
第 5 卷 第 2 期 农 药 学 学 报 V o l. 5　N o. 2

2003 年 6 月 CH IN ESE JOU RNAL O F PEST IC ID E SC IEN CE June 2003
①

多杀菌素对甜菜夜蛾多酚氧化酶和羧酸酯酶的影响

王光峰1, 　张友军13 , 　柏连阳2, 　吴青君1, 　徐宝云1, 　朱国仁1

(1. 中国农业科学院 蔬菜花卉研究所, 北京 100081;

2. 湖南农业大学 植物保护学院, 湖南 长沙 410128)

摘要: 报道了多杀菌素对甜菜夜蛾 S p od op etera ex ig ua (Hübner) 多酚氧化酶 (PPO ) 和羧酸酯酶

(CarE)的影响, 多杀菌素对甜菜夜蛾表现了很高的毒力, 对三龄幼虫的L C50值为 0. 80 m göL。离体

条件下, 1. 0×10- 3～ 0. 5 m göL 多杀菌素对甜菜夜蛾多酚氧化酶的抑制率超过 50% , 且表现为随药

剂浓度的增加抑制能力增强的趋势。活体条件下, 0. 1～ 0. 8 m göL 多杀菌素在处理的早期诱导虫体

内多酚氧化酶的活性增加, 但 12 h 后却显著抑制多酚氧化酶的活性。1. 0×10- 3～ 1. 0 m göL 多杀

菌素在离体条件下对羧酸酯酶不表现任何抑制作用, 但活体条件下同样能诱导虫体内羧酸酯酶活

性增强。
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多杀菌素 ( sp ino sad) 是放线菌刺糖菌素多孢菌的代谢分泌物, 主要由多杀菌素 A

(sp ino syn A )和多杀菌素D (sp ino syn D )组成, 是美国Dow A groSciences 公司于 90 年代末期

开发的一种新型抗生素农药, 其第一个商品制剂“T racer”于 1997 年在美国获准在棉花上登记

使用。该杀虫剂集化学农药的高效、速效、广谱和生物农药的低毒、环境友好、对天敌安全等优

良特性于一身, 其开发与应用被誉为在抗生素杀虫剂领域具有里程碑的意义, 并于 1999 年获

得美国“总统绿色化学挑战奖”[1, 2 ]。

目前, 新农药的创制正由大量合成、随机筛选向依据药剂作用靶标、空间立体结构及其生

理生化特性进行特异性分子设计的生物合理设计方向发展, 药剂作用靶标的研究将在未来新

药的创制中起着越来越重要的作用。多杀菌素作为新一代的抗生素农药正广泛应用于多种重

要农业害虫的防治, 但目前对该药剂的作用靶标及其毒理学机制认识仍非常有限, 仅有的少数

电生理研究结果表明, 多杀菌素对 Χ氨基丁酸A 型受体[3 ]和乙酰胆碱受体[4 ]均有一定的作用,

但其主要作用靶标及其可能的其他毒理学机制目前仍不清楚。本研究以农业重要害虫甜菜夜

蛾为供试昆虫, 研究了多杀菌素对昆虫体内重要的防御酶系多酚氧化酶和代谢酶系羧酸酯酶

的影响, 以期有助于阐明该药剂的毒理机制和主要靶标。

1　材料与方法

1. 1　试虫

甜菜夜蛾 S p od op etera ex ig ua (Hübner) 采自北京郊区田间, 已在养虫室 (26℃±1℃,L öD
= 16∶8)内连续人工饲养约 40 代。
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1. 2　供试药剂

2. 5% 多杀菌素 (sp ino sad) 悬浮剂 (美国陶氏益农公司) ; 48% 毒死蜱 (ch lo rpyrifo s) 乳油
(通州正大农药厂) ; 2. 5% 高效氯氟氰菊酯 ( lam bd a2cyhalo th rin) 乳油 (捷利康南通农用化学品

有限公司) ; 90% 灭多威 (m ethom yl) 可溶性粉剂 (美国杜邦公司) ; 5% 氟虫腈 (f ip ron il)悬浮剂
(安万特杭州作物科学有限公司) ; 5% 氟啶脲 (ch lo rf luazu ron) 乳油 (日本石原株式会社) ; 20%

