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浙江大学博十学位论文：蜕蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒液的生化特性与生理功能

中文摘要

本论文针对国内外有关寄生蜂毒液性质与功能研究主要限于姬蜂科和茧蜂科，而有关其

它科寄生蜂研究甚少之现状，特对隶属金小蜂科的蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒液的性质

和功能进行了系统研究，主要结果概括如下：

1蝶蛹金小蜂成蜂生殖系统抑制寄主细胞免疫因子的确定

蝶蛹金小蜂卵巢、卵子、输卵管、睾丸和雄性附腺提取物处理其寄主菜粉蝶蛹和柑桔风

蝶蛹血细胞后，其细胞延展率、死亡率及对Sephadcx A一50微珠的包囊率与对照相比均无显

著差异；而雌蜂毒液则可显著抑制血细胞延展及对Sephadex A-50微珠的包囊，并引起血细

胞的显著死亡。可见，蠛蛹金小蜂毒液是抑制其寄主血细胞免疫的主要因子。此蜂毒液的功

能显然不同于具多分DNA病毒(PDV)的茧蜂或姬蜂。

2两种金小蜂毒器官发育动态及其与卵子发育的关系

饲以蜂蜜的蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂雌蜂发育过程中，毒腺长度变化不大，毒囊变

化明显，雌蜂刚羽化时，毒囊形态较瘪，随雌蜂的发育毒囊体积迅速膨大，蛋白含量迅速增

加，3 d后稳定于一定水平．并持续至死亡。未喂食蜂蜜水的蝶蛹金小蜂发育过程中，毒腺

长度变化不明显，毒囊发育相对较慢，雌蜂寿命明显缩短。交配和喂食蜂蜜水对蝶蛹金小蜂

和丽蝇蛹集金小蜂雌毒腺长度均无显著影响，交配不影响两种金小蜂雌蜂毒囊大小和毒液蛋

白含量。但喂食蜂蜜水对此可产生显著正面影响。

喂食蜂蜜水并正常交配的蝶蛹金小蜂毒器官各组成部分的发育与其卵巢中成熟卵的数

量均存在正相关关系，而与其卵巢中l级卵和II级卵的数量成负相关关系。毒器官各组成部

分之间的发育也呈现相应的线性关系。丽蝇蛹集金小蜂毒囊直径发育与其卵巢中II级卵数量

存在相关关系，毒器官其它组分与卵巢中各级卵数量均无线性相关关系。毒器官各组成部分

之间的发育呈线性关系。

3两种金小蜂毒液的蛋白组成及分子特性

蝶蛹金小蜂毒液蛋白的梯度PAGE电泳结果显示由12条谱带组成，分子量为17．47～

879．67kDa，其中7条带大于100kDa，蛋白含量以分子量为558．64kDa、308kDa和178．17

kDa的三条蛋白谱带为主。丽蝇蛹集金小蜂毒液蛋白的梯度PAGE图谱由9条带组成，分子

量为17 62～809．94 kDa，其中以分子量为246．20 kDa蛋白含量为最高。SDS-PAGE分析表
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明，蝶蛹金小蜂毒液蛋白主要由17条带组成，分子量为14．11～165 18kDa，其中9条带分

f量集中丁2117～44 41 kDa，而丽蝇蛹集金小蜂毒液蛋白由14条带组成，分子量为14 11

～ 155 93 kDa，其中6条带集中于21．15～36．68 kDa。蝶蛹金小蜂毒液蛋白等电点集中于4～

7，而丽蝇蛹集金小蜂毒液蛋白等电点多大于5。对蝶蛹金小蜂毒液双向电泳胶内表达量较

高的7个点进行MALDI-TOF质谱分析，并以UCSF的MS．FIT查询表明，该7种蛋白与数

据库中所有蛋白匹配率均不高，最高仅为35％。蝶蛹金小蜂毒液抑制两种寄主血细胞及"In

细胞系延展并引起细胞死亡的活性组分为分子量大于100kDa的蛋白，引起Ha细胞系死亡

的活性组分也为大于100kDa蛋白。

4影响两种金小蜂毒液生理活性的理化因子分析

温度和缓冲液pH值对蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒液生理活性有显著影响。表面活

性剂SDS、Tween 20、Triton X一100、NP 40和Chaps对两种金小蜂毒液生理活性均无显著影

响。1 mg／ml的蛋白酶K处理10 min对蝶蛹金小蜂毒液无影响，但可使丽蝇蛹集金小蜂毒

液功能部分丧失，1 mg／ml的胰蛋自酶则可使两种金小蜂毒液活性完全丧失。缓冲液的盐浓

度(NaCI)对两种金小蜂毒液生理活性均无显著影响。蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒液

正已烷提取物的水相部分有生理活性，而有机相无生理活性，氯仿：乙醇提取液有机相和无

机相均无生理活性。菜粉蝶4龄幼虫1：1腔分泌物及中肠液均可使两种金小蜂毒液生理括性完

全丧失。

5两种金小蜂毒液中酶的组成及酶活力的时间动态

酶化学方法测定结果表明．两种金小蜂毒液中有碱性礴酸酶、酸性磷酸酶、磷酸二酶酶、

酯酶和磷酯酶，各种酶活性随毒腺器官的发育变化均呈下降趋势．丽蝇蛹集金小蜂毒液中还

有广谱蛋白酶，而蝶蛹金小蜂毒液中则乏之。广谱蛋白酶活性在丽蝇蛹集金小蜂雌蜂羽化后

前3 d增加较快，而后稳定于某一水平，童至雌蜂死亡。

6毒液对菜粉蝶蛹血细胞数量、组成、存活及包囊作用的影响

菜粉蝶蛹被蝶蛹金小蜂寄生或注射毒液后，血细胞数量于注射后0．5～4 d与未寄生蛹、注

射TBS及注射丽蝇蛹集金小蜂毒液的蛹相比均显著升高，注射蝶蛹金小埠毒液后，菜粉蝶蛹血

细胞数量与同期寄生蛹相比差异不显著，而注射TBS和丽蝇蛹集金小蜂毒液的菜粉蝶蛹血细胞

总数与未寄生蛹相比差异也不显著。就菜糟蝶蛹血细胞日变化趋势来看，各处理蛹血细胞总数

均于2d前升高，尔后降低。
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菜粉蝶蛹被蝶蛹金小蜂寄生或注射毒液后，浆血细胞所占比例由处理后0．5～4 d逐渐降

低，来寄生蛹、注射TBS及注射丽蝇蛹集金小蜂毒液的菜粉蝶蛹浆血细胞所占比例于0．5～3 d

变化不大，到第4 d显著下降，颗粒血细胞所占比例的变化恰反之，蝶蛹金小蜂毒液均可显著

降低菜粉蝶蛹浆血细胞的比例，提高颗粒血细胞的比例。

蝶蛹金小蜂寄生或注射毒液可显著降低菜粉蝶蛹血细胞的延展、存活及包囊反应。寄生

或注射毒液后0．5～4 d菜粉蝶蛹浆血细胞和颗粒血细胞的延展率、存活率及对Sephadex A．50

珠的包囊作用均显著低于未寄生蛹、注射TBS及注射丽蝇集金小蜂毒液的蛹。

7毒液对菜粉蝶和柑桔风蝶不同虫态血细胞形态、存活和行为的影响

蝶蛹金小蜂毒液能显著抑制菜粉蝶蛹和5龄幼虫活体浆血细胞和颗粒血细胞的延展，

注射0．5VRE丽蝇蛹集金小蜂对菜粉蝶蛹和5龄幼虫浆血细胞和颗粒血细胞的延展均无显著

影响。蝶蛹金小蜂毒液还可显著影响菜粉蝶蛹和5龄幼虫活体浆血细胞和颗粒血细胞的存

活；丽蝇蛹集金小蜂毒液对活体菜粉蝶蛹和5龄幼虫浆血细胞和颗粒血细胞的存活均无显著

影响。

蝶蛹金小蜂毒液对离体菜粉蝶蛹和5龄幼虫浆血细胞和颗粒血细胞的延展和存活也有

显著抑制作用。丽蝇蛹集金小蜂毒液对菜粉蝶蛹浆血细胞和颗粒血细胞及5龄幼虫浆血细胞

的延展有显著影响，对菜粉蝶蛹颗粒血细胞的延展无显著影响，对菜粉蝶蛹和幼虫浆血细胞

与颗粒血细胞的存活均无显著影响。

0．5 VRE蝶蛹金小蜂毒液可显著抑制柑桔凤蝶蛹和5龄幼虫活体浆血细胞和颗粒血细胞

的延展和存活。0．5 VRE丽蝇蛹集金小蜂毒液对柑桔风蠛蛹和5龄幼虫活体浆血细胞和颗粒

血细胞的延展和存活均无显著影响。

蝶蛹金小蜂毒液对离体培养的柑桔风蝶蛹和5龄幼虫浆血细胞和颗粒血细胞的延展和

存活均有显著抑制作用。藤蝇蛹集金小蜂毒液对柑桔风蠛蛹和5龄幼虫浆血细胞和颗粒血细

胞的延展同样有显著抑制作用，而对柑桔风蝶和5龄幼虫浆血细胞和颗粒血细胞的离体存活

无显著影响。

蝶蛹金小蜂毒液可显著抑制菜粉蝶和柑桔风蠊5嫠幼虫和蛹活体和离体血细胞对

Sqahadex A-50珠的包囊反应，丽蝇蛹集金小蜂毒液则无此作用。

8蝶蛹金小蜂毒液对寄主蛹酚血细胞氧化酶活性及血淋巴黑化作用的影响

蝶蛹金小蜂寄生或注射其毒液对菜粉蝶和柑桔风蛹血细胞中酶氧化酶活性无显著影响，
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臼龄对菜粉蝶和柑桔风蝶的朱寄生蛹、寄生蛹和注射TBS蛹及注射毒液柑桔风蝶蛹血细胞

酚氧化酶活性有显著影响，随蛹曰龄的增跃，血细胞中酚氧化酶活性逐渐减弱，而日龄对注

射毒液菜粉蝶蛹血细胞酚氧化酶活性无显著影响。菜粉蝶和柑桔风蝶蛹被寄生或注射毒液

后，血淋巴对Sephadex A．50黑化作用均来受到抑制，血细胞对血淋巴的黑化能力也无显著

影响。蝶蛹金小蜂毒液对寄生前后含血细胞和不含血细胞的菜粉蝶蛹血淋巴离体自我黑化及

对Sephadex A-50珠黑化作用均无抑制作用。而苯基硫脲(PTU)则可完全抑制这种黑化作

用。

9毒液对菜粉蝶非免疫系统组织细胞的影响

蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒液对菜粉蝶蛹神经系统的脑、咽下神经节，生殖系统的

睾丸、成虫卵巢，消化系统的中肠及脂肪体和幼虫丝腺细胞的存活均无任何影响，处理后

0．5和4 h所有细胞的死亡率均为0。蝶蛹金小蜂毒液对菜粉蝶蛹的脑、咽下神经节、中肠及

脂肪体细胞的贴壁行为有显著影响，蝶蛹金小蜂毒液存在情况下，四种细胞的贴璧行为均受

到严重抑制。丽蝇蛹集金小蜂毒液对菜粉蝶蛹的所有组织细胞的存活和贴壁行为均无显著影

响。

10毒液对蝶蛹金小蜂非寄主昆虫血细胞及昆虫细胞系的影响

蝶蛹金小蜂毒液对斜纹夜蛾幼虫浆血细胞和颗粒血细胞的延展和存活均有显著抑制作

用，而丽蝇蛹集金小蜂毒液则无此作用。两种金小蜂毒液对家蝇和棕尾别麻蝇幼虫浆血细胞

和颗粒血细胞的延展和存活均有显著抑制作用，且蝶蛹金小蜂毒液的抑制作用似更强。而两

者对中华稻蝗成虫、美洲大蟪成虫、瘤缘蝽若虫、假眼小绿叶蝉若虫、小菜蛾幼虫、大蜡螟

幼虫、大螟幼虫、棉铃虫幼虫、家蚕幼虫、直纹稻苞虫幼虫、茶尺蠖幼虫、大猿叶虫幼虫、

中华蜜蜂幼虫和黑翅土白蚁成虫血细胞的延展均无显著影响。

另外，蝶蛹金小蜂毒液可显著抑制Tn细胞系的延展和存活，而丽蛹集金小烽毒渡对Tn

细胞系的延展和存活均无显著影响。两种金小蜂毒液对Ha细胞系的存活均有显著影响。

11蝶蛹金小蜂毒液对寄主蛹表皮主要物质含量与组成的影响

蝶蛹金小蜂寄生和注射毒液对菜粉蝶蛹和柑桔风蝶蛹表皮蛋白含量均无显著影响，但可

引起菜粉蝶蛹表皮中可溶性蛋白含量显著下降和柑桔风蝶蛹表皮中可溶性蛋白含量显著升

高；蝶蛹金小蜂寄生可引起菜耪蝶和柑桔风蝶蛹表皮膳类含量显著降低，注射毒液对表皮脂

类含量无显著影响。
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菜粉蝶蛹表皮碳氢化合物约有17种．主要为烃类(14种)，含量约占表皮碳氢化台物总

量的90％上；杂环类物质、酯类和酮类各一种，共占表皮碳氢化合物总含量的6％左右。

蝶蛹金小蜂寄生对菜粉蝶蛹表皮中烃类、酮类、酯类及杂环类物质的相对含量均无显著影响。

柑桔凤蝶蛹表皮碳氢化合物约有18种，以烃类为主(13种)，含量约占表皮碳氢化合物总

量的50％以上；醇类和杂环类物质各一种，各占表皮碳氢化合物总量的20％以上；有机酸1

种，酯类2种，共占表皮碳氢化合物总量的5％左右。丰甘桔凤蝶蛹被蝶蛹金小蜂寄生后，其

表皮碳氧化台物Bis(2．cthylhexyl)phthalate、Hexaeosane和Hcptacosane的含量与未寄生对照

蛹相比显著升高，而Oxirane，heptadccyl．的含量显著降低，寄生对柑桔风蝶表皮中烃类、醇

类、酯类及有机酸类的相对含量均无显著影响，而对杂环类物质的相对含量有显著影响。

12蝶蛹金小蜂毒液对两种寄主蛹血淋巴和脂肪体主要物质含量的影响

寄生对菜粉蝶和柑桔风蝶蛹血淋巴可溶性蛋白含量均无显著影响，注射毒液则可引起二

者血淋巴可溶性蛋白含量的显著升高。寄生和注射毒液均可引起菜粉蝶和柑桔风蝶蛹腊肪体

蛋白和血淋巴脂类含量的显著下降，而对二者脂肪体中脂类含量则无显著影响。

13寄生和注射毒液对菜粉蝶蛹血淋巴中氨基酸组成的影响

寄生对菜粉蝶蛹血淋巴中各种氨基酸含量均无显著影响，但可引起总氨基酸含量的显著

下降，注射毒液对菜粉蝶蛹血淋巴中各种氨基酸和总氨基酸含量均无显著影响。就氨基酸类

别来说，蝶蛹金小蜂寄生对菜粉蝶蛹血淋巴中芳香族氨基酸和杂环族氨基酸含量均无显著影

响，但可导致脂肪族氨基酸含量的显著下降，注射毒液对菜粉蝶蛹血淋巴中芳香族氮基酸、

脂肪族氨基酸和杂环族氨基酸的相对含量均无显著影响。

日龄对菜粉蝶未寄生蛹、寄生蛹、注射毒液蛹和注射TBs蛹血淋巴中总氨基酸含量均有

显著影响，而对各种氨基酸含量均无显著影响。就氨基酸种类来说，日龄对菜粉蝶未寄生蛹、

寄生蛹、注射毒液蛹和注射TBS蛹血淋巴中芳香族氨基酸含量均有显著影响，对未寄生蛹、

注射毒液蛹和注射TBS蛹血淋巴中杂环族氨基酸含量也有显著影响，而对寄生蛹血淋巴中杂

环族氨基酸含量无显著影响，对未寄生蛹、寄生蛹、注射毒液蛹和注射TBS蛹血淋巴中脂肪

族氨基酸含量均有显著影响。

关键诃：蝶蛹金小蜂，丽蝇蛹集金小蜂，毒液，电泳，质谱分析，菜粉蝶，柑桔风蝶，血细

胞，延展，存活，包囊反应，非免疫系统组织，非寄主昆虫，昆虫细胞系，表皮蛋白，表皮

可溶性蛋白，表皮碳氢化合物，表皮脂类，脂肪体，血淋巴，蛋白质，脂类，氨基酸
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Biochemical characters and physiological functions of venoms

from two pteromalid wasps，Pteromaluspuparum and Nasonia

vitripennis(Hymenoptea：Pteromalidae)

Abstract

Studies of bioehemial characters and physiological founctions of parasitoid were foused on

braconid and iebuanmonid wasps，but in other families were fewer．So we stadied the biochemical

characters and physiological functions of V目loms from two peromalid wasps，Pteromalus

puparum and Nasonia vitripennis．The results Were shown as follows．

1．Host immune inhibiting factors in the reproductive system of Pteromalus

Puparum

Extractsofovary,eggs，oviductfromfemaleP．puparurn andtestes，maleaccessoD,giandfrom

maleP．puparum had no effects on spreading，mortality and eneapanlafion capability ofhemocytes

from P．rapae and P．xuthus pupae．But venom矗om female P．p殉Darlon could inhibit the

spreading and encapanhtion eapabifity ofthe hemocytes and“斑significant death ofhemoeytes．

We considered vanoln is the host immunity inhibiting factor in只puparum female．Venom

functions in the parasitoid WaS different with v4目loIns from braconid and ichneumonid wasps had

polydnavirus．

2．Development of venom apparatus from two pteromalid wasps and their

relationship with the oogenesis

The length of vanom#ands盎om female P．puparum and N．vitripennis fed with 20％honey

water had no significantly change witll the development of female wasps．but the diameters of

venom reservoir and proteins in them increased rapidly in the first 3 days aft盯female wasps’

eclosion，and persisted at the levels until the death of female wasps．The length of venom giands

from non—fed P．puparum and N．vitripennis female also had no significantly changes．but the

development of VenOm reservoirs were much slower．Mating and feeding had nO effects 011 the

length of venoln glands from P．puparum andⅣ．vitripennis female．mating had 110 effects OB the
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diameters and protein content ofvenom reservoirs，but feeding had significantly beneficial effects

Development of venom apparatus from mating and feeding P．pupanJm had positive

relationship with the numbers of mature eggs and negative relationship with the numbers of

grade 1 and grade II eggs from the ovary．But development of venom apparatus from maling and

feeding N．vitrirpennis had no correlation with the numbers of mature eggs and immature eggs

except that vellom reservoir diameter had negative relationship with the numbers of grade 1I eggs

in the ovary．Parts of venon3 apparatus of two pteromalid wasps also had positive relationships

with each other．

3-Composition and molecular character of venom proteins from two pteromalid

wasps

Analysis of the 5～15％gradent-PAGE profile mvealed the p∞∞∞ce of 12 protein bands with

moleeuhr weight ranging from 17．47 to 879．67 kDa in the P．puparum vellom，of which 558．64

kDa，308 k．Da and 178．17 kDa proteins wea'o the highest three in the v∞loln．The factors in P．

puparum vffi3．om inhibiting the spreading and inducing the death of hosts’hemocytea were both

proteins with native mohⅫdar weight above 100 kDa．Conversely,9 protein bands with molecular

weight between 17．62 to 809．94 kDa weI'e detected in the N．vitripennis vfmom．

Analysis of the 10％SDS-PAGE profile revealed the p麟韶∞of 17 protein bands with

molecular weight ranging from 14．11 kDa to 165．18 kDa,ofwhich 9proteinbands between 21．17

～44-41 kDa were relatively abundant，wea'e observed in P．朋Ⅲm venom．In contrast。14

protein bands betweal 14．1 1～155．93 kDa，ofwhich 6 protein bands between 21．15～36．68 kDa

were relatively rich，wcre found inⅣ．vim'pennis valom．The factors in P．puparum valom

inhibiting the spreading and inducing the death ofh06ts’hemoeytes were both proteins with native

molecular weight above 100 kDa．

pI of venom proteins from P．puparum were between 4 and 7，and 5 to 10 fromⅣvitripennis．

Atter analyzed with MALDI-TOF MS for sevefl higher expression spots from 2-DE gel of P．

p唧，1硎”aloln and searched in UCSF with MS—FIT,we found the matching mtio ofthe checking

proteinsandproteinsfrom databasewereverylower，withthehighestmatching ratio of35％．

4·Physical and chemical factors affected the physiological functions of venoms

1X
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from Pteromalus puparum and Nasonia vitripennis

Temperature and pH had significantly effects OIq the physiological functions of venoms from P．

puparum and Nasonia vitripennis，but detergents as SDS，Tween 20，Triton·X 100，NP 40 and

chaps had no effects on them．When treated with lmg／ml proteinase K at 37"Cfor 10 min，the

functions ofP．puparum venom were not affected，but the functions ofN．vitripennis vellom were

partially lost，After Ireatad with 1 mg／ml trypsin，the functions ofthe two pteromalid venoms were

lost．Salt concentration rNaCl)in the V曲0n1 distilling buffer had no effects On the functions ofthe

two ve!ftoIns，The aqueous phase of hexane extra．ions of the two ptcmmalid wasps'venom had

activity，but the organic phase had no activity．Chloroform／methanol extraction could make the

two venoms lose thek ph蜘cal functions both in organic and aqueous phase．5血instar P．rapae

larvae salivary secretion and mid-gut fluid incubated with the two venoms at 37"C for 10 min

could make th锄be inactive．

5．Enzyme categories and their activity dynamic in the venoms from two

pteromalid wasps

Alkaline phosphatase，acid phosphatase,p_h∞pk，dicgIm∞，phospholipase and esWfase Wel'e

detected in the two pteromalid wasps vanomg,the onzyflle activity in the vlg曲ms were declined

with the development ofthe two pteromalid Wasp8．Protease Wgl'e only dea：eted in the venom ofN．

vitrip∞nis，the aIzyme activity increased rapidly at the first 3 days aftcf the eclosion ofthe female

wasps，and then stabled砒the Icvd till death．

6．Venoms from two pteromalid wasps on the number,composition，spreading,

viability and encapsulation capability ofhemocytes from Pierls rapae pupae

Both in parasitized and P．puparum venom竭ectcd hosts，total hemoeytes counts(THCs)were

significantly highel"than thoSe of the non-parasitized。TBS-Ⅻected andⅣvitripennis venom

injected ones．while there Were no marked difference in THCs betw珊parasitized and P．

puparum venom-injectad hosm．As to M vi们'pennis vmom-injected pupae,,the ch峭ofTHCs
were similar to those ofnon-parasitizad and TBS injeetad ones．THCs in the treated pupae Were all

increased at the first 2 days after pupation and then decreased gradually．

Percentageofplasmatocytesinparasitized andP．puparumvenom嫡ectedP rapaepupaeWere

X
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decreased gradually after the treatment for 0．5 to 4 days．But the percentage of plasmatocytes in

parasitized and P．puparum venom injected P．rapae pupae had no significant changes after the

treatrnenl for 0．5 to 3 days，but decreased at the 44 day after treatment．The changes of granular

cells percent from P．rapae pupae were on the opposition．Parasitization and P．puparum venom

injection could decrease the percentage of P．rapae pupae plasmatoeytes，and increase granular

cell percentage．Parasitizafion or P puparum VerlOITl injection could decrease the spreading

percentage，viability and encapsulafion capacity of P．rapae pupae hemoeytes，butⅣ．vitripennis

venom injeetion had no effects．

7·Effects of Veliolrlls from Pteromalus puparum and Nasonia vitripennis oil the

spreading,viability and encapsulation capibility of hemoeytes from Pieris rapae

and Papilio xuthus 5t‘instar larvae and pupae

The spreading percentage ofplasmatocytes(PLO and granular cells(oRs)from P．rapae and P．

xuthus 5。instar larvae and pupse d∞eased significantly af河蝎吲耐with 0．5 VRE(v纽om

reservoir equivaleat)只puparum veilom for 0．5 to 96 h．P puparum vellom also had negative

effects Oil the viability ofPLs but not GRs fromP．rapae andP．xuthus 5。instar larvae and pupae

in vivo·Ⅻccled with 0．5 VREⅣvitripennis vanom had no effects on spreading and viability of

PLs and GRs‰P rupae and P．xuthus 5山instar larvae and pupae

P puparum veilom with concentrations from 0．002 to 0．02 VRE，pl had s耐ous e疗幻t8 on

sprl。a曲lgandviabilityofPLsandGRsfromP．rapaeandP．xu臆us5minstarllarvaemadpupaei雄

vitro·ButⅣvim'pennis vdlom only bad significant effects oil蒯l spreading with conc∞廿ation

above O．016 VRE／u 1 and had no significant effects on cell viability．

P·puparum venom could reduce the encapsulation capability ofhemocytes from P．嘲口e and P
xuthus 5也instar larvae and pupae加vivo and in vitro significanfly．

8·Efleets ofPteromaluspuparum Venom们the hemocyte phenoloxidase activity

and melanization capability of hemolymph from Pieris rapae and Papilio枷蠊淞

pupae

n。helnocytes phenoloxidase acivity decreased gradually with the devel唧∞t。f
”o”-p”si6蒯，pa“idzed and TBS-injeeted and iV．Vitn'pennis venom injeeted P．rapae and P．
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xuthus pupae，but maintained at the same level in P．puparum venom injected hosts after injected

mr 0．5 tO 4 days．Parasitization or P．puparum venom injection had no effects Oil melanization

capability of hemolymph from P．rapae and P xuthus pupae to Sephadex A一50 beads．Hemocytes

also had no effects on the melanization capability of hemolymph．尸puparum venom had no

effects OD melanization capability ofparasitized and non-parasitized P rapae hemolymph with or

without hemocytes．but刑could inhibit the melanization completely．

9．Effects of venoms from Pteromalus puparum and Nasonia vitripennis on the

non-immune system organic cells

Venom from P puparum had no effects On viability of brain，subpharyngeal ganglion，testis，

female adult ovary，silk·#and of larvae，mid-gut and fat buay cells，but eenuld prevent the

adhering behavior ofbrain，subpharyngeal ganglion，mid-gut and fat body cells．On the opposite，

Venom from 17．vitripennis had nO effects on the viability and adhering behavior ofthese cells．

10．Effects of venoms from Pteromalus puparum and Nasonla vitrlpennis on

hemoeytes from non-target insects ofPteromaluspuparum and insect eeH lines

Venom from P．p哪2rtoff but not N．viripennis could inhibit the spreading and viabifity of PLs

and GRs from Spodoptera litura larvae in“自—D significantly．Both of venoms from the two

pteromalid wasps had adverse effects on the spreading and viability ofPLs and GRs from Muaca

domestica and Sarcophagaperegrine larvae in vitro，

Conversely，venoms from the two ptetomalid wasps had rio effects Ori the spreading of

hemoeytes from non-target insects of只puparum as，Oxya chinenMs，Periplaneta americana，

Odontotermes formosanus，Acanthoeoris scaber,Empoasca vitis，Plutella xylostella,Galleria

mellonella,Sesamia inferen,Helicoverpa armigera,Ectropis oblique,B"l研mori,Parnara

guttatus，Colaphellus bowringi and却担eerana加vitro．

P．puparum but notⅣ．vitripennis VenOm had adverse effects Oil spreading and viability of Tn

cells／n vitro．BothofthetwoVenOmS couldinducethe significantdeathofHa cellsin vitro．

II．Effects ofPteromaluspuparum venom Oil the composition and content ofmain

substance in cuticle ofPieris rapae and Papilioxuthus pupae

Parasitization orP．puparum venom岫eetion had NO effects on the titers ofcutieularproteins of

Ⅻ



AbsiTact

P．rapae and尸xuthus pupae，but could induce the increasing ofsoluble protein titers in cuticle of

P rapae pupae and decreasing in P．xulhus pupae Titers of cuticular lipid in P rapae and，’

xuthus pupae decreased significantly after parasitized by P puparum．But verlom injection had no

effects on these．

17 kinds of cuticular hydrocarbon were detected in the P．rapae pupae cuticle，including 14

kinds ofhydrocarbon，1 kind ofheteroeycle，ester and ketone Was detected，respectively,ofwhich

hydrocarbon accounting for more than 90％ofthe total mass．Parasitization had no effects on the

relative contents of different cuticutar hydrocarbon in P．rapae pupae cuticle．P．xuthus cuticle

contained 18 kinds ofeuticularhydrocarbon，including 13 kinds ofhydrocarbon，2 kinds ofester,

1 kind ofalcohol，heterocycle and organic acid,reslx∞tively．Afler pamsitlzafion，relative contents

of Bis(2-cthylhexyl)phthalate，Hexacosane and Heptacosane w骶increased signifieantly．but

Oxirane，heptadecyl—decxeased significantly．

12·Effects ofPteromaluspuparum venom on the metabolism of protein and lipid

in hemolymph and fat body ofP／eris rapae and Papilio xuthus pupae

The titen of hcanolymph soluble proteins in parasitized P．rapae and P．xuthus pupae were

similar to nan-parasitized ones，but increased significantly in the valom injeeted pupae．The total

lipid titers in hemolymph of parasitized and VenOm injected pupae decreased significantly．The

titers of soluble proteins in the fat body decreased after parasifizatlon or P puparum VenOm

injection P．mime and P．xuthus pupae；whereas the lipid dters in the fat body maintained at the

salne level as non-parasitized 0r TBS injected onas．

13·Parasitizaiton and Pteromaluspuparum venom injection on the composing of

amino acid in Pierls rapae pupae hemolymph

Parsitization had no effects on the relative contents of diffcrant amino acids in the P．rapae

pupae hemolymph，whereas induced the decreasing of the titer of total amino acid．But P

puparum verJlom injection had no effects on the relative contents ofdifferent amino acids锄d titer

of total amino acid in P rapae pupae hemolymph．Parasitization had no effects ml the relative

。彻劬ts of aromatic and heterocyclic amino acid，but could induce the significant d删ing
”latlve contents of aliphatic amino acid in the P rapae pupae hcmolymph．Conversely．venom
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njection had rio effects on the relative contents of aromatic，heterocyclic and aliphatic amino acid

n the 1L rapae pupae hemolymph

Age had significant effects on total amino acid amount in non-parasitized，parasitized，

venom-injected and TBS—injected P．rapae pupae hemolymph，but had no effects on different

amino acids relative contents ofthel33

Key words：Pteromalus puparum，Nasonia vitripennis，Venom，Eleetrophoresis，MALDI-TOF

analysis，Pieris rapae，Papilio xuthus，Hemocyte，Spreading，Viability，Encapsulation capability,

Non-illuntmc system，Non·target insects，Insect cell lines,Cuticular protein，Soluble protein in

cuticle，Cutieular hydrocarbon，Cutieular Lipid，Fat body,Protein，Lil id，Amino acid．
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刖 舌

随着人类生活水平的改善和提高，国际社会和广大公众对农产品安全性的要求日趋严

格，对大幅度降低其化学农药(或其它非安全’陛物质)污染与残留的期望日益迫切。正园如

此，自20世纪90年代以来，世界各国尤其是发达国家先后均提出了倡导生物防治和农业防

治为主的害虫治理策略，以减少化学农药用量的短期和长期行动计划(Matteson，1995)。为

此，我国也采取了相应的积极措施，农业部于2001年4月就正式启动了“无公害食品行动

计划”。尽管如此，迄今生产上害虫防治仍过多依赖于化学农药，化学农药销售和用量仍有

增无减，农药残留超标问题仍未根本解决。据统计，目前我国农药年使用量超过130万吨，

单位面积用量达世界平均水平的2倍：农药污染的农田达1．4亿亩，全国每年因污染造成的

壹接经济损失高达160多亿元。不仅如此，化学农药使用中更严峻的问题是，农药品种结构

不合理，高毒、剧毒品种用量居高不下。这种状况已导致了环境污染和残留超标的严重后果，

如，据农业部组织有关部门对北京、天津、上海和山东等地蔬菜抽样检测结果显示。200t～

2003年农药残留平均超标15％一37．5％。即使到了实旋“无公害食品行动计划”第四年的

2004年平均超标率还有2．5‰有的还严重超标。不仅如此，而且也使得我国具有明显价格

优势的劳动密集型产品，如蔬菜、果品、茶叶等农产品的出口难以攻破入世后日益增多的国

外绿色技术壁垒。使我国仍处于每个农业劳动力农产品出口额的世界最低水平行列(据统计

与发达国家差距400—500倍)。如，2002年浙江省保鲜蔬菜和暂时保藏蔬菜园毒死蜱残留

超标而出口日本的量分别下降了2咖29％。若这些问题不能从根本上得以解决，面对欧
盟和日本等更为严格的新农药残留标准．我国农产品出口将面临更大的挑战。因此，如何结

合现代生物技术等新技术，深入探索害虫生物防治的新原理与新方法，研制具自主知识产权

的环境友好型生防制剂．开辟害虫生物防治新途径，乃是当前及今后相当长时间内亟待解决

的重大科学问题。

寄生蜂是一类重要的害虫生防作用物。在传统生防中业已得到充分的肯定。据v∞

Driesche等(1996)统计，在释放860种天敌防治2741种害虫的事例中，216例成功事例

中就涉及到393种寄生蜂。然而。至今仍大多使用寄生蜂个体防治害虫，这样其生产规模有

时难以扩大，大田使用时还会受环境因子等影响而失去应有的效果。若能利用寄生蜂控制害

虫的一些活性物质如抑制寄主免疫或调控寄主生长发育的毒液，冉结合现代生物技术可能将

使寄生蜂发挥更大的作用。寄生蜂毒液在害虫生防中有着广阔的应用潜力，它不仅有望直接

研发成新型杀虫活性物质，而且因其对寄主害虫免疫系统的扰乱还有望提高自然界害虫病原



前言

菌对害虫的自然控制作用(Jones el aL，1 993；Dani P，aL，2003；Backage et aL，2004)。鉴于蝎

子、蜘蛛和社会性膜翅目昆虫等毒腺毒液中碱性毒蛋白(多肽或酶)研究与应用已有成果，

结台现代生物技术，寄生蜂毒液将比寄生蜂其它抑制寄主免疫或调控寄主生长发育因子(如

PDV基因组以多个大小不一的DNA片段组成，并整合于寄生蜂基因组中，它的应用不及毒

液蛋白容易)更易用之于害虫的防治。如今蝎子毒索基因己成功地用于构建重组杆状病毒杀

虫剂(MeCutehene el a1．，1991；Regev el a1．，2003)和培育转基因抗虫作物(Barton甜aL，

1990)。但这类毒紊有神经性麻痹作用，其生态和食品安全的风险性较大。相比之下，内寄

生蜂毒液在这方面的应用可能更为安全，因为大多数内寄生蜂毒液蛋白不同于蝎子等毒液蛋

白，系分子量较大的酸性蛋白(Lelak et a1．，1989)，仅能抑制寄主免疫、调控寄主生长发育

等，而无神经麻痹作用(Jon∞el a1．，1993；Quieke，1997；Backage et aL，2004)。正因如此，内

寄生蜂毒液的生理活性物质的组成及其生理功能，以及活性物质的基因等研究颇值得加强，

然而这方面研究至今仍相当薄弱。

蝶蛹金小蜂Pt自romalus删p口Ⅲm是一种蔡糟蝶Pieris忡ne和柑桔风蝶Papilio xulhus

的蛹期重要寄生蜂，生防潜力颇大。其生物学和生态学(胡萃，1986；胡萃和万兴生，1988；胡

萃和俞伯良。1987)及其与寄主的生理关系已有较详研究(吕惹平等，2000；蔡峻等，2000；

2001；2002；Cai et aL，2001；2004)，在此基础之上，我们开展对其毒渡中生理活性因子的研

究。丽蝇蛹集金小蜂是一种高等双翅目蝇类的蛹期特异性寄生蜂。对其研究主要侧重于其体

内Wolbachia麸生菌对其性别决定的研究(Nar et a1．，1988；Wm'ea et aL，1986；1987；

Bordeastein＆Werren，t998；ⅥfⅫ＆MiImot，1999；Palm拼a1．，2000；Tram＆Sullivan，2002；
Rivero et a1．，2003；Shaker＆West，2004；Shaker et aL，2004)、丽蝇蛹集金小蜂寄生及其毒液

对寄主的免疫抑制、营养调控及对非寄主昆虫及细胞系的研究(Rivm's＆D(mliager,1994；

1995 a；1995b；Riversetal．，1993；1999；2002；RiveaB，2004)，而对丽蝇蛹集金小蜂毒器官发育

及毒液蛋白组成及毒液功自E研究尚少。两种金小蜂有较近的亲缘关系，且均属蛹期特异性寄

生蜂，但蝶蛹金小蜂属内寄生蜂，而丽蝇蛹集金小蜂属外寄生蜂，两种毒液既有相同之处，

又有其各自特点，我们通过对二者性质与功能比较的研究，一方面为明确寄生蜂毒液对其寄

主和非寄主的调控作用、昆虫对其自然寄生蜂和非自然寄生蜂毒装的反应是否相同，以对寄

生蜂与寄主关系的理论加以充实，另方面也为筛选新型杀虫活性物质．为研发环境友好与食

品安全型的生防制_；f!i或生物杀虫剂增效剂提供具自主知识产权的新型杀虫基因奠定基础。最

终目的为我国“绿色农业”的实现与可持续发展提供害虫生物控制的新燕略与新途径。
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第一章寄生蜂毒液蛋白性质与功能的研究进展

寄生蜂毒液一般由3种腺体分泌，即分泌酸性粘多糖和脂蛋白的卵巢管腺(oviduct

orutel'us gland)、分泌中性粘多糖的中毒腺(poison gland)和分泌胆固醇酯和卵磷脂类磷酸

脂的杜氏腺(Dufour’s gland)。其腺体的形态和超微结构因寄生蜂种类而异(Ratcliffc＆King，

1969；Edson＆Vinson，1979；Coudron＆Jones，1994)。

内寄生蜂和外寄生蜂毒液的功能有所不同。外寄生蜂的毒液主要作用于神经细胞的触

突，表现有麻痹作用；而有些种类也具扰乱寄主内分泌和营养代谢及阻止生长发育的功能

(Grossnildaus．Biirgin，1998)。内寄生蛑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、抑制奇主生殖系统发育及调节寄主

的内分泌等功能。毒液的主要成分是蛋白质，还包括一些类病毒微粒(Lawrence＆Akin，

1990)和有机化合物(Fukashimaetal,1990；Sldnneretd‘1990；Shimizu et口L 1993)，其中研

究较多的是蛋白质，故本章就寄生蜂毒液蛋自性质与功能的国内外研究概况作一介绍。

1寄生蜂毒器官的形态及分泌模式

寄生蜂毒器官包括具有分泌功能的毒腺和具贮藏功能的毒囊组成，此结构起源于外胚

层，开口于阴道背部或输卵管。毒囊一般由三层细胞组成，由外向内依次为肌肉鞘、分泌细

胞层和扁平细胞层，毒腺仅由分泌细胞层和扁平细胞层组成。

寄生蜂毒器官的结构研究较早，Ratcliffe和King(1969)描述了丽蝇蛹集金小蜂Nasonia

vitHpennis的毒腺的超微结构；Vall Marle(1977)比较了麦蛾茧蜂Bracon heberor和泥蜂

Philanthus triangulum毒腺的结构；F_池on和Vinson(1979)研究160种茧蜂毒器官的形态，

并分为两秘类型：一类是代表在较原始的亚科特征(较低等的进化模式)，包括Doryctinae，

Spathiinae，Braconinae，Rogadinae，Opiinae，Alys'finae，lchneufinae和Aphidiinae等弧科，

另一类是较进化的亚科特征(较高等的进化模式)，包括Chelonirme，Mierogasterinae，

Agathidinae，Mic如啪砸nae，Heleoninae，Neoneurinae，Ccnfitistinae，axylommafinae，Euphorinae

andApohidiinae等亚科。Edson等(1982)又对7亚科9种茧蜂的毒器官的超微结构进行比

较，进～步婀明两种类型毒器官的区别，即J型毒器官的毒囊肌肉层等厚，且受神经支配，

肉膜不均等增厚；11型毒器官的毒囊有较薄的质地更均一的内膜，且两种类型毒器官的毒腺

超微结构类似。Quicke等(1992)研究了lO亚科84属茧蜂毒器官结构，并讨论了毒腺和

3
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毒囊对所涉及系统的重要性和进化意义。

2寄生蜂毒液的组分与性质

膜翅日针尾部毒液性质的研究较为详尽，寄生蜂毒液性质的研究相对薄弱。寄生蜂毒液

主要由蛋自混合物组成(Strand et a1．，1994)。Leiuk等(1989)对2】属25种膜翅目昆虫毒

液蛋白组成及免疫相似性进行比较发现，在蚁类、社会性蜂类和蜜蜂的毒液中普遍存在低分

子量蛋白和多肽，而在所研究的6种姬蜂毒液中均不含此低分子量蛋白或小肽，除蜜蜂外，

低分子量蛋白均不含甘露糖；姬蜂和蚁类毒液蛋白以酸性蛋白为主，而社会性蜂类和蜜蜂毒

液主要是中性蛋白和碱性蛋白；茧蜂毒液中的有些蛋白与高等膜翅目昆虫毒液蛋白有免疫反

应，说明两种毒液在组成甚至功能上存在一定的进化关系。除蛋白质外，有的寄生蜂毒液中

还存在有机类小分子物质。例如，菜氏棱角肿腿蜂Goniozus legneri中有永久性不完全麻痹

毒液的还包括多胺、腐胺、脯氨酸和少量多巴胺，其中多胺具阻碍神经和肌肉膜阳离子通道

的功能(Skinner el a1．，1990)；粘虫绒茧蜂Apanteles kariyai的毒液和毒囊中存在芳香族氨基

酸及其衍生物：酪氨酸、酪胺、缸羟基苯乙酸、色氨酸和尿氨酸，并检测出两种芳香族氨基

酸的代谢途径，即酪酸和羟基苯乙酸一酪氟酸，犬尿氮酸一色氮酸(Shimizu elal．，】993)；

在麦蛾茧蜂Braconhebetor的螫刺腺(一种毒腺和杜氏腺的复合物)中也已发现一种新的功

能未知的二萜(Fukushima et aL，1990)。

寄生蜂毒液活性组分的分离已经有较多研究，前人对寄生蜂毒液中活性蛋白组分的分离

和功能的研究概况见表1一】。

寄生蜂毒液蛋白组分的基因克隆方面也已有不少研究。Jones等(1994)建立了近曲斑

甲腹茧蜂Chelonus sp．ileal"curvimaculatus毒掖的eDNA文库，发现编码33 kDa蛋白的基因可编

码一个信号肚，而接于N．端的5000kDa的疏水域的成熟蛋自序列由12个带电串联重复序列组

成，除了第8个截短的终止于脯氨酸的重复序列以外，其它重复序列大约由14个氨基酸残基

组成，并且描述了33 kDa蛋白的一、二、三、四级结构。而近曲斑甲腹茧蜂毒液中52 kDa

蛋白是一种酸性蛋白(pl为4．8～5．O)，毒液eDNA文库中筛选出的阳性克隆经分离、测序后，

发现其有一个开放的阅读框架，编码一个483个氨基酸的蛋白，其序列与62 kDa的几丁质酶

具很高的同源性和相同的保守区域，且这两种蛋白在382～464残基之间的部分有相似的二级

结构，但此处的氨基酸序列却明显不同，这个区域是52 kDa蛋白独有的结构，此蛋白存在于

几J‘质相关的内寄生蜂毒囊中，而不致使之消解，可能与这个部分的结构有关(Krishnan等，

1994)。

4
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表I—I 寄生蚌毒液的蚩白纠分的¨质和功能

[ablel．I Character andfunctions ofvenom proteinsfrom differen!parasitoid species

Molecular
ve“。“。岫 we圳ma)ch删。rand‰i。“

在瘤姬蜂Pimplahypchondriaca毒渡ff'JcDNA文库中分离到了3个基因．PO／，POll，P0111，

它们都与原酚氧化酶PPO的产物相关，但其氨基酸序列同PPO相比有所不同(Parkinson er aL，

2001)；对家蝇有毒性的蛋白是自然分子量为22kDa蛋自，通过MALI)]-TOF分析证明，其由

10．544和6．318kDa的两亚基组成，大亚基的基因编码15 kDa蛋白，有一个信号肽切割位点，

说明此蛋白合成时由一个原始肽，经酶解后变为成熟肽贮藏于毒囊中(Parkinson et口，．，

2002)。在毒腺cDNA文库中筛得一编码25．3 kDa蛋I÷1cDNA，它含有一信号肽，剪与丝氨酸
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蛋h酶有相似核茴=酸序列，在毒液中对戍28平1132 kDa的蛋白，此2种蛋白可抑制寄主血细胞

