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灭 幼 脉 I 号 对 致 倦 库 蚊 D N A 代 谢 的影 响

甘 才光 吴秋雁 仇序佳

( 泥虫学研究斯 )

摘 要

本文运用生化测定
、

放射性同位素标记及显微放射自显影等技术方法研究了灭幼脉 I 号

对致倦库蚊 D N A代射的影响
.

结果表明
,

灭幼脉 I 号抑制了致倦瀚文的 D N A 合 成
,

降低

D N A含量
。

关键词 灭幼脉
,

致倦库蚊
,

D N A代谢

灭幼脉是一种 昆虫生长调节剂
〔 ` ’ 幻 ,

由于它的杀虫效应较为缓慢
,

称之 为 制 虫抓

( nI se ct is at it o s
)
。

灭幼脉高效低毒
、

制虫范 围广
,

是一种很有发展前途的新型杀虫剂
。

一般认为
,

灭幼脉主要是抑制尾虫表皮的几丁质合成
,

造成昆虫蜕皮困难
、

变态受

阻而死亡
。

我们在试验中曾观察到
,

经灭幼脉处理后
,

许多幼虫死于幼虫期
,

这显然与

几丁质合成无大关系
,

因而几丁质合成受阻的理论便不足以解释这些现象
。

为此
,

我灯

从生化角度探讨了灭幼脉 I 号对致倦库蚊幼虫和卵 D N A 代谢的影响
,

以期对灭 幼脉的

制虫机理提供科学的依据
。

1 材料和方法

1
.

1 测试药剂 灭幼脉 I 号由江苏省金坛昆虫激素研 究 所 合 成
,

样 品 的 结 晶 纯 度
> 姑肠

,

学名为 1 一
( 4 一
氯苯基 )

一 3 一
( 2 ,

6 一
二氟苯甲阮基 )脉

.

称取灭幼服 I 号结晶粉

末 5 m g ,

加入。
.

5m l丙酮及 2 、 3 滴吐温
一
80

,

然后加蒸馏水溶解
,

定容至 50 m l
,

配 成

浓度为 10 o p p m 的母液
,

置冰箱保存
,

用时按各项实验所需浓度进行稀释
。

1
.

2 测试 虫种 试验用蚊虫为室内饲养繁殖多代的致倦库蚊 ( C lu xe Pz’P fen : 到 l’n -

口u o f a s c i a tu s
)四龄幼虫和卵

。

幼虫置恒温室 ( 温度 2 6~ 2 8℃
,

相对湿 度 7 0一 9 0肠
,

光 照

12,J
、
时 ) 内用清水饲养

,

每天用 75 肠面粉
、

20 肠黄豆粉
、 2

.

5肠猪肝粉和 2
.

5肠的酵母粉

组成的混合饲料喂饲
。

试验用卵块系成虫羽化 3 ~ 5 天后用小白鼠喂血
,

然后收集雌蚊

于晚上关灯后不久所产出的卵块
。

1
.

3 测试方法 用 5 00 m l烧杯盛放浓度为 1 p p m的药液 40 o m l和四龄幼 虫250 头
,

用 于

放射性同位素标记试验的幼虫和卵则同时再用微量注射器吸取
“ H 一
胸腺心睫核昔 ( 放射

性浓度为1 m iC / m l
,

中科院上海原子核研究所生产 ) 注入药液中
,

使其放射 性浓 度为

1拌iC /ml 多 同样条件下设对照
.

幼虫每隔 2 , 6 ,

12
,

24
,

48 小时取一次样
,

处理组因
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幼虫期延长故还取27 和 69 小时的样品 , 卵每隔 3 ,

6, 9 ,

12
,

18
,

24
,

36 小 时 取一

次样
。

D N A 含量测定时每处理取 200 头幼虫
,

共 3 次重复 , 同位素测定时
,

幼虫每处理取

一头
,

共 30 次重复 , 卵每处理取 200 个
,

共 15 次重复
。

用滤纸吸干体表的水分
,
称重

,

参
照 C ih n z e l & T oj 。 〔 “ 〕

的方法提取核酸
,
用二苯胺法测定幼虫 D N A含量 , 参 照 D e L ao 。五

等
〔 ` ’
的方法处理样品

,

测定幼虫和卵体内
“
H
一
胸腺吻咤核昔的放射性

,

记录。 p m 数
,
并

对幼虫进行放射自显影观察
。

2 结 果

2
.

