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三眠蚕诱导剂咪哇类物质 K K 一
42 对

桑蚕内分泌系统的作用
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曹 梅 讯

(中国科学院
_

卜海比虫研究所
,

上海 20 0 0 2 , )

搞奥 为了研究作为兰眠 乃
: i秀写刘 j均一种明

一

J叱丈化合物 K K一们 的 作用机制
,
本文应用明侧体 ( C人 )燎

期休外 放川 l卜学分析礼术测守了平 卜 山 荆人衅
” 享。 宇 ,

吧侧 ; )的 活性 : 甘分心 卜州
,

庄 供 { ( M r D 的放创免疫

分 折 (狱人
、
`
法测定 了血 游 U井勺蜘 )号乃 井

、

、护。冲的 几片;ll d叫
一 ` ,

器 }州
.

,、 衬 , 妇嘶州 户 行的放用免冷汁
,

成劝拙测 、 ,

扩 K K
一

杠 爵曰 { 叭的脑 分泌 捉叭“响叭拼 }
,

以
, `

l
“

f H
I : 儿乙

,

汀
一 t『、

’

{以 )公下
_

打山的试装 ,
一

涅出

了 K K 一
村 作川的新解说

、

刚侧体 护性 (
,勺测定 歼 K r乞一 池

’ ,明侧认 体小爪 亨
.

的
.了, l

}叼 明
,

K 孙并 2 附 川
一

「

桑玉回淤前期时
, 靶器拼 竹先兄明侧冰

,

叩 l侧体 “ 力父尸省L的刃
_

}日洲欢ill 脑
·

使脑分泌 P饭
`

T H 广 价衬{应
_

处化
,

从而引起蜕皮激素高蜂的推迟
。

扣走了的蜕皮 幽京峰与相对饿乏的保幼 欲劣 口 H ) 少飞同作用的站好另 !起了

化蛹蜕皮
,
产生了三眠蚕

。

关链词 桑蚕 K K 一
柱 保幼激素 悦皮当类激素 促前胸腺激素 放射免疫测定

昆虫抗保幼激素自七十年代发现以来
,

以其特有的作用引起了国外昆虫学家的广泛

兴趣
。

这类 物质用于不同龄期的桑蚕 B 。 。 b ” 。 or i 幼虫
,

可诱导三眠蚕产生超细纤

度的茧丝
。

近期报道还发现 K K一
牡 等的其它一些作用

,

认为该类物质对桑蚕产卵的影

响及 K K 一 4 2 能解除夭蚕卵的滞育等 (谈恩智等
, 1 9 8 6 ;木村敬助

, 19 8 6 ) ;桑蚕五龄期用咪

噢类物质 sS P 一 11 处理后能增加茧层重和茧层率 ( iK
u hc i 和 A k ia

,

1 9 8匀 ; S M
一 1 对家

蚕丝蛋白合成的影响 (戴祝英等
, 1 9 8 7) ;早熟素对性外激素的分泌

、

滞育的调节等均有影

响 ( B o w e r s ,

1 9 8 3)
。

迄今已知 l为十几种抗保幼激素类物中
,

早熟素的作用机制是现在摘得最为洁楚的一

个
。
对 K K 一 4 2

、

K K 一22 等咪噢类化合物作用机制的研究刚开始
,

且尚存不少争议
。

一

种观点认为该类物质起若抗保幼激素的作用
,

主要依据是摘除咽侧体与使用该物质均可

产生三眠蚕
,

而且 K K一 42 的效应可被外源保幼激素类似物 ( J H A ) 所中止或保留 ;而以

日本山下兴亚为代表的另一种观点认为
,

该类物质起抗蜕皮激素的作用
,

其依据是血淋巴

木文于 1 9 8 9年 5月收到
。
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一

24 对桑蚕内分泌系统的作用

内蜕皮激素放射免疫的测定结果
。

本文试图通过实验结果较全面地分析 K K一松 对内分

泌系统的作用机理
。

材 料 与 方 法

一
、

材料

供试蚕为夏秋蚕品种苏 12 x 浙农 1号
。

K K
一

们 ( 1一苯甲基
一

5一 〔反 一 2 , 6一二甲基
一 I

,

5一庚二烯 ]咪哩 ) 由中国科学院上海有机

化学研究所提供
。

T e l 9 9 培养基
、

H e p e s
缓冲剂及 F i e o l l 为美国 S i g m a 公司产品

。

L一 〔甲基少 C ] 甲硫氨酸为英国放射化学中心 ( A m o s五。 m 公司 )产品
,

比强 5 8 m ic /

m m o l
o

二
、

方法

1
.

