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粘虫对高效氯氰菊酯抗性机制的初步研究* 
赵玉玉**  李伯辽  李梅梅  仵均祥***  李怡萍*** 

（西北农林科技大学植物保护学院，杨凌  712100） 

摘  要  【目的】 通过粘虫高效氯氰菊酯抗性、敏感品系生化及分子机制研究，明确与抗药性产生相关

的具体机制。【方法】 采用室内生物测定、生化分析和分子技术，研究粘虫抗、感品系增效剂的增效作

用、解毒酶活性变化及钠离子通道序列变化。【结果】 增效剂胡椒基丁醚（PBO）和磷酸三苯酯（TPP）

对高效氯氰菊酯的增效作用明显，抗敏增效比分别为 5.50和 3.40。粘虫高效氯氰菊酯抗性品系酯酶（EST）、

谷胱甘肽 S-转移酶（GSTs）和多功能氧化酶（MFOs）活性均高于敏感品系，其比活力分别为 2.45、1.73

和 1.70，其中抗、感品系的酯酶和多功能氧化酶比活力差异都达到了显著水平（P<0.05）。通过比较粘虫

抗性和敏感品系钠离子通道基因ⅡS4-S6 片段，未发现与击倒抗性有关的突变。【结论】 酯酶和多功能

氧化酶可能在粘虫对高效氯氰菊酯的抗性发展中起着重要的作用。 

关键词  粘虫，高效氯氰菊酯，抗性机制，解毒酶，钠离子通道 

Preliminary research on the resistance mechanism of  
Mythimna separata to beta-cypermethrin 

ZHAO Yu-Yu**  LI Bo-Liao  LI Mei-Mei  WU Jun-Xiang***  LI Yi-Ping*** 

(College of Plant Protection, Northwest A&F University, Yangling 712100, China) 

Abstract  [Objectives]  To identify the mechanism responsible for beta-cypermethrin resistance in the oriental 

armyworm．[Methods]  The detoxification enzyme activity and sequence alignment in beta-cypermethrin resistant and 

susceptible strains of the oriental armyworm were determined by bioassay, biochemical analysis and molecular technology. 

[Results]  The results of synergism tests show that triphenyl phosphate (TPP) and piperonyl buoxide (PBO) have an obvious 

synergistic effect, resulting in 5.50 and 3.40-fold synergist ratios, respectively. Detoxification enzymes tests show that the 

activity of esterase (EST)，glutathione S-transferase (GSTs) and mixed function oxidase (MFOs) in the resistant strain were 

2.45, 1.73 and 1.70 fold, respectively, that in the susceptible strain. However, only the difference in EST and MFO activity 

between strains was statistically significant (P<0.05). No mutations associated with knockdown resistance were identified by 

comparing the sodium channel gene ⅡS4-S6 fragment of resistant and susceptible strains. [Conclusion]  EST and MFO may 

play an important role in the development of beta-cypermethrin resistance in M. separata. 

Key words  Mythimna separata (Walker), beta-cypermethrin, resistance mechanism, detoxification enzymes, sodium channel 

粘虫 Mythimna separata (Walker)作为我国

主要粮食作物上迁飞性极强的害虫之一，因其具

有突发性、暴食性和毁灭性，因此对于粘虫的防

治多以农药防治为主，拟除虫菊酯类依赖其高

效、低毒、低残留的特性而替代有机氯广泛应用

于农林及卫生害虫的防治，但是长期使用，已经

使其对高效氯氰菊酯和高效氯氟氰菊酯产生了

不同水平的抗药性（赵玉玉等，2017）。抗性机

制的研究是害虫抗性治理的基础，研究表明对于

拟除虫菊酯类抗性，主要包括两方面的机制，一
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増是解毒代谢酶活性 强，其中以酯酶和多功能氧

