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多杀菌素对小菜蛾体内多功能氧化酶和
保幼激素酯酶活力的影响
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摘　要 :采用生化分析方法 ,测定了不同浓度多杀菌素 ( sp inosad)处理后小菜蛾体内多功能氧化酶

(m ixed2function ox idases, M FO s)和保幼激素酯酶 ( juven ile horm one este rase, JH E)的活性 ,分析了

酶活性的变化动态。结果表明 ,小菜蛾体内 M FO s和 JH E活性变化趋势受多杀菌素浓度影响。用

L C50浓度处理后其保幼激素滴度变化趋势与对照相似 ,用 L C80浓度处理后保幼激素滴度降低 ,并

且滴度高峰出现时间比对照有所提前。不同浓度多杀菌素对氧化酶 O 2脱甲基活力的影响具有时
间效应 ,用 L C20浓度处理后的活力曲线上升拐点出现在 24 h, L C50浓度处理的则出现在 12 h。除

L C80浓度处理在 36 h时活力值高于对照外 ,多杀菌素各处理都能抑制氧化酶 N 2脱甲基活力。高剂
量 (L C50、L C80 )作用后小菜蛾体内保幼激素降解率与氧化酶 N 2或 O 2脱甲基活力有相似的变化趋
势。
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Abstract: The induced ac tiv ities of the m ixed2function ox idases (M FO s) and juven ile horm one esterase

(JH E) in vivo of P lu te lla xyloste lla trea ted w ith d iffe ren t concen tra tions of sp inosad, w ere investiga ted.

The resu lts show tha t the dynam ics of ta rge t enzym es ac tiv ities dep ended on the trea ted concen tra tions

of sp inosad. The juven ile horm one (JH ) tite rs induced by L C50 w ere sim ilar to the con tro l. The JH tite r

peaks, induced by L C80 , w e re appea red ahead and m ain ta ined a low er leve l as com pared w ith contro l.

The dynam ics of O 2dem ethy lation activ ities, induced by all tested concentrations, w ere f luc tua ted w ith

trea ting tim e. The inc reasing inf lex ion of dynam ic cu rves induced by L C20 and L C50 occurred a t 24 h

and 12 h, resp ec tive ly. A ll trea tm en ts, excep t L C80 a t 36 h, cou ld restra in the N 2dem ethy la tion ac tiv ities.
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JH tite rs and the ac tiv ities of O 2dem ethy la tion and N 2dem ethy la tion, induced by h igher concen tra tions of

sp inosad (L C50 and LC80 ) , cou ld be in terac tiona l.

Key words: sp inosad; P lu te lla xyloste lla; juven ile ho rm one; m ixed2function ox idases

　　小菜蛾 P lu te lla xyloste lla (L. )属鳞翅目 (L ep i2
dop te ra)菜蛾科 ( P lu te llidae) ,是十字花科蔬菜的主

