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细胞色素 P450 酶系与苦皮藤素Í
对昆虫选择毒性的关系研究

Ξ

吕　敏, 刘惠霞, 吴文君
(西北农林科技大学 农药研究所, 陕西 杨陵 712100)

　 　 [摘　要 ]　研究了细胞色素 P450 含量及 NAD PH 2细胞色素 P450 还原酶活性与苦皮藤素Í 对粘虫

(M y th im na sep ara ta)和小地老虎 (A g rotis yp silon)选择毒性的关系。结果表明, 对照组小地老虎中肠细胞色素 P450

含量及NAD PH 2细胞色素 P450 还原酶活性均显著高于粘虫。苦皮藤素Í 处理后, 小地老虎和粘虫中肠细胞色素

P450 含量均显著高于对照, 粘虫中毒抽搐期及失水期中肠细胞色素 P450 含量分别比对照升高 1. 46 和 2. 26 倍,

NAD PH 2细胞色素 P450 还原酶活性分别比对照升高 1. 26 和 2. 56 倍; 处理组小地老虎中肠细胞色素 P450 含量比

对照升高 0. 39 倍, NAD PH 2细胞色素 P450 还原酶活性略高于对照。由此认为, 中肠细胞色素 P450 含量及

NAD PH 2细胞色素 P450 还原酶活性与苦皮藤素Í 对粘虫和小地老虎产生选择毒杀活性有着重要的关系。并且苦

皮藤素Í 对细胞色素 P450 酶系具有一定的诱导作用, 但对不同昆虫以及同一种昆虫中 P450 酶系的不同组分诱导

作用不同。
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　　细胞色素 P450 (Cyt P450, 简称 P450) 是广泛

分布于动物、植物及微生物等不同生物体内的一种

重要的代谢酶系, 在昆虫的生长、发育、取食、对寄主

植物的适应性、对杀虫剂的抗性及对植物毒素的耐

受力等方面起着重要的作用[1～ 3 ]。细胞色素 P450 酶

系的主要组分包括两种细胞色素 (细胞色素 P450

和细胞色素 b5)、两种黄素蛋白 (NAD PH 2细胞色素

P450 还原酶和NADH 2细胞色素 b5 还原酶) 以及磷

脂等, 其中细胞色素 P450 和 NAD PH 2细胞色素

P450 还原酶起中心作用。

苦皮藤素Í 是从杀虫植物苦皮藤中提取分离的

一种对昆虫有毒杀活性的化合物[4 ] , 已有的组织学

观察表明[5 ]: 苦皮藤素Í 主要作用于昆虫中肠肠壁

细胞的质膜和内膜系统, 引起肠壁穿孔, 试虫体液大

量流失致死。毒理学研究表明[6 ] , 苦皮藤素Í 对不同

昆虫具选择毒性, 对粘虫 (M y th im na sep a ra ta )、菜

青虫 (P ieris rap ae)、槐尺蠖 (Cem ioth isa cinerea ria )

等具有显著的毒杀活性; 而对另一些昆虫如小地老

虎 ( A g rotis yp silon )、甘 蓝 夜 蛾 ( B a ra th ra

brassicae)、八字地老虎 (A g rotis cn ig rum )、银纹夜

蛾 (P lusia ag na ta )、黄地老虎 (A g rotis seg etum ) 等

无选择毒性或选择毒性不明显。生化分析结果表

明[6～ 8 ], 昆虫中肠羧酸酯酶活性及酯酶同工酶的差

异是苦皮藤素Í 对昆虫选择毒性的重要机制之一。

但苦皮藤素Í 对昆虫的选择毒性与昆虫体内重要的

解毒酶系——细胞色素 P450 含量及NAD PH 2细胞

色素 P450 还原酶活性的关系尚未见研究报道, 本

文拟对此进行研究, 以进一步揭示苦皮藤素Í 对昆

虫的选择毒性机理。

1　材料与方法

1. 1　供试药剂

　　苦皮藤素Í , 纯度 90% 以上, 配成浓度为 5% 的

丙酮溶液。

1. 2　供试昆虫

粘虫 (M y th im na sep a ra ta) 与小地老虎 (A g rotis

yp silon)均为室内饲养。

1. 3　试验方法

1. 3. 1　试虫处理 (夹毒叶片饲喂法) 　挑选 6 龄蜕

皮后第 2 天生长整齐一致、发育正常的粘虫幼虫 (体
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重平均 100 m g 左右) , 分别置于培养皿中, 一皿一

