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摘　要　以垂柳为材料研究 4种注干药剂 (吡虫啉、啶虫脒、吡虫啉·敌敌畏和敌畏·氧乐)树干注药后其叶片内几

种保护酶活性及游离脯氨酸含量的变化。结果表明 :4种药剂树干注药后垂柳叶片内超氧化物歧化酶 (SOD)活性

均呈现上升-下降-上升的过程。敌畏·氧乐对 SOD影响最明显 , 药后 1 d活性上升了 85101 % ,6 d活性下降了

35199 % ,20 d上升了 32100 %。各药剂处理均可提高多酚氧化酶 ( PPO)和苯丙氨酸解氨酶 ( PAL)的活性 ,抑制过氧

化物酶 ( POD)活性。吡虫啉对 PPO刺激作用最明显 ,药后 10 d活性上升了 21187 % ;对 POD抑制作用最显著 ,药

后 6 d活性下降了 24178 %。敌畏·氧乐对 PAL 活性影响最显著 ,药后 6 d活性上升了 28197 %。各药剂处理均可

提高游离脯氨酸的含量 ,其中敌畏·氧乐的影响最显著 ,药后 3 d含量增加了 52191 %。树干注药 30 d后各处理组

SOD、POD、PPO和 PAL 活性及游离脯氨酸的含量均逐渐恢复到对照水平。
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Abstract　The effects of four typ es of liquid p esticides (imidacloprid , acetamiprid , imidacloprid + DDVP and DDVP +

omethoate) on s ome protective enzymes and dis s ociative proline in weeping willow ( Salix babylonica Linn) leaves

through trunk injection were reported. The res ult showed that the activity of SOD exp erienced a raising2des cending2rais2
ing process after a trunk injection. Among four p es ticides , DDVP + omethoate affected the activity of SOD greatly , the

activity was increas ed 85101 % within one day , reduced 35199 % within six days and increas ed 32100 % within twenty

days after a trunk injection. All of four p es ticides caus ed the increas e of PPO and PAL activity and the decreas e of POD

activity. Imidacloprid s eriously affected PPO and POD activities , the activity of PPO was increas ed 21187 % within ten

days after a trunk injection , and the activity of POD was reduced 24178 % within six days after a trunk injection. DDVP

+ omethoate affected PAL activity greatly ; the activity was increas ed 28197 % within six days after a trunk injection.

The content of dis s ociative proline had als o des cended after treated by the four p es ticides through trunk injection. DDVP

+ omethoate affected the content of proline greatly ; the content was increas ed 52191 % within three days after a trunk

injection. The activity of SOD , POD , PPO , PAL and the content of dis s ociative proline had come back to the control

level within thirty days after a trunk injection.
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　　树干注药技术通过林木树干施药 ,药剂直接注

