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摘要　昆虫唾液在成功取食寄主中发挥关键作用。而有关植食性昆虫唾液（反吐液）的研究多集中在与寄主植物的

互作关系上，鲜有涉及唾液免疫因子的研究。凝集素作为模式识别受体，在病原物的识别中发挥重要作用，是昆虫

重要的免疫因子。棉铃虫幼虫血淋巴中已报道的凝集素种类至少有８种，但其唾液中是否存在凝集素却未见报道。

本文通过与鸡血红细胞的血凝反应检测到棉铃虫幼虫唾液中含有凝集活性物质，凝集效价高达２９。显微观察显

示，唾液对鸡血红细胞具有明显的凝集作用。经３５％和４５％硫酸铵盐析沉淀获得的组分具有明显凝集活性，表

明唾液中的凝集活性物质为蛋白质。通过糖抑制试验，发现棉铃虫唾液凝集素与其血淋巴凝集素的糖结合谱存

在差异，表明他们是不同的凝集素种类。棉铃虫唾液凝集素的揭示为理解植食性昆虫唾液的免疫功能提供了新

的证据。
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　　植食性昆虫在取食寄主植物时会分泌大量唾

液，成分复杂，含有许多重要的生理功能因子，具有

湿润口器、消化、解毒、免疫、化学感受，以及调控寄

主植物防御反应等功能［１］。在植食性昆虫与寄主植

物长期协同进化的过程中，唾液发挥着至关重要的

作用。唾液成分中激发子、植食性昆虫相关模式分

子和效应子等是二者之间起联系作用的纽带［２］。素

有“超级害虫”之称的烟粉虱犅犲犿犻狊犻犪狋犪犫犪犮犻在取食
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时，一种效应子Ｂｔ５６随唾液进入植物韧皮部，通过

