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马桑毒素 B对试虫马氏管及中肠组织的影响
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[摘　要 ]　采用中性红染色及石蜡切片法 ,研究了马桑毒素 B ( Tutin = CLB)对粘虫和苹掌舟蛾的马氏管及中肠

组织的影响。结果表明 ,CLB可引起试虫马氏管壁肌肉的持续收缩 ,使进入管内的物质积累 ,降低其排泄能力 ,导致

马氏管的皱褶数增多、马氏管及其基部的球体直径增大 ;同时 ,试虫取食 CLB后可导致中肠围食膜消失 ,对中肠的肠

壁细胞层也有伤害作用。
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Abstract : This paper studied t he t utin’s effect on poisoned larvae’s malpighian t ubules and midgut tis2
sue of My t hi m na se p arate (Walker) and Phalera f l avescens (Bremer et Grey) by means of neut ral red indi2
cation dyeing and paraffin wax section. The result s showed t hat t utin could cause t he malpighian tubules

wall muscles continual shrinking , make t he materials going into t he malpighian tubules accumulating , re2
duce it s’excretion ability ,and increase t he folds number of t he malpighian t ubule and t he diameter of t he

malpighian t ubule and t he sp heroid of it s base. Meanwhile ,af ter eating t utin ,poisoned larvae’s perit roohic

membrane disappeared. Tutin also harms t he wall cells of midgut .
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　　马桑 ( Cori ari a si nica M ax i m)是分布于我国秦

岭以南的常见灌木 ,该植物所含的马桑毒素 B ( Tu2
tin = CLB)对大白鼠的海马脑和部分神经具有损伤

性影响[1 ] ,CLB又是神经2肌肉接点抑制性递质γ2氨
基丁酸受体 GABAA R 的拮抗剂 ,其作用机理与神

经2肌肉传导突触中的氯离子通道 (chloride chan2
nel)有关[224 ]。国内学者自 1995年开始进行了马桑

毒素 B的杀虫作用与机理研究 ,已证实该毒素对试

虫有显著的杀虫活性[5 ]。

探讨新杀虫活性物质的作用机理 ,通常需要进

行 3 方面的工作 :一是在分子水平上研究其作用靶

标及作用原理 ,二是研究其引起虫体内代谢过程及

参与代谢的酶类等的变化程度 ,三是观察和研究其

对试虫组织或细胞的损伤。笔者已对马桑毒素 B

进行了前两方面的研究[3 ,6210 ] ,结果表明该毒素对脊

椎动物的神经有损伤作用 ,但对昆虫组织的影响还

未见报道。

本试验研究了该毒素对试虫排泄器官即马氏管
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及中肠的影响 ,以期从组织毒理学角度进一步阐明

CLB的作用方式。

1　材料与方法

1. 1　材　料

试虫　粘虫 ( M y t hi m na sep arate ( Walker) )购

自西北农林科技大学无公害农药研究中心 ,以玉米

幼叶饲养。苹掌舟蛾 ( Phalera f l avescens (Bremer

et Grey) )采自西北农林科技大学南校区校内木瓜

树上 ,以鲜木瓜叶饲养。

试剂　马桑毒素 B 纯品提取于马桑籽 ,其他试

剂均为分析纯。

仪器　手摇式 202型切片机 , H H2112B电热恒

温水浴锅 , XSZ2G型光学显微镜 , SMZ1402N2 T 体

视摄影显微镜。

1. 2　方　法

1. 2. 1　马桑毒素对试虫排泄系统的影响　(1)试虫

处理。以苹掌舟蛾 4 龄幼虫为试虫 ,每头试虫注射

CLB 0. 5 mg ,并以注射相同量水的试虫为对照。处

理 2 h后分别注射 2 mL 中性红水溶液。(2)排泄机

能观察。分别于注射中性红后 4 h和 8 h解剖试虫 ,

观察中性红颗粒在马氏管中的分布 ,及试虫马氏管

与中后肠交接处球体中内容物的状态。(3)马氏管

形态观察与测定。分别观察测量对照及处理试虫马

氏管的直径 ,马氏管与中后肠交接处球体的大小及

其褶皱数 ,重复 5次 ,然后在解剖镜下观察拍照。对

照与处理的差异大小用“[ (处理 - 对照) /对照 ] ×

100 %”表示。

1. 2. 2　马桑毒素对试虫中肠组织结构的影响　(1)

