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摘!要!本文分析了在活性限浓度进行生物活性测定时!黑翅土白蚁 K0($2(2%*3%&-(*3(&+$) E;4M>̂4对踪迹信息

素的行为反应特点以及使用不同踪迹线载体对踪迹信息素活性的影响% 并设计标准生物活性测试方法!测定了

采用柱层析方法分离的黑翅土白蚁踪迹信息素各分离馏分的活性!发现黑翅土白蚁踪迹信息素用 ""h乙酸乙酯2

正己烷洗脱液等度洗脱分离后的各馏分中包含两个强活性区段!推测黑翅土白蚁踪迹信息素至少包含 " 个有轻

微极性差异的组分%
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!!黑翅土白蚁K0($2(2%*3%&-(*3(&+$)&E;4M>̂4属
于较高等的培菌白蚁!广泛分布于东南亚各地%
其跟踪活动频繁!常挖掘长达数十米的蚁道进行
较大范围的活动!使得每巢黑翅土白蚁的危害范
围通常较大% 常见白蚁种类的信息素为一些烯醇
类物质!低等白蚁的踪迹信息素往往被认为是单

一组分!蚁道较少!其活动范围往往较为局限
"S<M98M8>F >69 Z>5@88A5! "#$$#% 但对于一些挖掘
长蚁道活动的高等白蚁种类!单一组分不利于实
现长蚁道内的信息交流!如不同蚁道的性质 "采
食&寻觅&分飞等#以及蚁道方向的确定等 "文平
等! "#$$#’昆虫往往利用多组分的信息素进行各
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种信息的神经编码!一些高等白蚁种类也已证实
多组分信息素系统的存在"S<M98M8>F >69 Z>5@88A5!
"#$$#!在广西和越南分布的几种大白蚁!如土垅
大白蚁 F+8*(2%*3%&+$$+$0+,%#和黄翅大白蚁 F7
9+*$%5#甚至可能以此实现信息素的种间隔离
"Z8??FP%2+,7! "##$! "##(#% 黑翅土白蚁踪迹信
息素已经有了初步的研究$杜桐源等"$*)"#通过
对黑翅土白蚁提取液的柱层析&薄层层析和微化
学反应结果推测!黑翅土白蚁踪迹信息素为含有
双键的醇类化合物% 含 %!’!)"Z!Z!1#G十二碳三
烯G$G醇的密褐褶孔菌及其感染腐木块提取物和合
成的白蚁踪迹信息化合物 %!’"Z!Z#G十二碳二烯G
$G醇对黑翅土白蚁都有类似天然信息素提取液的
跟踪活性 "罗钧泽等! $*))>! $*))V’邓晓军等!
"##"#% 然而!黑翅土白蚁踪迹信息素的组分数量
和详细化学结构等信息仍然需要更多的提取分离
试验证实% 白蚁信息素含量极微!直接用工蚁提
取物进行气相色谱分析!往往不能在众多的杂质
当中选择出目标组分!需要液相色谱先纯化!然后
进行气相色谱分析"U>@5FNFM>%2+,,! $*’)#% 梯
度洗脱能快速分离不同极性的化合物!常用来除
去样品中极性差异较大的非目标组分!但不能分
离极性相近的化合物% 等度洗脱情况下!增加柱
长度和柱内径!则可能实现极性相差极小化合物
的分离!当信息素结构为化学性质相近的一类化
合物时!等度洗脱有助于了解信息素组分数目%
黑翅土白蚁踪迹信息素的活性浓度限约为 $# +% [
$# +& BKf2=N"BKf!$ 头工蚁提取物当量# "罗钧
泽等! $*))>! $*))V’邓晓军等! "##"#% 在不同的
活性测定方法中!工蚁的行为反应不同% 但活性
限浓度测定时!工蚁对踪迹线的转折或者浓度变
化处表现出的行为反应未见报道% 本文利用等度
洗脱柱层析分离结合生物活性测定方法分析黑翅
土白蚁踪迹信息素组分数量!探讨踪迹信息素的
活性组分数目%

