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白背飞虱可能与吡蚜酮抗性相关的蛋白质组学
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摘　要：运用双向电泳和质谱技术，分析了白背飞虱吡蚜酮抗性相关的蛋白质。在所有的蛋白点中，２２个蛋白
点被ＰＭＦ成功识别。这些蛋白点展示了各种各样的细胞功能，主要包括：①碳水化合物转运和新陈代谢；②蛋
白质新陈代谢和分子伴侣；③能量的产生和转化；④转录和翻译；⑤无机离子转运和新陈代谢；⑥氨基酸转运
和新陈代谢；⑦脂质新陈代谢。绝大多数蛋白都没有报道与吡蚜酮抗性相关。
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　第 ２期 凌善锋等：白背飞虱可能与吡蚜酮抗性相关的蛋白质组学

　　白背飞虱是亚洲国家重要的迁飞性的水稻害
虫，从２００５年开始，白背飞虱的再猖獗在亚洲国
家出现，包括中国、韩国、越南、日本、泰国，杀

虫剂的抗性跟白背飞虱的爆发密切相关［１－３］。吡蚜

酮，一种新型吡啶杂环类杀虫剂，药效优异，但

是，在最近５年中，其抗药性不断发展。２０１１年，
江苏无锡和盐城灰飞虱田间种群对吡蚜酮发展为低

水平抗性［４］。随后，褐飞虱对吡蚜酮的抗药性激

增，其中２０１２对吡蚜酮达到３４９～４６８倍，达到
中抗水平［５］。２０１２年采集自湖北荆门的白背飞虱
迁入种群有中等水平抗性 （ＲＲ＝１６０７），迁出种
群和回迁种群对田间吡蚜酮农药有高水平抗性

（ＲＲ＝５４３５，５１６０）［６］。湖北荆门白背飞虱种群
对吡蚜酮的抗性在推进性激增。抗性治理迫在眉

睫。

吡蚜酮抗性的增加主要是由于吡蚜酮频繁使用

以及吡蚜酮和新烟碱类杀虫剂的交互抗性，这种现

象在温室粉虱中已有报道［５］。在烟粉虱中吡蚜酮

抗性的主要原因是细胞色素 Ｐ４５０酶 ＣＹＰ６ＣＭ１超
表达［７］。

本文中，我们通过蛋白质组学技术分析了白背

飞虱抗性，研究结果很可能有助于理解迁飞白背飞

虱的抗性形成机制，有助于采取相应的抗性治理措

施，这将具有较重要的科学意义。

１　材料和方法
１１　昆虫品系和杀虫剂

敏感品系：２０１５年９月由荆门市农业病虫害测
报站提供多年室内饲养的白背飞虱，经室内在不接

触任何农药的条件继续饲养繁育而成，吡蚜酮的具

体抗性是１００。
田间品系：２０１４年９月，白背飞虱采自湖北荆

门市稻田。

抗性品系：吡蚜酮 （ｗ＝２５％）构自江苏风山
集团公司，吡蚜酮用丙酮和水稀释成双倍系列浓

度，吡蚜酮抗性白背飞虱品系在实验室用吡蚜酮对

田间品系连续筛选７代培育而成，对吡蚜酮的具体
抗性是３３３３。
１２　方法

双向电泳，胶内消化和质谱。

蛋白抽提和双向电泳按照 Ｓｈａｒｍａ等［８］进行，

胶内消化和质谱按照Ｇｅ等［１０］进行。每组蛋白质抽

提方法改进的地方如下：５２头长翅型雌成虫用作
白背飞虱的蛋白质样品抽提，称取９２ｍｇ雌成虫放
在１ｍＬ裂解液 （９ｍｏｌ／Ｌ尿素；φ＝５％ ＣＨＡＰＳ；

３６ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ；３ｍｏｌ／Ｌ硫脲；φ＝１％ β－巯
基乙醇；蛋白酶抑制剂鸡尾酒）中，置于冰上，

用研棒进行充分匀浆。然后在冰上超声，４℃ １３
６００ｒ／ｍｉｎ离心５０ｍｉｎ，用－２０℃的冷丙酮沉淀蛋
白２２ｈ后，重新溶解在重泡胀缓冲液 （１０ｍｏｌ／Ｌ
尿素；３ｍｏｌ／Ｌ硫脲；φ＝５％ ＣＨＡＰＳ；９０ｍｍｏｌ／Ｌ二
硫苏糖醇和 ｗ＝２％两性电解质）中，备用。蛋白
浓度用Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法进行测定［９］。

１３　数据库搜索
蛋白点的数据库搜索的详细方法按照Ｇｅ等［１０］

进行。

２　结　果
跟对照相比，抗性种群细胞的双向电泳图谱发

生了明显的变化。一些蛋白点被明显诱导，很可能

涉及到吡蚜酮抗性。图１：（Ａ）和图１：（Ｂ）是吡蚜
酮抗性种群和对照的双向电泳图谱，对于表达水平

明显变化的点，我们用胰蛋白酶进行消化，质谱进

行了分析，数据库 （包括昆虫、细菌、人）搜索，

他们的相对分子质量、等电点、细胞功能列在表

１。２２个吡蚜酮抗性相关的蛋白点被成功识别。我
们认为细胞色素Ｐ４５０单加氧酶直接参与了吡蚜酮
抗性，表１是鉴定出的重要的其它差异表达蛋白
点，但是它们与抗药性的真正关系很难解释。

