
取活性成分来制备商品杀虫剂满足生产需要 。

因此 ,对该植物的开发利用 ,也应与开发其它杀

虫植物一样 ,必须选取其活性高 、杀虫谱广 、作

用方式多样 、作用机理与常规杀虫剂不同的成

分为模板进行研究 。如果能在这方面取得突

破 ,则极有可能开发出一类新型的具有良好环

境和谐性的理想杀虫剂 ,为治理害虫和保护环

境发挥作用。
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磷化氢对赤拟谷盗成虫体内 CAT和 SOD

活性的影响
＊

魏朝明　张琳琳　廉振民
＊＊

(陕西师范大学生命科学学院　西安　710062)

Effect of phosphine on the activities of CAT and SOD in Tribolium castaneum.WEI Zhao-Ming , ZHANG Lin-

Lin , LIAN Zhen-Min＊＊(College of life Sciences , Shaanxi Normal University , Xi' an　710062 , China)

Abstract　The adults of Tribolium castaneum (Herbst)were suffocated with phosphine to research the effect of

phosphine on the activities of CAT and SOD.The results showed that after suffocating , the activities of CAT in four

different geographical race of adults decreased.NGD1 decreased by 57% and NGD4 decreased by 19%.NGD2 and

NGD3 decreased about 40%.The activities of SOD in four different geographical race of adults raised.The raised

rang in NGD1 were the most and the raised rang in NGD2 were the least.The change scope of SOD and CAT is

related with resistance to phosphine.The more resistance , the more changes.

Key words　Tribolium castaneum , phosphine , SOD , CAT
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摘　要　用赤拟谷盗 Tribolium castaneum (Herbst)成虫 , 研究 PH3 对其体内超氧化物岐化酶(SOD)和过氧

化氢酶(CAT)活性的影响。结果表明 PH3 熏蒸后 , 4 种不同地理种群的成虫体内 , CAT 酶活性都有所降

低。种群 NGD1降低最多 ,接近 57%,而 NGD4 则只降低了 19%, NGD2 和 NGD3 的降低都在 40%左右。

不同地理种群的成虫体内 , SOD酶活性在熏蒸后都有所增加 ,种群 NGD1 增加幅度最大 , NGD2 增加幅度

最小。SOD和 CAT活性的变化幅度与成虫对 PH3 产生的抗性有关 , 抗性越大 ,酶活性变化越大。

关键词　赤拟谷盗 , PH3 , SOD , CAT

　　磷化氢(PH3)是目前世界上普遍用于储粮

保护的熏蒸剂 。在发展中国家使用尤为广泛 。

它不仅对虫 ,鼠 ,螨 ,线虫等都有明显的毒杀作

用 ,而且基本无残留 ,不影响谷物的品质和种子

的活力 ,价格低廉 ,使用方便
[ 1]
。然而 ,由于长

期连续使用 ,一些主要的储粮害虫(如赤拟谷

盗)已经对 PH3 产生了抗性
[ 2～ 4]

