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　　摘要：将４０％辛硫磷原液稀释成３５～７０ｍｇ／Ｌ浓度区间的８个浓度梯度，采用浸叶法测定了辛硫磷对于５龄第３
天蓖麻蚕（Ｐｈｉｌｏｓａｍｉａｃｙｎｔｈｉａｒｉｃｉｎｉ）２４ｈ的半致死浓度（ＬＣ５０），计算出４０％辛硫磷乳油对蓖麻蚕的 ＬＣ５０（２４ｈ）为

５１．８１ｍｇ／Ｌ。用实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴ－ｑＲＣＲ）方法检测添食５０ｍｇ／Ｌ辛硫磷后蓖麻蚕乙酰胆碱酯酶基因 Ｐｃｒａｃｅ１、
Ｐｃｒａｃｅ２在不同组织（血液、脂肪体、中肠、丝腺、头）中的表达变化，结果显示：在添食辛硫磷之后，Ｐｃｒａｃｅ１、Ｐｃｒａｃｅ２在各
组织中的表达都有变化，其中Ｐｃｒａｃｅ１在头部、脂肪体的转录表达量分别比对照组高１０．６６、２６．５０倍；Ｐｃｒａｃｅ２在头部、
脂肪体的转录表达量分别比对照组高２４．７３、１４．５６倍；Ｐｃｒａｃｅ１、Ｐｃｒａｃｅ２表达量在中肠、丝腺中的变化不大，上调的倍数
分别是７．６５、５．６２与３．４４、２．３４倍；Ｐｃｒａｃｅ１、Ｐｃｒａｃｅ２在血液中几乎无表达变化，表达变化倍数分别为２．５２、１．１１倍。结果
表明，Ｐｃｒａｃｅ１、Ｐｃｒａｃｅ２主要在脂肪体、头部发挥代谢解毒作用，而中肠、丝腺等组织对农药辛硫磷的代谢解毒作用较小，
血液几乎不参与解毒作用。
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通信作者：徐安英，研究员，硕士生导师，主要研究方向为家蚕种质资

源与遗传育种。Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｒｉｘａｙ＠１２６．ｃｏｍ。

　　蓖麻蚕（Ｐｈｉｌｏｓａｍｉａｃｙｎｔｈｉａｒｉｃｉｎｉ）原产于印度，是大蚕蛾
科樗蚕的一个亚种，以蓖麻叶、椿树叶及木薯叶为主要饲料，

在我国广西、江苏、内蒙以及印度、泰国等东南亚国家进行饲

养，是绢丝生产的重要蚕品种之一［１］。辛硫磷是一种以触

杀、胃毒为主的高效低毒有机磷杀虫剂，因其具有杀虫广谱性

和无内吸作用，广泛应用于小麦、玉米、水稻、棉花、桑树等作

物的多种鳞翅目害虫的防治［２］。但是在对木薯、蓖麻等作物

害虫进行防治的过程中，由于对药物浓度、残留期等把握不

好，蓖麻蚕农药中毒的情况时有发生，导致蚕农养蚕绝收或蚕

茧质量、产量下降，养蚕户出现较大的经济损失，成为蓖麻蚕

产业发展的阻力［３］。

乙酰胆碱酯酶［４］是昆虫靶标抗性作用靶标之一，为有机

磷、氨基甲酸酯类杀虫剂的作用靶标，乙酰胆碱酯酶的突

变［５］和超表达［６］是昆虫抵抗杀虫剂的重要方法，国内外已有

许多相关报道。王举梅等对家蚕添食辛硫磷前后２种乙酰胆
碱酯酶基因（ａｃｅ１、ａｃｅ２）的转录特征进行了研究，结果表明：
在正常的家蚕中，ａｃｅ１在各组织中表达量差异很大，在脑组织
中高量表达，在其他所有组织中只有微弱的表达；而 ａｃｅ２在
各组织中的表达量差距不大，在中肠、丝腺和血淋巴中相对表

达量较低，在脂肪体、卵巢中相对表达量较高［５］。刘芳等已

发现乙酰胆碱酯酶不敏感的果蝇、家蝇、埃及伊蚊等抗性昆

虫［６］。目前关于蓖麻蚕在靶标抗性解毒酶分子水平的研究

报道很少。本研究根据《化学农药环境安全评价试验准

则》［７－８］推荐的浸叶法测定辛硫磷对蓖麻蚕５龄第３天２４ｈ
的半致死浓度（ＬＣ５０），并采用实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ－
ｑＲＣＲ）方法检测添食辛硫磷后乙酰胆碱酯酶基因在不同组
织（血液、脂肪体、中肠、丝腺、头）中的表达变化，以期为蓖麻

蚕抗药性研究提供基础，也为害虫的防治提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与药剂
供试农药：４０％辛硫磷乳油，连云港立本农药化工有限公

