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A-三联噻吩对淡色库蚊血细胞的光敏作用研究
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摘  要:研究了 A-三联噻吩 (A-T )对淡色库蚊 Culex pipiens pa llens幼虫血细胞的光敏作用。结果

表明,在活体和离体条件下, A-T对淡色库蚊 4种主要血细胞的形态延展及增殖均有不同程度的影

响,处理后较短的时间内, A-T能促进血细胞的增殖,但随着作用时间的延长, 其对血细胞均表现出

抑制作用,且抑制程度随 A-T浓度升高而逐渐增强。 A-T对淡色库蚊不同血细胞的影响具有一定

的差异,在处理早期, 其对浆血胞 ( SP)和原血胞 ( PR)的增殖促进作用较强,而在处理后期, 其对粒

血胞 (GR )和珠血胞 ( SP)的抑制作用较强, 并且改变了淡色库蚊幼虫体内不同血细胞之间的比例,

使得 GR和 SP所占比例逐渐降低。实验还表明, A-T对各种离体血细胞增殖的促进作用均较对活

体的弱,且促进时间明显缩短。
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Abstract: The pho to sen sit ive to x icity of A-terth ieny l ( A-T ) on the hem ocy te s in Cu lex pipiens pa llen s

larv ae w as under investigat ion. The resu lts show ed thatA-T, in v ivo and in v itro, obv iously affected the

m orpho lo g ica l ductility and the pro liferat ion o f the four m ain hem ocy te s. A-T prom o ted the

reproduction o f hem ocytes in a short tim e af ter processing, but then gradua lly inh ibited the hemocy tes.

The inh ib ition enhanced a s the concentration increased1M oreover, A-T show ed d ifferen t ex tent o f

pho to sensitive tox icity to the four hem ocy tes and strong ly changed the propo rtion o f the hem ocytes1A t

the early per iod o f pro cessing, A-T promo ted the reproduction o f p lasm a lo cy te and prohem ocyte, w h ile

at the later period, A-T strong ly decreased the propo rtion o f granulocy te and spherulo cy tes1 In add ition,

the prom o tion o f A-T on the pro liferat ion o f the four hem ocy te s, in v itro, w as signif icantly w eaker than

that in vivo, and lasted sho rter tim e1
K ey w ords: A-terthieny;l Culex pipiens pa llen s; hem ocy te s; pho to sensitive tox ic ity
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点
[ 1, 2 ]
。因而在害虫防治方面有着广阔的应用前

景, 是合成杀虫剂的理想替代品。现在美国和加

拿大一些地区, 商品化的光活化杀虫剂已成功地

用于卫生害虫的防治
[ 3 ~ 5 ]
。

A-三联噻吩 ( A-terthieny ,l缩写 A-T )是从万寿

菊根部分离到的一种次生物质, 是一种有效的光

活化杀虫剂
[ 6~ 8]
。研究表明, A-T 对包括昆虫、线

虫、微生物
[ 9, 10]
、人体血细胞

[ 11]
、人体皮肤

[ 12 ]
、以

及植物和病毒
[ 13]
等多种有机体具有明显的光毒

性。在波长为 300~ 400 nm光照条件下, A-T对埃

及伊蚊 Aedes aegypt幼虫的 LD 50值是 19 Lg /kg,

而同样条件下马拉硫磷 LD 50值为 62 Lg /kg, DD T

为 70 Lg /kg。在天然水池或人工池塘中使用

A-T防治伊蚊幼虫, 所需的有效剂量仅为 10 ~

100 g /hm
2
,而防治冈比亚按蚊 Anopheles gamb ia e

的 ED 50值为 ( a. i. ) 7. 45 g /hm
2
, ED 90为 (a. i. )

