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　 　 摘要:　 为研究烟青虫核型多角体病毒(ＨｅａｓＮＰＶ)侵染所引发的免疫机理ꎬ本试验以浓度 １０５ ＰＩＢ / μｌ、１０６

ＰＩＢ / μｌ和 １０７ ＰＩＢ / μｌ ＨｅａｓＮＰＶ 侵染 ５ 龄幼虫ꎬ分别测定了处理后烟青虫幼虫血淋巴中血细胞总量、浆血细胞和颗

粒细胞的数量、酚氧化酶(ＰＯ)的活性以及血淋巴的体外黑化率ꎬ同时还用显微镜观察了 ＨｅａｓＮＰＶ 侵染血细胞的过

程ꎮ 结果显示:与对照组相比ꎬ１０６ ＰＩＢ / μｌ和 １０７ ＰＩＢ / μｌ的 ＨｅａｓＮＰＶ 溶液处理导致 ５ 龄幼虫血淋巴中血细胞总量、
浆血细胞和颗粒细胞的数量显著上升(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ并且在感毒后 ３ ｄ 达到峰值ꎮ １０５ ＰＩＢ / μｌ的 ＨｅａｓＮＰＶ 溶液处理

后ꎬ烟青虫 ５ 龄幼虫血淋巴中血细胞总量、浆血细胞和颗粒细胞的数量呈缓慢上升趋势ꎮ １０６ ＰＩＢ / μｌ的 ＨｅａｓＮＰＶ
溶液处理的 ５ 龄幼虫的 ＰＯ 活性先增长后下降ꎮ 在连续观察的 ５ ｄ 内ꎬ对照组幼虫血淋巴体外黑化率始终为

１００％ꎬ而处理组幼虫血淋巴体外黑化率呈下降趋势ꎮ 以上结果说明ꎬ烟青虫幼虫血淋巴中的细胞免疫和体液免疫

在 ＨｅａｓＮＰＶ 侵染防御中发挥了重要作用ꎬ幼虫感染病毒后通过血细胞数量的增加和 ＰＯ 活性的升高来清除外来病

原物ꎮ
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　 　 烟青虫(Ｈｅｌｉｏｔｈｉｓ ａｓｓｕｌｔａ)ꎬ属鳞翅目夜蛾科ꎬ是
烟田中的主要害虫ꎬ对烟叶的产量和质量造成了极

