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柞蚕蛹抗菌物质的诱导源的研究
’

周奇“ 黄自然

( 蚕桑系 )

卢蕴良

祁国荣 屈贤铭

( 中国科学院上海生物化学研究所 )

提 要

本文进行了细菌
、

菌疫苗
、

某些化学物质
、

生理盐水及超声波等刺激诱导柞蚕
,

A nt 耘er
-

eQ 己 P er yn 乞滞育蛹产生抗菌物质的试验
。

初步表明
,

上述处理都能诱导柞蚕蛹产生一定数 量 的

抗菌物质
,

反映了柞蚕抗菌物质的诱导源是非特异性的
。

应用 15 % 聚丙烯 酞
.

胺 凝胶平板电

泳
,

分离和鉴定了血淋巴中诱导产生的三种抗菌蛋白
,

分别是 p s
.

gP D及 gP E
。

诱导的蛹血淋巴

经葡聚糖G一 50 柱层析可获得一个溶菌酶的组份
。

昆虫免疫和防御机制的研究
,

近年来有了很大的进展
。

曾以蜡螟
, G口u er 记 爪日乙On

~

e不l a 〔 ’ 。 ’ 、

天蚕
,
H如 zo p h o r a e e e r o p￡a 〔 8 〕 〔。 〕 、

柞蚕
,

A n t孔e r e a e p e r n 夕艺〔 “ 〕 〔 4〕 、

蓖麻蚕
,

S a m乞a e夕n才九玄a r i e艺n 乞〔 ` 。〕 、

家蚕
, B o m b夕x 机 o r i 〔 “ 〕及东亚飞蝗

, L o e u s t a m 乞g r a t o r 艺a 〔 ’ ”〕等

昆虫的幼虫或蛹作材料
,

分别注射细菌
、

菌疫苗
、

生理盐水均能诱导血淋巴产生某些抗

菌蛋白
。

它们具有较强的杀菌能力而且是广谱性的
,

能杀死 10 种以上的革兰 氏阴性或阳

性的细菌 〔 “ 〕 〔 4 〕 〔 7 〕 。

因此
,

研究昆虫免疫或 防御机制不仅在理论上有重要意义
,

在
`

生

物防治
、

蚕病的预防及抗病品种的选育等方面也有一定的指导作用
。

本试验着重探讨不

同的诱导源对柞蚕滞育蛹血淋巴中抗菌物质的诱导作用
。

材 料 及 方 法
’

(一 ) 材料

柞蚕滞育蛹
。

吉林二化性品种小黄皮 ; 广西一化性品种河三九 ; 河南一化性品种三

三 ; 细菌
。

大肠杆菌
, E o e几e r玄e九艺a C o z￡ 1

·

9 7 3 ; 大肠杆菌抗链霉素突变株
, E

. e o 不宕

K一 1 2 D 3 1 ;
溶壁微球菌

,

M玄e r o C o e e u s 不sy o d e玄k t艺e u s 1
.

6 3 4
。

·
本 文承华南农学院枚 医 系教授欧宇抒 及迁宁省蚕业研完所付所 长李广泽审阅

,

广 西蚕业指导所
、

河 南省蚕业试验场及吉林省蚕 业研究所给予支持和帮助
,

深表讲意
。

二 本院 1 98 2局 研完生
,

现

于 中国农业科学院蚕 业研完所工作
。
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(二 ) 诱导源的制备

1
.

3 %福尔马林菌苗
:

在液体培养基中接种大肠杆菌
, 3 7

“

C培养 24 小时后
,

加人

一定量 36 %甲醛
,

使成为 3 %福尔马林溶液
。

在 4
“

C放置 24 小时
,

离心 ( 2 5 0 0转 / 分 ) 15

分钟
。

沉淀的菌体用 0
.

9%氯化钠液洗涤
,

离心
,

反复 3 次
。

所得菌体经培养确认是死菌

苗
,

置冰箱中贮备供用
。

2
.

紫外线照射菌苗
:
按上法获得的大肠杆菌菌体

,

置于培养皿内
,

在无菌箱中用

25 7
.

3n m
、

30 瓦紫外线灭菌灯灭菌
。

距离 40 厘米
,

时间 8 ,.J 时
。

经培养确认为死菌苗
,

置冰箱中贮备供用
。

3
.

大肠杆菌丙酮粉
:

按上法获得的大肠杆菌菌体
。

当处于对数生长末期时离心收

集
,

每升培养基约得鲜菌体 6 克
。

取 30 克鲜菌体 加人等量 。
.

