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摘要:棉铃虫6DEFGHIJEKLMMKNGOEKM9<龄幼虫不同组织的加单氧酶活性的测定结果显示2对?硝基苯甲醚 (?脱甲基酶主

要分布于外来物质的入口部位2以中肠和脂肪体的活性较高2在前肠P后肠和马氏管等组织中有相对较低的活性2而在体

壁和精巢中未检测到 (?脱甲基作用C体壁表现一定的艾氏剂环氧化作用2但其活性不及中肠的 7"Q2内源性抑制剂被证

明并非体壁低加单氧酶活性的主要原因C不同组织生物量的差异及其动态变化2使不同组织在外源物质代谢中的相对重

要性发生改变C
关键词:棉铃虫@加单氧酶活性@组织分布
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生物体在自然界中与环境不断进行物质交换2接触各种不同的物质2其中有些物质对生物体是有害

的2为了生存2生物体必须具备一定的适应能力2包括行为的P生理的P生化的等C通过体内的解毒酶来催化

完成的代谢解毒作用是生物主要而常见的一种适应机制C解毒酶的种类很多2其中 H>A"酶系的作用最为

重要I7JC
细胞色素 H>A"酶系是广泛存在于各种生物的代谢酶系2它的主要成分是细胞色素 H>A"和 -$KH{?

细胞色素 H>A"还原酶C由于 H>A"种类的多样性2使生物体对许多结构不同的化学物质具有代谢作用2表

现为 (?脱甲基P环氧化P羟基化等多种反应类型I!JC昆虫中存在 H>A"在 <"年代有所报道2H>A"酶系因其

在昆虫抗药性及昆虫对寄主植物适应性中的作用而受到重视2至今有关昆虫 H>A"酶系的研究已深入到分

子水平I#JC
昆虫的不同组织具有不同的生理功能2担负着为生存繁衍的不同作用C在昆虫中起重要作用的 H>A"

酶系的分布规律是昆虫生物学的一个重要方面2成为 H>A"研究的一个基本内容CH>A"
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酶系在亚热带粘虫
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!"#$%$#&’()’(*%)+*),-./0蝗虫!1’2)+$#2344)+53*+*#’4,-6/0家蝇!1347)%$8’4&*7),-9/等几十种昆虫中的分

布已得到阐明:棉铃虫是重要的经济害虫;对其重要的解毒酶系 <.6=酶系的了解是理解棉铃虫对环

境的适应性及认识杀虫剂抗性形成和发展的基础:以往对棉铃虫 <.6=酶系活性的研究报道通常是有关中

肠的结果->/;在此本文试图更细致地了解 <.6=酶系在棉铃虫不同组织的分布规律;考察不同组织的相对

重要性:

? 材料与方法

?@? 试验

牛 血清白蛋白!ABC,购自 BDEFG公司;HCI<J;HCIJ!KLMN,为 A@O 产品;CPQRDS;IDTPQRDS
!KLLN,为 UVWIWXYIWJCWHCZBWWX[WYJCHH\]WU生产;对Y硝基苯甲醚!#HC,经重结晶!熔点为

6.̂ 66@6_,;其它试剂为国产分析纯:

?@‘ 试虫

为实验室种群;饲养环境为 a6bc_;光照昼d夜为 c.dc=;幼虫以黄豆粉0麦胚0干酵母为主要原料

的人工饲料喂养:

?@e 酶制备

用整齐的 9龄 f日龄的棉铃虫幼虫!体重平均 .==FE左右,;在 c@c6N的 ghP溶液中解剖;取不同组

织:先去除肠组织中的内含物:清洗干净的组织用玻璃匀浆器在相同介质!c@c6N的 ghP溶液,中匀浆:匀

浆液经 >6=E离心;上清液过滤后为酶源:每次制备用虫数在 6=头左右:

?@i \Y脱甲基酶活性测定

以对Y硝基苯甲醚为底物;参考 JGSjTS和 JkQEjkS-M/;BlGSE和 BkQTRPmSQ-L/等的方法:反应体系的总

体积为 aFP;含 =@cFkPnX磷酸钠缓冲液;oJp>@M;=@a6FFkPnXHCI<J及 cFP酶液:以 #HC启始反应;
在 a6_振荡温育 f=FDS后;加 cFXc@=FkPnX的JhP溶液终止:在反应混和液中加入 6FP的三氯甲烷提取

反应产物对Y硝基酚;离心分层:取 fFP的三氯甲烷提取液;加入 fFP的 =@6FkPnXHG\J溶液反萃取:

HG\J萃取液在 .==SF比色分析:以不同浓度的对硝基酚!#H<,作标准曲线来定量反应产物:

?@q 艾氏剂环氧化酶活性测定

参考 XTT和 Brkss-6/方法;cFP反应体系中包括 =@cFP酶液;=@cFkPnX磷酸钠缓冲液 oJp>@M;

