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摘要:通过收集皮暗斑旗 Euzophera batangensiz 的处女雌娥和雄峨，提取雌峨性腺分泌物，在室内通过气相色谱与触

角电位测定相结合的方法，测定皮暗斑螺雄娥对来自雌峨性腺的不同化合物的反应，并应用全二维气相色谱飞行时

间质谱分析技术( GC x GClTOFMS) ，弄清了皮暗斑旗性信息素组分为(Z9， EI2) - 十四碳 -9 ， 12- 二烯 -1- 醇和

(Z9) - 十四碳 -9-烯 -1-醇.研究过程发现，GC x GC/TOFMS 与传统气相色谱质谱( GC-MS)分析相比，灵敏度和

精度更高，可以达到 0.01 ng/μL，在昆虫信息素的研究中具有更大的优势.
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Abstract :Jujuba mo由 ， Euzophera batαngensis Caradja , is an important insect pest in jujube orchards. It 

may cause severe damage in jujube orchards and can attack many other p1ants , such as 10年lat (Eriobotryα 

japonica Lindl. ) , Horsetai1 Tree (Casuarina equisetifoliα L. ) and etc. The conventiona1 gas chromatog卧

phy with electroantennographic detection (GC-EAD) and two-dimensiona1 (GC x GC) gas chromatography 

using a time-of-flight mass spectrometric detector (TOFMS) , were combined to ana1yze the fema1e sex 

pheromone gland extract of the borer. The GC-EAD ana1ysis produced two EAD res严nses in GC are因

where no compounds were detected by FID detection. 币le GC x GC/TOFMS ana1ysis in this area indicated 

出e presence of severa1 chemica1s , incIuding (Z9,E12)-tetradeca-9 , 12-dien-1-01 and (Z9 )-tetradec在en-

1-01 , pheromone components close1 y related to E四ophera species. The spectra1 characteristics , retention 

behavior and the ability to e1icit GC-EAD responses implied that both identified unsaturated a1coh01s were 

candidates for sex pheromone components of E. bαtmgemU- 咀le GC x GC/TOFMS facilitated the ana1ysis 

of comp1ex matrices in a high 1eve1 and wou1d be a great potentia1 to01 for ana1ysis of insect pheromones. 
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气相色谱(GC) 及气质联用( GC-MS) 分析方法

广泛用于各种挥发性化合物的分析[山]、.但当挥发物

组成复杂，且含量不均一时，使用常规的 GC 与 GC­

MS，会出现分离能力不够，低含量组分定性定量不准

确的问题.而多维色谱可以提高系统的分辨率与灵

收稿日期 :2∞8-05-12

敏度，与质谱联用可以对组分进行准确的定性，是复

杂体系分离分析的好方法[叫.昆虫性信息素往往含

量很低，许多情况下一般的气相色谱质谱分析难以
检测出其活性化合物成分[5].

全二维气相色谱(GCxGC)是 20 世纪 90 年代诞

作者简介:温秀军(1965一) ，男，教授，博士，E-mail: wenxiujun@msn.com 

基金项目:中捷政府间科技合作项目 (38-14);华南农业大学校长基金项目 (4400-208012 ) 



54 华南农业大学学报 第30 卷

生的多维色谱分离技术，是把分离机制不同而又相互

独立的 2 根色谱柱以串联方式连接在一起的二维系

统[6-7] • GC x GC 与 GC 相比具有分辨率高、峰容量大、

灵敏度好、分析速度快和信息量大等优点[SJO]. 飞行时

间质谱(TOFMS)具有比常规的联用质谱仪更高的采

集频率，可以很好地检测全二维气相色谱流出的信号.

全二维气相色谱/飞行时间质谱联用技术(GCxGC/

TOFMS)凭借其高灵敏度、高分辨能力，能提供远多于

一维 GC-MS 的样品信息，已被用于石油产品、精油、杀

虫剂、中药挥发油、烟气等复杂体系领域的研究，且取

得了满意的分析结果[IM]. 然而，目前在昆虫信息素

化学成分分析中的应用还比较少[叫.
皮暗斑螺 E出ophera bαtαngens臼 Caradja 属鳞翅

吕螺峨科，分布我国，日本等亚洲国家也有分布，为

害枣树、木麻黄、批把等多种林果树木[旧6]. 近年来

在我国枣树集中栽培区，皮暗斑螺危害严重，迫使农

民每年使用剧毒农药多次涂抹甲口防治此虫，不仅

成本高，而且污染环境.应用性诱剂监测害虫发生和

消长情况，具有灵敏度高、操作简便、无污染等特点.

