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　　[摘　要 ]　以松油烯242醇处理粘虫 5 龄幼虫后, 测定了兴奋期、痉挛期、麻痹期及复苏期 4 个中毒阶段试虫的

保护酶活性。结果表明, 超氧化物歧化酶 (SOD ) 被明显激活, 各中毒阶段的酶活力均极显著高于对照, 其中兴奋期

的酶活力最大, 为对照的 3. 04 倍; 处理试虫的过氧化氢酶 (CA T ) 在兴奋期和痉挛期与对照的差异不大, 而在麻痹

期和复苏期被明显抑制, 酶活力分别为对照的 78% 和 92% ; 过氧化物酶 (POD ) 也被明显抑制, 各中毒阶段的酶比

活力依次为对照的 81% , 86. 0% , 65. 0% 和90. 0%。分析认为, 中毒试虫的复苏可能与 POD 和CA T 活力的变化有

关。
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　　昆虫等生物体内存在由超氧化物歧化酶

(SOD )、过氧化氢酶 (CA T ) 及过氧化物酶 (POD ) 构

成的保护酶系统, 这 3 种酶系协调一致, 处于动态平

衡而使自由基维持在一个较低水平, 从而防止其产

生毒害[1, 2 ]。在低温等逆境中, 昆虫体内的保护酶系

统会发生明显变化[3～ 5 ]。在农田生态系统中, 非杀虫

药剂也可影响昆虫的保护酶系统, 如褐飞虱长期取

食经除草剂处理的水稻后, 其体内 SOD 活性明显高

于对照, POD 也不同程度地高于或低于对照[6 ]。杀

虫药剂对昆虫保护酶的影响更为明显, 该酶系的变

化或与中毒死亡有关[7 ] , 或与昆虫的耐药性有关[2 ]。

松油烯242醇是砂地柏精油中的主要杀虫活性物质,

对玉米象、赤拟谷盗、家蝇、小菜蛾、粘虫等昆虫均具

有较强烈的熏蒸、触杀作用[8 ]。中毒症状研究表明,

试虫以松油烯242醇处理后很快中毒, 依次表现出兴

奋、痉挛、麻痹等症状, 部分麻痹的试虫经过一段时

间后会复苏, 即恢复一定的生命活力, 但最终仍会死

亡[9 ]。目前, 关于松油烯242醇的杀虫作用机理尚不

清楚, 可能与N a+ , K+ 2A T Pase 被抑制有关, 但复苏

期试虫的 N a+ , K+ 2A T Pase 活力较麻痹期还要

低[9 ] , 说明已麻痹试虫的复苏与N a+ , K+ 2A T Pase

活力无关, 其机理较为复杂, 可能与昆虫体内的解毒

酶或保护酶系统有关。本研究测定了松油烯242醇对

粘虫幼虫保护酶活性的影响, 旨在为阐明其杀虫作

用机理提供线索和依据。

1　材料与方法

1. 1　供试昆虫

　　粘虫 (M y th im na sep a ra ta W alker) : 室内饲养

(室温 (25±1) ℃; 相对湿度 70%～ 80% ; 光照时间ö
黑暗时间为 12 hö12 h) 种群, 由西北农林科技大学

无公害农药研究服务中心养虫室提供, 选择个体大

小一致、活泼、健康的 5 龄幼虫供试。

1. 2　供试药剂

松油烯242醇 (含 97% 原油) 购自北京百灵威公

司。

1. 3　试验方法

试虫处理　将试虫饥饿 4 h 后, 以 0. 137 m g 松

油烯242醇点滴处理, 于兴奋期、痉挛期、麻痹期、复

苏期分别取 2 头迅速称重, 冷冻待用。同时取未处理

试虫 2 头, 称重后于 80 ℃烘箱中烘 1 h 再称重, 重

复 3 次。算出试虫的干湿重之比, 用以计算酶活力。

酶液提取　取预先处理好的试虫, 加入适量

0. 05 mo löL pH 7. 0 的磷酸缓冲液, 冰浴匀浆, 匀浆

液于 0～ 4 ℃下以 8 000 röm in 离心 10 m in, 上清液

即为粗酶液, 贮于 4 ℃下待用。

SOD 活力测定　SOD 活力测定采用邻苯三酚

自氧化法进行[10 ]。保持邻苯三酚自氧化速率为
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0. 060öm in。然后, 准备好干净的 2 组小试管, 一组

