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褐飞虱若虫中肠凋亡细胞的检测
*

汪晓雪 刘晓黎 杨之帆


(湖北大学生命科学学院 武汉 430062)

摘 要 为揭示褐飞虱 Niloparvata lugens Stl 若虫在发育过程中中肠的凋亡细胞，使用末端脱氧核苷酸转移酶介

导的 dUTP-生物素断端标记法(TUNEL)进行中肠组织切片检测，结果表明，1 ～ 5 龄若虫中肠分别存在 2% ～ 5%

的凋亡细胞。利用 4′，6-二脒基-2-苯基吲哚二盐酸(DAPI)染色法检测表明，存在Ⅰ，Ⅱa 和Ⅱb 期凋亡的细胞核，

其特征包括染色体浓缩、边缘化及细胞核碎裂。透射电子显微镜检测结果表明，早期凋亡的细胞呈现染色质浓

缩、边缘化特征，晚期凋亡的细胞出现细胞核碎裂、形成凋亡小体及细胞质空泡化等。本研究揭示了在正常发育

过程中褐飞虱若虫中肠有少量的细胞发生了凋亡。通过人工干预的方式调控中肠细胞的凋亡进程有可能使之成

为防治该水稻害虫的新靶标。
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Detection of midgut apoptosis in Nilaparvata lugens larvae

WANG Xiao-Xue LIU Xiao-Li YANG Zhi-Fan

(College of Life Sciences，Hubei University，Wuhan 430062，China)

Abstract Midgut apoptosis was investigated in the brown planthopper ( Nilaparvata lugens Stl， Hemiptera:

Delphacidae) larvae. A terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling ( TUNEL) assay

revealed that two to five percent of the 1 st － 5 th larval instar midgut cells showed typical fluorescent signals representing

genomic DNA cleavage. 4′， 6 － diamidino-2-phenylindole ( DAPI ) staining revealed apoptotic nuclei presenting

characteristic features in apoptosis stage Ⅰ，Ⅱ a and Ⅱ b; including chromatin condensation，margination and nuclear

fragmentation. Transmission electron microscopy revealed that early stage apoptotic midgut cells had apoptotic nuclear

morphology，such as chromatin condensation and margination，while late stage cells had broken nuclei，apoptotic bodies

and vacuolization of the cytoplasm. These findings demonstrate that a small percentage of the midgut cells of N. lugens

larvae undergo apoptosis during normal development. It may be possible to regulate N. lugens midgut apoptosis artificially

thereby making this process a novel method of control for this species.

Key words Nilaparvata lugens，midgut，apoptosis

凋亡是程序化细胞死亡的一种方式，其特征

是基因组 DNA 经凋亡激活的内切核酸酶作用而
片段化，许多重要的蛋白被降解，细胞最终被分割

包裹成凋亡小体(Hengartner，2000)。与细胞坏死
不同，凋亡的细胞被临近的细胞吞噬而不发生裂

解，避免了出现炎症反应 ( Evan and Littlewood，
1998)。正常生理过程中的各种信号分子以及环

境因子均可诱导细胞发生凋亡(McConkey et al.，
1990)。
昆虫中肠是消化系统中所占比例较大的部

分，在食物消化和营养物质吸收方面发挥了重要

作用，同时也是病源微生物、杀虫剂和植物毒素的
靶标(Wigglesworth，1972)。有关昆虫中肠细胞凋
亡的研究已有诸多报道。例如果蝇 Drosophila
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melanogaster若虫中肠细胞受类固醇激素调控而发
生凋亡的现象及机理研究得较为广泛深入( Jiang
et al.，1997)。在蜜蜂若虫正常的发育过程中中
肠少数细胞被证实发生了凋亡 ( Gregorc and
Bowen，1996; 1997)。经细菌 Paenibacillus larvae，
杀 螨 剂 双 甲 脒 ( Amitraz ) 和 土 霉 素
(Oxytetracycline)处理后，蜜蜂若虫的中肠凋亡细
胞的数量增加(Gregorc and Bowen，2000)。在库
蚊 Culex pipiens 的变态发育过程中以及被疟原虫
卵寄生之后均观察到了中肠细胞凋亡的现象(Han
et al.，2000; Nishiura and Smouse，2000; Hopwood
et al.，2001)。库蚊 Culex pipiens 取食了被西尼罗
河病毒(west nile virus)感染的血细胞后，部分中
肠上皮细胞发生了凋亡(Vaidyanathan and Scott，
2006)。一种使毛虫松软的基因(mcf)编码的大分
子毒素被证实能诱导昆虫血细胞和中肠上皮细胞

