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　　摘要：探讨了亚致死剂量苦参碱对二斑叶螨体内解毒酶比活力的影响，以解释二斑叶螨（犜犲狋狉犪狀狔

犮犺狌狊狌狉狋犻犮犪犲）对苦参碱的抗性，为苦参碱的科学使用提供理论依据。采用玻片浸渍法，分别用苦参碱的

亚致死剂量ＬＣ１０（０．０２１ｍｇ／Ｌ）和ＬＣ３０（０．３８５ｍｇ／Ｌ）处理二斑叶螨雌成螨，处理３、６、１２、２４、４８ｈ后测

定分析其体内谷胱甘肽Ｓ转移酶（ＧＳＴｓ）、羧酸酯酶（ＣａｒＥ）以及多功能氧化酶（ＭＦＯ）的酶比活力。结

果发现：ＬＣ１０和ＬＣ３０处理后，与对照相比，随着时间的推移，二斑叶螨雌成螨体内ＣａｒＥ、ＧＳＴｓ和 ＭＦＯ

的比活力均有不同程度升高。ＬＣ３０处理组ＣａｒＥ、ＭＦＯ（除３ｈ外）比活力均高于ＬＣ１０处理组，在１２～

２４ｈ比活力最大；ＧＳＴｓ比活力在３、６和１２ｈ的３个时间点ＬＣ１０处理组高于ＬＣ３０处理组，且差异显著

（犘＜０．０５），在２４ｈ后达最大。随着苦参碱浓度的增加，ＣａｒＥ、ＭＦＯ比活力增大，而ＧＳＴｓ比活力无明

显变化。
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　　二斑叶螨（犜犲狋狉犪狀狔犮犺狌狊狌狉狋犻犮犪犲）属蜱螨目（Ａｃａｒｉ

ｎａ），叶螨科叶螨属（犜犲狋狉犪狀狔犮犺狌狊），是一种世界性害

螨。二斑叶螨生活周期短、繁殖系数高且适应能力强，

除危害经济作物、花卉等以外，还危害城市观赏植物及

牧草等，所有危害植物超过１１００多种。二斑叶螨也

是甘肃省农作物、果蔬、城市绿地及观赏植物的第一大

害螨［１－３］。

目前，对二斑叶螨的防治措施主要有物理防治、化

学药剂防治和生物防治等，但生产上化学药剂防治在

二斑叶螨综合治理中仍占主要地位［４］。但是由于农药

的大量不合理使用，使得该物种对多种杀虫、杀螨剂的

抗药性迅速增强，并对部分药剂产生了高抗性，使害螨

的防治越来越难［２］。因此，有害生物的抗性治理是目

前亟待解决的首要问题，选择生物源的生态合理及环

境和谐性农药是二斑叶螨及农业有害生物防治的必然

趋势。

螨类和昆虫等有害生物抗药性与其体内３大解毒

酶ＧＳＴｓ（谷胱甘肽Ｓ转移酶）、ＣａｒＥ（羧酸脂酶）和

ＭＦＯ（多功能氧化酶）密切相关
［５７］。高萍等［８］研究发

现，二斑叶螨经过长期的阿维菌素汰选，酯酶比活力增

强。沈一凡等［９］的研究表明，二斑叶螨对阿维菌素抗

性增高与 ＭＦＯ比活力快速升高有关，ＧＳＴｓ也参与阿

维菌素抗性的形成。李瑞娟等［１０］研究发现，羧酸脂酶

和多功能氧化酶解毒作用的增强可能是二斑叶螨对梅

岭霉素产生抗性的主要原因，二斑叶螨对溴虫睛产生

的抗性可能与谷胱甘肽Ｓ转移酶及脂酶代谢作用的

增强有关。高新菊等报道，二斑叶螨对甲氰菊酯产生

抗性的主要原因可能是多功能氧化酶比活力的上升，

且发现二斑叶螨对四螨嗪的抗性主要受多功能氧化酶

介导，ＣａｒＥ 和 ＧＳＴｓ等也参与了四螨嗪抗性的形

成［１１－１２］。因此，要评价二斑叶螨对农药的抗性风险，

必须明确其对二斑叶螨相关解毒酶的影响。

苦参碱是一种易分解、无污染、无残留且对人畜无

危害的植物源农药，用途极广，对多种有害生物具有毒
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杀、麻醉、拒食、抑制发育或干扰其行为等作用［１３］。将

