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桑天牛成虫血淋巴凝结抑制剂的筛选
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摘要! 选用柠檬酸钠等
$

种药剂进行了对桑天牛
/6$-"%& .+$7&$-

成虫血淋巴凝结的抑制试验% 冷藏血淋巴溶解时按

8

"血淋巴&

$9

'抑制剂&

$9

"苯基硫脲&

:- $ - $ -

和
- $ 4 $ 4

的用量加入抑制剂!

; %

下静置
4 <(2

和
" =

! 各药剂抑制

血淋巴凝结结果为$ 按
9

"血淋巴&

$ 9

"抑制剂&

$ 9

"苯基硫脲&

:- $ 4 $ 4

的用量加入质量分数为
-5 >

(

?>

&!柠檬酸钠!

凝结抑制效果最好! 柠檬酸
#

磷酸二氢钠溶液) 草酸钾) 秋水仙碱) 任氏液) 磷酸缓冲液也有一定的抑制作用! 而

噻孢霉素和硫酸新霉素的抑制作用很小* 按
! $ @ $ @

的用量加入
!5 >

+

?>

&!柠檬酸钠! 可更有效抑制冷藏血淋巴解

冻时的凝结* 新鲜血淋巴采集时按
9

,血淋巴&

$ 9

,抑制剂&

$ 9

,苯基硫脲&

:! $ @ $ @

的用量加入抑制剂!

" =

后观察表

明$

!5 >

+

?>

&!柠檬酸钠的凝结抑制效果最好- 任氏液. 磷酸缓冲液. 柠檬酸
#

磷酸氢钠缓冲液处理的血淋巴! 有少

量沉淀- 其余
;

种药剂处理的血淋巴均有大量沉淀和凝块产生* 用柠檬酸钠处理桑天牛成虫血淋巴! 可有效抑制

其血淋巴的凝结* 表
8

参
!;

关键词! 森林保护学- 桑天牛- 血淋巴- 抑制剂- 凝结

中图分类号!

A8".

文献标志码!

B

文章编号!

@+67#+87"

,

@+-"

&

+7#+$77#+8

CD<'EF<G= H'I>JEIK('2 (2=(L(K'M 1HMDD2(2> N'M J1D '2 :6$-"%& .+$7&$-

OPQ RD2>

-9@

9 OP SI'T='2>

-

9 UBQV O(2>D2

-

!

-3 W'EED>D 'N R'MD1KMF9 QI20(2> R'MD1KMF X2(YDM1(KF9 QI20(2> 4-55.89 O(I2>1J9 W=(2IZ 43 W'EED>D 'N C'MK(HJEKJMD9 O(2E(2>

P21K(KJKD 'N UDH=2'E'>F9 QI20(2> 4-55[$9 O(I2>1J9 W=(2I

$

!"#$%&'$( B&&(2> 1J(KILED I>>EJK(2IK('2 (2=(L(K'M =I1 =DEGNJE N'M E'2>#KDM< GMD1DMYIK('2 'N =D<'EF<G= I2& N'M

G=F1('E'>(HIE I2& L('H=D<(HIE MD1DIMH= 'N =D<'EF<G=3 CD<'EF<G= I>>EJK(2IK('2 (2=(L(K('2 KD1K1 '2 I&JEK /6$-"

"%& .+$7&$- \DMD H'2&JHKD& J1(2> 1'&(J< H(KMIKD I2& 1DYD2 'K=DM &MJ>13 ]JM(2> &(11'EY(2> 'N H'E& 1K'MI>D

=D<'EF<G=9 <(^KJMD1

%

LF Y'EJ<D

$

'N =D<'EF<G=9 (2=(L(K'M I2& G=D2FEK=('JMDI \DMD <I&D I2& K=D2 GEIHD& IK ;

% 3 P2=(L(K('2 DNNDHK1 'N DYDMF (2=(L(K'M <(^KJMD

!

H(KM(H IH(&#2IKM(J<9 &(=F&M'>D2 G='1G=IKD LJNNDM9 G'KI11(J<

'^IEIKD9 H'EH=(H(2D9 _(2>DM 1'EJK('29 I2& I G='1G=IKD#LJNNDMD& 1IE(2D

!