:;试验材料与方法
:B:;供试昆虫

在白蚁活动季节!于南京林业大学树木园采
集上树活动泥被下的采食蚁群!置于内衬清洁湿
润滤纸的培养皿中"以下简称为培养皿#!具体操
作为将滤纸用蒸馏水浸泡洗涤多次!垫好后用吸
水纸将含水率 "以下简称 UQ#调节至 $"#h [

$&#h% 将采集的白蚁采食群体中兵蚁挑出后!取
一定数量工蚁用于提取和活性测试% 用于提取的
工蚁即采即用!用于生测的工蚁置于培养皿内!开
放空间内静置 $ ; 至所有工蚁不再在皿内转圈跑
动为止始用于生测%

:BA;信息素提取
据杜桐源等"$*)"#报道!黑翅土白蚁踪迹信

息素为烯醇类化合物!酯化后活性完全丧失!白蚁
体内含有多种脂肪酸!为了防止信息素酯化后活
性丧失!采用碱水解提取方法% 取工蚁 $ ### 头!
用 "# NC#0& N<A*C+$ _.72甲醇溶液碱水解!$#
NC正已烷连续萃取至甲醇碱溶液层无踪迹活性
"水解后样品的踪迹活性可以维持较长时间#% 萃
取获得的样品在氮气流下浓缩至 #0& NC!转入特
富龙垫片密封的 " NC样品瓶! +)#i冷库保存!
供硅胶柱层析分离纯化%

为测定采食过程中释放到基质的踪迹信息素
情况!在室内人工饲养的蚁巢上连接玻璃管"长 1&
=N#作为采食道!管内壁下侧衬有润湿的硅胶颗粒
"’# [$## 目#!在开始采食 $& ; 取出玻璃管!用 $#
NC水和 $# NC正已烷冲洗后振荡提取!提取液过
滤后!取有机相在氮气流下浓缩至 %0) NC%

:B<;柱层析分离方法
将活化的 $## NC分析纯硅胶 7""## [%##

目!E4." ’#!青岛海洋科技#用正已烷混匀装入内
径 "# NN的层析柱!用重蒸馏的正己烷&二氯甲
烷&甲醇等连续洗脱至 JQ检测无杂峰出现为止!
将整个层析系统置于 (i的层析冷柜内% 向信息
素提取液中加入 #0& :纯化过的硅胶 7"约 $
NC#!#i冰水浴!10& NN7:减压旋转蒸发干燥!
将带有样品的硅胶低温快速转出后!置于层析柱
中载体硅胶上方!再用 ""h乙酸乙酯2正已烷
"K@.I=26G;8]>68#洗脱!柱上端用氮气加低压至
流速为 #0& NC2N46!每 & N46 收集一馏分% 所有
馏分收集前流经 "’# 6N紫外检测池!吸收值通过
模G数转换器转换为数字信号用电脑记录% 洗脱获
得的各馏分分别进行生物活性测定%

:BG;生物活性测定方法
将工蚁提取物柱层析各馏分在滤纸上进行生

物活性测定% 在直径 $$0# =N的中速定量滤纸上
用铅笔划 ( 点定出 d形"图 $#!跟踪活性测定前!
将样品用 & #C微量进样器"上海高鸽#沿基端与
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一条臂端上划线!另一臂用同样规格的另一支微
量进样器划正已烷线为对照% 划线过程当中!进
样器由直角尺引导!活塞柄固定在直角尺一边!将
针尖轻压到纸上并沿另一直角尺边移动针筒!以
保证踪迹线均匀!所画出样品线宽度 %0" NN!长
&0# =N!含有样品两臂总长 $# =N% 等候圈为一玻
璃环"直径 "0& =N!高 $0% =N#!环一侧壁开 %0#
NN" s%0# NN" 缺口!测定时把等候圈放在滤纸
上!使其上缺口置于样品线上距中心点 %0# =N
处% 测定时环境温度为 ""& r$ #i!空气湿度为
1#h r&h% 将划好样品线的滤纸或其他载体放
置玻璃板上!测定系统下垫海绵以减小环境低频
振动的干扰% 将静置处理的工蚁用纤维素毛刷轻
轻挑取 $ 头放入等候室% 观察工蚁由等候室缺口
爬出后是否沿样品线爬行%