头。饥饿 24 h 后, 随机分成处理和对照两组, 用 1 ΛL

的玻璃毛细管点滴器在 0. 5 cm ×0. 5 cm 的小麦叶

片上点涂 1 ΛL 5% 的苦皮藤素Í 丙酮溶液, 待丙酮

挥发后, 将小麦叶片放入培养皿中, 每头试虫给 1 张

处理叶片, 即为处理组; 对照组试虫饲喂点涂 1 ΛL

丙酮的叶片。4 h 后分别取出现抽搐及失水症状的

粘虫及对照粘虫, 制备酶液[9 ] , 对照及处理各设 3 个

重复。

挑选 6 龄小地老虎幼虫 (体重平均 850 m g 左

右) , 饥饿 24 h 后, 随机分成处理和对照两组, 分别

饲以点涂 1 ΛL 5% 苦皮藤素Í (处理组) 和 1 ΛL 丙

酮 (对照组)的甘蓝叶片, 与粘虫同时处理, 由于苦皮

藤素Í 对小地老虎不表现明显的选择毒性, 因此4 h

后, 与出现抽搐及失水症状的粘虫同时制备酶液, 对

照及处理各设 3 个重复。

1. 3. 2　酶液制备　将试虫于冰盘上解剖, 取中肠,

去掉内容物, 在 0. 15 mo löL KC l 溶液中漂洗几秒

钟, 用吸水纸吸干, 加入匀浆缓冲液 (HB: 0. 1 mo löL

pH 7. 5 的磷酸钠缓冲液中含 1 mmo löL ED TA ,

1 mmo löL PM SF, 1 mmo löL PTU , 巯基乙醇和 100

mL öL 甘油)。用玻璃匀浆器冰浴匀浆, 在 4 ℃,

10 000 g离心 20 m in, 上清液用 3 层滤纸过滤后即

为微粒体粗酶液。粘虫中肠酶液浓度相当于每毫升

缓冲液 5 个中肠, 小地老虎中肠酶液浓度相当于每

毫升缓冲液 2 个中肠。

1. 3. 3　细胞色素 P450 含量测定　将粗酶液一分

为二, 加入参比杯和样品杯中, 分别加入约 2 m g 的

连二亚硫酸钠, 室温下放置 3 m in 后, 在样品杯中用

注射器通入 CO , 用双光束UV 2V is 分光光度计在

400～ 500 nm 处连续扫描, 记录CO 差光谱。根据波

长在 450～ 490 nm 的吸光值差OD (4502490)、毫摩

尔消光系数 91 L ö(cm ·mmo l) 及酶液的蛋白质含

量计算细胞色素 P450 含量[10 ]。

1. 3. 4　NAD PH 2细胞色素 P450 还原酶活性测

定　取 1. 5 mL 0. 1 mo löL pH 7. 8 磷酸钠缓冲液,

加入 50 ΛL 5 m gömL 细胞色素 C, 0. 5 mL 微粒体

粗酶液及 50 ΛL 1. 5 m gömL NAD PH , 室温下连续

3 m in记录 550 nm 光吸收OD (550) 变化值, 以毫摩

尔消光系数 21. 1 L ö(cm ·mmo l) 及酶液的蛋白质

含量计算细胞色素C 被还原的量[11 ]。

1. 3. 5　蛋白质含量测定　采用改良的B radfo rd

法[12 ] , 以牛血清白蛋白 (BSA ) 作标准曲线测定酶液

的蛋白质含量。

2　结果与分析

由表 1, 2 可见, 对照组小地老虎和粘虫中肠

P450 含量分别为 73. 59 和 14. 98 nmo lög,NAD PH 2
细胞色素 P450 还原酶活性分别为 12. 61 和 9. 77

nmo lö(m g·m in) , 小地老虎幼虫中肠 P450 含量及

NAD PH 2细胞色素 P450 还原酶活性均显著高于粘

虫, 其中小地老虎 P450 含量比粘虫升高 3. 91 倍,

NAD PH 2细胞色素 P450 还原酶活性比粘虫增加

0. 29倍。苦皮藤素Í 处理后, 无论是小地老虎还是粘

虫, 中肠 P450 含量都显著高于对照, 其中小地老虎

P450 含量为 102. 38 nmo lög, 粘虫中毒抽搐期和失

水期 P450 含量分别为 36. 86 和 48. 87 nmo lög, 处

理组小地老虎 P450 含量分别比粘虫中毒抽搐期和

失水期升高 1. 78 和 1. 09 倍; 处理组粘虫中毒抽搐

期和失水期 P450 含量分别比对照升高 1. 46 和2. 26

倍, NAD PH 2细胞色素 P450 还原酶活性分别为

22. 10和 34. 76 nmo lö(m g·m in) , 分别比对照升高

1. 26和 2. 56 倍。而小地老虎中肠NAD PH 2细胞色

素 P450 还原酶活性与对照无显著差异, 并且仅为

粘虫中毒抽搐期和失水期的 66% 和 39%。

对照组小地老虎中肠 P450 含量及NAD PH 2细
胞色素 P450 还原酶活性均高于粘虫, 表明细胞色

