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摘要：为了进一步评估斑点野生稻 -./0$ 12&"#$#$的抗虫性，采用液1液分配萃取和硅胶柱层析的方法，从斑点野生
稻甲醇提取物中分离获得石油醚、氯仿、乙酸乙酯、正丁醇和水的萃取物，测定了其对斜纹夜蛾 ,1’3’1#4.$ )+#2.$ 2龄
幼虫拒食活性。结果显示，氯仿萃取物比其他 )种萃取物具有更高的拒食活性，在 &M+ 5#N5O的浓度下，&) =和 )G
=的拒食率分别为 ++M(&P和 +&M((P。氯仿萃取物经硅胶柱层析后，得到 -)个组分。比较 -)个组分的拒食活性，
发现组分 )和 -’为主要的活性组分。这两个组分对斜纹夜蛾幼虫中肠脂肪酶和!1淀粉酶的活性都具有一定的抑
制活性，其中组分 -’对脂肪酶具有显著的抑制效果，以 - 5#N5O的浓度活体处理 )G =和 3& =抑制率分别达 -*MG&P
和 2)M(’P；对!1淀粉酶的影响在 )G =和 3& =内都具有显著的抑制效果，随着处理时间的延长，其抑制率逐步提
高，3& =的抑制率分别为 &+M’(P和 &3M)’P。结果提示斜纹夜蛾幼虫中肠脂肪酶和!1淀粉酶可能是斑点野生稻拒
食活性成分的作用靶标。
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野生稻是栽培稻的祖先（丁颖，9@F"），是宝贵的
自然资源，属国家二级保护植物物种。在全球已发

现的 !%个野生稻物种中，我国自然分布有普通野生
稻 (&,-’ &%1#).2.*、药用野生稻 ( 7 .11#+#*’"#3 和疣粒
野生稻( 7 40,0&#’*’（全国野生稻资源考察协作组，
9@A$）。由于野生稻具有许多的优良性状，已经成为
栽培稻遗传改良的亲本和优质基因的来源；同时，

大多数野生稻具有抗虫特性，也引起了植物遗传育

种和昆虫毒理研究者的高度重视。据报道，广西药

用野生稻对褐飞虱 5#"’)’&6’$’ "%20*3 有很强的抗
性，在供试的 "B份野生稻样品上饲养的初孵若虫死
亡率明显高于在栽培稻上饲养的若虫死亡率，成虫

的羽化率明显低于用栽培稻饲养的成虫羽化率；在

野生稻上饲养的初羽化成虫，绝大多数卵巢不发育，

不能产卵（吴妙!，9@@%）。广东澄海县的普通野生
稻对三化螟 7&,).&,-’ #*+0&$%"’3 和褐飞虱有明显的抗
性，在分蘖期和整个苗期三化螟和褐飞虱很少在其

上危害（谭玉娟，9@@=）。冯国忠等（!%%$）在比较了 B
种野生稻的抗虫性后发现，除了药用野生稻的甲醇

提取物对几种非水稻寄生害虫，如斜纹夜蛾

!)./.)$0&’ "#$%&’、菜粉蝶 8#0&#3 &’)’0、小菜蛾 8"%$0""’
9,".3$0""’、绣线菊蚜 :);#3 +#$&#+."’ 和柑桔全爪螨
8’*.*,+;%3 +#$&# 具有拒食、忌避和生长发育抑制活性
外，斑点野生稻 (&,-’ )%*+$’$’ 的提取物比其他受试
的野生稻也表现出更强的拒食活性。为了进一步阐

