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对甲胺磷敏感性的比较
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摘要：松墨天牛 -’&’".$(/0 $)#12&$#/0 RAJ$ 是传播松材线虫 3/20$4.1)1&"./0 56)’4.+)/0 .;DS<$ 的主要媒介昆虫，在其化

学防治中经常使用有机磷杀虫剂，而这类杀虫剂有些可通过作用于神经毒性酯酶（#$"GAEAM;D $IE$G:I$，.T8）使敏感

的脊椎动物产生迟发性神经毒性。为了深入理解有机磷杀虫剂对害虫毒杀作用机理，增强对昆虫体内 .T8 活性的

了解，我们在松墨天牛中开展了相关的研究。通过差异测定法和经典的乙酰胆碱酯酶（:D$E><DFA<;#$IE$G:I$，62F8）活

性测定方法，分别测定了松墨天牛幼虫体内 .T8 和 62F8 的活性。结果发现，在松墨天牛体内存在 .T8 活性，其头

部的 .T8 活力为 %PQ& U &P*& #9A<·9;#+ 4·9L+ 4，比脂肪体高出了近 4& 倍，但仍较鸟类等脊椎动物为低。体内实验显

示，松墨天牛体内 .T8 可被甲胺磷所抑制；但在体外实验条件下，甲胺磷对来自松墨天牛头部的 .T8 活性并没有

产生明显抑制作用，而此浓度下的甲胺磷对 62F8 表现出较高水平的抑制作用。表明松墨天牛体内 .T8 和 62F8
对甲胺磷的敏感性完全不同。
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松墨天牛 !"#"$%&’() &*+,-#&+() !"#$ 不仅是传

