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蜕皮激素对黑化黏虫体液免疫的影响

张乃元１，２，　张　蕾２，　程云霞２，　张宝琴１，　江幸福２

（１．海南大学植物保护学院，海口　５７０２２８；２．中国农业科学院植物保护研究所，

植物病虫害生物学国家重点实验室，北京　１００１９３）

摘要　为揭示蜕皮激素（ＭＨ）对黑化黏虫免疫能力的影响，本试验对被球孢白僵菌侵染后的黏虫体内ＭＨ含量的

动态变化进行了分析比较，并对被侵染的黑化黏虫注射２０羟基蜕皮酮（２０Ｅ），分析比较其注射２０Ｅ后的死亡率以

及酚氧化酶（ＰＯ）和溶菌酶活性的变化。结果表明：被白僵菌侵染后，黑化黏虫６龄幼虫的 ＭＨ含量在侵染后８ｈ

（犘＜０．０５）、７２ｈ（犘＜０．０５）和９６ｈ（犘＜０．０５）均显著高于对照（注射吐温８０）。注射球孢白僵菌后立即注射５μｇ／μＬ

的２０Ｅ稀释液，黑化黏虫的死亡率显著低于对照组（注射球孢白僵菌后注射无水乙醇）（犘＜０．０５），其原因是注射５μｇ／μＬ

２０Ｅ稀释液后，被球孢白僵菌侵染后８ｈ和２４ｈ的黑化黏虫体内ＰＯ和溶菌酶活性均显著高于对照组（注射球孢白

僵菌后注射无水乙醇）（犘＜０．０５）。试验结果表明ＭＨ在黏虫体液免疫反应中起到重要的调节作用。
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　　外界微生物时刻威胁着昆虫的存活，因此免疫

系统在昆虫的生长发育过程中至关重要。先天免疫

系统是昆虫的主要免疫系统［１］，主要由细胞免疫和

体液免疫组成。体液免疫中酚氧化酶（ｐｈｅｎｏｌｏｘｉ
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ｄａｓｅ，ＰＯ）和溶菌酶（ｌｙｓｏｚｙｍｅ）是免疫关键酶，ＰＯ