的凋亡，从而具有一定的杀虫功能(Daborn et al.，
2002)。然而同翅目昆虫的若虫在正常的发育过
程中是否也发生中肠细胞凋亡的现象至今未见报

道，是一个值得研究的问题。
褐飞虱 Nilaparvata lugens Stl 是同翅目飞虱

科的昆虫，是一种非常重要的农业害虫。它通过
吸食韧皮部的光合产物而直接为害水稻，还能传

播水稻病毒病引起间接危害( Ling et al.，1978)。
科学治理褐飞虱是保证水稻产量的重要前提条件

之一。在本研究中，作者证实了在褐飞虱若虫正
常的发育过程中同样存在中肠细胞凋亡的现象，

这为全面了解褐飞虱若虫的发育进程及揭示其中

肠细胞凋亡的发生机理提供了一定的参考数据。

1 材料与方法

1. 1 褐飞虱材料、试剂和仪器
褐飞虱种群饲养在感虫水稻品种台中 1 号

(TN1)上，条件为(25 ± 2)℃，相对湿度 80%，光周
期 L∶ D = 16 ∶ 8。收集 1 ～ 5 龄若虫用于固定和切
片。另备一份 4 龄若虫中肠的超薄切片用于电子
显微镜观察。
原位杂交试剂盒( In Situ Cell Death Detection

Kit)为德国 Roche Applied Science 公司产品;液体
石蜡 molten paraffin、树脂包埋剂 Spurr resin 和 4′，
6-二脒基-2-苯基吲哚二盐酸 ( DAPI) 均为美国
Sigma 公司产品;其它试剂为国产分析纯。

HistoSTAT 820 切 片 机 为 美 国 Reichet

Scientific Instruments 公司产品;BX51 系统荧光显
微镜为日本 Olympus 公司产品; CoolSNAP 数码
CCD 成像系统和 相 关 软 件 为 美 国 Cambridge
Research ＆ Instrumentation (CRI)，Inc 公司产品;
PXS-1040 型体视显微镜为浙江托普仪器有限公司
产品;LKB-5 超薄切片机为瑞典 LKB 公司产品;
Hitachi-600 扫描电子显微镜为日本 Hitachi 公司产
品。

1. 2 TUNEL 检测
若虫在含 4%多聚甲醛的 PBS(NaCl 150 mM，

KCl 27 mM，Na2HPO4 100 mM，KH2PO4 20 mM，
pH 7. 4)缓冲液中固定 24 h，脱水透明后包埋于液
体石蜡中。使用 HistoSTAT 820 切片机对若虫样
品进行腹部横切，切片厚度为 5 μm，随后展片于
洁净的载玻片上并自然风干制成装片。装片在二
甲苯中脱蜡，期间更换 3 次二甲苯，每次处理 5
min。使用不同浓度梯度的乙醇 ( 100%、95%、
85%、70%，30%，每种梯度 5 min)复水。每张切
片滴加 50 μL 不含 DNase 的蛋白酶 k ( 20 μg /
mL)，置于 25℃处理 15 min。切片用 PBS 缓冲液
淋洗 3 次，在样品上覆盖 50 μL 的含末端脱氧核
苷转移酶(TdT)的 TUNEL 反应混合液，置于 37℃
保温 60 min 以进行标记反应。用 PBS 缓冲液淋洗
3 次。负对照用不含转移酶的 TUNEL 反应混合液
处理;作正对照的切片先用 50 μL 的 DNase Ⅰ(浓
度为 0. 01 U /μL)于 25℃处理 10 min 再进行标记。
在 Olympus BX51 系统荧光显微镜下观察切片，激
发光和发射光的波长分别为 485 nm、528 nm;使用
CoolSNAP 数码 CCD 进行图象拍摄。每一龄若虫
选取 5 个大小均一的个体进行处理并切片，再选
取来源于同一个若虫的 3 张完整的装片进行观
察。

