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棉蚜不同 口口口系梭酸酉旨酶的酶标仪
动力学测定研究

高希武① 郑润勇 宁世民 胡馒华 关成久 郑炳宗
昆 虫 系

摘 要 用分光光度计终点测定法和酶标仪动力学测定法对 个抗性水平不同的棉蚜品系和 个敏感品

系的淡酸酷酶进行了研究
。

以
一

乙酸蔡醋
一

为底物时
,

敏感品系 和抗性品系
, ,

终点测定

法所需的最适酶量分别为
, ,

和 头蚜虫
,

各乙酸禁醋 各 为底物时分别为
, ,

和 头蚜虫
。

品系对 爵 的水解活性明显高于
一 ,

而抗性品系相反
,

对
一

的活性明显

高于 卜
。

对
一

水解的活性在不同品系间差异较大 近 倍
,

而对 卜 水解的活性差异小于对
,

最大约为 倍
。

用酶标仪动力学测定法研究表明
,

个棉蚜品系间梭酸酷酶活性具有明显的差异
, ,

,

和 分别为
, ,

和
· 一 ’·虫 一

’

与 个品系的抗性程度比较
,

酶动力学方法的测

定结果更可靠
。
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目前
,

许多国家和地区的棉蚜已经对拟除虫菊酷
、

有机磷和氨基甲酸醋杀虫剂产生了不扩

同程度的抗性〔
‘一 〕。 及时了解掌握棉蚜的抗药性发展状况

,

正确选择药剂
、

调整防治策略
、

控

制抗性发展是非常重要的
。

传统的抗性监测方法多采用生物测定法
,

它不仅需要大量试虫
,

且费时较多
。

因此
,

寻找一条简便
、

快速的抗性监测方法极为必要
。

作者在 年间

就报道了北京及河北北部地区瓜棉蚜的抗药性状况
、

抗药性机制以及抗药性的生物化学监

测方法等 一
· ’二。 当时提出用分光光度计终点测定法测定瓜棉蚜梭酸醋酶的活性来估计种群

的抗药性水平
,

该方法是以瓜棉蚜梭酸醋酶与底物反应 后生成的产物量来计算酶的

比活力川
,

后来进一步研究发现有些抗性个体的线性反应时间低于
,

给测定结果带

来一定的误差
。

于是我们研究了用酶标仪动力学方法测定梭酸酷酶活性来预测棉蚜种群的

抗药性及其发展
。

材料与方法

供试虫源

敏感品系
一

由英国洛桑试验站 教授提供
,

和 分别采自

木懂
、

黄瓜和棉花
,

经单头孤雌生殖培养而成
。

抗性程度分别为低抗
、

中抗和高抗
。

供试药荆
一

乙酸蔡醋
一

和 汗乙酸蔡酷 件 分别为上海试剂一厂和北京中西化工厂产

品
。

固蓝 盐和固蓝 盐为 公司产品
。

十二烷基硫酸钠 为 公司产品
,

中国医药公司分装
。

其他试剂均为分析纯
,

国产
。

狡酸醋酶测定方法

分光光度计终点测定法 参照高希武和郑炳宗方法 , ’〕
。

酶标仪动力学测定法 头蚜虫放在酶标板穴中
,

加 拼
· 一 ’ ,

的

磷酸盐缓冲液匀浆
,

然后加入 拜 一

和固蓝 盐混合液
,

在
一

型酶标仪每隔

敏感品系 或 抗性品系 读一次光密度值
,

直到 分 敏感品系 或 分 抗性品系
。

然后将时间与光密度值作图
,

求出线性部分的斜率
,

即以反应的初速度值作为酶活性
。

结果与分析

不同品系棉蚜对 。
一

和 卜 的活性比较

对于分光光度计终点测定法来讲
,

影响准确度的人为可以控制的因素主要是反应时间

和酶量
,

在合适的线性反应时间内
,

调整酶的浓度使光密度值控制在 之间
。

表 显
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示出不同棉蚜品系最适的酶量
,

抗性品系和 表 用终点测定法测定棉蚜不 同品系

敏感品系有明显差异
,

品系为 头 致酸醋酶活性酶量比较 头

蚜虫
,

而 品系达到了 头
。

品 系
。一 梭酸酷酶 卜 梭酸醋酶

棉蚜的不同抗性品系梭酸酷酶对
一

一一万一一一一
一

飞万—
一一一了了一一

的水解活性和 各 的水解活性具有明显的

相关性 图
,

相关系数为
。 · ·

品系对
一

的活性明显低于对 户 的活
·

性 而抗性品系对
一

的活性则与敏感品系相反
,

高于对 件 的活性
。

棉蚜狡酸醋酶不同品系和不

