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摘要 　采用盆栽法 ,以氯氟吡氧乙酸异辛酯和百草枯原药为对照 ,研究了增效配比氯氟吡氧乙酸异辛酯 +

百草枯 (有效成分质量比 4 ∶1)混剂对三叶草电导率、叶片氧自由基产生速率及乙酰乳酸合成酶 (AL S)比活力等

生理生化指标的影响。结果表明 :百草枯混剂对三叶草叶片电导率具增效作用 ,其药后 2 d 氯氟吡氧乙酸异辛

酯 + 百草枯混剂实际抑制率与混剂理论抑制率 M 值为 789. 44 ;混剂对叶片氧自由基产生速率表现出增效作用 ,

药后 4 d 其 M 值为 262. 12 ;混剂对 AL S 活力具有相加作用 ,药后 2 d 其 M 值为 104. 12。
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　　三叶草 (白车轴草 ,白三叶) T ri f ol i um repens

Linn. 是农业生产上的常见杂草 ,也是分布最广的牧

草 ,还可兼作绿化 ,具有较强的耐贫瘠、耐干旱和耐

铜特性[123 ] 。四川省雅安地区是茶文化发源的故乡 ,

种植有大量的茶树。经调查现发现 ,三叶草已成为

该地区危害茶叶生产的主要杂草之一 ,严重影响了

茶叶产量和品质。

百草枯 (paraquat) 属于联吡啶类茎叶处理触杀

灭生性除草剂 ,对植物叶绿体膜破坏力极强 ,能在绿

色植物组织内接受电子 ,产生超氧阴离子自由基
(O2

- ·) ,影响光合作用和叶绿素的合成[4 ] 。氯氟吡

氧乙酸异辛酯 (fluroxypr2mept hyl ) 为吡啶类除草

剂 ,能抑制乙酰乳酸合成酶的合成 ,并阻碍杂草中缬

氨酸、亮氨酸和异亮氨酸等支链氨基酸的合成 ,从而

抑制相关蛋白的合成 ,为内吸传导选择性苗后除草

剂[5 ] 。

笔者曾采用盆栽法对百草枯、氯氟吡氧乙酸异

辛酯做了复配筛选试验 ,按有效成分质量比 4 ∶1 将

氯氟吡氧乙酸异辛酯与百草枯混配 ,其混剂具有较

强的增效作用。本试验采用复配筛选后的百草枯混

剂处理三叶草 ,测定了三叶草电导率、氧自由基产生

速率、乙酰乳酸合成酶 (AL S)活性等生理生化指标 ,

旨在探讨百草枯混剂的增效作用机理 ,为农田杂草

的有效防除提供理论依据。

　材料与方法

　供试材料

从四川农业大学农场采集三叶草 ,取其根部进

行盆栽 ,并置于农场温室 (20～25 ℃) 大棚中 ,定期

浇水 ,待其出苗生长一致后待测。

药品及试剂 :30. 5 %的百草枯原药、95. 0 %的氯

氟吡氧乙酸异辛酯原药 ,由四川绵阳利尔有限责任

公司提供 ; T TC、盐酸羟胺、α2萘胺、H2 SO4 、肌酸、甲

萘酚、T TP、FAD 等均为分析纯 (AR) 。

　试验方法

试验设置百草枯单剂 ( Ⅰ) 、氯氟吡氧乙酸异辛

酯 ( Ⅱ)和氯氟吡氧乙酸异辛酯 + 百草枯 (有效成分

质量比为 4 ∶1)混剂 ( Ⅲ) 3 个处理 ,其有效质量浓度

均为 200 μg/ mL (该浓度与每个处理的 I C50 值相

当) 。每个浓度 3 次重复 ,同时设置空白对照。每个

处理配 500 mL 药液 ,采用手压喷壶均匀喷雾 ,并于

药后 2 d (初步反应 ,杂草逐渐萎蔫但不黄化) 、4 d

(反应较剧烈 ,部分杂草开始黄化) 、8 d (反应剧烈 ,

杂草黄化 ,逐渐死亡) 3 个阶段分别测定三叶草叶片

电导率、氧自由基的产生速率及乙酰乳酸合成酶

(AL S)的活力等指标。
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1)叶片电导率的测定[6 ] 。选取三叶草叶片 ,用