要害虫之一 ,全球每年防治费用高达 1亿美元 [ 1 ]。

由于杀虫剂的不合理使用 ,加上小菜蛾每年发生

代数多 ,繁殖系数高 ,导致其抗药性迅猛提高 [ 1, 2 ]。

目前 ,小菜蛾对所有用于其防治的杀虫剂甚至转

基因植物均产生了抗药性 [ 3～7 ]。

杀虫剂的毒力大小主要是以害虫死亡率作为

评价指标的 ,但随着时间的推移以及个体接触药

量的差异 ,对一些害虫的生长发育也会产生不同

的影响 [ 8 ]。同时 ,一些研究表明 ,昆虫抗药性的产

生常伴有发育速率较慢、存活率和生殖力低等适

合度劣势 [ 9 ]。在田间实际应用中 ,不同类型杀虫

剂的不同作用方式将会使这种影响显得更为复

杂。

多杀菌素 ( sp inosad )是一类由发酵产物分离

获得的新颖大环内酯化合物 ,能有效地控制鳞翅

目、双翅目和缨翅目害虫 ,对捕食性昆虫表现出较

低毒性 [ 10 ]。但是随着多杀菌素的商品化制剂———

菜喜 ( Success)被广泛地用于防治小菜蛾等十字花

科蔬菜害虫以后 ,其抗药性问题也引起了人们关

注 [ 11 ]
,但对于不同剂量多杀菌素对小菜蛾抗药性

相关酶系、生长发育生理指标及其相互关系尚缺

乏系统的研究。

保幼激素 ( juven ile ho rm one, JH )是调节昆虫

生长发育的主要激素之一 ,也是控制小菜蛾生长

发育的重要因素 [ 12 ]。作为 JH的代谢酶类 ,保幼激

素酯酶 ( juven ile ho rm one es te rase, JH E )对控制昆

虫体内保幼激素滴度起着很重要的作用 [ 12, 13 ]
,其

活性也可能受到不同类型和不同剂量杀虫剂的影

响。多功能氧化酶系 ( m ixed2func tion ox idases,

M FO s)是昆虫体内重要的代谢酶和解毒酶 ,在杀

虫剂代谢、昆虫抗药性、保幼激素和蜕皮激素的代

谢等方面都具有重要的作用 [ 14 ]。

作者采用生化分析方法 ,研究了不同浓度多

杀菌素作用后小菜蛾体内多功能氧化酶活性和保

幼激素滴度变化之间的关系 ,旨在为进一步了解

多杀菌素的作用机理 ,探讨药剂的合理使用方法 ,

保证小菜蛾的持续控制等方面提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　试虫来源及处理

小菜蛾 P lu te lla xylos te lla虫源引自武汉蔬菜

研究所 ,在南京农业大学养虫室内 ( 25℃ ±1℃,

RH 85% , 16 L ∶8 D ) ,用油菜 (B rass ica nap us,秦

优七号 )续代饲养 ,成虫用质量分数为 10%的蔗糖

溶液补充营养。

采用多杀菌素 L C20、L C50、L C80 3个浓度喷施

油菜苗 ,自然晾干后接入刚蜕皮的 3龄小菜蛾幼

虫 ,在施药处理后 1、12、24、36 h分别取 5头小菜

蛾活虫制备酶液。

1. 2　供试药剂和仪器

多杀菌素 ( sp inosad) ,商品名为菜喜 (Success)乳

油 (有效成分质量分数为 2. 5% ) ,由美国陶氏益

农公司生产。3
H 2JH I (10

C )由美国杜邦 (D uPon t)

原子能研究所标记合成 ,由中国科学院动物研究

所提供 ,放射性比活度为 444. 0 GB q /mm o l,使用

时用异辛烷稀释。异辛烷、磷酸缓冲液 ( pH =

7. 0 )、碱性甲醇 (取浓氨溶液 1 mL ,加甲醇至

10 mL ,混匀 )、亲水型闪烁液 [ ( 2, 52二苯 口恶唑
( PPO ) 5 g、1, 42双 222( 52苯基 口恶唑 )苯 ( PO PO P )