虫酰肼 ( tebufenozide)悬浮剂 (美国罗门·哈斯公司) ; 高效B t 可湿性粉剂 (湖北省农业科学院

B t 研究开发中心研制)。

Α2乙酸萘酯 (Α2NA )、Β2乙酸萘酯 (Β2NA )、Α2萘酚 (北京益利精细化学公司) ; 固蓝B 盐、RR

盐 (F luka 公司产品)、毒扁豆碱 (A ldrich 公司产品)等生化试剂均为分析纯。

1. 3　生物测定

参照M ou lton 等报道的浸叶法[5 ]。配制浓度梯度药剂, 将新鲜甘蓝叶片擦拭干净后浸于

各系列浓度药液中 10 s, 以蒸馏水作对照。处理后叶片于室温晾干约 1 h 后转移至培养皿中,

每皿接大小一致的 3 龄幼虫 10 头, 每处理重复 3 次共 30 头幼虫。处理后试虫放于 26℃±1℃

的观测室中, 48 h 或 96 h (B t、氟啶脲、虫酰肼)后检查死亡虫数。用 P rob it 软件处理试验结果,

计算各药剂L C50及其回归方程。

1. 4　多酚氧化酶 (PPO )活性测定

1. 4. 1　活体测定　参照 Ishaay 等方法[6 ]并略作修改。取发育一致的 4 龄幼虫, 先饥饿 4～ 6 h

后待用。配制 0. 1 m göL (死亡率小于 20% , 即亚致死剂量)、0. 25 m göL、0. 8 m göL 三个浓度的

多杀菌素药液, 取新鲜无农药污染的甘蓝叶片擦拭干净后浸于药液中 10 s 后晾干, 处理后叶

片分装于罐头瓶中并挑入甜菜夜蛾幼虫, 置于养虫室中饲养, 以没有浸药的甘蓝叶作为对照。

按不同时间随机采集对照和存活的处理幼虫 20～ 30 头放在冰盘上, 用大头针固定, 剪开腹部

并除去中肠, 留下表皮置于玻璃匀浆器中按每mL 5 头加入预冷的 0. 1 mo löL、pH 7. 0 磷酸缓

冲液 (PBS) 缓冲液, 在冰浴条件匀浆, 所得匀浆液于 12 000 g 离心 20 m in, 其上清液即为待测

的酶液。取0. 2 mo löL 邻苯二酚 1. 5 mL , 0. 05 mo löL、pH 6. 8 PBS 1. 5 mL , 0. 1 mL 酶液于试

管中混匀, 并于 25℃水浴中振动反应 15 m in, 于 420 nm 处测定OD 值, 并测定酶液中蛋白质

含量。酶活力以OD·m g- 1p ro·m in - 1表示, 每处理重复 3 次。以酶活抑制率表示药剂对酶活

力的影响, 酶活抑制率 (% ) = (对照组酶活力- 处理组酶活力) ö对照组酶活力×100。

1. 4. 2　离体测定　取未施药的 4 龄幼虫同上提取酶液。先将多杀菌素配成适量浓度, 取一定

量药液滴加在酶液中使最终反应液中多杀菌素浓度分别为 0、1. 0×10 - 3、1. 0×10- 2、

0. 5 m göL。药剂与酶液于 25℃水浴中预反应 5 m in, 再按与活体测定相同的方法加入邻苯二

酚和 PBS 继续反应 15 m in, 并分别测定计算OD 值、酶液中蛋白质含量和酶活抑制率。

1. 5　羧酸酯酶 (CarE)活力测定

1. 5. 1　活体测定　参照V an A speren 的方法[7 ]。试虫处理与 PPO 活性测定相似, 依据生测结

果, 以亚致死剂量 0. 05 m göL 多杀菌素处理 3 龄幼虫。按不同时间分别取对照和处理的3 龄存

活幼虫置于玻璃匀浆器中按 10 头ömL 加入预冷的 0. 1 mo löL、pH 7. 0 PBS, 在冰浴条件下匀

浆, 匀浆液于 12 000 g 离心 20 m in, 收集上清液待测。反应液中含 0. 01 mL 的酶液, 3. 49 mL

0. 04 mo löL 的磷酸缓冲液 (内含 10- 7 mo löL 毒扁豆碱) , 0. 5 mL 4×10- 4 mo löL 的 Α2NA 液,

在 37℃水浴中保温 30 m in, 加 0. 5 mL 显色液, 室温下放置 10 m in, 600 nm 处比色, 并测定酶

液中蛋白质含量, 每个处理重复 3 次。以 Α2萘酚作标准曲线, 根据标准曲线方程求得酶促反应

生成的 Α2萘酚量, 酶活力单位以 Λmo l·m g - 1p ro·m in - 1表示。显色液的配制为 1% 固蓝B 盐
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与 5% SD S (十二烷基磺酸钠)溶液以体积比 2∶5 混合, 现用现配。

