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摘要

本文对水稻重要害虫一二化螟Chilo suppressalis幼虫的优势寄生蜂二化螟盘

绒茧蜂Cotesia chilonis个体发育及其对寄主的免疫影响进行了研究，取得以下结

果：

一、二化螟盘绒茧蜂的个体发育

二化螟盘绒茧蜂卵属于膜翅目型，卵表面无附属物。二化螟盘绒茧蜂幼虫具

有膜翅目细腰亚目幼虫的典型特征。根据幼虫的头宽、体长、腹宽，幼虫可分为

3龄。蛹期分为2个阶段：第一阶段呈幼虫状，第二阶段形态裸蛹状，其蛹体表

各部分的着色顺序依次为：复眼．单眼．下颚．胸．腹．触角。

二、二化螟盘绒茧蜂主要寄生因子特征初步研究

实验表明二化螟盘绒茧蜂的寄生因子除了毒液以外，还有另外重要的寄生因

子：多分DNA病毒和畸形细胞。毒液中大部分蛋白的分子量集中在25．240KDa

范围内。PDVs粒子是典型的茧蜂病毒，卵萼内的病毒粒子外被一层单位膜，在

膜内可含有一个或多个核衣壳，病毒粒子以细胞裂解的方式被释放到雌蜂萼腔

中，成熟的病毒粒子一般呈圆柱状，长度变化很大，中间为高度浓缩的核质。起

源于寄生蜂浆膜细胞的畸形细胞呈球形或椭圆形，释放到寄主血淋巴中后，随着

寄生日龄的增加，体积迅速增大，畸形细胞的表面有大量微绒毛存在。

三、二化螟盘绒茧蜂寄生对寄主免疫的影响

与同期未被寄生幼虫相比，寄生幼虫血细胞总量要高于对照；寄生幼虫的血

细胞延展率除第2d外均低于对照；寄生幼虫的血细胞的死亡率除第5d外均高于

对照；寄生幼虫的血细胞的噬菌能力低于对照；寄生幼虫血细胞的包囊能力降低，

并且在1～5d时达到显著性差异。寄生幼虫血细胞的酚氧化酶活性升高，并且在

l一2d时达到显著性差异。寄主二化螟幼虫血淋巴黑化作用受到了一定程度的抑

制，血淋巴的抑菌能力降低．

四、二化螟盘绒茧蜂毒液和卵萼液对二化螟幼虫主要免疫反应的影响

借助显微注射实验技术手段，对四龄幼虫的二化螟幼虫进行体外注射，研究

二化螟盘绒茧蜂毒液和卵萼液对二化螟幼虫的主要免疫反应是否有影响。研究表
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明：注射寄生蜂毒液和卵萼液以后二化螟幼虫血腔中的血细胞数量是增加的，而

血细胞的延展率是明显降低的，死亡率是明显升高的，包囊能力也呈下降趋势，

但是只有前2天存在显著性差异，后来这种差异消失，而酚氧化酶的活性是呈上

升趋势的，不过基本不存在显著性差异。通过体外实验我们也可以看出，二化螟

盘绒茧蜂毒液和卵萼液对二化螟幼虫离体血细胞的延展能力、死亡率和包囊指数

也可以产生影响．

五、二化螟不同地区种群免疫相关指标的比较

对采自8个地区的二化螟种群分别进行免疫相关的指标测定，发现二化螟不

同种群在血细胞数量、包囊能力、酚氧化酶活性和可溶性蛋白含量等指标上多存

在显著差异。对二化螟不同种群免疫相关指标进行对应分析，将不同地区二化螟

分成4个类群：(1)以浙北和苏南为代表的浙江安吉、江苏扬州和高淳种群；(2)

以浙西和赣中为代表的浙江富阳和龙游以及江西宜黄种群；(3)以浙中盆地为代

表的浙江金华种群；(4)以华中地区为代表的湖北武汉种群。二化螟不同种群在

免疫能力上的差异可能与其种群的遗传结构以及生存环境有关．

关键词：二化螟；二化螟盘绒茧蜂；个体发育；寄生；免疫抑制；显微注射；寄

生因子

V



Abstract

Cotesia c办ffD玎西(Hymenoptera：Braconidae)is all important natural enemy of the

the rice stem borer，Chilo suppressalis(Lepidoptera：Pyralidae)，which is one of the

economically most important rice insects in China．The physiological effects of

parasitism by this endoparasitoid on its host were studied in this dissertation．The

major results are summarized as follows：

1．Exteral morphy and development of immature stages of Cotesia chilonis

The egg of Cotesia chilonis is hymenopteriform，lacking appendages．The larvae

of Cotesia chilonis have typic larval morphological characteristics of Apocrita·

According to the width of head and abdomen，廿le length of body，the larvae appear

to be hypermetamorphic with three instars．The pupal period has two distinct phases：

(a)phase I：appears larvae．1ike；(b)phase II：exarate pupal appearance with a

pigmentation sequence of eyes，ocelli，mandibles，thorax，abdomen，and antennae·

2．Research of the major parasitoid—associated
factors of Cotesia chilonis

CD胞J妇chilonis female Was found to carry a kind of PDVs and teratocyte as

major Darasitoid．associated factors beside venom for the first time．Protein content，

most of which Was ranged from 25 KDa to 240KDa．PDVs were typical braconid

polydnaviruses with the following characteristics：There Was one elementary

membrane outside of the virus particles in calyx，and inside of the membrme there

Was one or some nucleocapsids；They were released to calyx of the female with cell

lysis．The mature virus particles are mainly cylindrical，and the length is various．The

particle has a genome comprising several DNA segments．The teratocytes originating

from the cell of the chorion of Cotesia chilonis are spherical or oval．When they were

released to hemolymph of the host，there size increased rapidly．there were also a lot

of microvilli besides of the teratocytes．

3．Immune change of ChUo suppressalis larvae parasitized by Cotesia chilonis

The results indicated that compared with the unparasitized larvae，t11e

parasitization by the parasitoid resulted in a significant increase in the total number of

hemocytes and the percentage of mortality of hemocytes．The percentage of spread

hemocytes Was decreased．The phagocytosis of hemocytes Was reduced．The
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encapsulation capability of hemocytes was also decreased，and showed significant

difference in 1-5d．The phenoloxidase activity of hemolymph was increased，and

showed significant difference in 1·2d．The melanization of the hemocytes Was some

a bit inhibited，and the bacateriostatic ability of hemolymph Was also decreased．

4．Effects of the venom／calyx fluid from Cotesia chilonis on major immune

change of Chilo suppressalis larvae

Ⅵ／hen fourth Chilo suppressalis instar were microscopic injection with

venom／calyx fluid，total hemocyte counts(THCs)indicated that there was some

difference in the munber of hemocytes per milliliter of hemolymph as compared to

values obtained from the PBS-inj ected control larvae．The percentage of spread

hemocytes Was significantly decreased，and the percentage of mortality of

hemocytes Was significantly increased．The encapsulation capability of hemocytes

was also decreased，and after the 2 days there Was no the significant difference．The

phenoloxidase activity of hemolymph Was increased，but there Was mainly no

significant difference．There were also some differences of hemocytes incubated

、航t11 venom／calyx fluid in vitro on the percentage of spreading rate、the percentage

of mortality and the encapsulation capability of hemocytes．

5．Comparison of immune-associated parameters in the larvae from different

populations of chilo suppressalis

Some ilTllTlune-associated parameters in the larvae from 8 populations of Chilo

suppressalis were detected．There were significant differences in the total hemocyte

counts，encapsulation capability of hemocytes and phenoloxidase activity of

hemolymph among different populations of Chi／o suppressalis larvae．The result of

correspondence analysis of the inMTlune-associated parameters suggested that the

populations of Chi／o suppressalis larvae could divided into four groups for their

geographic distribution．The difference in the imlTlune ability among Chilo

suppressalis populations might be related to the population genetic structure and the

enivomment．

Keywords：Chi／o suppressalis；Cotesia chilonis；ontogeny；parasitism；immune

inhibition；microinjection；parasitoid-associated factor
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前言

害虫一直严重威胁全球农作物的安全生产．据估计，全球每年仅害虫危害造

成的产量损失就达总产量的18％(Oerke&Dehne，2004)，经济损失达1000亿

美元(Carlini&Grossi．de．Sa，2002)，其中仅用于植食性害虫防治每年需花费75．6

亿美元(Beckmann&Haack，2003)．同样，在我国有害生物也是农业增产和农

产品质量提高的重要制约因素，据统计全国病虫草鼠害常年年均发生面积达54

亿亩，虽经防治挽回大量经济损失，但每年粮食仍损失8．8％、棉花损失24％，

蔬菜和水果损失20一30％。另外，随着全球人口的增长，害虫的控制将面临更大

的挑战。可见，实现有效、经济且安全地控制害虫的危害将是一项长期而艰巨的

任务。

害虫控制是保护国家农业生产安全、保障农产品质量安全、减少环境污染、

维护人民群众健康、促进农业可持续发展的重要科技支撑，也一直是植物保护学

科的首要任务。自化学农药DDT问世以来，害虫的防治一直主要依赖化学农药，

其中使用的药剂主要是作用于害虫神经递质及其受体或离子通道的有机氯、有机

磷、氨基甲酸酯和拟除虫菊酯类等(Casida&Quistad，1998)。其后果是出现了

害虫再猖獗、害虫产生抗药性、农药中毒、农药残留超标、污染严重等问题。若

这些问题不能从根本上得以解决，全球和我国农产品安全生产或出口贸易仍将始

终面临安全隐患。

寄生蜂，种类繁多，数目庞大，是膜翅目昆虫中的重要类群，估计有17万

多种，甚至有32万种(Pennacchio&Strand，2006；Grimmelikhuijzen等，2007)。

寄生蜂作为一类重要的害虫生物防治作用物，在传统生防中已得到充分肯定，在

减少化学农药使用和环境污染方面有着重要作用．然而，在生物防治中，至今仍

大多使用寄生蜂个体防治害虫，这样其生产规模往往难以扩大，大田使用时还会

受环境因子等影响而失去应有的效果。若能真正认识寄生蜂与寄主相互防卫机

制，寄生蜂如何干扰抑制寄主免疫和如何调控寄主生长发育，寄主又是如何防卫

寄生蜂入侵，寄生蜂在生物防治中将发挥更大的作用。

二化螟(C兹洳suppressalis Walker)属鳞翅目Lepidoptera螟蛾科Pyralidae，俗

称钻心虫、蛀心虫、旋心虫等，寡食性昆虫，是水稻上的主要害虫之一。二化螟
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在中国分布广泛，飞行能力不强， 以滞育高龄幼虫当地越冬为主．近些年来，二

化螟在我国水稻主产区的危害逐年加重(瞿开良，2007)， 且具有发蛾早、蛾峰

多和多代高发的特点(丁才银，2006)。为控制其危害， 目前生产上仍主要依靠

化学农药，这不仅给环境造成了严重污染，亦导致了害虫的再猖獗、抗药性增强

及次要害虫上升为主要害虫等一系列不良后果(程家安，1996)．我国二化螟寄生

性天敌种类丰富，仅寄生蜂即有42种，其中二化螟绒茧蜂(Cotesia chilonis)是二

化螟幼虫期重要寄生蜂之一，各代幼虫的寄生率为10％～90％， 对二化螟田

间种群动态起着重要的控制作用(蒋明星等，1999)．

二化螟盘绒茧蜂作为天敌控制二化螟的研究目前较少．因此，二化螟盘绒茧

蜂作为防治二化螟的优势种寄生蜂，有必要对其展开系统研究，为实现、发挥其

生防作用而提供基础．为此，本文以二化螟一二化螟盘绒茧蜂为模式系统，主要

针对二化螟盘绒茧蜂在寄主体内的个体发育过程以及寄生对寄主免疫系统功能

的影响展开系统研究，内容主要包括：二化螟盘绒茧蜂个体发育、主要寄生因子

及其功能、毒液和卵萼液等对寄主幼虫主要免疫反应的影响等，期望能在明确该

寄生蜂是如何逃避寄主二化螟幼虫的免疫反应的基础上，探讨寄生蜂对寄主的免

疫抑制和生理调控等机制，为将来天敌应用奠定基础。
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第一章文献综述

在寄主一寄生蜂系统中，内寄生蜂作为近年来的研究热点，作为容性寄生蜂，

其主要特点是在其寄生寄主后，能够与寄主在一定时间内共存，而不是直接杀死

寄主，在主动抑制或被动逃避的前提下将寄主体内的营养流向进行方向性调整

(Beckage&Gelman，2004)，从而保证寄生蜂的顺利生长发育．昆虫的免疫反

应包括体液免疫和细胞免疫。(Hoffmann等，1994)．为此，寄生蜂通过各种手段

来调节或抑制寄主的免疫反应，以保证自身能够在寄主体内成功发育(Rivers&

Denlinger，1995；Rivers等，1999；Carton&Nappi，2001；Rivers等，2002；Beckage

&Gelman，2004)。在这一过程中，寄生蜂许多寄生因子，例如，毒液，PDV，

卵巢蛋白，VLP以及寄生蜂幼蜂发育过程中产生的畸形细胞和分泌的幼虫蛋白等

都发挥重要作用(Beckage&Gelman， 2004)． ．

1寄生蜂寄生对寄主免疫调控的影响

1．1细胞免疫

昆虫免疫系统是抵御病原物和寄生物入侵的防御体系，与高等动物相比，具有

独特的免疫机制，虽然昆虫因缺乏T和B淋巴细胞、免疫球蛋白、抗原一抗体反应

等而无后天性免疫系统，但其具备良好的先天免疫应答反应机制，且其免疫能力可

因外界条件诱导而增强，其中最主要的就是细胞免疫(cellular immunity)(Lavine&

Strand，2002)．昆虫血细胞防御反应包括吞噬、结节和包囊。吞噬是指血细胞内

吞入侵的单细胞生物，昆虫血细胞不仅内吞如细菌、酵母和凋亡的机体组织这样的

生物目标，也会吞入合成的珠子这样的非生物目标(Yokoo等，1995；Hemandez

等，1999)．结节反应是指昆虫血细胞先形成聚集体然后包被类似细菌的颗粒物质

形成瘤状物，这些瘤状物最终会被血细胞包围、黑化并从整个循环系统中清除；包

囊作用是指血细胞围绕较大的外源异物(通常是寄生蜂的卵和幼虫)形成一个多细

胞的包被。

大量研究表明，寄生蜂的寄生因子能改变寄主血细胞总数和各类血细胞的比

例，抑制血细胞的延展-9粘附能力，或破坏血细胞骨架而降低血细胞的包囊能力等，+
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以攻克寄主昆虫的细胞免疫系统(Stettler等，1998；Beckage&Gelman，2004；Asgari，