`SA

$

LJNNDM

$

9 \DMD &DKDM<(2D& INKDM LD#

(2> IGGE(D& N'M 4 <(2 I2& N'M " =3 U=M'J>= K=D 2I?D& DFD 'L1DMYIK('2 I2& <(HM'1H'G(H D^I<(2IK('29 K=D 1=IGD

I2& aJI2K(KF 'N 1D&(<D2K I2& K=D LE''& HDEE1 \DMD (2KIHK K' DYIEJIKD K=D DNNDHK 'N I2K(H'I>JEIK('23 _D1JEK1

1='\D& K=IK K=D (2=(L(K('2 DNNDHK 'N -b 1'&(J< H(KMIKD (2 K=D <(^KJMD 'N =D<'EF<G=9 1'&(J< H(KMIKD9 I2&

G=D2FEK=('JMDI

!

- $ 4 $ 4 LF Y'EJ<D

$

\I1 LD1K3 X1(2> H(KM(H IH(&#2IKM(J<9 &(=F&M'>D2 G='1G=IKD LJNNDM9 G'KI11(#

J< '^IEIKD9 H'EH=(H(2D9 _(2>DM 1'EJK('29 I2& I G='1G=IKD#LJNNDMD& 1IE(2D

!

`SA

$

LJNNDM I1 (2=(L(K'M19 =D<I>>EJ#

K(2IK('2 (2 K=D1D <(^KJMD1 \I1 IE1' (2=(L(KD&3 P2=(L(K('2 'N WDN'KI^(<D I2& AJENIKD QD'<FH(2 \DMD YDMF 1<IEE3

BNKDM H'EEDHK('2 I2& LD(2> GEIHD& N'M " =9 'N IEE (2=(L(K'M1 K=D (2=(L(K('2 DNNDHK 'N -b 1'&(J< H(KMIKD \I1 LD1K3 B

1<IEE I<'J2K 'N GMDH(G(KIKD \I1 N'J2& (2 <(^KJMD1 'N _(2>DM 1'EJK('29 `SA LJNNDM9 H(KM(H IH(&#2IKM(J<9 I2& &(=F#

&M'>D2 G='1G=IKD \=D2 J1D& I1 (2=(L(K'M13 cJH= GMDH(G(KIKD I2& =D<'EF<G= H'I>JEIK('2 \DMD N'J2& (2 K=D 'K=#

收稿日期&

45-7#58#4-

" 修回日期&

45-7#--#[5

基金项目& 国家自然科学基金资助项目%

[548-5$"

'

[5;8-[66

$" 江苏省教育厅高校自然科学研究面上项目

%

-4dO]-$5554

$

作者简介& 金凤' 副教授' 博士' 从事昆虫生理和植物病虫草害防治等研究(

e#<I(E

&

"4;[8[5"7faa3H'<

( 通

信作者& 嵇保中' 教授' 博士' 从事昆虫生理生化等研究(

e#<I(E

&

0LT6$$7f20NJ3D&J3H2



浙 江 农 林 大 学 学 报
!"#$

年
#%

月
!"

日浙 江 农 林 大 学 学 报

&' ()*' +,-+.+/)'0

!

1+2/*'&03 4-&'&()'&5 .6 *0+,7 0)8+*1 9+/':/& :0 : -&1);61<- +,-+.+/)' ()' :8*;/ !"#$%&' ()#!

*'#+5 -&1:77;*/+,:/+), 9)*;8 .& &((&9/+=&;6 +,-+.+/&83

"

>-5 ? /:.3 #@ '&(3

#

!"# $%&'() ()'&0/ <')/&9/+),A ,"#+%&' ()#*'#+A -&1);61<-A +,-+.+/)'A 9):7*;:/+),

血淋巴是昆虫循环和免疫系统的重要组成$ 血淋巴的大量采集和冷冻保存是昆虫生理生化研究的常

用方法% 以解决某一虫态活动时间较短% 而分析测试又需经常进行的矛盾$ 昆虫种类繁多$ 种类不同往

往其血淋巴的功能也有所差异$ 在一些昆虫血淋巴内存在凝集素或包囊血细胞&或凝结血细胞'% 可引起

血淋巴凝结"

#!B

#

$ 血淋巴凝结是昆虫细胞免疫的组成部分% 但此作用却妨碍了对血淋巴生理( 生化特性

及其他功能的研究$ 使用凝结抑制剂是解决该类问题的主要方法$ 目前% 有关人类( 兽类和鼠类抗凝血

剂的研究报道较多% 但针对昆虫血淋巴凝结抑制剂的研究少见报道"

@!?