大的影响ꎬ除危害烟草外ꎬ烟青虫还危害辣椒、棉花、
玉米、番茄等经济作物[１￣２]ꎮ 烟青虫核型多角体病毒

(Ｈｅｌｉｏｔｈｉｓ ａｓｓｕｌｔａ ｎｕｃｌｅｏｐｏｌｙｈｅｄｒｏｖｉｒｕｓꎬＨｅａｓＮＰＶ)是

烟青虫自然种群密度的重要调节因子ꎬ对烟青虫幼

虫具有较高的感染力ꎬ是一种应用前景较好的病毒

杀虫剂[３￣４]ꎮ 昆虫在长期的进化过程中发展形成了

一套独特的血淋巴免疫系统ꎬ包括细胞免疫和体液

免疫ꎮ 血细胞执行的细胞免疫主要表现为包裹、吞
噬及黑化反应ꎬ与体液免疫调节因子酚氧化酶、抗菌

肽、血浆蛋白酶等共同作用发挥免疫机制[５￣６]ꎮ 而鳞

翅目昆虫的血细胞主要分为原血细胞、浆血细胞、颗
粒细胞、类绛色细胞和珠血细胞 ５ 种类型ꎮ 其中浆

血细胞和颗粒细胞是昆虫的主要免疫细胞[７]ꎮ 黑

化现象[８￣１０]则是由于昆虫体液免疫反应中的酚氧化

酶(ＰＯ)催化酪氨酸形成多巴ꎬ并将多巴氧化为醌ꎬ
最终形成黑色素造成的ꎮ 昆虫机体往往通过黑化作

用清除外来病原物ꎮ 目前ꎬ关于昆虫感染核型多角

体病毒(ＮＰＶ)之后的血淋巴免疫应激反应在玉米

螟、斜纹夜蛾、棉铃虫等昆虫中报道较多[１１￣１３]ꎬ如ꎬ
亚洲玉米螟幼虫受大肠杆菌侵染 １２ ｈ 后ꎬ其血清中

的谷胱甘肽过氧化物酶、谷胱甘肽还原酶、谷胱甘

肽￣Ｓ￣转移酶的活性明显升高ꎬ以清除体内过多的活

性氧自由基ꎬ防止其毒害ꎮ 而有关烟青虫感染 ＮＰＶ
之后的血淋巴变化尚不清楚ꎮ 本试验研究感染核型

多角体病毒(ＨｅａｓＮＰＶ)的烟青虫血细胞数量、酚氧

化酶活性及黑化现象ꎬ旨在探究病毒感染靶标昆虫

的免疫机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试材料

烟青虫核型多角体病毒(ＨｅａｓＮＰＶ)采自安顺

宁谷烟草田中感病的烟青虫幼虫ꎬ并在室内增殖 ２
次后所得ꎮ 将感病的烟青虫幼虫死尸进行匀浆ꎬ然
后将粗提液差速离心并稀释至试验浓度ꎮ

采自同一烟草田的健康幼虫在室内按照董钧锋

等[１４]的方法采用人工饲料进行传代饲养ꎮ 供试幼

虫选择传代 ２ 次、刚刚蜕皮的、生长状况一致的 ５ 龄

幼虫ꎮ 处理组分别喂食浓度为 １０５ ＰＩＢ / μｌ、 １０６

ＰＩＢ / μｌ和 １０７ ＰＩＢ / μｌ的病毒溶液 １００ μｌ(分别为处

理 １、处理 ２ 和处理 ３)及与病毒溶液等体积的人工

饲料ꎬ对照组喂食等量的未做任何处理的人工饲料ꎮ
试验幼虫置于人工气候培养箱内饲养ꎬ温度(２６±１)
℃ꎬ相对湿度 ８０％~ ８５％ꎬ光周期 Ｌ / Ｄ ＝ １４ ｈ / １０ ｈꎮ
在处理之前ꎬ先让试验幼虫处于饥饿状态 ８ ｈꎬ以保

证幼虫将所有饲料吃完ꎮ
１.２　 试验设计

该试验设置为 ５ 龄烟青虫幼虫感毒后 １ ｄ、２ ｄ、
３ ｄ、４ ｄ、５ ｄ 共 ５ 个不同时间处理ꎬ每个处理 ２０ 只幼

虫ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎮ 分别观察幼虫感毒后不同

时间的血细胞总量变化及颗粒细胞、浆血细胞的数

量变化ꎬ以及幼虫血淋巴黑化的情况和血淋巴中酚

氧化酶的活性变化ꎮ 对照组为生长状况一致、同等

数量的同龄期的健康幼虫ꎮ
１.３　 血淋巴的收集

取试验幼虫用清水冲洗 ２~３ 次ꎬ并用酒精棉擦

拭其身体表面消毒ꎬ然后将其置于冰上冷冻ꎬ再用消

过毒的剪刀将其腹足剪破ꎬ用毛细管收集流出的血

淋巴ꎬ并转移至带有抗凝剂的冷冻的离心管中ꎬ在 ４
℃、１ ０００ ｒ / ｍｉｎ下离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液作为血清ꎬ
置于－２０ ℃冰箱备用ꎮ
１.４　 血细胞的计数