３　讨　论
在所有的蛋白点中，２２个蛋白点被 ＰＭＦ成功

识别。这些蛋白点展示了各种各样的细胞功能，主

要包括：①碳水化合物转运和新陈代谢；②蛋白质
新陈代谢和分子伴侣；③能量的产生和转化；④转
录和翻译；⑤无机离子转运和新陈代谢；⑥氨基酸
转运和新陈代谢；⑦脂质新陈代谢。绝大多数蛋白
都没有报道与吡蚜酮抗性相关，它们与抗药性的真

正可能关系需要进一步解释。

蛋白质组学技术 （双向电泳和质谱）在稻飞

虱抗药性机理和农药毒理学方面研究较少。由氨基

甲酸酯类杀虫剂 （ＢＰＭＣ）中毒的褐飞虱的蛋白质
组学分析结果表明：１０个蛋白点 （即 ＨＳＰ９０、β
微管蛋白、ＡＴＰ合成酶、肌动蛋白、原肌球蛋白、
副肌球蛋白、钙网蛋白、丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶
等）表达上升，β－线粒体加工肽酶、二氢硫辛酰
胺脱氢酶、烯醇化酶、酰基辅酶 Ａ脱氢酶表达下
降［８］。管家蛋白如细胞色素 ｂ、ＮＡＤＨ脱氢酶、延
伸因子ＥＦ、ＡＴＰ合成酶、肌球蛋白和微管蛋白等
报道与稻飞虱抗药性有关［９］。方琦［９］通过研究报

３２



中山大学学报 （自然科学版） 第５６卷　

图１　白背飞虱抗性种群 （Ｂ）和敏感种群 （Ａ）双向电泳图谱
Ｆｉｇ１　Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ（２ＤＥ）ｍａｐｓｏｆｔｈｅｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ（Ａ）

ａｎｄｐｙｍｅｔｒｏｚｉｎｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ（Ｂ）ｉｎＳｏｇａｔｅｌｌａｆｕｒｃｉｆｅｒａ
箭头表示不同差异表达的蛋白，识别的蛋白用不同的阿拉伯数字表示，并且列在表１中

ＡｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｔｈａｔｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄＮｕｍｂｅｒｓｃｏｒｒｅｌａｔｅｗｉｔｈｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｌｉｓｔｅｄｉｎＴａｂｌｅ１

表１　白背飞虱抗性种群识别到的差异表达的蛋白点
Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｏｔｅｉｎｓｗｈｏｓｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｃｈａｎｇｅｄｉｎｐｙｍｅｔｒｏｚｉｎｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆＳｏｇａｔｅｌｌａｆｕｒｃｉｆｅｒａ

ＳｐｏｔＮｏ
Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎ（ａ）
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ（ｂ）

ＴｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｐＩ（Ｍｗ）

／１０３
Ｃｏｖｅｒａｇｅ／％ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｅｖｅｌ（ｃ）

Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
１ Ｐｈｏｓｐｈｏｆｒｕｃｔｏｋｉｎａｓｅ ８３７（８６７２３） １７ ↑
２ Ｐｙｒｕｖａｔｅｋｉｎａｓｅ ４６３（４２２２） ２３ ↑
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　第 ２期 凌善锋等：白背飞虱可能与吡蚜酮抗性相关的蛋白质组学

道了白背飞虱对田间农药马拉硫磷抗性的蛋白质组

学基础：酚氧化酶、烯醇化酶、磷酸烯醇式丙酮酸

羧化酶、肌钙蛋白、细胞色素氧化酶等是与白背飞

虱对马拉硫磷的抗性相关的蛋白。其中，酚氧化

酶、烯醇化酶和磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶在抗性品

系中的表达量高于敏感品系。所以，白背飞虱对马

拉硫磷的抗性机制不仅仅与其体内酯酶的扩增有

关，而是涉及诸多生理过程，可能包括：血淋巴黑

化及凝结、糖酵解途径变化 （磷酸戊糖途径开启，

糖异生发生）等，这些生理机制共同协调控制抗

性机制。酚氧化酶是导致白背飞虱血淋巴黑化与凝

结的重要因子，血淋巴黑化与凝结是白背飞虱防御

有害物质农药入侵的有效手段，是白背飞虱体液免

疫的重要组成部分。一些跟生殖相关的新蛋白如精

子发生相关蛋白５、睾丸发育蛋白ＮＹＤＳＰ６、精氨
酸激酶、肌动蛋白５Ｃ、卵黄蛋白、卵巢的丝氨酸
蛋白酶 Ｎｕｄｅｌ被发现，这６个新蛋白点均上调［１０］。

在我们的研究中，在吡蚜酮抗性种群中，１６个差
异表达的新蛋白点上调，６个新蛋白点下调，这将
有助于理解迁飞白背飞虱的抗性形成机制，有助于

更新相应的抗性治理策略。第２０个点鉴定为细胞
色素Ｐ４５０单加氧酶，细胞色素单加氧酶 （Ｐ４５０）
活性提高在一些杀虫剂抗性中起重要的作用，如乙

虫腈、吡虫啉、扑虱灵、杀虫双、拟除虫菊酯、氰

戊菊酯、锐劲特［５，１１］。

总而言之，细胞色素 Ｐ４５０单加氧酶在吡蚜酮
去毒和抗性发展中起着关键的作用，与多功能氧化

酶的抑制剂的混合使用是白背飞虱种群敏感性恢

复，延缓吡蚜酮的抗性发展的重要方法。
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