杀螨、杀虫剂用于田间防治后，除对主要害虫有直接毒

杀作用外，施药后随着时间的推移，部分害螨（虫）会受

制于亚致死效应［１４－１５］。苦参碱对二斑叶螨等害螨已

有应用研究报道，但关于苦参碱对二斑叶螨解毒酶比

活力的影响则鲜有报道［１６］。本试验用苦参碱亚致死

剂量ＬＣ１０和ＬＣ３０处理二斑叶螨的雌成螨，测定其体内

解毒酶系比活力随时间的变化情况，以期探究亚致

死剂量苦参碱在不同时间对二斑叶螨体内解毒酶比

活力的影响，为苦参碱防治二斑叶螨的使用剂量提

供依据。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　供试虫源　供试二斑叶螨敏感（ＳＳ）种群在甘

肃农业大学植物保护学院养虫室内用菜豆苗饲养，饲

养条件：温度（２５±１）℃，湿度（７５±５）％，Ｌ∶Ｄ＝１６ｈ∶

８ｈ。饲养期间不接触任何杀虫杀螨剂。

１．１．２　供试药剂及试剂　５％苦参碱母药，北京三浦

百草绿色植物制剂有限公司，供试试剂见表１。

表１　供试试剂

犜犪犫犾犲１　犜犲狊狋犪犵犲狀狋狊

试剂名称 公司名称 试剂名称 公司名称

考马斯亮蓝 Ｇ２５０ 索莱宝生物科技有限公司 固蓝Ｂ盐 上海源叶生物科技有限公司

十二烷基磺酸钠 上海中秦化学试剂有限公司 牛血清白蛋白 中国医药集团上海化学试剂公司

α乙酸萘酯 中国医药集团上海化学试剂公司 毒扁豆碱 甘肃金博研生物科技有限公司

１氯２，４二硝基苯 上海中秦化学试剂有限公司 还原性谷胱甘肽 天津市光复科技发展有限公司

乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ） 天津市光复科技发展有限公司 对硝基苯酚 天津市凯信化学工业有限公司