分别采集感毒后 １ ｄ、２ ｄ、３ ｄ、４ ｄ、５ ｄ 处理组和

对照组的 ５ 龄烟青虫幼虫的血淋巴ꎮ 采用血细胞计

数板对血细胞计数ꎮ 在清洁的血细胞计数板上加一

盖玻片ꎬ吸取 ２０ μｌ 血细胞悬液滴加在盖片边缘ꎬ使
悬液充满盖片和计数板之间ꎬ多余的液体用吸水纸

吸出ꎮ 然后放在 ＯＬＹＭＰｕＳ ＢＸ５１ 型显微镜下开始

计数ꎮ 数据结果为 ３ 次重复的平均值ꎮ
１.５　 ＨｅａｓＮＰＶ 侵染血细胞的过程观察

取感毒浓度为 １０６ ＰＩＢ / μｌ的幼虫血淋巴制成装

片ꎬ置于 ＯＬＹＭＰＵＳ ＢＸ５１ 型显微镜下观察其血细胞

的形态变化ꎮ
１.６　 蛋白质浓度的测定

血清中蛋白质浓度的测定采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ[１５]的方

法ꎮ 以牛血清白蛋白(ＢＳＡ)制备蛋白浓度标准曲

线ꎮ 然后根据标准曲线计算样品浓度ꎮ
１.７　 酚氧化酶活性的测定

参照冯从经等[１６]的方法ꎬ分别取 ５０ μｌ 感毒浓度

为 １０６ ＰＩＢ / μｌ不同时间处理的血清及 ４０ μｌ ０.１ ｍｏｌ / Ｌ
氯代十六烷基吡啶(ＣＰＣ)于比色杯中混匀ꎬ３０ ℃下

温育 １０ ｍｉｎꎬ再加入 ５０ μｌ ０􀆰 ０２ ｍｏｌ / Ｌ Ｌ￣３ꎬ４ 二羟基

苯丙氨酸(Ｌ￣ＤＯＰＡ)作为底物继续温育 １ ｍｉｎꎬ加入

９８７张海玲等:核型多角体病毒对烟青虫血淋巴的影响



ＣＡＣ(二甲胂酸钠)缓冲液至总体积 ３.０ ｍｌꎬ测定 ４９０
ｎｍ 处 １ ｍｉｎ 内吸光值的增大值ꎮ 以每毫克蛋白吸光

值增大 ０􀆰 ００１ 为 １ 个酶单位ꎬ并设置空白管、样本管ꎬ
重复 ３ 次ꎬ计算酚氧化酶的活性ꎮ
１.８　 血淋巴的体外黑化反应观察

参照冯从经等[１６]的方法ꎬ将未稀释并加入二苯

氨基脲的感毒浓度为 １０６ ＰＩＢ / μｌ的烟青虫幼虫血淋

巴滴在 Ｐａｒａｆｉｌｍ 膜上ꎬ在室温下放置 ２０ ｍｉｎꎬ观察血

淋巴颜色的变化ꎮ 当颜色由淡乳白色变为黑褐色记

为正常黑化ꎬ而仍保持原来颜色的记为黑化反应被

抑制ꎮ 每组观察 ２０ 只存活幼虫血淋巴的黑化情况ꎬ
并计算黑化率ꎮ 处理组和对照组各重复 ３ 次ꎮ
１.９　 数据处理

利用 Ｅｘｃｅｌ 计算每个处理组烟青虫幼虫血淋巴

的体外黑化率及其酚氧化酶的活性ꎬ采用 ＳＰＳＳ１６.０
软件对试验数据进行分析处理ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＨｅａｓＮＰＶ 侵染烟青虫幼虫血细胞的过程

