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摘要 ：对嗜卷书虱(Liposcelis bostrychophila Badonne1)DDVP抗性品 系(RDDVP)和 PH3抗性品 系(RPH 3)乙酰胆碱酯酶 

(AChE)的生物化学性质进行了初步研究。比较发现嗜卷书虱RDDVP品系和 RPH，品系的酶原蛋白均显著高于敏感 

品系(P<0．05)，2个抗性品系间也存在着显著差异(P<0．05)。RDDVP和 RPH3品系的AChE活力和比活力都明显 

低 于敏 感品 系，且差异均达到 了显著水平(P<0．05)。RDDVP品 系的 K 值较敏 感品 系显著升 高(P<0．05)，是敏感 

品 系的 1．33倍 ，说明酶发生 了质的变化，与底 物的亲和 能力显著 降低 ；而 RPH3品 系无显著变化。从 ⋯ 看，RDDVP 

无明显变化，而RPH 却显著降低(P<0．05)。研究结果表明，2个抗药性品系都存在靶标抗性，其抗性的形成与 

AChE在量和(或)质上的变化有一定的相关性。 
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COMPARISONS 0F ACETYLCHOLINESTERASE IN THE RESISTANT AND 

SUSCEPTIBLE STRAINS 0F ，PD．sC ，．s BD．s豫 yI 0P 儿 BADONNEL 

，
TAO Hui—ying，WANG Jin—jun ，DING Wei，ZHAO Shuang 

(College of Plant Protection，Southwest Agricultural University，Chongqing 400716。China) 

Abstract：The biochemical characteristics of acetylcholinesterase(AChE)in the resistant and susceptible strains of Liposcelis bostrychophi— 

la were investigated．The contents of zymoprotein of the DDVP—and PH3一resistant strains(RDDVP and RPH3)were significantly high— 

er than those of their susceptible counterparts(P<0．05)and significant difference was alSO observed between RDDVP and RPH1．The 

activity and specific activity of AChE in RDDVP and RPH3 were obviously reduced as compared with their susceptible counterparts(P< 

0．05)．The apparent Michaelis—Menten constant(K )of the RDDVP strain was 1．33 fold that of the susceptible strain，indicating that 

AChE might have changed in quality．AChE K of RPH3，however，showed no significant change．Maximum velocity( ⋯ )did not 

chan ge sign ifican tly in RDDVP，but did change significantly in RPH 3．It is thus postulated that target resistance exists in both resistant 

strains studied and the formation of resistance may be correlated with the quantity and／or quality of AChE． 

Key words：Liposcelis bostrychophila；resistance；aeetyleholinesterase(AChE)；activi ty；Michaelis constant( ) 

嗜卷书虱 Liposcelis bostrychophila Badonnel属于 

啮 目Psocoptera、虱啮科 Liposcelididae、虱啮属 Lipos— 

celis，是一种多 发生在热带 和亚热带地 区的储粮 害 

虫⋯。在我国不仅大量发生于普通粮仓 中，致使储 

粮霉变受污染 ，造成严重经济损失 ，且 已发 展成 为 

“双低 (低氧、低药剂)”和“3低 (低氧、低药剂、低 

温)”储粮中的害虫优势种群 。该虫对化学药剂 

的抗性发展很快，常规熏蒸很难彻底控制其发生危 

害。而且由于繁殖很快，在熏蒸或化学药剂处理后不 
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久又能重新危害储藏物，国内外学者探讨了许多控制 

