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摘 要：测定小菜蛾 Cry1Ac抗性品系(Cry1Ac–R)、Cry1Ac敏感品系(Cry1Ac–S)3种解毒酶的活性。结果表明，

小菜蛾抗性品系的谷胱甘肽转移酶活性高于敏感品系；敏感品系的羧酸酯酶和乙酰胆碱酯酶的活性高于抗性品

系，但 2品系的解毒酶活性无显著差异。测定小菜蛾 Cry1Ac抗性品系、敏感品系及 Bt抗性品系(Bt–T2)消化酶活

性，结果小菜蛾敏感品系海藻糖酶、蔗糖酶活性均最高，Bt抗性品系最低，但各品系的 2种消化酶活性之间差异

不显著；小菜蛾敏感品系蛋白酶活性最高，抗性品系最低，各品系的蛋白酶活性差异极显著。 
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Abstract: The activities of gultathione S transferases (GSTs), carboxylesterase (CarE) and Acetylcholinesterase (AChE) 

in laboratory strains of the Plutella xylostella have been examined．The result shows that the activity of GSTs of the 

resistant strain(Cry1Ac–R), Cry1Ac is higher than that of the susceptible strain(Cry1Ac–S). The activities of Care and 

AChE of the susceptible strain are higher than that of the resistant strain, but there is no obvious difference of 

detoxification enzymes activity between the two strains. The activities of digestive enzyme of the resistant strain,(Cry1Ac) 

the susceptible strain and the Bt resistant strain (Bt–T2) have also been examined. The activities of trehalase and sucrase 

of the susceptible strain are the highest, those of the Bt resistant strain are the lowest, but there is no obvious difference 

between the two strains in the two digestive enzymes Protesease activity of the susceptible strain of the Plutella xylostella 

is the highest, while the protesease activity of  its resistant strain is the lowest, and the difference of protesease activity 

between these strains is very obvious. 
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小菜蛾(Plutella xylostella)已对包括苏云金芽孢

杆菌(Bacillus thuringiensis)在内的几乎所有类型的

杀虫剂都产生了抗药性[1–5]。有研究表明，对昆虫

分解外源毒物、维持正常生理代谢起重要作用的几

种解毒酶，如羧酸酯酶(CarE)、乙酰胆碱酯酶(AChE)

和谷胱甘肽–S–转移酶(GSTs)等活性的改变，可反
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映昆虫对诸多化学药剂的抗性[6–7]：乙酰胆碱酯酶

变构及神经敏感度降低，谷胱甘肽–S–转移酶(GST)

活性增高。 

笔者对美国康奈尔大学惠赠及采自深圳的小

菜蛾田间种群分别用 Cry1Ac及 Bt毒素进行抗性选

育，比较经 Cry1Ac毒素汰选后，小菜蛾幼虫体内

3 种解毒酶活性，Cry1Ac 毒素及 Bt 汰选后海藻糖

酶、蔗糖酶及蛋白酶活性的变化，以了解抗性选育

后小菜蛾的生理生化特性。 

1 材料与方法 

1.1 供试虫源与寄主植物[8] 