当烟青虫幼虫感染 １０６ ＰＩＢ / μｌ ＨｅａｓＮＰＶ 后 １
ｄꎬ其血细胞形态完整ꎬ轮廓清晰ꎬ细胞内容物完好

(图 １Ａ)ꎻ感毒后 ２ ｄꎬ少量病毒粒子开始吸附在血

细胞表面并慢慢侵染细胞内ꎬ同时伴有细胞变形、内
容物严重受损和细胞空泡化现象(图 １Ｂ、图 １Ｃ、图
１Ｄ)ꎻ感毒后 ３ ｄꎬ病毒粒子已开始在血细胞内大量

繁殖ꎬ并占据了整个细胞(图 １Ｅ、图 １Ｆ)ꎻ感毒后 ４~
５ ｄꎬ血细胞膜破裂ꎬ大量的病毒粒子释放ꎬ接着又侵

染其他的血细胞(图 １Ｇ)ꎮ

Ａ 表示感染病毒后 １ ｄꎻＢ、Ｃ、Ｄ 表示感染病毒后 ２ ｄꎻＥ、Ｆ 表示感染病毒后 ３ ｄꎻＧ 表示感染病毒后 ４~５ ｄꎮ
图 １　 ＨｅａｓＮＰＶ 侵染烟青虫 ５ 龄幼虫血细胞的过程

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ＨｅａｓＮＰＶ ｉｎｆｅｃｔｉｎｇ ｈｅｍｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ５ｔｈ ｉｎｓｔａｒ ｌａｒｖａｅ ｏｆ Ｈｅｌｉｏｔｈｉｓ ａｓｓｕｌｔａ

２.２　 ＨｅａｓＮＰＶ 对烟青虫幼虫血细胞数量的影响

从图 ２ 可以看出ꎬ试验幼虫在感染 １０６ ＰＩＢ / μｌ
(处理 ２)和 １０７ ＰＩＢ / μｌ(处理 ３)ＨｅａｓＮＰＶ １ ｄ、２ ｄ、３
ｄ 后ꎬ其血细胞总量与对照组相比差异达显著水平

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ并且试验幼虫的血细胞总量从感毒后 １
ｄ 到感毒后 ３ ｄ 呈上升趋势ꎬ在感毒后 ３ ｄ 达至峰

值ꎬ分别为每 １ μｌ 血液中含血细胞 ８３× １０４ 个和

１１５×１０４ 个ꎬ在 ５ ｄ 后血细胞总量显著下降 (Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ其中感染 １０６ ＰＩＢ / μｌ ＨｅａｓＮＰＶ 的处理组为

对照组的 ５８％ꎬ而感染 １０７ ＰＩＢ / μｌ ＨｅａｓＮＰＶ 的处理

组仅为对照组的 ３２％ꎮ 感染 １０５ ＰＩＢ / μｌ ＨｅａｓＮＰＶ
(处理 １)的试验幼虫的血细胞总量在感毒 １~３ ｄ 时

并无明显变化ꎬ在 ５ ｄ 时显著升高ꎬ达到每 １ μｌ 血液

４８×１０４个细胞ꎬ约为对照组的 １.５ 倍ꎮ 可见ꎬＨｅａｓ￣
ＮＰＶ 处理浓度越高ꎬ试验幼虫的血细胞总量受到的

影响越大ꎮ
　 　 感染不同浓度的 ＨｅａｓＮＰＶ 时ꎬ试验幼虫的浆血

细胞和颗粒细胞的数量也有明显变化(图 ３、图 ４)ꎮ
感染 １０６ ＰＩＢ / μｌ (处理 ２) 和 １０７ ＰＩＢ / μｌ (处理 ３)
ＨｅａｓＮＰＶ 的试验幼虫的浆血细胞和颗粒细胞的数

量都在感毒后 ３ ｄ 达到最高值ꎬ其中ꎬ感染 １０６

ＰＩＢ / μｌ ＨｅａｓＮＰＶ 的试验幼虫的浆血细胞和颗粒细

胞分别为每 １ μｌ 血液２８×１０４个细胞和每 １ μｌ 血液

３０×１０４个细胞ꎬ而感染 １０７ ＰＩＢ / μｌ ＨｅａｓＮＰＶ 的试验
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对照:喂食 １００ μｌ 未做任何处理的人工饲料ꎻ生理盐水:喂食