的聚集利包囊反应(Parkinson et a1．，2002)；另外，毒腺cDNA文库中的5个cDNA克隆，其中

vprl{(tlvpr3编码32 kDa左右的蛋臼，但其序列与Oenbank中的任何蛋白序列均无相似’性；vpr2

编码57 kDa蛋白，此蛋白与果蝇一未知功能蛋白相似；treI基因编码61 kDa蛋白，与海藻糖

酶有很大的相似性；lacl编码76 kDa蛋白的3个区域与富组氨酸的铜结构域极相似，且与真

菌Coprinus cinereus的漆酶有一定的相似性(Parkinson el a1．，2003)。麦蛾茧蜂B hebetor毒

腺中具杀虫剂活性的3种毒液蛋白中分子量最大的为73 kDa，3种毒素杀虫活性均很高，颇具

生防潜力(Quistad et a1．，1994)。

3寄生蜂的毒液的生理功能

寄生蜂的毒液与其它抑制寄主免疫因子互作有抑制寄主的免疫、调控寄主的生长发育和

生殖系统的发育、调节寄主的内分泌等作用(见表】．2)．因毒液的来源和功能有多样性，

许多情况下，它与卵萼液即多分DNA病毒、畸形细胞、卵巢蛋白等其它调控因子共同起作

用，故对毒液的具体作用作进一步阐述。

3．1抑制寄主免疫

3．1．1细胞免疫

寄生蜂的毒液与其它抑制寄主免疫因子相互作用(卵萼液、畸形细胞等)可降低寄主血

细胞对寄生蜂卵及异物的包囊率、改变细胞的延展性、浆血细胞总量和备类血细胞的数量，

而有些寄生蜂如茧蜂Leptopiline heterotoma的毒液可以改变黑腹果蝇Drosophila

melanogaster片状细胞(1amelloeyte)的形状，使之出现双极化形状(bipolarmorpology)，

并丧失粘性，片状细胞裂解后形成大量的lamellolysin碎片(Rizki＆砌zI【i，1992；1994)。Webb

&Luckhart(1994)认为索诺姬蜂Campoletis$onorensi$的毒液和卵巢蛋白通过破坏寄主浆

血细胞和颗粒血细胞的细胞骨架来抑制寄主对蜂卵的包囊反应，而有些寄生蜂毒液并不能破

坏寄主血细胞的细胞骨架(Cai etaL，2004)。寄生蜂毒液及其它抑制寄主免疫因子对寄主血

细胞的影响见表1．3。

3．2调控寄主的生长发育

寄生蜂的毒液单独或与其它免疫因子协作可调控寄主的生长发育和变态，包括两种类

型。一种是生长抑制型，如黑头折脉茧蜂Cardiochiles nigriceps(Guillot＆Vinson．1972)、
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致死Death

暂时麻痹Temporary paralysis

永久麻痹Permanent paxalysis

抑制包囊和吞噬反应Inhibit of

encapsulation and phagoeytosis

导致细胞形态变化，并引起细胞死亡

Effects of morphology end mortality of

host h=nocytes

抑制酚氧化酶活性Inhibition of

phenoloxidase activity

细胞系毒性

Cytotoxicity to cell lines

导致表皮包囊

Inducing eutieulax eneys'anent

影响PDV在体内脱衣亮，离体存在的

持久性Effect PDV waenating in vitro

end PDV pmismee in订l∞

对PDV基因在寄主血细胞内的表达是

必需的Required for PDV expression in

host hamoeytes

停at_jt育或降低发育速率

Cessation of development oF reducing

growth ratio

阻止寄主蜕皮Blocking host∞dysis

抑制寄主前胸腺活动Suppression of

host thoracic glⅢd activity

调控代谢

Regulation ofmetabolism

促进热激蛋白的转录Upregulation of

transcripts ofheat shook proteins

降低胆碱酯酵的活性

Reduced eholinesterase activity

Rivers etat 1993；Doury etaL，j995；Moreau ela／，2002

Parkinson＆Weaver．1999

Bocchino＆Sullivan，1981；Visser et at，1983；Klein＆Becakge．

1990；Libesea，2003

Kitano，1982；Davies“a1．，i987；Tanaka，】987 a：Richards＆

Edwards,2000a．b Pm'kinson“aL，2002；Cai e／aL，2004

Tanaka，1987 b；Rizld＆Rizki，1990：1991；Richards＆Edwards，

1999b；Riehards＆Parkinson，2000；Rivers elal．，2002

Lehmenn·Danzinger,1984；Richards＆Edward，2000；Shelby et a1．，

2000；Willers＆Asgari et a1．，2003；Zhen8 et aL，2004a

Rivers et吐，1993；Parkinson＆Wes．vcr,1999；Rivers el a1．，1999；

Rive鸭2004

A劬I／,F＆Ewen．1975

stoltz“a1．1988

Boccnino＆Sullivan，1981；"fltOmlxson,1982B；Visser et aL，1983；

Umaatsu＆Sakenoshita,1987；Coudron et a1．，1990；Kdly＆

Coudron。1990；Riv=s＆Denlinger,1994；Morale-Ramoset口f．．1995；

Coudron＆Brandr,1996；Allcyne＆Benkage,1997；Coudron et al一

1997；Gelman et a1．，1997；Man'is et a1．，1999；Richards＆Edwards,

19盼kCoadrendal．，2000；Nakamatan“a／，，2001

Uea'natsm＆Sakanoshila，l粥7；Steinnr,etaL，】999

Beekage,1985；Tanaka et a1．，1987；T蛳aka＆Vinann，1991；

P∞naenhioetaL，1997,1998；KellyetaL，1998；

Waller,1965；Dahlman＆VinsⅡa，1976；Thmnpson，1982 b；PieI【＆

spanj％1986；Guerra et aL，1993；Rivers＆Denlinger,1994，1995 8'

1995 b；Morales-Ramos“吐，1995；Doury el a1．，1995，1997；Alleyae

＆Beekage,1997；Allw／ne“at，1997；Thompson＆Dahhnan，1998；

Marris et aL，1999

Rinehart＆Denlinger．2002

抗菌活性Dani etal．．2003

Anfibacterial activity
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表1．3寄生蜂毒液及其它抑制商主免疫吲_『对寄土lnl细胞的影响

Table 1—3 Effects ofvenom and other hosts immune inhibiting factors oil hemocytes ofhosts

Hemocyles

Immune EncaDsulation

Parasitoid／host。。。。。。。。。。‘。。。。。。‘‘‘。‘‘。‘。。。‘‘。‘。‘‘j‘‘。。。。。。。。。。‘‘1。’’‘。。‘’。’。。·--——·-。--一Spreadig,number and Reference
factors Egg or IKrvac

Non-self morphology
o{parasitoid

Apanteles“ornerotus／CF 有 Kitano．1982；

Pieris rapae

Campoletis

tfeiiothis virEacen．譬

Chelonus inanliu,r

／Spodoptera littoralis

Cotesia

kar咖ai／Pseudaletla

F阳nrata

Cotesia melanoscela

(Cm)&Hyposter

spp(H)／Orgyia

leucostigma

Microplilis demolitor

IPseudoplusia

includem

V

CF／V

PDV

V

CF，、，

CPN

CF

V

C‘F／V

CF

CF／V

失活的

PDV和V

CF

V

CF，V

PDV，v

Pimple V

hypochondriaca／

5 d后包囊率 1 h～2 d后，包囊对血细胞形态无影响
1986；

30％ 塞80％w890＆

24、48h后， I h～2d后，有包
Ki‘锄o，1985

无：5 d后． 囊

包被率3(Y'／0

尢

有

2}卜l d后，

H卵无包被

H鲤无包被

H卵无包被，

幼虫有包被

无

包被率75％

尢

有

注射后24h，nIC不

受影响，PL减少

THe和PL均不受影响

注射后24b，THC和

PL均减少

对血细胞的延展性和

THe无影响

4d后，包囊率50*／,

4d后，有包囊

4d后，包囊率15％PL延展性消失

无

包被率75％

尢

无 无

包被率下降

Davies et a1．

1987

Steiner et aL，

1999

Strand&PcclI，

1995

Guzo＆Stoltz,

1987

Slrand&Noda,

均不受影响 1991：

GR和PL延展性降低， Strand&Pcch，

THC增加，DHC不受1995

影响

PL和GR降低。GR发

生程序化死亡

Marris el a1．，

1999

Lacanob抽oleraeea

Pteromaluspuparum V 36h后．包被 PL延展性丧失 Cai et aL，

／Pieris rapae 率为29．6*／0 2004

Tranosema rostrale CF 1WC减少Doucct＆

／Chor☆toneura V 1-HC不受影响 Cusson，1996

扣miferdH口 CF～THC减少

PL：Plasmatocytc浆血细胞：GR：Granular heamocyte颗粒m细胞：PDV：Polydnavirus多分DNA病毒：

CF： Calyx fluid尊液：V：venom毒液：THC：Total heamocyte COUOI衄细胞的总数；DHC：Differential

heamocyte COUOI各种血细胞数。
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粘虫绒茧蜂Apanteles kariyai(Tanaka el al，1987；Wani el al，1990)、红足侧沟虽蜂Microplitis

croceipes(Tanaka＆Vinson，1991；Gupta&Ferkovich，1998)及棉长管蚜蚜茧蜂Aphidius ervi

(Digilio et al，1998)，它们的毒液、萼液或二者的混台物可减缓寄主的生长、抑制寄主化

蛹。外寄生蜂Euplectus comstockii毒液通过调控粉纹夜蛾Trichoplusia ni幼虫体内蜕皮激紊

的水平来抑制其发育，且外加保幼激素、蜕皮激素、20羟一蜕皮酮均不能解除这种抑制作用，

其中毒液活性组分为66 kDa的蛋白，纳克级此蛋白即可有足够生理活性，此蛋白对温度、

有机溶剂、酸度及蛋白酶均比较敏感(Coudron＆Bran&，1996)；另一种是早熟变态型，如

甲腹茧蜂Chelonus sp．的胚胎、毒液及萼液可引起粉纹夜蛾幼虫的早熟变态(Jones＆Wache．

t998)。且在以上两种类型中，毒液对萼液起协同促进的作用。

索诺齿膳茧蜂Campoletis sonorensis的PDV的基因与其毒液蛋白的基因有同源序列，

=者的多抗也有相同的抗原决定簇，这可能是在进化过程中，PDV“捕获”了毒液蛋白的基

因，或毒液模拟了PDV的结构蛋白，故毒液有种类的特异性，一种寄生蜂的毒液和另一种

寄生蜂的PDV不能起到同种PDV和毒液所起到的生理效应(Webb＆Summers．1990)，如

黑头折脉茧蜂抑制寄主的化蛹需要毒液的协同作用，当萼液注射到烟芽夜峨H virescens 5

龄第3 d的幼虫体内后，幼虫化蛹受到抑制或形成幼虫-蛹中间型。而黑头折脉茧蜂的萼液

与红足侧沟茧蜂或齿唇姬蜂的毒液混合物则不能抑制寄主化蛹(Tanaka＆Vinson．1991)。

3．3调节寄主的内分泌

寄生蜂毒液与萼液、畸形细胞或幼蜂的混合物可降低寄主体内蜕皮激素和保幼激素的滴

度，如近曲斑甲艟茧蜂(Jones et a1．，1992；Sleiner et aL，1999)、甲腹茧蜂(Brown＆

Friedlander,1995；Grosmildam-Bfa'gin et a／．，1998)：毒液单独也可使寄主体内抑制蜕皮激素

的分泌或使其分泌高峰推迟(WeaveretaL，2000)：抑制寄主前胸腺的活动、使之解离或诱

导细胞凋亡(Tanaka＆Vinson，1991)；降低寄主前胸腺的感受性，使之对PTl瓢的反应变得

不敏感，如黑头折脉茧蜂的萼液和蜂毒注射到烟芽夜蛾幼虫体内后，幼虫前胸腺的功能受到

抑制，促前胸腺激素(PTrH)的反应能力也受到抑制。在幼虫到蛹发育过程中，只产生一

个蜕皮甾类的峰，未被寄生和被寄生的烟芽夜娥幼虫均可对棚产生反应，而此峰产生之
后，只有未被寄生的烟芽夜蛾的前胸腺细胞才能对PTTH的刺激产生反应，释放蜕皮甾类

(Steinex,et aL，1999)。Marris等(2000)综述了外寄生蜂与其寄主内分泌的相互关系，其

中包括Eulophidae(Eutophus spp．，Euplectrus spp．)，Eupelmidae(Euplemus spp．)，Pteromalidae

(Catolaccus sp．，Nasonia sp．)和Megaspilidae(Dendrocerus sp．)，更深入地解释了寄生蜂对寄

9
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土内分泌的凋控作用。

3．4营养调控

寄生蜂毒液在对寄主体内营养物质进行调控作用前人已有较多研究。如Rivers和

Denlinger(1995)的研究袭明，麻蝇Sarcophaga bullata预成虫被丽蝇蛹集金小蜂蛰刺

(Envenomated，寄生后去除寄生蜂卵)后．血淋巴和脂肪体中脂类含量均下降，Phormia

regine血淋巴中脂类含量升高，脂肪体中脂类含量下降，家蝇Musca domes打ca血淋巴中脂

类含量变化不大，而脂肪体中脂类含量升高，麻蝇s'slemodontus血淋巴和脂肪体中脂类含

量均下降，而注射毒液对麻蝇S bullata可引起与蛰刺相似的生理效应，一方面说明，不同

寄生蜂对寄主的营养调控有其特异性，另方面也说明，同一种寄生蜂对不同寄主营养调控方

式也有不同。Nakamatsu和Tanaka(2003 a)的研究表明，粘虫Pseudaletiaseparate被Euplectrus

sp．nearplathypenae寄生后，血淋巴中蛋白和脂类含量显著升高，而脂肪体中二者含量在后

期显著降低，注射O-3 VRE毒液可产生与寄生相似的生理效应，但注射毒液后寄主血淋巴中

蛋白和脂类的含量与寄生相比升高；脂肪体内二者含量与寄生的相比无显著差异，进一步研

究表明，P．separate血淋巴中脂类含量的升高是由Eupleclrus sp．nearplathypenae毒液引起

脂肪体细胞分解所致(Nakamatsu＆Tanaka,2004)。Rivers(2004)研究2种秽蝇与8种寄

生蜂关系时发现，所有单寄生蜂毒液均可导致蝇类于24 h内死亡，而聚寄生蜂只能抑制蝇

类的发育，并能引起寄主血淋巴中脂类浓度的升高，且Nasonia longicornis和Muscidifurax

raptorellus寄生后，脂类含量与寄主体内寄生蜂种群大小呈正相关。Eupletrus comstoekii和

Euplectrusplathypenae的自然寄主幼虫早期被蛰刺后，可刺激贮藏蛋白在束龄幼虫血淋巴中

表达量的增加，幼虫末期被蛰刺后，血淋巴中贮藏蛋白含量则显著下降，因此毒液对自然寄

主血淋巴中贮藏蛋白的调节是双向的．但毒液对非自然寄主昆虫体内贮藏蛋白合成则无调节

作用(Bran&et a1．，1996)。

3．5抑制寄主生殖系统的发育

寄生蜂毒液和其它抑制寄生免疫因子相互作用可Bl起寄主生殖系统的变化，在含有

PDV的寄生蜂中，PDV起主要作用，毒液对PDV起一定的增效作用。如粘虫绒茧蜂Cotesia
l，

kariyai的PDV和毒液可抑制粘“oPseudaletia separata精艇的发育(Tanaka，etal．，1994)，革

鳆茧蜂Ascogaster quadriden假寄生可抑隹4苹果蠹蛾Cydia pomonella精巢精子细胞的发育

(Brown＆Friedlander,1995)，甲腹茧蜂的PDV和毒液可使其寄主去势(Jones，1996)，粘

0
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虫绒监蜂的毒液剐PDV一起注射入4龄初的粘虫幼虫体内可观察到粘虫精巢中出现变异染

色体t而且数鼙还会随时问增加(Tagashira＆Tanaka，1998)。但集聚绒茧蜂Cotesia congregata

的PDV和毒液可推迟烟草天蛾Manduca sexla幼虫的漫行期，从而形成比对照大的精巢

(Reed＆Beckage，1997)。某些寄生蜂的毒液对雌性寄主卵巢的发育也有影响．如蚜茧蜂

Aphidius ervi的毒液可引起豌豆蚜Acyrthosiphon pisum顶端卵巢细胞的变异，24h后，寄主

卵巢细胞的核仁消失，细胞核周围出现电子致密物(electron-dense matedal)，通常称为“nuage

物质”；48h后，细胞内物质变质。可能引发细胞的程序化死亡(Digilioetal．，2000)。

3．6麻痹作用及对神经传导的阻断

多数外寄生蜂产卵时注射的毒液对寄主有长久麻痹作用(Doury elaL，1995)。内寄生蜂

毒液很少有麻痹性，被寄生寄主一般可继续发育。东方旋小蜂Eupelmus orientalis的螫刺能

诱导寄主停止发育和永久麻痹(DouryetaL，1995)，肿腿蜂Laeliuspedatus的毒液可使多数

谷斑皮蠹Trogoderma granarium幼虫完全麻痹，而巨颅金小蜂Catolaccus grandis寄生象甲

时，非麻痹寄主的比例与雌蜂年龄成正比。具麻痹性的寄生蜂毒液主要作用于寄主的中枢神

经系统或神经-肌肉系统，因昆虫体内的此系统存在相似的生理反应机制，故麻痹性毒液可

作用于较广泛种类。毒液可通过改交钠离子通道的细胞分裂素影响寄主烟碱突触传递的兴奋

性，从而影响其神经信号的传导(Piek,1990)，还可通过使神经节失活来抑制寄主神经信号

的传导。Habrobracon hebetor毒液可使寄主麻痹，但对心脏和中肠功能无任何影响，说明毒

液特异性地作用于体壁肌肉系统(Beard，1952)，Spanjer等(1977)和Visser等(1983)已

经成功分离出43．7和56．7 kDa活性蛋白，此2个蛋白组分与毒液蛋白的功能，仅在剂量依

赖关系方面不同：瘤姬蜂Pimplahypochondricac毒液中的22 kDa蛋白，可引起家蝇成虫的

麻痹(Parkinson＆Wcaver，1999)。

4寄生蜂毒液应用前景展望

寄生蜂的毒液在害虫生防、药理学和生理学研究中均有广阔的应用前景。例如，瘤姬蜂

Pimpla hypochondriaca毒液可提高番茄夜蛾Lacanobia oleracea幼虫对蜡状芽孢杆菌

Bacillus cereus和白僵苗Beauveria bassiana的敏感性(Dani etal．，2004)；微孢子虫对寄生

蜂PDV和毒液处理的昆虫有更好的杀虫效果(Hoch&Schopf’2001)；寄生蜂毒液可提高寄

主昆虫对杆状病毒的敏感性(Coudron 8t aL，1999)。这些均说明寄生蜂的免疫抑制因子可

通过抑制寄主免疫系统，提高其它生防物的作用效果。鉴丁蝎子、蜘蛛和丰十会性膜翅目昆虫
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中毒腺分泌的碱性生自研究已有成采，结台现代生物技术，寄生蜂的毒液将比寄生蜂的其它

抑制寄土免疫冈子或调控寄主生K=发育因子更容易地府川于害虫防治(如PDV基因组是以

多个大小不一的DNA片段组成，并整合于寄生蜂的基因组中，它的戍用不及毒液蛋白容易)。

如今，蝎子毒液基因已经成功地应用于构建重组杆状病毒杀虫剂和培育转基因抗虫作物

(Possce etat．，1993；Regev etaL，2003)，但这类毒素有神经麻痹作用，生态和食品安全的风

险较大，相比之F，寄生蜂的毒液在这方面更合适，因为大多数寄蜂毒液蛋白不同于蝎子等

的毒液蛋白，系分子量较大的酸性蛋白，仅能抑制寄主免疫和调控寄主的发育或仅对寄主昆

虫有神经麻痹作用，因此．此种毒液蛋白的基因在抗虫作物培育和基因工程微生物杀虫剂研

制方面对生态和食品的安全性更高，是一种安全、合适的“侯选基因”，希望在转基因抗虫

作物研究领域发挥更大作用(Beckage＆Gelman,2004)。

2
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第-L章蝶蛹金小蜂成蜂生殖系统抑制寄主细胞免疫因子的确定

寄生蜂突破寄主免疫的策略有主动抑制和被动逃避两种方式(Strand＆Pech，1995)。主

动抑制涉及的因子主要包括雌蜂产卵过程中携带的毒液(Venom)、多分DNA病毒

(Polydnavirus，PDV)、类病毒颗粒(Viruslikeparticle,VLP)和卵巢蛋白(Ovaryprotein，OP)

及胚胎发育过程产生的畸形细胞(Teratocyte)和幼虫分泌物等(Dahlman etaL，1990；Vinson，

1990；Fleming,1992；Asgari&Schmidt，1994；Shelby＆Webb，1994；1997；1999；Jones，1996；

Lack．hart＆Webb，1996；Beckage,1998；Vinson et矗，1998；计恭银&胡萃，1998；Kinuthia

et al，，1999；秦启联，2000；蔡峻等，2000；2001；2002；Cai el at，2001；2004；尹丽红，2001；

白素芬等．2003；Zhang etal．，2004 a)；被动逃避过程中，寄生蜂可选择产卵于寄主血细胞不

能抵达的部位或寄主组织内(Krmijeveld＆vanAlphan，1994；Eslin&Pr6vost，2000)，或者通

过卵表面的分子拟态来逃避寄主的免疫反应(Davies&Vinson，1986；Asgari＆Sclmai北1994；

Hayakawa＆Yazaki，1997；asgari etal．，1998；Kinuthia etal．，1999；Hu elat,2003)。就某一特

定寄生蜂而言，其采用策略或涉及的主动抑制因子是因种而异，筑蠛蛹金小蜂而言，毒液具

抑制寄主细胞免疫的功能(蔡峻等，2001；2002；C．i et a1．，2004)，而以上研究并未排除蝶蛹

金小蜂生殖系统其它组分的影响，敬本章研究蠛蛹金小蜂成蜂生殖系统各组成部分对寄主血

细胞的影响，为明确抑制寄主细胞免疫的主要因子及作用机理奠定基础．

1材料与方法

1．1供试昆虫

蝶蛹金小蜂系实验室种群，自1998年于人工气候室内(25 4-1℃，75％，L：D=14：10h)

饲养至今。菜粉蝶采自杭闸郊区，成虫餮室外放有盆裁甘蓝的四周覆盖80目尼龙纱的产卵

笼(3 m x2 113 x 3 m)内产卵，任所产卵于甘蓝叶片上孵化。幼虫孵化后仍留在盆栽甘蓝上

取食，生长至3龄时收集到人工气候室内继续以甘蓝叶片饲养，直至化蛹。所用甘蓝及其叶

片均移栽或采至不用任何化学农药的网室大棚内。

蝶蛹金小蜂始终饲养保育于上述条件人工气候室内。羽化后，成蜂按1：2的雌雄比转

移至附有一个蘸透20％蜂蜜水的脱脂棉球的“子弹型”大玻管中，管13扎以纱布，任其取

食、交配，3 d后用于接蜂。接蜂时，先把化蛹12b内的菜耢蝶蛹放入1．8∞x 8．2 ctll的指

形管内，每管1头，然后接入羽化后3 d且已集中交配过的雌蜂l头，以棉花塞13，观察并
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形管I_^=I，每管1头，然后接入羽化后3 d且已集中交配过的雌蜂I头，以棉花塞口，观察并

标记被寄生的蛹，待于蜂羽化。

柑桔风蝶幼虫采自浙江黄岩桔同中，在上述条件人r气候室内饲以新鲜嫩桔叶，待幼

虫化蛹后，用丁．接蜂。接蜂方法同菜粉蝶蛹。

1．2寄生蜂成蜂生殖系统各部分的解剖

取羽化后3 d的雌蜂置Olympus解剖镜下，用尖嘴镊拉出其生殖系统(图2-1 A)，取下

卵巢、卵子(30粒)、输卵管及毒囊，羽化后3 d的雄蜂解剖附腺及睾丸(图2—1 B)，分别

移至冰浴并含有一定体积TBS缓冲液(50 mmol／L Tris，307mmol／L NaCl，】N HCI调节pH

至7．4)的Eppendorf离心管中。冰浴中研磨后，4"C]0000 rpm离心10 min，取上清，即得

生殖系统各组成部分粗提液，雌蜂输卵管分别以解剖针刺破后，收集流出液。尔后，以TBS

缓冲液调节各组成部分的浓度，使每l山TBS缓冲液中分别含有】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。

图2-1蝶蛹金小蜂雌蜂(A)和雄蜂(B)生殖系统图

Fig 2-1 Female(A)and male【B)reproductive蝴ofPteromaluspuparum
O：卵巢Ovary：OV：输卵瞥Oviduct；VR：毒囊Venom reservoir；VG：毒腺Venom gland；SV：贮

精囊Seminal vesicle E T：睾丸Testis：MAG：雄性附赡Male 8ccessory gland．标尺代表1 mm．

1．3对血细胞延展和存活影响的测定

以75％酒精消毒化蛹后l d的菜粉蝶或柑桔凤蝶蛹体表，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50坤分别加到每孔含198山的TCl00昆

虫细胞培养液(含lO％Hfi牛血清)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 pl的量分别加入3个不同孔穴中。设仅加2 pl TBS缓冲液为对照。接着，

置27"C细胞培养箱中培养，分别于0．5和4h后置Leica倒置显微镜下任选3个视野观察、

考夯各处理孔穴中延展和朱延展(图2-2)的血细胞数量，并计算两种血细胞的延展率。其

6



jiJi江人学博1．学位论文：螋蛹台小蜂和HⅡ蝇蛹集会小蜂毒液的生化特性‘o生理功能

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O．04％台盼蓝溶液混匀，室温放

置10 rain后，以血球计数板T Olympus相差显微镜卜考查染成蓝色(死亡)和未被染色(存

活)的血细胞的数量，计算血细胞死亡率。

1．4对血细胞包囊作用影响的测定

参照方法1．3，将菜粉蝶或柑桔风蝶蛹血细胞加入宙TCl00昆虫细胞培养液的48孔细

胞培养板孔穴中；再将生殖系统各组成部分提取液按2 IlI的量分别加入3个不同孔穴中，

使孔穴中毒器官组分均为O．008当量叫：最后在每个孔穴中加入10粒SephadexA-50微珠，

置27"C细胞培养箱中培养。同时设加2 Ill TBS和10粒Sephadex A．50徽珠的作对照。分别

于培养后0．5和4h，置Le}∞倒置显徽镜下考查各处理孔穴中不同包囊级别的SephadexA．50

微珠粒数，计算包囊指数，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xs)】×100。包囊的程度可依据Sephadex

A．50微珠表面覆盖的血细胞量及包囊层厚度而分成5级，其中，I级：微珠表面仅有少数

血细胞(<10个)；2级：微珠耒被血细胞完全包囊：3级：微珠恰好被血细胞完全包囊；4

级：血细胞完全包囊微珠．但包囊层厚度小于微珠半径；5级：血细胞完全包囊微珠，且包

囊层厚度大于微珠半径(图2．3)。

1．5寄生次数对蝶蛹金小蜂卵被包囊率的影响

蝶蛹金小蜂羽化后雌雄分开，一部分雌蜂交配，另一部分雌蜂不交配，20％蜂蜜水饲养

3 d后，用于试验。以交配过雌峰寄生菜粉蝶蛹，于寄生后4 h解剖莱耪蝶蛹，计数被血细

胞包囊和未包囊的蝶蛹金小蜂卵，并统计卵的教包囊率，利用后的雌蜂分成2部分，～部分

进行再交配，另部分不进行再交配，20％tt奎水饲养1 d，寄生菜粉蝶蛹，考查以上各指标：

再交配的蜂分成两组，20％蜂蜜水饲养1 d，分别进行交配和不交配处理．考查以上各指标。

未进行交配的雌蜂作同样处理。

2结果

2．1生殖系统各组成部分对两种寄主血细胞的影响

由图2-4可以看出．蝶蛹金小蜂卵巢、卵子、输卵管、睾丸、雄性附腺提取物处理寄主

菜粉蝶蛹和柑桔风蝶蛹血细胞厉，细胞延展率均人丁85％，死亡率均小-F 20％，对Sephadex
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A．50微珠的包囊指数处理斤0．5 h均丈j二40％，处理斤4 h则高于55％，与对照相比尤显著

筹异。而以雌蜂毒液处理后，阿种血细胞的延展率均小于20％，细胞死亡率人于30％，对

Sephadex A-50微珠的包囊指数小丁I 35％，显著低]：对照。刖见，蝶蛹金小蜂毒液是抑制寄

上血细胞免疫的上要因子。

蹦2-2菜粉蝶和柑桔风蠊蛹血细胞毒液处理前后形态变化

Fig．2-2Changesinthemicrographs ofpupaehemocytesfi'omPieris rapaeandPapilioxuthus ancrtreatmcnt

with Pteromaluspuparum v∞m

A，B：毒液处理前后的菜粉蠊蛹血细胞；C，D：毒液处理前后柑桔风蠛蛹的血细胞。标尺代表10哪。

A，B：尸衙如rapae hemoc”es treated with or without Pteromaluspuarum venom；C，D：Papilioxuthus hcmocytes

treated with or viithout Ptemmalus olJarwrtl vonom，Scale bar=10 utlL

|生|2-3不同包囊级别的SephadexA-50微珠一菜粉蝶血细胞复合体的显微形态

Fig．2-3 Micrographs ofthe complex ofSephadex A-50 beads and Pierb rapae hernocytes with different

encapsulated grades

A～E分别永1、2、3、4和5包囊级别；标尺代表10 pm．A，B．C，D andE：Showingthe complex ofbeads

and hemocyteswiththe encapsulated grede ofl．2．3，4and 5，respectively．Scalebar210 pm．
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图2-4蝶蛹金小蜂成蜂生殖系统各主鐾组成部分提取物对菜粉蠛及柑桔风蠊蛹血细胞的影响

Fig．2-4 E觚ofthe extracts fiom diflL-xcnt major apparatus from the rt，roductive system ofPteromalua

puparumonthe hc玎loc”％from，衙括邶P雠andPapilio期捕埘pupae

A，B，c分别为处理后菜粉蜓蛹血细胞的延展率、死亡率及对sc曲adex A-50珠的包囊指数；D．E，F分别为

处理后柑桔风蝶蛹血细胞的延展率、死亡串及对Sephadex A．50璩的包囊指数．叶匕袁与对照差异显著(P<

0．05)。A，B and C meon the spreading percentage,mortality and encapsulation capable ofhcmocytes from Pieris

rapae pupac after venom treatmcnL respectively；D，E and F mcany the spreading．mortality and encapsulation

capable of hcmocytes from Papilio xuthu$pupae after venom treatment,respectively‘Represents significantly

different by comparison with the control『尸(0 05)
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第二章蝶蛹金小蜂成蜂生殖系统抑制寄主细胞免疫困了的确定

2．2寄生次数对蝶蛹金小蜂卵被包囊率的影响

雌蜂首次所产卵与第2次所产卵(F=O，97，P=O 34)和3次(尸=O．85，P=O 59)被寄

主血细胞包囊的比率相互问无显著差异，即雌蜂产卵次数对蜂卵的被包囊率无显著影响。交

配对蜂首次所产卵(，=0．29，P=O．60)、第二次产卵(F=O．14，尸=O．71)和第三次产卵(F

=O．00，P=O．99)被包囊率均无显著影响(表2-1)。

表2．1寄生次数和交配对蝶蛹金小蜂卵枝包羹率的影响

Table2-1 Effectofparasitizationtimes∞dmatingolltheratioofegg encapsulation

3讨论

寄生蜂产卵韵同时也将毒馥及其它生殖系统韵分泌钧注射到寄主体内(Beckage＆

Gelman．2004)，此类物质包括卵巢蛋白、多分DNA病毒及病毒样颗粒等。与那些具膨大卵

萼(其中携带多分DNA病毒)的姬蜂和茧蜂相比，蝶蛹金小蜂雌蜂的卵巢基部无膨大卵萼

(图2—1A)，敲不可能含有多分DNA病毒。其卵巢、卵子、输卵管及雄蜂来源的睾丸、附腺

对菜粉蝶和柑桔风蝶蛹血细胞的形态、存活及行为无任何影响，而雌蜂毒液则可显著抑制血

细胞的延展及包囊反应，并导致血细胞的死亡(图2-4)，故可认定蝶蛹金小蜂毒液是抑制寄

主血细胞免疫的主要因子，这与瘤姬蜂Pimpla hypochondriaca及丽蝇蛹集金小蜂Nasonia

vitripennis的情形相似(Richard＆Edwards，1999 a，b；Parkinson et a1．，1999；2001；2002；

Richard＆Parkinson，2000 a，b)。而蝶蛹金小蜂成熟卵表面蛋白与菜粉蝶血细胞有相同的抗

原决定簇，也可通过分子拟态被动逃避寄主的细胞免疫(Cai etaL，2004)，因此可以推测，

在蝶蛹金小蜂产卵后短时间内(<0．5 h)，可能通过卵表蛋白的被动逃避寄主的细胞免疫系

统，毒液的主动抑带4也起一定作用，随着时间的推移，毒液的主动抑制可能起主导作用，直

至寄生蜂幼虫孵化。但具体是否如此，还得进一步验证。
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蝶蛹金小蜂雌蜂产卵次数手¨交配对蜂卵的被包囊率均无显著影响(表2一1)，说明多次

寄qi(至少3次)的蝶蛹金小蜂毒液仍足以抑制菜粉蝶蛹韵免疫系统，劳保护蜂卵不被血细

胞包囊，进一步说明雄蜂来源物质对抑制寄主的免疫系统无实质性作用。

蝶蛹金小蜂抑制寄主细胞免疫的主要因子是雌蜂的毒液，故本论文接下来的研究则主要

围绕蝶蛹金小蜂毒液的性质与功能展开，并与丽蝇蛹集金小蜂毒液作对比，以明确毒液在寄

生蜂对寄主免疫与发育等调控中的作用。

2
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第三章两种金小蜂毒器官发育及其与卵子发育的关系

寄生蜂的毒器官一般由具分泌功能的腺体和具贮藏功能的毒囊两部分组成。迄今，有关

寄生蜂毒腺结构的研究主要集中于茧蜂科和姬蜂科的一些种类(Bender，1943；Togashi，1963；

Robertson。1968；Edson&Vinson，1979)，而很少涉及其它科。就金小蜂科而言，仅Ratcliffe＆

King(1969)对丽蝇蛹集金小蜂毒腺做了观察，并明确了其超微结构。相比之下，有关毒器

官的发育动态及其与卵子发育关系的研究则更少，仅Uematsu＆Sakanoshita(1987)做了这

方面的尝试，然而研究仍不系统．其实，寄生蜂雌蜂产卵过程中伴随有毒液的注入，故毒器

官的发育与卵子发育阀在时间动态上可能是密切相关的。本章就蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小

蜂毒腺长度、毒囊直径及毒囊中毒液蛋白含量的交化进行了研究，明确毒器官各组成部分发

育与卵子发育的内在相关性。

1材料与方法

1．1供试昆虫

菜粉蝶和蝶蛹金小蜂来源及饲养方法见第二章1．1。

丽蝇蛹集金小蜂自室外诱集而得，以棕尾别麻蟪Baettcheriaca(Sarcophaga peregrine)

的室内种群供其寄生繁育．化蛹2 d内的棕尾别麻蝇蛹收集于500 ml装的玻璃罐头瓶中，

每瓶100头左右，移入集中交配过的爵蝇蛹集金小蜂20头，寄生24h后，去除寄生蜂，被

寄生的蝇蛹置人工气候室内(25士】℃，L：D=14：10h)保育，待子蜂羽化。羽化后子蜂饲

丁-含20％蜂蜜水棉球的“子弹型”大玻管中，用于实验研究或繁衍种群。

1．2毒腺及卵发育的测定

寄生蜂羽化后，雌雄蜂分开，雌蜂分别作以下处理：喂食蜂蜜水井交配，喂蜂蜜水未交

配，未喂蜂蜜水交配，未喂蜂蜜水未交配。蜂蜜水浓度为20％。自雌蜂羽化至死亡，每日

分别考查雌蜂毒腺长度、毒囊直径。每次每处理考察20头雌蜂。并对喂食蜂蜜水并交配的

雌蜂，考查卵巢中各级卵子的数量。卵子的分级标准如下：卵黄沉积部分的K度占卵室总长

度的比例分成3个级圳：1级卵，卵黄沉积部分<l／2卵室氏：H级卵．卵黄沉积部分≥1／2

卵室长：JII级卵，卵子发育成熟，卵黄沉积部分充满整个卵室，其中I级卵和II级卵均属来

成熟卵，而IlI级卵为成熟卵(图3-1，3-2)。
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考查时，先将寄生蜂雌蜂冷冻麻醉后，放r含有少量TBS缓冲液的凹玻片上，Olympus

解剖镜卜．以尖嘴镊拉出生殖系统，小心使毒器官与其它组织分离，以测微尺分别测量毒腺

长度及毒囊直释。尔后，以解剖针刺破毒囊．收集毒液，刚于毒液蛋向含量测定，蛋白含量

测定参照Bradford(1976)的方法，并以结晶牛血清白蛋白(BSA)作标准曲线。

1．3统计方法

试验结果采用DPS(唐启义和冯明光，2002)软件进行方差分析和Duncan氏多重比较

的方法。

圈3-1蝶蛹金小蜂不周发育级别卵牲的彤态

Fig．3-1 ThemorphologyofPteromaluspl即rⅢ”eggswithdiffca-entdevelopmental grades

a：J级卵；b：JJ级卵：c：珊级卵(成熟卵)；TC：_瞄养细胞·a：Grade-I eggs；b：Grade-II

eggs；c：Grade-lII eggs．

图3-2丽蝇蛹集金小蜂不同发育级别卵杖的形态

Fig．3-2 Morphology ofNasonia vitripenn瞎eggs with different developmental gmdcs

a：l级卵；b：11级卵：c：lll鳓p(成熟卵)；TC：滋养纲胞．8：Grade-I eggs；b：Grade-11 eggs；

c：Grade-111 cggs

2结果

2．1毒腺的发育

蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒器官均由～个具贮存作用的毒囊、一条具分泌功能的

腺体组成(图3-3 A和B)。_二者的毒器官结构与Uematsu＆Sakanoshita(1987)研究的稻

24
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苞虫裹尸薄茧小蜂Euplectrus kuwonae及Edson年¨Vinson(1979)研究的160种茧蜂的毒

器官均不相同。

2．I．1蝶蛹金小蜂

饲以蜂蜜水并正常交配的蝶蛹金小蜂雌蜂发育过程中，毒腺长度变化不大，约为2 13～

2．34 mm。毒囊变化明显，刚羽化时，毒囊直径仅O．13 mm左右，毒液蛋白含量为0．33 p∥

毒囊，毒囊形态较瘪，随雌蜂的发育毒囊迅速膨大，至羽化后2 d，直径可达0．24 mm，此

时毒囊比较饱满，毒囊中毒液蛋白的含量也增加至1，05岵／毒囊(图3—4)。

交配对雌蜂毒腺长度(，=O．04，P=O．84)、毒囊直径(F=0．05，P；o．82)及毒液蛋

白含量(，=0．009，P=O．93)均无显著影响。喂食蜂蜜对雉蜂毒腺长度(，=2．46，P=0．13)

无显著彰响，面对毒囊直径(F=38．12,P<104)和毒渡蛋白含量(F=8．27，P=0．007)均

有显著正面影响(图3-4)。

圈3-3两种金小蜂毒器官结掏圉

Fig．3-3 Venom apparatus ofPteromaltBputmrum(A)删Nasonia vitripennis(B)

VG：毒辣Vtmom girard；VR：毒囊Venom reservoir；,DG：杜氏腙Douforglad．

2．1．2丽蝇蛹集金小蜂

饲以蜂蜜水并正常交配的丽蝇蛹集金小蜂雌蜂发育过程中，毒腺长度无显著变化，约为

3．1～3．3 mm。毒囊变化明显，雌蜂刚羽化时，毒液囊直径约为O．1 film．发育至雌蜂羽化后

第3 d，其直径可达0．2 mill左右：毒液蛋白含量也由刚羽化时0．17峙，毒囊增加到合成高峰

时的0．60 re．／毒囊(图3-5)。

交配对雌蜂毒腺长度(F=O．00．P=0．98)、毒囊直径(，=O．10，P=0．75)及毒液蛋

白含量(，=O．00，P=0．99)均无显著影响。喂食蜂蜜水对雌蜂毒腺长度(，=0．94，尸=D．34)

无显著影响，而对毒囊直径(，=5-30，P=O．03)和毒液萤白含鼙(F=7．92，P=O．008)



第三章两种金小蜂毒器官发育及其与卵了发育的关系

却有显著正面影响(图3-5)。

蜂蜜水还可显著延展蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂成蜂的寿命，当对成蜂饲以蜂蜜水

时，其寿命分别由5 d和5 d延长至12d和10 d。
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2．2毒器官发育及其与卵子发育的关系

蝶蛹金小蜂毒器官备组成部分的发育与其卵巢中成熟卵的数量均成止相关，而与其卵巢

中I级卵和II级卵的数量成负相关(图3-6)；毒器官各组成部分之间的发育也呈现止相关

关系(幽3-7)。丽蝇蛹集金小蜂毒囊直径(y=4．649．1．02l x，R2=0．399，F=5．976，P=0．037)

与其卵巢中1I级卵数量成负相关，毒器官其它组分与卵巢中各级卵数量均无相关性(图3-8)：

毒器官各组成部分之间的发育则呈正相关关系(图3-9)．

o OmHIc-IⅢ- ●Gnde-lleu5 ▲MItumq‘

⋯⋯··哇牲《o拍如{elliS)⋯⋯垃性怕·删‘■弘1一缱性州·哪～q11)

I，r

，-1364-n∞5i

l．：p慨卜吼n㈣
l忡

I·o、

i?

