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三种内吸性杀虫剂对棉花多酚氧化酶
和羧酸酯酶活性的影响

王业霞,  史雪岩*
,  梁  沛 ,  高希武

(中国农业大学 昆虫学系, 北京 100094)

摘  要:用含不同浓度氧化乐果、吡虫啉和丁硫克百威的营养液分别处理棉花幼苗, 研究不同处

理时间其多酚氧化酶和羧酸酯酶活性的变化。结果表明, 3种内吸性杀虫剂对两种酶活性的影

响不仅与药剂种类有关, 还具有一定的剂量效应和时间效应。 400 m g /L 氧化乐果处理后 24 h,

棉花幼苗中多酚氧化酶活性比对照降低 21. 6% ; 50 m g /L吡虫啉处理后 120 h, 多酚氧化酶活

性比对照增高 47. 3%; 200mg /L丁硫克百威处理后 72 h,多酚氧化酶活性增高 75. 7%。氧化乐果处

理后 120 h内,各处理羧酸酯酶的活性均低于对照,且抑制率在 70%以上; 50m g /L吡虫啉处理后

120 h,羧酸酯酶活性比对照增高 30. 7% ;丁硫克百威处理后 120 h内,羧酸酯酶活性与对照比较均

无显著差异。
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Effects of Insecticides on the Activities of PolyphenolOxidase and

Carboxylesterase in Cotton Seedlings
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*
,  LIANG Pe,i  GAO X -iw u

(D epa rtm ent o f Entom o logy, Ch ina Ag ricultura l Univer sity, Beijing 100094, C hina )

Abstract: The effects o f om ethoa te, im idacloprid and carbo sulfan on the activ it ies of po lypheno l

ox idase ( PPO ) and carboxy lestera se ( C arE ) in co tton seedling s w ere inve stig ated after trea ted fo r

d if ferent period o f time. The results show ed that the ef fects on PPO and C arE act iv ities in co tton

seed lings re la ted no t only to the insecticides used, but a lso to the concentration o f the insecticide s and

the treated tim e. The activ ities o f PPO in co tton seed ling s decreased by 21. 6% af ter treated w ith

400m g /L ome thoate fo r 24 h. A f ter treated w ith 50m g /L im idac loprid fo r 120 h, the PPO activ ities

increased by 47. 3% . U sing 200m g /L carbo sulfan treated the co tton seed lings for 72 h, the activ ities

of PPO increased by 75. 7% . The activ it ie s o f C arE in co tton seed ling s decreased by m o re than 70%

after treated w ith 100, 200 and 400 m g /L om ethoate during the period o f 120 h . U sing 50 m g /L

im idac loprid trea ted co tton seed ling s for 120 h, the CarE act iv ities increased by 30. 7%. But the

C arE activ ities o f contro l and the seed lings treated w ith 50, 100 and 200m g /L carbo su lfan show ed
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no sign if icant d if ference at a ll the treated tim e.

Key words: ome thoate; im idacloprid; carbo sulfan; co tton; po lypheno l o x idase ( PPO ) ; carboxy le sterase

( C arE)