１００ μｌ 生理盐水和等体积的人工饲料ꎻ处理 １、处理 ２ 和处理 ３

分别喂食浓度为 １０５ ＰＩＢ / μｌ、１０６ ＰＩＢ / μｌ和 １０７ ＰＩＢ / μｌ的病毒溶

液 １００ μｌ 和等体积的人工饲料ꎮ 图中不同小写字母表示差异达

显著水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ２　 不同浓度 ＨｅａｓＮＰＶ 对烟青虫 ５ 龄幼虫血细胞总量的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＨｅａｓＮＰＶ ｏｎ ｔｈｅ ｔｏ￣
ｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｈｅｍｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ５ｔｈ ｉｎｓｔａｒ ｌａｒｖａｅ ｏｆ Ｈ.
ａｓｓｕｌｔａ

幼虫的浆血细胞和颗粒细胞分别为每 １ μｌ 血液３２×
１０４个细胞和每 １ μｌ 血液３８×１０４个细胞ꎮ 感染 １０５

ＰＩＢ / μｌ ＨｅａｓＮＰＶ(处理 １)的试验幼虫的浆血细胞和

颗粒细胞数量都缓慢上升ꎬ颗粒细胞在感毒后 １ ｄ
最低ꎬ为每 １ μｌ 血液９.２×１０４个细胞ꎬ而浆血细胞在

感毒后 ２ ｄ 最低ꎬ为每 １ μｌ 血液９.６×１０４个细胞ꎮ 说

明浆血细胞和颗粒细胞作为烟青虫幼虫的主要免疫

细胞ꎬ当试验幼虫的感毒浓度越高时ꎬ其数量变化越

快ꎬ并且在一定时期内ꎬ通过其数量的增加来抵御外

来病原物的入侵ꎮ
２.３　 ＨｅａｓＮＰＶ 对烟青虫幼虫血淋巴体外黑化的

影响

　 　 从图 ５ 可知ꎬ健康的烟青虫幼虫血淋巴体外

黑化率始终为 １００％ꎬ而感毒的烟青虫幼虫随着

感毒时间的延长和日龄的增长ꎬ其血淋巴体外黑

化率逐渐下降ꎬ在感毒后 ５ ｄ 黑化率下降至最低ꎮ
说明核型多角体病毒抑制了烟青虫幼虫血淋巴

黑色素的产生ꎬ使其更易于在宿主体内生存并大

量繁殖ꎮ
２.４　 ＨｅａｓＮＰＶ 对烟青虫幼虫血淋巴酚氧化酶活性

的影响

　 　 由表 １ 可知ꎬ在连续观察的 ５ ｄ 内ꎬ健康幼虫血

淋巴酚氧化酶的活性缓慢上升ꎬ但差异不显著(Ｐ>
０􀆰 ０５)ꎬ而感毒幼虫的血淋巴酚氧化酶活性呈现先

对照:喂食 １００ μｌ 未做任何处理的人工饲料ꎻ生理盐水:喂食

１００ μｌ 生理盐水和等体积的人工饲料ꎻ处理 １、处理 ２ 和处理 ３

分别喂食浓度为 １０５ ＰＩＢ / μｌ、１０６ ＰＩＢ / μｌ和 １０７ ＰＩＢ / μｌ的病毒溶

液 １００ μｌ 和等体积的人工饲料ꎮ 图中不同小写字母表示差异达

显著水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ３　 不同浓度 ＨｅａｓＮＰＶ 对烟青虫 ５ 龄幼虫浆血细胞数量的影

响

Ｆｉｇ.３ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＨｅａｓＮＰＶ ｏｎ ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｌａｓｍａｔｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ５ｔｈ ｉｎｓｔａｒ ｌａｒｖａｅ ｏｆ Ｈ.
ａｓｓｕｌｔａ

对照:喂食 １００ μｌ 未做任何处理的人工饲料ꎻ生理盐水:喂食

１００ μｌ 生理盐水和等体积的人工饲料ꎻ处理 １、处理 ２ 和处理 ３

分别喂食浓度为 １０５ ＰＩＢ / μｌ、１０６ ＰＩＢ / μｌ和 １０７ ＰＩＢ / μｌ的病毒溶

液 １００ μｌ 和等体积的人工饲料ꎮ 图中不同小写字母表示差异达

显著水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ４　 不同浓度 ＨｅａｓＮＰＶ 对烟青虫 ５ 龄幼虫颗粒细胞数量的影

