
【修改说明】
1. 氯虫苯甲酰胺2000年由美国杜邦公司研发，2008年商品化，2009年在我国蔬菜上大面积推广应用，已补充在前言中。
2. 表1中的R是相关系数。
3. 表2中的比值为取食不同寄主植物的小菜蛾各解毒酶活性比上最低酶活性，已在材料方法中标出。
4. 英文摘要已重新校正。
取食不同寄主植物小菜蛾对氯虫苯甲酰胺敏感性及体内解毒酶活性的变化
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摘　要：为探明寄主植物影响小菜蛾抗药性的内在因素，本研究以小菜蛾嗜好性不同的菜心、芥菜、白菜和芥蓝等4种寄主植物为材料，利用生物测定和解毒酶活力测定的方法，研究了取食不同寄主植物的小菜蛾幼虫对氯虫苯甲酰胺敏感性及体内解毒酶活力变化情况。结果表明，4种寄主植物饲养小菜蛾5代后，其敏感性分别为菜心>芥菜>白菜>芥蓝，且其体内活性酶谷胱甘肽-S-转移酶（GSTs）、羧酸酯酶（CarE）比活力差异显著（P<0.05），活性的强弱与其敏感性相一致。以取食芥蓝的小菜蛾体内2种解毒酶活性最强。说明寄主植物能影响小菜蛾药剂敏感性及解毒酶活性。试验结果对小菜蛾的综合防控及抗氯虫苯甲酰胺机理研究具有重要的参考价值。
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Changes of Susceptibility and detoxification enzymes of Plutella xylostella L.Feeding on Different Host Plants to chlorantraniliprole
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Abstract: In order to ascertain the internal factors that host plants infect Plutella xylostella (DBM:Diamondback moth) resistance, the susceptibility to chlorantraniliprole and enzymic activity of DBM larva were tested with bioassay and biochemical methods. The DBM larva were fed with 4 preferred species host plants which were Brassica parachinensis, B. juncea, B. chinensis and B. alboglabra. The results showed that the most susceptible DBM larva was those fed with B. alboglabra, followed by B. juncea, B. chinensis and B. alboglabra after they were raised 5 generations, respectively. Glutathione-S-transferase (GSTs) and carboxylesterase (CarE ) indicated significant difference at 0. 05 level. The most activity of GSTs and CarE was showed in the DBM fed with B. alboglabra. All results indicated that feeding on different host plants could affect the pesticide susceptibility and detoxification enzyme activity of DBM. The results showed important reference value to IPM and resistance mechanism of DBM. 
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昆虫取食不同的寄主植物后，会对杀虫药剂产生不同程度的抗性。这主要是由于不同寄主植物体内所含有的各种次生代谢物质不同，次生物质会诱导昆虫产生与杀虫剂代谢酶系相同或相近的解毒酶系，昆虫的解毒酶是一类异质酶系，能够代谢大量的内源或外源底物，从而增强昆虫的耐药性或抗药性（王建军等，2001）。
小菜蛾Plutella xylastella (L.)是热带及亚热带十字花科蔬菜的重要害虫，全球每年防治费用在10亿美元左右（Talekar et al.,1993）。据不完全统计，小菜蛾已经对70多种杀虫剂产生了抗药性（Sun et al., 2012）。
氯虫苯甲酰胺(chlorantraniliprole) 是第一个具有新型邻酰胺苯甲酰胺类化学结构的广谱杀虫剂，其作用方式独特（唐振华等，2008；董卫利等，2008）。2000年由美国杜邦公司研发，2008年商品化，2009年在我国蔬菜上大面积推广应用，但由于不合理的使用，部分地区的小菜蛾已对氯虫苯甲酰胺产生高水平抗性（Wang et al.,2012）。
探索研究寄主植物与氯虫苯甲酰胺药剂敏感性的变化关系，不仅丰富了杀虫剂田间毒理学的内容，也为科学合理地使用氯虫苯甲酰胺防治小菜蛾及制定有效的综合防治措施奠定了一定的理论基础。进一步研究其解毒酶活性的变化为小菜蛾抗药性机理提供参考。为此，作者以广东地区种植面积广泛，小菜蛾嗜好性不同的白菜、芥菜、芥蓝和菜心等4种寄主植物为试验材料，测定了不同寄主植物饲养的小菜蛾对氯虫苯甲酰胺敏感性及体内解毒酶活性的变化情况。
1 材料与方法
1.1 供试昆虫

