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溴氰虫酰胺胁迫对小地老虎保护酶和解毒酶

活性的诱导效应
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摘要　为明确小地老虎对溴氰虫酰胺的代谢解毒机制，采用浸叶法测定了溴氰虫酰胺对小地老虎３龄幼虫室内毒

力，在此基础上，通过酶动力学法检测了溴氰虫酰胺亚致死剂量对小地老虎保护酶和解毒酶活力的影响，并比较了

不同剂量处理后１、６、１２、２４、４８和７２ｈ时小地老虎体内保护酶和解毒酶活力的动态变化。结果表明，溴氰虫酰胺

亚致死剂量初期可诱导过氧化物酶（ＰＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活力升高；对羧酸酯酶

（ＣａｒＥ）活力表现为早期诱导、后期抑制的作用；对谷胱甘肽犛转移酶（ＧＳＴｓ）活力表现为明显的诱导作用；对多功

能氧化酶（ＭＦＯｓ）表现为一定程度的抑制作用。研究结果为深入了解小地老虎对溴氰虫酰胺的防御机理提供了一

定的理论基础。
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　　小地老虎犃犵狉狅狋犻狊犻狆狊犻犾狅狀（Ｒｏｔｔｅｍｂｅｒｇ）属鳞翅

目夜蛾科，是地老虎中分布最广，为害最严重的一种

地下害虫［１］，在中国各地均有分布，食性杂，可为害

多种农作物及苗木的幼苗和根部［２］，常造成农作物

缺苗、断垄，对其产量造成严重威胁。由于全球气候

变暖和农业种植制度的改变，小地老虎的生存环境

有了很大的变化，近年来该虫在中国发生为害日趋

严重［３］。小地老虎在不同年份对药剂的敏感性不

同［４］，加上取食量大、分布不均匀，给防治带来很大

的难度。长期以来，对该害虫的防治主要以化学防

治为主。研究表明小地老虎已对有机磷类、菊酯类

等多种药剂产生了很高的抗性，有些种类的杀虫剂

对其甚至完全失效［４７］。

昆虫的生理生化抗性在其对杀虫剂抗药性的产

生和发展过程中起着主要作用［８］，可通过诱导或抑

制其体内保护酶活力的变化来阻止外界毒物侵害的

影响，以增强其耐药性和抗逆性［９］。另外，昆虫解毒

代谢能力的增强也是其产生抗药性的主要机理之

一［１０］。杀虫剂在田间施用后，随着应用时间的延

长，药剂会被逐渐降解至亚致死剂量，该剂量低不足

以杀死昆虫，但仍可引起害虫生态学、抗药性、生殖

力、生育历期、药剂代谢能力等发生改变，即产生亚

致死效应，进而引起害虫的再猖獗［１１１２］。

关于防治小地老虎的药剂，国内外均有很多研

究报道［１３１８］。溴氰虫酰胺是ＤｕＰｏｎｔ公司继氯虫苯

甲酰胺之后成功开发的第二代鱼尼丁受体抑制剂类

杀虫剂，可有效防治大部分鳞翅目害虫［１９］。研究表

明，与其他种类药剂相比，溴氰虫酰胺具有毒力更

高、选择性强和击倒速度快等特点［２０２１］，目前，国内

外尚未有溴氰虫酰胺亚致死剂量对小地老虎体内保

护酶和解毒酶活性影响的相关报道。本研究采用酶

动力学法测定ＬＣ１０、ＬＣ２５及ＬＣ４０剂量的溴氰虫酰胺

对小地老虎幼虫体内保护酶和解毒酶在１、６、１２、

２４、４８和７２ｈ的动态变化，以深入了解小地老虎对

溴氰虫酰胺的防御机理，以期为应用溴氰虫酰胺科

学合理地防治小地老虎提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试虫源及饲养

将玉米田中诱集到的小地老虎成虫饲以２０％

