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幼虫密度对斜纹夜蛾抗病能力的影响*

孔海龙1 吕 敏2 祝树德1＊＊

(1. 扬州大学园艺与植物保护学院 扬州 225009; 2. 江苏里下河地区农科所 扬州 225009)

摘 要 为了阐明斜纹夜蛾 Spodoptera litura Fabricius 幼虫密度对其抗病能力的影响，在室内条件下(温度 23℃ ±

1℃，相对湿度 75% )对不同幼虫密度(1、2、5、10、15 头 /皿(直径为 12 cm))饲养的斜纹夜蛾幼虫抵抗斜纹夜蛾核

型多角体病毒侵染的能力及其免疫指标进行了研究。结果表明:幼虫密度对斜纹夜蛾幼虫接种核型多角体病毒

后的存活率、存活时间及血淋巴酚氧化酶活性影响显著。随着幼虫密度的增加，接种核型多角体病毒后幼虫的存

活率降低，存活时间缩短。当幼虫密度达到 15 头 /皿时，幼虫存活率显著低于其它幼虫密度。不同幼虫密度幼虫

的存活时间以 1 头 /皿的最高，15 头 /皿的最低，且二者之间差异显著。幼虫血淋巴中酚氧化酶活性随幼虫密度的

增加而明显降低，当幼虫密度达到 5 头 /皿时，幼虫酚氧化酶活性显著低于 1 头 /皿的。另外，幼虫溶菌酶活性和

血细胞总数受幼虫密度影响不显著。不同密度幼虫抗病性的变化与其血淋巴中酚氧化酶活性的变化趋势较为一

致。所以斜纹夜蛾幼虫抗病能力的降低可能与幼虫酚氧化酶活性的下降有关。因此，幼虫密度是影响斜纹夜蛾

幼虫抗病性变化的重要因子。
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Abstract To investigate the effects of larval density on disease resistance in the common cutworm，Spodoptera litura

Fabricius，resistance to S． litura nuclear polyhedrosis virus (SLNPV) and immune parameters of larvae at densities of 1，

2，5，10 and 15 larvae per dish were tested in a laboratory． The results show that survival rate and survival time of larvae

infected by SLNPV，and the activity of phenoloxidase in larval haemolymph，were significantly affected by larval density．

The survival rate and survival time of larvae infected by SLNPV declined with increasing larval density． The survival rate

of larvae at a density of 15 larvae per dish was significantly lower than that of larvae at a density of 1 larva per dish． The

survival time of larvae was highest at a density of 1 larva per dish，and this was obviously higher than that at a density of

15 larvae per dish． Phenoloxidase activity in larval haemolymph significantly declined with increasing larval density．

Phenoloxidase activity was significantly lower at larval densities of 5 larvae per dish，and higher at a density of 1 larva per

dish． In addition， larval density had no significant effect on lysozyme activity and total haemocyte counts in the

haemolymph． The trend in disease resistance with increasing larval density was consistent with the trend in phenoloxidase

activity． Therefore，decreased resistance to disease may be due to reduced phenoloxidase activity． Thus，larval density is

an important factor with regard to disease resistance in S． litura larvae．
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病原物是调节昆虫种群数量的重要因子之
一。一般来说，随着种群密度增加，昆虫被病原物

侵染的几率会增加，同时种群内个体对病原物的
抗病能力也会改变，不同密度种群抗病能力的变
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化必将会影响整个种群数量的变动(Anderson and
May，1981;Reilly and Hajek，2008;Reynolds et al．，
2011)。对于年度间种群密度波动较大的害虫种
类，研究不同种群密度害虫对病原物抵抗能力的
变化，将为从害虫抗病性角度来探索其种群数量
动态提供理论依据，同时也为利用病原物防治害
虫提供技术指导。

到目前为止，关于昆虫种群密度与其抗病能
力的关系已形成 4 种假说。(1)高密度压力下，昆
虫的免疫功能减弱，因此其对病原物的抵抗能力
下降。Steinhaus(1958)通过测定一种粉蝶 Colias
philodice 和鹿眼蛱蝶 Junonia coenia 对病原物的抵
抗能力证实了这种假说。(2)与低密度种群相比，
高密度种群个体更易遭受病原物的侵染，因此高
密度种群个体能够分配较多的能量抵抗病原物的
侵染以提高其抗病能力 ( Kunimi and Yamada，
1990;Goulson and Cory，1995;Reeson et al．，1998;
Ruiz-Gonzalez et al．，2009)，即密度依赖的抗病性
(DDP)(Wilson and Reeson，1998)。(3)某些昆虫
种类在一定的密度范围内，其抗病能力随密度的
增加而提高，但密度过高时，昆虫的抗病能力又会
下降。如 Goulson 和 Cory(1995)研究了甘蓝夜蛾
对核型多角体病毒的抵抗能力结果表明，随着幼
虫密度的增加，甘蓝夜蛾幼虫的抗病能力先升高
后降低。(4)在某些种类中，昆虫种群密度与其抗
病能力无关(Pie et al．，2005)。因此，种群密度对
昆虫抗病能力的变化因种类不同而存在差异。