化酶为主（Lawrence and Casida，1982）；二是

靶标位点钠离子通道上的氨基酸突变导致靶标

蛋白与拟除虫菊酯类药剂的结合能力变弱或者

改变钠离子通道电压门控的动作电位，从而产生

抗性（Vais et al. 2000，2003）。其中最重要的

一个形式就是点突变导致的击倒抗性（kdr，

knockdown resistance），目前已在多种昆虫中均

有报道（Soderlund and Bloomquist，1990）。研

究发现一些击倒抗性和类似于击倒抗性的突变

聚集于第二结构域的S5和S6跨膜区或者第一和

第三结构域的 S6跨膜区，其中ⅡS4-6区域是 kdr

突变的主要位点（Soderlund，2005；Davies et al.，

2007；Dong，2007）。 

鉴于目前尚无粘虫对高效氯氰菊酯抗性机

制研究的报道，因此作者在抗性筛选的基础上，

进一步研究了粘虫对高效氯氰菊酯产生抗性的

生化及分子机制，旨在为粘虫抗药性的治理及田

间综合防治提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试虫源 

敏感品系（S）：2014年 7月采自陕西省兴

平市，在养虫室内不接触药剂的条件下继代饲养

18代以上。 

抗性品系（R）：以山西太谷种群为初筛种

群，利用高效氯氰菊酯在室内对其连续筛选 6 代

后，其抗性上升 35.2倍，作为本试验的抗性品系。 

1.2  主要试剂 

95.9%高效氯氰菊酯购自南京红太阳集团有

限公司；98% α-乙酸萘酯（α-NA），95%胡椒基

丁醚（PBO），98%磷酸三苯酯（TPP），96%

丁烯二酸二乙酯（DEM）购自上海麦克林生化

科技有限公司；十二烷基硫酸钠（SDS），乙二

胺四乙酸二钠（Na2EDTA）购自 MP Biomedicals

公司；α-萘酚，氢氧化钠购自天津博迪化工股份

有限公司；固蓝 B 盐购自国药集团化学试剂有

限公司；还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

（NADPH）购自 Solarbio 公司；对硝基苯酚，

97%对硝基苯甲醚购自上海迈瑞尔化学技术有

限公司；还原型谷胱甘肽（GSH），1-氯-2，4-

二硝基苯（CDNB），考马斯亮蓝 G-250，牛血

清白蛋白（BSA）购自 Sigma公司；其他试剂为

国 产 分 析 纯 或 化 学 纯 。 RNAiso Plus ，

PrimeScriptTM 1st Strand cDNA Synthesis Kit，

pMD-19T Vector System，DNA纯化回收试剂盒

等均为 Takara公司产品。 

1.3  增效剂试验 

参照王圣印等（2012）的方法进行，先将酶

抑制剂用丙酮稀释成 10 g/L溶液，然后将高效氯

氢菊酯稀释成系列浓度，取一定量配好的酶抑制

剂与药液混合，只要保证每个浓度的药液中酶抑

制剂的浓度均为 0.1 g/L即可进行毒力测定，比

较药剂单用和加入增效剂后的 LC50值，并计算

出增效指数、抗敏增效比和相对增效系数来判断

酶活性增强与抗药性之间的关系（何林，2003；

沈一凡，2014）。 
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其中 A=药剂对抗性种群的 LC50－(药剂+增效剂)

对抗性种群的 LC50， 

B=药剂对敏感种群的 LC50－(药剂+增效剂)

对敏感种群的 LC50， 

C=药剂对抗性种群的 LC50。 

若 r0值明显大于 0，则表示增效剂所抑制的酶与

抗药性形成有关。  

1.4  解毒酶活性测定 

1.4.1  酯酶活性测定  取 3龄粘虫幼虫 3头，加

入预冷的 1 mL 0.04 mol/L pH7.0磷酸缓冲液，冰

浴条件下充分匀浆，然后 12 000 r/min、4 ℃离

心 10 min，吸取上清液作为酶源冰浴备用。酯酶

活性的测定参照 Van Asperen（1962）的方法，

略有修改。在每个试管中依次加入 0.45 mL磷酸
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缓冲液（0.04 mol/L，pH7.0）、1.8 mL 3×10-4 mol/L 