与植物中的转录因子结合，诱导水杨酸信号途径来

抑制抗虫物质茉莉酸分泌，从而有利于自身的生存

和繁殖［３］。不同的植食性昆虫，会利用不同的唾液

成分或含量来适应不同的寄主，如多食性昆虫棉铃

虫犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪下唇腺葡萄糖氧化酶活性

显著高于寡食性昆虫烟夜蛾犎．犪狊狊狌犾狋犪
［１，４］。对鳞

翅目昆虫唾液的研究大多是用口腔分泌物又称反吐

液，是唾液腺分泌物和肠道分泌物的混合液［５］。张

帅等通过构建棉铃虫幼虫唾液腺全长ｃＤＮＡ文库，

测序得到１５０２条ＥＳＴ序列，而这些基因多与消化

和植物互作相关［６］。也有学者对棉铃虫唾液腺和中

肠内分泌液进行转录组和蛋白组学分析，发现了一些

免疫相关蛋白，如溶菌酶、蛋白酶抑制剂和β１，３葡聚

糖蛋白等［７８］，但未提及免疫识别因子凝集素。针对

当前有关植食性昆虫唾液的研究多集中在与寄主植

物的互作关系，而鲜有涉及唾液免疫因子的研究现

状，我们推测棉铃虫作为典型的多食性昆虫，当取食

时，不仅面对来自不同寄主植物的抗虫防御反应要攻

破，更要应对众多来自环境中的细菌、病毒、真菌、原

生动物等病原物的侵染，其唾液中可能含有丰富的免

疫因子。因此，棉铃虫唾液中有无免疫识别因子凝集

素将是本文首要解决的问题。

凝集素广泛分布于动物、植物和微生物中，是一

类能凝集细胞、多糖或糖复合物的非源于免疫反应的

糖蛋白［９］。作为模式识别受体，凝集素能够识别细胞

膜表面的碳脂化合物决定簇，是重要的免疫识别因

子。目前，已在许多种昆虫中发现有凝集素，涉及鳞

翅目、双翅目、蜚蠊目、鞘翅目、直翅目等多个类群，仅

果蝇基因组中就有３０多种编码凝集素的基因，已分

离纯化的昆虫凝集素达４０余种
［１０１１］。大多数昆虫凝

集素属于Ｃ型凝集素，也是研究最多的一类模式识别

受体家族，在Ｃａ２＋存在下能够特异性识别病原菌表面

的糖基，引起一系列免疫反应从而有效地清除病原

菌，有些甚至可以直接杀灭细菌和病毒［１２］。

目前，已在棉铃虫幼虫血淋巴中发现至少８种

Ｃ型凝集素，其可被病原菌诱导表达
［１１，１３１５］。Ｃ型凝

集素除了识别病原物外，还可能参与其他的生物过

程，如参与蜕皮过程［１６］、免疫激活［１７１８］、调理作用、溶

血作用［１９］等。因其功能的多样性，众多学者将研究的

焦点集中在昆虫血淋巴中的凝集素［２０２３］，而对植食性

昆虫唾液中凝集素的关注较少。本文首次在棉铃虫

幼虫唾液中发现凝集活性物质，进一步通过糖抑制试

验，对棉铃虫唾液和血淋巴中凝集素进行糖结合谱比

较。以期从唾液免疫角度为多食性昆虫在取食多样

性和环境适应性方面提供依据，并为进一步明确棉铃

虫唾液凝集素的种类、理化特性和病原识别谱奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　昆虫采集与饲养