的蜂蜜水，在室内条件下饲养至产卵。１～２龄幼虫

喂食洁净甘蓝叶片，３龄以后转入１２孔细胞培养

板，并喂食新鲜的人工饲料，老熟幼虫转入平底试管

内饲养直至化蛹。试验之前在室内条件下纯化驯养

几代后再使用，以消除环境的影响。试虫饲养条件：

人工智能养虫室，温度为（２７±１）℃、相对湿度为

７５％±５％、光周期为Ｌ∥Ｄ＝１６ｈ∥８ｈ、光照强度

３５００ｌｘ。选择大小一致的新蜕皮（１２ｈ内）３龄幼

虫作为试虫。

１．２　供试药剂与仪器

９４％溴氰虫酰胺原药（美国杜邦公司）；ＥＤＴＡ、

ＤＴＴ、对硝基苯甲醚、α苯基硫脲（ＰＴＵ）、α苯基磺

酰氟（ＰＭＳＦ）、１氯２，４二硝基苯（ＣＤＮＢ）、还原型

谷胱甘肽（ＧＳＨ）、固蓝Ｂ盐、α乙酸萘酯（αＮＡ）和

谷胱甘肽还原酶，Ｓｉｇｍａ公司；考马斯亮蓝Ｇ２５０

（ＣｏｏｍａｓｓｉｅＢｒｉｌｌｉａｎｔＢｌｕｅＧ２５０），ＢＢＩ公司；牛血清

白蛋白（ＡｌｂｕｍｉｎＦｒａｃｔｉｏｎＶ），Ｒｏｃｈｅ公司；ＮａＨ２ＰＯ４·

２Ｈ２Ｏ、Ｎａ２ＨＰＯ４·１０Ｈ２Ｏ、丙酮（Ｃ６Ｈ６Ｏ），天津大茂化

学试剂厂；ＴｒｉｔｏｎＸ１００，北京雅安达生物技术有限

公司；十二烷基硫酸钠ＳＤＳ、愈创木酚、过氧化氢

（Ｈ２Ｏ２）、核黄素、甲硫氨酸、８５％磷酸等其他试剂均

为国产分析纯。

紫外分光光度计Ｅｐｏｃｈ２，美国伯腾公司；超低

温冰箱 ＭＤＦＵ４０８６Ｓ，日本三洋；ｐＨ计ＰＨＳＪ４Ａ，

上海精密科学仪器有限公司；低温离心机Ｃｅｎｔｒｉ

ｆｕｇｅ５４０８Ｒ，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；ＲＸＺ智能型人工

气候箱，宁波江南仪器厂；－８０℃Ｔｈｅｒｍｏ超低温冰

箱，赛默飞世尔科技公司。

１．３　试验方法

１．３．１　溴氰虫酰胺对小地老虎３龄幼虫的毒力测定

采用浸叶法测定溴氰虫酰胺对小地老虎３龄

幼虫的毒力，在预试验的基础上，将溴氰虫酰胺原

药用丙酮配制成１×１０４ｍｇ／Ｌ母液，再用０．０５％的

ＴｒｉｔｏｎＸ１００水溶液按照等比的方法将药剂稀释至

试验浓度。用直径１．５ｃｍ 打孔器将洁净甘蓝

犅狉犪狊狊犻犮犪狅犾犲狉犪犮犲犪打成小叶碟（避免主叶脉），各处

理分别在药液中浸渍１０ｓ，取出后晾干（２５℃，２ｈ），

然后放入２４孔细胞培养板（孔径１６ｍｍ，孔深

１７ｍｍ）中，每孔放３片叶碟，每孔接入１头新蜕皮

（１２ｈ内）３龄试虫，每个处理重复４次，每个重复２４

头试虫，以０．０５％的 ＴｒｉｔｏｎＸ１００水溶液作对照。

于２４、４８及７２ｈ后检查死亡虫数，用毛笔轻触无反

应者视为死亡。

·１９·
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１．３．２　酶源制备

根据室内毒力测定结果，选择ＬＣ１０、ＬＣ２５、ＬＣ４０

三个亚致死剂量研究溴氰虫酰胺对小地老虎保护酶

与解毒酶活力的影响，以含０．０５％的ＴｒｉｔｏｎＸ１００

水溶液作为对照，共４个处理，生物测定方法同

１．３．１。分别于处理后１、６、１２、２４、４８和７２ｈ选取

生长状况整齐一致的存活幼虫，用灭菌去离子水清

洗，并用液氮冷冻后保存于－８０℃冰箱中备用。

酶液制备：取处理后试虫１头，置于预冷的５ｍＬ

玻璃匀浆器中，加入１．５ｍＬ０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．８的磷

酸缓冲液（１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，