我国已鉴定和合成了 70 多种害虫的性诱剂，有些已

在测报和防治上大面积推广应用，但鲜见皮暗斑螺

性信息素的研究报道.本文应用 GC x GC/TOFMS 技

术对皮暗斑螺性信息素进行了研究，初步弄清了该

虫的雌性信息素组分.

1 材料与方法

1.1 虫

由沧县朴寺枣园采集皮暗斑螺幼虫，带到捷克

科学院生物有机化学研究所实验室进行饲养，

t光照 : t黑暗为 14: 10 ，湿度为 70% -90% ，在 15 - 25 "C 

条件下用人工饲料喂养，直到化蜗.把雌、雄踊分开

保存，羽化的雌成虫继续在恒温箱中饲养，雄成虫则

转人 5 "C条件下饲养，待用.

1.2 雌性腺分泌物提取
从羽化 1 -2 d 的雌成虫中采集雌性腺(FE) .腺

体的切除在喜暗结束期进行.腺体切除前将雌成虫在

-20 "C条件下至少冷冻 5 min，然后将雌性腺连同腹

部第 7 ~8 体节一同切除，放人己烧中浸泡 2 h( 每雌性

腺 10μL 己烧) ，提取物放在 -20 "C条件下储存备用.

1. 3 气相色谱-触角电位(GC-EAD) 分析

用羽化2 -7 d 的雄成虫触角做 GC-EAD 试验.将

雌性腺提取物样品完整地注人装配有一个 DB -5 柱

(生产商:J&W Scientific , Folsom. CA , USA;规格:长 30

m，内径 250 阳，膜厚 0.25μm) 的 5890A Hewlet­

Paceard 气相色谱仪中.柱中液体的分离由一个四臂

Grapt叩ack3D/2 分离器将洗堤化合物输送到火焰离

子化检测仪(FID) 和触角电位仪(EAD). GC 柱箱起始

温度 50 "C (保持 2 min) ，以 10 "C/min 的速率升到

270 "C (保持 10 min). GC 进样口和检测器的温度分别

设定为 2∞和2ω "C.将一组不同相对分子质量的正

炕炬(C14 - C20 , Si伊卧Aldrich) 与供试样品一同注人，

以测定触角电位有反应的化合物的 Kovats 指数〈ι) . 
1. 4 GC x GC/TOFMS 分析

GC x GC/TOFMS 分析在一台装配有静止四喷嘴

低温调节器的 LECO Pegasus4D 设备上进行(生产

商: LECO Corp. ,St. Joseph , MI , USA). 一个弱极性

的 DB-5 柱用于 GC 的第 1 维.第 2 维分析使用一个

极性的 BPX -50 柱(生产商: SGE Inc. ， Austin ，吭，

USA;规格:长 2 m，内径 1∞ μm，膜厚 O. 1μm) .氮作

为载体气体保持 1 mνmin 的流速.主要 GC 炉的温

度控制程序如下: 50 "C 2 min ，然后以 10 "C /min 的

速率升至 3∞"C，并在 3∞℃保持 10 min. 第 2 个 GC

炉的温度控制与第 1 个 GC 炉同步，但温度均高

5 "C.各阶段之间调整期、高温脉冲持续期和低温时

间分别设置为 3.0 ，0.4 和1. 1 s. 连接到 TOFMS 探测

器源的传输线操作温度为 260 "C.离子源温度为

250 "C ，离子源电子能量 70 eV. 数据获得的扫描频

率为 100 Hz，原子质量常量的范围为 29 -400 u. 探

测器电压为 1 750 V. 将 1μL样品一次性注入.进样

口温度为 200 "C.在 60 mVmin 流速的条件下，净化

时间为 60 s. 利用 LECO Chroma TOFTM 软件连续不

断地对质谱数据进行 2D 和 3D 可视化处理分析.与

GC -EAD 试验一样，将一组不同相对分子质量的正

炕炬 (C14 - C泣， Sigma -Aldrich )与供试样品同时注

人，以测定被测物的 Kovats 指数(ι) . 