α-NA 溶液，50 μL 稀释后的酶液。混匀后将试

管于 30 ℃恒温水浴，15 min后加入 0.9 mL显色

液（1%固蓝 B盐水溶液∶5%十二烷基硫酸钠水

溶液 = 2∶5，现配现用）终止反应。将混合液

置于室温静置 5 min，用分光光度计测定 600 nm 

处 OD值，对照处理在显色终止反应后补加酶液

50 μL。根据 α-萘酚量和酶源蛋白质含量

（mgmL-1），计算酯酶比活力（μmol·min-1·mg-1 

Pr.）。重复 3次。 

1.4.2  谷胱甘肽 S-转移酶活性测定  根据 Clark

等（1984）的方法，并稍作修改。取样方法同

1.4.1，加入预冷的 0.1 moL/L pH6.5磷酸缓冲液

（含 1.0 mmol/L EDTA），在冰浴条件下迅速充

分匀浆。匀浆液于 4 ℃、12 000 r·min-1 离心

10 min，分离上清液作酶液备用。以 1-氯-2，4-

二硝基苯（CDNB）为底物，在试管中依次加入

0.1 mol·L-1 pH6.5 磷酸缓冲液 3.16 mL、

30 mmoL·L-1 还 原 型 谷 胱 甘 肽 120 μL 、

15 mmol·L-1 CDNB 120 μL、酶液 0.2 mL，立即

混匀，在 340 nm 处测定 OD 值在 5 min内的

变化，并计算反应速度（△A340/min）。空白对

照以 0.2 mL磷酸缓冲液代替酶液。测定酶源蛋

白质含量，按照公式计算谷胱甘肽 S-转移酶比

活力(mmolmin-1mg-1 Pr.)。重复 3 次。 

340GSTs
OD v

L V



 