明斑点野生稻的抗虫性，本文作者主要开展了拒食

活性成分的分离、提纯以及作用机理的初步研究，为

寻找新的昆虫拒食活性物质，为合理利用野生稻资

源提供科学依据。

) 材料与方法

)*) 材料
斑点野生稻由广东省农业科学院水稻研究所国

家种质野生稻圃提供，选择植株的地上部分作为实

验材料。

斜纹夜蛾经人工饲养的种群，由中山大学生物

防治国家重点实验室提供。

)*+ 拒食活性组分的提取、分离与活性测定
将采集的斑点野生稻洗净，晾干或烘干（B%G），

粉碎，过 $%目筛，采用索氏（H*)I5.,）提取法，得到甲
醇提取物；采用液E液分配萃取，分别得到石油醚、
氯仿、乙酸乙酯、正丁醇和水层萃取物，并参考慕立

义（9@@$）的方法，测定各萃取物对试虫的拒食活性，
方法如下：选取新鲜洁净木薯叶，用圆形打孔器（直

径为 9 30）打出叶碟。各组分用蒸馏水配制成所需
浓度的溶液（用不超过 9&的丙酮和吐温EA%助溶），
对照为不加药剂的溶液。将叶碟在供试药剂中浸

= 1后取出，放在清洁的台面上自然晾干，然后将叶
碟置于垫有保湿滤纸的培养皿中，培养皿的直径为

@ 30。每皿 =片叶碟，饥饿 $ )的 =龄斜纹夜蛾幼虫
9头；每个浓度设 9%个重复。处理完毕后将培养皿
置于养虫室中，温度为 !F J 9G。!$ )和 $A )用叶
面积测量仪调查取食情况，计算拒食率。

采用硅胶吸附柱层析的方法，流动相为石油醚 K
丙酮溶剂，按不同的比例进行洗脱，得到氯仿萃取物

流分，经硅胶板（青岛海洋化工厂生产）薄层层析，碘

显色，将显色点相同的流分合并，得到 9$个组分并
测定其拒食活性，以确定活性组分。

)*, 消化酶活性抑制作用测定
)*,*) 脂肪酶抑制活性测定：甘油三酯标准曲线
制作参考西北农业大学（9@AB）的方法。试虫处理与
中肠组织消化酶的制备和测定主要参考陈长琨

（9@@=）的方法。药液配制：将待测组分用少量丙酮
（低于 9&）溶解，滴加吐温EA% 乳化，加蒸馏水配制
成所测浓度的药液。将药液均匀涂布在饲养斜纹夜

蛾的薄层人工饲料上，放入培养皿中，接入蜕皮约

9 )的 =龄斜纹夜蛾幼虫，每皿 A头，每隔 !$ )更换
滤纸，并用药液重新处理新鲜饲料。每处理 9%个重
复。分别在 !$ )、$A )和 "! )随机挑取试虫（约 9%
头）解剖中肠，洗净，匀浆，加蒸馏水稀释到 9#F 0L，
摇匀。取匀浆液 %#!F 0L，加蒸馏水 %#"F 0L和蛋白
试剂 F 0L，摇匀，=%G静置 ! 0’(后，于 F@F (0波长
处测定 MN值。每个样品测 =次。对照蛋白质标准
曲线，确定蛋白质含量。

酶活力测定：取 O、P两支试管，各依次加入橄
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榄油乳剂 !"# $%，&’()*+,-缓冲液（.+ /"/）0"# $%，
酶液 1"# $%，立即盖上帽子，颠倒摇匀 # 次。对 2
管立即在 3!1 4$处测 56值；7管在 819水浴中温
育 81 $(4后，在 3!1 4$处测 56值，根据 2、7管 56
值之差，计算比活力（以!$:-·$;

< 0·$(4< 0表示）。

!"#"$ "*淀粉酶抑制活性的测定：试虫处理和酶源
制备与脂肪酶测定相同，麦芽糖标准曲线制作和"*
淀粉酶活力的测定参照 =>(?@>-A（0B/8）以及杨东升
和张金桐（!11!）的方法，采用 8，#*二硝基水杨酸试
剂测定酶液水解淀粉成麦芽糖的量，测定试虫中肠

