
第31卷 第1期

2012年 2月
华 中 农 业 大 学 学 报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol.31 No.1

Feb.2012,69~72

紫外线照射对棉铃虫成虫几种同工酶的影响
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摘要 采用同工酶电泳的方法,研究了紫外(ultraviolet,UV)胁迫条件下对棉铃虫体内酯酶、过氧化物酶

(peroxidase,POX)及过氧化氢酶(catalase,CAT)等同工酶的影响。结果表明:与对照相比,紫外线照射处理组

酯酶同工酶谱带发生了质和量的变化,照射时间为30min和60min时,谱带E4、E9、E10增强,谱带E2、E8减

弱,谱带E1、E5、E7、E11消失,新增了谱带E3、E6;照射时间延长至90min时,谱带E4、E9增强,谱带E2、E8减

弱,谱带E1、E5、E7消失,新增了谱带E3、E6。紫外线照射处理下,棉铃虫POX同工酶谱带P5有所增强,CAT
同工酶谱带的变化因照射时间不同而有所差异。与对照相比,紫外线照射处理组的C1谱带增强,但C2谱带在

30min时减弱,60min时恢复到对照水平,90min时与对照相比又有所减弱。
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  棉铃虫 Helicoverpaarmigera(Hüber)隶属于

鳞翅目(Lepioloptera)夜蛾科(Noctuidae),是我国

乃至世界上的重要农业害虫。棉铃虫成虫是一种典

型的趋光性昆虫,对刺激光源表现出很强的趋性,对
紫外(ultraviolet,UV)光谱尤为敏感[1-2]。由于紫外

线符合多数夜行性昆虫的趋光反应曲线,已被制作

成诱虫灯进行害虫测报和防控,并得到广泛应用。
然而,越来越多的研究证实,紫外线照射是一种普遍

存在 的、能 对 所 有 生 物 造 成 影 响 的 环 境 胁 迫 因

子[3-4]。已有的研究表明,紫外线照射能够对昆虫造

成高水平的氧化胁迫,改变昆虫体内保护酶活性,对
蛋白质造成氧化损伤;UV胁迫还可能导致蛋白质

的生理功能改变,以及蛋白质的氧化进程加快[5-7]。
同工酶是指催化反应相同而结构和理化性质不

同的酶的分子类型,几乎存在于所有生物中,是基因

表达之后分子水平的表型,其结构和活性始终受体

内遗传基因的调节和控制。这种不同的分子形式执

行同一种功能是对不同环境条件的适应,它强调了

外部环境因素的作用[8]。不良的环境常会影响基因

的变异,从而导致酶结构及其活性的改变,反映在同

工酶谱上便会出现数量及迁移率不同的谱带的产

生[9-10]。

目前,对昆虫胁迫相关酶的研究主要集中于抗

氧化系统中某些保护酶或抗氧化剂活性的变化,而
对同工酶的研究较少,关于 UV胁迫与同工酶基因

表达趋势及调控之间相关性的研究也未见报道。为

更好地揭示棉铃虫对紫外线刺激的应答机制,笔者

采用同工酶电泳方法,对棉铃虫体内酯酶、POX和

CAT同工酶与UV胁迫之间的关系进行了研究,分
析了紫外线照射不同时间对棉铃虫造成的各种同工

酶表达特性的差异,旨在为进一步阐明棉铃虫对紫

外线照射的生理生化响应机制提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试昆虫

供试棉铃虫为笔者所在实验室长期喂养的虫

系。幼虫用人工饲料饲养,饲料配方参考 Wu和

Gong的配方[11];成虫羽化后雌雄虫单独饲养,饲
喂10%的蜂蜜水,室内饲养条件:温度(27±1)℃、
相对湿度70%±10%、光周期 L/D=14/10h。选

3日龄未交配的棉铃虫成虫供试。
1.2 主要仪器和试剂

UV灯(320~390nm,20W)购自江苏华东电

子管厂;UV 照度计(TN-2340)购自 TAINA 公
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司;醋酸-α-萘酯、醋酸-β-萘酯、坚牢蓝、联苯胺、醋
酸钠、H2O2、硫代硫酸钠、碘化钾等均为国产分析纯