同时!还将蚁道提取物进行基质活度对踪迹
信息素活性影响的测试% 选用不同活度的载体!

包括 $#&i活化的薄层层析板"aCQ板!UQ&h#&
吸水失活"UQ$&#h#的 aCQ板&毛玻璃板作为踪
迹线载体!踪迹线制备过程中!为了测定活性限!
分别选用 $&&&$# #C微量进样器"上海高鸽!长均
为 & =N#划线生测%

踪迹活性的数据分析方法为$以等候圈出口
为起点!# [%0# =N"中心点以内#离开样品线的!
视为无踪迹活性’在试验中!由于踪迹线均匀!工
蚁如果选择一臂多直接达到端部!记为对此臂有
选择活性"I=@4R8#!否则在分支点即离开踪迹线!
仅记为基端活性"S>58>=@4R8#% 每次测试 $ 头虫!
测试工蚁和踪迹线均不重复使用% 活性组分数量
分析时!每处理重复数大于 %# 次!选择率按百分
比计% 不同基质上进行活性限分析时!按选择数2
试验次数计% 选择率结果用连续性矫正 DG@85@检
验显著性%

图 :;踪迹信息素的踪迹活性测定
=3*>:;!$&30+)00)43-* 73)&%%&9 )+1$&30("#$),)-#

!!将划好踪迹线的滤纸放置在""& r$#i环境
当中!测试工蚁沿基端 S前进!在分支点前离开踪
迹线的视为无活性"/6>=@4R8#!在分支点处返回或
者离开的视为有弱跟踪活性"S>58>=@4R8#!工蚁达

到一臂端部记为有强活性"I=@4R8#%

A;结果与分析
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AB:;载体对踪迹信息素活性的影响
以采食 $& ; 蚁道的提取物为待测物!在滤纸

上测定的活性限为 $ #C*=N+$% 围绕此活性限!选
择了 #0" #C*=N+$和 " #C*=N+$作为测试基质活
度对踪迹信息素活性影响的浓度% 结果表明活度
高的 aCQ板完全吸附了踪迹信息素!造成活性丧
失% 加水润湿失活后!活性恢复% 而玻璃板&干滤

纸和失活 aCQ板之间的活性差异不显著"表 $#%
在活性限浓度测试时!产生行为活性的工蚁多表
现为遇到转折点即按基端返回的行为反应特点!
跟踪距离多在 % =N左右!而有较强活性时测试工
蚁可在转折处转向后继续向前!跟踪距离可达 )
=N!部分可达到端点后返回% 将两种反应均记为
有活性的反应进行选择率分析%

表 :;载体对踪迹信息素活性的影响
!&70#:;K,(&’1+$),1#%13-* %/7%1$&1#1) 1"#1$&30.+)00)43-* &’135319