"}焱川”．o-一耐t嗽F-15．460,Pt0．003)

0 10 20 30 帅 卵 ∞ 70

N．1岫n ofcgs$

图3’6蝶蛹金小蜂毒器官发育与卵巢中各级卵发育的关系

Fig 3-6 Relationships belween development ofvenom apparatus and numbers ofdifferen!developemtal grades

eggs in the ovaries ofPteromalus puaprum females
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L脚甜hofvenomgkmd《mm)

0．15 n2 n25

DiMt旧ofmomtIeⅣbr(¨哪

图3．7蝶蛹金小蜂毒器官各组成部分间发育进程中的相互关系

Fig 3-7 Relationships among different pans ofvenom apparatus in female Pleromaluspuparum

a：毒囊直径与毒腺长度关系；b：毒液蛋白台量与毒腺长度关系；c：毒渡蛋自古量与毒囊直径的关系。

a：Relationships between venom reservoir diameter and vellom gland length；b：Relationship between venom

protein c啪悯t and s／eiioEa gland length；c：P,．eln=【ionship b删men v“岫reservoir咖meter Bnd v锄om protein

content，

3讨论

蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒器官均由一个具贮存作用的毒囊、一条具分泌功能的毒

腺(图3．3)，而无稻苞虫裹尸薄茧小蜂Euplectrus kuwanae所具有的副囊，且毒囊中也无未

知功能的晶状物存在(Uematsu＆SakanoshRa,1987)。在两种金小蜂雌蜂发育过程中，毒器

官各个组成部分均是在羽化后0～3 d发育较快，尔后稳定于某一水平，发育后期毒腺不萎

缩，毒囊体积和毒液蛋白含量也无显著减少，这与稻苞虫裹尸薄茧小蜂Euplectrus枷onae
相似(Uematsu＆Sakanoshita，1987)。

交配不能影响两种金小蜂雌蜂毒器官的发育，故未喂食蜂蜜的寄生蜂交配时雄蜂为雌

蜂提供的营养远不能满足其卵子和毒器官发育之需要，提供食料(20％蜂蜜水)对毒器官和

卵子的发育可产生显著有益影响。这就是寄生蜂雌蜂未交配卵也可发育成熟并产生后代，但

为其提供食料(20％蜂蜜水)．在延长其寿命的同时还可提高其产仔率及寄生效率的原因。

在两种金小蜂雌蜂毒囊发育过程中，羽化后前3 d发育速度较快，以后基本稳定至某一水平，

直至死亡。交配对毒器官发育无显著影响，故未交配雌蜂仍能止常寄生，并利用其毒液成功
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抑制其寄土的免疫系统，保让卵的止常发育，也证明雄蜂米源的睾丸和雄蜂附腺对寄生蜂卵

n。寄t体内的发育无实质性影响(见第一章)。喂食蜂蜜可显著提高毒囊的发育质量，并延

K成蜂寿命，在寄生性大敌繁育和释放过程中补充食料对成虫发育、提高寄生率和产仔率均

至关重要。

o 0刚e-1 eggs ●0r蚰c-II eggs ▲ Mature eggs

⋯。‘‘线性(Grade-I eggs)⋯·～缱性(ffade·II eggs)——线性删“um eggs)

f 一．。3y17-"4F．59．4”-0以．180Px。n蛐

卜‘—熟惫孓
I ． ＼。 ．

|一y-4．6419-I．∞1x一!翟
v—n755—0．0391

v‘0．753·O．2∞o

帮-0 355，F-4．951．P ffio．053)
●

y；0724·004l x

心-0．264。F-321 9，P一0．106)
o ▲

NumberofcI"

图3-8丽蝇蛹集金小蜂毒器官发育与卵巢中各级卵发育的关系

Fig．3-8 Relationships between developmenl ofvenom apparatus and numbers ofdifferent developmental grade

eggs in ovary offemale Nasonia vitripennis
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图3-9丽蝇蛹集金小蜂毒器官发育过程中的相互关系

Fig 3-9Re|agonshJp$amongdifferentpartsofvt。nom apparatus：inf∞'mleNasoniavitripennis

a：毒囊直径与毒腺长度关系；b：毒液蛋白含量与毒腺长度关系：c：毒液蛋白古量与毒囊直径的关系。

a：Rdationship between venolll reservoir diameter and venom gland length；b：Rel丑：Iionship b日w∞n venom

protein content and venom gland length；c：Relationship between venom reservoir diameter and VenOUl protein

eontent．

喂食蜂蜜并正常交配的蝶蛹金小蜂毒腺长度、毒囊直径及毒液蛋白含量均与卵巢中成

熟卵数量成相关关系，而与I和II级卵数量成负相关关系，说明蝶蛹金小蜂在正常营养条件

下，其毒器官各部分发育与卵子发育相一致。丽蝇蛹集金小蜂毒器官各部分发育与其卵巢中

I级卵、II级卵及成熟卵数量无线性相关关系，说明二者发育不一致，这与两种寄生蜂的寄

生类型有关，蝶蛹金小蜂系内寄生蜂，产卵于寄主血腔中，卵粒直接受到寄主昆虫免疫系统

的作用，而毒液则可显著抑制这种作用(Cai et口，．，2004)，故毒器官发育与卵子发育的一致

性对提高寄生率是有益的，而丽蝇蛹集金小蜂系外寄生蜂，产卵于寄主蝇类围蛹的内表皮之

上，寄主的免疫系统不能作用于其卵粒，故毒器官发育与卵子发育不一致也属正常，这也是

寄生蜂在与寄主协同进化过程中形成的一种适应。

稻苞虫裹尸薄茧小蜂Euptectrus klllⅣai,ioe羽化后0—6 d毒囊体积与卵巢中成熟卵数

晕成正相关，说明在此发育阶段毒囊的发育与卵子发育是一致的，但在发育后期(羽化后8

～10 d)不存在这种相关性(Uematsu＆Sakanoshita．1987)，具体原因未知。
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第四章两种金小蜂毒液的蛋白组成及分子特性

寄生蜂毒液的性质与功能已有不少研究(Jones＆Leluk，1990；Jones etn，。1994；Krishnan

et a1．，1994；Coudron＆Brandt，1996；Parkinson＆Weaver，1999；Parkinson et a1．，2002；Dalai et

aL，2003；Zhang et a1．，2004 a，b)，其中对活性组分的性质与功能的研究也较详(见第一章表

1．1)，且对部分活性蛋白已经进行了质谱鉴定(Parkinson elal．．2002；Zhang elal．，2004b)。

其中的研究多集中于茧蜂科和姬蜂科，而对金小蜂科毒液蛋白的组成及分子特性的研究尚未

有报道，故我们开展此方面研究。本章通过运用各种电泳技术，分析两种金小蜂毒液的蛋白

组成，并对蝶蛹金小蜂毒液通过双向电泳分离所得表达量较高的点进行了质谱鉴定。

1材料与方法

1．1供试昆虫

蝶蛹金小蜂、丽蝇蛹集金小蜂、菜粉蝶、柑桔风蝶的来源及毒液提取见第二章和第三章。

Th和Ha细胞系均系浙江大学应用昆虫学研究所张传溪教授惠赠。

1．2两种金小蜂毒液的蛋白质组成

1．2．1梯度PAGE

毒液提取液加等体积非变性样品缓冲液，混匀，113000 g离心10 mill上样。电泳采用

Tris-甘氨酸电极缓冲液系统，以垂直平板电泳槽进行电泳。分离胶、浓缩胶浓度分别为5—

15％和4‰上样量为10 Itl(约20个毒囊)，浓缩胶和分离皎分别以5 mA和15 iliA稳流

电泳。电泳槽和电泳仪分别为Bio-Rad公司的PROTEAN 3 cell和Model 3000 Xi。凝胶用

考马斯亮蓝R250染液染色约0．5 h。尔后，脱色，Bio-Rad公司的GS．800光密度扫描仪获

取图像，Quantity．oni“分析图谱。

1．2．2 SDS-PAGE

毒液提取液加等体积SDS电泳样品缓冲液，混匀，煮沸5 min并离心后，上样。电泳

采用Tris．甘氨酸．SDS电极缓冲液系统，分离胶、浓缩胶浓度分别为100／挪4％，上样量为

10 p1(约20个毒囊)，电泳、染色、图像获取及分析方法同上。参见Bio-Rad公司的双向电

泳操作指南。尔后，脱色，以Bio-Rad公司的GS_800TM光密度扫描仪获取图像，以

33



辩IJq辛曲种金小蜂毒液的蚩}二l组成驶分}特性

Quantity—ONel”软件分析幽谱。

1．2．3 2一DE

蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒液蛋白双向电泳采用Bio．Rad公司的双向电泳操作系

统，试剂配制及操作步骤如下：

第一向等电聚焦(7cm的胶条，pH 3～10)：从冰箱q诹-20"c冷冻保存的水化上样缓冲

液，置室温溶解。在小管中加入0．01 gDTT，Bio-Lyte4～6、5—7各2．5“1．充分混匀。取

200 gg样品加入水化上样缓冲液至体积为125|d，充分混匀。从冰箱取．20"C冷冻保存的IPG

预制胶条(7cm，p8 3～10)．于室温放置10 rain。沿着聚焦盘或水化盘中槽的边缘至左而右线

性加入样品。当所有的蛋白质样品都已经加入到聚焦盘或水化盘中后，用镊子轻轻的去除预

制IPG胶条上的保护层。轻轻地将1PG胶条胶面朝下置于聚焦盘或水化盘中样品溶液上，使

得胶条的正极(标有+)对应于聚焦盘的正极。在每根胶条上覆盖2—3 mJ矿物油，防止胶条

水化过程中液体的蒸发。对好正、负极，盏上盖子。设置等电聚焦程序。

衰4-l等电聚焦程序

Table 4-l the process oflsoclcca'ic focusing

第二向SDS-PAGE电泳： 配制10％的丙烯酰胺凝胶一块。配制胶条平衡缓冲液】、ll。

在桌上先放置干的厚滤纸，聚焦好的胶条胶面朝上放在干的厚滤纸上。将另一份厚滤纸用

MilliQ水浸湿，挤去多余水分，然后直接鬻于胶条上，轻轻吸干胶条上的矿物油及多余样品。

将胶条转移至溶涨盘中，每个槽一根胶条，在有胶条的槽中加入5 ml胶条平衡缓冲液I。将

样品水化盘放在水平摇床上缓慢摇晃15 rain。第一次平衡结束后，彻底倒掉或吸掉样品水化

盘中的胶条平衡缓冲液l(6M尿素、2％SDS、0．375M pH 8．8Tds．HCI、200／o-H-油和0．2 gDTT)。

并用滤纸吸取多余的平衡液。再加入胶条平衡缓冲液ll(6 M尿素、2％SDS、O．375 M DH 8．8

"I ris-HCI、20％甘油和O 25 g碘乙酰胺)，继续在水平摇床上缓慢摇晃15 rain。用滤纸吸去

SDS—PAGE聚丙烯酰胺凝胶上方玻璃板间多余的液体。将处理好的第一二向凝胶放在桌面上，
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K玻璃板在r，短玻璃扳朝卜，凝胶的顶部对着自己。将琼脂糖封胶液进行加热溶解。将】o

×fU泳缓冲液稀释成1×电泳缓冲液。赶去缓冲液表面的气泡。第二二次平衡结束厉，彻底倒扑

或吸掉样品水化盘中的胶条平衡缓冲液II。并用滤纸吸取多余的平衡液。将IPG胶条从样品

水化盘中移出，用镊子夹住胶条的一端使胶面完全浸没在I×电泳缓冲液中。然后将胶条胶面

朝上放在凝胶的K玻璃板上。将放有胶条的SDS．PAGE凝胶转移到灌胶架上，短玻璃板一面

对着自己。在凝胶的上方加入低熔点琼脂糖封胶液。用镊子轻轻地将胶条向F推，使之与聚

丙烯酰胺凝胶胶面完全接触。放置5 min，使低熔点琼脂糖封胶液彻底凝固。在低熔点琼脂糖

封胶液完全凝固后。将凝胶转移至电泳槽中。在电泳槽加入电泳缓冲液后，接通电源，10 mA

恒流电泳，待溴酚蓝指示剂达到底部边缘时即可停止电泳。电泳结束后，轻轻撬开两层玻璃，

取出凝胶，并切角以作记号。然后用考马斯亮蓝R250染色，脱色液(甲醇：冰醋酸：水=1：】：8)

脱色。尔后，以Gs一80∥光密度扫描仪(Bio-Rad)进行电泳图像扫描。电泳图像用PDQuestr”

2．D图像分析软件(Bio-Rad)进行分析。

1．3蝶蛹金小蜂毒液蛋白的双向电泳图谱中部分蛋白点的质谱鉴定

对双向电泳胶上的表达量较高的点切下后，分别记作l、2、3、4、5、6、7，蛋白点在

胶上的相对位置见闰4-2。切下的点转到1．5 ml Eppeodorf管中，送至上海基康公司进行

MALDI-TOFMS分析。并用MS—FIT(http：／／prospcetor．ucsf．edu，)数据库对MS／MS数据进

行解析，样品的检索的参数设置如下：Digest Used：Trypsin；Max．#Missed Cleavages：1：

Peptide N terminus：Hydrogen；Pe州de C terminus：Free Acid；Cysteine Modification：

carbamidomethylation；Instrument Name：MALDI-TOF；Sample ID(comment)：Magic Bullet

digests；Minimum Matches：4；Sort Type：Score Sort；Considered modifications：I Peptide

N-terminal Gin to pyroGlu I Oxidation of M I Protein N-terminns Acztylated I；Min Parent Ion

Matches：1；MOWSE On：1；MOWSE P Factor：0．4

1．4蝶蛹金小蜂毒液话性组分的初步确定

毒液粗提液以Millipore公司的Microcor螭心超滤管分离，毒液蛋白初步分为大于loo
kDa，小于100 kDa，大于50 kDa,小于50 kDa4个组分，并调节浓度至2 VRE／pl，立即用

丁试验或-70℃保存。

毒液分离后组分对寄主血细胞的生测方法参见第二章。对昆虫细胞系的活性生测方法如

卜．96孔细胞培养板中加入98 pl Tn细胞系或Ha细胞系及培养液(细胞浓度约为105／m1)，
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待细胞铺满整个孔底，加入2“I毒液粗分厉组分，使毒液再组分浓度为O 02 VRE／Ial，并各

设3次重复，尔后置T-27。C细胞培养箱中培养，分别丁0．5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Tn细胞。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o．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Tn细胞和Ha细胞的数量，计算细胞死亡率。以加TBS的孔为阴性对照，以加2 VRE

毒液粗提液的孔为阳性对照，每处理重复3孔。

2结果

2．1两种金小蜂毒液蛋白的组成及蝶蛹金小蜂毒液部分蛋白的质谱鉴定

梯度只AGE后，队Quantlty 0ni7”软件(Bio-Rad，USA)分析表明，蝶蛹金小蜂毒液蛋白

在自然状态下由12条带组成，分子量范围为17．47～879．67 kDa，其ee7条带大于100 kDa，蛋

白含量以分子量为558．64 kDa，308 kDa}n178．17 kDa的三个蛋白为主。丽蝇蛹集金小蜂毒液

蛋白的梯度PAGE图谱由9条带组成，分子量范围为17．62—809．94 kDa，其中以分子量为

246．20 kDa蛋白含量为最高(B：14-1A)。SDS-PAGEFm，PJ,Quantity olli“软件(Bio-Rad．USA)

分析表明，蝶蛹金小蜂毒液蛋白主要由17条带组成，分子量范围为14．11～165．18 kDa，其中

9条带分子量集中于21．17～44．41 kDa，而藤蝇蛹集金小蜂毒液蛋白由14条带组成，分子量范

围为14．11—155．93 kDa,其中6条带集中于21．15～36．68 kDa(图4．IB)。

双向电泳后，以PDQuestTM(Bio-Rad，USA)分析表明，蝶蛹金小蜂毒液蛋白由143个

点缀成，等电点主要集中于4～7之间(图4．2，表4-2)，而丽蝇蛹集金小蜂毒液蛋白等电点

多大于5(图4．3)。对蝶蛹金小蜂毒液双向电泳胶上高丰度的7个点进行质谱鉴定(图4-4)，

并对质谱数据进行查询表明，其中7个点与数据库中所有已知蛋白的匹配率均不高(表4-3

～4．9)。但通过分析数据库中已知蛋白和进行测定的毒液蛋白的分子量和等电点表明，点1

和2可能为20一蜕皮酮水解酶(ecdysone 20 hydroxylase)；3和4可能为(transcription factor

hunchback)：5可能为精氨酸激酶(arginine kinase)；6可能为肌钙蛋白T(troponin T)：7

可能为原肌球蛋白(tropomyosin)，具体结论还有待验证。
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A B

图4-1两种金小蜂毒液蛋白的梯度PAGE(A)和SDS．PAGE(B)图谱

Fig-4-1 Gradient PAGE(A)and SDS-PAGE(B)profiles ofvenom proteins from two pteromalid wasps

Pp：蝶蛹金小蜂毒液：Nv：爵蝇蛹集金小蜂毒液．

Pp：Pteromoluapuparum venom；Nv：Nasonia vitr枷nnts venom．

2．2蝶蛹金小蜂毒液活性组分的初步确定

蝶蛹金小蜂毒液抑制两种寄主血细胞及"I n细胞系延展并引起细胞死亡的活性组分为分

子量大于100 kDa的蛋白，引起Ha细胞系死亡率的话性组分也为大于100 kDa蛋白(表

4．10)，

图4-2蝶蛹金小蜂毒液蛋白的职向电泳图谱

Fig 4-2Two-directional
electrophoresisprofileofvenomproteins ofPteromaluspuparum

A：原始图；B；软件分析处理后图

37
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图4．3丽蝇蛹复会小蜂毒液虽

白的双向电泳图谱

Fig 4-3 Two-directional

electrophoresis profile ofvenom

proteins of

Nasonia vitr≯ennis

蝶蛹金小蜂毒液蛋白有7条带的自然分子量大于100kDa，且表达量最高的3个蛋白分

子量均大于100 kD(图4—1A)。丽蝇蝻集金小蜂蛋白自然状态下由9条带组成，表达量最高

的蛋白为246．20 kDa(图4-1B)．蝶蛹金小蜂毒液中有活性组分是大于100 kDa的蛋白组分，

属大分子蛋白，这与膜翅目社会性昆虫毒液中活性组分多为低分子蛋白或小肽有所不同。瘤

姬蜂Pimpla hypochondriaca毒液对昆虫细胞系SF21有毒性的组分为小于13 kDa蛋白，抑

制寄主血细胞聚集和包囊作用的活性因子为28和32kDa蛋白，而通过初步分离确定蝶蛹金

小蜂毒液对两种昆虫细胞系有毒性的组分和抑制寄主血细胞延展并诱导血细胞死亡的因子

均为丈于100kDa的蛋白，说明不同寄生蜂毒渡中毒性因子因种而异。其中蝶蛹金小蜂毒液

中引起细胞延展和死亡的因子系一种蛋白或是一组蛋白?对寄主血细胞有活性的蛋白组分

与对两种细胞系有作用的蛋白组分是否相同?都值得做进一步研究．

SDS-PAGE分析表明，蝶蛹金小蜂毒液蛋白分子量主要集中于21．17—44．41 kDa，丽蝇

蛹集金小蜂毒液蛋白分子量主要集中于21．15—36．69 kDa．且通过与已经研究的寄生蜂毒液

的组分相比，不同种问的差异太大(Nakamatsu＆Tanaka，2003 a；Coudron ctal．，2000)，很

难做有意义的比较。

对蝶蛹金小蜂毒液双向电泳图谱中7个表达量较高的蛋白点进行蛋白质谱分析表明，7

个点与UCSF数据库中所有点的质谱资料相似度均不高，最高仅为35％，说明此类数据较

缺乏，且所查数据也仅集中于东亚飞蝗Loeusta migratoria、沙漠蝗Schistocerca gregaria、

美洲人蠊Periplanetaamericana、马铃薯甲虫Leptinotarsadecemlineata等几种昆虫，说明昆

虫蛋向组学研究的相对滞后。
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表4-2蝶蛹会小蜂毒被双向电泳蹦潴中再蚩[J点的忖质

Table 4-2 Protein spots in the profile of2-D electrophoresis ofPteromoluspuparum venom

SSP Mr pl SSP Mr pl

1 8 47

1 8 6

19 55

2l 65

23．3

23 77

24．17

24．86

24．88

25

25．21

25．84

26．16

26．35

26．35

27 01

27．09

27．44

29．47

28．51

28．55

28．62

28．64

28．66

28．67

29．05

29，15

30．07

30．26

30．71

30．76

30．97

31．06

31．32

3l_73

32．59

32．踮

32．96

33．15

7．13

5 56

5 84

8．56

6．34

7 92

6

6．18

8．35

763

7．46

7．22

6．17

5．84

6．72

7．93

6．34

6．3

5．64

5．8l

5．92

5．04

6．14

8．16

5．42

8．86

6．51

6 32

665

7．9

6．13

5．8

5．65

6 53

616

844

6 3l

7 94

613

2302

3301

2303

7302

7303

730l

6302

4304

4303

630l

6403

6402

4404

4401

3401

6401

2401

4402

9402

4403

3402

2402

7401

6501

4502

450l

5502

4503

3502

3501

2502

2501

5501

6505

6504

7502

6503

7501

7503

48 33

48．39

48 71

48．87

49．07

49 3

49．76

49．79

49．83

50．23

52．38

52．97

53．93

54

54．07

56．22

57．4

57．46

6044

60．86

60．96

61

63．J3

64．46

64 46

64．51

64．56

64．68

64．83

64．84

64 85

65．01

65．04

6767

67．92

68．22

68 37

68．38

68 43

5 84

5 97

5．9

7．65

7 85

7．59

7．05

6．36

6．18

6．89

7．34

7．25

6．37

6．】7

6．07

7．25

5 84

6．17

9 58

6．17

6．07

5．84

7．63

6．9

6．3，

6．18

666

6．42

6．07

5．94

5 84

5 66

6．51

7 37

7 25

7 59

7 16

7 49

7 72

5102 33．38 h68 7504 68．5l 7‘9l

39

，●●4

4

3

l

2

5

2

l

2

I

2

1

4

5

3，4

5

l

5

4

3

2

3

3

l

2

3

3

2

4，3

2，2
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续表4—2
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图4-4蝶蛹金小蜂毒液双向电泳图谱中7个蛋白点的质港鉴定(1～4)

Fig．4-4MALDI—TOFMSidentification ofseven 2-DE spotsfromPteromalu．，puparum venom(1～4)
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图4-4蝶蛹金小蜂毒液双向电泳圈谱中7个蛋白点的质谴鉴定(5～7)

Fig．4-4 MALDI。ToF MS identification ofseven 2-DE spots from Pteromalus]Mtparllm v∞om(5～7)
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浙汀大学博十学位论文：蝶蛹金小圭簪和丽蝇蛹集金小蜂毒液的生比特性与生理功能

第五章影响两种金小蜂毒液活性的理化因子

寄生蜂毒液有抑制寄主免疫反应(Parkinson＆Weaver,1 999,Rivers et a1．．2002；Asgafi et

a1．，2003；Cai el a1．，2004；Zhang et a1．，2004)、调控寄主内分泌并干扰寄主正常生长发育

(Morale．Ramos以aL，1995；Coudron＆Bran&，1996)、调控寄主营养状况(Rivers 6'／aL，1993：

Nakamatsu＆Tanaka，2003 a；2004；Rives，2004)及抑制寄主生殖系统发育(Reed＆Beekage,

1997；Digilio etal．，2000)的功能。这些功能的实现常会受到外界条件，诸如温度、酸碱度、

盐浓度、蛋白酶等的影响。然而，此方面的研究较少(Coudron＆Bran&．1996)。因此，为

明确各环境因子对蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒液生理活性的影响，本章中分别以不同温

度、酸度、盐浓度、蛋白酶、表面活性剂及有机溶剂等处理两种金小蜂毒液，考察其对外界

环境的耐受能力，为毒液活性因予的分离纯化与生测，乃至以后在生物防治中的应用提供理

论基础。

l材料与方法

1．1供试昆虫

蝶蛹金小蜂、丽蝇蛹集金小蜂、菜粉蝶、柑桔风蠛的来源及毒液提取见第二章和第三章。

Tn和Ha细胞系来源见第四章。

1．2毒液的处理

1．2．1温度

取毒液粗提液，以TBS稀释至毒液浓度为2 VRFJph并分别于30，40，50，60，80，

100"C处理10min，立即用于试验，以不含量毒液的不同温度处理后的TBS为阴性对照，以

未处理毒液对阳性对照。

1．2．2酸度

分剔配制pH 3，5，6．7。7．5，8，10的缓冲液，用于寄生蜂毒液的提取，弗调节毒液浓

度为2VRE／u1，立即用于试验或-70"C保存。以不含毒液的不同pH值的缓冲液为阴性对照，

未处理毒液为阳性对照。

1．2．3表面活性剂

在1 ml毒液粗提涟中分别加入100 mg SDS、Chaps，100 lJlNP 40、TWe咖20和Triton

X·100，并将处理后的毒液浓度调节至2 VRE^·1’立即用于试验或．70℃保存。以不含毒液的

表面活性剂溶液为阴性对照，未处理毒液为阳性对照。

1．2．4蛋白酶

在毒液粗提液中加入蛋白酶K或胰蛋白酶使之终浓度为1 mg／ml，并于37℃保育10min，

S1
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蛀扁阔1y毒液浓度为2 VRE／pl，立即用于试验或一70"C保存。以不禽毒液的1 mg／ml的蚩白

酶K或胰蛋白酶对阴性对照．以术处理毒液为刚性对照

1．2．5盐浓度

稀释毒液浓度至2 VRE／pJ，加NaCI使终浓度分别为0．2，0．4，0．8 M的NaCI溶液，立

即阁于试验或一70"C保存。以不含毒液的不同浓度的NaCl溶液为阴性对照．以未处理毒液对

阳性对照。

1．2．6有机溶剂

参照Coudron＆Brandt(1996)的方法．寄生蜂毒液粗提液与等体积的氯仿：乙醇(2：

l，v：v)或正己烷混台，涡旋2次，每次I min，混匀，12000 g离心5 rain，有机相真空干

燥后，溶于乙腈。并悬浮于水一有机溶液中(25mlVl磷酸钾缓冲液，PPB，pH7．O：乙腈=7：

l，v：v)．水相真空干燥后以一定体积的PPB重悬后用于生测。以不含毒液的PPB为阴性

对照，未处理毒液为阳性对照。

1．2．7菜粉蝶4龄幼虫口腔分泌物及中肠液

取菜粉蝶4龄幼虫口腔分泌物和中肠液，按1：10(v／v)的比例加到蝶蛹金小蜂毒液粗

提液中，并以缓冲液调节其浓度为2 VRE4a，37"(2保育10 rain，立即用于试验．以加热煮

沸10 rain后的菜粉蝶4龄幼虫口腔分泌物和中肠液为嬲性对照，未处理毒液对阳性对照。

1．3处理后毒液活性的测定

将上处理毒液分别以寄主昆虫血细胞及两种昆虫细胞系进行活性测定，并分别以TBS

作阴性对照，以毒液粗提液作阳性对照。每处理重复3次。菜粉蝶和柑桔风蝶血细胞提取和

毒液活性离体生测参照第二章，昆虫细胞系的离体培养和毒液活性能生测方法参照第四章。

2结果

2．1温度

温度对蝶蛹金小蜂毒液生理活性有显著影响，随处理温度的升高毒液的活性逐渐减弱，

当处理温度低于50"(2时，蝶蛹金小蜂毒液活性基本不受影响；当处理温度达60℃．毒液活

性大部分丧失；当处理温度大于80℃时，毒液活性完全丧失(图5．1)。处理温度在30～100

℃时，随处理温度的升高，毒液的活性逐渐减弱，直至丧失，处理温度与毒液引起Ha细胞

的校正死亡率成负相关(图5—3)．处理后0．5 h引起50％和90％Ha细胞死亡的处理温度最

高为53．10(22．17～249．04)和33．34(15．40～130．69)，处理后4 h引起50％和90％Ha细

胞死亡的处理温度最高为59．44(45．82—80．05)和48．61(37．95～64．53)．

温度同样可显著影响丽蝇蛹集金小蜂毒液的生理活性，当处理温度达50℃时，毒液生

理功能受到部分影响，处理温度大于60"C时，毒液生理功能基本丧失。当处理温度在30—100

℃时，随处理温度的升高，毒液的活性逐渐减弱．直至丧失(图5-1)，且处理温度与毒液

引起的Ha细胞校正死亡率成负相关(图5-3)．处理后0 5 h．引起50％和90％oHa细胞死亡

的处理温度最高为47 37(25．04～122．05)和33．02(18．51～77．93)，处理后4 h，引起50％

年¨90％Ha细胞死亡的处理濡度摄高为51．30(45．92～57．69)和3．95(39．5l～49．20)(表5-1)。



讲l江—!：兰舅L!里堕皇：些塑竺!：坚!翼!!燮皇尘堡生壅塑兰些竺兰!!!型些鲎

图5-1温度赴理对两种盘小蜂毒渡生理功能☆*影响

F嘻4-5喃cBoFmmperamreON physiologlca]CunclionsofPteromalwp咿仉册andM胁H腑virripenMs啪D帖
A，B：处理后蠊蛹盘小蚌毒液对菜粉蠛蛹血细胞延展(A)和存活(B)的髟喃；c，D：处理后蝶蛹盎小

蚌毒液对柑播风蠛蛹血细胞延展(c)和存括(D)的髟赡f E．F：处理焉蝶蜢金小蜂毒渍对Tn缅胞幕延

展(E)和存话(F)的影响；G，H r温度处理后蟪蛹金小蜂毒液IG)和丽蝇蛹榘盒小蜂毒；疰(H)对Ha

细胞存活的影响-^B：Treated，fP’洲日船puparumⅧ响on哪蝴i雌《AJ a『，dmomJitycB)ofPier#J，_aFoe

hemncylcs；c，D：Treated PleⅢmMus puparum VgB／、m on sprcadlng{C'and mortality(D】of PapiIio xutMrs

hemocytcs；E，F："11-catcd几erorda～5puparum VeDOm on spreading(”andmoflality(F)ofTn cells；G H Effects

cfPter口matus puparum venom(G)and Nasoma vuripennfs vcnDm tHl treated wffh different temperuiure on the

mortali盯ofHa cdb
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表5-l曲种令小蚌由液0l起Ha矧】胞死r=50％ffll 90％时的处理温度及pH

Table 5-l TrealedlemperaRlre and pH ofvenomsfrom[W0 species ofptemmalidwasps resultedin 50％and 90％

mortality ofHa cells

注：LTs。'LT’o：引起50*／d田90％Ha细胞死亡时毒液的处理温度；LpH轴Lpl‰：引起50％和90％Ha细胞死

亡时毒液提取液的pn值·LTse andLTgo：Vcaaomtremedteml∞ralm-einducmg 50and90％hmocytesmortality；

LpH 50，LpHgo：Vestom treated pH inducing 50 and 90％hcmoeytcs mortali吼

2．2酸度

缓冲液pH值同样对蠊蛹金小蜂毒液生理活性有益著影响．当缓冲液pH为3时。毒液

基本无生理活性，当缓冲液pH在5—8之间时，可保证毒液的正常生理活性，而当缓冲液

pH达10时，毒液生理活性基本丧失(图5．2)．当缓冲液pH在3～8之间时，毒液引起的

Ha细胞死亡率及缓冲液pH值呈正相关(圈so)，处理后0．5 h，引起50％Ha细胞死亡的毒

液所承受的pH值最高值为4．8l(2．77—24．82)，处理后4 h，引起50％和90％Ha细胞死亡

的毒液所承受的pH最高值为3．98(3．6"7～4．36)和4．93(4．41—5．35)。

缓冲液pH值对雕蝇蛹集金小蜂毒液生理活性也有显著影响．当缓冲液pH值为3时，

毒液生理活性基本丧失；缓冲液pH值达5时，毒液仅存部分生理活性；缓冲液pH值在6．7

—8之间时，可保证毒液有正常生理活性；缓冲液pH值达lO时，毒液的生理活性部分丧失

(图5．1)。当缓冲液pH在3—8之间时，毒液引起的Ha细胞死亡率及缓冲液pH值呈正相

关(图5-3)。处理后O．5 h，引起50％Ha细胞死亡的毒液所承受的pH最高值为5．99(4．56～

8．82)，处理后4 h，引起50％和90％Ha细胞死亡的毒液所承受的口H最高值为5．18(5．05～

5．32)和5．60(5．54—5．76)。
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臣5·2酸度处理对两种金小蜂毒液生理功能的影响

Fig 5-2 Effects ofacidity ON the physiological functions ofPteromaluspuparum and Nasonia vitripennis venoms

A，B：处理后蝶蛹金小蜂毒液对菜粉蝶蛹血细胞延展(A)和死亡率(B)的影响：C，D：处理后蝶蛹金

小蜂毒液对柑桔风蝶蛹血细胞延展(c)和死亡率(D)的影响：E．F：处理_I舌蝶蛹金小蜂毒液对"In细胞

系延展(E)和死亡率(F)的影响：G，H：不同酸度条件下蝶蛹令小蜂毒液(G)和日日蝇蛹集金小蜂毒液⋯l

对Ha细胞系死广率的影响。A．B：Treated Pteromalus puparum venom oft spreading(A)and mortality(B)0r
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1)te／¨rapoe hemocytes：C，D：Treated Pteromalus puparum veoom on spreading(CI and mortality(D)of Papilio

xuthus hemocytes：E．F Treated Pteromaluspuporum venom On spreading(￡)and mortality(F)ofTn cells：G H：

Effects ofPteromaluspuparum venom fG)and Nasonio vitripenms venom《H)treated with different acidity Orl the

mortality ofHa cells

1”I A

●P口-Yc⋯ o Nv-vcnom

一蛙性盼v册。哪 一‘续件州v-v朋om)

一B 104)

一∽卜篡兰心：
10 O 抽40 60 90 100

Tmlt。dtCal_tillle(℃)

图5-3两种金小蜂引起Ha细腿的校正死亡率与毒液处理温度及酸度的关系

Fig．5-3Correlationbctwtenthc correctedmortalityofHacells∞dvenomslreated condition

A，B；两种毒液处理后o．5h；C，D：两种毒渍处理后4h．凡B：Treat埘with venomsafter0．5h：c，D：Tmatcd

with venoms alter 4 h一

2．3表面活性剂

无论阴离子表面活性剂SDS，非离子表面活性剂Twecn 20、Triton X．100、NP 40，还是

两性去表面活性剂Chaps对两种金小蜂毒液生理活性均无显著影响(图5-4)。

2．4蛋白酶

蛋白酶K处理对蝶蛹金小蜂毒液生理活性无影响(表5-2)，但可使丽蝇蛹集金小蜂毒

液功能部分丧失(表5-3)。但是，胰蛋白酶则可使两种金小蜂毒液活性完全丧失(表5-2和

5．3)。

2．5盐浓度

缓冲液中盐浓度(NaCI)对两种金小蜂毒液生理活性均无显著影响(表5-4和5．5)。



彬f江人学博卜学位论义：蝶蛹金小蜂和叫蜷蛹集令小蚌毒被的生化特忡’J生理功能

E

焉

#

图5-4表面活性剂处理对两种金小蜂毒液生理功能的影响

Fig．5-4 Effects ofd出。鲫ts Oil the physiological functions oftwo species ofptcromEdid venoms

A，B：处理后蝶蛹金小蜂毒液对菜粉蠊蛹血细胞延展CA)和死亡率(B)的影响；C，D：处理后蝶蛹金

小蜂毒藏对柑桔凤蝶蛹血细胞延展(c)和死亡率(D)的影响。E。F：处理后靠蛹叠小蜂毒液对Tn细胞

系延展(E)和死亡率(F)的影响：G，H：表面活性剂处理后峨蛹金小蜂毒液(G)和爵蝇蛹集金小蜂毒

液(H)对Ha细胞死亡率的影响．A'B：TreatedPteromaluspuparum venom on spreading(A)andmortality(B)

of Pieris rapae bcmocytes；C D：Treated Pleromahts]”parum venom on spreading(C)and monalicy(D)of

Papilio：mthus hemocytes；E．F．Treated Pteromalus puparum venom on spreading(E)and mortality(F)of Tn

cells；G H：Effects ofPteromaluspuparum veaom(G)and Nasonia vitripennis venom(H)treated with different

detergents ON the mortality ofHa cells．
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表5-2盘[J酶处理对蝶蛹会小蜂毒液生删上JJ能的蟛响

Table 5-2 Effecl Of_proteinase on the functions ofvenom from Pteromolus Puparum

Cells Time a^er treatⅡtent Trypsin Proteinase K Control Venom

0．5 h 80】1±1．89 a 16 63士1 37 b 81．28±l 41 a 15 36±I．69 b

Pr(S)
4 h 83 73±6 28 a 10．15土l 83 b 831 8±1 03 a 9．46±1 03 b

0．5 h 3 33±5．77 b 24．09±3．72 a 2．38±4 12 b 25 64±4．44 a

Pr rM)
4 h 3．70 4-6．42b 34．19±3．92 a 5，34±4．64b 36jl±1．03 a

0．5h 80．72土1．75 a 14．44士0．86 b 83 55土1．07 a 14．72土1．69 b
PxfS、
‘。4 h 81．69士1，56 a 9．85±0．53 b 84．42±2．54 a 9 35士1．23 b

0．5 h 2．78士4．8l b 33．23士3．18 a 222±3．85b 33．99土1 13 a

PxfMl
。4 h 4．95±4．29b 39．49±089 a 5，34土4．64b 40．63±4．651t

0．5 h 72．82±4．39 b 10．22±】．25 c 87．04士1．57 a 9．72土2．96 c

TnfSl
4 h 62．12±1．32 b 9 29士1．29 c 90．75±2．48 a 9．15±1．00 c

O．5h 30．79±2，81 b 80．04±4 05 a 11．13士0 62 c 81．53±1．6窟a
TnfMl

4 h 36．55±1．13 b 85．83±2．20 a 14．44±1．93 c 86．30士2．80 a

0．5 h 10 32士3．44 c 5795士3．55 b 3．33±5．77 c 73 05±1．8l a

Ha(M)
4 h 10．94±3，87 c 67．3I士9．3I b 3．70士6．42 c 94．44±4．81 st

注： Pr．P)【'Th和Ha分别示菜糟一和拊桔凤蠊血细胞、粉纹夜蛾和棉铃虫细胞系；M：死亡率；s：延展

率：同一杼中平均敷后字母示差异熔显著水平(Jp<0．05)．本章中以下表j备同之。Note：Pr,Px,TnandHalne日tn

hereoeyt∞ofPiertarqoaemdPapillo∞w籼"，coillinesofTriehoplusiani andHeRcoyerpaarmigera,respectively；

M：Mortality；S：Slmmding percmt；Man'ns砒the sⅢrow followed by diffcc∞t letters鼢significantly(P‘
0 05)The same for the following tabtcs in this chapter．

表孓3蛋白酶处理对丽黼囊垒小蜂毒液生理功齄的影响
Table 5-3 Effect ofwoteinasc on the fun咖s Elfvenom from Nasonia vitHpennis

Ceils Time蛆#hc目mmt Trypsin Prv；einmK ConUol Venom

0．5 h 3．33±5．77 c 43．06±1．20b 3．33±5．77 c 73．05±1．8l a

Ha‘M’
4h 5．8l士5．04 c 54．8j士5．Ol b 3．70±6．42c 94．44土4．8l a

2．6有机溶剂

蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒液正已烷提取物的水相部分有生物活性，而有机相无活

性，说明毒液中活性组分是蛋白质．而非脂类或其它有机物质。氯仿：乙酵可使两种金小蜂

毒液生理活性丧失，可能与其引起毒液中活性蛋白组分变性有关(袁5-6和5—7)。

2．7菜粉蝶4龄幼虫口腔分泌物及中肠液

菜粉蝶4龄幼虫口腔分泌物及中肠液均可使两种金小蜂毒液生理活性完全丧失(表5-8

和5．9)。

3讨论
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蝶蛹金小蜂毒液可显麓抑制菜粉蝶蛹血细胞平If Tn细胞系的延展和存活，并引起Ha细

胞的显著死亡。丽蝇蛹集金小蜂毒液对菜粉蝶蛹血细胞和Tn细胞系的延展和存活均无显著

影响，但却可引起Ha细胞的显著死亡。

表5-4盐浓度对蝶蛹金小蜂毒液生理功能的影响

Table 5-4 Effects ofsaltconcentration Onthephysiologicalfunctions ofvenom‘fromPteromaluspuparum

表5-5盐浓度对酉蝇蛹集金小蜂毒渡生理功能的影响

Table 5-5 Effects ofsalt concentration on the physiological fimctlons ofvenom from Nasonia vitripennis

