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丙硫磷对乙酸胆碱醋酶的抑制能力

及其毒力与药效研究
‘

夏春胜 朱正 昌

摘要 以两种对称型有机磷杀虫剂倍硫磷和敌敌畏为对照
,

利用 El lm a n
法测定了不对称有机

磷杀虫剂丙硫磷 (P ro th iof os )对体外乙酞胆碱酷酶(A ch E )的抑制能力
,

并对褐刺蛾 (S et 口
ra Po,t to 。

n at a H a m Ps
o n )进行了 3 种杀虫剂的触杀毒力测定和野外药效试验

。

结果表明
,

丙硫磷为弱的 A ch E

体外抑制剂
,

酶抑制能力与毒力和药效间无相关性
,

抑制能力最差 的丙硫磷对褐刺蛾幼虫毒力最

强
,

野外药效也最好
。

说明丙硫磷的三元不对称结构和特殊的毒效基团与其高效低毒的特点之间可

能有着密切的联系
。

关键词 丙硫磷
、

乙酞胆碱醋酶
、

毒力
、

药效
、

褐刺蛾

森林生态系统的特殊性使森林害虫羽化期多不整齐
,

大发生时危害时间长
,

给防治工作造

成许多困难
。

现有的有机磷及其它化学杀虫剂多为持效期较短
,

需要在害虫危害期 内多次施

药
,

累积用药量大
;而持效期长的有机氯杀虫剂在环境中难于降解

,

易在生物体内富集
,

给环境

和人类健康造成不 良后果
; 另外

,

由于许多害虫 已对现用杀虫剂产生了不同程度的抗性
,

大大

降低了药剂使用效果
。

因此
,

研究开发高效
、

低毒
、

具一定持效期
、

在生物体和 自然界易于降解
,

且具有克服害虫抗药性的杀虫剂是森林保护工作的迫切任务
。

结构不对称的有机磷杀虫剂丙

硫磷就是极有前途的替代品种
。

丙硫磷原为西德拜耳公司与日本特殊农药公司合作生产
,

近年引起我国同行注意
。

其化学

结构突破了传统有机磷杀虫剂的模式
,

使其不仅高效
、

低毒
、

持效期长
,

而且对已产生抗性的许

多害虫特别有效〔’]
。

目前
,

国内尚未见有关丙硫磷的应用研究报道
。

为使这一优 良杀虫剂能尽

快在森林害虫防治上发挥作用
,

笔者就丙硫磷对乙酸胆碱醋酶的体外抑制能力
、

对褐刺蛾幼虫

的毒力及药效进行了研究
,

为弄清其杀虫机理提供依据
,

以便指导剂型研制与应用
。

1 材料和方法

1
.

1 供试材料

1
.

1
.

1 药剂 9 5
.

6 %丙硫磷原油 (江苏农药研究所 ) ;
89

.

5写倍硫磷原油 (浙江黄岩农药厂 ) ;

92 %敌敌畏原油 (上海农药厂)
。

1
.

1
.

2 试 剂 毒扁 豆碱 (Fl u
ka 公司 )

,

纯度 99 %
,

配成 1 m g / m L 液
; 硫代乙酞 胆碱 (C ar l

R ot h K G 公司 )
,

配成 1 x 1 0 ’ ‘ m ol / L 液
; 显色剂二硫双对硝基苯甲酸 (D T N B) (东风生化试剂

厂 )
,

配成 4 x 1o 一 ’
m ol / L 液

; o
.

l m ol 磷酸缓冲液 (p H 7
.

2 )
,

可作上述试剂的溶剂
。

19 94 一0 9一 0 2 收稿
。

夏春胜讲师
,

朱正 昌 (南京林业大学 南京 2 1 0 0 3 7 )
。

, 本文为南京林业大学科研发展基金研究课题
“

不对称有机磷杀虫剂的开发与应用研究
”

的一部分
。

酶抑制试验得到南

京农业大学昆虫生理毒理室老师的指导
;江苏农林厅王习保

、

南京林业大学周贤军等同志参加部分试验
,

特此致谢
.
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� 试 虫 象蝇成虫 �南京农业大学培养并提供 �
�褐刺蛾幼虫 �采 自南京林业大学树木