基质 EFV5@M>@8
选择率 E8A8=@4<6 跟踪距离 -45@>6=8O<AA<T89 "=N#"$ q$&#

#0" #C*=N+$ $ #C*=N+$ " #C*=N+$ #0" #C*=N+$ $ #C*=N+$ " #C*=N+$

活化 aCQ板
I=@4R>@89 aCQ?A>@8

#2$&$& #2$&$& #2$&$& #0" r#0$V #0" r#0$V #0" r#0$V

失活 aCQ板
-8>=@4R>@89 aCQ?A>@8

$$2$&$& $%2$&## $&2$&### %0$ r$0"> %0( r$0$> 10( r$0#>

玻璃 JA>55 $(2$&### $(2$&### $&2$&### %0" r#0(> %0" r#0(> 10( r$0#>

滤纸 X4A@8M?>?8M $"2$&$& $%2$&## $&2$&### %0( r$0$> %0& r$0$> 101 r#01>

注$###标记的选择值极显著"?u#0##$#!##标记的选择值显著"?u#0#$#!$&表示没有显著的选择性% 同一列数字后标有

相同字母标记的值之间差异不显著"?t#0#&#%
### 4694=>@858]@M8N8AP54:64O4=>6@58A8=@4R4@P>@#0##$ A8R8A! ## 4694=>@8554:64O4=>6@58A8=@4R4@P>@#0#$ A8R8A! $&4694=>@85@;8

58A8=@4R4@P456<@54:64O4=>6@,->@>T4@; @;85>N8A8@@8M546 @;85>N8=<AFN6 4694=>@86<54:64O4=>6@94OO8M86=8"?t#0#&#,

ABA;柱层析试验结果
按照活性浓度限时工蚁的行为反应特点!将

工蚁的行为活性反应分为基本活性和强活性两
类!并选择干滤纸 "UQ$&h#作基质进行测定%

黑翅土白蚁工蚁整体提取物经柱层析等度"""h

乙酸乙酯2正己烷#洗脱分离!$ ### 头工蚁提取
物!每管收集 "0& NC!测定时预计的最高测试浓度
约 #0( BKf*=N+$!但实际上由于拖尾等原因!对
各馏分管内测试浓度有一定影响!但各管活性区
域组分的强活性反应仍呈现可重复的双峰形式
"图 "#!其中第 $ 个峰在 $’ ["# 号各管所测得的
强活性反应数的比例之间无显著差异!但与相邻
的 $& 和 "$ 号管差异极显著"?u#0##$#’第 " 个
峰在第 "% 号管强活性反应数的比例与相邻的 ""

和 "( 管强活性反应数之间差异极显著 "?u
#0#$#% 推测黑翅土白蚁踪迹信息素至少包含有
两个活性组分% 但是在对应的洗脱体积 "区段 $

为 %10& [&#0# NC! 区段 " 为 &&0# [’#0# NC#却
无对应的紫外吸收峰出现 "图 %#!受非目标物干

扰严重!同时也表明踪迹信息素无紫外吸收或者
含量极低的特性!与白蚁踪迹信息素报道为含量
极低的烯醇类化合物相一致%

图 " 中每管测试多于 %# 头工蚁% 图 % 显示!

存在 " 个具有较强活性馏分的峰值!推测黑翅土
白蚁踪迹信息素可能存在至少 " 个活性组分%

<;讨论

高等培菌白蚁信息素的柱色谱分离已经得到
过数 次 的 研 究 应 用 "S<M98M8>F %2+,,! $**$’
Z8??FP%2+,7! "##$#!在梯度洗脱或者薄层层析试
验中!活性区段均表现为较宽的迁移率"‘O#范围!

诸多的研究中均把这种较宽的 ‘O值归结为试验
操作当中引起的活性物质拖尾现象% 本研究中对
黑翅土白蚁提取物!采用等度洗脱!并增加柱效后
的分离发现实际的活性区段有 " 个!推测黑翅土
白蚁的踪迹信息素至少包含两个组分!且二组分
间有较小的极性差异% 这与已有白蚁踪迹信息素
烯醇类化合物的化学性质差异相一致% 已知高等
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图 A;硅胶柱层析分离馏分的生物活性测定结果
=3*>A;6’135319 )+1"#+$&’13)-%#0/1#2+$),1"#%303’& *#0’)0/,-’"$),&1)*$&("9

