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摘'要!比较测定了褐飞虱共生菌抗吡虫啉菌株和敏感菌株(种解毒酶活性的变化& 结果表明$褐飞虱共生
菌不同抗感吡虫啉菌株(种解毒酶活性差异显著!Jr&F&""$其中抗吡虫啉菌株的羧酸酯酶'多功能氧化酶
活性显著高于敏感菌株$而谷胱甘肽1<1转移酶活性差异不显著& 说明褐飞虱共生菌对吡虫啉抗药性的提高$

与其体内羧酸酯酶'多功能氧化酶的活性增强有关&
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''褐飞虱6')$4$&P$#$ )(%*./!GVy5"是我国及东
南亚国家水稻生产上的一种重要远距离迁飞性
害虫$严重威胁我国水稻的安全生产& 目前在生
产实际中$化学农药仍是防治褐飞虱的主要手

段& 由于化学杀虫剂的大量频繁使用$褐飞虱对
常规杀虫剂产生抗药性$导致化学防治失败$造
成褐飞虱大发生$如!&&" 年全国褐飞虱大发生
的主要原因之一是褐飞虱对新烟碱类杀虫
剂---吡虫啉产生高度抗药性(%$!)

& 进一步研究
发现$褐飞虱对吡虫啉产生抗性的机制可能与羧
酸酯酶等解毒酶的解毒作用增强'乙酰胆碱受体
敏感性下降有关(( )")

&

褐飞虱体内普遍存在着共生菌$它是一种类
酵母菌!6>38V154U>862Z4<V>8$简称IEG"$隶属于



子囊菌亚门核菌纲的假丝酵母属!3$.5'5$"$通
常存在于腹部脂肪体内(,)

& 研究表明$共生菌在
褐飞虱生长发育和繁殖(* )%&)以及致害性变异(%%)

中起着重要作用& 我们已利用.卵块离体培养
法/成功地培养出褐飞虱类酵母共生菌$并分离
鉴定了!株共生菌菌株(%!)

$发现吡虫啉处理对褐
飞虱共生菌生长有一定影响(%()

&

长期频繁施用的杀虫剂是害虫生长发育过
程中遭遇到的最重要的外界逆境条件& 在.生与
死/面前$共生菌在害虫对杀虫剂产生抗药性的
过程中是否起到作用呢5 最近的研究发现$烟
碱'印楝'甲基嘧啶磷'芸香苷等外源化合物能诱
导烟草甲!R$/'15*&;$ /*&&'"1&.*"体内类酵母共生
菌!<8;V'1#$4,&'.$ _1",''"的羧酸酯酶活性$离体
状态的共生菌对培养基中的结合态烟碱有一定
分解作用(%# )%+)

& 这说明$共生菌与害虫对杀虫
剂的适应以及抗药性产生有关& 但是$共生菌在
褐飞虱杀虫剂抗药性产生中的作用研究尚未见
报道& 本文通过测定褐飞虱共生菌抗吡虫啉菌
株与原始敏感菌株之间的解毒酶活性变化$明确
褐飞虱共生菌的抗药性与其解毒酶活性的关系$

为进一步揭示共生菌在褐飞虱对吡虫啉抗性发
展中的作用提供理论依据&

%'材料与方法
%:%'材料
%:%:%'试验菌株

敏感菌株#本实验室保存的褐飞虱共生菌离
体菌株---解脂假丝酵母!3$.5'5$ )'41)8#'"$"$

该菌株没有接触任何农药&

抗性菌株#上述敏感菌株在含"&&倍浓度吡
虫啉的培养基中连续培养!&代获得的菌株!陈
建明等$待发表结果"&

%:%:!'主要药剂和试剂
吡虫啉原药$浓度//F/e$由南京红太阳集

团公司生产&

#

1乙酸萘酯'%1氯1!$#1二硝基苯!.[Ĵ "!上
海试剂一厂"$固兰bb盐!N3T;<公司"$J-[aK

还原型辅酶
!