18. 90 g /hm
2 [ 2]
。

研究表明, A-T经紫外光 ( 300~ 400 nm )照射

激发后,通过 I型
[ 6]
和 II型

[ 3, 6 ]
光动力作用产生单

线态氧和氧自由基等活性氧基团, 从而对脂类、蛋

白质、核酸等生物分子产生强氧化作用, 对生物体

内 DNA
[ 14]
、生物膜

[ 11]
等靶标部位产生氧化损伤,

导致昆虫死亡。昆虫血细胞是昆虫免疫系统的重

要组成部分, 对异物入侵产生吞噬、结节、包被等

防卫反应。研究表明, 光敏剂能够改变细胞膜的

通透性,导致细胞产生不同的渗透压,进而引起血

淋巴流入消化道,短时间内血淋巴体积大量减少,

从而导致昆虫死亡
[ 15 ]
。昆虫血细胞是一个复杂的

细胞类群, 其类型和数量因昆虫种类、发育阶段、

生理状况及生存环境不同而有很大差异, 任何损

伤均可刺激改变内循环中的血细胞数量。因此,

通过对昆虫血细胞类型的变化规律研究, 有助于

了解虫体内血细胞类型的组成及昆虫的生理状

况
[ 16~ 18 ]

。

目前,国内外尚未见有关 A-三联噻吩对昆虫

血细胞生理影响的报道, 本文作者初步鉴定了淡

色库蚊 4龄幼虫的血细胞形态, 并观察了各类血

细胞在 A-T作用前后数量的消长以及组成比例的

动态变化规律, 探讨了淡色库蚊对 A-T 作用的抗

氧化生理机制。

1 材料与方法

1. 1 供试昆虫
淡色库蚊 Cu lex pipiens pa llens敏感品系,引自

国家南方农药创制中心 (上海 ) , 室内长期继代饲

养。饲养温度为 24 ~ 26e , 相对湿度为 65% ~

80%, 光周期 16L B8D。幼虫饲料为上海西普尔公

司生产的鼠用高干料, 取 4龄 1 d (即孵化后第

6 d)幼虫供试。

1. 2 药剂和器材

A-三联噻吩 (纯度\ 98% ), 购自 S igma公司,

用丙酮配制成 1 000 Lg /mL的母液, 4e 下避光贮
存备用。三羟甲氨基甲烷 ( T ris-C l)、考马斯亮蓝

( G-250)均为生化试剂。台盼蓝 ( T rypan b lue) , 购

自华美生物工程公司, 用 1. 0 Lg /mL 苯基硫脲的

血淋巴稀释液配制成质量浓度为 0. 2%的染液; 乙

二胺四乙酸二钠 ( EDTA-N a2 )、三氯醋酸 ( TCA )及

其他主要试剂均为分析纯。

XB-K-25型血细胞计数板; Le icaDM IRB 倒置

显微镜。

1. 3 实验方法

1. 3. 1 血细胞形态及延展行为的观察  取 96孔

板 ( 30 cm @ 21 cm )一块, 每孔加入浓度为 0. 8、

2. 3和 7. 2 Lg /mL的药液 3 mL, 接入大小一致的

4龄 1 d孑孓约 20头, 以清水为空白对照, 以含有

等量丙酮的水溶液为溶剂对照, 每浓度设 3次重

复。置于室温 ( 25e ? 1e )、双管黑光灯 ( K 360

~ 400 nm, 40W )光照下 (距离为 17 cm )培养。

分别在施药 15、30、60、120和 240 m in后收集处理

组和对照组幼虫, 取血镜检。取血前, 将幼虫先用

质量分数为 0. 9%的生理盐水冲洗, 再用蒸馏水冲

洗,吸干水分, 放置在载玻片上。血淋巴的收集采

用排空法
[ 1 9]

, 将放有幼虫的载玻片置于显微镜

( @ 400倍 )下, 用锋利手术刀片在虫体胸、腹部的

侧面做一切口, 再用镊子夹住尾部倒提虫体,使血

淋巴充分外流于载玻片上, 用台盼蓝染色, 置于显

微镜下观察拍照。

1. 3. 2 A-T对活体血细胞数量的影响  分别在施

药 15、30、60、120和 240 m in后收集处理组和对照

组幼虫取血计数。参照 1. 3. 1节方法, 将血

淋巴收集于 96 孔培养板中, 加入 90 LL 含有

1. 0 Lg /mL 苯基硫脲的血淋巴稀释液 ( 98 mmo l /L

氢氧 化 钠、145 mm o l /L 氯 化 钠、17 mmo l/L

EDTA、41 mm o l /L柠檬酸 )稀释, 然后加入 10 LL

质量浓度为 0. 2%的台盼蓝
[ 20]
。按程惊秋的方

法
[ 16]