=@f9FFkPnXHCI<J;用 6tP艾试剂!.FEnFP;乙醇液,启始反应;在 a6_反应 c=̂ c6FDS后;用 aFP的冷

石油醚!9=̂ L=_,终止反应并提取产物狄氏剂;石油醚相经无水硫酸钠脱水后;用于气相色谱分析:色谱

条件uWhI检测器;f=Fv=@6fFF毛细管柱;固定相为 A<wY6=;膜厚 =@6tF:进样口温度 a6=_:柱温

af=_;检测器温度 f==_:柱流量 f@=fFPnFDS;该条件样品保留时间为 9@fFDS;最小检出量为c@=SEnFP:

?@x 蛋白含量测定

ARGQykRQ-c=/方法;以 ABC为标准:

?@z 结果统计

除文中注明外;本文结果为 a次独立实验的平均值;每次实验的酶系活性测定设 f重复:

‘ 结果与分析

‘@? 不同组织的比活力

\Y脱甲基酶的比活力!图 c,在中肠最高;不同组织比活力的顺序为中肠K脂肪体K前肠K马氏管K后

肠;在体壁和精巢未检测到 <.6=\Y脱甲基活性:

‘@‘ 不同组织的总活力

考虑到不同组织的生物量不同;单用比活力!单位蛋白的产物量,往往夸大生物量小的组织而低估生

物量大的组织的作用;在此引入总活力!单位组织的产物量,这一指标来在评价生物体不同组织的相对重

要性:同样是 9龄 f日龄幼虫;不同组织总活力的排序与比活力不同;呈脂肪体K中肠K前肠K后肠K马

氏管的格局!图 a,:

‘@e \Y脱甲基酶活性的日龄动态
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图 ! 棉铃虫幼虫不同组织中 "#脱甲基酶的相对比活

力$对#硝基苯酚%&’蛋白(

)*’+! ,-./.012*3.142*3*25$6#7*2/89-.780:8/&.;%&’

</+(8:6#7*2/817*=80.;.&.2-501=.*731/*8>=2*==>.=8:

482287?800@8/&ABCDEFGHCI6JJIKELCIJ+

!M体壁 *72.’>&.72ANM精巢 2.=2*=AOM前肠 :8/.’>2A

PM中肠 &*;’>2AQM后肠 -*7;’>2ARM马氏管 S109*’*17

2>?>0.=ATM脂肪体 :12?8;5

图 N 棉铃虫幼虫不同组织的 "#脱甲基酶的相对总活

力$对硝基苯酚%组织(

)*’+N ,-./.012*3.142*3*25$6#7*2/89-.780:8/&.;%2*=#

=>.(8:6#7*2/817*=80.;.&.2-501=.*731/*8>=2*==>.=8:

482287?800@8/&ABCDEFGHCI6JJIKELCIJ+

!M体壁 *72.’>&.72ANM精巢 2.=2*= OM前肠 :8/.’>2

PM中肠&*;’>2 QM后肠-*7;’>2 RM马氏管S109*’*17

2>?>0.= TM脂肪体 :12?8;5

在研究过程中注意到A不同组织 "#脱甲基活性不是固定不变的A随虫体的生长表现出动态的变化U比

较中肠和脂肪体的总活力A随日龄的增加A中肠和脂肪体 "#脱甲基酶的总活力都呈增加趋势U因脂肪体生

物量的增幅较中肠大A棉铃虫 R龄幼虫在 O日龄后脂肪体的"#脱甲基酶的总活力超出中肠U生物量变化的

不均衡A导致不同组织的相对重要性的动态变化U

VMW 关于体壁的加单氧酶活性

体壁构成棉铃虫的大部分A对昆虫的保护至关重要U在体壁中没有检测到<PQX"#脱甲基活性A经以艾

氏剂为底物A用气相色谱法测定体壁酶制备液加单氧酶活性发现A体壁表现出一定的艾氏剂环氧化作用A
但与中肠相比较其活性要低得多A无论总活力还是比活力都不及中肠的 !XY$图 P(U

图 O 棉铃虫中肠和脂肪体组织 "#脱甲基酶活性的日

龄动态$7&80%2*==>.%&*7(

)*’+O Z’.31/*12*878:9[Z;.&.2-5012*87*7&*;’>2

17;:12?8;52*==>.=:/8&R2-*7=21/01/31.8:482287?800#

@8/&ABCDEFGHCI6JJIKELCIJ

!+中肠 &*;’>2ANM脂肪体 )12?8;5

图 P 体壁与中肠艾氏剂环氧化酶相对活性

)*’+P ,-./.012*3.142*3*2*.=8:Z0;/*7.98\501=.=*7

*72.’>&.7217;&*;’>28:BCDEFGHCI6JJIKELCIJ+

Z]狄氏剂%毫克蛋白 *̂.;/*7%&’</+A_]狄氏剂%组织

*̂.0;/*7%2*==>.

