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羧酸酯酶与北京市不同城区德国小蠊

对有机磷杀虫剂抗性的关系

魏绪强1’2，钱坤2，曾晓茺2，高希武1
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【论著】

【摘要】 目的研究羧酸酯酶在不同品系德国小蠊中的活性以及其在有机磷杀虫剂抗性形成中的作用。方法 以

对有机磷杀虫剂敏感品系(ss)及采自北京市宣武区(XW)、昌平区(CP)、顺义区(SY)和石景山区(SJS)的德国小蠊野外

品系为试虫材料，利用生物测定、生化分析及增效剂试验等方法研究羧酸酯酶与德国小蠊对有机磷杀虫剂抗性的关系。

结果增效剂TPP对马拉硫磷、敌敌畏的增效比在敏感品系中分别为1．86和1．51倍，TPP对马拉硫磷的增效比在XW、

CP、SY和SJS品系中分别为5．79、20．08、15．26和4．74倍；TPP对敌敌畏的增效比在XW、CP、SY和SJS品系中分别为

2．00、1．67、2．16和4．81倍。德国小蠊野外品系与敏感品系羧酸酯酶的米氏常数(K。)和最大反应速度(V一)之阅差异

有统计学意义，敏感品系羧酸酯酶的K。、V。分别为0．1580 n瑚洲L和58．4225 vaml／(mg pro·rain)；野外品系(XW、CP、

SY和sJS)羧酸酯酶的Km、V。分别为0．1279、0．1071、0．1080、0．1095 mmol／L和307．2550、338．5755、340．3300、

212．4570 tanol／(mg pro-min)，2个品系的羧酸酯酶对马拉硫磷和敌敌畏的抑制作用也不同，2种有机磷药剂对敏感品系

的抑制中量150分别为17．64咖T10l／L和0．91舯训L，对野外品系(XW、CP、sY和sJS)的I卯分别为80．48、35．49、83．24、

82．29 mmol／L和15．35、7．89、11．52、8．60肿ot／L。结论羧酸酯酶解毒代谢活性的增加是德国小蠊对有机磷杀虫剂产
生抗性的机制之一。

【关键词】德国小蠊；羧酸酯酶；有机磷杀虫剂；抗性机制
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【Abstract】Objective To study the role of carboxylestemse in the development of organophosphete resistance and the

activity variance of carboxylesterase irl different strains of German cockroach(Blattella germanica)．Methods Relationship

between carboxylesterase and organophosphate resistance in German cockroach was studied with bioassay，biochemical analysis

and synergistic test．The cockroaches from the susceptible strain(ss)of laboratory and field strains of different 81-eas in Beijing

[Xuanwu(XW)district，Changping(CP)district，Shunyi(SY)district and Shijingshan(sJS)district]were used as test

imects．Results The synergistic test showed that synergistic ratio of TPP tO malatllion and dichlorvos、Ⅳere 1．86 and 1．51 fold

in susceptible strain，respectively．Andinfield strains(XW，CP，sY andsJs)，theywere 5．79，20．08，15．26 and4．74fold

for malathion，respectively and 2．00，1．67，2．16 and 4．81 fold for dichlorvos，respectively．There W88 significant difference

between the Michaelis-Menten constarltS(Km)and the maxiIlllⅡYl velocity(V。)of carboxylesterase fnma two strains of

G锄an cockroach．佻K。and k of caboxylesterase in susceptible stl”di．rl wel"e 0．1580 mmol／L and 58．4225
tanol／(mg pro‘min)，respectivdy．And in field strains(XW，CP，SY and SJS)，the K。and V№of earboxylesterase wea'e

0．1279，0．1071，0．1080，0．1095 rnmol／L and 307．2550，338．5755，340．3300，212．4570 pm．ot／(mg pro·min)，

respectively．The inhibition medium concentration(I卯)of malathion and dichlorvos to caroxylesterase from SS strain were

17．64 mmol／L and 0．91酬L，respectively．For fidd strains，the I∞of malathion wel"e 80．48，35．49，83．24 and
82．29 mmol／L，respectively，and that of dichlorvos were 15．35，7．89，11．52 and 8．60删L respectively．111e inhibition of
malathion and dichlorvos to caroxylesterase from SS strain(I靳were)w弱much lower than from field strains strain(xw，CP，