, 在显微镜相差镜头下,用血球计数板统计全

血细胞及分类细胞的数量。每个处理浓度共取

30头幼虫,实验均设 3次重复。
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1. 3. 3 A-T对离体血细胞数量的影响  取冲洗干
净的幼虫, 放入 96孔培养板中 (每孔 10头虫 ) , 采

用排空法收集血淋巴
[ 19 ]
。然后分别向每孔加入

90LL含有 0. 8、2. 3、7. 2 Lg /mL A-T的血淋巴稀

释液,以清水为空白对照, 以含有等量丙酮的血淋

巴稀释液为溶剂对照。每个处理浓度共取 30头

幼虫,实验均设 3次重复。按照 1. 3. 1节方法进

行全血细胞和分类血细胞的计数。

1. 3. 4 统计方法  数据采用 SPSS13. 0软件进行

单因素方差分析 ( P < 0. 01, ANOVA )、S-N-K

( S tuden-tN ewm an-K eul)法多重比较, 数值采用平

均数 ?标准差 (m ean ? SD )表示。

2 结果与分析

2. 1 A-T对血细胞形态及延展行为的影响

通过细胞染色观察并参照傅贻玲等昆虫细胞

分类方法
[ 17, 18]

, 经 A-T处理的 4龄 1 d淡色库蚊

幼虫的血细胞主要有 4类:

原血胞 ( P rohem ocy te, 简称 PR ) 直径约为 5. 9

~ 7. 3 Lm 的小圆形细胞, 核的比例较大, 胞膜边

缘较完整清晰、光滑。 A-T处理后形态变化不大

(见图 1: D, G ) , 是少数未被破坏的细胞类型。

浆血胞 ( P lasma locy te, 简称 PL ) 直径约为 9. 5

~ 12. 1 Lm呈圆形、纺锤型等细胞。 A-T处理后形

态变化很大,细胞外形呈不规则梭型, 梭型细胞两

端出现较大裂缝, 细胞数量明显减少 (见图 1: A,

F) , 台盼蓝染色后呈现蓝色。

粒血胞 ( G ranu lo cy te, 简称 GR) 直径约为 17. 4

~ 21. 0 Lm 呈圆形或卵圆形、胞体内有许多圆形

小颗粒的细胞, 核位于细胞的中心。 A-T处理后的

较短时间内细胞膨胀, 随着处理时间的延长,大多

数崩裂, 颗粒散落, 成不规则形状 (见图 1: B, F,

G ) , 台盼蓝染色后呈现蓝色不规则形状。

珠血胞 ( Spherulocy te, 简称 SP) 直径约为 26. 2

~ 31. 1Lm 的大中型血胞, 形态多为圆形, 细胞内

有大小不同、数目不等的珠形内含物。 A-T处理后

的较短时间内细胞膨胀, 并呈现出不规则形状, 随

着处理时间的延长, 细胞外围呈现缺口状, 最后崩

裂 (见图 1: B, E, F, G ) , 台盼蓝染色后可看见未染

色的珠粒。

图 1 淡色库蚊 4龄幼虫正常血细胞形态及被 A-T处理后的病态变化

F ig11 Pa tho log ica l change s of hem ocy tes and their mo rphous in the 4th instar

larvae o fC ulex p ip iens pa llens af ter treated by A-T
注: A, B指正常的浆血胞 ( PL )、珠血胞 ( SP)、粒血胞 (GR )和原血胞 ( PR ) ; C, D指正常的离体血细胞,示细胞破裂;

E, F, G分别指经 A-T处理后血细胞的病态变化,示肿胀与破裂; 图中比例尺为 10 Lm。

N o te: A and B referred to norm al PL, SP, GR and PR; C and D referred to no rm al h em ocy tes in vitro, sh ow ing d isrupt ion; E, F and G

referred that th e path ologychan ges of hem ocy tes treated by A-terth ieny,l show ing sw e lling cell and d isrupt ion1S cale bar exp ressed as 10Lm.

