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华北大黑鳃金龟性信息素组分的分离与鉴定
Ξ

王　惠,张　兴,米宏彬
(西北农林科技大学 植保学院,陕西 杨陵 712100)

　　[摘　要 ]　对华北大黑鳃金龟性信息素活性腺体和非活性腺体的甲醇提取液分别进行了 GC 分析,筛选出与

活性有关的组分A。经 GC2M S分析数据库检索鉴定A 为 1个环状二肽。人工合成这种环状二肽及与其有关的甘

氨酸甲酯等 4种氨基酸酯,作为华北大黑鳃金龟性信息素的候选化合物。将候选化合物纯化后进行室内活性测定,

结果表明,甘氨酸甲酯可激活华北大黑鳃金龟雄虫的性行为,是华北大黑鳃金龟性信息素的组分。
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　　华北大黑鳃金龟 (H olotrich ia oblite Fald. )属鞘

翅目金龟甲总科昆虫,主要危害草坪、林木幼苗及花

生、马铃薯等农作物。成虫和幼虫均能造成危害,使

草坪、农田缺苗断垅甚至毁种绝收。对金龟甲的防治

目前仍以化学防治为主,但效果不佳。随着人们保护

环境意识的增强,在追求高效防治途径的同时,把农

药的环境效应也列为必须考虑的因素。因此,对昆虫

性引诱剂这种高效且无污染的生物农药的需求愈来

愈强烈,与之相应的研究工作也日益受到重视。国外

自 90年代以来,在金龟甲性信息素的研究方面有很

大进展[1 ] , 我国对金龟甲性信息素的研究报道极

少[2 ]。本研究仅对华北大黑鳃金龟性信息素的分离

及鉴定结果进行报道。

1　材料与方法

1. 1　试剂与仪器

　　甲醇、乙醇、磷酸和硫酸铜均为分析纯,使用前

进行纯化处理[3 ]; 气相色谱仪: GC29AM 型 (日本岛

津) , 30 m H P25 弹性石英毛细柱; 气相色谱- 质谱

联用仪: H P25890A (GC) , 5989B (M SD ) , 50 m H P25

弹性石英毛细柱; 性信息素候选物: 甘氨酸甲酯、甘

氨酸乙酯、L 2脯氨酸甲酯、L 2脯氨酸乙酯、吡咯并
[1, 22]哌嗪23, 62二酮 (简称环状二肽)均为实验室

合成[4～ 5 ] ,提纯后,经薄层色谱检验为单一组分。

1. 2　虫　源

4月中下旬傍晚在校园采集华北大黑鳃金龟成

虫,雌雄分开,在 22～ 28 ℃玻璃温室和自然光照条

件下饲养。饲养容器为直径 30 cm、高 30 cm 的玻璃

缸,底部装有 10 cm 厚的过筛腐殖质土 (其水分质量

分数为 12%～ 16% )供昆虫栖息。缸上罩以尼龙纱

网以保证空气流畅。

1. 3　试验方法

1. 3. 1　性信息素提取液的制备　在华北大黑鳃金

龟求偶高峰期[6 ] ,分别于 8: 00和 20: 00摘取雌虫性

信息素腺体各 70个,用甲醇在 4 ℃下浸提 20 h,然

后在 5 000 röm in 离心机上离心,上清液用氮气吹蒸

浓缩至浓度 c= 100 雌虫当量 (feömL ) , 再离心, 上

清液于 4 ℃下封口保存。

1. 3. 2　室内活性试验　将不同时间摘取的雌虫腺

体及其提取液分别作为试样,以性成熟的雄虫为试

虫分别进行活性测定[7 ] ,测定装置见图 1,各支路分

别装有试样管 1个 (作为对照)。通入净化空气后,观

察试虫的反应行为。以雄虫向气源聚集并在 10 m in

内表现振翅为正反应,以雄虫反应率衡量活性。

反应率ö% = [ (样品反应虫数- 对照反应虫数) ö(供

试虫数- 对照反应虫数) ]×100

1. 3. 3　活性组分的分离及鉴定　将提取液用气相

色谱仪进行分离,确定不同提取液的组分差异;选择

最佳分离条件使提取液中有差异的各组分得到很好

分离。然后将提取物进行GC2M S分析,利用计算机

检索系统定性,作为性信息素的候选化合物。

1. 3. 4　确证试验　利用化学合成方法制备候选化

合物,利用生物测定方法进一步确定候选化合物活

性。
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图 1　活性测定装置

F ig. 1 D evice of b ioassay

2　结果与分析
2. 1　提取液的活性

　　活性试验发现,晚上 20: 00 摘取的性信息素腺

体及提取液均有活性,早上 8: 00 摘取的均无活性。

这与华北大黑鳃金龟夜间求偶交配的生活习性一

致,表明晚上制备的提取液中含有活性组分,早上制

备的提取液中没有活性组分。

