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暗黑鳃金龟幼虫取食 Bt 菌株 HD8E 和 
HD8G 后的中肠细胞病理变化* 
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2. 西北农林科技大学应用昆虫学重点实验室，杨凌 712100） 

摘  要  【目的】 暗黑鳃金龟 Holotrichia palallela Motschulsky的幼虫（蛴螬），是小麦、花生、大豆、

玉米、高粱、马铃薯等作物的重要地下害虫。本研究为暗黑鳃金龟幼虫的生物防治奠定了基础，并为抗虫

转基因作物的研究提供优良的候选基因。【方法】 将 HD8E和 HD8G两个 Bt株系的晶孢悬液饲喂蛴螬后，

利用透射电子显微镜对蛴螬中肠进行病理性观察，利用解剖镜观察蛴螬肠道内容物。【结果】 观察结果显

示蛴螬的中肠组织出现微绒毛脱落、环肌和纵肌肌纤维降解、中肠细胞间隙扩大、细胞内质网肿胀断裂、

线粒体变形等现象。【结论】 HD8E 和 HD8G 两个 Bt 株系可以导致蛴螬中肠组织结构发生明显的病变，

且可明显地抑制暗黑鳃金龟幼虫的取食行为。 

关键词  蛴螬，HD8E，HD8G，中肠组织，病理变化，抑制取食 

Pathological changes in the midgut of Holotrichia parallela larvae 
after feeding on HD8E and HD8G  
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LI Ke-Bin1  SHU Chang-Long1  YIN Jiao1*** 

(1. State Key Laboratory for Biology of Plant Diseases and Insect Pests, Institute of Plant Protection, Chinese Academy of Agricultural  

Sciences, Beijing 100193, China; 2. Key Laboratory of Applied Entomology, Northwest A&F University, Yangling 712100, China) 

Abstract   [Objectives]  Holotrichia palallela Motschulsky (Coleoptera: Melolonthidae) is an important underground 

insect pest that seriously damages wheat, peanut, soybean, corn, chinese sorghum, and potato, crops. This paper lays the 

foundation for the biological control of H. palallela larvae with the Bt strains HD8E and HD8G, and may provide some 

excellent candidate genes for the development of insect-resistant, genetically modified, crops. [Methods]  Pathogenic 

changes in the midgut of grubs after ingestion of HD8E and HD8G were observed using transmission electron microscopy and 

an anatomical lens, respectively. [Results]  Pathogenic changes in the midgut of H. palallela larvae included the shedding of 

microvilli, degradation of longitudinal and circular muscles fibers, expansion of the intercellular space, swelling and breakage 

of the endoplasmic reticulum and mitochondrial cyclization. [Conclusion]  The two Bt strains HD8E and HD8G caused 

obvious pathogenic changes in the midguts of H. palallela larvae and visibly inhibited their feeding behavior.  

Key words  grubs, HD8E, HD8G, midgut tissue, pathologic changes, feeding inhibition 

暗 黑 鳃 金 龟 Holotrichia palallela 

Motschulsky 属鞘翅目（Coleoptera）鳃金龟科

（Melolonthidae），幼虫为蛴螬，俗称蛭虫、白

土蚕等。蛴螬是地下害虫中种类最多、分布最广、
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危害最重的一个类群。暗黑鳃金龟是大多地区的