图 <;等度洗脱柱层析馏出物的 [bARV

紫外吸收图谱
=3*><;[bARV &7%)$(13)-’"$),&1)*$&("9

)+3%)’$&13’#0/13)-%)-& %303’& *#0’)0/,-

白蚁的信息素组分中的三种烯醇化合物!即 %
"Z#G十二碳烯G$G醇&%!’"Z!Z#G十二碳二烯G$G醇&
%!’!)"Z!Z!1#G十二碳三烯G$G醇之间因不饱和双
键数目差异形成的分子极化程度差异造成 % 种化
合物之间极性轻微不同% 因此!在对黑翅土白蚁
信息素进行分析时可考虑组分的极性差异采用相
应的分离方法!如使用聚乙二醇作固定相的毛细
管气相色谱柱等% 从研究结果推测黑翅土白蚁信
息素为前述 % 种化合物中的至少 " 种!我们前期
对黑翅土白蚁配对性信息素的鉴定中发现其包含
两个主要组分!%"Z#G十二碳单烯G$G醇和 %!’"Z!
Z#G十二碳二烯G$G醇组成"B86 %2+,,! "#$"#!从
白蚁信息素简约性的角度!推测其踪迹信息素也
可能由相似的组分组成% 但由于洗脱液的稀释作
用以及在活性浓度范围操作的需要!本文分离到

的活性馏分即使浓缩 "# 倍后的化学分析 "JQ!
JQGUE#也没有检出有活性组分的结构!需要使用
固相微萃取"EZUK#的方法萃取多头工蚁!进一步
提取分离鉴定组分结构!并且分析其依靠多组分
系统进行信息交流的机制% 此外!由于踪迹信息
素的活性受载体吸附性"活度#的影响明显!也需
要采用适当的载体进行跟踪活性分析!在测定时
最好考虑信息素作用微环境的活度情况进行分
析!地下蚁道多为润湿的环境!而地上活动泥被蚁
路则通常较干燥!仅新修泥被的前端部较润湿!这
种差别均需要在近一步的鉴定试验设计中得到体
现% 各文献报道的活性测定当中制作的踪迹线不
规则!容易引入人为误差!本试验采用引导划线注
射器的办法制备均匀踪迹线!使测试工蚁能够感
受到的踪迹变化仅为转折点!在活性限时!因浓度
过低使循迹精度不够而在转折处产生易于分辨的
行为反应!如离开或者折回!有利于分辨信息素的
活性限反应% 由于白蚁信息素的各烯醇组分具有
弱极性且极性存在差异!利用分辨率更高的正向
7ZCQ可更有效分离!结合生物活性测定!可以在
分泌量极低的情况下实现更精确的组分数量分
析% 昆虫信息素组分中的烯醇类化合物紫外吸收
值较低!响应浓度最低也只能到约万分之一 "约
#0$ #:*NC+$ #!而白蚁信息素含量约在每 $ ###

头工蚁 $# +) [$# +1 :!既使峰值馏分中也远低于检
测限!也提示紫外吸收检测法不能作为有效的白
蚁信息素检测方法% 在本文之前的一些研究当
中!没有水解过的样品存储一段时间后丧失了活
性% 而经过碱水解法提取到的踪迹信息素低温保
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存能较长时间保持活性"’# 9#% 说明白蚁信息素
容易与有机酸"因正已烷提取的样品也会出现失
活!说明造成失活的酸类往往具有较长的烃基!通
常为一些碳数较高!可溶于非极性溶剂的酸类#酯
化失活% 这与杜桐源等"$*)"#的研究结果一致!
同时也提示!白蚁信息素样品制作与保存过程中!
需要将样品除酸并低温保存%

参考文献"J#+#$#-’#%#

S<M98M8>F Q!‘<V8M@I! S<66>M9 .! C8fL! $**$,"%Z!’Z!

