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　　摘要：研究多杀菌素对亚洲玉米螟碱性磷酸酯酶、酯酶同工酶的影响。结果表明，离体时多杀菌素不影响亚洲玉
米螟碱性磷酸酯酶活性，但在活体时处理４８ｈ后显著抑制碱性磷酸酯酶的活性；离体时多杀菌素对亚洲玉米螟酯酶
同工酶活性并无影响，但是在活体时酯酶同工酶Ｅ４、Ｅ５、Ｅ６酶带受到明显抑制。
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　　酯酶是昆虫对杀虫剂进行代谢的最重要酶系之一，不同
酯酶活性的升高或轭合作用的增强是多种昆虫对拟除虫菊酯

和有机磷类杀虫剂产生抗药性的重要原因［１－２］。在已进行抗

性研究的昆虫中，其抗性机理几乎涉及酯酶的代谢作用［３］，

磷酸酯酶在水解有机磷农药和拟除虫菊酯中起着重要作

用［４］。研究开发作用机理新颖的杀虫剂是害虫抗性治理的

最有效方法。多杀菌素（Ｓｐｉｎｏｓａｄ）是一种作用机理独特的杀
虫剂，是ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ和ＳｐｉｎｏｓｙｎＤ的混合物（前者占８０％，后
者占２０％），已经确认它作用于害虫的神经系统。Ｓａｌｇａｄｏ认
为，多杀菌素作用于烟碱型乙酰胆碱受体（ｎＡＣｈＲ）［５］；
Ｗａｔｓｏｎ的研究表明多杀菌素也作用于 γ－氨基丁酸受体
（ＧＡＢＡ）［６］；王光峰等研究了多杀菌素对甜菜夜蛾羧酸酯酶的
影响，发现多杀菌素在离体时对羧酸酯酶无抑制作用，但在活

体时能诱导虫体内羧酸酯酶活性增强［７］。笔者所在课题组研

究发现，ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ对辛硫磷有弱的增效作用［８］，这种增效作

用可能是与有机磷代谢相关酶的活性被多杀菌素抑制所致，因

此多杀菌素对碱性磷酸酯酶和酯酶同工酶影响的研究显得尤

为必要。本研究以同样作用于ＧＡＢＡ的阿维菌素为对照药剂，
探讨ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ对亚洲玉米螟５龄幼虫碱性磷酸酯酶、酯酶同
工酶的影响，以期有助于阐明该药剂的毒理机制。

１　材料与方法

１．１　供试昆虫
亚洲玉米螟（Ｏｓｔｒｉｎｉａｆｕｒｎａｃａｌｉｓ）按周大荣等的方法［９］室

内人工累代饲养，温度（２６±２）℃，光照度２０００ｌｘ。
１．２　试验试剂

ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ：浓度为９６３％，由美国陶氏益农公司提供原
粉；对硝基苯基磷酸二钠：生工生物工程（上海）股份有限公

司；对硝基酚：天津化学试剂一厂；其他试剂均为国产分析纯。

１．３　对硝基酚标准曲线的制作
称取０．０１３９ｇ对硝基酚，用１ｍＬ丙酮溶解，加水定容至

１００ｍＬ，浓度为 １ｍｍｏｌ／Ｌ，用时再用蒸馏水稀释 １倍，即成
０５ｍｍｏｌ／Ｌ对硝基酚标准溶液。分别取０．２、０．４、０．６、０８、
１．０ｍＬ０．５ｍｍｏｌ／Ｌ对硝基酚标准溶液，加入２ｍＬ０１ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ，混匀后在４００ｎｍ波长处测吸光度，重复３次，取平均
值，以对硝基酚（μｍｏｌ）为横坐标、Ｄ４００ｎｍ值为纵坐标，绘制对
硝基酚标准曲线并计算回归方程。

１．４　试虫处理和酶源制备
取５头亚洲玉米螟５龄初幼虫，用蒸馏水将体表冲洗干

净，滤纸吸干，置于５ｍＬ０．０５ｍｏｌ／Ｌ碳酸钠缓冲液（ｐＨ值
９９）中匀浆３０ｓ，于４℃、３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液作酶
源。活体试验同样取５龄初孵幼虫，点滴处理其前胸背板，每头
点滴１μＬ以丙酮为溶剂的不同浓度的ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ药液，对照组
（ＣＫ）仅用丙酮，常规条件下饲养，２４、４８ｈ后取出制备酶源。
１．５　碱性磷酸酯酶活性测定方法

