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基于组学的寄生蜂与寄主免疫的相互作用∗
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摘　 要　 寄生蜂作为天敌昆虫ꎬ在害虫生物防治中起着极其重要的作用ꎮ 现代分子生物学和第二代测序技术的

迅速发展ꎬ为筛选寄生蜂与寄主免疫互作的关键分子ꎬ阐明寄生蜂逃避或抑制寄主免疫系统攻击的机理提供了新

的机遇ꎮ 昆虫的天然免疫可分为细胞免疫和体液免疫ꎬ寄生蜂在与寄主长期的协同进化过程中ꎬ依靠毒液

(ｖｅｎｏｍ)、多分 ＤＮＡ 病毒(ＰＤＶ)、类病毒颗粒(ＶＬＰ)、畸形细胞(ｔｅｒａｔｏｃｙｔｅ)等手段ꎬ一方面调控寄主血细胞的增殖

和分化ꎬ抑制细胞包囊反应ꎬ从而破坏寄主的细胞免疫系统ꎻ另一方面ꎬ通过抑制酚氧化酶原激活干扰寄主的体液

免疫ꎬ从而逃避黑化反应的攻击ꎮ 寄生蜂在发育过程中也有相应的免疫防御机制ꎮ 本文从细胞免疫、体液黑化反

应以及免疫信号通路等方面ꎬ综述了近年来利用组学手段在寄生蜂调控寄主免疫方面取得的最新进展ꎬ以期为阐

明天然免疫的分子机制、探索害虫防治新方法提供借鉴ꎮ
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　 　 在自然界ꎬ随着漫长的生物演化ꎬ寄生与被寄

生成为一种普遍的生物现象ꎮ 根据化石分析结

果ꎬ推测出 ２２ 亿年前的地球上ꎬ最早的膜翅目

(Ｈｙｍｅｎｏｐｔｅｒａ)昆虫就已开始出现ꎬ又经过 ６ 亿年
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几丁质酶(ＥＣ. ３. ２. １. １４)通过水解几丁质糖

苷键以降解几丁质ꎬ在自然界中分布广泛ꎬ存在于

脊椎动物、微生物、节肢动物甚至植物中 ( Ｙｏｕ
ｅｔ ａｌ. ꎬ２００３)ꎮ 昆虫几丁质酶属于糖基水解酶 １８
家 族ꎬ 为 内 切 酶 ( Ａｒａｋａｎｅ ａｎｄ Ｍｕｔｈｕｋｒｉｓｈｎａｎꎬ
２０１０)ꎬ存在于昆虫的中肠、蜕皮腺和一些昆虫的

毒腺中ꎬ并具有多种功能ꎬ包括防御 /免疫、消化和

蜕皮(Ｇｅｎｔａ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００６ꎻＺｈｕ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００８ꎻ李瑶和

范晓军ꎬ２０１１)ꎮ 在昆虫体内ꎬ几丁质与蛋白质联

合形成了表皮外骨骼和中肠腔里的围食膜ꎬ昆虫

蜕皮期间ꎬ旧角质层的一部分被几丁质酶消化ꎬ同
时新的几丁质形成和堆积(Ｒｅｙｎｏｌｄｓ ａｎｄ Ｓａｍｕｅｌｓꎬ
１９９６)ꎬ抑制或增加几丁质酶的活性都可以影响几

