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亚致死剂量马拉硫磷和西维因对
飞蝗 EABO 基因表达研究#

于荣荣!郭艳琼!张建珍!马恩波!郭亚平##
"山西大学应用生物学研究所!太原!#’###) #

摘!要!采用实时定量XKV技术检测飞蝗 D(;)&2+ 3#4*+2(*#+细胞色素X%(# 基因!U7aEVT’!U7V1DR和!U7e.:R
经马拉硫磷和西维因不同亚致死剂量和不同时间处理后OVb-的表达水平& 结果表明!经马拉硫磷不同亚致死
剂量4d$#’4d’#和4d(#处理后!飞蝗!U7aEVT和!U7V1DR均在高剂量4d(#被显著诱导!分别为对照的 ’[#’ 和 "[#
倍!而在低剂量4d$#无显著性差异& !U7e.:R在 ’ 个亚致死剂量下表达量均显著提高!且增量随处理浓度增加而
降低& 经西维因 ’ 个亚致死剂量处理后!除在4d’#这一浓度下引起 !U7aEVT 表达提高外!其它的 X%(# 基因均无
显著性差异& 选择 " 种农药的4d$(对飞蝗进行点滴处理!分别检测 )’$"’"% 和 %Y ;基因的相对表达& 经马拉硫
磷4d$(处理后!除!U7V1DR在 $" ;和!U7e.:R在 "% ; 表达量显著降低外!其它各时间点基因表达均无显著差
异& 经西维因处理不同时间后!’ 个X%(# 基因的相对表达量均无显著性差异& 综合上述结果说明马拉硫磷对 ’
个细胞色素X%(# 基因有一定的诱导作用!而西维因对其无诱导作用&
关键词!细胞色素X%(#! 马拉硫磷! 西维因! 亚致死剂量! 诱导作用
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!!飞蝗 D(;)&2+ 3#4*+2(*#+ 隶属于直翅目!蝗总
科& 其主要以禾本科和莎草科植物为食!是暴发
性和迁飞性的农业重大害虫"朱恩林!$&&&#!目前

化学防治仍是主要的防控手段& 马拉硫磷作为高
效’安全和广谱的低毒有机磷杀虫剂!常用于包括
蝗虫在内的各种农业害虫的防治 "杨红军等!
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"##"#& "# 世纪 (# 年代!以西维因为代表的氨基
甲酸酯类农药进入市场!成为继有机磷杀虫剂以
后的第二主力军"乔广浩和刘欣!"#$##&

细胞色素 X%(# 是生物体内一类重要的代谢
酶系!广泛存在于所有生物中!如哺乳动物’鱼类’
植物’节肢动物’真菌’细菌等"8?1>0BB61?! "##(#&
其主要功能是解毒外源性化合物!如农药’植物毒
素’化学致癌物质和诱变剂等":E;5B0! "#$$#+代
谢内源性化合物!如激素’脂肪酸和类固醇等"49
%2+,6! "##*#!而其中一些外源性和内源性化合物
可诱导昆虫细胞色素 X%(# 基因的表达"S0HH90H0!
$&Y%#& X%(# 的诱导是指某一生物暴露于某药物
或其它异源物质后其体内细胞色素 X%(# 酶活水
平和基因转录水平显著增加"S0HH90H0! $&Y’+Q6>6H
%2+,6! $&&*#& X%(# 的诱导具有时间和剂量效
应!只有当诱导剂达到一定浓度并经过一定时间
才会产生诱导作用"b0M0H>61C K?OB6B0J! $&Y&#&

细胞色素 X%(# 基因的诱导作用在多种昆虫
中已有报道"/0F0H09=01! "##(#& 目前!外源性化
合物对细胞色素 X%(# 基因诱导作用的研究多集
中于植物次生代谢物质除草剂及拟除虫菊酯类杀
虫剂":1FC0H61C LB01C911912! $&&)+ X;9BB9A %2+,6!
$&&*+ d6190B=?1 %2+,6! $&&Y+ V616=912;0%2+,6!
$&&&+ 6̂HH9=?1 %2+,6! "##$+ 4?1C?1?%2+,6! "##%+
Q;6=R6H6%2+,6! "##)+ j01=01 %2+,6! "##)+
‘9BB?52;MF%2+,P! "##)+ /612%2+,6! "##*+
X?5A6HC91 %2+,6! "#$##!部分文献报道了常用的
其它有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂对 X%(# 的诱
导作用"d51R?I%2+,6! $&&*+蒋红波和王进军!
"#$##!而马拉硫磷和西维因对细胞色素 X%(# 基
因的诱导作用研究较少& 作者实验室前期工作测
定了飞蝗细胞色素 X%(# 基因经不同亚致死剂量