还原型辅酶Ⅱ（ＮＡＤＰＨ） 索莱宝生物科技有限公司 对硝基苯甲醚 索莱宝生物科技有限公司

α萘酚 索莱宝生物科技有限公司

１．１．３　主要仪器　高速冷冻离心机 Ｈ１８５０Ｒ（湖南湘

仪实验室仪器开发有限公司）、数显式电热恒温三用箱

Ｓ·ＨＨ·Ｗ２１·４２０Ｓ（上海跃进医疗器械有限公司）、

酶标仪ＥＬＸ８００ＵＶ（ＢｉｏＴｅｋＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）和优普系

列超纯水器 ＵＬＵＰＵＲＥ（西安优普仪器设备有限

公司）。

１．２　试验方法

１．２．１　生物测定　室内毒力测定参照ＦＡＯ推荐玻

片浸渍法［１７］。首先用移液枪吸取１ｍＬ５％苦参碱母

药，用５ｍＬ二甲基亚砜将其溶解，用蒸馏水定容至１

０００ｍＬ，按照配比稀释７个浓度梯度，设不含药剂的

二甲基亚砜水溶液作为对照。挑选大小基本一致的雌

成螨，粘在载玻片一端的双面胶带上，每片胶带粘５

行，每行大约粘６～７头。在温度为（２５±１）℃、Ｌ∶Ｄ＝

１６ｈ∶８ｈ、相对湿度（７５±５）％的智能人工气候箱中放

置２ｈ后观察，去除不太活泼及死亡的螨体。将药剂

稀释成７个浓度梯度，分别将带螨玻片端浸入药液中，

轻摆５ｓ取出，吸干螨体周围药液，将玻片放入铺有湿

润纱布的托盘内，分别在２４、４８ｈ后用解剖镜检查结

果，每处理重复３次。用毛笔轻触螨体，螨足只有１～

２只动或不动计为死亡，对照死亡率在５％以下为有效

试验［１８］。

１．２．２　亚致死剂量处理　根据室内毒力测定结果，用

ＬＣ１０和ＬＣ３０亚致死剂量浓度处理二斑叶螨，根据试验

需要每个处理在每个时间点重复３次，以相同配比的

二甲基亚砜水处理为对照，置人工气候箱内。药剂处

理后分别于３、６、１２、２４、４８ｈ用２ｍＬ离心管收集存活

雌成螨，每离心管约１００头，置于－２０℃冰箱待用。

１．２．３　酶源制备　在收集的雌成螨离心管内，加入

０．０４ｍｍｏｌ／ＬｐＨ７．０磷酸缓冲液、６６ｍｍｏｌ／ＬｐＨ

７．０磷酸缓冲液和０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．８磷酸缓冲液至２

ｍＬ，研磨，匀浆，４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上

清液，备用。

１．２．４　酶源蛋白含量测定　参照Ｂｒａｄｆｏｒｄ考马斯亮

蓝Ｇ２５０法
［１９］。

１．２．５　解毒酶比活力测定　谷胱甘肽Ｓ转移酶比活

力参照何恒果［１３］，Ｃｌａｒｋ
［２０］等的方法测定，并稍有改

动；羧酸酯酶酶比活力参照何恒果［１３］等的方法测定；

多功能氧化酶酶比活力参照Ｋｉｍ
［２１］等的方法测定。

１．２．６　数据分析　数据用Ｅｘｃｅｌ２０１９和ＳＰＳＳ２５．０

软件进行统计分析，采用Ｄｕｎｃａｎ进行显著性检验。

０９ 　　　　　　ＧＲＡＳＳＬＡＮＤＡＮＤＴＵＲＦ（２０２０）　　　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．４０Ｎｏ．６



２　结果与分析

２．１　苦参碱对二斑叶螨的毒力

根据毒力测定结果，计算出毒力回归方程：狔＝

－０．２７＋０．６１狓，相关系数犚２＝０．９８７，显著性犘＝

０．９６８，卡方值χ
２＝０．９２５，计算出ＬＣ５０＝２．９１７ｍｇ／Ｌ

（１．７６４～４．６５３ｍｇ／Ｌ），ＬＣ３０＝０．３８５ｍｇ／Ｌ（０．１５０～

０．７２０ ｍｇ／Ｌ），ＬＣ１０ ＝０．０２１ｍｇ／Ｌ（０．００３～０．０６４

ｍｇ／Ｌ），括号内为９５％置信区间。

２．２　解毒酶比活力变化

２．２．１　亚致死剂量苦参碱对二斑叶螨体内谷胱甘肽

Ｓ转移酶比活力的影响　苦参碱明显提高了二斑叶螨

体内ＧＳＴｓ比活力。ＬＣ１０剂量处理后３、６、１２、２４、４８ｈ

ＧＳＴｓ的比活力分别为１５．８０４６、２０．４３８２、１６．５８３６、

２６．８７６３、２５．２５３７μｍｏＬ／（μｇ·ｍｉｎ），与对照组相比，

分别提高了４８．９７％、２６．７５％、３７．２８％、４５．９６％、

５５．４９％；ＬＣ３０剂量处理后３、６、１２、２４、４８ｈＧＳＴｓ的比

活力分别是１３．９６４４、１６．６３９２、１２．１３４２、３０．１４６４、

２５．２７６４μｍｏＬ／（μｇ·ｍｉｎ），与对照组相比，分别提高

了４２．２５％、１０．０２％、１４．２８％、５１．８２％、５５．５４％；对

照组有两次升高，分别在６、２４ｈ达到最大（图１）。

图１　亚致死剂量苦参碱处理下二斑叶螨体内犌犛犜狊比活力

犉犻犵．１　犜犺犲犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犌犛犜狊犻狀犜．狌狉狋犻犮犪犲狌狀犱犲狉狋犺犲狋狉犲犪狋犿犲狀狋