  多酚氧化酶 ( po lypheno l o x idase, PPO )和羧

酸酯酶 ( carboxy le sterase, C arE )是植物生长发育

过程中不可缺少的重要酶系。多酚氧化酶催化植

物组织中的邻二羟基酚生成邻位醌, 从而改变蛋

白或氨基酸的溶解度及其对昆虫的营养价值, 还

可防御植物病原菌的侵染
[ 1 ]
。病原菌侵染、害虫

取食、机械损伤、化学物质等多种因素均可诱导植

物体内多酚氧化酶等防御相关酶的活性发生改

变
[ 2~ 5 ]
。羧酸酯酶是普遍存在于真核和原核生物

中的水解酶系, 植物中的羧酸酯酶可以代谢除草

剂及环境中的有毒物质
[ 6]
。Haslam认为有机磷和

氨基甲酸酯类杀虫剂的施用有可能通过影响植物

中羧酸酯酶的活性而改变除草剂在植物体内的代

谢
[ 7]
。但目前有关化学物质对植物羧酸酯酶活性

影响的研究还较少见报道。

化学防治是农业生产中控制植物病虫害的主

要手段之一, 但同时也会对作物产生一定的影响。

研究表明, 杀菌剂、除草剂和杀虫剂的施用会对作

物本身的生理生化机制产生影响。如杀菌剂咯菌

清包衣处理使西瓜幼苗中丙二醛的积累量下降,

使可溶性蛋白含量、抗病性相关酶活性增高
[ 2]
; 除

草剂草甘膦可使莎草中多酚氧化酶活性显著增

高
[ 8]
;杀虫剂灭多威和甲基对硫磷等可使植物光

合速率、叶肉传导率和气孔传导率显著下降
[ 9~ 11]

。

但有关杀虫剂对棉花中各种防御相关酶系影响的

研究目前尚未见报道。内吸性杀虫剂氧化乐果、

吡虫啉和丁硫克百威对棉蚜Aphis go ssyp ii G lover、

棉 叶 螨 Tetranychus tela riu s ( B o is)、棉 叶 蝉

Empoasca biguttu la ( Sh irak i ) 和 绿 盲 蝽 Lygus

luco rum M eye r-D�r等害虫都有较好的防治效果,

在棉花生产中应用广泛。笔者研究考察了这 3种

药剂对棉花幼苗中多酚氧化酶和羧酸酯酶活性的

影响,以期为研究杀虫剂对棉花抗虫抗病性和对

外来物质代谢的影响提供基础数据。

1 材料与方法

1. 1 供试材料
棉花品种为冀棉 19。

76. 59%的氧化乐果 ( om ethoate)原药 (河北新

兴化工有限责任公司 ) ; 95%吡虫啉 ( im idac loprid)