。PH3 作为呼

吸毒剂
[ 5, 6]
,一般认为其作用位点是呼吸链上电

子传递和氧化还原酶系的末端氧化酶
[ 7 , 8]
。但

是体内实验发现 , PH3 对细胞色素氧化酶活力

几乎没有抑制作用
[ 9]
。Price 在 1980 年的研究

表明 ,PH3 引起昆虫体内的生物化学变化也并

不完全类同于缺氧血症与氢氰酸
[ 10]
。因此 PH3

对呼吸酶系的抑制作用可能比较复杂。

作者 对 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum

(Herbst)在 PH3 熏蒸前和熏蒸后体内 SOD酶以

及CAT 酶活性的研究 ,试图从 SOD , CAT 的活

性变化等性质上了解昆虫抗PH3的机制 。为抗

性的防治或者延缓抗性的发展提供理论依据 。

1　材料和方法

1.1　试虫来源

种群NGD1和NGD2 来自四川 ,NGD3来自

广州 ,NGD4来自澳大利亚 。4个品系均在本实

验室饲养 ,其中 NGD1对 PH3 敏感 ,其它 3个品

系敏感性较低 ,或有中等程度的抗性。

1.2　主要试剂和仪器

SOD试剂盒和 CAT 试剂盒(南京建成生物

工程研究所),磷化铝(山东济宁化工厂生产),

钼酸铵 ,氯化亚锡 ,无水亚硫酸钠 ,磷酸二氢钾

,紫外可见分光光度计(TU-1800),旋涡震荡仪 ,

低温低速离心机 ,恒温水浴锅 。

1.3　磷化氢发生与浓度测定

采用曹阳等
[ 11]
的方法制备 PH3 。用磷化铝

加 10%稀硫酸(H2SO4), 以排水集气法收集

PH3 。实验所用的 PH3 气体采自当天发生的 ,

并记录气体发生的室内温度。用鲁莉等
[ 12]
改

进的钼蓝比色法测定集气瓶中 PH3 的浓度。

1.4　磷化氢击倒成虫试验

取不同品系的赤拟谷盗各 100头 ,置于 300

mL的熏蒸瓶中 ,瓶口用橡胶塞密封 ,将一定体

积的PH3 气体注入瓶内 ,使瓶内 PH3 气体浓度

为2 mg L。尔后观察供试成虫的反应 , 当有

50%的试虫出现麻痹反应时 ,记录所用的时间 ,

每个种群重复3次 。

1.5　酶原蛋白含量的测定

1.5.1　酶液的制备:分别挑选 4个种群成虫未

熏蒸的和熏蒸过的各 50只 ,在液氮中研磨 ,将

研磨的粉末放入 1.5 mL 的离心管中 ,加入试虫

质量 9倍体积预冷的 9%的生理盐水 ,使其溶

解 。将制备好的 10%的组织液用低温低速离

心机在 3 000 r min 离心 15 min。弃沉淀取上

清 ,再将上清液按 1∶4的比例稀释成 2%的酶

液备用 。

1.5.2　酶液中蛋白含量的测定:取试剂盒中考

马斯亮蓝试剂按 1∶4配制成应用液 。向试管中

分别加入0.05 mL 的蒸馏水 ,蛋白质标准液 , 8

种不同的酶液 ,最后加 3 mL 的考马斯亮蓝显色

剂 。混匀 ,静置10 min ,于 595 nm ,1 cm光径 ,蒸

馏水调零 ,测各管OD值。蛋白含量(g L)=(测

定管 OD-空白管 OD值) (标准管 OD值-空

白管OD值)×标准管蛋白浓度(0.615 g L)。

1.6　酶活性的测定

1.6.1　SOD活性的测定:按照试剂盒使用说

明 ,分别加入试剂 Ⅰ 1.0 mL ,蒸馏水(对照管)

或者酶液(测定管)100 μL , 以及试剂 Ⅱ ,试剂
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Ⅲ ,试剂4各0.1 mL。用漩涡混匀器充分混匀 ,