丁质的新陈代谢(樊东等ꎬ２００５)ꎬ因此可以尝试以

昆虫几丁质酶为对象研究新型高效的生物杀虫剂

以控制害虫ꎮ
事实上科研者已经对几丁质酶在生物防治方

面的应用进行了探索ꎮ 基因工程研究进展表明可

以利用昆虫几丁质酶本身作为生物农药控制昆虫

和真菌(Ｋｒａｍｅｒ ａｎｄ Ｍｕｔｈｕｋｒｉｓｈｎａｎꎬ１９９７)ꎮ 表达

烟草天蛾几丁质酶的番木瓜对红蜘蛛 Ｔｅｔｒａｎｙｃｈｕｓ
ｃｉｎｎｂａｒｉｎｕｓ 有更大的耐受性ꎬ红蜘蛛损坏正常番木

瓜叶片数是转基因叶片的 ４ 倍ꎬ田间试验也证实

了转基因番木瓜增加了对红蜘蛛侵袭的抵抗

(ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００６)ꎮ 此外ꎬ几丁质酶和其他

蛋白如昆虫毒素可协同作用提高杀虫效果ꎬ几丁

质酶和蝎毒素两种蛋白共表达的转基因植物相对

于只表达一种蛋白的转基因植物具有更高的杀虫

活性(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００５)ꎮ 目前已经利用杆状病

毒载体将相应的基因引入昆虫细胞系得到几种含

几丁质酶基因的重组病毒和纯化的几丁质酶蛋

白ꎮ 喂养含几丁质酶的重组 ＡｃＭＮＰＶ 病毒剂量为

１ μｇ / ｇ 幼虫体重的饲料的家蚕 Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ ５ 龄

幼虫的死亡率为 １００％ (Ｒａｏ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００４)ꎮ 注射

纯几丁质酶的甘蓝夜蛾幼虫(番茄夜蛾)Ｍａｍｅｓｔｒａ
ｂｒａｓｓｉｃａｅ 角质层厚度下降ꎬ口服几丁质酶在低剂量

(２. ５ μｇ 几丁质酶 / ｇ 昆虫)能提高幼虫的死亡率

(Ｆｉｔｃｈｅｓ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００４)ꎮ 这些说明几丁质酶确实可

以影响昆虫正常生长发育ꎬ从而能达到防治害虫

的目的ꎮ 本文将舞毒蛾几丁质酶(ＬｄＣｈｔ)基因和

苜蓿银纹夜蛾核型多角体(ＡｃＰＨ)基因分别重组

到 Ｂａｃｍｉｄ 中ꎬ在 Ｓｆ９ 细胞中成功表达了舞毒蛾几

丁质酶ꎬ并且重组病毒在细胞中实现组装和扩增ꎬ

为后续在基因、蛋白水平上深入研究舞毒蛾几丁

质酶的特性和开发新型、安全、高效的生物杀虫剂

奠定理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料

１. １. １　 质粒、菌株与细胞杆状病毒表达系统　 Ｅ.
ｃｏｌｉ 菌株 ＤＨ１０Ｂａｃ、载体 ｐＦａｓｔＢａｃＴＭ Ｄｕａｌ 为美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司产品、草地贪夜蛾细胞(Ｓｆ９) 由山

西省生物研究所提供ꎬ感受态 Ｔｒａｎｓ１￣Ｔ１ 为北京全

式金公司产品ꎬ质粒 Ｂｌｕｎｔ￣ＬｄＣｈｔ、野生型苜蓿银纹

夜蛾核型多角体病毒为本实验室保存ꎮ
１. １. ２　 工具酶及其他生化试剂　 ＤＮＡ 聚合酶 ｐｆｕ
酶、ｄＮＴＰｓ、Ｔｒａｎｓ２Ｋ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 、ＰｒｏｔｅｉｎＲｕｌｅｒ
Ⅲ 购自北京全式金公司ꎬ四季青无支原体胎牛血

清购自浙江天杭生物科技有限公司ꎬＴ４ 连接酶及

各种限制性内切核酸酶均购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司ꎬ
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ○Ｒ ２０００ Ｒｅａｇｅｎｔ 转染试剂购自美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ４ ＭＵ￣(ＧｌｃＮＡｃ) ３ 和 ＴＮＭ￣ＦＨ 细胞

培养基购自 ＳＩＧＭＡ 公司ꎬ无内毒素大型质粒提取

试剂盒购自 ＯＭＥＧＡ 公司ꎬ１ ｍＬ Ｎｉ￣ＮＴＡ 预装柱购

自上海生工生物工程股份有限公司ꎬ引物由上海

生工生物工程股份有限公司合成ꎬ其他主要生化

试剂均为国产分析纯ꎮ

１. ２　 方法

１. ２. １　 ＰＣＲ 引物的设计　 根据舞毒蛾几丁质酶

基因开放阅读框序列和苜蓿银纹夜蛾核型多角体

病毒的多角体蛋白基因序列分别设计上下游引物

及鉴定引物(表 １)ꎬ引物序列引入的酶切位点用

下划线标出ꎬ其中下游引物 Ｐ２ 还引入 ６ × Ｈｉｓ 标

签ꎬ用点式下划线标出ꎮ 其中 Ｐ１、Ｐ２ 用于扩增舞

毒蛾几丁质酶基因ꎬＤ１、Ｄ２ 用于扩增 ＡｃＭＮＰＶ 的

多角体基因ꎬＵ１ 用于鉴定转染是否成功ꎮ
１. ２. ２ 　 克隆 ＬｄＣｈｔ 和 ＡｃＰＨ 基因 　 扩增舞毒蛾

几丁质酶基因的开放读码框以质粒 Ｂｌｕｎｔ￣ＬｄＣｈｔ 为
模板ꎬ引物使用 Ｐ１ 和 Ｐ２ꎬ按常规方法进行 ＰＣＲ 扩

增ꎮ 条件为:９４℃ 预变性 １ ｍｉｎꎬ９４℃ 变性 ３０ ｓꎬ
５５℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃延伸 １０５ ｓꎬ ３２ 个循环ꎬ ７２℃
１０ ｍｉｎꎮ

将保存的野生型苜蓿银纹夜蛾核型多角体病

毒作为模板ꎬ引物用 Ｄ１ 和 Ｄ２ꎬ按常规方法进行

ＰＣＲ 扩增得到多角体蛋白基因ꎮ ５７℃退火 ３０ ｓꎬ
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进化出拟寄生昆虫( ｐａｒａｓｉｔｏｉｄ ｉｎｓｅｃｔ) (Ｗｈｉｔｆｉｅｌｄꎬ
１９９８)ꎮ 在已发现的寄生性天敌昆虫中ꎬ寄生蜂

(ｐａｒａｓｉｔｏｉｄ ｗａｓｐ)所占比例超过 ８０％ ꎬ这一类群主

要集中在膜翅目细腰亚目的小蜂科(Ｃｈａｌｃｉｄｉｄａｅ)、
姬蜂科( Ｉｃｈｎｅｕｍｏｎｉｄａｅ) 和茧蜂科 ( Ｂｒａｃｏｎｉｄａｅ) ３
个科(Ｅｇｇｌｅｔｏｎ ａｎｄ Ｂｅｌｓｈａｗꎬ１９９２)ꎮ 寄生蜂将卵产