1. 5 药晶

分析用标准物在捷克科学院生物有机化学研究

所实验室合成.所有的标准物经过瞬间色谱仪提纯

后，置于痕量分析用等级的己镜中保存，待用.

1.6 数量分析

为了测定系统探测的阁值，合成的 (Z9 ， EI2) -
十四碳…9 ， 12- 二烯 -1- 醇(9Z ， 12E-14: OH) 用己
烧稀释为 0.01 -2.00 ng/μL 的不同质量浓度后，各

取 1μL 注人 GC x GC/TOFMS 中进行分析.人工地

将各个峰综合起来，通过将峰区与相应的浓度标绘

在一起，构建出一个校准曲线.

2 结果与分析

2.1 GC-EAD 分析

通过对皮暗斑蟆 1 个雌性腺( lFE) 提取物进行

GC-EAD 分析，结果清晰地显示出一个主要的 EAD

反应(图 la) .但是引起 EAD 反应的活性物质在普通

GC 的 FID 中没有检测到(图 lb) .因为鳞翅目蟆峨

科昆虫雌性激素通常含有 1 个或多个双键的直链

、
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单不饱和的醉、酶和酶的 'K 列表值比较. 攸川] Dß-5 

柱测定的 ' K. EA I) = 1 68 1 与友中所列的 'K J主!不提近.

说明 'jl ~ EAD 反应的行11性化合物与饱和1 n.X;单不饱

和l的 C 1 2 - C 1 8 醇、四日n.X; 1旺之间没有关系. 这个结果表

明前'问:化合物分子 lj1可能存在额外的双健. 使用双

不饱和合成标准物做ill一步的 GC-EAD 试验，发现

雌性腺提取物中未知l化什物的 EAD 反应保留时间

IJ什J:tX;化合物 9Z ， 1 2E- 1 4 : 0H 的 EAD 反应保留 IJ>J间

完仓一致(图 1 c) . 这个化合物已经在 Euzopher，α 属的

其他和1 1类和一些只他鳞翅日昆虫的信息、东组分中发

现过. 但是，提取物的一维 GC/MS 分析术能提供任

何相关的质陆以确认对该物质的鉴定 ， 因为 MS 信号

被深深地埋戚在背呆|噪音之中 ，

2. 2 GC x GC/TOFMS 分析

对 EAD 百~n化什物区域的 GC x GC/TOFMS 分
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图 1 DB-5 机的 CC- EAD/CC- F I D 分析

Fig. 1 Sections of CC-EAD/ CC-FID traces 011 DB -5 phase 

析发现了包ffi 9Z , 12E-14: OH 在 内 的儿种化合物

( I冬I 2a) . 图 2a 也 ~r~.IJ~ 出柱渗 J|l 物 lfJ " i齿"，在一维

CC分析中它 IIJ能掩 I击 I:被测研性物的峰，但是， i友
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a : 皮 Ip，j'斑l!>f 1 雌性j出提取物分析，J.I，; ' I ' ， dlt①M应的化合物为 9Z ， 1 2E- 1 4 : 0H ( N I STf '汀 ， EAD 及保留f\.t IìJ J ) ; b : 雌tU议挺取物 EAD 反应版的放
大，只， l' ，的 l 示信息兹的主要成分，的 2 示 9Z- l 4 : OH ;c · 合成的 9Z ， 1 2E- 1 4 : 0H ( 0. 1 ng) EAD 反应区放大

囱 2 CC x CC/TOFMS 3 1) 图

Fig.2 CC x CC/TOFMS chromatograms ( 3 D-su巾ce plots) 