棉铃虫采自郑州郊区菜田，并饲养在（２８±

１）℃，ＲＨ（７０±１０）％，光周期为Ｌ∥Ｄ＝１４ｈ∥１０ｈ

的人工气候箱中。根据Ｚｈａｏ等
［２４］的配方配制的人

工饲料饲养棉铃虫幼虫。用已消毒的小毛笔将初孵

的棉铃虫幼虫轻轻挑到人工饲料上饲养，于３龄初

进行分管单头饲养，在指形管（长８．０ｃｍ，直径

１．５ｃｍ）中放入一长方体人工饲料，管口塞入经过消

毒的棉塞。棉铃虫化蛹后，放入饲养笼内，待成虫羽

化产卵。

１．２　幼虫唾液（反吐液）的提取

将棉铃虫末龄取食期幼虫用镊子轻微固定，同

时用移液器吸头轻微触碰幼虫口器部位，刺激幼虫

反吐唾液，并用移液器及时吸取收集到一个预冷的

离心管中，加入少量晶体苯基硫脲（ＰＴＵ）以防止唾

液黑化。从约１００头末龄幼虫中采集约１０００μＬ

唾液（反吐液）样品供试。在４℃下１４０００ｇ离心

１０ｍｉｎ，收集不含固体杂质的唾液样品（上清液），储

存在－２０℃，备用。

１．３　幼虫血淋巴的提取

挑取约５０头棉铃虫末龄取食期幼虫，用剪刀剪

掉幼虫一对腹足，将血淋巴样品滴入一个预冷的离

心管中，并加入少量晶体苯基硫脲（ＰＴＵ）以防止血

淋巴黑化。收集约１０００μＬ血淋巴样品，并在４℃

下，１４０００ｇ离心１０ｍｉｎ，收集不含固体杂质的相应

样品，储存在－２０℃，备用。

１．４　肠液的制备

解剖６０～１００头棉铃虫末龄取食期幼虫，将完

整的消化道露出，用滤纸吸净血淋巴，并用

０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，ｐＨ７．４）将消化道

清洗３遍并用滤纸擦干。前肠较短且肠壁较薄，可

直接用移液器吸头刺破肠壁吸取收集前肠液样品。

中肠肠壁较厚，将完整中肠组织的肠壁纵向剪开并

置于离心管内，在４℃下８０００ｇ离心１０ｍｉｎ，收集

·２９·



４７卷第１期 王雄雅等：棉铃虫唾液凝集素的初步研究

上清液。所有肠液样品均置于一个预冷的离心管中

并加入少量晶体苯基硫脲（ＰＴＵ）以防止肠液黑化。

在４℃下，１４０００ｇ离心１０ｍｉｎ，收集不含固体杂质

的相应样品，储存在－２０℃，备用。

１．５　脊椎动物红细胞的制备

选健康鸡采集血液，在４℃下１０００ｇ离心１０ｍｉｎ

收集红细胞，并通过１０倍体积预冷的０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷

酸盐缓冲液（ＰＢＳ，ｐＨ７．４）清洗３遍，每次清洗后，在

４℃下１０００ｇ离心５ ｍｉｎ。获得的红细胞用

０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ配制成２％的红细胞悬浮液用于血

凝活性检测。

１．６　血凝活性测定与血凝现象观察

血凝活性测定：凝集活性通过９６孔Ｖ底微量

反应板进行检测，将２５μＬ的唾液或肠液样品在９６

孔Ｖ底微量反应板中通过０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ

７．４）进行连续倍比稀释，然后加入２５μＬ２％的鸡红

细胞悬浮液混匀，室温下进行反应。用ＰＢＳ做对

照，每个处理重复３次。室温反应１ｈ后，待对照组

红细胞完全沉淀，读取样品的凝集效价。以具有凝

集活性的样品最高稀释倍数的倒数作为该样品的凝

集效价，并作为一个凝集活性单位［２５］。

血凝现象观察：预先用２５μＬ２％的鸡红细胞悬

浮液与用ＰＢＳ连续倍比稀释的等体积唾液样品在

９６孔反应板中室温反应１ｈ。观测各孔红细胞凝集

情况，将观察到有凝集现象的孔中反应混合液取出，

并在Ｌｅｉｃａ倒置相差显微镜下用ＣａｎｏｎＰｏｗｅｒＳｈｏｔ

Ａ６５０ＩＳ相机观察和拍照。用ＰＢＳ代替唾液样品与

鸡红细胞混匀作为阴性对照。

１．７　唾液样品硫酸铵盐析

用饱和硫酸铵溶液分别与５０μＬ唾液样品混

匀，使混合液中硫酸铵饱和度分别达到２０％、３０％、

３５％、４０％、４５％、５０％、６０％、６５％、７０％和８０％，置

于冰上沉淀出唾液中的蛋白，在４℃下，１４０００ｇ离

心１０ｍｉｎ，沉淀的蛋白用０．０１ｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ缓冲

液再溶解。沉淀获得的蛋白经过透析脱盐并冷冻干

燥，用５０μＬ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ重新溶解，处理后的

样品通过Ｖ底微量反应板检测凝集活性。

１．８　糖抑制试验

用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ分别配制０．３ｍｏｌ／Ｌ的半

乳糖、甘露糖、犖乙酰葡萄糖胺、麦芽糖、犔阿拉伯

糖、乳糖、犔鼠李糖、乳果糖和对硝基苯β犇 吡喃半

乳糖苷（ＰＮＰＧ）的糖溶液。将在３５％和４５％硫酸铵

饱和度下盐析获得的唾液蛋白透析，所获唾液蛋白

样品以及幼虫血淋巴样品分别与０．３ｍｏｌ／Ｌ的不同

糖溶液按１∶１比例混匀，室温孵育３ｈ，获得不同糖

处理后的样品。各样品通过Ｖ底微量反应板检测

凝集活性的变化。

２　结果与分析

２．１　棉铃虫唾液凝集素的检测

棉铃虫唾液样品通过Ｖ底微量反应板法检测

其凝集活性。唾液样品稀释倍数在２１～２４ 出现溶

血现象，能够使鸡红细胞完全溶解，而在２６～２９ 鸡

红细胞出现凝集现象。作为阴性对照的ＰＢＳ，所有

孔中的红细胞全部沉淀到底部。该结果表明棉铃虫

唾液中存在凝集活性物质。

通过相差显微镜观察，鸡红细胞与稀释倍数在

２６～２
９的唾液样品反应后，红细胞之间出现凝集现

象，唾液样品在稀释高达２９倍后，依然可以检测到

凝集活性（图１ａ），而ＰＢＳ对照组红细胞分布均匀，

没有凝集现象发生（图１ｂ）。

图１　棉铃虫幼虫唾液样品对鸡红细胞凝集活性的显微观察

犉犻犵．１　犕犻犮狉狅狊犮狅狆犻犮狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳犪犵犵犾狌狋犻狀犪狋犻狅狀狅犳犮犺犻犮犽犲狀