试虫处理。挑选蜕皮后第 2天、个体大小一致、发育

正常的 4龄粘虫幼虫为试虫。处理前饥饿 12 h ,然

后用载有 15. 07 ,60. 28 ,150. 70 和 301. 40 mg马桑

毒素 B 的 1 cm2 玉米叶叶碟饲喂[3 ] ,以未载毒叶片

为对照。待试虫于 10 h 食完叶碟后 ,饥饿、排空消

化道中的食物残渣 ,然后再解剖。(2)石蜡切片观

察。解剖试虫后取出中肠中段 ,用 Bouin 氏固定液

固定 24 h ,按常规方法脱水、透明、浸蜡、包埋、切片

(厚度 5～8 mm) 、脱蜡 ,再用伊红染色、封片、干燥。

在光学显微镜下观察拍照。

2　结果与分析

2. 1　马桑毒素 B对苹掌舟蛾排泄系统的影响

给苹掌舟蛾 4龄幼虫注射 CLB后 ,其马氏管在

1 mm内的褶皱数及宽度见表 1和表 2。

表 1　CLB对苹掌舟蛾 4龄幼虫 1 mm长度内马氏管褶皱数的影响

Table 1　Fold quantity of Malpighian tubules of Phalera f lavescen of t reatment and CK insect in length 1 mm

项目
Item

测量值/ mm　Measurement

1 2 3 4 5 平均 Average
差异率/ %

Difference percent

对照 CK 63 70 77 63 53 65. 20±8. 96 -

处理 Treat ment 77 105 91 84 98 91. 00±11. 07 39. 570 6

　　注 :差异率/ % = [ (处理 - 对照) /对照 ]×100 %。下表同。

Note :Difference percent/ % = [ ( Treat ment - CK) / CK] ×100 %. The following tables are t he same.

表 2　CLB对苹掌舟蛾 4龄幼虫马氏管直径的影响

Table 2　Diameter of Malpighian tubules of Phalera f lavescen of t reatment and CK insect

项目
Item

测量值/ mm　Measurement

1 2 3 4 5 平均 Average
差异率/ %

Difference percent

对照 CK 0. 388 9 0. 466 7 0. 388 9 0. 350 0 0. 311 1 0. 381 1±0. 057 4 -

处理 Treat ment 0. 583 3 0. 622 2 0. 466 7 0. 505 6 0. 544 4 0. 544 4±0. 061 6 42. 849 6

　　由表 1 和表 2 可以看出 ,处理组试虫马氏管褶

皱增多、直径增大 ,其中马氏管内的中性红呈颗粒

状 ,马氏管组织不透明 ;而对照组试虫马氏管褶皱数

较少、直径较小 ,其中残余在马氏管内的中性红分布

均匀 ,马氏管组织透明 (图 1) 。同样 ,用 CLB 处理

后 ,试虫马氏管基部的球体也明显增大且不透明 (图

2) ,测量数据见表 3。

观察对照及处理组试虫马氏管对中性红的排泄

情况发现 ,注射中性红后 4 h ,对照组试虫马氏管总

长度的 1/ 2端部均有中性红分布 ,中性红在马氏管

内分布均匀 ,其液体呈红色透明状 ;处理组试虫只在

马氏管端部约 1/ 4的长度内可见中性红 ,且中性红

呈结晶状。注射中性红后 8 h ,对照组试虫马氏管内

的中性红已基本被排泄完 ;而处理组试虫马氏管内

仍有未排泄完的中性红颗粒。
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图 1　苹掌舟蛾幼虫对照与 CLB处理组的马氏管特征

a.对照 ;b.处理

Fig. 1　Morphology change of Malpighian tubules of

Phalera f lavescens between CK and CLB treatment

a. CK;b. Treat ment

图 2　苹掌舟蛾幼虫对照与 CLB处理组马氏管基部小球特征

a.对照 ;b.处理

Fig. 2　Size change of the basal spheroid of Malpighian

tubules of Phalera f lavescens between CK and CLB treatment

a. CK;b. Treat ment

表 3　CLB对苹掌舟蛾 4龄幼虫马氏管基部球体大小的影响

Table 3　Size of the basal spheroid of Malpighian tubules of Phalera f lavescen of t reatment and CK insect

项目　Item
测量值/ mm Measurement

1 2 3 4 5 平均 Average

差异率 %
Difference

percent

对照 CK
横径 Broadwise diameter 1. 944 4 1. 944 4 1. 944 4 2. 333 3 2. 000 0 2. 033 3±0. 169 4 -

纵径 Longitudinal diameter 2. 333 3 2. 527 8 2. 333 3 2. 722 2 2. 222 2 2. 427 8±0. 198 0 19. 402 0

处理 Treat ment
横径 Broadwise diameter 3. 111 1 2. 500 0 3. 333 3 3. 388 9 3. 222 2 3. 111 1±0. 357 9 -