2. 2 A-T对活体 ( in vivo)全血细胞增殖的影响

A-T对活体血细胞增殖的影响如图 2所示。

试虫经 A-T处理以后, 在 30 m in内 A-T 能够促进

试虫体内血细胞的增殖, 且血细胞总数随着

A-T浓度的增加而明显增多 ( P < 0. 01, ANOVA ),

7. 2 Lg /mL A-T对细胞增殖的平均抑制率可达
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- 10. 9%。但是, 随着 A-T 作用时间的延长, A-T

对血细胞的增殖逐渐表现出抑制作用, 且抑制活

性随 A-T浓度的增加而逐渐增强。经作用 240 m in

后, 0. 8、2. 3和 7. 2 Lg /mL A-T的抑制率分别为

33. 55%、53. 73%和 63. 69%。

图 2 不同浓度 A-T对淡色库蚊 4龄幼虫活体

全血细胞增殖的抑制效果

Fig12 Inhibition o f A-T on comp lete hemocy te s

pro liferation in the 4 th instarm osqu ito

larvae, in v ivo

2. 3 A-T对各类活体 ( in vivo)血细胞增殖的影响

A-T对 4种活体血细胞增殖的影响如图 3所

示。 2. 3 Lg /mL A-T对 4种血细胞的增殖都具有

一定程度的促进作用。其中 A-T对 GR细胞增殖

的促进作用最弱, 最大促进作用可达 29. 17% , 且

A-T发挥促进作用的时间也最短, 约为处理后

30m in左右; 而 A-T对 PL细胞增殖的促进作用最

强, 最大促进作用达 107. 41% , 且 A-T发挥促进作

用的时间也最长, 约为处理后 110 m in左右。 A-T

对 SP和 PR细胞增殖的最强促进作用分别为

35. 19%和 64. 81% , 发挥促进作用的时间分别

为 70和 80 m in左右。随着作用时间的延长,

2. 3 Lg /mL A-T对 4种血细胞的增殖均逐渐表现

出一定程度的抑制作用。其中 PL细胞对 A-T的

抑制作用表现最不敏感, 而 SP细胞表现最敏感。

240 m in时, 2. 3 Lg /mL A-T对 PL、PR、GR和 SP

血细胞增殖的抑制率依次达 15. 65%、34. 26%、

70. 00%和 73. 52%。

2. 4 A-T作用后活体 ( in vivo)血细胞组成的动态

变化

2. 3 Lg /mL A-T能改变淡色库蚊幼虫 4种血

细胞的组成比例 (图 4) , 促使血细胞的组成比例

失调, 其中 PL和 PR的比例上升, SP和 GR的比例

下降。 2. 3 Lg /mL A-T 在活体处理后的 15 m in

内, PR、PL、GR和 SP等 4种血细胞占总血细胞的

比例分别为 26. 06%、27. 38%、24. 09%和 22. 47%,

4种血细胞之间不存在显著差异 ( P < 0. 01,

ANOVA )。随着作用时间的延长, 各类血细胞的

比例不断发生变化, 在处理 240 m in后, 上述 4种

血细胞所占的百分比分别为 31. 82%、40. 83%、

14. 52%和 12. 82% , 各类血细胞所占比例存在显

著差异 (P < 0. 01, ANOVA )。其中 GR和 SP两种

细胞对 A-T较为敏感, 在 A-T 作用后,这两种血细

胞大量迅速裂解, 比例降低;而 PR和 PL对 A-T不

敏感, 只有少量裂解, 因而这两种细胞的比例升

高。

图 3 2. 3 Lg /mL A-T对淡色库蚊 4龄幼虫活体

PR、PL、GR和 SP血细胞增殖的影响

Fig. 3 E ffect of 2. 3Lg /mL A-T on the

pro liferation o f PR、PL、GR and SP

hemocy tesin the 4 th instarm osqu ito

larvae, in v ivo

2. 5 A-T对离体 ( in vitro)全血细胞增殖的影响

在处理后较短的时间内, A-T能促进血细胞的

增殖, 且促进程度随 A-T 浓度的增加而增强

(图 5)。0. 8、2. 3和 7. 2 Lg /mL A-T 的促进率分

别为 2. 25%、6. 18% 和 10. 67%。但是这种促进

作用很快就转变为裂解作用, 且裂解作用随处理

时间的延长和 A-T浓度的增加而逐渐增强, 当作

用至 240m in时, 0. 8、2. 3和 7. 2 Lg /mL A-T引起

离体血细胞 (总数 )的平均裂解率分别达 42. 56%、

58. 02%和 81. 49%。
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图 4 2. 3 Lg /mL A-T作用后淡色库蚊 4龄

