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Abstract The specific activity of carboxlesterase from the resistant(with 327 resistance factor) and susceptible

strain of Tribolium castaneum (Herbst) to phosphine was measured comparatively. Frequency distributing of the

specific activity of the enzyme for both strains was analyzed further. The special activity of fumigated and un －

fumigated insects was also determined for the comparison，with different concentration of phosphine in 24 h and

different exposure time at concentration of 6. 94 × 10 － 2 mg /L phosphine. The results showed the specific activity

of carboxlesterase in larvae and pupae of resistant strain was 1. 73 and 1. 16 times higher than that of susceptible

one for larvae and 1. 16 times higher than that of susceptible strain，respectively. There was a significant

difference in the frequency distribution of the specific enzyme activity between two strains in which the

frequency of insect individuals with higher specific activity in resistant strain was more than that of susceptible

insects. The specific enzyme activity from susceptible strain was decreased after 24 h fumigation at tested

concentration of 0. 69 × 10 － 2 ，2. 78 × 10 － 2 ，5. 56 × 10 － 2 ，8. 33 × 10 － 2 and 11. 11 × 10 － 2 mg /L apart，and that

from resistance was increased after the fumigation with concentration of 5. 56 × 10 － 2、11. 11 × 10 － 2、13. 89 ×

10 － 2、20. 83 × 10 － 2 and 27. 78 × 10 － 2 mg /L. The specific enzyme activity in susceptible strain was decreased

and that of resistance strain was increased with the exposure time going on at the concentration 6. 94 × 10 － 2

mg /L of phosphine. It revealed that the resistance to phosphine might be related to the activity of

carboxlesterase in red flour beetle.

Key words phosphine，Tribolium castaneum，resistance strain，susceptible strain，carboxylesterase，specific

activity comparison

摘 要 本文比较测定了赤拟谷盗 Tribolium castaneum (Herbst) 的磷化氢抗性(R f = 327) 和敏感品系害

虫的羧酸酯酶活性，研究了该害虫同一品系不同个体间羧酸酯酶的活性差异，比较了两品系害虫在系列

磷化氢浓度下熏蒸 24 h 和 6. 94 × 10 － 2 mg /L 磷化氢浓度下熏蒸不同时间的羧酸酯酶活性。主要结果为:

未熏蒸的抗性害虫幼虫和蛹体内的羧酸酯 酶 活 性 分 别 高 于 敏 感 品 系 的 1. 37 和 1. 16 倍;敏 感 和 抗 性 害

虫同品系内不同个体间羧酸酯酶活性分布频率都存在明显差 异，抗 性 害 虫 中 酶 活 性 大 的 个 体 数 量 占 的

比例较大;磷化氢浓度分别为 0. 69 × 10 － 2、2. 78 × 10 － 2、5. 56 × 10 － 2、8. 33 × 10 － 2
和 11. 11 × 10 － 2 mg /L 时

都可导致敏感害虫羧酸酯酶的活性降低，但活性受抑制 的 程 度 不 因 浓 度 高 低 呈 相 应 的 增 减。浓 度 分 别
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为 5. 56 × 10 － 2、11. 11 × 10 － 2、13. 89 × 10 － 2、20. 83 × 10 － 2
和 27. 78 × 10 － 2 mg /L 的熏蒸中抗性 害 虫 体 内 酶