碱性磷酸酯酶活性测定参照邱明生等的方法［１０］，略加改

进。碱性磷酸酯酶活力测定的反应混合液为 ２．３ｍＬ
０．０５ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值９．９碳酸钠缓冲液，０．５ｍＬ７．５ｍｍｏｌ／Ｌ对
硝基苯基磷酸二钠和０．２ｍＬ酶液（蛋白量约 １００μｇ）。以
１ｍｇ蛋白１ｍｉｎ生成的对硝基酚量表示酶的比活力，单位为
ｎｍｏｌ／（ｍｇ·ｍｉｎ）。
１．６　ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ对亚洲玉米螟酯酶同工酶的影响
１．６．１　酶源制备　制备酶源时取１０头亚洲玉米螟５龄幼
虫，于３ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ值７．０）中冰浴整体匀
浆，然后在４℃、３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，纱布过滤上清液，于
１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液作酶源备用。离体酶活性
试验药剂处理同上，处理后按酶源 ∶４０％蔗糖 ∶０．０３％溴酚
蓝＝２∶１∶１混匀，迅速点样进行电泳。
１．６．２　酯酶同工酶电泳　凝胶制备和电泳检测参照慕立义
的方法［１１］，并略有修改。分离胶浓度采用１０％，缩胶浓度为
２５％，用垂直板状电泳于冰箱中电泳，电压１５０Ｖ，起始电流
１０ｍＡ，待指示剂前缘进入浓缩胶，电流加大并恒定于２０ｍＡ，
样品蛋白量３０μｇ，电泳结束后以乙酸 －α－萘酯为底物、以

—９４１—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第１０期



坚牢兰Ｂ为显色剂，３７℃水浴染色１５ｍｉｎ，然后用７％冰乙酸
脱色、固定。

２　结果与分析

２．１　ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ对亚洲玉米螟碱性磷酸酯酶离体和活体活
性的影响

不同浓度的ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ对亚洲玉米螟５龄幼虫碱性磷酸
酯酶离体和活体活性影响如表１、表２所示。
　　由表１可知，从 ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ对亚洲玉米螟碱性磷酸酯酶
的抑制率上看，各处理组与对照组相比都有微弱的激活，但各

处理组之间无太大差异，这表明 ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ对亚洲玉米螟碱
性磷酸酯酶离体活性虽有影响，但 ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ并不直接作用
于亚洲玉米螟碱性磷酸酯酶。

　　由表２可以看出，经 ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ处理２４ｈ之后，处理组
与对照组的碱性磷酸酯酶比活力都有了明显变化，低浓度时

（０．１μｍｏｌ／Ｌ）碱性磷酸酯酶被诱导活化，而在高浓度时
（１μｍｏｌ／Ｌ）相对于对照组其碱性磷酸酯酶被明显抑制。对

表１　不同浓度ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ对亚洲玉米螟碱性磷酸酯酶
离体活性的影响

处理浓度

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
比活力

［ｎｍｏｌ／（ｍｇ·ｍｉｎ）］
抑制率

（％）

０．０１（ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ） ２３．８６±０．１８ｂｃ －１．１３
０．１（ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ） ２４．１０±０．０６ａｂ －２．０７
１（ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ） ２４．３７±０．１０ａ －３．２０
０．１（阿维菌素） ２４．０１±０．０５ａｂ －１．６９

ＣＫ ２３．６１±０．１３ｃ

　　注：同列数据后标有不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
下表同。

照药剂阿维菌素同样也表现出在低浓度时其碱性磷酸酯酶被

激活，高浓度时被抑制的特性。经ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ、阿维菌素处理
４８ｈ之后，处理组的碱性磷酸酯酶比活力有了新的变化，所
有处理组都表现出抑制作用，高浓度药剂比低浓度的抑制率

要高些，方差分析的结果表明，所有处理组的比活力与对照组

间差异显著。

表２　ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ对亚洲玉米螟碱性磷酸酯酶活体活性的影响（处理２４、４８ｈ）

处理浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
处理２４ｈ比活力
［ｎｍｏｌ／（ｍｇ·ｍｉｎ）］

处理２４ｈ抑制率
（％）

处理４８ｈ比活力
［ｎｍｏｌ／（ｍｇ·ｍｉｎ）］

处理４８ｈ抑制率
（％）

０．１（ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ） ３７．６０±０．１８ａ －２８．４３ ３５．００±０．０３ｂ １８．２２
１（ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ） ２５．３７±０．１７ｄ １３．３６ ３２．２３±０．０６ｄ ２４．６９
０．１（阿维菌素） ３２．７７±０．１５ｂ －１１．９２ ３４．５２±０．１９ｂ １９．３２
１（阿维菌素） ２５．３２±０．２０ｄ １３．５５ ３３．７３±０．１０ｃ ２１．１８

ＣＫ ２９．２８±０．０８ｃ ４２．８０±０．３１ａ

２．２　ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ对亚洲玉米螟酯酶同工酶的影响
图１、图２分别为ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ对亚洲玉米螟离体、活体酯

酶同工酶的电泳图。由图１可知，在离体条件时 ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ、
阿维菌素与对照组相比，其电泳酶带都没有明显差别，说明在

离体时酯酶同工酶的活性并不受到抑制。

　　由图２可知，处理２４ｈ后，０．１μｍｏｌ／Ｌ的ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ处理
组与对照组比，Ｅ６受到弱的抑制作用，其余酶带无明显差异；
而０．１、１μｍｏｌ／Ｌ阿维菌素的Ｅ６酶带与对照组相比皆有明显
抑制。在处理４８ｈ的酶带图中，浓度为０．１μｍｏｌ／Ｌ的Ｓｐｉｎｏ
ｓｙｎＡ组的Ｅ４、Ｅ５酶带都明显变弱，Ｅ６酶带也有减弱，１μｍｏｌ／Ｌ
的ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ处理组与对照组无明显差异；而０．１、１μｍｏｌ／Ｌ
阿维菌素处理组的Ｅ４、Ｅ５酶带都有强的减弱，１μｍｏｌ／Ｌ处理
组的Ｅ６酶带完全消失，表明受到了强的抑制作用。