在鳞翅目、鞘翅目、膜翅目和双翅目等昆虫的卵、
幼虫、蛹的体表或体内ꎬ幼蜂以寄主作为食物营寄

生生活ꎬ成虫羽化后营自由生活ꎮ 在长期的寄生

蜂与寄主的协同进化过程中ꎬ寄生蜂动用了生命

体中许多基因元件通过复制ꎬ重组与变异形成了

独特的自身免疫与对寄主免疫抑制的体系(朱家

颖等ꎬ２００８)ꎮ
寄生蜂对寄主的调节是多方面的:首先ꎬ寄生

蜂能够迟滞寄主的生长发育、抑制变态、提高寄主

血淋巴内营养成分 (糖和脂) 的浓度 ( Ｐｒｕｉｊｓｓｅｒｓ
ｅｔ ａｌ. ꎬ２００９)ꎻ其次ꎬ寄生蜂也能改变寄主的行为以

利于自身的成功寄生和后代繁衍ꎬ如扁头泥蜂

Ａｍｐｕｌｅｘ ｃｏｍｐｒｅｓｓａ 将毒液注入寄主的中枢神经系

统ꎬ寄主停止活动但并不死亡ꎬ且继续滋养寄生蜂

后代(Ｌｉｂｅｒｓａｔ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００９)ꎻ最后ꎬ在寄生过程中寄

生蜂必须抑制寄主免疫系统的攻击ꎬ保证寄生蜂

卵或幼蜂在寄主体外或体内能够正常地完成寄生

过程 ( Ａｍａｙａ ｅｔ ａｌ. ꎬ ２００５ )ꎮ 寄生蜂依靠毒液

(ｖｅｎｏｍ)、多分 ＤＮＡ 病毒(ＰｏｌｙｄｎａｖｉｒｕｓꎬＰＤＶ)、类
病毒颗粒 ( ｖｉｒｕｓ ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅꎬ ＶＬＰ)、 畸形细胞

(ｔｅｒａｔｏｃｙｔｅ)等手段ꎬ一方面调控寄主血细胞的增

殖和分化ꎬ抑制细胞包囊反应ꎬ从而破坏寄主的细

胞免疫系统ꎻ另一方面ꎬ通过抑制酚氧化酶原激活

干扰寄主的体液免疫ꎬ从而逃避黑化反应的攻击ꎮ
寄生蜂在发育过程中也有相应的免疫防御机制ꎮ
近年来ꎬ随着分子生物学和基因组技术飞速的发

展ꎬ有关寄生蜂与寄主免疫的相互作用研究取得

了很大突破ꎬ本文就最新关于寄生蜂调控寄主的

免疫分子机制展开概述ꎬ并提出未来发展的对策ꎮ

１　 基于组学研究的免疫互作关系

基于组学的寄生蜂与寄主免疫的互作分析ꎬ
是当前昆虫免疫学研究的一个热点ꎮ 最近已利用

转录组学技术从基因的整体表达水平上ꎬ阐述寄

主感染寄生蜂后所引起的自身免疫系统激活特

征ꎮ 如 目 前 已 分 析 了 黑 腹 果 蝇 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ
ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ 被天敌昆虫反颚茧蜂 Ａｓｏｂａｒａ ｔａｂｉｄａ

寄生后 (Ｗｅｒｔｈｅｉｍ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００５)、小菜蛾 Ｐｌｕｔｅｌｌａ
ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ 被半闭弯尾姬蜂 Ｄｉａｄｅｇｍａ ｓｅｍｉｃｌａｕｓｕｍ
寄生后(Ｅｔｅｂａｒｉ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１１)、菜粉蝶 Ｐｉｅｒｉｓ ｒａｐａｅ
被蝶蛹金小蜂 Ｐｔｅｒｏｍａｌｕｓ ｐｕｐａｒｕｍ 寄生后 ( Ｆａｎｇ
ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１０)寄主免疫基因的差异表达ꎮ 也有通过

采用定向小范围直接筛选基因的方法ꎬ鉴定果蝇

参与应对匙胸瘿蜂 Ｌｅｐｔｏｐｉｌｉｎａ ｂｏｕｌａｒｄｉ 免疫反应的

基因(Ｈｏｗｅｌｌ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１２)ꎮ
在寄生过程中ꎬ对于寄生蜂来说ꎬ雌蜂的卵巢

萼液(ｃａｌｙｘ ｆｌｕｉｄ)、类病毒颗粒、蜂毒、多分 ＤＮＡ 病

毒和幼蜂的畸形细胞甚至幼蜂本身都是作用于寄

生关系的重要生物因子( Ｐｅｎｎａｃｃｈｉｏ ａｎｄ Ｓｔｒａｎｄꎬ
２００６)ꎮ 随着丽蝇蛹集金小蜂 Ｎａｓｏｎｉａ ｖｉｔｒｉｐｅｎｎｉｓ、
吉氏金小蜂 Ｎａｓｏｎｉａ ｇｉｒａｕｌｔｉ 和长角金小蜂 Ｎａｓｏｎｉａ
ｌｏｎｇｉｃｏｒｎｉｓ ３ 种金小蜂基因组测序工作的完成ꎬ对
这些寄生因子的分析进入了功能基因组时代

(Ｗｅｒｒｅｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１０)ꎮ 其中ꎬ毒液蛋白和 ＰＤＶ 作

为最主要的两类寄生因子ꎮ 目前已通过基因组分

析、检测基因差异表达和质谱分析从金小蜂中鉴

定出接近 １００ 个毒液蛋白ꎬ用相似的方法从棉大

卷蛾甲腹茧蜂 Ｃｈｅｌｏｎｕｓ ｉｎａｎｉｔｕｓ 中鉴定出近 ３０ 个

毒液蛋白 ( Ｖｉｎｃｅｎｔ ｅｔ ａｌ. ꎬ ２０１０ꎻ Ｗｅｒｒｅｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ
２０１０)ꎬ从而为进一步阐明这些毒液蛋白作用的功

能提供了基础ꎮ
ＰＤＶ 属 于 Ｐｏｌｙｄｎａｖｉｒｉｄａｅ ( 茧 蜂 科 称 为

Ｂｒａｃｏｖｉｒｕｓꎬ姬蜂科称为 Ｉｃｈｎｏｖｉｒｕｓ ) ( Ｓｔｒａｎｄ ａｎｄ
Ｂｕｒｋｅꎬ２０１２)ꎬ是突破寄主免疫体系、调节生理生

化的重要因素 (Ａｍａｙａ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００５)ꎮ 目前已有多

种寄生蜂 ＰＤＶ 的基因组测序完成(如 ＮＣＢＩ 数据

库有 ５ 种 ＰＤＶ 全基因组序列) (Ｗｅｂｂ ｅｔ ａｌ. ꎬ
２００６)ꎮ 发现 ＰＤＶ 是由十几个到几十个双链闭环

超螺旋 ＤＮＡ 片段组成ꎬ含有锚蛋白(ａｎｋｙｒｉｎꎬＡｎｋ)
和富半胱氨酸蛋白(ｃｙｓｔｅｉｎｅ￣ｒｉｃｈ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＣｒｐ)等寄

生因子ꎮ 最近ꎬ还在菜蛾盘绒茧蜂 Ｃｏｔｅｓｉａ ｖｅｓｔａｌｉｓ
的 ＰＤＶ 基因组中发现了一个新的解旋酶 ( Ｐｉｆ１
ｈｅｌｉｃａｓｅ)基因ꎬ其具体的功能还有待鉴定 (Ｃｈｅｎ
ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１１)ꎮ 毒液蛋白和 ＰＤＶ 的表达产物在功

能上是类似的ꎬ都可能是从具备正常生化功能的

体蛋白演变而来ꎮ 在许多寄生蜂和寄主系统中ꎬ
毒液蛋白和 ＰＤＶ 这种协同进化的关系体现在功能

上彼此依存而且对抑制寄主免疫系统具有正向叠

加效应(Ａｓｇａｒｉ ａｎｄ Ｒｉｖｅｒｓꎬ２０１１)ꎮ
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２　 寄生蜂对寄主细胞免疫的调控

昆虫拥有有效的天然免疫机制以应对外源胁

迫生物(病原微生物ꎬ寄生虫和寄生蜂)的侵袭ꎬ构
建这一防御体系主要包括体液免疫和细胞免疫ꎮ
当寄生蜂将卵产入寄主血腔后ꎬ一旦入侵信号为

寄主免疫模式识别蛋白所捕获ꎬ即面临着来自体

液免疫(酚氧化酶原级联系统等)和细胞免疫(血
细胞的包囊反应等)的攻击ꎮ 鳞翅目昆虫中血细

胞的类群被分为:浆血细胞(ｐｌａｓｍａｔｏｃｙｔｅ)、粒细胞

(ｇｒａｎｕｌａｒ ｃｅｌｌ)和类绛色细胞(ｏｅｎｏｃｙｔｏｉｄ)ꎬ果蝇的

血细胞命名稍有不同但功能对应: 浆血细胞

(ｐｌａｓｍａｔｏｃｙｔｅ)、叶状细胞( ｌａｍｅｌｌｏｃｙｔｅ) 和晶细胞

(ｃｒｙｓｔａｌ ｃｅｌｌ)ꎮ 寄主血腔中的血细胞数目和分化

机制在寄生蜂寄生后ꎬ会明显受到寄生蜂寄生因

子的严格调控ꎬ同时还会诱导细胞的裂解和凋亡ꎬ
破坏细胞骨架ꎬ降低细胞延展及附着能力ꎬ并能引

起免疫相关基因表达水平的变化(Ｌａｎｚｒｅｉｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ
１９９８ꎻＨｏｗｅｌｌ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１２)ꎮ 如果蝇 Ｃｏｌｌｉｅｒ 是脊椎

动物早期 Ｂ 细胞因子(ＥＢＦ)的同源基因ꎬ与叶状

细胞分化有关ꎻ其突变体被寄生以后不会继续产

生叶状细胞ꎬ证实其与细胞免疫相关联(Ｃｒｏｚａｔｉｅｒ
ｅｔ ａｌ. ꎬ ２００４ )ꎮ 又 如ꎬ 清 道 夫 受 体 ( ｓｃａｖｅｎｇｅｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＳＲ)是一类跨膜蛋白受体ꎬ其在小菜蛾 Ｐ.
ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ 和黑腹果蝇 Ｄ. ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ 中寄生蜂寄

生因子的作用下表达减少ꎬ显示其参与了寄主的

天然免疫过程 ( Ｗｅｒｔｈｅｉｍ ｅｔ ａｌ. ꎬ ２００５ꎻ Ｅｔｅｂａｒｉ
ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１２)ꎮ