蝶蛹金小蜂毒液以80"(2以上温度处理10 rain后，毒液生理活性完全丧失，而丽蝇蛹集

金小蜂毒液有活性的极限温度仅为60"(2。由此可见。收集两种金小蜂毒液时，为防止毒液

蛋白降解，故解剖应在冰盒上进行，而两种金小蜂毒液也有一定的热稳定性，故生测时，室

温即可进行，且蝶蛹金小蜂毒液热稳定性要好于藕蝇蛹集金小蜂毒液(表4．8)。

当缓冲液pH值在5～8之间时，蝶蛹金小蜂毒液具有正常生理活性，而丽蝇蛹集金小

蜂毒液作用的最适pH值为6．7～8。由此可知，蝶蛹金小蜂毒液对缓冲液pH值适应范围更

宽一些，且当缓冲液为弱酸性时能保持其生理活性，丽蝇集金小蜂毒液作用的适宜缓冲液为

中性至碱性，由双向电泳图4-2和4-3也可看出这一点。因此在收集两种金小蜂毒液时，提

取缓冲液最好为中性。而我们对菜粉蝶和柑桔凤蝶蛹血淋巴pH值测定表明，二者的pH均
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约为6～7，故可保证蝶蛹金小蜂毒液保持止常的生理活性。棕尾别麻蝇及家蝇蛹血淋巴pH

俯约为7．5，也可保证丽蝇蛹集金小蜂毒液的正常生理功能。

表5-6有机溶剂对蝶蛹金小蜂毒液活性的影响

Table 5-6 Effects oforganic solvent oil activity ofPteromaluspuparum venom

Pr(S)

Pr(M)

Px(S)

(2：1)

Chlorform／Px(M)
mcthanol

extraction

Tn(S)

Tn(M)

0．5 h 80．37±2．33 a 79．38±0．52 a 81．28±1．41 a 15．68士0．87b

4 h 83．99±2．53 a 83．92±3．13 a 83．18±1．03 a 9．37±3．17 b

0．5h 3．33±5．77b 6，ll土5．36b 3，03±5．25b 34．92士1．37 a

4 h 3．70±6．42b 6．36±5．53 b 3．70±6．42 b 37．62±6．75 a

0．5 h 81．63士0．97 a 8i．39士2．84 a 81．72±2．9l a 15．26 4-3．77b

4 h 84．15±0．83 a 8437士2．29 a 84．70±1．78 a 9．60 4-2．92b

0．5 h 2．56±4．44b 2．78±4．31 b 2．78±4 8l b 34．98±3．90 a

4 h 5．59±4 90b 5，41±4．79b 5 34±464b 40．77±4．40 a

0．5 h 88．73±1．30a 88．胁士1 21 a 88．05士1．23 a 11．45±1．22b

4 h 90．35 4-2．66a 90．55士2．25 a 90．09士204 a 8．94±1．41 b

0．5 h 11．60±1．00 b 9．76±3．19b 9．7l±3．01 b 82．69士2．87 a

4 h 14,93±2．97b 17．68±2-31 b 15．68士O．87b 86．55±1．46 a

0．5 h 5 81士S．04b 5．34±4．64b 3．33±5．77b 73．08±4．88 a

H8‘M’
4 h 6：36±，．53 b 6．94±6．36 b 5∞±4．64b 97．62±4．12 a

表面活性剂SDS、Tween20、Tritonx．100、NP40和Chaps对两种金小蜂毒液活性均无

显著影响，因此在对毒液活性组分进行分离纯化时，对样品可先以表面活性以除去部分杂蛋

白，简化分离过程。

Img／ml蛋白酶K对蝶蛹金小蜂毒液活性无影响，但却可使丽蝇蛹集金小蜂毒液的生理

活性部分丧火，Img／ml胰蛋白酶会使两种金小蜂毒液活性完全丧失。蛋白酶K的作用位点

60
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是丝氨酸位点，故在蝶蛹金小蜂毒液中活性组分的丝氨酸的含茸较少，而在丽蝇蛹集金小蜂

表5—7有机溶剂对丽蝇蛹集金小蜂毒涟活性的影响

Table 5-7 Effects oforganic solvent on activity ofNasonia vitrpennis venom

!竺竺竺 竺 !鎏墨 篓!竺竺竺 !型 兰!!竺
0．5 h 75-67±5．69b 3．33±5．77 e 3．33±5．77 b 73 05±1 81 a

Hexane extraction Ha(M)

4 h 9296士6．12 a 417±7．22 c 3．70土6．42 b 94，44±4．引a

．∞1瓮删Hamethal_．o extraction
(M)

l
、7

0．5 h

4 h

3．70±6．42 a 2．78±4．81 a 3 33±5．77b 73．05±1．8l a

6．94±6．36 a 6．67±5．77 a 3．70士6 42 b 94 44士4 81 a

表5-8菜粉蠊幼虫口腔分泌物和中肠液对蠊蛹垒小峰毒}瘴生理活性的影响

Table 5-8 Effects ofPieris ropQe larvae sflivaa'y secamions and mid gut．fluid on the functions ofthe venom from

Pteromaluapuparum

CelIs
Treated

saoflivJpa衙ry。secmxe口t∞i008 c∞∞I
time

h“∞‘

Mi哪l n”p of
Con仃0l vcnom

Pieris ratine l埘v畦 ⋯一 ⋯⋯。

0．5h 81．6l土2．00 a 81．75士1．84 a 81．90'2：1．8l a 8I．07±1．38 n 15．34土1．70b
Pr(S)

4 b 84．43±2．76 a 84．51士1．25 a 81．37士n43口83．80士2．14 a 10．47±2．80b

0．5h 2．56±4．44b 3．03±5,25b 3．03±5．25b 2．78士4．gl b 29 46士576 a

Pr(M)
4 h 5，8】±5．04b 5．41±4．79b 5．34土4．64b 5．15±4．51 b 37．41士6．32 a

0．5h 82．57土3．48a 8J．69±4．53 a 8I．97 4-2．96 a 81．56士2．70 n 13．56土0．84 b
Px(S)

4 h 83．58±098 a 84．39±2．67 a 83．07±0．70 a 84．95士1．86 a 9．04土2 81 b

0．5 h 2．08±3．6I b 2．22±3．85b 2，38±4。12b 2，56±4．44h 36．17土1．17 a

Px(M)
4 h 4．79土4 18 a 5，34±4．64 B 4．60±3．99 a 3，03±5．25b 41．52±2．99 a

0．5 h 88．60±0 50 a 88．18±0．98 a 8866±1．50a 87．95士1．20 a 10 24±2．55 b
Tn(S)

4 h 90．19±I．62 a 9I．14±1．82 a 91．38±1．14 a 91．15±1．80 a 9．20士2．97 b

0．5 h 11．4314．15 b 9 7S土1．83 b 9．57土3．26b 9．99土2．09b 85．24±1．72 a

Tn(M)
4 b 16．68±0 87 b 15 68±0．87b 15．77土I．7l b 15．82土2．73 b 89．35±212 a

0 5h 2．78 4-4．81 b 2．56±4 44b 2．56±4．44 b 3．33士5．77 b 73 05士l 8】a
Ha(M1

4 h 5．81±5 04 b 5．34-I-4．54b 6．36±S+53 b 3．70士6，42 b 94．44±4．81 a

表5-9菜耪蝶幼虫口腔分泌韧和中肠液对焉蛹蛹集佥小蜂毒渍生理活性的影响

Table 5-9 Effects ofPieris rapae larvae salivary secretions and mid gut fluid on the func【ions ofthe venom from

Nasonia vitripenni$

Salivary secretions
Treated Midgut fluid of

Cells ofP钮r话rapae Control Control Venom
lime Pier妇rapae Iarvae

larvae

0．5 h 7．04±6．12 b “2．38±4．12b 6．36±5．53 b 3．33±5 77 b 73．05士1 81 a

HafMl
4 h 10．07土1．01 b S．71士515 b 10．28±210b 3 70±6．42 b 94．44士4 81 a

毒液括性组分中丝氨酸含量较高，另一方面可能与处理时间有关，若处理时问延长，蚩白酶
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K可能也会使两种金小蜂毒液的活性部分域完全丧火(Coudron＆Brand!，1996)。胰蛋白酶

专一性强、只断裂赖氨酸、精氨酸的羧基参与形成的肽键，故两种金小蜂有活性的蛋白组分

中赖氨酸或精氨酸可能较高。因此在收集两种金小蜂毒液时，有必要在提取液中加入蛋白酶

抑制剂。

缓冲液盐浓度对两种金小蜂毒液生理活性无影响，说明毒液中活性组分的溶解性较好，

高盐和低盐缓冲液均可保证其有良好的生理活性，且当毒液提取液为去离子水时，毒液的生

理活性也不会丧失(数据未给出)，说明毒液活性组分是非疏水性蛋白，并且在分离纯化蛋

白活性组分时，以NaCI梯度洗脱不会破坏其生理活性。

两种金小蜂毒液正己烷提取物水相有生理活性而有机相无生理括性，氯仿：乙醇(2：1，

v／v)有机相和水相均无生理活性；说明毒液中活性组分是蛋白，而非脂类。氯仿：乙醇可使

两种金小蜂毒液生理活性丧失，可能与其引起毒液中活性蛋白组分变性有关。

菜粉蝶4龄幼虫口腔分泌物和中肠液可使两种金小蜂毒液活性完全丧失，可能与其内丰

富的蛋白酶有关，这些蛋白酶可能对毒液中的活性组分有降解作用。

综上所述，蝶蛹金小蜂和碾蝇蛹集金小蜂毒液在提取过程中，最好于低温下进行，并加

入蛋白酶抑制剂，pH值最好为6～8；在对毒液活性组分进行蛋白分离纯化时，适宜的缓冲

液pH范围为6—8，操作用过程中仪器温度不褥高于60"12(这基本没问题)，处理过程中可

适当使用表面活性剂以除去部分杂蛋白，但分离过程中流动相最好为非有机溶剂，洗脱过程

中的高浓度NaCI溶液不会影响其生理活性。我们已经基本明确蝶蛹金小蜂毒液活性组分为

大于100kDa蛋白。放可先用分子筛进行组分的初步分离，再通过离子交换对组分作进一步

纯化。
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第六章两种金小蜂毒液中酶组成与酶活力变化的时间动态

酶是昆虫(Schmidt，1982；King et a1．，1984；Piek，1986)、蜘蛛、蝎子(Bettini，】978；Geren

＆Oedll；1984)及蛇(1wanaga＆Suzuki，1979)毒液的主要组分。由于蛇毒、蛛毒及蝎毒材

料相对比较容易获得，且威胁人类的生命安全，故研究比较系统(Deshimaru etal，1996；Assi

＆Nasser，1999；Hill＆Mackessy，2000；Kudo＆Tu，2000；Matsui et aL，2000；Vdga et a1．，

2000：daSilvera etaL，2002)。昆虫毒液中研究的较多的是膜翅臼蜂类中针尾部的一些种类，

如蜜蜂(Habermann，1971；Bar&s&Shipolini，1986)，大黄蜂和胡蜂(Edery et以，1978；

Nakajima，1986)及蚂蚁(Blum＆Hermann，1978；Schmidt，1986)的毒液．且已明确其中的

一些组分，如溶血肽、磷酯酶A2，透明质酸酶等。有关膜翅目昆虫毒液中酶的种类见表5—1。

寄生蜂毒液的研究主要集中于其在调节寄生蜂与寄主关系方面，对其组分中酶的研究很少，

仅发现外寄生蜂Eupelmus orientaliB毒液中有磷馥酯酶和透明质酸酶活性，而乏脂酶活性

(Doury et a1．，1997；Nakamatsu&Tanaka,2004)，对其它种类寄生蜂毒液中酶组成的研究尚

未见有报道。且毒液中酶活力在时间序列上变化动态的研究更未有人涉足，故我们以蝶蛹金

小蜂Pteromaluspuparum和丽蝇蛹集金小蜂Nasonia vitripennis为材料开展此方面研究。

1材料与方法

1．1供试昆虫

蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂的来源和饲养方法参见第二章和第三章。

1．2酶的测定

酶液制备：蝶蛹金小蜂自雌蜂羽化后0．5、1、2、3、4、5、6、7、8 d及丽蝇蛹集金小

蜂自雌蜂羽化后0．5、1、2、3、4、5、6、7d分别解剖取样，每次各取200头。取样时，在

Olympus解剖镜下，以尖嘴摄拉出雌蜂生殖系统，分离出毒器官，取下毒囊，在50mM TBS

(pH 7．4，50mMTris，1NHCI调节pH至7．4，其中含有0．90的NaCI)中清洗3次，转移到

冰浴中含有100／alTBS的离心管中，解剖针刺破毒囊后，4"0，t0000 rpm离心10min，取

上清，调节毒液浓度至2VRF_dpl，即为毒液酶液，并用于以下各种酶活力测定。

1．2．1碱性磷酶酶和酸性磷酸酶

参照李影林(1987)的方法，以磷酸苯二钠为底物进行。取酶液10Ⅱl，加入缓冲液：

底物液(1．-1)190 1al，于37．0保温1 h，而后加入碱性溶液400 rtl，69／L氨基安替毗啉200

汕24扎铁氰化钾200“混合后以uV．2550紫外坷见分光光度计(Shimadzu岛津， 日

本)测ODszo，以不加毒液酶液的缓冲液作空自对照，以苯酚制作标准曲线。
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表5-l部分膜翅H昆虫毒液中的酶的丰Il类

Table 5-I Enzymes in venom ofHymcnoptera wasps

Dasym“tiHatepeletierii
+ + + 一 ’ + ‘ ’

Anthophoridae条蜂科
。

Xvlocopa virginica
+ +

Vespidae胡蜂科

Polistesinfuscantus
+ + + + ‘ + 。 +

P洲"“la，is + + + + 。 + ‘ ’

Apoicalallens
+ + ‘ ’ ’ + ’ ’

PD～6I口sericea ， + + 。 + ’ ’

Brachygastra bnineolata
+ + + + ‘ ‘

DDlichovesp"lamaculala
+ + ’ 。 一 + 。 。

Vcspula squamosa
+ + + + + ‘ ‘

ymdc_l驴rons
+ + ‘ + ’ + ’ 。

V．prnsyh,anica
+ + 一 十 ‘ + ‘ 。

Formitidae蚁科

Ponerinae猛蚊亚科

D／”。p0聊玉nd#s + + 。 + 。 + 。 。

Platythyre口cribrinodi#
+ _h ‘ + ? + 。 。

P口rop∞*憾"I嘲q口d虹
^ ★ 。 ’ ^ ^ ‘ ’

Ec把，。mmd口“adridens
+ + ‘ + + + ‘

￡mbe撑¨latum
+ + “ ‘ + + +

Odonr。machu$hematodus
+ + ‘ ‘ + + 。

Ecitoninae游蚁亚科
+ + 一 一 一 + 一 +
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酶：ALP．Alkaline phosphatase碱性磷酸酶；ACP·Acid phosphatase酸性磷酸酶；PI)-Phosphodiesterase磷酸二

酯酶：PROT，Protease广谱蛋白酶．

1．2．2酯酶

参照Hama等(1983)的方法，取20 HI毒液酶液．加入0．5 ml的3×104M的d一醋酸

茶酯，37℃保温10min，再加入0．5ml显色剂(1％同兰B盐：5％SDS=2：5)终Jr反庶，
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10000 rpm离一tS,10rain，I，清咀UV-2550紫外一可见分光光度计(Shimadzu岛津，日本)测

定ODⅫ。以不加毒液酶涟的缓冲液作空白对照，以q．蕞酚制作标准曲线。

1．2．3 J．谱蛋白酶

参照于琛柱等(1995)的方法，略做修改，氨基磺胺偶氮酪蛋白为底物，溶于O，15 M NaCI

中配成底物涟，浓度为5m∥m}。取20pl酶液，加入0．3 ml底物液，30℃反应2 h，最后再

加入0．6ml的2％(w／v)的三氯乙酸终止反应，4"C 112009离心15min后，取上清测OD366。

以不加毒液酶液的缓冲液作空自对照，以胰蛋白酶做标准曲线。

1．2．4磷酸二酯酶

参照Sehmidt等(1986)的方法，对硝基苯磷酸二钠(PNPP)为底物，取20 u】酶液加

入0．5ml的O．1M"Iris．CI(pH8．9)，0．3ml的1mMPNPP和0．2ml蒸镏永，于37"C保温8h，

最后加入1．5 ml的O．05 N NaOH终止反应，测OD4m不加毒液酶液的缓冲液作空白对照，

以对硝基苯酚做标准曲线。

1．2．5磷酸酯酶A

参照Doury等(1997)的方法并做改进．取新鲜鸡蛋1个，去除蛋清和蛋膜，取蛋黄加

200 gl双蒸水搅匀，取sml加10ml O．15MNaCI，用NaOH调节pH至8．0，备用。配制l％

的琼脂糖，加热熔化，冷却到室温后，取20mI加入pH 8．0的蛋黄液，倒入干净的直径为

15 Gm培养皿中。厚度约5 mm，凝固后用打孔器打孔，孔半径为0．25 cm，孔间距为4 cI／1，

在孔中加入20山酶渡，以TBS作空白对照。37"(2保温4 h后，测量平板上孔周围清晰斑直

径的大小。

1．3两种金小蜂毒液中可溶性蛋白含量测定

蛋白含量测定采用Bradford(1976)的方法。以结晶牛血清白蛋白作标准曲线。

2结果

2．1碱性磷酸酶和酸性磷酸酶

两种金小蜂毒液中的碱性磷酸酶的活力均是在羽化后开始下降，于羽化后3 d达最低，

而后稍有升高。羽化后3 d前蝶蛹金小蜂毒液中碱性磷酸酶话性稍强于丽蝇蛹集金小蜂，而

羽化3 d后则恰反之。两种金小蜂毒液中的酸性磷酸酶活性羽化后均呈逐渐下降之趋势。且

蝶蛹金小蜂毒液中酸性磷酸酶活性均高于丽蝇蛹集金小蜂。

2．2酯酶

两种金小蜂毒液中酯酶活性于羽化后开始F降，羽化后2～3 d达最低．而后稍升高，
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爿丁羽化后5～6 d达一高峰，丽蝇蛹集金小蜂毒液中酯酶活力稍强丁蝶蛹金小蜂。

2．3广谱蛋白酶

丽蝇蛹集金小蜂毒液具广谱蛋白酶的活力，酶活力于羽化后迅速升高，2 d后达到一稳

定水平，直至死亡。蝶蛹金小蜂毒液中则乏J“谱蛋白酶活性。

2．4磷酸二酯酶

两种金小蜂毒液中的磷酸二酯酶的活力均于羽化后开始下降，于羽化后2～3 d达一最

低水平。之后，丽蝇蛹集金蜂毒液中磷酸二醮酶活力持续升高，于羽化后7 d达最高，蝶蛹

金小蜂毒液中磷酸二酶活力于羽化后5 d达一高峰后又开始下降，至羽化后8 d达最低。丽

蝇蛹集金小蜂毒液中磷酸二酯酶活力在其羽化后1d和5～7 d时稍强于蝶蛹金小峰金小蜂，

而羽化后2～4 d二者基本相同。

2．5磷酸酯酶A

两种金小蜂毒液中磷酸酯酶A的活力在蜂羽化初期均较高，而后迅速下降至羽化后2 d

稳定至某一水平。直至死亡。磷酸酯酶A在两种金小蜂毒液中的活力基本相同。

3讨论

碱性磷酸酶存在于蜜蜂毒液中(Benton,1967)，担收获蚁如g御州嗍6∞‰(schIIlidt
＆Blum．1978 a)和3种社会性胡蜂毒液中却乏此酶活性(Hoffman，1977 a)。Schmidt等(1986)

研究表明，社会性胡蜂毒液中不存在碱性磷酸酶，在收获蚁P badius和猛蚁Paraponera

clavat口的毒液中有较低的碱性磷酸酶活性，他们认为碱性磷酸酶不是具有针刺作用的膜翅

目昆虫的主要酶。

酸性磷酸酶是组织中普遍存在的酶。在昆虫的毒液中也有报道。酸性磷酸酶存在于蜜蜂、

大黄蜂只macutifron、Polistes spp．及收获蚁只badius毒液中(Benton，1967；Hoffman，1977 a’

b，1978；Schmidt＆Blum，1978 a)，本研究中的两种金小蜂毒液中均有碱性磷酸酶和酸性磷酸

酶活性．但活力不高。

酯酶存在于蜜蜂(Benton，1967)、收获蚁P badius(Schmidt＆Blum，1978 b)及大黄蜂

P maculifrons(Hoffman＆Wood。1984)毒液中，但对其中的酶均未做定量描述。Sehmidt

等(1986)对20种膜翅目昆虫毒液中酶进行了定量研究，酯酶存在于6种昆虫毒液中，包

括4种社会性蜂类．一种蚂蚁和一种非社会性的胡蜂。醴酶在昆虫毒液中的功能还未知，它

-rjCt,l!致死无直接关系，但可能与蛰刺后疼痛的产生有关，因这6种昆虫的蛰刺均可产生强

烈的疼痛。另有研究表明，一些有螫毛的鳞翅目幼虫体内有较高的酯酶活性(Dejong el aL，

1975，1982；Dejong＆Bleumink，1977)。Schmidt等(1986)的研究还表明，在20种膜翅目

皑虫中，有酯酶活性的种类则没有蛋白酶括性，二种有蛋向酶活性的毒液中有两种没有酯酶
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活性，我们的研究也表明，两种金小蜂毒液中均有较弱的酯酶活性，其中一种毒液有蚩白酶

活性，兄种则乏蛋白酶活性。

J“谱蛋白酶在昆虫毒液中存在已经有报道(Eclery et以，1972；lshay elal．，1973；Littler el

al，1985)，但活力比较低，同时也没有排除无关组织的千扰，如黄蜂毒液中蛋白酶活性是由

其它无关组织干扰产生的(King et aL，1983)。Schmidt等(1986)研究的18种膜翅目昆虫

毒液中，仅3种有蛋白酶活性。丽蝇蛹集金小蜂毒液中具有蛋白酶活性，这是比较有意思的

现象，其毒液本就是主要由蛋白组成，而这些蛋白却没有被其毒液中蛋白酶水解，可能其毒

液中还存在蛋白酶抑制剂来保护毒囊的蛋白，需做进一步研究。蝶蛹金小蜂毒液中则无蛋白

酶活性，可能与其寄生类型有关，丽蝇蛹集金小蜂是外寄生蜂。幼蜂在蝇类围蛹内表皮上吸

食寄主血淋巴，雌蜂产卵时注射毒液进入寄主体内可能有助于幼蜂的取食，且由毒液中蛋白

酶活力变化情况可以推测，丽蝇蛹集金小蜂的寄生能力与其毒液中蛋白酶活力也有相关性，

这与实际情况也是相符合的，丽蝇蛹集金小蜂羽化后就可有寄生行为，而在羽化后3～5 d

寄生能力较强，如营养充足，雌蜂寄生行为可持续至死亡，而蠊蛹金小蜂是内寄生蜂，雌蜂

直接产卵于寄主体内，幼蜂可直接取食寄主体内的营养，故其毒液中无广谱蛋白酶活性也属

正常。

磷酸二酯酶是蛇毒中普遍存在的酶(1、l，1977；1wanaga＆Suzuki，1979)，且广泛存在于

组织器官中。Schmidt等(1986)研究的膜翅目15属的毒液中，仅Ectatomma和Paraponera

毒液具磷酸二酯酶活性，此两属系姊妹属，分类上具很近的亲缘关系。磷酸二酯酶在毒液中

的功能还不清楚，可能对毒液中的其它组分的功能有协同作用。本章所研究的两种金小蜂毒

液中均具磷酸二酯酶活性，但功能尚特进一步研究。

磷酯酶A(phospholipase)广泛存在于昆虫及其它动物的毒液中，其活性差异甚大。一

般来说社会性嘏蜂毒液中的磷酯酶活力较高，蚂蚁毒液中相对较弱，磷酯酶A有两种类型，

磷酯酶Al和磷酯酶A2，多数种类为磷醅酶A2．但在Poli口tes germanica毒液中为磷酯酶A1

(King et aL，1984)。在本实验方法上不能区分磷酣酶Al和磷酾酶A2，故在此称磷酶酶A。

磷酯酶A具有破坏细胞膜上的磷酯层，增加毒紊的渗透力，干扰细胞膜上的氧化磷酸化作

用，催化天然活性物质(磷酸酰基胆碱、磷醑酰基氨乙醇以及磷酯酰基丝氨酸)水解，促使脂

肪酸从B位置释放，在线粒体上产生分解能，使肥大细胞脱粒。磷酯酶A2是蜜蜂毒液的主

要组分之一，占其毒液总蛋白量的12％，蛰刺后90％的过敏反应与其相关，故研究较多。

Kuchler等(1989)克隆了意大利蜜蜂毒液中磷醮酶A2的基因，并推测其氨基酸序列，发现

它与脊椎动物中的磷酯酶恕有同源性。Owen等(1990)测定了不同年龄意蜂毒液中磷酯

酶A2的活力。Dudler等，(1992)用大肠杆菌表达系统对蜜蜂毒液中的磷酯酶A2基因进

行了高效表达。国内对蜜蜂毒液中的PLA2也进行了一定的研究，如沈立荣等(2002)成功

克隆了意蜂乖|中蜂毒液中的PLA2基因。两种金小蜂中的磷酯酶A对其寄主来说可能也是一

种“过敏原”，对毒液中抑制寄主免疫的组分起协助作用。
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第七章毒液对菜粉蝶蛹血细胞数量、组成、延展、存活与包

囊行为的影响

寄生蜂突破寄主免疫的策略有主动抑制和被动逃避两种方式(S☆'and＆Pech，1995)，在

主动抑制过程中，寄生蜂对寄主细胞免疫的主动抑制作用是其卵在寄主体内成功发育的关

键。因此，寄生蜂的寄生或其抑制寄生免疫因子可诱导寄主体内血细胞数量、组成、形态、

行为及存活的变化(杭三保等，1991；S自rand＆Noda，1991；Sa'and＆Pech。1995；Lavine＆

Beckage，1996；Richards＆Edwards，1999，2000；Cai et4t，2000；Russo etal．，2001；Pdvers et

a1．．2002)。而前人研究均针对一种寄生蜂和～种寄主进行研究，而未涉及寄生蜂毒液对其

非寄主昆虫血细胞数量、组成及存活等方面的影响，故本章开展此研究。实验中，我们通

过自然寄生和人工微注射毒液的方法，就两种金小蜂毒液对蝶蛹金小蜂寄主一菜粉蝶蛹血

细胞数量、组成、形态、存活及行为进行了系统研究，以探讨寄生蜂毒液对其寄主和非寄

主昆虫细胞免疫的机理，并进一步明确寄生蜂毒液在对寄主昆虫进行细胞免疫抑制方面的

功能。

1材料与方法

1．1供试昆虫

蝶蛹金小蜂、丽蝇蛹集金小蜂及菜粉蝶来源见第二章和第三章。选取化蛹0．5 d以内的

菜粉螓蛹用于试验。

1．2寄生和毒液注射

菜粉蝶蛹寄生方法见第二章。

对菜粉蝶蛹注射毒液时，以Eppendorf显徽注射器将2 ul含0．5VRE的两种金小蜂毒液

分别微注射于化蛹后0．5 d内的5头菜粉蝶蝻体内，注射伤口涂以凡士林(毗UK)止血，
单头置1．5 m1灭菌离心管中，于25"C培养箱内黑暗状态卞保育，设注射2 glTBS缓冲液的

蛹作对照。蝶蛹金小蜂寄生后或注射毒液均可使菜粉蝶蛹的羽化率降至3％以下，但寄生后

菜粉蝶蛹死亡率也小于10％，注射TBS和未寄生蛹的羽化率均高于90％，死亡率小于10％，

说明我们的注射方法在技术上是可行的(表7-1)。

表7-1寄生和注射毒液对菜糟蝶蛹羽化率的影响

Tablc 7-1 Effect ofv∞om∞eanergence ratio ofPieris rapae pupae
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1．3血细胞的分类与计数

分别取寄生或注射厉0．5、1、2、3、4 d的蛹，以昆虫针刺破蛹，微量移液器吸取5 u1

血I淋巴，置离心管中，加入5 uI抗凝液(100m1蒸馏水中含NaCl 0．9 g，KCI O．942 g．

CaCl2 0．082 g，EDTA 2 g)稀释，混匀后，于相差显微镜下，以血球计数板统计浆血细

胞和颗粒血细胞数量(Gupta，1979)。每次检查菜粉蝶寄生蛹和注射蛹各5头，同期未寄生

和注射TBS的菜粉蝶蛹作对照。

1．4血细胞延展率和存活率测定

分别取寄生和注射毒液后0,5、1、2、3、4d的菜粉蝶蛹各3头，取10u1血淋巴于Leica

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(见图2-2A~】))；

另取10 ul血淋巴与等体积0．04％的台盼蓝溶液(台盼蓝0．049溶于100mL生理盐水中)混

匀，10min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)的浆血细胞和颗粒血细胞的数量，计算血细胞存活率。分别以同期未寄生和注射TBS

的蛹作对照。

1．5血细胞包囊作用的测定

分别取寄生和注射蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒液后0．5，1，2，3，4 d的菜粉蝶蛹，

取血50H1加到含50 u1TCl00昆虫培养液的96孔细胞培养板中(c∞血g圆，USA)．于每

孔中加入SephadexA-50珠约30个，置2712细胞培养箱中培养约4h，取出后根据SelⅢmdex

A．50微珠表面覆盖的血细胞量及包囊层厚度，将包囊程度分为5级(详见图2-1所示)，计

算微珠的包囊指数(参见第二章)。以未寄生和注射TBS的同期蛹作对照。

1．6寄生和注射毒液前后菜粉蝶蛹细胞基因组电泳分析

取寄生和注射毒液后0．5、1、2、3和4d菜粉蝶蛹血淋巴，4℃10009离心10min后，

收集沉淀血细胞，以V-geae基因组抽提试剂盒(维特洁，杭州)提取其基因组DNA，并以

0．8％琼脂糖凝胶电泳检测基因组的完整性。

2结果

2．1对菜粉蝶蛹血细胞数量及组成的影响

菜粉蝶蛹被蝶蛹金小蜂寄生或注射毒液后，浆细胞、颗粒血细胞及血细胞总数于处理

后0．5～4d与未寄生或注射TBS及注射丽蝇蛹集金小蜂毒液的蛹相比均显著升高(图7-1)。

注射蝶蛹金小蜂毒液的菜粉蝶蛹血细胞数量与同期寄生蛹相比差异不显著，注射TBS和丽

蝇蛹集金小蜂毒液的菜粉蝶蛹血细胞总数与未寄生蛹相比差异也不显著。而就菜粉蝶蛹血

细胞日变化趋势来看，各处理蛹血细胞总数均于处理后2 d内升高，尔后降低。
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菜粉蝶蛹被寄生或注射蝶蛹金小蜂毒液后，其浆血细胞所占比例运渐降低，未寄生、

注射TBS或注射丽蝇蛹集金小蜂毒液的菜粉蝶蛹浆血细胞历占比例于0．5～3 d变化不犬，

到第4 d显著F降，颗粒血细胞所占比例的变化恰反之(图7．2)。寄生和注射蝶蛹金小蜂毒

液均可显著降低菜粉蝶蛹浆血细胞的比例，提高颗粒血细胞的比例。

2．2对血细胞延展及存活的影响

董
《
i

Time疆eft砧atⅡc∞l{d)

圈7．1寄生和毒液对菜粉蠼蚝血细胞数量的影响

Fig．7-1 Effects ofpⅫi6zafion by heromaluspuparum and vcrllonl$from

Pteromaluspui^arum and Nasonfa删'pennis i面daion∞plasr№toc),tes，g／'anu]ar

cellsandtotalhemoeyteⅫtsinthehemolymphofP／eri．srapaep印8e，
PLs：浆血细胞；GRs：颗粒血细胞。PLs：Plssmatoeytes；GRs：o咖“奸cells．

蝶蛹金小蜂寄生

或注射毒液可显著降

骶菜糨蝶蛹血细腮的

延展率。寄生或注射毒

液后0．5～4 d菜粉蝶

蛹浆虹细胞和颗粒血

细胞的延展率均逐渐

降低，而未寄生、注射

rBS或丽蝇蛹集金小

烽毒液蛹浆血细胞和

颗粒血细胞延展率则

变化不大，蝶蛹金小蜂

自然寄生或注射毒液

对菜粉蝶蛹血细胞的

延展有相似的抑制效

应，注射TBS或丽蝇

蛹集金小蜂毒液后，菜

粉蝶蛹血细胞的延展

均不受影响(图7．3)。

螓蛹金小蜂寄生

或注射毒液还可显著

降低菜粉蝶蛹血细胞

的存活率。菜粉蠛蛹被

寄生或注射毒液后0．5

—4 d，其血细胞存活率

均逐渐下降，而未寄生

蛹、注射TBS或丽蝇

蛹集金小蜂毒液蛹血

一}I苦I)目lD奄扛嗣星管喜一一量分p里习釜Jo皇昌z
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细胞的存活率变化不大，蝶蛹金小蜂自然寄生和注射毒液可对菜粉蝶蛹血细胞的存活产隹相

同的生理效应，而注射TBS和丽蝇蛹集会小蜂毒液对菜粉蝶蛹血细胞的存活无显著影响。

Ti∞●m口mmt∞

图7-2蠊蛹金小蜂寄生或注射毒液对菜粉蠊蛹浆血细胞和颗粒血细胞所占比倒的影响

Fig,7-2Effects ofpa嘲t删onbyPteromatuspupantmandveaomfromPteromaluapuparamⅫd黼缸
州P删廊jnj酬∞0，，theIm'centageofPL$andalts抽蜘徊咖∞曲ofP*er／s呦胛娜∞

1hm●n目tmtmnt(d】

圈7-3寄生和注射毒液对蕞粉蝶蛹血细胞延展和存活的影响

Fig-7-3EffectsofparssitizationandvqmomfromPteromaluspuparurn andNasonia vitripennisinjectionoDthe

sprc：ading and viabilityofhemocyIesfrom只'er／s rapaepupae

A·c-浆血细胞：B·D：颗粒血细胞．A，c：Pla．Ⅱnatocytes；B，D：Cwanlalar cells．

，堪t＆∞爨

—oc由!Ij}
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2．3寄生和注射毒液前后菜粉蝶蛹血细胞基因组的电泳分析

寄生平¨注射毒液前后菜粉蝶蛹血细胞的基p司绸均很完謦，朱有发现有DNA断裂成相斧

200 bp左右片段的现象，说明蝶蛹金小蜂的寄生或注射其毒液不能诱导菜粉蝶血细胞发生细

胞凋亡。

图7．4寄生和注射毒液前后菜粉蠊蛹血细胞基因组DNA的琼脂糖凝胶电泳

Fig．7-4EcleclrophoresisprofilesofhernocytegcnomeDNAfromparasitizedand nor-parasitized,Paromalus

puparum VCNIOm injected and TBS injected Pieris，‘哗puape
P0 s～P．：寄生后0．5—4 d；Nn5～Nr n5—4日龄来寄生蛹；M：标准分子量HindlIl digestLDNA，分子

量由大到小分别为23130，9416，6557·4361·2322·2027．564bp．Po s—n：Pupaepm'asitizedfor0．5I．04 days；

ND，～M：Non·parasitized p叩∞day-aged 0．5 to 4 days；M：Marker．V¨一V·：Pupae injected with Pleromalus

puparum VfflnOrll for 0．5 to 4 days；To．s～TI：Pup∞injected with TBS for 0．5 to 4 days．

2．4对血细胞包囊作用的影响

蝶蛹金小蜂寄生或注射毒液均可显著降低菜粉蝶蛹血细胞对Sephadex A-50珠的包囊作

用。寄生或注射毒液后0．5—4 d菜粉蝶蛹血细胞的包囊能力运渐下降，而未寄生或注射TBS

的对照蛹均在2 d前逐渐井高，而后又逐渐降低，包囊能力在化螭后第2 d达最强。蝶蛹金小

蜂寄生和注射毒液对菜粉蠛蛹血细胞的包囊作用育相同的抑制作用，而注射TBS对菜粉蝶蛹血

细胞的包囊能力无显著影响(圈7．5)。

图7-5寄生和注射毒糠对菜粉蝶蛹血细胞包囊反应的影响

Fig．7-5 Effects ofparasitizatinn and venom injection oil the encapsulation capability ofPieris rapae pupae

hemocyles in vivo

一邑
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3讨论

蝶蛹金小蜂寄生后1～4 d，菜粉蝶蛹血细胞数量显著升高，浆血细胞所占比例显并F降，

颗粒血细胞所}i比例显著上升，浆血细胞和颗粒血细胞的延展率及存活率显著下降，包囊能

力显著降低，而注射0．5 VRE的毒液后，可产生与自然寄生相同的生理效应，进一步证明蝶

蛹金小蜂的毒渡是对菜粉蝶蛹产生生理效应的主要因子。

寄生蜂的寄生对寄主血细胞数量及组成的影响众说纷纭，大致可分为三种：1．寄生蜂

寄生对其寄主血细胞数量及组成无显著影响．Hu等(2003)研究表明。螟长距茧蜂

Macrocentrus cingulum的寄生对亚渊玉米螟Ostriniafurnaealis血细胞总量、各类血细胞的

数量及血细胞形态和行为均无显著影响，面寄生蜂主要通过卵裹物质被动逃避寄主的免疫反

应；2．寄生蜂寄生可引起其寄主血细胞数量的下降．Rivers等(2002)研究发现，麻蝇

Sarcophaga bullata被丽蝇蛹集金小蜂Nasoniavilripennis蛰剌(寄生后去除寄生蜂卵)后1 h．

血细胞总数及浆血细胞数量均显著下降，而颗粒血细胞数量刚不受影响，这与自然寄生的情

况基本一致，并且被寄生或蛰刺的麻蝇浆血细胞和颗粒血细胞丧失粘附及延展的能力；3．寄

生蜂寄生可引起其寄主血细胞数量的增加。杭三保等(1991)报道，二化蜞Chilo suppressalis

幼虫被二化螟缄茧蜂,Apanteles chilonis寄生后寄主的血细胞总数明显增高。Strand和Noda

(1991)报道，大豆夜蛾neudoplsia includens被毁侧沟茧●L$ttcroplitis demolitor寄生后血细

胞总数明显增高，且各种血细胞数量也有一定变化。本文的结果与他们的一致，说明蝶蛹金

小蜂寄生引起了寄主的免疫防御反应。

同一种寄主被不同寄生蜂寄生后，寄主也会有不同的生理反应。如烟芽夜蛾11eliothis

vire$ceH5幼虫分别被索诺齿唇姬蜂c sonorenMs和黑头折脉茧蜂C nigrieeps寄生后即是如此。

该夜蛾幼虫被索诺齿唇姬蜂寄生后，寄主血细胞总数在寄生后1—3 d显著下降，在寄生后2 d

浆血细胞含量下降，颗粒血细臆含量上升；被蒸头折脒茧蜂寄生后．寄主血细胞总数在寄生

后6～8 d才显著下降，整个寄生期浆血细胞和颗粒血细胞含量变化不大(Davies et a1．，1987；

Vinson，1971)。而本文研究结果表明．菜粉蝶蛹的非自然寄生蜂毒液对菜粉蝶蛹血细胞数量

和组成均无显著影响。说明每个寄生蜂毒液均有一定的作用范围，对寄主血细胞数量和组成

的影响也有特异性。

同时寄生蜂的寄生还可影响其寄主血细胞的形态、行为和存活(Lavine＆Beckage，1996，

Richards＆Edwards,J999《2000b)，本文的研究结果也证明这一点(图7．3和7-5)。但蠛蛹

金小蜂寄生或注射其毒液虽然能诱导菜粉蝶血细胞的显著死亡，但血细胞基因组并未发生降

解，说明蝶蛹金小蜂寄生或毒液不能诱导寄主血细胞的细胞凋亡，这与Pech和Strand(2000)

的研究结果有所不同。蝶蛹金小蜂毒液对寄主m细胞数量和组成的影响、抑制血细胞延展及

包囊作增劳诱导血细胞死亡的机理尚待进一步研究。
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第八章毒液对蝶蛹金小蜂两种寄主不同虫态血细胞延展、存活

与包囊行为的影响

在寄生蜂与寄主在协同进化过程中，形成其特定的寄主范围，且寄生蜂一般只寄生寄主

昆虫的某一虫态或某几个特定虫态．其毒液则可抑制寄主其它虫态血细胞的免疫反应

(Parkinson＆Edwards，1999 a；Riehards＆Parkinson，2000 b)。迄今，虽然这方面已有许多

研究，但就寄生蜂类群来看主要限于姬蜂科和茧蜂科，为此，我们特选择隶属金小蜂科的蝶

蛹金小蜂及其寄主菜耪蝶蛹为模式系统．就该内寄生蜂如何突破其寄主免疫并对寄主进行营

养调控开展系列研究，现已探明了该蜂寄生或假寄生对寄主血细胞组成与可溶性蛋白含量

(蔡峻等，2000，2001)、体液免疫(Cai etal．，2001)及细胞免疫(Cai etal．，2004)的影响．

并通过假寄生初步报定该蜂毒液是其主动抑制寄主蛹姐细胞免疫的主要因子(Cai“aL，

2004)，且通过第二章也证明这一点。在此基础上，本章以爵蝇蛹集金小蜂Nasonta vitripennis

的毒液为参照，通过活体微注射和离体培养处理方法，就蝶蛹金小蜂毒液对两种寄主不同虫

态血细胞延展、存活和包囊能力的影响作系统研究，以进一步考证该蜂毒液的生理功能。

1材料与方法

1．1供试虫源

菜粉蝶、柑桔风蝶、蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂的来源及饲养方法见第二章和第三章。

1．2毒液提取

毒液提取方法见第二章。

1．3毒液对寄主血细胞延展和存活影响的测定

1．3．1活体注射

活体注射及血细胞延展和存活的研究方法参照第七章。

1．3．2离体培养

血细胞离体培养及血细胞延展和存活的研究方法参照第二章．

1．4毒液对血细胞包囊作用影响的测定
．f’

1．4．1活体注射

活体注射及血细胞包囊作用的评价方法参照第七章。

1．4．2离体培养

75



第八帚毒被对蝶蛹命小蛴阿种寄主小fh：』虫态I眦矧胞主匹展、存活’J包襄行为的蟛响

参照方法第二章1．4的方法，将菜粉蝶雨f柑桔风蝶幼虫或蛹血细胞加入含TC J00昆虫

细胞培养液的48孔细胞培养板孔穴中；再将不同浓度的两种金小蜂毒液提取液按2山的莓

分别加入3个不同孔穴tp，使有关孔穴中毒液浓度分别调至为0．002、0．004、O 008、O 016

和O．02 VP,EIFI；晟后在每个孔穴中加入10粒SephadexA．50微珠，置27。C细胞培养箱中培

养。同时设加2 plTBS和10粒SephadexA一50微珠的作对照。培养、处理4，12和24 h后，

参照方法1．4．1于Leiea倒置显微镜下考查各处理孔穴中不同包囊级别的SephadexA一50微珠

粒数，计算包囊指数。

2结果

2．1菜粉蝶幼虫和蛹活体血细胞

T／n-n口啪椭m)