响

Ｆｉｇ.４ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＨｅａｓＮＰＶ ｏｎ ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｒａｎｕｌａｒ ｈｅｍｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ５ｔｈ ｉｎｓｔａｒ ｌａｒｖａｅ
ｏｆ Ｈ. ａｓｓｕｌｔａ

增长后降低的趋势ꎮ 在感毒后 １ ｄꎬ其血淋巴酚氧化

酶活性开始逐渐增加ꎬ并在感毒后 ２~ ３ ｄ 与对照组

的差异达到显著水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ在感毒后 ３ ｄ 达到

峰值ꎬ为 １８􀆰 ２６ Ｕ / ｍｇꎬ是对照组的 ２􀆰 １４ 倍ꎮ 感毒 ３
ｄ 后ꎬ其血淋巴酚氧化酶活性呈下降趋势ꎮ
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对照:喂食 １００ μｌ 未做任何处理的人工饲料ꎻ处理组:喂食浓度

为 １０６ ＰＩＢ / μｌ的病毒溶液 １００ μｌ 和等体积的人工饲料ꎮ 图中不

同小写字母表示差异达显著水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ不同大写字母表示

差异达极显著水平(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ５　 ＨｅａｓＮＰＶ 对烟青虫 ５ 龄幼虫血淋巴黑化率的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨｅａｓＮＰＶ ｏｎ ｍｅｌａｎｉｚａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｈｅｍｏｌｙｍｐｈ
ｏｆ ｔｈｅ ５ｔｈ ｉｎｓｔａｒ ｌａｒｖａｅ ｏｆ Ｈ. ａｓｓｕｌｔａ

表 １　 ＨｅａｓＮＰＶ 对烟青虫 ５ 龄幼虫血淋巴酚氧化酶活性的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨｅａｓＮＰＶ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＰＯ ｉｎ ｔｈｅ ｈｅｍｏｌｙｍｐｈ
ｏｆ ｔｈｅ ５ｔｈ ｉｎｓｔａｒ ｌａｒｖａｅ ｏｆ Ｈ. ａｓｓｕｌｔａ

处理时间
(ｄ)

血淋巴酚氧化酶活性 (Ｕ / ｍｇ)

健康幼虫 感毒幼虫

１ ３.８６±０.２３ａ ４.５２±０.４５ａ

２ ５.３４±０.３５ａ ９.８９±０.３２ｂ

３ ８.５５±０.２８ａ １８.２６±０.２１ｂ

４ １１.５９±０.３４ａ １２.６７±０.５３ａ

５ １３.２７±０.４２ａ ８.４５±０.３７ｂ

３　 讨 论

昆虫血淋巴是昆虫受到外界病原体侵染时发挥

免疫防御的主要防线之一ꎬ在昆虫免疫系统中占有

重要地位ꎮ 据研究报道ꎬ昆虫在受到外界病原体刺

激时ꎬ其血细胞数量也会发生明显变化ꎮ 晓帆等[１７]