#

$ 向离体血淋巴中添加柠檬酸(

柠檬酸钠( 草酸钾或使用大量任氏液(

CDE

液对离体血淋巴进行稀释% 在不同昆虫血淋巴中起到抗凝结

作用"

F!GG

#

$ 采集桑天牛
!"#+%&' ()#*'#+

成虫血淋巴离体观察% 发现血淋巴凝结而形成大的结块$ 因此%

根据前人的研究资料"

G!

#

% 选取
F

种药剂进行了不同条件下桑天牛成虫血淋巴抗凝结试验% 为桑天牛血淋

巴生理生化功能的深入研究奠定基础$

G

材料和方法

*+*

供试材料和药剂

G3G3G

供试材料 虫源)

?

月和
F

月采集桑天牛成虫% 在实验室内室温下笼中人工饲养% 用水插构树

-#%.//%&)0+' "'"1#+2)#'

枝条供其补充营养$ 冷藏血淋巴) 采用后翅翅基血窦采血法"

GB

#

% 将血淋巴采入预

冷过的
G 1H

压盖离心管中% 立即置于
!!I "

冰箱中冷冻保存% 备用$

G3G3!

供试药品 柠檬酸钠( 柠檬酸( 磷酸二氢钠( 磷酸氢二钠( 草酸钾( 苯基硫脲( 氯化钠( 氯化

钙( 氯化钾( 氯化镁( 碳酸氢钠( 葡萄糖等药剂均为市购分析纯$ 噻孢霉素&

9&()/:2+1&

') 上海纯优生

物科技有限公司* 硫酸新霉素&

,&)169+, 0*;(:/&

') 苏州鑫发生物科技有限公司* 秋水仙碱) 西安同生生

物科技有限公司$

*+,

试验方法

G3!3G

抑制剂配制 共配制
F

种供试抑制剂% 分别为
G" 7

+

J7

!G柠檬酸钠%

G"

!@

1);

+

H

!G噻孢子霉素%

G"

!@

1);

+

H

!G硫酸新霉素%

"3! 1);

+

H

!G柠檬酸
#

磷酸二氢钠缓冲液&

<K ?3"

'%

G"

!@

1);

+

H

!G秋水仙碱%

! 7

+

J7

!G草

酸钾和任氏液&

L+,7&'#46')8&

氏盐溶液) 氯化钠
"3?"" 7

% 氯化钙
"3"!" 7

% 磷酸氢二钠
"3"!" 7

% 氯化钾

"3"!" 7

* 氯化镁
"3"!" 7

% 碳酸氢钠
"3"G! 7

% 葡萄糖
"3F"" 7

% 蒸馏水
G"" 1H

'%

"3! 1);

+

H

!G磷酸缓冲液

&

CDE

%

<K ?3"

'%

G"

!B

1);

+

H

!G苯基硫脲$ 对照为蒸馏水$

G3!3!

冷藏血淋巴的溶解 从冰箱中取冷冻血淋巴% 立即按
3

&血淋巴'

$4

"抑制剂&或蒸馏水'#

$4

&苯基

硫脲'

MG$G$G

和
G$!$!

的比例% 加入各药液% 缓慢振荡使血淋巴溶解并与药液混匀%

@ "

下静置
! 1+,

% 观

察管中是否有凝结( 黑化现象出现% 摇匀后取样涂片于显微镜下观察是否有完整血细胞( 血细胞碎片(

颗粒状沉淀( 血凝块存在等% 每种混合液均查涂片
B

张$

@ "

下静置
$ -

后% 再次观察% 所查内容同前$

重复
G

次$

G3!3B

新鲜血淋巴凝结抑制试验 在上述试验基础上% 按
4

&血淋巴'

$4

"抑制剂&或蒸馏水'#

$4

&苯基硫

脲'

M G $ ! $ !

的用量% 用
!" !H

定量毛细吸管分别吸取各抑制剂
!" !H

放入
G 1H

压盖离心管中% 各加

入基硫脲苯
!" !H

+管!G后% 放入
@ "

冰箱中预冷$ 取桑天牛成虫% 用昆虫针刺破后翅翅基血窦% 用定量

毛细吸管吸取
G" !H

血淋巴分放于各管中% 摇匀%

@ "

下静置
! 1+,

后% 观察% 镜检% 其观察内容和镜

检方法及内容与
G3!3!

