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结合反相高效液相色谱和酶联免疫吸附法测定

昆虫血淋巴中的蜕皮甾醇激素* 
叶  滨 1, 2**  李  康 2  李  胜 2***  李  恺 1*** 

（1. 华东师范大学生命科学学院，上海 200241；2. 中国科学院上海生命科学研究院植物生理生态研究所，上海 200032） 

摘  要  【目的】 昆虫体内的蜕皮酮和 20羟基蜕皮酮（20E）是两种主要的蜕皮甾醇激素，其中蜕皮酮

是 20E的前体，而 20E是有活性的蜕皮甾醇激素。本研究旨在建立一种测定昆虫血淋巴中蜕皮激素高效、

稳定、准确的方法。【方法】 采集家蚕血淋巴，抽提总蜕皮甾醇激素，利用反相高效液相色谱法（反相

HPLC）分离并收集蜕皮酮与 20E，进而利用酶联免疫吸附法（ELISA）测定家蚕血淋巴的总蜕皮甾醇激

素、蜕皮酮和 20E 各自的滴度。【结果】 计算出总蜕皮甾醇激素中蜕皮酮与 20E 的比例，推算出蜕皮酮

合成和分泌、以及蜕皮酮转化为 20E 的能力。【结论】 该方法高效、稳定、准确，可广泛应用于昆虫蜕

皮甾醇激素滴度的测定。 

关键词  家蚕,蜕皮甾醇激素，蜕皮酮，20羟基蜕皮酮，反相 HPLC，酶联免疫吸附法 

Detection of ecdysteroids in insect hemolymph by a combination of 
reverse-phase high-performance lipid chromatography and an 

enzyme linked immunosorbent assay 

YE Bin1, 2**  LI Kang2  LI Sheng2***  LI Kai1*** 

(1. School of Life Science, East China of Normal University, Shanghai 200241, China; 2. Institute of Plant Physiology and Ecology, 

Shanghai Institutes for Biological Science, Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200032, China) 

Abstract  [Objectives]  To develop a highly efficient, stable, and accurate, method for the determination of two main 

ecdysteroids in insect hemolymph, namely ecdysone and 20-hydroxyecdysone (20E). Ecdysone is the immediate precursor of 

20E, while 20E is the activated form of insect ecdysteroids, or molting hormones. [Methods]  Ecdysone and 20E collected in 

Bombyx hemolymph were separated by reverse-phase, high-performance, liquid chromatography (RHPLC), followed by an 

enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), to determine their respective titers. [Results]  The ecdysone and 20E titer in 

Bombyx hemolymph was determined, and the relative ratio of ecdysone to 20E obtained. The biosynthesis and secretion rates 

of ecdysone, as well as the conversion rate of ecdysone to 20E, were calculated. [Conclusion]  The new method is highly 

efficient, stable, and accurate, and can be conveniently applied to determine the titers of ecdysteroids in insects. 

Key words  Bombyx, hemolymph, ecdysteroid, ecdyosne, 20-hydroxyecdysone, RHPLC, ELISA 

蜕皮甾醇激素（Ecdysteroids）是一类昆虫体

内普遍存在的甾醇激素，最初由 Butenandt 和

Karlson（1954）在家蚕中提取得到。昆虫在幼

虫阶段，由前胸腺合成并分泌蜕皮酮（Ecdysone）

到血淋巴中，再经血淋巴运送到各个组织，在蜕

皮酮 20-羟化酶催化下蜕皮酮转化成 20羟基蜕皮
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酮（20-hydroxyecdysone，20E）（Marchal et al.，2010；