0. 5 g、二甲苯 665 mL、T riton X 2100 335 mL ] ,均

由国产分析纯试剂配制。苯硫脲 ( PTU )、对硝基

苯甲醚、二硫代苏糖醇 ( D TT )、苯甲基磺酰氟

( PM SF)、辅酶 II (NAD PH )为进口分装。

B eckm an L S 29800型液体闪烁计数器 , B iofuge

D 237520型冷冻离心机 , 75122型紫外分光光度计。
1. 3　生物测定方法

参照 Ism a il等的叶片药膜法 [ 15 ]。取新鲜无农

药污染的甘蓝叶片浸在系列浓度的药液中 10 s,以

蒸馏水作对照 ,室内晾干后接大小一致的 3龄幼虫

(2～3 m g /头 ) ,每浓度 3次重复 ,每次重复 10头幼

虫 , 48 h后统计结果 ,按 Finney机率值分析法 [ 16 ]计

算 L C20、L C50和 L C80值。

1. 4　JHE活力测定

参照戴华国等 [ 17, 18 ]的方法制备酶液 ,将小菜蛾

幼虫称重 ,并按比例 (每 mL缓冲液 60 m g虫体 )加

入预冷的 0. 1 m ol /L (pH = 7. 0)的磷酸缓冲液于匀

浆器中 ,冰浴下匀浆 ;立即转入塑料离心管内 ,于

042 农　药　学　学　报 V ol. 8
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- 10℃下静置过夜 ; 再于 4℃、5 000 r /m in离心

10 m in,收集上清液于低温冰箱中保存备用。

采用放射化学法 (RC )测定 [ 13, 14 ]。将待测液加

入稀释后的 3
H 2JH I标样溶液中 ,在 29℃ ±1℃下温

浴 30 m in后用碱性甲醇溶液终止反应。涡旋振

荡 5 m in后用异辛烷振荡萃取 10 m in;再涡旋振荡

10 m in, 4 000 r /m in下离心 10 m in。取上清液和下

层液各 50μL置于闪烁瓶中 ,加入 5 mL亲水型闪

烁液 ,用液体闪烁计数器读出衰变率 ,即射线每分钟

的衰变次数 (简写 D PM )。以下列公式计算保幼激

素被降解的百分率。

Y( % ) = [ (B - C ) ×V2 /50 - D ] / [ (A - C ) ×V1 /50 + (B - C ) ×V2 /50) ] ×100

　　式中 , Y% :校正后的 3
H 2JH I标样被降解的百

分率 ; A:样本上层液所测出的 D PM 的平均值 ; B :

样本下层液所测出的 D PM的平均值 ; C:不加酶液

和磷酸缓冲液 ,仅用闪烁液所测出的 D PM 的平均

值 (本底值 ) ; D :用磷酸缓冲液替代酶液后样本下

层液的 D PM 值 (对照值 ) ; V1 :样本上层液总体积

( 500μL ) ; V2 :样本下层液总体积 ( 200μL )。

1. 5　多功能氧化酶 (M FO s)活力测定 [ 20 ]

将 5头试虫置于 1 mL 0. 1 m o l /L pH = 7. 8

(含 1 mm o l /L ED TA , 1 mm o l/L D TT, 1 mm o l /L

PTU , 1 mm o l /L PM SF )的磷酸缓冲液中 ,冰浴下

匀浆。匀浆液在 4℃、1. 2 ×10
4

r /m in下离心

10 m in,取上清液再次离心 30 m in,再取上清液

800μL用超纯水定容至 4 mL作测定酶源。

氧化酶 O 2脱甲基活力的测定 :以对硝基苯甲

醚为底物 ,在 M FO s的作用下 ,生成对硝基苯酚钠 ,

以对硝基酚作标准曲线。反应体系为 2μm ol /L

的对硝基苯甲醚 1. 5 mL , 9. 6 mm o l /L的 NAD PH

0. 15 mL和酶液 1. 35 mL , 30℃下静置 30 m in后

测定。在 405 nm下比色 ,用对硝基酚的生成量表

示酶活力 [μm o l·L
- 1·m g

- 1
p ro· ( 30m in ) - 1

];

