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摘要 

昆虫唾液具有很多特性和功能，且可以规避植物宿主防御和动物宿主防御

(Musser, 2005)。目前研究植食性昆虫和吸血性昆虫的唾液较多，而对寄生蜂唾

液的研究并未引起昆虫学家的足够重视，其唾液的活性及生物学功能、唾液蛋白

组成，及其各组分功能方面的研究目前仍处于空窗期。而寄生蜂在害虫生物防治

中有巨大作用，深入研究寄生蜂与寄主间的相互作用将有利于更好的挖掘与开发

寄生蜂的潜能。其中蝶蛹金小蜂唾液在前期的研究中预测可能在寄生蜂免疫方面

担任重要的生理功能。有鉴于此，本论文主要通过生理学实验及转录组分析从生

理和分子角度探究蝶蛹金小蜂 Pteromalus puparum 的幼虫唾液对其寄主的作用

及影响，并取得以下主要结果 

1.蝶蛹金小蜂幼虫唾液采集装置及方法： 

通过对于蝶蛹金小蜂幼虫唾液收集方式和装置的探究，获得最佳的唾液收集

方式。由试验可知，该装置在频率为 50Hz 和电流为 2.5mA 的连续波工作模式下

电击 15 秒可以收集到较多蝶蛹金小蜂幼虫的唾液。该装置可以简单便捷使用电

流刺激实现单个或者多个昆虫幼虫的唾液采集。且该装置对于用于采集一些个体

较小且对毛果芸香碱无明显反应的昆虫幼虫，可以弥补现有技术的缺陷。如将结

构改成如同本发明所述的电路电板，能带来高通量及快速取样的技术优势。 

2. 蝶蛹金小蜂幼虫唾液对寄主免疫的生理学影响： 

通过生理实验研究验证了蝶蛹金小蜂幼虫唾液对于寄主细胞免疫和体液免

疫的影响。在细胞免疫方面，唾液可影响寄主血细胞死亡率，且能抑制寄主血细

胞的延展；对于寄主血细胞包囊而言，高浓度的唾液和毒液对于寄主血细胞包囊

影响一样，均有抑制包囊的效果。在体液免疫方面，该蜂幼虫唾液可抑制寄主血

淋巴黑化，且对于枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌具有抑菌活性。 

3. 蝶蛹金小蜂幼虫唾液对寄主转录表达的影响： 

通过转录组数据分析蝶蛹金小蜂幼虫唾液对寄主转录表达的影响。通过差异

表达分析共检测出 219 个表达显著差异基因，有 18 个基因表达上调，201 个基

因表达下调。根据分析将表达差异基因分为九类，包括物质代谢（占 3.1%）、转

录和翻译调控（占 1.8%）、免疫应答（占 14.1%）、转运（4.5%）、应激反应（占
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2.3%）、细胞周期和凋亡（占 1.8%）、呼吸和能量代谢（占 8.2%）、细胞骨架（占

9.1%）和未知基因（占 54.7%）。可见唾液主要影响寄主的免疫应答通路及一些

未知基因相关的通路。 

关键词：蝶蛹金小蜂，唾液，菜粉蝶，免疫，表达差异基因
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Abstract 

Insect saliva has many functions and characteristics, and can help to avoid 

animal host defense and plant host defense (Musser, 2005). At present, there are many 

researches on the saliva of phytophagous insects and bloodsucking insects, but the 

research on the saliva of parasitic wasps has not attracted enough attention of 

entomologists. The research on the saliva activity, biological function, salivary 

protein composition, and the function of its components is still in a blank period. 

Parasitoids can play an important role in the biological control of pests. Further study 

on the interaction between parasitoids and their hosts will help to better tap and 

develop the potential of parasitoids. The saliva of Pteromalus puparum may play an 

important role in the immunity of parasitoids. In view of this, this paper mainly 

studies the effects of the larval saliva of Pteromalus puparum on its host through 

physiological experiments and transcriptome analysis. The main results are as 

follows: 

1. Saliva collection device and method of Pteromalus puparum larvae: 

In this chapter, the best way of collecting saliva is obtained by exploring the way 

and device of collecting saliva. It can be seen from the experiment that the device can 

collect more saliva from the larvae of Pteromalus puparum in 15 seconds under the 

continuous wave operation mode with the frequency of 50 Hz and the current of 2.5 

mA. The device can simply and conveniently use current stimulation to collect saliva 

of single or multiple insect larvae. And the device can make up for the defects of the 

prior art for collecting some insect larvae with small individuals and no obvious 

reaction to pilocarpine. If the structure is changed to the circuit board as described in 

the invention, the technical advantages of high-throughput and fast sampling can be 

brought. 

2. Physiological effects of saliva of Pteromalus puparum larvae on host immunity: 

In this chapter, the effects of the saliva of Pteromalus puparum on the cellular 

immunity and humoral immunity of host blood cells were verified by physiological 

experiments. In the aspect of cellular immunity, saliva can affect the mortality of host 
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blood cells, and saliva can inhibit the extension of host blood cells. For the host blood 

cell encapsulation, high concentration of saliva and venom had the same effect on the 

host blood cell encapsulation, and had the effect of inhibiting the encapsulation. In the 

aspect of humoral immunity, the saliva of Pteromalus puparum can inhibit the 

melanization of host blood cells. Moreover, saliva has antibacterial activity against 

Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa. 

3. Effect of Pteromalus puparum larvae saliva on transcriptional expression of 

host: 

In this chapter, transcriptome data were used to analyze the effect of saliva from 

the larvae of Pteromalus puparum on transcriptional expression of host. A total of 219 

differentially expressed genes were detected by differential expression analysis, with 

18 genes up-regulated and 201 down regulated. According to the analysis, the 

differentially expressed genes were divided into nine categories, including material 

metabolism (3.1%), transcription and translation regulation (1.8%), immune response 

(14.1%), transport (4.5%), stress response (2.3%), cell cycle and apoptosis (1.8%), 

respiration and energy metabolism (8.2%), cytoskeleton (9.1%) and unknown genes 

(54.7%). It can be seen that saliva mainly affects the host immune response pathway 

and some unknown gene related pathways. 

Key words: Pteromalus puparum, Saliva, Pieris rapae, Immunity, Differential 

gene expression

万方数据



浙江大学硕士学位论文                                                         第一章 文献综述 

1 
 

第一章 文献综述 

昆虫在漫长的进化过程中，为了取食以及更好的生存一直在进行的不断地演

变。而口器的分化是其进化过程中里程碑式的事件。随着口器的分化，不同昆虫

唾液其组分及功能也产生了分化。目前研究植食性昆虫和吸血性昆虫的唾液较多，

而对寄生蜂唾液的研究并未引起昆虫学家的足够重视，其唾液的活性功能、唾液

蛋白组成，及其各组分功能方面的研究目前仍处于空窗期。了解不同昆虫的唾液

组分及功能，对探究昆虫与植物或宿主的协同进化关系等有重要的理论和实际意

义。本文接下来将从不同种类昆虫唾液组分，以及唾液分泌物功能及昆虫唾液与

植物或宿主之间的互作研究进展进行概述。 

1 植食性昆虫 

地球上大约四分之一的多细胞生物被认为是植食性昆虫，它们已经与植物进

行了3 亿多年的进化军备竞赛。推动这场战斗的植物防御机制一直是激烈研究和

辩论的主题(Stamp, 2003)。植食性昆虫通常分为两大类：咀嚼式口器昆虫（如直

翅目、鞘翅目和鳞翅目昆虫）和刺吸式口器昆虫（如半翅目）(Bonaventure, 2012)。

在取食期间，前者在喂食时会对植物组织进行物理撕裂，而后者（如韧皮部喂食

器）通常会导致细胞破裂最小化(Leitner et al., 2005)。 

1.1 植物对植食性昆虫防御作用 

植物与昆虫的相互作用已经有数亿年的历史，这就导致了针对各种昆虫捕食

策略的复杂防御方法。植物已经进化出直接防御，如生物活性专用化合物（以前

称为次级代谢产物或天然产物），它们既可以是诱导型的，也可以是组成型防御

的一部分，可诱导的防御蛋白，从伤口部位到更远的组织的资源重新分配，以及

各种形态特征。还有间接防御，植物用来吸引，滋养或饲养可以减少植食性昆虫

的捕食者。 
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1.1.1 直接防御 

1.1.1.1 生物活性专用化合物 

传统上，植物产生的化合物可分为初级代谢产物和次级代谢产物。主要代谢

物用于生长，发育和繁殖。另一方面，次级代谢产物，现在被称为生物活性专用

化合物，用于保护植物免受植食性昆虫和微生物病原体感染，吸引传粉媒介和种

子分散，以及作为植物 - 植物竞争和植物 - 微生物共生的媒介。生物活性专用

化合物也对植物的特定气味，味道和颜色做出了重大贡献。一般而言，生物活性

专用化合物可作为通用昆虫的驱虫剂，也可作为专业昆虫的引诱剂(Fraenkel, 

1959)。 

1.1.1.2 降低消化率 

植物产生许多防御蛋白质，降低植食性昆虫消化植物的能力。抗消化蛋白质

限制摄入食物的酶促转化率，而抗营养蛋白质通过改变物理可用性或化学特性来

限制食物的利用(Duffey and Stout, 1996)。五大类防御蛋白质是：蛋白质抑制剂，

α-淀粉酶抑制剂，凝集素，几丁质酶和多酚氧化酶。 

凝集素样 α-淀粉酶抑制剂（α-AI）存在于谷物种子中，例如 Triticum spp.和

Hordeum vulgare，以及其他的单子叶植物。这些抑制剂的活性针对动物（包括昆

虫）和微生物的 α-淀粉酶，用于淀粉分解，很少影响植物淀粉酶。小麦 α-AIs 可

以抑制 Tenebrio obscurus，Tribolium spp.，Sitophilus spp.和 Oryzaephilus spp. 和

其他储存的谷物害虫(Morton et al., 2000)。 

几丁质存在于昆虫的外骨骼和腹膜中，以及真菌和一些藻类的细胞壁，也存

在于线虫和软体动物中(Kramer and Muthukrishnan, 1997)。因此，提出几丁质酶

可以起到防御这些生物的作用(Jouanin et al., 1998)。实际上，已证明几种过表达

几丁质酶的转基因植物对昆虫食草动物具有抗性。例如，Solanum lycopersicum

对 Leptinotarsa decemlineata 具有抗性(Lawrence and Novak, 2006)，转基因烟草排

斥烟草天蛾 Manduca sexta (Ding et al., 1998)，而 Lacanobia oleracea 则被转基因

马铃薯排斥(Gatehouse et al., 1997)。 

凝集素是一种糖结合蛋白，主要存在于某些植物的贮藏器官和保护结构中，
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尤其是豆科植物。凝集素的分类仍在发展中，因为它们的巨大的多样性的困难。

如今，基于碳水化合物识别域(CRD：the carbohydrate recognition domains)的比较，

凝集素被分为六个科:豆科凝集素、谷类凝集素、C-、P-、S-型凝集素以及五环素

(Arason, 1996)，其中只有前两个在植物中被发现。来自 Canavalia ensiforms 的葡

萄糖/甘露糖特异性伴刀豆球蛋白 A（ConA）是第一个被发现的凝集素(Edelman et 

al., 1972)。此外，在转基因马铃薯中表达的 ConA 使 L.oleracea 和 Myzus persicae 

的发育迟缓 45％(Gatehouse et al., 1997)。当凝集素与植食性昆虫肠道区域内的糖

蛋白接触时，它们被认为会抑制营养素的吸收(Chrispeels and Raikhel, 1991)。 

多酚氧化酶（PPO）酶导致植物提取物（主要是水果）和受损组织的典型褐

变。这是由邻醌的自发聚合和交联引起的。PPOs 也会产生 ROS。这两种途径发

生在细胞分裂被破坏时，PPO 从类囊体中释放出来，与液泡中的酚类底物发生反

应(Mahanil et al., 2008)。PPOs 在受伤后经常出现，因此建议发挥防御作用。例

如，PPO 活性与对 L.decemlineata，Melanoplus spp.和鳞翅目幼虫的抗性有关

(Felton et al., 1992; Alba-Meraz and Choe, 2002)。此外，S .lycopersicum 叶片中的

PPOs 的下调导致对丁香假单胞菌的超敏反应，而过表达增加了抗病性

(Thipyapong et al., 2004)。 

昆虫消化道中肠区存在四种不同的内肽酶或蛋白酶，它们被植食性昆虫用来

裂解植物蛋白中的肽键。最常见的是丝氨酸蛋白酶，存在于中肠腔含量均为中性

或碱性的鞘翅目、鳞翅目和直翅目中。该类进一步分为类胰蛋白酶、类糜蛋白酶

和类弹性蛋白酶的子类。半胱氨酸蛋白酶和天冬氨酸蛋白酶已在鞘翅目、双翅目

和半翅目等肠道酸性含量较高的家族中得到鉴定。最后一个和最小的类包含金属

蛋白酶(Coppedge et al., 1994; Terra and Ferreira, 1994)。植物对所有四类蛋白酶都

有抑制剂，可以延缓幼虫的发育而不会直接导致死亡。它们可能抑制中肠酶的蛋

白水解活性，从而降低氨基酸的利用率。这进而导致生长、发育和繁殖所需的合

成减少(Broadway and Duffey, 1986)。通常在最有可能出现昆虫攻击的地方发现抑

制剂，换言之，在植物的种子，鳞茎和叶子中。在甘蔗中，已经在叶，侧芽和种

子组织中检测到胰蛋白酶抑制剂，而在茎，茎皮，顶端分生组织和叶卷中发现了

双功能 α-淀粉酶 - 胰蛋白酶抑制剂。这些组织是 Diatraea saccharalis 的优先目

标(Falco et al., 2001)。 
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1.1.1.3 重新分配资源 

为了保护宝贵的资源，它们可能会在受到攻击时被植物重新分配。例如， 

Centaurea maculos 在 Agapeta zoegana 攻击时为枝条分配更多的氮(Newingham et 

al., 2007)。此外，通过 Tecia solanivora 幼虫以马铃薯块茎为食，导致未受侵袭的

马铃薯块茎的数量增加(Poveda et al., 2010)。重新分配还可以从枝条定向到根。

来自 M. sexta 的口服分泌物以 Nicotiana attenuata 为食，改变了碳的分布，有利

于根的生长(Schneider et al., 2006)。 

1.1.1.4 形态特征 

为了能够喂食，来自所有饲养行会的昆虫食草动物将与植物表面接触。因此，

植物已经开发 出许多物理特征，例如蜡膜和晶体，毛状体，叶和根的韧性和数

量，乳化剂和树脂流动等来防御植食性昆虫。 

表皮蜡质形成覆盖大多数维管植物角质层的薄膜和晶体。除了它们在耐干旱

和抵御病原体方面的作用外，它们还增加了叶片的滑溜性，这阻碍了昆虫在叶片

表面繁殖。最近，显示 Arabidopsis thaliana 上 Pieris brassicae 的产卵诱导蜡组成

的变化，增加脂肪酸四十四烷酸（C34）的量，同时减少二十四烷酸（C24）的

量。这些变化增加了对 Trichogramma brassicae 的吸引(Blenn et al., 2012)。 

植物表面可进一步被荆棘和刺覆盖，主要用于防止哺乳动物和昆虫的伤害。

去除这些毛状体导致植食性昆虫的摄食和生长增加(Fordyce and Agrawal, 2001)。

此外，已显示毛状体在昆虫摄食时数量增加。叶片韧性会干扰吸吮昆虫的口器对

植物组织的渗透，并增加咀嚼植食性昆虫的下颌磨损(Raupp., 1985)。 例如，尽

管 Inga edulis 的成熟叶子更适合真菌的生长，但由于它们的韧性，Atta cephalotes

会回避这种植物(Nicholsrians and Schultz, 1990)。 

1.1.2 间接防御 

间接防御是植物吸引、滋养或容纳其他生物以降低敌人压力。从植物花，茎

叶部分或根部释放出超过 1000 种挥发性有机化合物（VOCs：volatile organic 

compounds），主要由 6-碳醛， 醇，酯和各种萜类化合物组成(Dudareva et al., 2006; 

Pichersky et al., 2006)。挥发性有机化合物 VOCs 用于吸引传粉媒介和捕食者
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(Dicke et al., 2003)或驱逐食草动物(Kessler and Baldwin, 2001)，以及植物之间或