Wang and Li，2012）。20E是有活性的蜕皮甾醇

激素，即通常所说的蜕皮激素。 

蜕皮激素在昆虫生理活动中发挥多种作用。 

首先，20E的主要作用是诱导蜕皮（Riddiford et al.，

2003）。20E通过其受体复合体 EcR-USP促进气门

腺 Inka细胞合成蜕壳启动激素（Ecdysis- triggering 

hormone，ETH），也同时抑制 ETH 的分泌，对

ETH 进行双重调控作用，精确调控整个蜕皮过

程（郭恩恩等，2008）。其次，配体-受体复合物

20E-EcR-USP启动 Br-C、E74、E75和 E93等 20E

初级应答基因的表达；这些初级应答基因然后触

发天冬氨酸凋亡酶编码基因 Dronc 和 Drice，死

亡激活因子基因 reaper 和 hid，以及细胞自噬基

因等 20E次级应答基因的表达，最终导致昆虫变

态过程中幼虫组织的细胞凋亡和自噬（李康等，

2011；Tian et al.，2013）。此外，在成虫阶段，

20E-EcR-USP 可以调控卵黄原蛋白的合成进而

调控昆虫的生殖发育（Montell，2001；Dubrovsky，

2005）。因此，干扰害虫体内蜕皮甾醇激素合成可

成为一种重要的害虫防治手段（Dhadialla et al.，

1998；Smaggheet al.，2010）。建立一种高效、

稳定、准确测定昆虫血淋巴中蜕皮甾醇激素含量

的方法，可为害虫的生物防治提供理论基础与研

究技术；同时，也可为其他物种甾醇激素含量测

定提供借鉴。 

目前，蜕皮激素含量测定主要采用有机溶剂

萃取组织中的总甾醇类物质，进而用放射免疫法

（Tanaka，1995；Takaki and Sakurai，2003；Li  

et al.，2015；Liu et al.，2015）或酶联免疫吸附

法（Pascual et al.，1995；Friesen and Kaufman，

2004；Margam et al.，2006）测定蜕皮甾醇激素

的滴度。这种分离方法较粗犷，提取液中干扰众

多，测出的蜕皮激素甾醇滴度为蜕皮酮与 20E

等的总和，无法确定其各自滴度。HPLC是目前

分离已知和未知甾醇激素物质的主要方法和手

段（Lachaise et al.，1989；Sonobe et al.，2006；

Yamazaki et al.，2011）。前期研究发现反相HPLC

可以很好地分离血淋巴中的蜕皮酮与 20E（Marchal 

et al.，2012），因而我们采用反相 HPLC结合酶

联免疫吸附法测定蜕皮酮与 20E各自的滴度，并

对此新技术的可行性和操作性、以及潜在意义进

行了讨论。 

1  材料与方法 

1.1  材料和主要试剂、器材 

实验用的家蚕 Bombyx mori品系为 P50，由

中国农业科学院镇江蚕业研究所提供。ELISA测

定蜕皮甾醇激素滴度相关试剂购自美国 Cayman 

Chemical公司，分别有 EIA buffer（No. 400060）、

20-Hydroecdysone AChE Tracer（No. 482200）、

20-Hydroxyecdysone EIA Antiserum（No. 482202）、

Wash Buffer（400×）（No. 400062）、Ellman’s 

Reagent（ No. 400050 ）、 Precoated （ Mouse 

Anti-Rabbit IgG）EIA 96-Well Strip Plate（No. 

400005）。蜕皮酮（E）与 20E 标准品购自上海

浩然生物技术有限公司，生产商为 Alexis公司；

超纯水购自上海生工公司，高效液相色谱仪为

Agilent公司 1100 series。 

1.2  血淋巴中的蜕皮甾醇激素提取 

取 950 μL家蚕血淋巴，与甲醇 1︰1混合，

15 000 g离心 10 min；取上清，冰上重悬 30 min，

15 000 g离心 10 min；取上清，70℃金属浴烘干后

用 200 μL溶解液（800 ︰水 200 ︰乙腈 1三氟乙酸）

溶解。溶解后的液体用 0.22 μm滤膜过滤以去除

不溶物，滤液可置于﹣80℃备用。 

1.3  高效液相色谱分离蜕皮酮和 20E 

配制 1 μg/μL的蜕皮酮（E）、20E及 E+20E

混合物标准品各 50 μL。按程序（0 min，20% 

ACE，80% Water；5.00 min，20% ACE，80% 

Water；25.00 min，35% ACE，65% Water ），（1.000 

mL/min，240 nm）对 E+20E 的标准品混合液进

行反相 HPLC色谱层析，如图 1所示。再分别对

E与 20E标准品单独色谱层析，可知前峰为 20E，

后峰为蜕皮酮。根据反相HPLC色谱图分离的 E和

20E 的保留时间不同，设定 20E 的收样时间为

6.7~8.7 min，E的收样时间为 13.0~15.0 min。馏
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分经 70℃金属浴烘干后，溶于 EIA 缓冲液进一

