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d翻 d or “ 。 6i 种赤眼蜂的醋酶同

工酶有高度的分辨力
.

6种己知赤眼蜂的醋酶同工酶酶谱在分带数 目
,

酶带泳动率及酶谱扫

描都显示了一定的差异
.

说明在形态分类上存在的种间差异
,

在醋酶电冰图上也同样有差异
。

2
.

拟澳洲赤眼蜂和松毛虫赤眼蜂
,

在寄主
、

温度
、

性别不同的条件下
,

其各自醋酶酶

谱的分带数目和泳动率完全一致
. :

3
.

拟澳洲赤眼蜂
、

松毛虫赤眼蜂两个蜂种的蛋白电泳图以及苹果酸脱氢酶
、

乳酸脱氢

晦同工酶酶谱均无明显差异
.

赤眼蜂为生物防治中广 泛应用的寄生蜂种
,

但由于体形小
,

体色又随发育环境而变
化

,

给分类鉴定带来一定的困难
,

经过各国学者广泛研究 ( ` 一 ` 2〕 ,

初步认为雄性外 生 殖

器的形态特征是种间重要的分类特征 〔 2 , “ , 6 , ? , `。 , ` ’ 〕 .

但雄性外生殖器极小
,

差别 有 时不

显著
,

尚需应用遗传杂交方法进行最后确定叽
’ “〕 ,

因此对赤眼蜂的分类方法尚 有 进一

步研究的必要
。

近年来
,

生物化学技术已逐渐应用到分类学方面 〔 “ 一 `“ 〕 .

本文应用凝胶 电泳方法对

拟澳洲赤眼蜂等 6 种赤眼蜂的若干生化指标进行了初步的比较研究
.

材 料 与 方 法

本文试用赤眼蜂种均由广东省农科院刘志诚提供
。

共试用 6种赤眼蜂
: 1

。

广赤眼

蜂 T , f c h o g : a 二 m a e o a n e : c e n s
(西德引进 )

, 2
。

拟澳洲赤眼蜂 T行c无0 9 , a m m a c o n f u s 、 川 ,

3
.

短管赤眼蜂 T而 : ho g 、 机二 a 加 。行os u二 ( 关国引进 )
, 4

。

卷蛾赤眼蜂 T , i比。
那

。 m o a

c a c o e c i a ( 西德引 进 )
, 5

。

菜 白蝶赤 眼蜂 T : i c人0 9 : a m m a p i e ; 15 ( 暂定名 )
, 6

.

松 毛

虫赤眼蜂 T汀动口g ar m m a d o d oy IJ’ 二1
.

蜂种均在 25
O

C ( 士 1
。

)
、

相对湿度 保持在 80 %左右

的恒温恒湿箱内培养
。

1
。

聚丙烯酸胺凝胶电泳 〔` 7〕

本实验用的是垂直平板电泳
。

电泳仪型号 D Y一 1
。

本文1 9 8 4年 3 月收到
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凝胶板尺寸 1 2 x 19 x 0
.

1厘米
,

样品槽 l x l
.

5厘米
,

分离胶浓度为 7
。
5肠

,

浓缩胶浓

J支为 2
.

5肠
,

分离胶高为 10 厘米
,

浓缩胶为 2 厘米
。

称取在 2 5℃下以蓖麻蚕卵 ( 用作比较不同温度饲养的蜂种置 15 ℃下 ) 培养的蜂种各

5 毫克
,

经 o
O

C 下麻醉后
,

分别加入 p H S
.

3 T r is 一甘氨酸缓冲液 10 0微升
,

在 冰 浴下匀

浆
, 1 6 0 0 0转 /分离心

,

取上清液 50 微升
,

以澳酚蓝作电泳标记
,

用 p H S
.

3 T r is 一甘氨
酸为电极缓冲液

,

上槽为负极
,

下槽为正极
,

电流强度 30 毫安
,

电压 2 00 一 22 0伏
,

电泳

时间 3 一 吐小时
。

聚丙烯酞胺凝胶电泳染色有如下几种
:

①蛋 白染色 〔’ 7〕 ; ②苹果酸脱氢酶染 色 ; ③

乳酸脱氢酶染色
, ④醇脱氢酶染色 ( 以上三种酶染色方法参照 中国科学院生物化学研究

所周光宇的方法 )
,
@ 酉旨酶染色 〔’ 8〕 .