原药 (石家庄化工厂 ) ; 88. 44% 的丁硫克百威

( carbo sulfan)原药 (苏州富美实植物保护剂有限公

司 ) ; 聚乙烯聚吡咯烷酮 ( PVPP, 北京欣经生物技

术有限公司 ) ; 乙酸-A-萘酯 (A-NA,分析纯, 上海化

学试剂公司 ) ; 固蓝 B 盐和考马斯亮蓝 G-250

( F luka公司进口, 上海化学试剂公司分装 ) ; 十二

烷基硫酸钠 ( SD S)及邻苯二酚 (北京化学试剂公司 )。

1. 2 试验方法

1. 2. 1 棉花幼苗处理  棉种催芽后,用湿砂盘法播

种于无菌沙土中 ( 26 ~ 30e , 相对湿度 50% ~

60% )。待两片子叶展开后转移至装有营养液的塑

料杯中,在日光温室内培养 6~ 7 d供试。

采用分别含 100、200和 400 m g /L氧化乐果,

12. 5、2510 和 5010 m g /L 吡虫啉, 50、100 和

200 mg /L丁硫克百威 (即分别与推荐浓度相当、高

于和低于其 1倍的浓度 )的营养液分别处理棉花幼

苗, 待药剂内吸到幼苗体内后于 24、48、72、96、

120 h分别取样测定。药剂先用丙酮配制成母液,

试验时再分别用棉花营养液稀释成不同浓度。以丙

酮作对照,设 3次重复。

1. 2. 2 酶液提取  取棉花子叶 2 g,在液氮中研磨,

加 0. 2 g PV PP和 5 mL 0. 05 mo l/L pH 7. 0的磷酸

缓冲液, 10 000 @ g ( 4e )离心 30 m in, 取上清液作

为酶液。

1. 2. 3 酶活性测定

1. 2. 3. 1  多酚氧化酶 ( PPO )比活力测定  参
照梁沛等

[ 12]
的方 法并稍 有改变。将 0. 6 mL

0. 05 mo l/L pH 5. 9 的磷酸缓 冲液、0. 4 mL

0. 1 mo l/L的邻苯二酚、0. 15 mL 酶液依次加入比

色皿中, 放入 UV L ambda B io 40型双光束扫描分光

光度计中, 在 420 nm 下用时间驱动程序测其在

2m in内的OD 值变化。实验设 3次重复,每次重复

平行测定 3次。

1. 2. 3. 2 羧酸酯酶 ( C arE )比活力测定  参照 van

A speren
[ 13]
和 Haslam等

[ 7]
的方法并稍有改变。反

应体系含 0. 5 mL 0. 05m o l /L pH 7. 0的磷酸缓冲

液, 1. 3mL 6 @ 10
- 4

m o l/L的 A-NA及 0. 2mL稀释

后的酶液。 30e 水浴 30 m in后, 加入 1mL显色剂

(质量分数为 1%的固蓝 B盐和 5%的 SD S按体积

比 2B5混合 )终止反应。对照在反应终止后加入酶

液。静置 15m in后, 测其 OD 600值。实验设 3次重

复, 每次重复平行测定 3次。
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1. 2. 4 蛋白质含量测定  参照 B radford
[ 14]
的考马

斯亮蓝 G-250法。

1. 2. 5 数据统计方法  计算所得酶活性值用 In stat

3数据处理软件进行分析。

2 结果与分析

2. 1 药剂对棉花多酚氧化酶活性的影响

处理后 120 h内不同时间分别取样测定多酚氧

化酶的活性,结果见表 1。

100mg /L氧化乐果处理后 120 h内,酶活性与

对照无显著差异; 200和 400 m g /L 处理后 24 h, 酶

活性分别比对照降低了 17. 5%和 21. 6%, 差异显

著。而随处理时间延长, 氧化乐果对多酚氧化酶活

性的抑制作用减弱,与对照差异不显著。

12. 5 mg /L吡虫啉处理后 120 h内酶活性无显

著变化; 25和 50 mg /L对酶活性的影响在 72 h内

不显著, 但随处理时间延长至 96 h,酶活性分别比对

照显著增高 43. 7% 和 44. 0%; 50 m g /L 处理后

120 h,酶活性比对照显著增高 47. 3%。

Table 1 E ffects o f insect icides on the act iv ities o f po lypheno l ox idase ( PPO ) in co tton seed ling s

In secticide
C on cen tration

/ ( m g /L )

The activ ities of PPO in co tton seed lin gs / (OD # m in- 1 # m g- 1 pro )

24 h 48 h 72 h 96 h 120 h

Om ethoate CK 0. 274 ? 0. 014 a 0. 198 ? 0. 033 ab 0. 165 ? 0. 036 a 0. 120 ? 0. 008 a 0. 124 ? 0. 019 a

100 0. 310 ? 0. 019 a 0. 255 ? 0. 042 a 0. 180 ? 0. 047 a 0. 122 ? 0. 010 a 0. 164 ? 0. 050 a

200 0. 226 ? 0. 024 b 0. 172 ? 0. 013 ab 0. 151 ? 0. 026 a 0. 143 ? 0. 024 a 0. 149 ? 0. 034 a

400 0. 202 ? 0. 012 c 0. 155 ? 0. 032 b 0. 134 ? 0. 025 a 0. 155 ? 0. 024 a 0. 133 ? 0. 054 a

Im id acloprid CK 0. 223 ? 0. 008 a 0. 281 ? 0. 073 a 0. 351 ? 0. 008 a 0. 252 ? 0. 051 b 0. 349 ? 0. 078 b

12. 5 0. 217 ? 0. 065 a 0. 291 ? 0. 029 a 0. 366 ? 0. 021 a 0. 269 ? 0. 049 ab 0. 492 ? 0. 041 b

25. 0 0. 171 ? 0. 067 a 0. 350 ? 0. 089 a 0. 396 ? 0. 079 a 0. 360 ? 0. 031 a 0. 479 ? 0. 039 b