之内的交流(Baldwin and Schultz, 1983)。此外，已经证明挥发性有机化合物 VOCs

在被食草动物袭击时会大量从植物中释放出来(Tumlinson et al., 1999)。近年来，

国内外对植物与昆虫相互作用的研究越来越多。当将有气味的 Melinis minutiflora

种植到玉米田中时，玉米相关的损害减少。这种草会释放一种化合物，类似于玉

米在毛虫受到伤害时释放的化合物，以吸引寄生蜂(Kramer and Muthukrishnan, 

1997)。在另一项研究中，在诱导 JA 释放 VOC 后，寄生蜂减少了玉米田中毛虫

的数量(Ockroy et al., 2001)。 

外花蜜（EFN）出现在超过 70 种植物中，覆盖了被子植物，裸子植物和蕨

类植物，表明它比花蜜更具古老的进化。与用于吸引传粉媒介的花蜜相比，EFN

分泌在叶子和枝条上以吸引捕食者和寄生蜂(Gonzalez-Teuber and Heil, 2009)，但

其驱虫功能也已被讨论(Wagner and Kay, 2002)。含有 EFN 的作物的有 Gossypium 

herbaceum，Anacardium occidentale，Manihot esculenta，Passiflora spp., Ricinus 

communis，Prunus spp.和大部分豆科(Heil, 2008)。长期以来，EFN 研究领域的焦

点一直集中在保护蚂蚁上，因为它们具有高效的探索能力、招募策略和成功抵御

其他竞争者的食物来源的能力。例如，Macaranga tanarius 的叶片损伤显著增加

了 EFN 分泌物的速率，导致保护性蚂蚁数量增加，进而降低了食草动物的压力

(Heil et al., 2001)。 

食物小体(FBs)是一种细胞结构，主要包含碳水化合物、蛋白质和脂类(Odowd, 

1982)。它们作为蚂蚁的食物，因此被用来吸引捕食者。由于 FBs 的高脂质和蛋

白质含量，它们被认为是昂贵的防御形式。例如，在哥伦比亚生长的 Piper 

fimbriulatum 的 FBs 是 Pheidole bicornis 的主要食物来源，后者可以有效地保护

寄主植物免受植食性昆虫和真菌等的侵入(Fischer et al., 2002)。 

植物可以在中脉和静脉交界处为蚂蚁、螨虫和臭虫等食肉动物提供一个小房

间，用来筑巢或避难(domatia)。蚂蚁避难点局限于热带地区，而螨虫和盲蝽避难

点也可在温带地区发现(Romero and Benson, 2005)。去除叶片避难点将减少花荚

(Grostal and Odowd, 1994)上的螨虫数量，而向棉花植物添加避难点将增加虫子的

数量，从而提高植物性能(Agrawal et al., 2000)。与 FBs 类似，避难点是由蚂蚁诱

导产生的，这在 Vochysia vismiaefolia 上得到了证明(Gaume et al., 2005)。 
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1.2 植食性昆虫唾液功能 

1.2.1 半翅目 

半翅目昆虫是以植物韧皮部汁液为食的刺吸昆虫，在取食时对植物造成的机

械损伤最小。由于它们需要活细胞来建立食物摄入，大多数半翅目使用专门的口

器（口针）参与细胞间觅食，是一种非侵入性穿透方法(Tjallingii and Esch, 1993)。

这种摄食行为表明，半翅目必须抑制植物防御反应，以促进韧皮部汁液的取食。

当口针到达筛管并摄取韧皮部汁液时，会分泌两种类型的唾液：胶凝唾液作为护

套保护口针免受物理损伤，水唾液（特别是其中含有的蛋白质）被注入植物细胞

并可能操纵植物防御反应(Hogenhout and Bos, 2011; Elzinga and Jander, 2013)。 

当探测取食位点时，半翅目植食性昆虫会反复分泌凝胶状唾液，唾液会迅速

变硬，形成单根或分枝状鞘，包住植物内的口针。Salivap-3 和 salivap-4（NlShp）

被鉴定为 Nilaparvata lugens 中唾液鞘形成的必需蛋白。在一个假设的模型中

(Huang et al., 2015)，唾液鞘被认为有助于将口针固定在固定点并密封受伤的植物

细胞。唾液鞘缺失的昆虫不能以水稻为食，但仍然可以靠人工饲料生存(Huang et 

al., 2015)。唾液鞘还可以帮助稻飞虱克服植物抗性。植食性昆虫在寻找更好的食

物来源时，会产生新的鞘状枝，在抗性水稻品种中发现的鞘状枝比在易感水稻品

种中发现的多(Sogawa and Pathak, 1970)。由于鞘产量不足使得口针难以插入和拔

出，导致飞虱减少取食(Huang et al., 2017)。另一方面，植物可以将唾液鞘识别为

食草动物相关的分子模式，导致模式触发免疫。其中一种唾液鞘蛋白是粘蛋白样

蛋白。该蛋白的 C 端区域在植物细胞中诱导防御反应，包括细胞死亡、病原体

应答基因表达和胼胝体沉积。唾液分泌物在分泌后直接与植物细胞接触，并且通

过自然选择更容易锐化(Rao et al., 2019)。由于它们在相互作用中的“正向”作用，

唾液鞘可能比其他唾液成分经历更高的进化速度。 

吸血性和植食性昆虫的唾液蛋白的共同策略是它们结合钙以操纵宿主的能

力 (Guiguet et al., 2016)。由 Ca2+ 流入诱导的阻塞机制阻止昆虫摄食 (Will, 2007)。

如 armet (Wang et al., 2015)和 NcSP84 (Hattori et al., 2012)等的唾液蛋白，可以螯

合 Ca2+ 铁并防止这种类型的防御。飞虱的唾液含有许多 Ca2+ 结合蛋白，包括

regucalcin，钙网蛋白，钙调蛋白，annexin‐like 蛋白 （ANX）和其他含 EF‐hand
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结构域的蛋白质。Ca2+结合蛋白在不同的食草动物物种中通常是不同的

(Vandermoten et al., 2014; Jonckheere et al., 2016)，可能是趋同进化的结果。 

据报道有一种唾液 endo-β-1,4-葡聚糖酶（NlEG1），通过降解植物细胞壁中

的纤维素，帮助褐飞虱探针到达韧皮部。同时，NlEG1 还可以规避茉莉酸（JA） 

和茉莉酰 - 异亮氨酸（JA-Ile）介导的水稻防御反应 (Ji, 2017)。 

最近使用 Nicotiana benthamiana 中的瞬时表达系统对稻飞虱唾液蛋白进行

了效应活性筛选。在 64 种测试的唾液蛋白中，6 种被鉴定为候选效应蛋白。唾

液蛋白 N12，N16，N128 和 N143 诱导本氏烟草中的细胞死亡，而 N140 诱导萎

黄，N122 诱导矮化表型 (Rao et al., 2019)。然而，这些候选效应子的确切功能和

植物中的识别机制仍有待阐明。 

1.2.2 鳞翅目 

尽管植食性鳞翅目昆虫具有多样性和经济重要性，但很少有研究表明它们的

唾液成分。在鳞翅目唾液研究中，有几个功能类群被发现。这些包括参与消化、

解毒、免疫、抵御植物防御等的转录本和蛋白质的功能群。通过研究唾液的成分，

可以假设其在植食性昆虫中的作用。 

迄今为止，在鳞翅目昆虫的唾液中都已经鉴定出了消化酶（即淀粉酶，蛋白

酶等）(Harpel et al., 2015)。唾液沉积在口腔外。这一事实证明了唾液参与口腔外

消化的假设。这一概念在昆虫中并不新鲜，很长一段时间以来，人们就知道唾液

有助于吸吮昆虫的口腔外消化——包括食肉昆虫和植食性昆虫 (Miles, 1972)。在

红带袖蝶 Heliconius melpomene 成虫的唾液中观察到植食性鳞翅目的口外消化。

唾液中的蛋白酶有助于花粉消化 (Eberhard et al., 2007; Harpel et al., 2015)。 

植物含有多种对植食性昆虫有毒的二级化合物。唾液腺中的解毒基因可以积

极地帮助植物防御的解毒，或解毒有毒化合物的细胞代谢。另一种假说是唾液中

解毒酶的释放，以帮助叶子表面或咀嚼时毒素的解毒。在唾液腺蛋白质组中已经

鉴定出一些解毒酶如过氧化氢酶和脱氢酶 (Castro et al., 2017)。 

昆虫和植物不能在无菌环境中共存，因此鳞翅目昆虫会遇到与植物相关的有

益或致病的微生物(细菌、真菌、病毒、原生动物等)。鳞翅目唾液腺中已发现与

免疫有关的转录本和蛋白质。mRNA 水平上，Toll 和 IMD 通路相关的转录产物
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在唾液腺中表达 (Koenig et al., 2015)。在蛋白质水平，抗菌肽和 β-葡聚糖受体蛋

白也已被确定 (Harpel et al., 2015)。在 Helicoverpa zea 的唾液中已经证实了抗菌

活性 (Musser, 2005)。这种活性归因于分泌的葡萄糖氧化酶和溶菌酶的存在 

(Musser, 2005)。鳞翅目幼虫的吐丝器脱落(唾液无法释放)暴露在含有细菌的食物

中比吐丝器完好的死亡率更高 (Musser, 2005)。 

其他几种唾液基因和蛋白质也已被发现，其中一些可能具有管家功能。这意

味着它们是构成性存在的，是维持基本细胞功能所必需的。在这些蛋白质中，有

几种参与蛋白质合成、转录后和翻译后修饰和降解 (Harpel et al., 2015)。 此外，

还存在与储存和液泡运输有关的蛋白质(例如，芳基蛋白、载脂蛋白、转运蛋白

等) (Xia et al., 2007; Afshar et al., 2013)。最后，与许多其他昆虫分泌物和/或组织

一样，有许多未知身份的转录本需要功能研究。 

 

图 1.1 植物与植食性昆虫之间相互作用的主要步骤（引自 Jean-Christophe Simon

等，2015） 

1.3 植食性昆虫唾液的应用前景 

在技术上有关植食性昆虫唾液还未有广泛应用。植食性昆虫唾液效应物及其

目标的识别可能会产生开发新的抗虫害策略的机会。例如，在农业生物技术控制

策略通过将额外的杀虫化合物插入筛管中来支持植物防御。方法是 PI 和抗微生

物肽（AMPs）的表达，它们不属于目标植物防御系统 (Will, 2013)。虽然所描述

的控制蚜虫的方法解决了害虫与其各自宿主植物的不同水平的相互作用，但共同
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的目标是破坏植物的加入和营养摄取。在筛管中表达防御剂是实现这种破坏的有

效方式。 

2 吸血性昆虫 

吸血性昆虫（Blood Feeding Insect）主要包括双翅目和半翅目，以及虱目蚤

目甚至鳞翅目，见表1.1 (Ribeiro and Arca, 2009)。最早的吸血性昆虫大概是出现

在2-1.5 亿年前的侏罗纪晚期-白垩纪早期 (Grimaldi DA, 2005)。 

表1.1 吸血性昆虫家族种类列表（引自Jose M. C. Ribeiro等，2009） 

2.1 宿主对吸血性昆虫吸血的防御作用 

对于吸血动物而言，最好的地方是宿主血液不凝结，喂食部位的血液流动强

烈，宿主不会打扰或杀死吸血动物。但在现实中这样的情况是不可能发生的。脊

椎动物有三种有效的系统，包括止血、炎症和免疫，阻碍吸血动物的取血。这三

种复杂的生理反应相互作用，有时也相反。另外微生物也可能对吸血性昆虫造成

影响。 

2.1.1 止血 

止血是控制血管损伤后血液流失的宿主反应。血小板可释放至少两种血管收

缩剂包括TXA2 和血清素。而凝血级联是一个十分复杂的系统 (Champagne, 1994; 

Ribeiro, 1995)。因此，止血可以治疗受伤后的宿主失血，并对任何噬血的节肢动
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物构成重大障碍。 

2.1.2 炎症 

炎症包括组织（不仅是血管）损伤后的更大范围的生理反应，并且由Cornelius 

Celsus 经典地描述为红肿、肿胀、发热和疼痛。发红和发热说是组织血管舒张

的结果。虽然血管舒张有利于血液供应，但疼痛会引起宿主对吸血性昆虫的注意。

另外，在血管损伤部位由于止血而存在血管收缩，未受损血管组织附近由于受损

组织导致具有血管扩张性质的血管变化。因此，穿刺伤口由于止血反应在损伤部

位现实血管收缩，并且由于炎症在附近区域显示血管舒张。当宿主组织受到伤害，

肥大细胞被激活并产生半胱氨酰白三烯产物，而这种产物则是引起皮肤潮红和风

疹的主要原因。从Rhodnius prolixus 唾液中分离得到一种LTBP1的载脂蛋白，可

特异性的结合半胱氨酰白三烯产物抑制寄主的炎症应答 (Jablonka et al., 2016)。 

2.1.3 免疫反应 

有大量的文献是关于昆虫唾液的过敏反应 (Peng and Simons, 2007)。由吸血

性昆虫注射到脊椎动物宿主皮肤中的唾液可以诱导其免疫反应。免疫反应可导致

肥大细胞脱颗粒和生物胺（主要是组胺和血清素）和类二十烷酸（主要是白三烯

C4和前列腺素D2）的释放，诱导宿主发痒反应和水肿，可以防止喂养甚至杀死吸

血性昆虫 (Ribeiro et al., 2010)。在不同的个体中，从无反应到严重的超敏反应可

能会有所不同。反应的类型和强度将会根据宿主的遗传背景、免疫学特征，年龄

和接触史的不同而改变。Mellanby 描述了蚊虫叮咬后的人类免疫反应，将其分

为4 个阶段，包括无反应，迟发型超敏反应（DTH），直接型超敏反应和脱敏(K, 

1946)。最初，在暴露于天然宿主的叮咬后，没有观察到反应。接着是在咬伤后

12-24 h出现的延迟型反应，其由红斑组成，通常与丘疹和瘙痒相关。随着暴露继

续，立即反应导致红斑和瘙痒出现在15-20 min内，然后是延迟反应。这种延迟

的反应趋于消失，只留下持续几个小时的直接型超敏反应。最后，在重复长期暴

露后，宿主可能发展脱敏并且不再观察到皮肤反应。在家兔和人类的实验中观察

到对蚊子叮咬的脱敏 (Peng, 1998)。对于脊椎动物宿主而言，该反应导致的行为

反应，可以识别和摆脱吸血性昆虫。宿主在被节肢动物咬伤的所产生的免疫反应

也可能会导致威胁其生命的过敏反应。而对于吸血性昆虫而言，这种反应会导致
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其饥饿。 

2.1.4 微生物污染 

为了获得血液，昆虫必须刺破宿主的皮肤，这是宿主防止病原体感染的屏障。

此时，皮肤表面微生物有机会污染其宿主循环和昆虫摄入的血液。昆虫消化系统

也可能与血液一起产生的微生物污染。也许由于这个原因，在吸血性昆虫的唾液

酸转运蛋白中发现已知具有抗微生物活性的蛋白(Ribeiro and Arca, 2009)。 

2.2 吸血性昆虫唾液功能 

众所周知，唾液可以通过干扰脊椎动物的止血，炎症和免疫来帮助吸血性昆

虫有效地获得血液。也许是因为需要抵消这些复杂和冗余的宿主反应，吸血性昆

虫进化出一种复杂的携带数十种生物活性化合物的唾液混合物 (Ribeiro and 

Arca, 2009)。其中唾液蛋白最重要的特征是直接能影响血小板的活性和聚集、凝

血级联及血管舒张 (Ribeiro and Arca, 2009)。在吸血性昆虫中发现有各种其他的

活动或多或少影响着止血、炎症、免疫和病毒传播等方面。下图1.2总结了一些

吸血性昆虫唾液常见的功能 (Arca and Ribeiro, 2018)。图所示的功能不仅限于在

蚊子唾液中发现的功能，而且也未完全列全。

 

图 1.2 吸血性昆虫唾液常见功能示意图（引自 Bruno Arca 等，2018） 

2.2.1 利于吸血 

成功的血液喂养需要吸血性昆虫适应以抵抗脊椎动物的血液凝固，血小板聚
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集，血管收缩等机制。血液摄食习性在不同的目独立地进化了几次，甚至同一个

目里也反生了独立进化，例如双翅目。在与这种特殊饮食相关的几个挑战中，脊

椎动物对失血的反应——止血过程，是有效血液喂养的巨大障碍。在血管撕裂的

几秒钟内，哺乳动物血小板彼此粘附，形成栓塞，并产生或暴露促凝血和血管收

缩物质。免疫反应可导致肥大细胞脱粒并释放生物胺（主要是组胺和血清素）和

类二十烷酸（主要是白三烯C 4 和前列腺素D 2 ）的释放，诱导宿主发痒反应和水

肿，可以防止喂养甚至杀死吸血性昆虫。也许由于这些原因，昆虫进化出一种可

以解除它们宿主的止血和炎症的唾液混合物 (Ribeiro and Arca, 2009)。由于脊椎

动物的止血和炎症是复杂和多余的，吸血昆虫的唾液也很复杂和多余，含有数十

种活性化合物。其中血管扩张剂、凝血级联抑制剂和血小板聚集抑制剂已从各种

疾病载体的唾液中鉴定出来 (Ribeiro et al., 2010)。包括多种不同的物质，酶（例

如腺苷三磷酸双磷酸酶，过氧化物酶，丝氨酸蛋白酶），蛋白酶抑制剂，激酶抑

制剂等 (Arca and Ribeiro, 2018)。 

2.2.1.1 酶 

唾液酶可以通过破坏凝血的最终产物来帮助吸血性昆虫抵抗宿主的止血和

炎症。例如纤维蛋白可以通过激活宿主的血纤维蛋白溶酶原和扩大是吸血性昆虫

的进食腔，来帮助唾液成分进入皮肤，并可能干扰宿主的信号通路 (Ribeiro and 

Arca, 2009)。 

到目前为止研究的所有哺乳动物的吸血性昆虫都具有大量的唾液腺苷三磷

酸双磷酸酶（ATP二磷酸水解酶）活性 (Ribeiro and Garcia, 1980; Ribeiro et al., 

1984; Calvo et al., 2008)。腺苷三磷酸双磷酸酶反应将ATP和ADP降解为AMP和正

磷酸盐，从而抑制血小板聚集。组织损伤后血小板和破碎细胞释放ATP和ADP。

它们是重要止血和炎症激动剂。ADP是血小板聚集的有效诱导剂，而ATP可诱导

中性粒细胞聚集和颗粒释放 (Francischetti et al., 2009)。在Aedes aegypti中，一种

唾液腺苷三磷酸双磷酸酶的蛋白质编码被鉴定为5’ - 核苷酸酶的成员家族 

(Champagne et al., 1995)，其重组蛋白显示确实可以水解ATP和ADP(Sun et al., 

2006)。就蚊子而言，与库蚊相比，按蚊和伊蚊中存在唾液腺苷三磷酸双磷酸酶/ 

5’ -核苷酸酶活性似乎具有不同的重要性。而与伊蚊和按蚊相比，在Culex tarsalis 

中未发现编码5’ -核苷酸酶家族成员的转录物，而在Culex quinquefasciatus 中其
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表达水平相当低。相比之下，伊蚊和按蚊的唾液中发现两个不同的5’ -核苷酸酶