小菜蛾Plutella xylastella (L.)为将室内用多种蔬菜多代饲养的小菜蛾敏感品系化蛹后羽化的成虫配对，喂以10%的蜂蜜水，交配产卵后的初孵幼虫分别接到新鲜的菜心（Brassica. parachinensis）、芥菜（B. juncea）、白菜（B. chinensis）、芥蓝（B. alboglabra）苗上，在温室培养箱内连续饲养5代，选取第5代3龄初幼虫做试虫。饲养条件：温度(25±1)℃、相对湿度65%－70%，光照比（L∶D）16∶8 h。 
1.2 供试药剂

5%氯虫苯甲酰胺悬浮剂（商品名：普尊，美国杜邦公司），α－乙酸萘酯( 广州齐云生物技术有限公司，化学纯) ，固蓝B(上海华蓝科技有限分司) ，碘化硫代乙酰胆碱（Sigma Aldrich），对硝基苯甲醚( p－NA ) ( 瑞士Adamas－beta 公司，分析纯) ，2，3-二氯硝基苯(DCNB)（扬中市天力化工有限公司）还原型辅酶Ⅱ( NADPH) ( Roche，进口分装) ，牛血清白蛋白和考马斯亮蓝G250 ( 上海蓝季科技发展公司) ，其它试剂均为国产分析纯。
1.3 生物测定
采用叶片药膜法。用洁净甘蓝（Brassica oleracea），剪成直径6.5 cm圆片（避免主叶脉）。将叶片在药液中浸泡10 s后取出晾干（25℃，2 h），置于直径6.5 cm 培养皿中， 接入10 头3 龄初幼虫，覆盖双层吸水卷纸，盖上培养皿上盖。将其正面向上置于温度（25±1）℃， 相对湿度65%－70%，光照比（L∶D）16∶8 h 的培养箱中。每处理4次重复。48 h后检查死亡率，计算毒力回归方程、LC50值及其置信区间。小毛笔或尖锐镊子轻触虫体，虫体没有反应或不能协调运动视为死亡。

1.4解毒酶活性测定

采用分光光度法测定。羧酸酯酶（CarE）活性参照夏冰等（2002）改进的方法测定。谷胱甘肽S－转移酶（GSTs）活性参照梁沛等（2003）改进的方法测定。乙酰胆碱酯酶（AchE）活性参照孟琳琳等（2010）方法测定。多功能氧化酶（MFOs）参照Yu等（1992）方法测定。计算取食不同寄主植物的小菜蛾各解毒酶活性与最低酶活性的比值。
1.5 蛋白含量测定
参照Bradford 考马斯亮蓝G-250 方法（Bradford,1976）。

1.6数据统计分析

数据统计分析采用DPS v8. 01数据处理软件的Duncan氏新复极差测验法进行差异显著性分析[唐启义和冯明光，2007]。
2 结果与分析

2.1 取食不同寄主植物小菜蛾对氯虫苯甲酰胺敏感性的影响
如表1所示，芥蓝、芥菜、菜心、白菜4种寄主植物饲养小菜蛾5代后，取食寄主菜心的小菜蛾对氯虫苯甲酰胺最敏感，其次为芥菜>白菜>芥蓝。取食芥蓝、白菜、芥菜的小菜蛾LC50值分别为取食菜心的小菜蛾LC50值的3.76、1.76、1.56倍。表明用芥蓝长期饲养小菜蛾能降低其敏感性。
表1  4种寄主饲养小菜蛾敏感种群F4代3龄幼虫对氯虫苯甲酰胺的敏感性
Table 1 The sensitivities to chlorantraniliprole of the diamondbackbn moth larvae feeding on 4 host plants
	寄主植物
Host plants 
	回归方程
Regression equation 
	LC50（mg/L）
LC50（mg/L）
	R（相关系数）
R（relevant coefficient）
	95%置信区间/mg·L-1
95%confidence interval/mg·L-1 