试剂。
1.3 紫外线照射处理

为了模拟田间诱虫灯对棉铃虫的影响,在暗期

开始后使棉铃虫成虫暗适应2h之后进行紫外线照

射处理。照射强度为300μW/cm2,照射时间分别

为0(对照组)、30、60、90min。试验过程中保持试

虫所处的温度、湿度和室内饲养条件一致。将紫外

线照射处理后的成虫立即置于液氮中冷冻,然后保

存于-80℃冰箱备用。
1.4 样品制备

取出超低温保存的棉铃虫成虫去翅,称质量后

置于预冷的玻璃匀浆器中,以1∶10(mg∶mL)比
例加入磷酸缓冲液(0.05mol/L,pH7.4)在冰上充

分匀浆,然后在4℃、10000r/min条件下离心15
min,取上清液为酶液,分装后于-80℃冰箱备用。
1.5 同工酶谱分析

采用垂直板聚丙烯酰胺凝胶电泳方法。分离胶

浓度7.5%,pH8.8;浓缩胶浓度3%,pH6.8,电
泳缓冲液为pH8.3的 Tris-Gly缓冲液。样品与

50%甘油-0.01%溴酚蓝以体积比5∶1混匀,并在

恒压(浓缩胶100V,分离胶120V)条件下电泳。

1)酯酶同工酶染色。称取醋酸-α-萘酯和醋酸-β-
萘酯各0.125g,坚牢蓝0.5g,加20mL丙酮溶解,用

pH7.0的0.01mol/L磷酸缓冲液定容至500mL,完
全溶解后过滤,作为酯酶染液。电泳完毕,将凝胶立

即放入染液中,在37℃水浴中显色30min后用蒸馏

水漂洗,再移入7%醋酸中脱色至酶带清晰。

2)POX同工酶染色。采用醋酸联苯胺法,在

75mL双蒸水中加入0.1g联苯胺、5mL无水乙

醇、10mL1.5mol/L醋酸钠和10mL1.5mol/L
醋酸,使其充分溶解后过滤,作为POX染液。电泳

完毕,用双蒸水漂洗凝胶3次,在染液中加入7滴

H2O2迅速摇匀后倒在凝胶上,直至褐色酶带出现。

3)CAT同工酶染色。A液配制,将0.1mol/L
pH7.0磷酸缓冲液、3.5mL0.1mol/L硫代硫酸

钠和25mL3% H2O2混匀;B液配制,将25mL
0.01mol/L碘化钾和25mLH2O2混匀。电泳完

毕,先用A液浸泡凝胶15min,然后用双蒸水漂洗

3次,最后放入B液中摇动至亮白色条带出现。

酶带的相对迁移率Rf=
酶带迁移的距离

指示剂迁移的距离

2 结果与分析

2.1 紫外线照射对棉铃虫酯酶同工酶的影响

试验结果表明,与对照相比,紫外线处理组棉铃

虫成虫同工酶谱带发生了质和量的变化(图1)。紫

外线照射30min和60min时,谱带E4、E9、E10增

强,谱带E2、E8减弱,谱带E1、E5、E7、E11消失,并
新增了E3、E6谱带;紫外线照射时间为90min时,
谱带E4、E9增强,谱带E2、E8减弱,谱带E1、E5、

E7消失,并新增了E3、E6谱带。新增谱带的Rf分

别为0.69和0.60。

 1:对照 Control;2~4:紫外线照射30、60、90min。UV

lightirradiationfor30,60,90min.

图1 紫外线照射不同时间对棉铃成虫酯酶同工酶的影响

Fig.1 EffectsofUVlightirradiationonesteraseisozyme
ofH.armigeraadultsfordifferentlengthsoftime

2.2 紫外线照射对棉铃虫 POX 同工酶的影响

试验结果表明,棉铃虫成虫POX同工酶主要

有6条谱带,从下至上分别表示为P1~P6(图2)。
与对照组相比,棉铃虫成虫P5谱带在紫外线照射

处理下增强,Rf为0.19,其余谱带则无明显的增强

或减弱趋势。
2.3 紫外线照射对棉铃虫 CAT 同工酶的影响

试验结果表明,棉铃虫成虫CAT同工酶主要

有2条谱带,从下至上分别表示为C1和C2,Rf分

别为0.51和0.13(图3)。棉铃虫成虫CAT同工酶

在受到不同照射时间 UV胁迫后其谱带变化有所

不同。与对照组相比,紫外线处理组的C1谱带增

强,但C2谱带在紫外线照射30min时减弱,紫外线

照射60min时恢复到对照水平,90min时与对照

相比又有所减弱。
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 1:对照 Control;2~4:紫外线照射30、60、90min。UV

lightirradiationfor30,60,90min.

图2 紫外线照射不同时间对棉铃成虫POX同工酶的影响

Fig.2 EffectsofUVlightirradiationonPOXisozyme
ofH.armigeraadultsfordifferentlengthsoftime

 1:对照 Control;2~4:紫外线照射30、60、90min。UV

lightirradiationfor30,60,90min.