咽侧体短期离体放射化学分析

根据 F e y e r e i s e n 和 T o b e
( 1 9 8 1 ) 在 p r a t t 和 T o b e

( 1 9夕4 ) 方法基础上建立的 昆
、

虫咽侧体释放保幼激素的快速测定方法略作修改
。

在冷却的 iR gn er
:
生理盐水中 解剖

桑蚕幼虫的咽侧体
,

放在 100 微升 T 1C 99 培养液中
。

培养液内含有 2 5 m m ol 的 H eP .es

缓冲剂
,

1 0 m g / m l F i c o l l 4 0 0 及 L 一 [甲基
一 , 件C l 甲硫氨酸 (最终比活 3 5 m e i / m m o l

,

浓度

为 0
.

28 m m ol )
。 , 对咽侧体于上述培养基内

,

于 38 ℃ 温育 3 小时
。

培养后将 30 0 川 异

辛烷加人培养液中充分混合
, 斗0 0 0 印 m 离心 5 分钟

。

取 20 0 川 上清液加人到盛有 7 m L

二氧六环闪烁液的闪烁瓶内
,

用 L K B 计数器测定其放射性
。

2
.

日因侧体体积的测定

逐 日解剖桑蚕幼虫的咽侧体
,

在显微镜下量其长径及短径
,

按椭圆体积公式 V ~

4二 a b
,

/ 3计算其体积
,

共重复七次
。

3
.

血淋 巴蜕皮激素的放射免疫测定

蜕皮激素的放射免疫测定 ( M H
一

IR A ) 参照曹梅讯 ( 19 8 6 )建立的方法在中国 科学院

上海昆虫研究所进行
。

首先吸取血祥
,

用无水乙醇沉淀血样中的蛋白质后蒸千上清液 ;然

后加一定量的
`
勺

一

蜕皮激素抗血清
,

测定总的放射强度
。

在 斗℃ 中过夜
,

加 D C C ( 1多葡

聚糖活性悬浮液 )
,

于 4℃ 下 3 。。。 pr m 离心去上清液
,

测沉淀物的放射性强度
。

与此同
.

时测定标准样品
,

制作标准曲线
。

从测得沉淀物的放射性强度推算样品的蜕皮激素含量
。 ,

4
.

脑分泌 P T T H 活性的测定

逐日剖取脑及五龄 6 日蚕的前胸腺
, ;
于 T cl ” 中培养 8 小时

,

培养液供 M H 一
RI A

测定用 ;对照组仅用另一侧的前胸腺培养而无脑
。

两种培养液中蜕皮激素合量之差即表

示脑分泌促前胸腺激素 ( P T T H ) 的活性
。
四龄铜食后每隔 12 小时测一次 P T T H

。

5
.

K K 一 42 对体外培养咽侧体的影响

取前述含 L一 [甲菇
一“ C〕 甲硫氨酸

、
H e p e s 及 F i c o l l 的 T C 1 9 9 培养液 100 产 l

,

加

人不同浓度极微皿的 K K一 42 后于旋涡混合器中混合均匀
,

将五龄第 2 日的咽侧体置于

上述培养基内
,

在 30 ℃ 中温育 3 小时
,

其后的测定方法同方法 l
。

一-一一一-一- ~ 一- - ~ - ~ - _



昆 虫 学 报 3呼 卷

结 果

一
、

K K 一 24 对咽侧体合成活性的影响

四龄晌食起处理组以 03 0 P P m K K 一 4 2 喷涂桑叶
,

共添食 铭 小时 ; 以处理组的相应

溶剂作对照
,

自四龄第 2 日起逐 日测定咽侧体活性
,

结果见图 1
。

从图 1可见
,

K K 一 4 2 处理后咽侧体活性随发育逐渐下降
,

至四龄第 6 日降至最低水

平
。
对照组咽侧体的活性分别于四龄和五龄前期达到高峰 ; 四龄将眠时仍具有一定的活

性 ;五龄第 3 日降至最低水平
。

分石子。一各辐。州汉岔彩耸
丁d ;

1,氛

丫̀几
卜

E (C K )

{
M (T )

}

一
处理组

· , . ` “ 对照组

料气公
、 、

;

忍妙《〕 ` . , . . ` . . 阳卜声一
. ~ .