播松材线虫 .(-)&/%,*,#$%() 01*"/%2*() %&’()$ 的主要

媒介昆虫，而且其自身钻蛀也给松属植物带来严重

危害（*"+&,"-" ./0 12.3.(&，4567；吕传海等，7888），

但人们对它的毒理学研究开展甚少。在化学防治

中，有机磷杀虫剂是防治松墨天牛的有效药物（戴建

昌等，4559），而甲胺磷则是目前最常用的有机磷杀

虫剂。

人们发现，许多有机磷杀虫剂除了急性毒性外，

还可在鸟类和哺乳类等高等脊椎动物上引起迟发性

神经毒性（:;"<=>"/&.，4594），与急性毒性的机理涉

及乙酰胆碱酯酶（.’$-?)’@")&/$3-$+.3$，:A@B）的活性

抑制不同，这种迟发性神经毒性被认为与机体内的

一种被称为神经毒性酯酶（/$<+"-"C&’ $3-$+.3$，%DB）

的酶活性被有机磷化合物抑制有关（E"@/3"/，456F）。

%DB 属于羧酸酯酶（’.+;"C?)$3-$+.3$3）（BAGH4H4H4），

它是在研究有机磷杀虫剂诱导的迟发性神经毒性

（"+I./"#@"3#@.-$=&/0<’$0 0$).?$0 /$<+"-"C&’&-?）的过程

中被发现的，当时，英国生化毒理学家 E"@/3"/（45J5）

以同位素标记的方法发现，引起迟发性神经毒性的

有机磷化合物能选择性地抑制一种酯酶的活性，遂

将该酯酶命名为神经毒性酯酶（E"@/3"/，456F），也称

为神 经 病 靶 酯 酶（/$<+"#.-@? -.+I$- $3-$+.3$，%DB）

（E"@/3"/，4597，455G）。然而，对于 %DB 的生理功

能，尤其是正常机体内的生理功能的了解并不全面。

在脊椎动物体内，%DB 被发现是一种定位于内质网

的丝氨酸酯酶，属于磷脂酶 K 家族，体外最适底物

为戊酸苯酯（#@$/?) L.)$+.-$）（M.’’@$" ,+ &* N，788F）。

在小鼠试验中发现，神经毒性有机磷化合物可以抑

制溶血磷酯酶的活性，进一步研究认为，%DB 的生理

底 物 可 能 是 溶 血 卵 磷 脂（O<&3-.0 ,+ &* N，788G；

O<&3-.0 ./0 A.3&0.，788F）。在以往的针对 %DB 的基

因序列研究中，人们在细菌、酵母、果蝇等生物中均

发现了与高等动物的 %DB 具有较高相似性的蛋白

（*"3$+ ,+ &* N，7888）。而在对昆虫的研究中，尚未见

到有机磷杀虫剂引起迟发性毒性之说，人们在讨论

杀虫剂的杀虫机理时也还很少涉及 %DB（伍一军和冷

欣夫，788G）。但在果蝇中人们却已经发现了一种称

为多孔硬干酪蛋白（P2&33 ’@$$3$ #+"-$&/，PQP）的蛋白

质与 %DB 具有较高的氨基酸序列相似性（*"3$+ ,+
&* N，7888）。本 实 验 室 曾 经 在 棉 铃 虫 3,*2$"4,-/&
&-’25,-& 的头部和脂肪体等部位检测到 %DB 的活性

（伍一军等，788R）。由此我们可以推测，%DB 或其同

源蛋白可能广泛存在于从低等到高等的生物体内。

然而，毕竟人们对昆虫体内 %DB 活性的存在情况以

及有机磷杀虫剂对它的作用情况目前尚缺乏了解，为

此，我们借鉴了高等动物的 %DB 研究方法，对松墨天

牛体内 %DB 活性及甲胺磷对其作用情况进行了研

究，并与甲胺磷对 :A@B 作用的情况进行了比较。

! 材料与方法

!"! 化学试剂

6FS甲胺磷原药为山东高密农药厂产品。

牛血 清 白 蛋 白（KP:）、三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷

（D+&3）、碘 化 硫 代 乙 酰 胆 碱（:A@1）、二 硫 苏 糖 醇

（>DD）、对氧磷（#.+."C"/）、苯甲基磺酰氟（T*PU）和

十二烷基硫酸钠（P>P）为 P&I,. 产品；D+&-"/ V=488
为上海化学试剂厂产品；二甲基甲酰胺、铁氰化钾

和二氨基四乙酸钠盐（B>D:）为北京化工厂产品；F=
氨基安替吡啉和考马斯亮蓝 W=7R8 为 U)<(. 产品；

R，RX=二硫代双=7=硝基苯甲酸（>D%K）为北京东环化

工厂产品；戊酸苯酯（TY）和氟丙胺磷（,&#.Z"C）为实

验室自行合成。以上试剂均为分析纯级产品。

!"# 供试昆虫

试虫为采自安徽马鞍山林场的松墨天牛野生种

群幼虫（G [ R 龄）。

!"$ %&’( 活性测定

!"$"! 酶液样品制备：取松墨天牛幼虫，在冰盘上

解剖，去中肠和脂肪体，其余部分用预冷的 8H4 ,")\
] 的磷酸盐缓冲液（#! 6HR）冲洗后剪碎，按照每头

天牛7 ,]的量加入预冷的匀浆缓冲液（8H4 ,")\]磷

酸盐缓冲液），使用电动玻璃匀浆器于冰浴中匀浆

（上下 G8 [ F8 次），将匀浆液转入离心管中，F^下以

7 888 _ I 离心 4R ,&/，取其上清液（此为酶活性测定

用的待测样品），立即测定或冻存于 ‘ 98^冰箱中，

F9 @ 内使用。

!"$"# 酶活性测定：参照 B)),./ 等（45J4）的方法

并作适当改进。反应体系总体积为 788!]，反应缓

冲液为 8H4 ,")\] 磷酸盐缓冲液（#! 6HR），反应底物

为 4 ,,")\] :A@1，反应体系中含蛋白质样品 788 [
G88!I，测定用杀虫剂甲胺磷配成相应浓度梯度。

反应温度为 G8^，药物孵育时间为 48 ,&/，反应时间

4R ,&/，显色 4R ,&/，F47 /, 处比色。

上述测定每次取幼虫 G [ F 头，重复 G 次。

!") *+( 活性测定

!")"! 酶液样品制备：将松墨天牛幼虫解剖后取出

头部、脂肪体及剩余部分，置于冰浴中预冷的 DB 缓冲
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液（!" ##$%&’ ()*+，",- ##$%&’ ./(0，12 3,"）中漂洗