纱布擦去尘土 ,用打孔器取样 3 等份 ,每等份 10 片。

取出材料依次用自来水 ,去离子水冲洗数次 ,用洁净

的滤纸吸干水分。然后放进加有一定体积的去离子

水的烧杯中 ,室温下浸提 1～2 h。用去离子水进行

电导仪校正后 ,测定室温下各处理材料浸出液的电

导率 (因后期草都枯死且长出新叶 ,故百草枯后期取

叶时取新叶) 。

2)氧自由基产生速率的测定[7 ] 。称取处理后的

叶片 2 g ,加入少量石英砂和 10 mL p H 7. 8 的磷酸

缓冲液研磨 ,然后在 4 层纱布上过滤 ,滤液在 5 000

r/ min 离心 10 min。取上清液 0. 5 mL 加入 50

mmol/ L 磷酸缓冲液 0. 5 mL 和 1 mL 1 mmol/ L 盐

酸羟胺 ,摇匀 ,在 25 ℃条件下保温 1 h。然后再加入

1 mL 17 mmol/ L α2萘胺混合于 25 ℃中保温

20 min ,测定 530 nm 下的吸光值。根据 A 530 nm值计

算得到反应后的氧自由基 ,再根据于羟胺反应的时

间和蛋白质的含量 ,求得样品氧自由基产生速率

(nmol/ min ·mg) 。

3) AL S 的提取及其活力的测定。剪取三叶草

的茎 10 根 ,每根长 10 cm ,洗净晾干后称取 3 g ,剪

碎于冰浴瓷研钵中 ,按 1 ∶2 (W ∶V ) 的比例加入酶

提取缓冲液 ,研磨匀浆。

将匀浆液于 4 ℃、25 000 r/ min 下离心 ,取上清

液后即为粗酶液 , 置 4 ℃下保存待用。在试管中加

入 0. 8 mL 酶促反应缓冲液和 0. 2 mL 粗酶液 ,于

37 ℃水浴中温育 1 h 后加 50μL 3 mol/ L H2 SO4

以终止反应 (对照在温育前先加 50μL 3 mol/ L 以

终止反应) ,将反应产物在 60 ℃下继续进行脱羧反

应 15 min ,再顺次加入 0. 5 mL 0. 083 %肌酸 (溶于

蒸馏水) 和 0. 5 mL 0. 83 %甲萘酚 (溶于的 2. 5

mol/ L NaO H) , 于 60 ℃下显色反应 15 min。待显

色反应后其温度降至室温时 ,经 2 000 r/ min 离心并

去除沉淀 ,在 530 nm 处用分光光度进行比色测

定[8 ] ,并用吸光度 ( A)表示 AL S 活力[9 ] 。其中 AL S

提 取 液 中 K2 HPO42KH2 PO4 缓 冲 液 的 配 制 :

1 mmol/ L丙酮酸钠 ,5 mmol/ L MgCl2 ,0. 5 mmol/ L

TTP ,10μmol/ L FAD ;酶反应液中 K2 HPO42KH2 PO4

缓冲液的配制 : 24 mmol/ L 丙酮酸钠 , 6 mmol/ L

MgCl2 ,1 mmol/ L TTP ,20μmol/ L FAD。

　数据分析

将试验结果所得数据用 Excel 软件进行统计 ,

计算出各药剂处理对三叶草生理生化指标的抑制率

及混剂实际抑制率与理论抑制率的百分比 M [10 ] (参

照共毒系数 CTC 的计算方法) 。M 接近 100 (一般

为 120 以内) 表明相加作用 ; M 明显大于 100 (120

以上) 表示增效作用 ; M 显著小于 100 (一般小于

80)表示拮抗作用。

抑制率 ( %) =
对照处理指标 - 混剂处理指标

对照处理指标 ×100

M = 混剂实际抑制率/ (单剂 1 抑制率 ×在混剂中的比例 +

单剂 2 抑制率 ×在混剂中的比例) ×100

　结果与分析

　药剂对三叶草叶片电导率的影响

试验结果表明 ,3 个药剂处理对三叶草叶片组

织内溶物外渗有促进作用 ,与对照相比其电导率均

增大 (表 1) 。其中百草枯单剂作用效果明显 ,在药

后 4 d 可造成处理叶片死亡 ,导致叶片电导率降低。

氯氟吡氧乙酸异辛酯 + 百草枯混剂对叶片电导率的

作用随时间的增长而增加。

在 3 次测定中 ,氯氟吡氧乙酸异辛酯 + 百草枯

混剂的抑制率分别为 - 58. 82 % , - 721. 10 % ,

- 1 045. 04 % ,与对照差异显著 ,其 M 值分别为

789. 44、108. 90 和 229. 05。这表明三叶草叶片组

织经氯氟吡氧乙酸异辛酯 + 百草枯混剂处理后 ,相

对单剂处理促进了叶片浸出液的浸出效果 ,使其电

导率增强 ,表现出增效作用。

表 1 　各处理对三叶草叶片的电导率的影响1)