斜纹夜蛾 Spodoptera litura Fabricius 是一种世
界性分布的间歇性暴发害虫(祝树德等，2000)。
Tojo(1991)研究发现，斜纹夜蛾幼虫密度对其体
色、发育、活跃程度等型变特征均有影响。但斜纹
夜蛾幼虫密度是否会影响其抗病能力的变化并不
清楚。自然条件下斜纹夜蛾被许多病原物寄生，
比如病毒、真菌、细菌及微孢子虫等，其中斜纹夜
蛾核型多角体病毒是调节斜纹夜蛾种群密度的重
要因子(蒋杰贤等，1999;谢建军等，1999)。但是
在斜纹夜蛾种群密度变化过程中，不同密度种群
本身对病毒的抵抗能力是否会有变化并不清楚。
本文以斜纹夜蛾及其核型多角体病毒为研究对
象，系统研究了不同密度斜纹夜蛾幼虫对斜纹夜
蛾核型多角体病毒抗病能力的变化规律。

1 材料与方法
1. 1 虫源及幼虫密度设置

斜纹夜蛾虫源为中国科学院动物研究所昆虫
病毒学研究组提供的幼虫，经室内繁殖 1 代。实
验共设 1、2、5、10、15 头 /皿(直径为 12 cm)5 种密
度处理，处理从幼虫孵化后(12 h)开始，且整个幼
虫期保持皿内幼虫密度恒定。幼虫在人工气候箱
内饲养，温度为(23 ± 1) ℃，相对湿度为 70% ±
5%，光周期为 L∶ D = 14∶ 10。幼虫饲以人工饲料，
饲养配方具体参见朱丽梅等(2001)，幼虫 3 龄之
前每 2 d 更换一次饲料并清理虫粪，进入 4 龄之
后，每天更换饲料，整个幼虫期保持饲料充足。

1. 2 斜纹夜蛾幼虫对核型多角体病毒抵抗能力
的测定
1. 2. 1 斜纹夜蛾核型多角体病毒悬浮液的配制
斜纹夜蛾核型多角体病毒由中国科学院动物研

究所昆虫病毒学研究室惠赠。将病毒悬浮液母液
用无菌水稀释若干倍后，用血球计数板在显微镜
下计数多角体含量，配制成浓度为 1. 0 × 107 个 /
mL 的病毒悬浮液。预实验结果表明，该浓度下的
斜纹夜蛾核型多角体病毒处理 5 龄幼虫的存活率
约为 40% ～ 50%。
1. 2. 2 斜纹夜蛾幼虫对核型多角体病毒的抵抗
能力 分别将不同密度饲养的 5 龄第 2 天的斜纹
夜蛾幼虫单独隔离放入一次性塑料杯内，饥饿 12
h 后，接入含有 1 μL 斜纹夜蛾核型多角体病毒悬
浮液的 1 mm3 的人工饲料，12 h 后选取取食完毒
饲料的幼虫，再饲以不含病毒的饲料，饲养环境条
件同 1. 1。每天定时清理虫粪，并观察因感染病毒
死亡的幼虫数，直到所有存活幼虫化蛹，分别记录
每个密度存活幼虫的个体数。实验中每个密度处
理设 3 个重复，每个重复 20 头幼虫，同时每个密
度设对照 3 个重复。