该虫危害的方法，其中，有机磷杀虫剂有较好的效 

果 ～ 。 

乙酰胆碱酯酶(AChE)是有机磷和氨基甲酸酯 

类杀虫剂的靶标酶。有研究表明有机磷和氨基甲酸 

酯类杀虫剂对嗜卷书虱和嗜虫书虱 AChE具有强烈 

的抑制作用 。，而关于书虱抗性品系 AChE生物化学 

特性的研究国内外尚无系统的报道。据此，我们以嗜 

卷书虱(L．bostrychophila)作为试虫，较为系统地对 

DDVP和 PH 抗性品系和敏感 品系的 AChE进行 比 

较。借以明确书虱对 DDVP和 PH 抗性的形成是否 

与 AChE有关系 ，这对于从理论上阐明书虱抗药性 的 

生理生化机理，研究书虱对有机磷杀虫剂和无机磷杀 

虫剂抗性之问是否有交互抗性等问题，以及在实践上 

制订害虫综合治理、延缓抗性发展和抗性治理方案等 

均具有重要意义。 

1 材料与方法 

1．1 供试虫源 

敏感品系(S)：1990年采自西南农业大学应用昆 

虫与螨类生态研究室的模拟粮仓中。饲养方法参照 

丁 伟等 的方法。在实验室 27±0．5 oC，75％ ～ 

80％ RH、不予光照 、不接触任何药 剂的条件下 以全 

麦粉、酵母粉和脱脂奶粉(10：1：1)?昆合而成的饲 

料饲养若干代获得的纯品系。 

敌敌畏抗性品系(RDDVP品系)：饲养方法同 

上，每隔 15 d用敌敌畏丙酮溶液熏蒸处理 1次，保持 

成虫的死亡率在 70％左右，共处理 45次，所获得的 

品系作为抗敌敌畏的品系。 

磷化氢抗性品系(RPH 品系)：饲养方法同上， 

每隔 15 d用一定量的 PH 气体熏蒸处理 1次，保持 

成虫的死亡率在 70％左右，共处理 45次，所获得的 

品系作为抗磷化氢的品系。 

生物测定和生化指标测定 以羽化后 2～5 d的成 

虫作为试虫。 

1．2 主要供试药剂和仪器 

1．2．1 供试药剂 80％敌敌畏 (Dichlorvos，DDVP) 

乳油 (湖北沙隆达股份有 限公 司)；56％ 磷化铝 

(ALP)片剂(山东济宁化工厂生产)。 

1．2．2 主要试剂 考马斯亮蓝 G一250(Coomassie 

brilliant blue G一250)(上海化学试剂公司)；毒扁豆 

碱(Eserine)(Sigma公 司 )；牛 血清 白蛋 白 Albumin 

(上海伯奥生物科技有限公司)；碘化硫代乙酰胆碱 

(ATChI)(Fluka公司 )；5，5’一二硫 双硝基苯 甲酸 

(DTNB)(Fluka公司)；以上试剂均为分析纯。 

1．2．3 主要仪器 uV一8500型紫外分光光度计 

(上海天美科学仪器有限公司产品)。 

1．3 生物测定 

分别挑取各品系嗜卷书虱成虫 20头于小塑料盒 

中，用 160目尼龙丝网作盒盖，将 1盒敏感品系和 1 

盒抗性品系同时放人一干净 的 500 mL的广 口瓶内， 

分别用 DDVP和 PH 熏蒸处理 24 h后打开瓶塞，自 

然条件下放置 24 h后检查试虫死亡情况，计算各处 

理的校正死亡率。用丙酮作对照。每处理重复3次。 

采用唐启义等 的 DPS处理系统，用机率值分析法 

计算 LC 

1．4 酶原蛋白含量的测定 

1．4．1 酶液的制备 挑取各品系成虫 600头 ，加入 

1．5 mL，0．1 M pH 8．0的 PBS(含 1％Triton)匀浆 ，匀 

浆液转入 1．5 mL离心管，静置 30 min后于 4~C， 

20 000 g离心 60 min，取上清液备用。 

1．4．2 蛋白质标准曲线的制作 参照 Bradford～ 考 

马斯亮蓝 G一250法。不同含量(0，20，40，60，80， 

100 g)的牛血清 白蛋 白与 0．O1％考马斯亮蓝 G一 

250在25％条件下反应，5 min内在 595 nm下测其 

OD值。然后以牛血清白蛋白含量( g)为横坐标， 

OD值为纵坐标制作标准曲线。 

1．4．3 嗜 卷 书虱体 内酶 原蛋 白含 量测 定 参 照 

Bradford 考马斯亮蓝 G一250法进行测定，根据标 

准曲线求出嗜卷书虱体内酶原蛋白质含量(txg Pro／ 

insect)。 

1．5 AChE活性及米氏常数的测定 

1．5．1 酶液制备 酶液制备方法同 1．4．1。 

1．5．2 活性测定 参照 Ellman⋯方法并加以改进。 

用碘化硫代乙酰胆碱(ATChI)作底物，经 AChE水解 

后生成硫代胆碱和乙酸，与显色剂 DTNB生成黄色物 

质，以毒扁豆碱终止反应，在412 nm处测其 OD值。 

并计算 AChE比活力(nmol·rai’n～·mg pro )。 

1．5．3 AChE米氏常数即 和 值的测定 反应 

液总体积为 2．4 mL，底物浓度为 0．06，0．12，0．24， 

0．48，0．6，1．5 mmoL／L。在 28cc条件下于412 nm处 

时间扫描 500 S。 

2 结果与分析 

2．1 生物测定结果 

嗜卷书虱不同品系对 DDVP和 PH 的敏感性生 

物测定结果如表 1所示： 
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对表 1所得直线方程用 进行适合度测定，经 