犲狉狔狋犺狉狅犮狔狋犲狊犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺狋犺犲犾犪狉狏犪犾狊犪犾犻狏犪
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２．２　唾液凝集素的来源

因检测的唾液样品为口腔反吐液，为明确唾液

中凝集活性物质的发生来源，进一步对前肠液和中

肠液进行了凝集活性测定。发现唾液和前肠液具有

凝集活性，凝集效价均达到了２９（图２ａ、ｂ），而中肠

液和ＰＢＳ对照则没有凝集活性（图２ｃ、ｄ）。另外唾

液、前肠液和中肠液在稀释２１～２４倍时对鸡红细胞

均出现溶血现象。

图２　棉铃虫幼虫唾液、前肠液和中肠液对鸡红细胞的凝集和血凝效价测定

犉犻犵．２　犜犺犲犾犪狉狏犪犾狊犪犾犻狏犪犲犾犻犮犻狋犲犱犪犵犵犾狌狋犻狀犪狋犻狅狀狅犳犮犺犻犮犽犲狀犲狉狔狋犺狉狅犮狔狋犲狊犱犲狋犲狉犿犻狀犲犱犫狔狋犺犲犺犲犿犪犵犵犾狌狋犻狀犪狋犻狅狀狋犻狋犲狉

　
２．３　唾液凝集活性物质的化学性质

唾液样品经不同饱和度的硫酸铵溶液分段盐

析，在３５％和４５％的硫酸铵饱和度下盐析沉淀获得

的样品对鸡红细胞具有较强的凝集活性，凝集效价

分别为２５和２６。结果表明，唾液中存在的凝集活性

物质为蛋白质。

２．４　凝集素的糖结合特性

凝集素通过识别异物表面糖链实现凝集活性，

不同凝集素对糖链的结合谱存在差异，预先通过与

不同糖分子结合处理，可使凝集素原糖结合位点被

占据，阻碍其对异物表面糖链的识别，抑制凝集活

性，进而说明凝集素与糖类的结合谱。经３５％和

４５％硫酸铵盐析获得的唾液蛋白样品与血淋巴样品

对糖的结合谱存在差异（表１）。麦芽糖能够抑制

３５％硫酸铵盐析蛋白的凝集活性，而不能抑制４５％

硫酸铵盐析蛋白和棉铃虫血淋巴的凝集活性。犔阿

拉伯糖和乳糖只能抑制棉铃虫血淋巴中的凝集素活

性。而乳果糖和ＰＮＰＧ只对４５％硫酸铵盐析蛋白凝

集素有抑制作用。半乳糖和犔鼠李糖则对这３种样

品的凝集活性均有抑制作用。

表１　糖对唾液的硫酸铵盐析蛋白和棉铃虫血淋巴凝集活性的抑制１
）

犜犪犫犾犲１　犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀狅犳犺犲犿犪犵犵犾狌狋犻狀犻狀犪犮狋犻狏犻狋狔犫狔犮犪狉犫狅犺狔犱狉犪狋犲狊犻狀狋犺犲犺犲犿狅犾狔犿狆犺犪狀犱狊犪犾犻狏犪狆狉狅狋犲犻狀狊狆狉犲犮犻狆犻狋犪狋犲犱犫狔犪犿犿狅狀犻狌犿狊狌犾犳犪狋犲