	芥蓝
B. alboglabra
	Y=5.0253+0.9444x
	0.94
	0.9844
	0.56-2.18

	芥菜
B. juncea
	Y=5.2731+0.6595x
	0.39
	0.9980
	0.07-0.78

	菜心
B. parachinensis
	Y=5.7244+1.2247x
	0.25
	0.9889
	0.16-0.40

	白菜
B. chinensis
	Y=5.2889+0.8119x
	0.44
	0.9989
	0.16-0.79


2.2 不同寄主植物对小菜蛾体内解毒酶活性的影响

由表2可知，4种寄主植物饲养小菜蛾5代后，取食菜心的小菜蛾体内解毒酶GSTs比活力显著低于取食其它3种寄主植物的小菜蛾体内GSTs比活力。芥蓝对小菜蛾体内GSTs的诱导作用较强，其饲养的小菜蛾体内GSTs活性最强，为3.30（OD·min-1·mg-1pro）。4种寄主植物饲养小菜蛾体内GSTs比活力顺序为芥蓝>白菜>芥菜>菜心。
表2 不同寄主植物对小菜蛾幼虫体内谷胱甘肽-S-转移酶活性的影响
Table 2 The effects on GSTs of diamondback moth larvae feeding on different plants
	寄主植物
Host plants
	比活力（OD·min-1·mg-1pro）
Specific activity（OD·min-1·mg-1pro）
	比值
ratio

	芥蓝
B. alboglabra
	3.30±0.33a
	1.78

	芥菜
B. juncea
	2.82±0.18a
	1.52

	菜心
B. parachinensis
	1.85±0.16b
	1.00

	白菜
B. chinensis
	2.87±0.21a
	1.55


注：1. 表中数据是4次重复的平均值；2. 同一列数据后不同小写字母表示同组数据彼此间在0.05水平上差异显著（P<0.05）
Note :1. Date in the table are mean of 4 reduplications, 2. Date followed by different letters in the same column indicate significantly different at 0.05 level. 
如表3所示，4种寄主植物饲养小菜蛾5代后，小菜蛾体内解毒酶CarE比活力差异显著（P<0.05）。芥蓝饲养的小菜蛾体内CarE活性最强为1.81（OD·min-1·mg-1pro），菜心饲养的小菜蛾体内CarE活性最弱为0.56（OD·min-1·mg-1pro），两者的比值为3.23。4种寄主植物饲养小菜蛾其体内CarE比活力顺序为芥蓝>白菜>芥菜>菜心。

表3 不同寄主植物对小菜蛾幼虫体内羧酸酯酶活性的影响
Table 3 The effects on CarE of diamondback moth larvae feeding on different plants
	寄主植物
Host  plants
	比活力（OD·min-1·mg-1pro）
Specific activity（OD·min-1·mg-1pro）
	比值
ratio

	芥蓝
B. alboglabra
	1.81±0.52a
	3.23

	芥菜
B. juncea
	1.09±0.07ab
	1.95

	菜心
B. parachinensis
	0.56±0.14b
	1.00

	白菜
B. chinensis
	1.25±0.25ab
	2.23


注：1. 表中数据是4次重复的平均值；2. 同一列数据后不同小写字母表示同组数据彼此间在0.05水平上差异显著（P<0.05）

Note :1. Date in the table are mean of 4 reduplications, 2. Date followed by different letters in the same column indicate significantly different at 0.05 level.
表4 不同寄主植物对小菜蛾幼虫体内乙酰胆碱酯酶活性的影响
Table 4 The effects on AchE of diamondback moth larvae feeding on different plants
	寄主植物
Host  plants
	比活力（OD·min-1·mg-1pro）
Specific activity（OD·min-1·mg-1pro）
	比值
ratio

	芥蓝
B. alboglabra
	5.44±1.44a
	2.75

	芥菜
B. juncea
	6.04±3.41a
	2.18

	菜心
B. parachinensis
	1.98±0.32a
	1.00

	白菜
B. chinensis
	2.97±0.08a
	1.50


注：1. 表中数据是4次重复的平均值；2. 同一列数据后不同小写字母表示同组数据彼此间在0.05水平上差异显著（P<0.05）

Note: 1. Date in the table are mean of 4 reduplications, 2. Date followed by different letters in the same column indicate significantly different at 0.05 level.