１ｍｍｏｌ／ＬＰＴＵ，１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ）中，冰浴研磨，将

提取液转入２ｍＬ的离心管中，于１５０００ｒ／ｍｉｎ，４℃

冷冻离心２０ｍｉｎ，吸取上清液于１５０００ｒ／ｍｉｎ，４℃

离心２０ｍｉｎ，再次吸取上清液于１５０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离

心２０ｍｉｎ，最终取上清液作为酶源备用，用０．１ｍｏｌ／Ｌ

ｐＨ７．０的磷酸缓冲液将酶源稀释１０倍作为待测酶

液。每个亚致死剂量设１２个生物重复，每个生物重

复进行４次技术重复，酶源制备时所有的操作均在

冰浴条件下进行。

１．３．３　保护酶活性测定

１．３．３．１　过氧化物酶（ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＰＯＤ）活力测定

参照Ｓｉｍｏｎ等的方法进行
［２２］，在９６孔酶标板

中依次加入２０μＬ稀释酶液，再加入２００μＬ反应液

（现配现用，含０．０５ｍｏｌ／Ｌ愈创木酚、２％ Ｈ２Ｏ２、

０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ６．０磷酸缓冲液），混匀后用Ｅｐｏｃｈ２

紫外分光光度计进行检测，在波长为４７０ｎｍ处测定

其吸光值，每３０ｓ记录数据，反应１０ｍｉｎ。测定酶液

中蛋白质含量，酶活力以ΔＯＤ４７０／（ｍｉｎ·ｍｇｐｒｏ）表示。

１．３．３．２　过氧化氢酶（ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）活力测定

参照冯宏祖等方法进行［２３］，用蒸馏水将Ｈ２Ｏ２配

制成８％工作液，在９６孔酶标板中依次加入１２０μＬ

０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．０磷酸缓冲液和６０μＬ８％Ｈ２Ｏ２，

再加入２０μＬ稀释酶液，用Ｅｐｏｃｈ２紫外分光光度计

进行检测，在２５℃下进行酶促反应，在波长２４０ｎｍ处

测定其吸光值，每３０ｓ记录数据，反应１０ｍｉｎ。

ＣＡＴ活力单位定义为每毫克组织蛋白每秒分解的

酶量为一个活力单位。

１．３．３．３　超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，

ＳＯＤ）活力测定

参照张金锋等的方法进行［２４］，略改进，提前配制

反应液（含有１０μｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、７７μｍｏｌ／ＬＮＢＴ、

１５．６ｍｍｏｌ／Ｌ甲硫氨酸、０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ７．０的磷

酸缓冲液、８０μｍｏｌ／Ｌ核黄素），在９６孔酶标板中依

次加入２００μＬ反应液和２０μＬ稀释酶液。置于

２５℃、４０００ｌｘ光下反应１５ｍｉｎ，黑暗法停止反应，

用Ｅｐｏｃｈ２紫外分光光度计进行检测，在波长５６０ｎｍ

处测定吸光值，以未光照的为对照，ＳＯＤ活力单位

定义为以达到５０％抑制率所需的酶量为１个活力

单位。

１．３．４　解毒酶活性测定

１．３．４．１　羧酸酯酶（ｃａｒｂｏｘｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ，ＣａｒＥ）活力