所述相同$ 于
@ "

冰箱中放置
$ -

后% 再次观察$ 重复
G

次$

*+-

判定标准

通过肉眼检查和显微镜镜检观察血淋巴凝结结果% 判定标准见表
G

$

FI$
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卷第
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期
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结果与分析

!"#

冷藏血淋巴的凝结抑制试验

冷冻血淋巴溶解时按
!

!血淋巴"

!!

#抑制剂!或蒸馏水"$

!!

!苯基硫脲"

$% ! % ! %

和
% ! # ! #

的用量加

入抑制剂后% 充分混匀%

& "

冰箱中静置
# '()

和
* +

后% 分别观察%

#

次重复的综合结果记录于表

%,"

中&

在所试药剂中%

%- .

'

/.

#%柠檬酸钠对冷藏血淋巴解冻时凝结抑制效果最好% 在
#

种用量下均可使冷

冻血淋巴完全解冻而不形成较大凝块% 仅在其管底有极少量沉淀& 镜检发现细胞碎片若干% 有极少量颗

粒状沉淀% 是所试药剂中颗粒状沉淀最少的& 在
% ! % ! %

的处理中% 初查时发现有棱柱状晶体存在%

*

+

后再查时% 有血凝块出现% 而在
% ! # ! #

的处理中未见上述情况出现& 这表明( 按
% ! # ! #

的用量加

入
%- .

)

/.

#%柠檬酸钠% 可有效抑制冷藏血淋巴解冻时的凝结&

表
!

静置
! $%&

后冷藏血淋巴中各抑制剂的凝结抑制结果!

!

"血淋巴#

!!

"抑制剂$

!!

%苯基硫脲&

'(!(!(

$

01234 # 5)+(2(6789 4::4;6 7: ;3766(). ()+(2(678 67 ;73< +4'739'=+ 684164< # '()

#

!

!

+4'739'=+

"

> !

!

()+(2(678

"

> !

!

=+4)93 6+(7?841

"

$%>%>%

$

药剂
肉眼检查 镜检

凝结物 颗粒状沉淀 上清液 血细胞 颗粒状沉淀 其他

%- .

)

/.

#%柠檬酸钠
@ A @ A A A

%-

#%

'73

)

B

#%塞孢霉素
A AAA A AAA AA AAA

%-

#%

'73

)

B

#%硫酸新霉素
A AAA A AAA AAA AAA

=C DE-

柠檬酸
$

磷酸氢钠缓冲液
@ AAA AA AAA AAA AA

%-

#%

'73

)

B

#%秋水仙碱
@ AAA A AAA AAA AAA

任氏液
@ AAA A AA AAA AAA

-E# '73

)

B

#%

%

=C DE-

磷酸缓冲液
@ AAA A AA AAA A

# .

)

/.

#%草酸钾
@ AAA AA AAA AAA AA

蒸馏水
AA AA AA AAA AAA AAA

说明( 表中的 *

@

+ *

A

+ *

AA

+ *

AAA

+ 所代表意义详见表
%

,

塞孢霉素- 硫酸新霉素
#

种用量的处理中% 均于管底和管壁形成附着性胶状凝结% 其上部液体初查

时较清%

* +

后再查时% 混浊% 镜检除发现有大量颗粒状沉淀外% 还有由血细胞组成的大型块状凝结物%

与对照组凝结现象相似% 表明这
#

种药剂对桑天牛成虫血淋巴凝结的抑制作用极小,

静置
# '()

