。抗吡虫啉的
筛选品系对多杀菌素 ( RR50 = 1. 31 ) 和啶虫咪
(RR50 = 3. 20)的抗性相对于敏感品系基本没有增
加，说明多杀菌素和啶虫咪对吡虫啉没有交互抗

性。

2. 2 细胞色素 P450 含量测定结果
由图 1 可知，相对于敏感品系( S)，北京田间

品系(BJ)和抗吡虫啉品系(BK)的细胞色素 P450
含量均有一定程度的提高，三者之间差异显著，其
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表 1 北京地区田间和抗吡虫啉西花蓟马品系对 3 种药剂的抗药性
Table 1 Resistance survey of the field populations of Frankliniella occidentalis in Beijing to 3 insecticides

药剂

Insecticide
试虫品系

Strain
斜率( ±标准差)
Slope( ± SE)

LC50 (95%置信区间)
LC50 (95% FL)

(mg a． i． L － 1 )

LC90 (95% 置信区间)
LC50 (95% FL)

(mg a． i． L － 1 )

抗性倍数

(RR50)

BJ 1． 492( ± 0． 131) 3． 786(3． 058 － 4． 680) 27． 350(19． 362 － 43． 471) 35． 38

多杀菌素 BK 1． 374( ± 0． 109) 0． 141(0． 112 － 0． 181) 1． 366(0． 878 － 2． 535) 1． 31
S 1． 300( ± 0． 122) 0． 108(0． 085 － 0． 136) 1． 040(0． 684 － 1． 857) 1． 00
BJ 1． 389( ± 0． 126) 220． 845(175． 818 － 276． 193) 1846． 999(1271． 602 － 3070． 664) 3． 05

啶虫咪 BK 1． 420( ± 0． 107) 232． 049(186． 171 － 290． 898) 1936． 714(1312． 273 － 3295． 587) 3． 20
S 1． 391( ± 0． 125) 72． 515(58． 178 － 90． 906) 605． 223(410． 085 － 1029． 871) 1． 00
BJ 1． 429( ± 0． 134) 48． 730(38． 869 － 60． 734) 384． 152(265． 891 － 637． 133) 1． 82

吡虫啉 BK 1． 459( ± 0． 112) 183． 169(146． 796 － 226． 995) 692． 501(972． 753 － 2241． 310) 7． 74
S 1． 365( ± 0． 130) 23． 672(18． 755 － 29． 686) 205． 551(139． 654 － 351． 266) 1． 00

注:抗性倍数 = LC50 (BJ 品系) / LC50 (S 品系)。
Resistance ratio = LC50 of BJ /LC50 of S．

中北京田间品系(BJ)和抗吡虫啉品系(BK)细胞
色素 P450 含量分别提高到 1. 48 倍和 4. 5 倍，抗吡
虫啉品系(BK)细胞色素 P450 含量与北京田间品
系(BJ)相比提高到 3. 03 倍。

图 1 北京田间和抗吡虫啉品系西花蓟马

细胞色素 P450 含量测定
Fig． 1 P450 activities between imidacloprid

resistant strains and Beijing field strains

注:图中不同字母表示差异显著

(Duncan’s，P ＜ 0. 05);下图同。

Data with diffirent letters indicate significantly different

(Duncan’s，P ＜ 0. 05) ． The same below．

2. 3 细胞色素 b5 含量测定结果

由图 2 可知，相对于敏感品系( S)，北京田间

品系(BJ)和抗吡虫啉品系(BK)的细胞色素 b5 含

量均有一定程度的提高，三者之间差异显著，其中

北京田间品系(BJ)和抗吡虫啉品系(BK)细胞色
素 b5 分别提高到 1. 88 倍和 4. 23 倍，抗吡虫啉品
系(BK)细胞色素 b5 含量与北京田间品系(BJ)相
比提高到 2. 25 倍。

图 2 北京田间和抗吡虫啉品系西花蓟

马细胞色素 b5 含量测定

Fig． 2 b5 activities between imidacloprid

resistant strains and Beijing field strains

2. 4 O －脱甲基酶活性测定结果
由图 3 可知，相对于敏感品系( S)，北京田间

品系(BJ)和抗吡虫啉品系(BK)的 O － 脱甲基酶
活性均有一定程度的提高，三者之间差异显著，其
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中北京田间品系(BJ)和抗吡虫啉品系(BK) O －
脱甲基酶活性分别提高到 1. 29 倍和 5. 99 倍，抗吡
虫啉品系(BK) O － 脱甲基酶活性与北京田间品
系(BJ)相比提高到 3. 57 倍。

图 3 北京田间和抗吡虫啉品系西花蓟马
O －脱甲基酶活性测定

Fig． 3 O-demethylase activities between

imidacloprid resistant strains and Beijing field strains

3 讨论

Prabhaker (1997 )、Wang 等 ( 2001 )、Sanchez

等(2006)和杨焕青等(2009)等研究发现害虫对吡
虫啉产生抗性后，常会对同类群或其他类群的杀

虫剂产生交互抗性。本实验未发现抗吡虫啉西花
蓟马品系对啶虫咪产生交互抗性，但交互抗性系

数已经上升到 3. 20，推测原因可能是筛选的抗吡
虫啉西花蓟马品系相对于敏感品系抗性倍数还没

有达到高抗水平(抗性倍数 ＞ 30)。研究表明，多
杀菌 素 主 要 作 用 于 烟 碱 型 乙 酞 胆 碱 受 体

(Salgado，1997)，其次也作用于 γ －氨基丁酸受体
(Waston，2001)。本实验未发现抗吡虫啉的西花
蓟马品系对多杀菌素产生交互抗性，这可能是因