测定

参照贾变桃等［９］和Ｈａｍａ等的方法
［２５］，以α乙酸

萘酯（αＮＡ）为底物（其中含毒扁豆碱１×１０４ｍｏｌ／Ｌ）

测定酯酶的活力，显色液为１％固蓝Ｂ盐水溶液和

５％ＳＤＳ水溶液按照体积比为２∶５配制而成（即用即

配）。在９６孔酶标板中依次加入１５０μＬ１ｍｍｏｌ／Ｌ

α乙酸萘酯和５０μＬ稀释酶液。在３０℃条件下水浴

反应１５ｍｉｎ，加入２０μＬ显色液混合液，在室温下静

置１０ｍｉｎ。用Ｅｐｏｃｈ２紫外分光光度计进行检测，

光密度值在６００ｎｍ处测定ＯＤ６００，在２７℃下进行酶

促反应，每隔２０ｓ记录一次，反应２０ｍｉｎ。计算

ＣａｒＥ活力（ΔｍＯＤ６００／（ｍｉｎ·ｍｇｐｒｏ））。

１．３．４．２　谷胱甘肽犛转移酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ犛ｔｒａｎｓ

ｆｅｒａｓｅ，ＧＳＴ）活力测定

参照Ｏｐｐｅｎｏｏｒｔｈ等
［２６］的方法并略有改动。用无

水乙醇将１氯２，４二硝基苯（ＣＤＮＢ）配成１２０ｍｍｏｌ／Ｌ

母液，用０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．６的磷酸缓冲液将母液稀

释到１．２ｍｍｏｌ／Ｌ的底物溶液。然后在９６孔酶标

板中依次加入１０μＬ稀释酶液、１００μＬ１．２ｍｍｏｌ

ＣＤＮＢ和１００μＬ６ｍｍｏｌ还原型谷胱甘肽（ＧＳＨ，用

０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．６的磷酸缓冲液现配现用）。用Ｅｐ

ｏｃｈ２紫外分光光度计进行检测，在波长３４０ｎｍ处测

定吸光值，在３０℃下进行酶促反应，每隔１５ｓ记录一

次，反应１５ｍｉｎ。计算ＧＳＴ活力（ΔｍＯＤ３４０／（ｍｉｎ·

ｍｇｐｒｏ））。

１．３．４．３　多功能氧化酶（ｍｉｘｅｄｆｕｎｃｔｉｏｎｏｘｉｄａｓｅ，ＭＦＯｓ）

活力测定

参照田雪莲等［２７］和Ｙｕ等
［２８］的方法，用无水乙

醇将对硝基苯甲醚配制成４００ｍｍｏｌ／Ｌ母液，再用

事先预热的０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．８的磷酸缓冲液将母

液稀释到２μｍｏｌ／Ｌ。在９６孔酶标板中依次加入

１００μＬ２μｍｏｌ／Ｌ对硝基苯甲醚和９０μＬ稀释酶液，
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３７℃温育５ｍｉｎ，加入１０μＬ９．６ｍｍｏｌ／ＬＮＡＤＰＨ。