检验，均达显著水平。从表 1可以看出，嗜卷书虱 

对 2种药剂都 比较敏感 ，但 DDVP处理更为敏感。以 

敏感品系 LC 作为诊断剂量 ，2个抗性品系的死亡率 

均为 0，这一结果表明，经过一定时间和一定药剂的 

处理 ，可以获得嗜卷书虱对 DDVP和 PH，的抗性品 

系，虽然抗性指数并不高 ，但已经形成了明显的抗性。 

发展出对这2种药剂耐药性或者抗性，这种耐药性或 

抗性的产生可能与该虫体内的一些酶系有密切的关 

系，根据抗性形成与昆虫体内酶系的关系，在低抗水 

平，抗性的形成主要与解毒酶系有关系，当形成高抗 

品系时，则可能与靶标酶系有关系。本研冗虽然没有 

形成明显的高抗品系，但却已经形成了明显的抗性品 

系，在这种情况下 ，是否与靶标酶有关系，这就需要测 

这说明，在 DDVP和PH，的长期处理下，嗜卷书虱将 定靶标酶的活性和一些生理生化指标。 

表 1 嗜卷书虱对 DDVP和 PH 抗性品系的选育结果 

Table 1 Results of the selection with DDVP，PH3，by￡．bostrychophila 

注 ：S：敏感 品 系 ；R：选 育品 系．S：susceptible strain；R：selected strain 

tality；LC99 the exposure concentration to achieve 99％ mortality． 

2．2 酶原蛋白的测定 

以牛血清白蛋白为标准蛋白测得蛋白质标准曲 

线结果为：Y=0．03084+6．442×10一 (其中 Y代表 

OD值， 代表蛋白质含量 g)。 

根据蛋白质标准曲线和所测酶液的 OD值，计算 

出嗜卷书虱敏感品系和抗性品系的酶原蛋白含量 ，结 

果见表2。嗜卷书虱抗药性品系体内酶原蛋白含量 

显著高于敏感品系(P<0．05)，其中 RPH 品系最 

高，为 6．2274±0．0024 IxgPro／insect，是敏感 品系的 

1．2倍。 

2．3 嗜卷书虱抗性品系和敏感品系 AChE活性 

2．3．1 AChE比活力的比较 嗜卷书虱抗药性品系 

和敏感品系 AChE的活力测定结果如表 3所示。RD． 

DVP和 RPH，AChE的活力和比活力较敏感品系都显 

著降低了(P<0．05)，而2个抗性品系之间并无明显 

的差异，表明乙酰胆碱酯酶在抗性形成 中起着一定 

的作用。 

2．3．2 AChE K 值和 值的比较 从表 4可知， 

与敏感品系相比，嗜卷书虱 RPH 品系K 没有显著 

变化 ，表 明酶没 有发 生质 的改 变，而 RDDVP品系 

AChE的K 值显著升高(P<0．05)，是敏感品系的 

1．33倍 ，说明酶发生了质变 ，对底物 乙酰胆碱 的亲和 

能力显著降低。RDDVP的 微高于敏感品系，但 

没有显著差异，而 RPH 的 显著低于敏感品系， 

RDDVP和 RPH 之间的 无显著差异。 

表 2 嗜卷书虱抗性品系和敏感品系酶原蛋白含量 

Table 2 The content of protein of the resistant and the susceptil)l( 

strains of L．bostrychophila 

注：1)所有实验均为 3—4个重复；2)数据后字母表示 异显薷性 

分析，不同字母表示在P<0．05水平上存在差异，下同。Note：1)3～ 

4 replicates；2)The different letters in the same colunm indicate significant 

difference at P<0．05 level：the same below． 

表3 嗜卷书虱抗性品系和敏感品系 AChE活力比较结果 

Table 3 The AChE activities in the resistant and the susceptible strains of L bostrychophila 
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敏感品系 s 