电泳毕
,

取出凝胶经蒸馏水冲洗
,

在 25 ℃下
,

以“ 醋酸蔡醋和夕醋酸茶醋溶于丙酮一

水溶液 ( 1 · 1 )
,

再加 1 00 毫克坚牢兰
,

并用 。
。
I M p H 6

.

5磷酸缓冲液 150 毫升混台 后

染色 10 一 15 分钟
,

待酶带 出现后
,

用水冲洗脱色 〔’ a〕 .

2
。

菌醉酶谱扫描
`

色谱扫描仪型号
。 C S一 91 0 ;

样品波长
: 5 50 毫微米

; 参 比 波 长
:
单 波 , 扫 描方

式 t
线型

。

二
、

结 果

松毛虫赤眼蜂和拟澳洲赤眼蜂蛋白电泳如图 1所示
。

图 l 两种赤眼蜂蛋白电泳图

1
.

松毛虫赤眼蜂 2
.

拟澳洲赤眼蜂

结果表明
,

两种赤眼蜂的苹果酸脱氢酶同工酶谱
,

均有一条带
,

种间无明显差异
。

乳酸脱氢酶及醇脱氢酶同工酶则均无酶带出现
.
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6种赤眼蜂的醋酶同工酶 电泳结果如图 2
。

其中可分辨酶带最多的有 9条
,

最少为

心条
,

而主要酶带为 4 至 5 条
.

图 2 六种赤眼蜂醋酶同工酶酶谱

1
.

广赤眼蜂

4
。

卷蛾赤眼蜂

2
.

拟澳洲赤眼蜂

5
。

菜白蝶赤眼蜂

3
。

短管赤眼蜂

6
.

松毛虫赤眼蜂

图 2 可分为A
、

B
、

C三个区域
。

现分述如下
:

①广赤眼蜂
,

可分辨酶带 8 条
,

其中 A区 3 条
,

B区 1 条
,

C区 4 条
。

②拟澳洲赤眼蜂
,

可分辨酶带 7 条
,

其 中 A区 2 条
,

B区 1 条
,

C区 4 条
。

③短管赤眼蜂
,

可分辨酶带 8 条
,

其中 A 区 3 条
,

B区 1 条
,

C区 4 条
.

④卷蛾赤眼蜂
,

可分辨酶带 9 条
,

其中 A 区 3 条
,

B区 1 条
,

C区 5 条
。

⑥菜白蝶赤眼蜂
,

可分辨酶带 7 条
,

其中 A 区 2条
,

B区 1 条
,

C区 4 条
.

⑥松毛虫赤眼蜂
,

可分辨酶带 6 条
,

其中 A区 2 条
,

B区 1 条
,

C区 3 条
.

结果表明 6 种赤眼蜂醋酶同工酶的酶带在数目
、

位置及活性强弱上均有一定差异
.

为表示 6种赤眼蜂酶谱间的差异程度
,

对各酶带的泳动率 ( R f值 ) 进行 了 计算
.

结果表明 6 种赤眼蜂醋酶同工酶酶谱仅 B区的一条带的泳动率一致
,

其余二个区的酶带

泳动率都存在一定的差异 ( 表 1 )
。

同时
,

应用色谱扫描仪对各酶谱的酶带进行了扫描 ( 图 3 )
。

由图 3 可见
, 6种赤

眼蜂醋酶同工酶酶谱扫描峰的数目及峰间距离都存在一定的差异
。
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图 3 六种赤眼峰醋酶同工酶酶谱扫描图
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表 1 六种赤眼蜂醋 酶同工醉醉带的泳动率 ( R f值 )

广广赤眼蜂蜂 拟澳洲洲 短 管管 卷 蛾蛾 菜白蝶蝶

赤赤赤眼蜂蜂 赤眼蜂蜂 赤眼蜂蜂 赤眼蜂蜂

a i,

a 盆

已 2

a . ,

b

C自

c i ,

e 几,

e i口 ,

C 1

e : ,

气 ,

e z口 ,

O
。
0 8 2

0
。

103

0
.