2006)．

寄主被寄生蜂寄生后，其免疫系统会出现一系列的反应，如被隆脊瘿蜂

Leptopilina boulardi寄生的黑腹果蝇Drosophila melanogaster的体内血细胞总数会

明显增加(Carton&Nappi，1997；Laborosse等，2005)，参与包囊反应的主要细

胞一薄层细胞的数量与比例明显升高(Eslin&Doury，2006；Lanot等，2001；鼬zki

等，1992；Russo等，2001；Sorrentino等，2002)．昆虫血腔中血细胞数量的变化

由造血器官中血细胞的增殖和分化情况决定，这一过程由许多转录和信号传导因子

控制(Meister，2004)．寄生蜂能调控这些转录和信号传导因子基因的转录水平，

从而扰乱寄主血细胞的正常增殖和分化，最终导致寄主血细胞数量和比例的改变。

例如，果蝇Drosophila细胞免疫涉及巨噬细胞(maerophage)(也称浆血细胞)、叶

状血细胞(1amellocyte)和晶体细胞(crystal cell)，其中叶状血细胞的分化需要特

殊条件诱导才能发生(如寄生蜂的寄生)，现已证实匙胸瘿蜂能调控与果蝇叶状血

细胞分化相关的一类似脊椎动物B细胞早期因子collier(c01)基因的表达(Crozatier

等，2004)．黑腹果蝇被匙胸瘿蜂和无臂反颚茧蜂寄生后，其血细胞数量和种类会

发生改变，基因芯片技术研究表明，许多与JAK／STAT、Tired和Toll信号传导途径

相关的基因会因寄生而发生差异表达(Wertheim等，2005；Schlenke等，2007；Carton

等，2008)。

血细胞的粘附及变形是昆虫免疫过程的关键步骤。昆虫血细胞的包囊是颗粒血

细胞和浆血细胞粘着于异物表面的囊鞘结构，其形成涉及血细胞接触异物后血细胞

延展和粘附的性能改变，该过程受信号分子、粘附分子以及同源接受因子的调控

(Lavine&Strand，2002)。寄生蜂之所以能抑制寄主血细胞的包囊，主要是因其活

性寄生因子能与调控血细胞延展和粘附性能的因子互作，破坏血细胞正常的延展和

粘附能力，从而使寄主血细胞包囊能力丧失。Rac 1和Rae 2为2种Ras类似GTP

酶(Ras homologous GTPase，Rho GTPase)，因GTP的结合形式不一而不同，是果

蝇血细胞免疫的重要基因，Rac 1是血细胞粘着于异物的必须因子，Rac 2与血细胞

的延展和凝聚有关(Williams等，2005，2006)。钙网蛋白是一个Ca2+结合蛋白，

除具有钙离子贮藏作用外，还参与调节多种细胞生理功能，如作为分子伴侣，调节

细胞钙信号、细胞粘附和基因表达等(Nakhasi等，1998)，因此，它与昆虫血细胞

的粘附、凋亡、成瘤以及包囊等密切相关(Choi等，2002；Asgari等，2003)．菜
4
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粉蝶微红盘绒茧蜂毒液中的钙网蛋白，能抑制寄主血细胞的延展，该毒液蛋白很可

能是通过与寄主的钙网蛋白竞争血细胞上的结合位点，产生颉抗作用从而使血细胞

失去免疫能力(Asgari等，2003；Zhang等，2006)。

寄生蜂除能通过改变寄主血细胞总数和各类型血细胞的比例，以及抑制寄主血

细胞的延展和包囊能力等途径来有效抑制寄主细胞免疫反应外，还能诱导血细胞凋

亡以破坏寄主的细胞免疫反应。例如，天幕毛虫镶颚姬蜂的PDV能引起舞毒蛾

Lymantria dispar的Ld．652Y细胞系凋亡(Kim等，1996)；粘虫盘绒茧蜂C．kariyai

的PDV能引起粘虫Pseudaletia separata血细胞和造血器官的凋亡(Teramoto&

Tanaka，2004)；斑痣悬茧蜂Meteoruspulchricornis的VLP能使粘虫的颗粒血细胞

大量凋亡，并使少量浆血细胞也发生凋亡(Suzuki&Tanaka，2006)；两色侧沟茧

蜂M bicoloratus的PDV和毒液的混合物能使其寄主斜纹夜蛾Spodoptera litura的

血细胞发生凋亡(Luo&Pang，2006)；埃及粘虫侧沟茧蜂的PDV能选择性地使

大豆夜蛾的颗粒血细胞发生凋亡(Strand&Pech，1995)，并且该寄生蜂PDV的蛋

白酪氨酸磷酸酶H2基因在Sf21细胞系表达后还能使该细胞系凋亡(Suderman等，

2008)．

在不同昆虫中，具有吞噬能力的血细胞类型是不同的．在鳞翅目中，颗粒细

胞和浆血细胞是具有吞噬能力的两种血细胞类型，而在果蝇Drosophila

melanogaster中只有浆血细胞是主要的吞噬细胞(Elr0(L-Erickson等，2000)。最常

观察到的与包囊结节形成有关的血细胞在鳞翅目中是颗粒细胞和浆血细胞，而在

双翅目中则是叶状(1amelloeytes)(Vass&Nappi，2001；Schmidt等，2001)。

1．2体液免疫

昆虫体液免疫依赖血淋巴中的先天性免疫和后天性免疫两种因子。先天性免

疫因子包括酚氧化酶、溶菌酶、凝集素、抑血细胞聚集素等，后天性免疫因子需

要人工或自然诱导，如抗菌肽和抗真菌肽等(Hoffmann，2005)．

寄生蜂破坏寄主体液免疫反应最常见的是抑制寄主血淋巴的黑化。黑化反应

是一个复杂的级联反应，级联反应的末端为酚氧化酶激活酶原，通过限制性水解

被激活产生酚氧化酶激活酶，酚氧化酶激活酶水解酚氧化酶原形成酚氧化酶(酚

氧化酶原的激活是一个丝氨酸级联反应，需要一系列丝氨酸蛋白酶的参与)，酚
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氧化酶再将酪氨酸经羟基化和氧化后形成醌(黑色素前体)，最终产生黑化反应，

且该级联反应受丝氨酸蛋白酶抑制剂或其它蛋白酶抑制剂的调节。黑化首先是苯

基丙氨酸在苯基丙氨酸羟化酶(PAH)作用下转化成酪氨酸，随后酪氨酸被氧化

成多巴或O．多巴苯醌，与此同时，产生一些黄色至红棕色的色素，在经由一系列

酶级联反应最终合成真黑素并沉积下来(carton等，2008)．在黑色素合成过程

中最关键的步骤就是酪氨酸在酚氧化酶催化下发生氧化反应(Sugumaran等，

1999)．酚氧化酶一般都是以酶原的形式存在于昆虫的血细胞中，会被一系列丝

氨酸蛋白酶所激活(Wertheim等，2005)．抗菌肽普遍存在于细菌、真菌、昆虫、

被囊动物、两栖类动物、甲壳类动物、鸟类、鱼类、哺乳动物以及植物在内的所

有生物体中(Dani等，2003)。

2．寄生蜂寄生对寄主生长发育的调控

寄生蜂对寄主生长发育的调控有两种形式：一是抑制寄主发育，如近沙草粘

虫(裹尸)薄茧小蜂、藏红足侧沟茧蜂、埃及粘虫侧沟茧蜂、粘虫盘绒茧蜂、沙

草粘虫(裹尸)薄茧小蜂和棉铃虫康氏裹尸薄茧小蜂等能减缓寄主的生长或抑制

寄主化蛹；另一种是使寄主早熟变态，如棉大卷螟甲腹茧蜂C．inanitus会促进寄

主提前变态(Beekage&Gelman，2004；Pennacchio&Strand，2006)。寄生蜂对

寄主生长发育的调控实际上是对寄主营养、内分泌、生长因子等调控的结果。寄

主昆虫被寄生蜂寄生后，由于寄生蜂幼蜂的发育需要而干扰了寄主昆虫的正常营

养吸收过程，除此之外还会引起寄主体内的营养转向，所以大部分寄主昆虫会出

现生长受阻，长期保持幼态而不能化蛹的情况。

大量研究表明；寄主一旦被寄生蜂寄生，其体内血淋巴各组分的浓度和脂肪

体功能便会发生变化。其中变化最显著的是血淋巴中的芳基蛋白。芳基蛋白是昆

虫化蛹过程中的储存蛋白，通常情况下鳞翅目末龄幼虫会在脂肪体内大量合成芳

基蛋白，并把这些蛋白释放到血淋巴中，在预蛹阶段脂肪体从血淋巴中吸收并积

累芳基蛋白。当寄主被寄生后，有些寄主幼虫脂肪体合成芳基蛋白的时间会明显

提前，从而芳基蛋白在血淋巴中一直保持高滴度，如被镶鄂姬蜂Hyposoter exiguae

寄生的粉纹夜蛾Trichoplusisni幼虫在3龄或4龄时即开始提前表达只在5龄时

才表达的储存蛋白基因(Stoltz&Makkay，2000)；而有些寄主幼虫的脂肪体摄
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取芳基蛋白的能力被削弱，如被粘虫盘绒茧蜂Cotesia kariyai寄生的东方粘虫

Pseudaletiaseparata幼虫脂肪体组织无法正常积累芳基蛋白颗粒(Tanaka，

1986)，被寄生蜂红足侧沟茧蜂Microplitis croceipes寄生的烟芽夜蛾Heliothis

virescens幼虫脂肪体中芳基蛋白储存量显著减少，但是这种减少的现象产生于

转录后水平(Shelby等，1994)。

寄生蜂的寄生不仅会影响寄主血淋巴或其他组织中营养物质的组分或含量，

而且调节寄主还能通过体内消化器官的功能达到令其营养代谢转向的目的。被寄

生蜂寄生后寄主幼虫的精巢发育受阻是营养转向的一种现象(Tanaka等，1994；

Reed-Larsen&Brown，1998)。鳞翅目寄主雄性通常在幼虫阶段时精巢就开始发

育，其精巢的发育会消耗寄主体内大量营养资源，因此寄生蜂幼蜂为完成发育必

须与寄主的性腺竞争营养(Junnikkala，1985；Tanaka&Tagashira，1996)，如粘

虫盘绒茧蜂及菜蛾盘绒茧蜂寄生能够抑制各自寄主的精巢发育(Tanaka&

Tagashira，1996；Bai等，2009)。

寄主昆虫发育受阻除了由于寄生蜂寄生所引起的寄主体内营养转向之外，也

有可能是因为寄生蜂对寄主的生理和发育进行了调节，使得寄主发育与其同步，

从而有利于寄生蜂生长发育(Vinson&1wantseh，1980)．例如，寄生于棉铃虫

Helicoverpa armigera的黑头折脉茧蜂Cardiochiles nigriceps，无论寄生于幼龄寄

主还是3、4龄寄主，均在5龄寄主钻出化蛹结茧(Tanaka&Vinson，1991)。这

种发育同步现象在内寄生蜂中普遍存在，其控制机理主要涉及到寄主代谢

和激素平衡(Lawrence，1990；Tanaka等，1994；Fathpour&Dahlman，1995)．

3．寄生蜂寄生因子的协同作用

寄生的不同时期寄生蜂的寄生因子发挥免疫作用的程度和途径会发生相应

的变化。卵表面如类病毒样纤丝(VLF)或类病毒颗粒(VLP)首先发挥被动的

免疫抑制功能，保护蜂卵，直至蜂卵孵化((Schmidt等，2001)；卵巢蛋白和毒液

是短期免疫抑制因子(Asgari，2006)；多分DNA病毒(PDV)是克服寄主血细胞免

疫和体液免疫的主要寄生因子(Beckage&Gelman，2004)。而畸形细胞主要表现

在对PDV和毒液作用的增效和补充。

在许多寄生蜂一寄主的系统中，单独的毒液无法对寄主起作用，而只是对萼
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液或PDV起增效作用(zhaIlg等，2004)．红足侧沟茧蜂Microplitiscro croceipesff可毒

液单独不能影响其寄主美洲棉铃虫的发育，而单独的萼液能减弱寄主的生长发

育，但是毒液能增强萼液的作用，能使其更早的对寄主的生长发育起作用(Gupta

&Ferkovieh，1998)。Yu等(2007)研究表明研究表明单独的菜蛾盘绒茧蜂毒液在

抑制寄主的免疫反应过程中无法起到重要的作用，尽管该毒液对浆血细胞的延展

有暂时的抑制作用，菜蛾盘绒茧蜂毒液只是对其萼液起增效作用．

毒液在抑性寄生和容性寄生中所起的作用完全不同：大多数抑性寄生蜂在产

卵过程中注入寄主体内的毒液能引起寄主的永久麻痹或停止发育甚至死亡；而容

性寄生蜂在其产入卵后仍容许寄主继续发育一段时间，待自己完成发育才将寄主

杀死，即容性寄生蜂的毒液一般是暂时麻痹、不完全麻痹或不麻痹寄主的。所以

寄生蜂毒液按作用性质可分为麻痹性毒液和非麻痹性毒液；按作用时间长短可分

为暂时性毒液和永久性毒液。麻痹性毒液作用范围一般较广，而非麻痹性毒液往

往有一定的特异性。然而，不管哪种毒液都是寄生蜂与寄主协同进化的结果，都

在调节寄主发育、保证成功寄生中发挥作用(潘健等，2004)。

多分DNA病毒(polydnavirus，PDV)是在膜翅目姬蜂科lchneumonidae和茧

蜂科Braoonidae寄生蜂体内发现的一类很独特的病毒，分为姬蜂病毒属

lchnovirus和茧蜂病毒属Bracovirus，同属于多分DNA病毒科Polydnaviridae。PDV

的最大特点是其基因组由多个双链、超螺旋0v)或松弛(BV)的闭环DNA分子组

成，并且具有特殊的生活史．Beckage(1998)研究发现PDV在卵巢萼上皮细胞内

完成其复制和装配，成熟后被释放到萼区，与萼区其他成分组成萼液(cm)，)(

fluid)．寄生蜂在产卵过程中，萼液随同卵一起被注射入寄主体内．PDV以原病

毒(provns)的方式垂直传播给后代，一旦进入寄主体内，病毒基因就开始表

达．病毒基因可能在蜂、寄主，或在两者中都能表达。由于PDV在寄主体内并

不复制，因此，PDV基因产物对昆虫免疫抑制的研究显得十分重要(Webb等，

1998)。

寄生蜂卵孵化时，起胚胎营养作用的浆膜(serosal membrane)依次离解而释

放到寄主血腔中，最后游离形成畸形细胞。初释放释放到寄主血淋巴中的畸形细

胞，大小与寄主血细胞相近，球形，然后体积迅速增大，染色体可增加许多倍，

但细胞并不分裂(Vinson，1970)。一个寄生蜂的胚胎所产生的畸形细胞数目范围

在8．800个(Vinson，1980．)。同一寄生蜂，随蜂种不同，畸形细胞在整个寄生期间，
8
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细胞数或者保持不变，或者大量减少(秦启联等，