活性增加，且活性增高的程度与浓度增减也不呈对应变化。在 6. 94 × 10 － 2 mg /L 磷化氢浓度下熏蒸不同

时间的结果中，敏感害虫的酶活性随时间延长而下降，抗性害虫的活性则随时间延长而增大。研究表明

赤拟谷盗对磷化氢的抗性可能与羧酸酯酶的活性增加有关。

关键词 磷化氢，赤拟谷盗，抗性品系，敏感品系，羧酸酯酶，活性比较

酯酶是昆虫体内重要的解毒酶系，对外源

化合物的代谢和抗药性的形成有重要作用，其

中 羧 酸 酯 酶 ( carboxylesterase， CarE，

EC3. 1. 1. 1) 是研究较多的一种，它能水解脂族

羧酸酯、芳 族 酯、芳 族 胺 以 及 硫 酯 等 酯 类 化 合

物，因而与昆虫对有机磷和拟除虫菊酯类杀虫

剂的抗性有关
［1 ～ 4］。磷化氢作为储粮害虫的熏

蒸剂，使用已有 70 多年，目前 80% 以上的储粮

熏蒸杀虫都使用磷化氢，可能在相当长的时间

内还要依赖它。储粮害虫对磷化氢已普遍存在

抗药性问题，有的甚至相当严重
［5］。对于磷化

氢的杀虫机 理 目 前 说 法 不 一 。它 虽 非 酯 类 杀

虫剂，但虫体内酯酶与抗磷化氢的关系也曾有

一些研究，如谢尊逸等报道，米象的磷化氢抗性

品系的 羧 酸 酯 酶 的 活 力 高 于 敏 感 品 系
［1］。本

文报道常 见 害 虫 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum
(Herbst) 受磷化氢处理后虫体内羧酸酯酶的活

性，以及在抗性品系和敏感品系之间的差异。

1 材料与方法

1. 1 试虫

试验用的赤拟谷盗磷化氢敏感品系由澳大

利亚昆士兰州初级产品工业部于 10 年前 赠 送

于河南工业大学储藏物昆虫研究室，在室内已

培养 多 代。本 研 究 中 采 用 FAO 推 荐 抗 性 方

法
［6］

测定其对磷化氢的 LC50 值为0. 0057 mg /L
(95% 置信 限 为 0. 005 ～ 0. 0059) ，回 归 方 程 为

Y = 12. 614X + 33. 3542，其 抗 性 系 数 视 为 Rf =
1;磷 化 氢 抗 性 品 系 采 自 中 央 储 备 粮 商 丘 直 属

库，经前述方法测定得其 LC50 值为1. 8645 mg /L
(95% 置信 限 为 1. 445 ～ 2. 4184) ，回 归 方 程 为

Y = 1. 3886X + 4. 6243，抗 性 系 数 Rf = 327。以

上 2 品 系 均 采 用 全 麦 粉 加 少 量 酵 母 在 (28 ±
1)℃ ，65% ± 5% 相对湿度条件下培养若干代。

1. 2 化学药剂和仪器

试 验 采 用 的 试 剂 α-乙 酸 萘 酯 ( α-NA )

(98% ) 为 Sigma 公司产品;固蓝 B 盐(≥95% )

为 Fluka 公 司 产 品; 十 二 烷 基 硫 酸 钠 ( SDS )