SY and sJs)．Conclusion啊1e enhancement of detoxification activity WaS one of resistance mechanism to organophosphate in
German cockroach．
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德国小蠊(Blattella germa，zica)是世界性分布的

重要的医学和居室害虫，近10余年来在我国已成为重

要卫生害虫。目前，对德国小蠊等病媒昆虫的防治手

段主要采用化学防治，借助化学杀虫剂杀灭害虫或降

低害虫的种群密度uJ。多种类型杀虫剂的问世，为防

治病媒昆虫提供了强有力的手段，对控制病媒昆虫的

危害和保障人民的健康起到了关键性作用。但是，由

于长期大量不合理使用有机合成杀虫剂，使得病媒昆

虫的抗药性问题日渐突出，抗药性己成为制约病媒昆

虫化学防治效果的一个主要原因【2J。从目前对德国小

蠊抗药性机制研究的文献来看，德国小蠊抗药性所涉

及的机制有行为抗性、药剂穿透作用降低、代谢抗性及

杀虫剂的作用位点敏感度降低等几个方面。其中代谢

抗性是引起抗性的最重要机制[3]，已证明羧酸酯酶在

许多昆虫抗药性中起重要作用[4’5]。

羧酸酯酶(CarE)在有机磷类抗性中了解最清楚

的是马拉硫磷。Matsumura，Brown在1961年首先报

道了抗马拉硫磷跗斑库蚊(Culex tasalis)的羧酸酯酶

活性高于敏感个体。随后类似的文章相继进行报道，

Kojima等在1963年报道了于黑尾叶蝉(Nephotettix

cincticeps)中发现马拉硫磷的抗性、Matsumura，

Hogedijk于1964年在家蝇(Musca domestica)中发现

马拉硫磷抗性的存在、1964和1965年Matsumura，

Voss又相继发表了二点叶蝉(Tatranychus urticae)的

马拉硫磷抗性、Feroz于1971报道了臭虫(Cimex

lectularis)的抗性以及唐振华在1985年也报道了淡色

库蚊(Culex pipiens pallens)的马拉硫磷抗性。因此，

可以说在大多数昆虫和螨中，马拉硫磷的抗性好像是

通过羧酸酯酶解毒代谢机制发展而来的。羧酸酯酶作

为昆虫体内重要的解毒酶系，它以水解蛋白和结合蛋

白两种方式对杀虫药剂解毒，昆虫体内该酶活性的高

低会直接影响其对杀虫药剂的抵抗能力。然而国内对

德国小蠊的抗药性缺乏系统的研究，与其他昆虫羧酸

酯酶的进展和深度相比，德国小蠊羧酸酯酶的研究还

有许多有待解决的问题。为此，以实验室敏感品系以

及采自北京市4个不同城区德国小蠊野外品系为试

虫，利用生物测定、生化分析及其增效试验等方法系统

研究羧酸酯酶在不同品系德国小蠊中的活性以及其对

2种有机磷类杀虫剂马拉硫磷及敌敌畏抗性形成中的

作用。

1材料与方法

1．1 供试昆虫

敏感品系(SS)：引自军事医学科学院微生物流行

病研究所，由北京市疾病预防控制中心(CDC)养虫室

饲养多代，未接触任何杀虫剂。

野外品系(FS)：分别采自宣武区(XW)、昌平区

(CP)、石景山区(sJS)及顺义区(SY)，由北京市CDC

养虫室饲养并筛选备用。

1．2 供试药剂及试剂 98．7％敌敌畏(dichlorvos)，

由天津农药厂提供；90％马拉硫磷(malathion)，由山东

华阳化工有限公司提供。增效剂TPP(triphenyl

phosphate)，上海生化制剂一厂生产，分析纯；a一乙酸

萘酯(a．naphthol acetate，a-NA)，国药集团化学试剂有

限公司产品，化学纯；毒扁豆碱(eserine)、牛血清白蛋

白(bovine seruIll albumin，BSA)，均为美国Sigma公司

产品；固蓝B盐(fast blue B salt)、十二烷基硫酸钠

(sodium dodeeyl sulfate，SDS)、考马斯亮蓝，均为Fluka
公司产品。其他试剂为分析纯。

1．3 试验仪器 微量高速冷却离心机Mierotee

1524R、酶联免疫连续光谱高通量微孑L板式酶标仪

SpeetraMax PIu产、恒温水浴锅，均为北京吉诺思科贸
有限公司产品；半自动点滴仪AGRONOMICS

DIVISION of Burkard Scientific、冷冻工作台、电子天

平，均为瑞士梅特勒产品。

1．4 生物测定法所用药剂均用丙酮稀释成5个系

列浓度，设丙酮对照，将试虫放置于冷冻工作台上，待

其昏迷后，用半自动点滴仪点滴药液于试虫前胸背板

上，24 h后检查死虫数。数据用POLO软件处理，求毒

力回归线和计算致死中量LD如。

1．5 增效剂试验用半自动点滴仪按10倒只的剂
量(TPP配成丙酮液)点滴于德国小蠊雄性成虫前胸

背板上，1 h后再点滴杀虫剂，24 h后检查死虫数。数

据用POLO软件处理，求毒力回归线和计算致死中量

LDs0。计算增效比。

1．6 生化测定
’

1．6．1酶液制备取德国小蠊雄成虫，去掉头部，剪

掉双翅(有利于匀浆)，在预冷的pH值为6．5的

O．04 tool／L磷酸缓冲液中冰浴匀浆。将制得的匀浆液

在4℃，10 000×g离心15 min，取上清液抽滤后作为

酶源放入一80℃超低温冰箱备用。

1．6．2羧酸酯酶活性测定羧酸酯酶活性测定参照

Asperen[6]、高希武，郑炳宗[71方法，略有修改。反应体

系1．6 ml，取待测酶液0．025 ml加入0．9 ml含有

3×10。4mollL底物和毒扁豆碱(底物：毒扁豆碱，l：1)

的磷酸缓冲溶液(0．04 mol／L，pH值为6．5的

0．04 tool／L)混匀，在40℃水浴中反应5 rain，加入

0．45 ml的显色剂(1％固蓝B盐：5％SDS，2：5)显色终

止反应，静止5～10 min后在600 nm(a-NA)波长下测

吸光度(A)值。对照组加人显色剂后补加0．025 ml酶
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液。试验重复3次。根据得到的A值和酶液蛋白含