入树木体内 ,不与周围环境接触 ,从而避免了环境污

染 ,是一种理想的、与环境相容的农药使用技术[1 ]。

树干注药对刺吸式口器害虫、食叶类害虫具有理想

的防治效果 ,尤其对于防治林木蛀干害虫意义重大。

目前该技术在森林、公园、城市园林绿化等的害虫防

治中得到应用[224 ]。田间试验结果表明 30 %敌畏·氧

乐、吡虫啉等药剂注干后对危害林木的多种蛀干、食

叶、枝梢害虫有较好的防效[527 ]。

农药使用时常与被保护植物密切接触 ,因而对

被保护植物的影响较大 ,已引起人们的广泛关注。

叶面喷雾对植物生理生化的影响已有相关报

道[8211 ]。超氧化物歧化酶 ( SOD) 和过氧化物酶

( POD)为动植物体内抗氧化物保护酶 ,在植物抗逆

反应中起重要作用[12213 ] ;多酚氧化酶 ( PPO)为植物

体内酚类物质代谢的参与酶 ,与植物抗病性相

关[14 ] ;苯丙氨酸解氨酶 ( PAL)是植物体内苯丙烷类

代谢途径中的限速酶 ,调控酚类物质和木质素在植

物体中的合成和积累 ,其活性高低在一定程度上反

映植物特定时期次生代谢物质合成的速度[15 ]。植

物受到一定程度的逆境胁迫后 ,体内游离脯氨酸含

量会增加[16 ]。树干注药时药剂直接进入并分布于

树体内 ,在树体内有较长的残留期[17 ] ,因而树干注

药对树体的影响较其他施药技术更加直接[18 ]。笔

者采用 4 种对林木害虫具有良好防效的注干药

剂[3 ,7 ] ,研究其经树干注药后对垂柳叶片内 SOD、

POD、PPO和 PAL 的活性及游离脯氨酸含量变化的

影响 ,旨在深入了解农药使用的负效应 ,以期为农药

的合理使用提供理论指导。

1　材料与方法

111　供试药剂

有效成分为 415 % (质量分数 ;无特殊标注同

此) 的吡虫啉 ( imidacloprid ) 、5 %的啶虫脒 ( ac2
etamiprid)和 14 %的吡虫啉·敌敌畏 (imidacloprid +

DDVP)注干液剂 (内含 4 %的吡虫啉和 10 %的敌敌

畏) ,均由西北农林科技大学无公害农药研究服务中

心提供。除有效成分外 ,3 种注干药剂中均还含有

溶剂甲醇、乳化剂 OP210 及助溶剂等。30 %的敌

畏·氧乐 (DDVP + omethoate)注干药剂由杨凌农药

化工有限公司生产。

112　供试树木

垂柳 ( S ali x babylonica Linn) ,在陕西杨凌农业

高新产业示范区公路苗圃柳树幼林地内选择树龄 4

年、树高 4～5 m、胸径 5 cm左右、生长良好、树势均

一的垂柳供试。

113　树干注药及采样

采用自流式树干注药技术施药 [3 ] ,注药前将

415 %吡虫啉、5 %啶虫脒和 14 %吡虫啉·敌敌畏注

干药剂装入自流式注药器 (西北农林科技大学无公

害农药研究服务中心提供)中备用。用可充电式电

钻在树干基部距地面 20 cm处斜向下 45°打一直径

014 cm、深 3～4 cm的小孔。用小刀将自流式注药

器尖端削开 ,用针将盲口捅破后插入孔内 ,待药液完

全进入树体后收回注药器。注药量为 8 mL/树 ,每

处理重复 3次。

注药时间为 2005年 4月 15日 ,于注药后于 0、

1、3、6、10、15、20、30 和 45 d采样。叶片采集方法 :