)1#G%!’!)G-<98=>@M486G$G<A$ E8]?;8M<N<6846 >;4:;8M

OF6:F5G:M<T46: @8MN4@8! ?&%)0+8+$2"(2%*3%& &/#$#4%*

"/5<?@8M>! U>=M<@8MN4@46>8#,’7!"%3718(,7! $1 "$$#$

"$11 +"$*$,

S<M98M8>F Q! Z>5@88A5LU! "#$$,Z;8M<N<685>69 =;8N4=>A

8=<A<:P<O945?8M5>A>69 O<M>:46:46 @8MN4@85,22->R49 KS!

dR85‘! H>@;>6 C"895#,S4<A<:P<Oa8MN4@85$ >U<98M6

EP6@;8545,J8MN>6$ E?M46:8MG\8MA>:,"1* +%"#,

U>@5FNFM>X! Q<??8A7Q! a>4I! $*’), /5<A>@4<6 >69

4986@4O4=>@4<6 <O@8MN4@8@M>4AGO<AA<T46:?;8M<N<68,B+2)*%!

"$*$*’% +*’(,

Z8??FPI! ‘<V8M@I! EkN<6 K! S<66>M9 .! E<6 Ha!

S<M98M8>F Q! "##$,E?8=4855?8=4O4=4@P<O@M>4A?;8M<N<685

<OOF6:F5G:M<T46:@8MN4@85OM<N 6<M@;8M6 \48@6>N,I$&%82

C(87! ()"%#$"(& +"&#,

Z8??FPI! ‘<V8M@I! EkN<6 K! J46485Q! C8@@8M8U!

S<66>M9 .! S<M98M8>F Q! "##$,"Z#G9<98=G%G86G$ G<A! >

6<R8A@8MN4@8@M>4A?;8M<N<684986@4O489 >O@8M5<A49 ?;>58

N4=M<8]@M>=@4<6 OM<N F+8*(2%*3%&+$$+$0+,%#7’7I$&%82

?"5&#(,7! (1"(#$((& +(&%,

Z8??FPI! ‘<V8M@I! S<M98M8>F Q! "##(,E?8=485G5?8=4O4=

58]?;8M<N<68558=M8@89 OM<N 68T58]F>A:A>69546 @T<

5PN?>@M4=OF6:F5G:M<T46:@8MN4@85OM<N 6<M@;8M6 \48@6>N!

F+8*(2%*3%&+$$+$0+,%#>69 F79+*$%5#7I$&%82C(87! &$

"$#$*$ +*),

B86 Z! L4S! C4F E! C4F Q! E4AA>NG-F55�5-! "#$",E8]G

?>4M46: ?;8M<N<68 46 @;8 I54>6 @8MN4@8 ?85@5?8=485

K0($2(2%*3%&-(*3(&+$)&7’7!"%3718(,7! %)"&#$&’’ +

&1&,

邓晓军! 张珈敏! 胡建芳! 杨娟! 胡远杨! 郑穹! "##",合

成黑翅土白蚁踪迹信息素类似物的生物活性,昆虫学

报! (&"’#$1%* +1(",

杜桐源! 罗钧泽! 汤敏玲! 陈梅英! $*)",黑翅土白蚁的

跟踪信息素,昆虫学报! "&""#$$1" +$11,

罗钧泽! 何复梅! 吕筠! 郑壮良!邓秀莲! 杜桐源! $*))>,

白蚁跟踪信息素类似物的利用"$#黑翅土白蚁对跟踪

信息素及其类似物的行为反应,昆虫天敌! $#"(#$"#&

+"$%,

罗钧泽! 何复梅! 吕筠! 郑壮良! 邓秀莲! 杜桐源! 李子

达! $*))V,白蚁跟踪信息素类似物的利用"%#诱杀堤

坝白蚁和林木白蚁,昆虫天敌! $#"(#$"$( +""$,

文平! 嵇保中! 刘曙雯! "#$$,白蚁采食行为中的信息交

流,昆虫学报! &("%#$%&" +%’#,


	kczs1306 133
	kczs1306 134
	kczs1306 135
	kczs1306 136
	kczs1306 137
	kczs1306 138
	kczs1306 139
	kczs1306 140