的农药处理后总酶活的变化!而特定的细胞色素
X%(# 基因经农药处理后的诱导作用尚未测定& 本
文选取 " 种常用的杀虫剂马拉硫磷和西维因处理
飞蝗!分别测定了 ’ 个 X%(# 基因的相对表达量&
为进一步研究飞蝗 X%(# 基因对杀虫剂解毒代谢
提供基础资料&

9:材料与方法
9K9:供试昆虫

供试飞蝗卵购于河北沧州蝗虫饲养公司!孵
化于人工气候培养箱中!4zd |$%z$#!温度"’# {
"#\!相对湿度为 )#Z& 选择同一时间孵化的 $
龄若虫转移到纱笼并置于培养箱中饲养!每天饲
喂新鲜的小麦叶片!取 ’ 龄若虫进行实验&

9K;:供试试剂
马拉硫磷和西维因"美国 K;0O9E6B=0HI9E0公

司#+Vb-提取试剂 Vb-9=?S8XB5=和 db6=0<
"Vb6=0/H00#"S6_6V6公司#+V0I0H>-9CS8 8̂915=
83854T反 转 录 酶 "/0HO01>6=公 司 #+ :,QV
XH0O9kDkS6cS8<<"S6_6V6公司#&

9K@:仪器设备
美国 -Q<*’## V06B3>9O0XKV=F=>0O+德国

DAA0HC?H@移液枪+上海 Q.m7b:Xm"(#<3K型人
工气候箱+法国 j?561 TmD’Y# 超低温冰箱+玻璃
匀浆器等&

9KA:引物设计与合成
根据已克隆得到的 ’ 个飞蝗 X%(# 基因

!U7aEVT’!U7V1DR 和 !U7e.:R 序列 "另文发
表#!以肌动蛋白基因 $3+;2#$ 作为内参基因!采用
XH9O0H([# 软件设计飞蝗的表达引物!引物由上海
英潍捷基生物技术有限公司合成"表 $#&

表 9:6@;8ABC#6@;B75D和6@;E*FD的表达引物
F%-,39: E/0#3/(5(34*)/3U$/3((0)1%1%,8(0()*6@;8ABC$ 6@;B75D )41 6@;E*FD

基因L010 引物XH9O0H= 序列 :0c501E0

!U7aEVT VS3/ -LLSL-SS-SKSSKSKKKSLKSL
VS3V L--SLS-LKK-S--S-LSLKKSLSS

!U7V1DR VS3/ KSLK-KS-SL-KKKKK-LS-KSS
VS3V LSSLS-LKL-KSL-LS---KSLLK

!U7e.:R VS3/ KKSLL-KKL-L--SLSLSLK
VS3V LS-LLSL--LLLSSKL-SL-LK

$A+;2#$ $A+;2#$ 3/ KL--LK-K-LSK---L-L-LLS-
$A+;2#$3V LKSSK-LSK--L-L--K-LL-SL
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9KB:不同亚致死剂量马拉硫磷和西维因对
6@;8ABC#6@;V75R 和6@;E*FD 的影响

参照L5?等""#$$#的方法分别配制不同亚致
死剂量"4d$#’4d’#和4d(##马拉硫磷和西维因!以
丙酮作为对照& 选取大小一致’健康状况良好的
飞蝗 ’ 龄 " ]’ C 的若虫为实验材料!分别点滴不
同浓度的马拉硫磷’西维因和丙酮各 ’ (4于试虫
的 "’’ 腹节节间膜处!"% ; 后收取活虫!迅速于液
氮冷冻后保存于 +Y#\冰箱中备用& 每个处理设
’ 个重复!每个重复 $( ]"# 头飞蝗&

另选取生长一致的飞蝗 ’ 龄 " ]’ C 若虫!分
别用马拉硫磷和西维因4d$(各 ’ (4点滴处理!于
正常条件下饲养!各处理均于 )’$"’"% 和 %Y ; 后
收取活虫!迅速于液氮冷冻后保存于 +Y#\冰箱
中& 以丙酮处理的作为对照!每个处理设 ’ 个重
复!每个重复 $( ]"# 头虫体&