３　结论与讨论

磷酸酯酶广泛存在不同种类昆虫中，是昆虫体内的一种

主要的代谢解毒酶，它们参与中间代谢，对昆虫的生长发育起

着重要作用。磷酸酯酶包括磷酸三酯水解酶和磷酸二酯水解

酶，前者包括芳基酯水解酶和Ｏ－烷解水解酶，分别可使有机
磷脱去芳基和Ｏ－烷基，而后者主要是使脱烷基的磷酸酯产
生水解［１２］。本研究的结果表明，在离体条件时，ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ对
亚洲玉米螟幼虫体内的碱性磷酸酯酶并无抑制作用；但是在

活体条件时，处理２４ｈ后就出现在低浓度（０．１μｍｏｌ／Ｌ）时激
活碱性磷酸酯酶的活性，而在高浓度时（１μｍｏｌ／Ｌ）抑制其活
性，在处理４８ｈ后则２种浓度下都表现出明显的抑制作用，这
说明虽然ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ对亚洲玉米螟幼虫体内的碱性磷酸酯酶
没有直接作用，但是它能通过间接的途径影响碱性磷酸酯酶

的活性，最终表现出对碱性磷酸酯酶的抑制作用，这大概也是

其在昆虫体内降解缓慢的原因之一。同时，在活体条件下

ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ对亚洲玉米螟幼虫体内的碱性磷酸酯酶的抑制与
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笔者所在课题组前期研究结果［８］是一致的，可能是多杀菌素

对辛硫磷增效的原因之一。至于ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ在活体条件下是
通过何种方式抑制碱性磷酸酯酶的活性有待于进一步研究。

亚洲玉米螟的酯酶同工酶电泳酶带结果表明，在离体时

ＳｐｉｎｏｓｙｎＡ并不影响酯酶同工酶；在活体时，Ｅ６受到一定程
度的抑制。阿维菌素也同样对Ｅ６酶带有抑制作用，表明这２
种大环内酯化合物都能抑该酶的活性。至于这个酶带具体是

什么酶、有什么特点有待于进一步研究。
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生防菌 ＢＳ０４防治辣椒疫病机制
李建文，高易宏，吴　辉，江　翱，孙文秀

（长江大学生命科学学院，湖北荆州４３４０２５）

　　摘要：从生防菌的根际定殖、防效和诱导防御酶活性３个方面探讨了生防菌ＢＳ０４防治辣椒疫病的机制。结果表
明，生防菌ＢＳ０４能够在辣椒根际定殖，且定殖密度比较稳定，稳定维持在１０５ＣＦＵ／ｇ以上；盆栽试验测定防治效果表
明，生防菌ＢＳ０４的培养液对辣椒幼苗期疫病有较明显的防治效果，防效达８５．８１％；防御酶活性测定结果显示，接种
辣椒疫霉菌后，辣椒叶片的超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）、苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）和多酚氧化酶（ＰＰＯ）
的活性均显著提高并出现峰值，但生防菌ＢＳ０４培养液和辣椒疫霉菌共同处理后，各种防御酶的活性有所降低，并表现
出相对平缓的状态。
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　　辣椒疫病由辣椒疫霉菌（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｃａｐｓｉｃｉ）引起，是辣
椒生长过程中发生比较严重的土传病害［１－３］。多年来，国内

外学者使用化学药剂［４］、选育抗病品种［５］、生物防治［６］等措

施不断加强对辣椒疫病的防治。但由于辣椒疫霉菌变异能力

强，致病力分化明显，容易产生抗药性，采用化学药剂和选育抗

病品种防治辣椒疫病存在极大的弊端。利用有益微生物防治

辣椒疫病成为首选的有效措施，越来越多的生防菌也受到了人

们的关注。目前，已从土壤及植物等不同来源分离筛选到若干

株对辣椒疫霉菌具有拮抗作用的生防菌［７－１４］，但对其防病机

制的研究还不够深入。笔者从辣椒根际土壤中分离筛选到对

辣椒疫霉菌具有较强的抑制作用，且对其他几种病原菌具有拮

抗作用的生防菌ＢＳ０４（待发表）。为进一步明确生防菌 ＢＳ０４
对辣椒疫病的防治效果，本试验对该菌株在辣椒根际的定殖、

对辣椒疫病的防效及对辣椒叶片防御酶系的活性影响进行了

研究，为更深入探讨其防病机制提供资料和奠定基础。

１　材料与方法

１．１　供试菌株和培养基
供试菌株ＢＳ０４为笔者所在实验室从辣椒根际土壤中分
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