中加入水和邻苯三酚 2. 2 mL , 其比例依据邻苯三酚

自氧化速率测定结果进行调整; 另一组加 2. 25 mL

0. 05 mo löL T ris2HC l 缓冲液 (pH 8. 2) 和 50 ΛL 酶

液, 将对应两试管中的试剂混匀, 同时开始计时, 每

一混合间隔时间为 5 s, 室温下反应 4 m in 后, 加一

滴 10 mo löL 盐酸中止反应, 每一中止反应的间隔为

5 s, 以保证每一管反应时间为 4 m in, 然后于 420

nm 下比色。以下式计算 SOD 的活力: SOD 活力

(OD 420ög) = [ (OD 1- OD 2) ×100 ]ö(OD 1×0. 5×

m 干 ) (OD 1 为邻苯三酚 2 m in 吸光度, OD 2 为样品

所测吸光度; m 干 为试虫干重)。一个酶活单位 (U )相

当于引起 4. 5 mL 反应液达到 50% 抑制所需的酶

量。酶活力以U ög 表示。

CA T 活力测定　CA T 活力测定按文献 [ 2 ]的

方法进行。在 5 mL 反应液中含 50 mmo löL 磷酸缓

冲液 (pH 7) , 8 mmo löL H 2O 2 及 100 ΛL 酶液, 于 30

℃下反应 1 m in, 加 2 mL 体积分数 10% H 2SO 4 终

止反应。再以 2 mmo löL KM nO 4 滴定剩余H 2O 2, 根

据H 2O 2 的消失量计算CA T 活性。酶活力以每克试

虫干重所消耗的H 2O 2 的量表示。

POD 活力测定　采用愈创木酚比色法[11 ]。 3

mL 反应体系中含 0. 2 mo löL 磷酸缓冲液 (pH

6. 0) , 30 mmo löL 愈创木酚, 26 mmo löL H 2O 2 和

50 ΛL 酶液, 反应 5 m in 后, 于 470 nm 比色。酶活力

以OD 470每克试虫干重表示。

2　结果与分析

2. 1　松油烯242醇对粘虫 SOD 活力的影响

　　以松油烯242醇处理粘虫 5 龄幼虫后, 测定不同

中毒期试虫体内 SOD 活力的变化, 结果见表 1。

表 1　松油烯242醇对粘虫 5 龄幼虫 SOD 活力的影响

T able 1　T he effect of terp inen242o l on SOD activit ies in 5th instar larvae of arm yw o rm

处理 T reatm en t SOD 活力ö(U ·g- 1) SOD activity 处理ö对照 T röCK

空白对照 CK 459±51 d D 1. 00

兴奋期 Excitation stage 1 395±78 a A 3. 04

痉挛期 Convu lsion stage 1 157±29 b AB 2. 52

麻痹期 Paralysis stage 953±59 c BC 2. 08

复苏期 Recovery stage 749±78 c C 1. 63

　　注: 试虫的平均干重 (m 干)为 0. 024 8 gö虫; 表中数据为 3 次重复的平均植; 数据后标相同大 (小) 写字母表示在 0. 01 (0. 05) 水平上酶活力

差异不显著, 不同者表示差异显著; 下同。

N o te: T he average dry w eigh t of insects tested is 0. 024 8 gölarvae; D ate are given as m eans ±standard erro rs from 3 dup lications; D ate in

a co lum n w ith the sam e sm all (cap ital) letters are no t sign ifican tly differen t at P 0. 05 (P 0. 01) by D uncanπs m ultip le range test, respectively; It is

the sam e in the fo llow ing tab les.

　　由表 1 可知, 用松油烯242醇处理后, SOD 被明

显激活, 不同中毒期试虫酶活力均极显著高于对照。

其中在兴奋期 SOD 活力最大, 为 1 395 U ög, 是对

照的 3. 04 倍; 随后逐步下降, 在痉挛期、麻痹期和复

苏期, 酶活力分别为对照的 2. 52, 2. 08 和 1. 63 倍。

可见松油烯242醇对试虫 SOD 活力有极显著影响。

2. 2　松油烯242醇对CA T 活力的影响

松油烯242醇对粘虫 CA T 的活力也有一定影

响。由表 2 知, 在兴奋期和痉挛期, CA T 活力变化不

大, 与对照无明显差异; 在麻痹期, CA T 被明显抑

制, 活力仅为对照的 78% ; 在复苏期, 酶活力有所升

高, 与麻痹期差异极显著, 与对照差异显著。
表 2　松油烯242醇对粘虫 5 龄幼虫CA T 活力的影响

T able 2　T he effect of terp inen242o l on CA T activit ies in 5th instar larvae of arm yw o rm

处理 T reatm en t CA T 活力ö(Λg·g- 1) CA T activity 处理ö对照 T röCK

空白对照 CK 14 261±381 a A 1. 00

兴奋期 Excitation stage 13 432±364 ab A 0. 94

痉挛期 Convu lsion stage 14 272±481 a A 1. 00

麻痹期 Paralysis stage 11 176±567 c B 0. 78

复苏期 Recovery stage 13 117±552 b A 0. 92

　　注: 试虫的平均干重 (m 干)为 0. 054 gö虫。

N o te: T he average dry w eigh t of insects tested is 0. 054 gölarvae.