9KC:杀虫剂处理飞蝗后&SV6模板的制备
按照Vb-9=?XB5="S6_6V6#提取说明书提取

总 Vb-用于基因表达!检测定量后备用& 依照
V0I0H=0 SH61=EH9A>6=0 8384T " Vb6=0 ^+ #
"S6_6V6#说明书!以提取的总 Vb-$ (2为模板!
在8384T反转录酶作用下合成 Edb-的第一链!
+"#\下保存备用&

9KL:飞蝗细胞色素 EABO 基因在 #DV6水平的
表达

参照 :,QVXH0O9kDkS6cS8<<说明书!以合成
的 Edb-为模板加入荧光染料 :,QVLH001 <在
-Q<XH9=O*’## 进行实时荧光定量 XKV扩增& "#
(4的反应体系$去离子水 ) (4+:,QVLH001 XKV
O9k"S6_6V6# $# (4+V.m#[% (4+上下游引物各
#[Y (4+$z"# 稀释的 Edb-模板 " (4& XKV条件
为$&(\’# =!&(\ ( =’)#\ ’$ =共 %# 个循环!
&(\ $( =’)#\ $ O91’&(\ $( =& 采用 -Q<XH9=O
*’## :d: $[$":0c501E0C0>0E>?H=F=>0O!美国应用
生物系统公司#软件进行数据记录分析!阈值线由
软件自动设定& 每个样本 " 个技术重复& 采用
" +..K>法"X@6@@B! "##$#计算细胞色素X%(# 基因经
农药处理后的相对表达量&

9KM:数据处理与分析
数据处理方法采用d51E61 和23>0=>分析!7�

#[#( 为基因的表达有显著性差异&

;:结果与分析
;K9:马拉硫磷和西维因对飞蝗 @ 个 EABO 基因的
剂量效应

采用 " +..K>法计算 ’ 个基因 !U7aEVT’
!U7V1DR 和 !U7e.:R 在不同剂量马拉硫磷和西
维因处理的 ’ 龄飞蝗和对照中的相对表达水平
"图 $#& " 种杀虫剂对飞蝗 X%(# 基因的影响不
同!从图 $"-#可见!与对照相比!经不同亚致死剂
量马拉硫磷处理 ’ 龄飞蝗后!!U7aEVT 的 OVb-
相对表达量提高了 $[*% ]’[#’ 倍!在 4d(#这一剂
量下提高倍数最大!说明马拉硫磷在高剂量下对
!U7aEVT 有显著的诱导作用+经西维因不同剂量
处理 ’ 龄飞蝗后!仅在 4d’#剂量下使 !U7aEVT 的
OVb-相对表达水平有显著性提高!其它剂量下
没有明显的影响&

从图 $"Q#可以看出!经马拉硫磷 ’ 个亚致死
剂量处理飞蝗 ’ 龄若虫!随剂量的增加! !U7V1DR
的相对表达量呈现增加的趋势!在 4d(#剂量下达
到最大!与对照相比!其OVb-表达量提高了 "[#)
倍!且有显著性差异& 说明马拉硫磷在高剂量下
对!U7V1DR 同样有诱导作用+经西维因 ’ 个亚致
死剂量处理飞蝗 ’ 龄若虫后!!U7V1DR 的相对表
达量也随剂量增加呈现升高趋势!为对照的 #[&$
]$[(( 倍!但无显著性差异&
从图 $ "K#可见!不同剂量的马拉硫磷对

!U7e.R 均有显著的诱导作用!呈现从低浓度到高
浓度诱导效应逐渐降低的趋势!在 4d$#这一低剂
量下其诱导倍数达到 *[)( 倍+而不同剂量西维因
对!U7e.:R 无明显的诱导作用&

;K;:马拉硫磷和西维因对飞蝗 @ 个 EABO 基因的
时间效应

从图 ""-#可见!经马拉硫磷亚致死剂量4d$(
处理后!飞蝗 !U7aEVT 的相对表达量呈现先升高
后降低的趋势!在 "% ; 基因表达最高& 在不同时
间点与对照相比没有显著性差异+而经西维因亚
致死剂量 4d$(处理后!!U7aEVT 的相对表达量在
不同时间内与各自对照相比均有显著性提高!而
每个时间点间!U7aEVT 的相对表达量无显著性差
异&

从图 ""Q#可见!经马拉硫磷亚致死剂量 4d$(
处理飞蝗后!!U7V1DR 的相对表达量呈现先降低
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图 9:不同亚致死剂量马拉硫磷和西维因处理后
@ 个EABO 基因的相对表达量