血细 胞 参 与 免 疫 的 作 用 主 要 有 吞 噬

( ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ )、 集 结 ( ｎｏｄｕｌａｔｉｏｎ ) 和 包 囊

(ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ)等方式ꎮ 其中ꎬ针对寄生虫和寄生

蜂卵等比较大的外源异物主要是包囊作用(Ｌａｖｉｎｅ
ａｎｄ Ｓｔｒａｎｄꎬ２００２)ꎮ 包囊作用动员血细胞在异物周

围逐层附着形成一个囊鞘(ｃａｐｓｕｌｅ)结构ꎮ 包囊作

用伴随着黑化反应(酚氧化酶原 ｐｒｏｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ
的激活)和活性氧自由基的生成ꎬ最终导致陷在其

中的寄生蜂卵和病原体失活ꎮ 包囊反应中囊鞘结

构即受到血细胞接触延展和粘附性能改变的影

响ꎬ也被信号分子、粘附分子以及受体分子所调

控ꎮ 同细菌的作用方式类似ꎬ寄生蜂通过调控血

细胞的延展和粘附能力ꎬ来抑制寄主的包囊反应ꎮ
近年来ꎬ主要围绕属于小 Ｇ 蛋白超家族的 Ｒｈｏ 蛋

白和钙网蛋白开展研究ꎮ 已有研究表明ꎬ果蝇的

Ｒａｃ２(Ｒａｓ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ＧＴＰａｓｅ)蛋白和细胞延展、集
聚有 关 ( Ｗｉｌｌｉａｍｓ ｅｔ ａｌ. ꎬ ２００５ )ꎻ ＲｈｏＧＥＦ ( Ｒｈｏ
ｇｕａｎｉｎｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｆａｃｔｏｒ)同 Ｒａｃ２ 相互作

用ꎬ参与果蝇抗寄生蜂的细胞免疫反应 (Ｓａｍｐｓｏｎ
ｅｔ ａｌ. ꎬ ２０１２ )ꎮ 最 近 研 究 发 现ꎬ 匙 胸 瘿 蜂 Ｌ.
ｂｏｕｌａｒｄｉ 毒液中的一种 Ｐ４ 蛋白能使寄主血细胞数

目和特性发生改变ꎬ并抑制包囊反应ꎻＰ４ 蛋白包含

有 ＲｈｏＧＡＰ ( Ｒａｓ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ＧＴＰａｓｅ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ)结构域能够引起细胞粘附性质的改变ꎬ导
致细胞骨架中的肌动蛋白纤丝重组 ( Ｌａｂｒｏｓｓｅ
ｅｔ ａｌ. ꎬ２００５)ꎬ依赖 Ｒｈｏ ＧＴＰａｓｅ 的寄主细胞免疫被

抑制ꎮ 钙网蛋白(Ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎ)是内质网主要钙结

合蛋白之一ꎬ并有凝集素结合和伴侣蛋白的性质ꎮ
在寄生虫与宿主发生相互作用时ꎬ钙网蛋白会影

响细胞延展和粘附作用(Ｆｅｒｒｅｉｒａ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００４)ꎮ 如

菜粉蝶微红盘绒茧蜂 Ｃｏｔｅｓｉａ ｒｕｂｅｃｕｌａ 的毒液中的

钙网蛋白抑制血细胞的延展ꎬ阻止了包囊反应

(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００６)ꎮ

３　 寄生蜂对寄主黑化反应的调控

目前ꎬ对于寄生蜂调控寄主黑化反应的研究

进展较快ꎮ 黑化反应是一个复杂的级联放大反

应ꎬ与黑化包囊 (ｍｅｌａｎｏｔｉｃ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ) 密切相

关ꎬ在分子水平上表现为酚氧化酶原的激活

(Ｃｅｒｅｎｉｕｓ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００８)ꎮ 酚氧化酶原是黑色素

(ｍｅｌａｎｉｎ)形成过程中的关键酶ꎬ在昆虫的血淋巴

中的浓度较高ꎬ一旦被酚氧化酶原激活酶酶切后

会生成有活性的酚氧化酶ꎬ将催化酪氨酸经过多

巴、多巴醌、多巴色素、醌等一系列复杂的反应ꎬ最
后生成黑色素ꎮ 黑色素沉淀于外源胁迫物(寄生

虫、细菌、病毒等) 的表面ꎬ完成黑化反应 ( Ｚｏｕ
ｅｔ ａｌ. ꎬ２００８)ꎮ 在此过程中同时产生一些氧自由基

活性中间物ꎬ对入侵的病原体也会产生一定的细

胞毒性作用ꎮ
黑化反应级联系统包含若干种丝氨酸蛋白酶

(ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ)ꎬ如酚氧化酶原激活酶等ꎮ 这类

丝氨酸蛋白酶在结构上非常保守ꎬ并且参与免疫、
发育等多种生理过程(Ｚｏｕ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１０)ꎮ 其氨基

端含有 Ｃｌｉｐ 结构域ꎬ羧基端带有一个完整的胰蛋

白酶或者胰凝乳蛋白酶结构域 ( Ｋａｎｏｓｔ ｅｔ ａｌ. ꎬ
２００４)ꎮ 丝氨酸蛋白酶以酶原的形式存在于血淋

巴中ꎬ在外源胁迫物被免疫系统识别后ꎬ会将下游

蛋白酶在特定的激活位点酶切激活ꎬ从而产生有
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活性的蛋白酶对其下游蛋白酶或者酚氧化酶原进