和溶菌酶活性是免疫反应的重要指标［２］。昆虫免疫

系统受内分泌系统调节，内分泌激素在昆虫的免疫

反应中起重要的调节作用［３４］。昆虫体内主要的内

分泌激素是保幼激素（ｊｕｖｅｎｉｌｅｈｏｒｍｏｎｅ，ＪＨ）和蜕皮

激素（ｍｏｌｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ＭＨ），它们在昆虫的生长过

程中不仅可以联合调控昆虫的变态、迁飞和繁殖，而

且在昆虫的免疫系统中也有非常重要的调控功

能［５］。ＪＨ是昆虫咽侧体分泌的一种生长调节剂，能

够保持幼虫状态、抑制蜕皮和变态，调控昆虫生命周

期中每一个重要发育阶段的转变，在昆虫发育的临

界期高浓度ＪＨ会阻碍变态提前发生
［５６］。蜕皮激

素的主要成分是２０羟基蜕皮酮（２０ｈｙｄｒｏｘｙｅｃｄｙｓ

ｏｎｅ，２０Ｅ），主要作用是激发昆虫的蜕皮活动，调节昆

虫所有的幼虫态、蛹以及成虫的转换。在针对黑腹

果蝇犇狉狅狊狅狆犺犻犾犪犿犲犾犪狀狅犵犪狊狋犲狉的研究中发现，注射

２０Ｅ后，黑腹果蝇的细胞吞噬功能和ＰＯ活性得到

了增强［７］。棉铃虫犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪在注射

２０Ｅ后，细胞吞噬功能提高，细胞免疫明显增强
［８］。

ＪＨ和ＭＨ对昆虫细胞免疫既有正调控作用，也有

负调控作用，并可通过增强或抑制ＰＯ活性来调节

昆虫体液免疫。

黏虫是严重威胁我国主要粮食作物生产安全的

重大农业害虫［９１０］。由于近年来黏虫在我国局部地

区常常暴发，对粮食生产安全带来重大威胁［１１］。暴

发的黏虫幼虫发生黑化现象已成常态，其免疫能力

显著增强［１２１３］。但这种免疫能力是否受到内分泌激

素的影响还不清楚，关于黑化黏虫内分泌激素 ＭＨ

如何调控免疫反应未见报道。因此，本研究旨在明

确黑化黏虫６龄幼虫被球孢白僵菌犅犲犪狌狏犲狉犻犪犫犪狊

狊犻犪狀犪侵染后其内分泌激素ＭＨ的含量变化。注射

２０Ｅ稀释液后，明确被白僵菌侵染的黑化黏虫幼虫

死亡率的变化以及体液免疫中ＰＯ和溶菌酶活性的

变化，揭示黑化黏虫体液免疫和内分泌调节机制间

的关系。

１　材料与方法

１．１　材料

供试菌株：球孢白僵菌犅犲犪狌狏犲狉犻犪犫犪狊狊犻犪狀犪菌

株由中国农业科学院植物保护研究所蔬菜害虫组提

供。使用０．０１％吐温８０溶液配制１０５、５×１０５、

１０６、５×１０６、１０７ｃｆｕ／ｍＬ和１０８ｃｆｕ／ｍＬ的球孢白僵

