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褐飞虱唾液中诱导水稻释放挥发物的活性组分研究

        杜孟浩‘，严兴成2，委永根‘，程家安，
(1.浙江大学 应用昆虫学研究所;2.浙江大学 校医院，浙江 杭州310029)

摘 要:行为生测表明在揭飞虱的头部磨碎液中存在诱导水稻释放引诱稻虱缨小蜂挥发物的活性组分，

这些活性组分主要属于蛋白质类.在一15一一20℃条件下揭飞虱头部磨碎液的生物活性，至少可保持38

d，但72d后全部丧失.褐飞虱唾液中存在的二葡萄糖普酶、汗葡萄糖普酶、。淀粉酶和件淀粉酶等4种主要

酶类中，仅件葡萄糖普酶所处理的稻株挥发物能明显地引诱稻虱缪小蜂.褐飞虱头部磨碎液、磨碎液中的

蛋白质以及各葡萄糖普酶等处理稻株的挥发物与揭飞虱雌成虫为害株的挥发物对稻虱缪小蜂的引诱作用

无明显差异.挥发物提取、分离与鉴定的结果表明，揭飞虱头部磨碎液、头部磨碎液中分离的蛋白质类以及

R-葡萄糖普酶等处理所诱导释放的水稻挥发物与褐飞虱雌成虫为害株所释放的挥发物组成相似.这些结

果表明揭飞虱唾液中的蛋白质类，尤其是汗葡萄糖普酶在揭飞虱诱导的水稻挥发物释放中起着重要作用.

文中还就褐飞虱唾液中可能存在的各类活性组分及其可能的作用机理进行了讨论.
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Abstract: Active chemicals were found to be present in the rice brown planthopper Nilaparuata lugens head

extract that induced rice plants to release volatiles attractive to Anagrus nilaparvatae, an egg parasitoid of N.

lugens and were shown to belong mainly to proteins. The activity of the extract was lost when stored at一15-

一20 0C for 72 days, but it was retained for at least 5 weeks. Among volatiles emitted from rice plants that were

wounded and treated with either a-glucosidase, P-glucosidase, a-amylase, or (3-amylase, which are the four

main enzymes present in the saliva of N. lugens，only were volatiles emitted from仔glucosidase-treated plants

capable of attracting the parasitoid. The parasitoid showed no preferences for volatiles released from N. lugens-

damaged plants compared to those from plants that were wounded and treated with either N. lugens head

extract, proteins isolated from the extract or仔glucosidase. Volatiles released from rice plants that were elicited

by N. lugens head extract, proteins isolated from the extract or卜glucosidase were similar to those from N.

lugens-infested plants. These results suggest an important role of proteins, especially件glucosidase in the saliva
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of N. lugens in the production of N. lugens-induced rice volatiles. The possible nature of the active chemicals

in the saliva of N. lugens and the potential mechanism by which they induce volatiles production were discussed

in the paper.

Key words: rice; Nilaparvata lugens;Anagrus nilaparvatae;saliva; volatiles; R-glucosidase

      植食性昆虫为害诱导的植物挥发物在植

食性昆虫天敌的寄主/猎物定位中起着非常重

要的作用[1- 3].如Dicke et al.发现，受二点叶

蜡Tetranychus urticae为害后的菜豆比未受
害菜豆对捕食蜡Phytoseiulus persimili:具更

强的引诱 作用川.玉米在 受 甜菜 夜蛾

Spodoptera exigua攻击后，亦能增强对寄生

蜂 Cotesia marginiventris的引诱作用[4].近

来，Kesser and Baldwin以及Bernasconi et al.