圈8-1 两种金小蜂毒液对活件菜粉蝶幼虫和蛹血细胞延展的髟响

Fig 8-I Effects ofvenoms from two species ofptecomalid wasps on the spreading*ofhcmoeytcs ofPierb rapae

larvae and pupae加viva

A．C：菜粉蠊幼虫浆血细胞和籁粒血细胞；B．D：菜粉蝶蛹浆血细胞和颚粒血细胞{Pp-venom；注射蝶

蛹金小蜂毒液：Nv-veoon'l：注射爵蝇蛹集金小蜂毒液；TBS：注射TBs缓冲液．·示与对照差异达显著沪

<0．05)水平(Student's t-检验)．箭头示注射TBS和丽蝇蛹集金小蜂毒液的菜粉蝶幼虫化蛹。表8-2～4目

之。A，C：PLs and GRs from Pieris rapoe larvae；B，D：PLs and GRs from Pieris rapae pupae；PD-venom：

Injection with Peromalus puparum venom：Nv-venom：Injection wkh Nasonia vitripennis venom；TBS：Injection

with Tris buffer solution as the control+Showing significant difference from the control at P(0．05．Arrow shows

ihe Pmm rapae 5⋯instar larvae pupated The same for table 8-2～4
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活体注射表明，蝶蛹金小蜂毒液可抑制菜粉蝶5龄幼虫浆血细胞(F=}218 23，P(】0。4)

和颗粒血细胞(F=2911．59，P<104)的延展．注射后时间同样可显著影响菜粉蝶幼虫浆血

细胞(F=24 59，JD<104)和颗粒血细胞(，=4 04，P=001)的延展率，随注射后时问的延

长，两种血细胞的延展率均逐渐F降，毒液抑制50％和90％浆血细胞和颗粒血细胞所需时

间见表8-1。丽蝇蛹集金小蜂毒液对菜耪蝶幼虫浆血细胞(F=o 25，尸=0．62)和颗粒血细胞

(F=0．004，P=0．95)的延展均无显著影响(图8-1A和C)。

蝶蛹金小蜂毒液对菜粉蝶蛹活体浆血细胞(F=1302．91，P(104)和颗粒血细胞(F=

2062．97。P(104)的延展的也有显著抑制作用。当以0．5VRE的蝶蛹金小蜂毒液注射于菜粉

蝶蛹体内后o．5～96 h，浆血细胞和颗粒血细胞的延展率均显著低于注射TBS的对照(图8—1

B和D)，注射后时间对浆血细胞(，=8．69，P=o．0002)和颗粒血细胞(F=16．97，P<l旷)

的延展均有显著影响，两种血细胞的延展率于注射后O．5～96 h逐渐下降。注射丽蝇蛹集金

小蜂对菜粉蝶蛹浆血细胞(F=1．40,P=0．24)和颗粒血组瞻(，=O．62，P=0．44)的延展均

无显著作用(图8．1 B和D)．就血细胞种类来说，莱粉蝶蝻和幼虫活体颗粒m细胞比浆血

细胞对蝶蛹金小蜂毒液更敏感．而就虫态来说，蔡糟攥幼瘦浆妞细艴和颗粒血细胞对蝶蛹金

小蜂毒液的敏感性与菜粉镰蛹的两种血细胞相当(表8-1)。

表8-1蠛蛹金小蜂毒液对两种寄主活体血细胞延展的对闷效应

Table 8-1Time effectofPtcromaluspuparumvl：llolllon spreadingoftwohostshemoeytes抽v押o

Insect Cell Timeeffect

type
Equation rr∞(11) 11．钟(h)

Pieri_，rapae PLs Y=5．84+n35，0．0038 18．09

laiwa@ (，=n92，F-129．58，P<“P) (n0007～0．01) (争65～45．93)

．Pieris rapae

pupae

Papilio xuthus

la“ae

Papilio#uthus

pupae

GRs Y=5．91+0．19J 0．00002

(r=0．78。F=33．31，P<l矿)
v=5．82+0．35j

(，=O 73，F=27．24。P<104)

v=5．98+0．22x

(，；0．93。，=132．37．P<1酽)

Y=6．03+0．30J

(r，0．86，F=65．32．P(104)

Y=5．96+0 21 J

(r=0．68，，=19，13。P=0．0002)

Y=5．96+0_25J

(r=0．86,，=64．90．P<10。)

v=6．01+0．24z

(r=078。F=33 52，P(10。)

(0．0000～n0006)

0．004

(0．00001一O．03)

0．00003

(0舢一0．O∞3)
0．0004

(O舢2～0．002)
0．00002

(0．0000～0．001)

otD00l

(O．00000～0．001)

0．00007

(0．00000～0．001)

79．74

(17．45—3788．56)

20．28

(5．87～585．45)

23．15

(12-36—57．67)

690

(3．92一16 20)

32 28

(7．48—6040．03)

2J．03

(9．24—86．09)

I 3．2l

(5 24～85．98)

蝶蛹金小蜂毒液还可显著影响菜粉蝶蛹活体浆血细胞(，=130．16，户(104)和颗粒血

细胞(F=66．60，P(104)的存活，注射厉时问同样对浆血细胞(，=5．93，P=0．002)的存

活有显著影响，而对颗粒血细胞的存活无显著作用(，。0．943，尸=0．50)：丽蝇蛹集金小蜂

№

嘛

眦

嘛

‰

∞
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毒液对菜粉蝶蛹浆血细胞(F=O．001，P=O．98)和颗粒血细胞(F=0 49，P=0 49)的存括

均无显书影响(图8-2 B和D)。蝶蛹金小蜂毒液还可显著降低活体菜粉蝶5龄幼虫浆血细

胞(F=9615，P<104)和颗粒血细胞(，=120 89，P<104)的存活率，注射后时间对浆血

细胞的存活有显著影响(F=11．23，P<104)，而对颗粒血细胞的存活无显著影响(F=2．57，

P=0．06)。丽蝇蛹集金小蜂毒液对菜粉蝶5龄幼虫活体浆血细胞(，=O．07，尸=O．80)和颗

粒血细胞(，=O．20，尸=O．66)的存活均无显著作用(图8-2A和C)。就血细胞种类来说，

活体状态下，柑桔风蝶蛹和幼虫颗粒血细胞比浆血细胞对蝶蛹金小蜂毒液更敏感。而就虫态

来说．幼虫浆血细胞和颗粒血细胞对蝶蛹金小蜂毒液的敏感性与蛹的两种血细胞相当(表

8．1)。

Tinm afterini∞tion(h)

图8-2两种金小蜂毒液对活体菜粉攥幼虫和蛹血细胞存活的影响

Fig．8-2 Effects ofvenoms from two species ofpteromalid WaSpS Oil the viability ofhemocytes ofPieris rapae

．1arvae end pupae in vivo

A，C：菜粉蝶幼虫浆血细胞和颗粒血细胞：B，D：菜粉蝶蛹浆血细胞和颗粒血细胞}Pp-venom：注射蝶

蛹金小蜂毒液；Nv-vcnom：注射爵蝇蛹集金小蜂毒液；TBS：注射TBS缓冲液．A'c：PLs andGRsfrom Pieris

rapae larvae；B。D：PLs end ORs from Pferis Ydpae pupae；ep-venora：Injection with Pcromalu$pnpQrllm venom；

Nv—venom：lnjectioil with Nasonia vitripennCs venom；TBS：】njection with Tris buffer solution"the contr01．

2．2柑桔风蝶幼虫和蛹活体皿细胞

0．5 VRE蝶蛹金小蜂毒液可显著影响柑桔凤蝶幼虫浆血细胞(F=2514．98，P<104)和

颗粒缸细胞(F=2285．73，P<104)的延展，注射后时间同样可显著影响浆血细胞(F=10．76．

一#一asI，}
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P=0 0001)和颗粒血细胞(F=5．93，尸=o．002)的延展，随注射厉时间的延长，两种血细

胞的延展率均逐渐下降，毒液抑制50％}fl 90％浆血细胞和颗粒血细胞延展所需时间见表8-l。

丽蝇蛹集金小蜂毒液对桔风蝶幼虫浆血细胞(F=O．25，．P=0．62)和颗粒血细胞(F=O．24，P

=o．63)的延展均无显著影响(图8-3 A和C)。蝶蛹金小蜂毒液对柑桔风蝶蛹活体浆血细胞

(F=3492．30．P<104)和颗粒血细胞(，=2667叭，P<104)的延展也有显著抑制，注射

后时间同样对浆血细胞(F=16．11，P(10-4)和颗粒血细胞(，=4．97，P=0．004)的延展也

有显著影响，随注射后时间的延长，两种血细胞的延展率逐渐下降，毒液抑制50％和90％

浆血细胞和颗粒血细胞延展所需时间见袭3．1。丽蝇蛹集金小蜂毒液对柑桔凤蝶蛹活体浆血

细胞(F=1．13，P=0，30)和颗粒血细胞(F=0．57，P=0．45)的延展均无显著影响(固8。3B

和D)。

I抽tIffterinjection 00

图8-3两种金小蜂毒液对活体柑桔风蝶幼虫和蛹血细胞延展的影响

Fig．8-3 Effects ofvenoms from two species ofpterorrmlid wasps on the spreading ofhesnoeytes ofPapilloxuthus

larvae and pupae拥vwo

A．c：柑桔凤蝶幼虫浆血细胞和颗粒血细胞：B．D：柑桔风蠕蠛蛹浆血细胞和颗粒血细胞：PD．venom：

注射蝶蛹金小蜂毒液；Nv．vcrlom：注射丽蝇蛹集金小蜂毒液；TBS：注射TBS缓冲液．九c：PLs and GRs from

Papilio xuf^u$larvae；B，D：PLs and GRs from Papihi9 xuthus pupae；Pp-vanom：埘eetion with Pteromalus

puparum venom；Nv·venom：Injection with Na$onia vitr日oennis venom；TBS：lnjeetion with"I ris buffersolutionⅡ

the contr01．

蝶蛹金小蜂毒液对柑桔风蝶幼虫浆血细胞(，=67．39，P(104)和颗粒血细胞(，=71．95．

P<104)的存活有显著影响．注射后时间对柑桔风蝶幼虫浆血细胞(，=59．29．，<10。)和

}一藿ds嚣
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颗粒血细胞(，=11．12，．p<104)的存活也有显著影响，随注射后时阔的延}：=两种咀细胞的

存活率均显辅r降：丽蝇蛹集金小蜂毒液对柑桔凤蝶幼虫浆血细胞(F=0．13，P=O，79)和

颗粒血细胞(F=1．49，．p=0 23)的延展均无显著影响(蹦8-4 A和C)。注射蝶蛹金小蜂毒

液还可显著降低柑桔风蝶蛹浆血细胞(，=引．49，P(1矿)和颗粒血细胞(F=54．72，尸<104)

的存活率，随注射后时间的延长，浆血细胞(F=10 43，P=0．0001)和颗粒血细胞(F=19．33，

P<104)的存活率均显著下降；注射丽蝇蛹集金小蜂毒液对柑桔凤蝶蛹浆血细胞(F=2．97，

P=o．09)和颗粒血细胞(F=0．50，P=O．49)的存活均无显著影响(图8-4B和D)。

TmIiRerm#ctmn‘h}

图8-4两种金小蜂毒液对活体柑桔风蠕幼虫和蛹血细胞存活的影响

Fig．8-4EffectsofvanomsfromtWO species ofpteromalidWIlSp$Oilthe viabilityofhemoeymsofPapilioxuthus

larvae and pupae m vivo

A，c：柑桔风蝶幼虫浆血细胞和颗粒血细胞；B，D：柑桔凤蠊蚌蛹浆舡细胞和颗粒血细胞{Pp-VenDlm：

注射蝉蛹金小蜂毒液；Nv．vcnom：注射丽蝇蛹集金小蜂毒液：TBS：注射TBS缓冲液·^’c：PLs and GRs from

Papilio xuthus larvae；B．D：PLs and GRs from Papilio xuthuse pupae；Pp-venom：Injection with Pteromalus

口uparum venom；Nv-venom：Injection with Nasonm vitripenrtis venom；TBS：Injection with Tris buffer solution as

the control

2．3菜粉蝶幼虫和蛹离体血细胞

蝶蛹金小蜂毒液可显著影响菜粉蝶幼虫浆血细胞(，=560．78，P<104)和颗粒血细胞

(，=804．05．P<】04)的离体延展，颗粒血细胞延展的这种受抑制作用受毒液浓度的显著

影响(F=4．84，Jp=o．002)，浆血细胞的延展则不受毒液浓度影响(F=o．17，P=0．17)。处

80
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理厉时间对浆血细胞(F=107．26，|p<104)和颗粒血细咆(F=36．45，．P(104)的延展均有

显著影”向，随处理时间的延长，二者延展率均逐渐F降(幽8-5 A和C)。丽蝇蛹集金小蜂

毒液对菜粉蜾幼虫浆咖细胞(F=4．72，P=0．03)和颗粒血细胞(p 5．74，Jp=0 02)的延展

均有显著影响，且随毒液处理浓度的升高，浆血细胞(F=】4．93，月P<104)和颗粒血细胞(F

=14．08，JD<104)的延展率均里下降趋势，处理后时间对浆血细胞的延展率有显著影响(，=

3．58，P=O．04)，而对颗粒血细胞的延展无显著影响(，=2．05，P=O．12)(图8．6 A和C)。

Time-n甘t酬雠m(h’

圉8-5蝶蛹金小蜂毒液对高体菜粉蝶幼虫和蛹血细胞延展的影响

Fig．8-5 Effect ofvenom from Pteromaluspuparum Oil the spreading ofhemocytesofPter括rapae larvae and

pupae／n vitro

A，c：菜粉蝶幼虫浆血细胞和颗粒血细胞；B，D；菜粉蝶蛹装血细胞和颗粒血细胞．A，c：Plasmatocytes

and granular cells from Pieris rapae larvae；B．B：Ptasmatocytes and granular cells from Pieris rapae pupae．

蝶蛹金小蜂毒液对离体菜粉蝶蛹浆血细胞(，=634．69’P<104)和颗粒血细胞(F=96．11

P<104)的延展也有显著抑制作用，且颗粒血细胞受抑制作用对毒液还有浓度依赖效应(F

=4．45，P=O．003)，而毒液浓度对浆血细胞的延展无显著影响(，=1．09，P=O．37)，处理后

时间对菜粉蝶蛹浆血细胞(，=146．22，P<10-4)和颗粒血细胞的延展(，=36．03．P<104)

均有显著影响(图8-5 B和D)。丽蝇蛹集金小蜂毒液对菜粉蝶蛹浆血细胞(，=13．71．P=

o．0004)的延展有显著影响，随着毒液浓度的升高浆血细胞(F=28．92，P<104)的延展呈

F降趋势，而处理后时间对其延展则无显著影响(F=O．75，P=O．53)，丽蝇蛹集金小蜂毒液

8
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对菜粉蝶蛹颗粒血细胞的延展无显著影响(F=2】7，，p=0．14)(图8-6 B和D)。由毒液对菜

粉蝶幼虫和蛹浆血细胞的lc90看，离体培养的菜粉蝶幼虫和蛹浆血细胞和颗粒血细胞的延

展对蝶蛹金小蜂毒液的敏感性基本相同(表8-2)，而由lT50和ITgo看，菜粉蝶蛹浆血细胞

要比幼虫浆血细胞敏感(表8．3)。

Ti限矾盯tl丝tⅡ黜t(h)

图8-6丽蝇蛹集垒小蜂毒液对离体菜粉蝶幼虫和蛹血细胞延展的影响

Fig．8-6 Effects ofvcilom from Nasonia vitripennis Oil the辨ding ofhm∞”∞ofPieris rapae larvac and

pupae
in vitro

A，C：菜粉蠛幼虫浆血细胞和颗粒血细胞：B，D：菜糟蠊蛹浆血细胞和颗粒血细胞．A c：Pla湖时0cyces and

granular ceilsfromP把risrapaelarvae；B’D：PlasmⅫtocymsandgranular cellsfromPieris r。碑epupae．

蝶蛹金小蜂毒液对离体菜粉蝶幼虫浆血细胞(，=131．70，P(104)和颗粒血细胞(F=

52．00，P<104)的存活均有显著影响，并随毒液处理浓度的升高，浆血细胞(，=10．92．

P<104)和颗粒血细胞(，=6．20，P=0．0003)的存活均下降，处理后时间对浆血细胞(F=9．70，

P<104)和颗粒血细胞(F=14．48，P<104)的存活均有显著影响．随处理时间的延长，二

者存活率逐渐F降(图8，7A和c)。丽蝇蛹集金小蜂对离体菜粉蝶幼虫浆血细胞(F=0．32．

P=0．57)和颚粒血细胞(F=3．00，_P=O．09)的存活均无显著影响(图8-8 A和c)。

蝶蛹金小蜂毒液对离体菜粉蝶蛹浆血细胞(F=182．41，P<104)和颗粒m细胞(F=56．14

∞uI≈《‘∞霉
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JD<10—4)的彳于活也有显并影响，且随着毒液处理浓度的升高，浆血细胞(，=8．85，P<j0 4)

丰¨颗粒血细胞(，=7 45，P=0．0001)的存活率均显并F降，处理后时间对浆血细胞(F=14．73，

P<104)利颗粒血细胞(F=14．66，P<104)的存活也有显著影响。丽蝇蛹集金小蜂毒液对

菜粉蝶蛹浆血细胞(，=O．002，P=O．97)年【I颗粒血细胞(F=0．16，P=O．69)的存活均无显

著影响(图8-7 B和D)。

表8-2螓蛹金小蜂毒液对两种寄主离体血细胞延展的剂量效应

Table 8-2 Dose effcct ofPteromaluspuparum vellom on spreading oftwo hosts hemocytes加vitro

⋯8“姊c————1丽赢；；『—————1瓦1匾瓯丐———禚不面硒F—
PLs 一 - 一

rler¨r印“
Y=6．93+Q?43 x 0．03

18rv4。 GRs
(r王0．44，F=13．62，_p=0．0005)

’

(no0001～0．16)

PierⅡnlⅫ
pupae

Papilioxuttnts

Papilioxuthus

pupae

rLS - ‘

v=7∞+043j n00002
GR3 (r：o．4，，，。17|ll，_P：o．o∞1)(o．00000l，o．004)

v=7’5+040 o

PLs (，。o．￡，，：36．27，P(1旷)
。

v=699+0401
GRs (i：o．5；。F。27．72．P<l旷)

。

v=7．48+0．54J o．00002
PL8 (r。o．矗。F：37 62，P<l旷) (0000001～0．0008)

v=6 82+0_34j
GRs (r：o．矗，F：45．19．P<1∥)

‘

0．02

(0．0000l～0．16)

O．007

(O．伽|oD3～0．04)

O．oj

(0．0000。二0．07)

0．006

(0．00003—0．03)

0．02

(0．0001—0．10)

表8-3蝶蛹金小蜂毒i丧对两种寄主离伴血细胞延展的时间效应

Table 8-3 Time effect ofPteromaluspuparum vcnom on spreading oftwo hosts hemocytcs mvitro

Insect Cell I V-venom

typ。
Equation rB。(h) 11k(h)
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Time矾玎treatment(II)

图8．7蝶蛹金小蜂毒液对离体菜耪蝶幼虫和蛹血细胞存活的影响

Fig．8-7 Effects ofvenom from Pteromaluspuparum On the viability ofhemocytes ofPieris rapae larvae and

pupaem vitro

A．C：菜粉蝶幼虫浆血细胞和颗粒血细胞；B，D：菜粉蝶蛹浆血细胞和颗粒血细胞．A，c：Plasmatocytes and

granular cells from Pieriz rapae larvae；B．D：Pl∞matocytes and grlmulm"cells from P把m rapae pupae．

2．4柑桔凤蝶幼虫和蛹离体血细胞

蝶蛹金小蜂毒液对柑桔风蝶幼虫浆血细胞(，=2368．55，P<104)和颗粒血细胞(F=

2175．88．P<104)的延展也有显著抑制作用．毒液处理浓度对此也有显著影响(F=9．85，P<

104：F=7．64．P=0．0001)，而处理后时间对浆血细胞(，=O．20，P=O．90)和颗粒血细胞(，

=2．55．P；o．12)的延展均无显著影响(图8-9A和C)．丽蝇蛹集金小蜂毒液对柑桔风蝶幼

虫浆血细胞(F=11．14，尸=O．01)和颗粒血细胞(，；9．64，，=0．003)的延展同样有显著影

响，但仅当毒液处理浓度大于O．016 VRE／山时，血细胞的延展才受到显著抑制，毒液处理剂

对此也有显著影响(，=27．63，P(104；，=17．19，P<1矿)。处理后时间对柑桔风蝶幼虫浆

血细胞的延展有显著影响(F=2．98，P=O．04)，而对颗粒血细胞的延展无显著影响(，=O．34，

P=0 56)(图8．10A和C)。

墓bi}
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图8-8丽蝇蛹集金小蜂毒液对离体菜粉蠛幼虫和蛹血细胞存活的影响

Fig 8-8 Effect ofvanoal from Na。onia vitripennis otl the viability ofhemocytes ofPierfs rapae ltawan and pupae

in vitro

A，c{菜糟蛱幼虫浆血细胞和瑕粒血细胞；B。D：菜耪蝶蛹浆血纲盥和颗粒血细胞．^C：Pl吲rmtocytcs and

granular cells from Pieris ropae larvae；B．D：Plsarnatocytcs and granular cells from Pieris rapae pupae．

蝶蛹金小蜂毒液对离体培养的柑桔风蠛蛹浆血细胞(F=1547．08，P<l矿)和颗粒血细

胞(F；2555．23，P<l旷)的延展均有显著抑制作用，毒液浓度同样可显著影响浆血细胞(F

=12．30，P<10。)和颗粒血细胞(F=12．74，P<104)的延展，随处理浓度的升高，血细胞

的延展率下降。此外，处理后时间对柑桔风蝶蛹颗粒血细胞的延展无显著影响(F=0．73，P=

0．40)，而对浆血细胞的延展有显著影响(，=8．10，P=0．0001)(图8-9 B和D)。丽蝇蛹集

金小蜂毒液对柑桔风蝶蛹浆血细胞(，；7．57，P=O．008)和颗粒血细胞(，=7．38．P=O．008)

的延展同样有显著抑制作用，但这种抑制作用并不强，当以处理最高浓度0．02 VRE／gl丽蝇

蛹集金小蜂处理时．两种血细胞的延展率均高于70％，而且当处理浓度低于O．016 VRE／pl

时，对两种血细胞的延展均无显著抑制作用，毒液浓度同样可显著影响浆血细胞(，=42．83，

P<104)和颗粒血细胞(，=33．57，P<1矿)的延展，而处理后时间对浆血细胞(，=O．93。P

=O．37)和颥粒盘细胞(，=2．3)，户=0．09)的延展均无显著影响(图8．10 B和D)。由毒液

对菜粉蝶幼虫和蛹浆血细胞的ICga看，离体培养的菜粉蝶幼虫和蛹浆血细胞和颗粒血_细胞

的延展对蝶蛹金小蜂毒液的敏感性基本相同(表8．2)。

1％j言{>



蚺八章毒液对蝶蛹畚小蜂曲种奇土小¨虫志咖钏胞延展、存活。，包囊行为的影响

等

g
舟
霉

图8-9蠊蛹金小蜂毒液对离体柑桔风蠊幼虫和蛹血细胞延展的影响

Fig．8-9 Effect ofv∞om from Pteromaluspuparum on tllc sp”ading ofhmocytes ofPapilioxuthus larvae and

pupae in vitro

A，C：柑桔风蝶幼虫浆血细胞和颗粒血细胞；B，D：柑桔风蝶蝶蛹浆血细胞和颗粒血细胞．A．c：

Plasmateeytes and gl'Imular cells from Papflio xuthus larvae；B。D：Plasm8locytes and granular cells from

Papilioxuthus pupae．

蝶蛹金小蜂毒液对柑桔风蝶幼虫浆血细胞(F=15．91，P=o．0002)和颗粒血细胞(F=

36．23。P<104)的存活同样有显著影响，毒液处理浓度对颗粒血细胞的存话育显著影响(，=

3．85，P=0．008／，而对浆血细胞存活则无显著影响(，=2．42，P=0．06)，处理后时间对二者

的存活均有显著影响(F=50．91，P<10。；F=26．09。P(10．4)，随处理时间的延长，浆血细

胞和颗粒血细胞的存活率均下降(图8-1l A和C)。丽蝇蛹集金小蜂毒液对柑桔风蝶幼虫浆

血细胞(，=O．001，P=0．97)和颗粒血细胞(，=O．02，P=0．90)的存活均无显著影响(图

8．12A和C)。蝶蛹金小蜂毒液还可显著影响柑桔风蝶蛹浆血细胞(，=59．80，P<104)和颗

粒血细胞(F=61．38。尸<104)的离体存活，并随毒液处理浓度豹增加二者存活率均显著下

降(F=4．39，P；O．004；F=4．19，P=O．005)，此外，处理后时间对二者存活率也有显著影

响(，=38．57，JP<1旷；，=21．49，P<1酽)，并随处理时间的延长存活率逐渐下降(图8-11

B和D)：丽蝇蛹集金小蜂毒液对柑风蝶浆血细胞(F=O．03，P；O．87)和颗粒血细胞(F=O．000

尸=0．99)的存活!l!|J无显著影响(图8—12B和D)。
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圈8-10哥蝇蛹集金小蜂毒液对离体柑桔只蠊幼虫和蛹血细胞噩展的影响

Fig．8-10 Effects ofvenoms from Nasonia vitr枷nnis on the印l。．di|lg ofhemoeytes ofPopllioxuthus larvae and

pupae／n vitro

A，C：柑桔风蝶幼虫浆血细胞和颗粒血细胞：B，D：柑桔风蝶蝶蛹浆血细胞和颗粒血细胞．九c：Plasmatocytcs

andgranular cellsfromPapilioxuth”larvae；HD：Plssmatocytes andgranular cellsfromPapilioxuthus pupae．

2．5菜粉蝶幼虫和蛹血细胞包囊作用

不论在活体还是离体条件下，菜粉蝶蛹血细胞对异物Sephadex A．50微珠均能产生包囊

反应，包囊的程度可依据SephadexA．50微珠表面覆盖的血细胞量及包囊层厚度而分成5级，

具体分级标准见第二章。

活体测定结果表明，蝶蛹金小蜂毒液可显著抻制菜粉蝶幼虫(，=1625．00．P<10-4)和

蛹(F；2700．13，P<1矿)对SephadexA一50珠的包囊作用。当以蝶蛹金小蜂毒液注射于菜

粉蝶幼虫和蛹体内时，血细胞对SephadexA．50珠的包囊指数显著低仅加TBS的对照，注射

毒液浓度对菜粉蝶幼虫(，=12．60'P(10。)和蛹(，=11．68，P<10。)血细胞包囊Sephadex

A．50珠的指数具显著影响，并随注射浓度的提高而下降，注射后时间则对幼虫(，=O．02．P

=O．98)和(F=O．003，P=1．00)蛹衄细胞的包囊作用无显著影响(图8．13A和c)。丽蝇蛹

集金小蜂对活体菜粉蝶幼虫(，=3．56，P=O．06)和蛹(F=O．55，P=0．73)血细胞包囊反应

均无显蔫影响(图8—14 A和c)。在离体条什下，蝶蛹金小蜂毒液对菜粉蝶幼虫(，=3159．79．

87
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P<104)午¨蛹(F=2700．13，Jp<】0。)血细胞的包囊能力有显著抑制作用，毒液浓度同样可

显#影响菜耪蝶幼虫(F=26．89，尸<1一)和蛹(F=6 89，P=0．0003)血细胞的包囊能力。

处理厩时间对菜粉蝶幼虫(F=O 017，尸=O 98)和蛹(F=o．06，Jp=0．94)血细胞的包囊能

力无显著影响(图8．13B和D)。丽蝇蛹集金小蜂毒液对离体菜粉蝶幼虫(F=O．69，P=0．41)

和蛹(，=0．017，P=O．98)血细胞的包囊能力均无显著影响(图8—14B和D)。

Time^ftHnHlIInE(h)

凰8-11蝶蛹金小蜂毒液对离体柑桔凤蝶幼虫取蠕血细胞存活的影响

Fig．8-1I Effectsofv㈨nsfromPteromaluspuparumonthe viabilityofhemoe”esofPapillaxuthu,flarvac and

P印№invitro

A，c：柑桔风蝶幼虫浆血细胞和颗粒血细胞：B，D：柑桔风蠕蝶蛹浆血细胞和颗粒血细胞．A，c：

Plasmatocytes and grImu|ar cells‰Papifio xuthus larvae；B．D：P|asmatoeytcs and granular cells from

Papilioxuthuspupae

2．6柑桔风蝶幼虫和蛹血细胞包囊作用

活体测定结果表明，蝶蛹金小蜂毒液可显著抑制柑桔凤蝶蝶幼虫(尹=939．66，P<j04)

和蛹(F=239．23，P=O．0001)对SephadexA-50珠的包囊作用，注射后时间则对幼虫(，=O．02，

P=O．98)和蛹(F=O．02．P=O．98)血细胞的包囊作用均无显著影响：丽蝇蛹集金小蜂毒液

对活体柑桔风蝶幼虫(F=0．28，Jp=0．61)和蛹(，b 0．28，P=0．61)血细胞包囊反应均无显

著影响(图8一15)。离体条件r，蝶蛹金小蜂毒液对柑桔凤蝶幼虫(F=1850．60，P<10。)

—#一b薹≯
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羊¨蛹(F=3175．14，P<104)血细胞的包囊能力有显著抑制作tI_}』；毒液浓度同样可显著影响

柑桔风蝶幼虫(F=689．10，P<104)和蛹(F=1576．31．P<1酽)血细胞的包囊能力；而处

理后时间对柑桔风蝶幼虫(F=O．04，P=0．96)和蛹(F=0．02，P=O．98)血细胞的包囊能力

无显著影响(图8-16A和C)；丽蝇蛹集金小蜂毒液对离体柑桔风蝶幼虫(F=0．00001，P=

O．98)和蛹(F=0．们，P=O．92)血细胞的包囊能力均无显著影响(图8-16B和D)。

窭
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图8·12蕊蝇蛹集金小蜂毒液对离体柑桔风蠕幼虫和蛹血细胞存话的影响

Fig 8-12 Effects ofvenoms from Nasonia yitripennis oil the viability ofhexnocytes ofPapilioxuthus larvac and

pupaem vitro

A，c：柑桔风蝶幼虫浆血细胞和颗粒血细胞；B，D：柑桔凤蠊蝶蛹浆血细胞和颗粒血细胞．丸c：Plasmatoeytcs

and granular cellsfromPapilioxuthuslarvae；B．D：Plasmatoeytcs andgranular cellsfromPapilioxuthuspupae．

3讨论

本研究结果表明，将蝶蛹金小蜂毒液微注射于寄主活体或用以处理离体培养寄主血细

胞，均能显著影响寄主浆血细胞和颗粒血细胞的存活，抑制80％甚至90％以上的寄主浆血

细胞和颗粒血细胞的延展，抑制血细胞的包囊作用。综合分析我们前期(蔡峻等，2000；2001：

2002；Cai etaL，2004)和第二二章的研究结果，可认为该蜂毒液在抑制其寄主血细胞免疫中起

着主导作用。该蜂毒液的这种生理功能与那些不舍多分DNA病毒的寄生蜂如，番茄夜蛾
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Lacanobia oleracea蛹期内寄生蜂瘤姬蜂Pimpla hypochondriaca及麻蝇Sarcophaga bullata的

蛹期外寄生蜂丽蝇蛹集金小蜂的毒液功能相似。其中，瘤姬蜂的毒液不仅能抑制寄主蛹血细

胞包囊作用(Marris et a1．，1999；Parkinson et aL，2002)，而且也能抑制寄主6龄幼虫血细胞

包囊作j=}=|和吞噬作用，导致血细胞形态变化(肿胀、脱粒化或产生空泡)并死亡(Richards＆

Parkinson，2000b)。但是，在其他有关寄生蜂研究中，毒液生理功能并不象上述3种蛹期寄

生蜂一样，特别是在那些具多分DNA病毒的类群中它{fj在影响寄主细胞免疫中的作用是相

当有限的(Beckage，1998；Beckage＆Dahlman，2004)。例如，在具有多分DNA病毒的某些

茧蜂中，该病毒在抑制寄主幼虫细胞免疫中起关键作用，而毒液仅起增效作用(Guzo&Stoltz，

1987；Kitano，1986；Tanaka,1987 a’b)．其增效的机理可能是促进PDV病毒侵入寄主细胞

(Stoltz et a1．。1988；Strand&Dover,1991；Strand＆Noda,1991；Zhang et aL，2004 b)。又如，

Webb和L曲art(1996)证实，具多分DNA病毒的索诺拉毁蝇姬蜂Campoletis sonorens打

的毒液在抑制寄主烟芽夜蛾tIeliothis virescens幼虫血细胞免疫中没有作用，摘除毒囊的雌

蜂所产卵仍髓在寄主体内正常发育。再如，姬小蜂Eulophus pennicornis外寄生番茄夜蛾5

龄幼虫，能抑制其寄主血细胞对异物识别与吞噬作用，抑制浆血细胞和颗粒血细胞延展，导

致这两种血细胞死亡率上升，但仅注射其毒液时却不能引起相同的生理效应，即毒液在影响

寄主血细胞免疫中并来发挥作用(Riclumls＆Edwerds，1999 a．2000 b)，

昆虫在识别、吞噬或包囊异物的过程中，可能与其浆血细胞和颗粒血细胞表面或释放的

某些因子有关。Frmachini等(1996)研究表明，在反吐丽蝇Calliphora vomitoria中参与吞

噬作用或包囊反应的浆血细胞和颗粒血细胞具有与脊推动物单核细胞和无脊椎动物血细胞

化学诱导物(chemo-attractant)—促肾上腺激素(ACTH)和*肿瘤坏死分子(a-TNF)类

似的免疫反应性物质(Genedani etaL，1994；Hughesetal．，1990；Ottaviani elal．，1995)。Rivers

等(2002)推测在麻蝇血细胞中也有类似情况，故丽蝇蛹集金小蜂毒液要抑制其寄主血细胞

免疫，首先须特异性地作用于在识￡n异物、血细胞聚集过程中起关键作用的浆血细臆，抑制

浆血细胞化学诱导物的激活。而蝶蛹金小蜂毒液作用于其寄主浆血细胞和颗粒血细胞是否有

类似情况尚不明确，有待深入研究。此外，我们仅探讨了蝶蛹金小蜂毒液糨提液的生理功能，

但究竟是毒波中何种组分还是几种组分共圊作用的结果尚不明了，有待在纯化毒液各组分的

基础上做进一步的研究。

综上所述，寄生蜂毒液的生理功能因寄生蜂类群及其寄生的寄主虫态而异．这可能是寄

生蜂与寄主间协同进化的结粜。因此，我们在研究寄生蜂突破寄主免疫机理时应因所研究的

寄生蜂．寄主体系而全面评价有关寄生蜂抑制寄主免疫有关因子的单独作用及各因子的相互

关系，进而再综合分析、评判其中的关键因子。蝶蛹金小蜂毒液能显著抑制其自然寄主菜粉

蝶和柑桔风蝶蛹的血细胞免疫，但与蝶蛹金小蜂同隶属金小蜂科的丽蝇蛹集金小蜂的毒液在

低浓度时就可明显抑制其自然寄主麻蝇的血细胞免疫(Rivers etal．，2002)．但仅在高浓度时

(处理浓度人于0．016 VREIBI)对非自然寄主菜粉蝶羊¨柑桔风蝶蛹血细胞的延展有抑制作
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用，}土这0具外寄生性的啮小蜂Melittobiadigitata毒液对其1E自然寄主麻蝇离体浆血细胞和

颗粒血细胞存活、粘着、延展以及形态无任何作_}{ji(Rivers et al，2002)的结果相似。可见，

寄生蜂毒液抑制寄主免疫具有寄主的种特异性，这也可能就是某种特定寄生蜂均具有其特定

寄主范围的原因所在。

Tim triertlealmem III)

圈8．13蠕蛹金小蜂毒液对活体和离体菜耪蠊幼虫和蛹血细胞包囊作用的影响

Fig．8-13 EffectsofvenomfromPteromaluspuparumolitheqlcaDmI啦i∞capabilityofhernocytesfrom

Pieris“呻lm'vae and pupae／n w／vo mad／n vilro

A，B：菜糟幼虫活体和离体血细胞对Scphadex A-50徽珠的包囊作用；C，D：菜粉蛹活体和离体血细

胞对SephadexA-50徽珠的包囊作用。A'B：TheencapsulationindexofhcmocytcsfTomPiems rapaelarvae

to SephadexA-50／n vivo andin vitro；C，D：The encapsulationindex ofhcmocytesfromPieris rapae pupae

Io Sephadex A-50／nViVO and跏vitro．

昆虫防卫寄生蜂的最主要的免疫反应是包囊作用，而这种包囊作用的效率取决于寄主体

内血细胞的数量和延展能力(Ratcliffe＆Rowley,1987；Strand＆Pech，1995；Beckage，1999；

Shdby&Webb,1999)。PDV是对寄主血细胞的活动性有显著抑制作用的物质(Beckage，

1998)，因此在含有PDV的寄生蜂中，抑制寄主免疫的主要因子是PDV，如索诺姬蜂

Campoletis$onoresis(含PDV)的毒液在其寄生过程中不起任何作用(Webb＆Luckhart．

1994)。而在不舍PDV的寄生蜂如瘤姬蜂Pimpla hypochondriaca的毒液可有效抑制寄主讲

茄夜蛾Laeanobia oleracea的脏细胞的包囊反应(Richard＆Parkinson。2000)，这与我们的研

究结果相似，进一步研究表明．瘤姬蜂P hypochondriaca毒液抑制其寄主血细胞发生包囊反

91
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第八茚毒液对蝶蛐余小蜂两种寄土不同虫态JIlL缛]胜延展、存活与乜囊{，为的影响

府的夤白lR分为28和32 kDa蚩白(Parkinson el a1．，2002)，而蝶蛹金小蜂中抑制寄主衄细

隐包囊反应的蛋白组分的分离纯化可做进～步研究。丽蝇蛹集金小蜂毒液对其非寄主昆虫菜

粉蝶和柑桔风蝶蛹血细胞的包囊反应均无显著抑制作，}J，进一步证明寄生蜂毒液的作埘有一

定的范围。

实验中发现，蝶蛹金小蜂毒液可显著抑制菜粉蝶和柑桔风蝶幼虫活体和离体浆血细胞和

颗粒血细胞的延展及包囊能力，却极少寄生此两种昆虫的幼虫，说明菜粉蝶和柑桔风蝶幼虫

体表不具供蝶蛹金小蜂进行寄主搜寻定位的信息化台物，或两种寄主的幼虫体内营养不适合

蝶蛹金小蜂卵孵化及幼虫发育，抑或蝶蛹金小蜂毒液中缺乏可抑制菜粉蝶或柑桔风蝶幼虫动

作反应的麻痹组分，可能是菜粉蝶和柑桔风蝶幼虫不被蝶蛹金小蜂寄生的原因所在。

1讥=ttcrtw．ttr：=nt伪)

图8．14丽蝇蛹集金小峰毒液对活体和离体菜粉蠊幼虫和蛹血细胞包囊作用的影响

Fig．8-14 Effects ofvenom from Nasonia vitripennis orl the cncapsuleaion capability ofPieris rapae larvae

Pu口8e hemocytes in vivo and in vitro

A，B：菜粉幼虫活体和离体血细胞对ScphadexA-50徽珠的包囊作用：C，D：菜粉蛹活体和离体血细胞对

Sephadex A．50徽珠的包囊作用．A’B：The encapsulation index of hemocytes from Pieris rapae larvae to

Sephadex A一50 m vfro and in v(tro；C．D：The encapsulation index of hernocytes from Pieris rapae pupae to

Sephadex A-50 m ViVO and折vitro．
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图8-15两种金小蜂毒液对柑桔凤蝶幼虫(A)和蛹(B)活体包囊反应的影响

Fig 8-15
EffectsofvenomsfromtwoPteromldidwaspsonthe encapsulation capacityofhemocytesfromPapiliD

xuthus larvae(A)and pupae(B)／n vivo

Tiat aftertreatment(h)

圈8-16两种金小蜂毒液对柑桔风蝶幼虫和蛹离体包囊反应的影响

Fig·8-16Effectsofvenomsfrom{wo PteromalidwaspsOnthe encapsulation capacityofhemocytesfromPapilio

xuthus larvae and pupae加vitro

Ar

B：对张桔凤蝶幼虫离体包囊反应的影响；C，D：对柑桔．艮攥蛹离体包囊反应的影响。A．B：Effects 0f

。∞0ms from two Pteromalid wasps On the encapsulation capacity of hemoeytes from Papilio xuthus larv扯a m

”fto；C-D：Effects of venoms from tWO Pleromalid wasps on the encapsulation capacity 0f hemoeytes from

Papilioxuthus pupaeⅢvitro
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浙江大学博士学位论文：蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒液的生化特性与生理功能