!M体壁 ‘72.’>&.72ANM中肠 S*;’>2
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体壁表现的低活性有两种可能!一是本身活性低!二是因内源性抑制剂的抑制"##$%通过下表所示结果

不难看出!虽然&体壁’中肠(活性要比中肠低!体壁制备液的加入对中肠)*脱甲基酶活性的抑制作用不显

著!艾氏剂环氧化活性仍保持 +,-%因此即使体壁有内源性抑制剂的存在!也不可能成为其加单氧酶低活

性的全部原因%

. 讨论

昆虫 /01,酶系的组织分布因昆虫种类不同而不同!现难以得出一般性的结论%通常认为 /01,酶系主

要分布于生物体的外来物质的入口部位以及物质代谢的重要场所!在昆虫中以中肠2脂肪体和马氏管为

高"031$%鳞翅目幼虫的肠组织通常具有最高的活性"13+$!如亚热带粘虫!美洲棉铃虫&456789:7;<=5(等%有些

种类如粉纹夜蛾&>?7@:8A6B;7=C7(脂肪体活性高%马氏管组织在不同的种类的昆虫中差别较大!如小地老

虎&DE?897;FA;768C(活性很高而粉纹夜蛾马氏管的活性很低"#G3#0$%在棉铃虫多种组织中检测到 )*脱甲基

酶活性!在外来物质的入口部位的肠组织和脂肪体组织中活性最高!作为代谢场所的马氏管也表现一定的

活性!而在主要起物理屏障作用的体壁和担当生殖功能的精巢中未检测出)*脱甲基活性%这充分表现了棉

铃虫加单氧酶分布的多样性和选择性!体现出H需要而存在I的进化策略%
表 J 体壁&K(2体壁’中肠&K’L(2中肠&L(制备液的单氧酶活性&.次实验的平均数&标准误((

MNOPQJ MRQNSTUVUTUQWXYZX[XX\]̂Q[NWQWXYU[TQ̂_ZQ[T&K(!‘abcdefcab’f‘gdeb&K’L(N[hZUĥ_T&L(ijQiNjNTUX[

&fcka&lm(nobpqcccrscq‘fcabt(

酶活性u K K’L L

svK)*脱甲基活性 svK)*gcfcbpwxkb‘na , ,yz{0&,y,G{( ,y{,{&,y#z#(

艾氏剂环氧化活性 Kxgq‘acsnrwxkb‘na #y#0&,y,0( |,y#G&Gyz+( |zy0+&,y+G(

uafnx对硝基酚或 ad狄氏剂}f‘a}反应!afnxA*a‘bqnspcanxnqadg‘cxgq‘a}f‘a}‘a~e!kb‘na

值得指出的是!不同组织在生物体中某种功能的相对大小!不能只根据其比活力的高低来评价!因为

昆虫不同组织的生物量可能相差甚远%同时还要意识到昆虫在生长发育过程中!其生物量可能发生较大的

变化!如初脱皮幼虫几乎没有脂肪体!而老熟幼虫!脂肪体充满整个虫体腹腔!生物量的改变使脂肪体表现

出总活力的大幅日龄变动!因此评判某组织的重要性时要有动态的观点%
棉铃虫/01,酶系的组织分布!还有从酶系成分和f"vK含量方面的研究报道%吴益东"#1$等比较了棉

铃虫 z龄幼虫不同组织微粒体中细胞色素 /01,和 !1的含量!发现该两成分在中肠#脂肪体#体壁!表现

与本研究结果相似的结果%"kakt‘adpc"#z$等检测了 /01,f"vK的组织分布!发现 $%/zLGf"vK"#&$含量

在脂肪体#体壁#前肠#中肠%f"vK含量表现出与酶系组成和酶系活性测定结果不同的组织分布格局!
这种差异反映出测定不同的指标可能得出不同的结论%考虑到 f"vK到 /01,蛋白的表达需要经历一系

列的分子过程!因此 f"vK的量并不一定与其编码产物 /01,蛋白的量和酶系活性成线性正相关!因为不

同的组织!基因表达调控的机制可能并不一致!而酶活性测定的结果是酶量与反应条件的综合体现!且反

映的可能不止一种而是一类具有相同底物的多种 /01,蛋白的作用的总结果%
通过比较不同组织的加单氧酶活性!就棉铃虫而言!无论从总活力!还是比活力来看!中肠和脂肪体都

占绝对优势!显示该两组织在棉铃虫物质代谢中的重要性%
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!Û# 吴益东T沈晋良T陈 进T等5棉铃虫 W龄幼虫微粒体细胞色素 o"̂[和细胞色素 â 的测定及组织分布T农业生物
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