则更在自然环境中证实了虫害诱导的植物挥发

物对植食性昆虫天敌的引诱作用[,s]

    植食性昆虫的唾液(口腔分泌物)是诱导植

物释放挥发性互益素的关键物质[[z, 7-9.至今，

已分离和鉴定了2种能诱导机械损伤植物释放

类似于虫 害诱 导 挥发物 的化学诱 导物

(elicitor)一种是份葡萄糖昔酶，从大菜粉蝶

Pieris brassicae幼虫中分离获得[10];另一种是

挥发物诱导素(volicitin), N-(17-经基一亚麻酞

基 -L一谷氨酞胺，及其类似物(酞胺类化合

物)，从甜菜夜蛾幼虫及其它鳞翅目幼虫中分离

获得[1‘一’3].此外，最近在一种烟草 Nicotiana

attenuata上的研究结果表明，Manduca sexta

幼虫口腔分泌物中化学诱导物的2种主要成分

(2种酞胺类化合物)能分别上调和下调由总的

口腔分泌物所上调和下调的植物基因的64%

和49% [1414 y .说明在植食性昆虫的口腔分泌物中

存在有多种化学诱导物，并且在不同的植食性

昆虫之间存在差异.然而，在这方面的研究还非

常有限，至今还只对咀嚼式口器的鳞翅目幼虫

有过这方面的报道，而对包括刺吸式口器昆虫

在内的其它昆虫尚无研究报道.

      本文以水稻、水稻重要害虫褐飞虱

Nilaparvatae lugens (Stal)及其卵期重要寄

生蜂稻虱缨小蜂Anagrus nilaparvatae Pang

et Wang为研究系统 以往的结果表明，褐飞虱

若虫或雌成虫一稻株复合体挥发物对褐飞虱天

敌稻虱缨小蜂具有明显的引诱作用;并且褐飞

虱若虫一稻株复合体挥发物与褐飞虱雌成虫一稻

株复合体挥发物对该蜂的引诱作用无明显差

异;通过分解测定褐飞虱一稻株复合体中各组分

挥发物对稻虱缨小蜂的引诱作用表明，去除褐

飞虱后的受害稻株挥发物比健康稻株或机械损

伤稻株挥发物对寄生蜂具更强的引诱作用，而

褐飞虱各发育阶段虫体(若虫，雌成虫，雄成虫，

卵)及其产物(蜜露，脱皮壳)的挥发物对该蜂无

引诱作用[15-171.这些结果表明褐飞虱诱导的水

稻挥发物在稻虱缨小蜂的寄主寻找行为中起着

重要作用，并且褐飞虱诱导的水稻挥发物的释

放与褐飞虱的唾液可能有着密切的关系.本文

在这些研究工作的基础上，着重就褐飞虱唾液

中诱导水稻挥发物的活性组分进行了研究.现

将结果报道如下.

1 材料与方法

1.1 供试水稻

    水稻品种为TN1，种子由中国水稻研究所

提供.种子于室内催芽后，分期分批播于室外无

虫网室的水泥槽内，至秧龄20̂-30 d时，移栽

至(必15CMX15cm)塑料盆钵中，每盆10根苗，

定期浇水施肥，移栽后40̂ 50 d供试.

1.2 供试昆虫

    褐飞虱 Nilaparvata lugens虫源由中国

水稻研究所提供.在室外的网室内，利用TN1

稻苗进行群体繁殖，繁殖1-2代后的飞虱供试

验用.稻虱缨小蜂Anagrus nilapartvatae虫源

从浙江大学华家池校区实验农场中诱得，然后

在((27士1) 0C ,12 L:12 D的光照培养箱中，以

TN1上的褐飞虱卵繁殖.

1.3 化学药品

    R-葡萄糖昔酶(1. 4 U/mg protein), a一葡萄

糖昔酶(75 U/mg protein), a一淀粉酶(1178 U/
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mg protein)和汗淀粉酶(986 U/mg protein)均

购自SIGMA公司.使用时按照Mattiacci et

al.的方法[10]，以0. 1 mol/L的NaOH/柠檬酸

配成的缓冲液(pH=6)分别将4种酶配成实验

所需浓度:日一葡萄糖昔酶，0. 5 U/mL; a-葡萄糖

昔酶,0. 5 U/mL;a一淀粉酶，1. 25 U/mL和件淀

粉酶，l. 25 U/mL.其他试剂为国产分析纯.