(95% ) 为北 京 化 学 试 剂 厂 产 品。牛 血 清 白 蛋

白(BSA) 购自北京同正生物公司;考 马 斯 亮 蓝

G-250 为 Fluka 公司产品。其它试剂均为国产

分析纯。

试验 采 用 的 主 要 仪 器 有 Eppendorf 5417R
离心 机 ( 30 × 1. 5 mL，14 000 r /min ) ，德 国

Eppendorf 公司 产 品;OPTIZEN 2120UV 分 光 光

度计(0. 001) ，韩国美卡希斯公司产品;酶标仪

(Microplate reader) ，奥 地 利 Tecan 公 司 产 品

(0. 001) ;1 /10 000 g 电 子 天 平 ( Sartorius 2004
MP) ，Opton 公司产品;电热恒温水浴锅，北京医

疗设备厂产品(37 ～ 100℃ ，精度 ± 1℃ )。
1. 3 虫体内羧酸酯酶的活性测定

1. 3. 1 未熏蒸试虫的处理 分 别 取 赤 拟 谷 盗

敏感和抗性品系 2 d 龄的蛹和 5 龄的幼虫各 10

头，分别 液 氮 研 磨，加 pH 为 7. 0、有 效 成 分 为

0. 04 μg /L 的磷酸缓冲液匀浆。于 4 ℃ ，10 800
r /min，离 心 15 min，上 清 液 用 单 层 滤 纸 抽 滤。

滤液存于 － 85 ℃ 冰箱中，以备羧酸酯酶活性测

定用。
1. 3. 2 不同浓度的熏蒸试 验 取 一 定 数 量 赤

拟谷盗幼虫放入装有 10 g 饲料的玻璃瓶(Φ 45
mm × 110 mm) 内，用 橡 胶 塞 密 封 瓶 口，注 入 定

量的磷化 氢 气 体。对 敏 感 品 系 采 用 了 0. 69 ×
10 － 2、2. 78 × 10 － 2、5. 56 × 10 － 2、8. 33 × 10 － 2

和

11. 11 × 10 － 2 5 个 浓 度 梯 度，熏 蒸 24 h;对 于 抗

性 品 系 采 用 5. 56 × 10 － 2、11. 11 × 10 － 2、13. 89
× 10 － 2、20. 83 × 10 － 2

和 27. 78 × 10 － 2 mg /L 5 个

浓度梯度，熏蒸 24 h。然后散气。各浓度下熏

蒸后取存活的幼虫用于羧酸酯酶活性测定。每
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个浓度的熏蒸采用 3 个平行组的试虫，每组试

虫为 50 头。
1. 3. 3 不同时间的熏蒸试 验 分 别 取 赤 拟 谷

盗敏感和抗 性 品 系 的 5 龄 幼 虫 放 入 装 有 10 g
饲料的不同的熏蒸瓶(Φ 45 mm × 110 mm) 内，

用橡胶塞密封瓶口，注入磷化氢气体使其浓度

为 6. 94 × 10 － 2 mg /L，在设定时间分别为 0、12、
48、72 和 120 h 时分别散气，取经检查存活正常

的幼虫进行羧酸酯酶活性测定。熏蒸用的试虫

数量同 1. 3. 1。
1. 3. 4 羧酸酯酶活性测定 对 于 前 述 熏 蒸 处

理的 赤 拟 谷 盗 敏 感 和 抗 性 品 系 幼 虫 也 采 用

1. 3. 1 的处理制备滤液于 － 85 ℃ 冰箱中存放以

备羧酸酯酶活性测定。
参照 Van Aspern［7］

方 法。取 α-NA ( 3 ×
10 － 4 mol / L，含 3 × 10 － 4 mol / L 的毒扁豆碱)1. 8
mL，加入一定体积的酶液，在 30 ℃ 的恒温水浴

中反应 15 min。经酯酶水解后 α-NA 生成的 α-
萘酚与 900 μL 的显色剂( 质量 分 数 为 5% SDS
与质量分数为 1% 固 蓝 B 盐 的 体 积 比 为 5 ∶ 2)

作用呈现深蓝色，于 600 nm 处测定 OD 值。每

组样品的活性测定重复 3 次或以上。
CarE 比 活 力 (μmol·min － 1·mg － 1 protein)

= (OD600·1 000) / (T·P)。
式中 OD600 为 600 nm 下每分钟光吸收的

变化值，T 为反应时间(min) ，P 为参与反应的

酶液的蛋白含量(μg)。
1. 3. 5 敏感和抗性个体的 羧 酸 酯 酶 活 性 测 定

分别取 1 头蛹放入 1. 5 mL 的离心管内，加入 600
μL pH 7. 0、0. 04 mol /L 的磷酸缓冲液匀浆。整

个过程在冰浴中进行。于 4 ℃、10 800 r /min，离

心 15 min，取上清液直接用于活性测定。
取上清液 30 μL 于酶标板 的 孔 穴 中，加 入

120 μL 的 底 物 α-NA (3 × 10 － 4 mol / L，含 3 ×
10 － 4 mol / L 的毒扁豆碱) ，在 30 ℃ 的恒温水浴

中反应 15 min。最后加入 60 μL 的显色剂固蓝

B 盐 作 用 呈 现 深 蓝 色，于 600 nm 处 测 定 OD
值，反应总体系为 210 μL。每个体样品的活性

测定重复 3 次或以上。羧酸酯酶比活力的计算

同 1. 2. 3。

1. 3. 6 蛋 白 含 量 的 测 定 参 照 Bradford［8］
考

马斯亮蓝 G-250 方法。
1. 4 数据处理

试 验 数 据 采 用 DPS 统 计 分 析 软 件，

Microsoft Excel 2000 和 Enzifit 软件(1. 05 版本)