1. 3 斜纹夜蛾幼虫血淋巴免疫指标的测定
1. 3. 1 幼虫血淋巴的制备 选取不同幼虫密度
饲养的 5 龄第 2 天的斜纹夜蛾幼虫冰浴中提取血
淋巴。具体操作如下:用酒精棉球轻轻擦拭幼虫
虫体，昆虫针刺破虫体腹足，将血淋巴收集于离心
管内。每个密度处理中随机选取的 5 头幼虫总血
淋巴为一重复，每个处理设重复 3 个。
1. 3. 2 酚氧化酶活性的测定 参照冯从经等
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(2004)酚氧化酶活性的测定方法，以 L-多巴胺为
底物，采用 1 350 μL 的反应体系，750 μL 0. 1 mol /
L L-多巴胺，100 μL 稀释的血淋巴酶液，500 μL 磷
酸缓冲液(pH = 9. 6)混合均匀。在 22℃下于 492
nm 波长处，用时间驱动程序自动监测其吸光值在
3 min 内的变化，并记录反应速度。在上述条件
下，吸光值每分钟增加 0. 001 所需要的酶量定义
为一个酶活力单位(1U) (赵娇等，1997)。蛋白含
量的测定方法参照 Bradford(1976)考马斯亮蓝 G-
250 染色法。以牛血清白蛋白作为测定的标准蛋
白。
1. 3. 3 血细胞的计数 将 5 μL 血淋巴滴入血球
计数板内，静置 2 ～ 3 min，在显微镜下计数。血细
胞数目以每毫升血淋巴中血细胞的总数来表示。
1. 3. 4 溶菌酶活力的测定 参照 Wilson 等
(2002)溶菌酶活力测定的抑菌圈法。供试菌种为
溶壁微球菌 Micrococcus lysodeikticus 购自 Sigma 公
司。根据配方(1 g 琼脂，500 mg 溶壁微球菌菌粉，
10 mg 链霉素，100 mL 67 mmol /L pH 6. 4 的磷酸
钾缓冲液)制作含有溶壁微球菌的培养基，倒入直
径 7. 5 cm 培养皿内制成平板。在培养基中央打
孔，小孔直径为 2 mm，滴入 2 滴 75% 的酒精，待酒
精挥发后加入 1 μL 不同密度处理的幼虫血淋巴。
每个处理 3 个重复。将培养皿放入 30 ℃ 培养箱
内，24 h 后，对平板上形成的抑菌圈进行拍照，用
IMAGE PRO PLUS (6. 0)软件测量抑菌圈的直径
大小。以不同浓度的鸡血清标准品的抑菌圈直径
大小为 X 轴，标准血清浓度的对数为 Y 轴制作标
准曲线，计算出不同密度幼虫血淋巴中抗菌物质
的含量。

1. 4 数据处理
所得数据用平均值 ±标准误来表示。不同密

度处理数据先进行方差分析，再用 Duncan 多重比
较法对处理间的差异进行显著性分析，统计软件
为 SPSS 11. 0 版。

2 结果与分析
2. 1 幼虫密度对斜纹夜蛾幼虫抵抗核型多角体
病毒能力的影响

5 个密度处理中对照组幼虫存活率均为
100%。不同密度斜纹夜蛾幼虫接种核型多角体
病毒后幼虫存活率的测定结果 (图 1)表明，幼虫

密度对斜纹夜蛾幼虫的存活率影响显著 ( P ＜
0. 05)。随着幼虫密度的增加，感染核型多角体病
毒后的幼虫存活率明显下降。1、2、5、10、15 头 /皿
的幼虫存活率分别为 37. 33%、32. 38%、20. 38%、
18. 67%、13. 33%，且 1 头 /皿与 15 头 /皿幼虫存活
率差异显著(P ＜ 0. 05)，而其它密度处理间差异
不显著。

幼虫密度对幼虫接种病毒后的存活时间影响
显著(图 2)。不同幼虫密度饲养的幼虫接种病毒
后的存活时间与存活率的变化趋势相同，1、2、5、
10、15 头 /皿的幼虫存活时间分别为 7. 17、7. 09、
6. 88、5. 91、5. 39 d，且 1 头 /皿与 10、15 头 /皿处理
之间存在显著差异。

因此，从幼虫接种病毒后的存活率和存活时
间均可以看出，随着幼虫密度的增加，斜纹夜蛾幼
虫对核型多角体病毒的抵抗能力逐渐下降。

图 1 幼虫密度对斜纹夜蛾幼虫感

染核型多角体病毒后存活率的影响
Fig． 1 Effect of larval density on the survival rate

of Spodoptera litura larvae infected by SLNPV

注:柱上标有不同字母表示经 Duncan 多重比较

法检验差异显著(P ＜ 0. 05)。下图同。

Histograms with different letters indicate significantly

different at 0. 05 level by Duncan’s multiple range

test． The same below．

2. 2 幼虫密度对斜纹夜蛾幼虫血淋巴免疫指标
的影响

幼虫密度对斜纹夜蛾幼虫酚氧化酶活性的影
响显著(表 1)。随着幼虫密度的增加，幼虫血淋
巴酚氧化酶活性显著降低。以 1 头 /皿的幼虫酚
氧化酶活性最高，显著高于 5、10、15 头 /皿的
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表 1 幼虫密度对斜纹夜蛾幼虫血淋巴免疫指标的影响
Table 1 Effect of larval density on the immune indexes in haemolymph of Spodoptera litura larvae

幼虫密度 (头 /皿)

Larval density

(number of larvae / dish)

血淋巴免疫指标
Immune indexes of haemolymph

酚氧化酶活性 (U /mg)

Phenoloxidase activity

溶菌酶活力
( log μg lyzozyme /mL haemolymph)

Antibacterial activity

血细胞总数(107 /mL)