1.4 褐飞虱头部磨碎液的收集和保存

    取褐飞虱头部100。个(包括唾液腺)，置于

1 mL磷酸氢二钠缓冲液(0. 05 mol/L, pH =8)

中，充分磨碎后于一80℃保存.
1.5 生物测定

    稻虱缨小蜂的行为生测采用“Y”型嗅觉

仪 嗅觉仪的构造及具体的生测方法同类永根

等[18]对每个处理至少测定稻虱缨小蜂32头.

实验所得的数据采用Xz检验.

1.6 稻虱缨小蜂对褐飞虱头部磨碎液各分离

组分处理稻株挥发物的行为反应

    分别利用下列的褐飞虱头部磨碎液及其各

分离组分处理稻株:①褐飞虱头部磨碎液;②煮

沸5 min后的褐飞虱头部磨碎液;③取褐飞虱

头部磨碎液经3000 r/min离心5 min后的沉淀

物及上清液，对沉淀物用。.05 mol/L磷酸氢二

钠缓冲液重新溶解到原溶液相同体积后再使

用，上清液用孔径为0. 22 j.m的膜过滤后使用;

④取处理③中有活性的上清液用柠檬酸将pH

值调节至 3. 3，然后以 16000 r/min离心 30

min，取上清液(非蛋白质类)和沉淀物(含蛋白

质类)[1s].沉淀物用。.05 mol/L磷酸氢二钠缓

冲液重新溶解到原溶液相同体积后再使用;⑤

取处理④中的蛋白质类溶液煮沸 5 min后使

用.水稻苗的处理方法如下:按需要取上述所栽

水稻，去除小的分粟和黄叶，用自来水清洗干

净，留10根苗.然后用解剖针在每根稻株茎的

上部和基部，各刺200次，并在每个部位涂抹上

述材料的溶液各20川2.均以0. 05 mol/L的磷

酸氢二钠缓冲液处理稻株为对照.处理 12h

后，利用1.5所述的生测方法分别测定稻虱缨

小蜂对上述材料所处理稻株挥发物的行为反

应，同时也测定了稻虱缨小蜂对褐飞虱头部磨

碎液本身的行为反应(以0. 05 mol/L的磷酸氢

二钠缓冲液为对照).

1.7 褐飞虱头部磨碎液活性在低温下可保存

时间的测定

    将新鲜的褐飞虱头部磨碎液保存于一15

-20℃的冰柜中，然后分别取保存后 1,7,10,

21,38和72 d的头部磨碎液处理稻株，以0.05

mol/L的磷酸氢二钠缓冲液处理稻株为对照.

处理方法同1.6.分别测定稻虱缨小蜂对不同

保存时间褐飞虱头部磨碎液处理稻株挥发物的

行为反应.

1.8 稻虱缨小蜂对4种酶处理稻株挥发物的

行为反应

    褐飞虱唾液中存在4种主要的酶类，即R-

葡萄糖昔酶, a一葡萄糖昔酶、a-淀粉酶和份淀粉

酶[201.分别测定稻虱缨小蜂对R-葡萄糖昔酶

(0. 5 U/mL), a-葡萄糖昔酶(。.5 U/mL), a一淀

粉酶(1. 25 U/mL)和卜淀粉酶(1. 25 U/mL) 1101

处理稻株挥发物的行为反应.均以0. 1 mol/L

的NaOH/柠檬酸缓冲液处理稻株为对照.处

理方法同1.6.

1.9 褐飞虱头部磨碎液各活性组分处理稻株

与褐飞虱为害稻株挥发物的活性比较

    比较测定了褐飞虱头部磨碎液、蛋白质类

及件葡萄糖昔酶(0. 5 U/mL)各处理稻株与褐

飞虱为害稻株(15雌成虫/苗)挥发物对稻虱缨

小蜂引诱作用的差异.处理方法同1.6.

1.10 水稻挥发物的提取和分离及鉴定

    挥发物 的提取，利用 固相微萃取法

(SPME)，其提取方法仿照娄永根等[[zoo用剪刀

对需捕集化合物的水稻齐泥割下，称取稻株30

9，小心放人一提取筒(05 cm X 45 cm的圆柱形

筒)内.为避免机械损伤伤口释放挥发物，在玻

璃筒内滴加5 mL蒸馏水.整个玻璃筒置于一大

的水浴锅中(020 cmX 50 cm, 28 *C).固相微萃

取的针头自玻璃筒盖中间的小孔(01 mm)插

人，小心地将固相微萃取的萃取头推出，同时用

铁架台固定固相微萃取.自萃取头推出后开始

计时，对挥发物提取2h.整个提取过程在28℃

的空调室进行.