园 �
。

�
�

�
�

� 主要仅器 匀浆器
�
冰冻离心机

���� � 型分光光度计
。

� � 试验方法

�
�

�
�

� 酶源制备 将家蝇置于低温冰箱速冻至死
,

用预冷缓冲液冲洗干净
,

迅速剪取家蝇头

部
,

置于预冷的匀浆器 中
,

约 � � � 个家蝇头加 � � � 预冷缓冲液
,

冰浴匀浆
,

将匀浆液转入

� ��  � �� �� 离心机
,

离心 �� � ��
,

取上清液置冰浴上备用
。

�
�

�
�

� 抑制剂对 � �� � 的抑制能力 测定 参考 �� �� �� 的硫代乙酞胆碱—
二硫双法 �简称

� � 。�
一

� �  ! 法 �〔
, 〕

,

稍加改进后进行 � � �� 残余活力测定
。

具体操作步骤为
�

将供试药剂配成

� 个浓度
,

每浓度设 � 次重复
。

在各试管中依次加入磷酸缓冲液 �
�

� � �
,

底物硫代 乙酞胆碱

�
�

� � �
,

抑制剂 �杀虫剂 ��
�

� � �
,

摇匀并平衡 � � ��
,

加入酶液 �
�

� � �
,

摇匀
,

于 ��
‘

� 下严格

保温 �� � ��
,

再加入终止剂毒扁豆碱 � 滴终止反应
,

用不同含量的抑制剂各 �
�

� � � 将各管抑

制剂补充为相同浓度
,

以消除抑制剂本身颜色对吸光率的影响
,

之后加入显色剂 �
�

� � �
,

摇

匀
,

在 � �� � 型分光光度计上测定各管在 ��� � � 光波处的光密度 � � 值
。

试验同时各设一个

空 白处理和一个对照处理
。

空白处理为在加入酶液前加入终止剂
,

其余各步同上
,

用于调光密

度 � � 值至零点
�对照处理为酶与底物作用 �� � � 后

,

再加入终止剂终止作用
,

之后加入抑制

剂
,

其余各步同上
,

其 � � 值表示酶活力 ��� �
,

也即未被抑制剂抑制时的酶活力
。

各处理对酶

的抑制率按下式计算
�

扬 ,
,

尔�

、歇
‘、

, ,
,
�

�
, 。 , 、

对照管 � � 值一处理管 � � 值
、 , 。 � 。 �

抑制剂对酶的抑制率 �� �一
全
竺

二兰止舀荃右鉴鼓万若拜罗止兰卫旦 � ��� �』,
卜 �� � 少� , � 、』 。, 目 』 』, 。 ·。�

,
� � “ ,

对照管 � � 值

将抑制率转换成机率值 �� �
,

抑制剂浓度换算成对数值 �� �
,

求回归方程 � 一 � � ��
,

据此求得

各抑制剂对 � 。� � 的抑制 中浓度 ��
。 。

�
�

�
�

� 毒力测定 采用 � � � 推荐的点滴法进行
。

将各杀虫剂配成 � 个浓度的丙酮液
,

用定

量毛细管点滴于褐刺蛾 � 龄幼虫的前胸背面
,

每头虫 � 拌�
,

每个处理 �� 头虫
,

重复 � 次
,

以分

析纯丙酮处理作对照
。

检查 �� � 试虫死亡情况
,

用 � � ���
‘�
公式求校正死亡率

,

以 �� �� �� 机

率值 �� 用计算机求剂量对数—
死亡机率值回归直线方程

、

�几
。

及 ��  置信限
。

�
�

�
�

� 药效试验 将各杀虫剂配成含量一定的乳油
,

然后均稀释成有效含量的 � ��� 倍
。

野

外选择樱花树枝
,

接 � 龄褐刺蛾幼虫于叶背
,

并用同样方式均匀喷洒药液于各接虫枝叶
,

使各

处理受药量尽可能一致
。

套上尼龙网
,

每笼 �� 头虫
,

每处理重复 � 次
,

另设一对照
,

用清水处理

后套笼
。

�� � 后检查死亡情况
,

计算校正死亡率
。

� 结果与分析

�
�

� 三种药剂对 � �� � 的体外抑制能力

通过测定数据换算处理
,

得到 � 种药剂对家蝇头 � � � � 的体外抑制效果�表 ��
,

表 �可知
,

表 � � 种药剂对家蝇头 � � � � 的抑制效果

药 剂 名 称 剂量对数一抑制机率值回归方程 相关系数 抑制中浓度 人
。
�� �� ��

� � �
�

��� �� �
�

�� � � �

� � �
�

��� �十 �
,

�� � �

� � �
�

��� �� �
�

��� ��

�
�

���

�
�

���

�
�

���

�
�

� �� � � ��一

�
�

� � � � � ��一
‘

�
�

� � !� �� 一 �

磷畏磷硫硫敌丙倍敌
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丙硫磷和倍硫磷在体外抑制 � � �� 的能力相当
,