2. 3　POD 活力测定结果

以松油烯242醇处理粘虫 5 龄幼虫后, 测定试虫

体内 POD 活力的变化, 结果见表 3。表 3 表明, 松油

烯242醇对试虫 POD 的影响较为复杂。在兴奋期,
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POD 被抑制, 酶活力为对照的 81% , 二者差异极显

著; 在痉挛期, 酶活力有所恢复, 但仍与对照差异显

著; 在麻痹期, POD 被严重抑制, 酶活力仅为对照的

65% ; 而在复苏期, 酶活力又升高, 为对照的 90% ,

与之差异显著, 且与麻痹期差异极显著。

表 3　松油烯242醇对粘虫 5 龄幼虫 POD 活力的影响

T able 3　T he effect of terp inen242o l on POD activit ies in 5th instar larvae of arm yw o rm

处理 T reatm en t POD 活力ö(OD 470·g- 1) POD activity 处理ö对照 T röCK

空白对照 CK 0. 976±0. 067 a A 1. 00

兴奋期 Excitation stage 0. 795±0. 070 c B 0. 81

痉挛期 Convu lsion stage 0. 837±0. 021 bc B 0. 86

麻痹期 Paralysis stage 0. 635±0. 052 d C 0. 65

复苏期 Recovery stage 0. 879±0. 015 bc AB 0. 90

　　注: 试虫的平均干重 (m 干)为 0. 047 8 gö虫。

N o te: T he average dry w eigh t of insects tested is 0. 047 8 gölarvae.

3　讨　论

3. 1　SOD 活力增加是松油烯242醇的诱导反应

　　生物在高温、低温、缺氧、盐害、杀虫剂、干旱等

逆境条件下, 体内超氧自由基 (O -
2 )、单线态氧

(1O 2 )、过氧化氢 (H 2O 2) 和氢氧自由基 (HO ·) 等活

性增加, 超氧自由基 (O -
2 ) 的增加可以诱导 SOD 活

性增加, 催化超氧自由基的歧化反应, 生成的H 2O 2

又可被生物体内的过氧化物酶和过氧化氢酶清除,

保护 SOD 活性[12 ]。李周直等[2 ]发现, 利用溴氰菊酯

烟剂处理菜粉蝶、褐刺蛾和褐边绿刺蛾后, 虫体中

SOD , CA T 及 POD 活力均高于正常虫体, 表明机体

能提高其保护酶活性, 以适应外界毒害的影响。白背

飞虱取食水稻中抗品种N 22 和高抗品种 P tb33 时,

虫体内 SOD 和CA T 活性明显增加[13 ]。本研究结果

表明, 以松油烯242醇处理粘虫 5 龄幼虫后, 在兴奋

期 SOD 被明显激活, 酶活力为对照的 3. 04 倍。SOD

活力增加可能是松油烯242醇的诱导反应, 即松油烯

242醇诱发试虫体内超氧自由基浓度升高, 而超氧自

由基浓度升高又激活了虫体内的 SOD 酶原, 变为有

活性的 SOD [14 ] , SOD 催化超氧自由基发生歧化反

应以减轻其造成的生物破坏。松油烯242醇可抑制

N a+ , K+ 2A T Pase [9 ] , 当该酶被抑制后引起试虫体内

神经传导紊乱, 进而造成试虫的生理生化代谢紊乱,

随着中毒的加剧, 试虫体内 SOD 活力逐渐下降, 但

仍高于对照, 说明这种诱导反应是连续的。

3. 2　中毒试虫的死亡和复苏可能与CA T 和 POD

的活力变化有关

在生物体内 SOD 可清除超氧自由基 (O -
2 ) 而形

成 H 2O 2, H 2O 2 能与O -
2 形成毒性更强的氢氧自由

基 (HO ·) , 但过氧化氢酶 (CA T ) 和过氧化物酶

(POD ) 具有分解H 2O 2 的作用, 所以正常情况下, 细

胞内自由基的产生与清除是 SOD , CA T 和 POD 协

同作用的结果, 使自由基维持在一个较低水平, 从而

防止其毒害, 一旦这种平衡受到破坏, 就可能产生伤

害作用[1, 2 ]。蒋志胜等[15 ]研究认为, Α2三噻吩 (Α2T )