菌孢子悬浮液进行预试验，经ＳＰＳＳＰｒｏｂｉｔ回归模

型分析处理，球孢白僵菌对黑化黏虫的ＬＣ５０约为

１０６ｃｆｕ／ｍＬ，本试验所有黏虫感染球孢白僵菌的浓

度均为１０６ｃｆｕ／ｍＬ。

供试昆虫及饲养：供试黏虫采集于吉林省四平

市公主岭市田间。在饲养瓶（直径９ｃｍ×高１３ｃｍ）

中高密度诱导饲养，饲养密度为１０头／瓶
［１２］。饲养

方法参照郭栋、吕伟祥等室内人工饲养方式［１４１５］，每

日更换３０～５０ｃｍ高的玉米苗直至幼虫停止取食。

饲养温度设置为（２３±１）℃，湿度设置为（７０±５）％，

光周期设置为Ｌ∥Ｄ＝１４ｈ∥１０ｈ。

１．２　球孢白僵菌和外源蜕皮激素注射方法

１．２．１　黑化黏虫幼虫白僵菌注射方法

根据预试验的结果，球孢白僵菌浓度１０６ｃｆｕ／ｍＬ

注射后可以激活黑化黏虫６龄幼虫的免疫反应，且

有近半数黏虫幼虫可以完成世代发育。将蜕皮２４ｈ

内的黑化黏虫６龄幼虫置于冰上冷冻麻醉１５ｍｉｎ，

幼虫静止后，使用微量注射器吸取１０６ｃｆｕ／ｍＬ的球孢

白僵菌孢子悬浮液１μＬ，注入幼虫第３与第４腹足

之间的腹部。处理对照组注射０．０１％吐温８０溶

液。每个处理组３０头虫，每个处理重复３次。幼虫

伤口闭合并且晾干后，放入装有新鲜玉米幼苗的饲

养瓶中继续饲养。

１．２．２　黑化黏虫幼虫２０Ｅ稀释液注射方法

取２０ｍｇ２０Ｅ加入１ｍＬ无水乙醇充分溶解混

匀后，得到２０μｇ／μＬ的２０Ｅ母液。用无水乙醇对

２０μｇ／μＬ的２０Ｅ母液２倍梯度稀释，得到浓度为

１．２５、２．５、５、１０μｇ／μＬ的２０Ｅ稀释液并进行编号。

蜕皮２４ｈ内的黑化黏虫６龄幼虫注射球孢白僵菌

孢子悬浮液后，立刻对其注射２０Ｅ液。对照组为注

射球孢白僵菌孢子悬浮液后立刻注射无水乙醇。每

个处理组３０头虫，每个处理重复３次。注射方法同

１．２．１。

１．３　免疫指标测定方法

１．３．１　ＭＨ含量测定方法

在注射球孢白僵菌后８、２４、４８、７２ｈ和９６ｈ分

别取对照组（注射吐温８０）以及处理组（被白僵菌侵

染）的黏虫血淋巴样品，每次采集３头黏虫，每头幼

虫采集血淋巴约５０μＬ，每头黏虫血淋巴样品重复

测试３次。使用昆虫蜕皮激素（ＭＨ）试剂盒测定

ＭＨ含量。在９６孔酶标板中设空白孔、标准孔和样

品孔。标准孔中加入稀释为１０、２０、４０、８０、１６０ｎｇ／Ｌ

·３０１·
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的ＭＨ标准品，样品孔中加入待测样品及样品稀释