1 灭幼眼 I 号衬四龄幼 虫D N A含量的影响

初期
,

D N A 含量增加不大
,

随着发育 的 进行
,

2 4小时接近四龄初期的水平
,

然后又不断上升
,

幼脉 I 号处理的四 在最初 6 小 时内
,

实验结果如图 1 所示
.

正常幼虫在四龄

第 12 小时 出现一个峰值
,

随后下降
,

第

到第 4 8小即将化蛹前
,

达到最高
。

经灭

D N A含量与对照相比差异不大
,

但到了

第 12 小时
,

D N A 受 到 抑制
,

含量下降
,

为对照的 9 0
.

4肠 ; 随后继续下 降
,

到第 24 小时为对照的 82
。

9肠
。

此后和正常的幼虫一样又回复上升
,

第48 小时 达 到 最 高

点
,

但也只有对照的 7 9
。
3肠

。

由于幼虫延期化蛹
,

在延期中D N A含量一直下 降
,

于 第

匀6小时降到最低点
。

从实验结果可以看出
,

灭幼脉 I 号对 D N A合成的影响主要表现在中后 期
。

显 著性

测验表明
,

从第 12 小时开始
,

处理与对照之间就表现出显著差异 ( P < o
。

05 )
,

第 2 4小 时

后
,

差异表现得非常显著 ( P < 0
.

00 1 )
。

从处理的幼虫D N A 含量占对照 的百分 比 来看
,

也是第 24 和第 48 小时相差较大
。

尽管幼虫期延长时间近 1 倍 ( 9 6小 时 )
,

但 D N A含量
一

始终未能回升
,

这些结果表明
,

灭幼脉 I 号对幼虫的 D N A含量是有明显 影 响的
,

同时

也可看出灭幼脉的迟效趋势
。

2
.

2 灭幼脉 I 号对
3
H
一
胸腺咭咤核菩掺入幼 虫D N A 的影响 试验结果表明

,

在最 初一

段时间
,

对照组与处理组之间
, “

H
一
胸腺 吻吮 核 昔掺 入 D N A没有差异

,

但从 处 理 6

小时开始
,

其掺入就表现出差异 , 处理 12 小时以后
,

差异表现得非常显著 ( 图 2 )
。

这

表明灭幼脉 I 号对
“
H 一
胸腺吻咤核昔掺入 D N A 具 有强烈的抑制作用

.

试验结果还表明
,

灭幼脉抑制作用的大小与其浓度有关
,

浓度越大
, “

H
一
胸腺啥 吮

核昔的掺入率越低
。

例如
, o

.

SP p m和 IP p m处理 1 2小时
,

掺入率 分别为对照的 6 1
。

8肠和

7
.

2肠
,

处理 24 小时
,

掺入率分别为对照的 6 7
。
8肠和 5 3

.

9肠
.

从图 2 还可以看 出
,

无论

对照组还是处理组
,

掺入 D N A 中的
3
H 一
胸腺嗜吮核昔是在不断增加的

,

只 是各 自 增

加的幅度不同
,

对照组增幅较大
,

第 48 小时已达 3 2 8 5 c p m /幼虫
,

而处理组则由 于灭幼

脉的抑制作用
,

增幅较小
,

到48 小时分别为Z o 1 4 o p m /幼虫和 1 98 1 o p m /幼虫
,

到第 96 小

时也只达到 2 5 5 6 o p m /幼 虫
,

但两组总趋势并不出现下降的现象
,

原 因在 于 掺入 D N A

中的
3
H
一
胸腺曦咤核昔不断的累积

。

2
.

3 3
H
一胸腺啥吮核菩掺入四龄幼虫D N A的显微放舒自显影观察 观察结果表 明

,

在

四龄幼虫的真皮细胞
、

消化道中肠
、

后肠等细胞内都发现有
3 H 一
胸腺曦吮核昔的 进入

,

但
s
H一
胸腺嗜吮核昔进入细胞核所占的细胞数目 ( 细胞标记率 )

,

对照组均显著高 于处

理组
,

见表 1
。
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图 1

F i g
.