1. 3 DAPI 染色观察
由于在 TUNEL 反应中表现为阳性信号的细

胞核也可能是坏死细胞的细胞核 ( Grasl-Kraupp
et al.，1995)，为证实本研究中所观察到的 TUNEL
阳性信号为凋亡细胞的细胞核，使用 1 mg /mL 的
DAPI 溶液(溶于 PBS)对复水后的装片进行染色，
条件为 37℃染 5 min。用 PBS 缓冲液淋洗 1 次，再
覆盖一薄层 PBS 缓冲液，置于 Olympus BX51 系统
荧光显微镜下观察并拍照。所用的激发光和发射
光的波长分别为 330 nm、450 nm。为保证观察结
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果的准确性，选取来自同一个 4 龄若虫的 3 张完
整的装片进行观察，共观察 3 个若虫的 9 张装片。

1. 4 透射电子显微镜观察
在体视显微镜下分离出 3 个 4 龄若虫的完整

的中肠组织，立即投入 0. 1 mol /L 的二甲胂酸盐缓
冲液(含 2% 戊二醛和 2% 的多聚甲醛，pH 7. 4)
中，于 4℃固定 4 h。随后置于 1% OsO4中于 4℃
固定过夜，依次用浓度梯度乙醇脱水(30%、50%、
70%于 4℃ 各 2 h; 85%、95% 于室温各 1. 5 h;
100%于室温脱水 3 次，每次 1 h)。样品最后用树
脂包埋。用 LKB-5 切片机进行超薄切片，厚度为
70 nm。切片置于 200 目铜网上，用醋酸铀和柠檬
酸铅染色。样品用 Hitachi-600 透射电子显微镜进
行观察拍照。挑选 2 片承载单个 4 龄若虫的肠道

组织切片的铜网用于观察。

2 结果与分析

2. 1 用 TUNEL试剂盒检测褐飞虱凋亡的中肠细胞
经检测在褐飞虱若虫中肠发现有地高辛标记

呈阳性的细胞(图 1:A ～ E)。通过计算凋亡细胞
的数量与相应区域正对照细胞的数量的比值，可

知凋亡细胞发生的比例。在 1 龄若虫的中肠存在
2%的凋亡细胞(图 1:A)，2 龄的有 3% (图 1:B)，
而 3 ～ 5 龄的则分别有 5%左右的凋亡细胞(图 1:
C ～ E)。有趣的是绝大多数凋亡细胞随机分别于
朝向腹侧的肠道壁上。在阳性对照中所有的细胞
核呈现 TUNEL 阳性信号(图 1:F)，而在阴性对照
中检测不到阳性信号(图 1:G)。

图 1 利用荧光显微镜检测经 TUNEL 反应处理的褐飞虱若虫横切装片
Fig. 1 Whole mount specimens with a TUNEL-positive reaction detected by fluorescent microscopy

褐飞虱中肠凋亡细胞在荧光显微镜下显示为较强的黄绿色荧光点。A，B，C，D 和 E 分别为 1 st，2nd，3 rd，4 th
和 5 th
龄若虫

的整体切片。箭头指示若干个在 TUNEL 反应中标记为阳性的凋亡细胞的细胞核。F:正对照;G:负对照。ML:中肠

肠腔;FB:脂肪体;OP:产卵器。比例尺为 120 μm。

The apoptotic cells in Nilaparvata lugens midgut were shown as glowing yellow-green speckles under the fluorescent

microscope. A，B，C，D and E representatives of whole-mount sections prepared from the 1 st，2nd，3 rd，4 th and 5 th instar

larvae. The arrows indicate representative nuclei of apoptotic cells positively labeled by TUNEL in each photo. F: the positive

control，G: the negative control，ML: midgut lumen，FB: fat body，OP: ovipositor. Scale bar = 120 μm.