幼虫活体血细胞组成的动态变化

F ig. 4 D ynam ics percen tag e o f d if ferent ia l

hemocy te s in the 4th instar mosquito larvae

af ter trea ted by 2. 3 Lg /mL A-T, in v ivo

图 5 不同浓度 A-T对淡色库蚊 4龄幼虫离

体全血细胞增殖的抑制效果

F ig. 5 Inh ib ito ry activ ity o f A-T on the pro lifera tion

o f com plete hem ocy tes from the 4th

in starsm osqu ito larvae, in vitro

2. 6 A-T对各类离体 ( in vitro)血细胞增殖的影

响

2. 3 Lg /mL A-T对 4种离体血细胞的增殖都

具有一定程度的促进作用 (图 6 )。其中 A-T 对

GR细胞增殖的最大促进作用仅为 10. 26% , 且发

挥促进作用的时间约为 20 m in左右;而 A-T对 PR

细胞增殖的最大促进作用可达 19. 23%, 且发挥促

进作用的时间可长达 45 m in左右。 A-T对 SP和

PL 细胞增殖的最大促进作用分别为 14. 10% 和

17. 95% , 发挥促进作用的时间分别为 25 m in和

40 m in左右。随着作用时间的延长, 2. 3 Lg /mL

A-T对 4种血细胞的增殖也逐渐表现出一定程度

的抑制作用。其中 PL细胞对 A-T 的抑制作用表

现最不敏感, 而 SP细胞表现最敏感。当作用至

240m in时, A-T 对 PL、PR、GR和 SP血细胞增殖

的抑制率依次达 34. 23%、41. 67%、71. 67% 和

83. 08%。

图 6 2. 3Lg/m L A-T对淡色库蚊 IV龄幼虫离体

PR、PL、GR和 SP血细胞增殖的影响

F ig. 6 E ffec ts o f 2. 3 Lg /mL A-T on the pro lifera-

tion o f PR, PL, G r and SP hem ocy tes from the 4th

instarm osquito larvae, in v itro

2. 7 A-T作用后离体 ( in vitro )血细胞组成的动

态变化

A-T能改变淡色库蚊幼虫 4种血细胞的组成

比例, 促使血细胞的组成比例失调, 其中 PL 和

PR的比例上升, SP和 GR的比例下降 (图 7 )。

2. 3 Lg /mLA-T 在离体处理后的 15 m in内, PR、

PL、GR和 SP等 4种血细胞占总血细胞的比例分

别为 24. 00%、26. 00%、24. 57%和 25. 43% , 4种

血细胞所占的比例之间不存在显著性差异 (P <

0. 01, ANOVA )。随着作用时间的延长,各类血细

胞的比例不断发生变化, 在处理 240 m in后, 上述

4种血细胞所占的百分比分别为 34. 44%、38. 83%、

16. 73%和 9. 99% ,各类血细胞所占比例存在显著

差异 (P < 0. 01, ANOVA )。其中 GR和 SP两种细

胞对 A-T较为敏感,在 A-T 作用后, 这两种血细胞

迅速裂解,其所占百分比减小; 而 PR和 PL 对 A-T

不敏感, 只有少量裂解, 因而这两种细胞的比例升

高。
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图 7 2. 3Lg /mL A-T作用后淡色库蚊 4龄幼虫离

体血细胞组成的动态变化

F ig. 7 D ynam ics percen tag e o f d if ferent ia l

hem ocy tes from the 4th instarm osquito

larv ae af ter treated by 2. 3 Lg /mL

A-terth ieny ,l in v itro

3 讨论

昆虫的血细胞在其自身免疫体系中占有重要

地位。血细胞的免疫生理机能变化常常表现为血

细胞的形态和组成的变化。当昆虫体内发生生

理、病理状况改变时, 全血细胞计数值急剧下降,

分类血细胞计数值也发生相应变化
[ 16~ 18]