行相同方式的激活ꎮ 该级联反应受丝氨酸蛋白酶

抑制 剂 ( Ｓｅｒｐｉｎ ) 的 严 格 调 控 ( Ｚｏｕ ａｎｄ Ｊｉａｎｇꎬ
２００５)ꎮ 因而能否激活酚氧化酶原级联系统生成

酚氧化酶或提高酚氧化酶的活性ꎬ对维持昆虫的

体液免疫功能非常重要ꎮ
寄生蜂对寄主黑化反应系统的调节分为对黑

化反应基因转录水平的调控和黑化反应酶解激活

的生化调控ꎮ
首先ꎬ寄生蜂通过调节与黑化反应相关基因

的转录来抑制寄主血淋巴黑化反应激活ꎮ 如在瘤

姬蜂 Ｐｉｍｐｌａ ｈｙｐｏｃｈｏｎｄｒｉａｃａ 的毒囊中明确了酚氧

化酶、酚氧化酶原抑制剂及毒性因子的存在

(Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ ａｎｄ Ｗｅａｖｅｒꎬ１９９９)ꎮ 毒液酚氧化酶有

信号肽ꎬ无保守的酶切激活位点ꎬ直接以活性形式

留在毒囊中ꎻ而正常血细胞所分泌的酚氧化酶原ꎬ
无信号肽ꎬ以酶原的形式保存在血淋巴中ꎮ 最近

的研究表明ꎬ云杉色卷蛾 Ｃｈｏｒｉｓｔｏｎｅｕｒａ ｆｕｍｉｆｅｒａｎａ
酚氧化酶原基因的转录水平被姬蜂 Ｔｒａｎｏｓｅｍａ
ｒｏｓｔｒａｌｅ 的 ＰＤＶ 抑制(Ｄｏｕｃｅｔ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００８)ꎻ寄主昆

虫被寄生后ꎬ其黑化反应基因如酚氧化酶原、丝氨

酸蛋白酶和酚氧化酶原激活酶的表达水平发生了

显著 的 变 化 ( Ｍａｈａｄａｖ ｅｔ ａｌ. ꎬ ２００８ꎻ Ｗｅｒｔｈｅｉｍ
ｅｔ ａｌ. ꎬ２００５ꎻＥｔｅｂａｒｉ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１１)ꎻ进一步通过解析

毒液和 ＰＤＶ 中的多种寄生因子ꎬ发现它们能抑制

黑化反应的激活(Ｋｏｈｌｅｒ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００７)ꎮ 如菜粉蝶

微红盘绒茧蜂 Ｃ. ｒｕｂｅｃｕｌａ 存在于毒液中的 Ｖｎ４. ６
和 Ｖｎ５０ 均能抑制黑化反应的激活(Ａｓｇａｒｉ ｅｔ ａｌ. ꎬ
２００３ａ)ꎮ 其中ꎬＶｎ５０ 蛋白为 ５０ ｋｕ 的丝氨酸蛋白

酶类似物ꎬ具有与酚氧化酶原激活酶相似的结构

域组成ꎬ但是催化三联体中的丝氨酸被取代为甘

氨酸ꎬ因此不具备催化活性(Ａｓｇａｒｉ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００３ｂ)ꎮ
体外表达的 Ｖｎ５０ 蛋白能抑制酚氧化酶原的活性ꎮ
进一步研究发现ꎬ其与寄主体内的酚氧化酶原激

活酶和酚氧化酶原结合导致黑化反应激活被抑制

(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００４)ꎮ 当果蝇过量表达 Ｖｎ５０ꎬ也
会导致血淋巴黑化反应的减弱同时降低了对球孢

白僵菌的防御力(Ｔｈｏｍａｓ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１０)ꎮ 尽管具体

生化机理有待深入探讨ꎬ但现有证据从不同层面

证明 Ｖｎ５０ 蛋白对于寄主黑化反应的负调控ꎮ
另一类寄生因子如毁侧沟茧蜂 Ｍｉｃｒｏｐｌｉｔｉｓ

ｄｅｍｏｌｉｔｏｒ 的 ＰＤＶ 能表达 Ｅｇｆ１. ０ꎬＥｇｆ１. ５ 蛋白(Ｂｅｃｋ
ａｎｄ Ｓｔｒａｎｄꎬ２００７ꎻＬｕ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００８)ꎮ 其中ꎬ结合了

Ｅｇｆ１. ０ 的烟草天蛾的酚氧化酶原激活酶 ＰＡＰ￣１ 和

ＰＡＰ￣３ 失去了酶活力ꎬ不能继续酶解酚氧化酶原ꎮ
这两个蛋白都含有富半胱氨酸元件ꎬ且都能通过

对上游酚氧化酶原激活酶的抑制来实现对寄主黑

化 反 应 达 到 抑 制 的 目 的ꎮ 在 瘤 姬 蜂 Ｐ.
ｈｙｐｏｃｈｏｎｄｒｉａｃａ 的毒液中鉴定了 ４ 种富半胱氨酸毒

液蛋白ꎬ序列上同已知蛋白酶抑制剂同源ꎬ同时并

至少 有 一 种 能 够 抑 制 毒 液 酚 氧 化 酶 活 性

(Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００４)ꎮ 此外在果蝇 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ
ｙａｋｕｂａ 的天敌昆虫匙胸瘿蜂 Ｌ. ｂｏｕｌａｒｄｉ 的毒液中