2. 2　GC 分离结果

对提取液分别进行 GC 分离,色谱见图 2。

图 2　甲醇提取液的 GC 图
a. 活性腺体提取液; b. 非活性腺体提取液;柱温: 60 (1 m in)～ 200 ℃ (20 m in) , 5 ℃öm in; 200～ 260 ℃, 10 ℃öm in

F ig. 2　Gas ch rom atogram of ex tracts of active gland and inactive gland
a. active gland; b. inactive gland; Co lum n T emperatu re: 60 (1 m in) - 200 ℃ (20 m in) , 5 ℃öm in; 200- 260 ℃, 10 ℃öm in
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　　由图 2可以看出,在同样的色谱条件下,活性提

取液在 27. 0 m in 处出现 1个峰 (A ) ,而非活性提取

液在 27. 0 m in 处几乎看不到峰,两色谱图的其他部

分未见明显差异。因此可以初步认为,A 组分可能

是活性组分或者与活性组分有关。

2. 3　GC2M S分析结果

对活性腺体提取液进行 GC2M S 分析, 其总离

子流图见图 3。对图 3中各组分进行计算机检索的

结果表明, A 组分是一个由甘氨酸和脯氨酸脱去 2

分子水形成的环状二肽 (其结构式见图 3)。此外还

检出乙醇、甲醇、脯氨酸、脯氨酸乙酯的两分子自缩

合产物。

图 3　活性腺体提取液的 T IC 图

柱温: 60 ℃ (1 m in)～ 260 ℃ (20 m in) , 4 ℃öm in

F ig. 3　T IC of active gland ex tract

Co l. T emp. : 60 ℃ (1 m in) - 260 ℃ (20 m in) , 4 ℃öm in.

2. 4　候选化合物的室内活性测定结果

室内活性试验发现, 4 种氨基酸酯都有一定活

性,均可刺激试虫向诱源聚集,并表现振翅趋向。尤

其甘氨酸甲酯可使 60%以上华北大黑鳃金龟雄虫

产生振翅行为,但环状二肽却未表现出活性。表 1是

4种氨基酸酯的活性测定结果。
表 1　4种氨基酸酯的室内活性试验结果

T able 1　B ioassay resu lts of 4 am ino acids

试样
Samp le

用量öΛg
Amount

反应率ö%
Responsib le

rate

平均ö%
A verage

试样
Samp le

用量öΛg
Amount

反应率ö%
Responsib le

rate

平均ö%
A verage

活性腺体A ctive gland 23 90 90

甘氨酸甲酯M ethyl gly2
cinate

0. 02 70

2 75 65

200 50
甘氨酸乙酯 E thyl glyci2
nate

0. 02 10

2 15 15

200 20

L 2脯氨酸甲酯M ethyl L 2
p ro linate 200 20

0. 02 15

2 25 20
L 2脯氨酸乙酯 E thyl L 2
p ro linate

0. 02 15

2 10 15

200 20

　　注:活性腺体用量为 2个腺体,每次供试雄虫数为 20头,表中数据为 5次平均值。

N o te: T he amount of active gland is 2 glands. T he m ale beetle num ber fo r test each tim e is 20. T he data in the tab le is the avarage of 5

tim es.
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　　表 1表明,对甘氨酸甲酯表现出性行为反应的

华北大黑鳃金龟雄虫数目超过了供试雄虫的 50%。

可以认为,甘氨酸甲酯是华北大黑鳃金龟的性信息

素组分。但甘氨酸甲酯的活性远低于雌虫性信息素

腺体的活性,表明甘氨酸甲酯不是该虫性信息素的

惟一组分。

3　讨　论

3. 1　甘氨酸甲酯是华北大黑鳃金龟性信息素组分

甘氨酸甲酯在本试验的生物测定中表现出明显

活性,表明甘氨酸甲酯是华北大黑鳃金龟性信息素

的组分。理论上甘氨酸甲酯具有较大的挥发性,也符

合昆虫信息素的一般特性。本试验在 GC2M S 中没

有直接鉴定出甘氨酸甲酯,却检出了吡咯并 [ 1, 22]