后，用电动匀浆器匀浆。每份样品用4 #’ (. 缓冲液。

匀浆液在 45 !"" 6 7 离心 8" #*9，离心后取上清液

（此为待测酶液），立即进行 :(. 活性测定。

!"#"$ 体内实验时甲胺磷对松墨天牛的染毒处理：

处理组在含有 8" ##$%&’ 甲胺磷的 ",8; ()*<$9 =>
8"" 溶液中浸泡，浸泡时确保松墨天牛的口器不接

触溶液，8! #*9 后将松墨天牛从溶液中取出；分别

以蒸馏水和 ",8; ()*<$9 =>8"" 溶液以同样长的时间

浸泡松墨天牛，作为对照。-4 ? 后同上述方法解剖

天牛取其组织测定 :(. 活性。

!"#"% 酶 活 性 测 定：参 照 @ABBA%* 等（8CC8）以 及

D$))E%% 和 .?)*F?（8CC8）的方法，并作适当改进（伍一

军等，-""!）。反应体系总体积为 G""!’，每反应体

系中的样品蛋白质含量约 H"!7，根据 :(. 的性质分

为 4 组进行测定：（8）空白组只含 (. 缓冲液；（-）控

制组含有对氧磷（4"!#$%&’）、氟丙胺磷（!"!#$%&’）

以及底物戊酸苯酯（!,G ##$%&’），但不含有待测样

品；（G）对氧磷组含对氧磷、底物和酶液；（4）氟丙胺

磷组含对氧磷、氟丙胺磷、底物和酶液。测定时先将

待测样品与对氧磷和&或氟丙胺磷在 GI5 预保温

G" #*9，再加入底物与之反应，G" #*9后加入终止液

（8;的 J/J>","-!;的 4>氨基氨替比林）终止反应。

反应终止后加入铁氰化钾溶液显色 ! #*9，用空白组

调零测定 !8" 9# 处的光吸收值。对氧磷组与控制

组活性之差减去氟丙胺磷组与控制组活性之差为

:(. 活性。

体外实验测定 :(. 活性时，用未经药物处理的

试虫制备样品。除空白组以外，各组另外加入不同

浓度的甲胺磷溶液，预孵育时间为 8! #*9。其余步

骤与体内实验的测定完全相同。

酶活性计算：以重蒸酚在 (. 缓冲液中配成浓

度梯度，制作标准曲线用以计算 :(. 活性，以每分

钟每毫克蛋白催化戊酸苯酯水解所产生酚量表示

:(. 活性大小。

上述体内和体外实验每个处理从 G K 4 头幼虫

取样，重复 G 次。

!"& 蛋白质含量测定

使用 L)AMN$)M（8CIH）蛋白浓度测定法，以牛血清

白蛋白（LJ0）作为标准，建立标准曲线。

!"’ 数据处理

所得数据均以 .=D.’ 和 O)*7*9I,! 进行处理和

统计学分析，对不同的处理组或药物浓度作用效果

进行方差分析，以 ! P ","! 视为有显著意义。

$ 结果与分析

$"! 松墨天牛幼虫各部分的 ()* 活性

研究结果显示，松墨天牛体内存在 :(. 活性，

且以头部活性最高，脂肪体部分活性较低，而其他部

分的 :(. 活性则介于两者之间，约接近头部活性的

一半（表 8）。可以理解的是，头部作为天牛神经系

统的神经元密度较高的中枢部位，其 :(. 活性可能

较高，结合在高等动物组织中的 :(. 活性分布情况

推测，松墨天牛体内的 :(. 活性也可能主要分布在

神经组织。

表 ! 松墨天牛体内主要部位的 ()* 活性

（平均值 + 标准误）

),-./ ! ()* ,0123214 56 !"#"$%&’() &*+,-#&+()
.,73,（8/,9+ ./）

样品组织

JA#1%EM <*++QE+
:(. 活性 :(. AF<*R*<B

（9#$%·#*9S 8·#7S 8）

头部 2EAM -,3" T ",G"
脂肪体 UA< V$MB ",G8 T ",88

其余部分 O<?E) 1A)<+ 8,GI T ",C"

$"$ 甲胺磷体内处理对松墨天牛 ()* 活性的影响

对松墨天牛幼虫给以浓度为 8" ##$%&’ 甲胺磷

（含 ",8;的 ()*<$9 =>8""）处理 -4 ? 测定 :(. 活性（取

:(. 活性相对较高的头部进行测定）。从表 - 可以看

出，甲胺磷对 :(. 活性的抑制达到 HI;（! P ","!），

单独用 ()*<$9 =>8"" 溶液处理对 :(. 活性的影响较轻

微，其活性比蒸馏水对照组降低了约 -G;。

表 $ 甲胺磷处理对松墨天牛幼虫头部

()* 活性的影响（体内实验）

),-./ $ 0# 121" /66/01 56 8/1:,82;5<:5= 59 1:/ ,0123214 56
()* 6758 :/,; 56 !"#"$%&’() &*+,-#&+() .,73,

处理

()EA<#E9<
:(. 活性 :(. AF<*R*<B

（9#$%·#*9S 8·#7S 8）

蒸馏水对照 D$9<)$%（WA<E)） -,I8 T ",8I
表面活性剂处理 ()*<$9 =>8"" -,"3 T ",-G

甲胺磷处理 XE<?A#*M$1?$+ ",C" T ",-8!!