    分别对磷酸氢二钠缓冲液、褐飞虱头部磨

碎液、蛋白质类、非蛋白质类、R一葡萄糖昔酶等

处理稻株，褐飞虱雌成虫为害株及未处理稻株

的挥发物进行提取，水稻苗的处理方法同行为
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生测的水稻苗处理方法.提取的挥发物利用气

相色谱HP-6890P1us分离.对固相微萃取捕集

的挥发物，直接在 250℃的GC进样口内进行

热解析，解析时间为1 min，无分流进样.色谱柱

利用 HP-5MS毛细管柱(30 m X 0. 25 mm ID,

膜厚 。.25 fm).柱温采取程序升温，40 0C (2

min)至250 0C (2 min)，6 0C /min.以99. 999%

高纯氦气作载气，柱气流量1. 0 mL/min.挥发

物的检测通过Agilent MSD 5973，气谱/质谱

接口温度 280 *C; EI离子源，离子源温度 230

℃，电离能70 eV.通过核对谱库(NIST98)与标

准化合物的质谱图，对挥发物的各组分进行定

性，并以正辛烷为外标(200 mg/L，进样量 1

N.L)，根据峰面积对各挥发物组分进行相对

定量.

1.11 实验数据的统计分析

    利用DPS计算机软件分别对实验结果进

行X2检验和方差分析，并根据挥发物各组分的

含量，挥发物的种类数以及挥发物总量对7种

处理进行聚类分析，以了解各处理间挥发物的

差异程度.进行系统聚类分析时，先进行数据的

标准化，以Xz计算样品间的距离，最后以离差
平方和法对样品聚类.

处理 对照 卡方检验

口4
口1ns

II5

2 ns

1 ns

n
曰u
lll
曰

口2 ns

趋向不同味源的小蜂数量/头

  L .  I

  0   10

无反应小蜂
  数量/头

    a, b, d, e, f, g, h分别表示头部磨碎液、煮沸头部磨

碎液、上清液、沉淀重溶、非蛋白质类、蛋白质类及煮沸

蛋白质类处理苗与对照缓冲液处理苗的比较;;c表示头

部磨碎液(无苗)与缓冲液(无苗)的比较.

图1 稻虱续小蜂对褐飞虱头部磨碎液各分离组

      分处理稻株挥发物的行为反应

Fig. 1                      Behavioral responses of Anagrus nilapartvatae

        females to volatiles from rice plants that were

        wounded and treated with various fractions

        isolated    from     Nilaparvata     lugens

          heads extraction

唾液保存
  时间//d

处理 对照 卡方检验

2 结果与分析

2.1 稻虱缨小蜂对褐飞虱头部磨碎液及其各

分离组分处理稻株挥发物的行为反应

    结果表明，稻虱缨小蜂对褐飞虱头部磨碎

液、3000 r/min离心后的上清液及蛋白质类所

处理的水稻挥发物具明显的趋性，而对离心后

的沉淀重溶、煮沸的蛋白质类及褐飞虱头部磨

碎液本身等处理的水稻挥发物则不显示明显的

行为反应(图1).说明在褐飞虱头部磨碎液中

存在诱导水稻释放挥发物的活性组分，并且这

些活性组分主要属于蛋白质类.

2.2 褐飞虱头部磨碎液活性在低温下的可保

存时间

    在一15~一20℃条件下，褐飞虱头部磨碎

液的生物活性在72 d后全部丧失，但至少可保

持38 d(图2).此外，从图中还可看出随着存放

趋向不同味源的小蜂数量/头 无反应小蜂
  数量/头

图2 稻虱缨小蜂对不同保存时间的褐飞虱头部

      磨碎液处理稻株挥发物的行为反应

Fig. 2                               Behavioral responses of Anagrus nilapartvatae

        females to volatiles from rice plants that were

        wounded and treated with Nilaparvata lugens

        heads extraction kept at一15℃to一20℃for

          different time
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时间的延长，褐飞虱唾液诱导水稻挥发物的活

性有下降的趋势.