50. 0 0. 215 ? 0. 059 a 0. 373 ? 0. 068 a 0. 346 ? 0. 048 a 0. 363 ? 0. 011 a 0. 514 ? 0. 079 a

C arbosu lfan CK 0. 345 ? 0. 067 a 0. 302 ? 0. 059 a 0. 318 ? 0. 070 b 0. 502 ? 0. 042 ab 0. 270 ? 0. 058 a

50 0. 240 ? 0. 084 a 0. 312 ? 0. 092 a 0. 357 ? 0. 035 ab 0. 493 ? 0. 059 b 0. 324 ? 0. 100 a

100 0. 271 ? 0. 097 a 0. 411 ? 0. 083 a 0. 519 ? 0. 095 a 0. 685 ? 0. 020 a 0. 259 ? 0. 033 a

200 0. 312 ? 0. 037 a 0. 434 ? 0. 069 a 0. 559 ? 0. 061 a 0. 709 ? 0. 119 a 0. 272 ? 0. 097 a

  No te: Th e d ata show ed in th e tab le are m ean ? SE, d ifferen t sm al l lettersm ean sign if ican t d if ference (P < 0. 05) . The sam e as in tab le 2.

  50 m g /L丁硫克百威处理后 120 h内酶活性

无显著变化; 100和 200 mg /L处理后 72 h, 酶活性

分别比对照显著增高 63. 2%和 75. 7% , 而随处理

时间延长, 影响趋于不显著。其中, 处理后 96 h,

100和 200 mg /L 处理组酶活性比 50 m g /L 组显

著增高。

2. 2 药剂对棉花羧酸酯酶活性的影响
处理后 120 h内不同时间分别取样测定羧酸

酯酶的活性, 结果见表 2。

100、200和 400 m g /L氧化乐果处理后 24 h,

酶活性分别比对照降低 74. 1%、86. 4%和 90. 6%;

48至 120 h,各浓度处理组酶活性均有 90% 以上

被抑制,且不同浓度处理组之间差异均不显著。

  12. 5、25. 0和 50. 0 m g /L吡虫啉处理后 24 h,

酶活性分别比对照增高 15. 1%、14. 8%和 13. 5% ,

且差异显著; 而处理后 48和 72 h, 各处理组与对

照均无显著差异。 50 mg /L 吡虫啉处理后 96及

120 h,酶活性分别比对照增高 21. 6%和 30. 7%,

差异显著。

50、100和 200 m g /L 丁硫克百威处 理后

120 h内, 羧酸酯酶活性与对照比较均无显著变

化;但处理后 96 h, 200 m g /L处理组酶活性显著

高于 50 m g /L处理组。

3 结论与讨论

本研究结果表明,氧化乐果、吡虫啉和丁硫克

百威对棉花幼苗中多酚氧化酶和羧酸酯酶活性的

影响不仅与杀虫剂的种类有关, 而且具有一定的

剂量效应和时间效应。

  低于推荐使用浓度的 3种杀虫剂在处理后

120 h内均未引起棉花多酚氧化酶活性的显著改

变,而与推荐使用浓度相当或比其高 1倍的剂

量则使酶活性显著增高或降低。其中 200和

400m g /L氧化乐果处理后 24 h, 多酚氧化酶活性

表现为降低。但随着处理时间的延长, 药剂对酶

活性的抑制作用减轻, 可能是由于棉花通过某种

生理生化机制对氧化乐果产生了一定的解毒作
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用, 从而减轻了其对酶活性的抑制。与氧化乐果

的抑制作用不同, 吡虫啉和丁硫克百威可诱导棉

花多酚氧化酶活性增高, 但这种影响的出现相对

较慢, 2510和 5010 mg /L 吡虫啉处理后 96 h,

100和 200 m g /L丁硫克百威处理后 72 h, 棉花多

酚氧化酶活性才显著增高。这可能与随处理时间

延长, 杀虫剂在幼苗体内积累的量增多有关。

Table 2 Effects o f insect icides on the activ ities o f ca rboxy le sterase ( C arE ) in co tton seed ling s