司生产。供试蓖麻蚕品种：海蓝（Ｂ７）品种，由中国农业科学
院蚕业研究所提供，用常规方法催青，饲养至５龄第３天，选
取发育一致的正常蓖麻蚕幼虫个体。供试蓖麻叶：由中国农

业科学院蚕业研究所试验场提供，采摘未施用农药的新鲜５
龄蓖麻叶。

１．２　菌种与试剂
大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞，由笔者所在课题组制备。

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌ
Ｔｉｍｅ）、ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（ＴｌｉＲＮａｓｅＨｐｌｕｓ）、ｐＭＤ

１９－ＴＳｉｍｐｌｅＶｅｃｔｏｒ等，购自大连宝生物工程公司。ＴＲＩｚｏｌ试
剂，购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司。
１．３　辛硫磷对蓖麻蚕ＬＣ５０的测定

采用浸叶法测定辛硫磷对蓖麻蚕 ５龄第 ３天 ２４ｈ的
ＬＣ５０。参照农药公司推荐的使用浓度和预试验测定的２４ｈ
蓖麻蚕全部死亡和全部存活的浓度，正式试验在此浓度范围

内重新设定浓度，以蒸馏水浸泡蓖麻叶为对照。将４０％辛硫
磷原液分别稀释成３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０ｍｇ／Ｌ，共８个
浓度梯度。将蓖麻叶切成１ｃｍ２左右的方片，在辛硫磷配制
液中浸泡１０ｓ，自然晾干后供蓖麻蚕食用。采用添食毒蓖麻
叶１ｇ／头的标准，取饲养２０头５龄第３天蓖麻蚕为１个试验
组，每个浓度３次重复，共计６０头。将喂食添加辛硫磷农药
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后的蓖麻蚕置于温度为２５℃、相对湿度８０％的环境中饲养，
２４ｈ后观察并记录中毒情况及死亡数。

采用Ａｂｂｏｔｔ公式计算添食辛硫磷后蓖麻蚕的死亡率，当
对照组死亡率为０时，试验组死亡率＝［（试验蚕数 －药后活
蚕数）／试验蚕数］×１００％；当对照组死亡数 ＜１０％时，试验
组死亡率＝［（试验组死亡率 －对照组死亡率）／（１－对照组
死亡率）］×１００％。在 Ｅｘｃｅｌ中计算出辛硫磷对蓖麻蚕的毒
力回归方程和半致死浓度［９］。

１．４　蓖麻蚕乙酰胆碱酯酶基因的克隆
根据昆虫中已经克隆出来的乙酰胆碱酯酶基因的氨基酸

保守序列，用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计 ２对简并引物：１Ｆ：５′－
ＧＡＴＴＧＣＧＡＴＧＡＧＧＡＣＡＣＴ－３′，１Ｒ：５′－ＴＧＧＣＴＣＧＡＡＴＡ
ＣＡＧＡＡＧＡ－３′；２Ｆ：５′－ＴＣＣＴＴＣＴＴＣＴＧＴＡＴＴＣＧＡＧＣＣＡ－３′，
２Ｒ：５′－ＴＧＴＧＡＴＧＣＴＡＴＧＧＧＴＴＴＴ－３′。用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取蓖
麻蚕幼虫的总ＲＮＡ，反转录形成ｃＤＮＡ作为 ＰＣＲ模板。ＰＣＲ
（５０μＬ）反应体系：５μＬ１０×ＬＡＴａｑＢｕｆｆｅｒⅡ（Ｍｇ２＋Ｐｌｕｓ），
８μＬｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），上、下游引物各１μＬ，
２μＬ模板，０．５μＬＴａｑ多聚酶，用蒸馏水调节总体积至
５０μＬ。反应程序为：９５℃预变性 ３ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５５℃
１ｍｉｎ，７２℃４０ｓ，３０次循环；７２℃１０ｍｉｎ。将ＰＣＲ获得的产
物经电泳、胶回收后与预期ＤＮＡ片段长度一致的区域连接到
载体上并转化到感受态细胞中，经过扩大培养获得菌液，对菌