!!表示 ! P ","8。

!! *9M*FA<E+ <?E +*79*N*FA9< M*NNE)E9FE A< ! P ","8，F$#1A)EM Y*<? <?E
F$9<)$% 7)$Q1,

$"% 甲胺磷体外处理对松墨天牛 ()* 活性的影响

为了进一步了解松墨天牛体内 :(. 的性质，作

者使用了松墨天牛中 :(. 活性相对较高的头部进

行了甲胺磷体外影响的研究，但出乎意料的是，在体

外，松墨天牛的 :(. 活性对甲胺磷并不敏感（表 G），

在所测定的浓度范围内，甲胺磷处理与对照相比均

8"4G 期 伍一军等：松墨天牛幼虫体内神经毒性酯酶和乙酰胆碱酯酶对甲胺磷敏感性的比较



无明显差异（! ! "#"$）。与此同时，测定了甲胺磷

在不同浓度下对 %&’( 活性的影响（表 )），在体外测

定条 件 下，甲 胺 磷 在 其 测 试 浓 度 范 围（*"+ , -
*"+ . /0123）对 %&’( 活性有抑制作用，当其浓度在

*"+ 4 /0123 以上时，与对照相比甲胺磷对 %&’( 抑制

作用显著（! 5 "#"$）；当甲胺磷浓度达到 *"+ ) /0123

以上时，其抑制作用更为明显（! 5 "#"*）（表 )）。通

过对 %&’( 的抑制曲线分析，甲胺磷对 %&’( 的抑制

相当平缓，在整个测试浓度范围（*"+ , - *"+ . /0123）

内，甲胺磷对 %&’( 的抑制率从 *"6到 7"6缓慢增

加，其半数抑制浓度大约在 "#$ 8 *"+ ) /0123 左右

（图 *）。

表 ! 甲胺磷对松墨天牛头部的 "#$% 和 &’% 活性的影响（体外实验）

’()*+ ! !" #$%&’ +,,+-. /, 0+.$(012/3$/4 /5 .$+ (-.161.1+4 /, "#$% (52 &’% 15 .$+ $+(2 ,7/0 (’"’)*+,-. +/%0&"+%-. *(76(

甲胺磷浓度（/0123）

&09:;9<=><?09 0@ /;<’>/?A0B’0C
酯酶活性 %:<?D?<E 0@ <’; ;C<;=>C;C（9/01·/?9+ *·/F+ *）

%&’( GH(
" .)#.4 I .#.. .#$) I "#.J

*#" 8 *" + , ."#7K I .#** +
*#" 8 *" + K *,#$. I *#., +
*#" 8 *" + 4 *4#") I .#*J! +
*#" 8 *" + 7 *4#*) I *#*)! .#KK I "#J.
*#" 8 *" + $ *$#*K I *#.7! .#.) I "#))
*#" 8 *" + J *$#*J I *#)*! .#") I "#$K
*#" 8 *" + ) ,#$) I .#*K!! )#.4 I "#7K
*#" 8 *" + . ,#,. I *#).!! +

!和!!分别表示与对照（" /0123 甲胺磷）相比差异显著（! 5 "#"$）和极显著（! 5 "#"*）。

! >9A!! ?9 <’; <>L1; ?9A?:><; <’; C?F9?@?:>9< A?@@;=;9:; >< ! 5 "#"$ >9A ! 5 "#"*，=;CB;:<?D;1E，:0/B>=;A M?<’ <’; :09<=01 F=0NB（" /0123 /;<’>/?A0B’0C）O