将病原线虫注入大蜡螟幼虫的血腔内ꎬ结果发现ꎬ在
处理后 １２ ｈ 幼虫的血淋巴总量比对照组上升了

８.０３％~１９􀆰 ０８％ꎬ同时ꎬ血细胞总数也达到了高峰ꎮ
本试验结果显示烟青虫幼虫在感染浓度为 １０６

ＰＩＢ / μｌ和 １０７ ＰＩＢ / μｌ的病毒时ꎬ其血细胞总量及浆

血细胞和颗粒细胞的数量都是先上升后下降ꎮ 这一

结果与季香云等[１２] 的研究结论相似ꎮ 分析原因可

能是因为 ＨｅａｓＮＰＶ 的入侵刺激了烟青虫幼虫的免

疫系统ꎬ在细胞免疫方面呈现出血细胞数量的增多ꎬ

而浆血细胞和颗粒细胞作为鳞翅目昆虫的两大类主

要免疫细胞ꎬ数量也大大增加ꎮ 随着 ＨｅａｓＮＰＶ 侵染

宿主时间的延长ꎬ病毒粒子大量繁殖ꎬ所消耗的血细

胞已远远超过幼虫体内所释放的血细胞数量ꎬ所以

血细胞又呈现出下降的趋势ꎮ 感染浓度为 １０５

ＰＩＢ / μｌ病毒的烟青虫幼虫在连续观察的 ５ ｄ 内ꎬ其
血细胞总量及浆血细胞和颗粒细胞的数量都呈现出

缓慢上升的趋势ꎬ可能是由于病毒数量有限所消耗

的血细胞数量也有限ꎬ随着病毒粒子的缓慢扩增ꎬ昆
虫血细胞数量也缓慢上升ꎮ

酚氧化酶(ＰＯ)是昆虫体内一类重要的氧化酶ꎬ
在昆虫的正常生长发育及免疫防御中发挥着重要的

生理机制ꎮ 张道伟等[１８] 利用同源克隆的方法在体

外获得德国小蠊酚氧化酶基因(ＢｇＰＯ) ｃＤＮＡ 的全

长ꎬ并在血淋巴和表皮中成功表达ꎬ经大肠杆菌诱导

后发现 ＢｇＰＯ 的表达量在诱导后 ２４ ｈ 开始升高ꎬ并
在 ３６ ｈ 达到峰值ꎮ 在本试验过程中发现ꎬ健康幼虫

的血淋巴体外黑化率在连续观察的 ５ ｄ 内始终为

１００％ꎬ而感毒幼虫的血淋巴体外黑化率呈下降趋

势ꎬ说明 ＨｅａｓＮＰＶ 的入侵抑制了幼虫体内黑色素的

产生ꎮ 这与冯从经等[１６]、季香云等[１２] 的研究结果

一致ꎬ可能是因为研究者所采用的试验昆虫都属于

鳞翅目夜蛾科类ꎬ所以才出现了同样的免疫反应ꎮ
那么ꎬ感毒幼虫的血淋巴黑化率降低是否与 ＰＯ 的

活性变化有直接关系呢? 尹丽红等[１９] 发现棉铃虫

被齿唇姬蜂寄生后ꎬ其血淋巴的体外黑化率显著下

降ꎬ酚氧化酶的活性被抑制ꎬ且寄生 ４８ ｈ 后ꎬ血浆中

酚氧化酶的活性降低约 ８３％ꎮ 在本试验中发现ꎬ感
毒幼虫血淋巴的 ＰＯ 活性呈现出先上升后下降的变

化趋势ꎮ 分析原因可能是因为病毒粒子的入侵激活

了 ＰＯ 酶原ꎬ使 ＰＯ 活性增高ꎬ但随着病毒侵入宿主

时间的延长ꎬ病毒粒子大量扩增ꎬ破坏了昆虫的免疫

系统ꎬ使 ＰＯ 活性增高的级联反应受到抑制ꎬ导致

ＰＯ 活性减弱ꎮ 这也说明了不同昆虫在应对外来刺

激时ꎬ其酚氧化酶的工作机理也不尽相同ꎮ 同时ꎬ感
毒的烟青虫幼虫的血淋巴黑化率一直下降ꎬ而血淋

巴中 ＰＯ 活性先上升后下降ꎬ也说明了 ＰＯ 活性的变

化并非是导致血淋巴黑化的直接原因ꎮ 而烟青虫幼

虫细胞免疫和体液免疫之间是如何协同作用共同抵

御外来病原体的分子免疫机理尚不清楚ꎬ有待于进

一步探索研究ꎮ
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