狅犳狊狌犫犾犲狋犺犪犾犱狅犲狊犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅犳犿犪狋狉犻狀犲

注：图中不同小写字母表示同一处理下不同时间解毒酶

比活力差异显著（犘＜０．０５），不同大写字母表示同一时间不

同处理解毒酶比活力显著差异（犘＜０．０５），下图同

２．２．２　亚致死剂量苦参碱对二斑叶螨体内羧酸脂酶

比活力的影响　苦参碱明显提高了二斑叶螨体内

ＣａｒＥ的比活力。ＬＣ１０剂量处理后，３、６、１２、２４、４８ｈ

ＣａｒＥ的比活力分别为２．５８６６、２．４６４０、２．７５９４、

２．２５５９、２．７７２３μｍｏＬ／（μｇ·ｍｉｎ），与对照组相比，

分别提高了１７．７４％、３４．３５％、３８．６４％、３１．９７％、

４６．４４％，且差异显著（犘＜０．０５），ＣａｒＥ比活力在６ｈ以

前先缓慢降低再升高，１２ｈ最大，而后逐渐波动；ＬＣ３０剂

量处理后，３、６、１２、２４、４８ｈＣａｒＥ比活力分别是２．７８０６、

３．１１５８、３．１３５２、３．３８７９、３．０７５３μｍｏＬ／（μｇ·ｍｉｎ），与

对照组相比，分别提高了２３．４８％、４８．０８％、４５．９９％、

５４．７０％、５１．７２％，ＣａｒＥ比活力整体呈缓慢升高再降

低的趋势，处理后持续至２４ｈ达最大，随后逐渐降低；

对照组ＣａｒＥ比活力整体呈下降的趋势，在６ｈ后有缓

慢上升（图２）。

图２　亚致死剂量苦参碱处理下二斑叶螨体内犆犪狉犈比活力

犉犻犵．２　犜犺犲犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犆犪狉犈犻狀犜．狌狉狋犻犮犪犲狌狀犱犲狉狋犺犲狋狉犲犪狋犿犲狀狋

狅犳狊狌犫犾犲狋犺犪犾犱狅犲狊犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅犳犿犪狋狉犻狀犲

２．２．３　亚致死剂量苦参碱对二斑叶螨体内多功能氧

化酶比活力的影响　二斑叶螨体内 ＭＦＯ的比活力都

有所提高（图３）。ＬＣ１０剂量处理后３、６、１２、２４、４８ｈ

ＭＦＯ的比活力分别为２．２３５５、２．１４１４、１．８４６９、

０．７１２７、２．１８５６μｍｏＬ／（μｇ·ｍｉｎ），与对照组相比，分别

提高了４４．８２％、０％、２９．２４％、１７．１１％、２３．６９％，变化

趋势为在３～２４ｈ持续缓慢降低，２４ｈ时最低，随后逐渐

升高，其中３、１２和４８ｈ比活力显著高于对照（犘＜

０．０５）；ＬＣ３０剂量处理后３、６、１２、２４、４８ｈＭＦＯ比活力

分别是１．６２９１、２．５８０７、３．６１２９、１．７６３４、２．５３３６

图３　亚致死剂量苦参碱处理下二斑叶螨体内 犕犉犗比活力

犉犻犵．３　犜犺犲犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犕犉犗犻狀犜．狌狉狋犻犮犪犲狌狀犱犲狉狋犺犲狋狉犲犪狋犿犲狀狋
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μｍｏＬ／（μｇ· ｍｉｎ），与 对 照 组 相 比，分 别 提 高 了