发现丝氨酸蛋白酶抑制剂 ＬｐＳＰＮｙ 蛋白ꎬ能特异性

地阻断寄主幼虫的酚氧化酶原激活通路(Ｃｏｌｉｎｅｔ
ｅｔ ａｌ. ꎬ２００９)ꎮ 除此之外 Ｃｏｌｉｎｅｔ 等(２０１１)还发现ꎬ
在匙胸瘿蜂 Ｌ. ｂｏｕｌａｒｄｉ 的毒液中发现超氧化物歧

化酶(ＣｕꎬＺｎ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ) ＳＯＤ１ 和 ＳＯＤ３
的转录本ꎬＳＯＤ１ 能够抑制酚氧化酶原的激活从而

导致寄生蜂在果蝇体内的顺利发育ꎮ

４　 寄生蜂对寄主免疫信号通路的干
扰
　 　 除了黑化反应ꎬ昆虫的体液免疫还有两条主

要的免疫信号传导通路 ( Ｔｏｌｌꎬ ＩＭＤ) ( Ｆｅｒｒａｎｄｏｎ
ｅｔ ａｌ. ꎬ ２００７ꎻ Ｌｅｍａｉｔｒｅ ａｎｄ Ｈｏｆｆｍａｎｎꎬ ２００７ꎻ Ｚｏｕ
ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１１)ꎮ 其中包括抗菌肽在内的免疫因子的

转录表达主要由 Ｔｏｌｌ 和 ＩＭＤ 途径控制ꎮ Ｔｏｌｌ 途径

是主要应对真菌和革兰氏阳性菌的侵入ꎬ是一种

持续的反应ꎮ 上游的模式识别蛋白识别病原体

后ꎬ通过一个与黑化反应上游类似的丝氨酸蛋白

酶级联系统放大ꎬ 最终引起细胞内抑制因子

Ｃａｃｔｕｓ 的磷酸化和降解ꎬ从而释放 ＮＦ￣кＢ 转录因

子 ＤＩＦ 和 Ｄｏｒｓａｌ 转移到细胞核内启动免疫因子的

转录ꎮ ＩＭＤ 途径是急性反应ꎬ主要同革兰氏阴性

菌有关ꎮ ＩＭＤ 途径的激活会导致另一个 ＮＦ￣кＢ 转

录因子 Ｒｅｌｉｓｈ 自身的抑制结构域被切割ꎬ进而

Ｒｅｌ￣ｈｏｍｏｌｏｇｙ 结构域进入细胞核诱导抗菌肽表达ꎮ
一旦入侵信号被昆虫的模式识别蛋白识别

后ꎬ昆虫体内的天然免疫反应被迅速激发继而产

生效应分子以清除外源物ꎮ 寄生蜂对于寄主体液

免疫反应的破坏首先集中体现在对 Ｔｏｌｌ 途径上游

模式识别蛋白的基因发生差异表达 (Ｗｅｒｔｈｅｉｍ
ｅｔ ａｌ. ꎬ２００５)ꎮ Ｃ 型凝集素是一类含有糖识别结构

域的钙依赖性糖结合蛋白ꎬ当菜粉蝶 Ｐ. ｒａｐａｅ 在

蝶蛹金小蜂 Ｐ. ｐｕｐａｒｕｍ 的寄生调控下ꎬ其体内的
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凝集素降低(Ｆａｎｇ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１１)ꎮ 寄生蜂卵进入寄

主体内也会引起免疫效应分子比如抗菌肽基因的

过量表达(Ｗｅｒｔｈｅｉｍ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００５)ꎮ 如毁侧沟茧蜂

Ｍ. ｄｅｍｏｌｉｔｏｒ 的 ＰＤＶ 的产物 Ａｎｋ￣Ｈ４ 和 Ｎ５ 蛋白包

含 ＩкＢ 结构域由 Ａｎｋｙｒｉｎ 重复序列组成但缺少磷

酸化和泛素化位点 (Ｔｈｏｅｔｋｉａｔｔｉｋｕｌ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００５)ꎻ
Ｈ４ 和 Ｎ５ 能够直接和昆虫 ＮＦ￣кＢ 因子 ＤＩＦꎬＤｏｒｓａｌ
和 Ｒｅｌｉｓｈ 的同二聚体相结合ꎬ显著降低抗菌肽的

表达从而抑制 Ｔｏｌｌ 和 ＩＭＤ 途径的免疫激活功能

(Ｂｉｔｒａ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１１)ꎮ 含 ＩкＢ 结构域的同源基因在

其他寄生蜂的 ＰＤＶ 中也有发现并具备相似功能ꎬ
说明 ＰＤＶ 对于寄主免疫信号传导机制调控作用的

机理 有 共 性 ( Ｆａｌａｂｅｌｌａ ｅｔ ａｌ. ꎬ ２００７ꎻ Ｍａｇｋｒｉｏｔｉ
ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１１)ꎮ 小菜蛾绒茧蜂 Ｃｏｔｅｓｉａ ｐｌｕｔｅｌｌａｅ ＰＤＶ
的 ＩкＢ 基因的表达能够降低菜蛾 Ｐ. ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ 对