"*淀粉酶活力。
酶活力测定：取 2、7两支试管，分别加入 0 $%

酶液和 0 $%磷酸缓冲液（.+ /"1，1"1! $:-C%），在 2
管中加入 ! $% 0D淀粉酶溶液，819水浴中温育 !1
$(4，加入 3 $% 1"3 $:-C% E@5+；在 7管中先加入 3
$% 1"3 $:-C% E@5+，摇匀后加入 ! $% 0D淀粉液，在
819水浴中温育 !1 $(4。在 2、7两支试管中各取反
应混合液 0 $%，按标准曲线制作方法测定 56值，根

据 2、7管 56值之差，求比活力（以 $;·$;< 0·$(4< 0

表示）。

根据所测各种处理的酶活力，计算酶活性抑制

率。酶活性抑制率（D）F（对照酶比活力—处理酶
比活力）C 对照酶比活力 G 011。
!"% 数据统计分析
采用 H2H I/"0分析整理数据，对实验结果采用

邓肯氏新复极差多重比较法（6>4J@4’) $>-A(.-K ’@4;K
AK)A，6LM&）进行差异显著性分析。

$ 结果与分析

$"! 不同萃取物对斜纹夜蛾 #龄幼虫的拒食活性
将根据液*液分配法所得到的各萃取物配成浓

度为 !"# $;C$%，分别测定其对 8龄斜纹夜蛾幼虫的
拒食活性（表 0）。结果表明，与其他受试的萃取物
比较，氯仿萃取物的拒食活性最高，!3 N和 3/ N的
拒食率分别为 ##"O!D和 #!"OOD。

表 ! 不同处理时间斑点野生稻不同萃取物对斜纹夜蛾 #龄幼虫的拒食活性
&’()* ! +,-./**0’,- ’1-.2.-3 4/ *5-6’1-7 /648 9.)0 6.1* !"#$% &’()*%*% -4 #60 .,7-’6 )’62’*

4/ +&,-,&*."% /0*’"% ., 0.//*6*,- 0:6’-.4, 4/ -6*’-8*,-

处理

&’K@A$K4A

!3 N 3/ N

取食面积

PKQ @’K@（$$!）

（!! R "#）

拒食率（D）

24A(SKKQ@4A ’@AK

取食面积

PKQ @’K@（$$!）

（!! R "#）

拒食率（D）

24A(SKKQ@4A ’@AK

石油醚层 TKA’:-K>$ KANK’ #O"#! R U"!U @? 0B"O8 0#B"O# R 01V1/ ? 31"!U

氯仿层 ,N-:’:S:’$ 80"!1 R U"B8 J ##"O! 0!O"#0 R UV0O ? #!"OO

乙酸乙酯层 WANX- @JKA@AK #B"/U R U"B# @? 03"B8 !81"B1 R 0#V1U @ 08"#B

正丁醇层 4*?>A@4:- 3B"!8 R #"#3 ?J 80"11 !3#"38 R !0V1U @ /"0O

水层 Y@AK’ #U"#3 R O"U0 @? 0/"!1 !31"O# R 0!V33 @ B"BO

对照 ,Z U1"8! R #"UU @ !OU"!3 R !!V38 @

注：同列数据后标有相同字母者表示经方差分析（6LM&法）在 #D水平上无显著差异。下同。

E:AK：6@A@ (4 @ J:->$4 [(AN ANK )@$K -KAAK’ )N:[ 4: )(;4(S(J@4A Q(SSK’K4JK（$ F 1"1#）（6LM&）" &NK )@$K S:’ ANK S:--:[(4; A@?-K)"

$"$ 不同组分对斜纹夜蛾 #龄幼虫的拒食活性
将氯仿萃取物进行硅胶柱层析，流动相采用合

并 MS值相同的流分，获得 03个组分，将各组分配制
成浓度为 0 $;C$%的溶液，分别测定其对 8 龄斜纹
夜蛾幼虫的拒食活性。结果表明，在 03 个组分中，
组分 01的拒食活性最高，!3 N和 3/ N拒食率分别为
#0"#OD和 O3"81D。组分 3 的拒食活性次之，!3 N
的拒食率为 #O"10D，3/ N 的拒食率为 8/"1OD（表
!）。