Table 1 　Effects of treatments on conductivity of Tri f olium repens

处理
Treat ment

2 d

电导率/ (μS/ cm)
Conductivity

抑制率/ %
Inhibition rate

4 d

电导率/ (μS/ cm)
Conductivity

抑制率/ %
Inhibition rate

8 d

电导率/ (μS/ cm)
Conductivity

抑制率/ %
Inhibition rate

Ⅰ 3. 000 0 ±0. 152 8 a - 76. 47 2. 266 7 ±0. 042 1 b - 257. 92 1. 847 3 ±0. 033 3 b - 683. 43
Ⅱ 1. 866 7 ±0. 057 7 b - 9. 82 5. 466 7 ±0. 106 0 a - 763. 20 1. 177 8 ±0. 318 0 c - 399. 48
Ⅲ 2. 700 0 ±0. 100 0 a - 58. 82 5. 200 0 ±0. 260 3 a - 721. 10 2. 700 0 ±0. 321 5 a - 1 045. 04

CK 1. 700 0 ±0. 264 6 b 0. 633 3 ±0. 016 4 c 0. 235 8 ±0. 088 2 d
M = 789. 44 M = 108. 90 M = 229. 05

　1)表中纵列数据后字母相同者表示差异不显著 ( P > 0. 05 ,下表同) 。
The data wit hin a column followed by t he same let ter are not significantly different at 5 % level (t he same as following tables) .
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　药剂对三叶草氧自由基产生速率的影响

试验结果表明 ,各处理对三叶草叶片氧自由基

产生速率表现出不同程度的抑制作用 (表 2) 。药后

2 d ,氯氟吡氧乙酸异辛酯 + 百草枯混剂氧自由基产

生速率为 8. 694 3 nmol/ ( min ·mg) , 抑制率为

- 53. 29 % ; 药后 4 d 混剂氧自由基产生速率为

7. 724 8 nmol/ (min ·mg) ,抑制率为 - 41. 03 % ; 药

后 8 d , 混剂氧自由基产生速率为 6. 292 3 nmol/

(min ·mg) ,抑制率为 - 22. 34 % ,与对照差异显著。

3 次测定的混剂 M 值分别是 228. 41、262. 12 和

210. 95。这表明三叶草叶片组织经氯氟吡氧乙酸异

辛酯 + 百草枯混剂处理后 ,其增效作用显著。
表 2 　各处理对三叶草叶片氧自由基产生速率的影响

Table 2 　Effects of treatments on oxygen free radical produced rate of Tri f olium repens

处理
Treat ment

2 d

速率/ (nmol/ min ·mg)
Produced rate

抑制率/ %
Inhibition rate

4 d

速率/ (nmol/ min ·mg)
Produced rate

抑制率/ %
Inhibition rate

8 d

速率/ (nmol/ min ·mg)
Produced rate

抑制率/ %
Inhibition rate

Ⅰ 10. 606 9 ±0. 217 1 a - 87. 01 9. 954 0 ±0. 222 5 a - 81. 73 7. 554 9 ±0. 259 8 a - 28. 51

Ⅱ 6. 085 3 ±0. 317 6 c - 7. 29 5. 951 7 ±0. 890 6 c - 8. 66 6. 238 2 ±0. 131 1 ab - 6. 11

Ⅲ 8. 694 3 ±0. 980 3 b - 53. 29 7. 724 8 ±0. 826 4 b - 41. 03 6. 292 3 ±0. 284 3 ab - 22. 34

CK 5. 671 8 ±0. 342 5 c 5. 477 4 ±0. 745 2 c 5. 879 0 ±0. 331 9 b

M = 228. 41 M = 262. 12 M = 210. 95

　药剂对三叶草 比活力的影响

试验结果表明 ,各处理对三叶草 AL S 活力均表

现出不同程度的抑制作用 (表 3) 。药后 2 d ,氯氟吡

氧乙酸异辛酯 + 百草枯混剂处理的三叶草茎中

AL S 的活力为 0. 182 3 ( A 530 nm ) ,抑制率为67. 54 % ;

药后 4 d ,混剂处理的三叶草茎中 AL S 的活力为

0. 254 0 ( A 530 nm ) ,抑制率为 48. 58 % ;药后 8 d ,混剂

处理的三叶草茎中 AL S 比活力为 0. 241 7 ( A 530 nm ) ,

抑制率为 48. 27 % ,且与对照差异显著。3 次测定的

混剂 M 值分别是 104. 12、103. 48 和85. 17 ,表明氯

氟吡氧乙酸异辛酯 + 百草枯混剂对三叶草 AL S 比

活力的抑制具有相加作用。
表 3 　各处理对三叶草 ALS 比活力的影响

Table 3 　Effects of treatments on acetolactate synthase( ALS) activity of Tri f olium repens

处理
Treat ment

2 d

AL S 比活力 ( A 530 nm)
AL S activity

抑制率/ %
Inhibition rate

4 d

AL S 比活力 ( A 530 nm)
AL S activity

抑制率/ %
Inhibition rate

8 d

AL S 比活力 ( A 530 nm)
AL S activity

抑制率/ %
Inhibition rate

Ⅰ 0. 145 3 ±0. 008 7 c 74. 13 0. 299 0 ±0. 007 6 b 39. 47 0. 366 3 ±0. 009 0 b 23. 54