2.3 稻虱缨小蜂对4种酶处理稻株挥发物的

行为反应

    在测定的4种酶中，只有 R-葡萄糖昔酶

(0. 5 U/mL)处理的水稻苗对稻虱缨小蜂有明

显的引诱作用;其他 3种，即 a一葡萄糖昔酶

(0. 5 U/mL), a一淀粉酶(1. 25 U/mL)和R-淀粉

酶(1. 25 U/mL)则不显示明显的引诱作用(图

3A).

      A 处理 对照 卡方检验

趋向不同味源的小蜂数量/头 无反应小蜂
  数量/头

处理 对照 卡方检验

趋向不同味源的小蜂数量/头

    a,b,c,d分别表示件葡萄糖昔酶、a-葡萄糖昔酶,a-

淀粉酶及R-淀粉酶处理苗与对照缓冲液处理苗的比较;

e,f,g分别表示头部磨碎液、蛋白质类及件葡萄糖昔酶

处理苗与褐飞虱为害苗的比较.

图3 稻虱续小蜂对④4种酶处理稻株挥发物的

      行为反应和⑧各活性组分处理稻株与褐飞

      虱雌成虫为害稻株挥发物的选择趋性

Fig. 3     Anagrus nilapartvatae females responses to④

        volatiles from rice plants that were wounded

        and treated with one of the four enzymes and

        .pairs of volatiles from rice plants in which

        one kind of plants were wounded and treated

          with one of active fractions isolated from the

        extraction of Nilaparvata lugens heads and the

        other   was   Nilaparvata   lugens   females

        damaged plants

2.4 各活性组分处理稻株与褐飞虱为害稻株

挥发物的活性比较

    褐飞虱头部磨碎液、蛋白质类及件葡萄糖

昔酶(0. 5 U/mL)处理稻株挥发物与褐飞虱为

害稻株挥发物对稻虱缨小蜂的引诱作用无显著

差异(图3B).

2.5 各处理稻株的挥发物比较

    共捕集到水稻挥发物 25种，其中鉴定了

21种(表1).在鉴定的21种挥发物中有3种醛

类，3种枯烯类，5种酮类，最多的是直链的烷烃

和烯烃，共10种.这与娄永根等报道的水稻挥

发物组分大多一致[18].从水稻挥发物总量上

看，褐飞虱为害、褐飞虱头部磨碎液、蛋白质类

和R-葡萄糖昔酶等4种处理，与相对应的对照

未处理稻株或磷酸氢二钠缓冲液处理稻株相

比，均显著或极显著地增加了水稻挥发物的释

放量，其总量分别为其相应对照的7.26,5.51,

4.52和8.45倍;非蛋白类处理稻株尽管在挥

发物总量方面亦比对照有一定程度的增加，但

差异不显著(表1).从单个组分看，褐飞虱为害

后(与对照未处理稻苗相比)能明显导致 12种

水稻挥发物组分，包括芳樟醇,1一十三烯、正十

三烷、E-4-( 2, 6, 6-trimethyl-2-cyclohexen-l-

y1)一3-Buten-2-one,  4-( 2，6，6-trimethyl-l-

cyclohexen-1-yl)-2-Butanone、正十六烷、正十
七烷、正十八烷、6,10,14一三甲基一2一十五酮、正

十九烷和两种未知化合物(未知物 1和未知物

3)释放量的上升，并且使水稻释放一种新的挥

发物正二十一烷(表 1).与对照磷酸氢二钠缓

冲液处理稻株相比，褐飞虱头部磨碎液、蛋白质

类、非蛋白质类及R-葡萄糖昔酶等处理稻株，分

别能明显增加 10种、8种、3种和10种挥发物

组分的释放量，并同时导致新的正二十一烷的

释放.此外，有一种组分1-(1,5一二甲基一4一己烯

基 -4一甲基一苯明显下降;在这些增加的挥发物

组分中，4种处理中分别有11种、7种、4种和9

种与褐飞虱为害株中所增加的组分相同(总13

种)(表1).说明褐飞虱为害株的挥发物组成相

与褐飞虱头部磨碎液、蛋白质类及R-葡萄糖昔

酶等处理稻株的比较接近，而与非蛋白质类处

理稻株的则相差较大.聚类分析的结果也正好

说明了这一点:褐飞虱为害株的挥发物组成相
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与褐飞虱头部磨碎液、蛋白质类及R-葡萄糖昔