第九章蝶蛹金小蜂毒液对两种寄主血细胞酚氧化酶活性及血

淋巴黑化作用的影响

昆虫体内的黑化作用参与卵壳和表皮的形成(Hopkins＆Kramcr，1992)、伤口愈合及对

侵染物的黑化包囊作用(Gillcspie el a1．，1997)。其中对黑化过程中的关键酶是酚氧化酶。酚

氧化酶是原酚氧化酶通过级联反应辙活后的产物，在此过程中伴随产生的黑化素及其它有毒

酚类是对入侵物最主要的防御物质(Ashida＆Bley，1998；Vass&Nappi，2000)，因此寄生蜂

对寄主体液免疫的调控作用可能是通过调节酚氧化酶的级联反应实现的。

寄生蜂对寄主酚氧化酶的调控作用已经做了不少的研究(hvine＆Beckage,1995；Nappi

&Christcnsen，2005)。在拥有多分DNAj商毒的茧蜂科和姬蜂科中，多分D1qA病毒是调控寄

主酚氧化酶的主要因子(Beckage ef aI．，1990；Shelby“a1．，2000；尹丽红，2001；白素芬等，

2003)，但有时毒液也会起主要作用(Asgari以a1．，2003；Zhang et aL。2004 a)，在不会多分

DNA病毒的瘤姬蛾Pimp／a hypochondriaca毒液中发现了酚氧化酶活性的抑制因子(Parkinson

＆Wcavgr,1999)。

尽管Cai等(2001)研究表明，菜耪蝶蛹被蝶蛹金小蜂寄生后，血淋巴中酚氧化酶活性

有所升高，但这种活性的升高是否会引起其血淋巴黑化能力的增强?蝶蛹金小蜂毒液对血淋

巴黑化作用又有何调控作用?还未有研究。且酚氧化酶存在于血细胞和血浆中(Brehelin et

a1．，1989；尹丽红，2001)，而血细胞在血浆黑化过程中又有何作用?这都未有报道。故我们

对此做了研究，明确蠛蛹金小蜂毒渣对菜糟蠊蛹盘淋巴燕化作用的调控作用及蝶蛹金小蜂的

突破寄主体液免疫的机理。

l材料与方法

1．1供试昆虫

菜粉蝶、柑桔风蝶和蝶蛹金小蜂的来源及饲养方法见第二章．

1．2毒液徽注射

毒液微注射方法参见第七章。

1．3血淋巴的取样

寄生或注射毒液后的菜粉蝶和柑桔风蝶蛹以解剖针刺破翅芽处体壁。以微量移液枪吸取

流出的血淋巴。血淋巴一部分以1000 g离心10 min，上滑即为血浆，立即用于试验；另一

部分直接用于试验。

1．4血细胞的酚氧化酶染色



第九章蝶蛹金小蜂毒液对两种寄土血细胞酚氧化酶活性及血淋巴黑化作用的影响

参照Lanz等(1993)的方法。分别取寄生和注射后0，5、1、2、3、4 d的菜粉蝶和柑桔

风蝶蛹血淋巴，10009离一tj,lOrain后，血细胞悬浮0：PBS(O．01 M，pH 7．o)中，洗涤3次后，

加到凹玻片中，并r室温黑暗条件下，保育30min使细胞贴壁，再用0．02M的PBS(pH 7．0，禽

10％福尔马林)同定1 h，室温于2 mg／ml的D，L-DOPA中孵育10 b后，在倒雹显微镜下观察．

细胞染成棕黑色即计数为染色(见图9．1)，分别计数染色和末染色血细胞数目，计算血细胞

染色率，血细胞染色率高低反映血细胞酚氧化酶活性的强弱。

酗9．1菜粉蝶蛹血细胞酚氧化酶染色结果

染色后的血细胞(黑箭头所示)和末染色的血细

胞(白箭头所示)。

Fig．9-1 Phenoloxidase st矗ined results ofhemocytes

S*atined hemocytes删a糠alTOw)and ilon·stoned

hemocy№(white arto们．

1．s血淋巴黑化作用的测定

分别取寄生或注射毒液后0．5，l，2．3，4 d含血细胞和不含血细耱的菜粉蝶和柑桔风

蝶蛹血淋巴30山，加到含70 Ill TC 100昆虫细胞培养基的96孔细胞培养板中，并加入30

粒左右Sephadex A．50珠，室温培养2 h后，于Leica显微镜下计数黑化和来黑化Sephadex

A．sO珠。每处理重复3次。并以同期来寄生或注射TBS菜粉蝶和柑桔风蠊蛹啦淋巴作对照。

1．6菜粉蝶蛹血淋巴离体黑化作用

含血细胞和不含血细胞寄生前后的血淋巴30山加至含70山TBS的细胞培养板中，并

在孔中分别加入毒液2山(含5VRE)、lmM苯基硫脲(PTU)5Ill，以加5IxlTBS孔作对

照，室温置2h，观察备孔中姐淋巴黑化作用，并拍照。同样处理另一组孔中加入约30个左

右的SephadexA．50珠，每处理重复3次，室温置2 h后，观察孔中SephadexA·50珠的黑化

情况。

2结果

2．1血细胞酶氧化酶活性

酚氧化酶染色和未染色的血细胞如图9-1所示。寄生(，=0．1 1，P=0．75)和注射毒液

(F=O．06．P=O．82)对菜粉蝶蛹血细胞中酶氧化酶活性无显著影响。寄生(F=O．42，P=

0，54)和注射毒液(，=0．002，P=0．97)对柑桔风蝶蛹血细胞中酶氧化酶活性也无显著影响。

日龄对菜粉蝶未寄生蛹(F=20．41，P=O．001)、寄生蛹(F=7．78，P=O．004)和注射TBS
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蛹(，=3．51．P=O．05)血细胞酚氧化酶活性均有显著影响．随菜粉蝶蛹臼龄的增加，血细

胞中酚氧化酶活性逐渐减弱，而日龄对注射毒液蛹(F=3 35，P=O．06)札细胞酚氧化酶活

性无显著影响。目龄对柑桔凤蝶未寄生蛹(，=5．87，P=O．01)，寄生蛹(F=5．34，P=0．02)、

注射TBS蛹(F=7．41，P=0．00S)及注射毒液蛹(F=4．77，P=o．02)血细胞酚氧化酶活性

均有显著影响，随柑桔风蝶蛹县龄的增长。血细胞中鼢氧化酶活性逐蒴{减弱(圈9-2)。

～～
一一

Time扑ernⅫT∞mfd)

图9-2寄生和注射毒液对菜糟糕(A和c)和柑桔风蝶(B和D)蛹血细胞酶氧化酶活性的影响

Fig．9-2 EITccts ofpamsitization州vcn01TI injcctlo,OD phcnoloxidasc activity ofhcmocytcsfrom Pieris^mP
(Asadc)蝴脚fffoⅢh但mdD)p州

2．2血淋巴黑化作用

黑化和未熙化的Sephadex A-50珠的形态如圈9-3度示。菜糟螺和柑桔凤蠊蛹被寄生或

注射毒液后，血淋巴对SvphadexA一50黑化作用均未受到抑制，血细胞对血淋巴的黑化能力

也无显著影响(表9—1和表9-2)。

2．3血淋巴离体黑化作用

蝶蛹金小蜂毒液对寄生前后含血细胞和不舍血细胞的菜粉蝶蛹血淋巴离体黑化作用均

无抑制作用，而苯基硫腮(PTU)则可完全抑制菜粉蝶蛹血淋巴的离体黑化(图9．5)。蝶蛹

金小蜂毒液对菜粉蝶和柑桔风蛹含血细胞和不含细胞的血淋巴对SephadexA一50的离体黑化

作用无任何影响，而PTuN"-7完全抑制菜耪蝶和柑桔风蛹血淋巴对SephadexA。50珠的黑化

(医l 9．5)。
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第九章蝶蛹金小蜂毒液对两种寄主血细胞酚氧化酶活性及血淋巴黑化作用的影响

圈9-3蝶蛹金小蜂毒液(A和B)和PTU(c、D)处理后血淋巴对&ph-dcx A．50珠黑化情况

Fig，9-3 Effects ofPteromaluspuparum'venom(Aand B)and PTU(c and V)on the mclanization capability of

hemolymphto Seph—cx^-50beads

A和c：水含血细胞的血淋巴；B和D：古血细胞的血淋巴．^c：Hemolymph with hcmocytes；B，D：

Hemolymph witll out hⅢocytes．

图9-4蝶蛹金小蜂毒液和苯基硫腺对菜粉蝶蛹m淋巴高体黑化作用的影响

Fig．9-4 Effects ofPtemmaluspuparum Verlorll and P1U on melanization ofhemolymph from Pieris rapae pupae

／n vitro

PTU：PTU处理；TBS："rBS处理，为对照；Venom：毒液处理；N：未寄生蛹血淋巴{P：寄生蛹血淋巴；

I．2，3：吉血细胞血淋巴；1’，2’，3’：不含血细胞血淋巴。PTU：Treated with PTU；TBS：Treated with TBS；

Venom：Treated with Pteromalus puparum venolTl：N：hemolymph of 11011-parasitized pupae；P：hemolymph of

parasitized pupae；I，2，3：Hemolymph with hemocytcs；I：2：3’：Hemocytes free hemolymph．
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浙江人学博I+学位论殳：蝶蛹会小蜂和删蝇蛹集令小蜂毒液的生化特忡‘I生理功能

图9-5蝶蛹金小蜂毒液和苯基硫臊对菜粉蝶和柑桔凤蝶蛹血淋巴离体黑化作用的影响

Fig．9-5 Effects ofPteromaluspuparum vlenom and PTU orl melaeization capbility ofhemolyraph from尸f盯b

rapae and Papllio：ruthus pupae to SephadexA-50 beads／n vitro

A：菜粉蝶蛹血淋巴；B：柑桔凤蝶蛹血淋巴；HH：古血细胞的血淋巴；H：不古血细胞的血淋巴；Venom、

TBS和PTU：分别以蠛蛹金小蜂毒液、TBS和PTU处理aA：Pieris rapoepupae；B：Papilioxuthuspupae；HI-l：

Hemolymph with hernoeytes；H：Hcmolymph without hemocytes；Venom，TBS，FIU：Treated with venom。TBS

and刑．respeetivvly．

3讨论

一般说来，寄生蜂的多分DNA病毒是抑制其寄主血淋巴的酚氧化活性及其黑化作用

(Beckage et a1．，1990；Shelby et a1．，2000；尹丽红，2001)的主要因子。Shelby等(2000)进

一步研究表明，这种抑制作用与酚氧化酶基因在翻译水平上受到多分DNA病毒的抑制有关。

寄生蜂毒液也有抑制其寄主血淋巴酚氧活性的作用，如Asgari等(2003)在菜粉蝶微红盘绒

茧蜂Cotesiarubecula毒液中分离到抑制菜粉蝶幼虫血淋巴黑化的50kDa蛋白，此蛋白与丝氨

酸蛋白酶类似物(serineproteinasehomologs，SPHs)有相似的序列及结构域(Kwon etaL，2000；

Lee et a1．，2002；Yu et a1．，2003)。而蝶蛹金小蜂寄生或注射毒液对其寄主菜粉蝶蛹和柑桔风

蝶蛹血淋巴黑化作用均无任何影响(表9—1和9—2；图9—4和9—5)，说明蝶蛹金小蜂可能是通过

非主动抑制克服寄主的体液免疫，而可能以卵表物质通过“分子拟态”逃避了寄主血淋巴中

酚氧化酶的识别因子。同时寄主血淋巴中的血细胞对血淋巴的黑化作用也无显著影响(表9—1

和9．2)，说明血细胞对血浆的黑化作用不是必需的，昆虫血浆中存在异物的识别因子，识别

到异物后激活寄主的原酚氧化酶的级联系统，从而使异物黑化。细胞也可通过自身的识别因

子识别到入侵异物．而产生吞噬、包囊或形成结节等细胞免疫反应，且以上过程，尤其是包

囊形成过程中往往伴有黑化过程．血细胞和血淋巴中的识别因子是否相同，二者的关系如

何?细胞免疫和体液免疫的关系到底如何?这都是值得探讨的问题。

蝶蛹金小蜂毒液虽然能抑制其血细胞的延展、存括及包囊作用，但对其寄主血细胞中酚

O

g一目ilz#



第几带蝶蛹余小蜂毒液对曲种寄上l札自u胞酚氧化酶活性投m淋巴黑化什用的彬l恂

氧化酶活性无显著影响，昆虫血细胞中酚氧化酶在其免疫反应中起何种作H{?也需做进一步

研究。

总之，蝶蛹金小蜂毒液可抑制其寄主血细胞的免疫反应(见第二、七和八章)，而对寄

毛和体液免疫则无任何抑制作用．综合前期研究结果，我们认为蝶蛹金小蜂通过卵表物质逃

避寄主体液免疫，通过毒液的主动抑制作用克服寄主的细胞免疫，从而使蜂卵得以在寄主体

内成功发育。
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浙江大学博士学位论文：蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒液的生化特性与生理功能

第十章毒液对菜粉蝶非免疫系统组织细胞的影响

寄生蜂毒液单独或与其它因子协同可作用于寄主的免疫系统(P／chards＆Edwards．1999

b；P／chards&Edwards，2000a，b；Richards＆Parkinson，2000 a；ladchards&Edward，2000 a．b：

$helby et a1．，2000；Parkinson el aL，2002；Rivers et aL，2002；Asgari et a1．，2003；Cai et a1．，2004；

Zhang et a1．，2004a)、神经系统(Bocchino＆Sullivan，1981；Visser et a1．，1983；Klein＆

Beeakge．1990；Parkinson＆Weaver，1999；Libesert，2003)、生殖系统(Tanaka，et a1．，1994；

Jones，1996；Reed＆Beekage，1997；Tagash妇＆Tanaka，1998；Digilio etal．，2000)、内分泌系

统(Beckagc,】985；Tanaka et a／．，1987；Tanaka＆Vinson，1991；Pennacchio et a1．，1997，1998；

Kelly etal．，1998)、肌肉系统(Beard，1952)和脂肪体(Nakamatsu&Tanaka，2003 a，2004)

等组织器官。以上研究均是针对某一种组织器官进行的研究，而寄生蜂对其寄主昆虫非免疫

系统其它组织器官细胞影响的研究还尚束有人尝试，放我们做了此项研究。并在细胞水平上

确定蝶蛹金小蜂毒液对菜粉蝶蛹的脑、咽下神经节、睾丸、成虫卵巢、中肠、脂肪体及幼虫

丝腺细胞的行为及存活的影响，在确定寄生蜂毒液对寄主和非寄主昆虫的非免疫系统作用的

潜在靶标，进一步揭示寄生蜂毒液的生理功能。

l材料与方法

1．1供试昆虫

蝶蛹金小蜂和丽蝇集金小蜂及菜粉蝶蛹的来源及饲养方法见第二章和第五章。

1．2莱粉蝶蛹不同组织细胞的分离、培养与观察

分别解剖菜粉蝶蛹的脑、咽下神经节、宰丸、卵巢(成虫)、丝腺(幼虫)、中肠及脂

肪体，以去离子水清洗3次后，以剪刀轻轻将其碾碎，放入小三角瓶中，加入30～50倍组

织量的0．25％胰蛋白酶(含0．1％链霉素)。37℃消化，并每隔5 mL．轻摇1次，1 h后拿出轻

摇，特大部分组织残体沉降后，以吸管吸出上清。取500pl加到细胞培养皿(ComingS,US)

中，并加入1 ml TC 100昆虫细胞培养基，加入毒液，并调节其浓度为0．01ⅥIE^tl，以加

入TBS缓冲液的培养皿设为对照。28℃于细胞培养箱内培养0．5和4 h后，以Leica倒簧显

微镜观察细胞贴壁情况，并取出100 u1与等体积0．04％台盼蓝溶液混匀，室温置10 min后

于Leiea倒置显微镜下考查染成蓝色(死亡)和未着色(存活)的细胞的数量，计算细胞死

亡率。

2结果

蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒液对菜粉蝶蛹神经系统的脑、咽下神经节，生殖系统的

睾丸、成虫卵巢、消化系统的中肠及脂肪体和幼虫丝腺细胞的存活均无任何影响，处理后

03



第l章毒澉对菜粉蝶1}免疫组织细胞的影响

0 5和4 h所有细胞的死亡率均为0(表9。1)。蝶蛹金小蜂毒液对菜粉蝶蛹的脑(F=】99．44，

P<10。)、咽卜神经17(，=l 85．93，P<104)、中肠(F=129 22，P<10。4)及脂肪体(F；956．36，

P<10。4)细胞的贴雄行为有显著影响，蝶蛹金小蜂毒液存在情况r，四种细胞的贴壁行为

均受到严重抑制，而成虫卵巢(F=0．006，P=O 94)、睾丸(F=0．35，P=0．57)及幼虫丝腺

细胞(，=0．2l，，=0．66)的贴壁行为均未受影响。掰蝇蛹集金小蜂毒液对菜粉蝶蛹的脑(，

=o．01，尸=0-91)、咽F神经节(F=1，31，|P=0．28)、睾丸(F=O．001，，=0．98)、成虫卵巢

(F；0．03，尸=O．88)、幼虫丝腺(，=0．10，P=0．76)、中肠(F=O．004，尸=O．95)及脂肪体

(F=0．06，P=O．81)细胞的存活和贴壁行为均无显著影响。

3讨论

蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒液对菜粉蝶蛹神经系统的脑、咽下神经节，生殖系统的

睾丸、成虫卵巢、消化系统的中肠及脂肪体和幼虫的丝腺细胞存活均无任何影响。反映在组

织水平上则是毒液对菜粉蝶蛹的神经系统、消化系统、生殖系统及脂肪体功能无直接影响。

丽蝇蛹集金小蜂毒液对菜粉蝶蛹的脑、咽下神经节、睾丸、成虫卵巢。中肠、脂肪体和幼虫

丝腺细胞的贴壁存活均无任何影响，说明以上组织均非丽蝇蛹集金小蜂的作用靶标。而蝶蛹

金小!蛑；毒液对非寄主昆虫来源的Tn细胞系和Ha细胞系的存活均有显著影响、丽蝇蛹集金

小蜂毒液对Ha细胞系的存活也有显著影响(见第五章)，而对菜粉蝶的非免疫组织细胞的

存活均显著影响，其原因尚待进一步研究。已有研究表明，丽蝇蛹集金小蜂毒液对双翅日昆

虫胚胎来源的NIH．SaPe4和CRL．1963细胞系、鳞翅目昆虫卵巢来源的"IN-368和sf21、胚

胎来源的BTl．TN5BI-4和脂肪体来源的IPL-Ldfoel及来源于脊椎动物的ICR-2A细胞系的

存活均有显著影响(Rivers酣a1．，1999)。Parkinson＆Weaver(1999)也在瘤姬蜂Pimpla

hypochondriaca毒液中已经分离到对sf21细胞系有毒性的小于13 kDa的蛋白。以上细胞系

均是来源于昆虫的非免疫系统，甚至来源于更高等动物，寄生蜂毒液对细胞系的存活有显著

影响，能否说明以上细胞系来源的组织是某种寄生蜂毒液的潜在靶标器官?寄生蜂毒液对昆

虫细胞系及其来源的组织器官的作用究竟有何不周?寄生蜂毒液诱导细胞系死亡的机理何

在?都是值得深入探讨的问题。
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浙江大学博士学位论文：蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒液的生化特性与生理功能

第十一章毒液对蝶蛹金小蜂非寄主昆虫血细胞及昆虫细胞系的影响

在长期协同进化过程中，通过寄生蜂和寄主的相互选择，寄生蜂形成其特定的寄主范围。

寄生蜂毒液也有其特定的作用范围，但寄生蜂毒液的作用范围一般大于其寄主范围(Coudron

＆PuRler，1988；Rivers et a1．，1993)。寄生蜂毒液可抑制其寄主血细胞的延展，并诱导血细

胞的死亡(Richard＆Edwards，1999 a；Richard＆Parkinson，2000 b：Rivers et以，2002；Cai et

a1．，2004)。已经有人研究了寄生蜂毒液对其非寄主昆虫的发育或存活的影响(Coudron＆

Puttler，1988；Coudron et以，1993；Rivers etal．，1993)。然而，寄生蜂寄生蜂毒液对其非寄主

昆虫血细胞延展和存活的影响尚未见报道，对两种寄生蜂毒液作用范围进行比较的研究更未

有人涉足，故我们做了此方面的研究。试验中，选取内寄生性蝶蛹金小蜂为研究对象，考察

其毒液对10目17种非寄主昆虫的血细胞及2种昆虫细胞系形态的影响，并与另一种外寄生

的丽蝇蛹集金小蜂毒液作对比，一方面明确寄生蜂毒液对其非寄主昆虫血细胞延展和存活的

影响，另方面也对内寄生和外寄生蜂毒液的作用范围作一对比，同时也为确定寄生蜂毒液活

性因子适用的昆虫靶标建立一种快速评价方法。

1材料与方法

1．1供试昆虫

蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金蜂的来源及饲养方法见第二章和第三章，昆虫细胞系的来源及

培养方法见第五章。供试昆虫包括以下17种：中华稻蝗成虫仂9”chinensis、美洲大蠊成虫

Pe—planeta americana、瘤缘蝽若虫Acanthocoris scaber、假眼小绿叶蝉若虫Empoasca vitis、

小菜蛾幼虫Plutella xylostella、大蜡螟幼虫Galleria mellonella、大螟幼虫Sesamia inferens、

棉铃虫幼虫Helicoverpa￡lrln[ggrtl、斜纹夜蛾幼虫Spodoptera lirura、家蚕幼虫Bombyx mori、

直纹稻苞虫幼虫Parnara guttatus、大猿叶虫幼虫Colaphellus bowringi、中华蜜蜂幼虫却如

cerana、黑翅土白蚁成虫Odontotermesformosanus、茶尺蠖幼虫Ectropis曲均№、家蝇Musca

domestica和棕尾别麻蝇幼虫Sarcophagaperegrina。

1．2毒液的提取

寄生蜂毒液提取方法见第二章。

1．3昆虫血细胞的离体培养
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所有昆虫收集血淋巴前均需体表消毒。收集的血淋巴分别置丁-含少量苯基硫脲的

Eppendorf离心管中，各取50Ⅲ分别加到每孔含198山的TC 100昆虫细胞培养液(含10％

胎牛血清)的48孔细胞培养板的各孔穴中。尔后，将不同浓度的毒液提取液按2 ul的量分

别加入3个不同孔穴中，使有关孔穴中毒液剂量分别调至为O．002、0．004、O．008、O．016和

o．02 VILE／p]。设仅加2 pl TBS缓冲液为对照。接着，置27"(2细胞培养箱中培养，并分别于

0．5和4 h后，置Leiea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血

细胞的数量，并计算血细胞的延展率和延展抑制率。以台盼蓝染色的方法确定细胞死亡率。

1．4昆虫细胞系的培养

在96孔细胞培养板孔中接入细胞，以TC 100昆虫细胞培养液，调节体积至99山，27"C

于细胞培养箱内生长24 h，挑选生长良好的孔内加入l山毒液，并使孔内毒液浓度分别为

0．0005，0．001，O．002，O．003，0,004，0．005，O．01-0．02，O．04，0．05 waz／I‘l，以加l叫TBS

的孔作对照，每毒液浓度处理3孔，分别于培养后o．5和4 h于显徽镜下参照方法1．3统计

Tn细胞的延展、未延展、存活和死亡的数量及Ha细胞死亡的数量。

2结果

2．1非寄主昆虫血细胞延展

2．1．1斜纹夜蛾幼虫血细胞

蝶蛹金小蜂毒液对斜纹夜蛾幼虫浆血细胞(，=24．40，P<l矿)和颗粒血细胞(，=23．90，

尸<1矿)的延展有显著抑制作用，这种作用受到毒液浓度的显著影响(F=241．23，P<10‘I；

F=182．56，P<104)，而不受处理后时间的影响(F=0．0001，尸=0．98；F=0．05，P=0．83)(图

1 1_1 A和B：图1 1．2)。然而，丽蝇蛹集金小蜂毒液对斜纹夜蛾幼虫浆血细胞(F=2．70，P=

o．11)和颗粒血细胞(F=o．04，P=O．84)延展无显著影响(图11-2)。由血细胞种类的延展

看来，斜纹夜蛾幼虫颗粒血细胞比浆血细胞对蝶蛹金小蜂毒液更敏感(表l】-l和1l一2)。

蝶蛹金小蜂毒液对斜纹夜蛾幼虫浆血细胞(F=69．23。P(1矿)和颗粒血细胞(F=75．83，

P<1矿)的存括也有显著抑制作用，这种作用受§Ⅱ毒液浓度的显著影响(F=160．13，P<l矿：

，=52．98，P<104)，而不受处理后时间的影响(，=0．13，P=0．72；，=0．33，P=0．57)。丽

蝇蛹集金小蜂毒液对斜纹夜蛾幼虫浆血细胞和颗粒血细胞的存活则无显著影响(表11-3)。

2．1．2家蝇和棕尾别麻蝇

10R



浙江大学博士学位论文：蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒液的生化特性与生理功能

蝶蛹金小蜂毒液对家蝇浆血细胞(F=40．92，P<10-4)和颗粒血细胞(F=20．95，尸=

0 0001)的延展有显著抑制作用，这种作用受毒液浓度的显著影响(F=297．63，P<104：F=

308．18。P<104)，而不受处理后时间的影响(F=O．07，P=0．79；F=O．04，P=O．85)。丽蝇

蛹集金小蜂对家蝇浆血细胞(F=48．46，P<104)和颗粒血细胞(F=16．97，P=O．0002)的

延展也有显著抑制作用，这种作用受毒液浓度的显著影响(F=586．55，P<104；F=484．50，

P(10。)，而不受处理后时间的影响(F=0．002，尸=0．97：F=O，005，|p=0．94)(图11．3和

1 1-4)。由不同血细胞的延展率看来。家蝇浆血细胞比颗粒血细胞对哺种金小蜂毒液更敏感

(表11-1和11-2)。由毒液种类看来，蝶蛹金小蜂毒液对家蝇两种血细胞延展的抑制能力要

强卡丽蝇蛹集金小蜂毒液(表11-1和11-2)。

图1 I．1两种细胞系和斜纹夜峨幼虫血细胞延展显微图

Fig．11-I MicrographsofSpodopteralituralarv∽hemoeyt∞andtwoinsect celllines

A，C。F：正常的斜纹夜蛾幼虫血细胞、Tn细胞和Ha细胞；B，D，G．蝶蛹金小蜂毒}葭处理后的斜纹夜

峨幼虫血细胞、Tn细胞和Ha细胞；E，H：丽蝇蛹集金小蜂毒液处理后的Tn细胞和Ha细胞。标尺代表

0 ttm。A，C，F：Spodoptera litura larvae hernoetes and two cell lines in normal condation；B'D，G：Spodoptera

litura larvae hemoctes and two celt lines after treated wjth Pteromaluspuparum venom；E．H："In cells and Ha

cells after treated with Nasonia vitripennfs venom．Scale bar=10 ltrm
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圈11-2两种垒小蜂毒液对辩纹霞蛾幼虫血缅臆蓬晨的髟响

Fig．I卜2 Effectsofvenoms‰two species ofpte：omalid wesp$on sprceding ofSpodoptera litura hemocytes

A．B：蠊蛹盒小蜂毒液对辩役丧峨幼虫浆血细磨和囊粒斑细臆延展的影响；C，Dt爵蝇蛹集金小蜂毒液

对斜纹夜峨幼虫浆血细胞和囊粒血细施廷晨的髟响．A．B：s删两g弘嗍t of plamatocytes and granular

cells from Spodoptera litura Imrv_e after treated with Pteromaltts pⅢpQrum vcflom；C．D：Spreading percent of

plamatocylcsandgranularcellsfromSpodopftralituraIJrwe afarnt砒edwithNaaoniavitripennisvcnom．

蝶蛹金小蜂毒液对棕尾剐麻蝇幼虫浆血细胞．(，=34．35，P<104)和颗粒血细胞(F=

18．37，P=0．0001)的延展有显著抑制作用，这种作用受毒液浓度的显著影响(，=783．56，P

<10-4；F；300．39，P<10-4)，而不受处理后时间的影响(，=0．05，P=O．83；，=0．02，P=O．90)

(图1l一5)。丽蝇蛹集金小蜂毒液对棕尾别麻蝇幼虫浆血细胞(，；47．43，P(104)和颗粒

血细胞(，=15．89，P=0．0003)的延展也有显著抑制作用．这种作用同样受毒液浓度的显著

影响(，=987．69，P<104：F=422．08，P(10-4)。而不受处理后时间的影响(F=O．叭，P=O．92；

F=O，04，P=o．85)(图11-3和11-4)。由不同血细胞的延展率看来，棕尾别麻蝇浆血细胞比

颗粒血细胞对两种金小蜂毒液更敏感(表11一l和1 1-2)。由毒液种类看来。蝶蛹金小蜂毒液

对棕尾别麻蝇两种虹细胞延展的抑制能力比丽蝇蛹集金小蜂毒液强(表11．1和11．2)。

0
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表l卜I两种舍小蜂对斜纹夜蛾、家蝇和棕尾别麻蝇幼虫浆血细胞抑制延腱中量

Table 11—1 Response ofplasmatocytesfromthree kinds ofinsectstothe venomsfromPteromaluspuparum and

Nasonia vitripennis after treatment for 0 5 and 4 hours

印odoptera

litura

lal'vae

Musca

domestica

larvae

Sarcophaga

Peregma

Iarvae

Pp

I．07

1．60±O．36 <1矿
(O．68，2．15)

>2 ． ·

0．89

1．35±o．28 <IO。

(O．31，1．88)

0．66

(0．15，1．77)

0．64

(0．45，1．10)

0 54

1．33±O．31 <104

1．00

1 46士0．31 (1酽
(067，I．80)

>2

o．69

(o．35。1．19)

o．57

(0．18，1．26)

1．23±o．21 <ioo

1 23±o．26 <l矿

o．59

1 53±0．32 <lO" 1 52±0．32 <104

(O，41，0．97)

o．47

1．33±O．35 (i04 1．38±O 32 <l矿
(0 35，1．17) (0．33，O．82)

表I I-2两种金小蜂对斜纹夜蛾、象蝇和橡尾别麻蝇幼虫颗粒血细胞抑制延展中量

TablelI-2 Spreadingpercentageofgranular cellsfromthree kindsofinsects aftertreatedwith vorlomsfrom

Pteromaluspuparum andNasoniavitripennisfor0．5and 4 hours．
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表11—3两种金小蜂对刳纹夜蛾、家蝇和棕尾别麻蝇幼虫浆瓶细胞血细胞死产率的蟛响

Table 1 1—3 Mortality ofplasmalocyles and gruanular cells from three kinds of insects alter treated with venoITIS

from Pteromaluspuparum and Nasonia vitrmennis for O．5 and 4 hours

TimeItlcI-Ⅱ叫mcⅢ(h)

圉11．3蝶蛹金小蜂毒液对家蝇和棕尾别麻蝇幼虫血细胞延展的影响

Fig．11-3EffectsofvenomfromPteromaluspuparumwith variousconcentrationsOilthe spreadingofhemocyles

from Musca domestica and Sarcophagaperegrina larvae

A：家蝇幼虫浆lnI细胞：B：家蝇幼虫颗粒血细胞；c：棕尾别麻蝇幼虫浆血细胞：D：棕尾别麻蝇颗粒m

细胞a A．B：Plasamatocytes and granular cells from Musca domestica larvae；C D：Plasmatocytes and granulⅢ

2
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T■m艟trnt-lII翻M【hJ

图ll-4孵蝇蛹集金小蜂毒液对象蝇和棕尾别麝蝇血细胞延展的影响

Fig．1 I-4 Effects ofvenom from Nasonia vitr自oennfs with various concentrations oll the sprawling ofhcmocyles

from Muscadomestica and Sarcophagaperegrina larvae

A和B：家蝇幼虫浆血缓施和颗粒血细磨；c和D：椽尾别廓蝇幼虫浆血细胞和颗粒血细胞·^8：

Plasamatocytes and granu|Ⅱcells fmm Muaca domestica larvac；C．D：Plasmatocytes虮d granular ceils from

Sarcophagaperegrina larvae

蝶蛹金小蜂毒液对家蝇浆血细胞(F=76．t4，P<1矿)和颗粒血细胞(F=80．69，P=

0．0001)的存活均有显著影响，毒液浓度对二者的存活也有显著影响(F=165．75，P(1∥：

F=38．13，P<1酽)，处理后时间对二者存活则无显著影响(F=0．23，P=0．64；，=O．89，P=

0．35)。丽蝇蛹集金小蜂对家蝇血细胞(，=75．65，P(10。)和颗粒血细胞(F=84．62，P=

0．0002)的存活有显著影响，毒液浓度对二者的存活也有显著影响(F=188．79，P<104；F；

47．33。P<104)。处理后．时间对二者存活则无显著影响(，=o．37，尸=0．55；F=O．60，≯=0．44)

(表l】．3)。

姨蛹金小蜂毒液对棕尾剐麻蝇浆血细胞(F=71．47，P<1矿)和颗粒血细胞(F=84 88，

P=0．0001)的存活均有显著影响，毒液浓度对二者的存活也有显著影响(，=192．57，P<

104；F=57．41，P<lo")，处理后时间对二者存活则无显著影响(，=0．01，P=0．97；F=O 92，

P=O．34)。丽蝇蛹集金小蜂对棕尾剐麻蝇血细胞(F=60．06，P<104)和颗粒血细胞(F=60．59，

P<104)的存活有显著影响，毒液浓度对二者的存活也有显著影响(F=162．39，P<l矿；F

}l 3
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=42．35，P<104)，处理后时间对二者存活则无显著影响(F=0．22，P=0．65；F=119，P=

0．28)(表11．3)。

2．1．3蝶蛹金小蜂的其它非寄主昆虫

蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒液对中华稻蝗成虫、美洲大蠊成虫、瘤缘蝽若虫、假眼

小绿叶蝉若虫、小菜蛾幼虫、大蜡螟幼虫、大螟幼虫、棉铃虫幼虫、家蚕幼虫、直纹稻苞虫

幼虫、大猿叶虫幼虫、中华蜜蜂幼虫、黑翅土白蚁成虫、茶尺蠖幼虫血细胞的延展均无显著

影响(图11．5和11—6)。

2．2昆虫细胞系

2．2．1Tn细胞系

蝶蛹金小蜂毒液处理后，Th细胞的延展受到抑制，细胞由梭形变成圆球形，随处理时

间的延长，出现胞质颗粒化，并引起细胞解体(图11．1 C和D)。蠊蛹金小蜂毒液可显著影

响Tn细胞系的延展(F=15．39，P=0．0002)和存活(F=17．05，P=0．0001)。毒液浓度对细

胞延展(F=438．88，P<10。)和存活(，；170．72，P<1矿)有显著影响，随毒液处理浓度

由0．0005 VRE，山升高至0．05、像E，山，细胞延展率由近100％降至5％以下，细胞死亡率由0

升至90％以上，处理后时间对细胞延展(F=0,26，P=0．61)和存活(F=O．13，P=0．72)均

无显著作用(图1l一7)。处理后0．5 h，蝶蛹金小蜂毒液抑制50％和90％的Tn细胞延展所

需浓度分别为O．0039和0．0061VRE／Id．处理后4 h，所需要毒液浓度分别为0．0033和0．0057

VREII_tl。处理后0．5 h，蝶蛹金小蜂毒液诱导50％和90％的Tn细胞死亡所需浓度分别为0．0084

和0．052VRE／pl，处理后4 h，所需要毒液浓度分别为0．0074和0．0468 VRE／p．I(表11-4)。

丽蛹集金小蜂毒液对Tn细胞系的延展(F=2．95，P=0．09)和存活(F=0．02。P=O．89)均

无显著影响(图1l-7)。

2,2．2Ha细胞系

两种金小蜂毒液处理后，Ha细胞的胞质均一变为颗粒化．随处理时间的延展伴随细胞

的解体(图11-1G和H)。蝶蛹金小蜂(，=11．11，P=0．002)和丽蝇蛹集金小蜂(F=7．93。P

=0．007)毒液对Ha细胞系的存活均有显著影响，毒液浓度对细胞存活也有显著影响(F=

131．32，P<10一，F=160．87，P<104)．处理时间对细胞存活均无显著影响(F=0．03，尸=0．87．

F=o．3l，，=o 58)，由二者对Ha细胞的Lcso来看，蝶蛹金小蜂作用更强一些(图11-8：表

4
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lI一4)。

1hmHll℃-IT，H100

图】1-5蝶蛹盒小蜂毒液对其非寄主昆虫m细胞延展的影响

Fig．1 1-5 Effects ofvenom from Pteromaluspuparum with various concentrations oll the spreading ofhcmocytes

frorfl factitious insects

其中A～0：蝶蛹金小蜂不同剂量毒}馥处理后0．5和4 h，年华稻蝗成虫、美洲大蠊成虫、黑翅土白蚁成虫、

瘤缘蝽若虫、假眼小绿叶蝉若虫、小菜峨幼虫、大蜡螟幼虫、丈螟幼虫、棉锊虫幼虫、茶尺蠖幼虫、家蚕

幼虫、直纹稻苞虫幼虫、大猿叶虫幼虫及中华蜜蜂幼虫血细胞的延展率．A～o：Spreading percent of

hemoeytes from Oxya chinensis，Periplaneta americana，Odomotermex formosanusI Acanthocoris scaber

Empoasca vitis，Plutella aylostetta，Galleria mellonella，Sesamm inferen，Helicoverpa armigera,Ectrapis oblique

BombyxmorLParnaragu／tatus，ColaphellusbowringiⅫd月pbce；-／Tno确Htreatedwith variouscoocerltratiolls of

Pteroma／uspuparum venomfor0．5 and4 h，respectively

115

肆g≈#_号#



第卜一审毒液对蝶蛹会小蜂非寄_L昆虫Im细胞段昆虫细胞系的影响

Timenca-t日aldrmml∞

圉11．6丽蝇蛹集金小蜂毒液对其非寄主昆虫血细胞延展的影响

Fig．1I-6EffectsofvenomfromNa30nia vitripenniswith ValIOUS coneenh'ationsonthe spreading ofhemocytes

from factitious insects ofPteomaluspuparum

其中A～0；蝶蛹金小蜂不同剂量毒液处理后中华稻蝗成虫、美洲大蠊成虫、黑翅土白蚁成虫、瘤缘蝽若

虫、假Did,绿叶蝉若虫、小菜峨幼虫、大蜡螟幼虫、大螟幼虫、棉铃虫幼虫、茶尺蠖幼虫、家蚕幼虫、直

纹稻苞虫幼虫、大猿叶虫幼虫、中华蜜蜂幼虫血细胞的延展率．A～O：Spreading percent ofhemoeytes from

Oxya ehinensis．Periplaneta americana,OdontotermesformosanuB．Acanthocori$seaber,Empoasca vitis，Plutella

xylostella．Galleria mellonella．Sesamia inferen,Helicoverpa armigera．Ectropis oblique,80mby口mor‘Parnara

guttatus．Colaphellus bowringi and Aois eerana after treated with various concentrations ofvenom from Na2；onia

vitrlDennH for o．5 and 4 h．respectively

6
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Time蚰erIrritant(11)

图11．7两种金小蜂毒液对‰细胞系延晨和存话的影响

Fig．11．7 Effects ofvenoms from Pteromaluspuparum and Nasonio vitripennis with various concentrations oil the

spreading abil竹ana viability ofTn cells加v／vo

A和BI媛蛹金小蜂(A)和丽蝇蛹集金小蜂毒液(B)处理后"In细胞的廷展率：C和D．蠛蛹金小蜂(A)

和丽蝇蛹集金小蜂毒液(B)处理后Tn细胞的死亡率．A and B：the spreading p廿优n协g船ofthe cells after

tncatmcnt by venoms from Pteromaluspuparum and Nasonia vitripenni$,respectively．C and D：the mortality of

thecells ancrtrcatmcnlby vcnomsfromPteromaluapuparumandNa．+onia晰驴℃M讧rc印cctivel斗

3讨论

寄生蜂毒液有一定的作用范围，如Habrobracon毒液对其非寄主昆虫欧洲玉米螟

Pyrausta”Ⅳbilalis无麻痹作用，而对其自然寄主Galleria则有持续麻痹作用(Beard，1952)，

具外寄生性的啮小蜂Melittobia digitata毒液对其非自然寄主麻蝇离体浆血细胞和颗粒血细

胞存活、粘着、延展以及形态无任何影响(Rivers e／a1．，2002)。但寄生蜂毒液的作用范围一

般丈于其番主范围(Jones＆Coudron，1993)。由本章的结果看来，蝶蛹金小蜂毒液对3种

非寄主昆虫血细胞和Tn细胞系的延展与存活及Ha细胞系的存活均有显著影响，而对其它

14种非寄主昆虫血细胞的延展均无显著影响。丽蝇蛹集金小蜂毒液仅对其2种寄主昆虫血

细胞的延展和存活及Ha细胞系的存活有显著影响。由此看来，蝶蛹金小蜂毒液对比虫血细

曲曼口_翟皿打S
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第十章毒液对蝶蛹金小蜂非寄主昆虫血细胞及昆虫细胞系的影响

胞延艘抑制的范围似更宽些。

刖meIiIHm_hⅫ∞

图1 1-8蠊蛹金小蜂(A)和氍蝇蛹集金小蜂毒液(B)+对HB细胞系死亡率的影响

Fig，11·8EffectsofvenomsfromPteroma／uspuparum(A)endNmonialIi#惘船(B>谢如various
concen呻dons∞theviabilityofHacdlsinvtvo

由毒液作用能力看来，丽蝇蛹集金小蜂毒液对家蝇和棕尾别麻蝇幼虫浆血细胞延展的抑

制能力要强子蝶蛹金小蜂毒液，而对颗粒血细胞延展的抑镯能力却比蝶蛹金小蜂毒液弱(表

11-1，表11-2)。蝶蛹金小蜂毒液抑诱导Ha细胞死亡的能力要强于丽蝇蛹集金小蜂毒液(表

1 l-4)。由血细胞的敬感性看来，浆血细胞对蝶蛹金小蜂毒{瘦的敏感性：棕尾别麻蝇幼虫>家

蛹幼虫，斜纹夜蛾幼虫：颗粒血细胞对蝶蛹金小蜂毒液的敏感性；斜纹夜蛾幼虫>棕尾

别麻蝇幼虫，家蝇幼虫。浆血细胞和颗粒血细胞对藤蝇蛹集金小蜂毒液的敏感性：棕尾别

麻蝇幼虫>家蝇幼虫>斜纹夜峨幼虫(表11-1和11-2)。这与Rivea-s等(1993)的研究

有一定的相似性，对几种双翅目蝇类注射丽蝇蛹集金小蜂毒滚表明，麻蝇Sarcophagabullata

对丽蝇蛹集金小蜂毒液最敏感，且幼虫、蛹和成虫的敏感性相同，家蝇的敏感性则相对较差。

因此。不管是从生物学还是生理学角度看，麻蝇是比家蝇更适合丽蝇蛹集金小蜂的寄主昆虫。

丽蝇蛹集金小蜂毒液对蜜蜂成虫有很强的毒性，注射毒液后的蜜蜂未袭现出麻痹症状，

说明丽蝇蛹集金小蜂毒液通过非麻痹作用使昆虫死亡(Pbvers等，1993)。而我们研究表明，

此毒液对蜜蜂幼虫血细胞的延展和存活均无显著作用，可能蜜蜂血细胞不存在丽蝇蛹集金小

蜂毒液的作用位点。
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渤江人学鸺l+学位论文：蝶蛹余小蜂和橱蝇蛹集会小蜂毒液豹生化特牲‘J生理功能