哌嗪23, 62二酮 (简称环状二肽) ,该化合物又未表现

出生物活性。分析认为,本试验在GC2M S中没有直

接鉴定出甘氨酸甲酯有两种可能,一是提取液中的

甘氨酸甲酯发生部分水解,形成了环状二肽,未水解

部分因量太低无法检出; 二是甘氨酸甲酯挥发性太

大,在分流进样中随载气从分流口完全流出,未能进

入色谱柱。为了证明这两点,将合成的甘氨酸甲酯和

脯氨酸乙酯混合溶解于含水甲醇中,在同样条件下

进行分析,也未检出甘氨酸甲酯,而且同时检出了环

状二肽。而将此溶液进行薄层层析时,发现板上有甘

氨酸斑点。这些试验表明,华北大黑鳃金龟性信息素

的提取液中含有甘氨酸甲酯,只是由于以上原因在

本试验 GC2M S条件下未能检出而已。

3. 2　二肽来源

本试验中环状二肽未表现活性,表明其不是华

北大黑鳃金龟的性信息素。在纯的甘氨酸甲酯和脯

氨酸乙酯的含水甲醇溶液中检出这种二肽,表明这

种二肽是在色谱分离条件下形成的新物质。GC2M S

进样口 (温度 260 ℃,柱前压 68. 8 kPa)完全符合氨

基酸发生脱水缩合反应的条件。因此认为,图 3中鉴

定出的二肽并不是提取液中的固有活性组分,而是

由提取液中的活性组分——甘氨酸酯和脯氨酸酯水

解产生的甘氨酸和脯氨酸经脱水缩合形成的。

3. 3　氨基酸酯的水解反应条件

将实验室制备的甘氨酸甲酯和乙酯与脯氨酸甲

酯和乙酯分别制成甲醇溶液,直接等量混合后进气

相色谱仪,结果发现在 27 m in 无任何组分出现,但

向溶液中滴加一滴水,摇匀放置 1 d,取上清液进气

相色谱仪,无论是甘氨酸甲酯或乙酯与脯氨酸乙酯

的混合物在 27 m in 均出现此组分,与提取液中相应

的峰型完全一致。同时在 34 m in 左右也出现脯氨酸

乙酯双分子自缩合产物。这一试验结果进一步证明,

图 3中鉴定的二肽是脯氨酸酯和甘氨酸酯的水解产

物——脯氨酸和甘氨酸脱水缩合形成的。本试验在

提取液中除检出甲醇和乙醇外,尚未检出其他醇类

化合物,表明提取液中存在的酯只可能是甲酯和乙

酯。本试验中甲醇是溶剂,图 3中鉴定的甲醇中是否

含有氨基酸甲酯水解出的甲醇无法知道,因此单从

GC2M S鉴定不能排除甲酯的存在。至于提取液中水

的来源,笔者认为是在 GC 进样前,用N 2 吹蒸法浓

缩时管壁上的冷凝水进入所致。

3. 4　鳃金龟甲性信息素主要是氨基酸酯类化合物

目前已鉴定的鳃金龟甲的性信息素多是氨基酸

酯类化合物。暗黑鳃金龟的性信息素是L 2异亮氨酸
甲酯等; P. elem ans和 P. v iciana 金龟的性信息素是

N 2fo rm yl2L 2异亮氨酸甲酯、N 2乙基L 2异亮氨酸甲
酯和L 2异亮氨酸甲酯; P. anx ia 的性信息素是L 2缬
氨酸和L 2异亮氨酸甲酯[1 ]。本试验又发现甘氨酸甲

酯是华北大黑鳃金龟性信息素的组分,因此进一步

说明了鳃金龟甲主要以氨基酸酯类化合物作性信息

素。
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Iso la t ion and iden t if ica t ion of sex pherom one of H olotrich ia oblita Fald.

W ANG Hui, ZHANG X ing,M I Hong-bin
(Colleg e of P lan t P rotection,N orthw estern S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Compared w ith the ex tract of inact ive glands, a cyclo2dipep t id w as iden t if ied By GC2M S in

ex tract of act ive sex2pheromone glands of H olotrich ia oblita Fald. . How ever, it is inact ive. T hen m ethyl

g lycinate, ethyl g lycinate , m ethyl L 2p ro lina te and ethyl L 2p ro lina te w ere est im ated as the componen ts of

the sex pheromone system of H . oblita. T he act ivity of the fou r syn thet ic compounds w as determ ined by

b ioassay, the resu lt show ed that m ethyl g lycinate act iva ted sign if ican t ly mo re m ale beet leπs sex behavio r

than ano ther compounds even though it w as no t as effect ive as the glands. T hu s,m ethyl g lycinate has been

iden t if ied as a componen t, bu t no t the on ly one, of sex pheromone system of H . oblita.