液后在预热至３７℃的水浴锅中温育３０ｍｉｎ。温育

后弃去板中的液体，使用洗涤液洗板并拍干。加入

酶标试剂温育３０ｍｉｎ并使用洗涤液洗涤拍干。加

入显色试剂在３７℃的水浴锅避光显色１５ｍｉｎ。避

光显色后加入终止剂终止反应，用酶标仪在４５０ｎｍ

波长下测定吸光度（ＯＤ），分别通过标准曲线计算样

品中的ＭＨ含量。

１．３．２　被球孢白僵菌侵染的黑化黏虫注射２０Ｅ后

幼虫死亡率测定

　　每天观察记录对照组（被白僵菌侵染后仅注射

无水乙醇）的黑化黏虫６龄幼虫，以及处理组（被白

僵菌侵染后）分别注射１．２５、２．５、５、１０、２０μｇ／μＬ

２０Ｅ稀释液的黑化黏虫６龄幼虫的存活情况，统计

幼虫死亡数量，直至幼虫化蛹。统计分析黑化黏

虫幼虫的校正死亡率。每个处理组３０头虫，每

个处理重复３次。选取对黑化黏虫死亡率影响最

显著的２０Ｅ稀释液进行血淋巴免疫酶活性测定

试验。

１．３．３　血淋巴ＰＯ和溶菌酶活性的测定

处理组在注射球孢白僵菌孢子悬浮液后注射

５μｇ／μＬ２０Ｅ稀释液。处理对照组在注射球孢白僵

菌后注射无水乙醇。另设空白组不作处理以验证注

射球孢白僵菌的黑化黏虫６龄幼虫被侵染成功。在

被白僵菌侵染后８、２４、４８、７２ｈ和９６ｈ取黏虫血淋

巴样品，每次采集３头黏虫，每头采集约５０μＬ，每

头黏虫血淋巴重复测试３次。使用酶联免疫试剂盒

测定溶菌酶和ＰＯ活性。试剂盒操作方法参照

１．３．１。

１．４　数据统计与分析

数据采用Ｅｘｃｅｌ进行统计，所有数据采用平均

值±标准误（ｍｅａｎ±ＳＥ）表示，应用统计软件ＳＰＳＳ

２４．０对数据进行分方差分析。用单因素方差分析

（ＡＮＯＶＡ）Ｔｕｋｅｙ’ｓ犎犛犇和独立样本狋测验进行差

异显著性分析。

２　结果与分析

２．１　白僵菌侵染对黑化黏虫幼虫体内犕犎含量的

影响

　　从图１可以看出，黑化黏虫幼虫的ＭＨ含量随

侵染后时间的增加呈先降低再升高的趋势，总体上

呈现侵染组高于对照组（侵染后２４ｈ除外）。对照

组（注射吐温８０）ＭＨ含量在处理后８～７２ｈ呈下降

趋势。在处理后９６ｈ时ＭＨ含量显著升高（犉４，４０＝

２５．１３１，犘＜０．０５），达到１２０．００ｎｇ／Ｌ。与对照组相

比，注射球孢白僵菌后，在侵染初期８ｈ时黑化黏虫

幼虫的ＭＨ含量达到１３６．９６ｎｇ／Ｌ，显著高于对照

组的９５．２５ｎｇ／Ｌ（狋＝－９．０２８，犱犳＝１６，犘＜０．０５），

是对照组的１．４４倍。在侵染中期２４ｈ时，ＭＨ含

量低于对照组，仅为５４．５４ｎｇ／Ｌ。４８ｈ时ＭＨ含量

高于对照但无显著差异（狋＝－１．１１２，犱犳＝１６，犘＞

０．０５）。而在侵染后期７２ｈ（狋＝－４．５１０，犱犳＝１６，

犘＜０．０５）、９６ｈ（狋＝－６．８８９，犱犳＝１６，犘＜０．０５）时，

黑化黏虫幼虫的ＭＨ含量显著增加，并且显著高于对

照组。在侵染后９６ｈ时达到最大值１９７．７９ｎｇ／Ｌ，是

对照组的１．６５倍。

图１　白僵菌侵染后黏虫幼虫蜕皮激素含量的变化

犉犻犵．１　犆犺犪狀犵犲狊犻狀狋犺犲犼狌狏犲狀犻犾犲犺狅狉犿狅狀犲犮狅狀狋犲狀狋狅犳犕狔狋犺犻犿狀犪

狊犲狆犪狉犪狋犪犾犪狉狏犪犲犻狀犳犲犮狋犲犱犫狔犅犲犪狌狏犲狉犻犪犫犪狊狊犻犪狀犪

　２．２　注射２０犈对被菌侵染的黑化黏虫死亡率的

影响

　　由图２可以看出，注射球孢白僵菌的黑化黏虫

幼虫在注射不同浓度２０Ｅ后，其校正死亡率有不同

程度的下降。注射１．２５、２．５μｇ／μＬ和２０μｇ／μＬ的

２０Ｅ后黑化黏虫的校正死亡率有所降低，但与注射

无水乙醇的对照组相比，差异不显著（犉５，１２＝２．９０９，

犘＞０．０５）。注射５μｇ／μＬ和１０μｇ／μＬ的２０Ｅ后黑

化黏虫的校正死亡率显著降低（犉５，１２＝２．９０９，犘＜

０．０５），分别为１９．２８％和２６．５１％。供试的５个浓