9 %氯化 钠液稀释
,

再加入

30 0毫升预冷的丙酮
,

在冰溶中用 S D一 20 0型高速捣碎机 ( 8
, 0 00 一 1。 ,

00 0转 / 分 ) 处理

2 分钟
,

过滤
,

沉淀物在真空干燥器中干燥
,

所得的大肠杆菌丙酮粉置冰箱中贮备供用
。

4
.

大肠杆菌核酸及脱氧核糖核酸
:

以大肠杆菌丙酮粉中提取
。

参照 H or
o h k i s s的

方法 〔 ’ “ 〕 。

5
.

其他诱导源均为国内的商品
。

(三 ) 柞蚕蛹的诱导方法

1
。

大肠杆菌诱导
:
在琼脂培养基上生长 24 小时的大肠杆菌

,

稀释在昆虫生理盐水

(氯化钾 40 份 ; 氯化镁 18 份 , 氯化钠 4 份 ; 氯化 钙 3 份
。

均系 o
.

15 M 水 溶 液 ) 内
,

每 0
.

1毫升含大肠杆菌 6
.

5 X l o
。 ,

每蛹注 射 50 微升
。

以微量注射器自蛹体背部节间膜处

注人
。

处理后的蛹置于 25
“

C
,

相对湿度60 一 80 %条件下保护
。

2
.

3 %福尔马林菌苗及紫外线照射菌苗的诱导方法同上
。

3
.

化学物质诱导
:

一定量的大肠杆菌丙酮粉 ; 大肠杆菌核酸
、

脱氧核塘核酸
,

鼠

肝 RN A
,

酵母R N A ; 三磷酸尿嚓咤核营
,

尿 嚓吮核昔
,

尿 嚓咤 ; 牛血 清白蛋白
,

L一

亮氨酸
,

生理盐水及葡聚糖粒子等
,

除葡聚塘粒子在室温下用昆虫生理盐水浸泡 24 小时

外
,

余均用昆虫生理盐水配成一定浓度的溶液
,

如上法注射和保护
。

4
。

超声波诱导
:

用频率 20 件赫兹
,

功率 1 50 瓦的超 声波发生器处理 柞蚕蛹
。

详见

祁国荣等报道的方法 〔 ` 〕 。

( 四 ) 抗菌活性的测定

1
.

杀菌活性的测定
: 用比浊法侧定

。

以大肠杆菌作底物
,

经 o
.

15 M磷酸盐 缓冲液 ( p H

6
.

47 ) 调整到 5 70
n m的光密 度 ( E ) 为 。

.

3一。
.

5
,

加入 1 %体积的 诱导蛹 血 淋 巴 , 对

照区则加人相同体积的未经任何处理的滞育蛹血淋巴或磷酸盐缓冲液
。

在 3 7
`

C水浴中培

育 30 分钟
,

取出后置冰浴中
,

测定 5 7 O n m 光密度读数
。

一个单位的杀菌活性值U
,

是 指

与对照区相比较在 5 7 o n m 的光密值 减少 50 %为 准
。

按 H
u
lt m a r k等 〔 。 〕 的公式 计 算

。

U一粼
A

。
一 A

A
。

A
。

为对照区 5 7 0 n m光密度读数 , A为处理区 5 70n m光密度读数
。

2
.

溶菌活性的测定
:

用同上的比浊法
。

以溶壁微球菌作底物
。

在 37
“

C水浴 中培育
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5分 ’中或适宜的时间
。

钡 l定 57 On m光密度读数
。

溶菌活性单性位 U口 =

丫
。
一 A

A
。

。

符号

同上
。

(五 ) 聚丙烯酸胺凝胶平板电泳
:

按 H u lt mr ak 等的方 法 〔 。 〕 。

以瑞典 P h r a m ae ia

公司的平板 电泳仪作 电泳
。

每孔加人蛹血淋巴2 0微升 (其中另 加入 0 1微升 IM 醋酸
,

10 微

升 20 %蔗搪 )
,

在酸性条件下
, 2 00 伏

,

电泳 2小 时
。

(六 ) 葡 聚糖 G一 50 柱层析
:

参照常规方法进行
。

层析柱为 1 00 火 2
.