!b<;B3公司"$考马斯亮蓝M1!"&

!上海化学试剂公司"$还原型E1谷胱甘肽
!MGK"'牛血清白蛋白! Ĝ-"!G4A23公司"$对硝

基苯酚'对硝基苯甲醚'三羟甲基氨基甲烷
!=T48"'蔗糖'磷酸二氢钾'硫酸镁'丙酮均为分析
纯&

%:%:('液体培养基
用本实验室的改进后.a[-培养基& 其配

制方法#将马铃薯削皮后切成小块$加适量水煮
开$待马铃薯煮熟后用纱布过滤取滤汁& 将称好
的各种成分放入搪瓷量杯中$加足所需水量$搅
拌均匀$加热溶化& 等完全溶化后$补足水分至
所需体积& 将配好的培养基稍冷却后装入!"&

2E三角瓶$每瓶%&& 2E& 包扎好后进行灭菌#

%!%d湿热灭菌!& 247& 灭菌后待用&

%:!'方法
%:!:%'菌株培养

抗吡虫啉菌株和敏感菌株分别接种于%F%F(

节的液体培养基!培养基事先分别加入内含吡虫
啉浓度!"&倍'"&&倍'%&&&倍'!&&&倍等#个浓
度"中$以不加吡虫啉的液体培养基作为对照& (

次重复& !+d黑暗培养$从培养的第!天开始取
样$定时连续取样" O$取出的培养液用于测定蛋
白质含量和解毒酶活性&

%:!:!'蛋白质含量测定
蛋白质标准曲线的制作# 取,支%F" 2E离

心管$按表%顺序加入试剂$静置! 247后$在"/"

72下比色测定& 以吸光度值为纵坐标$各标准
溶液浓度!

"

Ac2E"为横坐标作图得标准曲线&

表89标准曲线的制作***考马斯亮蓝M1!"&染色法#单
位!2E$

:&*%$8'GV37O3TO ;@TY>WT>W3T>O Z6VB>8V34747A2>VB<O <X

;<<23884>ZT455437VZ5@>M1!"&

溶液与水 & % ! ( # "

标准牛血清血蛋白溶液& &F&! &F&# &F&, &F&+ &F%&

蒸馏水 &F% &F&+ &F&, &F&# &F&! &

考马斯亮蓝溶液 &F"& &F"& &F"& &F"& &F"& &F"&

蛋白质含量测定#测定方法参见̂T3OX<TO的
考马斯亮蓝M1!"& 染色法(%/)

& 取上清液&F%

2E$加考马斯亮蓝溶液&F" 2E$静置! 247后$在
"/" 72下测Q[值& 从蛋白质标准曲线上查出
样品对应的蛋白含量&

%:!:('解毒酶活性测定
首先提取抗'感吡虫啉菌株的酶液& 用浙江

,#",, 浙江农业学报'第!!卷'第"期!!&%&年/月"



省农业科学院植物保护与微生物研究所植保工
程研究室提供的改进后.a[-培养基培养抗'感
吡虫啉菌株& 取共生菌的培养液于" &&& Tc247

下离心" 247 收集菌体$用&F% 2<EcE的
J3

!

Ka&

#

1J3K

!

aQ

#

!WK*F#"缓冲液洗涤(次$转
入研钵内$用液氮冻融并研磨% $!次$最后用磷
酸缓冲液!WK*F#"冲洗研钵& 每组最后获得菌
体混合液! 2E$作为酶液&

羧酸酯酶!.3T0"活性#参考K37

(!&)和D@的
方法(!%)

#酶标板内加入*"

"

E的
#

1乙酸萘酯!%&

22<5cE"与*"

"

E的固兰bb盐!% 22<5cE"的混
合物$再加入"&

"

E的酶液& 用酶标仪在#"& 72

波长下$每隔/ 8记录一次Q[值$共记录(%次&

酶促反应温度为!*d& 酶活力单位以Q[,247

)%

,!2A,WT<"

)%表示&

谷胱甘肽1<1转移酶!MG=8"活性# 参考QW1

W>7<<TVB方法(!!)

