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　　摘要：采用室内喷药继代汰选法和生化分析法，以广西南亚热带农业科学研究所木薯种质资源圃采集的朱砂叶螨
为敏感品系（ＳＳ），用阿维菌素对朱砂叶螨进行１５代抗性选育，获得抗性倍数为３．２５的抗阿维菌素品系（Ａｂ－Ｒ）。经
室内选育后，对Ａｂ－Ｒ和ＳＳ解毒酶活性的测定表明，随着选育代数的增加，Ａｂ－Ｒ１５体内羧酸酯酶（ｃａｒｂｏｘｙｌｅｓｔｅｒａｓｅｓ，

简称ＣａｒＥ）、谷胱甘肽－Ｓ－转移酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ－ｓ－ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，简称 ＧＳＴｓ）、多功能氧化酶（ｍｕｌｔｉ－ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｏｘｉｄａｓｅ，
简称ＭＦＯ）的比活力分别为ＳＳ的１．２７、１．６９、１．９２倍。此外，Ａｂ－Ｒ５、Ａｂ－Ｒ１０、Ａｂ－Ｒ１５体内的ＭＦＯ比活力与ＳＳ相比

差异均达显著性水平；筛选至１０代时，ＣａｒＥ比活力与ＳＳ相比无显著性差异；筛选至５代时，ＧＳＴｓ比活力与ＳＳ相比无
显著性差异。结果说明，ＭＦＯ比活力显著上升是朱砂叶螨对阿维菌素产生抗药性的重要原因，同时 ＣａｒＥ和 ＧＳＴｓ也
参与了阿维菌素抗性品系的形成。
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　　朱砂叶螨［Ｔｅｔｒａｎｙｃｈｕｓｃｉｎｎａｂａｒｉｎｕｓ（Ｂｏｉｓｄｕｖａｌ）］属叶螨
科（Ｔｅｔｒａｎｙｃｈｉｄａｅ），别称红蜘蛛，是危害木薯最为严重的一种
害螨，可导致当地木薯减产１０％ ～３０％，严重危害时可减产
５０％～７０％［１］。朱砂叶螨个体小、繁殖能力强、世代周期短，

年繁殖代数可达１５代。由于生产上长期大面积使用化学农
药防治朱砂叶螨，不可避免地会产生抗药性［２－３］。

阿维菌素是一种广谱、高效、低残留，对人畜安全的抗生

素类杀虫剂［４－５］，以干扰害虫神经来杀死害虫，与常用杀虫剂

的作用机制不同，不会和常用杀虫剂产生交互抗性，适合防治

对其他杀螨剂已产生抗药性的害虫。用阿维菌素进行螨类抗

性选育已有报道，如陈文博等研究表明，土耳其斯坦叶螨对阿

维菌素的抗性发展较慢［６］；刘贻聪等研究得出，二斑叶螨田

间种群普遍对阿维菌素产生了稳定抗性［７］；宋丽雯等用阿维

菌素对截形叶螨进行抗性筛选，结果表明截形叶螨对阿维菌

素抗性较稳定［８］。

螨类抗药性形成与体内各种解毒酶系活性变化存在密切

联系［９］。研究认为，多功能氧化酶（ＭＦＯ）、谷胱甘肽 －Ｓ－转
移酶（ＧＳＴｓ）、羧酸酯酶（ＣａｒＥ）等是动物体内的重要解毒酶
系［１０］。ＭＦＯ的底物谱极广，几乎能氧化代谢所有杀虫剂，与
许多害虫的抗药性形成有关；ＧＳＴｓ能使内源谷胱甘肽与化学
农药（包括杀虫剂、杀螨剂）中具有毒理作用的亲电基团结合

并排出体外；ＣａｒＥ是昆虫体内重要的解毒酶系，在对外源化
合物的解毒代谢和对杀虫剂的抗性形成中起重要作用。何林

等报道用阿维菌素处理不同螨类其结果都表明该抗性品系的

形成与体内解毒酶活性升高有一定关系［９，１１－１２］，但尚未见对

木薯朱砂叶螨抗药性机制方面的报道。本研究采用室内喷药

继代汰选法对阿维菌素进行木薯朱砂叶螨抗性筛选，分析敏

感品系和抗性品系３种解毒酶活性的变化，旨在探讨朱砂叶
螨对阿维菌素抗性形成及其体内解毒酶活性变化与产生抗性

之间的关系，为朱砂叶螨的抗性综合治理提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验地点和时间
试验地点设在广西南亚热带农业科学研究所农产品检测