芬等，2002)．

文献综述

1999；王方海等，1999b；白素

综上，寄生蜂携带的不同寄生因子在对寄主昆虫的作用方式和途径上相互协

调、补充，不同寄生因子之间的功能相似性和协同性为寄生蜂成功寄生提供了保

障。
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1引言

第二章 二化螟盘绒茧蜂的个体发育

寄生蜂有调整或调节寄主生理和发育的能力，使得寄主发育与其同步，从而

有利于寄生蜂生长发育(Vinson&1wantsch，1980)。这种发育同步现象在内寄

生蜂中普遍存在，其控制机理主要涉及到寄主代谢和激素平衡(Lawrence，1986；

Tanaka等，1994；Fathpour&Dahlman，1995)。例如，寄生于棉铃虫,Helicoverpa

armigera的黑头折脉茧蜂Cardiochiles nigriceps，无论寄生于幼龄寄主还是3、4

龄寄主，均在5龄寄主钻出化蛹结茧(Tanaka&Vinson， 199I)。

这种发育同步现象视不同的寄主．寄生蜂系统而不同，在长期的进化过程中，

有些寄生蜂能够适应寄主的变态过程，从而能够在寄主不同的生理状态下生存，

‘例如卵．幼虫寄生蜂；而有的寄生蜂仅能在寄主的一种生理状态下生存，如幼虫

期寄生蜂。寄生蜂对寄主生长发育的调控实际上是对寄主营养、内分泌、生长因

子等调控的结果。就营养调控而言，现在已证实寄生蜂能影响寄主血淋巴内贮藏

蛋白的变化，如索诺拉毁蝎姬蜂PDV能使寄主烟芽夜蛾幼虫芳基贮藏蛋白和核黄

素基因的翻译水平受到抑制(Shelby&Webb，1997)。寄生蜂对寄主内分泌的

调控表现为使保幼激素、保幼激素酯酶、蜕皮激素在寄主体内的含量失调。Dong

等(1996)研究发现，藏红足侧沟茧蜂能使烟芽夜蛾幼虫的保幼激素酯酶转录水

平降低从而使其含量下降。二化螟盘绒茧蜂寄生寄主后，其生长发育受到显著影

响，寄主幼虫能够存活，但不能完成化蛹直到死去。

本章主要观测二化螟盘绒茧蜂寄生二化螟后的生长与发育动态，以期了解该

寄生蜂在寄主体内的个体发育过程，为了解寄主一寄生蜂两者间的互作关系提供

信息。

10
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2材料与方法

2．1材料

二化螟：自富阳中国水稻所实验农场采集越冬代二化螟幼虫，室内群体饲养，

在人工气候室(28士1℃，16L：8D)内化蛹， 羽化后饲以20％蜜糖水， 在水稻

苗上产卵，收集卵块，孵化后以稻种苗饲养(尚稚珍等，1979)，取四龄二化螟幼

虫用于实验。

二化螟盘绒茧蜂：从富阳中国水稻所实验农场水稻田中采集，在人工气候室

(28士1℃，16L：8D)内以二化螟幼虫繁殖．寄生蜂羽化后，饲以20％蜜糖水。接

蜂时，先把四龄二化螟放入1．8 cm×8．2 cmff可指形管内，每管1头，然后接入

羽化1d且已集中交配过的雌蜂1头，以棉花塞口，观察并标记被寄生的二化螟幼

虫。在人工气候g(28士1℃，16L：8D)饲养以用来试验。

2．2卵观察

在PBS中解剖雌蜂的生殖系统，分别在LeicaMZ 16A体视显微镜与Leica

MPS 30倒置透射显微镜下观察内部生殖腺并拍照．

2．3胚胎发育

自二化螟被二化螟盘绒茧蜂寄生后24 h内，每隔2 h解剖出寄主幼虫体内的

蜂卵或幼蜂进行观察拍照；72 h内，每隔4 h解剖一次；72h后，每隔12 h解

剖一次，直至蜂羽化．

3结果

3．1卵的发育

二化螟盘绒茧蜂卵巢属于多滋式卵巢，滋养细胞(Nurse cell，NC)在卵的发

育过程中对其提供营养(图2．1 A)．卵细胞成熟后，进入卵巢萼区，在萼区内

进行进一步的发育及表面修饰，主要是与该区域中含有PDVs的萼液相混合，然

后依次通过输卵管进行产卵。在通过输卵管的过程中，又有毒液分泌物参与到混

11
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合液中，自此完成产卵前准备。

二化螟盘绒茧蜂的卵属于膜翅目型(hymenoptefiform)，一头稍微有些尖(图

2．1)。卵呈淡白色，长度大约为O．22 mm，宽度大约为0．07ram。未成熟卵质地均

匀(图2．1 B)，卵膜表面光滑，成熟卵在卵孔方呈扇形膨大，膜内部充满物质

(图2．1 C)。
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3．2胚胎发育

蜂卵进入寄主体内后，卵的两端膨大，并出现空隙(2．2A)；随后卵出现分

裂现象，卵膜内物质从表面开始分裂，在胚胎表面形成滋养羊膜细胞层，并且在

卵的远卵孔端分裂较剧烈(2．2B．D)，后来胚胎进入原肠胚时期(2．2E．G)，此

后，开始分化出现体节(2．2H．I)．从蜂卵进入寄主体内，到完成胚胎发育要经

过72h，胚胎呈无色透明状，头壳较大，明显宽于胸腹部。

3．3幼虫

二化螟盘绒茧蜂的幼虫由头，胸，腹三部分组成，共由12个体节构成，体

段特征不明显。在早期幼虫的头部是宽大的；在稍后的发育中，幼虫呈圆柱形，

躯体不分节，具有膜翅目细腰亚目昆虫幼虫的典型特征。

根据幼虫的头宽，体长和腹宽等特征的变化，我们将二化螟盘绒茧蜂分为3

个龄期．其中，前2个龄期的幼虫在寄主的体内度过，3龄幼虫从寄主体内啮出

并结茧化蛹。

柏 翻 副 7d 黝 鲥 倒 艇 鲥 硎 7d 蹦 驰 删
D叩棚虹删袖嘣畦哦D鲈幽薯们面憾菌啦

图2．3二化螟盘绒茧蜂寄生二化螟幼虫后不同时间幼蜂形态指标

Figure 2．3 Larval morphological index of Cotesia ehilonis in the larvae of Ckilo suppressalis at

different times after parasitized
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图2．4二化螟盘绒茧蜂不同时期的幼蜂

Figure 2．4 The larvae of CoteMa chilonis dissected from parasitized Chilo suppressalis at

different time points

3．3．1一龄幼虫

二化螟盘绒茧蜂初期的幼虫为具尾型幼虫．初孵幼虫体乳白色，体末具有尾

状物，无色透明(图2．4A)。后逐渐发育为体细长、无色透明，分节，其中头部呈

方形，较大(图2．4B．c)。初孵二化螟幼虫体长(不包括尾状物长)约0．42．0．505ram，

头宽约0．110．0．115，腹宽(身体最宽处)约0．90．0．095 mm，经过一天的发育后，

体长(不包括尾状物长)约1．352．2．694mm，头宽约O．159．0．514mm，腹宽(身

体最宽处)约0．318．0．594 rain。

在25"C时二化螟盘绒茧蜂一龄幼虫的发育历期约为2-2．5d。

3．3．2二龄幼虫

身体无色透明，消化道清晰可见，躯体分节明显，有12节(图2．4E)。2
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龄幼虫体长(不包括尾状物长)约2．694．3．402mm，头宽约0．514．0．659 mnl，腹

宽(身体最宽处)约0．594．0．764 mill．随着日龄增长，2龄幼虫在半透明表皮下

的内容物逐渐从无色变为黄色。(图2．4E．F)。

在25"C时二化螟盘绒茧蜂二龄幼虫的发育历期约为2-2．5d。

3．3．3三龄幼虫

二化螟盘绒茧蜂3龄幼虫体乳白色，呈纺锤状，其中消化道淡黄色，清晰可

见(图2．4G．I)。三龄幼虫幼虫体长(不包括尾状物长)约3．046—3．089mm，头宽

约0．462．0．627 mill，腹宽(身体最宽处)约0．728-0．768 1TLrn．

在25"C时二化螟盘绒茧蜂三龄幼虫的发育历期约为I-1．5d。

图2．5二化螟盘绒茧蜂蛹期的第一阶段

Figure 2．5 Cotesia chilonis prepupae(ofthe pupal phase D andsome ofpupae(ofthe pupal

phase II)．Prepupa in the freshly formed cocoon(F)．

3．4蛹

二化螟盘绒茧蜂蜂茧有两层结构，内层为浅黄色，结构致密呈膜质，而外层

则为稀疏的银白色茧丝(图2．5 F)．二化螟盘绒茧蜂蛹期有明显的两种存在状态，

初期主要呈幼虫状(图2．5 A-E)，后期呈裸蛹状。

二化螟盘绒茧蜂预蛹期的幼虫，蛹体浅黄色至黄色，1‘对红色复眼清晰可见。

第1I阶段为裸蛹形态，蛹体乳白色，头、胸、腹分节明显，可以清楚的看到2
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个复眼，颜色由淡褐色逐渐加深，3个单眼，触角分节明显，口器初步形成。孵

化1d后的幼蜂头部和胸部变黑，而腹部和触角仍为透明：孵化后2天的幼蜂全

身变为黑色，至此蜂蛹发育完成，开始羽化．

在25"C时二化螟盘绒茧蜂蛹的发育历期约为3天左右。

B誊㈡二1j誊l 爹二

镰添

鬃l◆一
Figure 2．6 Cotesia chilonis pupae(ofthe pupal phaseⅡ)in dorsal／lateral／ventral view．

‘

Magnification，20X．

4讨论

寄生蜂在维持自然界中农林害虫数量的稳定上起着极其重要的作用。内寄生

蜂通常将卵产在寄主体内，并在寄主体内发育．寄生蜂在寄主体内发育时不仅要
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面对寄主的免疫系统的攻击，还要调节寄主的生长发育，使得寄生蜂可以在充分

利用寄主幼虫体内的养分来生长的同时又能保证自己在寄主体内正常发育。二化

螟盘绒茧蜂是一种幼虫期寄生蜂，二化螟幼虫分5．6个龄期，二化螟盘绒茧蜂可

以寄生所有龄期的二化螟幼虫，但由于高龄幼虫反抗能力强，其被寄生率很低；

而低龄幼虫被寄生后死亡率又较高，而4龄期的幼虫的寄生率高且被寄生后成活

率也高，因此选择二化螟4龄幼虫用于二化螟盘绒茧蜂室内种群的繁育及相关试

验。

二化螟盘绒茧蜂寄生寄主后，二化螟生长立即加速，在寄生前期，二化螟体

重显著增加，但发育受阻，发育历期延长．而对于寄生蜂而言，刚寄生后的寄生

蜂由于有较为充分的养分支持，但后期随着个体的生长发育，对生活空间和养料

的需求增大，个体间竞争加剧．

寄生蜂的卵可以按卵壳功能的不同分为疏水性和亲水性两种(Flanders，

1942)。疏水性卵内含有大量的卵黄，足以满足胚胎发育所需的营养，而亲水性

卵卵黄含量不高，必须通过卵壳从寄主中吸取营养才能完成胚胎的发育．寄生性

膜翅日昆虫中，尤其是内寄生蜂，其种类的卵多属于亲水性卵(Quicke，1997)。

研究发现诸多此类蜂卵均具高度弹性，从而保证蜂卵可以通过狭长的产卵管而不

致被挤压受损，而蜂卵一旦被产入寄主体内，通过几小时至几天的发育就能迅速

膨胀(Le，1995；Quicke，1997；Sehlinger&Hall，1960)．二化螟盘绒茧蜂的

卵从寄生到即将孵化的发育过程中卵的长度和宽度都发生膨胀。在整个胚胎发育

过程中，寄生卵通过卵壳从寄主血淋巴中不断吸取营养物质，卵壳中的胚胎迅速

发育使得寄生卵的体积不断膨胀、增大。而在其他寄生蜂的胚胎发育过程中亦出

现类似的膨胀现象，．如茧flgPraonpalitans(Schlinger&Hall，1960)和Cotesia

vestalis(Yu等，2007)．King等人(1969)研究发现亲水性蜂卵的卵膜较疏水

性蜂卵薄而复杂；LeRalec也认为亲水性蜂卵表面沟壑纵横，如Lepoilina；而疏

水性蜂卵表面则是很光滑，且钢化程度较高，如跳小蜂Epidinocars西lopezi．据

此，二化螟盘绒茧蜂的卵属于亲水性卵。此外，二化螟盘绒茧蜂卵表面并不存在

诸如刚毛(Arthur，1961)、突起(Davies&Vinson，1986)，卵柄等(Hagen，

1964)之类的附属物。

与中红侧沟茧蜂(秦启联)一样，二化螟盘绒茧蜂也生活在寄主幼虫的血淋

巴中，两者都是单胚发育，且它的胚胎期非常短暂，一般少于3天，而腰带长体
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茧蜂的胚胎期约为8～9天(胡建)，而腰带长体茧蜂是典型的多胚发育。由此我

们可以看出，单胚发育寄生蜂的胚胎期与多胚发育种类相比明显缩短是与单胚发

育的特性相适应的。

实验表明，二化螟盘绒茧蜂的幼蜂分为3个龄期，其中，前2个龄期的幼虫在

寄主的体内度过，3龄幼虫从寄主体内啮出并结茧化蛹。前人研究表明，茧蜂的

幼虫分为3个龄期是茧蜂的一个显著特A(o’Don_nell，1987；Shaw，1991；

Carignan，1995)，在实验中我们发现，二化螟盘绒茧蜂从卵到啮出体外结茧大概

需要10．12天，这可能与我们实验的温度及营养条件有关。

许多种类的寄生蜂，都能结茧化蛹。二化螟盘绒茧蜂蛹初期呈幼虫状，单眼

和复眼都是有颜色的，蛹发育到后期阶段，呈裸蛹状，伴随着蜂蛹的发育，下颚，

胸腔，腹部，触角的颜色依次逐渐加深。这与棉大卷叶螟甲腹茧蜂(Albert，1994)，

半壁弯尾姬蜂(黄芳，2008)个体发育过程中的体表着色顺序是一致的。
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第三章二化螟盘绒茧蜂主要寄生因子特征初步研究

、1引言

多分DNA病毒Q01ydisperse DNA virus，polydnavirus，PDV)，是在寄生蜂体

内发现的一类很独特的病毒。PDVs是一组无包涵体的病毒，含有双链环状DNA

基因组，这些DNA基因组常含有20～25种不同型的DNA片段(Theilmann&

Summers，1988)。根据形态学特征和寄主范围的明显差异，这些病毒可分为两

大类，即茧蜂病毒属和姬蜂病毒属。茧蜂病毒仅存在茧蜂科的某些寄生蜂中，其

基因组被封闭在长度不等的圆柱形核衣壳里，核衣壳由一层囊膜包裹(Hamm，

1990)；姬蜂病毒则仅存在姬蜂科的某些寄生蜂中，其基因组被封闭在大小均一

的纺锤状核衣壳里，核衣壳由两层囊膜包裹(Krell等，1982)。PDV在雌蜂卵

巢萼上皮细胞内进行复制， 当病毒粒子在萼细胞内发育成熟后，就被释放到萼

腔里与其它物质一起组成萼液(cal弘—luid)，所以萼液中包含有许多病毒颗粒
(Stoltz&Vinson，1979)。病毒粒子一旦随寄生蜂产卵进入寄生蜂的寄主体内，

即可在不同组织细胞中转录，通常寄生蜂产卵后2h即可检测到病毒粒子的产物

(Stoltz，1990)．内寄生蜂的毒液大多是非麻痹性的，单独或与其它抑制寄主免

疫因子结合具抑制寄主血细胞免疫、调控寄主生长发育、抑制寄主生殖系统发育

及调节寄主的内分泌等功能。畸形细胞是来源于寄生蜂发育胚胎外胚膜——浆

膜，当蜂卵孵化时释放到寄主血腔中的一种特殊类群的细胞。它具有很强的蛋白

合成和分泌能力；可作为幼蜂直接的营养来源；在调节寄主生理代谢保证幼蜂发

育中发挥重要作用．

本文将初步探明一下二化螟盘绒茧蜂的主要寄生因子，并观察一下其主要

特点。
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2材料与方法

2．1供试昆虫

见第二章2．1．

2．2寄生蜂PDV的显微观察

显微镜下解剖一定量的二化螟盘绒茧蜂的卵萼区，将样品在2．5％的戊

二醛溶液中4。C固定过夜，然后按下列步骤处理样品：

◆倒掉固定液，用O．1M，pH7．0的磷酸缓冲液漂洗样品三次，每次1 5min；

令用1％的锇酸溶液固定样品1-2h；

令倒掉固定液，用O．1M，pH7．0的磷酸缓冲液漂洗样品三次，每次1 5min；

令用梯度浓度(包括50％，70％，80％，90％和95％五种浓度)的乙醇溶

液对样品进行脱水处理，每种浓度处理15min，再用loo％的乙醇处理

一次，每次20min；最后过度到纯丙酮处理20min。

◆用包埋剂与丙酮的混合液(V／V=I／1)处理样品lh；

令用包埋剂与丙酮的混合液(V／V--3／1)处理样品3h；

夺纯包埋剂处理样品过夜；

将经过渗透处理的样品包埋起来，70。C加热过夜，即得到包埋好的样品。样

品在Reichert超薄切片机中切片，获得70．90nm的切片，该切片经柠檬酸

铅溶液和醋酸双氧铀50％乙醇饱和溶液各染色15rain，即可在日本JEOL公

司的JEM．1230型透射电镜中观察．

2．3毒腺分泌物蛋白SDS．PAGE电泳

解剖100头半闭弯尾姬蜂雌蜂，收集毒腺，高速离心使毒液分泌物释放到

20山PBS中，．80℃贮藏或直接进行实验。Bradford方法测蛋白浓度；SDS．PAGE

电泳条件：12％的分离胶，2．5％浓缩胶，电极缓冲液为Tris．甘氨酸电极缓冲液系

统；电泳电压80V。
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2．4畸形细胞的观察

解剖不同日龄的寄生后的二化螟，观察寄主血腔中的畸形细胞，并对不同日

龄的畸形细胞用倒置相差显微镜(Leica DMLMPS 30)拍照。

3结果

3．1二化螟盘绒茧蜂PDV的显微结构

二化螟盘绒茧蜂的PDV在雌蜂卵巢萼上皮细胞内进行复制(图3．1 A)，二

化螟盘绒茧蜂卵萼内的病毒粒子外被一层单位膜，在膜内可含有一个或多个核衣

壳(图3．1 B)，病毒粒子以细胞裂解的方式被释放到雌蜂萼腔中(图3．1 C)。

成熟的病毒粒子一般呈圆柱状，长度变化很大，中间为高度浓缩的核质(图3．1D)。

在萼区内的卵细胞表面还具有绒毛膜，绒毛膜呈明显的多层结构而膜表面的

纤丝为中空的小管，虽然萼区内含大量的PDVs粒子，在高度放大情况下，可以

清晰的观察到病毒粒子并不会附着到绒毛膜表面(图3．1 E．F)。

3．2毒液器官

二化螟盘绒茧蜂的毒液器官由两条毒腺、一个毒囊和通向产卵器的毒液管组

成。两条毒腺呈Y型连接于球状毒囊的顶端，毒囊呈近圆球状。

毒液中大部分蛋白的分子量为25．240K．Da,其中几种分子蛋白的含量相对较高。

一
图3．2二化螟盘绒茧蜂雌性生殖系统和毒腺内容物蛋白质电泳

Figure 3．2 Female reproductive system ofCotesia ehilonis and SDS—PAGE of venom
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图3．1 APDVs病毒发生基质(Vs)；B获得膜的PDVs粒子；C裂解