糖

Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓ

３５％硫酸铵盐析蛋白

Ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｄｂｙ３５％

ａｍｍｏｎｉｕｍｓｕｌｆａｔｅ

４５％硫酸铵盐析蛋白

Ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｄｂｙ４５％

ａｍｍｏｎｉｕｍｓｕｌｆａｔｅ

血淋巴

Ｈｅｍｏｌｙｍｐｈ

半乳糖Ｇａｌａｃｔｏｓｅ ＋ ＋ ＋

甘露糖Ｍａｎｎｏｓｅ － － －

犖乙酰葡萄糖胺犖ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ － － －

麦芽糖Ｍａｌｔｏｓｅ ＋ － －

犔阿拉伯糖犔ａｒａｂｉｎｏｓｅ － － ＋

乳糖Ｌａｃｔｏｓｅ － － ＋

犔鼠李糖犔ｒｈａｍｎｏｓｅ ＋ ＋ ＋

乳果糖Ｌａｃｔｕｌｏｓｅ － ＋ －

对硝基苯基β犇吡喃半乳糖苷（ＰＮＰＧ）

狆Ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌβ犇ｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ
－ ＋ －

　１）“＋”表示有抑制；“－”表示无抑制。

“＋”ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ；“－”ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｎｏｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ．
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３　结论与讨论

目前，有关昆虫凝集素的报道主要集中于血浆、

血细胞、脂肪体、肌肉和体壁等多个组织和器官中，

主要是由脂肪体和血细胞合成并分泌到血淋巴

中［２６２９］。本研究证实植食性昆虫棉铃虫幼虫唾液

（反吐液）中存在凝集活性物质。通过对唾液、前肠

液和中肠液凝集活性分析，发现凝集素只在唾液和

前肠液中存在，我们推断唾液中的凝集素可能是由

棉铃虫幼虫下唇腺合成分泌的，后续我们通过对棉

铃虫下唇腺转录组分析，发现了多个凝集素基因（未

发表资料）。凝集素作为模式识别受体，能够最先发

现并结合存在于病原物表面的糖蛋白或糖脂，这对

病原物的识别和清除起着至关重要的作用［３０］。

唾液是昆虫内部与外界环境接触的桥梁，唾液

中存在的凝集素有利于昆虫尽早识别病原物，清除

因取食所带来的病原物。唾液样品通过不同饱和度

的硫酸铵盐析，获得的蛋白组分具有凝集活性，这说

明唾液中存在的凝集活性物质即为蛋白质。昆虫凝

集素除了受到正常生理的调控外，一些外源因素也

能诱导其表达水平的变化，如病原菌、寄生虫、机械

损伤和物理因子等［１１，１３，１５１６］。棉铃虫唾液中凝集

素是否受到这些因素的影响还有待进一步研究。

凝集素能识别病原物或动物红细胞等异物，其本

质就是对细胞膜表面糖链信息的识别，通过糖抑制试

验即糖分子直接与凝集素糖识别结构域竞争性结合，

抑制凝集素对红细胞的凝集作用，获知不同凝集素的

糖结合特性。本文通过对棉铃虫血淋巴和唾液凝集

素的糖结合谱进行比较，发现两者对糖的结合谱存在

差异，这说明唾液中的凝集素不同于血淋巴中的凝集

素。棉铃虫血淋巴中报道至少有８种凝集素，这８种

凝集素不仅在结构上存在差异，其时空表达模式也有

不同［１１］。目前，已有多种昆虫凝集素的糖结合谱被报

道，它们对糖的结合特性各有不同［１４，３１３２］。对糖结合

谱的差异也代表了凝集素对病原物的识别谱存在差

异。植食性昆虫通过唾液与复杂的外界环境直接接

触，面临的病原物种类和数量可能都要高于血淋巴，

这就要求唾液中应有更为丰富的凝集素来完成特定

的免疫识别作用。有关棉铃虫唾液中凝集素的种类、

理化特性及抗菌作用还有待进一步揭示。
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