度中，５μｇ／μＬ的２０Ｅ处理后被侵染的黑化黏虫的

死亡率显著低于对照组（犉５，１２＝２．９０９，犘＜０．０５）。

·４０１·
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这说明注射２０Ｅ有利于黏虫免疫能力增强。

图２　白僵菌侵染后注射２０犈黏虫幼虫校正死亡率的变化

犉犻犵．２　犆犺犪狀犵犲狊狅犳狋犺犲犮狅狉狉犲犮狋犲犱犿狅狉狋犪犾犻狋狔狅犳犕狔狋犺犻犿狀犪

狊犲狆犪狉犪狋犪犾犪狉狏犪犲犻狀犼犲犮狋犲犱狑犻狋犺２０犈犪犳狋犲狉

犻狀犳犲犮狋犲犱犫狔犅犲犪狌狏犲狉犻犪犫犪狊狊犻犪狀犪

　
２．３　注射２０犈对被菌侵染的黑化黏虫幼虫溶菌酶

活性的影响

　　从图３中可以看出，空白对照组（不作处理）溶菌

酶活性较低，在不同时间其活性无显著差异（犉４，４０＝

０．３６６，犘＞０．０５）。对照组（被球孢白僵菌侵染后仅

注射无水乙醇）被球孢白僵菌侵染后，体液免疫激

活，溶菌酶活性增加。被球孢白僵菌侵染后注射

２０Ｅ的处理组免疫反应增强，溶菌酶活性高于对照

组。注射２０Ｅ的处理组的溶菌酶活性与对照组变化

趋势相同，在侵染后随时间增加溶菌酶活性降低。

对照组溶菌酶活性在被侵染后８ｈ最高，达到最大

值７１７．６１Ｕ／ｍＬ，随后溶菌酶活性开始下降，随侵

染后时间的增加，溶菌酶活性逐渐趋于稳定。经

２０Ｅ诱导的黑化黏虫幼虫的溶菌酶活性在８ｈ时最

高，并显著高于其他时间（犉４，４０＝９７．２６２，犘＜

０．０５）。被白僵菌侵染后８ｈ（犉２，２４＝３８６．３５，犘＜

０．０５）和２４ｈ（犉２，２４＝１２８．３２３，犘＜０．０５）时２０Ｅ处

理组溶菌酶活性显著高于对照组，在侵染４８ｈ之

后，注射２０Ｅ的处理组的溶菌酶活性也逐渐回到空

白组基线水平。

２．４　注射２０犈对被菌侵染的黑化黏虫幼虫犘犗活

性的影响

　　从图４中可以看出，空白组ＰＯ活性较低，在不

同时间无显著差异（犉４，４０＝２．８８５，犘＞０．０５）。处理

对照组在注射球孢白僵菌后，球孢白僵菌激活了黑

化黏虫的体液免疫，其ＰＯ活性增加。２４ｈ时ＰＯ

活性达到最大值１３２．２５Ｕ／ｍＬ。随被侵染时间的

增加，其 ＰＯ活性显著降低（犉４，４０＝２２５．３４０，犘＜

０．０５）。注射球孢白僵菌后又注射２０Ｅ的处理组，黑

化黏虫经２０Ｅ诱导后免疫反应增强，ＰＯ活性高于对

照组。在侵染后８ｈ（犉２，２４＝２５０．３４５，犘＜０．０５）、２４ｈ

（犉２，２４＝２３５．８４９，犘＜０．０５）和４８ｈ（犉２，２４＝１２１．３８５，

犘＜０．０５）２０Ｅ处理组ＰＯ活性均显著高于对照组，并

在侵染后８ｈ达到最大值１５６．８３Ｕ／ｍＬ。

图３　白僵菌侵染后注射２０犈黏虫幼虫溶菌酶活性的变化

犉犻犵．３　犆犺犪狀犵犲狊狅犳狋犺犲犾狔狊狅狕狔犿犲犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犕狔狋犺犻犿狀犪

狊犲狆犪狉犪狋犪犾犪狉狏犪犲犻狀犼犲犮狋犲犱狑犻狋犺２０犈犪犳狋犲狉犻狀犳犲犮狋犲犱犫狔

犅犲犪狌狏犲狉犻犪犫犪狊狊犻犪狀犪

　

图４　白僵菌侵染后注射２０犈黏虫幼虫酚氧化酶活性的变化

犉犻犵．４　犆犺犪狀犵犲狊狅犳狋犺犲犘犗犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犕狔狋犺犻犿狀犪狊犲狆犪狉犪狋犪

犾犪狉狏犪犲犻狀犼犲犮狋犲犱狑犻狋犺２０犈犪犳狋犲狉犻狀犳犲犮狋犲犱犫狔

犅犲犪狌狏犲狉犻犪犫犪狊狊犻犪狀犪

　

３　讨论

昆虫种类繁多、形态各异，在长期的进化过程

中，作为地球上数量最多、分布最广的动物群体，逐
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渐形成了独特的免疫机制。神经和内分泌系统对昆