1

灭幼脉 I 号对四龄幼虫 D N A含量的影响

T h e e f f e e t s o f d i f l u b e n z u r o n o n

图 2 灭幼脉 1号对
3
H

一

胸腺嘻吃核普掺

入四龄幼虫 D N A 的影响

t h e e o n t e n t o f D N A i
n t h e 4 t h

i n s t a r l a r v a e

F 19
.

2 T h e e f f e e t s o f d i f l u b e n z u r o n o 甘

t h e 3H
一
t h y m i d i n e i n e o r P o r a t i o n

i n t o D N A o f t h e 4 t h i n s t a r l a r v a 已

表 1 “
H 一胸腺啥咤核菩掺入四 龄幼 虫D N A 的放射 自显影观察结 果

T a b
.

1 o b s e r v a t i o n r e s u l t s o f m i e r o 一 r a d i o a u t o g r a p h y o f t h e

3 H
一
t h y m i d i n e i n e o r p o r a t i o n i n t o D N A o f 4 t h i n s t a r l a r v a e

3H
一

胸腺嚓咤核普
时 间
(小时 )

细胞数目 (个 /单个视野 ) 进入细胞核的细胞数
细胞

标̀观察部位 方式 ( 交士 S D ) (个 /单个视野 )
( 又士 S D )

记率
% )

处理
T检验 /对照

(% )

njt了

:
O以̀.土00OJ。 出 中

可门 」

真 皮 48

对照

处理

对照

处理

对照

处理

2 5
.

0 0士 2
.

8 3

3 4
.

6 7士 5
。
0 4

9
。
5 0土 1

.

5 0

1 0
.

0 0士 2
.

0 6

4 2
.

5 1士 3
.

5 4

5 0
.

3 9士 5
。
4 6

2 2
。
3 3士 3

。
0 9

1 1
.

0 0士 2
.

7 4

7
.

5 0士 0
.

5 0

3
.

5 0士 0
.

5 0

3 3
.

0 6士 4
.

1 7

1 5
.

3 4士 2
.

8 6

P < 0
。

0 0 1 3 5
。
4

7 8
。

9

3 5
二

0

P < 0
.

0 0 1 4 4
。

4

肠一后肠
化道

7 7
_

8

P < 0
.

0 0 1 3 9
。
1

3 0
。

4

此外
,

进入细胞核的
“ H 一胸腺啥咤核昔的数目

,

对照组也明显高于处理 组
,

见表 2

及图版
。

2
.

4 灭幼脉 I 号对
3
H 一胸腺啥咤核普掺入卵 D N A 的影响 试验结果表明

,

灭 幼脉 I 号

对
3 H 一
胸腺嗜吮核昔掺入卵 D N A 亦产生抑制作用

,

效果也十分显著
。

T 检验显示
,

从胚

胎发育的第 9小时开始
, “ H一

胸腺嗜咙核昔掺入的差异便表现得很显 著
。

与 四 龄 幼 虫

D N A一样
,

掺入卵 D N A 的
“
H 一
胸腺哦吮核昔也有累积现象

,

呈现不断上升趋 势
,

第 24
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图版 四龄幼虫的显微放射自显影照片

卫l a t e P h o t o g r a P卜5 o f m i e r o 一 r a d i o a 住 t o g r a P h y o f t 五e 4 t h i n s t a r l a r v a e

1
.

对照组
,

第 48 小时四龄幼虫真皮细胞
,

示细胞核内银颗粒 ( 箭头指处 )
,

10 00 x 。

2
.

处理组
,

第 48 小时四龄幼虫真皮细胞
,

细胞核内银颗粒甚少或无
,

1 00 0 x 。

3
.

对照组
,

第 48 小时四龄幼虫消化道 ( 中肠 ) 细胞
,

箭头指处为银颗粒
,

1 0 00
x .

4
.

处理组
,

第 48 小时四龄幼虫消化道 ( 中肠 ) 细胞
,

细胞核内银颗粒甚少或无
, 1 0 00

x 。

5
.

对照组
,

第 4到
、
时四龄幼虫消化道 ( 后肠 ) 细胞

,

示细胞核内银颗粒
,

l o 00
x 。

6
。

处理组
,

第 48 小时四龄幼虫消化道 ( 后肠 ) 细胞
,

细胞核内几乎无银颗粒
,

1。。。 x
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表 2 “
H
一胸腺啥咤核普掺入四龄幼虫D N A的放升 自显影观察结果

T a b
.