1. 5. 2　离体测定　取未施药的 3 龄幼虫按与活体测定相同的方法提取酶液, 药剂与酶液的预

处理方法和 PPO 离体测定相似, 再按与CarE 活体测定相同的方法分别测定计算OD 值、酶液

中蛋白质含量和酶活抑制率。

1. 6　酯酶同工酶电泳

参照张龙翔方法[8 ]。采用聚丙烯酰胺凝胶垂直板电泳。分离胶质量分数为 7. 5% , pH 8. 9;

浓缩胶质量分数为 4% , pH 6. 8; 电泳缓冲液 T ris2甘氨酸, pH 8. 3。点样时依据酶液蛋白质含

量取不同酶液并用蒸馏水补齐到相同体积, 加入到各小槽中以使各小槽中蛋白质含量相同。以

质量分数为 0. 04% 溴酚蓝作指示剂, 4℃条件下, 浓缩胶电压 80 V、分离胶 160 V 进行电泳。整

个过程约 4 h。凝胶染色液的配制为 Α2NA 100 m g、Β2NA 100 m g、RR 盐 200 m g, 少量丙酮溶

解, 加入 100 mL 0. 1 mo löL (pH 7. 0) PBS, 现用现配。染色约 10～ 15 m in 后, 用蒸馏水冲洗胶

板至蒸馏水无色。

1. 7　蛋白质含量测定

参照B radfo rd 考马斯亮蓝 G2250 法[9 ]。

2　结果与分析

2. 1　多杀菌素对甜菜夜蛾的毒力

结果如表 1 所示, 多杀菌素对甜菜夜蛾表现了很高的毒力, 其L C 50值为 0. 80 m göL , 明显

高于有机磷类药剂毒死蜱、氨基甲酸酯类药剂灭多威和苯并咪唑类药剂氟虫腈, 略高于昆虫生

长调节剂氟啶脲和虫酰肼以及拟除虫菊酯类药剂高效氯氟氰菊酯, 与微生物杀虫剂B t 的毒力

相近。用多杀菌素处理的试虫, 2～ 4 h 即可见肌肉收缩、全身颤抖、爬行不稳、头尾抱成一团等

中毒症状。

T ab le 1　Tox icity of in sect icides to the th ird in star larvae of beet arm yw o rm