中心，２０１６年４—１２月进行室内抗性品系筛选，２０１７年１月
进行解毒酶活性测定。

１．２　供试虫源
朱砂叶螨敏感品系（ＳＳ）：供试木薯朱砂叶螨采自广西南

亚热带农业科学研究所木薯种植田间，试验前在室内饲养繁

殖至少 ２代。饲养温度为（２７±２）℃，相对湿度为（７５±
２）％，光照１６ｈ／ｄ，期间不接触任何药剂。

朱砂叶螨抗性品系（Ａｂ－Ｒ）：从朱砂叶螨敏感品系中分
离部分群体，扩繁后用阿维菌素乳油进行抗性筛选，采用水隔

式饲养法（木薯叶叶背朝上置于托盘内的浸湿海绵上）连续

饲养至１５代，可视为抗性品系。
１．３　供试药剂和主要仪器

阿维菌素乳油（购自广东中迅农科股份有限公司）；

α－萘酚（购自国药集团化学试剂有限公司），分析纯；固蓝 Ｂ
盐（购自成都艾科达化学试剂有限公司），分析纯；４－对硝基
苯甲醚（购自成都艾科达化学试剂有限公司），分析纯；十二
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烷基磺酸钠（ＳＤＳ，购自北京欣华绿源科技有限公司），化学
纯；α－乙酸萘酯（购自上海瑞永生物科技有限公司），化学
纯；毒扁豆碱（ａ－ＮＡ，购自 Ｆｌｕｋａ公司），纯度≥９８％；２，４－
二氯硝基苯（ＤＣＮＢ，购自 Ｓｉｇｍａ公司），纯度＞９８％，化学纯；
还原型谷胱甘肽（购自Ｊａｐａｎ公司），纯度≥９８％；牛血清白蛋
白（购自北京欣华绿源科技有限公司）；考马斯亮蓝 Ｇ－２５０
（购自Ｆｌｕｋａ公司）；乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ，购自上海源叶生物
科技有限公司）；还原型辅酶Ⅱ（ＮＡＤＰＨ，购自 Ｓｉｇｍａ公司），
纯度≥９８％。人工气候培养箱（型号 ＬＲＨ－２５０－ＧｓｂＩ，购自
韶关市泰宏医疗器械有限公司）；Ｔ６新世纪紫外分光光度计
（购自北京普析通用仪器有限公司）。

１．４　试验方法
１．４．１　抗性品系选育　参照黎萍等的方法［１３］，用１．８％阿维
菌素乳油，以种群死亡率２５％左右的选择压力给予喷药处
理，喷药２４ｈ后将存活的叶螨个体转移到托盘里离体新鲜的
木薯叶背面，采用水隔式培养，待存活个体在新鲜木薯叶上产

卵３ｄ后移走，每次喷药后进行生物测定，计算致死中浓度，
适当提高每代喷药浓度。当 Ｆ１代成螨高峰期时再次喷药处
理，重复上述操作，直至Ｆ１５代。
１．４．２　室内毒力测定　参照黎萍等的方法［１３］，每代分别设

置５种不同梯度的药剂浓度，每个梯度浓度保证螨死亡率在
４０％～７５％，每个浓度重复３次，用清水作为对照。取饲养室
个体大小均匀一致的雌成螨接于新鲜离体的木薯叶背面，作

为Ｆ０代成螨。用手持式喷雾器均匀喷施于木薯叶背面，２４ｈ
后检查死亡率，挑选存活成螨置于人工气候培养箱中培养，温

度为（２７±２）℃，相对湿度为（７５±２）％左右，光照 １６ｈ／ｄ。
每次施药后记录施药前成螨总数和施药后死亡数，计算抗性

指数。

抗性指数＝抗性品系ＬＣ５０／敏感品系ＬＣ５０。
１．４．３　解毒酶活性测定
１．４．３．１　酶液制备　挑取木薯朱砂叶螨敏感品系和经致死
量处理过１００头左右的雌性朱砂叶螨，加入２ｍＬ相对应的磷
酸缓冲液（０．１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为７．０），冰浴中研磨充分，在高
速离心机中离心（１００００ｒ／ｍｉｎ、４℃）１５ｍｉｎ，取上清液，置于
冰浴中待用，上清液即为酶液。