用Ｅｐｏｃｈ２紫外分光光度计进行检测，在４０５ｎｍ处

测定吸光值，在３０℃下进行酶促反应，每３０ｓ记录

数据，反应１５ｍｉｎ。计算 ＭＦＯｓ活力（ΔｍＯＤ４０５／

（ｍｉｎ·ｍｇｐｒｏ））。

１．３．５　蛋白质含量测定

蛋白质含量测定参照Ｂｒａｄｆｏｒｄ等
［２９］考马斯亮

蓝Ｇ２５０方法进行。

１．４　数据分析

经Ｅｘｃｅｌ整理后，采用ＳＰＳＳ１９．０软件计算毒

力回归方程、致死中浓度、卡方（χ
２）等以及对不同处

理酶活力数据进行方差分析，应用Ｄｕｎｃａｎ氏新复

极差法比较不同亚致死剂量处理后不同时间内解毒

酶及保护酶活力在５％水平上的差异显著性。

２　结果与分析

２．１　溴氰虫酰胺对小地老虎３龄幼虫的毒力

由表１可以看出，溴氰虫酰胺处理２４、４８、７２ｈ

后对小地老虎３龄幼虫的ＬＣ５０值分别为０．９４０３、

０．４７７６、０．２９８３ｍｇ／Ｌ，ＬＣ９０值分别为８．９６１５、

４．２５９８、２．３３３３ｍｇ／Ｌ，结果表明溴氰虫酰胺对小

地老虎具有很高杀虫活性、见效速度快。

表１　溴氰虫酰胺对小地老虎３龄幼虫的毒力

犜犪犫犾犲１　犜狅狓犻犮犻狋犻犲狊狅犳犮狔犪狀狋狉犪狀犻犾犻狆狉狅犾犲犪犵犪犻狀狊狋狋犺犲３狉犱犻狀狊狋犪狉犾犪狉狏犪犲狅犳犃犵狉狅狋犻狊犻狆狊犻犾狅狀

药剂

Ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄｅ

处理时间／ｈ

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｔｉｍｅ

毒力回归方程

Ｔｏｘｉｃｉｔｙｅｑｕａｔｉｏｎ

ＬＣ５０／

ｍｇ·Ｌ－１
９５％置信限／ｍｇ·Ｌ－１

Ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌ

ＬＣ９０／

ｍｇ·Ｌ－１
９５％置信限／ｍｇ·Ｌ－１

Ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌ

相关系数

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

２４ 狔＝１．３０８９狓＋４．３４５５ ０．９４０３ ０．８５２９～１．０３６７ ８．９６１５ ７．０５８８～１１．３７７０ ０．９９６２
溴氰虫酰胺

ｃｙａｎｔｒａｎｉｌｉｐｒｏｌｅ
４８ 狔＝１．３４８５狓＋５．４３２８ ０．４７７６ ０．３８４０～０．５９４０ ４．２５９８ ３．１２１４～５．８１３５ ０．９８７９

７２ 狔＝１．４３４７狓＋５．７５３６ ０．２９８３ ０．２１１１～０．４２１５ ２．３３３３ １．７５００～３．１１１０ ０．９８１３

２．２　溴氰虫酰胺对小地老虎体内保护酶活性的影响

２．２．１　ＰＯＤ活性

由图１可以看出，空白对照的ＰＯＤ活性只有在

２４ｈ时才高于溴氰虫酰胺各亚致死剂量处理，而其

他时间段均低于溴氰虫酰胺处理。ＬＣ１０剂量处理的

ＰＯＤ活性除了在１ｈ和２４ｈ时低于空白对照的

ＰＯＤ活性外，其他时间段均高于空白对照；ＬＣ２５剂

量处理的ＰＯＤ活性只有在１ｈ时显著高于空白对

照的ＰＯＤ活性，其他时间段均低于空白对照；ＬＣ４０

剂量处理后在１、４８、７２ｈ时ＰＯＤ活性高于空白对

照，而在６、１２、２４ｈ却低于空白对照。各亚致死浓

度处理后的ＰＯＤ活力没有随着浓度的增加而存在

线性关系，总体为ＬＣ１０和ＬＣ４０剂量处理表现促进作

用，而ＬＣ２５剂量处理表现为抑制作用。

２．２．２　ＣＡＴ活性

由图１可以看出，在处理后１ｈ和６ｈ时，空白

对照的ＣＡＴ活性高于ＬＣ１０和ＬＣ２５剂量处理；而随

着时间的延长，空白对照的ＣＡＴ活性均低于溴氰虫

酰胺处理。溴氰虫酰胺处理后总体表现为先抑制后

诱导的作用规律，表明随着处理时间的延长，亚致死

剂量的溴氰虫酰胺对小地老虎体内的ＰＯＤ活力有

一定的诱导作用。

图１　溴氰虫酰胺亚致死剂量作用下小地老虎３龄幼虫体内保护酶的活力变化

犉犻犵．１　犇狔狀犪犿犻犮狊狅犳狆狉狅狋犲犮狋犻狏犲犲狀狕狔犿犲犪犮狋犻狏犻狋犻犲狊犻狀３狉犱犻狀狊狋犪狉犾犪狉狏犪犲狅犳犃犵狉狅狋犻狊犻狆狊犻犾狅狀

狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊狌犫犾犲狋犺犪犾犱狅狊犲狊狅犳犮狔犪狀狋狉犪狀犻犾犻狆狉狅犾犲
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２．２．３　ＳＯＤ活性