#酶标板中加入!&

"

E的.[Ĵ

!!& 22<5cE"和+&

"

E的=T481K.5缓冲液$再加
入%&&

"

E的酶液& (#& 72下测Q[值$每隔/ 8

记录一次$共记录(%次& 酶促反应温度为!*d&

酶活力单位以Q[,247

)%

,!2A,WT<

)%

"表示&

多功能氧化酶活性# 参照I@等方法测定多
功能氧化酶!SNQ"活性(!()

#以对硝基苯甲醚为
底物$在SNQ作用下生成对硝基苯酚钠$在#&"

72下用分光光度计比色测定& 以对硝基苯酚制
作标准曲线& 反应体系为!

"

2<EcE的对硝基苯
甲醚%&&

"

E$/F, 22<EcE的J-[aK%&

"

E和酶
液/&

"

E$(&d下静置(& 247后测定& 酶液经蛋
白质测定$得出蛋白质含量& 在#&" 72下用酶
标仪测定Q[值$用对硝基苯酚的生成量表示酶
活力(

"

2<E,E

)%

,!2A,WT<"

)%

,!(& 247"

)%

)&

%:('统计分析
数据处理均采用0];>5$[aG软件(!#)进行分

析统计&

!'结果与分析
!:%'羧酸酯酶#.3T0$活性

随着吡虫啉浓度增加$对吡虫啉敏感菌株体
内羧酸酯酶活性下降$尤其是在"&&倍'!"&倍浓
度下$酶活性分别下降%(F%(e $"*F"e和

!#F(,e $,&F+*e& 对抗吡虫啉菌株而言$仅
!"&倍处理的羧酸酯酶活性有显著下降$其他处
理!"&&倍'% &&&倍和! &&&倍"浓度与对照酶活
性无显著差异%同一吡虫啉浓度下$敏感菌株的
羧酸酯酶活性显著低于抗性菌株的酶活性!表
!"& 抗'感吡虫啉菌株体内羧酸酯酶活性随培养
时间的变化趋势基本一致$随着培养时间增加$

酶活性明显提高$培养# O后$酶活性达到最高
值$随培养时间的进一步延长$酶活性明显下降
!图%"$说明褐飞虱共生菌可能通过提高体内羧
酸酯酶活性来适应吡虫啉的胁迫&

!:!'谷胱甘肽1<1转移酶#MG=$的活性
同一种菌株$无论敏感菌株还是抗性菌株$

在不同吡虫啉浓度之间$共生菌体内谷胱甘肽1<1

转移酶活性差异不显著$但在!"&倍浓度培养,

O后$敏感菌株的谷胱甘肽1<1转移酶活性显著高
于! &&&倍及未加药的酶活性& 同一吡虫啉浓度
下$除% &&&倍及以上浓度的吡虫啉处理" $, O

外$其他培养时间和处理浓度敏感菌株的谷胱甘
肽1<1转移酶活性与抗性菌株的酶活性无明显差
异!表("& 抗'感吡虫啉共生菌体内谷胱甘肽1<1

转移酶活性与培养时间的关系基本一致& 随着
培养时间增加$酶活性明显提高$培养# O 后$酶
活性达到最高值$以后随时间延长$酶活力缓慢
下降$但敏感菌株的酶活性下降趋势比抗性菌株
大!图%"& 说明$褐飞虱共生菌的抗药性提高与
其体内谷胱甘肽1<1转移酶活性关系不明显&

!:('多功能氧化酶#SNQ$的活性
表#显示$同一种菌株$无论敏感菌株还是

抗性菌株$不同吡虫啉浓度之间$共生菌体内多
功能氧化酶活性差异不显著& 同一吡虫啉浓度
下$敏感菌株的多功能氧化酶活性均显著或极显
著低于抗性菌株$尤其是高浓度下&

图!表明$不同抗感吡虫啉共生菌体内多功
能氧化酶活性与培养时间的关系基本一致& 随
着培养时间增加$酶活性明显提高$培养( $# O

后$酶活性达到最高值$以后随培养时间延长$除
!"&倍浓度下继续增加外$其他浓度下酶活性缓
慢下降& 说明$褐飞虱共生菌的抗药性提高与其
体内多功能氧化酶活性有一定关系&

,"",,李'娜等#褐飞虱共生菌抗吡虫啉菌株和敏感菌株解毒酶活性的比较



表=9褐飞虱共生菌抗吡虫啉菌株和敏感菌株羧酸酯酶活性的比较
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>7O<862Z4<V>8

培养
时间cO

菌株 药剂不同倍数处理后菌株的羧酸酯酶活性c(Q[,247

)%

,!2A,WT<"

)%

)

!"& ` "&& ` % &&& ` ! &&& ` &

! 敏感
&F(, u&F&# O[

%"

!Z "̂

!"