2. 2 DAPI 染色法检测凋亡的细胞核
通过荧光显微镜观察经 DAPI 染色的切片发

现，4 龄若虫中肠的一些细胞呈现典型的Ⅰ、Ⅱ a

和Ⅱb 期凋亡细胞的细胞核特征，包括染色质浓
缩、边缘化及细胞核碎裂，其它大多数中肠细胞有
完整的细胞核结构(图2 )。经DAPI染色后观察
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图 2 经 DAPI 染色检测凋亡细胞核及染色质的形态变化
Fig. 2 Changes in nuclear morphology and chromatin condensation following apoptosis detected by DAPI staining

A:一张完整的 4 龄若虫腹部横切片;B:来自于 A 图方框区域的放大图片;C:来自于 B 图方框区域的放大图片;D:来

自于 C 图方框区域的放大图片。箭头分别指示处于凋亡Ⅰ、Ⅱ a、Ⅱb 期的细胞核。DS:背侧;VS:腹侧;FB:脂肪体;

ML:中肠腔;ME:中肠上皮;CH:食糜;OP:产卵器。比例尺:A 为 300 μm;B 为 120 μm;C 为 60 μm;D 为 12 μm。

A: a whole-mount transverse section of the 4 th instar larva abdomen，B: a photo was magnified from the area boxed in A，C:

a photo was magnified from the area boxed in B，D: a photo was magnified from the area boxed in C. The arrows indicate

apoptotic nuclei in stage Ⅰ，Ⅱ a and Ⅱ b，respectively. DS: dorsal side，VS: ventral side，FB: fat body，ML: midgut

lumen，ME: midgut epithelium，CH: chyme，OP: ovipositor. Scale bars: A = 300 μm，B = 120 μm，C = 60 μm; D = 12

μm.

的结果与 TUNEL 检测结果一致。

2. 3 通过扫描电子显微镜观察中肠凋亡细胞
通过扫描电子显微镜观察了中肠凋亡细胞的

超微结构。结果表明:处于凋亡Ⅰ期的细胞中，因
染色质浓缩形成的高电子密度区呈现较深的颜

色，同时可以观察到线粒体肿胀(图 3:B)。在凋
亡Ⅱa 期的细胞中，染色质进一步浓缩并边缘化，
细胞质中形成了一些大的空泡(图 3:C)，推测这
些空泡可能来源于崩解的内质网，部分可能来源

于肿胀的线粒体( Jin et al.，2004)。到Ⅱb 阶段，

细胞核破裂，不同大小的染色质碎块与部分细胞

质被分割的细胞膜包裹，形成凋亡小体(图 3:D)。
而绝大多数正常细胞有完整的细胞核及细胞质

(图 3:A)。

3 讨论

程序性细胞死亡，包括凋亡，为生物提供了一

种清除多余的、废弃的及损伤细胞的重要机制，是
多细胞生物正常发育的必不可少的调控手段。形
态学研究定义了细胞凋亡是一种特定的细胞死亡

过程，涉及细胞膜起泡、基因组 DNA 片段化、染色
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图 3 褐飞虱 4 龄若虫中肠正常细胞和凋亡细胞的超微结构观察
Fig. 3 Ultrastructural analysis of normal cells and apoptotic midgut

cells in the 4 th instar Nilaparvata lugens larvae

A:1 个处于分裂间期含常染色质和异染色质的细胞核(下)和 1 个处于分裂前期含浓缩染色质的细胞核(上)，箭

头指示 2 个完整的细胞核;B:1 个处于凋亡Ⅰ期的细胞的细胞核，染色质被浓缩，箭头指示 2 个肿胀的线粒体;C:3

个处于凋亡Ⅱa 期的相邻细胞的细胞核;D:处于凋亡Ⅱb 期的细胞形成的细胞碎片及凋亡小体，箭头指示 2 个空

泡。cc:浓缩的染色质;ML:中肠肠腔。比例尺:B 为 0. 5 μm，其它图为 1 μm。

A: a normal nucleus with euchromatin and heterochromatin in interphase in cell cycle ( down ) and a nucleus with

chromatin condensed in prophase (up) were seen. Arrowheads point to two intact nuclei. B: an apoptotic cell in stage Ⅰ .