分别在树冠中部的东、南、西、北 4个方位采样 ,将采

集的每一处理的样品混合 (叶片不少于 100片) 。用

毛刷刷去叶片表面的污物 ,并用蒸馏水洗净、擦干 ,

保存于 - 20 ℃冰箱中备用。

114　保护酶活性测定

11411　酶粗提液的制备

1)将 1 g样品放入预冷的研钵中 ,加入 4 mL 预

冷的 0105 mol/ L 磷酸盐缓冲液 (p H 718 ,含 1 %聚乙

烯吡咯烷酮)及 012 g石英砂 , 冰浴中研磨成匀浆 ,

0～4 ℃下高速冷冻离心机上离心 15 min (12 000 r/

min) ,取上清液于 - 20 ℃低温保存 ,用于 SOD活性

测定。

2)将 1 g样品放入预冷的研钵中 ,加入 4 mL 预

冷的蒸馏水及 012 g 石英砂 , 冰浴中研磨成匀浆 ,

0～4 ℃下高速冷冻离心机离心 20 min (12 000 r/

min) ,取上清液 - 20 ℃保存 ,用于 POD、PPO 活性

的测定。

3)将 1 g样品放入预冷的研钵中 ,加入 4 mL 预

冷的 0105 mol/ L 硼酸盐缓冲液 (p H 818 ,含 5 mmol/

L 巯基乙醇 ,1 %聚乙烯吡咯烷酮)及 012 g石英砂 ,

冰浴中研磨成匀浆 ,0～4 ℃下高速冷冻离心机离心

15 min (12 000 r/ min) ,取上清液 - 20 ℃保存 ,用于

PAL 活性的测定。

11412　酶活性测定　SOD活性测定采用氮蓝四唑

(NB T)法[19 ] ,每 min内抑制光氧化还原 NB T 50 %

为 1个酶活性单位 (U) ,酶活性为每 g鲜样的 U 数 ,

U/ g。POD活性测定采用愈创木酚法[19 ] ,酶活性以

在 470 nm 下 ,每 g 鲜样每 min 的光密度变化值
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ΔD470表示。PPO活性测定参照李靖等[20 ]方法 ,酶

活性以 398 nm下 ,每 g鲜样每 min的光密度变化值

表示ΔD398。PAL 活性测定为 , 测定 D290值 ,以 D

值变化 0101为 1个酶活力单位[21 ]。

115　游离脯氨酸含量测定

采用酸性水合茚三酮显色法测定[22 ]。

2　结果与分析

图 1　树干注药后柳树叶内 SOD、POD、PPO、PAL活性及游离氨酸含量的变化
Fig. 1　Effect of pesticdes on SOD , POD , PPO and PAL activity and Proline

content of S . babylionica by trunk injection

211　树干注药对柳树叶内超氧化物歧化酶的影响

树干注药后 SOD活性呈波动变化 ,经历了上升

-下降-上升的过程 (图 1 (a) ) 。各处理组中 ,药剂敌

畏·氧乐对 SOD影响最明显 ,药后 1 d与对照相比 ,

酶活性上升了 85101 % ;随后下降 ,6 d 时酶活性最

低 ,下降了 35199 % ;随后酶活性再次上升 ,20 d 时

上升了 32100 %。吡虫啉、吡虫啉·敌敌畏和啶虫脒

处理引起 SOD上升 ,药后 3 d时酶活性达到峰值 ,分

别上升了 67115 %、44159 %和 35136 % ;随后酶活性

下降 ,6 d 时最低 ,分别下降了 14101 %、21102 %和

33117 % ;然后酶活性再次上升 ,15 d时分别上升了

26153 %、15168 %和 41157 %。药后 30 d 各处理组

SOD活性均逐渐恢复到对照水平。

212　树干注药对柳树叶内过氧化物酶的影响

树干注药后药剂对 POD活性主要表现为抑制

作用 (图 1 (b) ) 。注药后 POD活性经短暂上升后下

降 ,几种药剂中吡虫啉处理对 POD 活性影响最显

著 ,药后 1 d时对 POD 活性刺激作用最明显 ,活性

上升了 27103 % ,药后 6 d对 POD 活性抑制作用最

强 ,活性下降了 24178 % ;敌畏·氧乐处理药后 3 d

POD活性降低了 23133 %。药后 30 d 各药剂处理

组 POD活性均接近对照水平。
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213　树干注药对柳树叶内多酚氧化酶的影响