状态中的PDvs粒子；D成熟PDvs粒子；E在卵萼区内的蜂卵；H卵表面的绒毛膜

Figure 3．1 A Patches of virogenic stroma(Vs)；B Virus particles with membrane；C Virus particles

were migrating through the cytoplasm and into the lumen ofthe ovary with cell lysis；D mature

Virus particles；E An egg in the calyx region；F Egg chorion was thick,multilayered and with

trabeculae；
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3．3畸形细胞

图3．3不同时期的畸形细胞

A 68h的卵；B-D寄生后6．8d的畸形细胞

Figure 3．3 Theteratocyte after parasitism at different time

A 68-hour egg B-D the teratocyte after parasitism from 6-day to 8-day

二化螟盘绒茧蜂蜂卵从初产到幼蜂即将孵化，体积明显增大。而包裹在胚胎

外的浆膜也清晰可见(图3．3A)，后来浆膜分化形成畸形细胞。当幼虫即将孵

化时，随着胚胎的扭动，可见卵中已有球形的游离细胞在卵壳内滚动，幼蜂孵化

时，卵壳和浆膜层多从卵的一侧破裂，随着幼蜂的脱出，细胞以单个或细胞团的

形式释放到寄主血淋巴中，仍有部分细胞暂时停留在卵壳内，随后才分散到寄主

血腔中。’畸形细胞呈球形或椭圆形，释放到寄主血淋巴中后，随着寄生日龄的增

加，体积迅速增大，但畸形细胞不进行有丝分裂，畸形细胞的发育速率并不完全

一致，同一日龄的细胞大小悬殊很大(图3．3B)，畸形细胞的表面有大量微绒

毛存在(图3．3C)。
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4讨论

本实验明确了二化螟盘绒茧蜂卵巢萼区确实存在PDVs病毒粒子，在卵巢萼

区，发现PDVs粒子并不附着于蜂卵表面．而这一现象在其他寄生蜂中也有相关

报道，如弯尾姬蜂Diadegma terebrans(Krell，1987)、黑唇姬蜂Campoletis

sonorensis(Norton等， 1975)、缘腹绒茧蜂Cotesia marginiventris(Harem等，

1990)、集聚绒茧蜂Cotesia congregata(Buron&Beckage，1992)和棉大卷叶螟

甲腹茧蜂Chelonus inanitus(Wyder&Lanzrein，2003)．然而，在有的寄生蜂

卵表面则发现有PDVs参与形成的一层特殊结构(Cusson等，1998)．虽然在二

化螟盘绒茧蜂的蜂卵表面没有附着PDVs粒子，但是在寄生的同时，PDVs粒子

仍然与蜂卵一起进入寄主的体内，至于其作用及意义则需要进一步的研究。

寄生蜂毒器官是分泌和储存毒液的场所。目前关于寄生蜂毒液的研究相对比

较贫乏，近年来人们往往更关注于毒液的活性成分的研究，在寄生蜂毒器官中发

现的毒液组分主要为蛋白质和酶类，它们是寄生蜂成功寄生的关键生理活性物质

(Moreau&Guillot，2005)，因此近年来毒液蛋白的研究发展相对较快。迄今

研究过的寄生蜂毒液中均存在大于100 kDa的高分子量蛋白，有些寄生蜂毒液中

只存在高分子量蛋白，如近曲斑甲腹茧蜂、麦蛾茧蜂和菜粉蝶绒茧A．glomeratus

等的毒液蛋白分子量都大于10 kDa(Leluk等，1989；Quistad等，1994)．而在

有的寄生蜂中也存在多肽，如东方旋小蜂Eupelmusorientalis、寮黑瘤姬蜂、无臂

反颚茧蜂、菜粉蝶微红盘绒茧蜂、蝶蛹金小蜂、丽蝇蛹集金小蜂和颈双缘姬蜂等

(郦卫弟；2005；张忠，2005；Doury等，1997；Parkinson等，2002；Asgari等，

2003；Dani等，2003；Moreau等，2004；Zhang等，2004)。二化螟盘绒茧蜂毒

液亦以高分子量蛋白成份为主，这些蛋白成分在寄生蜂突破寄主免疫抑制中生理

功能需和进一步研究。

畸形细胞是一类地位十分特殊的细胞，它起源于寄生蜂的浆膜细胞，属于寄

生蜂的物质，但又生长在寄主的血腔中，在寄生蜂的寄生过程中扮演着非常重要

的作用。目前对于寄生蜂的畸形细胞的结构的研究已经有了比较清楚的了解，但

是对于其功能的研究则没有十分准确的说法．在黑头折脉茧蜂Cardiochiles

nigriceps中，由产卵后14h后卵的前后极数层浆膜细胞形成畸形细胞，而中间的

单层浆膜细胞形成无核合体细胞，继续贴附在初孵1龄幼虫体上并退化，然而在
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红足侧沟茧蜂Microplitisfroceipes、中红侧沟茧蜂Microplitis mediatorff可整个浆膜

仅有一层细胞组成，它在蜂卵孵化的时候全部发育成畸形细胞(秦启联等，2000；

Zhang等， 1989)。在本实验中，我们发现二化螟盘绒茧蜂的整个浆膜也是由单

层细胞组成的。畸形细胞表面大量的微绒毛的存在，可能与其在寄生蜂中的营养

作用有关，然而关于其具体作用则需要进一步的研究．随着寄生蜂的发育，数量

保持不变(Vinson&Lewis，1973；Gerling&Orion，1973)，但多数种类数量

下降(Kandono等，1995；Strand&Wong，1991；Barratt&Sounflaerland，2001；

Houa等，2001)．二化螟盘绒茧蜂卵的浆膜由单层细胞组成。畸形细胞表面存

在大量的微绒毛，可能与为寄生蜂幼虫生长和发育提供营养作用有关．有关二化

螟盘绒茧蜂畸形细胞的数量变化及其功能作用至今尚未明了，需进一步研究。
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第四章二化螟盘绒茧蜂寄生对寄主细胞免疫的影响

1．引言

昆虫免疫系统是抵御病原物和寄生物入侵的防御体系，与高等动物相比，具有

独特的免疫机制，虽然昆虫因缺乏T和B淋巴细胞、免疫球蛋白、抗原一抗体反应

等而无后天性免疫系统，但其具备良好的先天免疫应答反应机制，且其免疫能力可

因外界条件诱导而增强，其中最主要的就是细胞免疫(cellular immunity)(Lavine&

Strand，2002)。大量研究表明，寄生蜂的寄生因子能改变寄主血细胞总数和各类血

细胞的比例，抑制血细胞的延展与粘附能力，或破坏血细胞骨架而降低血细胞的包

囊能力等，以攻克寄主昆虫的细胞免疫系统(Stealer等，1998；Beckage&Gelman，

2004；Asgari，2006)。
‘

目前大多数昆虫血细胞分为以下几类：原血细胞(Prohemocytes)、颗粒血细胞

(Granular hemocytes)、浆血细胞(Plasmatocytes)、类绛色细胞(Oenocytoids)

和珠血细胞(Spherule cells)等(Lavine&strand，2002)。但是并不是所有昆虫中

都含有这几种血细胞，并且有的昆虫还有其它类型的血细胞。昆虫种类繁多，不

同类型的血细胞在形态、数量上差异较大。原血细胞是血淋巴中最小的血细胞，

呈圆、卵圆或椭圆形，具有类似干细胞功能，可以分化成多种血细胞(Lavine&

Strand，2002)。在血细胞实施免疫反应的过程中，不同类型的血细胞在昆虫免疫

过程中所起的作用是不同的。颗粒血细胞大小多变，球形或卵圆形，是鳞翅目昆

虫中数量最多的血细胞。浆血细胞形态大小都多变，延展成梭形。颗粒血细胞和

浆细胞具有附着延展性，既可以黏附在大的外源物如寄生蜂表面并将其包囊并黑

化杀死，也可以吞噬细菌等小的入侵物或将多个细菌聚集在一起形成结节，颗粒

血细胞和浆血细胞的粘附能力是实现昆虫细胞免疫的基本条件(Johansson，

1999)。因此这两类细胞通常是参与免疫反应的主要细胞类型(Schmidt等，2001；

Strand&Pech，1995)。

细胞免疫作为昆虫免疫系统的重要组成部分，具有非常重要的意义，而且在
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寄主．寄生蜂系统中寄主的细胞免疫也一直是研究的主要对象。一般在寄主．寄生

蜂研究系统中，血细胞的数量、延展性、包囊能力、吞噬能力等式检测细胞免疫

水平的主要参数，而在已有的研究中，不同的寄主．寄生蜂系统以上免疫参数都

发生不同程度的变化．

到目前为止，二化螟幼虫的血细胞类型及相应功能还不确定，对血细胞进行

分类是很有必要的，此外，本章还研究了二化螟盘绒茧蜂对寄主幼虫血细胞的影

响，旨在进一步明确二化螟盘绒茧蜂寄生对二化螟幼虫细胞免疫的影响，以揭示

该蜂与寄主相互作用的免疫机制．

2材料与方法

2．1供试昆虫

见第二章2．1。

2．2血细胞总数及主要类型血细胞数量的测定

分别于寄生后第O．5、1。2、3，4、5 d在无菌操作台内取单头二化螟幼虫血

淋巴镜检．取血时，在Parafilm膜上用灭菌后的眼科剪剪去幼虫的腹足，待血

淋巴自然流出吸取5止的血淋巴，置入Eppendorf离心管中，并加入10斗L抗凝

液(100 mL蒸馏水中含NaCl 0．9 g、KCl 0．942 g、CaCl2 O．082 g、EDTA2 g)

稀释。在相差显微镜下(200 X)，以血球计数板测定血细胞总数和各类型血细胞

数量。每次测定寄生和同期未寄生4龄二化螟幼虫各5头，并重复3次。考虑到

鳞翅目血细胞中以颗粒血细胞和浆血细胞为主，且是细胞免疫反应的关键血细

胞，故本文在各类细胞记数时仅考查颗粒血细胞及浆血细胞的数量及其他参数。

2．3血细胞延展率和死亡率的检测

无菌操作台内采集二化螟幼虫血淋巴，置于含少量苯基硫脲的Eppendorf离

心管中，加到含有一定体积TCl00昆虫细胞培养液(含10％胎牛血清)的96

孔细胞培养板中。置27。C细胞培养箱中培养一段时间后置Leica倒置显微镜下任
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选3个视野观察、考查各处理孔穴中延展和未延展的血细胞数量，计算血细胞的

延展率，浆血细胞变为梭形或其它不规则形状计数为延展，颗粒血细胞以细胞伸

出伪足计数为延展，两种细胞均以圆形计数为未延展。延展率(％)=延展的血

细胞数量／q-查的血细胞的总数量x100．同时，以Eppendorf微量移液器吸出各处

理孔穴中的血细胞悬浮液，加等体积的0．04％ 盼蓝溶液混匀，室温放置10 min

后，以血球计数板于Olympus相差显微镜下考查染成蓝色(死亡)和未被染色

(存活)的血细胞的数量，计算血细胞死亡率。每次检查寄生四龄二化螟幼虫5

头，同期未寄生四龄二化螟幼虫5头．

2．4寄生蜂寄生后血细胞噬菌能力检测

参照"rojo(2000)的方法并加以改进，往置有盖玻片的培养皿中加入一定体

积的血细胞以形成单层细胞，培养一段时间后加入含有3x108个FITC标记大肠

杆菌(上海英骏生物技术有限公司)，在28。C黑暗下孵育一段时间，PBS冲洗单

层细胞后加入一定体积0．2％的台盼蓝碎灭未被吞噬的大肠杆菌上的荧光，在显

微镜下拍照，计算有吞噬行为的细胞所占的比例。检查寄生后0．5、1、2、3、4、

5 d的单头4龄二化螟幼虫5头，同期未寄生4龄二化螟幼虫5头。

2．5寄生蜂寄生后血细胞包囊能力检测

取二化螟幼虫一定体积的血淋巴加入到已放有TC．100昆虫细胞培养基的96

孔细胞培养板中，加入一定体积的PTU溶液和一定浓度的微珠，并用Parafilm

膜封好，放在27。C恒温箱内，培养12h取出，观察包囊形成过程，并计算包囊

率(张忠，2005)。其中，包囊指数(％)=[∑(某一包囊级数×该包囊级别的Sephadex

A．50微珠数目)／(供试SephadexA．50微珠的总数×5)】x100。每次检查寄生四

龄二化螟幼虫5头，同期未寄生四龄二化螟幼虫5头。



浙江大学硕士学位论文 二化螟盘绒茧蜂寄生对寄主细胞免疫的影响

3．结果

3．1寄生后二化螟幼虫血细胞数量与组成的变化

四龄二化螟幼虫的血细胞共有5类，即原血胞(prohemoeyte)、浆血细胞

(plasmatocyte)、颗粒血细胞(granulocyte)、珠血细胞(spherulocyte)和囊血细胞

(cystocyte)．虑到鳞翅目血细胞中以颗粒血细胞和浆血细胞为主，且是细胞免疫

反应的关键血细胞，故本文在各类细胞记数时仅考查颗粒血细胞及浆血细胞的数

量及其他参数。

结果如图4．1所示．二化螟幼虫被二化螟盘绒茧蜂寄生后，其血细胞总数、

颗粒血细胞和浆血细胞数量均有不同程度地增多。寄生幼虫的血细胞总量均高于

同期未寄生幼虫，除寄生后第O．5 d外均达到显著性差异。就颗粒血细胞，寄生

后第0．5-2 d的数量与同期未寄生的相比无差异显著，但寄生后第3～5 d的数量

则显著高于同期未寄生的幼虫。与此相比，寄生后第O．5~5 d的浆血细胞数量则

均显著高于同期未寄生的幼虫。就颗粒血细胞和浆血细胞占血细胞总数的比率而

言，寄生的颗粒血细胞比率与未寄生的相比无显著，而寄生的浆血细胞比率除寄

生后第3 d外与未寄生相比也无显著差异。

3．2寄生对二化螟幼虫血细胞延展率和死亡率的影响

结果如图4．2所示．二化螟幼虫的颗粒血细胞和浆血细胞均具有可延展的特

性．血细胞的延展性是衡量细胞免疫反应能力的重要指标之一．二化螟盘绒茧蜂

的寄生行为可显著影响二化螟幼虫血细胞的延展性．对于对照幼虫来说，寄生初

期对二化螟幼虫血细胞延展有抑制作用，但之后延展率有回升的趋势，其中寄生

后第O．5 d的延展率显著低于未寄生的，但此后寄生与未寄生间无显著差异，表

明寄主血细胞对外源蜂卵的免疫反应受到显著影响；随着时间延长，二化螟幼虫

血细胞的延展率呈回升趋势。就血细胞死亡率而言，寄生的影响更为明显，寄生

后血细胞的死亡率多高于同期未寄生幼虫，其中寄生后第1．4 d的死亡率显著高

于未寄生的(图4．3．)．
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图4．1二化螟被二化螟盘绒茧蜂寄生后其血细胞总数、颗粒血细胞和浆血细胞数量和比