1 68

0
。

0 9 8

0
。
1 63

0
。

0 9 3

0
。

1 6 8

0
。

09 2

0
。

16 8

0
。

2 5

0
。

奋13

0
。

4 4 1

0
。

51 1

O
。

5 7 6

0
。

2 5

0
。
4 10

0
。

4 35

0
。

4 89

0
。

5 2 2

0
。

10 9

0
。
1 7 7

0
。

2 0 1

0
。
2 5

0
。
3 52

0
。

0 7 8

0
。
1 70

0
。
1 98

0
。
2 5

O
。

3 52

0
。
2 5

0
。

33 6

0
。

2 5

0
。

34 3

0
。

37 6

0
。
4 0 2

〔
。
4 2 6

0
。
3 76

0
。

3 9 8

0
。

4 3 8

0
。
5 5 8

0
。

36 4

0
。
4 2 1

0
。
4 95

0
。
3 7 0

0
。
4 2 1

考虑到用醋酶同工酶酶谱作为种间差异指标是否稳定
,

又比较了寄生于不同寄主的

松毛虫赤眼蜂和拟澳洲赤眼蜂产卵前及产卵后的醋酶同工酶酶谱以及不同温度培养下的

两种雌性赤眼蜂醋酶同工酶酶谱的变化 ( 图 4一 9 )
。

图 4 图 5 图 6

图 4 寄生于柞蚕卵的拟澳洲赤眼蜂产卵前后醋酶同工酶酶谱
1

.

为产卵前 2
.

为产卵后

图5 寄生于蓖麻蚕卵的拟澳洲赤银蜂产卵前后醋酶同工酶酶谱
1

.

产卵前 2
.

产卵后

图 6 寄生于柞蚕卵的松毛虫赤眼蜂产卵前后醋酶同工酶酶谱
l

。

产卵前 2
.

产卵后

图7 寄生于蓖麻蚕卵的松毛虫赤眼蜂产卵前后醋酶同工酶酶谱
1

。

产卵前 2
。

产卵后

图 7
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结果表明拟澳洲赤眼蜂和松毛虫赤眼蜂在 15 ℃
、

25 ℃ 两种不同温度下培养
,

生活史

相差 20 天
,

而其醋酶同工酶酶谱的分带数 目和泳动率完全一致
。

不同性别的赤眼蜂醋酶同工酶酶谱也表明拟澳洲赤眼蜂和松毛虫赤眼蜂雌蜂和雄蜂

的醋酶同工酶酶谱的分带数目和泳动率完全一致
。

而雄性醋酶同工酶活性低于雌性
,

表

现在酶带显色较浅 ( 图 10
, 1 1 )

.

图 8 图 9 图 1 0

图 8 不同温度培养的雌性拟澳洲赤眼蜂醋酶同工酶酶谱

1
。

2 5七培养 2
。

15 ℃
.

图 9 不同温度培养的雌性松毛虫赤眼蜂酣酶同工酶酶谱

h 25 ℃培养 2
。

15 ℃培养

图 10 不同性别的拟澳洲赤眼蜂醋酶同工酶酶谱
1

.

雄性拟澳洲赤眼蜂 2
.

雌性拟澳洲赤眼蜂

图n 不同性别的松毛虫赤眼蜂醋酶同工酶酶谱

1
.