大大低于敌敌畏
。

据 回归直线斜率值 � 比较

知
,

在可抑制范围内
,

丙硫磷浓度变化最小
,

对 � �� � 的敏感性增强速度最快
�
斜率 � 值最小的

敌敌畏正好相反
,

尽管在极低浓度下就能对 � �� � 产生一定程度的抑制作用
,

但随着浓度的增

加
,

敌敌畏对 � �� � 的抑制率增加速率最小
�
倍硫磷则居两者之间

。

�� � 毒力测定

将测定数据处理后得表 �
。

由表 �知
,

丙硫磷对褐刺蛾的触杀毒力最强
,

倍硫磷最弱
。

这一

顺序与 � 种药剂对体外 � � �� 的抑制能力并不一致
。

酶抑制能力 比丙硫磷高出 � ��� 余倍的

敌敌畏
,

其毒力却是前者的约 ���
。

酶抑制能力略强于丙硫磷的倍硫磷
,

其毒力也不及丙硫磷

的 ���
,

然而后两者间的酶抑制力与毒力的相对差距远不如前两者间的显著
。

表 � � 种药剂对褐刺蛾幼虫的毒力回归方程与 � � ,

药 剂 名 称 毒 力 回 归 方 程 � � �。 �仁� �头 � ��  置信限

� 一 �
�

�� ! � �
�

� � � � �

� � �
�

���  � �
�

�� � � �

� � �
�

� � �  � �
�

� � � �了

�
�

� �  �

�
�

� �  !

�
�

�� � �

�
�

� � � �� �
�

�� � �

�
�

�� � �� �
�

�� � �

�
�

� �  !� �
�

� �  !

磷磷畏硫硫敌丙倍敌

比较 � 种药剂对褐刺蛾幼虫的毒力回归线的斜率值知
,

倍硫磷与敌敌畏的相差很小
,

说明

褐刺蛾幼虫群体对两者的敏感性差异程度相近
�而丙硫磷毒力回 归线的斜率是前两者的 �

�

�

倍左右
,

说明褐刺蛾幼虫群体对丙硫磷的敏感性差异程度较前两种药剂的小
。

另据观察
,

� 种药剂对褐刺蛾幼虫的致死速度也不同
,

敌敌畏的致死速度明显快于丙硫磷

和倍硫磷
,

幼虫在受药后 �� � � 即出现大量死亡
,

而后两药剂在施药 �一 � � 后仅有少量幼虫

死亡
,

大量死亡则发生在施药 �� � 以后
。

��  药效试验

野外套笼药效试验结果见表 �
,

从表 � 看出
,

� 种药剂的药效试验结果与其毒力大小趋势

一致
,

即致死中浓度最低的丙硫磷药效最好
�
致死中浓度最高的倍硫磷药效最差

�致死中浓度

略低于倍硫磷的敌敌畏效果明显好于倍硫磷
,

这可能与野外较高的气温 �� � � �使敌敌畏的杀

虫效果得到增强有关
。

另外
,

本药效试验测得的是各药剂触杀与胃毒的联合作用效果
,

毒力测

定时所测的仅是触杀毒力
,

而供试的 � 种药剂均兼具触杀与胃毒作用
。

因此说
,

毒力与药效间

的一致性只是一种趋势
,

它们分别代表了各药剂不同作用方式的含义
。

表 � � 种药剂乳油 � ��� 倍液对褐刺蛾幼虫的药效

药剂名称 试验虫数 �头 � 死亡虫数 �头 � 死亡率 �� � 校正死 亡率 �� �

丙硫磷 � � � � ��
�

� � �
�

�

倍硫磷 �� �� � 
�

�
 !

�

∀

敌敌畏 90 69 76
.
7 74.1

对照 30 3 10.0 一

3 问题讨论

到目前为止的昆虫毒理学研究成果表明[’]
,

有机磷杀虫剂在昆虫体内的作用
,

主要是抑制

乙酞胆碱酷酶的活性而引起昆虫中毒死亡
。

但不同的药剂与 A
ohE 产生磷酸化作用的情况也
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不一样
,