Ⅱ 0. 210 3 ±0. 011 3 b 62. 55 0. 253 3 ±0. 021 3 b 48. 72 0. 163 7 ±0. 035 9 c 64. 96

Ⅲ 0. 182 3 ±0. 074 7 bc 67. 54 0. 254 0 ±0. 004 4 b 48. 58 0. 241 7 ±0. 012 3 bc 48. 27

CK 0. 561 7 ±0. 063 8 a 0. 494 0 ±0. 023 8 a 0. 467 3 ±0. 007 4 a

M = 104. 12 M = 103 . 48 M = 85. 17

　讨　论

三叶草因其具备很强的环境适应能力和耐贫

瘠、耐干旱、生长快、侵占能力强等特点 ,已逐步成为

危害严重的恶性杂草 ,对其防治的研究具有重大意

义。本试验结果表明 ,氯氟吡氧乙酸异辛酯与百草

枯混配 ,其混剂对三叶草叶片的电导率和叶片氧自

由基产生速率有较强的增效作用。袁巧霞等[11 ] 研

究了大棚土壤浸提液电导率与盐分的关系 ,结果表

明浸提液总盐含量越大 ,电导率越大。

本试验结果还表明 ,氯氟吡氧乙酸异辛酯与百

草枯复配混剂对三叶草组织有很大的破坏作用 ,能

导致叶片细胞组织液泄漏 ,电导率相对于单剂明显

增强 ,表现出很强的增效作用。近年来 ,大量研究亦

表明 ,植物在逆境胁迫下超氧阴离子自由基 (O2
- ·)

产生的速率都会增加[ 12214 ] 。本试验中三叶草经药剂

处理后 ,各处理叶片氧自由基产生速率明显高于空

白对照 ,且混剂处理 4 d 后 M 值达到 262. 12 ,增效

作用非常显著。O2
- ·具有极强的氧化性 ,能造成细

胞膜脂质过氧化 ,从而导致膜系统损伤和细胞氧

化[15 ] 。

氯氟吡氧乙酸异辛酯与百草枯复配混剂处理三

叶草之后 ,对 AL S 活力的抑制表现为相加作用 ,可

能是因为 2 个单剂在作用原理和时效的差异 ,导致

2 种有效成分在发生作用时形成作用空间上 (百草

枯为触杀作用 ,氯氟吡氧乙酸异辛酯为内吸输导作

用)和时间 (百草枯效果较快 ,氯氟吡氧乙酸异辛酯

效果较慢)的差异。该种差异也为研究混剂对三叶

草根系活力的作用和增效作用机理增加了难度。如

何选择有效方法进行测定还有待进一步探讨。
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Effects of Physiology and Biochemistry of the Fluroxypr2Mepthyl ,

Paraquat and Their Mixture on Tri f olium re pens Linn.

WAN G Xue2gui1 ,2 　L UO Ming1 　XU Han2hong2 　YAN G Zhong2ling1 　TAN G Ke2wei1 　ZHA G Min1

1 . A g ricul t ural Col lege , S ichuan A g ricul t ural U ni versi t y , Ya′an 625014 , Chi na;

2 . Key L aboratory of N at ural Pestici des an d Chemical B iolog y , M i nist ry of Ed ucation/ Col lege of

Resources an d Envi ronment , S out h Chi na A g ricul t ural Universi t y , Guan gz hou 510642 , Chi na

Abstract 　T ri f ol i um repens Linn. is one of t he familiar herbs in agricult ural p roduction and it is

significant to st udy how to cont rol it . Effect s of p hysiology and biochemist ry of t he mixt ure of fluroxypr

mept hyl and paraquat (4 ∶1 , t he p roportion of effective ingredient s) against T. repens were st udied with

pot screening ,including conductivity ,oxygen f ree radical p roduced rate ,acetolactate synt hase (AL S) ac2
tivity and so on ,with fluroxypr mept hyl and paraquat as cont rols. The result s indicated t hat the mixt ure

t reatment showed very st rong synergism against T. repens’ conductivity and oxygen f ree radical p roduced

rate ,which the M value of the actual to the t heoretical inhibition ratio of conductivity was 789. 44 af ter 2

days t reat ment and t he M value of the actual to t he theoretical inhibition ratio of oxygen f ree radical p ro2
duced rate was 262. 12 af ter 4 days t reat ment . The addition f unction was also displayed on AL S activity

with the M value of 104. 12 af ter 2 days t reatment . Therefore ,t he synergism proportion is wort hy of a

f urther study.

Key words 　T ri f ol i um re pens Linn. ; fluroxypr2mept hyl ; paraquat ; p hysiology and biochemist ry
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