步测定 E与 20E的滴度。 

1.4  ELISA 测定方法 

配制标准品，初始浓度为 100 ng/mL，1︰2稀 

释 7次，设置 8个浓度梯度点制作标准曲线。如

图 2所示，加 100 μL EIA溶液到NSB（Non- specific 

binding），50 μL EIA到 B0（Maximum binding）。

在 2、3、4列 S（Standard）孔中加入 50 μL标准品，

从第 5列开始加入 50 μL相应样品。除Blk（Blank）

与 TA（Total activity）之外，在其他所有孔中加入

50 μL Tracer，再在除 Blk、TA及NSB之外在其他

孔中加入 50 μL Antiserum，4℃孵育过夜。Wash 

buffer每孔洗5次。在所有孔中加入200μL Ellman’s 

Reagent，在 TA孔额外再加入 5 μL Tracer，室温孵

育 90~120 min。在 405 nm处检测每孔的吸光度。 

1.5  数据统计与分析 

计算 NSB与 B0吸光度平均值，B0平均值减

去 NSB平均值得到修正 B0值；将各孔吸光度减去

NSB均值得到吸光度修正值，将各孔吸光度修正值

除以 B0再乘以 100 得到%B/B0，即%B/B0 =100×

（B-NSBavg）/（B0
avg-NSBavg）。以标准品浓度为

纵坐标，%B/B0为横坐标作图，得到标准曲线公

式。将各孔%B/B0代入公式即可获得样品中蜕皮

甾醇激素的浓度。其中 Blank与 TA分别为阴性

对照与阳性对照。每个组样品设置 3个生物学重 

 

 
 

图 1  蜕皮酮和 20E 的高效液相色谱图谱分离图 
Fig. 1  Standard ecdysone and 20E  

separated by RHPLC 

 
 

图 2  平板结构 
Fig. 2  ELISA plate format 

 

复，计算平均值及标准误差。 

2  结果与分析 

2.1  血淋巴总蜕皮甾醇激素的 ELISA 测定 

首先，用 ELISA 测定未经 HPLC 分离的依

次递增体积的家蚕血淋巴提取物中总蜕皮甾醇

激素的含量，并计算出蜕皮甾醇激素含量与血淋巴

体积的相关性。如图 3所示（标准曲线选用 20E，

后文展示），以预蛹 1 d（PP1）的家蚕血淋巴为

例，蜕皮甾醇激素含量与血淋巴体积呈现出很好

的线性关系，说明该测定方法的稳定性和准确

性。同时，分别测定 5龄 2 d（5L2D）和预蛹 2 d

（PP2）的总蜕皮甾醇激素滴度，发现家蚕总蜕

皮甾醇激素在 PP2时的浓度显著高于 5L2D，约

为 86.4倍。 

2.2  蜕皮酮与 20E 的 HPLC 分离与 ELISA 测定 

家蚕血淋巴总蜕皮甾醇激素提取物经HPLC
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分离、收取馏分后，进一步利用 ELISA 法测定

蜕皮酮和 20E的滴度。如图 4、图 5所示，在家

蚕预蛹期（PP2）无论是蜕皮酮还是 20E的滴度

都远远高于喂食期（5L2D），PP2的蜕皮酮和 20E

滴度分别约为 5L2D的 59.7倍和 105.4倍。结果

表明前胸腺中蜕皮酮的合成和分泌能力在 PP2

比 L5D2要高许多。 

2.3  蜕皮酮与 20E 的相对比例 

通过计算发现，在 5L2D和 PP2时期血淋巴

内蜕皮酮与 20E在比例上也出现很大差别，如图

6所示，在喂食期家蚕 20E与蜕皮酮的相对比例 

约为 2.9︰1，而在幼虫-蛹转变时期（PP2），家

蚕血淋巴内 20E与蜕皮酮的相对比例约为 5.1︰1。

综合图 5和图 6的结果，推算出在周边组织中转

化已有蜕皮酮为 20E的能力在 PP2比 5L2D要高

近一倍。 

3  讨论 

利用反相 HPLC 分离结合酶联免疫吸附法

可以广泛测定昆虫血淋巴中蜕皮酮和 20E 的滴

度变化。在具体操作过程中，由于在喂食期间蜕

皮甾醇激素滴度较低，所以采集昆虫血淋巴的采

集量需要较大，建议至少采集 1 mL左右。在甲 
 

 
 

