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杀虫剂的选择作用对小菜蛾表达蛋白质的影响
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[摘要】 运用蛋白质双向电泳分析技术，通过对成虫蛋白质的提取，分离出水溶性的蛋白质组分，对比研究了

溴氰菊酯抗性品系、杀螟丹抗性品系、杀虫双抗性品系和敏感品系小菜蛾成虫的蛋白质在表达上的差异．通过

对电泳图谱分析，在溴氰菊酯的抗性和敏感品系中获得了8个特异的蛋白质斑点，pH5．O～8．1，相对分子质量

为46000～23000；在抗杀螟丹品系中得到了8个特异斑点，pH4．6～8．1，相对分子质量为92000～18000；在杀

虫双的抗性品系和敏感品系中产生了6个特异斑点，pH5．5～7．1，相对分子质量为31 ooo～28000．虽然抗性品

系是敏感品系通过多年的室内逐代的药剂选择获得的，但是在杀虫剂选择压力作用下所引起的表达蛋白质的

差异是否与溴氰菊酯、杀螟丹和杀虫双的抗性有关还需迸一步证实．
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Ab融ract：The dianlondback rnoth，尸Zu把Zf。j：)怕s￡eZZn(L．)， has deveIoped resistance to Various insecti·

cides． Changes induced in rrloth proteins of one suscep“ble sn伍n and three strains selected fbr resistance to

deltamet¨n，cartap aIld dimehypo，respec“vely，were compared with pmtein’s two·diⅡlensional gel elec·

tmphoresis．After the analysis of the spectnlm of gel electrophoresis，eight proteins，pH 5．0～8．1 and mo—

lecular weight 46 000^_23 000，showed diff毫rent expressions in deltarnethrin resistant strain and its suscepti—

ble strains；Eight pmteins，pH 4．6～8．1 aJldⅡ101ecular weight 92 000～18 000，were expressed specially

in cart印resistant strain；and Six proteins，pH 5．5—7．1 and molecular weight 31 o()o～28()00，were ex·

pressed differently in dimehypo resistant strain and its susceptible strains．Though all resistaIlt s砌ns were

selected by the action of insecticides on the basis of susceptible stmin，whether these different expressed

proteins are related to the resistance to deltamethrin，canap arld dimehypo should be studied further．
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0 引言

蛋白质作为生物体功能的体现者和执行者，既具有表达的动态性，又具有结构与功能的高度复杂性，

但是这些差异难以从生物体的遗传信息上去全面预测，因此需要从差异表达的蛋白质水平研究基因与功

能的关系．

收稿日期：2006Jo卜15，

基金项目：江苏省高校自然科学基金资助项目(03KJDl80112)．

作者简介：程罗根，1963一，博士，副教授，主要从事遗传学领域的教学和研究．E—mail：chengluogen@njnu．edu．cn

一101—
  万方数据



南京师大学报(自然科学版) 第29卷第4期(2006年)