$"# 组分 %和 !;对斜纹夜蛾 #龄幼虫脂肪酶活力
的影响

组分 3和 01处理 !3 N、3/ N和 U! N对斜纹夜蛾
8龄幼虫中肠脂肪酶活力的影响见表 8。处理 !3 N
后，对照、组分 3 和 01 处理的酶的比活力分别为
1"O1O3、1"#!/#和 1"3O0/!$:-·$;

< 0·$(4< 0。经方差

分析，它们之间差异不显著，酶活性抑制率分别为

0!"/#D和 03"3OD。3/ N后，对照、组分 3和 01处理
的 酶 的 比 活 力 分 别 为 1"O3B/、1"#O0B 和

/## 昆虫学报 %&’( #)’*+*,*-.&( ".).&( 3B卷



!"#$%!!&’(·&)
*%·&+,*%。经方差分析，组分 %! 处理

的试虫酶比活力与对照存在显著性差异，表明组分

%! 对斜纹夜蛾 - 龄幼虫的脂肪酶活力具有一定的
影响。酶活性抑制率为 %."/$0。1$ 2后，对照、组
分 3和 %!处理的酶比活力分别为 !"#-#/、!"343#和

!"-#!3!&’(·&)
*%·&+,* %。方差分析表明，组分 %!处

理的试虫酶比活力与对照存在显著性差异，酶活性

抑制率 -3"4!0。表明组分 %!对斜纹夜蛾 -龄幼虫
的脂肪酶活力有一定影响。

表 ! 不同处理时间斑点野生稻氯仿萃取物各组分对斜纹夜蛾 "龄幼虫的拒食活性
#$%&’ ! ()*+,’’-$)* $.*+/+*0 1, 23 ,4$.*+1)5 1, *6’ .6&141,147 ’8*4$.* ,417 9+&- 4+.’ !"#$% &’()*%*%

*1 "4- +)5*$4 &$4/$’ 1, +&,-,&*."% /0*’"% +) -+,,’4’)* -:4$*+1) 1, *4’$*7’)*

组分编号

56789+’, ,’"

$3 2 3/ 2
取食面积

5:; 76:7（&&$）（!! < "#）
拒食率（0）
=,9+>::;7,9 679:

取食面积

5:; 76:7（&&$）（!! < "#）
拒食率（0）
=,9+>::;7,9 679:

% %%$"1/ < %#?-1 7@ $!"$3 $1-".! < %# ?!# 7@ %#"/#
$ %%/"/! < %!?%3 7@ %#"./ $13"/! < $- ?#3 7@ %#"#/
- %!-"%! < %$?!/ 7@8 $1"!. $3%"3! < %4 ?.# @8; $#"/3
3 4$"$! < %-?#. ; #4"!% $!%"4! < $$ ?$4 ; -/"!4
# %!#"!! < %$?$3 7@8 $#"13 $13"#! < $% ?!3 7@ %#"41
4 .!"3! < %$?1- @8; -4"!1 $#."4! < %- ?3- @8 $!"$#
1 .3"-! < %4?4% @8; --"-% $-3"$! < %- ?4- @8; $/"!#
/ %!3"1/ < /?%$ 7@ $#".! $1#"/! < %$ ?#4 7@ %#"$1
. %%$"$! < .?#- 7@ $!"4# $!!"%! < /?/3 ; -/"#-
%! 4/"#! < %%?/1 8; #%"#4 %%4"$! < %4 ?$! : 43"-!
%% ./"%! < .?!% @8; -!"4$ $44"1! < %/ ?.% @ %/"!4
%$ %!$"1! < %-?## 7@8 $1"-1 $!4"3! < %4 ?.. 8; -4"#.
%- %$3".! < /?#$ 7@ %%"41 $#3".! < %% ?1/ @8; $%"4.
%3 %!#"3! < %$?.! 7@8 $#"34 $4!"$! < %. ?!# @8 $!"!4
对照 AB %3%"3! < %!?-- 7 * -$#"#! < $1?44 7 *