4种寄主植物饲养小菜蛾5代后，小菜蛾体内解毒酶AchE活性差异不显著（P>0.05），取食芥蓝、芥菜和白菜的小菜蛾体内AchE比活力与取食菜心的小菜蛾体内AchE比活力的比值分别为2.75、2.18、1.50（如表4所示）。
表5 不同寄主植物对小菜蛾幼虫体内多功能氧化酶活性的影响
Table5 The effects on MFOs of diamondback moth larvae feeding on different plants
	寄主植物
Host  plants
	比活力（OD·min-1·mg-1pro）
Specific activity（OD·min-1·mg-1pro）
	比值
ratio

	芥蓝
B. alboglabra
	1.15±0.15a
	1.29

	芥菜
B. juncea
	1.02±0.56a
	1.15

	菜心
B. parachinensis
	1.10±0.09a
	1.24

	白菜
B. chinensis
	0.89±0.32a
	1.00


注：1. 表中数据是4次重复的平均值；2. 同一列数据后不同小写字母表示同组数据彼此间在0.05水平上差异显著（P<0.05）
Note: 1. Date in the table are mean of 4 reduplications, 2. Date followed by different letters in the same column indicate significantly different at 0.05 level.
如表5所示，4种寄主植物饲养小菜蛾5代后，小菜蛾体内解毒酶多功能氧化酶（MFO）比活力差异不显著（P>0.05）。取食不同寄主植物的小菜蛾体内MFO比活力均在0.80-1.20（OD·min-1·mg-1pro）之间。
3 结论与讨论
在植物和昆虫的协同进化过程中，植物通过其次生性物质影响昆虫的取食和生长发育而抵御昆虫的侵害，另一方面，昆虫又能不断地适应植物体内的有毒物质，并发展为避毒、解毒等抗药机制（东乐伟等，2009；吕朝军等，2007；黄水金等，2007；吕敏等，2012）。当昆虫取食不同寄主植物时，植物中次生物质诱导激活或抑制害虫体内的相关解毒酶活性，使昆虫对杀虫剂的敏感度发生不同的反应，包括敏感性上升、下降或者基本保持不变（安志兰等，2008；Talaei-hassanloui et al.,2007）。植物对昆虫解毒酶活性的诱导能够激活提高害虫体内隐性抗性基因的频率，从而促进害虫对杀虫剂产生不同程度的抗药性，这种诱导如果发生在害虫抗药性形成早期，即会增加抗性形成的危险性（安志兰等，2008）。

本研究结果表明，不同寄主植物饲养小菜蛾5代后，取食不同寄主植物的小菜蛾3龄幼虫对氯虫苯甲酰胺的敏感性不同，表现为菜心>芥菜>白菜>芥蓝，且体内GSTs、CarE、AchE、MFO活性发生不同程度的变异，可能是小菜蛾对十字花科蔬菜的广泛适应性的生理基础之一。取食芥蓝、芥菜、白菜的小菜蛾体内GSTs、CarE与取食菜心的小菜蛾体内二酶比活力差异显著（P<0.05），且2种酶活性在不同寄主植物中的变化与不同寄主植物饲养的小菜蛾敏感性相一致。说明可通过调整寄主植物的种植模式来降低小菜蛾种群的抗性水平。
谷胱甘肽-S-转移酶(GSTs)和羧酸酯酶（CarE）均是昆虫体内重要的解毒酶系（聂立红等，2000；Holmes et al., 2008；郭丽和沈孝兵，2004）。前者能使外源性或内源性的毒素分子失活而转变为水溶性化合物以达到初步解毒的作用，是多种生物体内主要的Ⅱ相解毒系统（姚欣和钱元恕，2003）。后者则是将包含酯键的内源性和外源性化合物分解为相应的醇和酸（Heikinheimo et al., 1999）。不同的寄主植物、同一寄主植物不同品种以及不同的植物次生物质都能够影响昆虫体内二者的活性（宋春满等，2006）。本研究结果表明取食芥蓝的小菜蛾体内GSTs与CarE二者活性最高，且与取食菜心的小菜蛾体内2种酶活性差异显著（P<0.05），这与取食不同寄主植物的小菜蛾敏感性最低相一致，说明芥蓝体内可能存在一些对2种酶有诱导作用的物质，使得取食它的小菜蛾幼虫体内2种酶活性最高，解毒能力最强，导致其对氯虫苯甲酰胺敏感性最低。但具体是哪种酶在起主要作用，芥蓝体内哪种成分起诱导作用，均需要进一步研究。小菜蛾在寄主植物取食过程中，其包括羧酸酯酶在内的解毒酶系与植物次生物质之间可能存在着紧密的互动关系，反复而细致地研究其联动机制将有助于我们更好地理解小菜蛾的寄主植物生理适应机制。
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