杀虫剂作为害虫防治的主要手段，在杀死害虫的同时，也使害虫产生了越来越高的抗药性，从而给害

虫防治工作带来了很大的困难．抗药性的产生和不断增强显然是在杀虫剂作用下害虫自身的生理生化改

变所引起的，归根结底是体内蛋白质差异表达的结果．因此，分析杀虫剂作用后害虫体内蛋白质表达的差

异，不仅有利于阐明抗药性的发生机制，还有可能分离、鉴定出与抗性相关的蛋白质，从而为抗性治理和新

型高效杀虫剂的开发提供理论基础．

小菜蛾对溴氰菊酯的抗药性发展非常快，而且抗性也比较强，比较难治理，在有些地区已失去了防效．

杀虫双和杀螟丹属于沙蚕毒素类仿生药物，两者的毒害机理相似，可以防治多种农业害虫．目前在田间小

菜蛾对这两种药物的抗药性不是很高，我们通过室内筛选培育出对这两种药剂具有高水平抗性的小菜蛾

晶系，对其抗性的发生与发展规律进行前瞻性研究，以便收到更好的防效，并延长其有效使用寿命．

本研究以多年选育的抗杀虫双、抗杀螟丹和抗溴氰菊酯小菜蛾品系和敏感品系为材料，采用双向电泳

技术比较分析抗性品系和敏感品系蛋白质组的差异，研究在抗性选育过程中杀虫剂所引起的小菜蛾组织

蛋白质的变化，拟分离鉴定出与抗性相关的蛋白质，进一步阐明小菜蛾对上述药剂的抗性机理．

1材料与方法

1．1试材

供试小菜蛾的原始种群采自贵阳市花溪区中曹乡的甘蓝地，经室内饲养1代后测定四龄幼虫的LD，。

值，与武汉市蔬菜研究所提供的敏感种群比较确定其为溴氰菊酯、杀虫双和杀螟丹的敏感品系．将此品系

分成两部分，一部分保持其敏感性，另一部分在室内分别用溴氰菊酯、杀虫双和杀螟丹逐代选择培育抗性

品系．经过119代的选育，抗性分别达到123、57和1 276倍．

1．2方法

1．2．1 蛋白质样品的制备

根据Peng等⋯方法略作改进．分别取溴氰菊酯抗性品系、杀虫双抗性品系、杀螟丹抗性品系和敏感品

系小菜蛾成虫8只，置于玻璃匀浆器中，加蛋白质变性剂(0．5 moL／L Tris-Hcl、10％sDS、5％B一巯基乙醇、

10％甘油、O．05％溴酚蓝、O．1％NP40)匀浆，研磨至糊状，沸水下变性3 min，冷却后500 g离心5 min，取上

清液备用．

1．2．2 IEF—PAGE

参照O’FaHell旧。和Peng等⋯方法进行．凝胶浓度为3％，内含9 moL／L尿素、2％NP40、Ampholytes(pH

5～7，pH 3—10，2：1)、TEMED、AP．将凝胶注入凝胶管(120 mm×3 mm)，预聚胶(120 V，15 min；300 V，30

min；400 V，60 min)后，加入蛋白质样品于400 V下等电聚胶16 h．最后将样品胶放人平衡液(6 mmoL／L

Tris—Hcl，pH 6．8，p一巯基乙醇，10％甘油，2％SDS)中平衡20 min．

1．2．3 SDS—PAGE

按照Laemmli方法【3 J，分离胶浓度为12．5％，浓缩胶浓度为2．5％．40 mA条件下电泳至溴酚蓝前沿

距胶底部1 cm处停止电泳．

2结果与分析

2．1蛋白质定量

4种品系小菜蛾蛋白质的提取物用G一250法定量，上样量均为100肛g．

2．2双向电泳结果

敏感品系和抗性品系小菜蛾的蛋白质双向电泳结果如图1、图2和图3所示．电泳图中约有150个蛋

白质斑点，等电点和分子量的分布范围较广，但在相对分子质量32 000—97 000区域蛋白质比较丰富．抗

性品系和敏感品系的蛋白质表现出明显的质和量的差异．

2．2．1敏感品系与溴氰菊酯抗性品系的比较

双向电泳的结果表明，敏感品系和抗溴氰菊酯品系在蛋白质水平的差异非常明显(见图1、表1所

示)．在抗性品系中有DTl、D他、D弱和DT4等4个明显的特异蛋白斑点，其pH 5．3～8．1，相对分子质量

为31 000～23 000；在敏感品系中有S1、S2、s3和s4等4个明显的特异蛋白斑点，其pH5．3—8．1，相对分
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子质量为3l 000～23 000．

2．2．2

(3)抗杀螟丹品系 (4)抗杀虫双品系

图1敏感品系和抗性品系小菜蛾蛋白质双向电泳比较图

表1小菜蛾敏感品系和抗澳氰菊酯品系差异蛋白质

双向电泳结果表明抗杀虫双和抗杀螟丹品系与敏感品系在蛋白质水平差异明显，而两种抗性品系的

双向电泳图谱比较相似．在杀螟丹抗性品系中产生了cl、c2、c3、C4、c5、c6、c7和c8等8个特异斑点，

pH 4．6～8．1，相对分子质量为92 000～18 000(如图1和表2所示)；在杀虫双抗性品系中产生了D11、

D12、D13、D14和D15等5个特异斑点，pH4．8—5．5，相对分子质量为31 000—20000，敏感品系中出现了1

个特异斑点，pH 7．1，分子量为28000(如图1和表3所示)．
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3讨论

表3小菜蛾敏感品系和抗杀虫双品系差异蛋白

利用蛋白质组学方法研究不同个体在不同生境和不同发育阶段蛋白质表达的差异，是蛋白质组学研

究的一项重要内容．对动物H J、植物"1和昆虫M’¨等生物的研究表明，逆境或化学物质均能诱导生物表达

蛋白质的质和量的改变．昆虫对杀虫剂的抗药性是在长期的选择压力下形成的，已经公认的作用机理包

括：对杀虫剂解毒代谢的增强、行为的改变、表皮穿透性的减少和靶标作用部位敏感性的降低，这些作用方

式无不与相关基因的表达有关．因此，从比较抗性品系和敏感品系功能基因的表达产物人手，研究昆虫的

抗药性机理，将是本领域研究的一个快捷有效的途径．

本研究利用室内多年选育的能稳定遗传的溴氰菊酯抗性品系、杀螟丹抗性品系、杀虫双抗性品系和同

步隔离饲养的敏感品系为材料，对成虫期的蛋白质做了比较分析，获得了清晰的蛋白质图谱，在抗性品系

和敏感品系中都获得了特异的蛋白质斑点．由于抗性品系是敏感品系通过多年的药剂逐代选择获得的，因

此可以认为，在抗性品系中得到的这些特异表达的蛋白质分别与溴氰菊酯、杀螟丹和杀虫双的诱导作用有

关，在敏感品系中出现而在抗性品系中消失的蛋白质斑点也是杀虫剂选择作用的结果．但是，这些差异表

达的蛋白质的化学性质、氨基酸序列以及功能尚需进一步研究．
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