2 O b s e r v a t i o n r e s u l t s o f 皿 i e r o 一 r a d i o a u t o g r a P h y o f t h e

3 H
一
t h y 扭 i d i n e i n e o r P o r a t i o n i n t o D N A o f 4 t h i n s t a r l a r 7 a e

—
一一一

—
惑添藤滚茵有稿丽颧添藉西百不再厕百硕)一一

—
一一—

观察部位 刘乙 照
_

( X士 S D )
处 _ 理
( X士 S D )

T 检验 处理 /对照
(% )

间明时孙

消 中肠

化

道 后肠

2 0
。

43土 3
。
5 9 8

。

2 0士1
。

7 4 P < 0
。

0 01 4 0
。
1

2 4
。
0 3士 3

。
0 5 7

。
8 6士 0

.

8 3 P < 0
。

0 0 1 3 2
。

7

真 皮 48 1 9
。
4 0士 2

.

2 5 7
.

30 士 1
.

4 2 P < 0
.

0 0 1 3 7
.

6

小时为 1 72 1 c p m / 2 0 0个卵 ; 但经处理的卵
, “

H 一
胸腺嚓咙核营的掺入受到抑制

,

因 而累

积较慢
,

第 24 小时只达 1 3 4 c1 p m / 2 0 0个卵
,

故呈较平缓上升状态
,

见图 3
。

3 讨 论
e p . / 2 0 0 个卵

产
.

/ 处理
`
洲尸

. 尸尹
. 沪 尸

厂尹
.

一
’

乃 自 , 1 2 1目 2 4 万 6

灭幼腻 I号对
“ H

一

胸腺喀咙该昔隆入

卯 D N A的影响

T h e e f f c e t s o f d i f l u b e n z u r c n

o n 士五e 3 H
一
t h y m i d i n e

i共e o r P o r a t i o n i n t o D子订人

o f t五e e g g s

目前
,

已有越来越多的证据表明
,

灭幼

脉除了抑制几丁质合成以外
,

还对昆虫的其

他代谢过程产生影响
,

尤其是对核酸代谢产

生 矛明 〔 “
一

6 〕 .

我们 的试验结 果 也 表 明
,

灭 幼脉 I 号干扰了致倦库蚊虫体内 正 常 的

D N八代谢
。

一般说来
,

D N A 代谢被干扰
,

会对昆虫的生命活动产生极为不利 的效果
.

昆虫体内一般存在两类 D N A
,

其生 理 功能

各不相同
.

一类是核 D N A (基因 D N A )
,

其

代谢稳定
,

含量少且恒定
,

主要功能是传递

遗传信 官
、

; 另一类 D N A 统称为代 谢 D N 典
,

包话核江 D N A
、

线粒体 D N A 和卵黄 D N A

李
,

共特点是代谢不稳定
,

含量多变化大
.

代谢 D N A 主要由多 倍 化 现 象 产 生
,

能使

D N A 的量巨增 ; 有的还具有基因放大作用
,

f挂大大嗜加细胞合成蛋白质 的 能 力
。

昆 虫

.矛了

,了r
J

l
刁....

…
0OC冈

。·Jg,

国iF

的生殖细胞
、

滤泡细胞
、

刀纷肪沐细饱
、

多种陈体细胞等部存在这种代谢 D N A
,

它 们 直

接参与昆虫的生长
、

发育
、

变恋
、

生从等于子咐活功
.

由于灭幼脉对 D N A 合成具有 抑 制

作用
,

自然使昆虫的上述代谢活动受到影响
,

从而导致蚊虫生长发育迟缓
,

最终死亡
.

所以
,

灭幼脉之所以具有制虫效应的一个很重要的原因
,

是它 干 扰 了 D N A 的 正 常 代

谢
.

我们的试验结果还显示
,

在试验处理初期
,

对照组与处理组之间
, “

H 一
胸腺心咙 核

;昔掺入 D N A没有显著差异
,

处理 l zJ/
、 时以后

, 3
H 一胸腺心咙核昔的掺入的差异 便 表 现
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得很显著
,

这表明灭幼脉 1号对致倦库蚊D N A 合成的抑制作用主要表现在 中后 期
,

这

可能与灭幼服的迟效性有关
。
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