１．４．３．２　蛋白质标准曲线绘制　取７支试管按表１顺序加
入试剂，在３７℃恒温水浴内放置１０ｍｉｎ，在５９５ｎｍ下比色测
定（表１）。以牛血清蛋白含量（μｇ／ｍＬ）为横坐标，并以测得
的吸光度取平均值后为纵坐标，绘制标准曲线。

表１　蛋白质标准曲线测定

处理
１００μｇ／ｍＬ牛
血清蛋白（ｍＬ）

０．１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为７．０
磷酸缓冲液（ｍＬ）

考马斯亮蓝

Ｇ－２５０（ｍＬ）

ＣＫ ０ １．０ ５．０
１ ０．１ ０．９ ５．０
２ ０．２ ０．８ ５．０
３ ０．３ ０．７ ５．０
４ ０．４ ０．６ ５．０
５ ０．５ ０．５ ５．０
６ ０．６ ０．４ ５．０

１．４．３．３　ＣａｒＥ活性测定　参照 ｖａｎＡｓｐｅｒｅｎ的方法［１４］，以

ａ－ＮＡ（３×１０－４ｍｏｌ／Ｌ，含 １０－４ｍｏｌ／Ｌａ－ＮＡ）为底物，加

３ｍＬ酶液，混匀，在３０℃恒温水浴１０ｍｉｎ，立刻加０．５ｍＬ显
色剂，在３０℃水浴反应１０ｍｉｎ，待颜色稳定后，在紫外分光光
度仪上６００ｎｍ处测定吸光度，３次重复。根据酶源蛋白质含
量的测定结果计算ＣａｒＥ的比活力［ｍｍｏｌ／（ｍｇ·３０ｍｉｎ）］。
１．４．３．４　ＧＳＴｓ活性测定　参照 Ｃｌａｒｋ等的方法［１５］，取

６６ｍｍｏｌ／ＬｐＨ值为７．０的磷酸缓冲液、５０ｍｍｏｌ／Ｌ谷胱甘肽、
０．０３ｍｏｌ／Ｌ２，４－二硝基苯和酶液分别为 ２．４、０．３、０．１、
０．２ｍＬ，对照不加酶液，混合均匀，２７℃水浴１０ｍｉｎ，在紫外
分光光度仪上３４０ｎｍ处测定吸光度，重复３次。根据酶源蛋白
质含量测定结果，将吸光度换算成比活力［ΔＤ／（ｍｇ·３０ｍｉｎ）］。
１．４．３．５　ＭＦＯ活性测定　取对硝基苯甲醚（０．１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ
值为７．０）、磷酸缓冲液、ＮＡＤＰＨ和酶液分别为０．１、１．９、０．５、
０．５ｍＬ，对照不加酶液，混合摇匀，置于 ３７℃水浴振荡
３０ｍｉｎ，然后加１．０ｍＬＨＣｌ溶液（１ｍｏｌ／Ｌ）终止反应，后用四
氯甲烷、ＮａＯＨ溶液（０．５ｍｏｌ／Ｌ）萃取，在温室下静置１０ｍｉｎ
后，取２．０ｍＬ水相置于比色皿中，在４００ｎｍ处测吸光度。根
据各处理的吸光度与标准曲线相比较，计算 ＭＦＯ的比活力
［ｎｍｏｌ／（ｍｇ·３０ｍｉｎ）］。
１．４．３．６　数据统计与分析　阿维菌素对朱砂叶螨的抗性选
育结果数据及解毒酶活性数据处理均采用 ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ
２２．０软件进行统计分析，采用Ｄｕｎｃａｎｓ新复极差法进行差异
显著性分析。