&F"* u&F&# ;.!Z "̂ &F*# u&F&# Z^!Z-" &F+( u&F&" Z-̂ !3-" &F/! u&F&# 3-!3-"

抗性 &F,* u&F&" Z^!3-" &F/% u&F&* 3-!3-" &F/( u&F&" 3-!3-" &F/& u&F&, 3-!3-" &F/# u&F&" 3-!3-"

( 敏感 &F,, u&F%+ Z^!Z-" &F,+ u&F&+ Z^!Z "̂ %F#& u&F%! 3-!Z-" %F(+ u&F&* 3-!Z "̂ %F,& u&F&" 3-!3-"

抗性 %F&+ u&F&" Z^!3-" %F,% u&F&% 3-!3-" %F,* u&F%& 3-!3-" %F"# u&F%( 3-!3-" %F,# u&F%! 3-!3-"

# 敏感 %F** u&F%, Z.!3-" %F/" u&F% Z .̂!Z "̂ !F#, u&F&/ 3-!Z-" !F#& u&F%! 3-!Z-" !F!" u&F%, 3-̂ !Z "̂

抗性 !F&+ u&F!* Z^!3-" !F+% u&F&/ 3-!3-" !F,* u&F&# 3-!3-" !F+( u&F%# 3-!3-" !F*" u&F&, 3-!3-"

" 敏感 %F!% u&F%+ ;̂ !3-" %F## u&F&+ Z^!Z "̂ !F&" u&F&" 3-!Z "̂ !F&* u&F&" 3-!Z-" %F++ u&F&" 3-!Z "̂

抗性 %F#% u&F&* Z^!3-" !F!! u&F&, 3-!3-" !F#& u&F%! 3-!3-" !F(/ u&F%( 3-!3-" !F#% u&F%! 3-!3-"

%" 相同培养时间'相同抗性菌株下$没有相同小写字母表示药剂处理浓度间差异显著!Jr&F&""$没有相同大写字母表示处理浓度间差
异极显著!Jr&F&%"%!"相同培养时间'相同药剂处理浓度下$没有相同小写字母表示敏感菌株和抗性菌株差异显著!Jr&F&""$没有相
同大写字母表示不同抗性菌株差异极显著!Jr&F&%"& 下同&

表>9褐飞虱共生菌抗吡虫啉菌株和敏感菌株谷胱甘肽1<1转移酶活性的比较
:&*%$>'.<2W3T48<7 X<T3;V4Y4V6<XA5@V3VB4<7>1<1VT378X>T38>Z>VC>>7 T>848V37V137O 8@8;>WV4Z5>1424O3;5<WT4O 8VT3478<X6')$4$&P$G

#$ )(%*./>7O<862Z4<V>8

处理
时间cO

菌株 药剂不同倍数处理后菌株的谷胱甘肽1<1转移酶活性c(Q[,247

)%

,!2A,WT<"

)%

)

!"& ` "&& ` % &&& ` ! &&& ` &

! 敏感 &F", u&F&( 3-!3-" &F,! u&F&* 3-!3-" &F,( u&F&* 3-!3-" &F,# u&F&* 3-!3-" &F,% u&F&* 3-!3-"

抗性 &F,# u&F&* 3-!3-" &F," u&F&* 3-!3-" &F," u&F&* 3-!3-" &F," u&F&* 3-!3-" &F,# u&F&* 3-!3-"

( 敏感 !F"* u&F%, 3-!3-" %F*% u&F## Z-!Z-" %F/+ u&F(* 3Z-!3-" !F%, u&F!" 3Z-!3-" %F+* u&F## 3Z-!3-"

抗性 !F/( u&F(# 3-!3-" !F,( u&F!" 3Z-!3-" !F(! u&F!& Z-!3-" !F(" u&F%( Z-!3-" !F, u&F(% 3Z-!3-"