敌敌畏抗性品系 RDDVP 

磷化氢抗性品系 RPH3 

0．1759±0．Ol08 

0．2383±0．Ol6l b 

O．2o06±O．0035 ab 

1．00 

1．33 

1．14 

1．0o 

1．1l 

0．92 

3 讨论 

RDDVP和 RPH 的酶原蛋白均显著高于敏感品 

系(P<0．05)，2个抗性品系间也存在着显著差异 

(P<0．05)，其中 RPH 的酶原蛋白含量最高。这说 

明，经过一定时间的药剂处理后，嗜卷书虱体内酶原 

蛋白发生了显著变化，而这种变化可能导致该虫对药 

剂的敏感性发生变化。从表 1的结果可以看出，在 

DDVP和 PH 处理后其抗性变化的趋势基本相似，抗 

性指数差异不大，但是 PH 处理的品系其酶原蛋白 

的量的变化要 比 DDVP处理品系的酶原蛋 白变化程 

度大一些，因此，2个抗性品系的形成除了与酶原蛋 

白的量有关外，还可能与酶原蛋白的性质有关。 

AChE是昆虫体内杀虫剂重要的靶标酶，AChE 

在量和质上的变化可能与昆虫对杀虫剂产生的抗性 

有关。对上述嗜卷书虱的2个抗药性品系和敏感品 

系 AChE活力比较表明，RDDVP品系和 RPH 品系 

AChE的活力都明显低于敏感品系，且差异均达到了 

显著水平(P<0．05)，而且RDDVP品系的 值也显 

著升高(P<0．05)，说明该酶发生了质变，导致酶和 

底物的结合能力显著降低，表明存在明显的靶标抗 

性。从表 3和表 4可以看出，RPH 品系 AChE的活 

力、比活力和 相对敏感品系都显著降低 (P< 

0．05)，而 K 值并没有明显的变化，表明 RPH 品系 

AChE活性降低可能与其抗性形成有关。 

本项研究的结果表明，对嗜卷书虱的抗药性和敏 

感品系AChE研究发现 RDDVP品系 AChE质变导致 

与底物的结合能力显著降低，这可能存在以下导致 

AChE生化特性发生改变的原因：一是 AChE活性部 

位的某些氨基酸发生了突变，导致 AChE的结构发生 

了变化所致⋯ ，AChE结构改变导致与底物亲和 

能力降低；二是存在 2种 AChE _1 16]，AChE 1和 

AChE 2，这2种 AChE都可能与昆虫的抗性有关。昆 

虫经药剂筛选后可能诱导不同基因位点的表达，从而 

酶学特性发生改变。总之，本实验揭示了嗜卷书虱抗 

性品系和敏感品系AChE生化特性差异的存在，导致 

这种差异的真正原因有待于进一步的研究。 
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然保护区九大湖调查认为蜡状芽孢杆菌、短小芽孢杆 

菌、环状芽孢杆菌和蕈状芽孢杆菌是主要种类 ，巨大 

芽孢杆菌也有分离，但不是主要种类。张华勇等 J 

研究红壤不同生态条件下芽孢杆菌的变化情况中发 

现，巨大芽孢杆菌随耕作程度增加逐渐成为优势，可 

见本研究中巨大芽孢杆菌作为主要种类是与该区域 

土壤耕作程度相符的。土壤微生物的研究结果与研 

究方法存在密切的关系 ，本文采用的稀释平板法虽不 

能全面反映该区域的实际情况，但可以反映芽孢杆菌 

在微生物群体中的相对比例。 

生物多样性是生物圈的核心部分，也是人类赖以 

生存的重要物质基础。然而，人口的不断增长和人们 

经济活动的干扰，严重破坏了大自然的生物多样性并 

威胁着人类 自身的生存和发展。因此生物多样性保 

护已成为国内外普遍关注和研究的热点，但人们主要 

重视生物多样性中某些重要成分的分析，而对自然界 

中复杂多样的微生物多样性研究不多，尤其在微生物 

多样性的研究方法上还探索不多。本文应用物种丰 

富度、物种多样性指数、均匀度指数和生态优势度等 

指标初步分析了成都市郊区土壤芽孢杆菌的物种多 

样性。总体来看，该区域芽孢杆菌物种较丰富，绝大 

多数样点能分离到2个种以上，少数采样点可达4个 

种以上，但多数采样点的物种多样性指数不高，主要 

与同一样点中各种芽孢杆菌的数量有关。根据均匀 

度指数和生态优势度分析，单个样点物种间数量差异 

大，存在明显的优势种。若要了解该区域芽孢杆菌的 

分布规律以及与其他土壤因子间的关系，还需更全面 

地设计采样方案和分析更多的样点及其相关方面。 
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