虫的免疫功能起到主要的调节作用［３４］。昆虫体内

的蜕皮激素（ＭＨ）已被证明在发育、变态、生殖等方

面具有重要作用，并且对昆虫的先天免疫反应有重

要调控作用［１０，１６１８］。蜕皮激素的主要成分２０羟基

蜕皮酮（２０Ｅ）可以激活细胞免疫和体液免疫来对抗

外源入侵微生物，而外源微生物的刺激也会通过３

脱氢蜕皮激素３β还原酶促进２０Ｅ滴度升高
［１９］。本

试验通过对黑化黏虫６龄幼虫注射球孢白僵菌来测

定黑化黏虫幼虫体内的ＭＨ含量，发现被侵染后的

黑化黏虫体内的 ＭＨ含量出现显著变化。ＭＨ含

量在侵染后高于对照组，侵染后８、７２ｈ和９６ｈ尤为

明显。其原因是被球孢白僵菌侵染后，２０Ｅ可以迅

速激活免疫反应来对抗外源入侵微生物。这说明

ＭＨ在黑化黏虫体液免疫反应中起到重要的调节

作用。

近年来的研究发现，昆虫体液免疫可以受２０Ｅ

调控，酚氧化酶（ＰＯ）和溶菌酶等保护昆虫免受伤

害［１８，２０２１］。酚氧化酶是昆虫体液免疫中非常重要的

免疫因子。在昆虫表皮的硬化和黑化的过程中酚氧

化酶具有重要作用。在昆虫受到外源病原物的刺激

时酚氧化酶同样具有重要作用。酚氧化酶活性是衡

量昆虫体液免疫的重要指标之一［２２］。黑腹果蝇注

射ＭＨ后，其体内的ＰＯ活性增强
［７］。针对埃及伊

蚊犃犲犱犲狊犪犲犵狔狆狋犻的研究发现，鉴定到的一条ＰＯ基

因序列中有２个可以结合２０Ｅ受体复合物ＥｃＲ／

ＵＳＰ的顺式作用元件，２０Ｅ的刺激能上调ＰＯ的转

录表达［２３］。本试验结果与上述试验结果一致。通

过对球孢白僵菌侵染后的黑化黏虫６龄幼虫注射

２０Ｅ稀释液来测定黑化黏虫血淋巴中的酚氧化酶活

性。黑化黏虫６龄幼虫被球孢白僵菌侵染后，经

２０Ｅ稀释液诱导其ＰＯ活性显著增强，幼虫的免疫

水平因外源２０Ｅ诱导而提高。未经２０Ｅ稀释液诱

导的对照组黑化黏虫幼虫的酚氧化酶活性显著低于

经２０Ｅ稀释液诱导的试验组。这表明２０Ｅ处理组

的黑化黏虫幼虫的体液免疫功能明显增强。

在昆虫的非特异性免疫中，溶菌酶同样是非常

重要的免疫因子。溶菌酶通过昆虫的脂肪体分泌释

放到血淋巴中。昆虫在受到外界环境刺激时，溶菌

酶的活性急剧增加［２４］。当外界的病原物进入昆虫

体内后，病原体细胞壁会在溶菌酶的作用下破裂并

使内容物溢出，最终病原细胞破裂死亡［２５］。针对棉

铃虫的研究发现，棉铃虫２０Ｅ滴度增高，脂肪体中溶

菌酶基因的转录表达上调［２６］。针对东亚飞蝗犔狅

犮狌狊狋犪犿犻犵狉犪狋狅狉犻犪的研究发现，溶菌酶基因在转录水

平上可被２０Ｅ显著上调
［２７］。本试验结果与上述试

验结果一致。本试验通过对白僵菌侵染后的黑化黏

虫６龄幼虫注射２０Ｅ稀释液来测定黑化黏虫血淋巴

中的溶菌酶活性。试验中被侵染的黑化黏虫幼虫在

注射２０Ｅ稀释液后，溶菌酶活性的变化与酚氧化酶

活性的变化趋势大致相同。这同样表明２０Ｅ对黑化

黏虫幼虫的体液免疫功能有增强作用。

综上所述，对黑化黏虫内分泌激素含量的分析

表明，黑化黏虫６龄幼虫被球孢白僵菌侵染后，ＭＨ

的分泌显著提高。对酚氧化酶和溶菌酶活性的分析

表明，在注射２０Ｅ稀释液后，黑化黏虫幼虫的酚氧化

酶活性和溶菌酶活性显著提高。本试验证明，黑化

黏虫６龄幼虫在受到外源病原微生物侵染后，虫体

通过内分泌激素对免疫系统进行调控从而增强免疫

反应。本文试验结果对黑化黏虫免疫机制和内分泌

调节机制间的关系提供了一定的理论依据，对揭示

黑化黏虫、防御能力和免疫应答三者间联系具有重

要意义。
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