后% 柠檬酸
$

磷酸二氢钠溶液- 草酸钾- 秋水仙碱- 任氏液- 磷酸缓冲液等处理的血淋

巴中% 均未出现与对照相似的附着性胶状凝结% 但均有沉淀出现, 柠檬酸
$

磷酸二氢钠- 草酸钾处理的

血淋巴明显混浊% 其他均较清, 镜下观察% 此
#

种药剂处理的血淋巴中均充满颗粒状沉淀% 同时存在着

表
(

桑天牛血淋巴凝结程度的判断标准

01234 % C4'739'=+ ;71.?316(7) <4.844 F?<.4'4)6 G61)<18<

肉眼检查 显微镜镜检

凝结物 标准 颗粒状沉淀 标准 上清液 标准 血细胞 标准 颗粒状沉淀 标准 其他 标准

无
@

无
@

清% 透明
@

卵形- 梭形 - 圆

形细胞可见
#

种

以上
H

数量多

@

无
@

无
@

管底及壁上附一

圈胶状凝结物
A

极少量
A

较清透明
A

卵形- 梭形 - 圆

形 细 胞 可 见
%

种% 数量多

A

极少 量 % 极

细 小 粒 状 %

分散

A

细 胞 碎 片 %

少量 . 未 见

块状凝结

A

胶状凝结成块
AA

少量
AA

混浊
AA

卵形- 梭形 - 圆

形 细 胞 可 见
%

种% 数量少

AA

大量% 粒状 %

分散
AA

细 胞 碎 片 %

少量 . 块 状

凝结% 少量

AA

凝结成块% 黑化
AAA

大量
AAA

混浊黑化
AAA

无
AAA

大量% 粒状 %

集中分布
AAA

块 状 凝 结 %

大量
AAA
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数量不等的血细胞碎片及凝块! 静置
$ &

后" 上述
'

种药剂的
# ! # ! #

处理中" 除磷酸缓冲液处理外"

均出现血淋巴凝块! 在柠檬酸
"

磷酸氢钠溶液# 草酸钾的处理中还发现了结晶体" 而
# ! ! ! !

用量的处理

中" 均未见凝块出现! 这些情况表明$ 此
'

种药剂均对桑天牛血淋巴有一定的抗凝作用" 在
# ! ! ! !

的

用量下可有效抑制大凝块的形成!

在
!

%血淋巴&

!!

%抑制剂&

!!

%苯基硫脲&

(# ! ! ! !

的试验中" 柠檬酸钠%

#% )

'

*)

#+

&" 任氏液# 磷酸缓

冲液# 硫酸新霉素# 塞孢霉素等的处理血淋巴中" 均查到有完整的血细胞贴附于玻片上" 有的呈卵圆

形# 有的呈梭形" 而对照及其他处理中均未见! 这说明用这几种药剂溶解血淋巴" 其中有部分较稳定的

血细胞可完整保存!

!"!

新鲜血淋巴凝结抑制试验

选用
,

种抑制剂按
!

%血淋巴&

!!

%抑制剂&

!!

%苯基硫脲&

(+ ! ! ! !

的用量" 处理新采的血淋巴"

- $

分别静置
! ./0

后和
$ &

后综合观察结果为%表
$

和表
1

&$ 蒸馏水稀释的血淋巴"

! ./0

后观察即出现大

量沉淀# 混浊(

$ &

后" 沉淀更多" 有凝块形成! 所试抑制剂中
! ./0

后观察$

+% )

'

*)

%+柠檬酸钠处理

的血淋巴无沉淀产生" 有大量卵圆形和不规则状的血细胞存在( 任氏液# 磷酸缓冲液处理的血淋巴液清

澈均匀" 有极少量沉淀" 完整血细胞数量也较多" 同时有由血细胞形成的凝结物" 其血细胞形状清晰可

辨! 柠檬酸
"

磷酸二氢钠缓冲液处理的血淋巴" 液体较清" 有少量沉淀" 发现少量完整血细胞和少量颗

粒状沉淀( 其余
-

种抑制剂处理的血淋巴均有大量沉淀产生" 除塞孢霉素的血淋巴液较清外" 其他均混

浊( 除草酸钾处理外" 均有少数完整细胞存在" 且这
-

种处理的血淋巴中均有大量颗粒状沉淀" 有少量

凝结物出现" 或为颗粒组成的团块状" 或为膜状凝结! 因此"

+% )

'

*)

%+柠檬酸钠是
,

种抑制剂中凝结抑

制效果最好的"

$ &

后的观察" 更加说明了这一点$

+% )

'

*)

%+柠檬酸钠处理的血淋巴中仅出现极少量沉

药剂
肉眼检查 镜检

凝结物 颗粒状沉淀 上清液 血细胞 颗粒状沉淀 其他

+% )

'

*)

%+柠檬酸钠
2 22 2 22 2 22

+%

%+

.34

'

5

%+塞孢霉素
22 222 222 222 222 222

+%

%+

.34

'

5

%+硫酸新霉素
22 222 22 222 222 222

67 18%

柠檬酸
"

磷酸氢钠缓冲液
22 ### 22 ### ### ###

+%

%+

.34

'

5

%+秋水仙碱
## ### ### ### ### ###

任氏液
## ### # ### ### ###

%8! .34

'

5

%+

"

67 18%

磷酸缓冲液
22 222 2 222 222 222

! )

'

*)

%+草酸钾
22 222 22 222 222 222

蒸馏水
222 222 22 222 222 222

表
$

静置
% &

后冷藏血淋巴中各抑制剂的凝结抑制结果!