２　结果与分析

２．１　木薯朱砂叶螨对阿维菌素抗性的选育
朱砂叶螨对阿维菌素抗性结果（表２）表明，通过从Ｆ１至

Ｆ１５代试虫的逐次汰选和饲养，获得 Ｆ１５代抗性倍数为 ３．２５。
ＬＣ５０由２．８３０μｇ／ｍＬ上升到９．２０８μｇ／ｍＬ，Ｆ０～Ｆ６、Ｆ７～Ｆ１２、
Ｆ１３～Ｆ１５抗性倍数范围分别在 １．００～１．８７、２．０１～２．８４、
３．０３～３．２５内。由此可见，阿素菌素对朱砂叶螨的抗药倍数
呈缓慢上升趋势，抗性发展较慢，没有出现抗性突增阶段。

２．２　朱砂叶螨不同品系对ＣａｒＥ比活力的变化
由表３可知，与ＳＳ品系相比只有Ａｂ－Ｒ１５品系ＣａｒＥ比活

力达到显著性差异水平，为 ＳＳ品系的１．２７倍。除了 Ａｂ－
Ｒ１５品系外，其余２个抗性品系与ＳＳ品系 ＣａｒＥ比活力差异均
未达到显著水平，说明阿维菌素抗性品系的形成与ＣａｒＥ比活
力可能关系不大。

２．３　朱砂叶螨不同品系对ＧＳＴｓ比活力的变化
由表４可知，连续１５代筛选，ＧＳＴｓ的比活力一直在上升

中，Ａｂ－Ｒ５品系比活力上升幅度最小，与ＳＳ品系之间没有显
著性差异，筛选至 １０代，Ａｂ－Ｒ１０品系比活力上升较快，与
Ａｂ－Ｒ５、ＳＳ品系之间差异达到显著水平，为 ＳＳ品系的１４３
倍，说明朱砂叶螨对阿维菌素抗性水平的提高可能部分与

ＧＳＴｓ比活力的提高有关。
２．４　朱砂叶螨不同品系对ＭＦＯ比活力的变化

由表５可知，随着选育代数的增加，ＭＦＯ的比活力不断
增强，且上升幅度相对较大，Ａｂ－Ｒ品系与ＳＳ品系之间ＭＦＯ
比活力差异均达到显著性水平，Ａｂ－Ｒ１５品系是 ＳＳ品系的
１９２倍，从Ｆ５代到Ｆ１５代ＭＦＯ的活性上升较快，且与ＳＳ品系
相比具有显著差异，表明朱砂叶螨对阿维菌素产生的抗性与

ＭＦＯ比活力增强有直接关系，而且是朱砂叶螨对阿维菌素产
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表２　木薯朱砂叶螨抗阿维菌素品系选育结果

筛选代数
毒力回归方程

（Ｐ＝ａ＋ｂｘ） 卡方值χ２
ＬＣ５０（９５％置信区间）

（μｇ／ｍＬ）
抗性倍数 相关系数

Ｆ０ －７．００６＋２．４７６ｘ ０．８３１ ２．８３０（２．６１８～５．４１０） １．００ ０．８４２
Ｆ１ －７．７４８＋２．５７９ｘ ３．１３５ ３．００４（２．８９９～３．３８５） １．０６ ０．３７１
Ｆ２ －１３．５５３＋４．０９５ｘ ３．９１７ ３．３１０（３．２０３～３．３７７） １．１７ ０．２７１
Ｆ３ －９．１９７＋２．６８２ｘ ３．６９９ ３．４２９（３．３１８～３．６２７） １．２１ ０．２９６
Ｆ４ －１９．８５８＋４．５７２ｘ ０．９０１ ４．３４３（４．２６９～４．４０４） １．５３ ０．８２５
Ｆ５ －２２．１６６＋４．６２２ｘ １．２８４ ４．７５９（４．７０９～４．８５２） １．６８ ０．７３３
Ｆ６ －２２．６８１＋４．２８４ｘ １．３９７ ５．２９４（５．２０５～５．３５２） １．８７ ０．７０６
Ｆ７ －３３．２３０＋５．８４１ｘ ３．９６５ ５．６８９（５．５７７～５．７４９） ２．０１ ０．２６５
Ｆ８ －２１．６４２＋３．５５５ｘ ４．４７９ ６．０８８（５．７３１～６．２０４） ２．１５ ０．２１４
Ｆ９ －２３．３６５＋３．５５１ｘ ０．９８９ ６．５８０（６．２１７～６．６９７） ２．３３ ０．８０４
Ｆ１０ －３５．９７２＋５．０２６ｘ ２．２８８ ７．１５６（６．９９７～７．２３２） ２．５３ ０．５１５
Ｆ１１ －２６．７７８＋３．５９９ｘ ２．７６９ ７．４４１（６．７１９～７．６１５） ２．６３ ０．４２９
Ｆ１２ －３０．１９８＋３．７６３ｘ ３．０５４ ８．０２５（７．５９９～８．１５９） ２．８４ ０．３８３
Ｆ１３ －２３．０２９＋０．７７４ｘ ２．０４５ ８．５７２（８．４８５～８．８０６） ３．０３ ０．５６３
Ｆ１４ －１８．１０６＋２．００３ｘ ０．５５５ ９．０４１（８．７５５～１１．６６８） ３．１９ ０．９０７
Ｆ１５ －１２．８９８＋１．４０１ｘ ０．１７２ ９．２０８（８．８１４～２１．２４２） ３．２５ ０．９８２