量及a—N腾准曲线，计算羧酸酯酶的比活力。羧酸酯
酶的比活力以每毫克蛋白每分钟水解底物的摩尔数来

表示，单位为／imo[／(mg pro·min)。

1．6．3羧酸酯酶动力学常数测定 将底物稀释成

5～7个系列浓度测定在不同浓度下的A值。试验重

复3次。数据用Enzfit软件计算米氏常数(michaelis

constants，K。)和最大反应速度(maximal velocities，

V。)。

1．6．4蛋白含量测定参照BradfordL81考马斯亮蓝

G一250法。用BSA测定蛋白质含量标准曲线。取1 ml

待测酶液(调整蛋白质含量20～100 gg)，加5 ml考马

斯亮蓝Cr250染色液，混合均匀后2 min至1 h内测A595

值。由标准曲线计算酶液中蛋白质的含量。

1．7 统计处理所有数据均用SPSs软件处理。

2结果与分析

2．1 生物测定及其增效剂试验

2．1．1马拉硫磷、敌敌畏对德国小蠊敏感品系及野外

品系的毒力测定利用点滴法分别测定马拉硫磷、敌

敌畏对敏感品系及野外品系的毒力。从表1可以看

出，北京市不同城区的4个野外品系对马拉硫磷、敌敌

畏均产生了不同程度的抗药性，以CP和sJS 2个野外

品系抗性较高，对马拉硫磷抗性分别达到19．00和

15．85倍；而对敌敌畏则分别达到22．87和35．66倍。其

他2个野外品系对马拉硫磷、敌敌畏抗性均在10倍左

右，也应引起注意。

2．1．2增效剂TPP对德国小蠊敏感品系及野外品系

的增效作用 由表1可以看出，增效剂TPP对马拉硫

磷的增效比率普遍高于对敌敌畏增效比率。增效剂

TPP在敏感品系中对马拉硫磷、敌敌畏均有一定的增

效作用；而在野外品系中对2种有机磷药剂则均有明

显的增效作用，在CP品系中TPP对马拉硫磷的增效

作用明显大于SS品系，增效比率高达20．08倍，而该

品系对马拉硫磷的抗性也是最高，达19．00倍；在sJS

品系中TPP对敌敌畏增效比率最高，为SS品系的

4．81倍，而该品系对敌敌畏的抗性也是4种野外品系

中的最高，抗性倍数为35．66倍。增效剂TPP是羧酸

酯酶的专一性抑制剂，本实验结果表明增效剂TPP对

高抗品系有高的增效比率，这一现象表明TPP抑制的

羧酸酯酶在抗性高的品系中解毒作用有所加强，而从

另一个方面暗示我们羧酸酯酶与德国小蠊对有机磷类

药剂抗性有关。

2．2 生化测定结果

2．2．1德国小蠊敏感品系及野外品系羧酸酯酶比活

力测定生物测定和增效剂试验结果提示，德国小蠊

羧酸酯酶参与了德国小蠊对有机磷类药剂的抗性。因

此，本实验对德国小蠊羧酸酯酶做了进一步研究。利

用生化的方法测定德国小蠊敏感品系及4个野外品系

羧酸酯酶的活性，由表2可以看出4个野外品系的酶

活性明显高于敏感品系，其差异有统计学意义，而且通

过提高显著水平(P=0．01)做多重比较检验发现敏感

品系与野外品系在活性上的差异也均有统计学意义。

这一检验结果进一步证明酯酶的高活性可能影响德国

小蠊对有机磷类药剂的抗药性。

2．2．2德国小蠊敏感品系及野外品系羧酸酯酶的动

力学K。是酶的特征性常数，该值的大小表明酶和

底物之间亲和力的高低[9’10|。德国小蠊不同品系羧酸

酯酶对底物水解的K。和V一的值列于表3中，通过

数据处理发现，德国小蠊野外品系的K。均小于敏感

表1 单独使用2种杀虫剂及配合使用增效剂对德国小蠊敏感品系和北京市不同地区野外品系的触杀毒力

注：*24 h死亡率；#剧只；A抗性倍数：抗性品系uk／敏感品系LDso；▲增效比：单剂的LIⅫ／(单剂+TPP的u‰)。
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表2 德国小蠊敏感品系及野外品系羧酸酯酶的比活力值