树干注药后 PPO 活性主要表现为升高 (图 1

(c) ) 。吡虫啉、吡虫啉·敌敌畏和啶虫脒处理对 PPO

活性影响规律相似 ,均可刺激 PPO 活性升高 ;药后

10 d时活性最高 ,分别上升了 21187 %、16154 %和

12187 %。敌畏·氧乐处理前期抑制 PPO活性 ,药后

6 d活性最低 ,下降了 13127 % ;然后活性上升 ,15 d

时达到峰值 ,活性上升了 15139 %。各处理组中 ,吡

虫啉对 PPO刺激作用最明显。药后 30 d各处理组

PPO活性逐渐恢复到对照水平。

214　树干注药对柳树叶内苯丙氨酸解氨酶的影响

各药剂处理对 PAL 活性影响存在一定差异 (图

1 (d) ) ,敌畏·氧乐处理对 PAL 活性影响最显著。敌

畏·氧乐和啶虫脒处理后刺激提高 PAL 活性 ,敌畏·

氧乐处理药后 6 d活性上升了 28197 % ,啶虫脒处理

药后 15 d活性上升了 20131 %。吡虫啉·敌敌畏和

吡虫啉处理后 PAL 活性呈现出先抑制、后上升的变

化 ;药后 6 d活性分别下降了 12196 %、8107 % ,药后

15 d活性分别上升了 13145 %、8193 %。药后 30 d

各药剂处理组 PAL 活性逐渐恢复到对照水平。

215　树干注药对柳树叶内脯氨酸含量的影响

各处理均可提高垂柳叶内游离脯氨酸的含量

(图 1 (e) ) ,药剂敌畏·氧乐对游离脯氨酸含量影响

最显著。敌畏·氧乐处理药后 3 d游离脯氨酸的含

量与对照相比上升了 52191 % ,吡虫啉·敌敌畏、吡

虫啉和啶虫脒处理药后 10 d游离脯氨酸含量分别

增加了 44113 %、35158 %和 26162 %。药后 30 d各

处理组游离脯氨酸含量逐渐恢复到对照水平。

3　结论与讨论

本研究结果表明 :吡虫啉、啶虫脒、吡虫啉·敌敌

畏和敌畏·氧乐树干注药后均可不同程度提高柳树

叶片内 SOD、PPO、PAL 的活性 ,抑制 POD的活性 ,

提高游离脯氨酸含量 ,各药剂处理之间对酶活性及

游离脯氨酸含量的影响存在一定差异。药剂处理后

SOD活性呈现出波动变化 ,经历了上升-下降-再次

上升的变化 ,敌畏·氧乐对 SOD 影响最明显。吡虫

啉、吡虫啉·敌敌畏和啶虫脒树干注药后对 PPO 活

性影响规律相似 ,均可直接刺激 PPO 活性升高 ,敌

畏·氧乐处理前期抑制 PPO活性 ,后期 PPO活性上

升。各处理组中 ,药剂吡虫啉对 PPO的刺激作用最

明显。药剂敌畏·氧乐和啶虫脒处理后直接刺激提

高 PAL 活性 ,药剂吡虫啉·敌敌畏和吡虫啉处理后

PAL 活性呈现出先抑制、后上升的变化 ,药剂敌畏·

氧乐处理对 PAL 活性影响最显著。药剂处理抑制

POD 活性 ,注药后 POD 活性经短暂上升阶段 ,然后

迅速下降 ,几种药剂中吡虫啉处理对 POD 活性影响

最显著。

树干注药可提高游离脯氨酸的含量 ,提高树体

的抗逆性 ,药剂敌畏·氧乐对游离脯氨酸含量影响最

显著。

在药剂胁迫的影响下 ,树干注药后各处理组柳

树叶内 SOD、POD、PAL、POD的活性和游离脯氨酸

含量在经历了各种不同程度的变化后 ,30 d时均逐

渐恢复到对照水平。笔者在研究中还发现这 4种注

干药剂树干注药后 30 d内对可溶性总糖、纤维素含

量的影响主要表现为抑制作用 ,对叶绿素、可溶性蛋

白、淀粉含量的影响则表现为先抑制后增高[23 ]。田

间试验表明 ,树干注药后药剂吡虫啉和啶虫脒在柳

树体内持效期可达 100 d以上 ,药剂氧化乐果和敌

敌畏在柳树体内持效期也超过了 30 d[7 ] ,说明药剂

经树干注药后在树体内较长的残留期内 ,虽然在注

药后一定时间内对树体内某些生理生化代谢产生了

影响 ,但药剂所造成的逆境胁迫是树体可忍耐的 ,随

着时间的延长 ,树体可通过自身的调节作用恢复正

常的生理生化代谢水平。

有关树干注药后树体生理生化代谢水平的变化

对树木抗逆性能力变化造成的影响 ,以及树体应对

药剂胁迫、自我调节恢复正常生理生化代谢水平的

机制 ,有待进一步研究。
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