5厘 米
,

全部提

纯过程在 4
O

C下进行
。

结 果

(一 ) 大肠杆菌
、

菌苗对柞蚕蛹的诱导作用

滞育的柞蚕蛹注射活的大肠杆菌或具有细胞结构而无生命活力的大肠杆菌菌苗
,

均

能诱导血淋巴中产生抗菌物质
。

其活性列于表 1

表 1 大肠杆菌及菌苗诱导柞蚕蛹产生的抗菌物质的活性
’

~ ” ’

八
·

” …舔霜 卜器就
大肠

:
菌
:
菌体

二

…
0
一

…
’ · 。’

3 %

翩哪
菌苗

{
。
.61 …

’
.18

.l
_

二
旧
~ 紫外
赞赞?.. …

0
.38

:

…
。
.92 _

_· 品种
: 小 黄皮 ; 注射 剂量

:
50 川 / 蛹 ; 诱导时间

: 9 6小 时 , 每处理重 复 3 次
。

(二 ) 化学物质对柞蚕蛹 的诱导作用

滞育柞蚕蛹注射某些可溶性化学物质

或不溶解的葡聚糖 G一 50 粒子
,

甚至是昆

虫生理 盐水
,

都能诱导 血淋巴产生一定数

量的抗菌物质
。

其结果列于表 2
。

( 三 ) 超声波对柞蚕蛹的诱导

滞育柞蚕蛹经超声波处理后
,

由于声

波能量的作用
,

同样能诱导产 生 抗 菌 物

质
。

用比浊法测定其诱导后 9 6小时的血淋

巴中溶菌活性为 0
.

91 单位 / 时血淋 巴
,

即

每分钟能溶解 O
.

S X I O “
个溶壁微球菌

,

接

近于大肠杆菌活菌体诱导的溶 菌 活性 水

平
。

见图 l 。

1 0

8

、

狱

- -一~ 」

一
~ ~ ~ 一目氏

- - -
-

」` 一
-

- _ _ 山

不 奴 弓
` 产 .

一

… … 对照区血淋巴 ; 一一 ;超声波诱导后肪小时血

巴性淋活血的时质淋巴 ;一一 ;大肠杆菌注射诱导后 96,]
、

图 1 超声波诱导柞蚕蛹产生抗菌物
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表 2 化学物质
、

粒子诱导作蚕蛹产生抗菌物质的活性
,

诱 导 源
剂 量

(卜g / 5 0 u l )

诱导时间

(小 时 )

杀菌活性

( U E / 协I / )

溶菌活性

( U m / 协l / )

ùUO自,O内D,止叮f八“nón甘O口厅̀内0uJ只ù口勺八匕d只
.. .

……
ù日ó八UóU1

1

1
0n
Unùnùnà,J,人月行了了J任9自勺匀d.一电.上口曰

..

…
n甘八曰ùOn
甘nà

月任
ù
日ù月路
ù

ǹ,é,ó

…
0

。
2 1

0
。
2 8

0
。
1 2

0
。

吐1

。八n。门U00ēXQURùRù。OUUco,1
八七dó月伙J任月Ù性月月性J性d二

J以ù滩任门了大肠杆菌丙酮粉

大肠杆菌核酸

大肠杆菌脱氧核糖核酸

鼠肝 R N A

酵母 R N A

三磷酸尿等 ( U T )P

尿吻吮核菩

尿啥吮

牛血清清白蛋白

L一亮氨酸

昆虫生理盐水

葡聚糖 G一 50 粒子

1
。

5

1 1
。

0

3 0
。

0

1 2 5
。

0

1 2 5
。
0

1 2 5
。
O

1 2 5
。
0

1 2 5
。
0

1 2 5
。

0

1 2 5
。
0

/

1 2 5
。
0

·
品种

:

二 小黄皮雌蛹 ; 共余为三三品种
。

( 四 ) 柞蚕蛹血淋巴中诱导产生的抗菌物质 的分离及鉴定

经诱导后的柞蚕蛹血淋 巴用 7
.

5%聚丙烯酞胺凝胶园盘电泳后
,

用考马氏蓝 R一 2 50 染

色
,

发现诱导淋巴较对照 区 增 加几条新

的蛋白区 带
。

见图 2
。

与 B o m a n等 〔 , 〕 及

黄 自然 等 〔“ 〕 报 道的结果相 似
。

初 步

认为这些新 增加的蛋白 区带 为 p s
、

p 7

和 p g
。

其 中 p 7 是 溶 菌酶
, p g 是 抗 菌

蛋白
, p s 可能是前躯物

。

进一步将大肠杆菌及超声波诱导的柞

蚕蛹血淋巴作 1 5%聚丙烯酸胺凝胶平板电

泳
,

在酸性条件下分离到 3 种抗菌蛋 白
。

见图 3
。

图中的抑菌斑是显示对大肠杆菌

抗链霉素突变株
,

E
· 。 ol i K 一 12 D 31 的

S ,

大肠杆菌注射诱导后4 8小时 ,

S :

大肠杆菌注射诱导后 96 小时
;

C
,

对照

图 2 作蚕蛹血淋巴聚丙烯酞胺电泳图谱

抑菌效果
。

其中 gP D最明显
, p s 次之

,

gP E最小
。

超声波诱导的抗菌蛋白与大 肠杆菌

诱导的基本相同
。

而对照区则不存在以上三种抗菌蛋白
。

(五 ) 柞蚕蛹血淋巴中溶菌酶的分离

以葡聚糖 G一 50 柱层析法进行
。

取 10 毫升经大肠杆菌诱导后 的血淋巴
,

加人 等 量

0
.