The chromatin was condensed. Arrows indicate two mitochondria which were swelling. C: Three adjacent apoptotic cells in

stage Ⅱa. D: showing cell debris and apoptotic bodies in stage Ⅱ b of apoptosis. Arrows indicate two vacuoles. cc:

condensed chromatin，ML: midgut lumen. Scale bars: B = 0. 5 μm，otheres = 1 μm.

质浓缩及 caspase 的活化等(Danial and Korsmeyer，
2004)。目前用于检测凋亡细胞的方法都比较可
靠，如基于检测基因组 DNA 断裂的 TUNEL 染色
法、基于检测细胞核压缩及碎裂的 DAPI 染色法、
基于检测染色质浓缩和凋亡小体形成的透射电子

显微镜观察法，以及基于检测凋亡过程中形成的

特定蛋白质及酶的免疫化学法等 ( Gregorc and
Bowen，2000; McClusky et al.，2008)。在本研究
中，作者首先采用 TUNEL 染色法检测到褐飞虱若
虫中肠存在凋亡的细胞，但由于在 TUNEL 反应中

表现为阳性信号的细胞核也可能是坏死细胞的细

胞核(Grasl-Kraupp et al.，1995)，为证实本研究中
所观察到的 TUNEL 阳性信号为凋亡细胞的细胞
核，进一步对 DAPI 染色的切片进行了详细观察，
结果显示褐飞虱 4 龄若虫中肠的少数细胞分别处
于Ⅰ、Ⅱ a 和Ⅱ b 不同的凋亡时期 ( Susin et al.，
1999);而使用透射电子显微镜观察发现，在凋亡
Ⅱa 期的细胞的细胞质中形成了一些大的空泡，推
测这些空泡可能来源于崩解的内质网，部分可能

来源于肿胀的线粒体( Jin et al.，2004)。
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褐飞虱若虫中肠横切面显示，位于腹侧的肠

道壁比向着两侧及背侧的肠道壁要厚(图 1，2)，
推测朝向腹侧的肠道上皮细胞在发育过程中增殖

速度要快于向着两侧及背侧的肠道上皮细胞，在

食物消化和吸收过程中可能起着主要作用。已有
的研究表明，在动物体内相对稳定的组织器官，凋

亡的细胞较少，而在增殖较快的区域则发生凋亡

的细胞较多(Rusconi et al.，2000)，但如果增殖的
细胞过多，可通过凋亡途径清除多余的细胞以维

持组织器官的形态和保持细胞的数量( Jacobson
et al.，1997)。由此推测，褐飞虱中肠朝向腹侧的
上皮细胞发生凋亡可能源于清除过度增殖的细胞

以维持正常的中肠结构和功能。
TN1 水稻是一种感虫品种 ( Yang et al.，

2005)，饲养于该水稻植株上的褐飞虱若虫可以代
表一种自然的发育过程。研究证实在正常的发育
过程中昆虫(如蜜蜂等)若虫中肠确实存在细胞凋

亡的现象(Gregorc and Bowen，1996; 1997)，而且
凋亡细胞的比例不超过 5%时被认为代表一种正
常的组织结构及生理的转换(Gregorc and Bowen，
2000)。作者检测到的褐飞虱 1 ～ 5 龄若虫中肠凋
亡细胞的比例分别占到 2% ～ 5%，因而可以认为
这些过度增殖的细胞在正常的发育过程中，伴随

着中肠组织的结构及生理转换而执行了程序性死

亡过程。
本研究的结果加深了对褐飞虱若虫中肠在正

常的生理条件下所发生的细胞反应的认识。由于
褐飞虱若虫对水稻植株的危害程度远远大于成虫

(Ling et al.，1978)，阐明若虫中肠细胞的凋亡机
理将为找到控制褐飞虱的新策略提供线索，例如

通过人工方法加速或抑制中肠细胞凋亡进程有可

能使褐飞虱的取食、消化及正常的发育受到影响，
达到治理该害虫的目的。
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