处理。

2 结果与分析

2. 1 敏感品系与抗性品系羧酸酯酶活性差异

测定不经磷化氢熏蒸处理的赤拟谷盗敏感

和抗性品系 的 羧 酸 酯 酶 活 力，结 果 见 表 1。可

以看出，不论是幼虫还是蛹，抗性品系体内羧酸

酯酶活力 都 高 于 敏 感 品 系，且 差 异 极 其 显 著。
比较同一品系的 2 个虫态可以看出，幼虫体内

的羧酸酯酶比活力要比蛹期高，这与虫体的不

同生理状态有关。

表 1 赤拟谷盗磷化氢敏感和抗性品系

体内 CarE 的比活力(μmol·min － 1·mg － 1 protein)

虫态 敏感品系 ( S) 抗性品系 (R) R /S

幼虫 1. 15 ± 2. 91 × 10 － 2 A 1. 58 ± 1. 94 × 10 － 2 B 1. 37

蛹 0. 44 ± 2. 00 × 10 － 2 A 0. 51 ± 1. 00 × 10 － 2 B 1. 16

表中数据 为 M ± SD，数 据 后 不 同 字 母 表 示 差 异 显 著 ( P <

0. 05)

2. 2 敏感品系与抗性品系内羧酸酯酶 活 性 个

体分布频率比较

测定赤拟谷盗磷化氢敏感和抗性害虫的同

品 系 内 不 同 个 体 的 体 内 羧 酸 酯 酶 活 性 分 布 频

率，结果见图 1。可以看出，敏感品系试虫中有

80% 的个体羧酸酯酶活性在 1 ～ 3 μmol·min － 1·
mg － 1 protein 的范围内，而抗性品系试虫中该酶

活性在此 范 围 的 只 有 33%。对 于 羧 酸 酯 酶 比

活力大于 3 μmol·min － 1·mg － 1 protein 情 况，敏

感品系中仅占 20% ，而抗性品系中个体分布频

率达到 67%。由此可见，赤拟谷盗磷化氢敏感

和抗性品系内，个体间羧酸酯酶活性分布频率

存在明显差异，抗性品系中比活力大的个体所

占的比例大。
2. 3 磷化氢熏蒸后赤拟谷盗感性和抗 性 品 系

的羧酸酯酶活性比较

2. 3. 1 磷化氢的不同熏蒸 浓 度 对 羧 酸 酯 酶 活
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图 1 赤拟谷盗磷化氢敏感和抗性品系内蛹个体间 CarE 比活力大小分布

力的影响 赤拟谷盗敏感品系幼虫分别用 5 种

磷化氢梯度浓度熏蒸 24 h，处理后测定活虫体

内羧酸酯酶 活 性，结 果 见 表 2。从 表 2 可 以 看

出，敏感品 系 试 虫 经 过 处 理 后，与 不 熏 蒸 时 相

比，羧 酸 酯 酶 比 活 力 分 别 下 降 了 21. 74% ，

20. 00% ，12. 17% ，14. 78% 和 16. 52%。说 明

磷化氢对赤拟谷盗敏感品系的羧酸酯酶起到了

抑制作用。但其抑制的程度不因磷化氢浓度的

高低呈相应的增减。

表 2 磷化氢不同浓度熏蒸 24 h 后敏感品系

幼虫的 CarE 的活性比较

磷化氢有效成分

( × 10 － 2 mg /L)

比活力

(μmol·min － 1·mg － 1 protein)

变化幅度

(% )