9 %氯化钠溶液稀释
,

离心弃去沉淀作 为样本
。

层析后
,

用 含 0
.

15 M氯化钠的 0
.

01 M磷

酸盐缓冲液 (P H 7
.

2) 冲洗
、

收集洗脱液
,

经测定在 1 30 ~ 1 60 毫升的分部 出现一个溶菌

酶的活性峰
。

其溶菌活性与分部中的蛋白质含量相吻合
。

见图 4
。

分离得到的溶菌酶粗

品
,

测知其最适 p H为 5
.

7
,

最适反应温度为 55
O

C
。
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一一叻一ù叨

:.O以e o .o . *州
溶酶菌活力会日ù三à

1
.

大肠杆菌诱导 96小时 , 2
.

对照区

8
.

超声波诱导后 72 小时
; 4

.

同上诱导

后 96 小时 , 图中所示为对大肠杆菌的抑菌斑
。

图 3 柞蚕蛹血淋巴抗菌物质的分离和鉴定

洗脱液体积 ( m l)

—
溶菌酶活力 ,

- - -

一蛋白质含量洗脱过程每管 4 毫

升
,

每小时 6 管
,

共收 2 00 管
。

图 4 葡聚糖 G一 50 柱层析分离柞蚕蛹血淋

巴中诱导产生的溶菌酶

讨 论

由于外源性的诱导物的作用
,

使昆虫产生一 系列抗菌物质已经一再被证实 〔 “ ’
`

3 ,

但 昆 虫 体 内不 存 在 专一的抗体
、

补体和备解素等休系
,

因而不同于 脊 椎动 物 的免

疫体 系 「8 〕 。

本 试 验 初步证明柞蚕蛹的诱导源是非专一性的
、

广谱的
。

包 括 注 射 细

菌
,

菌苗
,

某些化学物质
,

生理盐水及超声波均能诱导其血淋巴中产生抗菌物质
。

不同

的诱导源诱导产生的抗菌物质的种类是基本一致的
,

但诱导的抗菌活性则有一定差异
。

如大肠杆菌菌苗达到了大肠杆菌活菌体的诱导水平
,

超声波处理亦接近大肠 杆 菌 的 水

平
。

各种化学物质和生理盐水的诱导活性较低
。

联系到国内外报道放线菌素 D和放线 菌

酮等转录和翻译抑制剂能阻歇细菌或超声波对天蚕蛹
、

蜡螟
、

家蚕及柞蚕蛹抗菌物质的

形 成 这 一事实 (见 大 森 等 厂” 了 、

H tt l t m a r K 等
` 。 〕

、

H o f f m a n n
等

「` 。 二 ` ” 〕 及 祁

国荣等
` ’ 〕 )

。

我们认为昆虫的抗菌物质基因在正常滞育状态 下 可 能 封 闭的
,

当遭 受

到各种异物的入侵或刺激后
,

墓因被触发而启动
、

转录成m R N A
,

再翻译成抗菌蛋白以

抵御外来的
“
侵犯

” 。

各种不同的诱导源对柞蚕蛹的基因的诱导效应可能是不尽相同
,

因而合成的抗菌物质在数量上 ( 活性上 ) 有一定差异
。

由此看来柞蚕蛹体的抗菌物质诱

导应答体系将是一种独特的低级的免疫体系
。

它的最大特点是缺乏特异性
。

昆虫的这种

非特异性的免疫体系反映了生物进化过程中由低级向高级的演变历程
。

1 9 8 2年 钟 文 彪

等
“

应用聚肌胞 核营酸 ( P ol y l
:

C )注射或添食于家蚕能诱导对家蚕细胞质多角 体 病

毒的抑制作用
。

最近屈贤铭 等 〔待发表材料 )注射 P a l y l
:

C能诱导家蚕血淋巴产生一种

新的抗菌活性物质
,

现正在分离提纯之中
。

P ol y l ; C能诱导家蚕产生抗病毒活性及抗细
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菌活性的现象与本文的不同诱导源诱导的抗细菌活性之间是否有一定的联系
,

是十分令

人感兴趣的事情
。
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