家族的成员 (Arca et al., 1999; Lombardo et al., 2000)。这种差异可能是由于库蚊

对取食鸟类的偏好，从而不会面对哺乳动物的血小板屏障 (Ribeiro, 2000)。在沙

蝇中，腺苷三磷酸双磷酸酶活性来自完全不同的蛋白质家族 (Valenzuela et al., 

2001)。这个蛋白质家族首先是在臭虫唾液腺中发现的，构成了一个新的核苷酸

结合酶家族 (Valenzuela et al., 1998)。在Lutzomyia longipalpis 中还存在一种5’ -

核苷酸酶，该酶不仅水解AMP，还能水解UDP-葡萄糖 (Ribeiro, 2000)。 

在Ae.aegypti 的第一次唾液转录组分析之后 (Valenzuela et al., 2002)，发现了

ADA和PH编码的转录本，表明腺苷可以水解成肌苷，然后到次黄嘌呤和核糖。

随后，在昆虫唾液和唾液腺匀浆中发现了酶活性 (Ribeiro et al., 2001; Ribeiro and 

Valenzuela, 2003)。这些活动可能降低腺苷和肌苷在咬伤部位的浓度，从而减少

这些诱导肥大细胞脱颗粒的激动剂 (Tilley et al., 2000)并引发瘙痒反应。在库蚊

和按蚊中，以及L.longipalpis 中发现腺嘌呤脱氨酶的编码转录本 (Ribeiro and 

Modi, 2001)。Phlebotomus duboscqi 的重组酶已表达并确认其活性 (Kato et al., 

2007)。有趣的是， Phlebotomus papatasi 缺乏编码ADA的转录本 (Ribeiro and 

Valenzuela, 1999; Katz et al., 2000)，但在其唾液中含有大量作为血管扩张剂和血

小板聚集拮抗剂的腺苷和AMP。发现在单一属中唾液策略的巨大差异，如P. 

duboscqi（没有唾液腺苷和AMP）和P. papatasi的情况。到目前为止，仅在库蚊

中发现了PH转录本。 

在C. quinquefasciatus 中发现了核酸内切酶转录本，并且通过探测蚊子和通

过功能性重组酶的表达证实了活性。 编码内切核酸酶的转录本也在三齿骚扰蚊 

Ochlerotatus triseriatus 中发现，但在伊蚊或按蚊中没有发现。透明质酸酶转录物

首次在L. longipalpis中发现，并且在多种沙蝇和黑蝇中检测到唾液活性 (Ribeiro 

et al., 2000; Cerna et al., 2002; Volfova et al., 2008)。 

在蚊总科 Culicomorpha 中基本都存在编码胰蛋白酶样酶的转录本 (Ribeiro 

et al., 2010)。到目前为止，这个家族的功能尚不清楚且未被生物化学鉴定。但据

推测，它可能在免疫方面作为前酚氧化酶激活剂或血液供给中通过消化宿主基质

或影响止血起作用，如在蜱和虱蝇中纤维蛋白原的功能或激活宿主纤溶酶原。编

码金属蛋白酶（在Simulium nigrimanum 中单独发现），二肽基肽酶（单独存在
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于L. longipalpis 中）,组织蛋白酶（S. nigrimanum 和C. tarsalis ）和谷氨酸羧肽

酶（C.taarsalis ）的转录本不如编码丝氨酸蛋白酶的转录本广泛。而且这些都没

有在功能上表征，猜测它们可能与管家功能有关。 

在 Phlebotomus 中的发现典型的分泌性磷脂酶 A2 。此外，还在 C. 

quinquefasciatus ，Anopheles stephensi 和P. argentipes中发现了三酰基甘油脂肪

酶。在Ae.aegypti 中发现了编码羧酸酯酶的转录本。没有一个具有生物化学特征。

C.quinquefasciatus 具有有效的磷脂酶C活性，可水解血小板聚集因子（PAF），

但其分子性质仍然未知 (Ribeiro and Francischetti, 2001)。 

麦芽糖酶和淀粉酶转录本在迄今为止所有长角亚目 Nematocera中都有存在，

并且很可能与糖摄食功能有关，表明这些活动存在于雄性和雌性蚊子的唾液腺中 

(James et al., 1989)。这些酶是所有血食性长角亚目的少数几个共同家族之一，可

能是因为食糖是一种较早的特性，在蚊总科  Culicomorpha 和毛蠓科 

Psychodidae 的共同祖先中都存在。在P. arabicus 和Ae.aegypti 中鉴定了几丁质

酶编码转录本。他们可能在免疫方面发挥作用，就像An. gambiae中的类似基因一

样，被发现具有免疫反应性 (Shi and Paskewitz, 2004)。 

2.2.1.2 蛋白酶抑制剂 

与蛋白酶的抑制功能相关的几个蛋白质结构域是已知的，并且可能具有调节

管家（例如溶酶体酶），免疫（调节凝血或酚氧化酶活化级联）或消化蛋白酶等

原始功能。由于许多宿主的止血和炎症过程涉及蛋白水解级联或加工，因此此类

结构域在血液喂养昆虫的唾液中起作用也就不足为奇了。 

Serpin代表丝氨酸蛋白酶抑制剂，一种无处不在的调节哺乳动物和无脊椎动

物丝氨酸蛋白酶级联的家族。在长角亚目Nematocera 的吸血性昆虫中，该家族

存在于Culicine 的唾液中，但在Anopheline 的唾液中不存在，并且在沙蝇 

L.longipalpis 中也发现一种已知的serpin。Ae.aegypti 唾液中的丝氨酸蛋白酶抑制

剂被确定为 Xa 因子抑制剂，是埃及伊蚊主要的唾液抗凝血剂(Stark and James, 

1995; Kenneth and James, 1998)。然而，伊蚊和库蚊有两种不同的唾液serpins，第

二个serpin的特异性仍然未知。 

Kunitz结构域无处不在，并且与蛋白酶抑制剂相关(Ascenzi et al., 2003)，但

也与离子通道阻滞剂有关(Harvey, 1997; Paesen et al., 2009)，可能会产生血管扩张
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作用。只有黑蝇和库蠓在其转录组中有这种蛋白质家族，在一个生物体中存在几

种不同的蛋白质，表明基因重复事件。Onchocerca volvulus的Kunitz类型丝氨酸

蛋白酶抑制剂（SV-66, SV-170）具有调控血液凝固的作用 (Watanabe et al., 2011; 

Tsujimoto et al., 2012)。 

半胱氨酸蛋白酶抑制剂是半胱氨酸蛋白酶的抑制剂。编码这些蛋白质的转录

本仅在Ae.aegypti 和Aedes albopictus 中发现，但它们在血液喂养中的功能不明。

虱分泌多种具有抗炎和免疫抑制功能的半胱氨酸蛋白酶抑制剂 (Kotsyfakis et al., 

2006; Kotsyfakis et al., 2007; Kotsyfakis et al., 2008)。 

TIL结构域是指含有5个二硫键的胰蛋白酶抑制剂结构域，并且在动物中普遍

存在。在唾液转录组中，发现它仅限于蚊子，包括An. Gambiae 的雄蚊，表明有

抗菌作用 (Kanost, 1999)。这些蚊子肽都没有生物化学或微生物学特征。 

Kazal结构域与丝氨酸蛋白酶抑制剂和抗微生物活性相关  (Kanost, 1999; 

Rawlings et al., 2004)。该家族的成员仅在按蚊和库蚊中发现，除了C. sonorensis 

以外。 

2.2.2 传播病毒  

据世界卫生组织（The World Health Organisation）称，由蝇，蜗牛，蜱和蚊

子等载体传播的病原体构成了严重且不断增长的健康负担，导致每年超过 10 亿

例病例和 100 万例死亡。在全球范围内，每年有多达 4 亿人被登革热病毒（dengue 

virus）感染，另有数百万人感染引起 Zika、黄热病和 chikungunya 等流行病的虫

媒病毒（arboviruses），其中 Ae.aegypti 是主要传播媒介 (Weaver and Lecuit, 2015; 

Gatherer and Kohl, 2016)。这些疾病造成的经济负担是巨大的，仅登革热的全球

年度成本估计为 89 亿美元 (Shepard et al., 2016)。且现没有有效的抗病毒治疗方

法可用于虫媒病毒相关疾病，只有少数有效的疫苗存在。 

虫媒病毒（arboviruses）在遗传上具有高度多样性，是最大的病毒群之一，

拥有 600 多名成员，其中至少 80 种是已知的人类病原体 (Conway et al., 2014)。

其中大多数由蚊子传播的虫媒病毒主要存在于三个不同的家族中：黄病毒科

（Flaviviridae），包括登革热（DENV），Zika（ZIKV），黄热病（YFV）和西

尼罗河病毒（WNV）；披膜病毒科（Togaviridae），包括 chikungunya（CHIKV），

Semliki Forest（SFV）和 Venezuelan equine encephalitis（VEEV）病毒；布尼亚
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病毒科（Bunyaviridae），包括 La Crosse 病毒。根据病毒的不同，感染可导致

多种严重表现，包括关节炎，脑炎或导致休克的血管渗漏 (Ryman and Klimstra, 

2008)。这种异质性加上我们无法准确预测未来流行病的性质和时间，使得开发

和储存特定病毒的药物和疫苗非常具有挑战性 (Gould and Higgs, 2009)。 

尽管它们具有相当大的多样性，但虫媒病毒具有共同的特征：通过节肢动物

咬伤部位的皮肤传播。例如，被感染病毒的蚊子会探测皮肤释放唾液以取食血液，

导致病毒传播到哺乳动物宿主 (Styer et al., 2007; Schneider and Higgs, 2008)。除

了协助吸血外，唾液还可以增强传播病原体的感染性 (Vaughan et al., 1999; Cox 

et al., 2012)。唾液可通过以下几个方面介导宿主免疫提高病毒传播。 

 

图 1.3 病毒与蚊子唾液进入真皮层后的局部免疫反应（引自 Marieke Pingen

等，2017） 

2.2.2.1 促进广泛的皮肤水肿，导致病毒在取食部位滞留 

大多数昆虫叮咬导致局部瘙痒和肿胀，最高可持续长达 72 h (Rockwell EM, 

1952)。而蚊子唾液中的药理活性物质会引发肥大细胞活化和组胺释放 (Ohtsuka 

et al., 2001)，导致附近的毛细血管漏液 (Dietzel et al., 1969)，从而解释了皮肤水

肿的表现。皮肤水肿对病毒滞留的增强作用首先在 SFV 感染的小鼠模型中得到

证实，其中蚊虫叮咬部位的水肿导致 SFV 在皮肤中的保留并促进皮肤细胞的感

染 (Pingen et al., 2016)。 
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2.2.2.2 劫持免疫细胞，促进病毒从叮咬部位传播 

将病毒接种到人类宿主中会引发免疫细胞流入感染部位，以清除外来入侵者，

治愈伤害并清除碎片 (Spiering, 2015)。然而，最近对小鼠的研究揭示了这些炎症

免疫细胞募集的丑陋一面。这些细胞不是清除病毒，而是被感染，随后支持病毒

复制和传播。在 SFV 的体内感染模型中，蚊虫叮咬诱导趋化因子（C-X-C motif），

配体 2（CXCL2）和白细胞介素-1 beta （IL-1β）的表达，其引发中性粒细胞流

入感染部位。这不仅导致巨噬细胞的广泛浸润，而且还为病毒感染提供了一个额

外的细胞靶点 (Scapini et al., 2000)。在另一项研究中，DENV 感染导致炎症中性

粒细胞和单核细胞适度募集到感染小鼠的真皮中，并且因为 Ae.aegypti 唾液腺提

取物（SGE: salivary gland extract）的存在增强了流入 (Schmid et al., 2016)。然后，

病毒以新生的单核细胞来源的树突状细胞为目标，将其转化为病毒复制的细胞储

藏库 (Marovich et al., 2001)。 

单核细胞代表血液中发现的另一种先天免疫细胞类型，通常在蚊虫叮咬后被

募集到病毒接种部位。血液单核细胞以前被证明是急性疾病期间 CHIKV 感染的

主要目标之一 (Her et al., 2010)。因此，增强的单核细胞向蚊子唾液感染部位的

募集为 CHIKV 感染提供了额外的细胞靶标。受感染的血液单核细胞可能表现为

“Trojan horse”并可能将病毒传播到其他部位，从而导致更严重的疾病结果(Kim et 

al., 2003)，如人类 CHIKV 感染后多关节痛 (Alla and Combe, 2011; Foissac et al., 

2015)。 

2.2.2.3 破坏内皮屏障功能，使血液供应成为可能，从而促进病毒传播和细胞迁

移 

毛细血管的内皮屏障将皮肤与全身血液循环分开，从而分离作为抵御病毒入

侵人类宿主的物理防御。蚊子唾液的生物活性分子，能够破坏这种保护屏障。

Anopheles stephensi 叮咬可诱导真皮层肥大细胞活化，释放血管活性胺 (Demeure 

et al., 2005)。发现 Ae.aegypti 的唾液腺提取物（SGE）在体外可降低内皮细胞单

层的跨内皮细胞电阻，并可诱导皮肤血管渗漏 (Schmid et al., 2016)。 

蚊子唾液介导的内皮屏障破坏增强了病毒的全身传播，也增加了病毒获得循

环增强抗体的途径，在 DENV 感染中抗体依赖性增强期间，加重了发病机制 
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(Schmid et al., 2016)。有趣的是，Ae.aegypti 的唾液腺提取物也被证明能显著提

高感染裂谷热病毒的小鼠大脑中的病毒滴度，这表明蚊子唾液在调节血脑屏障的

通透性和触发病毒向中枢神经系统传播方面发挥了作用 (Le Coupanec A, 2013)。

真皮中内皮屏障功能的破坏也增强了单核细胞和中性粒细胞通过血管进入真皮

的迁移 (Schmid et al., 2016)。所有这些发现都强调了蚊子唾液通过破坏保护性内

皮屏障促进病毒感染的可能性，导致病毒传播和免疫细胞在损伤后通过血管迁移。 

2.2.2.4 抑制宿主细胞先天免疫反应 

先天免疫反应代表宿主抵抗病毒感染的第一道免疫防御，并在感染早期控制

病毒复制和发病过程中发挥关键作用。在病毒感染后引发的强大的抗病毒免疫反

应和 I 型干扰素的表达诱导数百种干扰素刺激的基因的表达，其通过诱导白细胞

的募集和成熟来限制病毒复制或调节免疫应答 (Diamond and Farzan, 2013)。因此，

为了有效地感染和复制目标细胞，病毒必须延迟宿主先天免疫系统的早期检测和

清除，这可能需要借助蚊子唾液。蚊子唾液可以通过靶向 I型干扰素途径的成分，

在控制抗病毒基因的丰富表达方面发挥作用，从而使病毒在受感染的细胞中更有

效地复制 (Surasombatpattana et al., 2011)。 

吸血节肢动物唾液成分对宿主免疫反应的影响已在蜱虫和沙蝇中得到广泛

的研究。蜱的唾液创造了一个免疫抑制的生态位，以促进蜱传病原体的传播 

(Tyson et al., 2007)。蚊子还分泌唾液抑制抗病毒的先天免疫反应，并调节病毒在

人类宿主细胞中的早期复制。对感染DENV的Ae.aegypti的蛋白质组学分析表明，

唾液腺中有高水平的 34 kDa 蛋白，可以增强 DENV 在人角质形成细胞中的复制。 

先天免疫反应通常包括补体级联，可以通过三种途径在病原体表面激活:经

典途径、替代途径和甘露聚糖结合凝集素途径 (Nesargikar et al., 2012)。补体系

统的主要功能是通过先天免疫细胞招募和增强目标细胞的吞噬作用来保护宿主

免受感染性病原体的侵袭 (Nesargikar et al., 2012)。尽管补体系统的设置很复杂，

吸血节肢动物仍然可以在吸血过程中把传染性病原体传播到人类宿主体内。 

利什曼原虫的载体 Lutzomyia longipalpis，具有能够抑制经典和替代补体途

径的唾液 (Cavalcante et al., 2003)，而 Ixodes scapulari 有一个唾液蛋白——Salp20。

该蛋白能通过与适当的蛋白结合并解离 C3bBbP(活性 C3 转化酶)来激活补体 

(Hourcade et al., 2016)。DENV 感染的埃及伊蚊的唾液也能够中断补体激活的甘
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露糖 - 凝集素途径，这种中断是由于唾液中存在可溶性 DENV 非结构蛋白 1 