率的变化

Figure 4．1 Changes in total hemocyte number(THC)，number and percentage of

granulocytes and plasmatocytes accounting for THC in Chilo suppressalis larvae after parasiti8m

by Cotesia chilonis

A、B、C、D，E：血细胞总数、颗粒血细胞数、浆血细胞数、颗粒血细胞比率、浆血细胞比

率。A，B，C．D and E：total hemocyte number(THC)，granulocyte number,plasmatocyte number,

percentages ofgranulocytes and plasmtocytes accounting forTHC．事表示同一指标在同一时间

时寄生与未寄生数值间经f测验差异达显著水平(氏O．05)．·meansthatthere is significant

differelice between parasitized and unparasitized larvae for the same parameter measured in the

same time after parasitism，compared by t-test(P<o．05)．
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图4．2二化螟盘绒茧蜂寄生对寄主二化螟幼虫血细胞延展能力的影响

A被寄生后的二化螟幼虫血细胞延展率受到抑制；B正常二化螟幼虫血细胞体外培养

后，出现延展现象

Figure 4．2 Effect of parasitization on spreading of hemocytes in Chilo suppressalis larvae

after parasitism by Cotesia chilonis

A Spreading ofhemocytes from parasitized chil0 suppressalis larvae was inhibited；B Hemocytes

from non—parasitized Chilo suppressalis larvae extended with large pseudopods；
．

O 05 1 z ■4 ● ■ " ， ‘ ● ’

霄擞翳天数瞬‘a融p蛳礤妇棚 铝堂詹灭教D蕾雌a盎簟∞f蚓如m

图4．3二化螟被二化螟盘绒茧蜂寄生后其血细胞延展率(A)和死亡率(B)

的变化

Figure 4．3 Changes in the spreading rate and mortality of hemocytes in Chilo

suppressalis larvae after parasitism by Cotesia chilonis

木表示同一指标在同一时间时寄生与未寄生数值间经f测验差异达显著水平

(P<O．05)。*means that there is significant difference between parasitized and

unparasitized larvae for the same parameter measured in the same time after

parasitism，compared by t-test p<0．05)．
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3．3寄生对二化螟幼虫血细胞吞噬能力的影响

结果如图4．4所示。二化螟盘绒茧蜂的寄生行为可显著影响二化螟幼虫血细

胞的吞噬能力，寄生后二化螟幼虫血细胞的吞噬能力多较未寄生的明显较低，并

呈现先降后升趋势，其中寄生后第2~4d差异达显著，并在寄生后第3d达最低。

口0．5 1 2 3 4 5

寄生后天数D孵s after p朗磁雠m
·

图4．4二化螟幼虫被二化螟盘绒茧蜂寄生后血细胞吞噬能力的变化

Figure 4．4 Changes of phagocytic capability of hemocytes in Ch／／o suppressalis larvae after

parasitism by Cotesia chilonis ．

宰表示同一指标在同一时间时寄生与未寄生数值间经捌验差异达显著水平(P<O．05)．

幸means that there is significant difference between parasitized and unparasitized larvae for the

same parameter measured in the sallle time after parasitism，compared by t-test(尸<0．05)．

3．4寄生对二化螟幼虫血细胞包囊能力的影响

结果如图4．5所示。二化螟盘绒茧蜂的寄生行为可显著影响二化螟幼虫血细

胞的包囊能力。寄生后二化螟幼虫血细胞包囊能力呈现先下降后升高的趋势，总

体上寄生后二化螟幼虫血细胞包囊能力均低于同期未寄生幼虫，并在寄生第1．5

d后达到显著性差异。
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图4．5二化螟幼虫被二化螟盘绒茧蜂寄生后血细胞包囊能力的变化

Figure 45 Changes of encapsulation capability of hemocytes in Chizo suppressalis larvae

parasitism by Cotesia chilonis
’

·表示同一指标在同一时间时寄生与未寄生数值间经棚9验差异达显著水平(P<0．05)．*means

that there is significant difference between parasitized and unparasitized larvae for the same

parameter measured in the sallle time after parasitism，compared by t-test p<0．05)．

4讨论

昆虫血腔中血细胞数量的变化由造血器官中血细胞的增殖和分化情况决

定，这一过程由许多转录和信号传导因子控制(Meister，2004)。寄生蜂能调控

这些转录和信号传导因子基因的转录水平，从而扰乱寄主血细胞的正常增殖和分

化，最终导致寄主血细胞数量和比例的改变。寄生蜂寄生寄主后，引起寄主血细

胞数量和组成发生变化是其中一个主要的生理特征。不同的寄生蜂一寄主体系所

引起的寄主血细胞数量和组成的变化并非完全一致。在有的寄生蜂一寄主体系

中，寄生能够引起寄主血细胞数量增加(杭三保等，1991；Strand等，1991；

Kitano，1986；Stoltz等，1986；张忠等，2005；郦卫弟等，2006；Cai等，2004)

而在有的体系中，寄生则导致血细胞数量的下降(Vinson，1971；David等，1987)；

有的寄生则导致寄主血细胞数量呈现不规则变化(Strand等，1991；Guzo等，1987；

刘奎等，2008)．还有些寄主被寄生蜂寄生后，寄主血细胞的数量并无显著变化(Hu
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等，2003)。从本文结果来看，二化螟盘绒茧蜂寄生引起寄主二化螟幼虫血细胞

数量增加，说明二化螟盘绒茧蜂进入二化螟体内后能引起寄主的免疫反应，诱导

寄主血细胞的形成。与此同时，二化螟盘绒茧蜂寄生二化螟幼虫引起寄主的血细

胞死亡率高于同期未寄生幼虫，而寄主的血细胞数量和死亡率与寄主的免疫能力

密切相关。因此推测寄主二化螟幼虫被寄生后能够通过增加其本身血细胞的数量

来提高自身免疫反应能力，但二化螟盘绒茧蜂则能通过导致寄主二化螟幼虫血细

胞死亡来一定程度上抑制寄主的免疫防御反应。

大多数侵入虫体的细菌都是由吞噬作用而清除的(Marmaras等，2009)。昆

虫血细胞对于不同的细菌其吞噬效率是不同的，在不同种类昆虫中，吞噬细胞类

型也不同。鳞翅目昆虫中，吞噬细胞主要是颗粒血细胞和浆血细胞(Lavine等，

2002)，并且在鳞翅目昆虫中，颗粒血细胞是最具吞噬活性的血细胞(Tojo等，

2000)。鞘翅目某些种类中类绛色细胞也有吞噬能力(Giglio等， 2008)，果蝇中

浆血细胞则是主要的吞噬细胞(Giglio等，2008)。被二化螟盘绒茧蜂寄生后，二

化螟幼虫血细胞的吞噬能力呈现不同程度降低，表明二化螟盘绒茧蜂寄生可以对

寄主血细胞的吞噬作用产生不利影响．由于二化螟盘绒茧蜂卵体积较大，并不足

以被寄主血细胞所吞噬，因此，寄生蜂抑制寄主血细胞吞噬作用的内在机理及其

与寄生蜂对寄主免疫抑制机制之间的关系有待进一步明确。

昆虫血细胞的包囊是颗粒血细胞和浆血细胞粘着于异物表面的囊鞘结构，

其形成涉及血细胞接触异物后血细胞延展和粘附的性能改变，该过程受信号分

子、粘附分子以及同源接受因子的调控(Lavine&Strand，2002)。寄生蜂之所

以能抑制寄主血细胞的包囊，主要是因其活性寄生因子能与调控血细胞延展和粘

附性能的因子互作，破坏血细胞正常的延展和粘附能力，从而使寄主血细胞包囊

能力丧失。昆虫血细胞包囊反应通常需要不同种类的血细胞协作才能完成。颗粒

血细胞和浆血细胞的粘附能力是实现昆虫细胞包囊反应的基本条件(Johansson，

1999)。而血细胞的延展功能与其包囊能力是相关的，当延展能力得到恢复时，

血细胞即可包囊外物(Asgari等，1996；Yu等，2007)。寄生蜂之所以能抑制寄

主血细胞的包囊，可能主要是因其活性寄生因子能与调控血细胞延展和粘附能力

的因子互作，破坏血细胞正常的延展和粘附能力，从而使寄主血细胞包囊能力丧

失。二化螟盘绒茧蜂寄生能导致寄主血细胞的延展能力与包囊能力显著降低，使

得侵入的蜂卵能成功逃避被寄主血细胞包囊，从而提高寄生蜂存活率。
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第五章二化螟盘绒茧蜂寄生对寄主体液免疫的影响

1引言

昆虫的体液免疫系统是昆虫免疫系统的重要组成部分。昆虫体液免疫依赖血

淋巴中的先天性免疫和后天性免疫两种因子。先天性免疫因子包括酚氧化酶、溶

菌酶、凝集素、抑血细胞聚集素等，后天性免疫因子需要人工或自然诱导，如抗

茵肽和抗真菌肽等(Hoffmann，1995)。

寄生蜂破坏寄主体液免疫反应最常见的是抑制寄主血淋巴的黑化。黑化反应

是一个复杂的级联反应，级联反应的末端为酚氧化酶激活酶原，通过限制性水解

被激活产生酚氧化酶激活酶，酚氧化酶激活酶水解酚氧化酶原形成酚氧化酶(酚

氧化酶原的激活是一个丝氨酸级联反应，需要一系列丝氨酸蛋白酶的参与)，酚

氧化酶再将酪氨酸经羟基化和氧化后形成醌(黑色素前体)，最终产生黑化反应，

且该级联反应受丝氨酸蛋白酶抑制剂或其它蛋白酶抑制剂的调节．因此，寄生蜂

抑制寄主血淋巴黑化产生主要是通过调节与黑化反应有关基因的转录水平来实

现。
‘

本章内容旨在通过检测二化螟幼虫被二化螟盘绒茧蜂寄生后体液免疫各项

指标的变化，研究和探讨二化螟盘绒茧蜂寄生对二化螟的体液免疫的影响。

2材料与方法

2．1供试昆虫

见第二章2．1．

2．2酚氧化酶活性的测定

参照蔡峻(2001)的方法，于寄生后O．5，1，2，3，4和5d，分别收集单头寄生

幼虫和同期未寄生幼虫的血淋巴放入冰浴的Eppendor借内，从中各取血5 ul，分
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别置于装有90双蒸水的Eppendorf管内，4"C，8 000 r／miIl离心5 rain，将各管

中的上清液分别取出，4*CF静置1 h．另取Eppendor蹭并加入以磷酸缓冲液(0．1

tool／L，pH 6．8)配置的0．02 tool／L的多巴胺溶液，分别加入静置后的上清液

60ul，振荡混匀。室温下静置5 mill，用酶标仪测定样品0D 490，并以多巴胺溶液

作为对照。以每分钟内单位积样品0D值变化0．00l为一个酶活单位(u)。重复3次．

2．3黑化作用

分别于寄生后0．5，1，2，3，4和5 d取二化螟幼虫血淋巴，加入到含有一

定提及的PBS溶液的eppendorf管中，室温下放至30min，观察血淋巴颜色的变

化，当颜色由白色变为黑褐色则记为正常黑化；而仍保持原来颜色的则记为黑化

反应被抑制，计算发生黑化反应虫数所占的百分率。每次10头试虫。

2．4血淋巴的抑菌实验

分别收集寄生后0．5，1，2，3，4和5 d取二化螟幼虫血淋巴，以血细胞培

养基、菌液(大肠杆菌菌液OD600值为O．5)、血淋巴按体积比为10：9：1的比率

混合后，30"C孵育，1h，4h后测定OD600值．

2．5感菌能力研究

用0．02％的吐温20配制0．1％的白僵菌菌液(来自浙江大学生命科学院冯明

光老师实验室，孢子悬浮液浓度为3．2×107个／m1)．用毛笔将供试幼虫连续蘸

入菌液3次，随后放入盛有人工饲料的培养皿中饲养，实验于室温28"C，相对湿

度为85％的条件下进行，每处理30头幼虫，设3个重复。同期未寄生幼虫作为

对照。观察死亡率。

3．结果

3．1寄生对寄主PO活性的影响
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图5．1二化螟幼虫被二化螟盘绒茧蜂寄生后血淋巴酚氧化酶活性的变化

Figure 5．I Changes of the phenoloxidase activity of hemolymph in Chilo suppressalis

larvae parasitism by Cotesia chilonis

幸表示同一指标在同一时间时寄生与未寄生数值间经棚4验差异达显著水平(P<O．05)．*means

that there is significant difference between parasitized and unparasitized larvae for the same

parameter measured in the same time after parasitism,compared by t-test(尸<O．05)．

结果如图5．1所示。寄生早期寄生对二化螟幼虫血细胞的酚氧化酶活性有明

显的影响，寄生后酚氧化酶的活性高于同期未寄生幼虫，其中寄生后第l~2 d酶

活性显著高于未寄生。然而，寄生后期寄生后酚氧化酶的活性则低于同期未寄生

幼虫，并在寄生后第5 d的差异达显著水平．

3．2寄生对寄主二化螟血淋巴黑化作用的影响

从图5．2中我们可以看出，二化螟盘绒茧蜂寄生后寄主二化螟幼虫的血淋巴

的黑化作用受到了一定程度的抑制，但并不产生显著性差异。前几天的抑制作用

比较明显，黑化速度比较慢，但后来随着寄生时间的增加，效果越来越不明显，

在第5天两者已无差别。
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鬈聪
图5．2二化螟幼虫被二化螟盘绒茧蜂寄生后血淋巴黑化作用的交化

Figure 5．2 Changes ofthe melanization ofhemolymph in C继lo suppressalis larvae

parasitism by Cotesia chilonis

3．3寄生会二化螟幼虫血淋巴抑菌能力的影响
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图5．3 二化螟幼虫被二化螟盘绒茧蜂寄生后血淋巴抑菌能力的变化

Figure 5．3 Changes ofthe bacateriostatic ability ofhemolymph in C五如suppressalis larvae

parasitism by Cotesia chilonis

·表示同一指标在同一时间时寄生与未寄生数值间经积9验差异达显著水平(P<O．05)。*means

that there is significant difference between parasitized and unparasitized larvae for the same

parameter measured in the same time after parasitism，compared by t-test(尸<0．05)．

由图5．3我们可以看出，寄生后血淋巴的抑茵能力降低，并在1．5d达到显著

差异。可见寄生抑制了幼虫血淋巴的抑菌反应。
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3．4寄生对二化螟感菌能力的影响