小菜蛾敏感品系(Cry1Ac–S)，于室内饲养多年，

期间从未使用过任何杀虫剂；小菜蛾抗性品系

(Cry1Ac–R)，2003年由康奈尔大学赵建周惠赠，后

于室内以 Cry1Ac 毒素汰选，抗性倍数已达 797.80

倍；小菜蛾 Bt抗性品系(Bt–T2)，2003年采自深圳

田间，后于室内以 Bt 毒素汰选，抗性倍数为 3.96

倍。寄主植物为京丰一号甘蓝。 

1.2 方 法 

1.2.1 解毒酶活性的测定 

1) 谷胱甘肽–S–转移酶(GSTs)活性测定。参照

文献[9]和 [10]的方法并加以改进。每处理取 5头 4

龄小菜蛾幼虫，置于300 μL 0.05 mol/L pH7.5 Tris–HCl

缓冲液中，冰浴匀浆。取上清液 100 μL，与 1.2 

mmol/L CDNB 100 μL和 12 mmol/L GSH 100 μL混

匀置入酶标板中。对照为 100 μL0.05 mol/L pH7.5 

Tris–HCL缓冲液替代酶源参加反应。反应 5 min，

每处理 8次重复。 

2) 羧酸酯酶(CarE)活性测定。参照文献[11]和 

[12]方法并加以改进。每处理取 5 头 4 龄小菜蛾幼

虫，置于 500 μL混有 1 g/L Triton X–100的 0.2 mol/L 

pH6.0 PBS缓冲液中冰浴匀浆，取 25 μL上清酶源

与 25 μL 0.2 mol/L pH6.0 PBS 加入酶标孔，再加入

200 μL 6 g/L的固蓝 RR盐和 1 mmol/L α–NA的混

合液，反应 15 min，每处理 8次重复。 

3) 乙酰胆碱酯酶(AChE)活性测定。参照文献

[13]的方法并加以改进。每处理取 4龄小菜蛾幼虫 5

头置于 500 μL混有 1 g/L Triton X–100的 0.1 mol/L 

pH 7.5的 PBS中，冰浴匀浆，取 50 μL上清加入 96

孔板孔，后每孔加 200 μL 0.75 mol/L ATchI和 0.075 

mmol/L DTNB 的混合液。反应 20 min，每处理 8

次重复。 

蛋白质浓度以牛血清蛋白为标准品，采用北京

博迈德科技发展有限公司Bradford蛋白定量试剂盒

进行测定。 

1.2.2 消化酶活性测定 

海藻糖和蔗糖酶活性测定采用 3，5–二硝基水杨

酸比色法(DNS)，蛋白酶活力采用福林酚试剂法[14]，

并略加改进。 

1) 海藻糖酶和蔗糖酶活性测定。取 5头 4龄小

菜蛾幼虫，于 1 mL 0.02 mol/L pH7.0 PBS液中冰浴

匀浆，取上清作为酶源，以 1 mg/mL 葡萄糖标准溶

液作标准曲线。取 0.1 mL酶液加 0.9 mL 0.02 mol/L 

pH 7.0 PBS缓冲液，1 mL 4%蔗糖溶液于 40℃水浴

60 min，后加入 1 mL 1 mol/L氢氧化钠，1 mL 3，5–

二硝基水杨酸试剂沸水浴 5 min，冷却，加入 1 mL

蒸馏水至 5 mL混匀，550 nm测定吸光值，计算蔗

糖酶的活性。取 0.1 mL酶液加 0.9 mL 0.02 mol/L pH 

5.8 PBS缓冲液，0.5 mL 3%淀粉溶液于 40 ℃ 水浴

60 min，后加入 1 mL 1 mol/L氢氧化钠，1 mL 3，5–

二硝基水杨酸试剂沸水浴 5 min，冷却，加入 1.5 mL

蒸馏水至 5 mL混匀，550 nm测定吸光值，计算海

藻糖酶的活性。 

2) 蛋白酶活性测定。取 5头 4龄小菜蛾幼虫，

于 1.5 mL离心管中，加入 0.6 mL 生理盐水，冰浴

匀浆，取上清作为酶源，以 1 mg/mL酪氨酸作标准

曲线。取 0.1 mL酶液加 0.25 mL 0.02 mol/L pH 6.5 

PBS缓冲液于 37℃水浴 3 h，后加入 1 mL 20%TCA，

14 000转 r/min离心 10 min，取 0.4 mL上清加入 2 

mL 0.5 mol/L碳酸钠，0.4 mL福林酚试剂混匀，37 

℃水浴 20 min，660 nm测定吸光值，计算蛋白酶的

活性。 

1.2.3 数据处理 

采用 SPSS 10.0软件对数据进行方差分析。 
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2 结果与分析 

2.1 抗性选育对小菜蛾解毒酶活性的影响 

小菜蛾 Cry1Ac–R品系 GSTs活性为 Cry1Ac–S
品系的1.18倍；小菜蛾Cry1Ac–S品系CarE和AChE
活性均高于 Cry1Ac–R 品系。小菜蛾敏感品系的 3
种解毒酶活性与抗性品系相比均无显著差异(图 1)。 
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图1 Cry1Ac毒素抗性选育下的小菜蛾解毒酶活性 
Fig.1 Efects of Cry1Ac toxin on the detoxifying enzyme activities 

in Plutella xylostella 

2.2 抗性选育对小菜蛾消化酶活性的影响 

小菜蛾 Cry1Ac–S品系海藻糖酶、蔗糖酶活性均
为最高，其次为 Cry1Ac–R品系，Bt–T2品系最低，
3 品系的 2 种消化酶活性之间差异不显著。小菜蛾
Cry1Ac–S品系蛋白酶活性最高，其次为Bt–T2品系，
Cry1Ac–R 品系为最低，Cry1Ac–S 品系蛋白酶活性
与其他 2个品系的差异均达极显著水平(图 2)。 
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图2 不同药剂抗性选育下小菜蛾的消化酶活性 
Fig.2 Digestive enzymes activity in P. xylostella populations 