(Thiemmeca et al., 2016)。 

2.2.2.5 破坏宿主对病毒的适应性免疫反应 

适应性免疫反应在控制人类宿主病毒感染方面也发挥着重要作用。已经证明

蜱唾液含有能够抑制树突细胞成熟，功能和迁移的生物活性分子，从而改变树突

状细胞和CD4 
+ T-cell相互作用 (Skallova et al., 2008)。蚊子唾液和蜱虫唾液一样，

对树突状细胞具有免疫调节作用，但埃及伊蚊并没有阻止树突状细胞的迁移，而

是在 DENV 感染期间，在增强抗体的作用下，促进活化的经典树突状细胞从皮

肤向引流淋巴结的迁移 (Schmid et al., 2016)。 

巨噬细胞是另一种抗原呈递细胞，它在连接先天免疫反应和适应性免疫反应

方面很重要。蜱唾液已经被证明可调节巨噬细胞细胞因子的产生 (Chen et al., 

2012)和共刺激分子表达 (Brake et al., 2010)。蜱唾液成分的进一步表征显示，蜱

唾液中大量存在的血管扩张剂前列腺素 E2 能够改变巨噬细胞的迁移活性和细

胞因子谱 (Poole et al., 2013)。这些发现进一步证明了节肢动物唾液的复杂性，

并强调了调节宿主反应机制的潜在冗余。蚊子唾液还含有具有血管舒张或抗凝功

能的药理活性化合物。除了它们众所周知的功能，这些化合物还可能调节宿主的

免疫反应，最终有利于病毒的复制和感染。 

吸血蚊子还通过调节淋巴细胞来抑制宿主的适应性免疫反应。蚊子唾液腺提

取物在较低浓度时可显著抑制 C3H/HeJ 小鼠脾脏细胞的 T 细胞增殖 (Wanasen et 

al., 2004)，在高浓度时可增强脾脏 T细胞和B细胞的凋亡 (Bizzarro et al., 2013)。

蚊子叮咬感染 wnv 的小鼠后，蚊子唾液显著降低了小鼠耳部皮肤 T 淋巴细胞的

数量 (Schneider et al., 2010)。 

2.2.2.6 唾液含有与病毒和宿主相互作用的因子，可促进病毒感染 

已经开展的研究确定了蚊子唾液中调节虫媒病毒感染的因子。在大多数研究

中，虫媒病毒感染的增强是由于蚊子唾液成分对宿主细胞和免疫反应的调节 

(Vaughan et al., 1999; Cox et al., 2012)。有趣的是，蚊子唾液中还含有可以增强病

毒附着和进入哺乳动物细胞的分子。一种 45 kDa 的唾液酸化唾液糖蛋白，属于

埃及伊蚊的 SGE 中的 D7 蛋白家族，与 DENV 形成复合物并进一步增强 DENV
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内化到哺乳动物细胞中 (Cime-Castillo et al., 2015)。  

2.3 吸血性昆虫唾液的应用前景 

2.3.1 疫苗开发 

由于人类宿主对载体唾液的天然反应可能促进唾液中携带的病原体的感染

性，因此载体唾液的存在有助于建立全身性感染 (Kamhawi et al., 2000; Schneider 

et al., 2006)。通过接种节肢动物唾液（如来自蜱，沙蝇或蚊子的唾液），通过改

变宿主对节肢动物唾液的反应，可以在新的疫苗方法中利用这种现象 (Gomes et 

al., 2008; Oliveira et al., 2015; Olds et al., 2016)。可以想象，通过创造阻止传播或

破坏病原体的免疫环境来防止广泛感染。 

2.3.1.1 沙蝇唾液蛋白疫苗开发 

沙蝇的唾液是各种利什曼原虫的载体，其特征比蚊子唾液更为广泛。唾液转

录组学现已赋予许多沙蝇唾液蛋白的功能，导致阐明唾液介导的利什曼原虫发病

机制 (Oliveira et al., 2009)。与接触唾液的动物相比，这种寄生虫在未接触唾液

的动物中传播得最有效，这可能是由于唾液接触动物体内产生了保护性的抗唾液

抗体 (Kamhawi et al., 2000)。小鼠、仓鼠、狗和恒河猴感染的临床前模型提供了

一种利用沙蝇唾液成分的概念验证疫苗策略 (Kamhawi et al., 2000; Gomes et al., 

2008; Oliveira et al., 2015)。因此，以唾液为基础的利什曼病预防比其他节肢动物

传播的疾病更容易理解。 

暴露在未受感染的沙蝇唾液中可以保护啮齿动物不受随后的利什曼原虫的

主要感染。并且，从这一观察中延伸出来，用唾液蛋白编码脱氧核糖核酸(DNA)

质粒免疫啮齿动物可以减轻内脏利什曼原虫的感染  (Kamhawi et al., 2000; 

Gomes et al., 2008)。具有升高的皮肤 IFN-γ 表达的迟发型超敏反应促成真皮中的

寄生虫杀伤并引发对利什曼病的特异性免疫 (Gomes et al., 2012; Oliveira et al., 

2015)，表明对唾液蛋白的免疫将免疫环境改变为 Th1 型反应，从而改变寄生虫

抗原呈递和免疫反应。同样，用不同沙蝇唾液蛋白免疫的小猎犬显示出强大而持

久的细胞免疫诱导，强调了 Th1 反应在内脏利什曼病感染中的保护作用 (Collin 

et al., 2009)。最近，用沙蝇唾液蛋白 PdSP15 免疫恒河猴证明了 Th1 细胞介导的
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免疫反应与皮肤利什曼病的保护之间的相关性，病变大小和寄生虫负荷的减少证

明了这一点，尽管不一定是通过预防感染来实现的 (Oliveira et al., 2015)。 

2.3.1.2 蜱靶向疫苗开发 

蜱在进食过程中也会分泌唾液进入宿主体内，已知携带多种病原体，包括伯

氏螺旋体 Borrelia burgdorferi (莱姆病的螺旋体)、其他导致人类疾病的细菌（如

无形体病和埃利希希病）以及病毒（如 Crimean-Congo 出血热和 Kyasunar 森林

病）(Neelakanta and Sultana, 2015)。虽然存在针对蜱传脑炎病毒的疫苗，但还没

有针对其他重要蜱传疾病的疫苗。这种缺乏治疗和预防选择的情况，正在推动当

今反蜱疫苗开发的进展。 

研究表明，在反复接触媒介后，各种哺乳动物会产生由抗唾液腺抗体引起的

“蜱虫免疫” (Anguita et al., 2002; Dai et al., 2009)。一种可能的蜱唾液靶向疫苗候

选是 Salp15，这是一种 15 kDa 唾液蛋白，具有跨蜱种间高度保守的氨基酸序列，

负责抑制 CD4 T-cell 活化 (Anguita et al., 2002; Sultana et al., 2016)。当 Balb / c 小

鼠注射了 Salp15 蛋白质,CD4 
+ T-cell 激活不受影响,仍然免疫小鼠产生高水平的

IFN-γ。尽管 CD4 T-cell 活化在体液抗体产生中发挥作用，但在本研究中小鼠抗

体的产生没有差异 (Anguita et al., 2002)。然而，随后的研究确实表明接种了

Salp15 的 C3H/HeJ 小鼠可以通过针接种和蜱虫喂养来预防伯氏螺旋体感染 (Dai 

et al., 2009)。 

2.3.1.3 蚊子唾液疫苗的未来 

迄今为止，尚未发表评估基于蚊子唾液蛋白的疫苗的人体研究，尽管生活在

非流行地区的健康志愿者正在进行 1 期临床试验。然而，鉴于个体终身暴露于某

些蚊子物种及其携带的虫媒病毒，宿主对病媒的叮咬特别是在皮肤中的免疫反应

可能不同 (Oliveira et al., 2013)。在登革热流行的南美洲进行的两项研究证实，

人类免疫球蛋白 G 抗体反应是伊蚊感染的必然结果，但如果没有持续接触伊蚊，

这些反应似乎是短暂的，这可能会给疫苗开发带来问题 (Doucoure et al., 2012)。

这一观察结果可能促使临床研究更好地表征随着时间的推移多次暴露于蚊子载

体的真皮中的免疫调节。这种免疫调节可以证明从第 1 阶段安全试验更快地过渡

到流行地区的田间试验地点以评估疫苗有效性。如果没有对蚊子叮咬的先天和适
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应性反应(包括短期和长期接触病媒唾液后的反应)有一个牢固的把握，操纵这种

环境来影响节肢动物传播疾病的发生是困难的。利用这些信息指导未来的疫苗设

计，将有利于从疟疾到 ZIKV 等所有蚊媒疾病的传播。正如在利什曼病中所看到

的，以病原体为目标的疫苗辅以载体唾液抗原可能产生最有希望的结果 (Reed et 

al., 2016)。 

2.3.2 生物标记物 

唾液蛋白作为媒介暴露的生物标志物已被用于各种疾病媒介，包括蜱虫、吻

虫、沙蝇、蚊子和采采蝇 (Doucoure et al., 2012; Drahota et al., 2014; Caljon et al., 

2015)。近年来，重组蛋白或合成肽的应用大大促进了这一方法的发展。 

2.3.2.1 蚊子暴露的生物标志物 

唾液重组 gSG6 蛋白是第一个被用作蚊子叮咬暴露标记的分子，并在 Burkina 

Faso 和 Tanzania 的田间条件下进行了测试 (Rizzo et al., 2011; Stone et al., 2012)。

对这种分子的进一步研究导致了一个小的合成肽 gSG6- p1（gSG6 分子的一部分）

的发展。该肽成功用作冈比亚按蚊 An.gambiae 的标记 (Drame et al., 2010)。最近，

另一种唾液蛋白被证明是 An.gambiae 的标记。显示 cE5 唾液蛋白被暴露于

An.gambiae 的个体识别 (Rizzo et al., 2014)。  

先前已显示埃及伊蚊Ae.aegypti的唾液腺匀浆可成功作为登革热流行区蚊虫

暴露的标志 (Doucoure et al., 2012)。最近，来自 Ae.aegypti 的 34 kDa 唾液蛋白

的 N-端可以被生活在伊蚊流行地区的儿童的血清合成和识别的。对于 Ae. 

albopictus 已经确定了许多候选蛋白作为暴露的标志物 (Doucoure et al., 2012)。 

2.3.2.2 沙蝇暴露的生物标志物 

重组唾液LJM17和LJM11蛋白显示可以被生活在 Lu.longipalpis流行区域的

个体识别 (Teixeira et al., 2010)。在 Lu.intermedia 区域的个体不能识别这些蛋白

质，这表明 LJM17 和 LJM11 是 Lu.longipalpis 的特异性标记。  

另外一种不同的唾液蛋白被确定为白蛉沙蝇暴露的生物标志物(Marzouki S, 

2011)。生活在 P. papatasi 流行区域的个体的血清可以识别唾液蛋白 PpSP32 
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(Marzouki et al., 2012)。该蛋白在生活在 P.perniciosus 流行地区的个体的血清中

未被识别，这表明 PpSP32 蛋白对 P.papatasi 的感染是特异性的。在突尼斯和

沙特阿拉伯，PpSP32 被成功地用作 P.papatasi 暴露的标记物，这表明 PpSP32

将在 P.papatasi 流行的不同地理区域作为生物标志物 (Mondragon-Shem et al., 

2015)。最近对 P.perniciosus 唾液蛋白的研究鉴定了许多重组蛋白可作为载体

暴露的潜在标志物(Marzouki et al., 2012)。 

3 寄生性昆虫 

一个时期或终生附着在寄主的体内或体表，并以摄取寄主的营养物来维持生

存的昆虫是寄生性昆虫，如平腹小蜂，蝶蛹金小蜂等。寄生蜂在害虫生防中发挥

有重要作用。根据现有研究，关于寄生蜂幼虫产生的寄主调节因子作用策略的证

据很少，只有有限的试验提出的几种可能性。例如，外寄生蜂Euplectrus 

pennicornis的幼虫可合成及分泌分子量在14至200 kDa间的多种蛋白 (Richards 

and Edwards, 2001)。之后的实验表明这些分泌蛋白含有可杀死和改变宿主血细胞

行为的抗血因子 (Richards, 2012)。Eupelmus orientalis的幼虫唾液被证明具磷酸

酶活性，可阻断蛋白质合成并诱导寄主瘫痪(Doury G, 1997)。长距姬小蜂 

Euplectrus separate 幼虫唾液中鉴定到的胰蛋白酶，可液化宿主组织，为发育中

的幼虫提供食物来源，最终导致宿主死亡 (Nakamatsu Y, 2004)。 

关于寄生性昆虫与宿主之间的互作关系的报道也很少，只有有限的文章报道

相关内容。例如，Cotesia congregate的幼虫唾液可以调节寄主的取食及免疫 

(Adamo et al., 2016)，保障其子代的存活。另外外寄生蜂E. pennicornis的唾液分

泌物含有多种水解酶被证明可以通过细胞凋亡和致癌机制杀死宿主细胞 

(Richards, 2012)。 

4 本研究的科学问题与研究思路 

寄生蜂在产卵的同时将一种或者多种寄生因子（毒液、PDV、畸形细胞等）

注入寄主体内，调控寄主生理活动，保证后代在寄主体内成功存活和发育 

(Pennacchio & Strand, 2006)。在本实验的前期研究中显示，蝶蛹金小蜂雌成蜂携
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带的关键活性因子毒液能够于其寄生后 8 h 内，显著抑制寄主体内的天然免疫反

应(Zhang et al., 2011; Fang et al., 2016)，但 8 h 后毒液作用显著下降，直至 48 h

后最终丧失。那么，该蜂寄生 48 h 后其寄主体内的子代将利用何种“武器”来抵

御寄主体内的防御反应？本课题组初步研究结果预示，寄生蜂幼虫唾液中的蛋白

混合物亦极有可能具有调控寄主害虫天然免疫反应的功能。 

对于唾液研究而言，昆虫唾液具有许多功能和特性，并且可以帮助规避动物

宿主防御和植物宿主防御 (Musser, 2005)。不同种类昆虫唾液含有的组分不同，

以及唾液分泌物功能也有差距。寄生蜂本身并非植物病害或人畜病原微生物的传

播介体，因此有关其唾液蛋白的研究并未引起昆虫学家的足够重视，其唾液的活

性及生物学功能、唾液蛋白组成，及其各组分功能方面的研究目前仍处于空窗期。 

有鉴于此，本论文主要通过生理学实验及转录组分析从生理和分子角度探究

蝶蛹金小蜂 Pteromalus puparum 的幼虫唾液对其寄主的作用及影响。 
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第二章 蝶蛹金小蜂幼虫唾液采集装置及方法 

昆虫为了有效获得营养、对付食物中的有毒成分、以及开拓新的食物资源，

其口器伴随着外部内部形态的适应特征，其生理生化功能也做了相应的调整。昆

虫唾液成分相当复杂,其中含有许多重要的生理功能因子。昆虫唾液具有许多功

能和特性，如消化，口腔维持，水平衡，病原体传播，作为信息素的载体，提供

反捕食者防御，具有抗微生物活性，并且可以帮助规避动物宿主防御和植物宿主

防御。所以研究昆虫唾液对于害虫防治等方面具有重要意义，然而现在对于昆虫

幼虫唾液一般采用解剖唾液腺或用毛果芸香碱诱导刺激，但对于一些幼虫而言其

操作难度及效果不佳。本章将研究如何更好更多的收集到蝶蛹金小蜂的幼虫唾液，

探索收集装置及方法，便于后期开展实验。 

1 材料与方法 

1.1 供试昆虫 

寄生蜂蝶蛹金小蜂已在实验室纯化多代。寄主菜青虫幼虫在华家池甘蓝菜地

采集。将蝶蛹金小蜂和菜青虫均置于养虫室中。养虫室条件为温度：25 ± 1 °C，

光周期：10 h: 14 h。 

菜青虫幼虫饲用新鲜的甘蓝叶饲喂至化蛹。将菜粉蝶蛹与已充分交配的蝶蛹

金小蜂雌蜂一起放入指形管中。寄生成功后，将被寄生的菜粉蝶蛹继续置于养虫

室中。待寄生蜂子代从寄生蛹中羽化飞出，将新羽化的寄生蜂置于塑料圆管中，

喂食蜂蜜水（20 %浓度）。 

1.2 幼虫唾液采集装置 

昆虫幼虫唾液的采集装置，用于昆虫幼虫，如下图 2.1 所示，包括一个可稳

定提供电流电压的装置（本发明中采用的是华佗牌的 SDZ-II 型电子针疗仪），一

块由穿插电路组成的可提供稳定电流和电压的电板，电板为 PCB 单面线路板。

该电板采用 FR4 材质制作，1.6 mm 厚，其电路采用半工艺裸铜设计，其线路宽

度为 0.25 mm。 
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图 2.1 昆虫幼虫唾液采集装置电极板示意图 