酶等处理稻株的比较接近，与非蛋白质类处理

稻株的相差较大，而与未处理稻株和缓冲液处

理稻株的差别最明显(图4).
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    a,b,c,d,e,f,g分别表示非蛋白类、俘一葡萄糖昔酶、

蛋白类、头部磨碎液处理稻株和褐飞虱为害、缓冲液处

理及未处理稻株.

  图4 不同处理稻株挥发物组成相的聚类分析

Fig. 4   Cluster analysis of volatiles profiling emitted

        from  headspaces  of   rice plants  with

          different treatments

3 讨 论

    本文经过一系列行为生测试验，证实了在

褐飞虱的头部磨碎液中存在诱导水稻释放挥发

物的活性物质，并且其主要组分为蛋白质类(图

1).结合褐飞虱唾液中存在的R-葡萄糖昔酶能

诱导水稻释放引诱稻虱缨小蜂的挥发物(图

3)，可以明确在褐飞虱唾液中至少存在一种酶，

即R-葡萄糖昔酶能诱导水稻挥发物的释放.尽

管在实验中不能保证在褐飞虱头部磨碎液、蛋

白质类、R一葡萄糖昔酶以及褐飞虱为害这4种

处理中所存在的活性组分即褐飞虱唾液中化学

诱导物的含量完全一致，但根据前面3种处理

稻株挥发物与褐飞虱为害稻株挥发物对稻虱缨

小蜂的引诱作用(图3B)以及相互间组成相(图

4，表1)的相似性，至少从一个侧面说明了在褐

飞虱唾液中的蛋白质类尤其是R-葡萄糖昔酶在

褐飞虱诱导的水稻挥发物释放中起着重要作

用.至于是否存在其它的活性蛋白质类，则尚需

作进一步的深人研究.

    值得一提的是，虽然煮沸的褐飞虱头部磨

碎液处理稻株和褐飞虱头部磨碎液中非蛋白质

类处理稻株挥发物对稻虱缨小蜂的引诱作用在

统计学意义上不明显，但稻虱缨小蜂对其都有

一定的趋性(64. 5%, N=32，图1).当生测的寄

生蜂数达到64头时，两种处理对稻虱缨小蜂都

显示了明显的引诱作用(煮沸的头部磨碎液:

40 22, XZ = 4. 660;非蛋白质类:4021,X2=
5. 310' ).挥发物的捕集结果也表明，褐飞虱头

部磨碎液中的非蛋白质类处理稻株能导致3种

水稻挥发物组分释放量的上升以及1种新组分

的释放，并且这些组分的变化趋势与褐飞虱为

害株中的一致(表1).这似乎喻示在褐飞虱的

头部磨碎液中有可能还存在着非蛋白质类的活

性组分，并且也说明由非蛋白质类物质所诱导

的4种挥发物组分有可能在稻虱缨小蜂的寄主

选择行为中起着一定的作用.

    在褐飞虱唾液中存在的R-葡萄糖昔酶，可

作用于酚糖昔，如熊果昔和水杨昔;作用于水杨

昔的产物之一是水杨酸[201.水杨酸作为植物体

内的重要信号物在植物的抗病性中起着重要作

用[[21, 22从Ozawa等发现水杨酸甲醋亦能诱导

菜豆释放挥发物[231.因此，P-葡萄糖昔酶对水

稻挥发物的诱导有可能是通过水杨酸信号传导

途径起作用.至于为什么在褐飞虱唾液中存在

P-葡萄糖昔酶这种在某种意义上可能对己不利

的物质?这可能与件葡萄糖昔酶能帮助褐飞虱

对食物的摄取和消化有关.
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