从长勒

l
对照沮

`
壬

· `
,

忍 几 U S 工廿

绝军 次蝉皮不坏讨关数

硕
, ` ~ , 一

l二 毛
,

凡 )

ǎ盆芍的、碱口友心、日d卫

以K卑翻嫉泻份10
,
气绷企ù

·
1

“ 找 ` 吕 j了, 1:立`天 )

第 = 次蜕 皮后经过夭数

图 1 休内明侧休合成穷化讨程
E : 蜕皮 ; M : 上簇 ; I : 三次重复杯准差

图 2 口因侧你休积变化过程

:E 蜕皮 : M : L从 卜 七次重复标准差

二
、

咽侧体体积的变化

在马德拉蚌镰等许多昆虫中
,

曾报道咽侧体活性与其体积有密切的关系
。

( sc ha
r r e r ,

1 9 6斗)
。

为进一步证实 K K 一长 的作用
,

而测定逐 日咽侧体体积变化 (见图 2 )
。

从图 2 可见
,

对照组咽侧体体积总的呈上升趋势
。

K K 一 4 2 处理组在四龄第 2
、

3 、 4 日

咽侧体体积略有减少
,

对照组体积在此期间却有增长
。
四龄第 4 日处理组 C A 体积仅为

E ( C K )

从 ( T ) 一
处理组

· · · .

一 对照组

一
处理组

. “ 一 “ , ·

对照组 M (C K》
....
甲.盖..

.

!J
.山

M ( T )

:
资

、*,. ,.-.-甲.一
ō

`
.
.

.

..月.山....口̀̀.二

刚洲100:10钟
,口口它/切6H荟
、

六
=曰洲洲恩

!00即阴聪"烈现孚蔺卜川卜头

, ·

斗
、、

2 硅 6 8 1 0 12 (天 )

绍三次蜕皮后经过关数

圈 3 脑分泌 P T T H 变化情况
E : 蜕皮 ; M : 匕谈

忍 4 6 8 10 12 e天 ,

节三次蜕皮后经过夭数

图 ` 血淋巴 M H 滴度变化
E: 蜕皮 ; M : 上胶 ; :I 三次亚复标准差



3期 吴金美等 :三眠蚕诱导荆咪哇类物质 K K一
2 4对桑蚕内分泌系统的作用

对照组的 7 4外
,

此后对照组与处理组间的 c A 体积差距变小
。

可见 K K 一 42 处理对 c A

体积的增长具有一定的抑制作用
。

三
、

脑分泌 P T T H 的情况

盆令之VU贫泛日dP

圈吠泌越埔偌丹ūO,气喇昏丫曰

脑分泌 P T T H 情况见图 3 ,

对

照组脑分泌的 P T T H 活性共 出现

两个峰: 一个是在四龄中期
,

此峰

较小 ; 另一个是五龄第 6 日有一较

高的峰
。

而处理组却在四龄中期稍

后 (与对照峰间隔 24 小时 ) 才出现

P T T H 峰
。

此峰略高于对照 组四

龄的峰值
,

此后直至老熟前不再出

现另一个高峰
。

四
、

血淋巴蜕皮激素滴度

从图 4 可见
,

对照组血淋巴分

0
.

03 0
,

3 0
,

6

K K闷 2浓度 (I x I O
” , p p m )

图 5 不同浓度 K K一 42 对 C A 合成活性的抑制

别于四龄近末期和五龄末期出现蜕皮激素的高峰
,

而处理区仅出现一个蜕皮激素的高峰
,

此峰出现在蚕儿开始上簇吐丝时
,

较对照组第一个蜕皮激素峰后延约 4
.