表lI一4小川处理浓度的阿种金小蜂毒液对蹦神昆虫细胞系的影响

Table 1l-4 Responses ofTn andHa cellsto venOmSfromPteromaJuspuparum andNosonio vitripenniswith

various concentrations圻vivo

蝶蛹金小蜂毒液对Tn细胞系的延展和存活均有显著抑制作用。丽蝇蛹集金小蜂毒液对

Tn细胞系的延展和存活均无显著影响，这与Rivers等(1993和1999)的研究相反，可能来

源于同一昆虫不同组织的细胞系对同一种寄生蜂毒液也会有不同反应。两种金小蜂毒液对

Ha细胞均有较强毒性，且蝶蛹金小蜂毒液毒性更强一些，但两种毒液对棉铃虫血细胞的延

展及存活均无显著影响。可能棉铃虫血细胞不存在两种毒液的作用位点，而其卵巢来源的

Ha细胞系则可能存在其作用位点。

由本章研究结果看来．内寄生蜂毒液对昆虫血细胞的作用范围似更宽，这可能也与内寄

生蜂和外寄生蜂的习性有关。内寄生蜂卵和幼蜂生活于寄主血淋巴中，直接面对寄主血细胞

的作用，因而在未有其它主动抑制因子(如PDV等)的情况下，毒液须抑制寄主血细胞的

免疫反应或通过免疫逃避，才能保证蜂卵和孵化及幼蜂的正常发育。而外寄生蜂的卵和幼蜂

生活于寄主体表。寄土咀细胞不直接作用下其上．故在长期进化过程中，毒液主要功能转化

为麻痹作_I=}j、调节寄土生长发育及其体山营养状况，为寄生蜂幼蜂的发育提供合适的生理环

9



第l‘～帝毒液对蝶蛹金小蜂竹寄主昆虫j札细胞鼓昆虫细胞系的影响

境(Coudron&Brandt，1 996；Dour),el al，1 995；Marris et a1．，2000；Nakamatsu&Tanaka，2003

a：b：Rinehart＆DenIinger,2002；Rivers＆Denlinger,1994；1995 a)。而尽管外寄生蜂毒液还

具有抑制寄主血细胞免疫和体液免疫的功能(Richards＆Edward，2000 a；Rivers el a1．，2002)，

并能诱导昆虫细胞系的死亡(Rivers et a1．，1993；1999)，但这可能是其次要功能。这也是本

章研究结果中，蝶蛹金小蜂毒液对昆虫血细胞的作用范围较丽蝇蛹集金小蜂宽的原因所在。

蝶蛹金小蜂毒液可抑制斜纹夜蛾幼虫血细胞的延展，可能与斜纹夜蛾与菜粉蝶和柑桔风蝶血

细胞有相似的结构有关。蝶蛹金小蜂毒液可抑制丽蝇蛹集金小蜂寄主一家蝇和棕尾别麻蝇血

细胞的延展，而高剂量的丽蝇蛹集金小蜂毒液也可抑制蠛蛹金小蜂寄主血细胞的延展(第八

章)，说明两种毒液中可能有相同的活性组分。以上推断均需做进一步研究才能证实。

两种金小蜂毒液对均可诱导Ha细胞的死亡，故此两种毒液中均存在细胞毒性因子，而

此甄种毒液中的细胞毒性因子是否相同?二者诱导细胞死亡的机理是否指同?此细胞因子

与Rivers等(1993和1999)和Parkinson和Weaver(1999)所报道的毒液中的细胞毒性因

子有何关系?都值得傲进一步研究。



iiJi江大学博士学位论文：蝶蛹金小蜂和B日蝇蛹集金小蜂毒液的生化特阻与生理功能

第十二章蝶蛹金小蜂毒液对两种寄主蛹表皮主要物质含量与

组成的影响

寄生蜂的寄生可调控寄主体内的营养物质及寄主的发育以满足其幼蜂发育之需要

(Rivers＆Denlinger,1994；Coudron＆Bran&，1996；Alleync＆Bcckage，1997；Coudron et a1．，

1997；Coudron et aL，1999；Richards＆Edwards，1999 b；Marris el a1．，1999；Stcine!r，et aL，

1999)。寄主被寄生后，血游巴及脂肪体内的一些营养物质，如蛋白质、脂类、游离氨基酸、

脂肪体糖原及海藻糖等含量的变化已有较详研究(Dahlmaa，1970，1975；Dahlman＆Vinson，

1976；Vinson，1990；Ouarra et a1．，1993；Rivers＆Denlinger,1994；1995；Brandt et a1．，1996；

Riohard&Edwards，1999 b；吕慧平等，2000；Nakamatsu，2001；Nakarnatsu＆Tanaka，2003 a，b；

2004；Thompson＆Dahlman，1998)。而寄主表皮中营养物质的变化却极少有人研究。寄生蜂

幼虫发育过程中是否可利用寄主表皮中的可溶性蛋白、表皮蛋白及脂类?寄生蜂如何调控这

些物质的变化?这些问题均未引起前人的注意。

寄生调控寄主发育的研究也仅反映在寄主体重增长、蜕皮及体内激素水平受到影响，且

对蛹期寄主在不破坏虫体的前提下，很难确定寄生对其发育进程的影响，而昆虫表皮碳氢化

合物则可作为昆虫发育的指示物质，并可用于昆虫发育历期的推测(Ch∞et a1．。1990：

Dons∞a et aL，1999)。寄生蜂的蛹期寄主受寄前后的发育进程是否可通过表皮碳氢化合物含

量与组成的变化来确定?我们做了此方面的尝试，以期由表皮物质的组成和含量的变化来反

映寄主被寄生的发育进程及体内营养的变化。

1材料与方法

1．1供试昆虫

蝶蛹金小蜂、菜粉蝶及柑桔凤蝶的来源及饲养方法见第二章和第三章。

1．2寄生及注射毒液

蝶蛹金小蜂对菜粉蝶蛹和柑桔凤蝶蛹的寄生方法及蝶蛹金小蜂毒液的提取方法见第二章。

注射蝶蛹金小蜂毒液方法参照第七章。

1．3表皮的制备

参照Missios等(2000)的方法，分别解剖5头寄生和注射毒液后0．5、1、2、3、4和

12l



第1一章蜞蛹会小蜂毒液对鹧种奇主蛹表瘦主璺jj!j压含量1，纽成的蟛响

5 d菜粉蝶和柑桔风蝶蛹的表皮，尽去内表皮的肌肉及它组织，弗以支离子水清洗10次，干

燥后，刖以提取表皮中的蛋白或脂类，另取5头同期术奇生或注射TBS蛹作对照。

1．4表皮蛋白和可溶性蛋白提取及含量测定

上述表皮称量后于液氮中研磨成粉，以2 ml高盐缓冲液(0．5 M NaCI，50 mM Tris，pH

7．5．内含1 mM苯甲基磺酰氟PMSF，丝氨酸蛋白酶抑制剂)及苯基硫脲(PTU)，并以1

ml冰冷的去离子水洗10次，收集所有淋洗液，脱盐后，冷冻浓缩至体积约为500山，即为

表皮中的可溶性蛋白提取液．剩余的表皮收集后用于表皮蛋白的提取。

上述剩余表皮以去垢剂和离液剂(1％SDS；7M脲，5 mM Tris(pH 8．6)，l％Triton

X一100或去离子水)500 gl于4℃提取16 h，取出后，再以500 pl上述溶液以同样条件提取，

合并2次提取溶液，冷冻浓缩至500 Izl，即为表皮蛋白粗提液．表皮蛋白含量测定采用Folin

酚法，可溶性蛋白的定量采用Bradford(1976)的方法。

1．5表皮脂类的测定方法

参照Nakamatsu&Tanaka(2003)的方法。取一定量1．3中制各的表皮，液氨研磨成粉

后，加0．2ml氯仿抽提30rain-100009离心5rain，取出上清，加入O．5ml浓H2SO,，沸

水浴10rain，冷却至室温后，加入l m1芳草醛溶液(13 mlvl芳草醛溶于14M磷酸中)，

显色30 rain后，测ODu7，并以2．5 medml胆固醇作标准曲线。

1．6表皮碳氢化合物的提取及检测

分别取寄生后0．5，1，2，3，4和5 d的菜粉蝶和柑桔风蝶蛹，以同日龄未寄生蛹作对

照，各处理蛹均取3头。蛹先以蒸馏水溧洗3遍后，再以去离子水漂洗3次，滤纸充分吸干

水分后，菜耢蝶蛹单头置于经3次蒸馏的正已烷洗涤3次的10 x 35 mm的玻璃瓶中，加入

经3次蒸馏的正己烷0．5ml。柑桔凤蝶蛹置于经3次蒸馏的正已烷洗涤至少3次的20 x75mm

的玻璃瓶中，加入经3次蒸馏的正已烷1 ml，以上样品均提取25 rain。取出蛹，将提取液

真空抽干，加入10 111经3次蒸馏的正已烷，充分溶解管壁上的样品。即为表皮碳氢化合物

的提取物。表皮碳氢化合物的分析采用气相色谱-质谱联用仪Agilont GC(6890 N)一MS

(5793 N)。表皮碳氢化合物样品以平头微量注射器(Agilent)吸取lⅢ无分流进样，进样

口温度为250"C。色谱柱为HP．5 MS弹性石英毛细管拄(柱长30 m。内径为O．25 Inm，膜

厚度为O．25 pm)，梓温采H；J程序升温：50"C(2rain)25筻[啦也200"C 3蔓Z皿边270"C(20rain)。

载气采川99．999％高纯氦气，柱压为7．05 psi；检测器为FID检测器，温度为300"C，燃烧
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气为氢气，流速为40 ml／min，空气流速为350 ml／min。气谱／质谱接口温度为28012；El离

j二源，屯离能70 e、，，采崩全扫描。

通过化学-『=‘作站用每一成分的质谱幽与N1ST98谱库中的标准化合物的质谱图进行联机

检索定性，并据峰面积对各物质进行相对定量。

1．7数据分析

数据采用DPS数据分析软件进行方差分析、f检验等统计分析(唐启义和冯明光，2002)。

2结果

2．1表皮蛋白和表皮中可溶性蛋白

蝶蛹金小蜂寄生对菜粉蝶蛹(，=O，22，P=O．64)和柑桔凤蝶蛹(F=2．07，，=0．16)表

皮蛋白含量均无显著影响，注射毒液对菜粉蠛蛹(，=O．81，P=0．37)和柑桔风蝶蛹(F=1．71，

P=0．20)表皮蛋白含量也无显著影响。菜粉螺蛹被寄生后1 d，表皮蛋白含量均显著降低，

而寄生后O．5。2，3，4，5 d，其表皮蛋白含量与对照并无显著差异(图12．1)。注射毒液后

1和2 d，菜粉蝶表皮蛋白含量显著升高，而注射后0．5，3．4，5 d．表皮蛋白含量与对照

均无显著差异(图12．I)。柑桔风蝶蛹被寄生或注射蝶蛹金小蜂毒液后l d，其表皮蛋白含

量与对照相比显著下降，而注射后0．5，2，3，4和5 d其含量与对照无显著差异(图12．2)。

寄生或注射毒液后，可导致菜粉蝶蛹表皮中可溶性蛋白含量的显著下降(，=19．60，P=

0．0001；，=21．33，P=0．0001)和柑桔风蝶蛹表皮中可藩性蛋白含量的显著升高(F=26．05，

P<10'；，=12．50，P=O．001)。菜粉蝶蛹被寄生或注射毒液后1～5 d，表皮中可溶性蛋白

的含量均显著低于来寄生或注射TBS的同期对照螨(图12一】)。柑桔风蝶蛹被寄生后1～5 d，

表皮中可溶性蛋白含量均显著高于同期未寄生的对照蛹，注射毒液后】，3和4 d，柑桔凤蝶

蛹表皮中可溶性蛋白的含量均显高于同期注射TBS的蛹(图】2—2)。
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圈12·1蝶蛹金小蜂寄生对菜糟蠊蛹表皮蛋白和表皮中可溶性蛋自音量的影响

Fig 12’I Effects ofparas“ization end venom inj∞n∞On the liters ofcuticular protein mld soluble protein in the

cuEcfc ofPieris rapoe pupae

2．2表皮脂类

寄生可引起菜粉蝶(，=5．09，P=0．03)和柑桔风蝶蛹(F=7．95，P=O．008)表皮脂

类含量显著降低，注射毒液对菜粉蝶蛹(，=0．03，，=0．87)和柑桔风蝶蛹(F=2．97．，=0．09)

表皮脂类含量则无显著影响。菜粉蝶蛹被寄生后，表皮脂类含量于寄生后1 d与同期未寄生

对照蛹相比显著升高，寄生后2～4 d则显著下降，注射毒液后1 d与同期未寄生对照蛹相比

显著升高，注射后3 d显著下降(图12．3)。柑桔风蝶蛹被寄生后2～5 d和注射毒液后3～4

d，其表皮中脂类含量与同期来寄生蛹相比显著下降(图12-4)。
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浙江人半博I学位论文：蝶蛹金小麟和日目蝇蛹集会小蜂毒液的生化特性‘J生理功能
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图12·2蝶蛹金小蜂寄生和注射毒液对柑桔风蝶蛹表皮蛋白和衰皮中可溶性蛋白含量的影响

Fig．12·2 Effect ofparesitization and venom injection oil the contents ofcutieular protein and soluble protein in

the cuticle ofPapilioⅫf^I“pupae

2．3表皮碳氢化合物

菜粉蝶蛹表皮碳氢化合物约有17种，主要为烃类，有14种，含量占表皮碳氢化合物

总量的90％以上，杂环类物质、酯类和酮类各一种，麸占表皮碳氯化合物总含量的6％左右。

菜粉蝶蛹被蝶蛹金小蜂寄生后，表皮碳氢化合物的种类及组成均无显著变化(表12．1和图

12。5)。就各类物质而吉，寄生蛹表皮中烃类、酿类和酮类的含量于寄生后0．5～5 d与同期

未寄生对照蛹相比均无显著变化，而杂环类物质的含量则于寄生后3 d显著下降(图12．6)。

蝶蛹金小蜂寄生对菜粉蝶蛹表皮中烃类(F；0．73，P=0．41)、酮类(，；O．56．P；o．47)、

酯类(，=O．91，P=O．36)及杂环类物质(，=0．05。P=O．83)的相对含量均无显著影响(图

12．6)。
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第1。一市蝶蛹金小蜂毒液对两种寄主蛹表皮主要物质音量t J皇Ⅱ成的影响
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豳12-3蝶蛹盒小蜂寄生或注射毒液对菜粉镰蛹表皮糖类古量的影响

Fig．12-3Effectsofpamsitization orinjI=ctedwithvffnomfrom只puarumfillthecontentoflipidin cuticleof

60

l
40

l 20

量

O

仉5 】 2 3 4

The aftertmatlrent(d)

2 3 4 5

匿12-4蝶蛹金小蜂寄生或注射毒液对柑桔风蝶蛹表皮腊类古量的影响

Fig．12。4Effectsofparasitization orvenominjection onthe content oflipidin cuticle ofPapilioxuthus pupae



浙江人学博t学位论义：蝶蛹会小蜂和嗍蝇蛹集会小蜂毒液的生化特性与生蛙功能

裹12·1菜粉蝶蛹表皮碳氧化台物的种类投其寄生前后相对含量的变化

Table 12-、Effects ofparasitization O／1 the compose ofcuticular hydrocarbon from Pierls rapae pupae

0

20．00

20．06

22．15

23．25

24．27

26．34

26．44

28．60

29．27

30．85

32．96

35 24

35．68

40．5l

43．17

50．5l

Haptadcc蛐c

Tctracosone

HcBcicosaDc

0．17±0．29a 0．09土0 13 a

0．42±0．42 a 0．38±0．5l a

0．66±0．56 a 0．77土0 85 a

Bis(2-ethylhaxyl)phthalate 0．49±O．45 a 0．72±0 59 a

Hcxacosalle

1-Docoscnc

Hcpttcosanc

Hencicosanc

0．20士0．16a 0．28±0．32 a

2．08士2．49 a 1．44±1．52 a

3．55±2，00 a 3．30 4-2．18 a

0．81±0．30 a 0．86±0．34 a

2，6'IO，14，18，22-Tetracosahcxa 1．94±2．30a 2．42±2．02 a

ene,2，6。10，15，l 9’23，·hexameth

yl-，(mm-Eh

OCtacosarlqJ

Triacontanc(a)

15．NonsoDsanonc

Triacontane(b)

32．76±12．05 a 39．45土12 88 a

1．18士0．81 a 1．35土0 76 a

】．20土0，79a 1．55士0 83 a

13．22±8．84 a 13．98±11．25 a

Oxirane,Heptadeeyl· 3．72±I．82 a 3．04±I．78 a

9-Tricosene，(z)- 34．91±18．77 a 27 79±15 90 a

ol acetate

1．49±2．48 a 1 69±3．05 a

5t68 17-Pentatriacontene 1 28±1．15 a 0 81±O 85 a

127

2

3

4

5

6

7

8

9

2

3

4

5

6



第l一章蝶蛹金小蚌毒液对曲种寄主蛹表皮土蔓物质台曩tJ组成的影响
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浙{l九学触I一学位论义：蝶蛹令小蜂和咖蝇蛹集金小蜂毒液的生化特n 4 J生理功能

续幽)

I ．

1

I
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圉12．5菜粉蝶蛹寄生届不同时间表皮碳氢化台物的总离子流圈

Fig．12-5 The GC-MS total ionic chromatogram of∞liculsr hydrocarbon from Pieris mpae after parasitization by

Pteromaltt5puparum

Po，、P，：寄生后0．5 d一5 d蛹；No 5-N5：0．5 d～5 d的未寄生蛹．圈12·7同之．圈P05一Ps：Pupae after

parasitizationfor0．5to 5 days；No s～Nj：Non-parasitizationpupae at smeagc．The same缸Fig．12-7

柑桔风蝶蛹表皮碳氢化合物约有18种，以烃类为主，有13种，含量约占表皮碳氢化

合物总量的50％以上，醇类和杂环类物质各一种，各占表皮碳氢化舍物总量的20％以上，

有机酸1种，酯类2种，占表皮碳氢化合物总量的5％左右(表12-2和图12-7)。柑桔风蝶

蛹被蝶蛹金小蜂寄生后，其表皮碳氢化舍物的苯甲酸二-2一乙基庚酯

Bis(2一ethylhexyl)phthalate、JE----十六烷Hexacosane和iEZ十七烷Heptacosane的含量与未寄

生对照蛹相比显著升高，而十七烷基环氧乙烷Oxirane，heptadecyl-的含量显著降低(图12-8)。

就各类物质而言，蝶蛹金小蜂的寄生后0．5～5 d，柑桔风蝶蛹表皮中烃类、醇类、酯类及有

机酸类相对含量与同期未寄生对照蛹相比均无显著差异，而寄生后0．5和l d杂环类物质相

对含量与同期末寄生对照蛹相比显著下降。蝶蛹金小蜂的寄生对柑桔风蝶表皮中烃类(，=

0．70，P=O．42)、醇类(F=0．39，P=O．54)、酯类(，=2．70，P=0．1I)及有机酸类(F=1．40，

P=0．25)的相对含量均无显著影响，而对杂环类物质的相对含量有显著影响(，=5．17，P=

0．03)(幽12-9)。
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笫l一幸蝶蛹台小蜂毒液对两种甫主蛹表皮主哇物质含量‘，组JJ兑的影l响

2

0

■Parasitized 口Non—paras nlzed

㈣m

0 5 1 2 3 4 5 nS 1 2 3 4

Th∞afterparasit硫ion(d)

图12-6蠛蛹金小蜂寄生对菜糟蠛蛹表皮碳氢化台物相对台量的影响

Fig 12-6 Effect ofparasitization oil the relative conlenls ofhydrocarbon from Pierb rapae pupae

表12·2柑桔风蝶蛹表皮碳氢化台物的种类及其寄生前赢相对古量的变化

Tablel2-2EffectsofparBitizationonthecomposeofcuticularhydrocarbonfi'omPieris“掣pupae

Relative comcnt in

Stage time Relative COntCi3t in

No Chemical compounds Imsitized pupae

(min) non-parasitized pupae(坳
(％)

12．5S
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18．10

20．10

22 I 8

23 27

N-H“adocanoie acid
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Eicosanc
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第l～幸蝶蛹会小蜂毒液对两种寄￡蛹表皮主要物质含量2。纽儿览的彬响
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图12-7柑桔风蝶蛹寄生后刁i同时间表皮碳氢台物的气相色谱图

Fig 12。7 The GC-MS total ionic chromatogram ofcuticular hydrocarbon from Papi／io xuthus after patrasitization

by Pteroma／uspuparum
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图12-8蝶蛹叠小蜂寄生对柑桔风蠊蛹表皮中Bis(2-醴．hylhexyl)phthalate、HCXSCOSaIIe、Heptacosane和

Oxirane,heptadeeyl·的影响

Fig 12·8 Effect ofparasitization orl the relative content ofBis(2-ethylhexyl)phthalate、Hexacosanc、Hcptacosanc

nd Oxirane,hepladecyl-from cu“cte ofPapilioxuthus pupae
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圜12—9蝶蛹盒小蜂寄生对柑桔风蝶蛹表皮碳氧化台物相对含量的影响

Fig 12‘9 Effect ofparasitization OnIhcrelative content ofcuticularhydrocarbonfromPapilioxuthus pupae
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第1一节蝶蛹台小蜂毒液对两种奇主蛹表皮主要物质含量’，纠成的影响

3讨论

蝶蛹金小蜂的寄生或注射毒液对菜粉蝶和柑桔风蝶蛹表皮蛋白的含量均无显著影响，

但可引起菜粉蝶蛹表皮中可溶性蛋白的含量的显著F降和柑桔风蝶蛹表皮中溶一陛蛋白的含

量的显著升高<图12-1和12-2)。对寄生蜂而言，寄主的表皮蛋白可能是难以利用的，而表

皮中的可溶性蛋白则可能是可以利用的，故菜粉蝶蛹和柑桔凤蝶蛹被寄生或注射毒液后，表

皮蛋白的含量并没有受到影响。菜粉蝶蛹表皮中可溶性蛋白可能被毒液激活的一些蛋白酶或

蝶蛹金小蜂幼虫分泌物分解释放至血淋巴中，供幼蜂发育之利用，放表皮中可溶性蛋白含量

于寄生或注射毒液后显著下降。由于柑桔凤蝶蛹相对较大，体内(血淋巴、脂肪体等)营养

物质足够供应寄生蜂发育，故表皮中可溶性蛋白虽被分解，却没有释放到血淋巴中，故表皮

中可洛性蛋白含量与对照相比显著升高。

寄主表皮中的脂类对于寄生蜂来说可能也是可以利用的。菜粉蝶和柑桔风蝶蛹被寄生

后，表皮中脂类的含量与未寄生的对照蛹相比均显著下降，而注射毒液对其则无显著影响(图

12．3和12-4)。可能由于表皮中脂类供蝶蛹金小蜂幼虫发育之利用，故被寄生寄主表皮中脂

类的含量均显著下降。

表皮碳氢化合物可作为种的分类特征或反映同一物种发育过程中的时间特征，故可以用

于近缘物种的分类(Carlson et a1．，1999；Havarty＆Nelsson,1997；Lockey,1976)、物种的分

型<Cuvillicr-Hot et a1．，2001)或用于某一物种的年龄推断(Chert甜aL，1990；Densena et

甜．，1999；朱光辉，2003)，尤其在昆虫学研究上应用较多。而对于表皮碳氢化合物作为被寄

生虫感染后组成的变化仅Tmbalon等(2000)做过研究，而对于寄主被寄生蜂寄生后其表

皮碳氢化合物组成的变化尚束有尝试，对此我们通过比较蝶蛹金小蜂两种寄主，菜耪蝶和柑

桔凤蝶蛹被寄生后表皮碳氢化合物的变化特征，得出以下结论：蝶蛹金小蜂的寄生对菜粉蝶

蛹表皮碳氢化合物的组成无显著影响(表12．1。图12．5)，而对柑桔风蝶蛹表皮气相色谱图

中峰Bis(2-ethylhexyl)phtha|ate、Hexacosall@、Heptacosane和Oxirane,heptadecyl一的相对含量

有显著影响，就物质种类而言，杂环类化合物(17烷基环氧乙烷)的含量于寄生后显著降

低(表12-2和图12—9)。这说明蝶蛹金小蜂寄生对菜耪蝶蛹表皮物质的变化无显著影响，但

蝶蛹金小蜂的毒液也可抑制菜粉蝶蛹的羽化(第七章)，这种发育的抑制作用可能体现在菜

粉蝶蛹体内激素水平的变化。而蝶螨金小蜂寄生对柑桔凤蝶蛹表皮中的几种碳氢化合物相对

含鼙有显著影响，这此物质相对含量的变化一方面反映寄主昆虫的发育状况，内在原冈可能

与其体闪激素水平有关，因而，受寄的菜粉蝶和柑桔风蝶蛹体内激素水平的变化(特别是蜕
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皮激素)及与寄生蜂幼蜂檄素乖I发育的相互关系，是值得深入研究的课题。昆虫表皮中uJ能

还含有寄生蜂搜寻定位的信息化合物，故通过对昆虫寄生前后表皮中有机溶剂提取物的分

析，可能找到抑制寄生蜂生寄生的产卵抑制化台物，且我们已经通过Y型管试验证明，蝶

蛹金小蜂雌蜂更趋向于未受寄生的菜粉蝶蛹(见附录2)。而在本试验中，表皮物质提取所

用溶剂为非极性的正已烷，在被寄生菜粉蝶表皮中未发现有寄生特异性物质的出现，由此可

推测，抑制蝶蛹金小蜂重寄生的信息化合物可能为极性物质，因而可通过极性溶剂提取或使

用固相微摹取的方法研究寄主被寄生后体表挥发物的变化，对寄生标记物进行分离与鉴定。
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第十三章蝶蛹金小蜂毒液对寄主蛹血淋巴和脂肪体中蛋白质

与脂类代谢的影响

在突破寄主的免疫系统后，寄生蜂可通过调节寄主体内营养及生理条件保证蜂卵的孵化

及幼虫的正常发育(Beckage＆Kanost，1993；Thompson，1993)。脂肪体是寄生蜂对寄主进

行营养调控的主要靶标器官(Dong el a1．，1996；Shelby＆Webb，1994)，寄生或注射毒液可

引起寄主脂肪体代谢的改变(Nakamatan et a1．，2001；Nakamatsu＆Tanaka，2003 a，b；2004；

Richard&Edwards，1999b；Thompson，2001)、抑制寄主贮藏蛋白的积累(Brandt etal．，1996；

Beckage＆Kanost，1993；Shelby&Webb，1997；Zhang etal．，1997)或促进其合成(Brandtetal．，

1996；Coudron el a1．，1997，1998)，而这种调控作用又可影响寄主血淋巴中蛋白质和脂类的

代谢(Rivers＆Demtingar,1994；1995；Rivers etaL，2004)。为探明蝶蛹金小蜂对其两种寄主

的营养调控，本章研究了蝶蛹金小蜂自然寄生和注射毒液对两种寄主血淋巴和脂肪体蛋白和

脂类组成的影响，以明确蝶蛹金小蜂对寄主营养物质转运方向的调控作用，解释寄生蜂如何

调控寄主营养物质的合成及代谢，并为幼蜂的发育提供合适的营养环境。

1材料与方法

1．1供试昆虫

蝶蛹金小蜂、菜粉蝶及柑桔风蝶的来源及饲养方法见第二章。

1．2寄生及注射毒液

蝶蛹金小蜂对菜粉蝶蛹和柑桔风蝶蛹的奇生、蝶螭金小蜂毒液的提取参见第二章和第

三章，毒液注射的方法见第七章。

1．3蛋白质含量测定

1．3．1血淋巴蛋白

取100Ⅱl寄生和注射毒液后0．5，2，3，4和5d的菜粉蝶蛹血淋巴，1000 g离心10min

以去除血细胞，上清用于蛋白含量测定及电泳分析。蛋白定量采用Bradford(1976)的方法，

分别以同期未寄生和注射TBS的蛹血淋巴作对照，每处理重复3头蛹，以结晶牛血清白蛋

白(BSA)做标准曲线。
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1．3．2脂肪体蛋白

取寄生后0．5，2，3，4和5 d的菜粉蝶蛹脂肪体，以TBS清洗3次后，滤纸吸干水分，

称重、研磨后，以100009离心10 min，上清即为脂肪体可溶性蛋白提取液，测定方法同血

淋巴蛋白含量的测定。

分别以寄生后1、2和3 d血淋巴(去除血细胞)和脂肪体蛋白进行SDS-PAGE电泳分

析，以同期未寄生蛹为对照，电泳采用Bio．Rad PROTEAN 3 cell系统，以不连续胶电泳，

分离胶浓度为10％，浓缩胶浓度为4％，5 mA恒流至指示剂进入分离胶后，以10 mA恒流

至指示剂距胶底部约I cm时结束电泳，考马斯亮蓝R 250染色，并拍照分析。

1．4脂类含量测定

1．4．1血淋巴脂类

参照Nakamatsu&Tanaka(2003 a)的方法。于寄生和注射毒液后0．5，2，3．4和5 d

分别取j山菜粉蝶蛹血淋巴。10009离心10rain，上清以100山氯仿，抽提5min，加入0,5

ml浓H2SO,，沸水浴10 rain，取出冷却至室温。加入1 m1芳革醛溶液(13 mM芳草醛溶

于14M磷酸中)，显色30min，测OD5m同时，分别以同期未寄生和注射TBS的蛹血淋

巴作对照，每处理重复3头蛹，以2．5 mg／ml胆固醇做标准曲线。

1．4．2脂肪体脂类

取寄生和注射毒液后0．5，2，3，4和5 d的菜粉蠛蛹脂肪体，以TBS溥洗3次后．滤

纸吸干水分，称重，以0．5 ml氯仿匀浆，10000 g离心10rain，取上清，脂类含量的测定方

法同1．4．1。以同期来寄生和注射TBS蛹的脂肪体作对照，每处理重复3头蛹。

2结果

2．1菜粉蝶蛹血淋巴及脂肪体中蛋白质与脂类

2．1．1蛋白质

在不考虑处理后时间这一因子的前提一F，寄生对菜粉蝶蛹血淋巴中蛋白含量无显著影响

(，=1．47，P=0．23)，注射毒液则可引起其血淋巴蛋白含量的显著升高(，=7．59．P=

O．008)r而寄生<F=19，84．P=0．0001)或注射毒液(F=15．59，JP=0．0004)均可引起菜粉

蝶蛹脂肪体蛋白含晕的显著F降。
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菜粉蝶蛹被寄g：后l和2 d或注射毒液后1～5 d，豳淋巴中的蛋白禽量与未寄生对照相

比显蔷升高(阁13—1A和B)，而于寄生或注射毒液后l～5 d．脂肪体中蛋白含苗与来寄生

或注射TBS的对照蛹相比均显著F降(图13-2A和B)。

通过SDS-PAGE分析袭明，菜粉蝶蛹被寄生后1～3 d血淋巴电泳图谱中存在分子量约

95和23 kDa蛋白，丽菜粉蝶蛹寄生后l d及同期来寄生蛹的脂肪体蛋白电泳图谱中存在95

kDa蛋白，而在2日龄后蛹脂肪体中消失，说明此蛋白系菜粉蝶l和2日龄蛹发育所需，而

蝶蛹金小蜂幼虫发育过程中则不利用此蛋白。23 kDa蛋白可能系菜粉蝶蛹发育过程中分解

高分子量蛋白所致(图t3-3)．

Tintaftertrcamcnt(d)

圈13．1蝶蛹金小蜂寄生或注射毒液对菜糟蠕蛹血淋巴中蛋白含量的影响

Fig．13-1 EffcctsofparasitizationandVeTlominjectionoilthetitcrsofsolubleproteinsinPieriJrapaepupae

hemolymph

∞

_
20}
。【

-Parasitized 口Non-parasitized
口TBs

●

㈥血一n5 1 2 3 4 5 05 1 2 3 4 5

TlⅫaftertreatment Id)

图13—2蝶蛹金小蜂寄生和注射毒液对菜粉蝶蛹脂肪体中蛋白含量的影响

Fig 13—2 Effects ofparasitization and'venom injection on the concentration ofsoluble protein in the fat body of

Pieris rapae pupae
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图13·3寄生前后菜粉蝶蛹血淋巴和脂肪体蛋白的SDS-PAGE图谱

Fig．13-3 SDS-PAGE profile ofplasma and fat body pⅢcins from parasitized and non-parasitized Pieris rapae

l’，2’，3’：寄生后l-2和3d菜糟蝶蛹；l，2，3：同期未寄生菜糟蠛蛹；M：蛋白标准分子量．1：2：3，：

Parasitized Pieris掣pupae for I．2 alld 3 days。mpcctiV如1，2'3：non-parBifized Pieris rclIXg。pupae with

day age of 1．2Ⅻd 3 days；M：Protein marker．

2．1．2脂类

在不考虑处理后时间这一因子时，蝶蛹金小蜂寄生(F=8．86，，=0．005)或注射毒液(F

=24．66，P<104)均可引起菜粉蝶蛹血淋巴中脂类含量的显著下降，而寄生(F=2．63．P=

0．1 1)或注射毒液(，；0．96，户=0．33)对其脂肪体中脂类含量均无显著影响。

∞

柏
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Time aftertreatment(d)

图13-4蝶蛹金小蜂寄生和注射毒液对菜粉蝶蛹血淋巴中脂类含量的影响

Fig 13。3 Effects ofparasitization and venom injection on the titers of]ipids in Pieris rapae pupae hemolymph
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菜粉蝶蛹被寄生后1，2，4和5 d或注射毒液后1～5 d，血淋巴中脂类’o术寄生或注射

TBS的蛹相比均显著F降(图13-4)，而丁寄生后3和5 d或注射毒液后3 d，脂肪体中脂类

含量与术寄生或注射TBS的对照蛹相比显著F降(图13-5)。

b“脚k。枷础
Tim=lftertixatrrtnt(d)

留13·5蠼蛹金小蜂寄生或注射毒液对菜粉蝶蛹脂肪体中脂类含量的影响

Fig．13—4Effects ofparasitization andvt．noininjection onthetitersoflipidinPierisrapaepupaefatbody

2．2柑桔凤蝶蛹血淋巴及脂肪体中蛋白质与脂类

2．2．1蛋白质

在不考虑时间因子的情况下，寄生对柑桔风蝶蛹血淋巴可溶性蛋白含量无显著影响(F

；3．63，P=o．07)，而注射毒液则可引起柑桔凤蝶蛹血淋巴可溶性蛋白含量显著升高(F=7．56，

尸=O．们)，寄生(F=10．31，P；o．003)或注射毒液(F=10．62，P=O．003)均可引起其脂肪

体蛋白含量的显著下降。
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图13-6蝶蛹金小蜂寄生和注射毒液对柑桔风蝶蛹血淋巴蛋白含量的影响

Fig 13—6 Effectsofparasitizalion and venominjection onthetitersofhemolymph proteinsfromPapilio』uthus

pupae
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-parasitiTtd 口Non—pamsiti2cd

5 n5 l 2 3 4 5

Timeaftertreatment(d)

闰13-7蠛蛹金小蜂寄生和注射毒液对柑桔风蠊蛹脂肪体蛋白吉量的影响

Fig 13-7Effects ofparasitization andvononlinjectiononthetiters off缸bodyproteinsfromPapilioxuthus

pupae

柑桔风蝶蛹被寄生后l～2 d或注射毒液后1～4 d，血淋巴中可溶性蛋白含量与同期未

寄生或注射TBS的对照蛹相比显著升高(图13-6)，而受寄后1．3，4 d或注射毒液后l～4

d，脂肪体中可溶性蛋白含量与同期未寄生或注射TBS的对照蛹相比均显著下降(图13-7)。

2．2．2脂类

在不考虑时间因子的情况下，蝶蛹金小蜂的寄生(F=4．78，P=0．04)或注射毒液(F=

13．85，，=0．0007)均可使柑桔风蝶蛹血琳巴中腊类含量显著下降，寄生(，=0．96，P=0．34)

或注射毒液(F=2．34，尸=O．14)对其脂肪体脂类含量均无显著影响。

■Parasitized ONon-parasitized

～
Tin't aftertreatment f曲

图13．8螓蛹金小蜂寄生和注射毒液对柑桔风蝶蛹血淋巴脂类含量的影响

Fig 13-8 Effects ofparasitization and venom injection OR the liters ofhemolym曲lipids from Papilioxuthus

pupae

142

小引U．^圳U+^副U+^圳U。^圳引U酌U^川U。^制U+^引U^圳U。^川引U盱

胁

∞

∞

∞

O

。面

哪

。门引引U

D

I{+扪引U一～，胡射。小引引U，。．。，．．．．．．LⅡ■●I
(I岳E)|#§§x}J



浙江人学博lj学位论殳：蝶蛹会小蟒和湔蝇蛹集台小蜂毒液的生化特性’o生挫功能

苟
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圈J3．9蝶蛹金小蜂寄生和注射毒渡对柑桔晟蝶蛹脂肪体脂类含量的影响

Fig．13-9Effectsofparasitization and VcllOminjectiononthctitcrs offatbodylipidsfromPapilioxathuspupae

柑桔风蝶蛹被寄生后1和3 d或注射毒液后2～5 d，血淋巴中脂类含量与同鞠未寄生或

注射TBS的对照相比显著下降(图12．8)，柑桔风蝶被蝶蛹金小蜂寄生后1～2 d和注射毒

液后1～4 d。脂肪体中脂类与未寄生和注射TBS的对照相比均显著升高(圈12．9)。

3讨论

注射蝶蛹金小蜂毒液后，菜粉蝶蛹和柑桔风蝶蛹血淋巴中蛋白含量均显著升高和脂肪

体蛋白含量的显著下降。因蝶蛹金小蜂毒液中乏广谱蛋白酶(见第六章)，故蝶蛹金小蜂毒

液可能促进了菜粉蝶蛹脂肪体内的蛋白水解路径，从而使菜粉蝶蛹脂肪体内蛋白大量水解并

释放到血淋巴中，导致注射毒液后菜粉蝶蛹脂肪体内可溶性蛋白含量的下降及血淋巴中蛋白

含量的升高。菜粉蝶和柑桔凤蝶蛹被蝶蛹金小蜂寄生后，血淋巴中可溶性蛋自古量并无显著

变化，而脂肪体内可溶性蛋白含量则显著下降。概因被寄生菜粉蝶和柑桔风蝶蛹脂肪体内可

蛋白分解释放至血淋巴内后被蝶蛹金小蜂幼虫利用，因而出现菜粉蠛和柑桔凤蝶蛹被寄生后

血淋巴内可溶性蛋白含量与未寄生对照蛹相比无显著差异之现象。

蝶蛹金小蜂寄生菜粉蝶蛹后，血淋巴中95 kDa蛋白由脂肪体合成，并于化蛹后2 d左右

释放至血淋巴中，23 kDa贝U系菜粉蝶蛹发育过程中分解高分子量蛋白所致(图13-3)。且被

寄生菜粉蝶蛹血淋巴中未出现前人研究发现的寄生特异性蛋白(Richards＆Edwards．1999；

Reed＆Brown．1998)。

蝶蛹金小蜂的寄生或注射毒液引起菜粉蝶和柑桔风蝶蛹血淋巴中脂类含量的显著下

降，但义对脂肪体内脂类的含量无显著影响，一方面是概因蝶蛹金小蜂幼虫发育可能首先利

用了菜粉蝶平¨柑桔风蝶蛹血淋巴中的脂类，另一方面，也可能是蝶蛹金小蜂毒液可抑制菜粉
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第1一荜蝶蛹金小蜂毒液对奇土蛹10L淋巴和脂肪体中盘[J赝1j脂类代谢的蟛响

蝶年¨柑桔风蝶蛹由淋巴中物质向脂类转化的路径，这与第十一章中的蝶蛹金小蜂对菜粉蝶和

柑桔风蛹表皮脂类及表皮蛋白的利用情况研究结果相一致。Thompson和Bralow(1983)认

为，寄生物为降低脂肪合成所需能量通过部分水解寄主脂类米完成。因而菜粉蝶蛹血淋巴中

脂类可能是蝶蛹金小蜂最先利用的能源。

Rivers和Denlinger(1995)的研究表明，麻蝇Sarcophaga bullata预成虫被丽蝇蛹集金

小蜂蛰刺(Envenomated。寄生后去除寄生蜂卵)后，血淋巴脂类含量的下降和脂肪体脂类

含量的升高，Phormia regine血淋巴中脂类含量升高，而脂肪体中脂类含量下降，家蝇Musea

domestica血淋巴中腊类含量变化不大，而脂肪体中脂类含量升高，Sarcodexia stemodontus血

淋巴和脂肪体中脂类含量均下降。而注射毒液对麻蝇Sarcophaga bullata可引起与蛰刺相似

的生理效应，这一方面说明，不同寄生蜂对其寄主的营养调控均有其特异性，另方面也说明，

同一种寄生蜂对不同寄主营养调控方式也有不同。Nakamatsu和Tanaka(2003 a)的研究表

明，粘虫Pseudaletia separate被姬小蜂Euplectrus sp．nearplathypenae寄生后，血淋巴中蛋

白和脂类含量显著升高，而脂肪体中二者含量在后期显著降低。注射0-3 VRE毒液可产生与

寄生相似的生理效应，但注射毒液后寄主血淋巴中蛋白和脂类的含量与寄生相比升高，脂肪

体内二者含量与寄生的相比无显著差异，这与我们的结果又有某些相似之处。而Nakamatsu

和Tanaka(2004)进一步研究表明，东方粘虫P separate血淋巴中腊类含量的升高是由姬

小蜂Euplectrus sp．nearplathypenae毒液引起脂肪体分解所致。
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圈J3．9蝶蛹金小蜂寄生和注射毒渡对柑桔晟蝶蛹脂肪体脂类含量的影响
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柑桔风蝶蛹被寄生后1和3 d或注射毒液后2～5 d，血淋巴中脂类含量与同鞠未寄生或