液进行基因测序。对基因序列进行ＢＬＡＳＴ比对和分析。
１．５　蓖麻蚕添食辛硫磷后乙酰胆碱酯酶基因的转录水平
测定

根据“１．３”节所述试验方法，在添食５０ｍｇ／Ｌ浓度辛硫
磷组中，选取在２４ｈ出现轻微中毒现象的活蚕，解剖后取血
液、脂肪体、中肠、丝腺、头等５个组织，在对照组中选取正常
蓖麻蚕的相应组织作为对照。提取总 ＲＮＡ，将总 ＲＮＡ反转
录获得ｃＤＮＡ，以蓖麻蚕Ａｃｔｉｎ３为内参基因进行实时荧光定量
ＰＣＲ。反应体系为：１０μＬＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ，６．６μＬ
ｄｄＨ２Ｏ，２μＬ模板，上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 ０．５μＬ，
０．４μＬ５０×ＲｏｘＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ，总体积２０μＬ。反应程序采用
２步法：首先 ９５℃３０ｓ，消除加样品时产生的气泡；第 １步
ＰＣＲ反应：９５℃预变性１５ｓ，６０℃退火延伸３０ｓ，循环４５次；
第２步生成熔解曲线，９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，９５℃１５ｓ。

２　结果与分析

２．１　辛硫磷对蓖麻蚕的毒力
按照“１．３”节中的试验步骤，测定辛硫磷对蓖麻蚕的

ＬＣ５０。试验前先进行饥饿处理，保证经辛硫磷浸泡过的蓖麻
叶全部被吃完。试验结果表明：试验组中添食６５、７０ｍｇ／Ｌ辛
硫磷浸泡过的蓖麻叶的蓖麻蚕在第４小时首先出现吐水、狂
躁、身体扭曲等中毒现象，在第９小时出现死亡现象；对照组
无中毒现象。统计结果见表１。
　　根据表１结果，由添食辛硫磷浓度及其对应的死亡率得
到辛硫磷对蓖麻蚕的毒力回归方程为 Ｙ＝２．７１１４Ｘ－
９０４７５，其中Ｘ为剂量对数值，Ｙ为校正死亡率；相关性为
０９６８８（ｒ２＞０．９），相关性较好，采用黄剑等推荐的方法［９］计

算出蓖麻蚕对辛硫磷的ＬＣ５０（２４ｈ）为５１．８１ｍｇ／Ｌ。　
２．２　蓖麻蚕乙酰胆碱酯酶基因的克隆及鉴定

表１　辛硫磷对蓖麻蚕２４ｈ的毒性试验结果

辛硫磷浓度

（ｍｇ／Ｌ）
供试蚕数

（头）

死亡数

（头）

死亡率

（％）

０ ６０ ０ ０
３５ ６０ ２ ３．３
４０ ６０ １１ １８．３
４５ ６０ １９ ３１．７
５０ ６０ ２７ ４５．０
５５ ６０ ３１ ５１．７
６０ ６０ ５０ ８３．３
６５ ６０ ５４ ９０．０
７０ ６０ ５５ ９１．７

　　用“１．４”节所述的方法进行 ＰＣＲ扩增，大约在 ７１０、
６１０ｂｐ处各出现１条单一的条带（图１）。将扩增产物送生工
生物工程（上海）股份有限公司测序，拼接后获得 １条
１３３９ｂｐ的序列，经ＢＬＡＳＴ比对，与棉铃虫的 ａｃｅ１同源性达
到７８％；总体分值为７９１，Ｅ期望值是０．０（Ｅ＜１０－５）；该基因
与棉铃虫ａｃｅ１覆盖率为９６％，将该基因命名为Ｐｃｒａｃｅ１。

２．３　辛硫磷诱导后Ｐｃｒａｃｅ１、Ｐｃｒａｃｅ２的转录特性
根据上述研究中已经克隆出的蓖麻蚕 Ｐｃｒａｃｅ１的基因序

列，利用 Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０设计引物得：Ｐｃｒａｃｅ１－Ｆ：５′－ＡＧＣＴ
ＴＣＡＧＣＣＡＡＴＣＴＴＡＴ－３′；Ｐｃｒａｃｅ１－Ｒ：５′－ＣＧＧＧＴＧＣＡＧＴＡＴ
ＣＡＧＴＴＴＣＡ－３′。Ｐｃｒａｃｅ２（基因登录号：ＫＣ３１０８０１）的荧光定
量的引物为：Ｐｃｒａｃｅ２－Ｆ：５′－ＧＧＡＣＧＧＡＣＣＧＡＧＴＴＴＴＣＴＧＣ－
３′；Ｐｃｒａｃｅ２－Ｒ：５′－ＴＧＧＣＴＴＣＣＣＴＴＴＴＧＡＴＴＴＴＧＧ－３′［１０］。用
荧光定量引物进行 ＰＣＲ扩增，电泳后获得单一条带（图２），
说明引物具有特异性，可以作为ＲＴ－ｑＰＣＲ的引物。