5 日
。

五
、

体外 K K 一

42 对咽侧体活性的直接抑制作用

把 5 对咽侧体置人含有不同剂量的 K K 一 42 的 T C I” 培养液中进行体外培养
,

结

果如图 5 所示
。

K K 一

42 对咽侧体的保幼激素合成显示了有效的抑制作用
,

测出最大抑制

剂量的一半约为 1 X 1 0一 ,

pp m
,

即 3 X 10
一日

m ol / L
。

可见
,

K K一 42 可以直接作 用 于 咽

侧体
,

抑制咽侧体的合成
。

讨 论

从以上试验结果可知
,

K K
一

42 最初作用的靶器官是咽侧体
。

K K一
42 处理四龄起蚕

时
,

咽侧体活性即受到明显的抑制
,

处理组的活性仅为对照组活性的 1 / 2。
从咽侧体体积

的变化来看
,

处理组在前期 C A 体积的增长也明显地受到了抑制
。

体外 K K一 42 对 C A

活性的直接抑制作用证明了这一点
,

而脑分泌 P T T H 的变化则发生于 C A 活性变化之

后
。

K K
一

42 处理初期
,

P T T H 活性在处理组与对照组间并无差异
,

随后对照组 P T T H 活

性开始上升
,

处理组基本上保持原水平
,

直至四龄第 3 天才出现 P T T H 的分泌高峰
。

由

于 P T T H 有促进前胸腺分泌作用
,

因此 K K 一 42 处理后 P T T H 分泌高峰的延迟产生了

血淋巴内蜕皮激素浓度的相应变化
。

对照组四龄中期的 P T T H 峰引起了四龄末期蜕皮

激素浓度的升高 ; 而处理组脑分泌 P T T H 活性高峰比对照组四龄期峰的延迟则使血 淋

巴中 M H 峰也相应延迟
,

该峰与体内相对较低的保幼激素共同作用引起了桑蚕的化 蛹

蜕皮
。

长期以来
,

人们普遍认为内分泌系统中的主要作用因子是脑神经激素
,

神经肤类激素

调节着保幼激絮和蜕皮激索的合成
、

分泌
,

因而调节了生长发育期间这些激素的滴度
。

但

随着近年来内分泌调控研究的深人
,

这一作用的传统模式已得到了新的发展
。

脑
一
后脑复

合体体外培养方法的成功已使各种因子调节 P T T H 释放的直接研究成为可能
,

这些 因
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一
11

…
||

|
J |一

子包括外部的
、

内部的因子以及其它激素的
“

信号
” ,

这些信号之一即为保幼激素 ( J H )
。

J H 可直接反馈作用于脑
,

是决定生长发育中 P T T H 释放时间的主要因子之一 ( B ol le n -

b a e h e r ,

l , 8 7 ; H i r u m a ,

19 8 2 ; S t e e l
,

19 8 , ; K i k u k、 w a
和 T o b e ,

1 9 8 6 )
o

基于上述理论
, K K 一 4 2 作用于 C A 后引起 P T T H 分泌高峰的推迟也得到了 合理

的解释
。
对照组 C A 活性在四龄第 2 日时达到近 1 110 d p m / 5 对 C A / 3 小时

,

峰高且陡 ;
-

而处理组四龄第 2 日仅 60 0d p m / 5 对 C A / 3 小时
,

此后活性缓慢下降
,

直至第 6 日接近

于最低水平
,

峰低且宽
。

据此笔者认为
,

一定的保幼激素滴度 (或即使未达到该特定的滴

度 )在较低的滴度下
,

经一定的作用时间对 P T T H 开
“

闸
”
的迟早有重要影响

,

即 J H 的

滴度和作用时间是决定 P T T H 分泌迟早的重要因子之一
。

由于 P T T H 的延迟分泌也

相应导致了 M H 的分泌延迟
,

当处理组出现 M H 峰时
, J H 滴度已下降至最低水平

,

从

而进行变态蜕皮— 化蛹蜕皮
。

而对照组在四龄末期出现 M H 峰时
,

血淋巴 J H 滴度

仍维持若相对较 i荡的水平
,

因此所进行的蜕皮仍为幼虫蜕皮
。

帅有报道咪哗类化合物的
一

次早可完全被同时佼用的保幼激素类似物 M此h o p r c 。 。
所

阻碍 ( A s all o ,

1 9 8 6 ; K u w al l。 ,

1 9 8 3 )
,

这些也说明了该类物质的作用器官首先 是 咽 侧

休
,

因而增加 M e t h叩 er ne 的旦能减轻原效应
。
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