注射TBS的对照相比显著下降(图12．8)，柑桔风蝶被蝶蛹金小蜂寄生后1～2 d和注射毒

液后1～4 d。脂肪体中脂类与未寄生和注射TBS的对照相比均显著升高(圈12．9)。

3讨论

注射蝶蛹金小蜂毒液后，菜粉蝶蛹和柑桔风蝶蛹血淋巴中蛋白含量均显著升高和脂肪

体蛋白含量的显著下降。因蝶蛹金小蜂毒液中乏广谱蛋白酶(见第六章)，故蝶蛹金小蜂毒

液可能促进了菜粉蝶蛹脂肪体内的蛋白水解路径，从而使菜粉蝶蛹脂肪体内蛋白大量水解并

释放到血淋巴中，导致注射毒液后菜粉蝶蛹脂肪体内可溶性蛋白含量的下降及血淋巴中蛋白

含量的升高。菜粉蝶和柑桔凤蝶蛹被蝶蛹金小蜂寄生后，血淋巴中可溶性蛋自古量并无显著

变化，而脂肪体内可溶性蛋白含量则显著下降。概因被寄生菜粉蝶和柑桔风蝶蛹脂肪体内可

蛋白分解释放至血淋巴内后被蝶蛹金小蜂幼虫利用，因而出现菜粉蠛和柑桔凤蝶蛹被寄生后

血淋巴内可溶性蛋白含量与未寄生对照蛹相比无显著差异之现象。

蝶蛹金小蜂寄生菜粉蝶蛹后，血淋巴中95 kDa蛋白由脂肪体合成，并于化蛹后2 d左右

释放至血淋巴中，23 kDa贝U系菜粉蝶蛹发育过程中分解高分子量蛋白所致(图13-3)。且被

寄生菜粉蝶蛹血淋巴中未出现前人研究发现的寄生特异性蛋白(Richards＆Edwards．1999；

Reed＆Brown．1998)。

蝶蛹金小蜂的寄生或注射毒液引起菜粉蝶和柑桔风蝶蛹血淋巴中脂类含量的显著下

降，但义对脂肪体内脂类的含量无显著影响，一方面是概因蝶蛹金小蜂幼虫发育可能首先利

用了菜粉蝶平¨柑桔风蝶蛹血淋巴中的脂类，另一方面，也可能是蝶蛹金小蜂毒液可抑制菜粉
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第1一荜蝶蛹金小蜂毒液对奇土蛹10L淋巴和脂肪体中盘[J赝1j脂类代谢的蟛响

蝶年¨柑桔风蝶蛹由淋巴中物质向脂类转化的路径，这与第十一章中的蝶蛹金小蜂对菜粉蝶和

柑桔风蛹表皮脂类及表皮蛋白的利用情况研究结果相一致。Thompson和Bralow(1983)认

为，寄生物为降低脂肪合成所需能量通过部分水解寄主脂类米完成。因而菜粉蝶蛹血淋巴中

脂类可能是蝶蛹金小蜂最先利用的能源。

Rivers和Denlinger(1995)的研究表明，麻蝇Sarcophaga bullata预成虫被丽蝇蛹集金

小蜂蛰刺(Envenomated。寄生后去除寄生蜂卵)后，血淋巴脂类含量的下降和脂肪体脂类

含量的升高，Phormia regine血淋巴中脂类含量升高，而脂肪体中脂类含量下降，家蝇Musea

domestica血淋巴中腊类含量变化不大，而脂肪体中脂类含量升高，Sarcodexia stemodontus血

淋巴和脂肪体中脂类含量均下降。而注射毒液对麻蝇Sarcophaga bullata可引起与蛰刺相似

的生理效应，这一方面说明，不同寄生蜂对其寄主的营养调控均有其特异性，另方面也说明，

同一种寄生蜂对不同寄主营养调控方式也有不同。Nakamatsu和Tanaka(2003 a)的研究表

明，粘虫Pseudaletia separate被姬小蜂Euplectrus sp．nearplathypenae寄生后，血淋巴中蛋

白和脂类含量显著升高，而脂肪体中二者含量在后期显著降低。注射0-3 VRE毒液可产生与

寄生相似的生理效应，但注射毒液后寄主血淋巴中蛋白和脂类的含量与寄生相比升高，脂肪

体内二者含量与寄生的相比无显著差异，这与我们的结果又有某些相似之处。而Nakamatsu

和Tanaka(2004)进一步研究表明，东方粘虫P separate血淋巴中腊类含量的升高是由姬

小蜂Euplectrus sp．nearplathypenae毒液引起脂肪体分解所致。

44



浙江大学博士学位论文：蝶蛹金小蜂和耐蝇蛹集金小蜂毒液的生化特性与生理功能

第十四章蝶蛹金小蜂毒液对菜粉蝶蛹血淋巴中氨基酸组成的影响

寄生蜂寄生可引起寄主血淋巴中游离氨基酸含量的升高，如毁侧沟茧蜂Microplitis

croceipes和索诺茧蜂Campoletis sonoresis对烟芽夜蛾Heliothis virescens的调节(Vinson．

1990)、菜粉蝶绒茧蜂Cotesia glomerata对大菜粉蝶Pieris brassicae的调节(Jurmikkala．

1966)，但黑头折脉茧蜂Cardiochiles nigriceps的寄生则可引起烟芽夜蛾H v妇scm，血淋巴中

总氨基酸含量的下降或对其无显著影响(Barras et a1．，】969；Vinson，1990)。烟芽夜蛾凡

virescens被Toxoneuron nigriceps寄生后16～28 h，血淋巴中氨基酸含量升高，就氨基酸种类

来说，甘氨酸、丝氨酸、组氨酸、天冬氨酸和脯氨酸含量均显著升高，苏氨酸和酪氨酸含量

显著下降(Consoli＆Vinson，2004)。Rahbd等(2002)研究表明，豌豆蚜A钞m∞砌口np捃姗

被蚜茧蜂Aphidius ervi寄生后4 d血淋巴中游离氮基酸总含量显著升高，且寄生对酪氨酸、

谷氨酸、谷氨酰氨、天冬酰氨、天冬氨酸、精氨酸和色氨酸等氨基酸的含量影响显著。研究

昆虫被寄生后血淋巴中氨基酸含量和组成的变化，对明确寄生蜂对寄主的生理效应和寄生蜂

的离体培养均有极重要意义。为此，本章研究了蝶蛹金小蜂寄生和注射毒液对菜粉蝶蛹血淋

巴中氨基酸含量和组成的影响，以明确此毒液在对寄主进行营养调控中的作用，为蝶蛹金小

蜂的离体大规模培养并用于生物防治提供营养学基础。

1材料与方法

1．1供试昆虫

蝶蛹金小蜂和菜粉蝶饲养及寄生和注射的方法见第二章和第七章。

1．2取样方法

取寄生或注射毒液后0．5，1，2，3，4 d的菜粉蝶蛹，解剖针刺破表皮后。以微量移液

枪吸取流出的血淋巴，4℃10009离-L,10min。取上清，-70"C保存或立即用于试验，并以同

期未寄生或注射"FBS的蛹作对照。

1．3氨基酸含量的测定方法

氨基酸含量的测定采用Agilent 1 100(Agilent，USA)渡相色谱分析仪，色谱柱为20 RBAX

EclipseAAA，激发波长为340pro，测定波长为450um，以含量均为90pmol／¨l的氨基酸



第i叫章蝶蛹奄小蚌毒液对菜粉蝶蛹J0【淋巴中氨堆酸组成的始响

做杨；准图谱，以确定待测样晶中各种氨基酸的含量。

2结果

菜粉蝶蛹血淋巴中不含有谷氨酰氨和色氨酸，甲硫氨酸含量较低(表14—1，14—2)，就

氨基酸种类来说．以脂肪族氪基酸为主，约占总氨基酸含量的80％(图14．1和14．2)。

蝶蛹金小蜂寄生和注射毒液对菜粉蝶蛹血淋巴中各种氨基酸含量均无显著影响(表14一l

和14-2)。寄生可引起菜粉蝶蛹血淋巴总氨基酸含量(F=8．52，P<10"s)的显著下降，而

注射毒液对此月4无显著影(，=4．15，|P=0．06)(表14．1和图14．1)。

就氨基酸类别来说，蝶蛹金小蜂寄生对菜粉蝶蛹血淋巴中芳香族氨基酸(F=4．30，P=

O．06)和杂环族氨基酸(，=o．22，P=o．65)含量均无显著影响，但可引起脂肪族氨基酸含

量的显著下降(F=18．30，P=O．0001)(图14．2)。注射毒液对菜粉蝶蛹血淋巴中芳香族氨

基酸(，=O．69，P=O．43)、脂肪族氨基酸(P=2．69,P=O．11)和杂环族氨萋酸(F=2．52，P

=0．15)的相对含量均无显著影响(图14-2)。

T眦哦ertmatre￡nt【dJ

图14．1 蝶蛹金小蜂寄生和注射毒液对菜粉蠊蛹血淋巴中氨基酸总含量的影响

Fig 14-1 Efecls ofpamsitizgtion and venom injection On the total amino acid titers in hemolymph ofPieris rolme

Pup∞

日龄对菜粉蝶未寄生蛹(，=22．85，尸<104)、寄生蛹(F；t2．16，P<】矿)，注射毒

液蛹(，=40．09，P<104)和注射TBs蛹(F=9．88，P<10。)血淋巴中总氨基酸含量均有显

著影响，而对各种氨基酸含量均无显著影响(表14-1，14-2)。日龄对菜粉蝶未寄生蛹(，=

11．11，P=O．007)、寄生蛹(，=48．93，P=0．001)、注射毒液蛹(，=6．81。P=O．04)和注

射TBS蛹(F=17．62，P=O．008)血淋巴中芳香族氨基酸含量均有显著影响；对未寄生蛹(，
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48，79，尸=O．001)、注射毒液蛹(F=6．82，，=O．04)和注射TBS蛹(，=8．35，尸=0 03)血

淋巴中杂环族氨基酸含量也有显著影响，而对寄生蛹(F=2．66，尸=0．18)虹淋巴中杂环族

氨基酸含量无显著影响；对未寄生蛹(F=18．43，P<10。>、寄生蛹(F=11．13，P<10。)、

注射毒液蛹(F=30．89，P<1酽)和注射TBs蛹(，=7．78，P<104)血淋巴中脂肪族氮基酸

含量均有显著影响。
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图14-2寄生注射毒液对菜粉绥蛹血淋巴中三类氪基酸相对含量的影响

Fig 14-2 Effectsofparasitization andvenominjection On relative conlzrltsof3 kindsofamino acidin hemolymph

ofP融ris rapae pupae
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第1 Uq章蝶蛹金小蜂毒淑对菜粉螋蛹m淋巴中氩早酸组成的影响

3讨论

蝶蛹金小蜂寄生和注射毒液对菜粉蝶蛹血淋巴中各种氨基酸含量均无显著影响。寄生可

引起总氨基酸含量的显著下降，注射毒液对此则无显著影响，说明蝶蛹金小蜂发育过群中可

能直接利用了菜粉蝶蛹血淋巴中氨基酸。寄生对血淋巴中芳香族和杂环族氨基酸含量无显影

响，但可显著降低脂肪族氨基酸含量，注射毒液对三类氨基酸的含量均无显著影响，说明蝶

蛹金小蜂幼虫在合成蛋白过程中对寄主血淋巴中游离的脂肪族氨基酸的利用有一定的偏好

性，因此在对此寄生蜂进行离体大规模培养时，人工饲料中可适当增加脂肪族氨基酸含量．

以满足其发育的需要。菜粉蝶蛹日龄对未寄生、注射毒液和注射TBS的菜粉蝶蛹血淋巴中

芳香族氨基酸、脂肪族氨基酸、杂环族氨基酸及总氨基酸含量均有显著影响，对寄生蛹血淋

巴中芳香族和脂肪族氨基酸含量也有显著影响，而对寄生蛹血淋巴中杂环族氨基酸含量无显

著影响，说明各种处理的菜粉蝶蛹血淋巴中芳香族和脂肪族氨基酸的合成及代谢均有其时间

特征，蝶蛹金小蜂的寄生可抑制这种菜粉蝶蛹血淋巴中杂环族氨基酸的合成与代谢，使之维

持于某一水平。

尽管氨基酸对寄生蜂幼虫发育至关重要，但对寄生蟓幼虫进行离体大规模培养时，激素

特别是20．羟蜕皮酮也起着极其重要的作用(Thompson，t986；1999；Nakaharaetal．。1999)。

因而，菜粉蝶蛹被寄生后其血淋巴中氨基酸含量的变化，仅反映螺蛹金小蜂幼虫对其营养的

利用，而对其激素特别是蜕皮激素的利用可能也是值得探讨的科学问题。
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总讨论

寄生蜂和寄主关系一直是昆虫生理学研究的热点，近年来，权威刊物上的文章也是层出

不穷(Hayakawa，1990；1991；1994；Aizawa el a1．，1999；Glatz el a1．，2003；Hayakawa＆Kawano，

2003；Oliver el a1．，2003；Tada et a1．，2003；Zhang et a1．，2004；Cohen et a1．，2005)。就研究对象

来说，一般限于对某一种寄生蜂抑制寄主免疫或对寄主进行营养和发育的调控作用研究，描

述某种调控因子的作用。研究水平则深浅不一，从生物学到生理生化及分子水平均有涉及

(Parkinson el甜．，2002；Rivefs甜al，，2002；Villagra el aL，2002；Hu甜al,2003；Cai el aL，2004；

Rivers，2004；Zhang el a1．，2004)。相对而言，对两种或多种寄生蜂毒液生化特性和生理功能

比较的研究资料还相对匮乏(Russoetal．，2001；Moreau etal．，2003；Rivers，2004)。故我们

选取两种不同寄生类型寄生蜂为研究模式，通过比较毒液生化特性和生理功能，更深入了解

寄生蜂与寄主关系及寄生蜂毒液在对寄主进行生理谓控中的作用．

1寄生蜂抑制寄主免疫的策略

寄生蜂对寄主进行生理调控的园子主要有毒液，多分DNA病毒及病毒样颗粒，卵巢蛋

白，卵表物质寄生蜂胚胎发育过程中产生的畸形细胞及寄生蜂幼虫分泌物等(Asgan＆

Sehraidt，1994；Jones，1996；Luckhart＆Webb，1996；Beekage，1998；Vimon el a1．，1998；叶恭

银和胡萃，1998；Hoehuli et a1．，1999；Kinuthia鲥a1．，1999；Shelby＆Webb，1999；尹丽红，2001：

Rivers etat,．2002)。本论文通过对蝶蛹金小蜂雌雄蜂生殖系统备部分提取物对其寄主血细胞

的形态、存活及行为的影响表明，雌蜂毒液是抑制寄主血细胞免疫的主要因子，且无多分

DNA病毒、病毒样颗粒等其它雌蜂携带因子及胚胎发育过程中产生的畸形细胞的协同作用

(Cai et a1．，2004)。这与丽蝇蛹集金"bmNasonia嘲审刚妇和癯姬ffLPirnpla hypochondriaca

抑制寄主免疫的因子大致相同。故本论文的工作主要围绕蠊蛹金小蜂毒液展开，并与丽蝇蛹

集金小蜂毒液作对比，通过二者的比较，明确寄生蜂毒液对寄主昆虫和非寄主昆虫在免疫和

营养两个方面调控的异同及同一昆虫对自然寄生蜂和非自然寄生蜂调控因子的反应，从而揭

示寄生蜂毒液对寄主进行生理调控的功能，并阐明毒液在寄生蜂与寄主协同进化中的作用。

寄生蜂毒液单独或与其它雌蜂携带因子～起，对寄主血淋巴酶氧化酶活性、血淋巴黑化

作用、血细胞数量、延展、存活及包囊反应均有抑制作用(^赡耐“aL，2003；Cai et aL，2004；

Parkinson et a1．，2002；Richar&＆Edward，1999 a，b．2000 a，b；Willgrs＆Lehmann-Danzinger,

1984；Zhang el a1．，2004)。蝶蛹金小蜂寄生或注射毒液使菜粉蝶蛹血细胞数量显著升高、浆

血细胞所占比例显著下降、颗粒血细胞比例显著升高，而注射丽蝇蛹集金小蜂毒液则无此现

象，说明寄生蜂毒液有一定的作用范围。进一步通过离体和活体研究毒液的功能表明，蝶蛹

金小蜂毒液可显著抑制活体菜粉蝶幼虫和蛹浆血细胞和颗粒血细胞的延展、存活及包囊作

用，高浓度(>O．016 VRFJM)丽蝇蛹集金小蜂毒液对菜粉蝶5龄幼虫和蛹血细胞的延展仅



总讨论

有部分作用，而对血细胞的存活和包囊作用则无影响。

蝶蛹金小蜂毒液一方面导致菜粉蝶体内血细胞总数的增加，而血细胞的数量与其包囊能

力成正比，理论上讲，寄生后活体菜粉蝶血细胞对SephadexA，50珠的包囊能力应强于未寄

生菜粉蝶蛹，而另方面毒液又可抑制菜粉蝶蛹血细胞的延展和包囊能力，且毒液并未破坏菜

粉蝶蛹血细胞的细胞骨架(Cai el a1．，2004)，说明毒液可能破坏了寄主体内血细胞延展肽的

转录或表达(Clark etaL，199"／，2001，2004)或阻断了寄主血细胞或血淋巴中的识别因子的信

号传导，抑制了寄主血细胞的正常延展及对对异物的识别。毒液一方面诱导菜粉蝶蛹血细胞

数量的增加，另方面又可引起菜粉蝶蛹血细胞的显著死亡，这又是一对矛盾，毒液可能刺激

菜粉蝶造血功能的增强，其意义何在?可通过研究蝶蛹金小蜂毒液对离体培养的寄主造血器

官的造血功能的影响，再做定论。蝶蛹金小蜂寄生或注射毒液对菜粉蝶和柑桔凤蛱蛹血细胞

中酚氯化酶活性、血淋巴黑化作用均无显著抑制。产于菜粉蝶蛹内的蠊蛹金小蜂卵之所以未

被寄主血淋巴黑化，可能由于卵表物质通过“分子拟态”逃避了寄主血淋巴中识别因子的识

别，从而使蜂卵逃避寄主的体液免疫，并在寄主体内成功发育。

2寄生蜂毒器官发育及其与卵子发育的协调性

寄生蜂的毒器官发育像卵子发育一样受营养条件的限制。本论文研究表明，喂食蜂蜜对

蝶蛹金小蜂毒器官发育可产生显著有益影响。而交配对其则无显著影响，说明毒器官的发育

主要受食料的影响。在无食料的情况下，交配时，雄蜂来源的物质不能为寄生蜂雌蜂毒器官

的发育提供足够营养。

寄生蜂产卵过程中，卵与毒液及其它雎蜂因子同时注入寄主体内，故寄生蜂毒器官发育

可能与卵子的发育存在一定的相关关系。喂食蜂蜜且正常交配的蝶蛹金小蜂毒腺长度、毒囊

直径及毒滚蛋白含量与其卵巢中成熟卵数量成正相关，而与卵巢中I级卵和Ⅱ级卵数量成负

相关，说明蠛蛹金小蜂毒器官发育与卵子的成熟是一致的，这对提高寄生宰和寄生蜂卵的发

育均是有益的。丽蝇蛹集金小蜂毒器官各组成部分发育与卵巢中成熟卵与未成熟卵数量均不

存在此相关性。这种差异可能与两种寄生蜂的寄生类型有关，丽蝇蛹集金小蜂属外寄生蜂，

产卵于蝇类盈蛹内表皮之上，寄生蜂卵不受寄主免疫系统直接作用，故毒器官发育与卵子发

育不一致。而蝶蛹金小蜂属内寄生蜂，产卵于寄主血腔中，蜂卵直接面对寄主免疫系统的作

用，毒器官发育与卵子发育的一致性对抑制寄主免疫系统对蜂卵的作用，提高寄生率是有益

的。两种金小蜂毒器官各组成部分之间的发育存在一定的相关性，说明毒器官的发育由其规

律性和协调性。

3寄生蜂毒液蛋白组成及生化特性

蝶蛹金小蜂毒液蛋白有7条带的自然分子量大于100kDa，且表达重最高的3个蛋白分

子量均大于100 leD。藤蝇蛹集金小蜂蛋白自然状态下由9条带组成，表达量最高的蛋白为

246．20 kDa。蝶蛹金小蜂毒液中有活性组分是大于t00 kDa的蛋白组分，属大分子蛋白，这

1S4
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与膜翅目社会性昆虫毒液中话性绳分多为低分子蛋白或小肽有所不I．1。瘤姬蜂PimpIa

hypochondriaca毒液对昆虫细胞系SF21有毒性的组分为小于13kDa蛋白，抑制寄主血细胞

聚集和包囊作用的活性因子为28和32 kDa蛋白(Parkinson甜a1．2002)．说明不同寄生蜂

毒液中毒性因子囡种而异。其中蝶蛹金小蜂毒液中引起细胞延展和死亡的凼子系一种蛋白或

是一组蛋白?对寄主血细胞有活性的蛋白组分与对甄种细胞系有作用的组分是否相同?都

值得做进一步研究。

SDS-PAGE分析表明，蝶蛹金小蜂毒液蛋白分子量主要集中于21．17—44．41 kDa，丽蝇

蛹集金小蜂毒液蛋白分子量主要集中于21．15～36．68kOa。且通过与已经研究的寄生蜂毒液

的组分相比，不同种间的差异太大(Nakamatsu＆Tanaka，2003 a；Coudron eta／．，2000)，很

难做有意义的比较。

蝶蛹金小蜂毒液蛋白等电点集中于4～7之问，而丽蝇蛹集金小蜂毒液蛋白等电点为5

一10。对蝶蛹金小蜂毒液双向电泳胶内表达量较高的7个点进行MALDI-TOF质谱分析，并

以UCSF的MS-FIT查询表明，此7种蛋白与数据库中所有蛋白匹配率均不高，最高仅为34％。

说明此类数据较缺乏，且所查数据也仅集中于东亚飞蝗Locusta migratoria、沙漠蝗

Schistocercagregaria、美洲大壕Periplanetaamericana、马铃薯甲虫Leptinotarsadecemlineata

等几种昆虫，说明昆虫蛋自组学研究的相对滞后。

两种金小蜂毒液的生理活性受外界环境的影响，当以50℃处理10 min，蝶蛹金小蜂毒

液生理活性基本不受影响，而此时丽蝇蛹集金小蜂毒液的插性则受到部分影响，说明蝶蛹金

小蜂毒液的热稳定性要好于丽蝇蛹集金小蜂毒液。当缓冲液pn值在5～8之间时，蝶蛹金

小蜂毒液具有正常生理活性，而丽蝇蛹集金小蜂毒液作用的最适pH值为6．7～8，在中性条

件下，二者均可保持较高的生理活性，因此在收集两种金小蜂毒滚时，提取缓冲液最好为中

性。而菜粉蝶和柑桔风蝶蛹血淋巴pH值均约为6～7，故可保证蝶螨金小蜂毒液保持正常的

生理活性。棕尾别麻蝇及家蝇蛹血淋巴pH值约为7,5，也可保证丽蝇蛹集金小蜂毒液的正

常生理功能。

两种金小蜂毒液正已烷提取物的水相有生理活性而有机相无生理活性，说明毒液有生理

活性的部分是蛋自雨非脂类或其它，氯仿：乙醇提取棱则可能因引起蛋白变性而便毒液活性

丧失。表面活性剂对两种金小蜂毒液功能无影响，故分离活性组分时，可先以表面活性剂去

除一些杂蛋白，为分离纯化简化步骤。两种金小蜂毒液对胰蛋白酶则比较敏感，l mg／ml胰

蛋白酶处理10 min后．两种金小蜂毒液的生理活性均完全丧失；1 m鲈nl的蛋白酶K仅使

丽蝇蛹集金小蜂毒液活性部分丧失，而对蝶蛹金小蜂毒液生理活性无影响，胰蛋白酶专一性

强、只断裂赖氨酸、精氨酸的羧基参与形成的肽键，故两种金小蜂有活性的蛋白组分中赖氨

酸或精氨酸可能较高。蛋白酶K的作用位点是丝氨酸位点，故在蝶蛹金小蜂毒液中活性组

分中不舍丝氨酸或含量较少，而丽蝇蛹集金小蜂毒}赍活性组分中丝氨酸含量较高，也可能与

处理时间有关，若处理时问延长，蛋白酶K也可能会对两种金小蜂毒液的活性产生负面影
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响。且在收集蕊种金小蜂毒液时，有必要在提取液中加入蚩白酶抑制剂，以保证其生理活陛。

盐浓度对两种金小蜂毒液生理活性均无影响．故在对毒液中活性组分进行分离纯化过程中，

咀高浓度NaCI洗脱时不会影响毒液组分的生理活性。菜粉蝶4龄幼虫的中肠液和口腔分

泌物均可使两种金小蜂毒液生理活性丧失，可能与其中多种蛋白酶的存在有关。

蛇、蜘蛛、蝎子及社会性膜翅目昆虫如蜜蜂、胡蜂、黄蜂和蚂蚁毒液中均含多种酶类，

而寄生蜂毒液中有关酶类的研究较少(Doury et a1．，1997；Nakamatsu＆Tanaka，2004)。通过

酶化学方法测定结果表明，两种金小蜂毒液中有碱性磷酸酶、酸性磷酸酶、磷酸二酯酶和磷

酯酶，酶活性随着毒腺器官的发育变化均呈下降趋势。丽蝇蛹集金小蜂毒液中还有广谱蛋白

酶，而蝶蛹金小蜂毒液中则乏之。两种金小蜂毒液中酶种类的区别与其寄生类型有关，丽蝇

蛹集金小蜂为外寄生蜂，幼虫在寄主蝇类围蛹内表皮上生存，通过口器刺破寄圭表皮吸取寄

主赢淋巴获取生长发育所需营养，故丽蝇蛹集金小蜂毒液中的蛋白酶可能会促进寄主体内的

蛋白其它水解途径或直接水解蛋白，供寄生蜂初孵幼虫发育利用。而蝶蛹金小蜂是一种内寄

生蜂，幼蜂生活于寄主血腔内，可直接取食寄主体内的器官组织，利用其蛋白生长发育，故

毒液中不需要蛋白酶的存在。丽蝇蛹集金小蜂毒液中的广谱蛋白酶活性于羽化后2 d内增长

较快，而后稳定于某一水平，直至死亡，这与其寄生特性有一定的相关性，因丽蝇蛹集金小

蜂羽化后即可产卵，而其寄生能力于羽化后2～7 d最强，故此时毒囊中毒液蛋白含量及毒

液中广谱蛋白酶活性均维持在较高水平。毒液中各种酶在毒液中的功能尚需进～步研究。

4对寄主发育及营养的调控作用

寄生蜂突破寄主的免疫系统作用后，通过各种方式调控寄主体内的营养状况，而这种调

控作用可能内外兼有，从寄主的表皮到寄主体内的各种组织。表皮碳氢化台物有种的特征，

故多用于昆虫分类的研究，用于区分近缘种或生物型(Lockey,1976；Havcrty＆Nelsson，1997；

Carlson eta／．，1999；Cuvilli*r-Hot耐口f．，2001)，且在昆虫发育过程中，也有显著的时间特征，

也可用于昆虫年龄的推测，对于表皮碳氢化合物作为被寄生虫感染后组成的变化仅Trabalon

等(2000)做过研究，而对寄主被寄生蜂寄生后表皮碳氢化台物组成的变化尚未有过尝试，

我们的研究表明，蝶蛹金小蜂的寄生对菜粉蝶蛹表皮碳氢化合物的组成无显著影响，而对柑

桔风蝶蛹表皮气相色谱图中Bis(2-ethylhexyl)phthalate、Hexacosane、Heptacosane和Oxirane,

heptadccyl一的相对含量有显著影响。就物质种类而言，杂环类化合物(17烷基环氧乙烷)的

含量于寄生后显著降低，表皮碳氢化合物一般无生理功能，而我们做了将其作为寄生标志物

的尝试，两种寄主被同一寄生蜂寄生后，产生不同的结果，一方面说明任何一个寄生蜂．寄

主系统均有其特殊性，另方面也说明，将其作为寄生标志物的难度之大。蝶蛹金小蜂的寄生

可抑制菜粉蝶和柑桔风蝶蛹的羽化，说明蛹的发育已经受到抑制，故其体内激素特别是蜕皮

激素的分泌可能受到抑制，在对蝶蛹金小蜂毒液中蛋白进行质谱分析时，也发现了点l和2

与20羟蜕皮酮羟化酶相似．可能此蛋白与寄主蛹发育受抑制相关。Y型管实验表明．蝶蛹
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金小蜂更易对未寄生菜粉蝶蛹产生行为反应，说明雌蜂在产卵过程中，可能也对寄生蛹进行

了标记，而寄生前后菜粉蝶蛹表皮正已烷提取物含量并未有显著变化，说明此标记物质可能

为极性物质，可通过极性溶剂进行提取再做G-C—MS分析，鉴定其中的产卵标记物的种类，

并对其来源做深入分析和研究。

菜粉蝶和柑桔凤蝶被寄生或注射蝶蛹金小蜂毒液后，表皮中表皮蛋白含量无显著变化，

倡可引起菜粉蝶蛹表皮中可溶蛋白显著下降和柑桔风蝶蛹表皮中可溶性蛋自的显著升商。说

明寄主表皮中的表皮蛋白对寄生蜂幼虫来说可能是难以利用的，而表皮中的可溶性蛋白则是

可以利用的资源。蝶蛹金小蜂寄生可引起菜粉蝶和柑桔风蝶蛹表皮脂类含量显著降低，注射

毒液对表皮脂类含量无显著影响，说明寄主昆虫表皮中脂类对寄生蜂幼虫来说也是可以利用

之资源，且蝶蛹金小蜂幼虫对柑桔风蝶表皮脂类的利用要早于表皮中可溶性蛋白。

寄生蜂寄生或毒液还可调控寄主体内营养物质的变化，由于蝶蛹金小蜂幼虫生活于寄主

的血腔内，血淋巴是供其发育的第一营养物质，因脂肪体是昆虫营养物质的主要合成器官，

故脂肪体也是寄生蜂对寄主进行营养调控的主要靶标。蝶蛹金小蜂的寄生对菜粉蝶和柑桔风

蝶蛹血淋巴中蛋白含量均无显著影响，注射毒液则可引起二者血淋巴蛋白含量的显著升高，

寄生或注射毒液均可引起菜粉蝶和柑桔风蝶蛹脂肪体蛋白含量的显著下降，说明蛾蛹金小蜂

毒液有调控寄主体内脂肪体蛋白水解并释放至血淋巴的功能，这种调控肯定不是毒液的直接

作用(因蝶蛹金小蜂毒液中不舍蛋白酶)，可能是毒液通过激活或促进脂肪体蛋白的水解路

径来调控寄主脂肪体中蛋白水解至血淋巴中供幼虫发育利用。寄生或注射毒液均可引起菜粉

蝶和柑桔凤蝶蛹血淋巴中脂类含量的显著下降。而对二者脂肪体中脂类含量均无显著影响，

说明毒液可能。阻塞”寄主体内脂肪体脂类向血淋巴释放的路径。这与Euplectrus sp．heal"

plathypenae对寄主的调控作用又有相似之处，Euplectrus sp．n伽·ptathypenae寄生或注射毒

液可引起寄主体内血淋巴蛋白和脂类含量的升高，而对脂肪体内两种物质含量无显著影响

(N威amatsu＆Tanaka，2003 a)。这可能与此蜂为外奇生蜂有关。因其幼蜂在寄主体表生活，

通过吸取寄主体内血淋巴物质生长发育，而通过毒液的调控作用使脂肪体内营养物质向血淋

巴中转运有利于幼虫更容易地获取营养，并完成生长发育。由此可推测，菜粉蝶和柑桔凤蝶

蛹脂肪体内蛋白质比脂类对蝶蛹金小蜂的发育更重要。

蝶蛹金小蜂寄生或注射毒液还可影响菜粉蝶血淋巴中游离氨基酸含量，寄生对菜粉蝶蛹

血淋巴中各种氨基酸含量均无显著影响。但可引起总氨基酸含量的显著下降。注射毒液对菜

粉蝶蛹血淋巴中各种氨基酸和总氨基酸含量均无显著影响。就氨基酸类别来说，蝶蛹金小蜂

寄生对菜粉蝶蛹血淋巴中芳香族氨基酸和杂环族氨基酸含量均无显著影响，但可引起脂肪族

氨基酸含量的显著下降，说明蝶蛹金小蜂幼虫可直接利用菜粉蝶蛹血淋巴中的游离氨基酸，

且对脂肪蕨氨基酸的利用有一定的偏好性，故在对此寄生蜂进行离体大规模培养时，人工饲

料中可适当增加脂肪族氨基酸含量，以满足其发育的需要。菜粉蝶蛹目龄对未寄生、注射毒

液和注射TBS的菜粉蝶蛹血淋巴中芳香族氨基酸、脂肪族氨基酸、杂环族氨基酸及总氨基
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酸含量均有显著影响，对寄生蛹血淋巴中芳香族和脂肪族氩基酸吉量也有显著影响，而对寄

生蛹I缸淋巴中杂环族氨基酸含量无显著影响，说明各种处理的菜粉蝶蛹血淋巴中芳香族和脂

肪族氨基酸的合成及代谢均有其时间特征，蝶蛹金小蜂的寄生可抑制这种菜粉蝶蛹血淋巴中

杂环族氨基酸的合成及水解，使之维持于某一水平。

5寄生蜂毒液作用的靶标器官

寄生蜂毒液单独或与其它因子协同可作用于寄主的免疫系统(Asgafi et a1．，2003；Cai el

Ⅱ，，2004；parkinson et a1．，2002；Richards＆Edwards，2000a，b；Richards＆Edwards，1999 b；

Richards＆Parkinson，2000 a；Richards＆Edward,2000 a；b；Rivers el a1．，2002；Shdby el aL，

2000；Zhang甜a1．，2004a)、神经系统(Bocchino＆Sullivan，1981；Ⅺein＆Becakge．1990；

Libesort，2003；Parkinson＆Wcavor,1999；Visscz et a1．，1983)、生殖系统(Di百fio鲥a1．，2000；

Jones，1996；Reed＆Beckagc,1997；Tagashira&Tanaka，1998；Tanaka，etal．，1994)、内分泌系

统(Bockage,1985；Kcllyet以，1998；Ponnac,chioetal．，1997，1998；Tanakad靠，1987；Tanaka

＆Vinson，1991)、肌肉系统(Beard，1952)和脂肪体(Nakamatsu&Tanaka,2003 a；2004)等

组织器官。而蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒液对菜粉蝶蛹神经系统的脑、咽下神经节，生

殖系统的睾丸、成虫卵巢、消化系统的中肠及脂肪体和幼虫丝腺细胞的存活均无任何影响。

反映在组织水平上则是毒液对菜粉蝶蛹的神经系统、消化系统、生殖系统及脂肪体功能无直

接影响。丽蝇蛹集金小蜂毒液对菜粉蝶蛹的脑、’咽下神经节、奉丸、成虫卵巢，中肠、脂肪

体和幼虫丝腺细胞的贴壁存活均无任何影响。说明以上组织均非鼯蝇蛹集金小蜂的作用靶

标。

蝶蛹金小蜂毒液对非奇主昆虫非免疫系统来源的Tn细胞系和Ha细胞系的存活均有显

著影响、丽蝇蛹集金小蜂毒液对Ha细胞系的存活也有显藿影响，而对菜粉蝶的非免疫组织

细胞的存活均显著影响，其原因尚待进一步研究。已有研究表明，丽蝇蛹集金小蜂毒液对双

翅目昆虫胚胎来源的NHi．SaPe4和CRL．1963细胞系、鳞翅目昆虫卵巢来源的TN．368和

sf21、胚胎来源的BTl-TN5BI_4和脂肪体来源的IPL-Ldibol及来源于脊椎动物的ICR-2A

细胞系的存活均有显著影响(Riversetal．．1999)。Parkimon＆Weaver(】999)也在瘤姬蜂

Pimpla hypochondriaca毒液中已经分离到对sf21细胞系有毒性的小于13 kDa的蛋白。以上

细胞系均是来源于昆虫的非免疫系统，甚至来源于更高等动物，寄生蜂毒液对存活有显著影

响，能否说明以上细胞系来源的组织可能是某种寄生蜂毒液的潜在靶标器官?寄生蜂毒液对

昆虫细胞系及其来源的组织器官钓作用究竟有何不同?寄生蜂毒液诱导细胞系死亡的机理

何在?都是值得深入探讨的问题。

6寄生蜂毒液的作用范围

寄生蜂有其特定的寄主范围，而寄生蜂毒液的作用范围一般大于其寄主范围(Jones＆

Coudron，1993)。本论文的研究结果表明，蝶蛹金小蜂毒液可显著影响非寄主昆虫斜纹夜蛾
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幼虫、家蝇和棕尾别麻蝇幼虫血细胞的延展和存活，而对其它昆虫如中华稻蝗成虫、美洲大

蠊成虫、瘤缘蝽若虫、假限小绿叶蝉若虫、小菜蛾幼虫、大蜡螟幼虫、大螟幼虫、棉铃虫幼

虫、家蚕幼虫、直纹稻苞虫幼虫、大猿叶虫幼虫、中华蜜蜂幼虫，黑翅土白蚁成虫、茶尺蠖

幼虫血细胞的延展和存活均无显著影响，也是在一定程度上证明了Jones＆Coudron(1993)

观点。蝶蛹金小蜂毒液对丽蝇蛹集金小蜂寄主血细胞的延展和存活有较强的抑制作用，而丽

蝇蛹集金小蜂毒液仅对蝶蛹金小蜂寄主盘细胞的延展有部分影响，说明两种毒液的作用范围

有一定的交叉，毒液的功能有～定的相似性，可能与两种金小蜂存在近缘关系有关。由本论

文研究结果看来，内寄生蜂毒液对昆虫血细胞的作用范围似更宽，这可能也与内寄生蜂和外

寄生蜂的习性有关，内寄生蜂卵和幼蜂生活于寄主血淋巴中，宜接面对寄主血细胞的作用。

因而在未有其它主动抑制因子(如PDV等)的情况下，毒液须抑制寄主血细胞的免疫反应

或通过免疫逃避，才能保证蜂卵的孵化及幼蜂的正常发育。而外寄生蜂的卵和幼蜂生活于寄

主体表，寄主血细胞不寅接作用于其上，故在长期进化过程中，毒液主要功能转化为麻痹作

用、调节寄主生长发育及其体内营养状况，为寄生蜂幼蜂的发育提供合适的生理环境(Rivers

＆Denlinger,1994；1995 a；Doury el aL，1995；Coudron＆Brandt,1996；Marris et at，2000；

Rinehart＆Danlinger，2002；Nakamatsu＆Tanaka，2003 a；b)。尽管外寄生蜂毒液还具有抑制

寄主血细胞免疫和体液免疫的功能(Richards＆Edward，2000a；RiwrseLaL，2002)，并可诱

导昆虫细胞系的死亡(Rivers“aL，1993；1999)，但这可能是其毒液的次要功能。故内寄生

性的蝶蛹金小蜂毒液对昆虫血细胞的作用范围较外寄生性的丽蝇蛹集金小蜂宽的原因所在。

丽蝇蛹集金小蜂毒液对蜜蜂成虫也有很强的毒性(River's etaL，1993)，而我们研究表明，

蜜蜂幼虫血细胞的延展和存活均无显著作用，可能蜜蜂血细胞不存在丽蝇蛹集金小蜂毒液的

作用位点，蜜蜂幼虫血细胞的延展和存活均无显著作用，而注射毒液后的蜜蜂未表现有麻痹

现象，说明丽蝇蛹集金小蜂毒液并非通过麻痹而使昆虫死亡。故我们认为外寄生蜂毒液主要

对寄主昆虫进行发育和营养调控，而内寄生蜂则主要迸行蕾养和免疫方面的调控。另外，蝶

蛹金小蜂毒液Tn细胞系有很强的毒性，而丽蝇蛹集金小蜂毒液对"In细胞系的延展和存活

均无显著影响，与Rivers等(1993)的研究相反，可能与两种细胞系来源于同一昆虫的不

同组织有关。两种金小蜂毒液对Ha细胞均有较强毒性，且蠛蛹金小蜂毒渡毒性更强一些，

但两种毒液对棉铃虫血细胞的延展及存活均无显著影响，可能棉铃虫血细胞不存在两种毒液

的作用位点，而卵巢来源的Ha细胞系则可能存在其作用位点。

内寄生蜂毒液对昆虫血细胞的作用范围似更宽，这可能也与内寄生蜂和外寄生蜂的习性

有关，内奇生蜂卵和幼蜂生活于寄主血淋巴中，直接面对寄主血细胞的作用，因而在未有其

它主动抑制因子(如PDV等)的情况下，毒液须抑制寄主血细胞的免疫反应或通过免疫逃

避，才能保证蜂卵和孵化及幼蜂的正常发育。而外寄生蜂的卵和幼蜂生活于寄主体表，寄主

血细胞不直接作用于其上，敖在长期进化过程中，毒液主要功能转化为麻痹作用、调节寄主

生长发育及其体内营养状况，为寄生蜂幼蜂的发育提供合适的生理环境(Coudron＆Brandt．



总讨论

1996；Doury et a1．，1995；Man'is et a1．，2000；Nakamatsu＆Tanaka，2003 a；b：Rinehart＆

Denlinger，2002；Rivers＆Denlinger，1994；1995 a)。州尽管外寄生蜂毒液还具有抑制寄主血

细胞免疫和体液免疫的功能(Richards＆Edward，2000 a；Rivers elaL，2002)，并能诱导昆虫

细胞系的死亡(Rivers el a1．，1993；1999)，但这可能是其毒液的次要功能。这也可能是蝶蛹

金小蜂毒液对昆虫血细胞的作用范围较丽蝇蛹集金小蜂宽的原因所在。蝶蛹金小蜂毒液可抑

辜4斜纹夜蛾幼虫血细胞的延展，可能与斜纹夜娥与菜粉蝶和柑桔风蝶血细难有相似的结构有

关。蝶蛹金小蜂毒液可抑制丽蝇蛹集金小蜂寄主⋯家蝇和栋尾别麻蝇血细胞的延展，而高剂

量的丽蝇蛹集金小蜂毒液也可抑制蝶蛹金小蜂寄主血细胞的延展(第八章)，说明两种毒液

中可能有相同的活性组分。以上推断均需傲进～步研究才能证实。

两种金小蜂毒液对均可诱导Ha细胞的死亡，故此两种毒液中均存在细胞毒性因子，而

此两种毒液中的细胞毒性因子是否相同?二者诱导细胞死亡的机理是否相同?此细胞因子

与Rivers等(1993和1999)和Parkinson和Weavea"(1 999)所报道的毒液中的细胞毒性因

子有何关系?都值得做进一步研究。

本论文创新之处：

1．研究蝶蛹金小蜂生殖系统对菜糟蝶和柑桔凤蝶蛹血细胞延展、存活及包囊作用的影响，

明确毒液是抑制寄主细胞免疫的主要因子；

2．对蝶蛹金小蜂毒液中部分蛋白进行质谱鉴定，井明确这些蛋白可能为一些新的蛋白：

3．研究两种金小蜂毒渡对不同昆虫血细胞延展与存活的影响，建立一种快速评价寄生蜂寄

主范围的方法平台．

今后研究方向：

1．研究蝶蛹金小蜂毒液抑制菜粉蠊和柑桔风蠊蛹血细胞延展、存活和包囊作用的机理：

2．明确蝶蛹金小蜂毒涟抑制寄主血细胞免疫反应的话性组分及诱导两种昆虫细胞系死亡的

活性因子，并傲后续研究；

3．通过RACE或构建eDNA文库的方法，克隆菜糟蠊、丽蝇蛹集金小蜂和蝾蛹金小蜂酚氧

化酶基因全长，并做后续研究。
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