活性 ， 

GSTs
GSTs

mL


活性
比活力

每 酶液中蛋白质的含量
。 

其 中 ∆OD340 为 吸 光 度 每 分 钟 的 变 化 值

（∆OD340/min），v 为酶促反应体系（mL），ε

为消光系数，为 9.6 L/（mmol/cm），L 为比色

皿的光程（1 cm），V为酶液体积（mL）。 

1.4.3  多功能氧化酶活性测定   取样方法同

1.4.1，测定方法参考 Hansen和 Hodgson（1971）

的方法，并稍作改动。加入预冷的 0.1 mol/L 

pH7.8磷酸缓冲液，在冰浴条件下迅速充分匀浆。

匀浆液于 4 ℃、12 000 r·min-1离心 10 min，分

离上清液作酶液备用。反应总体系 3 mL∶

0.1 mol/L pH7.8 的磷酸缓冲液 0.8 mL、

0.5 mmol/L NADPH 200 μL、4 mmol/L对硝基苯

甲醚 1 mL、酶液 1 mL。反应体系在 37 ℃振荡

温育反应 30 min，加入 1 mL 1 mol/L HCL终止

反应。再加入 5 mL 氯仿萃取，在 3 000 r/min

下离心 15 min。取下层即氯仿层 3 mL 到另一试

管，加入 3 mL 0.5 mol/L NaOH反萃取。取上层

NaOH溶液在 400 nm 比色分析，得到 OD值，

以 0.5 mol/L NaoH溶液为对照。以单位时间单位

质量蛋白质产生的对硝基酚的摩尔数表示酶活

性单位(mmolmin-1mg-1 Pr.)。重复 3次。 

1.4.4  蛋白质含量  参照考马斯亮蓝 G-250 法

（Bradford，1976）进行测定。 

1.5  钠离子通道点突变检测 

根据转录组中钠离子通道基因序列，设计引

物 M1F：CACTGTTGGAGTTGGGATTG；M1R：

TATCCTGGTCGGCAGTTGGTGT，以粘虫 3 龄

幼虫为材料，用 TRIZOL 法提取 RNA，按

PrimeScriptTM 1st Strand cDNA Synthesis Kit试剂

盒反转录为 cDNA，以抗性品系和敏感种群的

cDNA分别为模板进行 RT-PCR扩增得到ⅡS4-6

片段，经 DNA纯化回收试剂盒回收后，然后连

接转化进行阳性克隆鉴定后送交北京奥科鼎盛

生物科技有限公司测序。 

1.6  数据分析 

利用 Polo plus计算致死中浓度（LC50值），

利用 SPSS20.0 的独立样本 t-检验分析比较抗性

和敏感品系之间 3种解毒酶比活力差异显著性。 

2  结果与分析 

2.1  增效剂对高效氯氰菊酯的增效作用 

由表 1 可以看出，TPP 和 PBO 在敏感品系

中的增效指数分别为 1.83 倍和 2.72倍，在抗性

品系中的增效指数分别为 10.07倍和 9.24倍，说

明酯酶和多功能氧化酶参与了高效氯氰菊酯的

代谢解毒。TPP 和 PBO 对高效氯氰菊酯的增效

作用为抗敏增效比分别为 5.50 和 3.40，增效系

数分别为 78.41 和 72.93，说明酯酶和多功能氧化

酶也与粘虫对高效氯氰菊酯抗性的形成有重要 
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表 1  3 种增效剂在不同粘虫品系中对高效氯氰菊酯的增效作用 
Table 1  Synergism of PBO, DEM and TPP to beta-cypermethrin against different strains of Mythimna separata 

药剂 
Chemical 

品系 
Strains 

LC
50 

(mgL-1) 

95% CL 

增效指数 
RI 

抗敏增效比
R/S 

相对增效 

系数 r0 

R 8.036（5.948-10.797） —  高效氯氰菊酯 
Beta-cypermethrin S 2.063（1.490-2.589） — 

 
 

R 0.870（0.218-1.632） 9.24 
+PBO 

S 0.758（0.001-1.562） 2.72 
3.40 72.93 

R 0.798（0.056-1.590） 10.07 
+TPP 

S 1.126（1.944-4.751） 1.83 
5.50 78.41 

R 6.807（4.795-9.588） 1.18 
+DEM 

S 2.749（3.236-6.624） 0.75 
1.57 23.83 

 
的关系。而 DEM 在敏感品系中的增效指数为

0.75，在抗性品系中的增效指数为 1.18，抗敏增

效比为 1.57，相对增效系数为 23.83。由此可见，

谷胱甘肽 S-转移酶并未参与粘虫对高效氯氰菊

酯抗性的形成。 

2.2  粘虫抗性品系和敏感品系体内解毒酶比活

力差异比较 

由表 2 可以看出，粘虫敏感和抗性品系的

EST 比活力分别为 11.70 nmoL·mg–1·min–1Pr 和

28.65 nmoL·mg–1·min–1Pr，比值为 2.45，两者之

间差异显著（P=0.012）；对于 MFO，本研究仅

测定了敏感品系和抗性品系中的多功能氧化酶- 

O-脱甲基的活性，其比活力之间的比值为 1.70，

且两者之间存在极显著性差异（P<0.001），其比

活 力 分 别 为 0.33 nmoL·mg–1·min–1Pr 和

0.56 nmoL·mg–1·min–1Pr；而对于 GSTs 而言，虽

然敏感品系和抗性品系的比活力分别为 4.09 

nmoL·mg–1·min–1Pr和 7.09 nmoL·mg–1·min–1Pr，

且比值为 1.73，但是两者之间没有显著性差异

（P=0.157）。由此进一步说明酯酶和多功能氧

化酶在高效氯氰菊酯抗性形成中起到了主要的

作用，与谷胱甘肽 S-转移酶无关。 

2.3  钠离子通道基因片段的比较  

对粘虫钠离子通道基因的ⅡS4-6 区域进行

克隆，得到一个 493 bp的核苷酸序列（图 1），

将抗性品系和敏感品系克隆所得到的片段进行

序列比对分析发现两者的核苷酸序列及编码的

氨基酸序列完全相同（图 2），未发现在其他多 

 
表 2  粘虫抗性品系与敏感品系 3 种解毒酶的比活力 

Table 2  Activity of three kinds of detoxifying enzymes in the resistant strain (R)  
and the susceptible strain (S) of Mythimna separata 