Figure. 2.1 Electrode plates schematic diagram of insect larvae saliva 

collection device 

注释：电板的一端设置有正极和负极，电板上设置有与正极连接的正极竖板以及与负极

连接的负极竖板，正极竖板和负极竖板相互平行，正极竖板在朝向负极竖板一侧等距设置有

若干个正极横板，负极竖板在朝向正极竖板一侧等距设置有若干个负极横板。正极横板与正

极竖板相互垂直，负极横板与负极竖板相互垂直。 

相邻正极横板和负极横板之间的间距可根据需要检测的昆虫幼虫大小调节，

相邻正极横板和负极横板之间的间距相等。在本实施例中间距为 0.3 mm，可用

于蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂幼虫的唾液收集。使用时昆虫幼虫两端放置在相

邻正极横板和负极横板上，使得昆虫幼虫两端分别与正极横板和负极横板接触。 

1.3 唾液采集方法 

解剖寄生后第四天的菜粉蝶蛹，获得蝶蛹金小蜂幼虫，并用 PBS 漂洗三遍，

70%酒精漂洗一遍，再用 PBS 漂洗三遍。将清洗干净后的幼虫放置在浸润无菌

水滤纸上，放入养虫室饥饿处理 6 h 后，再用无菌水清洗三遍后采集唾液。 

采集方法按以下步骤，步骤 1：将电子针疗仪调至频率为 50 Hz 和电流为 2.5 

mA 的连续波工作模式，直至昆虫幼虫 4 产生肉眼可见昆虫幼虫卷缩的反应。步
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骤 2：然后将电流保持在 50 Hz 和 2.5 mA 大约 15 s，在看到幼虫口器周围出现透

明的小液滴时，然后用枪头收集获得唾液小液珠。步骤 3：在收集唾液小液珠时，

一般先用移液器吸取 0.4 μl左右的含有 1X蛋白酶抑制剂（ProteinSafe Phosphatase 

Inhibitor Cocktail (100×) ， TRANSGEN BIOTECH,China ） 的 Pringle’s 

phosphate-buffered saline (PBS) (pH 7.4)溶液，然后再吸取唾液小液珠。 

1.4 SDS-PAGE 

凝胶电泳采用 12 %浓度分离胶和 5 %浓度浓缩胶。以 50 V 电压进行垂直

电泳至溴酚蓝进入分离胶，加大电压至 120 V。直到溴酚蓝至凝胶底部，用考马

斯亮蓝染料对部分丙烯酰胺凝胶染色 30 min 后，用脱色液脱色至条带清晰，观

察目的条带。 

1.5 数据分析 

数据通过 Student’s t-test 进行检测。 P<0.05：差异显著，P<0.01：差异极显

著。所有统计使用 DPS(Tang and Zhang, 2013)。 

2 结果 

2.1 电流大小对于幼虫唾液采集装置的影响 

采集步骤 1 和步骤 2 中“电流 2.5 mA”其中的电流改成“1 mA 或者 4 mA”，其

余变量一致时。所观察和测量数据如下表 2.1： 

表 2.1 电流大小对于幼虫唾液采集装置的影响 

Table 2.1 Influence of current on larval saliva collection device 

 存活率（%） 体表颜色变化 卷缩反应 液珠直径大小（μm） 蛋白浓度(μg/μl) 

1 mA 98.2±0.83 a 无明显变化 轻微卷缩 23.977±2.490 b  0.1239±0.008 b 

2.5 mA 91.6±1.14 a 无明显变化 卷缩 66.566±9.562 a 0.4972±0.008 a 

4 mA 58±6.04 b 体表灼伤变为

黄色 

强烈卷缩 64.932±8.301 a 0.5115±0.008 a 

The data are expressed as mean ± standard error (n = 5). one-way ANOVA and Tukey’s test (P < 0.05). 
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分别在 1 mA、2.5 mA、4 mA 条件下，收集同等数量的小液珠,唾液样品经

4-20 %SDS-PAGE 后，染色拍照，得到以下图片。由图 2.2 可知，在不同条件下

所取的唾液蛋白种类是一致的，但蛋白含量而言 1 mA 条件下所取的蛋白含量较

低。 

 

图 2.2 蝶蛹金小蜂幼虫唾液蛋白的 SDS-PAGE 分析（不同电击电流） 

Figure 2.2 SDS-PAGE analysis of Pteromalus puparum larvae saliva. 

2.2 电击时间对于幼虫唾液采集装置的影响 

将步骤 2 中“保持电流 15 s”改成“5 s 或者 25 s”，其余变量一致时。所观察和

测量数据如下表 2.2： 

表 2.2 电击时间对于幼虫唾液采集装置的影响 

Table 2.2 Influence of shock time on larval saliva collection device 

 存活率（%） 体表颜色变化 卷缩反应 液珠直径大小（μm） 蛋白浓度(μg/μl) 

5 s  98±0.7 a 无明显变化 卷缩 34.139±3.470 b 0.3227±0.032 b 

15 s 92.8±1.3 b 无明显变化 卷缩 55.317±9.792 a 0.6312±0.024 a 

25 s 71.8±4.7 c 无明显变化 卷缩 57.278±8.025 a 0.6770±0.060 a 

The data are expressed as mean ± standard error (n = 5). one-way ANOVA and Tukey’s test (P < 0.05). 

分别在 5 s、15 s 和 25 s 条件下，收集同等数量的小液珠,唾液样品经

4-20 %SDS-PAGE 后，染色拍照，得到以下图片。由图 2.3 可知，在不同条件下
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所取的唾液蛋白种类是一致的，但蛋白含量而言 5 s 条件下所取的蛋白含量较低。 

 

图 2.3 蝶蛹金小蜂幼虫唾液蛋白的 SDS-PAGE 分析（不同电击时间） 

Figure 2.3 SDS-PAGE analysis of Pteromalus puparum larvae saliva. 

2.3 蛋白酶抑制剂对于幼虫唾液采集方式的影响 

如取消步骤 3 中的蛋白酶抑制剂，所取的唾液中的蛋白可能会被唾液中或外

界的蛋白酶分解，影响后期实验。 

在 2.5 mA 条件下，收集同等数量的小液珠，分别存放在在含有蛋白酶抑制

剂（简写为“PIC”）和未含有 PIC 的磷酸盐缓冲液,唾液样品经 4-20 %SDS-PAGE

后，染色拍照，得到以下图片。由图 2.4 可知，在未含有 PIC 的磷酸盐缓冲液中，

唾液样品会因为蛋白酶而降解，影响后期的实验结果。 
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图 2.4 蝶蛹金小蜂幼虫唾液蛋白的 SDS-PAGE 分析（是否加入 PIC） 

Figure 2.4 SDS-PAGE analysis of Pteromalus puparum larvae saliva. 

3 讨论 

     本章通过对于蝶蛹金小蜂幼虫唾液收集方式和装置的探究，获得最佳的唾

液收集方式。由以上试验可知，该装置在频率为 50 Hz 和电流为 2.5 mA 的连续

波工作模式下电击 15 s 可以收集到较多蝶蛹金小蜂幼虫的唾液。该装置可以简

单便捷使用电流刺激实现单个或者多个昆虫幼虫的唾液采集。且该装置对于用于

采集一些个体较小且对毛果芸香碱无明显反应的昆虫幼虫，可以弥补现有技术的

缺陷。如将结构改成如同本发明所述的电路电板，能带来高通量及快速取样的技

术优势。 

    当前技术条件下主要有以下几类获取昆虫唾液的方式，举例如下：获得鳞翅

目昆虫幼虫口腔分泌物的方法主要有（1）按压幼虫身体获得口腔分泌物；（2）

将幼虫冰冻数分钟后再置于常温待其恢复吐出口腔分泌物；（3）磕碰昆虫头部，

造成昆虫吐出口腔分泌物。在上述的方法中，一般只能收集到体型较大的鳞翅目

幼虫的口腔分泌物，例如：天蛾、家蚕等。但是对于体型更小的鳞翅目幼虫，例

如：小菜蛾，上述方法均无法获得较大量的口腔分泌物。收集蜱类唾液的方法有

万方数据



浙江大学硕士学位论文 第二章 蝶蛹金小蜂幼虫唾液采集装置及方法 

31 
 

注射多巴胺（20 mg/ml）10 μl 于森林革蜱 Dermacentor silvarum Olenev 吸血雌蜱

血腔内，可使唾液腺分泌唾液，用毛细管连续收集 30 min，可得唾液 15～20 μl/

蜱(赵玉娜与刘敬泽, 2006)。另一种蜱类唾液的收集方法是利用毛果芸香碱为蜱

虫唾液诱导剂，是一种非损伤性蜱唾液收集方法。该方法不需要解剖蜱虫，不破

坏和损伤蜱虫，蜱虫可以重复利用，且不会因为解剖蜱虫而让蜱虫吸取的血液污

染唾液(莫国香, 2015)。该方法也可用于收集其他昆虫，如褐飞虱等(黄晓慧, 2016)。

对于刺吸式昆虫如褐飞虱还有一种 Parafilm 膜夹营养液法，可通过将唾液蛋白与

营养液分离的方式获取唾液，但该方法较为复杂，可能会增加唾液蛋白的降解(黄

晓慧, 2016)。最后对于一些唾液腺分离较为方便的昆虫也可采取直接解剖唾液腺

的方式获取。本文中采取的唾液收集方法，不需要解剖，不破坏和损伤虫体，可

以重复利用,且不会因为解剖污染唾液，是一种较为方便可操作的方法。这为后

期的实验研究奠定基础。

万方数据



浙江大学硕士学位论文 第三章 蝶蛹金小蜂幼虫唾液对寄主免疫的生理学影响 

32 
 

第三章 蝶蛹金小蜂幼虫唾液对寄主免疫的生理学影响 

寄生蜂在产卵的同时将一种或者多种寄生因子（毒液、PDV、畸形细胞等）

注入寄主体内，调控寄主生理活动，保证后代在寄主体内成功存活和发育

(Pennacchio & Strand, 2006)。在本实验的前期研究中显示，蝶蛹金小蜂雌成蜂携

带的关键活性因子毒液能够于其寄生后 8 h 内，显著抑制寄主体内的天然免疫反

应(Zhang et al., 2011; Fang et al., 2016)，但 8 h 后毒液作用显著下降，直至 48 h

后最终丧失。那么，该蜂寄生 48 h 后其寄主体内的子代将利用何种“武器”来抵

御寄主体内的防御反应？本课题组初步研究结果预示，寄生蜂幼虫唾液中的蛋白

混合物亦极有可能具有调控寄主害虫天然免疫反应的功能。为此，本章就蝶蛹金

小蜂幼虫唾液对寄主菜粉蝶细胞免疫和体液免疫的生理学影响开展研究，以为明

确相关寄生因子的作用和互作关系提供基础支持，有利于后续研究。 

1 材料与方法 

1.1 供试昆虫 

蝶蛹金小蜂和菜粉蝶幼虫饲养同第二章 1.1。 

1.2 毒液及唾液收集 

将雌蜂用 75%酒精消毒，镊子夹住雌蜂尾针将毒囊及卵巢扯出，浸泡在无菌

的 PBS 液滴中。将毒囊用镊子分离，收集到含 PBS 的 1.5 ml 离心管中，4 ℃下， 

8000 g 离心 20 min。离心后收集上清即是毒液，通过 PBS 稀释到指定浓度待用。

唾液收集方式同第二章 1.2 和 1.3。 

1.3 血淋巴收集 

    菜粉蝶幼虫用 75%酒精消毒并擦干，用二氧化碳麻醉后放置在 Parafilm 膜上，

剪去前足收集血淋巴。同一个处理 5 个重复，每个重复中 5 头幼虫的血淋巴用

PBS 稀释 10 倍于一个 1.5 ml 离心管中，置于冰上待用。 
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1.4 蛋白浓度测定 

蛋白浓度通过 BCA 方法检测，试剂盒为 PierceTM BCA Protein Assay Kit

（Thermo scientific,USA）。 

1.5 细胞死亡率检测 

细胞死亡率使用 CellToxTM Green Dye（Promega,USA）试剂盒进行测试，经

过试验采用以下体系进行细胞死亡率的测定。首先将 10 μl 稀释过的血淋巴，加

入 30 μl PBS, 然后加入 10 μl 已稀释的 CellToxTM Green Dye 缓冲液, 700-900 rpm

震荡 1min，在 27℃培养箱中避光孵育 15 min。之后加入 10 μl 实验样品（具体

处理如下），孵育 1 h 后，用 485-500 nmex/520-530 nmem 测定其荧光值。之后测

定其 0.5 h、1 h、2 h、4 h 之后的荧光值，每个处理重复 3 次。将不加细胞作为

空白对照。 

实验处理分别有： 10 μl 500 μg /ml 蝶蛹金小蜂唾液蛋白；10 μl 50 μg /ml 蝶蛹金

小蜂唾液蛋白；10 μl 5 μg /ml 蝶蛹金小蜂唾液蛋白；10 μl 500 μg /ml 毒液蛋白；

10 μl 500 μg /ml BSA （阴性对照）；10 μl PBS（空白对照）；10 μl 裂解液（阳性

对照）；20 μl PBS（不加细胞的）。 

1.6 血细胞延展能力检测 

各取 50 μl 稀释的血淋巴分别加到每孔含 150 μl 的 TC-100 昆虫细胞培养液

的 96 孔细胞培养板的各孔穴中。孵育 15 min 待血细胞贴壁后，将不同浓度的

唾液 500 μg/ml、50 μg/ml、5 μg/ml 按每孔 10 μl 分别加入不同孔穴中（5 个重复）。

设加 500 μg/ml BSA 为阴性对照，加 1 当量毒液蛋白为阳性对照，加 PBS 为空

白对照。27 ℃细胞培养箱中培养 1 h 后置于 Leica 倒置显微镜下观察 5 个视野、

统计各处理孔穴中延展和未延展的血细胞数量，计算延展率。 

1.7 血细胞包囊能力检测 

包囊实验参考(滕子文, 2017)。约 150 个 Sephadex A-50 珠子(Pharmacia, 

Sweden)和取10 μl 菜粉蝶幼虫血淋巴与100 μl SF-500 昆虫培养基（含少量PTU）

混合后加入已用 1%琼脂糖封闭的 96 孔板中。再加入唾液 500 μg/ml，BSA 500 
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μg/ml，毒液 500 μg/ml。在 27℃细胞培养箱放置 1 h、2 h、4 h 和 8 h 后，对珠子

包囊情况进行观察记录。 

为了比较包囊情况，按照珠子的包囊厚度分成 6 级（0-5 级），包囊等级参考

滕子文论文分级方式，具体如下图 3.1 所示。包囊程度通过包囊指数进行衡量，

计算方法是：包囊指数=【∑（级数×该级珠子个数）/（所有珠子个数×5）】×100(滕

子文, 2017)。 

 

图 3.1 包囊分级示意图 

Figure 3.1 Classification of encapsulated .(A) Class 0, (B) Class 1, (C) Class 

2, (D) Class 3, (E) Class 4, and (F) Class 5 
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1.8 血淋巴黑化能力检测 

参照(王磊, 2012) 的方法，取血淋巴1 ：3稀释于1.5 ml含有TBS（pH=7.4）

的预冷离心管中，检测酚氧化酶的激活活性。选取在TBS中酚氧化酶活性低，而

加入藤黄微球菌后酚氧化酶活性显著提高的样品用于酚氧化酶前体和酚氧化酶

的活性检测。 

对 PPO 激活的影响：  

10 μl TBS（含2 μl蛹血淋巴）  

10 μl TBS（含2 μl蛹血淋巴和0.5 μg M. luteus） 

10 μl TBS（含2 μl蛹血淋巴、0.5 μg BSA 和0.5 μg M. luteus） 

10 μl TBS（含2 μl蛹血淋巴、毒液 和0.5 μg M. luteus）  

10 μl TBS（含2 μl蛹血淋巴、1μl PTU 和0.5 μg M. luteus） 

10 μl TBS（含2 μl蛹血淋巴、不同蛋白浓度阶梯的唾液和0.5 μg M. luteus）  

25 ℃放置20 min 后加入200 μl L-Dopa（20 mM，溶于PBS），在470 nm吸光

值下每分钟检测一次，一共检测120 min。每个样品重复3 次。 

在高通量测量时，采用以下体系测定。10 μl 稀释的血淋巴与 5 μl 样品（包

括唾液、毒液、PTU、BSA 和 PBS），5 μl 激活剂（0.1 μg/μl M.luteus）及 5 μl

底物溶液 (50mM L-Dopa 溶于 PBS) 检测 A470，检测频率为每 5 min 一次，共

检测 120 min ，每个样品重复 3 次。 

对 PO 激活的影响： 

在高通量测量时，采用以下体系测定。10 μl 稀释的血淋巴与 5 μl 激活剂（0.1 

μg/μl M.luteus）混合，25 ℃放置 10 min， 然后加入 5 μl 样品（包括唾液、毒液、

PTU、BSA 和 PBS），及 5 μl 底物溶液 (50 mM L-Dopa 溶于 PBS) 检测 A470，

检测频率为每 5 min 一次，共检测 120 min ，每个样品重复 3 次。 

1.9 幼虫唾液抑菌性验证 

通过测定唾液蛋白浓度为 500 μg/ml、50 μg/ml、5 μg/ml 对各指示菌的抑制

率，进而评价其抗菌活性的高低。挑取指示菌于 1 ml 对应培养基中，培养至对

数生长期，再用对应培养基稀释菌体至 OD 值为 0.1 左右，待用。用无菌的 50 

mmol/L 磷酸盐缓冲液(pH 7.0)将唾液蛋白浓度稀释至所需浓度，将 8 μl 的各浓
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度粗唾液加入 384 孔板中，再向每个孔中加入 1 μl 稀释完毕的菌液和 41 μl 对

应培养基，每个样品 5 个重复，通过酶标仪在 600 nm 下测定样品的吸光度。将

未添加菌液及唾液的培养基作为空白对照，加入氨苄作为阳性对照。 

1.10 数据分析 

唾液对于所有指标的的影响通过 Student’s t-test 进行检测；其他指标通过单

因素方差分析和 Tukey’s test 检测。P<0.05：差异显著，P<0.01：差异极显著。

所有统计使用 DPS (Tang and Zhang, 2013)。 

2 结果 

2.1 蝶蛹金小蜂幼虫唾液影响寄主血细胞死亡率 

蝶蛹金小蜂幼虫唾液对寄主血细胞死亡率有影响。由图 3.2 可知，样品与血

细胞混合 2 h 后，唾液浓度为 500 μg/ml 处理组和毒液浓度为 500 μg/ml 处理组，

血细胞死亡率达到 80%左右，与对照具有显著性差异。样品与血细胞混合 4 h后，

唾液浓度为 500 μg/ml、50 μg/ml 和 5μg/ml 的处理组，血细胞死亡率达到 80%、

78%和 35 %左右，与对照具有显著性差异。由此可知浓度为 500 μg/ml 时，唾液

与毒液对血细胞的致死影响是一致的。并且随着唾液浓度的降低其对血细胞死亡

率的影响减弱。在后续部分实验中考虑到样品提取难度，只选取 500 μg/ml 浓度

的唾液进行验证。 

saliva 500 μg/ml saliva 50 μg/ml saliva 5 μg/ml Venom 500 μg/ml BSA PBS
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图 3.2 蝶蛹金小蜂幼虫唾液对于寄主血细胞死亡率的影响 
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Figure 3.2 Mortality of haemocytes in Pieris rapae incubated with venom and 

saliva from Pteromalus puparum larvae. Data are presented as means ± SE, n = 3. 