雄性松毛虫赤眼蜂 2
。

雌性松毛虫赤眼蜂

{幻1 1

三
、

讨 论

应用赤眼蜂整体提取液作蛋 白电泳未能找出种间区别
。

而苹果酸脱氢酶
、

乳酸脱氢

酶
、

醇脱氢酶及醋酶同工酶电泳实验
,

其结果除苹果酸脱氢酶同工酶在两种蜂电泳图中

可 见
一

条酶带外
,

其余两种酶都无酶带出现
。

上述情况是否由于样品中该酶 的 浓 度 太

低
,

抑或因赤眼蜂体 内上述三种酶含量相当低
,

而本实验方法的灵敏度不够所致
,

尚有

待进一步研究
。

而 6 种赤 }!民蜂的醋酶同工酶酶谱
,

泳动率和扫描分析都显示了一定的差异
,

这种差

异和赤眼蜂种间的形态差 异是互相吻
一

合的
。

通常赤眼蜂的形态特征受生态条件影响较大
,

为证实这种影响在醋酶同工酶酶谱上

是否同样存在
,

根据本实验结果可以认为
,

应用醋酶同工酶酶谱比较可不受以下几种情

况影响
.
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1
。

不同寄主影晌

赤眼蜂能寄生多种昆虫卵内
,

寄主不同
,

往往个体形态变异很大叭
“ , ’ `〕 。

目前一般

认为以形态特征进行赤眼蜂分类时
,

必须用同一寄主卵培育的蜂种比较
,

才为合适
.

根据实验结果从图 4一 7中可看出
,

用柞蚕卵和蓖麻蚕卵为寄主分别培养拟澳洲赤眼

蜂和松毛虫赤眼蜂再作电泳 比较
,

同种赤眼蜂虽寄主不同
,

但其电泳酶带和泳动率完全

一致
。

因此可认为
,

在应用醋酶同工酶酶谱进行赤眼蜂比较时
,

即使用不同寄主如柞蚕

卵或蓖麻蚕卵
,

虽然个体大小差异较大
,

但醋酶同工酶酶谱却无影响
。

2
。

不同温度影晌

同种赤眼蜂在不同温度下培养
,

其形态会出现不同的变化 氏
“ ,
“ 〕 。

本文用松毛虫赤

眼蜂和拟澳洲赤眼蜂于 15 ℃ 、

25 ℃两种不同温度下培养
,

其生活史相差 20 天
,

体 色也有

明显差异
,

但同种赤眼蜂醋酶同工酶酶谱和泳动率却完全一致
。

由此可见
,

在用醋酶同

工酶电泳作赤眼蜂种间比较时
,

可不必考虑温度影响和生活周期长短
。

3
。

不同性别影晌

赤眼蜂的分类目前主要以雄性外生殖器为主要指标
。

图 10
、

n 显示
,

同 种 赤眼蜂性

别 虽不同
,

但醋酶 同工酶电泳图却基本一致
。

只是雄性的酶带活性低于雌性
,

表现为显

色较浅
。

这和 Y iu
o ih T a

an be 等 〔 ` 。〕报道的雌性蜜蜂和胡蜂组织内的醋酶活性高于雄性

的情况是一致的
。

可以认为
,

应用醋酶同工酶凝胶电泳对赤眼蜂种类进行比较时
,

无须

考虑性别之差异
。

即使用雌雄混杂材料作出的酶谱也相同
,

这为取样提供了方便
。

4
。

产卯前
、

后影晌

实验结果表明 ( 图 4一 7 )
,

拟澳洲赤眼蜂产卵前后各条酶带完全一致
,

而松毛虫

赤眼蜂产卵前比产卵后在 A 区多了一条不太明显的酶带 〔见图 6
、

7 ( N )
、

( M )〕
。

这可

能是雌性赤眼蜂产卵前
、

后生理变化而导致其体内醋酶变化的结果
。

但鉴于目前只对两

种赤眼蜂进行了产卵前
、

后的比较
,

故这方面的工作
,

尚待进一步试验
。

近年来
,

不少学者对不同种属昆虫及蛇毒蛋白的醋酶同工酶进行 了 大 量 的 研究工

作 ( `
弓, ` 5 , ’ 。 , “ `一 2“ 〕

。

这些研究都为摸索动物的生物化学分类打下 了基础
。

吉武成美等应用凝胶电泳对家蚕血液醋酶同工酶的研究认为
,

醋酶同工酶是直接的

基因产物
,

并非生理性修饰酶带
,

以它作为遗传指标是可靠的卿 〕 。

因而根据酶的特 异

性
,

许多人认为在不同生物种属或个体内
,

其酶型和酶浓度也是有所不同的
,

酶的种属

差异特征在动物分类上具有一定的意义
。

我们对 6 种赤眼蜂醋酶同工酶酶谱的比较也证明
,

在形态分类上存在的种间差异
,

在醋酶同工酶酶谱上同样得到了反映
。

同时从实验结果来看
,

用醋酶同工酶酶谱鉴别赤

跟蜂种类
,

具有不受寄主
、

温度等生态条件影响
,

也不受蜂种雌
、

雄之影响的优点
.

