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摘要A应用酶联免疫吸附:’)+,$@双抗体夹心法2研究了稻田 ">种常见捕食性天敌对中性昆虫摇蚊的捕食作用G用摇蚊

作抗原免疫雄性大白兔获得抗血清2用中和法H双向琼脂扩散实验及交叉反应对所制备的抗血清作特异性检测2抗体反

应表明制备的抗血清对摇蚊抗原具较高的特异性G测定了">种捕食者捕食摇蚊的临界吸收值G在检测的">种捕食者中2
有 "B种捕食了摇蚊2占被检测捕食者种数的 E?SC>TG’)+,$阳性反应率最高的是在早稻前期采集的褶管巢蛛2阳性率

高达 =#T2其次是晚稻中期采集的拟水狼蛛2其阳性率为 ;#TG’)+,$方法敏感2能快速检测捕食者对猎物的捕食作用

及确定节肢类捕食者如蜘蛛对水稻害虫控制作用大小2作为一种有效实验工具2可有助于发展水稻害虫综合管理理论G
关键词A酶联免疫吸附实验<摇蚊<捕食者<稻田

5UVWXYZ[\U]Ŷ 7XX_U‘a‘bcYUd 9aaeW faŶ d‘ 5gh[‘bY diY
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文章编号!"###$#%&&’(##()"#$"*%%$#+ 中图分类号!,-.* 文献标识码!/

在稻田生态系统中0既非害虫1又非天敌的中性昆虫的种类和数量非常丰富2"30约占整个群落个体数

量的 &#45.*40尤其摇蚊’6789:;:<=>?@A)是稻田中性昆虫的优势类群0其优势度高达 #BC#5#B%+DE但

由于稻田生态系统中的节肢动物个体小0行为隐蔽0在自然状况下难以观察到稻田捕食者对摇蚊等猎物在

田间的直接捕食行为0许多相关研究都是通过室内实验证明或田间数量分析推论捕食者对猎物的捕食及

中性昆虫对稻田节肢动物群落结构的调节作用2(5-3E吴进才等在室内以功能反应法研究了蚊幼对稻田拟水

狼蛛’F89GHG>=IJ89GH8K=>)的营养1繁殖作用0并证明狼蛛对蚊幼的捕食符合 LMNNOPQR型功能反应2&3E目前

仍无稻田捕食者对摇蚊发生捕食作用的直接证据和研究报道E检测捕食作用0尤其是检测在自然的不可控

制条件下发生的捕食作用0最有前途1应用最多的方法是利用以免疫学为基础的检测技术0如酶联免疫吸

附试验’SPTUVSNOPWSXOVVYPM?MZ[SP\]??]U0̂_‘,/)等2+5%3E
本文应用 _̂‘,/双抗体夹心法’̂ _‘,/XMY[NS]P\O[MXU?]PXaObc\SbcPOdYS)检测了稻田中常见的 "%

种捕食性天敌对中性昆虫摇蚊的捕食作用E旨在进一步了解稻田生态系统中摇蚊对调节稻田节肢动物群

落结构与控制害虫方面的作用0为水稻害虫的综合防治提供可靠的理论依据E

e 材料与方法

eAe 供试虫源

摇蚊’抗原)及各种捕食性天敌均采自广东省四会市大沙镇综合防治稻作区稻田E

eAf 药品与试剂

@L.B-0#B#+VMNg_磷酸缓冲液h@L.B*0#B"VMNg_碳酸缓冲液h@L%B*0#B#+VMNg_碳酸缓冲液h

(+4戊二醛h辣根过氧化物酶’cMZ?SZ]XO?c@SZMiOX]?S0Ljk0,OQV]出品0jlm&)h#BC+4生理盐水h&#4
过 氧化氢’L(n()h柠檬酸0邻苯二胺’n$kcSPUNSPSoO]VOPS0nko0,OQV]公司出品)h(#4p]qNh冲洗液

kr,$saSSP(#h(VMNg_硫酸E

eAt 捕食者的采集与处理

"%%%年 -月 (#日至 ""月 "日0用吸虫器2"#3在田间系统地吸捕各种捕食者E作阴性对照检测用的捕食

者0迅速用小试管分装0带回实验室后给水饥饿至少 .(c0让捕食者消化掉可能存在于体内的各类抗原物

质E作阳性检测用的捕食者0采集后即刻放入冰壶内冷冻临时保存0带回实验室E经两种处理后的捕食者都

单个分装0并加入适量的 kr,$saSSP(#浸润0迅速移入u&#v冰箱中冷冻保存0待检测E

eAw 抗原的提取

将冰冻保存的摇蚊称重0用无菌蒸馏水漂洗 &次’去掉虫体表面污物)0倒入匀浆管中0加入适量磷酸

缓冲液’@L.B-0#B#+VMNg_)匀浆E把匀浆液倒入三角烧瓶中0加入过量的磷酸缓冲液0在 -v下搅拌 (-c
后0离心 (#V’-+##Z@V)E分离上清液0沉淀物重复抽提 "次0将两次所得的上清液混合后0置于 -v用冷