!

"血淋巴#

!!

"抑制剂
!!

"苯基硫脲$

'(!(!(

%

9:;4< = >0&/;/?3@A <BB<C? 3B C43??/0) /0&/;/?3@ ?3 C34D &<.34A.6& ?@<:?<D $ &

)

!

%

&<.34A.6&

&

E !

%

/0&/;/?3@

&

E !

%

6&<0A4 ?&/3F@<:

&

(+E+E+

*

说明$ 表中的 +

G

, +

2

, +

22

, +

222

, 所代表意义详见表
#

!

药剂
肉眼检查 镜检

凝结物 颗粒状沉淀 上清液 血细胞 颗粒状沉淀 其他

#% )

'

*)

%#柠檬酸钠
H 2 H 2 2 2

+%

%+

.34

'

5

%+塞孢霉素
2 222 2 22 222 22

+%

%+

.34

'

5

%+硫酸新霉素
2 222 2 22 222 22

67 18%

柠檬酸
"

磷酸氢钠缓冲液
H 222 22 222 222 22

+%

%+

.34

'

5

%+秋水仙碱
H 222 2 222 222 22

任氏液
H 222 2 2 222 22

%8! .34

'

5

%+

"

67 18%

磷酸缓冲液
) 222 2 2 222 22

! )

'

*)

%+草酸钾
H 222 22 222 222 22

蒸馏水
22 22 22 222 222 222

说明$ 表中的 +

H

, +

2

, +

22

, +

222

, 所代表意义详见表
+

!

表
*

静置
! +,-

后冷藏血淋巴中各抑制剂的凝结抑制结果!

!

&血淋巴$

!!

&抑制剂
!!

&苯基硫脲$

'(!!!!

%

9:;4< - >0&/;/?3@A <BB<C? 3B C43??/0) /0&/;/?3@ ?3 C34D &<.34A.6& ?@<:?<D ! ./0

)

!

%

&<.34A.6&

&

E !

%

/0&/;/?3@

&

E !

%

6&<0A4 ?&/3F@<:

&

(+E!E!

*

,',
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!!
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"

期

淀! 可见大量卵圆形血细胞和少量细胞碎片" 其他处理均有大量沉淀产生! 镜检中可见大量凝结物形

成# 以上说明!

#$ %

$

&%

!#柠檬酸钠按
!

%血淋巴&

"!

%抑制剂&

"!

%苯基硫脲&

'# " ( " (

的用量处理桑天牛成

虫新鲜血淋巴! 可有效抑制血淋巴的凝结#

!

讨论

昆虫离体血淋巴的凝结抑制方法主要有化学方法和物理方法两大类# 化学方法即是通过向血淋巴中

药剂
肉眼检查 镜检

凝结物 颗粒状沉淀 上清液 血细胞 颗粒状沉淀 其他

#$ %

'

&%

!#柠檬酸钠
) )) * + ) )

#$

!#

,-.

'

/

!#塞孢霉素
++ +++ ++ ++ ++ +++

#$

!#

,-.

'

/

!#硫酸新霉素
++ +++ ++ ++ ++ +++

01 23$

柠檬酸
#

磷酸氢钠缓冲液
* +++ + +++ ++ ++

#$

!#

,-.

'

/

!#秋水仙碱
* +++ + +++ ++ ++

任氏液
* +++ + + ++ ++

$3( ,-.

'

/

!#

!

01 23$

磷酸缓冲液
* +++ + + ++ ++

( %

'

&%

!#草酸钾
* +++ ++ +++ ++ +++

蒸馏水
+++ ++ ++ +++ ++ +++

说明( 表中的 )

*

* )

+

* )

++

* )

+++

* 所代表意义详见表
#

+

表
!

