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摘要 :从海芋 月反℃“ ,证 `汹〕ar ( R
o x b ) C

.

K仪三
h不同部位提取出海芋凝集素粗品

,

并将其分离纯化得到层析纯样品
.

研

究表明
,

海芋凝集素对豆蚜有较强的抗生作用
,

其中以胃毒作用为主
,

有一定的生殖抑制作用
,

对豆蚜的蜜露分泌

有一定影响
.
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随着社会的发展
,

越来越 多的人们致力于寻找

更加符合可持续发展的防治害虫的方法
.

植物凝集

素成为新的研究方向〔`
一 4 ]

.

雪花莲凝集素 (NG A )是

第一个被发现的凝集素
,

对稻飞虱
、

叶蝉
、

蚜虫 等同

翅 目害虫及线虫均有很强的毒杀作用 ;对 咀嚼式 口

器的害虫也有中等的毒杀作用
.

迄今为止
,

邵浓 基因

已成功转人到马铃薯
、

番茄
、

烟草等 9 种作物发挥抗

虫作用
,

取得 了显著的社会经 济效益 s[,
6〕

.

此外
,

应

用于害虫防治的还有麦胚凝集素
、

豌豆外源凝集素
、

芡菜凝集素
、

半夏凝集素等川
.

海芋 A lec 。 记 。由ar ( R
o x b ) C K oc h 属天南星科

,

多年生常绿草本植物
,

野生于中国南方山坡林地
,

生

长茂盛
,

少有病虫侵害
.

在中草药上常作为狼 毒使

用
,

是著名的抗癌中草药
.

《土农药及生物防治》中记

载
,

海芋可防治稻叶蝉
、

稻苞虫
、

粘虫等〔7 }
.

本论文从

海芋中提取凝集素
,

以豆蚜作为防治对象
,

研究海芋凝

集素对豆蚜的抗生作用
,

为今后将海芋凝集素基因转

人农作物防治害虫做好前期工作并进行有益探索
.

1 材料与方法

1
.

1 供试植物及昆虫

海芋 A阮。 故 。南ar ( R o Xb ) C
.

oK hc
,

采 自华南农

业大学昆虫毒理研究室杀虫植物标本园内 ;

豆蚜 助人is

~
初 ar Ko c h

,

华南农业大学教学农

场更豆上采集
,

接于玻璃网室的更豆苗上 自然繁殖
.

1
.

2 海芋凝集素的分离纯化方法

海芋凝集素 (OA )L 粗品的提取
:
参考侯学文等 s[]

的方法
.

分别取新鲜海芋叶
、

块茎捣碎
,

生理盐水 4

℃下浸提 24 h
,

加适量 ( N执 )
2 5 0 4 固体至上清液

,

达

到 3 0 % 饱和度
.

4 ℃下放置 s h 后
,

离心所得沉淀即

收稿日期
二
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为海芋块茎 (叶 ) 0一
0 3% 盐析段凝集素粗品

.

将剩下

的上清液再加适量 ( N风 )
2 5仇

,

达到 80 %饱和度
,

4 ℃

下放置 s h 后
,

离心所得沉淀物即为海芋块茎 (叶 )

30% 一 80% 盐析段凝集素粗品
.

分别将沉淀透析除

盐
,

冷冻干燥
,

即得海芋块茎 (叶 ) 0
一

30 % 盐析段凝

集素粗 品〔以下简称为块茎 (叶 ) I〕
、

海芋块茎 (叶 ) 30

一 80 %盐析段凝集素粗品「以下简称为块茎 (叶 ) n ]
.

海芋凝集素的纯化方法
:
参考侯学文等 s[] 的方

法
.

将粗品溶于 PB S ( p 7H
.

0
,

0
.

00 1 mo F )L
,

上经起

始缓冲液平衡的 Q eS p haID se F as t R o w 柱 ( 2
,

6 c m x

50
.

0 c m )
,

用起始缓冲液洗脱至流出液 D珊 unt < 0
.

02

为止
.

用 0
.

00 1 11刃F L PBS (o
.

l l l x月/ L N a C I )梯度洗脱
,

分部收集
,

流速为 6 滴 /而 n ,

洗脱至流出液在 D珊 nxn <

0
.

02 为止
.

通过血凝活性检测收集活性峰
,

透析除盐
,

冷冻干燥后得到海芋凝集素的层析纯样品
.