Significant differences indicated by Student’s t-test (P < 0.05). 

2.2 蝶蛹金小蜂幼虫唾液抑制寄主血细胞延展 

    蝶蛹金小蜂幼虫唾液能够抑制寄主血细胞的延展。由图 3.3 可知，当唾液浓

度为 500 μg/ml、50 μg/ml、5 μg/ml 时，与血细胞混合 1 h 内，其对血细胞的延

展有明显抑制效果。当毒液浓度为 500 μg/ml 时，与血细胞混合 1 h 内，其对血

细胞的延展有明显抑制效果。并且随着唾液浓度的降低其对血细胞延展抑制减弱，

随时间的增加其对血细胞延展抑制效果减弱。BSA 和 PBS 对寄主血细胞延展无

影响。 
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图 3.3 蝶蛹金小蜂幼虫唾液对于寄主血细胞延展的影响 

Figure 3.3 Effects of different factors (Pteromalus puparum venom and larvae 

saliva) on Pieris rapae hemocyte spreading. Data are presented as means ± SE, n = 5. 

Significant differences indicated by Student’s t-test (P < 0.05). 

2.3 蝶蛹金小蜂幼虫唾液抑制寄主血细胞包囊 

蝶蛹金小蜂幼虫唾液对于寄主血细胞包囊有影响。由图 3.4 和 3.5 可知，500 

μg/ml、蛋白浓度的蝶蛹金小蜂唾液和 500 μg/ml 毒液对于寄主血细胞包囊影响一

致，均有抑制包囊的效果，且随着时间的增加抑制效果减弱。BSA 对于寄主血
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细胞包囊无影响。 

    

图 3.4 蝶蛹金小蜂幼虫唾液对于寄主血细胞包囊的影响 

Figure 3.4 The effect of the saliva of Pteromalus puparum on the encapsulation 

of host blood cells. Hemocytes were incubated for an hour in 96-well plates after being bled 

from (A) larvae saliva, (B)BSA. 
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图 3.5 蝶蛹金小蜂幼虫唾液对于寄主血细胞包囊的影响 

Figure 3.5 Effects of different factors (Pteromalus puparum venom and larvae 

saliva) on encapsulation response of hemocytes from Pieris rapae. Data are presented 

as means ± SE, n = 3. Significant differences indicated by Student’s t-test (P < 0.05). 

2.4 蝶蛹金小蜂幼虫唾液抑制寄主血淋巴黑化 

蝶蛹金小蜂幼虫唾液对于寄主血淋巴黑化有影响。由图3.6可知，活体注射

实验中，蝶蛹金小蜂幼虫唾液注射对于寄主黑化有抑制作用。 

万方数据



浙江大学硕士学位论文 第三章 蝶蛹金小蜂幼虫唾液对寄主免疫的生理学影响 

41 
 

 

图3.6 活体注射蝶蛹金小蜂幼虫唾液对于寄主黑化的影响 

Figure 3.6 Effect of in vivo injection of Pteromalus puparum larvae saliva on 

host Pieris rapae melanosis 
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图3.7 蝶蛹金小蜂幼虫唾液对寄主血淋巴PPO激活的影响 

Figure 3.7 Effect of Pteromalus puparum larvae saliva on PPO activation in the 

host Pieris rapae hemolymph 
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图 3.8 蝶蛹金小蜂幼虫唾液对寄主菜青虫血淋巴PPO激活的影响 (120 min) 

Figure 3.8 Effect of Pteromalus puparum larvae saliva on PPO activation in the 

host Pieris rapae hemolymph (120 min). Data are presented as means ± SE, n = 5. 

Significant differences indicated by Student’s t-test (P < 0.05). 

离体实验结果图 3.8 可知，500 μg/ml、250 μg/ml、125 μg /ml 蛋白浓度的蝶

蛹金小蜂唾液可抑制血淋巴 PPO 激活,并且与 BSA 及空白对照有显著性差异。

62.5 μg /ml、31.25 μg /ml 蛋白浓度的蝶蛹金小蜂唾液均不能抑制其 PPO 激活。

抑制活性比较，500 μg/ml 蛋白浓度的蝶蛹金小蜂唾液的抑制活性最强，500 μg/ml

毒液次之，31.25 μg /ml 蛋白浓度的蝶蛹金小蜂唾液的抑制活性最弱。由此可知

唾液对血淋巴 PPO 激活的影响随浓度降低而减弱。 

由图3.9和3.10可知，500 μg/ml蛋白浓度的蝶蛹金小蜂唾液可抑制血淋巴PO

活性,并且与BSA及空白对照有显著性差异。50 μg/ml、5 μg /ml蛋白浓度的蝶蛹

金小蜂唾液均不能抑制其PO活性。500 μg/ml毒液也不能抑制其寄主血细胞PO活

性。 
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图3.9 蝶蛹金小蜂幼虫唾液对寄主血淋巴PO活性的影响 

Figure 3.9 Effect of Pteromalus puparum larvae saliva on PO activity in the host 

Pieris rapae hemolymph 
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图 3.10 蝶蛹金小蜂幼虫唾液对寄主血淋巴PO活性的影响 (120 min) 

Figure 3.10 Effect of Pteromalus puparum larvae saliva on PO activity in the host 

Pieris rapae hemolymph (120 min). Data are presented as means ± SE, n = 5. Significant 

differences indicated by Student’s t-test (P < 0.05). 

2.5 蝶蛹金小蜂幼虫唾液具有抑菌作用 

由实验可知，蝶蛹金小蜂幼虫唾液具有抑菌活性。验证抑菌活性所用菌种类

型如表 3.1，选用了四种实验室常见菌种，枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌、大

肠埃希氏菌和铜绿假单胞菌。其中枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌是革兰氏阳性

菌，大肠埃希氏菌和铜绿假单胞菌是革兰氏阴性菌。其中蝶蛹金小蜂幼虫唾液对

大肠埃希氏菌的抑菌活性不明显，而对其他三种均具有比较明显的抑菌性，且随

浓度的升高其抑菌活性增强。 

表 3.1 抑菌性验证所用菌种类型 

Table 3.1 Bacterial species used for bacteriostasis verification 

拉丁名 中文名 菌类 培养温度 

Bacillus subtilis 枯草芽孢杆菌 革兰氏阳性菌 37 ℃ 

Staphylococcus aureus 金黄色葡萄球菌 革兰氏阳性菌 37 ℃ 

Escherichia coli 大肠埃希氏菌 革兰氏阴性菌 37 ℃ 

Pseudomonas aeruginosa 铜绿假单胞菌 革兰氏阴性菌 37 ℃ 

蝶蛹金小蜂幼虫唾液对于枯草芽孢杆菌具有抑菌活性。由下图 3.11 可知，

当唾液与菌液混合 6 h 后，含唾液的菌液与不含唾液的菌液菌的数量出现显著性

差异，且随浓度升高差异越大。唾液混合物能在 10 h 以内维持抑菌活性。 
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图 3.11 蝶蛹金小蜂幼虫唾液抑菌性验证（枯草芽孢杆菌） 

Figure 3.11 Verification of the bacteriostatic activity in the salivae of Pteromalus 

puparum larvae against Bacillus subtilis. Data are presented as means ± SE, n = 5. 

Significant differences indicated by Student’s t-test (P < 0.05). 

蝶蛹金小蜂幼虫唾液对于金黄色葡萄球菌具有抑菌活性。由图 3.12 可知，

当唾液与菌液混合 6 h 后，含唾液的菌液与不含唾液的菌液菌的数量出现显著性

差异，且随浓度升高差异越大。唾液混合物能在 10 h 以内维持抑菌活性。 
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图 3.12 蝶蛹金小蜂幼虫唾液抑菌性验证（金黄色葡萄球菌） 

Figure 3.12 Verification of the bacteriostatic activity in the salivae of Pteromalus 

puparum larvae against Staphylococcus aureus. Data are presented as means ± SE, n = 5. 

Significant differences indicated by Student’s t-test (P < 0.05). 

蝶蛹金小蜂幼虫唾液对于大肠埃希氏菌无明显抑菌活性。由图 3.13 可知，

当唾液与菌液混合 10 h 后，最高蛋白浓度 500 μg/ml 的唾液才有显著性差异。且

低蛋白浓度 5 μg/ml 唾液的混合物与未含唾液的菌液无显著差异。 
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图 3.13 蝶蛹金小蜂幼虫唾液抑菌性验证（大肠埃希氏菌） 

Figure 3.13 Verification of the bacteriostatic activity in the salivae of Pteromalus 

puparum larvae against Escherichia coli. Data are presented as means ± SE, n = 5. 

Significant differences indicated by Student’s t-test (P < 0.05). 

蝶蛹金小蜂幼虫唾液对于铜绿假单胞菌具有抑菌活性。由图 3.14 可知，当

唾液与菌液混合 6 h 后，含唾液的菌液与不含唾液的菌液菌的数量出现显著性差

异，且随浓度升高差异越大。唾液混合物能在 10 h 以内维持抑菌活性。 
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图 3.14 蝶蛹金小蜂幼虫唾液抑菌性验证（铜绿假单胞菌） 

Figure 3.14 Verification of the bacteriostatic activity in the salivae of Pteromalus 

puparum larvae (Pseudomonas aeruginosa). Data are presented as means ± SE, n = 5. 

Significant differences indicated by Student’s t-test (P < 0.05). 

3 讨论 

本章通过生理实验研究验证了蝶蛹金小蜂幼虫唾液对于寄主血细胞细胞免

疫和体液免疫的影响。在细胞免疫方面，蝶蛹金小蜂幼虫唾液对寄主血细胞死亡

率有影响，会引起寄主血细胞死亡。如外寄生蜂E. pennicornis的唾液分泌物含有

多种水解酶被证明可以通过细胞凋亡和致癌机制杀死宿主细胞(Richards, 2012)。

对稻飞虱唾液蛋白进行了效应活性筛选，在64 种测试的唾液蛋白中，唾液蛋白

N12，N16，N128和N143诱导本氏烟草中的细胞死亡，而 N140诱导萎黄，N122

诱导矮化表型(Rao et al., 2019)。蝶蛹金小蜂幼虫唾液能够抑制寄主血细胞的延展

和包囊。在Hyposoter fugitivus / Malacosoma disstria中，寄生24 h后血细胞不能包

囊外物，但是3 天之后，随着血细胞总数的上升，包囊能力得到恢复(Stoltz & 

Guzo, 1986)。可以假设在寄生蜂寄生24 h之后，将由幼虫唾液抑制寄主包囊反应，
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保障子代存活。如外寄生蜂Euplectrus pennicornis的幼虫可合成及分泌分子量在

14至200 kDa间的多种蛋白(Richards and Edwards, 2001)。且这些分泌蛋白含有可

杀死和改变宿主血细胞行为的抗血因子(Richards, 2012)。 

在体液免疫方面，蝶蛹金小蜂幼虫唾液可抑制寄主血淋巴黑化，避免寄生蜂

子代因寄主免疫反应死亡。如在植食性昆虫中，PPO活性与对L.decemlineata，

Melanoplus spp.和鳞翅目幼虫的抗性有关(Felton et al., 1992; Castanera et al., 1996; 

Alba-Meraz and Choe, 2002)。在飞虱唾液中检测到大量氧化还原酶（酚类酶，乙

醇酸氧化酶，过氧化物酶，二硫键 - 异构酶和过氧化物酶）。这些化合物使飞

虱更容易适应宿主。鳞翅目唾液也含有抗氧化酶（如抗氧化蛋白，过氧化物酶和

过氧化氢酶）。这些化合物可以通过减少活性氧来帮助避免昆虫识别，已知它们

是植物信号传导中的第二信使(Baxter et al., 2014)。由此推断唾液抑制黑化能使寄

生蜂幼虫更好的存活。 

吸血性昆虫为了获得血液，昆虫必须刺破宿主的皮肤，这是宿主防止病原体

感染的屏障。此时，皮肤表面微生物有机会污染其宿主循环和昆虫摄入的血液。

昆虫消化系统也可能与血液一起产生的微生物污染。也许由于这个原因，在吸血

性昆虫的唾液酸转运蛋白中发现已知具有抗微生物活性的蛋白(Ribeiro and Arca, 

2009)。而对于寄生蜂而言，寄生过程必须刺破寄主，寄主表面微生物有机会污

染寄生蜂幼虫及寄主，导致寄生蜂子代死亡。所以抑制微生物是其子代存活的保

障。通过抑菌性检测，证明蝶蛹金小蜂幼虫唾液对于枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄

球菌和铜绿假单胞菌具有抑菌活性。由此可知，幼虫唾液也许承担了抑菌的重要

作用。例如，在Helicoverpa zea的唾液中已经证实了含抗菌活性物质(Musser, 

2005)。 

众所周知，吸血性昆虫唾液可以通过干扰脊椎动物的止血，炎症和免疫来帮

助吸血性昆虫有效地获得血液。也许是因为需要抵消这些复杂和冗余的宿主反应，

吸血性昆虫进化出一种复杂的携带数十种生物活性化合物的唾液混合物(Ribeiro 

and Arca, 2009)。而对于寄生性昆虫而言，利用唾液干扰寄主免疫也许是使其后

代生存的必要方式之一。而对于抑菌性假设则可能是寄生蜂幼虫保障食物的安全

所产生的对策。例如，Cotesia congregate的幼虫唾液可以调节寄主的取食及免疫

(Adamo et al., 2016)，保障其子代的存活。综上可知，蝶蛹金小蜂幼虫唾液可通
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过抑菌作用减少微生物污染并调节寄主免疫包括血细胞死亡、延展、包囊及血淋

巴黑化，保障子代存活。 
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第四章 蝶蛹金小蜂幼虫唾液对寄主转录表达的影响 

由上章实验结果我们可知，就生理学角度而言，蝶蛹金小蜂幼虫唾液可通过

抑菌作用减少微生物污染并调节寄主免疫包括血细胞死亡、延展、包囊及血淋巴

黑化，保障子代存活。而蝶蛹金小蜂幼虫唾液对寄主而言是否有其他的影响仍需

进一步探究。随着生物信息技术的逐年发展，转录组和基因组学的相关研究日趋

成熟，为我们进一步的探究提供技术支持。本章中，我们通过分析注射唾液与

PBS 不同处理蛹的转录组数据，分析蝶蛹金小蜂幼虫唾液对于寄主菜粉蝶蛹基因

表达的影响，为后续研究奠定基础。 

1 材料与方法 

1.1 供试昆虫 

蝶蛹金小蜂和菜粉蝶幼虫饲养同第二章 1.1。 

1.2 毒液及唾液收集 

同第三章 1.2。 

1.3 蛋白浓度测定 

同第三章 1.4。 

1.4 实验组与对照组处理 

实验组：将 3 μl 含 0.03125 μg/μl 藤黄微球菌和 2 mg/ml 蝶蛹金小蜂唾液蛋白溶液

的 PBS 溶液用 10 μl 微型注射器（上海高鸽）注射入菜粉蝶蛹（简写为 ST）； 

对照组：将 3 μl 含 0.03125 μg/μl 藤黄微球菌的 PBS 溶液用 10 μl 微量注射器注射

入菜粉蝶蛹（简写为 PT）。注射藤黄微球菌是为了激活寄主免疫系统，为了能更

好模拟当寄主已发生免疫应答时唾液对寄主的作用。 

实验组与对照组重复 3 次，整虫提取 RNA 测序。 
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1.5 总 RNA 的提取 