盐水透析 (-5-Cc’其间更换 -5*次冷盐水)E透析液用冰冻干燥法浓缩后0用紫外分光光度计测定浓缩

液的蛋白质含量’蛋白质浓度’VQgVN)x"B-+y(C#u#B.-y(*#)0即制成抗原E

eAz 抗血清的制备

参考张古忍等2.3制备抗血清E采用耳缘静脉注射法免疫健康雄性新西兰大白兔E免疫剂量从 +VQg只

逐渐递增至 "+VQg只0抗血清效价’\O\ZS)达到 "{+"(E

eA| 特异性反应检查

制备好的抗血清在检测前作特异性检查0以确定抗血清是否纯净和具备只对该抗原起沉淀反应的特

异性反应E用中和法结合双向琼脂扩散试验法和交叉反应方法2""3来测定E

eA} 酶标记抗体的制备及 _̂‘,/检测

采用简易戊二醛二步法交联辣根过氧化物酶’Ljk)与抗体蛋白制得酶标记抗体2.3E
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!"# 抗摇蚊血清与酶标记抗体的最适工作浓度检测

抗摇蚊血清用 $%&’()*’*+,-./0碳酸缓冲液从 +*至 1(**倍进行倍比稀释2抗原含量为 *’1

,3/,.)40567检测2将吸收值约为最大吸收值 +*8的抗血清稀释浓度确定为抗血清的最适工作浓度2这

样既能满足实验检测需要)节约抗血清用量)又能减少非特异性干扰反应2酶标记抗体用9:6;<=>>?@*从

+*至 1(**倍进行倍比稀释)用抗血清的最适工作浓度检测)具最高 ABC&@值的酶标记抗体的稀释倍数确定

为酶标记抗体的最适工作浓度2

D 结果与分析

D"! 特异性

特异性检测结果表明E所制备的抗血清对其抗原F摇蚊G具备特异性反应)而与各种待测天敌F阴性对

照G及其它水稻害虫均无交叉反应2

D"D 抗摇蚊血清与酶标记抗体的最适工作浓度

通过检测)抗摇蚊血清与酶标记抗体的最适稀释倍数分别为 @**倍和 C**倍2

D"H 敏感性

捕食者消化道内猎物蛋白含量的检测水平取决于 40567检测的敏感性)在确定了抗血清和酶标记抗

体的最适稀释度后)对抗原溶液进行系列稀释与检测2多孔板每板的第一排孔不加抗原)代之以 9:6;

<=>>?@*作为空白对照调零2结果表明E在抗原被稀释到 *’**C,3/,.时)仍然能被检测出来F见图 1G2这

说明所建立的方法灵敏度较高)完全能满足检测的需要2
表 ! 不同捕食者对摇蚊抗原检测的 IJKLD临界值M

NOPQR! NSRIJKLDTUVWVTOQXOQYRZ[!L\UR]OWZÛ [ZU

O_WV‘R_Z[abcdefeghî\"

捕食者

9j>klm-j

ABC&@临界值

ABC&@njomonl.
pl.q>

捕食者

9j>klm-j

ABC&@临界值

ABC&@njomonl.
pl.q>

961 1"C(r 961* *"(+C
96@ 1"C@* 9611 *"s&@
96t *"r&C 961@ *"srC
96C 1"@&( 961t 1"t*(
96+ 1"rCC 961C 1"++@
96( 1"*Cr 961+ *"@CC
96s *"sC* 961( *"@+C
96r 1"r@( 961s *"@C@
96& @"*rr 961r *"@@(

961& *"t**
M 961E卵 形 园 蛛 uvwxyz{|xz{}z{)96@E四 斑 锯 螯 蛛

B~{!"|v|#$xw}"w %zw&v|’w!z(w}w)96tE华 丽 肖 蛸

)y}vw$xw}"w x|}yx{) 96CE 八 斑 鞘 蛛 *#(y#{#’w
#!}#’w!z(w}z’) 96+E 草 间 小 黑 蛛 +v|$#x|&|z’
$vw’|x|!#(z’)96(E食虫沟瘤蛛 ,’’y(|w}w|x{y!}|!y-{)
96sE拟水狼蛛 .|vw}w"{z/-|vw}|!z{)96rE拟环纹豹蛛