被二化螟盘绒茧蜂寄生后二化螟在感染白僵菌后的死亡率为80-a：3．3％，显著

高于对照(46．67+6．7％)，可见寄生后二化螟的感菌能力增强。

4讨论

昆虫体液免疫包括抗菌肽，抗菌蛋白和其它免疫相关分子活性体的合成

(Giglio等，2008；Bogdan等，2000；Lowenberger，2001；Vass&Nappi，2001；

Borges等，2008)及调控血淋巴凝结或黑化的复杂酶链活化反应(Muta&

1wanaga，1996； Gillespie&Kanost， 1997)。在不同的寄主．寄生蜂系统中，

寄生蜂对酚氧化酶的作用是不同的。如菜粉牡fe，．括rapae被微红绒茧蜂Cotesia
rubecula寄生后其血淋巴内酚氧化酶酶活显著降低(Asgari-等，2003)，Hartzer等

(2005)也发现被麦蛾柔茧蜂Habrobracon hebetor寄生后的印度谷螟Plodia

interpunctella的血淋巴内酚氧化酶活性明显降低，类似现象在烟草天蛾Manduca

sexta．集聚绒茧蜂Cotesia cogregata(Beckage等，1990)，粉纹夜蛾Trichoplusia ni

一镶颚茧蜂Hyposoter exiguae(Stoltz&Cook，1983)，烟芽夜蛾Heliothis virescens

．黑唇姬蜂Campoletis sonorensis(Smka&Vinson，1978)等系统中也有发现。

而在椰扁甲啮小蜂(Tetrastichus brontispae)—郴心叶甲(Brontispa longissima)

蛹系统中，寄生蛹酚氧化酶活性明显高于同期未寄生蛹(刘奎等，2008)，同样，

家蚕追寄蝇(Exorista sorbillans)寄生家蚕后其酚氧化酶活性也是升高的(李季

生等，2006)．本文结果显示，寄生后早期寄主的酚氧化酶活性升高，从而产生

大量血细胞致毒物质，使其与寄生物接触的血细胞坏死，这可能也是二化螟排除

侵入体内寄生蜂的一种方法。

寄生后寄主二化螟血淋巴无法正常黑化是与二化螟盘绒茧蜂的寄生造成寄

主幼虫酚氧化酶活性被抑制密切相关。这在其他多个寄主．寄生蜂系统中也都有

发现，如烟草天蛾Manduca sexta．集聚绒茧蜂Cotesia congregata(Beckage等，

1 990)、烟芽夜蛾Heliothis virescens．黑唇姬蜂C口，印D彪绗sonorensis(Shelby等，

2000)、棉铃Helicoverpa armigera．棉铃虫齿唇姬蜂Campo比tis chlorideae(Stoltz

&Cook， 1983)等。二化螟幼虫被盘绒茧蜂寄生后，血淋巴黑化能力受到显著
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抑制，但由于酚氧化酶活性在寄生后反而不同程度升高，因此二化螟盘绒茧蜂抑

制寄主二化螟血淋巴黑化作用可能涉及其他作用途径。 ·
．一．

寄生蜂的成功寄生往往会对寄主昆虫的免疫防御系统造成严重影响，进而影

响到寄主昆虫对其它病原微生物的抵抗能力．将二化螟血淋巴用于细菌培养时，

细菌的浓度高低在一定程度上与血淋巴中抗菌类物质的浓度大小相关．抗茵类物

质是昆虫生理系统中重要的后天性免疫因子之一。本实验发现寄生后寄主的血淋

巴的抑菌效果显著弱于对照，这与小菜蛾Plutellaxylostella．颈双缘姬蜂

Diadromus collaris系统(郦卫弟，2005)及番茄夜蛾Lacanobia oleracea．瘤姬

蜂Pimpla hypochondriaca系统(Marris等，1999)中的研究结果是相一致的。
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第六章二化螟盘绒茧蜂毒液和卵萼液对二化螟幼虫主要免

1引言

疫反应的影响

寄生蜂能成功寄生寄主昆虫，主要取决于其寄生因子对寄主免疫系统的抑制

作用．寄生蜂的寄生因子主要包括PDV、毒液、类病毒颗粒、卵巢蛋白、畸形

细胞及寄生蜂幼虫分泌物等(Asgari&Schmidt，1994；Jones，1996；Luckhart&

Webb，1996；叶恭银&胡萃，1998；Beckage，1998；Vinson等，1998；Hochuli

等，1999；Kinuthia等，1999；Shelby&Webb，1999；尹丽红，2001；Rivers

等，2002；Beckage&Gelman，2004)。寄生因子通过相互间协同作用，改变寄

主血细胞总数和各类血细胞的比例，抑制血细胞的延展与粘附能力，或破坏血细

胞骨架而降低血细胞的包囊能力等，最终攻克寄主昆虫的细胞免疫系统(Stettler

等，t 998；Beckage&Gelman，2004；Asgari，2006)。

血细胞的包囊作用一直是细胞免疫的重要组成部分之一，所以血细胞包囊的

形成过程及其调控机制的研究一直备受关注，而血细胞的包囊作用与血细胞的延

展能力息息相关，一般认为鳞翅目中参与包囊反应的主要血细胞类型是颗粒血细

胞和浆血细胞：当外物侵入虫体时，颗粒血细胞迅速粘附在入侵物的表面，继而

浆血细胞趋向颗粒血细胞，颗粒血细胞再附在浆血细胞的外面从而形成包囊

(Vass&Nappi，2001；Schmidit等， 2001)．在对寄生蜂寄生引起的寄主酚

氧化酶活性变化的研究表明：在拥有PDV的寄生蜂中，PDV是调控酚氧化酶活

性的主要因子(Beckage等，1990；Shelby等，2000；白素芬等，2003；Kim等，

2004)。但有时毒液也能对寄主酚氧化酶活性引起明显的调控作用(Asgari等，

2003；Zhang等，2004)。本章拟通过显微注射的方法研究二化螟盘绒茧蜂毒液、

萼液以及混合物对二化螟幼虫主要免疫反应的影响。
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2材料与方法

2．1供试昆虫

见第二章2．1．

2．2寄生蜂成蜂生殖系统各部分的解剖

收集羽化后2天的二化螟盘绒茧蜂的雌蜂置Olympus解剖镜下，在已灭过

菌的PBS(pH 7．4)中用解剖针轻轻拉出生殖系统，取下卵萼和毒液器官，分别移

至冰浴并含有一定体积PBS缓冲液(pH7．4)的Eppendorf离心管中，冰浴中研磨

后，4"C 10000 rpm离心10 mira，取上清，即得生殖系统各组成部分粗提液，．尔

后，以PBS缓冲液调节各组成部分的浓度，使每1山PBS缓冲液中分别含有1

个生殖系统各组成部分当量的蛋白，置．70"C保存备用或立即用于实验。

将等量的毒液粗提液和萼液粗提液混合，用相同方法调节混合物浓度为每1

山PBS缓冲液中分别含有1个生殖系统各组成部分当量的蛋白，置．70。C保存备

用或立即用于实验．

2．3二化螟盘绒茧蜂毒液、萼液以及混合物的显微注射

(1)将直径约为0．9mm的毛细管一端用拉针仪拉成直径约为0．85mm的玻璃

微针，毛细管的另一端连接在微操作系统上，接口处用封口膜封死。注射

所用工具在注射前全部放在超净工作台中在紫外线下灭菌15min．

(2)6孔板灭菌；毒液、萼液以及混合物过滤灭菌；二化螟体表灭菌。

(3)在6孔板中加入适当大小的二化螟人工饲料．

(4)显微注射在解剖镜下进行，用镊子轻轻夹住二化螟幼虫(尖端用封口膜缠

住，以免弄伤虫体)，用玻璃微针吸取2ul的毒液、萼液以及混合物，从

幼虫节间膜注射到事先体表灭菌的4龄二化螟幼虫血腔内，注射完成后将

毛细管拔出并在注射处轻轻涂抹凡士林，以免伤口流血过多或幼虫感染死

亡。注射PBS的幼虫作为对照．

(5)将注射后的二化螟放入已加入人工饲料的6孔板中，橡皮筋固定，置于无

4，
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菌的环境中饲养。

2．4毒液、萼液及两者混合物对二化螟幼虫活体内血细胞数量的影响

分别于注射毒液、萼液及两者混合物后0．5、1、2、3、4、5 d取单头二化螟

幼虫血淋巴镜检。取血时，在Parafilm膜上用灭菌后的眼科剪剪去幼虫的腹足，

待血淋巴自然流出吸取5肛l的血淋巴，置入Eppendorf离心管中，并加入10I-tl抗

凝液(100m_L蒸馏水中含NaCl 0．9 g、KCl 0．942 g、CaCl2 o．082 g、EDTA2 g)

稀释。在相差显微镜下，以血球计数板统计血细胞总数(200 X)。每次检查注射

毒液、萼液及两者混合物的4龄二化螟幼虫各3头，并重复3次。注射PBS的

幼虫作为对照。

2．5毒液、萼液及两者混合物对血细胞延展力和存活率的测定

分别取注射毒液、萼液及两者混合物后O．5、1、2、3、4、5 d的单头二化螟

幼虫血细胞5pl，加入44}tl Grace昆虫细胞培养基(上海英骏生物技术有限公司)

和1¨l PTU，培养4 h后置于倒置显微镜下观察、考查延展和未延展的浆血细胞和

颗粒血细胞的数量，浆血细胞变为梭形或其它不规则形状计数为延展?颗粒血细

胞以细胞伸出伪足计数为延展，并计算两种血细胞的延展率。其中，延展率(％)

=延展的血细胞数量／考查的血细胞的总数量x100。同时，以Eppendorf微量移液

器吸出各处理孔穴中的血细胞悬浮液，加等体积的0．04％盼蓝溶液混匀，室温

放置10 min后，以血球计数板于Olympus相差显微镜下考查染成蓝色(死亡)

和未被染色(存活)的血细胞的数量，计算血细胞死亡率。重复3次。注射PBS

的幼虫作为对照。

2．6毒液、萼液及两者混合物对血细胞包囊作用的影响

分别取注射毒液、萼液及两者混合物后0．5、1、2、3，4、5 d的单头二化螟

幼虫血细胞，吸取10I_tl的血淋巴加入到已放有389l Grace昆虫细胞培养基的96

孔细胞培养板中，加入1pl的苯基硫脲(PTU)溶液和1斗l的微珠Sephadex A-50

(北京拜尔迪生物公司)，使微珠数量在15．30个左右，并用Parafilm膜封好，
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放在27"C恒温箱内，于12 h后观察包囊形成情况，并计算包囊指数。包囊指数

⋯⋯⋯⋯一。(％)=匹(某一包囊级数×该包囊级别的Sephadex A一50微珠数目)／(供试

SephadexA-50微珠的总数x5)】x100．重复3次．注射PBS的幼虫作为对照．

2．7毒液、萼液及两者混合物对二化螟酚氧化酶活性的影响

分别取注射毒液、萼液及两者混合物后O．5、1、2、3、4、5 d的单头二化螟

幼虫血淋巴5 m置于装有90山去离子水的冰浴的Eppendorf管内，4"C，8 000

r／rain离心5 min，将各管中的上清液分别取出，4"C下静置l h．另取Eppendorf

管加入50山静置后的上清液，并加入等体积溶液浓度125mg／ml的多巴胺溶液，

混匀。室温下静置5 min，用酶标仪测定样品OD490．多巴溶液作为对照．以5—10

min内单位积样品OD值变化0．001为1个酶活单位㈣。重复3次．注射PBS的

幼虫作为对照。

2．8毒液和卵萼液对二化螟幼虫离体血细胞延展和存活影响的测定

以75％酒精消毒二化螟幼虫体表，于无菌操作台内采集血淋巴，置于含少量

苯基硫脲的Eppendorf离心管中，再各取5“1分别加到每孔含44m Grace昆虫细

胞培养基(上海英骏生物技术有限公司)和1pl PTU的96孔细胞培养板的各孔

穴中。尔后，将成蜂生殖系统各部分提取液按2山的量分别加入3个不同孔穴中。

设仅加2“l PBS缓冲液为对照．接着，置27。C细胞培养箱中培养，分别于1和4

h后置Leica倒置显微镜下任选3个视野观察、考查各处理孔穴中延展和未延展

的血细胞数量，并计算两种血细胞的延展率。其中，延展率(％)=延展的血细

胞数量／考查的血细胞的总数量×100。同时，以Eppendorf微量移液器吸出各处理

孔穴中的血细胞悬浮液，加等体积的0．04％台盼蓝溶液混匀，室温放置10 min

后，以血球计数板于Olympus相差显微镜下考查染成蓝色(死亡)和未被染色

(存活)的血细胞的数量，计算血细胞死亡率。加入PBS的作为对照。

2．9毒液和卵萼液对二化螟幼虫离体血细胞血细胞包囊作用的影响

将二化螟幼虫血细胞加入到含Grace昆虫细胞培养基的96孔细胞培养板中，
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再将生赌系筑各组成部分提取液按2 1．tl的量分别加入3个不同孔穴中，并加入微

珠Sephadex A，50(北京拜尔迪生物公司)，使微珠数量在15．30个左右，并用

Parafihn截封好，放在27。C恒湿籍内培养，加入PRs的作为对照。培养12 h后

霞Leica。斛置显敛镜下考查各处理孔穴中不同包囊设别的Sephadex A-50微珠粒

数，计算包囊指数。

3结累

3．置注射毒液、萼液及两者混合物列⋯二化螟幼虫活体内血细胞数量的

影响

7： 3天 4天 5大

图6．：注射二化摈盘绒茧蜂毒液、卵萼液及其混合物对二化螟幼虫血细胞数量的影响，

图中彳：同字母代表差异达显著水平(P<0．05)。

：蛰’凡i．!EItbct；of’VClionijcalyx／or mixture ofvenom and calyx fluid ofCotesia chilonis on

THCs of C17／／0．9Urppres．，alis larvae，different capital letters show significantly difference(P<O．05)。

对二化螟4龄幼虫注射二化螟盘绒茧蜂毒液和卵萼液混合物可明显诱导寄

主血细胞数量升高，其中在注射后第3d与对照及单独注射毒液或卵萼液的差异

l三置薹-j．‘一要￡．!j：攀；二：7至象毒矗或卵萼液对寄主血细胞数目的影响多不明显，

但在注射后第5d注射卵萼液的寄主血细胞数目与注射混合物的相当，比对照与
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单独注射毒液的则显著为高。

3．2注射毒液、萼液及两者混合物对二化螟幼虫活体内血细胞延展力

和存活率的影响

由图6．2可知，活体注射二化螟盘绒茧蜂毒液、卵萼液或两者混合液均可显

著抑制二化螟幼虫血细胞的延展率。与对照相比，注射毒液后二化螟幼虫血细胞

的延展率均受到显著的抑制，并达到显著性差异；注射卵萼液后二化螟幼虫的延

展率也受到显著的抑制；同样，注射同等浓度的混合物抑制也达到显著性水平。

并且，在开始的0．5一l天，注射毒液后血细胞的延展率要低于注射卵萼液的，

后来注射毒液的延展率逐渐上升，高于同等注射卵萼液的血细胞的延展率，并且

在第0．5天时，注射毒液的血细胞的延展率与注射混合物的达到显著性差异，但

后来差异并不显著，也就是说，开始阶段注射毒液的增效作用比较大，后来这种

作用慢慢减弱，总之，注射混合物对二化螟幼虫血细胞的延展能力抑制最强。

70

0 5J／： 1夕、 2夕< 37i 4／、 57

图6．2 注射二化螟盘绒茧蜂毒液、卵萼液及其混合物对二化螟幼虫血细胞延展率的影

响，图中不同字母代表差异达显著水平(P<0．05)。

Figure6．2 Effects of venorn／calyx／or mixture of venomand calyx fluid of Cotesia chilonis on

the spreading rate of Chilo suppressalis larvae，different capital letters show significantly

difference(P<0．05)。

由图6．3可以看出，活体注射二化螟盘绒茧蜂毒液、卵萼液或两者混合液对

二化螟幼虫血细胞死亡率的影响与其对血细胞延展率的相似。与注射PBS的对
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照相比，注射毒液、萼液及两者混合物后血腔中血细胞的死亡率呈上升趋势。其