<0+=9:D3,%’0?33U$/3((0)1)*EABO +313(%*’3/
’/3%’#31’-8 (5-R,3’2%,4)(3()*#%,%’20)1

%14&%/-%/8,
注$不同字母表示 " 种农药处理后基因相对表达量与
对照相比有显著性差异"7�#[#(!d51E61分析#&
9̂=>?2H6O=N9>; C9@@0H01>B0>>0H=91C9E6>0>;00kAH0==9?1 ?@

>;H002010=6H0=9219@9E61>BFC9@@0H0H1>N9>; >N?91=0E>9E9C0=
6>#[#( B0I0BMFd51E61-=O5B>9AB0H6120>0=>P

图 ;:马拉硫磷和西维因&PS9B’

处理后 @ 个EABO 基因的时间效应
<0+=;:F0#3&)5/(33**3&’()*#%,%’20)1%14

&%/-%/8,&PS9B’ )1’23/3,%’0?3

3U$/3((0)1)*’2/33EABO +313(

后升高的趋势!在 %Y ; 时基因表达量最高& 处理
$" ;后其表达被显著抑制!%Y ; 后其相对表达量
回升到对照的 "[( 倍!但与各自的对照相比其表
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达量并没有显著性差异+经西维因亚致死剂量
4d$(处理后!!U7V1DR 的相对表达量迅速升高!) ;
时与对照相比提高到 $[& 倍!且差异显著!随后 $"
]%Y ; 其表达量与对照相比均有所升高!但无显
著差异!各时间点间 !U7V1DR 的相对表达量也没
有显著性差异&

从图 ""K#可见!经马拉硫磷亚致死剂量 4d$(
处理后!飞蝗 !U7e.:R 基因的相对表达水平在 )
]"% ;受到一定的抑制!%Y ; 时基因表达水平显
著提高& 与对照相比!$" ; 时基因表达量显著下
降!为对照的 #[)Y 倍+西维因亚致死剂量 4d$(处
理后!!U7e.:R 基因的相对表达量迅速升高!西维
因处理 ) ;时表达量为对照的 $[( 倍!随后 $" ]%Y
;其表达量均无显著变化!且各个时间点间也无显
著性差异&

@:讨论
亚致死剂量杀虫剂不仅影响害虫的生长发育

和繁殖!也对害虫体内的解毒酶系产生诱导作用!
并为害虫抗药性进化提供持续的选择压力
"K;6>?1! "##$#& 昆虫通过调控细胞色素X%(# 酶
活性和基因表达来应对外源性化合物 "QH?N1
%2+,6! "##(#& 本文选择 " 种常用于防治飞蝗的
杀虫剂!采用其亚致死剂量对飞蝗 X%(# 基因进行
了剂量和时间效应影响的研究& 本文选取的 ’ 个
X%(# 基因均可不同程度地被马拉硫磷诱导!这与
蒋红波和王进军""#$##用亚致死剂量有机磷杀虫
剂 甲 基 对 氧 磷 处 理 嗜 卷 书 虱 D#/(&;%,#&
9(&2*5;"(/"#,+后!研究 ( 个 X%(# 基因"!U7a!JR’
!U7a!!R’!U7a!NR’!U7V!1R’!U7V!1T#!其中 %
个细胞色素 X%(# 均可被甲基对氧磷显著诱导相
一致& 在许多情况下!X%(# 基因表达的增加可以
导致 X%(# 蛋白和酶活性增加 "QH6>>=>01 %2+,P!
$&Y)+K6H91?%2+,P! $&&"+ 495 61C :E?>>! $&&*+
/0F0H09=01! "##(+ /0=>5EE93Q5=0BB9%2+,P! "##(#&
:1FC0H等"$&&)#发现用一定浓度的艾氏剂处理 (
龄天蛾=+$0);+ &%>2+幼虫!其中肠X%(# 酶活性在
"% ;显著增加!d51R?I等"$&&*#发现经有机磷艾
氏剂和二嗪农处理!果蝇 N*(&(/"#,+ 3%,+$(4+&2%*
K,X)-" 酶活性增加!V6R?>?1CH6I0B?等""##)#用
毒死蜱不同亚致死浓度处理 $ 龄摇蚊 !"#*($(3)&
2%$2+$&幼虫!发现一定亚致死浓度的毒死蜱可以
增加其X%(# 酶活性& 综合以上研究可见!有机磷