.wv&#{w -{yz&#wxxz(w}w)96&E浙 江 豹 蛛 .wv&#{w
}{!"y0|wx$yx{|{)961*E褶 管 巢 蛛 *(z/|#xw!#vvz$w}w)
9611E粽管巢蛛 *(z/|#xw1w-#x#!#(w)961@E斜纹猫蛛

A2~#-y{ {yv}w}z{) 961tE 华 南 菱 头 蛛 3|wx#v
"#}|x$!"|y!"|)961CE纵条绳狮 4wv-|{{’w$|{}yv)961+E
尖 钩 宽 黾 蝽 4|!v#5y(|w"#v5w}"|)961(E黑 肩 绿 盲 蝽

*~v}#vv"|xz{(|5|(|-yxx|{)961sE印度细颈步甲 *w{x#|&yw
|x&|!w)961rE青翅蚁形隐翅虫 .wy&yvz{6z{!|-y{)961&E
稻红瓢虫 4|!vw{-|{&|{!#(#v7表 @同 <8>9l,>l9ml:.>@

D"K 各种捕食者的 ABC&@临界值

检测时以蒸馏水调零)在检测浓度范围内)各类

空白对照的最大吸收值均低于阴性对照的最大吸收

值2以 @倍于阴性对照的 ABC&@作为临界值)当检测

的 ABC&@;临界值<@ABC&@F阴性对照G时)判定为阳

性)认为该种捕食者捕食了摇蚊2不同捕食者对摇蚊

抗原检测时的临界值见表 12

图 1 摇蚊抗原在一系列稀释浓度下的 ABC&@值

=o3"1 40567ABC&@pl.q>>-jko.qmo-?9->l?mo3>?->

*"|v#x#’z{9$"

D"? 捕食者对摇蚊阳性反应率

对系统采集的稻田捕食者)按水稻生长前期@中

期和后期)分早稻@晚稻进行检测与统计2表 @列出

了稻田 1&种捕食者对摇蚊的 40567检测的阳性反

应率2
检测的 1&种捕食者中)早稻期和晚稻期分别有 1@种和 C种捕食者@累计有 1t种捕食者F占检测种数

的 (s’r&8G对摇蚊的 40567检测呈阳性2在早稻前期@中期和后期)分别有 s1’Ct8@C(’(s8和 t(’@s8

1*s11*期 刘雨芳等E用 40567方法检测稻田捕食者对摇蚊的捕食作用
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的捕食者捕食了摇蚊!其中以早稻生长前期!褶管巢蛛"#$%&’()*+(,,%-*.*/对摇蚊的阳性反应率最高!为

0123晚稻前期和中期!捕食摇蚊的天敌种类分别占被检测种类的 456702和 896152!在晚稻生长中期!
拟水狼蛛对摇蚊的阳性反应率高达 :12;在晚稻生长后期!稻田中的摇蚊密度很低!未能检测到捕食现象;
在稻田节肢动物群落重建初期!水稻害虫尚未迁入稻田或尚未建立种群!此时稻田中大量的摇蚊成为捕食

性天敌的重要猎物!因而天敌对摇蚊的捕食率较高;说明捕食者的捕食对猎物的密度有一定的依赖性!且

不同捕食者种类在同一时期以及同一捕食者在不同时期对摇蚊具有不同的阳性反应率;
表 < 在水稻发育各期不同捕食者对摇蚊的 =>?@A阳性率"4BBB年/

CDEFG< CHG=>?@AIJKLMLNGIGOPGQMDRGJSIOGTDMJOKMJUVWXYZY[\]KÎ LQ_‘‘‘

水 稻

生长期

abcdefghd

早 稻 igjkljbcd 晚 稻 mgfdjbcd
捕食者

njdogfpj
检测头数

qrs^fdefdo
阳性率"2/

npebfbtdudjcdvfghd
捕食者

njdogfpj
检测头数

qrs^fdefdo
阳性率"2/

npebfbtdudjcdvfghd
nw9 x 99̂9 nw4 4 1
nwx 9 1 nw8 44 45̂8
nw7 5 80̂1 nw9 x 1
nw5 48 4x̂7 nw: 9 1
nwB 4 1 nw0 9 1
nw41 8 01̂1 nwx x 1
nw45 B 88̂8 nw7 49 89̂4