In secticide
C on cen tration

/ ( m g /L)

The act iv ities o f C arE in co tton seed ling s/ (OD # m in- 1 # m g- 1 p ro)

24 h 48 h 72 h 96 h 120 h

Om ethoate CK 0. 92 3 ? 0. 098 a 0. 703 ? 0. 037 a 0. 772 ? 0. 053 a 0. 647 ? 0. 044 a 0. 640 ? 0. 0 65 a

100 0. 201 ? 0. 052 b 0. 066 ? 0. 0 07 b 0. 06 9 ? 0. 007 b 0. 042 ? 0. 005 b 0. 052 ? 0. 012 b

200 0. 125 ? 0. 009 b 0. 053 ? 0. 0 14 b 0. 05 9 ? 0. 005 b 0. 040 ? 0. 006 b 0. 044 ? 0. 004 b

400 0. 086 ? 0. 005 b 0. 057 ? 0. 0 07 b 0. 04 8 ? 0. 005 b 0. 037 ? 0. 012 b 0. 046 ? 0. 007 b

Im idaclop rid CK 0. 687 ? 0. 015 b 0. 872 ? 0. 015 a 0. 911 ? 0. 077 a 0. 884 ? 0. 061 b 1. 015 ? 0. 078 b

12. 5 0. 79 1 ? 0. 041 a 0. 934 ? 0. 041 a 0. 916 ? 0. 023 a 0. 915 ? 0. 047 b 1. 198 ? 0. 128 b

25. 0 0. 78 9 ? 0. 013 a 1. 024 ? 0. 013 a 0. 918 ? 0. 063 a 0. 955 ? 0. 056 ab 1. 291 ? 0. 171 b

50. 0 0. 78 0 ? 0. 045 a 1. 003 ? 0. 045 a 0. 888 ? 0. 052 a 1. 075 ? 0. 023 a 1. 327 ? 0. 0 43 a

C arbosu lfan CK 0. 82 9 ? 0. 056 a 1. 125 ? 0. 053 a 1. 546 ? 0. 164 a 1. 725 ? 0. 069 ab 1. 068 ? 0. 0 81 a

50 0. 95 9 ? 0. 120 a 1. 297 ? 0. 253 a 1. 664 ? 0. 226 a 1. 412 ? 0. 077 b 1. 024 ? 0. 2 23 a

100 0. 94 5 ? 0. 073 a 1. 208 ? 0. 132 a 1. 738 ? 0. 145 a 1. 662 ? 0. 177 ab 0. 963 ? 0. 1 68 a

200 1. 10 1 ? 0. 240 a 1. 351 ? 0. 180 a 1. 700 ? 0. 317 a 1. 994 ? 0. 190 a 0. 934 ? 0. 1 68 a

  三种杀虫剂对棉花幼苗中羧酸酯酶活性的影
响与对多酚氧化酶的影响有所不同。各浓度氧化

乐果在处理后 120 h内均显著抑制了羧酸酯酶的

活性,其影响迅速并持续较长时间不能恢复, 而且

各处理之间酶活性差异不显著。这表明棉花羧酸

酯酶对氧化乐果很敏感。吡虫啉处理则使羧酸酯

酶活性显著增高, 且随处理时间延长, 50 m g /L处

理组对酶活性的影响更趋显著。而氨基甲酸酯类

药剂丁硫克百威在试验剂量和时间范围内未引起

棉花羧酸酯酶活性的改变。可见, 不同杀虫剂对

棉花羧酸酯酶活性的影响差别很大。

至于药剂对酶活性变化的影响具体是由何种

机制引起, 以及这种变化是否会对棉花的抗虫抗

病性等抗逆能力产生一定的影响, 还需要进一步

研究。
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