为吡虫啉的作用靶标与多杀菌素不同有关。
细胞色素 P450 是多功能氧化酶系的末端氧

化酶，负责与底物及氧分子结合，因而决定着整个

酶系统的专一性，在氧化代谢过程中起着核心作

用。很多研究结果表明，与 MFO 活性增强有关的
害虫抗药性，往往伴随其细胞色素 P450 含量的提
高 (Cohen，1982; Vincent et al．，1985; Scott and

Georghiou，1986; Lee and Scott，1989b);LPR 家蝇
对氯氰菊酯的抗性倍数大于 6 000 倍，其细胞色素
P450 提高 3. 81 倍 ( Scott and Georghiou，1986);
Wen 等(2009)对抗吡虫啉品系的褐飞虱的研究发
现，抗性品系细胞色素 P450 含量是敏感品系的
7. 3 倍，由此说明，细胞色素 P450 在 MFO 的氧化
代谢过程中起着核心作用。本实验研究发现，抗
吡虫啉品系西花蓟马的细胞色素 P450 提高了 3. 5
倍，与其他抗吡虫啉害虫的细胞色素 P450 含量变
化基本一致，但抗性倍数的大小与细胞素色 P450
的含量并不一定成线性相关，这可能和害虫种类

不同相关。
细胞色素 b5 在酶系中的作用机理尚未完全

清楚，但目前认为其主要起第二电子传递作用。
研究表明，抗性家蝇、小菜蛾、赤拟谷盗等害虫体
内的细胞色素 b5 有不同程度的提高 ( Yu and
Nguyen，1992)。Zhang 和 Scott(1996)还发现细胞
色素 b5 在家蝇对氯氰菊酯的代谢增强中必不可

少，并认为细胞色素 b5 在家蝇对氯氰菊酯的抗性

起重要作用。本实验研究发现抗吡虫啉品系西花
蓟马细胞色素 b5 含量相对于敏感品系提高到了

4. 23 倍，可以推断在西花蓟马与 MFO 相关的吡虫
啉抗性机制中，细胞色素 b5 也发挥了重要作用，

其含量与吡虫啉抗药性呈正相关。
Lee 和 Scott (1989b)曾系统研究了家蝇微粒

体多功能氧化酶系与拟除虫菊酯的抗药性关系，

发现抗性家蝇品系的 MROD 是敏感品系的 64 倍;
对其它 7 个抗性家蝇品系的研究也发现，除了组
分含量的提高，抗性家蝇中的 MROD 活性显著提
高，可达 180 倍，证明了多功能氧化酶系单加氧酶
活性增强在家蝇对拟除虫菊酯的抗药性产生中的

重要作用 ( Scott et al．，1990 )。此外，Rose 和
Barbhaiya (1995) 研究具有多种抗性的美洲棉铃
虫品系(Hebert)的抗性机制，结果发现测定的 4 种
单加氧酶底物中，美洲棉铃虫品系 ( Hebert) 的
MROD 代谢活性是敏感品系的 23 倍，证明了单加
氧酶活性与棉铃虫抗药性呈正相关。目前尚未有
关于抗吡虫啉品系西花蓟马单加氧酶活性的报

道，而本研究发现，抗吡虫啉品系西花蓟马的单加

氧酶活性提高到了 5. 99 倍，单加氧酶活性与吡虫
啉抗药性呈正相关，与其他抗吡虫啉害虫的酶活

性变化相似，但相关性的大小有待于进一步研究。
通过对图 1 ～ 3 比较，发现西花蓟马抗吡虫啉



· 564· 应用昆虫学报 Chinese Journal of Applied Entomology 48 卷

品系(BK)对比敏感品系(S) O －脱甲基酶提高到
5. 99 倍，细胞色素 P450 提高到 4. 5 倍，细胞色素
b5 提高到 4. 23 倍，推测 O － 脱甲基酶、细胞色素
P450 和 b5 在多功能氧化酶系中对吡虫啉的解毒

作用重要性依次降低，尚需进一步研究。北京地
区田间品系(BK)西花蓟马对比敏感品系( S)细胞
色素 b5 含量提高到 1. 88 倍，细胞色素 P450 含量
提高到 1. 48 倍，O － 脱甲基酶活性提高到 1. 28
倍，增加倍数与抗吡虫啉品系不一致，推测原因可

能是北京田间品系为多抗性品系，与田间喷施的

农药品种多样化相关。
西花蓟马幼虫生境的隐蔽性给西花蓟马的防

治带来了极大的困难，成虫却是活动虫态，为化学

防治西花蓟马提供了时间窗口，但大规模使用吡

虫啉防治成虫，具有产生高抗性的风险。本项工
作显示抗吡虫啉西花蓟马对多杀菌素和啶虫咪不

存在交互抗性，在害虫治理时可采取轮换用药的

方式，以减小抗性增加的风险。微粒体 P450 酶系
的主要功能是通过对杀虫剂等外源物质的解毒代

谢来保护西花蓟马免受杀虫剂伤害，揭示成虫

MFO 酶系特征与功能对于评估化学防治成虫的可
行性意义十分重大，同时可以开发以 MFO 酶系为
靶标的杀虫剂。
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