据资料推测 [sj
,

敌敌畏在极低浓度下就开始对 A ch E 产生一定的抑制作用
,

可能是其

结构中 P 一O 键的氧原子与酶容易以氢键结合
,

促进磷酸化反应
,

而倍硫磷与丙硫磷属于硫代

磷酸醋类
,

其结构中 P 一S 键的硫原子电负性低
,

不易与酶的活性部位形成氢键
,

因此
,

进行磷

酸化反应较慢
,

表现为对体外 A
ohE 的抑制能力较 P 一O 型磷酸酷弱得多

。

丙硫磷和倍硫磷对体外 A
ohE 的抑制能力均很弱

,

但毒力测定结果说明
,

两者在昆虫体内

对 A
ohE 的抑制力却很强

,

分别高于和略低于敌敌畏
。

这里除了 3 种杀虫剂在脂肪和水中溶解

度所具差异而影响各自的表皮穿透速度外
,

丙硫磷和倍硫磷进入虫体后进行氧化活化而变成

强的 A
ChE 抑制剂

,

可能是更重要的原 因阁
。

当然也不能排除两者还能对昆虫体内其它酶系产

生作用而导致中毒死亡的可能性[e]
。

丙硫磷对体外 A
ohE 的抑制能力很弱

,

可能是其对人畜低毒的一个重要原因
。

日本学者研

究认为 [;]
,

一般有机磷药剂对昆虫和哺乳动物的毒性
,

与它们的 A
chE 抑制能力之间有平行关

系
。

O

‘
B ri

e n
[8] 也认为 P ~ S 型化合物在体内被氧化成 P 一 O 型化合物需要一段时间

,

在此时间

内
,

哺乳动物的解毒酶系统 (如磷酸酶
、

梭酸酶等)可将磷酸醋毒剂解毒而失效
。

因而他认为
,

P

~ S 键是选择性杀虫剂必备的条件之一
。

所试 3 种药剂对哺乳动物毒性试验资料
‘’

表明
,

敌敌

畏属高毒品种
,

倍硫磷为中等毒性
,

丙硫磷为低毒品种
,

这与 3 种药剂体外抑制 A ch E 的能力

大小呈正向平行关系
。

从该意义上看
,

丙硫磷是一种高效低毒的选择性杀虫剂
。

丙硫磷对 A 。h E 的体外抑制能力略低于倍硫磷
,

但其对褐刺蛾幼虫的触杀毒力却是后者

的 3 倍多
,

其野外药效试验也表现出明显的优越性
。

两者在化学结构上均属硫代磷酸酷类
,

均

具 P 一 S 键
,

所不同的是丙硫磷具三元不对称的化学结构和独特的正丙硫基
,

这可能是其对鳞

翅 目幼虫褐刺蛾特别有效的重要原因
。

综上所述
,

不对称型有机磷杀虫剂丙硫磷较之传统的对称型有机磷杀虫剂有许多突出特

点
,

是极有前途的替代品种
,

特别适合羽化期不整齐
、

危害周期长的许多森林害虫的防治需要
。

因此
,

对该杀虫剂剂型开发(包括复配制剂)
、

持效期与残留动态
、

异构体拆分及毒理研究及其

对重要森林害虫的毒力测定与药效试验等
,

均是开发
、

利用这一优 良杀虫剂的重要课题
,

值得

进一步研究
。
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《中国 主要 竹材微观 构造 》评介

中国林业科学研究院环境与生态研究所腰希申等同志
,

30 多年来
,

采集了 33 属 71 种竹材标本
,

进行了

深入的剖析研究
,

撰写成《中国主要竹材微观构造 》一书
。

最近由大连出版社出版
。

竹子花期短
,

以致形态学特

征极不稳定
。

因此
,

传统的以花果等生殖器官为依据的植物学分类方法很难用于竹子
。

竹子的鉴别与分类成

为一项世界性难题
.

1964 年
,

朱惠方
、

腰希申首次提出了竹子维管束分为断腰型
、

紧腰型
、

开放型
、

半开放型四种类型
。

进入 80

年代末 90 年代初
,

腰希申等同志在 已有研究的基础上
,

采用独特的炭化制样新方法
,

利用先进的扫描电子显

微镜
,

对我国 33 个属 71 种竹材的微观
、

超微观结构及其组织比量进行了深入系统的研究
。

汇编出竹材微观
、

超微观结构图谱 67 0余幅
。

图谱图像清晰
,

立体感强
,

描述逼真准确
,

具有极高的科学价值
.
同时他们还对竹材

维管束的不同类型及其解剖特征进行归纳分类和综合比较
,

列出竹材各属的特征检索表
,

为竹种的分类与鉴

别提供了科学的依据和方便条件
。

《中国主要竹材微观构造 》一书的出版
,

引起了国内外有关专家的高度重视
。

吴中伦教授称赞该书
“

是一

本迄今为止最完善的中国竹材微观构造论著
” 。

著名林学专家王恺先生认为该项研究在我国居领先地位
。

台

湾大学教授吴顺昭先生盛赞
:“
本书对我国竹类解剖构造之研究既深且广

,

实为不可多得之书籍
。

学术性及实

用性之价值层面均高
,

足 以傲视国内外
,

其在解剖学之地位也居于领先
” 。

中国文物研究所的专家根据本书
,

对汉墓出土的《孙子兵法 》竹简
,

秦墓出土的睡虎地秦简
、

马王堆汉墓出土的竹简与竹篮
,

湖北曾候已墓出土的

竹席等竹质文物进行 了分析鉴定
, “

根据不同品种和类型总结出一套科学的保护办法
,

使许多极为珍贵的古代

文物
,

得以妥善保护
,

为国际文物保护界的专家所共认
,

得到好评
” 。

本文荣获中共中央宣传部
、

国家新闻出版署和中国图书评论学会评选的第八届
“

中国图书奖
” .

( 购书地址
:
大连市中山区大公街 22 号大连出版社 邮编

:116on 电话
:3621 170)

(许文彦)