对库蚊体内保护酶活性的抑制是其造成试虫正常生

理功能失衡、直至死亡的主要原因。醚菊酯可引起马

尾松毛虫 5 龄幼虫体内CA T 和 POD 活力的变化,

在临近死亡时, CA T 和 POD 活力均低于对照[16 ]。

以磷化氢 (PH 3) 处理的谷象, 其 SOD , CA T 和 POD

均会发生变化而导致H 2O 2 的积累和随后氢氧自由

基 (HO ·)的产生, 这些氧自由基的积累与昆虫死亡

有关[7 ]。

本研究结果表明, 在兴奋期和痉挛期, CA T 活

性变化不大, POD 被稍微抑制; 但在麻痹期, CA T

和 POD 均被明显抑制, CA T 的活力仅为对照的

78. 0% , POD 的活力仅为对照的 65. 0%。而在这 3

个时期, SOD 的活力均极显著地高于对照, SOD 被

激活后可不断与超氧自由基 (O -
2 ) 发生歧化反应而

形成 H 2O 2, 但 CA T 和 POD 的活力因被抑制而对

H 2O 2 的分解能力降低, 大量的H 2O 2 与O -
2 形成毒

性更强的HO ·, 从而对生物膜造成严重损害。同时

由于N a+ , K+ 2A T Pase 也被严重抑制, 神经传导紊

乱, 造成试虫生理生化代谢紊乱, 引起试虫机体衰

竭、麻痹。虽然部分被麻痹的试虫在一段时间后又可

复苏, 但最终仍然死亡。但是在复苏期, CA T 和

POD 的活力有所恢复, 分别为对照的 92. 0% 和

90. 0% , 较麻痹期的活力高得多, 也说明试虫中毒症

状的减轻或许与 CA T 和 POD 的活力恢复有关,

CA T 和 POD 的活力恢复可增强对H 2O 2 的分解而

减轻其对生物体的损害。这种变化更充分地说明, 试

虫死亡与 SOD 活力增大及CA T 和 POD 活力降低

有关。
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当然, 杀虫化合物在昆虫体内的反应及昆虫对

其的代谢过程均非常复杂, 仅测定保护酶系统的变

化难以全面阐述其作用机理及复苏机理, 关于松油

烯242醇对粘虫的杀虫作用机理及其在虫体内的代

谢过程尚需深入研究。
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Effect of terp inen242o l on the act ivit ies of endogenou s enzym es of

p ro tect ives system in arm yw o rm (M y th im na sep a ra ta W alker)

M A Zh i-q ing1,YAN Rui- l i1, CHEN Gen -q iang1,L I X i-m e i2, ZHANG X ing1

(1 B iora tiona l P esticid e R esearch and S erv ice Cen ter,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;

2 B u reau of S haanx i T a iba ishan N ationa l N a tu ra l R eserves,M eix ian, S haanx i 722300, Ch ina)

Abstract: T he effects of terp inen242o l, a m ain in sect icidal compo sit ion in essen t ia l o il of S abina vu lg a ris

A n t, on act ivit ies of endogenou s enzym es of p ro tect ive system in 5th in star larvae of arm yw o rm (M y th im na

sep a ra ta W alker) w ere studied in th is paper. T he resu lt ind ica ted that SOD w as act iva ted by terp inen242o l,

SOD act ivit ies in all po ison ing stages w ere h igher than that of the con tro l. In excita t ion stage, the act ivity

of SOD w as m ax im al, it w as 3. 04 t im es of that of the con tro l. CA T w as inh ib ited by terp inen242o l. T he

CA T act ivit ies w ere 78% and 92% of the con tro l in para lysis stage and recovering stage. POD w as also in2
h ib ited by terp inen242o l. T he POD act ivit ies w as respect ively 0. 81, 0. 86, 0. 65 and 0. 90 t im es of that of

con tro l in excita t ion stage, convu lsing stage, para lysis stage and recovering stage. It w as though t that the

recovering of in sects para lysied w as rela ted to the change of act ivit ies of POD and CA T.

Key words: terp inen242o l; arm yw o rm (M y th im na sep a ra ta W alker) ; SOD; CA T; POD
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