Insecticides L C50 (95% CL ) öm g·L - 1 L C2P

sp ino sad 0. 80 (0. 35～ 1. 83) Y = 5. 09+ 0. 96X

B t 1. 00 (0. 29～ 3. 37) Y = 5. 00+ 0. 76X

lam bd a2cyhalo th rin 2. 43 (1. 27～ 4. 66) Y = 4. 47+ 1. 37X

ch lo rfluazuron 5. 75 (2. 26～ 14. 66) Y = 3. 94+ 1. 40X

tebufenozide 6. 81 (1. 54～ 30. 18) Y = 4. 26+ 0. 84X

fip ron il 22. 86 (8. 57～ 60. 98) Y = 3. 44+ 1. 15X

m ethom yl 34. 23 (20. 60～ 56. 86) Y = 2. 59+ 1. 58X

ch lo rpyrifo s 90. 20 (26. 28～ 309. 59) Y = 2. 57+ 1. 24X

2. 2　多酚氧化酶活性

结果如表 2 所示。离体条件下, 多杀菌素对甜菜夜蛾多酚氧化酶活力有明显抑制作用, 且

表现为在一定浓度范围内, 随多杀菌素浓度增高抑制能力增强的趋势。1. 0×10- 3 m göL 的多

杀菌素对 PPO 活力的抑制率为 50. 66% , 1. 0×10- 2 m göL 的抑制率为 62. 67% , 0. 5m göL 的

则达到 67. 76%。

活体条件下多杀菌素对甜菜夜蛾 PPO 的影响如表 3 所示, 不同时间下, 未处理的甜菜夜

蛾体内 PPO 活力变化较小, 而处理试虫酶活有显著变化。0. 1 m göL 的多杀菌素处理 4 h 后, 其

PPO 活性相对于对照增加了 2. 69 倍 (抑制率为2168. 61% ) ; 12 h 后处理试虫酶活明显下降,
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约为对照的 0. 58 倍, 药剂对 PPO 的抑制率达到 40. 51% ; 24 h 抑制率为 23. 21%。0. 8 m göL
多杀菌素处理的甜菜夜蛾, 其 PPO 活性在各个处理时间均低于 0. 1 m göL 处理, 与低浓度处

理相似, 药剂处理 4 h 后, 处理试虫酶活高于对照, 而 12 h 后则显著低于对照。PPO 既是昆虫

表皮鞣化的重要酶系, 也是其体内一种关键的防御酶。多杀菌素在不同时间对 PPO 活性呈现

不同的影响可能正是与该酶的防御特性有关, 该杀虫剂能显著抑制 PPO 活性, 同时活体情况

下诱导了害虫的防御反应, 导致了 PPO 活性的升高, 诱导作用与抑制作用两者之间相互作用

的结果, 使 PPO 活性呈现特有的变化特征, 在多杀菌素处理的早期主要表现为诱导作用, 而在

后期主要表现为抑制作用。

T ab le 2　Effect of sp ino sad on po lypheno l ox idase (PPO )

act ivity of beet arm yw o rm in v itro
3

Concen tra t ionöm g·L - 1 A ctivity3 öOD·m g- 1p ro·m in - 1 Inh ib ito ry rate (% )

CK 1. 52±0. 12 A a —

1. 0×10- 3 0. 75±0. 06 Bb 50. 66

1. 0×10- 2 0. 58±0. 08 BCc 62. 67

0. 5 0. 49±0. 05 Cc 67. 76

　3 T he cap ital and sm all letters w ith in sam e co lum ns show sign ifican t differences at 1% and 5% level, respectively. T he

fo llow ing tab les is as the sam e.

T ab le 3　Effect of sp ino sad on PPO act ivity of beet arm yw o rm in v ivo

Concen tra t ion
öm g·L - 1

4 h

A ctivity3 Inh ib ito ry

rate (% )

12 h

A ctivity
Inh ib ito ry

rate (% )

24 h

A ctivity
Inh ib ito ry

rate (% )

CK 1. 37±0. 07 Cc — 1. 58±0. 18 A a — 1. 68±0. 04 A a —
0. 1 3. 68±0. 07 A a - 168. 61 0. 94±0. 02 Bb 40. 51 1. 29±0. 15 Bb 23. 21

0. 25 1. 63±0. 04 Bb - 18. 98 0. 89±0. 01 Bb 43. 67 1. 32±0. 06 Bb 21. 43

0. 8 1. 52±0. 07 BCb - 10. 95 0. 81±0. 02 Bb 48. 73 1. 06±0. 01 Cc 36. 90

　3 T he un it of activity is OD·m g- 1p ro·m in- 1.

2. 3　羧酸酯酶 (CarE)活力测定

如表 4 所示, 离体条件下多杀菌素对甜菜夜蛾CarE 基本上没有影响。尽管药剂处理试虫

CarE 活性略低于对照, 但其差异并不显著 (P = 0. 01) , 且与药剂的浓度没有任何关系。

活体条件下, 亚致死剂量的多杀菌素对CarE 的影响如表 5 所示, 处理 2 h 后, 多杀菌素对

虫体内CarE 活性有显著诱导作用, 相对于对照, 处理试虫酶活性增加了 1. 47 倍。处理后 8 h、

16 h, 处理试虫与对照差异较小, 但药后 24 h, 处理组CarE 活力显著增加, 相对于对照组, 其活

性增加了 1. 61 倍。

T ab le 4　Effect of sp ino sad on CarE act ivity of beet arm yw o rm in v itro

Concen tra t ion
öm g·L - 1

A ctivity
öΛmo l(Α2naph tho l)·m g- 1p ro·m in - 1

Inh ib ite ra te
(% )