参 考 文 献

〔 1 〕

〔 2 〕

〔 3 〕

H i n t z e lm a n ,

U
. ,

A r b
.

B i o l
.

R e f e h s a o s t
.

L a n d
.

F o r s t o f r t : c h
,

1 4 ( 1 9 2 5 )
*

2 2 5一 2 3 0
.

1 5五11
,

T
. ,

K o n t少 u ,

1 4 ( 1 9 4 1 )
,

1 6 9一7 6
.

V i g g i a n i
,

G
. ,

P r o e
.

I 。 *
.

C o ” g r
.

E o t o 川 0 1
,

13 ( 1 9 6 8 )
,

1
,

5 1 3一2 5
.



中 山 大 学 学 报 9 1 5 8苹和

〔 8〕

〔 9 〕

〔 1 0〕

〔 1 1〕

〔 1 2〕

〔 13〕

〔 1 4〕

〔 5 1〕
1

1 6飞
i一

17 〕
_

1 8〕
厂 9 1〕

Te l :ng a ,

N
.

A
.

( 1 9 5 9 )
,

T ; a n s
.

I n t
.

C o n f
.

I n s e e t P a t h o l
.

B i o l
.

C o n t r
.

I s t
,

P r a -

g “ e ,
1 9 5 8

,
P P

·

3 5 5一3 5 9
.

Q
u e d n a 。 ,

W
, ,

M i t公
.

B `0 1
.

B o n d e s a n s r a l t L d一。 F o r s t山
,

1 0 0 ( 2 9 60 )
,

1 3一 5 0
.

N a g a r k a t t i
,

S 二 N a g a r a
j

a ,

H
. ,

B o l l
.

E o t o 二 0 1
.

R e s ,

61 ( 1 9 7 1 )
,

1 3一 3 1
.

N a g a r a j a
,

H
. ,

O r玄e 。 亡
.

1。 : 。 e 才:
,
7 ( 1 0 7 3 )

,

2
,

2 7 5一9 0
.

1\T a g a r a
j
a ,

H
.

I汀a g a r k a t t i
.

5
. ,

P r o e
.

E ,: t 0 0 0 1
.

5 0 0
.

平
a : 人

. ,

7 5 ( 1 9 7 3 )
,

乙
,
2 5 8一 9 7

.

祝汝住
,

中国植物保护科学
, 1 9 6 1年

,
1 60 一 1 8 3

.

钱永庆
、

曹瑞麟
、

龙承德
,

江苏农学报
,

3 ( 1 9 6 4 )
,

2
,

81 一 9
.

曾 省
,

昆虫学报
,

1 4 ( 1 9 6 5 )
,

4
,

4 0 4一嫂0 9
.

庞雄飞
、

陈泰鲁
,

昆虫学报
,

17 ( 1 9 7 4 )
,

4
,

4 4 2一 4 5 4
.

陈泰鲁
、

宠雄飞
,

动物学研究
,

2 ( 2 9 5 2 )
,

4
,

3 3 3一 3 3 5
.

F a z a l u d d i n ,

五1
. ,

N a g a r k a t t i
,

5
. ,

且 n n
.

E n t o m o l
.

S o o A 附
. ,

C4 ( 1 9 7 1 )
,

G
,

1 4 7 0一
7 1

。

赵尔店等
,

功物学报
,

2了( 19 81)
,

3
,

21 3一 17
.

鄂 J乏远等
,

两栖爬行动物研究
,

5 ( 1 9 5 1 )
,

14
,

8 7一 9 4
.

张胜强等
,

原子能农业应用
, 1 0 8 1

,

4
,

60 一以
.

奉竟强
,

几丙烯吼按凝胶电泳
,

科学出版仕
,

1 9了5
.

几少 泊
,

妞立物生理通讯
,

1 9 7 9
,

1
,

30 一 3 .3

;:;

;;{

Y , ,
i

e h i T a n a b e
.

y o s il i n o r i T a m a k i a n d s h ; g o r u 工寸a k a n o ,

J a 夕a 叮
.