表３　朱砂叶螨不同品系对ＣａｒＥ比活力的变化

品系
ＣａｒＥ比活力

［ｍｍｏｌ／（ｍｇ·３０ｍｉｎ）］
相对比值

（Ｒ／Ｓ）

ＳＳ ０．１３２±０．００３ｂ １．００
Ａｂ－Ｒ５ ０．１３３±０．００１ｂ １．０１
Ａｂ－Ｒ１０ ０．１３６±０．００４ｂ １．０３
Ａｂ－Ｒ１５ ０．１６７±０．００１ａ １．２７

　　注：表中所示数据为平均值±标准差；同列数据后不同小写字母
表示差异显著（Ｐ＜０．０５），下表同。

表４　朱砂叶螨不同品系对ＧＳＴｓ比活力的变化

品系
ＧＳＴｓ比活力

［ΔＤ／（ｍｇ·ｍｉｎ）］
相对比值

（Ｒ／Ｓ）

ＳＳ ０．２４７±０．００６ｃ １．００
Ａｂ－Ｒ５ ０．２５１±０．００３ｃ １．０２
Ａｂ－Ｒ１０ ０．３５３±０．０４９ｂ １．４３
Ａｂ－Ｒ１５ ０．４１８±０．００３ａ １．６９

表５　朱砂叶螨不同品系对ＭＦＯ比活力的变化

品系
ＭＦＯ比活力

［ｎｍｏｌ／（ｍｇ·３０ｍｉｎ）］
相对比值

（Ｒ／Ｓ）

ＳＳ ０．１４９±０．００３ｄ １．００
Ａｂ－Ｒ５ ０．１８３±０．００８ｃ １．２４
Ａｂ－Ｒ１０ ０．２３３±０．０１２ｂ １．５８
Ａｂ－Ｒ１５ ０．２８５±０．００５ａ １．９２

生抗药性的重要原因。

３　结论与讨论

通过阿维菌素对木薯朱砂叶螨的室内筛选，获得Ｆ１５代抗
性为３．２５倍的朱砂叶螨阿维菌素种群，在抗性筛选过程中发
现该朱砂叶螨对阿维菌素的抗性发展速度慢，呈平缓的上升