CK 4. 17±0. 032 A a —
1. 0×10- 3 3. 87±0. 127 A b 7. 19

1. 0×10- 2 3. 92±0. 284 A ab 6. 00

5. 0×10- 2 4. 00±0. 064 A ab 4. 08

1. 0 3. 99±0. 054 A ab 4. 32
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T ab le 5　Effect of sp ino sad on CarE act ivity of beet arm yw o rm in v ivo at d ifferen t t im e

T reatm ent t im eöh
A ctivity of con tro l

öΛmo l·m g- 1p ro·m in - 1

A ctivity of treatm ent
öΛmo l·m g- 1p ro·m in - 1 Contro löT reatm ent

2 3. 08±0. 40 4. 54±0. 45 1. 47

8 2. 86±0. 37 2. 87±0. 01 1. 00

16 5. 02±0. 44 4. 91±0. 61 0. 98

24 4. 36±0. 21 7. 01±0. 28 1. 61

2. 4　酯酶同工酶电泳

从图 1 可以看出, 甜菜夜蛾酯酶同工酶主要有 4 条谱带, 且幼虫在发育过程中, 其酯酶同

工酶处于动态变化之中。如图中的 1、3、5、7、9 分别是对照试虫在 2、4、8、12 和 24 h 的同工酶

谱, 其中在 0～ 12 h 中, C、D 两带呈现加强的趋势, 而 b 带 4 h 后则明显减弱, 在 12 h 和 24 h

时几乎完全缺失, 这可能与昆虫发育过程中不同的酯酶同工酶承担不同的生理功能有关。随着

生理状态的变化 (如脱皮等) , 昆虫相应地合成所需要的酶系; 同样, 从能量保守的角度出发, 也

相应地抑制暂时不需要的酶系, 从而使甜菜夜蛾酯酶同工酶谱出现动态的变化, 相同结果在其

他研究中有较为详细的报道[10 ]。

F ig. 1　T he E sterase isoenzym es PA GE of beet arm yw o rm

Co lum ns 1, 3, 5, 7, 9 are con tro ls, 2, 4, 6, 8, 10 are treatm en t. Isoenzym es 1, 2 are a

comparison betw een con tro l and treatm en t after 2 h; the sam e as the isoenzym es 3, 4 after 4 h;

isoenzym es 5, 6 after 8 h; isoenzym es 7, 8 after 12 h; isoenzym es 9, 10 after 24 h respectively.

　　多杀菌素处理甜菜夜蛾后, 在不同时间, 处理与对照试虫酯酶同工酶均存在着一定的差

异, 特别是药后 24 h, 两者 (第 9、10 条带) 差异极为显著, 处理试虫 (第 10 条带) a、b 带较对照
(第 9 条带)活性显著增加, 多杀菌素对CarE 的诱导作用在此时十分明显, 这与活体条件下进

行的活性测定结果相一致。

3　讨论

与一般生物杀虫剂不一样, 多杀菌素对害虫表现了较强的速效性, 药剂处理甜菜夜蛾 2～

4 h 后, 即出现肌肉收缩、全身颤抖、爬行不稳、头尾抱成一团等中毒症状, 这可能与多杀菌素

对害虫神经系统的 Χ氨基丁酸A 型受体、乙酰胆碱受体等作用有关。

本研究结果表明, 多杀菌素对 PPO 与CarE 均有一定的作用, 该杀虫剂既能抑制 PPO 的
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活性, 同时又能诱导害虫产生防御反应, 导致该酶活性的升高; 对CarE, 该杀虫剂仅具有诱导