。通过

染色并结合显微镜观察, 实验中将淡色库蚊 Ô龄
幼虫血细胞分为 4类, 即原血胞、浆血胞、珠血胞、

粒血胞,并且发现 A-T经紫外照射后, 除原血胞对

其作用不敏感外, 其他 4种血细胞外型均发生了

不同程度的变化, 如涨裂、裂缝、缺口等。据报道,

A-T在紫外激发下产生的活性氧基团,通过对脂质

过氧化和膜蛋白破坏作用损伤细胞膜, 改变细胞

膜通透性, 并造成膜破裂
[ 19]
。由此推测, A-T导致

的细胞膜损伤是导致这些细胞外型变化和破裂的

主要原因。至于 A-T对不同血细胞的毒性差异,

还需要进一步的研究。

研究发现, 在活体处理后较短时间内 (约为

40m in) , A-T能明显促进血细胞的增殖, 然后这种

促进作用转为抑制作用, 即加速细胞裂解。而在

离体处理后 A-T也能促进血细胞的增殖, 但促进

作用时间显著缩短 (约为 20 m in) , 并且 A-T 对细

胞的作用呈现出剂量效应关系。作者认为, 血细

胞的数量变化现象是由于血细胞在外源物质的刺

激下自身的免疫应激反应, 和 A-T 的光毒性两种

因素共同作用影响的结果。前者通过增殖血细胞

以抵抗外源物质毒性, 后者使细胞破坏裂解。随

着作用时间的延长, A-T的光毒性逐渐加强, 并且

细胞内的抗氧化酶系如 SOD等被 A-T抑制
[ 21 ]

, 从

而更加剧了活性氧的细胞毒性, A-T对血细胞抑制

作用随即增强。

研究同时发现, A-T 可使淡色库蚊 Ô龄幼虫

4种血细胞的组成比例失调。其中 PR、PL的比例

上升, GR和 SP的比例下降, 且 GR、SP细胞增殖

率均显著低于 PR和 PL ( P < 0. 01)。这一现象同

梁子才等人的报道基本一致
[ 22]
。有报道认为,

GR、PL昆虫启动抵抗外源物质的免疫防卫反应相

关
[ 15, 22]

, 且昆虫免疫, 没有免疫球蛋白的参与, 无

完整的补体系统, 免疫反应缺乏专一性
[ 23]
。由此

可推测, GR和 PL在淡色库蚊对 A-T 的抗氧化生

理反应中起着与一般异物入侵相似的作用, 但需

要进一步的研究提供证据。昆虫的血淋巴细胞是

一个复杂的系统, 细胞能够相互转化, 特别是在昆

虫受到外源物的入侵或药物刺激的情况下。关于

A-T作用后是否有原血胞向浆血胞、粒血胞、或珠

血胞等转化, 还需要进一步研究。另外, A-T作用

后,淡色库蚊幼虫血淋巴蛋白含量、各类氨基酸组

成变化等都需要进一步研究。

本研究表明, A-T对 IV龄淡色库蚊幼虫活体

和离体血细胞均表现出一定的毒性, 引起血细胞

破裂, 抑制血细胞增殖, 甚至显著改变不同血细胞

的组成比例。由于血细胞在昆虫免疫中起重要的

监视和防卫功能, 因此, 研究结果表明, 淡色库蚊

幼虫通过血细胞的增殖、破裂、以及改变组成比例

等方式来主动免疫防卫 A-T 的毒性作用, 以最大

程度地减少 A-T对虫体的损伤。
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( Ed1 JIN S H )

沈阳化工研究院申报的 /新农药创制与开发 0国家
重点实验室通过论证

近日, 科技部组织专家对沈阳化工研究院申报的建设 /新农药创制与开发 0国家重点实验室进
行了建设计划可行性论证, 并获通过。

据沈阳化工研究院介绍, 该重点实验室的长远目标是: 整合行业创新力量, 经过十年的建设和

运行, 到 2015年成为在国际上具有一定影响的中国农药行业发展的新农药技术研发机构, 成为我

国新农药自主创新和农药行业共性技术开发及产业化的两大技术平台及行业重大关键技术的扩

散源, 所开发的农药创新产品具有一定的国际竞争力, 部分产品打入国际发达地区市场。

(李钟华  供稿 )
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