趋势，没有出现抗性突增阶段，不易产生抗药性，这与陈文博

等的研究结果［６，８］一致。

室内抗性选育是害虫抗药性研究的重要手段，抗药性发

展的速度和程度与害虫种类、原始种群的抗性水平、药剂种类

及选择压力有关［１６］。通过朱砂叶螨对阿维菌素的抗药性研

究结果表明，在实际生产中为预防朱砂叶螨对阿维菌素过快

产生抗药性，要适当与常用药剂进行轮换或者选用混配药剂，

控制使用量和施用次数，从而延长阿维菌素的使用寿命，这样

才有可能阻止或延缓害螨抗药性的发生。

本研究用阿维菌素经 Ｆ１５代抗性选育后，对 Ａｂ－Ｒ品系
和ＳＳ品系的３种解毒酶（ＣａｒＥ、ＧＳＴｓ和ＭＦＯ）比活力测定表
明，ＣａｒＥ比活力在 Ｆ１０代前基本没有变化，Ａｂ－Ｒ品系与 ＳＳ
品系之间的比活力差异不显著；ＧＳＴｓ选育 Ｆ１０代时比活力变
化显著，Ａｂ－Ｒ１０品系比ＳＳ品系比活力提高１．４３倍；ＭＦＯ的
比活力变化显著且上升较快，说明朱砂叶螨体内ＭＦＯ在对阿
维菌素的抗药性中起主要作用，这与沈一凡等认为ＭＦＯ比活
力增强是二斑叶螨对阿维菌素产生抗药性的主要原因的结

论［１１－１２］相印证。高新菊等报道二斑叶螨对四螨嗪产生抗性

是３种解毒酶协同作用的结果［１７］；刘金香等研究表明，水胺

硫磷和甲氰菊酯的抗性形成与３种解毒酶有一定的关系［１８］。

同样，笔者认为木薯朱砂叶螨对阿维菌素抗性的形成与

ＣａｒＥ、ＧＳＴｓ、ＭＦＯ比活力的变化存在联系，但 ＭＦＯ比活力的
提高是导致朱砂叶螨抗性形成的重要原因。

本研究的木薯朱砂叶螨室内抗性选育至Ｆ１５代，如果抗性
筛选不断进行，朱砂叶螨抗性会迅速上升。随着抗性的增强，

朱砂叶螨体内３种解毒酶活性可能会有更大的变化，因此本
课题有待今后继续深入探讨，为进一步研究抗性治理提供科

学的理论依据。
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风速、喷雾压力和静电电压对雾滴沉积性的影响

陈志刚１，于成程２，杜彦生１，魏新华３，张　奇２

（１．江苏大学环境与安全工程学院，江苏镇江２１２０１３；２．江苏大学电气信息工程学院，江苏镇江 ２１２０１３；
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　　摘要：为提高农药喷洒过程中雾滴的沉积效果，在试验基础上研究不同风速、喷雾压力和静电电压下雾化靶标荷
电效果和沉积效果的综合影响，优化选配影响因素的参数。试验结果表明，荷质比在４ｋＶ之后趋于稳定，当风速为
０ｍ／ｓ，喷雾压力为 ０．３ＭＰａ，静电电压达到 ６ｋＶ时，雾滴粒径达到最小值 １３７．７９μｍ，荷质比达到最大值
０．１２８ｍＣ／ｋｇ，靶标背部在荷电电压大于４ｋＶ以后出现雾滴沉积，在０．３ＭＰａ以后沉积率增大幅度趋于平缓。正交试
验得出，风速、喷雾压力和静电电压均对雾滴沉积率有显著影响，影响主次顺序分别是静电电压、喷雾压力、风速。本

系统喷雾的最佳组合是风速为０ｍ／ｓ喷雾压力为０．４ＭＰａ和静电电压为６ｋＶ，总沉积率达到最大值４８．０１％。研究结
果为进一步研究喷雾技术参数优化选配和提高喷雾沉积效果提供了依据。
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　　众所周知，我国农药生产技术处于国际先进水平，而我国
的农药使用技术却严重落后，落后于发达的欧美国家３０～５０
年，采用现有植保机具和施药技术，农药的有效利用效率最好

的也不足３０％，施药过程中飘移、流失的农药是一种污染源，
会造成环境污染和人畜中毒，已严重影响了农作物病虫草害

的防治［１］。

在国内外研究人员不断探索下，静电喷雾施药技术是近

年来发展起来的一种较为公认的高效施药技术，具有雾滴目

标指向型运动好、雾滴沉积均匀性高、飘移损失小等优点，不

仅节约了水和农药，还减少了环境污染［２－４］。外部环境风速、

喷雾压力和静电电压对静电喷雾的效果都有很大影响。周宏

平等认为，当静电电压升高时，雾滴粒径随电压增加而减小，

雾滴沉降分布状态得到显著改善［５－７］；贾卫东等研究得出，静

电作用下随着喷雾压力的增大，雾滴的沉积分布均匀性反而
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