0 1. 15 ± 2. 91 × 10 － 2 —
0. 69 0. 90 ± 3. 90 × 10 － 2 － 21. 74
2. 78 0. 92 ± 2. 66 × 10 － 2 － 20. 00
5. 56 1. 01 ± 2. 98 × 10 － 2 － 12. 17
8. 33 0. 98 ± 3. 09 × 10 － 2 － 14. 78
11. 11 0. 96 ± 1. 36 × 10 － 2 － 16. 52

表 3 不同磷化氢浓度熏蒸 24 h 后抗性

品系幼虫的 CarE 的活性比较

磷化氢有效成分

( × 10 － 2 mg /L)

比活力

(μmol·min － 1·mg － 1 protein)

变化幅度

(% )

0 1. 58 ± 1. 94 × 10 － 2 —
5. 56 3. 15 ± 5. 46 × 10 － 2 + 99. 37
11. 11 2. 18 ± 5. 91 × 10 － 2 + 37. 97
13. 89 3. 92 ± 6. 61 × 10 － 2 + 148. 10
20. 83 3. 24 ± 9. 53 × 10 － 2 + 105. 06
27. 78 3. 64 ± 4. 37 × 10 － 2 + 130. 38

赤拟谷盗抗性品系幼虫在磷化氢 5 个梯度

浓度下熏蒸 24 h 后，虫体内的羧酸酯酶的活力

见表 3。从中 可 以 看 出，与 未 熏 蒸 的 抗 性 品 系

体内羧酸酯酶比活力相比，抗性品系受熏蒸后

羧 酸 酯 酶 的 活 力 分 别 增 加 了 99. 37%、
37. 97%、148. 10%、105. 06% 和 130. 38% 。意

味着赤拟谷盗抗性品系与敏感品系相比，磷化

氢处理后，抗性品系的羧酸酯酶的活性增高了，

但羧酸酯酶的活性增高的程度与试验中的磷化

氢增减变化也不一致。
2. 3. 2 不同熏蒸时间对羧酸酯酶活力的影响

在磷化氢有效成分为 6. 94 × 10 － 2 mg /L 的条件

下，进行不同熏蒸时间后赤拟谷盗敏感和抗性

品系的羧酸 酯 酶 比 活 力 测 定，结 果 见 图 2。从

图 2 可以看出，同样磷化氢浓度下随着熏蒸时

间的延长，抗性品系和敏感品系羧酸酯酶比活

力有着不同的变化趋势。敏感品系在分别熏蒸

12、48、72 和 120 h 后，羧酸酯酶比活力按 μmol
·min － 1·mg － 1 protein 计 算，分 别 为 0. 58、0. 63、
0. 38 和 0. 21，与不熏蒸的对照相比，分别 下 降

了 49. 57%、45. 22%、66. 96% 和 81. 74%。羧

酸酯酶活性随着磷化氢熏蒸时间的延长逐渐降

低，表明磷化氢对害虫的抑制作用随着熏蒸时

间的增加而逐渐增强。

赤拟 谷 盗 抗 性 品 系 在 熏 蒸 12、48、72 和

120 h 后，体内羧酸酯酶比活力按 μmol·min － 1·

mg － 1 protein 计 算，分 别 为 2. 21、2. 61、2. 68 和

2. 82 ，与未熏 蒸 的 相 比，分 别 增 加 了 39. 87%、
65. 19%、69. 62% 和 78. 48% ，且随着磷化 氢 熏

蒸时间的延长，羧酸酯酶活性相应增加。
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图 2 6. 94 × 10 － 2 mg /L 磷化氢浓度不同熏蒸