２４．２８％、１６．９３％、６３．８３％、６６．４９％、３４．１７％，其中在

３～１２ｈ迅速升高，而后降低再升高，在１２ｈ达到最

大，且除了３ｈ以外，其余时间点的比活力均高于

ＬＣ１０；对照组比活力先升高再缓慢降低，６ｈ后达到最

大，与其余时间点差异显著（犘＜０．０５），且波动较大。

３　讨论

有害生物抗药性是指害螨、害虫等具有耐受杀死

正常种群大部分个体药量的能力，并在其自然种群中

发展起来的现象，是害螨（虫）在不利环境条件下经过

自然选择而生存下来的一种本能［２２］。通过测定解毒

酶等生化指标来研究杀螨（虫）剂的亚致死效应已经成

为预测害虫产生抗药性或者再猖獗的重要内容［２３］。

杀螨（虫）剂的亚致死效应是指用杀螨（虫）剂的亚致死

剂量处理供试害虫后，其虫体在生物学和生态学行为

上表现出的某些变化［２４］。

多数研究认为，害螨（虫）抗药性的产生与其体内

ＧＳＴｓ、ＣａｒＥ 和 ＭＦＯ３大解毒酶比活力的升高有

关［２５］。本试验研究了用亚致死剂量ＬＣ１０和ＬＣ３０的苦

参碱处理二斑叶螨４８ｈ后，其体内解毒酶比活力的变

化情况。研究发现，亚致死剂量处理后的二斑叶螨解

毒酶比活力有一定的时间及浓度效应。浓度越大，对

解毒酶的影响程度就越大，且处理后的酶比活力在不

同时间点有不同程度的升高，一般在２４ｈ左右达到最

大值。

何林等［２６］报道，羧酸酯酶比活力的改变导致朱砂

叶螨对阿维菌素产生抗性；而橘全爪螨对阿维菌素产

生抗性的主要原因是乙酰胆碱脂酶比活力的提高［２７］；

赵卫东等［２８］提出二斑叶螨对阿维菌素产生抗性的主

要原因是谷胱甘肽Ｓ转移酶和多功能氧化酶比活力

增强的结果。本试验结果表明，在苦参碱亚致死剂量

浓度药液处理后，二斑叶螨体内解毒酶比活力会随时

间发生改变，但整体上，３大解毒酶的比活力较对照都

有所增加，这与前人的研究结果一致［２７］。且在相同时

间点，ＬＣ３０处理组的酶比活力基本都高于ＬＣ１０处理

组，ＬＣ１０处理组的酶比活力都高于对照组，说明剂量越

高，浓度越大，对解毒酶的影响程度就越大，这与汝阳

等［２９］的研究结果一致。

本试验结果对苦生碱的使用可提供理论依据。但

本试验仅以二斑叶螨室内敏感种群雌成螨为研究对

象，测定了苦参碱亚致死剂量短期胁迫下螨体内解毒

酶比活力的变化情况，如继续研究探讨二斑叶螨对苦

参碱的抗性，需结合酶学动力常数的变化规律及分子

基因层面进一步系统地研究。

４　结论

（１）经苦参碱处理后，二斑叶螨体内ＧＳＴｓ比活力

与对照相比，ＬＣ１０剂量处理３、６、１２、２４、４８ｈＧＳＴｓ的

比活力分别提高了 ４８．９７％、２６．７５％、３７．２８％、

４５．９６％、５５．４９％；ＬＣ３０剂量处理后３～４８ｈ相应的５

个时间点ＧＳＴｓ比活力分别提高了４２．２５％、１０．０２％、

１４．２８％、５１．８２％、５５．５４％。

（２）苦参碱明显提高了二斑叶螨体内ＣａｒＥ的比

活力。与对照组相比，ＬＣ１０剂量处理３、６、１２、２４、４８ｈ

ＣａｒＥ 的 比 活 力 分 别 提 高 了 １７．７４％、３４．３５％、

３８．６４％、３１．９７％、４６．４４％，且差异显著（犘＜０．０５）；

ＬＣ３０剂量处理后ＣａｒＥ的比活力分别提高了２３．４８％、

４８．０８％、４５．９９％、５４．７０％、５１．７２％。

（３）处理后二斑叶螨体内 ＭＦＯ的比活力都有所

提高。ＬＣ１０剂量处理后３、６、１２、２４、４８ｈＭＦＯ的比活

力与对照相比，分别提高了４４．８２％、０％、２９．２４％、

１７．１１％、２３．６９％；ＬＣ３０剂量处理后 ＭＦＯ的活性与对

照相比，分别提高了２４．２８％、１６．９３％、６３．８３％、

６６．４９％、３４．１７％。
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