采用 Trizol 法提取 RNA ,并用 NanoDrop 2000 微量紫外分光光度计测 RNA

的质量和浓度。 

1.6 文库构建和上机测序 

文库构建及测序均由安诺优达基因科技有限公司（Beijing,China）完成。质

量合格的文库用 Illumina 平台进行测序。测序策略为 PE150。  

其实验流程如下： 

 

图 4.1 实验流程图 

Figure 4.1 Experimental flow chart 

1.7 信息分析流程 

测序信息分析均由安诺优达基因科技有限公司（Beijing,China）完成。具体

的信息分析流程图如下： 

万方数据
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图 4.2 信息分析流程图  

Figure 4.2 Flow chart of information analysis 

1.9 定量 PCR 验证 

定量 PCR 采用 iQTM SYBR Green Supermix 试剂盒(Takara, Japan)进行操

作，使用的仪器是 BIO-RAD CFX96TM Real-Time System (Bio-Rad, USA)。定量 

PCR 所用的引物序列都是依据 Primer3 设计。引物见表 4.1。 

表 4.1 定量 PCR 验证所用引物 

Table 4.1 Primers used for qPCR analysis  

Unigene SP primer (5’-3’) AP primer (5’-3’) 

LOC110997999 CATCGTTCCGTACCTGTGGA GCAATGACGTGGACAGTTGT 

LOC111001990 TACAGCCCTGACAATGACGA CCCGTACTCAGAAGGCAGTT 

LOC110999791 GAACATAATATGCCGCGGGG CCAACCGAGCAACCTGTTTT 

LOC111000302 ACAACCAAGAAACGAAGAGGT AGGGGCAAAGTTTAACAATCCT 

LOC110992705 ATTGATTTTCCTGGCCACGG GGGAATACACAGGCGAATCG 

LOC111001772 TGATGCCGTGGATTCGTCTA CCATCATGAAGACACGCTGG 

LOC110997070 CCAACCACACAGCACATTGA GTTGACACCGAGAGTTCTGC 

LOC110997363 TACGACCTGACATTGGACCC TGTCCCATGCCCAACGATTA 

LOC110991526 CACCTGAAAACCCCGAACTG TTTACACGGACTAGAGGGGC 

LOC110998020 GGGTGTAGTATGTGGAGGCA ACGACTCCCAATCCACCAAT 

LOC110999355 TACAAACGGGACAGTCGACA TTTGCTAAAGTCGACACGCC 
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LOC111004288 ACCTGGTAGATTCGTTGGCT CATCACTTCGCCAATCCGTT 

LOC110998337 CCCTCGTGGTTTTGGACATG TGTTTGGCGCATTTCTGACA 

LOC110998564 TATCAACGTCACCACCCCAA TGGATCAGGTGGAAACGGAA 

LOC110996795 CGTTGCAACAAGGTGGTACA ACCGCTGCGATATCTTCTGA 

LOC110998585 TTCAGAGGACGGAACTGCTT GCTTTGGAAAAGGCGGTGTA 

LOC111001104 TTCTGTTTGCAATCGGTGGG GTCCATTCCGTCAAAGCCTC 

LOC110994382 CAAAAGCTGCCTTGACGAGT ATGAATCGGCCAATCCTTGC 

LOC111004164 GACACCAATACCTTGCGACC TCGGGCCATATCTTGTGACA 

LOC110991318 CAAACCGCTGGAAATGCAAC GGAGTACGGGGTGGATTAGG 

LOC110997661 CCACGAAGGGCAACTACATG GGATCGCGGATGTGTTTGAA 

LOC110995668 TGAAAAGGGTCCATTGTCGC CAACTATGGCATCAACGGGG 

LOC111003353 GTACTGGTACCATGGGCTGT AGCAACCTGAGACGAGACAA 

LOC110992901 AGTTAGCATTTGTTCGTGGTGT GCCGCTTCAACACTGTAGTAG 

LOC110997366 GGTCCCCTTGTATCGCCATA TTCTGCGAATGATGAAGCCC 

LOC110999016 ACGCAGAACAATGGCAGAAG TCCACTCTGCAACTCAACCA 

LOC110999353 TGGCCATATCCATACCCGTC GCGTTTTAGCTGCATCACTG 

2 结果 

2.1 测序数据评估 

实验组为 ST，对照组为 PT，转录组测序质量如表 4.2 所示，整体较为理想。

Clean reads 在 6.1X 107-6.3 X 107 之间，占比约 97 %-98 %。过滤后，总序列中

质量值大于 30（错误率小于 0.1 %）的碱基数的比例均在 94 %以上。 

表 4.2 实验处理转录组测序质量概况 

Table 4.2 Quality profile of transcriptome sequencing in experimental processing 

Sample 

name 

Total clean 

reads 

Clean Reads 

rate(%) 

Mapping 

rate 

Total gene 

number 

Clean Q30 Bases 

Rate(%) 

PT1 63,374,626 97.76% 0.8783 12072 94.52 

PT2 62,467,348 97.39% 0.8759 12168 94.72 

PT3 61,785,368 97.48% 0.8752 12089 94.41 

ST1 62,968,342 97.67% 0.8703 11841 94.68 

ST2 63,512,268 97.37% 0.8702 11819 94.67 

ST3 62,745,342 98.26% 0.8836 11782 94.63 

 

表 4.3 所示为转录组 reads 与参考基因组对比情况，total mapped 数据的百分
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比大于 87 %，multiple mapped 数值小于 3 %，比对情况较好。说明实验可靠且

样本选择合理，可以进行后续差异基因的分析。 

表 4.3 实验处理转录组 reads 与参考基因组比对情况 

Table 4.3 Comparison between transcriptome reads and reference genome in the 

experimental processing 

Sample name PT1 PT2 PT3 ST1 ST2 ST3 

Total Reads 63,374,626 62,467,348 61,785,368 62,968,342 63,512,268 62,745,342 

Mapped Reads 55,661,466 54,712,346 54,075,011 54,801,075 55,265,860 55,440,552 

Mapping Rate 0.8783 0.8759 0.8752 0.8703 0.8702 0.8836 

UnMapped 

Reads 
7,713,160 7,755,002 7,710,357 8,167,267 8,246,408 7,304,790 

MultiMap 

Reads 
1,560,798 1,503,356 1,699,098 1,438,203 1,393,299 1,017,857 

MultiMap 

Rate 
0.0246 0.0241 0.0275 0.0228 0.0219 0.0162 

2.2 差异表达基因分析 

分析表明，相较于注射 PBS 处理的转录组，注射唾液处理的转录组表达下

调基因较多。共检测出 219 个表达显著差异基因。与注射 PBS 的菜粉蝶蛹相比，

注射唾液的菜粉蝶蛹有 18 个基因表达上调，201 个基因表达下调（见表 4.4 及图

4.3 与 4.4）。 

表 4.4 差异表达分析结果统计表 

Table 4.4 Statistical table of differential expression analysis results 

Category Fold change Numbers Total 

Up-regulated  1-3 13 

18  3-5 3 

 5-10 2 

Down-regulated 1-3 9 

201  3-5 47 

 5-10 133 

 >10 12 

Total number  219 219 
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其中有 5.9 %和 1.3 %的 DEGs 在 mRNA 水平上上调了 1-3 倍和 3-5 倍，

另有 0.9 %的 DEGs 在 mRNA 水平上上调了 5-10 倍。下调基因的分布不同于上

调基因的分布，高度下调（>5 倍）基因的百分比为 66.2 %（其中 5-10 倍为 60.7 %，

大于 10 倍 5.4 %），另下调倍数为 3-5 倍占 21.4 %，1-3 倍为 4.1 %。 

图 4.3 差异基因聚类图                图 4.4 差异表达基因火山图 

Figure 4.3 Clustering of differential genes      Figure 4.4 Volcano map of 

differentially expressed genes 

对差异表达基因进行 GO 富集分析表明，由图 4.5 可知，ST 处理与 PT 处理

的差异表达基因富集的 GO terms 比较一致，差异表达基因主要富集在细胞组分

（cell part）、结合（binding）、细胞过程（cellular process）、代谢过程（metabolic 

process）和催化活性（catalytic activity）等方面。 
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图 4.5 实验处理后差异表达基因 GO 富集图 

Figure 4.5 GO enrichment of differentially expressed genes after experimental 

treatment 

 

图 4.6 不同处理差异表达基因 KEGG 富集图 

Figure 4.6 KEGG enrichment of differentially expressed genes in different 

treatments 
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为了进一步了解其处理后的生物学功能，对其进行了 KEGG pathway 富集分

析。结果如图 4.6 所示，有 7 条显著富集的 pathway（p-value<0.05）。氧化磷酸

化作用（Oxidative phosphorylation）是富集最为显著的通路。其他被富集的通路

有心肌收缩（Cardiac muscle contraction）、阿尔茨海默病（Alzheimer disease）、

非酒精性脂肪肝病（Non-alcoholic fatty liver disease）、氨基酸合成（Biosynthesis 

of amino acids）、亨丁顿舞蹈病（Huntington disease）、帕金森氏病（Parkinson 

disease）。 

1.8 差异表达基因筛选 

采用 TMM 方法标准化各个基因的 readcount 值，DEGseq 则用于差异表

达分析，p-value 的计算采用泊松分布模型。当|log2(FoldChang)| > 1 且 q-value < 

0.005 时，把该基因定义为差异表达基因。 

2.3 表达差异基因主要功能类别分析 

    根据注释结果和文献及资料查找后，可将表达差异基因分为九类如图 4.7 所

示，包括物质代谢（占 3.1 %）、转录和翻译调控（占 1.8 %）、免疫应答（占 14.1 %）、

转运（4.5 %）、应激反应（占 2.3 %）、细胞周期和凋亡（占 1.8 %）、呼吸和能量

代谢（占 8.2 %）、细胞骨架（占 9.1 %）和未知基因（占 54.7 %）。具体表达差

异基因分类见表 4.4。 
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图 4.7 转录组中表达差异的基因注释及分类 

Figure 4.7 Gene annotation and classification of expression differences in the 

transcriptome 
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表 4.5 表达差异基因主要功能类别分布 

Table 4.5 Distribution of major functional categories of differentially expressed genes 

Classification Unigene 
Up/Do

wn 
FoldChange p value Accession no. E-value Organism Description 

Cell cycle and 

Apoptosis 
LOC110999016 down 0.004057208 0.000237494 XP_014214056.1 2.00E-94 

Copidosoma 

floridanum 

proteasome subunit alpha 

type-7-1 

LOC111001759 down 0.00155704 1.09E-06 XP_012547118.1 0 Bombyx mori 
peptidyl-prolyl cis-trans 

isomerase E isoform X1 

LOC110993941 down 0.010505849 1.12E-08 XP_004924422.1 0 Bombyx mori 
cyclin-dependent 

kinase-like 4 

 LOC110998972 up 2.025034884 0.000589786 XP_004923510.1 2.00E-75 Bombyx mori 
protein lethal(2)essential for 

life-like 

Cytoskeleton 
LOC110998987 down 0.000477488 8.23E-05 XP_004921956.1 4.00E-31 Bombyx mori 

keratin-associated protein 

5-4-like 

LOC111004189 down 0.016000633 0.000387974 KPJ08115.1 0 Papilio machaon 
Dynein intermediate chain 

3, ciliary 
 LOC110994382 down 0.015719731 8.72E-07 XP_013187061.1 6.00E-142 Amyelois transitella myosin-2-like 

 LOC110993792 down 0.011162555 2.00E-07 XP_013195084.1 5.00E-112 Amyelois transitella 
homeobox protein 

orthopedia-like isoform X1 
 LOC110998095 down 0.005138708 0.000775139 XP_013182954.1 0 Amyelois transitella protein tilB homolog 
 LOC110995389 down 0.027752505 3.86E-06 XP_013188408.1 0 Amyelois transitella tektin-3-like 

 LOC110992015 down 0.017676342 5.65E-07 XP_013200809.1 8.00E-72 Amyelois transitella 
IQ domain-containing 

protein G-like 

 LOC110997202 down 0.044097806 5.72E-05 XP_013191379.1 0 Amyelois transitella 
RIB43A-like with 

coiled-coils protein 2 
 LOC110993870 down 0.095568454 0.000508681 KPJ10027.1 0 Papilio machaon Dynein assembly factor 1 
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Classification Unigene 
Up/Do

wn 
FoldChange p value Accession no. E-value Organism Description 

 LOC111000959 down 0.499960571 5.50E-05 XP_004932378.1 1.00E-19 Bombyx mori 
keratin, type II cytoskeletal 

2 epidermal-like 

 LOC110993110 down 0.189139095 6.52E-05 XP_014369177.1 2.00E-68 Papilio machaon 

cilia- and 

flagella-associated protein 

97-like 

 LOC110998766 down 0.123925862 0.000860389 XP_013185024.1 0 Amyelois transitella 

cilia- and 

flagella-associated protein 

58-like 

 LOC111001990 up 2.664185886 0.000350708 XP_014365701.1 8.00E-36 Papilio machaon 
ejaculatory bulb-specific 

protein 3-like 

 LOC111001004 up 12.83056414 1.23E-07 XP_012549656.1 3.00E-109 Bombyx mori 
craniofacial development 

protein 2-like 

 LOC110994233 down 0.050980088 8.70E-06 XP_012552221.1 7.00E-150 Bombyx mori 
tubulin polyglutamylase 

complex subunit 2-like 
 LOC110997661 down 0.011184146 5.60E-07 XP_013173380.1 0 Papilio xuthus tubulin alpha-1 chain-like 

 LOC111003563 down 0.002805792 1.33E-12 XP_013183622.1 0 Amyelois transitella 
tubulin polyglutamylase 

TTLL13-like 

 LOC110995645 down 0.001035675 1.82E-07 KOB64825.1 0 
Operophtera 

brumata 
Tubulin-tyrosine ligase 

 LOC110993486 down 0.000250332 4.50E-06 EHJ76274.1 0 Danaus plexippus beta-tubulin 

 LOC110998981 down 0.000165669 3.13E-09 XP_011551864.1 0 Plutella xylostella 
tubulin beta chain isoform 

X1 

Immune 

response 
LOC110999288 down 0.002044114 1.05E-05 XP_014369697.1 1.00E-165 Papilio machaon venom allergen 5-like 
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Classification Unigene 
Up/Do

wn 
FoldChange p value Accession no. E-value Organism Description 

 LOC111004201 down 0.013399287 0.000164776 XP_014367632.1 0 Papilio machaon 
zinc carboxypeptidase A 

1-like isoform X1 
 LOC111002197 down 0.0132121 0.000797731 EHJ67482.1 6.00E-121 Danaus plexippus putative sol i 3 antigen 

 LOC110996850 down 0.010188737 7.46E-07 XP_013186530.1 2.00E-152 Amyelois transitella 
traB domain-containing 

protein-like 

 LOC110995450 down 0.00721142 0.000182434 BAM19915.1 2.00E-25 Papilio xuthus 
beta-1,4-galactosyltransfera

se 
 LOC111004177 down 0.005192097 0.000549052 EHJ77597.1 6.00E-170 Danaus plexippus putative major antigen 

 LOC111003220 down 0.004200774 8.26E-07 XP_013196915.1 2.00E-178 Amyelois transitella 

coiled-coil 

domain-containing protein 

63-like 

 LOC110998495 down 0.032613576 0.000823589 XP_013177675.1 3.00E-85 Papilio xuthus 
tetraspanin-6-like isoform 

X1 
 LOC111004288 down 0.02666673 0.000102786 KPJ05579.1 4.00E-49 Papilio xuthus Phospholipid scramblase 2 

 LOC110998353 down 0.072258475 6.00E-07 XP_012547190.1 0 Bombyx mori 
TBC1 domain family 

member 19 

 LOC111004022 down 0.071630937 0.000554335 XP_012552925.1 3.00E-115 Bombyx mori 

EF-hand calcium-binding 

domain-containing protein 2 

isoform X1 

 LOC110994105 down 0.06910112 0.000411409 KPJ17479.1 4.00E-18 Papilio machaon 
FUN14 domain-containing 

protein 1 

 LOC110991526 down 0.05000472 0.000129007 XP_013137097.1 2.00E-15 Papilio polytes 

probable cyclin-dependent 

serine/threonine-protein 

kinase DDB_G0292550 
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Classification Unigene 
Up/Do

wn 
FoldChange p value Accession no. E-value Organism Description 

 LOC110997657 down 0.046793064 3.41E-05 XP_013173647.1 0 Papilio xuthus cytosol aminopeptidase-like 

 LOC111000275 down 0.042179 0.000330659 XP_013188342.1 9.00E-107 Amyelois transitella 

coiled-coil 

domain-containing protein 

42 homolog 

 LOC111000615 down 0.038863548 0.000282272 XP_014367839.1 8.00E-157 Papilio machaon 
E3 ubiquitin-protein ligase 