图 3  PP1 血淋巴体积与蜕皮甾醇激素滴度相关性及 5L2D、PP2 时期蜕皮激素浓度 
Fig. 3  The linear relationship between hemolymph volume and total ecdysteroid titers, 

and the total ecdysteroids titers on 5L2D and PP2 

A. 血淋巴体积与蜕皮甾醇激素滴度相关性图；B. 5L2D和 PP2时期蜕皮激素浓度。 

5L2D、PP1和 PP2分别为 5龄 2 d、预蛹 1 d和预蛹 2 d。下图同。 

A. The linear relationship between hemolymph volume and total ecdysteroid titers； 

B. The total ecdysteroids titers on 5L2D and PP2. 5L2D, PP1 and PP2 are day 2 of the 5th instar,  
day 1 of the prepupal stage and day 2 of the prepupal stage. The same below. 

 

 
 

图 4  蜕皮酮标准曲线及其浓度测定 
Fig. 4  Standard curve of ecdysone and its titer in hemolymph of 5L2D and PP2 larvae 

A. 蜕皮酮标准曲线；B. 5L2D和 PP2时期蜕皮酮浓度。 

A. Standard curve of ecdysone; B. Ecdysone titer in hemolymph of 5L2D and PP2 larvae. 
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图 5  20E 标准曲线及其浓度测定 
Fig. 5  Standard curve of 20E and its titer in hemolymph of 5L2D and PP2 larvae 

A. 20E标准曲线；B. 5L2D和 PP2时期 20E浓度。 

A. Standard curve of 20E; B. 20E titer in hemolymph of 5L2D and PP2 larvae. 

 
 

 
 

图 6  5 龄 2 d 及预蛹 2 d 蜕皮酮与 20E 的相对比例 
Fig. 6  The relative ratio between ecdysone and 20E in 

hemolymph on 5L2D and PP2 

 
醇提取蜕皮甾醇激素过程中，单次离心会有蛋白

沉淀不完全的情况发生，可多次冰上重悬再离心

以去除血淋巴中蛋白。HPLC标样出峰时间跨度

不到 1 min，但由于样品的浓度一般都低于标样

浓度以及其他杂质的存在，会导致出峰时间前移

或后移，故收取馏分时间应向前后扩至 2 min最

为稳妥。ELISA实验过程中，预计蜕皮甾醇激素

浓度较高的样品可稀释至少 100 倍之后再进行

测定。此外，在洗孔过程中，人为操作造成一定

误差，所以可将 3次重复增加到 4个重复以增加

实验准确性。最后，需要注意的是实验用水都需

要是超纯水。样品制备时，实验者应考虑到不同

季节同一种昆虫生活环境不同，血淋巴中蜕皮甾

醇激素的滴度也会略有差异。综上所述，本研究

的方法总体技术流程为获取组织材料，有机溶剂

提取总甾醇类物质，采用 HPLC以标准品为参考

分离并收集总甾醇类物质中的蜕皮酮和 20E，最

后采用 ELISA测定蜕皮酮和 20E滴度。 

本研究中可以看出，在取食期蜕皮酮与 20E

都维持在一个很低的水平；然而在变态过程中，

蜕皮酮与 20E 都提高到很高水平，特别是 20E

与蜕皮酮的比例从 2.9︰1 提高到 5.1︰1。蜕皮

甾醇激素是昆虫变态发育中的重要激素，尤其是

其活性形式 20E可诱导整个蜕皮过程，以及变态

时期幼虫组织中细胞凋亡和细胞自噬的发生，致

使幼虫的组织消亡并为成虫组织的发生提供营

养物质再利用（Riddiford et al.，2003）。蜕皮酮

与 20E在昆虫血淋巴内同时存在，二者滴度水平

以及它们之间的转化效率还能间接的反应蜕皮

酮在转化为 20E的过程中的关键酶蜕皮酮 20-羟

化酶（如 Halloween基因 Shade）的活性（Petryk 

et al.，2003）。 

本研究的目的是建立一种高效、稳定、准确

的方法以测定昆虫血淋巴中总蜕皮甾醇激素，以

及单独的蜕皮酮和 20E滴度。本研究建立的方法

还可用于测定前胸腺中蜕皮酮的合成和分泌、周

边组织中蜕皮酮转化为 20E的能力，以及用于测

定其它节肢动物中蜕皮甾醇激素的滴度。该方法

高效、稳定、准确，可为害虫的生物防治提供理

论基础与研究技术，还可为其他物种甾醇激素含
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量测定提供借鉴。 
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