表 " 不同处理时间斑点野生稻氯仿萃取物组分 3和 2;对斜纹夜蛾 "龄幼虫脂肪酶活力的影响
#$%&’ " <,,’.* 1, ,4$.*+1) 3 $)- 2; 1, *6’ .6&141,147 ’8*4$.* ,417 9+&- 4+.’ !"#$% &’()*%*%
1) $.*+/+*0 1, &+=$5’ 1) "4- +)5*$4 &$4/$’ 1, +&,-,&*."% /0*’"% +) -+,,’4’)* -:4$*+1) 1, *4’$*7’)*

组分编号

56789+’, ,’"

$3 2 3/ 2 1$ 2

比活力

CD:8+>+8 789+E+9F
（!&’(·&)

* %·&+,* %）

（!! < "#）

抑制率（0）
G,2+@+9+,) 679:

比活力

CD:8+>+8 789+E+9F
（!&’(·&)

* %·&+,* %）

（!! < "#）

抑制率（0）
G,2+@+9+,) 679:

比活力

CD:8+>+8 789+E+9F
（!&’(·&)

* %·&+,* %）

（!! < "#）

抑制率（0）
G,2+@+9+,) 679:

对照 AB !"4!43 < !"!$.# 7 !"43./ < !"!-/$ 7 !"#-#/ < !"!$%% 7

3 !"#$/# < !"!$-% 7 %$"/# !"#4%. < !"!%.# 7@ %-"#- !"343# < !"!31! 7 %-"-%

%! !"34%/ < !"%-%. 7 %3"34 !"#$%! < !"!%!$ @ %."/$ !"-#!3 < !"!%3! @ -3"4!

!>3 组分 3和 2;对斜纹夜蛾 "龄幼虫!?淀粉酶活
力的影响

组分 3和 %!以 % &)H&I浓度处理斜纹夜蛾 -龄
幼虫，$3 2、3/ 2和 1$ 2后对中肠"J淀粉酶活力的
影响见表 3。处理 $3 2后，对照、组分 3和 %!处理的
试虫酶比活力分别为 !"$-3/、!"$!/3 和 !"$-!/ &)·
&)* %·&+,* %。方差分析表明，组分 3 处理的试虫酶
比活力与对照比差异显著，而组分 %! 与对照差异不
显著。两种组分的抑制率分别为 %%"$30 和
%"1!0。3/ 2，对照、组分 3和 %!处理的试虫酶比活

力分别为 !"%/#4、!"%443和 !"%3!$ &)·&)* %·&+,* %，

方差分析表明，组分 3和 %!处理后试虫酶活力与对
照比差异显著，抑制率分别为 %!"-30和 $3"340。
1$ 2，对照、组分 3 和 %! 处理的试虫酶活力分别为
!"$1!%、!"$!$3 和 !"%.4% &)·&)* %·&+,* %。经方差

分析均与对照存在显著差异，抑制率分别为

$#"!40和 $1"3!0。经组分 3和 %!处理的试虫，酶
的比活力均低于对照试虫，随着时间的延长，组分 3
和 %!对 3龄斜纹夜蛾幼虫中肠"J淀粉酶活力抑制
作用呈逐渐增强的趋势。
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表 ! 不同处理时间斑点野生稻氯仿萃取物组分 !和 "#对斜纹夜蛾 $龄幼虫!%淀粉酶活力的影响
&’()* ! +,,*-. /, ,0’-.1/2 ! ’23 "# /, .4* -4)/0/,/05 *6.0’-. ,0/5 71)3 01-* !"#$% &’()*%*% ./
’-.181.9 /,!%’59)’:* /2 $03 12:.’0 )’08’* /, +&,-,&*."% /0*’"% 12 31,,*0*2. 3;0’.1/2 /, .0*’.5*2.