# 敏感 !F(% u&F&( 3-!3-" !F&* u&F!# 3-!3-" !F%/ u&F!& 3-!3-" !F&* u&F(+ 3-!3-" !F%+ u&F!& 3-!3-"

抗性 !F,% u&F(& 3-!3-" !F#+ u&F%! 3-!3-" !F(! u&F!& 3-!3-" !F(# u&F%& 3-!3-" !F,, u&F!* 3-!3-"

" 敏感 !F%! u&F(% 3-!3-" %F+! u&F#+ 3Z-!3-" %F*% u&F%+ 3Z-!Z-" %F#! u&F%% Z-!Z "̂ %F*+ u&F!* 3Z-!Z-"

抗性 !F,+ u&F!! 3-!3-" !F", u&F!& 3Z-!3-" !F!/ u&F%( Z-!3-" !F!+ u&F%! Z-!3-" !F(/ u&F&/ 3Z-!3-"

, 敏感 %F+( u&F!( 3-!Z-" %F"/ u&F#, 3Z-!3-" %F#" u&F%, 3Z-!Z "̂ %F%* u&F&/ Z-!Z "̂ %F(& u&F%" Z-!Z "̂

抗性 !F!/ u&F%# 3-!3-" !F&, u&F%, 3-!3-" !F%" u&F%& 3-!3-" !F%( u&F!* 3-!3-" !F(( u&F%& 3-!3-"

表E9褐飞虱共生菌抗吡虫啉菌株和敏感菌株多功能氧化酶活性的比较
:&*%$E'.<2W3T48<7 X<T3;V4Y4V6<X24]>O X@7;V4<7 <]4O38>Z>VC>>7 T>848V37V137O 8@8;>WV4Z5>1424O3;5<WT4O 8VT3478<X6')$4$&P$#$

)(%*./>7O<862Z4<V>8

处理
时间cO

菌株 药剂不同倍数处理后菌株的多功能氧化酶活性c(

"

2<E,E

)%

,!2A,WT<"

)%

,!(& 247"

)%

)

!"& ` "&& ` % &&& ` ! &&& ` &

! 敏感 &F(* u&F&% 3Z-!Z "̂ &F(+ u&F&% 3-!Z "̂ &F(+ u&F&% 3-!Z "̂ &F(+ u&F&%3-!Z-" &F(, u&F&% Z-!Z "̂

抗性 &F#! u&F&% 3-!3-" &F#! u&F&% 3-!3-" &F#% u&F&% 3-!3-" &F#% u&F&%3-!3-" &F#% u&F&% 3-!3-"

( 敏感 %F(( u&F%, 3-!Z "̂ %F"( u&F!! 3-!Z-" %F(+ u&F&/ 3-!Z "̂ %F,& u&F(" 3-!Z-" %F!# u&F&, 3-!Z "̂

抗性 !F(! u&F(% 3-!3-" !F(( u&F!/ 3-!3-" !F"( u&F!# 3-!3-" !F(" u&F!! 3-!3-" !F!+ u&F&% 3-!3-"

# 敏感 %F(" u&F&+ 3-!Z "̂ %F#& u&F!# 3-!Z "̂ %F#! u&F!% 3-!Z "̂ %F"" u&F!(3-!Z-" %F"! u&F(/3-!Z-"

抗性 !F#* u&F!, 3-!3-" !F*( u&F%! 3-!3-" !F,& u&F!+ 3-!3-" !F#( u&F!%3-!3-" !F#% u&F(#3-!3-"

" 敏感 %F,# u&F(% 3-!Z-" %F#( u&F%" 3-!Z "̂ %F#" u&F!+ 3-!Z-" %F#* u&F((3-!Z "̂ %F#* u&F(!3-!Z-"

抗性 !F!/ u&F%! 3-!3-" !F!+ u&F%! 3-!3-" !F!/ u&F%% 3-!3-" !F!" u&F%"3-!3-" !F(! u&F&+3-!3-"

, 敏感 %F,# u&F%+ 3-!Z "̂ %F"" u&F(+ 3-!Z-" %F#+ u&F(& 3-!Z-" %F!/ u&F%"3-!Z-" %F"! u&F!+3-!Z-"