品系 比活力(删(rng pro’mm)J
SS

XW

凹

SJS

SY

45．2687±3．98743

169．4897±5．0218b

179．0673±5．8984b

118．8103±8．7152。

172．7317±3．24426

注：表中的数据为3次重复实验，每次重复测定3次的膏±5；不同

字母表示差异有统计学意义(P<0．01)。

表3 敏感品系及北京市不同城区野外品系德国小蠊

羧酸酯酶的K。和y一值

注：表中数据为3次重复试验的平均值，即每次重复测定的j±s；

不同字母表示差异有统计学意义(P<0．01)。

品系，通过方差分析和多重比较，德国小蠊敏感品系的

K。值与野外品系差异有统计学意义，野外品系德国

小蠊的羧酸酯酶V一亦均高于敏感品系，且差异有统
计学意义。

2．2．3德国小蠊敏感品系及野外品系羧酸酯酶的离

体抑制测定敌敌畏、马拉硫磷对敏感品系和野外品

系德国小蠊羧酸酯酶的抑制中量I卯，进一步分析比较

2个品系酯酶的差异。由表4可以看出，2种药剂对敏

感品系和野外品系抑制作用是不同的，敏感品系较抗

性品系更容易受到抑制，且差异有统计学意义。2种

药剂对酯酶的抑制也存在差异，敌敌畏对羧酸酯酶抑

制能力高于马拉硫磷对羧酸酯酶的抑制能力。

表4 敌敌畏和马拉硫磷对敏感品系及野外品系

德国小蠊羧酸酯酶I卯的比较

注：表中数据为3次重复试验的平均值，即每次重复测定的j±s；

不同字母表示差异有统计学意义(P<0．01)。

2．3 德国小蠊抗性水平与羧酸酯酶活性、动力学常

数及抑制中浓度间接反应抗性水平等因素相关分

析通过对酶活力、动力学常数及抑制中浓度等数据

处理分析，发现这些指标可以很好地在生化水平上反

映德国小蠊的抗性水平。因此，有必要将这些指标与

德国小蠊抗性水平的关系做进一步分析，期望能够确

定这些因素与抗性水平是否存在某种确定性或不确定

性的关系。通过相关分析发现(表5)，对于马拉硫磷

德国小蠊羧酸酯酶比活力、V一、I∞等因素与德国小

蠊抗性有很好的正相关，并且酯酶活性、V。与抗性水

平相关性显著，即酶比活力、‰和I卯越大则抗性水
平越高；K。与德国小蠊抗性亦有很好的负相关性，且

相关性显著，即K。值越低则抗性水平越高。对于敌

敌畏，K。与抗性水平呈负相关，相关性不显著，但我

们可以定性的知道K。值越低则表明抗性水平越高，

这一结果与马拉硫磷一致。

表5 德国小蠊抗性水平与羧酸酯酶比活力、动力学常数

及抑制中浓度因素相关分析

注：“一”不呈线性相关；*相关系数在O．05水平上差异有统计学

意义(双侧检验)。

3 讨论

本研究通过生物测定、增效剂试验和生化分析的

方法系统地研究了德国小蠊对有机磷类药剂(以马拉

硫磷和敌敌畏为代表)的抗药性机制。生物测定结果

表明北京市不同城区的4个野外品系对马拉硫磷、敌