组分编号

!"#$%&’( (’)

*+ , +- , .* ,

比活力

/01$&2&$ #$%&3&%4
（56·567 8·5&(7 8）

（!! 9 "#）

抑制率（:）
;(,&<&%&(6 "#%1

比活力

/01$&2&$ #$%&3&%4
（56·567 8·5&(7 8）

（!! 9 "#）

抑制率（:）
;(,&<&%&(6 "#%1

比活力

/01$&2&$ #$%&3&%4
（56·567 8·5&(7 8）

（!! 9 "#）

抑制率（:）
;(,&<&%&(6 "#%1

对照 => ?)*@+- 9 ?)??*A # ?)8-BA 9 ?)??B@ # ?)*.?8 9 ?)??8A #

+ ?)*?-+ 9 ?)??-B < 88)*+ ?)8AA+ 9 ?)??+@ < 8?)@+ ?)*?*+ 9 ?)??88 < *B)?A

8? ?)*@?- 9 ?)??C8 #< 8).? ?)8+?* 9 ?)??+. $ *+)+A ?)8CA8 9 ?)??@* < *.)+?

$ 讨论

$<" 斑点野生稻抗虫活性物质
植食性昆虫对寄主植物的选择是由于不同植物

中含有不同的次生物质所造成，这些物质一般有防

御昆虫取食的作用，引起他们离弃植物或拒绝取食。

当昆虫对某些次生物质不能适应时，便不以含有这

种成分的植物为食。从植物中分离出来的次生物质

多数对昆虫会引起拒食作用（钦俊德，8C-.）。次生
物质对昆虫作用性质，方式和强度上的差异，是决定

植物不同抗性水平的重要化学基础（王琛柱等，

8CC@）。对昆虫有拒食作用的植物次生代谢物质包
括生物碱、酚类和萜类等化合物。通过对斑点野生

稻拒食活性物质的分离，表明它主要存在于氯仿溶

剂中，具有脂溶性的特性，不同于已报道的非蛋白氨

基酸和草酸（肖汉祥和张良佑，*??8）。本实验测定
的组分 +和 8?在薄层层析分别显示 * 个和 + 个着
色点，它们的 D2值分别为 ?)+@..、?)*.@A和 ?)@C@@、
?)*C@@、?)*8@@、?)8.@@。表明所检测的两个活性组
分，还需进一步的分离提纯，这样才有可能确定斑点

野生稻中的抗虫活性物质，这将是我们下一步研究

的内容。

$<= 斑点野生稻抗虫作用方式与毒理机制的探讨
在稻属 **个种中，除 * 种为栽培稻种外，其他

为野生稻种（E#F6,#(，8CC+）。野生稻长期处于野生
环境中，经受了各种不良环境的自然选择，产生了不

同程度的抗逆性。E#F6,#(（ 8CC+）及 E1GFH#54
（8CCB）的研究发现，A?:的野生稻种具有抗虫特性，
对大多数水稻害虫具有抗生性，表现为拒食、忌避、

毒杀和生长发育抑制作用。斑点野生稻分布在非

洲，我国已引种，现已在部分研究机构开展研究。

E#F6,#(（8CC+）研究结果表明，斑点野生稻具有抗褐
飞虱和白背飞虱的能力，主要表现为对飞虱的行为

干扰，引起拒食和驱避效应。有关斑点野生稻抗虫

的毒理机制未见报道，本研究发现，斑点野生稻对斜

纹夜蛾幼虫的拒食作用是与其内含有抑制具有消化

作用的脂肪酶和!I淀粉酶活力有关，对其他的昆虫，
如菜粉蝶幼虫的测定也表现出对这两种消化酶的抑

制活性（待发表），这样就必然会干扰昆虫对食物降

解和营养物质的吸收，减少昆虫取食量，继而影响正

常的生长与发育。
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