峰在二维 GC x GC 试验1'1 1被很好地与背景 |!朵卢分
离开了合成的 9Z ， 1 2ι 14: OH 质谱和二维保留 I]，J
问(图 2c 、表 1 )与雌性j出提取物中发现的前性成分
完食一致. GC x GC/TO F'MS 检测的 9Z ， 12E-14:0H
的阔伯约为 0.01 ng( 丘 1 ) . 这样的敏感性与 GC­

EA D 的敏感性相当 ( 0.01 ng lW可引起明显的 EAD

表 1 雌性腺提取物与标准物的参数分析

Tab_ 1 Retention parameters of standards and extract 0 1' 

femaJe pheromone gland 

测定物 I K ( 一维 )
t保ft，ls

I)B-5 ( 一维) BPX-50 ( 二维)
9Z-l4 :Olt 1 676 

1 68 1 

1 676 

1 68 1 

1 188 

1 194 

1 190 

1 194 

1. 700 

1. 750 

1. 71 1 

1 . 76 1 

9Z ,12E- 14 ;OH 

提取物峰 2

提取物峰 l

反应) . f:E构建校准 1111 线的基础上进行走 i过分析测
定 ，结月4表明 l 个雌性!尿中 的 9Z ， 1 2ι14: OH 约为
O. 1 ng( 表 2) . 

表 2 9Z ， 12E-14;OH 检测阐值和雌性腺提取
Tab_ 2 9Z , 12E-14: OH detection thresho1d and femaJe 

pheromone gland quantitative ana1ysis n = 3 

pl ( ng . μL -, )岭Ix:( A )

2. 000 198667 + 12 662 

1. 0∞ 96782 + 12 423 

化介物

9Z , 12E-14 ; OH 

0. 500 

O. 100 

40336 +4506 

9 737 + 1 136 

0. 010 937 + 158 

雌性腺挺取物( I FE ) 0. 115' ) 8 ωo 

1 )该位为回归估计位， A = (0.αη 如8 +2.887)p 一 ( 2. 842 + 

2. 96 1 ) ， 产 =0.9893
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对 EAD 活性区的 GC x GC/TOFMS 色谱的 3D

表面图区进行认真检查发现，除了 9Z ， 12E-14: OH 

外(图 2b 峰 1 ，表 1 ) ，还有一种可能为信息素组分

的物质出现在 9Z ， 12E-14:0H 稍微前面一点的地方

(图 2b 峰 2 ，表 1 ) .这种化合物的质谱和二维保留

时间参数均与 (Z9) - 十四碳 -9 -烯 -1 -醇 (9Z-

14:0H) 完全一致，说明皮暗斑蟆的雌性信息素可能

有 2 种组分.通过对合成的 9Z-14: OH( 与 9Z ， 12E-

14:0H 同时注人，图 ld 和 e) 和浓度更高的雌性腺

提取物(5FE ，图 3) 进行 GC-EAD 分析，结果证明了

9Z-14:OH 具有生理学功能.与 9Z ， 12E-14: OH 相

比， 10 吨的 9Z·14:OH 引起的 EAD 反应虽然可以

测出，但明显微弱.

/万
9Z-14:0H 

740 750 

9Z.l2E-14:0H 

760 
I""../S 

EAD 

A 』

770 780 

图 3 皮暗斑血真雌性腺己烧浓缩后提取物 (5 FE) 的 GC­

EAD/GC-FID 分析结果

Fig.3 Sections of GC-EAD/GC-FID traces: hexane extract of 

Euzophera batangensis female pheromone gland after 

concentration (5 FE) 

3 结论

通过以上研究，可以初步得出结论: (1 )全二维

气相色谱/飞行时间质谱分析技术 (GC x GC/ 

TOFMS)较常用的普通气相色谱质谱分析技术(GC/

MS)灵敏度和精度更好，在昆虫性信息素的研究中

具有更大的优势; (2) 皮暗斑蟆雌性信息素可能包

含 2 种化合物，主要成分是 9Z ， 12ι14: OH ，其次为

9Z-14 :OH. 2 种组分相比 ， 9Z ， 12E-14: OH 的触角电

位反应较强，9Z·14:OH 反应较弱.关于皮暗斑蟆性

信息素的田间引诱效果以及在该虫预测预报和防治

中的应用技术还有待于进一步的研究.
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