静置
" #

后冷藏血淋巴中各抑制剂的凝结抑制结果!

!

"血淋巴
!!

"抑制剂#

!!

"苯基硫脲$

$%!&!&

$%

456.7 " 89:;6;<-=> 7??7@< -? @.-<<;9% ;9:;6;<-= <- @-.A :7,-.>,0: <=75<7A B :

,

!

%

:7,-.>,0:

&

C !

%

;9:;6;<-=

&

C !

%

0:79>. <:;-D=75

&

'#C(C(

-

药剂
肉眼检查 镜检

凝结物 颗粒状沉淀 上清液 血细胞 颗粒状沉淀 其他

#$ %

'

&%

!#柠檬酸钠
* * * + * *

#$

!#

,-.

'

/

!#塞孢霉素
* ++ + ++ ++ ++

#$

!#

,-.

'

/

!#硫酸新霉素
* ++ ++ ++ +++ ++

01 23$

柠檬酸
#

磷酸氢钠缓冲液
* ++ + ++ + ++

#$

!#

,-.

'

/

!#秋水仙碱
* +++ ++ ++ ++ +

任氏液
* * * + * ++

$3( ,-.

'

/

!#

!

01 23$

磷酸缓冲液
* + * + * +

( %

'

&%

!#草酸钾
* ++ ++ +++ +++ +

蒸馏水
+ +++ ++ ++ +++ +++

说明( 表中的 )

*

* )

+

* )

++

* )

+++

* 所代表意义详见表
#

#

表
"

静置
& '()

后新鲜血淋巴中各抑制剂的凝结抑制结果!

!

&血淋巴$

!!

&抑制剂$

!!

&苯基硫脲$

$%!&!&

%

456.7 B 89:;6;<-=> 7??7@< -? @.-<<;9% ;9:;6;<-= <- ?=7E: :7,-.>,0: <=75<7A ( ,;9

,

!

%

:7,-.>,0:

&

C !

%

;9:;6;<-=

&

C !

%

0:79>. <:;-D=75

&

'#C(C(

-

药剂
肉眼检查 镜检

凝结物 颗粒状沉淀 上清液 血细胞 颗粒状沉淀 其他

#$ %

'

&%

!#柠檬酸钠
* + * + * +

#$

!#

,-.

'

/

!#塞孢霉素
* +++ ++ ++ +++ +++

#$

!#

,-.

'

/

!#硫酸新霉素
* +++ ++ ++ +++ +++

01 23$

柠檬酸
#

磷酸氢钠缓冲液
* +++ ++ +++ +++ +++

#$

!#

,-.

'

/

!#秋水仙碱
* +++ ++ +++ +++ +++

任氏液
* +++ + + +++ ++

$3( ,-.

'

/

!#

!

01 23$

磷酸缓冲液
* +++ + + +++ ++

( %

'

&%

!#草酸钾
* +++ ++ +++ +++ +++

蒸馏水
++ +++ ++ +++ +++ +++

说明( 表中的 )

*

* )

+

* )

++

* )

+++

* 所代表意义详见表
#

#

表
*

处理
" #

后新鲜血淋巴中各抑制剂的凝结抑制结果!

!

&血淋巴$

!!

&抑制剂$

!!

&苯基硫脲$

$%!&!&

%

456.7 2 89:;6;<-=> 7??7@< -? @.-<<;9% ;9:;6;<-= <- ?=7E: :7,-.>,0: <=75<7A B :

,

!

%

:7,-.>,0:

&

C !

%

;9:;6;<-=

&

C !

%

0:79>. <:;-D=75

&

'#C(C(

-

金 凤等( 桑天牛成虫血淋巴凝结抑制剂的筛选
F"G



浙 江 农 林 大 学 学 报
!"#$

年
#%

月
!"

日浙 江 农 林 大 学 学 报

加入化学试剂或用有机酸蒸气对成虫进行薰蒸来阻止离体血淋巴的凝结! 物理方法包括对昆虫虫体进行

加热" 冰冻和用射线处理等#

&!##

$

! 昆虫生化研究% 采用常规的采血" 低温冷藏方法基本上能满足实验要

求! 而对昆虫血细胞和血淋巴蛋白质组分的分离% 有必要防止血淋巴的凝集作用! 物理方法以及对昆虫

成虫的化学薰蒸会导致成虫虫体有较大损害或死亡% 不利于实验过程中对昆虫的连续采血% 因此% 选择

加入化学试剂来达到抑制血淋巴凝结的目的!