　　按照“１．５”节所述方法进行ＲＴ－ｑＰＣＲ，检测经辛硫磷诱
导后Ｐｃｒａｃｅ１、Ｐｃｒａｃｅ２在转录水平上的表达变化，结果如图３
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所示。可见Ｐｃｒａｃｅ１在脂肪体中的相对表达量比对照组增加
２６．５０倍，在头部的转录表达比对照组增加１０．６６倍；Ｐｃｒａｃｅ２
在脂肪体中的表达变化量比对照组增加１４．５６倍，在头部的
转录表达变化量比对照组增加２４．７３倍，说明乙酰胆碱酯酶
主要在头、脂肪体中发挥代谢解毒作用，其中 Ｐｃｒａｃｅ１在脂肪
体中发挥解毒作用最大，而 Ｐｃｒａｃｅ２在头部发挥解毒作用最
大。Ｐｃｒａｃｅ１、Ｐｃｒａｃｅ２在中肠、丝腺中的转录表达变化不大，经
辛硫磷诱导后，表达增加倍数分别是 ７．６５、５．６２和 ３．４４、
２．３４倍，说明中肠、丝腺的代谢解毒作用较小。Ｐｃｒａｃｅ１、
Ｐｃｒａｃｅ２在血液中表达变化微小，表达增加倍数分别是２．５２、
１．１１倍，说明血液几乎不参与代谢解毒作用。

３　讨论与结论

蓖麻蚕具有广食性、耐粗放饲养、龄期短、蚕丝性能优良

等特点，在南方蚕区广为饲养。近几年来，由于农药的频繁使

用，蓖麻蚕中毒不结茧等现象时有发生，严重危害养蚕农户经

济利益。本研究采用浸叶法测得４０％辛硫磷乳油对于５龄
第３天蓖麻蚕２４ｈ的ＬＣ５０为５１．８１ｍｇ／Ｌ；而王燕红测定的辛
硫磷对５龄第３天家蚕２４ｈ的ＬＣ５０为７．８６ｍｇ／Ｌ

［１１］，辛硫磷

对于蓖麻蚕的半致死浓度约为家蚕的６．６倍。这可能与两者
的体质量差别有关，５龄第３天蓖麻蚕的体质量一般是家蚕
的２～３倍，使蓖麻蚕解毒能力强于家蚕；另外，蓖麻蚕作为家
蚕的近缘物种，其驯化时间远远短于家蚕，长期的野外生存需

要更强的环境适应能力，因此具有更强的抗药性。辛硫磷对

于蓖麻蚕的半致死浓度远高于家蚕，说明蓖麻蚕的抗药性比

家蚕强，这为蓖麻蚕的推广提供了有利条件，也为蓖麻的害虫

防治提供理论依据。

鳞翅目昆虫有２种乙酰胆碱酯酶（ａｃｅ１、ａｃｅ２），ａｃｅ１是由
ａｃｅ２进化得来的，而且都与昆虫的抗药性相关［１２］。本研究使

用辛硫磷诱导，经荧光定量ＰＣＲ检测Ｐｃｒａｃｅ１、Ｐｃｒａｃｅ２在蓖麻
蚕不同组织（血液、脂肪体、中肠、丝腺、头）中的表达变化。

农药诱导后，各组织中的 Ｐｃｒａｃｅ１、Ｐｃｒａｃｅ２表达出现变化，在
头部、脂肪体中的表达变化最明显，转录水平是正常时的１０
倍以上。Ｐｃｒａｃｅ１在脂肪体中的表达变化最大，辛硫磷诱导前
后表达差异达２６．５０倍，这可能与脂肪体是主要的代谢器官
有关。刘海涛曾报道，家蚕经辛硫磷诱导后乙酰胆碱酯酶的

活性明显下降，随着辛硫磷在脂肪体中的积累，促进乙酰胆碱

酯酶基因的转录表达［１３］。Ｐｃｒａｃｅ２在头部的表达变化最大，
推测在头部 Ｐｃｒａｃｅ２比 Ｐｃｒａｃｅ１承担了更重要的解毒作用，这
和王燕红的试验结果［１１］相符合。在中肠中 Ｐｃｒａｃｅ１、Ｐｃｒａｃｅ２
也发生一定的表达变化，因为中肠是第一道防线，辛硫磷通过

中肠进入体内，降低乙酰胆碱酯酶的活性，影响乙酰胆碱酯酶

基因的转录表达。Ｐｃｒａｃｅ１、Ｐｃｒａｃｅ２在血液、丝腺中的表达变
化不大，目前尚未出现关于丝腺、血液对于农药代谢的相关

报道。

目前我国对有机磷农药的需求量逐年激增，这虽然可以

保证农作物的高产，但是同时也危及食品安全和生态环境，因

此低毒安全的有机磷农药研制将是未来农药发展的方向。本

研究测定辛硫磷对于５龄第３天蓖麻蚕２４ｈ的 ＬＣ５０以及舔
食辛硫磷之后乙酰胆碱酯酶基因的表达变化，为有机磷农药

的使用及开发提供了理论依据，也为蓖麻蚕的养殖提供了

参考。
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