同测定方法比较

表 显示出 个棉蚜品系用

两种方法测定的梭酸醋酶平均比

活力的比较
。

终点测定法和动力学

方法均显示出
,

和 品系

的梭酸醋酶的 比活力明显高于

品系
,

但终点测定法不能区别低抗

和中抗种群
,

和 酶活性没有

明显差异
, 一

为底物时分别为

和 拌
· 一 ‘ ·

一 ‘ 各 为底物时分别为

和 拌
· 一 ‘ · 一 ’ ,

而动力

学测定法则可明显区别低抗

和中抗 种群
,

比活力分别为

和
· 一 ’·虫 一‘

。

说明

动力学方法更适合于抗性的监测
。

一 几

百

咖
卿地翻理代之
·
龟

共孚
幻 侧 以 侧 】 臼以】 侧洲】

。 一 人 段胜 活性

图 棉蚜
一

和 卜 梭酸醋酶活性相关关系

表 棉蚜狡酸醋酶不同品系和不 同测定方法比较
’

终点测定法
品系

一

卜

动力学测定法
一

一

鑫

每一品系为 次以上测定的平均值
,

单位为 拌
· 一 ’· 一 ’ 动力学测定法为

· 一 ’· 。 一 ‘ 。 每

一列中数字后面字母不同者为达到极显著差异
。

棉蚜不同品系狡酸酣酶个体频率分布

根据敏感品系的活性分布
,

将敏感品系中 或接近 个体梭酸醋酶活性均小于
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某一确定的值作为标准
,

观察抗性品系个体的分布状况
,

结果见表
。

终点测定法以梭酸酷

酶活性 拌
· 一 ’ · 一‘为标准

,

品系中水解
一

和 件 的活性小于
拜

· 一 ‘ · 一 ’

的个体分别为 和
,

与 高抗品系中为 很容易区别
,

但

是对于低抗与中抗品系就很难区别
,

分别为 和
一

以及 和

压
。

以 件 为底物时 和 梭酸醋酶活性的个体频率分布与实际抗性情况差距较

大
,

说明终点测定法只能区别抗生程度高的种群 而动力学测定法则与抗性的实际情况完全

吻合
,

以梭酸醋酶活性
· 一 ‘ ·虫 一

’

为标准
,

在敏感品系
、

低抗
、

中抗

和高抗 品系中小于
· 一‘ ·虫 一‘的个体频率分别为

, ,

和 。
。

因此
,

用动

力学方法测定梭酸醋酶活性监测棉蚜的抗药性更能反应实际情况
,

比终点测定法更为准确
。

以
一

作为底物时
,

终点测定法和动力学测定法得到的梭酸醋酶比活力平均值具有

明显的相关性
,

相关系数为 一 一
。

但是
,

用动力学测定法代替终点测

定法可以提高检测的准确性和灵敏度
。

表 棉蚜不同品系梭酸醋酶个体频率分布
’

个体频率 终点测定法 个体频率 动力学测定法
品系

—
一

卜
一

,

终点测定法为小于 严
· 一 ’· 一 ‘的个体频率 动力学法为

· 一 ‘ ·虫一 ’的个体频率
。

讨论
许多研究证明了棉蚜的抗药性程度与梭酸酷酶的活性具有正的相关性〔

, , ’一 ’ ,

并有人

提出用梭酸醋酶活性的变化来监测棉蚜的抗药性
,

不少作者用梭酸醋酶活性监测害虫抗药

性多采用分光光度法
、

滤纸法和醋酸纤维薄膜法
’

,
’ 〕,

这些方法尽管简单
,

但很难检测抗性

发展初期 即低抗 的种群
,

往往在检测到时
,

抗性已经很高
,

失去了指导抗性治理的意义
。

动

力学方法既简单又方便
,

比以前的方法准确性和检测灵敏度均有所提高
。

如果用全自动酶标

仪几分钟之内就可以测定 个样本
,

即使用普通酶标仪其速度也大大超过分光光度法
,

同

时又可以节省试剂 酶标仪动力学法反应总体积仅 拜 ,

分光光度法至少
。

梭酸醋酶活性会因寄主植物的不同而有差异
, ‘们 ,

最好采回样本后在室内用标准寄主

植物饲养一段时间再行测定
。

田间种群的异质性较大
,

因此采集样本数量要足够多
,

同时要

注意从不同的植株采集
,

以便能充分反映种群的梭酸酷酶特征
。

测定时选择虫体的标准也应

一致
,

一般用无翅雌成蚜
,

测定的数量尽可能多
。

另外就是注意选择体色要能尽量反应种群

的总体特征
,

这是因为不同体色的棉蚜梭酸醋酶活性有所不同 〕。
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