Key words: H . oblita Fald. ; sex pheromone; iso la t ion; iden t if ica t ion

“西藏一江两河农业开发与青藏高原农业发展研究”通过鉴定

受教育部委托, 2002201212西北农林科技大学邀请全国 13位专家教授组成鉴定委员会,对西北农林科技大学杨改河教授

主持的“西藏一江两河农业开发与青藏高原农业发展研究”项目进行了鉴定。鉴定委员会认为,该项目在近 10年的研究中,做

了大量的实地调研分析计算和试验示范工作,整个研究的 4个方面涉及了青藏高原的重点地区——西藏一江两河、西藏全部

和青藏高原,对西藏一江两河、整个西藏地区和青藏高原的开发潜力,人地关系,农业发展模式,高寒农业分类,农业结构调整

和农作物、牧草、蔬菜、畜禽良种的引进试验示范,配合饲料的研制,高原太阳能发酵工程及应用等方面进行了深入的研究,对

研究这些地区农业的可持续发展道路,提高生产水平,具有重要的理论和实践意义。是迄今为止关于西藏和青藏高原农业持

续发展的第一个既有理论又有实践的较为深入全面系统的研究结果,部分研究成果达国际领先水平,整体研究成果达国际先

进水平。具体成果如下:

①查清了天然草场的产草量,预测了天然草场的载畜量和耕地的生产潜力,认为一江两河种植业有较大潜力可供开发,

天然草场已明显超载,提出一江两河畜牧业的发展应依靠农区提高单产,压缩粮食种植面积,发展人工牧草,利用作物秸秆,

由天然放牧转入农区舍饲。量化提出一江两河开发重点为种植业,强化农牧结合,开发的程度与规模应与市场需要相吻合,对

一江两河开发有重要的参考意义,且一些结论已被政府采纳。在该研究内容中,将区域开发潜力、程度、模式和市场需求结合

起来,提出了较为系统的区域开发潜力研究思路,具有明显的新意。从理论上提出并论证了农业区域开发决策的“三重公理”

和“三重决定论”及农业区域开发的“三阶段论”,并分析了每个阶段所必须的条件、动因和过程,丰富和发展了农业区域开发

的理论。②分析了西藏土地资源的能量平衡与物质平衡以及西藏人口历史演变的特征,对未来人口及消费模式进行了预测,

制订了未来的消费模式,在此基础上估算了西藏土地资源的人口承载量。得出在西藏人口自然增长率 20‰的情况下,其生产

的发展与人口的增长极不相适应,为保证生态脆弱地区安全及可持续发展,应及早进行人口控制。这对指导西藏国民经济的

发展及制定中长期发展规划,具有重要参考价值,理论上具有重要创新。③通过实际试验,得出该区到 2010年种植业结构分别

为 65. 5∶19. 4∶13. 1 (其他占 2% ) ,配合种植业结构调整共引进试种农作物及饲草品种 330份,经 3年试种筛选出有适用推

广价值的油菜、小麦、豌豆、蔬菜和畜禽品种近 30个。首次成功地将罗曼、海兰、关中黑猪等优良畜禽引进到海拔 4 040 m 的高

原,并有良好的繁殖能力,为该地区农业技术引入打下了一定的基础。成功地在海拔 4 040 m 的高原建起了世界第一个太阳能

酿造厂,制出了达国家一级标准的酱油,解决了高原缺氧条件下微生物的繁殖与发酵难题,填补了空白。这些成果对促进西藏

农业的发展已起到了极大的推动作用。④系统总结了中国高寒农业的理论与发展道路,提出了高寒农业的概念模式、基本特

征和任务;将中国高寒农业分为高原亚热带、高原温带、高原亚寒带和高原寒带 4个气候带和 9个农业类型区; 提出中国高寒

农区的发展前提是维护和建设好高寒生态圈。分析得出中国高寒农区目前农业的主体依然处于传统农业或初级农业阶段,在

由初级向发展阶段过渡中,除充分发挥内部力量外,也需积极调动外力的积极性,共同推动该区发展。这对国家制定高寒农业

的发展政策具有重要参考价值。 (温晓平　供稿)
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