酯酶 
Esterase 

谷胱甘肽 S-转移酶 
Glutathione S-transferase

多功能氧化酶 
Mixed function oxidase 

种群 
Popoulation 比活力 

Specific activity 
(nmol·mg–1·min–1Pr)

比值
Ratio

比活力 
Specific activity 

(nmol·mg–1·min–1Pr)

比值
Ratio

比活力 
Specific activity 

(nmol·mg–1·min–1Pr)

比值
Ratio

敏感种群 S  
Susceptible strains  

11.70 ± 2.63 1 4.09 ± 0.47 1 0.33 ± 0.012 1 

抗性种群 R Resistant strains 28.65 ± 2.83* 2.45 7.09 ± 1.66 1.73 0.56 ± 0.005** 1.70

表中数据为 mean±SE，*表示在 P<0.05 水平上差异显著，**表示在 P<0.01 水平上差异极显著；比值=抗性品系比活

力/敏感品系比活力。 

Data are mean±SE, and with * indicates significant difference at P < 0.05 while with ** indicates extramely significant 
difference at P < 0.01. Ratio = The activity of resistant strains / The activity of susceptible strains.  
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图 1  IIS4-IIS6 区域的核苷酸和氨基酸序列 
Fig. 1  Nucleotide and amino acid sequences of the IIS4-IIS6 region of MsNav 

 

 
 

图 2  粘虫抗（R）、感（S）品系 IIS4-IIS6 区域氨基酸序列比对 
Fig. 2  Alignment of amino acid sequence of the IIS4-IIS6 region of resistant (R) and susceptible strains (S) 

 

种昆虫ⅡS4-6 区域验证得到的与击倒抗性相关

的任何突变（图 1）。 

3  讨论 

20世纪 70年代已有关于昆虫对拟除虫菊酯

类 杀 虫 剂 产 生 抗 性 的 报 道 （ Priester and 

Georghiou，1979），随着相关报道的日益增多，

其抗药性问题受到了越来越多的关注。昆虫对杀

虫剂的抗性主要包括代谢抗性和靶标抗性。通过

对昆虫对拟除虫菊酯类杀虫剂的代谢抗性进行

研究，发现酯酶和多功能氧化酶在代谢抗性中发

挥了主要作用（Mccaffery，1998）。目前已在许

多昆虫中通过增效剂试验证明了这一观点，如烟

芽夜蛾（Zhao et al.，1996），谷蠹 Rhyzopertha 

dominica （Lorini and Galley，2000），烟粉虱

Bemisia tabaci （Kang et al.，2006），西花蓟马

Frankliniella occidentalis（Thalavaisundaram

 et al.，2008），捕食性瓢虫 Eriopis connexa 

（Rodrigues et al.，2014），大豆蚜 Aphis glycines

（Xi et al.，2015）等。Demkovich等（2015）

用增效剂 DEF和 PBO分别与高效氯氰菊酯混合

处理脐橙螟 Amyelois transitella，结果发现其对

高效氯氰菊酯的敏感性显著升高；侍甜等（2012）

利用 3种增效剂分别对甜菜夜蛾云南晋宁、上海

奉贤和江苏六合田间种群进行了研究，结果表明

PBO在 3个田间种群中的增效比分别为 4.5、10.9

和 58，DEF的增效比为 31.3、21和 245，而 DEM

的增效比则为 0.5、0.7 和 1.8。以上结果均证明
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酯酶和多功能氧化酶的活性增强是昆虫对高效