柠檬酸钠" 柠檬酸" 草酸钾等化学试剂加入血淋巴% 或使用任氏液" 磷酸缓冲液等稀释血淋巴% 在

不同昆虫中起到抗凝结作用#

&!'

$

! 如将血淋巴采集加入预先冰浴的基本组成为
%(%'& )*+

&

,

!# 氢氧化钠
-

%(.& )*+

&

,

!#氯化钠
- %(%/# )*+

&

,

!#柠檬酸的缓冲液中% 可有效抑制血淋巴的凝结#

#/

$

! 本研究结果表明'

定量的柠檬酸钠可有效抑制桑天牛血淋巴的凝结!

不同昆虫离体血淋巴凝血现象可分成
/

种类型#

'

$

! 类型
!

' 一种脆弱透明血细胞对环境发生适应性

结构变化% 在保持细胞形状的基础上% 向周围血淋巴蛋白质中剧烈释放细胞内颗粒状物质! 血淋巴蛋白

质围绕在这些颗粒物周围形成云雾状沉淀% 开始凝结% 随后% 颗粒物与凝结岛(即血细胞)间的血淋巴进

一步形成颗粒状纤维% 形成区域性岛状凝结! 类型
"

' 脆弱透明血细胞接触到基物时% 立即向外伸出直

的线状延伸物% 其中运载细胞质颗粒物% 并附着于固体颗粒" 物理性干扰(如气泡等)和其他的血细胞

上! 这种延伸形成网状% 凝结以透明弹性膜的方式展开! 类型
#

' 透明细胞像类型
!

中一样形成网状*

血淋巴凝结' 类型
"

和类型
!

中
!

种凝结方式均存在! 类型
$

' 在上述
0

种类型中脆弱透明血细胞% 不

因环境影响而发生变化! 镜检中发现这些细胞内部及周围血淋巴蛋白质中均无变化!

经过观察% 桑天牛成虫血淋巴的凝血可归属于类型
!

% 与沟胫天牛亚科
,1)22314

和锯天牛亚科
562"

*32314

多数昆虫离体血淋巴凝血现象主要属于类型
!

的结果相一致! 柠檬酸钠可能有效抑制血淋巴凝血

现象为类型
!

的昆虫血淋巴的凝结!

在血淋巴凝结抑制试验中% 用
!

(柠檬酸钠)

#!

(草酸钾)

#!

(柠檬酸
"

磷酸氢二钠缓冲液)

7. # . # .

处

理中% 均发现了柱状晶体的出现! 许多报道都已表明% 这
0

种物质可移走脊椎动物血液中钙离子达到抑

制凝结的目的#

'

$

! 因此% 初步认为此
0

种药剂是与血淋巴中的钙离子结合% 通过移走血淋巴中的钙离

子% 起到阻止血淋巴凝结的作用! 而这
0

种药剂与血淋巴中钙离子结合反应的速度% 可能决定了它们抑

制凝结效果的好坏! 反应慢的% 不能将血淋巴中的钙离子立即结合掉% 使多数细胞释放出的凝集素得以

传递" 表达% 抑制作用失败! 由此推论' 桑天牛成虫血淋巴凝结过程可能为成虫血淋巴中的血细胞% 在

环境变化影响下% 释放出大量可激发血淋巴蛋白质凝结的物质% 这些物质与钙离子结合后引起凝血反应

来起到止血或防御作用! 任氏液" 磷酸缓冲液的处理% 十分接近昆虫血淋巴中无机离子的组成% 又对血

淋巴进行了稀释% 延长了钙离子到达作用部位的时间% 在短时间内起到一定的抑制作用! 其他
0

种药剂

可能对钙离子不起什么作用% 因此其抑制凝作用极小!

试验过程中% 冷藏血淋巴的凝结反应主要是发生于冷冻前% 还是发生于溶解后% 或者在采血和储藏

过程中都有凝结情况发生+ 这有待研究% 以便为昆虫血淋巴的采集" 储存提供依据! 此外% 血细胞释放

物质组成及作用机制% 血淋巴凝结物的组成成分以及凝结反应的基本生化过程等% 都有待于进一步深入

研究探讨!

/
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