图 * 不同浓度甲胺磷对松墨天牛幼虫 %&’(
活性的体外抑制率

P?FO * "# $%&’( ?9’?L?<?09 0@ %&’( @=0/ 1>=D> 0@ )(#(*+,-./
,0&1’#,&./ LE /;<’>/?A0B’0C >< A?@@;=;9< :09:;9<=><?09C

! 讨论

通过实验，我们在松墨天牛幼虫体内检测到了

GH( 活性，由于其具有与脊椎动物 GH( 相似的特

性，将其称之为 GH( 活性或 GH( 样活性。根据其头

部活性高的情况，推断天牛体内这种酶很可能与脊

椎动物的类似，在神经组织中活性较高。松墨天牛

GH( 活性与我们实验室曾经测定的棉铃虫体内的

GH( 活性不同，棉铃虫头部 GH( 活性是松墨天牛头

部 GH( 活性的近 . 倍。此外，GH( 活性的分布也有

所不同，棉铃虫脂肪体中 GH( 活性最高，是头部的

.#4 倍（伍一军等，.""$），但这是否就是鞘翅目昆虫

和鳞翅目昆虫体内 GH( 分布上的差别尚待进一步

研究。总体上，与鸟类等脊椎动物相比，松墨天牛体

内的 GH( 活性要低很多。

通过体表给药处理，松墨天牛体内 GH( 活性在

.J ’ 后受到了较强的抑制。我们曾试验过其他体内

给药的方法，发现如果没有表面活性剂参与，即使使

用浓度很高的甲胺磷水溶液浸泡处理，也难以测出

其对 GH( 活性的影响（数据未列出），造成这种现象

的原因可能是松墨天牛表皮的蜡层较厚，水溶性物

质不易穿透，这一点也与松墨天牛难于化学防治的

特点相吻合。使用表面活性剂 H=?<09 QR*"" 处理的

对照组与仅使用水处理的对照组相比，GH( 活性也

有轻微减弱，这是否是由于表面活性剂破坏了松墨

天牛幼虫表皮的蜡层而引起的还有待进一步研究。

比较甲胺磷对 %&’( 的作用结果发现，体外实

验中甲胺磷可以明显地抑制 %&’( 活性。*"+ J /0123
的甲胺磷抑制 %&’( 活性的 )$6，而 *"+ . /0123 的

甲胺磷对 %&’( 的抑制率则达 $K6（图 *）。根据

%&’( 在甲胺磷由低到高的一系列浓度梯度下的活

性变化曲线看，松墨天牛体内 %&’( 对甲胺磷浓度

的变化并不敏感，尽管其体内 %&’( 对甲胺磷本身

是敏感的（在 *"+ , /0123 时即发生抑制作用）。

杨琳等（.""$）的研究结果表明，在体外实验中

甲胺磷对鸡脑 GH( 活性具有明显的抑制作用。本

研究却发现松墨天牛体内 GH( 体外实验中对甲胺

."J 昆虫学报 2*&, 3#&(-(0(4%*, 5%#%*, J, 卷



磷的作用不敏感，其原因可能比较复杂。由于所测

定的松墨天牛幼虫体内 !"# 活性的基值很低，与鸡

脑 !"# 活性（$%&%’ ( )&*+）相比（伍一军和冷欣夫，

),,*），天牛幼虫体内即使是在 !"# 活性最高的头

部，其 !"# 活性还不到鸡脑 !"# 活性的 )-)’，如此

低的活性通过在体外采用抑制剂差异抑制的测定方

法有可能难以检出其微弱变化，而目前差异抑制测

定仍然是 !"# 活性测定不可替代的方法。另外，以

往的研究发现，甲胺磷等有机磷杀虫剂是通过磷酸

化丝氨酸酯酶活性中心的丝氨酸残基对其活性产生

抑制作用的（./001/2 !" #$ &，’+++）。本研究结果提

示，松墨天牛体内存在的 !"# 活性与鸟类等脊椎动

物的相比可能有较大的差异。由于松墨天牛体内具

有这种 !"# 活性蛋白的编码基因尚未克隆，对这种

差异的原因目前尚不明了，很可能在松墨天牛体内

具有这种 !"# 活性的蛋白不一定是丝氨酸酯酶，或

者虽然是丝氨酸酯酶而由于某种原因不能被有机磷

杀虫剂甲胺磷磷酸化。如果今后的研究能将这种

!"# 活性具体到哪一种（或几种）蛋白质，则可望能

进一步明确这种差异产生的原因。

致谢 中国科学院动物研究所孙江华研究员为本实

验提供了松墨天牛试虫，在此表示感谢。
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