纵径 Longitudinal diameter 3. 333 3 3. 222 2 4. 000 0 3. 555 6 3. 666 7 3. 555 6±0. 304 3 14. 287 6

2. 2　马桑毒素 B对粘虫幼虫中肠组织结构的影响

光学显微镜下粘虫 4龄幼虫中肠中段组织的石

蜡切片见图 3。

图 3　粘虫幼虫对照与 CLB处理组的中肠组织

a.对照 ;b～d.分别示用 15. 07 ,150. 7和 301. 4 mg CLB处理组

Fig. 3　Variation of midgut tissue of Mythimna separate

larva between CK and CLB treatment

a. CK;b - d. Treat ment by Tutin B 15. 07 ,150. 7 ,301. 4 mg

　　图 3表明 ,对照组粘虫中肠组织正常 ,肠腔内的

围食膜清晰可见、完整 (图 3a) 。但用马桑毒素 B处

理后 ,粘虫中肠组织发生了变化 ,且随着 CLB 处理

剂量的加大 ,中肠组织病理变化有加重的趋势。在

每头试虫饲喂 15. 07 mg CLB 时 ,试虫的围食膜还

可见 (图 3b) ;每头饲喂 60. 28 mg CLB时 ,试虫的围

食膜已消失 ;每头饲喂 150. 70 mg CLB 时 ,试虫的

围食膜已消散 ,肠壁组织层明显变薄 (图 3c) ;当饲

喂剂量达到每头 301. 40 mg CLB时 ,试虫中肠的肠

腔缩小 ,围食膜消失 (图 3d) 。

3　讨　论

CLB作用于试虫后首先引起兴奋 ,再麻痹[1 ,10 ] ;

兴奋虽是神经活动的表现 ,但最终的体现乃是肌肉

收缩。CLB是一种神经2肌肉接点抑制性递质γ2氨
基丁酸受体 GABAA R的拮抗剂 ,其作用于试虫后 ,

既干扰试虫γ2氨基丁酸 GABA 的代谢方式、引起

GABA的积累 ,又会导致作用位点氯离子通道的变

化 ,使神经正常传导受到阻碍[224 ,11 ]。本研究在

1 mm长的马氏管上观察到 , CLB 处理组比对照组

的皱褶数增多了近约 25 个 ,这也间接证实 CLB 作

用于 GABAA R后引起了试虫马氏管肌肉层收缩性

能的变化。其原因可能是导致了神经膜内的氯离子

流向了膜外 ,使神经膜在较长的时间内保持去极化

状态、保持动作电位 ,进而使肌肉进入了强直收缩过

程 ,试虫产生痉挛麻痹 ,最终致使马氏管的皱褶数增
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加[11212 ] ;但如果是导致了 Cl - 进入膜内、膜处于超极

化状态不能兴奋 ,突触后膜的静息电位不能消失 ,试

虫则发生瘫软麻痹 ,肌肉难以收缩 ,马氏管的皱褶数

也不会增多[13 ]。因此 ,CLB虽然影响了其作用位点

氯离子通道的变化 ,但这种影响是导致 Cl - 进入膜

内还是流向膜外 ,还有待进一步的试验研究。

CLB作用于虫体后引起试虫马氏管肌肉层的

收缩 ,肌肉收缩的结果应该使马氏管直径缩小。但

本研究表明 ,CLB可导致试虫马氏管及其基部的球

体扩张 ,中性红在马氏管内为颗粒状 ,且长时间不能

从马氏管中排出。其原因可能是 CLB 在使试虫产

生其他中毒症状的同时 ,破坏了马氏管的吸收 - 排

泄循环方式 ,其吸收过程不断进行而排出过程中断 ,

使进入马氏管内的物质积累 ,导致其直径增大。马

氏管是昆虫重要的排泄器官 ,有毒物质进入虫体后

的排毒代谢途径之一 ,就是经过马氏管将其排出体

外 ,CLB对试虫马氏管排泄机能的损伤可进一步加

强其对试虫其他组织的伤害 ,但 CLB是否对马氏管

组织的细胞产生伤害尚不清楚。

试虫取食植物源有毒物质后 ,常影响其中肠的

消化酶活性 ,对围食膜产生伤害等[8 ,13214 ]。同样 ,试

虫取食 CLB后也使其中肠围食膜遭到破坏 ,肠壁细

胞层的厚度显著变薄 ;但其是抑制了中肠细胞对围

食膜的分泌途径或是破坏了分泌细胞 ,对中肠组织

的细胞是否也产生了破坏 ,尚需继续进行研究。
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