敌畏均产生了不同程度的抗药性，CP和sJS品系对马

拉硫磷抗性分别达到19．00和15．85倍；而对敌敌畏则

分别高达22．87和35．66倍。在增效剂试验中，增效剂
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TPP在敏感品系中对马拉硫磷、敌敌畏均有一定的增

效作用；而在野外品系中对2种有机磷药剂则均有明

显的增效作用，在CP品系中TPP对马拉硫磷的增效

作用明显大于ss品系，增效比率高达20．08倍，而该

品系对马拉硫磷的抗性也最高，达19．00倍；在SJS品

系中TPP对敌敌畏增效比率最高，为SS品系的4．81

倍，而该品系对敌敌畏的抗性也是4种野外品系中最

高，抗性倍数为35．66倍。由于增效剂TPP是羧酸酯

酶的专一性抑制剂，说明羧酸酯酶参与了德国小蠊对

有机磷类药剂的代谢作用。而增效剂TPP对高抗品

系有高的增效作用，这一结论进一步证实羧酸酯酶的

解毒代谢对抗性的形成具有重要意义，即羧酸酯酶的

解毒代谢参与了德国小蠊对有机磷类药剂的抗药性

形成。

生物测定和增效剂试验结果提示，德国小蠊羧酸

酯酶参与了德国小蠊对有机磷类药剂的抗性。利用生

化的方法进一步测定德国小蠊敏感品系及4个野外品

系羧酸酯酶的活性。野外品系的酶比活力明显高于敏

感品系，结果进一步证明酯酶的高活性可能影响德国

小蠊对有机磷类药剂的抗药性。

K。是酶的特征性常数，该值的大小表明酶和底

物之间亲和力的高低。羧酸酯酶的动力学研究表明，

不同品系的羧酸酯酶对a-NA这一共同底物表现出不

同的亲和性(K。值不同)，德国小蠊野外品系的K。

值均小于敏感品系，由K。所表示的酶特性可知，野外

品系酯酶与底物的亲和力远远高于敏感品系，也就是

说当外源有毒化合物进入虫体时，抗性品系的酯酶能

够很好地与之结合，将其转化成低毒或者无毒的物质，

进而减缓或者代谢掉有毒的化合物，从而避免中毒。

而V。，从另一个侧面反映抗性品系德国小蠊的羧酸

酯酶对a—NA的活性高于敏感品系。羧酸酯酶体外抑

制试验表明，2种有机磷类药剂对敏感和野外品系抑

制作用是不同的，敏感品系较抗性品系更容易受到抑

制。通过一系列系统的试验，可以得出这样的结论：羧

酸酯酶解毒代谢活性的提高是德国小蠊对有机磷类药

剂产生抗药性的机制之一。

虽然酶动力学试验的结果初步证实了抗性品系和

敏感品系羧酸酯酶存在质的差别，但是还不能确定抗

性品系羧酸酯酶发生了何种变化，这些都有待于通过

同工酶电泳以及分子生物学的方法做进一步的研究。

需要指出的是昆虫对杀虫剂的抗药性是多方面因素综

合作用的结果，本研究仅从生化水平上讨论羧酸酯酶

是否参与了抗药性的形成，对于更深层次的研究有待

于做进一步的探讨。
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