由图１可以看出，亚致死剂量的溴氰虫酰胺处

理后１ｈ和２４ｈ时ＳＯＤ活性明显高于空白对照，而

在６ｈ和７２ｈ时却显著低于空白对照的ＳＯＤ活性，

且各处理之间不都存在显著性。处理１ｈ的ＳＯＤ

活性与溴氰虫酰胺浓度呈正比例关系，浓度越高，激

活作用越强；而在７２ｈ的ＳＯＤ活性与溴氰虫酰胺

浓度呈负相关关系，浓度越低，抑制效果越明显。三

个亚致死浓度的溴氰虫酰胺对ＳＯＤ活力影响趋势

相同，均表现为诱导→抑制→诱导→抑制的作用，表

明溴氰虫酰胺处理后小地老虎体内ＳＯＤ活力处于

动态的调整之中。

２．３　溴氰虫酰胺对小地老虎体内解毒酶活性影响

２．３．１　ＣａｒＥ活性

由图２可以看出，经溴氰虫酰胺ＬＣ１０、ＬＣ２５和

ＬＣ４０剂量处理后对小地老虎体内ＣａｒＥ活性有一定

的影响。在处理０～２４ｈ内，三个亚致死浓度处理

能显著提高小地老虎体内ＣａｒＥ活性，且随着溴氰虫

酰胺亚致死浓度的升高酶活力促进效果越明显，表

现为激活作用，其中ＬＣ４０剂量处理的促进效果最显

著。在处理２４～７２ｈ，空白对照ＣａｒＥ活性开始不断

提高，而药剂处理ＣａｒＥ活性开始下降，表现为抑制

作用，各亚致死浓度处理能显著抑制其体内ＣａｒＥ活

性。总体来说，经亚致死剂量的溴氰虫酰胺处理后，

小地老虎体内ＣａｒＥ活性变化具有一定的时间效应，

前期表现为诱导作用，随着处理时间的延长又表现

为抑制作用。

２．３．２　ＧＳＴｓ活性

由图２可以看出，经ＬＣ１０、ＬＣ２５和ＬＣ４０剂量的

溴氰虫酰胺处理后，能显著提高小地老虎体内谷胱

甘肽犛转移酶活力，表明亚致死剂量的溴氰虫酰胺

对ＧＳＴｓ活性具有明显的激活作用。在处理１ｈ和

７２ｈ时，ＬＣ１０剂量的ＧＳＴｓ活性明显高于ＬＣ２５和

ＬＣ４０剂量的ＧＳＴｓ活性；在处理６ｈ和２４ｈ时，ＬＣ２５

剂量的 ＧＳＴｓ活性显著高于ＬＣ１０和ＬＣ４０剂量的

ＧＳＴｓ活性，在处理１２ｈ和４８ｈ时，ＬＣ４０剂量的

ＧＳＴｓ活性显著高于ＬＣ１０和ＬＣ２５剂量的ＧＳＴｓ活

性。总体来说，经亚致死浓度的溴氰虫酰胺处理后，

ＧＳＴｓ活力曲线变化趋势呈波浪线分布，且剂量越

低，体内ＧＳＴｓ应激反应越迅速，表明小地老虎体内

的ＧＳＴｓ能动态调整其活力以抵御外源不良胁迫的

影响。

图２　溴氰虫酰胺亚致死剂量作用下小地老虎３龄幼虫体内解毒酶的活力变化

犉犻犵．２　犇狔狀犪犿犻犮狊狅犳犱犲狋狅狓犻犳狔犻狀犵犲狀狕狔犿犲狊犪犮狋犻狏犻狋犻犲狊犻狀３狉犱犻狀狊狋犪狉犾犪狉狏犪犲狅犳犃犵狉狅狋犻狊犻狆狊犻犾狅狀

狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊狌犫犾犲狋犺犪犾犱狅狊犲狊狅犳犮狔犪狀狋狉犪狀犻犾犻狆狉狅犾犲