MARCH1-like 

 LOC111001271 down 0.072326502 0.000130035 EHJ72791.1 0 Danaus plexippus 
putative tumor suppressor 

protein 

 LOC110999355 down 0.031112691 0.000148439 EHJ75908.1 7.00E-117 Danaus plexippus 
putative forkhead box 

protein 

 LOC110998564 down 0.025921889 4.19E-05 XP_004931839.2 0 Bombyx mori 
runt-related transcription 

factor 3 isoform X1 
 LOC111001104 down 0.019057465 2.45E-07 XP_013179691.1 0 Papilio xuthus kelch-like protein 10 
 LOC111004164 down 0.012824562 3.27E-05 XP_004922942.1 0 Bombyx mori pyruvate kinase-like 

 LOC110991318 down 0.011680203 2.49E-05 EHJ73207.1 3.00E-25 Danaus plexippus 
putative F-box and WD 

domain protein 
 LOC110992705 down 0.420579666 0.000847269 XP_004924867.1 4.00E-151 Bombyx mori probable serine hydrolase 
 LOC111001772 down 0.284249641 0.000353061 XP_013143896.1 9.00E-81 Papilio polytes trypsin-7-like 

 LOC110997363 down 0.242814493 0.00043514 XP_013161934.1 3.00E-75 Papilio xuthus 
kunitz-type serine protease 

inhibitor A-like 

 LOC110996974 down 0.119664832 1.82E-05 XP_013171094.1 0 Papilio xuthus 
probable cytochrome P450 

6a14 
 LOC110997070 down 0.280942441 0.000777237 AAD09281.1 8.00E-106 Hyphantria cunea immune-related Hdd13 
 LOC110996795 down 0.025657387 5.43E-07 KPJ04197.1 0 Papilio xuthus Putative serine 
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Classification Unigene 
Up/Do

wn 
FoldChange p value Accession no. E-value Organism Description 

 LOC111000932 down 0.022260795 0.000576498 KOB71685.1 2.00E-123 
Operophtera 

brumata 

Transmembrane serine 

protease 9 

 LOC111000480 up 65.87254254 0.000292426 XP_014370556.1 0 Papilio machaon 
membrane alanyl 

aminopeptidase-like 
 LOC111004119 up 4.671767892 0.000347641 KPI95716.1 6.00E-125 Papilio xuthus Venom carboxylesterase-6 

Material 

metabolism 
LOC110994456 down 0.037774744 0.000319636 EHJ73472.1 0 Danaus plexippus hexosaminidase 

 LOC110992011 down 0.032315912 4.40E-05 XP_012544383.1 1.00E-150 Bombyx mori 

2-oxoglutarate 

dehydrogenase complex, 

mitochondrial isoform X2 

 LOC110998337 down 0.026131944 2.00E-05 EHJ67935.1 0 Danaus plexippus 
adipose triglyceride lipase 

brummer 

 LOC110991471 down 0.050270371 0.00085467 XP_004926899.1 1.00E-99 Bombyx mori 

alpha/beta hydrolase 

domain-containing protein 

11-like 
 LOC111000251 up 9.461398179 6.71E-06 XP_012550294.1 0 Bombyx mori apyrase isoform X1 
 LOC110991287 up 2.17070153 0.000264407 XP_004928608.1 0 Bombyx mori argininosuccinate synthase 
 LOC110999791 up 2.13112018 0.00046827 XP_012550532.1 3.00E-175 Bombyx mori gamma-glutamyl hydrolase  

Respiration 

and Energy 

metabolism 

LOC110992901 down 0.004183971 0.000190682 EHJ65401.1 7.00E-30 Danaus plexippus 
ubiquinol-cytochrome c 

reductase complex 

 LOC110997366 down 0.00416711 6.20E-09 XP_013179085.1 0 Papilio xuthus enolase 

 LOC110993542 down 0.003571994 0.000492687 XP_014367687.1 0 Papilio machaon 
sodium -transporting 

ATPase  
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Classification Unigene 
Up/Do

wn 
FoldChange p value Accession no. E-value Organism Description 

 LOC110991307 down 0.00221301 1.04E-08 XP_013181095.1 1.00E-130 Papilio xuthus 
adenylate kinase isoenzyme 

1-like 

 LOC110998138 down 0.000965091 2.72E-07 XP_013196927.1 2.00E-115 Amyelois transitella 
ubiquitin carboxyl-terminal 

hydrolase-like 

 LOC110993929 down 0.014729566 0.000263552 XP_013195559.1 1.00E-63 Amyelois transitella 

altered inheritance of 

mitochondria protein 

3-1-like isoform X1 

 LOC111000089 down 0.014143306 7.16E-05 XP_013162305.1 0 Papilio xuthus 
V-type proton ATPase 116 

kDa subunit a isoform 1 

 LOC110993886 down 0.008503714 2.13E-05 EHJ75927.1 5.00E-119 Danaus plexippus 

putative Mitochondrial 

2-oxoglutarate/malate 

carrier protein 

 LOC110994717 down 0.007843173 0.000743908 XP_004923307.1 7.00E-42 Bombyx mori 
MICOS complex subunit 

Mic10-like 

 LOC111000302 up 2.073490806 3.25E-05 XP_013197403.1 4.00E-40 Amyelois transitella 
cytochrome c oxidase 

assembly protein COX19 

 LOC110998585 down 0.019819901 8.04E-05 XP_004925096.1 1.00E-164 Bombyx mori 

cytochrome b-c1 complex 

subunit 2, 

mitochondrial-like 

 LOC111003330 down 0.007793071 0.000162045 XP_004932785.1 3.00E-136 Bombyx mori 

cytochrome b-c1 complex 

subunit 1, 

mitochondrial-like 

 LOC111001154 down 0.026921089 0.000151016 XP_014368320.1 0 Papilio machaon 
NADP-dependent malic 

enzyme-like 
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Classification Unigene 
Up/Do

wn 
FoldChange p value Accession no. E-value Organism Description 

 LOC111003198 down 0.020499817 0.000402334 EHJ73132.1 8.00E-117 Danaus plexippus 
vacuolar ATP synthase 

subunit D 

 LOC111000356 down 0.011559256 3.08E-05 XP_014369932.1 0 Papilio machaon 

NADH-ubiquinone 

oxidoreductase 49 kDa 

subunit-like 

 LOC110995668 down 0.009494723 0.000280541 XP_004929867.1 4.00E-118 Bombyx mori 

NADH-ubiquinone 

oxidoreductase subunit 

8-like 
 LOC110994801 down 0.004110214 8.86E-06 XP_004930241.1 2.00E-134 Bombyx mori NADH dehydrogenase 
 LOC110996311 down 0.002091036 2.56E-05 XP_013162937.1 3.00E-54 Papilio xuthus NADH dehydrogenase 

Stress 

response 
LOC111001664 down 0.003510225 0.000151538 EHJ71411.1 1.00E-45 Danaus plexippus HspB1 

 LOC110997915 down 0.001448987 2.79E-08 KOB79259.1 0 
Operophtera 

brumata 

Glutamine synthetase, 

partial 

 LOC110994979 down 0.03258672 3.78E-06 XP_013188535.1 0 Amyelois transitella 
dynein assembly factor with 

WDR repeat domains 1 

 LOC110996023 down 0.027812776 0.000362597 EHJ66472.1 0 Danaus plexippus 
putative WD repeat domain 

34 
 LOC111003529 down 0.004663161 1.04E-07 AGR84218.1 0 Melitaea cinxia heat shock protein 70-3 

Transcription

al and 

Translational 

regulation 

LOC110996700 down 0.003527169 0.000105346 EHJ66217.1 2.00E-93 Danaus plexippus 

putative 

lipopolysaccharide-induced 

transcription factor 

regulating tumor necrosis 

factor alpha 
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Classification Unigene 
Up/Do

wn 
FoldChange p value Accession no. E-value Organism Description 

 LOC111000139 down 0.030287968 8.65E-06 XP_013198035.1 2.00E-135 Amyelois transitella 
probable RNA-binding 

protein 46 

 LOC111000723 down 0.024783789 2.02E-05 XP_004925985.1 3.00E-111 Bombyx mori 
pseudouridine-5'-phosphata

se-like 
 LOC110999347 down 0.100161099 0.000521734 BAD86650.1 1.00E-56 Bombyx mori reverse transcriptase 

Transport LOC111000142 down 0.002686577 3.55E-07 XP_013161981.1 0 Papilio xuthus 

sodium- and 

chloride-dependent glycine 

transporter 1-like 

 LOC111003645 down 0.000858838 5.35E-08 KOB67521.1 0 
Operophtera 

brumata 

Mitochondrial inorganic 

phosphate carrier 

 LOC110999036 down 0.009563133 0.000486243 XP_013179110.1 3.00E-175 Papilio xuthus 

sodium-dependent nutrient 

amino acid transporter 

1-like 

 LOC110998020 down 0.049584016 0.000559654 XP_013192365.1 0 Amyelois transitella 
organic cation transporter 

protein-like 

 LOC110999353 down 0.000753253 0.000304277 AHX25881.1 0 
Helicoverpa 

armigera 
organic cation transporter 

 LOC111003353 down 0.007172503 0.000203798 EHJ66649.1 0 Danaus plexippus amino acid transporter 

 LOC111003227 up 9.242166826 0.000195695 XP_013178233.1 0 Papilio xuthus 
proton-coupled folate 

transporter-like 

 LOC111003171 up 7.559747128 0.000367364 XP_013184489.1 0 Amyelois transitella 
solute carrier family 46 

member 3-like isoform X3 

 LOC110997999 up 5.206916621 2.29E-06 XP_013133364.1 0 Papilio polytes 
organic cation transporter 

protein-like 
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Classification Unigene 
Up/Do

wn 
FoldChange p value Accession no. E-value Organism Description 

 LOC111003223 up 3.873850605 0.00086587 XP_013178297.1 0 Papilio xuthus 
proton-coupled folate 

transporter-like 

Unknown 

contigs 
120 ESTs        
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2.4  定量 PCR 验证 

为了进一步验证转录组测序的结果，随机选择了 27 个表达差异基因，其中上

调基因 4 个，下调基因 23 个，设计特异性引物，采用 RT-qPCR 验证 RNA-Seq 结

果的可靠性。RT-qPCR 结果如图 4.8 所示，注射唾液的菜粉蝶蛹与注射 PBS 的菜

粉蝶蛹相比，以下这些基因的表达变化趋势与 RNA-Seq 的结果相一致，表明转录

组测序结果可靠。 

-15 -10 -5 0 5

LOC110997999
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LOC110992705

LOC111001772

LOC110997070
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LOC110998337

LOC110998564

LOC110996795

LOC110998585

LOC111001104
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LOC111004164

LOC110991318

LOC110997661

LOC110995668

LOC111003353

LOC110992901

LOC110997366

LOC110999016

LOC110999353

Log2(Fold Change)

RNA-Seq

RT-PCR

图 4.8 qPCR 验证转录组结果可靠性 

Figure 4.8 qPCR verified the reliability of the transcriptome sequencing results 

    表 4.6 是用于验证转录组测序结果可靠性所用基因的信息，共有 27 个基因，

其中包括物质代谢相关（2 个）、免疫应答相关（12 个）、转运相关（4 个）、细胞

周期和凋亡相关（1 个）、呼吸和能量代谢相关（5 个）、细胞骨架相关（3 个）。 
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表 4.6 用于验证转录组测序结果可靠性相关基因的信息 

Table 4.6 Information of qPCR related genes for the reliability of the transcriptome 

sequencing 

Classification Unigene Up/Down Description 

Cell cycle and Apoptosis  LOC110999016 down 

proteasome subunit alpha 

type-7-1 

Cytoskeleton LOC110994382 down myosin-2-like 

 LOC111001990 up 

ejaculatory bulb-specific protein 

3-like 

 LOC110997661 down tubulin alpha-1 chain-like 

Immune response LOC111004288 down Phospholipid scramblase 2 

 LOC110991526 down 

probable cyclin-dependent 

serine/threonine-protein kinase 

DDB_G0292550 

 LOC110999355 down putative forkhead box protein 

 LOC110998564 down 

runt-related transcription factor 

3 isoform X1 

 LOC111001104 down kelch-like protein 10 

 LOC111004164 down pyruvate kinase-like 

 LOC110991318 down 

putative F-box and WD domain 

protein 

 LOC110992705 down probable serine hydrolase 

 LOC111001772 down trypsin-7-like 

 LOC110997363 down 

kunitz-type serine protease 

inhibitor A-like 

 LOC110997070 down immune-related Hdd13 

 LOC110996795 down 

Putative serine/threonine-protein 

kinase C05D10.2 

Material metabolism  LOC110998337 down 

adipose triglyceride lipase 

brummer 

 LOC110999791 up 

gamma-glutamyl hydrolase 

A-like 

Respiration and Energy 

metabolism LOC110992901 down 

ubiquinol-cytochrome c 

reductase complex 

 LOC110997366 down enolase 

 LOC111000302 up 

cytochrome c oxidase assembly 

protein COX19 

 LOC110998585 down 

cytochrome b-c1 complex 

subunit 2, mitochondrial-like 

 LOC110995668 down 

NADH-ubiquinone 

oxidoreductase subunit 8-like 

Transport  LOC110998020 down 

organic cation transporter 

protein-like 
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 LOC110999353 down organic cation transporter 

 LOC111003353 down amino acid transporter 

 LOC110997999 up 

organic cation transporter 

protein-like 

 

3 讨论 

本章通过转录组数据分析蝶蛹金小蜂幼虫唾液调控寄主生理功能的分子机理。

本章中将注射蝶蛹金小蜂唾液的菜粉蝶蛹作为处理组，注射 PBS 的菜粉蝶蛹作为

对照组，进行转录组测序并进行后续分析。通过差异表达分析，共检测出 219 个表

达显著差异基因。与注射 PBS 的菜粉蝶蛹相比，注射唾液的菜粉蝶蛹有 18 个基因

表达上调，201 个基因表达下调。证明蝶蛹金小蜂幼虫唾液的主要作用是抑制寄主

的基因表达。GO 富集分析表明，处理组与对照组的差异表达基因富集的 GO terms

比较一致，差异表达基因主要富集在 cell part、binding、cellular process、metabolic 

process 等方面。证明蝶蛹金小蜂幼虫唾液中含有蛋白质具有管家功能，并且能影

响寄主。如在鳞翅目植食性昆虫唾液中已经发现了几种唾液基因和蛋白质，其中一

些可能具有管家功能。在这些蛋白质中，有几种参与蛋白质合成、转录后和翻译后

修饰和降解(Harpel et al., 2015)。 

根据注释结果和文献及资料查找，可将表达差异基因分为九类，包括物质代谢

（占 3.1 %）、转录和翻译调控（占 1.8 %）、免疫应答（占 14.1 %）、转运（4.5 %）、

应激反应（占 2.3 %）、细胞周期和凋亡（占 1.8 %）、呼吸和能量代谢（占 8.2 %）、

细胞骨架（占 9.1 %）和未知基因（占 54.7 %）。以上一些唾液可能的功能已在一

些昆虫的唾液中发现了。如在吸血节肢动物中已发现唾液成分对宿主免疫反应有影

响。蜱的唾液创造了一个免疫抑制的生态位，以促进蜱传病原体的传播(Tyson et al., 

2007)。蚊子还分泌唾液抑制抗病毒的先天免疫反应，并调节病毒在人类宿主细胞

中的早期复制。从长红锥蝽 Rhodnius prolixus 唾液中分离得到一种 LTBP1 的载脂

蛋白，可特异性的结合半胱氨酰白三烯产物抑制寄主的炎症应答(Jablonka et al., 

2016)。如在鳞翅目植食性昆虫唾液中已经发现了一些蛋白可参与蛋白质合成、转

录后和翻译后修饰和降解(Harpel et al., 2015)。此外，在鳞翅目植食性昆虫唾液中还

存在与储存和液泡运输有关的蛋白质(例如，芳基蛋白、载脂蛋白、转运蛋白等)(Xia 
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et al., 2007; Afshar et al., 2013)。可见唾液主要影响寄主的免疫应答通路及一些未知

基因相关的通路。 
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总结 

论文的创新之处 

1. 建立了一套完整收集蝶蛹金小蜂幼虫唾液的装置和方法； 

2. 明确了蝶蛹金小蜂幼虫唾液对寄主免疫的调控作用，包括影响血细胞死亡，

抑制延展、包囊和血淋巴黑化，且具有抑菌性； 

3. 从基因转录水平初步解析蝶蛹金小蜂幼虫唾液调控寄主生理反应的分子机

理。 

论文不足之处 

1. 本论文仅进行了蝶蛹金小蜂幼虫粗唾液的研究，未进行唾液分离及组分功

能鉴定； 

2. 本论文研究仅局限于蝶蛹金小蜂幼虫唾液对寄主免疫的生理学影响，而未

涉及其对寄主神经、发育和代谢等的影响； 

3. 仅从转录水平初步探究蝶蛹金小蜂幼虫唾液对寄主的调控，未对其进行深

入研究。 

今后研究方向 

1. 对蝶蛹金小蜂幼虫唾液进行蛋白组分解析； 

2. 研究蝶蛹金小蜂幼虫唾液蛋白对寄主神经、发育和代谢等系统的影响； 

3. 深入研究蝶蛹金小蜂幼虫唾液对寄主调控的分子机理。 
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