1
.

3 海芋凝集素对豆蚜抗生作用测定方法

1
.

3
.

1 忌避作 用 测 定 采用 营养液法
,

参考李友

莲 0[]
、

毛雪〔’ 0] 的方法
.

将石蜡膜截成边长为 1
.

s cm

的正方形
,

将其拉开
,

覆盖在双通管 ( d 二 2
.

s cm
,

h

二 3
.

0 Cm )的一端
,

另取相同大小的石蜡膜与双通管

一同放至紫外灯下照射 巧 而 n
.

在超净工作台上
,

于

双通管的石蜡膜上滴 100 拌L 海芋凝集素药液
,

对照

滴营养液
.

用紫外线照射的石蜡膜将药液封好使之

成为一个载有液体的小囊
.

每管接人 10 头豆蚜
,

双

通管另一端用纱布扎住
.

重复 5 次
.

27 ℃
、

湿度为

80 %
、

12 h 光 / 12 h 暗的光照条件下培养
.

Z d 换 1 次

营养液
.

每天记录每管中取食定居的蚜虫数
,

走动及

饲料外的不计算在内
.

1
.

3
.

2 蜜露分泌抑制作 用测定 采用营养液法
,

参

考李友莲 0[] 的方法
.

将无翅孤雌胎生雌蚜 中等若蚜

接于含海芋凝集素的蚜虫营养液装置 中
,

对照为不

加药品的蚜虫营养液
,

每管 10 虫
,

重复 5 次
.

用 1 张

浸泡过澳甲酚蓝溶液 ( 2 111留mL 乙醇 )的滤纸 (处理前

置于 75 ℃的干燥箱中干燥后变为桔 黄色 )封住管 口

底部
,

蜜露滴到滤纸上变为孔雀蓝色
,

每天检查并记

录滴数
,

计算蜜露分泌抑制率
.

1
.

3
.

3 毒 杀作 用 测 定 采 用 营 养液 法
,

方 法 同

1
.

3
.

1
.

每天检查死亡虫数
.

1
.

3
.

4 生殖抑制作用测定 采用营养液法
,

方法 同

1
.

3
.

1 每天检查所产若蚜数
.

2 结果与分析

2
.

1 忌避作用

2
.

1
.

1 海芋凝集素粗品对豆蚜的忌避作用 测定结

果表明海芋凝集素粗 品对豆蚜有一定的忌避作用
.

观察发现
,

用 or 留 L 海芋凝集素粗品处理 l d 后
,

处

理组有的豆蚜四处爬动
,

不能安定取食
,

而对照组基

本能安定取食
,

说明海芋凝集素粗 品对豆蚜有一定

的忌避作用
.

块茎 n 对豆蚜 的忌避作用较其他粗品

强 (图 1 )
.
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图 1 10 扩L 海芋凝集素粗品对豆蚜的忌避作用
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2
.

1
.

2 海芋凝集素层析纯样品对豆蚜的忌避作用

用含有海芋凝集素层析纯样 品的营养液饲养豆蚜
,

处理开始的第 1
、

Z d
,

忌避率较低 ;处理后第 3 一 s d
,

忌避率有明显增高
,

且处理浓度与忌避率呈正相关
.

1
.

25 岁L 海芋凝集素层析纯样品处理豆蚜后
,

第 3
、

4
、

s d 忌 避率分别为 3 2
.

6 5%
、

30
.

的%
、

34
.

40 % (表

1)
.

质量浓度为 0
.

625 留 L 和 1
.

25 0 岁L 的海芋凝集

素层析纯样 品处理豆蚜的第 1 一 Z d
,

前者忌避率稍

高于后者
,

这可能是由于在处理初期 0
,

625 盯L 的质

量浓度可以对豆蚜产生最强或是接近最强的忌避作

用
,

但是随着时间延长
,

处理 的药品浓度可能有所降

低
,

因此在处理后期呈现浓度与忌避率正相关趋势
.

表 1 海芋凝集素层析纯样品对豆蚜的忌避作用
’ )

1泊b
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0 3 13

0
.
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1
.

25 0

4
.

72 士 0
.

52
e

6
.

67 士 0
.

2 3
a

5
.

28 士 0
.

2 6b

8
.

94
士 0

.

4 8
e

1 1
.

92 士 0
.

3 l a

9
.

7 7 士 0
.

44 b

22
.

3 3 士 1
.