selected by different insecticides 

3 讨 论 

昆虫体内解毒酶活力的增强是昆虫产生抗药

性的主因[15]。酯酶在昆虫体内含量丰富，是一类能

水解酯键，并参与拟除虫菊酯类解毒代谢的酶类。

谷胱甘肽–S–转移酶(GSTs)、羧酸酯酶(CarE)和乙酰

胆碱酯酶(AChE)是昆虫体内3种重要的代谢和解毒
酶，对杀虫剂在体内的代谢具有重要作用[16–17]。 
有研究[18]表明，经过不同药剂汰选后，抗性品

系与敏感品系小菜蛾的 GSTs 活性有明显差异，有
机磷杀虫剂汰选的抗性小菜蛾，GSTs 活力明显高
于敏感小菜蛾，而阿维菌素和高效氯氰菊酯的亚致

死剂量处理小菜蛾后，敏感品系的 GSTs活性提高，
抗性品系的降低[19]。本研究发现，小菜蛾经 Cry1Ac
毒素选育后，抗性小菜蛾 GSTs 活性明显高于敏感
品系，为其 1.18倍，说明 Cry1Ac毒素进入小菜蛾
体内后，GSTs的活性明显提高。 

CarE 主要通过代谢体内某些内源及外来有害
物质使其分解，排出体外，从而达到解毒的目的。

侯军等[20]发现，鬼臼毒素对小菜蛾幼虫体内羧酸酯

酶表现为先激活、24 h后抑制的作用。李腾武等[21]

的试验表明，阿维菌素对小菜蛾抗性选育后，羧酸

酯酶的活性呈现出先减少，汰选 22 代以后增加的
趋势。本研究发现，Cry1Ac毒素汰选后，小菜蛾幼
虫体内 CarE 活性低于对照，但无显著差异。这在
一定程度上说明 CarE 的作用可能不是小菜蛾幼虫
分解 Cry1Ac毒素的主因。 

AChE 在神经传递过程中执行重要的生理功
能，杀虫剂通过抑制昆虫体内的 AChE，影响突触
部位神经冲动传导而导致昆虫死亡。李腾武等[21]

发现，阿维菌素抗性选育对小菜蛾幼虫体内的

AChE活性无显著影响。本研究结果表明，Cry1Ac
毒素汰选小菜蛾后，AChE 活性低于对照，但无显
著差异。这在一定程度上说明 AChE的作用可能也
不是小菜蛾幼虫分解 Cry1Ac毒素毒害的主因。 
海藻糖酶、蔗糖酶和蛋白酶是昆虫体内能量合

成及消化必需的 3种酶[22–23]。有研究发现，注射海

藻糖酶抑制剂至昆虫体内，可引起昆虫死亡或影响

其发育和运动[24]。本研究发现，Cry1Ac 毒素及 Bt
制剂汰选后，小菜蛾体内海藻糖酶的活性均低于对

照，说明药剂汰选对昆虫体内碳水化合物及其能量

代谢产生了一定的影响；Bt–T2 品系海藻糖酶的活
性低于 Cry1Ac–R品系的，表明 Bt制剂汰选对小菜
蛾昆虫碳水化合物及其能量代谢的影响大于

Cry1Ac毒素汰选。 
蔗糖酶不仅分解蔗糖提供能量，还对昆虫体内
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的渗透压起调节作用，以应对植物韧皮部汁液的高

渗透压[25]。Cry1Ac毒素及 Bt制剂汰选后小菜蛾体
内蔗糖酶的活性均低于对照，说明药剂汰选对昆虫

体内的能量合成具有抑制作用。 
有研究表明，某些昆虫对 Bt低度敏感的主要原

因是中肠液蛋白水解能力过高而导致原毒素过度

降解[26–27]。李秀岚等[28]发现，红蓼拒食活性组分对

小菜蛾幼虫体内的蛋白酶、脂肪酶和 α–淀粉酶的活
性具有一定的抑制作用。本试验研究表明，Cry1Ac
毒素及 Bt制剂汰选后，小菜蛾体内蛋白酶的活性降
低，与已有的肠液对原毒素活化能力的降低与昆虫

抗性的形成有关[29–30]的结果一致。2 个抗性品系与
敏感品系间蛋白酶活性差异极显著，Cry1Ac 抗性品
系小菜蛾幼虫体内的蛋白酶活性远低于Bt抗性品系。 

由以上结果推测，Cry1Ac毒素汰选后，小菜蛾
可能通过不同强度的解毒酶活性来实现对药剂的

适应，表现出较高的 GSTs 活性及较低的 CarE 与
AChE 活性，这可能是由于小菜蛾受毒素的影响，
其体内解毒酶活性有较大的变化；抗性品系与对照

的 3种解毒酶活性之间无显著差异，在一定程度上
说明 GSTs、CarE与 AChE的作用可能不是小菜蛾
幼虫分解 Cry1Ac毒素毒害的主因。Cry1Ac毒素和
Bt汰选后，小菜蛾体内海藻糖酶、蔗糖酶和蛋白酶
活性降低，可能是受毒素中有效成分的影响，使小

菜蛾 Cry1Ac抗性品系与 Bt抗性品系间的蛋白酶活
性有明显的差异，以适应不同的药剂。 
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