时间后赤拟谷盗幼虫 CarE 比活力

3 讨论

3. 1 磷化氢熏蒸对赤拟谷盗羧酸酯酶的影响

本研究结果显示，对于赤拟 谷 盗 的 磷 化 氢

敏感品系，在 24 h 的熏蒸后磷化氢熏蒸抑制了

其体内的羧酸酯酶活性。而对于赤拟谷盗的磷

化氢抗性品系，熏蒸后虫体内的羧酸酯酶活性

非但未受到抑制，反而有所增加。一般来说，虫

体内解毒酶的活性增强可能与对杀虫剂的抗性

有关。赤拟谷盗对磷化氢的抗性与羧酸酯酶活

性的相关性值得进一步探讨。
3. 2 赤拟谷盗磷化氢敏感和抗性品系 间 体 内

羧酸酯酶的差异

关于农业昆虫的羧酸酯酶与有机磷和拟除

虫菊酯类杀虫剂抗药性关系的研究已有很多报

道。许多研究证实，昆虫对这些杀虫剂 具 有 抗

性的品系中羧酸酯酶活性明显有所提高
［9 ～ 11］。

谢尊逸等在对不同磷化氢抗性米象成虫的研究

中报道，抗性品系比敏感品系的羧酸酯酶的活

力高 27. 5% ，但其所用 2 个米象品系差异较小

( 抗性 系 数 Rf = 55. 62)［12］。本 研 究 得 到 了 赤

拟谷盗抗性品系不论是幼虫还是蛹，虫体内羧

酸酯酶活性都大于敏感品系，两品系间个体羧

酸酯酶比活力分布频率的结果也与之一致。结

果显示，赤拟谷盗羧酸酯酶比活力的变化可能

与磷化氢抗性有一定关系，即可能存在羧酸酯

酶对磷化氢的解毒作用。
3. 3 赤拟谷盗磷化氢抗性与敏感品系 中 羧 酸

酯酶活性的变化

昆虫体内羧酸酯酶的活性 增 强，意 味 着 它

对外源化合物的解毒代谢作用的增强，这可能

会导致昆虫对这些杀虫药剂产生抗药性。抗性

和敏感品系个体间羧酸酯酶活性差异的显著存

在，一种情况是抗性昆虫的羧酸酯酶分子可因

发生变构而具有更大的解毒能力，而抗性品系

和敏感品系之间的酶量还是相同的;另一种情

况是抗性个体比敏感个体合成更多的酶，从而

增加解毒能力，或者合成更多的酶蛋白增加与

杀虫剂 酯 的 结 合 能 力
［2］。但 在 昆 虫 的 羧 酸 酯

酶活性与有机磷和拟除虫菊酯杀虫剂的抗药性

关系也存 在 相 反 的 报 道。Van Asperen 等 发 现

对马拉硫磷、对氧磷和对硫磷产生抗性的家蝇

品系中羧酸 酯 酶 ( 脂 族 酯 酶) 活 性 低 于 敏 感 品

系，并提出了“脂族酯酶突变理论”［13］。在对有

机磷杀虫剂产生抗性的印度粉蛾中发现了类似

的现象
［14］。随后 研 究 发 现 抗 性 铜 绿 蝇 羧 酸 酯

酶发生了 5 个氨基酸的突变，利用定点突变及

体外表达的方法证明 Gly137→Asp 的突变是导

致抗性的 原 因
［15］。孙 鲁 娟 等 也 曾 报 道，以 α-

NA 为底物测定时氧化乐果敏感品系棉蚜羧酸

酯酶的比活力显著高于抗性品系棉蚜。报道中

指出已经对氧化乐果产生抗性的棉蚜体内的羧

酸酯酶发生了突变，即羧酸酯酶对其标准底物

的水解活性降低了
［16］。

本研究中赤拟谷盗抗性品系的羧酸酯酶比

活力比敏 感 品 系 高 15. 91% ，以 及 磷 化 氢 熏 蒸

处理对敏感和抗性品系的羧酸酯酶活性存在不

同影响的结果，可初步判断赤拟谷盗磷化氢抗

性和敏感品系的羧酸酯酶可能存在结构上的差

异，这当然还需要进一步的研究验证。

致 谢 本 研 究 主 要 在 中 国 农 业 大 学 国 家

“211 工程”昆虫生理生态学重点实验室昆虫生

理生化与毒理学研究室进行，期间得到了该研

究室许多老师和同学的帮助和支持，在此谨致

谢。
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