Total haemocyte counts

1 1. 70 ± 0. 22a 1. 10 ± 0. 13a 10. 67 ± 1. 92a
2 1. 07 ± 0. 09ab 1. 04 ± 0. 05a 8. 80 ± 1. 22a
5 0. 84 ± 0. 47b 1. 10 ± 0. 01a 9. 60 ± 0. 92a

10 0. 46 ± 0. 03b 0. 99 ± 0. 05a 10. 4 ± 2. 12a
15 0. 35 ± 0. 07b 1. 09 ± 0. 04a 8. 00 ± 1. 22a

注:表中所列数据为平均值 ±标准误，同一列数据后标有不同字母为 Duncan 多重比较差异显著(P ＜ 0. 05)。

Data are presented as mean ± SE，and followed by different letters in the same column indicate significantly different at 0. 05 level

by Duncan’s multiple range test．

图 2 幼虫密度对斜纹夜蛾幼虫感染

核型多角体病毒后存活时间的影响
Fig． 2 Effect of larval density on the survival time

of Spodoptera litura larvae infected by SLNPV

(P ＜ 0. 05)，而与 2 头 /皿幼虫的酚氧化酶活性差
异不显著(P ＞ 0. 05)。幼虫血淋巴溶菌酶活力
和血细胞总数受幼虫密度影响并不显著(表 2)。

3 讨论

作者的实验结果表明，随着幼虫密度增加，斜
纹夜蛾幼虫的抗病能力下降。该结果与假说(1)

较一致。从不同密度斜纹夜蛾幼虫感染核型多角
体病毒后的存活率可以看出，在一定的幼虫密度
范围内，随着幼虫密度的增加，接种核型多角体病
毒后的幼虫存活率变化不明显，而幼虫密度过高
时，幼虫的存活率明显降低。这些结果与 Reilly

和 Hajek(2008)对舞毒蛾不同密度幼虫抵抗核型
多角体病毒能力变化趋势的研究结果相似。
Steinhaus(1958)研究了粉蝶和鹿眼蛱蝶对病原物
的抵抗能力也得出类似的结论。但是，这与其他
鳞翅目昆虫幼虫密度引起的抗病能力反应并不一
致。比如在非洲粘虫和东方粘虫密度依赖的抗病
能力研究中发现，它们抗病能力的变化规律种假
说 ( 2 ) 相一致 ( Reeson et al．，1998; Kunimi and
Yamada，1990)。另外，甘蓝夜蛾密度依赖的抗病
能力的变化规律与假说 (3)相符合 (Goulson and
Cory，1995)。不同种类昆虫密度引起的抗病能力
的变化可能是其种群与病原物长期的互作而形成
的一种适应性策略。

密度引起昆虫的抗病能力变化的现象已被大
多数学者所接受，同时对于与其抗病能力相关生
理因子———免疫功能的变化也被大家所认同
(Reeson et al．，1998;Wilson et al．，2001; Cotter
et al．，2004;Srygley，2012)。酚氧化酶是昆虫免疫
系统的重要组成部分，它能参与昆虫密度引起的
免疫防御反应。如:在非洲粘虫中，抗病能力强的
高密度种群幼虫的血淋巴酚氧化酶的活性比低密
度种群显著较高(Reeson et al．，1998)。对海灰翅
夜蛾 S． littoralis 的研究结果也表明，与低密度幼
虫相比，高密度幼虫抗病能力较高，而且其幼虫血
淋巴酚氧化酶活性升高，包囊反应增强，但血淋巴
溶菌酶活力减弱(Wilson et al．，2001;Cotter et al．，
2004)。作者对斜纹夜蛾不同幼虫密度下幼虫的
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酚氧化酶的研究结果表明:随着幼虫密度的增加，
幼虫的抗病能力逐渐减弱，幼虫的血淋巴酚氧化
酶活性也降低。因此，斜纹夜蛾高密度幼虫抗病
能力下降可能与幼虫血淋巴酚氧化酶活性的降低
有关。高密度条件下，幼虫酚氧化酶活性的下降
可能是斜纹夜蛾幼虫在种群密度压力下，为了防
止种群数量持续增长造成病原物的流行而采取的
一种降低种群自身的免疫能力的防御策略。

Reilly 和 Hajek (2008) 通过建立数学模型研
究了舞毒蛾幼虫密度与抗病能力的关系结果表
明，高密度种群抗病能力下降是种群稳定的重要
机制。斜纹夜蛾核型多角体病毒是影响斜纹夜蛾
种群密度变化的重要因子。核型多角体病毒在斜
纹夜蛾种群中较易形成流行，在病毒流行过程中，
不同密度幼虫抗病能力的变化将会影响幼虫与病
原物的互作，进而影响整个种群的数量变化。高
密度条件下，斜纹夜蛾幼虫抗病能力的下降可能
是其种群维持稳定而采取的一种适应性策略。
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