中，注射毒液与对照相比，除第2和4天外，均达到显著性差异；注射卵萼液的

与对照相比，除第1天外其他时间均出现显著性差异；二注射混合物的与对照相

比均达到显著性差异。另外，我们可以看到，除第O．5天外，注射卵萼液的血细

胞的死亡率均高于同期注射毒液的，但两者都小于注射混合物的血细胞的死亡

率．

60] 臻PBs瞳毒液 黪卵萼液 髓毒液+卵萼液

图6．3 注射二化螟盘绒茧蜂毒液、卵萼液及其混合物对二化螟幼虫血细胞死亡率的影

响，图中不同字母代表差异达显著水平妒<o．05)。

Figure6．3 Effects ofvenom／calyx／or mixture ofvenom and calyx fluid ofCotesia chilonis on the

mortality ofChilo suppressalis larvae，different capital letters show significantly

difference(P<0．05)．

3．3注射毒液、萼液及两者混合物对二化螟幼虫活体内血细胞包囊能

力的影响

由图6．4可以看出，与注射PBS的对照相比，注射毒液、萼液及两者混合

物后血细胞的包囊能力降低。其中，在0．5天，注射毒液、萼液及两者混合物后

血细胞的包囊能力都与对照产生显著性差异，在1天时，注射毒液后血细胞的包

囊能力都与对照产生显著性差异，但是注射萼液及两者混合物后血细胞的包囊能
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力都与对照产生显著性差异，在第二天之后，虽然注射毒液、卵萼液及两者混合

物后血细胞的包囊能力降低，但是并不产生显著性差异。总体而言，注射混合物

后血细胞的包囊能力最弱，其次为注射卵萼液，注射毒液的血细胞的包囊能力最

强。而且随着时间的延长，与对照相比，包囊能力的差异越来越小，注射毒液、

卵萼液及两者混合物后血细胞的包囊能力呈上升趋势．

60 j 嚣PBS 穰毒液 ÷鼍孵蒗 瞪雹酗菠+孵菠

∞镰 蠡

图6．4注射二化螟盘绒茧蜂毒液、卵萼液及其混合物对二化螟幼虫血细胞包囊能力的

影响，图中不同字母代表差异达显著水平俨<o．05)．

Figure 6．4 Effects ofvenom／calyx／or mixture ofvenom and calyx fluid of Cotesia chilonis on

the encapsulation capability of Chilo suppressalis larvae，differem capital letters show

significantly difference(P<0．05)．

3．4注射毒液、萼液及两者混合物对二化螟幼虫酚氧化酶活性的影响

由图6．5我们可以看出，活体注射二化螟盘绒茧蜂不同寄生因子对寄主二化

螟血淋巴中的酚氧化酶活性存在明显影响，且呈现不同的日变化。在注射不同寄

生因子后o．5d，寄主酚氧化酶活性明显增高；注射后第ld：酶活都出现下降，

其中单独注射毒液和卵萼液的均明显低于对照；第2d：注射混合液的酶活继续

降低，而单独注射毒液和卵萼液的酶活则有一定升高，其中注射混合液和毒液的

与对照相当，注射卵萼液的明显高于对照；第3d：酶活都出现升高，且都明显
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高于对照；第4d：注射混合液的酶活出现降低，明显低于对照，而单独注射毒

液和卵萼液的则继续升高，均明显高于对照；第5d：酶活都下降，其中以注射

混合液和卵萼液的均显著低于对照，而单独注射毒液的则略低于对照。一

O．07

O．06

P 0．05
；

芝0 04

、慧

j O 03

～
O 02

O．01

0

鏖
T I《

馕
图6．5注射二化螟盘绒茧蜂毒液、卵萼液及其混合物对二化螟幼虫血淋巴酚氧化酶活性

的影响，图中不同字母代表差异达显著水平cP<0．05)。

Figure 6．5 Effects of venorn／calyx／or mixture of venom and calyx fluid of Cotesia chilon&on

t11e he phenoloxidase activity of hemolymph of Chilo suppressalis larvae，different capital letters

show significantly difference(P<O．05)。

3．5毒液和卵萼液对二化螟幼虫离体血细胞延展和存活影响的测定

离体加X---化螟盘绒茧蜂不同寄生因子能明显降低寄主二化螟血细胞的延展

率。其中单独加入毒液和卵萼液共培养1h后对血细胞延展率的抑制程度与对照

无显著差异，而加入混合液的抑制程度达显著水平；在共培养4h后，血细胞抑

制程度增大，加入不同寄生因子后的血细胞延展率均显著低于对照，其中以加入

混合液的为最低。

． 加入二化螟盘绒茧蜂毒液、卵萼液及其混合液共培养均能增加寄主血细胞的

死亡率。共培养1h后，对照与处理之间并差异不显著，但共培养4h后，各处理

的血细胞死亡率有增高，其中以单独加入毒液和混合液的显著高于对照。
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O．45

O．4

0．35

§o·3
一O．25

矬o．2U
鼠o．15

o．1

0．05

o

l h 411

图6．6注射二化螟盘绒茧蜂毒液、卵萼液及其混合物对离体二化螟幼虫血细胞延展率

和死亡率的影响，图中不同字母代表差异达显著水平cP<0．05)。

Figure 6．6 Effects ofvenom／calyx／or mixture ofvenom and calyx fluid ofCotesia chilonis on

the spreading rate and mortality of Chilo suppressalis larvae in vitro，different capital letters show

significantly difference(P<0。05)。
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3．6毒液和卵萼液对二化螟幼虫离体血细胞包囊作用的影响

o
o

敷
卫蕾
●’一

恻
J出

毒腺 卯萼液 毒液一gp萼液

图6．7注射二化螟盘绒茧蜂毒液、卵萼液及其混合物对离体二化螟幼虫血细

胞包囊能力的影响，图中不同字母代表差异达显著水平(P<o．05)。

Figure 6～Effects of venom／calyx／or mixture of venomand calyx fluid．of Cotesia chilonis Oil

the encapsulation capability of Chilo suppressalis larvae in vitro，different capital letters show

significantly difference(P<0．05)．

注：图为同一时间不同处理之间的对比。

培养12h后，加入毒液、卵萼液和混合物的血细胞的包囊能力有所下降，但

是并不与对照产生显著性差异。但是三者的包囊指数都要小于50％，而对照的包

囊指数要大于60％，而三者的包囊指数大小依次为：卵萼液>毒液>混合物。

4讨论

在寄生蜂寄生的早期，寄生蜂逃避寄主的免疫防御系统通常采用以下2种策

略：(1)将能抑制寄主免疫防御系统的寄生因子随蜂卵一起注入寄主体内，这些

寄生因子主要干扰寄主对蜂卵的细胞和体液免疫作用；(2)蜂卵表面的分子模拟

使寄主免疫防御系统不再识别其为外来异物。当前的研究重点多集中在前者，即

有关寄生因子的功能及调控机制研究。寄生蜂的寄生因子主要包括存在于卵萼液

中的PDV、毒液和畸形细胞等，其中PDV和毒液是来源于雌蜂生殖系统且随蜂

卵一起注入寄主体内的重要寄生因子。为探讨这两种寄生因子在寄生蜂突破寄主

免疫防御系统中的作用，并排除蜂卵干扰的影响，本文采用活体注射和离体共培
51
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养法分析比较不同寄生因子处理(毒液、卵萼液及两者混合液)对二化螟免疫功

能的影响．结果表明，不同二化螟盘绒茧蜂寄生因子处理均能不同程度影响二化

螟血细胞数量、延展率、死亡率和包囊作用以及血淋巴酚氧化酶活性等．

注射研究实验表明注射毒液对二化螟幼虫血腔中血细胞的总数几乎不产生

显著性影响，二注射同等浓度的卵萼液和混合物则会对血细胞的数量产生显著性

差异，此外，注射混合物的二化螟的血细胞的数量要高于注射卵萼液的血细胞数

量，由此我们可以看出，毒液对卵萼液有增效作用。

寄生蜂寄生对寄主血细胞数量的影响主要有以下情况：(1)寄生蜂寄生对寄

主血细胞数量无显著影响(Hu等，2003)；(2)寄生蜂寄生可以引起寄主血细胞

数量的增加(Strand等，1991；张忠等，2004；杭三保等，1991；Kitano，1986；

郦卫弟等，2004)；(3)寄生蜂寄生引起寄主血细胞数量的下降(Vinson，1971；

David等，1987)。在本实验中，我们可以看出，通过显微注后寄主血细胞的数

量是增加的，而在前面的实验中我们可以发现，二化螟盘绒茧蜂寄生二化螟幼虫

后，其血细胞总数是上升的， 这与前面的寄生实验是相符的。而且，本实验还

明确了二化螟盘绒茧蜂的卵萼液能够引起寄主血细胞的明显增加，特别是在毒液

的协同作用下这种能力更加明显。

此外，我们可以看到注射毒液、萼液及两者混合物后二化螟幼虫的血细胞延

展能力得到了明显的抑制．我们可以看出：(1)毒液在作用的早期对二化螟的血

细胞的延展有很明显的抑制作用，但是随着时间的延长，这种抑制作用虽然一直

存在，但是有减弱的趋势，说明二化螟的血细胞的廷展能力得到了恢复(2)萼

液和混合物对血细胞的延展能力有更明显的抑制作用，而且这种作用有一定的持

久性，同时混合物的抑制作用更强烈一些。而前人研究表明，注射毒液后寄主血

细胞的延展能力的恢复可能是由于毒液免疫抑制功能的丧失或者是血细胞免疫

功能的恢复(Stoltz和Guzo，1986)．

与对照二化螟幼虫血细胞的包囊能力相比，注射毒液的二化螟幼虫的血细胞

的包囊能力在第1天出现显著性差异，但是此后这种抑制作用消失；而注射同等

浓度的卵萼液和混合物的抑制作用的抑制作用要持久一些．总体而言，注射毒液、

卵萼液和混合物都起到了抑制血细胞包囊能力的作用，但是三者的作用强度依次

为混合物、卵萼液、毒液。而注射毒液、卵萼液和混合物后二化螟幼虫的酚氧化

酶活性是升高的。
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通常情况下，具有PDV的内寄生蜂在调控寄生蜂寄主免疫反应的作用中起

主要作用的是PDV，而不是毒液(Asgari，2006)．在有的寄生蜂．寄主系统中，

毒液几乎没有发挥什么作用，例如索诺唇齿姬蜂．烟蚜夜蛾系统中，毒液几乎没

有起什么作用(Webb，1994)．而再有的寄生蜂．寄主系统中，寄生蜂的毒液能

够对其卵萼液或PDVs其增效作用，例如在粘虫绒茧蜂．粘虫寄生系统中，单独

的毒液对颗粒血细胞没有影响，但当毒液和卵萼液混合时能抑制血细胞的延展，

最终导致血细胞的溶解(Wago，1989)．二化螟盘绒茧蜂毒液对寄主血细胞免疫

和体液免疫均有一定作用，而且与卵萼液一起具有协同增效效果。

在一些寄生蜂．寄主系统中，寄生蜂毒液蛋白是其PDV的感染和基因表达的

主要因素，例如在菜粉蝶微红绒茧蜂毒液中分离出来的一种多肽对PDVs在寄主

血细胞中的表达来说是必需的(Zhang，2004)，同时另外两种毒液蛋白能够与其

PDV编码的一免疫抑制蛋白协同发挥抑制寄主的免疫反应的功能(Asgari，1997；

Asgari，2003)，在多样性如此复杂的寄生蜂群体中，寄生蜂毒液中到底存在哪

些活性成分，这些活性成分如何发挥作用，仍然是值得探讨的问题。因此，二化

螟盘绒茧蜂毒液的活性成分组分及其作用机制将是值得探讨的重要课题内容之
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第七章不同地理种群二化螟相关免疫指标的测定

1引言

二化螟是水稻上的主要害虫之一。二化螟在中国分布广泛，飞行能力不强，

以滞育高龄幼虫当地越冬为主。近些年来， 二化螟在我国水稻主产区的危害逐

年加重(瞿开良，2007)。每年二化螟越冬幼虫的基数和越冬存活率决定了来年

的发生程度，越冬二化螟能否安全越冬并成为有效虫源与其越冬生物学特性密切

相关，同时也与水稻耕作栽培制度和全球气候变化等因素有关(沈建新等，2001)．

二化螟在不同地区之间生态特点上展示明显的偏好性。即时在同一区域，二化螟

的种群密度也会因为年份或季节的不同而不同。70年代，我国螟害轻微，但是

在1993年，二化螟急剧回升，1996年以来更是连年爆发成灾，给水稻生产造成

巨大损失(盛承发，2003)．如何有效、安全防治二化螟以促进水稻优质、高产、

稳产是当前急需解决的重要课题之一．

昆虫免疫系统(包括细胞免疫和体液免疫)对于保证昆虫免受病原等侵扰、

提高种群增长率具有重要意义．昆虫的免疫能力可受到外界环境的影响，从而引

起寄主昆虫与寄生蜂之间的免疫竞争关系变化。鉴于昆虫血细胞数量和包囊能力

等是检测细胞免疫水平的主要参数、酚氧化酶活性是衡量昆虫体液免疫水平的重

要指标，本文拟通过系统研究这些二化螟免疫相关指标，比较二化螟种群免疫能

力的地区差异，旨在为探讨螟虫防卫机理及其与寄生蜂优势种、病原生物流行等

地区分布的关系，进而指导螟虫防治提供基础。

2槠料与力法

2．1供试昆虫

二化螟：自浙江龙游，浙江金华，浙江富阳，湖北武汉，江苏高淳，江苏扬

州，江西宜黄，浙江安吉水稻田采集越冬代二化螟幼虫，室内群体饲养，在人工
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气候羔E(28：J：l℃，16L：8D)I勾化蛹， 羽化后饲以20％蜜糖水，在水稻苗上产

卵，收集卵块，孵化后以稻种苗饲养(尚稚珍等，1979)，取5龄二化螟幼虫用于

实验(陆玉荣等，2003)．

2．2血细胞总数的测定

分别取浙江龙游，浙江金华，浙江富阳，湖北武汉，江苏高淳，江苏扬州，

江西宜黄，浙江安吉的单头5龄二化螟幼虫，在无菌操作台内取单头二化螟幼虫

血淋巴镜检．取血时，在Parafilm膜上用灭菌后的眼科剪剪去幼虫的腹足，待血

淋巴自然流出吸取5此的血淋巴，置入Eppendo躏心管中，并加入lo I．tL抗凝液

(100 mL蒸馏水中含NaCl 0．9 g、KCl 0．942 g、CaCl2 0．082 g、EDTA 2 g)稀

释。在相差显微镜下(200 X)，以血球计数板测定血细胞总数．每次测定5龄二

化螟幼虫各5头，并重复3次。

2．3包囊反应的测定

分别取浙江龙游，浙江金华，浙江富阳，湖北武汉，江苏高淳，江苏扬州，

江西宜黄，浙江安吉的单头5龄二化螟幼虫，．将直径为O．5mm的钓鱼线插入二

化螟体内，室温下分别培养6h，12h， 24h后取出，利用image j软件进行计算

灰度值计算。每次检查5龄化螟幼虫5头，并重复3次。

2．4 PO活性的测定

分别取浙江龙游，浙江金华，浙江富阳；湖北武汉，江苏高淳，江苏扬州，

江西宜黄，浙江安吉的单头5龄二化螟幼虫，收集单头幼虫血淋巴放入冰浴的

Eppendorf管内，从中各取血5 ul，分别置于装有90双蒸水的Eppendorf徨；内，

4。C，8 000 r／min离心5 min，将各管中的上清液分别取出，4。C下静置1 h。

另取Eppendorf管并加入以磷酸缓冲液(O．1 mol／L，pH 6．8)配置的0．02 mol

／L的多巴胺溶液，分别加入静置后的上清液60ul，振荡混匀。室温下静置5 min，

用酶标仪测定样品0D 490，并以多巴胺溶液作为对照。以每分钟内单位积样品

oD值变化0．001为一个酶活单位(u)。重复3次。血淋巴混合液蛋白总浓度测定
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采用Bradford(1976)检测法，用酶标仪测定样品OD595值，并以结晶牛血清白蛋