素 P450 酶系作为重要的解毒酶系可能在苦皮藤素

Í 对粘虫和小地老虎选择毒性方面起着重要的作

用, 当苦皮藤素Í 通过摄食进入中肠后, 可被 P450

酶系代谢降解而降低或丧失毒性。由于小地老虎幼

虫中肠 P450 含量及NAD PH 2细胞色素 P450 还原

酶活性均显著高于粘虫, 因此试虫摄食苦皮藤素Í

后粘虫表现明显的中毒症状而小地老虎并不出现中

毒症状。苦皮藤素Í 处理后, 处理组小地老虎及粘虫

中毒抽搐期、失水期中肠细胞色素 P450 含量及

NAD PH 2细胞色素 P450 还原酶活性均高于对照,

且处理组小地老虎中肠细胞色素 P450 含量高于粘

虫中毒抽搐期和失水期, 表明苦皮藤素Í 对细胞色

素 P450 酶系具有一定的诱导作用; 处理组小地老

虎中肠NAD PH 2细胞色素 P450 还原酶活性低于粘

虫中毒抽搐期和失水期, 表明苦皮藤素Í 对不同昆

虫以及同一种昆虫中细胞色素 P450 酶系的不同组

分诱导作用不同。
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表 1　苦皮藤素Í 对小地老虎细胞色素 P450 含量及NAD PH 2细胞色素 P450 还原酶活性的影响

T able 1　Effects of Celangu lin Í on cytoch rom e P450 con ten t and NAD PH 2cytoch rom e

P450 reductase activity of A g rotis yp silon

处理
T reatm en t

细胞色素 P450
Cyt2P450

NAD PH 2细胞色素 P450 还原酶
NAD PH 2Cyt P450 reductase

含量ö
(nmo l·g- 1)

Con ten t

升高倍数
Increasing

tim e

差异显著性
Sign ificance
of difference

活性ö
(nmo l·m g- 1·m in- 1)

A ctivity

升高倍数
Increasing

tim e

差异显著性
Sign ificance
of difference

对照 Contro l 73. 59±4. 71 a 12. 61±0. 10 a

苦皮藤素Í 处理
T reated by celangu lin Í 102. 38±6. 42 0. 39 b 14. 06±0. 03 0. 11 a

　　注: 表中数据为 3 次结果的平均值±标准误, 经 t 检验, P < 0. 05。

N o te: A ll values are m eans of th ree rep licates (±SE) , by t test, P < 0. 05.

表 2　苦皮藤素Í 对粘虫细胞色素 P450 含量及NAD PH 2细胞色素 P450 还原酶活性的影响

T able 2　Effects of Celangu lin Í on cytoch rom e P450 con ten t and NAD PH 2cytoch rom e P450

reductase activity of M y th im na sep ara ta

处理
T reatm en t

细胞色素 P450
Cyt2P450

NAD PH 2细胞色素 P450 还原酶
NAD PH 2Cyt P450 reductase

含量ö
(nmo l·g- 1)

Con ten t

升高倍数
Increasing

tim e

差异显著性
Sign ificance
of difference

活性ö
(nmo l·m g- 1·m in- 1)

A ctivity

升高倍数
Increasing

tim e

差异显著性
Sign ificance
of difference

对照 Contro l 14. 98±3. 13 a 9. 77±0. 58 a

抽搐期
T he period of convu lsion

36. 86±3. 48 1. 46 b 22. 10±2. 05 1. 26 b

失水期
T he period of lo sing
body flu id

48. 87±7. 20 2. 26 c 34. 76±1. 22 2. 56 c

　　注: 表中数据为 3 次结果的平均值±标准误, 经D uncan 新复极差法检验, P < 0. 05。

N o te: A ll values are m eans of th ree rep licates (±SE) , by SSR 2test, P < 0. 05.