氧化酶 N 2脱甲基活力测定用对氯 2N 2甲基苯胺作
底物 ,在 M FO s的作用下 ,生成对氯苯胺。以对氯

苯胺作标准曲线。反应体系为 2μm o l /L的对氯 2
N 2甲基苯胺 1. 5 mL , 9. 6 mm o l/L 的 NAD PH2

0. 15 mL和酶液 1. 35 mL , 30℃下静置 30 m in后测

定。在 387 nm下比色 ,用对氯苯胺的生成量表示

酶活力 [μm o l·L
- 1·m g

- 1
p ro· ( 30m in) - 1

]。

1. 6　蛋白质浓度测定

采用考马斯亮蓝 G 2250法 [ 21 ]。

2　结果与分析

2. 1　生物测定结果

结果表明 ,多杀菌素对小菜蛾的校正死亡率

机率值 ( y )与浓度的对数值 ( x )的线性关系

式为 : y = 2. 018 4x + 5. 295 1,相关系数 R
2

=

0. 957 5,回归关系的显著性测验 F值是 45. 01,达

到 0. 05 显 著 水 平 ; 回 归 截 距 的 标 准 误 差

Sa = 0. 15, 95%置信限为 5. 3 ±0. 64; 回归系数的

标准误差 Sb = 0. 30, 95%置信限为 2. 02 ±1. 30,

都达到 0. 05显著水平。计算得出 L C20值是

0. 20 m g /L , L C50值 为 0. 51 m g /L , L C80 值 为

1. 33 m g /L。

2. 2　保幼激素酯酶 ( JHE)活力变化

昆虫体内保幼激素的滴度与 JH E活力变化呈

负相关 ,即保幼激素被降解得越多 ,则表示昆虫体

内 JH E的活力越高 ,保幼激素滴度越低。由图 1

看出 ,对照小菜蛾体内保幼激素降解率是呈先下

降后上升的趋势 ,表明正常小菜蛾 (对照 )体内保

幼激素滴度在同龄前期的含量较低 ,在龄期中期

达到最大值 ,而在脱皮前又降到低水平。经多杀

菌素处理后 ,小菜蛾体内保幼激素的正常代谢受

到干扰 ,受干扰程度与多杀菌素用量有关。用

L C50、L C80浓度处理后 ,小菜蛾保幼激素滴度变化

趋势与对照的相似 ,但 L C80处理者保幼激素滴度

总体上小于对照 ,滴度高峰出现时间比对照有

所提前 ;用 L C20剂量处理后 ,保幼激素滴度先是明

　

Fig. 1　D ynam ics of JH deg rad ing ra tio of

p lu te lla xylos tlla trea ted w ith d iffe ren t

concen tra tions of sp inosad
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显减少 , 24 h后又有所回升。可见 ,多杀菌素可以

干扰小菜蛾幼虫中保幼激素的正常代谢 ,从而影

响其正常生长发育进程。用 3种剂量多杀菌素处

理后 ,小菜蛾体内保幼激素降解率与对照降解率

的相对值变化趋势基本一致 ,用 L C20剂量处理后

相对值增减幅度在 - 92. 43% ～57. 74% , L C50处

理后其增减幅度在 - 12. 69% ～38. 20% , L C80处

理后相对值变化呈增加趋势 ,增加幅度在 92. 37%

～207. 95%之间。

2. 3　多功能氧化酶 (M FO s)活力变化

对照小菜蛾的氧化酶 O 2脱甲基活力随时间变
化的波动幅度在 0. 58～6. 53μm o l·L

- 1 ·m g
- 1

·p ro· ( 30 m in) - 1
,而经多杀菌素处理后 ,小菜蛾

体内的 O 2脱甲基活力有明显变化 ,高浓度 (L C80 )

作用后 1 h,其活力高于对照 ,随后逐渐下降 ,在

24 h后又突然升高 , 36 h时明显高于对照。L C20、

L C50浓度处理后的小菜蛾体内 O 2脱甲基活力变化
趋势与对照基本一致 ,但 L C20处理后的活力变化

上升拐点在 24 h, L C50用量的在 12 h (见图 2 )。

图 3说明不同浓度多杀菌素对氧化酶 O 2脱甲基活
力的影响是有时间效应的。

　