33
e

26
.

98 士 0
.

83b

32
.

6 5 士 1
.

12
a

20
.

88 士 0
.

94
c

2 6
.

44 士 0
.

86b

30
.

X() 士 1
.

36
a

22
.

88 士 1
.

45
c

28
.

84 士 1
.

87b

34
.

4 士 1
.

94
a

l) 表中同列数据后字母相 同者表示在 5 % 水平差异不显著 ( DM R ,
,

法 )
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2
.

2蜜露分泌抑制作用测定

2
.

2
.

1海芋凝集素粗品对豆蚜的蜜露分泌抑制作用

从表 2可以看出
,

海芋叶凝集 素粗品对豆蚜 的蜜

露分泌抑制作用 比海芋块茎凝集素粗品更强
.

海芋

叶 I对豆蚜的蜜露分泌抑制作用最强
,

处理后第 3 d

蜜露分泌抑制率为 74
.

23 %
,

海芋块茎 I 对豆蚜蜜露

分泌抑制作用最弱
,

蜜露分泌抑制率仅为 27
.

84 %
.

2
.

2
.

2 海芋凝集素层析纯样品对豆蚜的蜜露分泌抑

制作用 海芋凝集素层析纯样品对豆蚜蜜露分泌有

较强的影响
,

1
.

25 扩 L 海芋凝集素层析纯样 品处理

豆蚜 4 d
,

蜜露分泌抑制率为 84
.

21 % (表 3)
.

表 2 10 留L 海芋不同部位及盐析段凝集素粗品对豆蚜蜜露分泌的影响 ` }

T曲
.

2 五山肠 i ti侃 .川 o n of h o n 灼心 e w

secer
it 叨 of 10 岁 L A勿时白 “ 勿m l曰比in e r

lld
e of

山阶代 n t o晓夕口 田记 , 戒t o u t训 rt ot . 州 ep a 即肠 d

处理 蜜露分泌抑制率 iihn ib it on art
e of 11o n e

der w cse iert on /%

1沈 a t n le n t l d Z d 3 d 4 d

叶 1 le af l 30
.

56 士 0
.

娜嚼
a 63

.

麟 士 0
.

08 0 a
7 4

.

23 土 0
.

胆 s b lX()
.

X()
土 0

.

X()
e

叶 11 l
e af n 38

.

89 士 0
.

以Zab 54
.

55 士 0
.

2团
a

印
.

82 士 0
.

o l l b 9 1
.

76 土 0
.

m g b

块茎 工 t u l犯
r

1 52
.

7 8 土 0
.

05b5 62
、

34 士 0
.

2 20
a

27
.

84 土 0
.

叫石
a

72
.

94
土 0

.

034
a

块茎 n it止吧 r
n 50

.

00 土 0
.

089b 50
.

65 土 0
.

l so
a

63
.

92
士 0

.

01 b9 80
.

00 士 0
.

能 a8

l) 表中同列数据后字母相同者表示在 5%水平差异不显著 ( DM R r 法 )

表 3 海芋凝集素层析纯样品对豆蚜蜜露分泌的影响
’ )
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1 d 2 d 3 d 4 d

1
.

25 0 43
.

2 1士 0
.

0 84
a

0
.

625 38
.

27 土 o
.

l oo
a

7 1
.

19 土 0
.

05 2 b

1 2
.

82 士 0
.

的g a

76
.

X()
土 0
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o l s b
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.

00
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.

0料 a

84
.

2 1 士 o
.

03 1 b

67
.

11 士 0
.

05 3 a

2
。

2
.

l) 表中同列数据后字母相同者表示在 5% 水平差异不显著 ( DM卫T 法 )

3 胃毒作用测定 定 采用营养液法
,

用海芋凝集素层析纯样品处理

3
.

1 海芋凝集素粗品对豆蚜的胃毒作用测定 营

养液法测定结果表明
,

海芋凝集素粗 品对豆蚜有较

强的胃毒作用
.

块茎 11 对豆蚜 的胃毒作用最 强
,

10

岁 L 质量浓度处理豆蚜
,

48 h 时死亡率为 60
.

04 % ; 72

h 时豆蚜死亡率为 79
.

30 %
.