作用, 而没有抑制作用。

多酚氧化酶是由昆虫血细胞产生, 分布于昆虫表皮和血淋巴中的一种含铜蛋白质。昆虫不

像脊椎动物那样具有完整的免疫系统, 它一般通过产生黑色素来抵御入侵的外来物。而 PPO

是昆虫体内黑色素合成的关键酶, 在昆虫免疫反应中起关键性的作用。通常情况下, 它以酚氧

化酶原的形式存在于昆虫血淋巴中, 通过特异性丝氨酸蛋白酶级联反应被激活并有限水解生

成有活性的 PPO [11～ 13 ]。本研究中多杀菌素处理的试虫, 药后 4 h 其 PPO 活性相对于对照显著

增加, 可能正是由于酚氧化酶原被激活的结果。但由于多杀菌素对PPO 有较强的抑制作用, 在

处理后期 (12～ 24 h 后) , 尽管药剂的诱导作用仍然存在, 但抑制与诱导两者相互作用的结果,

使前者明显处于主导地位, 导致 PPO 活性被抑制, 且随药剂浓度的增加其抑制作用增强。有关

杀虫药剂对 PPO 的诱导作用[14, 15 ]和抑制作用[16 ]在有关研究中已有一些报道。

PPO 既是昆虫表皮鞣化的重要酶系, 也是其体内一种关键的防御酶。多杀菌素通过对

PPO 的抑制, 将至少在两个方面对害虫发挥其毒理作用: 一方面, 表皮鞣化是害虫幼虫发育过

程中新表皮形成的前提, 多杀菌素通过抑制表皮鞣化过程中的关键酶而抑制新表皮形成, 从而

抑制昆虫正常的脱皮; 另一方面多杀菌素通过抑制黑色素的形成而破坏昆虫的免疫系统, 从而

加速其死亡的过程。

CarE 是昆虫体内一种主要的代谢解毒酶, 该酶具有广泛的底物专一性和重叠性, 能催化

水解脂肪族羧酸酯、芳酸酯及相应的硫代酯等多种化合物。同时, 害虫还可以通过大量产生该

酶并与杀虫剂结合, 使杀虫剂在到达靶标位点之前被阻断或降解。有关农药对昆虫解毒酶系的

影响已有过较多的报道。高希武等用含 20 m gökg 莠去津的人工饲料饲养棉铃虫初孵幼虫, 至

3 龄幼虫时, 处理组活性增加 146. 4% [17 ]。夏冰等用阿维菌素与高效氯氰菊酯亚致死剂量处理

阿维菌素敏感小菜蛾品系, 测得CarE 对 Α2NA、Β2NA 活性均比对照显著升高[18 ]。钱华等用溴

氰菊酯处理马尾松毛虫, 当药剂剂量为 5. 0×10- 7 Λgö头时, CarE 活性在 48 h 后达最高峰, 增

加了 38. 1% [19 ]。本研究同样发现, 多杀菌素能诱导甜菜夜蛾CarE 活性的增加, 药后 24 h, 处

理试虫相对于对照组, 其活性增加了 1. 61 倍, 多杀菌素对CarE 的诱导作用势必降低其他易

被CarE 代谢药剂的活性, 因此在考虑多杀菌素与其他杀虫剂的轮用混用时, 必须注意相关药

剂的理化特性。
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Effect of Sp inosad on the Polyphenol Ox idase and Carboxyl
Esterase in Beet Arm yworm , Sp odop etera ex igua (Hübner)

W AN G Guang2feng1, 　ZHAN G You2jun1* , 　BA IL ian2yang2,

W U Q ing2jun1, 　XU Bao2yun1, 　ZHU Guo2ren1

(1. Institu te of V eg etables and F low ers, CA A S , B eij ing 100081, Ch ina;

2. P lan t P rotection A cad em y , H unan A g ricu ltu re U niversity , Chang sha 410128, Ch ina)

Abstract: Effects of sp ino sad on the activit ies of po lypheno l ox idase (PPO ) and carboxyl esterase (CarE) in

beet arm yw o rm larvae w ere investigated. Sp ino sad show ed h igh tox icity to the th ird instar larvae of beet

arm yw o rm and its L C50 w as 0. 80 m göL. 1. 0×10- 3～ 0. 5 m göL sp ino sad inh ib ited PPO activit ies mo re than

50% in v itro and the h igh concen tra t ion show ed stronger inh ib ito ry activity. In v ivo 0. 1～ 0. 8 m göL sp ino sad

induced PPO activity increasing in 4 h and then inh ib ited its activity after 12 h. 1. 0×10- 3～ 1. 0 m göL
sp ino sad had no effect on CarE activity in v itro but w h ich w as sign ifican tly increased w hen the 3rd larvae w as

fed w ith leaves treated w ith 0. 05 m göL.

Key words: sp ino sad; beet arm yw o rm ; po lypheno l ox idase; carboxyl esterase
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