氯氰菊酯产生抗性的主要原因，而与谷胱甘肽

S-转移酶无关。本研究通过利用 3种增效剂与高

效氯氰菊酯混合处理粘虫，结果显示 PBO、DEM

和 TPP 对高效氯氰菊酯的抗敏增效比分别为

3.40、1.57和 5.50，说明酯酶和多功能氧化酶在

粘虫对高效氯氰菊酯的抗性中起到了重要的作

用。 

左亚运（2015）通过解毒酶活性测定发现羧

酸酯酶和多功能氧化酶活性增强是禾谷缢管蚜

对高效氯氰菊酯产生抗性的主要原因。本研究通

过酶活性测定，同样发现酯酶和多功能氧化酶参

与了粘虫对高效氯氰菊酯抗性的形成，其抗性品

系和敏感品系酯酶比活力比值为 2.45，两者之间

存在显著差异；多功能氧化酶比活力之间存在极

显著差异，比值为 1.70；而谷胱甘肽 S-转移酶

比活力之间无显著差异。但是也有研究发现昆虫

对拟除虫菊酯类杀虫剂的抗性与谷胱甘肽 S-转

移酶活性增强有关，如赤拟古盗抗氟氯氰菊酯品

系，其谷胱甘肽 S-转移酶活性升高了 4-6 倍

（Reidy et al.，1990）。对来自乌干达地区的不

吉按蚊的抗性机理进行研究时，发现其抗性品系

比敏感品系的谷胱甘肽 S-转移酶活性高 3.47倍，

且存在极显著差异（Morgan et al.，2010）。这

可能由于不同昆虫对拟除虫菊酯类的不同杀虫

剂有不同的抗性机制。 

昆虫对拟除虫菊酯类的抗性机制除了解毒

酶活性增强的代谢抗性外，还包括靶标敏感性降

低的靶标抗性（沈晋良和吴益东，1995）。拟除

虫菊酯类杀虫剂的主要作用靶标为电压门控钠

离子通道。钠离子通道基因的点突变是导致其对

杀虫剂敏感性下降的主要原因，这种现象又称为

击倒抗性（Soderlund and Bloomquist，1990；王

利华，2007）。目前已在 40 多种昆虫中发现了

40 个与击倒抗性有关的氨基酸突变，但是仅有

14 个位点的突变经爪蟾卵母细胞功能表达实验

验证，能够引起钠离子通道对菊酯类杀虫剂的亲

和力降低（陈斌等，2015）。其中最常见的击倒

抗性点突变为 IIS6 区域的亮氨酸突变为苯丙氨

酸、组氨酸或丝氨酸，即 L1014F/H/S，该突变

在家蝇 Musca domestica (Miyazaki et al.，1996；

Williamson et al.，1996)、德国小蠊（Liu et al.，

2000）、小菜蛾（Schuler et al.，1998）、桃蚜

（Martinez-Torres et al.，1999）、烟芽夜蛾（Park 

and Taylor，1997）、冈比亚按蚊（Martinez-Torres 

et al.，1998；Ranson et al.，2000）等昆虫早已

报道。经爪蟾卵母细胞试验验证发现 L1014F/H

能够使黑腹果蝇、家蝇和德国小蠊钠离子通道对

拟除虫菊酯类杀虫剂的敏感性降低 5-10 倍

（Smith et al.，1997；Vais et al.，2000；Zhao  

et al.，2000；Liu et al.，2002；Tan et al.，2002）。

在一些高抗品系中，一般会发现 2-3个另外的点

突变与 L1014F 同时发生，如番茄斑潜蝇中

M918T+L1014F和 T929I+L1014F突变（Dong，

2007；Haddi et al.，2012）。另外在钠离子通道

其他区域也会有一些独特的突变，如德国小蠊 N

端 D58G、IS6-IIS1 区域 E434K+C764R 和 N 端

P1880L的突变和棉铃虫中 IIIS6-IVS1上D1549V + 

E1553G 突变可能均与对拟除虫菊酯类杀虫剂的

高水平抗性有关（Head et al.，1998；Liu et al.，

2000）。 

目前尚无粘虫对高效氯氰菊酯靶标抗性的

研究报道，因此，本研究分别从敏感品系和抗性

种群中提取 RNA，合成 cDNA，扩增得到了钠

离子通道 IIS4-6的 493 bp的核苷酸序列。序列

比对分析表明，与敏感品系相比，粘虫抗性种群

钠离子通道基因没有发生任何与击倒抗性有关

的突变，这可能是由于所筛选出来的抗性种群对

高效氯氰菊酯的抗性水平较低，也可能是在钠离

子通道基因的其他片段发生了相关的突变。关于

其分子机制还需要进行进一步的研究。 
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