２．３．３　ＭＦＯｓ活性

由图２可以看出，亚致死剂量的溴氰虫酰胺处

理０～１２ｈ内能显著抑制ＭＦＯｓ活性，在处理７２ｈ时

也能明显抑制 ＭＦＯｓ活性。空白对照的 ＭＦＯｓ活

力在０～１２ｈ呈上升的趋势，并在１２ｈ时达到最大

值，在此时间段内空白对照的 ＭＦＯｓ活性显著高于

大部分亚致死剂量处理；在７２ｈ时也明显高于各处

理的ＭＦＯｓ活性。ＬＣ１０剂量处理在０～６ｈ内呈上

升趋势；ＬＣ２５剂量处理在０～２４ｈ内呈上升趋势，并

在２４ｈ达到最大值，ＬＣ４０剂量处理在０～１２ｈ内呈

上升趋势，在１２ｈ达到最大值。亚致死浓度的溴氰

虫酰胺在处理１、１２ｈ以及７２ｈ时，其体内 ＭＦＯｓ

活力随着浓度提高明显升高，表现为诱导作用；其他

时间段内各浓度处理间的 ＭＦＯｓ活力无明显差异。

表明亚致死剂量的溴氰虫酰胺对小地老虎体内

ＭＦＯｓ活力表现为一定程度的抑制作用。

３　结论与讨论

溴氰虫酰胺与其他双酰胺类药剂相比最大差异

在于其毒力更高、杀虫范围更广以及选择性更强

·４９·
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等［３０］，该药剂不仅可以高效防治大部分鳞翅目害