表明海芋凝集素粗品对

豆蚜有较强 的胃毒作用
,

其中海芋块茎凝集素粗品

对豆蚜的胃毒作用 强于海芋叶凝集素粗品 ; 30 % -

80 %盐析段凝集素粗品对豆蚜 的胃毒作用强于 O -

30 %盐析段凝集素粗品 (图 2 )
,
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图 2 10 岁L 海芋凝集素粗品对豆蚜 的胃毒作用

iF g
.

2 St o m ac h ioxt
c ac it on of lo 群 L c n K

l
e 月阮山记 次扔阻 lce int

o n c o州卿 a a p hi d

2
.

3
,

2 海芋凝集素层析纯样品对豆蚜的胃毒作用测

豆蚜
,

结果表 明海芋凝集 素层析纯样品对豆蚜有较

强的胃毒作用
.

质量浓度为 5 和 10 『 L 的海芋凝集

素粗 品 处 理 后 第 Z d
,

死 亡率 分 别 为 41
.

03 % 和

60
.

04 %
,

而 同浓 度 的海 芋层 析 纯样 品
,

死 亡 率达

75
,

5 1% 和 7 7
.

5 5 %
,

分别提高了 3 4
.

4 8% 和 17
.

5 1% ;

质量浓度为 5 和 10 岁L 的海芋凝集素粗品处理后
,

第 3 d 死亡率分别为 75
.

17 % 和 79
.

3%
,

而同质量浓

度的海芋层析纯样品
,

死亡率达 85
.

42 % 和 89
.

59 %
,

分别提高了 10
.

25 % 和 10
.

29 % (表 4 )
.

.2 4 生殖抑制作用

2
.

4
.

1 海芋凝集素粗品对豆蚜的生殖抑制作 用测定

海芋凝集素粗品对豆蚜 的生殖率有一定 的影 响
,

块茎 0 一
30 % 段和 30 % 一

80 % 段粗 品及 叶 so % -

80 %段粗品处理豆蚜后
,

生殖率明显降低
,

且产若蚜

高峰期有 不 同程 度 的推 迟
,

5 酬 L 块茎 0 一
30 % 和

30 % 一
80 % 段粗品处理豆蚜后

,

产若蚜 高峰期分别

为第 s d 和第 6 d
,

与对照的第 4 d 相比分别推迟 7 和

5 d
.

5 岁 L 叶 。 一 30 % 段粗 品处理
,

产若蚜高峰期未

推迟
,

产若蚜数量仅有轻微降低 (图 3 a)
.

2
.

4
.

2 海芋凝集素层析纯样品对豆蚜的生殖抑制作

用 海芋凝集素层析纯样品对豆蚜生殖率有 明显抑

制作用 (图b3 )
.

1
.

25 9 / L海 芋层析纯样 品处理豆蚜
,
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表 4 海芋凝集素层析纯样品对豆蚜胃毒作用 ’ )
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海芋凝集素粗品 ( a) 及层析纯样品 ( b) 对豆蚜生殖

率的影响
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每雌产若蚜数明显降低
,

产若蚜高峰期推迟 l d
,

且每

雌产若蚜数平均为 0
.

22 头
,

比对照减少了 0
.

57 头
.

3 讨论

自 20 世纪 80 年代转基因植物研究兴起以来
,

包

括转 Bt 在内的多种杀虫基 因均不能有效防治 同翅

目等刺吸式 口器害虫
,

而经近年来的研究发现
,

植物

凝集素对鳞翅 目
、

鞘翅 目
、

特别是对同翅 目蚜虫
、

飞

虱
、

叶蝉等刺吸式口 器害虫高效〔“ ]
,

并且还具有对高

等动物安全
、

对环境无污染
、

稳定性好〔’ 2
一 ` 3]等优点

.

因此
,

筛选出对刺吸式口器害虫高效的植物凝集素
,

并

对它进行分离纯化
,

探讨其杀虫活性具有非常重要的

意义
.

本研究证明了海芋凝集素对豆蚜有较强的抗生

作用
,

其中以 胃毒作用 为主
、

有一定 的生 殖抑制作

用
,

对豆蚜的蜜露分泌有一定影响
.

海芋凝集素粗品

中
,

块茎 30 % 一 80 % 段凝集素粗品对豆蚜的抗 生作

用最强
.

纯化后
,

海芋凝集素层析纯样品对豆蚜 的抗

生作用 比粗品增强
.

这将为今后用海芋凝集素进行

抗虫 (特别是抗豆蚜 )试验提供有力的前提条件
.
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