图3 紫外线照射不同时间对棉铃成虫CAT同工酶的影响

Fig.3 EffectsofUVlightirradiationonCATisozyme
ofH.armigeraadultsfordifferentlengthsoftime

3 讨 论

同工酶是基因表达的产物,同工酶谱带的变化

反映了基因表达的改变。目前已有研究证实许多酶

的同工酶会受到胁迫条件的影响,深入分析昆虫在

特定处理条件下体内同工酶的种类及表达强弱的变

化,有利于从基因和功能的角度阐明其生理机能、代
谢过程与环境胁迫之间的关系。

本试验结果显示 UV胁迫能够引起棉铃虫酯

酶同工酶的明显变化,表现在同工酶谱的量或质上。
在紫外线照射下,有些谱带减弱或增强,有些谱带消

失,还有些谱带是新产生的。目前,酯酶同工酶在昆

虫中的研究主要集中在物种鉴定及系统发育上,在
环境胁迫中的研究还未见报道。笔者推测酯酶同工

酶某些谱带的增加或消失,是昆虫对 UV胁迫条件

的一种适应性反应,是昆虫为了适应紫外线照射而

诱导体内酯酶系统代谢改组的结果。

POX和CAT是酶促抗氧化系统中2种重要的

保护酶,广泛存在于昆虫中[12]。POX是一类酶的

总称,其基本结构是血红蛋白,血红蛋白与脱辅基蛋

白结合构成全酶。CAT是一种含有亚铁血红素的

四聚体酶。两者都可以消除昆虫体内过量的H2O2,
保持细胞内活性氧产生与清除的动态平衡[13-14],减
少自由基对昆虫的伤害,在维持体内正常生理代谢

过程中扮演重要角色。POX和CAT很容易受到外

界不良环境的影响,通过研究两者的活性及同工酶

谱的变化,可以更好地了解不良环境对昆虫造成的

影响以及昆虫对不良环境的应答反应。已有研究报

道,棉铃虫体内的抗氧化系统会对 UV胁迫作出应

答反应,POX和CAT活性随着紫外线照射时间的

变化而变化[6]。本试验则从同工酶谱的角度出发,
分析了紫外线照射对棉铃虫POX和CAT的影响。
结果表明:在紫外线照射下棉铃虫POX同工酶中

的1条谱带发生了变化,与对照相比有所增强;

CAT同工酶的2条谱带也受到了紫外线照射的影

响,其中1条谱带在紫外线照射下增强,另外1条谱

带的变化规律与照射时间相关。这些可能是棉铃虫

适应UV胁迫的一种保护性响应。
本试验结果表明,昆虫的向灯飞行可以被看作

是刺激光源对昆虫正常活动的干扰,其实质不仅局

限于其行为和视觉生理,有可能涉及一个更复杂更

微妙的生理过程。棉铃虫在 UV胁迫条件下酯酶、

POX和CAT同工酶谱带发生的变化,可能是昆虫

对胁迫环境的一种适应性反应,但具体的调控机制

仍有待于进一步深入研究。
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Effectsofultravioletlightirradiationonseveralisozymes
inHelicoverpaarmigera(Hüber)adults

MENGJian-yu1,2 ZHANGChang-yu2 LEIChao-liang2

1.GuizhouTobaccoResearchInstitute,Guiyang550081,China;
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Abstract Theeffectsofultraviolet(UV)lightstressonesterase,peroxidases(POX),andcatalase
(CAT)isozymesinHelicoverpaarmigera (Hüber)adultswerestudiedbyisozymeelectrophoresis.
WhenexposedtoUVlightirradiation,zymogramofesteraseisozymechangedmainlyinnumberandac-
tivityofisozyme.After30minand60minexposure,theintensityofisozymebandsE4,E9andE10
wereenhanced,E2andE8wereweakened.ThebandsE1,E5,E7andE11disappearedafterUVlightir-
radiation,whileE3andE6newlyemerged.Atthelongestexposuretime(90min),theintensityof
isozymebandsE4andE9wasenhanced,whiletheintensityofE2andE8wasweakened.ThebandsE1,

E5andE7disappearedafterUVlightirradiation,whereasE3andE6newlyemerged.Theintensityof
POXbandP5wasenhancedinadultsfollowingtheexposuretoUVlightfor30,60,90minutes.Thein-
tensityofCATbandC1wasenhancedinadultsfollowingtheexposuretoUVlightfor30,60,90mi-
nutes,butthatofbandC2wasweakenedafter30minand90minexposureincomparisonwiththecon-
trol.

Keywords Helicoverpaarmigera (Hüber);ultravioletlight;irradiation;isozyme
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