Fig. 2　O 2dem e thy la tion ac tiv ity dynam ics of

p lu te lla xylostlla trea ted w ih d iffe ren t

concen tra tions of sp inosad

　　不同浓度多杀菌素处理后的小菜蛾体内氧化

酶 N 2脱甲基活力随时间变化趋势见图 4。用

L C20、L C50浓度处理后 ,该酶活力值随时间变化趋

势与对照的相似 ,但低于对照 ; L C80浓度处理后的

酶活力值随时间延长而提高 ;除 L C80处理者在

36 h时活力值高于对照外 ,其余各处理的酶活力

都受到抑制。图 5也表明多杀菌素作用量大小对

氧化酶 N 2脱甲基活力有抑制或增强关系。

　

Fig. 3　The inc reas ing o r dec reas ing ra tio of

O 2dem e thy la tion ac tiv ity of p lu te lla xyloste lla

trea tedw ith d iffe ren t concen tra tions of

sp inosadcom p a red w ith con tro l g roup s

　

Fig. 4　N 2dem ethy la tion ac tiv ity dynam ics of

p lu te lla xylos tlla trea ted w ith d iffe ren t

concen tra tions of sp inosad

　

Fig. 5　The inc reas ing o r dec reasing ra tio of N 2
dem e thy la tion ac tiv ity of P lu te lla xylos te lla

trea ted w ith d iffe ren t concen tra tions of

sp inosadcom p a red w ith con tro l g roup s
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2. 4　保幼激素酯酶活力与多功能氧化酶活力变

化的关系

从图 6可见 ,多杀菌素 L C20用量下 ,保幼激素

滴度变化与氧化酶 N 2或 O 2脱甲基活力变化的趋
势走向明显不一致 ;在 L C50用量时二者具有一定

关系 ;在 L C80用量时二者关系明显。说明高剂量

多杀菌素作用可以诱导小菜蛾体内氧化酶活性变

化 ,并可以使保幼激素滴度发生同步变化。

　

Fig. 6　The inc reas ing o r dec reasing ra tio of the

O (N ) 2 dem e thy la tion ac tiv ity and the JH

deg rad ing ra tio of p lu te lla xyloste lla trea ted

w ith d iffe ren t concen tra tion of sp inosad

3　讨论

　　昆虫变态发育受到促前胸腺激素 ( p ro tho raco2
trop ic ho rm one, PTTH )、蜕 皮 激 素 ( m o lting

ho rm one, M H )、保幼激素 ( juven ile ho rm one, JH )

三者相互协调、相互制约的影响。昆虫脑神经分

泌细胞合成和分泌的 PTTH经咽侧体释放后 ,刺

激前胸腺使其分泌蜕皮激素 ,蜕皮激素与保幼激

素协同调控昆虫变态发育。若这一过程受到干

扰 ,则昆虫的变态发育进程就会有所改变 [ 22, 23 ]。

本研究结果表明 ,多杀菌素处理后 ,小菜蛾保幼激

素受到不同程度的影响 ,高剂量 (L C80 )作用可明

显降低小菜蛾体内保幼激素滴度 ,从而使小菜蛾

龄期变短 ,增加繁殖代数。

M FO s主要作用于杀虫剂、保幼激素和蜕皮激

素的代谢等方面 [ 14, 24 ]。本研究表明 ,经多杀菌素

处理后 ,小菜蛾体内氧化酶 O 2脱甲基活性和 N 2脱
甲基活性在大多数时段都受到抑制 ,不仅会影响

到小菜蛾对多杀菌素的代谢 ,还会影响其他药剂

的使用效果。同时 ,由于 M FO s中各种酶的作用

是一个协调体系 ,其中一种酶活性发生改变 ,必然

会影响到其他酶的活性 ,对保幼激素有代谢作用

的 P450酶活性同样会受到氧化酶 O (N ) 2脱甲基
活力的影响。

本研究结果还表明 ,经多杀菌素作用后 ,小菜

蛾体内保幼激素滴度和 O (N ) 2脱甲基活力都发生
了变化 ,并且有一定的同步性。因此 ,不同药剂敏

感性害虫在生态适应性方面会有差异 ,从而使寄

主植物 2植食性昆虫 2杀虫剂呈现复杂关系 [ 25 ]。
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