J
.

G 多 n e t f e 。
,

4 5 ( 1 9 7 0 )
,

6
,

4 2 5一连2 8
.

百武戈美
,

江口 正治
,

日蚕杂
,

3 4( 1 9 3 5 )
,

2
,

%一盯
.

J o 七n s o n ,

F
.

M
. ,

K a n a P i
,

C
.

G
. ,

R i
e五a r d s o n R

.

H
. ,

W五e e l e r ,

M
.

R
. ,

S t o n e ,

W
.

5
. ,

U 炸 f口 T e x a s P u b l
,

6 6 1 5
,

5 1 7一 3 2
.

A
、
p o r e n

.

K
.

V a n a n d M a z i j k
,

M
.

E
.

V a 。 ,

N
a t u ,: 。 ,

2 0 5 ( 2 9 6 5 )
,

2 2 9 1一 1 2 0 2
.

A 飞i e 。 五丁
.

T r o b a t o : k i a n d J: : l i a n F
.

H a y 立 c s ,

且 : 、 .

刀 。才
.

夕o e
.

」舰。 r
. ,

62
,
3 2 7一

只3厂
。

S t u d i e :
on oC m P r i s o n o f E : et r as e I s o e n z y m e o f S i x S P e e i e s

of rT i hc og ar m m a t l d s

C a o g : a n l i a n g L u 万 e n g f ,: g

r D e夕a r t m o n 才 。 f B f
o l o g 少

,

S h a o g h a f

万 o r o a l C o l le 夕。
)

L o n g 5 0

( D
e 夕a r t o e 。广 o f B i o ! 0 9 夕

,

刀 a s t

C h i o a
N o r o a l U

n f o e r : i t少 )

A b s t r a e t

!
s o z y m

o g r a
m

s o f t lz e s o l u b l e f r a e t i o n s o f t h e t i s s u e h o m o g e n a t e s o f t ll e : e s i x

s p e e
i
e s T r 呈e 五o g r a m m a t i d s , v

i
z

.

T ,
f
e人。 夕: a , n m a o v e : e s e e n s ,

T
.

e o o f o s u m
,

丁
.

P r o t ` o : 。 。 ,

T
. 。 口 e 。 口 e ` a ,

T
.

P f
口 r l’ s a n d T

.

d 召 n J : o l f阴￡
,

w
e r o s t u d i e d b y t h e s l a b P o l y a e r y l a m i d e

之。 1 o l e e t r o p il o r e s i s i n a l l a l i n e p H
.

N o d i f f e r e n t i a l o r e l e a r e u t b a n d s w c r e
d

e v e -

l
o p 遗 f o : :

)
: 。 p : e t 。 i n

、 e P o r a t i o 。 ,

五{ D H ( M
a l o t o d o h y d r o g e n a o e

)
,

L D H ( L a e t a t e

d e h 二
,

d : o 艺 : 。: : ; ) : : d 、 D H ( A l e o h o l d e ll y d r o g 。 n a s e

)
.

B u t d i f f e r e n t i a l 卜a 口d : w i t h

l : 19 }: r : 。 { 、 二。 z l a : w 0
11

几: t h e 皿 i g r a 七宜o n v e l o e l t y a n d s e a n n i n g e u r v e : : ,l 。 r o 5 ll o w n

o n 走h 。
、

e 、 ` r : 、 。 1 s o n : 少
·

位。 互 r a
m

: f o r t h o s e s
i x

s P o e i e s o f T r i
e h o g r a m m

a 七; d
s

.

! t w a ,

、 u g g e s : 。 d t l
, a 七 、 i : 。 e : 。 r a : 。 i s o e n z y m o a n a l y s

i
s m i g h t h a v e t h e P o t e n t i a l i t y 土。 ;

。 e

:: p p l i e a b二C f o r t l
z o T a 兀 o n o

m y o f T r i e h o g r a m tn a t i d s s P e e i e s i f m o r e s p o e
i

e s w e r e

5 t u (! i c d a n d e o l n p a r e d
.