前 期 nw5 5 1
igjklefghd nwB 8 1

nw41 4 1
nw48 B 88̂8
nw49 4 1
nw4: 4 1
nw40 7 1
nw4x 9 1
nw45 x 1

nw4 B 44̂4 nw8 40 x̂7
nw8 7 1 nw9 8 1
nw9 B 1 nw: 44 1
nw: 5 48̂0 nw0 9 1
nw0 x 1 nwx 4x 1
nwx 45 4x̂7 nw7 41 :1̂1

中 期 nw7 44 1 nw5 x 1
yvfdjsdobgfd nw5 9 1 nw44 B 88̂8
efghd nw44 5 48̂0 nw40 5 1

nw48 B 44̂4 nw4x : 1
nw49 9 99̂9 nw47 8 1
nw4: 8 1 nw45 0 1
nw4x 7 1 nw4B 9 1
nw45 48 5̂9
nw4B 48 1
nw8 8 1 nw8 7 1
nw: 7 1 nw: 9 1
nw0 9 99̂9 nwx 8 1
nwx 41 41̂1 nw44 4 1

后 期 nw7 7 4:̂9 nw49 4 1
mgfdefghd nw5 x 1 nw4x 4 1

nwB 4 1 nw45 8 1
nw44 0 81̂1 nw4B x 1
nw48 0 1
w4: 9 1
nw45 x 1

z 讨论

吴进才等{8!9|}郭玉杰等{:|提出中性昆虫的概念!认为中性昆虫是稻田节肢动物群落的一个重要组成

成份!是稻田捕食者的替代或补充猎物!而摇蚊是稻田中性昆虫功能团中的优势类群;应用 imyw~双抗体

夹心法检测!在水稻生长发育的各个时期!都有天敌捕食了摇蚊!尤其在早稻发育前期!在被检测的天敌的
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种类中!有高达 "#$%&’的天敌捕食了摇蚊!因而获得了在自然状况下稻田捕食性天敌捕食摇蚊的直接证

据(在稻田节肢动物群落重建初期!水稻害虫尚未迁入稻田或未建立种群时!摇蚊作为稻田捕食性天敌的

替代猎物及在群落发展过程中作为天敌的补充营养的作用也得以证明(

)*+,-方法的探讨是一非常活跃的领域./012!已被成功地应用于检测单头捕食者消化道内的猎物!应

用特异性抗体!能检测出捕食者消化道内非常微量的猎物残留物(应用 )*+,-不仅能快速检测捕食者对

猎物的捕食作用!客观地揭示捕食者与猎物之间的捕食与被捕食的关系!也能快速确定节肢类捕食者对褐

飞虱等水稻害虫的控制作用大小.32!将其应用于群落食物网的研究很有前途(从生态系统出发!群落食物

网研究的发展可以促进害虫综合治理的研究(获得捕食性节肢动物捕食摇蚊的直接证据!连接了分别以绿

色植物和以腐殖质为基础的两条捕食食物链!有助于更好地理解系统中物质循环4营养转移和能量传递!
进一步了解群落结构与功能的关系!有助于发展群落生态学与水稻害虫综合管理理论.32(

)*+,-方法简便4敏感!酶标记抗体试剂制备容易4稳定4有效期长!应用于研究昆虫的捕食与被捕食

关系具有明显的特异性!方法可靠.#52(而 )*+,-双抗体夹心法能减弱非特异性颜色的干扰!是检测抗原最

常用的方法.##2(
但血清学检测的敏感性还依赖于高效价4特异性的抗血清(在免疫制备抗血清时!必须先测定效价!只

有在效价达到要求后才能停止免疫并采血(采血时应防止标本溶血!以减少非特异性显色(将在田间采集

的节肢动物确定为某种目标猎物的捕食者进行 )*+,-检测前.32!必须对所制备的抗血清进行特异性鉴

定!以确定抗血清中含有与待测猎物反应的抗体成份!且对待测猎物具有高特异性.12!并通过阳性反应临

界值的确定!来排除与其它节肢动物的交叉反应及降低捕食者消化道内所含的其它猎物蛋白的干扰作用(
捕食者的采集是在田间进行的随机取样!猎物6摇蚊7在捕食者的消化道内存留的时间有差异!一些个

体较小的捕食者如八斑鞘蛛或检测数量也较少的种类!虽然在试验中没有出现阳性反应!但它们对摇蚊的

捕食作用!仍有待进一步研究(
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