抗性 !F"( u&F!# 3-!3-" !F!# u&F%" Z-!3-" !F!, u&F&/ 3Z-!3-" !F!/ u&F&%3Z-!3-" !F!+ u&F%!3Z-!3-"
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图89褐飞虱共生菌抗吡虫啉菌株和敏感菌株羧酸酯酶!谷胱甘肽1<1转移酶活性与培养时间的关系
;(,<8 =B>T>53V4<78B4W Z>VC>>7 3;V4Y4V6<X;3TZ<]65>8V>T38>$ A5@V3VB4<7>1<1VT378X>T38><XT>848V37V137O 8@8;>WV4Z5>1424O3;5<WT4O

8VT3478<X6')$4$&P$#$ )(%*./>7O<862Z4<V>837O ;@5V@T>V42>

('讨论
与杀虫剂代谢相关的解毒酶的解毒能力增

强是生物对杀虫剂产生抗药性的主要原因之一&

解毒酶是一类异质酶系!主要包括羧酸酯酶'多
功能氧化酶'谷胱甘肽1<1转移酶等"$能够代谢大
量的内源或外源底物& 其中羧酸酯酶是以水解
蛋白和结合蛋白两种方式对杀虫药剂解毒$该酶
活性的高低会直接影响其对杀虫药剂的抵抗&

多功能氧化酶能够催化各种结构不同的内源或

外源化合物如脂肪酸'甾体激素'药物'杀虫剂及
各种环境有害化合物等的氧化& 谷胱甘肽1<1转
移酶催化某些内源性或外来有害物质的亲电子
基团与还原型谷胱甘肽的巯基偶联$增加其疏水
性使其易于穿越细胞膜$分解后再转运出体外而
发挥解毒作用& 本研究结果表明$褐飞虱共生菌
抗吡虫啉菌株和敏感菌株解毒酶活性差异明显$

其中抗性菌株的羧酸酯酶'多功能氧化酶活性明
显高于敏感菌株$而谷胱甘肽1<1转移酶活性则无
明显差异& 说明在共生菌产生抗药性的过程中$

共生菌体内解毒酶活性被激活$参与杀虫剂的分
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图=9褐飞虱共生菌抗吡虫啉菌株和敏感菌株多功能
氧化酶活性与培养时间的关系
;(,<= =B>T>53V4<78B4W Z>VC>>7 24]>O X@7;V4<7 <]4O38>3;1

V4Y4V6<XT>848V37V137O 8@8;>WV4Z5>1424O3;5<WT4O 8VT3478<X

6')$4$&P$#$ )(%*./>7O<862Z4<V>837O ;@5V@T>V42>

解或者是共生菌直接分泌解毒酶$参与杀虫剂的
分解&

相关的研究也证明$烟草甲共生菌有帮助烟
草进行解毒代谢的功能$能直接分解烟碱(%#)

%烟
碱'印楝'甲基嘧啶磷'芸香苷等外源化合物能诱
导烟草甲体内类酵母共生菌的羧酸酯酶活性$其
中烟碱-柠檬酸盐处理后共生菌的酯酶活性提
高%*!F/e$进一步用聚丙烯酰胺凝胶电泳试验
显示有新的酶带产生%而在食料中直接加入结合

态烟碱来饲养烟草甲$也进一步验证了离体状态
的共生菌对培养基中的结合态烟碱具有一定的
分解作用& 由此说明$共生菌在烟草甲对烟草的
适应过程中发挥着重要的作用(%#$%")

& [<CO

等(%,)研究认为$这些共生菌通过对有毒物质的去
毒$有益于烟草甲的存活& GB>7 等(%*$%+)在研究
烟草甲共生菌羧酸酯酶的性质'外源异生素对共
生菌羧酸酯酶的影响中发现$外源异生素可以诱
导共生菌羧酸酯酶活性提高& 综合本文试验结
果及前人的研究结果$说明褐飞虱对吡虫啉抗药
性的提高$可能与其体内共生菌的羧酸酯酶'多
功能氧化酶的活性变化有关& 该结果可能为合
理解释褐飞虱对新烟碱类杀虫剂产生抗药性的
机理以及预防和治理褐飞虱的抗药性提供理论
依据&
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