农药对X%(# 基因有一定的诱导作用& 作者实验
室 L5?等 ""#$$#发现飞蝗经马拉硫磷处理后
X%(# 总酶活性与对照相比没有显著性差异!这一
结果与 ,5 " $&Y% # 发现的草地粘虫 I/(0(/2%*+
-*)4#/%*0+幼虫在取食含 #P#"(Z黄原毒素这种诱
导物的人工饲料时!其 X%(# 含量比对照显著增
加!而 % 种X%(# 酶活性中的 ’ 种活性被抑制相类
似!表明某些X%(# 被诱导的同时可能伴随着其它
X%(# 酶活性的抑制!诱导和抑制存在协同机制
"邱星辉和冷欣夫!$&&*#& L5?等""#$$#在测定
马拉硫磷对 X%(# 酶活性影响中仅检测了细胞色
素X%(# *3DK3.3脱乙基反应的总活性!而并没有
检测其它X%(# 酶活性!所以马拉硫磷是否诱导特
定的X%(# 酶活性需要进一步证实&

经西维因亚致死剂量处理后!飞蝗 ’ 个细胞
色素 X%(# 基因的表达量没有显著性差异!仅在
4d’#时!U7aEVT 的OVb-表达水平有所提高& 经
亚致死剂量4d$(处理后!除!U7e.:R 基因在 "% ;
表达量显著性提高外!其余 X%(# 基因的相对表达
量均 无 显 著 性 差 异! !U7aEVT’ !U7V1DR 和
!U7e.:R 的相对表达水平在各时间点均无显著性
差异!表明西维因并没有诱导飞蝗体内 X%(# 基因
的表达& 这与蒋红波和王进军""#$##用亚致死剂
量氨基甲酸酯类杀虫剂涕灭威处理嗜卷书虱后!
研究 ( 个 X%(# 基 因 " !U7a!JR’ !U7a!!R’
!U7a!NR’!U7V!1R’!U7V!1T#!其中 % 个细胞色
素X%(# 基因均没有明显的诱导作用相一致&

不同类型杀虫剂处理不同昆虫后!诱导达到
高峰的时间是不同的!如家蝇 =)&;+ 0(3%&2#;+ 成
虫X%(# 活性可以在接触杀虫剂数分钟后被诱导!
氯菊菊酯对埃及伊蚊 .%0%&+%45/2#’冈比亚按蚊
.$(/"%,%&4+39#+%及家蝇的诱导均需经 "% ; 后才
能达到高峰 "_6=6961C :E?>>! "###+ X?5A6HC91
%2+,P! "##Y#& 甲基对氧磷对嗜卷书虱的诱导也
需 "% ; 能达到高峰"蒋红波和王进军!"#$##& 本
文经马拉硫磷处理后!X%(# 基因诱导达到高峰需
要的时间多数在 %Y ;!而西维因诱导达到高峰的
时间多数在 "% ;& 造成诱导作用差异的因素可能
与昆虫种类’龄期及药剂作用方式等有关&

‘9BB?52;MF等""##)#发现 !5/VER’!5/V.T 和
E&2NR 可以代谢和解毒 ddS!但 ddS却不能诱导
这 ’ 个基因!因此诱导’代谢和抗性三者之间没有
直接关系& 本文中马拉硫磷一定程度上诱导了 ’



*)&Y!! * 应用昆虫学报 !"#$%&%’()*$+,(-.//,#%0 1$2(3(,(45 %& 卷

个X%(# 基因!但对于 X%(# 基因是否代谢或解毒
马拉硫磷尚不明确!需要进一步实验验证其功能
作用& 研究表明 X%(# 基因被诱导对于昆虫适应
环境有重要作用"S0HH90H0! $&Y’!$&Y%#& 目前报
道与抗药性相关的细胞色素 X%(# 基因多集中于
K,X%’K,X)’K,X& 和 K,X$" 家族中"/0F0H09=01!
"##)+ 49%2+,P! "##*#& 本文分别从飞蝗 K,X%’
K,X) 和K,X& 家族中选取 ’ 个特定的基因用 " 种
常用的杀虫剂马拉硫磷和西维因不同亚致死剂量
处理进而测定其相对表达量!为探讨飞蝗 X%(# 基
因结构和功能的多样性提供了新思路!也为飞蝗
防治中合理使用农药提供了基础资料&
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