虫，而且对部分半翅目、鞘翅目害虫也具有较好的防

治效果［３１３２］，其亚致死效应、作用机制以及抗药性备

受研究者的关注。杀虫剂亚致死剂量处理对昆虫生

长发育、繁殖、新陈代谢及抗性等均有相应程度的影

响［３３］。研究表明亚致死剂量的溴氰虫酰胺对小地

老虎的生长发育、繁殖、能量物质以及营养指标均有

显著的抑制作用［３４］。昆虫体内存在的解毒酶和保

护酶在杀虫剂代谢和抗（耐）药性等方面也起着非常

重要的作用［３３］。本研究通过酶动力学法检测了亚

致死剂量的溴氰虫酰胺对小地老虎体内保护酶和解

毒酶活力的动态变化，表明溴氰虫酰胺可诱导或抑

制小地老虎体内保护酶和解毒酶活性，以提高虫体

对溴氰虫酰胺的解毒代谢能力。

不同环境条件、寄主植物、化学药剂等选择压力

对昆虫生长发育都表现出不同的影响［３５］，当昆虫受

到外源逆境胁迫（温度、湿度、ＣＯ２ 浓度、化学药剂、

寄主植物等）时，其体内的活性酶会迅速做出应激反

应，从而存活下来［９］。小地老虎取食不同种寄主植物

对其幼虫成活率和生长发育都存在影响，幼虫体内

ＣＡＴ活性没有显著差异，而取食大豆ＰＯＤ和ＳＯＤ活

性高于取食白菜和玉米［３５］。外源逆境胁迫会使靶标

昆虫产生应激反应，并在短时间内诱导保护酶活性升

高，但后期保护酶活性逐渐下降，导致昆虫神经传导

的异常反应而使昆虫死亡［３６］；同时昆虫也通过调节体

内的解毒酶活性来抵御外源逆境胁迫毒害［３７］。解毒

酶和保护酶活性与靶标昆虫的种类有密切关系，而且

不同寄主植物对靶标昆虫的存活率及解毒酶和保护

酶活性影响都存在差异［３８］，因此，不同逆境胁迫对昆

虫体内的解毒酶和保护酶影响不同。

昆虫体内酶代谢能力增强所导致的抗药性是昆

虫对杀虫药剂产生抗性的重要机制之一［３９］，其中靶

标酶（ＣａｒＥ、Ｎａ＋＋Ｋ＋＋ＡＴＰ酶）的敏感性降低、解

毒酶（ＭＦＯ、ＧＳＴｓ和ＥＳＴ）的活性增强以及保护酶

（ＳＯＤ、ＰＯＤ和ＣＡＴ）的活力提高或变化是导致昆虫

产生抗药性的主要原因之一［４０］。Ｎａ＋＋Ｋ＋＋ＡＴＰ

酶是有机磷类和拟除虫菊酯类等药剂的靶标酶［４１］，

用ＬＣ５０剂量的高效氯氰菊酯、辛硫磷处理棉铃虫

犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪（Ｈüｂｎｅｒ）３龄幼虫后，与空

白对照相比，４８ｈ前Ｎａ＋＋Ｋ＋＋ＡＴＰ靶标酶活力

呈下降趋势，４８ｈ后其活力有开始回升的趋势，表明

在外界毒物的刺激下，Ｎａ＋＋Ｋ＋＋ＡＴＰ靶标酶处

于动态的调整之中［４２］。昆虫体内保护酶系的主要

作用是清除体内的活性氧或过氧化物自由基，一旦

遭到破坏，将对细胞功能产生伤害作用，导致生活力

下降，甚至引起死亡［４３］。廖月枝等报道了不同龄期

舞毒蛾幼虫经甲氧虫酰肼处理后体内ＰＯＤ、ＳＯＤ表

现出相似的先上升后下降变化规律，该药剂对幼虫

体内ＰＯＤ有显著的抑制作用，对几丁质酶也有一定

影响［４４］。许多研究表明杀虫剂处理后通过干扰害

虫体内正常的生理代谢而起到毒杀的作用［４５４６］。亚

致死剂量的杀虫剂可诱导昆虫体内解毒酶活性升

高，从而提高靶标昆虫对杀虫剂的解毒代谢能

力［４３］。齐浩亮等的研究表明，氯虫苯甲酰胺和溴虫

氟苯双酰胺处理后均能诱导小菜蛾体内ＣａｒＥ活力

升高，而溴虫氟苯双酰胺对ＭＦＯｓ和谷ＧＳＴｓ活力

没有显著影响［４７］。而余慧灵等发现亚致死剂量的

溴氰 虫 酰 胺 对 甜 菜 夜 蛾 犛狆狅犱狅狆狋犲狉犪犲狓犻犵狌犪

（Ｈüｂｎｅｒ）幼虫体内解毒酶活性有不同程度的抑制

作用［４８］。不同药剂由于作用方式和机理的不同也

会导致酶活力的差异，同时，不同种类、同一种类甚

至同一杀虫剂对不同种类靶标害虫体内的保护酶、

解毒酶活力影响均有差异。

杀虫剂亚致死效应及其机制与作用机理的研究

是害虫可持续防治中一项重要的较为复杂的课

题［３０］，而酶比活力可以作为一种生物标记来测定杀

虫剂的亚致死效应［４９］。溴氰虫酰胺不但对小地老

虎毒力高［２０２１］，而且对小地老虎的正常生长发育也

具有明显的延缓或抑制作用［３４］。本研究采用动力

学法测定了不同亚致死剂量的溴氰虫酰胺对小地老

虎３龄幼虫不同时间段内解毒酶和保护酶活力的变

化，在相同条件下，既可以比较不同剂量在相同时间

的酶活力差异，也可以比较在不同时间相同剂量的

酶活力变化，可全面地评价溴氰虫酰胺亚致死剂量

对小地老虎幼虫体内解毒酶和保护酶活力的影响。

研究结果为深入了解小地老虎对溴氰虫酰胺的防御

机制提供一定的理论基础，关于其亚致死效应机制

及作用机理，还有待进一步研究。
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细胞数量等生理指标有显著影响。黏虫幼虫在受到

侵染后，虫体会通过体液免疫和细胞免疫的共同作

用而产生防御反应。本文对黏虫防御行为 免疫应

答间的关系提供了一定的理论依据，对揭示黏虫抵

抗病原物侵染的能力、机理及黏虫成灾机制具有重

要意义。
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