杆状病毒的抵抗力(Ｂａｅ ａｎｄ Ｋｉｍꎬ２００９)ꎮ

５　 寄生蜂自身免疫系统的激活和进
化

　 　 寄生蜂在寄生过程中要对抗寄主免疫系统的

攻击ꎬ同时羽化后的成虫要面对复杂的自然环境ꎮ
目前关于寄生蜂的研究主要集中在寄生蜂寄生后

如何抑制寄主的免疫系统ꎬ在幼蜂发育过程中ꎬ寄
生蜂必须维持一定的免疫能力ꎬ保证其在寄主体

内或体表正常发育ꎮ 如扁头泥蜂 Ａ. ｃｏｍｐｒｅｓｓａ 幼

虫能分泌混合的抗菌物使其在肮脏生存环境中生

长的寄主美洲大蠊体内保持健康生长 (Ｈｅｒｚｎｅｒ
ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１３)ꎬ但这对于寄主免疫力的影响还有待

研究ꎮ
在意大利蜜蜂的基因组中发现其免疫分子大

约只有其他物种的三分之一(Ｅｖａｎｓ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００６ꎻ
Ｚｏｕ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００７)ꎬ而丽蝇蛹集金小蜂 Ｎ. ｖｉｔｒｉｐｅｎｎｉｓ
的测序计划完成后(Ｗｅｒｒｅｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１０)ꎬ科学家

发现了 ４００ 多种可能的免疫分子ꎬ初步证明寄生

蜂拥有完备的免疫系统(Ｔｉａｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１０ꎻＢｒｕｃｋｅｒ
ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１２)ꎮ 在已知的毒液蛋白中存在大量在序

列上与免疫基因相似的分子ꎬ其中包括丝氨酸蛋

白酶、酚氧化酶原和丝氨酸蛋白酶抑制剂ꎮ 这些

分子在进化上和功能上和已知免疫分子的关系是

未来值得关注的问题ꎮ

６　 展望

寄生蜂是治理许多农林生态系统害虫可利用

的天敌资源ꎬ在生物防治中起着重要的作用ꎮ 在

害虫对杀虫剂产生抗性加剧的形势下ꎬ寄生蜂在

传统的生物防治中所起到的作用得到充分的认可

(陈学新ꎬ２０１０ꎻ李建成等ꎬ２０１０)ꎮ 因此ꎬ深入研究

寄生蜂对寄生免疫和生理生化调控的分子机理将

会对更好的利用天敌昆虫控制农业害虫提供理论

基础ꎮ
基于组学的寄生蜂与寄主免疫的相互作用分

析是当前昆虫免疫学发展的一个研究前沿ꎮ 目前

研究越来越集中于模式生物体系ꎬ尤其以黑腹果

蝇 Ｄ. ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ 和匙胸瘿蜂 Ｌ. ｂｏｕｌａｒｄｉ 以及反

颚茧蜂 Ａ. ｔａｂｉｄａ 相互作用的研究近年来十分活

跃ꎬ涉及细胞和体液免疫的各个层面ꎬ并产生新的

领域ꎬ如果蝇在面临寄生蜂攻击的时候ꎬ在产卵时

会产生趋利避害的行为(Ｋａｃｓｏｈ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１３)ꎬ从
而有可能发展昆虫行为免疫学领域 ( Ｄｕｋａｓꎬ
２００８)ꎻ又如ꎬ在金小蜂基因组测序完成后ꎬ寄生蜂

和寄主相互作用的研究已经进入后基因组时代ꎮ
目前有关寄生蜂与寄主免疫相互作用的生化

和分子调控机制探索越来越系统和深入ꎬ这些研

究同以前相比前进了一大步ꎬ未来的研究将更加

关注以下三个方面:第一ꎬ目前对于毒液和 ＰＤＶ 的

研究ꎬ仅仅揭示了少数基因的分子机制ꎬ更多的只

停留在细胞和形态描述的水平上ꎮ 未来将更多的

利用功能基因组学和蛋白质组学等手段对此加以

系统性的研究ꎮ 第二ꎬ由于寄生蜂的种类繁多并

且进化关系复杂ꎬ存在着种间竞争ꎬ而寄主的免疫

体系又各有不同ꎮ 尽管目前已经有了协同防治的

实践ꎬ但还没有总结出一个统一的分子机制能够

对害虫进行广谱的防治ꎮ 因此ꎬ有必要利用分子

生物学技术揭示特定寄生因子和寄主免疫系统的

对应关系ꎮ 第三ꎬ寄生蜂自身应对外源生物胁迫

因子的免疫力对于其在生态系统中稳定维持至关

重要ꎬ但是目前该领域还是空白ꎮ 下一步研究的

重点将是深入解析寄生蜂的免疫途径并且通过比

较基因组学分析其与其它模式昆虫的保守程度和

差异性ꎻ同时揭示免疫基因特别是黑化反应基因

与寄生因子在进化和功能上的关系ꎮ 显然ꎬ随着

寄生蜂和寄主相互作用研究的不断深入和加强ꎬ
这些问题将不断被揭示和阐释ꎬ这不仅将为开辟

害虫生物防治新途径提供理论基础ꎬ而且将会对

寄生蜂在生物防治的实践起到指导作用ꎮ
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