3　讨　论

酯酶、多功能氧化酶 (细胞色素 P450) 及谷胱甘

肽 S2转移酶是生物体内重要的三大解毒酶系[13 ]。细

胞色素 P450 酶系是一类极其重要的代谢酶系, 参

与生物体内源化合物 (如激素、脂肪酸) 的合成与代

谢及外源化合物 (如药物、杀虫剂和植物毒素) 的分

解与合成代谢作用。细胞色素 P450 酶系对杀虫剂

及植物毒素的代谢作用是大多数昆虫产生抗药性和

对寄主植物适应性的主要机制, 并且细胞色素 P450

基因表达存在品系差异 [14 ]。已有的研究结果指

出[8 ] , 酯酶活性和酯酶同工酶的差异是苦皮藤素Í

对粘虫和小地老虎幼虫选择毒性的机制之一。本研

究表明, 对照组小地老虎幼虫中肠细胞色素 P450

含量及NAD PH 2细胞色素 P450 还原酶活性均显著

高于粘虫, 因此认为细胞色素 P450 酶系作为重要

的解毒酶系也可能参与昆虫对苦皮藤素Í 的代谢,

使其在小地老虎体内被迅速降解, 从而到达靶标的

量难以达到有效剂量; 而在粘虫幼虫体内苦皮藤素

Í 降解速度相对较慢, 最终导致苦皮藤素Í 在两种

试虫之间的选择毒杀作用。由此可见, 苦皮藤素Í 对

小地老虎和粘虫幼虫的选择毒性可能是酯酶和细胞

色素 P450 酶系共同作用的结果, 但谷胱甘肽 S2转
移酶与苦皮藤素Í 对昆虫选择毒性的关系尚需进一

步研究。

基因表达的可诱导性是细胞色素 P450 的一个

重要特征, 诱导加强或补充了昆虫的解毒能力[ 15 ]。

昆虫中已知的细胞色素 P450 诱导剂包括植物次生

物质、杀虫剂、除草剂、昆虫激素及其类似物、环境毒

剂和药物 (如苯巴比妥) 等[15 ]。本研究发现, 经苦皮

藤素Í 处理后, 小地老虎和粘虫幼虫中肠细胞色素

P450 含量和NAD PH 2细胞色素 P450 还原酶活性

显著高于对照, 表明苦皮藤素Í 可能作为诱导剂, 诱

导粘虫和小地老虎体内细胞色素 P450 的基因表

达, 从而导致细胞色素 P450 含量及NAD PH 2细胞

色素 P450 还原酶活性的升高。处理后小地老虎中

肠细胞色素 P450 含量和NAD PH 2细胞色素 P450

还原酶活性均高于粘虫, 表明苦皮藤素Í 对细胞色

素 P450 的诱导作用与其对昆虫的选择毒性也有一

定的关系。由于小地老虎本身的 P450 含量就比较

高, 因此, 苦皮藤素Í 对粘虫表现出更高的诱导作

用。本文仅对苦皮藤素Í 作用前后粘虫和小地老虎

体内的细胞色素 P450 含量及 NAD PH 2细胞色素

P450 还原酶活性作了研究, 至于苦皮藤素Í 对其他
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昆虫的选择毒性与昆虫体内 P450 酶系的关系尚待 进一步的研究。
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Stud ies on the re la t ion sh ip of cytoch rom e P450 and select ive

tox icity of Celangu lin Í aga in st in sect

L  U M in ,L IU Hui-x ia ,W U W en - jun
( Institu te of P esticid e,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T h is paper d iscu ssed the rela t ion sh ip of cytoch rom e P450 con ten t and NAD PH 2cytoch rom e

P450 reductase act ivity w ith the select ive tox icity of celangu lin Í again st M y th im na sep a ra ta and A g rotis

yp silon. In no rm al group s, the cytoch rom e P450 con ten t and the NAD PH 2cytoch rom e P450 reductase

act ivity of A . yp silon w ere sign if ican t ly h igher than that of M . sep a ra ta. A fter t rea ted w ith celangu lin Í ,

the con ten t of P450 of A . yp silon and M . sep a ra ta w ere sign if ican t ly h igher than that of con tro l; P450

con ten t of M . sep a ra ta increased 1. 46 and 2. 26 fo ld respect ively in the period of convu lsion and the period

of lo sing body flu id, and NAD PH 2cytoch rom e P450 reductase act ivity increased 1. 26 and 2. 56 fo ld

respect ively than that of no rm al. P450 con ten t of A . yp silon t rea ted w ith celangu lin Í increased 0. 39 fo ld

and NAD PH 2cytoch rom e P450 reductase act ivity increased sligh t ly. T hese resu lts ind ica ted the con ten t of

cytoch rom e P450 and the act ivity of NAD PH 2cytoch rom e P450 reductase have impo rtan t rela t ion sh ip w ith

the select ive tox icity of Celangu lin Í again st M y th im na sep a ra ta and A g rotis yp silon la rvae, m eanw h ile,

celangu lin Í has certa in induct ive funct ion to in sect cytoch rom e P450, bu t the induct ive funct ion is varied

to differen t in sects and differen t compo sit ion of cytoch rom e P450 of an in sect.

Key words: Celangu lin Í ; cytoch rom e P450; NAD PH 2cytoch rom e P450 reductase; select ive tox icity

83 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 31 卷