置于 37℃恒温水浴锅中水浴 40 min 。加入 2

mL 显色剂 ,混匀 , 室温中放置 10 min ,于波长

550 nm 处 , 1 cm 光径比色杯 ,蒸馏水调零 , 比

色 ,记录各管的 OD值 。总 SOD活力=(对照管

OD值-测定管 OD值) 对照管 OD值 50%×

反应体系的稀释倍数 组织中蛋白含量 。酶活

力单位 U mgprot , U 表示每 mg 组织蛋白在 1

mL 反应液中 SOD抑制率达 50%时所对应的

SOD量为一个SOD活力单位。

1.6.2　CAT 活性的测定:按照测试盒使用说

明 ,取 2%的组织匀浆液 0.02 mL ,加入比色皿

底部 ,将已经于 25℃下预温好的 , OD值在 0.5

～ 0.55之间的底物溶液 3 mL 用移液器快速冲

入比色皿中 , 240 nm 处立即测定吸光度 , 记下

OD1 值 ,比色皿不要取出 , 1 min 后立即再测 1

次吸光度 ,记下 OD2 值。CAT 活力 =logOD1 

OD2×2.303 60秒×组织蛋白稀释倍数×组织

中蛋白含量。CAT 酶活力单位 U gprot ,U 代表

每 g 组织蛋白中CAT 酶每 s分解吸光度为 0.50

～ 0.55的底物中的 CAT 酶相对量 。

2　实验结果

2.1　击倒试验的结果

不同种群的赤拟谷盗击倒试验结果由(表

1)所示 ,我们将NGD1作为参考 ,其抗性系数为

1。则其他 3个品系中 ,NGD4的抗性系数最大 ,

是NGD1 的 24 倍 , 表现出中等抗药性水平 。

NGD2和NGD3的抗性系数分别为 4.4和 8 ,说

明敏感性已经下降。4种品系成虫对 PH3 的抗

性顺序为NGD1<NGD2<NGD3<NGD4。

表 1　4个赤拟谷盗品系的KT50值和抗性系数

品系 KT50 min 抗性系数

NGD1 5 1

NGD2 22 4.4

NGD3 40 8

NGD4 120 24

　　注:赤拟谷盗的抗性系数=其各品系的 KT50 NGD1 的

KT50。

2.2　CAT酶活性测定结果

PH3 熏蒸前 4个种群的 CAT 酶活性各不相

同 。其中 NGD3酶活性最低 ,其余 3个品系酶

活性差距不大。熏蒸后 ,4 个品系成虫 CAT 酶

活性均有所降低 。NGD1 酶活性降低了 57%,

降低的幅度最大 ,而NGD2 ,NGD3 ,NGD4分别降

低 34%,45%,19%(图1)。

图 1　熏蒸前后赤拟谷盗成虫体内 CAT

酶活性的变化

图 2　熏蒸前后赤拟谷盗成虫

体内SOD酶活性变化

2.3　SOD酶活性测定结果

PH3 熏蒸前后 ,不同种群成虫体内 SOD酶

活性均有所增加 ,这与 CAT 酶活降低恰恰相

反 ,但不同品系成虫增长的幅度不同 。熏蒸前 ,

NGD1的 SOD酶活性最低 ,NGD4 酶活性最大 。

熏蒸以后 ,虽然NGD1的SOD酶活性仍旧最低 ,

但其增长率却为 249%。NGD2 , NGD3 , NGD43

个品系酶活性增长率也各不相同 , 分别为

88%,237%,222%(见图 2)。
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3　讨论

生物在长时间的进化过程中逐渐形成了防

御活性氧的防御系统 ,SOD ,CAT 就是防御系统

中重要的保护酶 。SOD是生物体中清除活性氧

的关键酶 ,它能催化 O
-2
发生歧化反应生成

H2O2 , 而 CAT 则是把 H2O2 分解为 H2O 和

O2
[ 13]
。在本试验中 ,我们用 PH3 熏蒸 4个不同

地理种群的赤拟谷盗成虫 ,结果发现其 CAT 酶

活性都降低 ,而 SOD酶活性均有所增加 ,但不

同种群的酶活性变化范围不同 ,这与前人用其

他试验材料所得结果一致
[ 14～ 16]

。说明 PH3 能

显著抑制 CAT 酶的活性 ,且增加 SOD 酶活性 ,

SOD酶和CAT 酶可能在 PH3 对赤拟谷盗的解

毒机制中起重要作用 。

从(表 1)可知 ,4个种群对PH3 的抗药性水

平存在较大差异 ,但 4 个种群分别来自不同的

地方。因此 ,这种差异不能排除不同地域的遗

传背景造成的差异 ,对引发抗性的原因也可能

不尽相同。同时由于长期在实验室饲养 ,温度

湿度等条件的影响 ,不同品系繁殖的代数存在

差异。随着繁殖代数的增加 ,其抗性程度会相

应的减弱 。

在本试验中 ,PH3 处理后的赤拟谷盗 CAT

酶活性都有所降低 ,且随着抗性的增大 ,CAT 酶

活性降低的幅度有所减小。但是 SOD酶活的

变化则刚好相反 ,随着抗性的增大 ,SOD酶活性

增加了 ,且随着抗性的增大 ,酶活性增加的幅度

降低了。由此可见 CAT , SOD酶活性的变化与

赤拟谷盗对PH3 产生的抗性成反比 ,抗性大 ,则

酶活性变化幅度小 ,抗性小 ,酶活性变化幅度

大。可能是随着抗性的增强 ,生物体内的防御

系统更加完善 ,对于相同程度的外界胁迫 ,反应

程度也有所下降 。NGD2的抗性系数为 4.4 ,其

SOD酶活才增加了 88%,其中也可能存在实验

过程中温度和操作产生的误差 。

PH3 对昆虫体内过氧化氢酶的抑制 ,会导

致过氧化氢积累 ,产生细胞毒性 ,因此可能成为

PH3 毒性的一个重要原因
[ 17]
。虽然 PH3 对中毒

的人 、鼠类 、昆虫和螨类的过氧化氢酶均有抑制

作用
[ 18]
,但在离体实验中 ,PH3 并不能使储粮害

虫匀浆中的过氧化氢酶活力明显降低
[ 8]
,只有

相当高的浓度下 ,才能表现出抑制作用
[ 17]
,但

本试验只是在特定时间固定 PH3 浓度下进行 ,

在不同的时间梯度和不同的浓度梯度下 , PH3

对 4种试虫 SOD酶和 CAT 酶的影响有没有相

同的结论 ,则要做进一步的研究 。

本研究进一步证明害虫对杀虫剂产生抗性

原因之一 ,是由昆虫体内各种保护酶的活性发

生变化引起的。如果连续使用会使保护酶的活

性增大 。所以我们在害虫防治中尽量减少使用

同一种杀虫剂 ,而是要多种杀虫剂轮用或混用 ,

防治抗性的发生和发展 。
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