白为标准蛋白，制作标准曲线。每次检查5龄化螟幼虫3头。

2．5数据分析

数据采用DPS软件(唐启义和冯明光，2007)进行方差分析、f测验等统计

分析。采用对应分析(Correspondence Analysis)系统分析不同二化螟种群在免

疫能力上的地区分布特征．

3结果与分析

3．1二化螟不同种群血细胞总数的测定

9．0E帕5

． 8．OE卜05

7．0EI-05

—6．0K-·-05
毛

皂5．0E+05
删
籁
翟4．0日-05
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目3．0鲫5
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1．O臼-05

0．0E}00

浙江安吉浙江富阳浙江金华浙江龙游江苏高淳江苏扬州江西宜黄湖北武汉

图7．1不同地区的血细胞总数

Figure 7．1 TheTHC of Chilo suppressalis larvae amongdifferent areas

由图7．1可以看出，不同地里种群之间血细胞数量存在一定差异。浙江龙游，

安吉，金华，富阳，江苏高淳，扬州和江西宜黄之间不存在显著性差异，武汉与

其他地区存在差异。
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3．2包囊反应的测定

在处理6h时，二化螟不同种群幼虫对鱼线包囊黑化程度存在明显差异(图

7．2)，其中以浙江富阳和江西宜黄等种群显著高于江苏高淳和扬州以及湖北武

汉等种群；12h时，二化螟幼虫对鱼线的包囊黑化程度均有增加，其中以浙江安

吉种群变化较为明显，而不同种群间的差异变化不明显，仍以浙江富阳和江西宜

黄等种群显著高于江苏高淳和湖北武汉等种群；24h后，二化螟不同种群幼虫的

包囊黑化程度均明显增强，且不同种群问差异不再显著，其中江苏高淳和扬州以

及湖北武汉种群的增幅较大．

3．3 PO活性的测定

由图7．3可以看出，二化螟不同种群的幼虫血淋巴酚氧化酶存在明显差异其

中以浙江富阳和金华等种群显著高于浙江安吉、江苏高淳和扬州以及江西宜黄等

种群。 ．

3D

2．5

2．0

a
1

岂1．5
妲
落

1．O

0．5

0．O

浙江安吉浙江富阳浙江金华浙江龙游江苏高淳江苏扬州江西宜黄湖北武汉

图7．3二化螟不同种群幼虫血淋巴酚氧化酶活性的比较

Figure 7．3 Comparison of phenoloxidase activity in larval hemolymphfrom different populations

of Chilo suppressalis
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Figure 7．2 Comparison of encapsulation capability of hemocytes in the larvae from different

populations of Chilo suppressalis

3．4二化螟不同种群血淋巴可溶性蛋白含量的比较

二化螟不同种群的幼虫血淋巴可溶性蛋白含量存在显著差异(图7．4)，其中
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以湖北武汉种群显著高于浙江富阳和龙游等种群，而显著低于浙江安吉和金华、

江苏高淳和扬州、以及江西宜黄等种群．

善

曹
面
缸
皿
}田{

趔
辨
宫

浙江爱吉新江冒阳新扛金毕浙江龙掰江万鬲浮江而扬州江西苴贾湖北武汉

图7．4二化螟不同种群幼虫血淋巴可溶性蛋白含量的比较

Figure 7．4 Comparison of soluble protein content in larval hemolymph from different populations

of Chilo suppressalis

3．5二化螟不同种群免疫相关指标的对应分析 ．

对二化螟不同种群免疫相关指标的对应分析发现，根据免疫能力相关指标可

将不同地区二化螟盘绒茧蜂分成4个类群(．Jfl=94．9；df=35；p<O．001)：(1)以浙

北和苏南为代表的浙江安吉、江苏扬州和高淳种群；(2)以浙西和赣中为代表的

浙江富阳和龙游以及江西宜黄种群；(3)以浙中盆地为代表的浙江金华种群；(4)

以华中地区为代表的湖北武汉种群。
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图7．5二化螟不同种群免疫相关指标的对应分析

Figure 7．5 Correspondence analysis of immune—associated parameters within

different populations of Chilo suppressalis

4讨论

鳞翅目幼虫的血细胞的生成与血腔中游离血细胞的细胞分裂及造血器官的

造血功能有关(Gardiner&Strand，2000)．原血细胞是所有类型细胞分化的基础，

这类细胞直接从造血器官中解离后游离于血腔中，再在其他生理因素的刺激下，

进一步完成形态分化(Gupa&Sutherland，2000)．二化螟不同地区种群幼虫

血细胞的数量差异可能与其体内追血功能以及原血细胞分化能力有关。

昆虫血细胞的包囊是颗粒血细胞和浆血细胞粘着于异物表面的囊鞘结构，其

形成涉及血细胞接触异物后血细胞延展和粘附的性能改变，该过程受信号分子、

粘附分子以及同源接受因子的调控(Lavine&Strand，2002)。二化螟不同地区

种群幼虫在血细胞包囊能力上存在显著差异，这可能与颗粒血细胞和浆血细胞等

在血细胞数量中所占比例及其延展性和粘附性等存在差异有关。

昆虫的体液免疫系统是昆虫免疫系统的重要促成部分，其中黑化过程是昆虫

体内涉及免疫防御反应的重要生化过程，而酚氧化酶被认为在黑化过程中其关键

作用(Ratcliffe等，1984；Sugumaran&Kanost，1993)。因此酚氧化酶活性是

反映昆虫免疫防御能力的重要指标。二化螟不同地区种群幼虫在血淋巴酚氧化酶

活性存在显著差异，这在一定程度上反映二化螟幼虫血淋巴黑化作用的强弱。
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二化螟不同种群在免疫能力上的地区性差异，可能与当地种群的遗传结构及

其生存环境有关。探明二化螟免疫能力的种群差异将有助于了解螟虫的防卫机理

及其与寄生蜂优势种、病原生物流行等地区分布的关系．
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一讨论一可佑

第八章总讨论

近年来，寄生蜂与寄主相互关系的研究应经成为国际上生物防治领域中的研

究热点，并且主要是关于寄生蜂作用于寄主的生理、生化及分子机制的研究(Cai

等，2004；Hu等，2003；Parkinson等，2002； Rivers， 2004； Rivers等，

2002； Villagra等，2002； Zhang等， 2004)．二化螟作为重要的水稻害虫，

对其进行防治具有重要的经济效益和社会效益。而二化螟盘绒茧蜂作为二化螟幼

虫重要的优势种天敌寄生蜂，其对二化螟具有很好的控害作用。因此，本文就此

寄生蜂与其寄主二化螟之间的相互关系展开研究与讨论．

’寄生蜂对寄主生理调控因子主要有PDV、毒液、类病毒颗粒、卵巢蛋白、

畸形细胞及寄生蜂幼虫分泌物等(Beckage&Gelman，，2004；Asgari&Schmidt，

1994；Beckage，1998；Hochuli等，1999；Jones，1996；Kinuthia等，1999；

Luckhart&Webb，1996；Rivers等，2002；Shelby&Webb， 1999；Vinson

等，1998； 叶恭银&胡萃， 1998； 尹丽红， 2001)，其中，研究的最多的是

关于PDV、毒液和畸形细胞的。研究认为在寄生蜂产卵后，毒液和PDV首先发

挥作用来保护蜂卵，当寄生蜂孵化后，它们在畸形细胞和幼虫分泌蛋白的协同作

用下，共同调节寄主的免疫系统。本论文通过对二化螟盘绒茧蜂的主要寄生因子

展开研究，我们发现该蜂雌蜂中的主要寄生因子有PDV、毒液和畸形细胞。

免疫抑制是保证寄生蜂成功寄生并完成生长发育的关键和前提条件，主要针

对寄主的细胞免疫和体液免疫。被寄生蜂寄生后，寄主血细胞会通常发生一系列

变化，例如血细胞数量及各类血细胞所占比例、细胞延展能力和包囊能力等发生

改变等。这些变化往往会导致寄主血细胞的正常免疫反应受到阻碍，从而使得寄

生蜂能够在寄主体内存活并且生长发育。本文研究发现，二化螟幼虫被二化螟盘

绒茧蜂寄生后，血细胞总数、颗粒血细胞和浆血细胞数量均呈增多趋势，但是颗

粒血细胞和浆血细胞所占血细胞总数的比例并未受到显著性影响。二化螟盘绒茧
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蜂寄生对二化螟血细胞的死亡率存在明显影响。寄生后的二化螟血细胞死亡率多

明显高于同期未寄生幼虫的，其中以寄生后第1~4d的死亡率显著为高．二化螟

幼虫血细胞吞噬能力在被二化螟盘绒茧蜂寄生后，呈现先下降后升高的趋势，而

且寄生后的血细胞吞噬能力多明显低于同期未寄生的．在二化螟盘绒茧蜂寄生后

的开始阶段，二化螟幼虫血细胞延展性受到显著抑制，但随后延展性呈回升趋势；

同样在寄生后的二化螟幼虫血细胞包囊能力亦呈先降后升的趋势。由于血细胞延

展功能与其包囊能力密切相关，因此当血细胞延展能力恢复时，其包囊能力也逐

渐恢复。鉴于二化螟幼虫可能通过增加细胞数量来加强对二化螟盘绒茧蜂卵入侵

的免疫防御；而二化螟盘绒茧蜂则通过杀死血细胞以降低其数量，以及早期抑制

血细胞的延展性、包囊和吞噬作用等来应对寄主细胞对蜂卵的免疫反应．当蜂卵

孵化成幼虫后，似已适应寄主血细胞的免疫防御体系，可能采取其他方式应对寄

主的免疫防御作用，因而寄主血细胞的延展性、包囊和吞噬作用有一定恢复。我

们随后以二化螟盘绒茧蜂主要寄生因子对二化螟幼虫活体注射后，亦发现寄主血

细胞有相似变化。尽管有学者认为抑制寄主血细胞免疫反应不一定是寄生蜂存活

的必要条件之一(Asgari等，2002；Moreau等，2003)，而我们根据二化螟盘

绒茧蜂寄生对寄主血细胞的影响，推测该寄生蜂应对寄主细胞免疫的策略可能只

是不同寄生因子分阶段协同作用的结果。

在昆虫免疫系统中，体液免疫是重要的防御机制之一．在昆虫体液免疫反应

中，酚氧化酶活性是评价其免疫能力的重要指标。二化螟幼虫在被二化螟盘绒茧

蜂寄生后初期，其体内血淋巴酚氧化酶活性亦出现先增高后降低的趋势；活体注

射该蜂寄生因子后酚氧化酶活性出现相似变化。由于酚氧化酶参与血细胞吞噬作

用和包囊黑化反应等，因此寄生后寄主血淋巴酚氧化酶活性增高可能是寄主自身

应对外源蜂卵侵入刺激的一种本能免疫信号反馈机制作用的结果，但由于血细胞

免疫功能遭到破坏，因而酚氧化酶参与的免疫防御通路可能发生变化，从而产生

大量血细胞致毒物质，使得血细胞坏死．当然，上述推测尚有待于实验证实。

另外，我们通过显微注射实验发现，注射毒液、萼液及两者混合物后二化螟

幼虫的免疫反应与对照相比也发生了一系列的变化。注射毒液对二化螟幼虫血腔

中血细胞的总数几乎不产生显著性影响，而注射同等浓度的卵萼液和混合物则会

对血细胞的数量产生显著性差异，此外，注射混合物的二化螟的血细胞的数量要

高于注射卵萼液的血细胞数量，由此我们可以看出，毒液对卵萼液有增效作用。
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注射毒液，萼液及两者混合物后二化螟幼虫的血细胞延展能力得到了明显的抑

制。我们可以看出：(1)毒液在作用的早期对二化螟的血细胞的延展有很明显的

抑制作用，但是随着时间的延长，这种抑制作用虽然一直存在，但是有减弱的趋

势，说明二化螟的血细胞的延展能力得到了恢复(2)萼液和混合物对血细胞的

延展能力有更明显的抑制作用，而且这种作用有一定的持久性，同时混合物的抑

制作用更强烈一些。而前人研究表明，注射毒液后寄主血细胞的延展能力的恢复

可能是由于毒液免疫抑制功能的丧失或者是血细胞免疫功能的恢复(Stoltz&

Ouzo，1986)。射毒液、卵萼液和混合物都起到了抑制血细胞包囊能力的作用，

但是三者的作用强度依次为混合物、卵萼液、毒液。而注射毒液、卵萼液和混合

物后二化螟幼虫的酚氧化酶活性是升高的。通过体外实验我们也发现，二化螟盘

绒茧蜂毒液、卵萼液和混合物加入到离体血细胞后血细胞的延展率降低，血细胞

的死亡率升高，细胞的包囊能力有所下降，萼液和混合物对血细胞有更明显的作

用，而且这种作用有一定的持久性，同时混合物的作用更强烈一些，由此我们推

断毒液对卵萼液有增效作用。．

二化螟盘绒茧蜂寄生寄主后，二化螟生长立即加速，在寄生前期，二化螟体

重显著增加，但发育受阻，发育历期延长，由于二化螟盘绒茧蜂从寄主体内啮出

后，寄主二化螟幼虫不再取食，因此，从整个过程来看，寄生后的二化螟幼虫的

食物摄取要低于对照。而对于寄生蜂而言，刚寄生后的寄生蜂由于有较为充分的

养分支持，因此开始寄生蜂的发育较快，但后来空间和养料的限制使得寄生蜂的

发育缓慢。

二化螟盘绒茧蜂的幼蜂分为3个龄期，其中，前2个龄期的幼虫在寄主的体内

度过，3龄幼虫从寄主体内啮出并结茧化蛹。前人研究表明，茧蜂的幼虫分为3

个龄期是茧蜂的一个显著特点(o’Donnell，1987；Shaw，1991；Carignan，1995)。

二化螟盘绒茧蜂蛹初期呈幼虫状，单眼和复眼都是有颜色的，蛹发育到后期阶段，

呈裸蛹状，伴随着蜂蛹的发育，下颚，胸腔，腹部，触角的颜色依次逐渐加深。

这与棉大卷叶螟甲腹茧蜂(Albert，1994)，半壁弯尾姬蜂(黄芳，2008)个体

发育过程中的体表着色顺序是一致的。

综上，二化螟盘绒苴蜂通过长期的进化适应，已能够对寄主生理过程包括免

疫防御和营养代谢等进行有效调控，从而使寄生蜂免受寄主免疫反应的影响，完

成自身的个体发育。 ·
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本论文创新之处：

本文首次以二化螟．二化螟盘绒茧蜂为研究模式系统，从寄生蜂的个体形态发

育、主要寄生因子、寄生蜂寄生和寄生因子离体及活体注射等对寄主血细胞免疫

和体液免疫的影响等方面展开系统研究，获得的结果为深入研究寄主．寄生蜂系

统的生理调控机制提供重要参考．

三、不足之处

1．本文仅就二化螟盘绒茧蜂寄生和主要寄生因子对寄主二化螟幼虫细胞免疫

和体液免疫产生影响的现象作了描述，由于时间等限制未对产生这些现象的

内在机理展开研究；

2．本文有关二化螟不同地区种群间免疫相关能力的比较，未能结合其对寄生蜂

免疫防御能力是否存在差异的关系分析。

四、未来的研究方向

在本文研究结果基础上，可进一步探讨二化螟盘绒茧蜂PDV及其基因表达

产物对寄主二化螟幼虫的生理功能；并对二化螟盘绒茧蜂毒液成分作深入分析，

以明确其与PDV的内在关系及其在寄主生理调控中的作用。
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