优势种之一，发生程度日趋严重；其幼虫主要取

食作物地下部分，其发生与危害给农业和林业生

产造成巨大的经济损失（徐建国等，2002；李俊

秀等，2007；王爱东，2008）。为了控制蛴螬的

猖獗危害，长期以来农民采用化学农药防治蛴

螬，但是带来了生态环境破坏与污染问题（曹雅

忠等，2005；罗宗秀等，2009），因此探寻一种

绿色防控手段成为当务之急。 

苏云金芽孢杆菌（Bacillus thuringiensis，Bt）

是一种革兰氏阳性昆虫病原细菌，在形成芽孢时

伴随着多种形态的伴孢晶体。研究报道 Bt 伴孢

晶体主要由Cry和Cyt基因编码的杀虫晶体蛋白

组成，每一种杀虫晶体蛋白可以对某种或几种害

虫有毒杀活性（李雪薇等，2003；Bravo et al.，

2007；Frankenhuyzen，2009）。说明其对靶标

害虫具有高度特异的杀虫活性，但是这些杀虫活

性蛋白对人畜等非靶标生物安全无害（冯书亮

等，2000；王容燕等，2003；Roh et al.，2007）。

研究发现昆虫中肠上皮组织中有能够与 Cry 毒

素结合的受体，这些受体是 Cry毒素杀虫特异性

的决定因素（Wolfersberger，1984；Gahan et al.，

2001；Rajagopal et al.，2003；Jurat-Fuentes and 

Adang，2004，2006；Fernandez，2006 ）。目前

研究显示，大量 Bt 活性杀虫蛋白对鳞翅目昆虫

具有很强的毒杀作用，且中肠病变的研究比较深

入。但是，对鞘翅目昆虫有活性的株系明显少于

鳞翅目（Manju et al.，2009；Zhang et al.，2013），

且中肠病变研究极少（张强等，2011）。本文中

所采用的 HD8E 和 HD8G 两株系菌可以表达

Cry8Ea1和 Cry8Ga1两种毒蛋白，均对暗黑鳃金

龟幼虫具有毒杀活性（Shu et al.，2009a，2009b）。

本文利用透射电镜技术对取食 Bt 后暗黑鳃金龟

幼虫的中肠组织进行观察，旨在明确 Bt 目标菌

株对鞘翅目暗黑鳃金龟幼虫中肠的致病效果，为

探索 Bt 特定毒蛋白用于防治暗黑鳃金龟幼虫的

应用技术以及对鞘翅目昆虫的病理机制的研究

提供理论基础。  

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  供试昆虫  暗黑鳃金龟 H. parallela幼虫

由河北省沧州市农林科学院提供。从田间捕捉暗

黑鳃金龟成虫，在室内用榆树叶饲养至产卵，将

卵放入塑料盒内孵化。饲养土壤环境：水含量

18%~20%，温度 27℃。用土豆条或小麦饲养孵

化后幼虫。选取 5~7日龄幼虫进行试验。 

1.1.2  Bt 菌株孢晶悬液的制备   可表达

Cry8Ga1 和 Cry8Ea1 蛋白的 Bt 菌株 HD8G 和

HD8E 由中国农业科学院植物保护研究所生物

技术组提供。用液体 LB培养基（卡纳终浓度为

50 μg/mL）30℃、230 r/min摇床上培养 Bt菌株，

油镜检验，观察芽孢释放量为 50%时停止培养。

将培养液 12 000 r/min离心 15 min，得到的沉淀

用无菌水悬浮，制成晶胞悬液，测定其蛋白含量

和孢子数。液氮冷冻后保存﹣80℃中。待用。 

1.2  试验方法 

1.2.1  样品制备  用 Bt 的孢晶悬液浸泡晒干的

马铃薯丝 20 min，再将马铃薯丝与孢晶悬液一并

倒入灭过菌的土壤中，将其混匀作为饲料。土与

孢晶悬液或水的质量比为 5︰1，土与马铃薯丝

的质量比为 23︰1。以 HD8E和 HD8G两菌株对

暗黑鳃金龟幼虫的致死终浓度（0.087 5×108 

CFU/g土和 2.838×108 CFU/g 土）作为试验处理

浓度（Shu et al.，2009a，2009b）。将暗黑鳃金

龟幼虫置于混合好的毒土中持续饲养（处理），

期间不再添加新的毒蛋白或毒土。处理 1、2、4 d

后，取其肠道，利用体视显微镜（上海蔡司光学

仪器，Stemi 2000-C）观察其肠道内容物；取其

中肠做进一步的电镜试验。以正常饲养的虫体为

对照。 

1.2.2  透射电镜制样   试验方法参照张彦等

（2012）方法。解剖 1、2、4 d亚致死虫体和对

照，将中肠取出，浸入 3%的戊二醛（pH 7.4）

固定液中，室温固定 2~4 h；戊二醛固定后，用

0.1 mol·L－1 pH 7.4的磷酸缓冲液冲洗 2 h，尽量

多次冲洗；将冲洗干净的样品加入 1%的锇酸中，
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轻轻振动样品，使样品充分固定。固定 2 h；用

30%、50%、70%、80%、90%、95%、100%的

乙醇分级脱水，每级脱水 7 min；用无水丙酮置

换乙醇，室温进行，置换 3次；用浸透液浸透样

品，在 35℃温箱，浸透 2 h；先将包埋剂挑进包

埋板孔中，再将样品小心的挑到孔的两头，最后

用包埋剂将孔灌满；在 37、45、60℃的温箱中

分别聚合 12、24、48 h；切片，并将切片置于铜

网上；将带有切片的铜网放在醋酸铀液滴上染色

15 min。用蒸馏水冲洗数次，并吸干铜网上的水

分；将切片放在 0.02 mol·L－1 NaOH的液滴上，

插入后立刻取出，放入含有柠檬酸铅的液滴上，

染色 20 min；用重蒸水洗去多余染色液，将切片

置于干燥器中待观察。 

2  结果与分析 

2.1  中肠微绒毛的病变 

健康蛴螬（对照）的中肠微绒毛数量多，修 

长，整齐，分布均匀，致密，膜结构正常（图 1：

A，B）。其中图 1（A）为中肠微绒毛纵切；图

1（B）为中肠微绒毛横切。两种 Bt毒蛋白处理

1 d后，蛴螬微绒毛便产生了不同程度的病变，

出现肿胀，脱落，稀疏（图 1：C，F）。HD8E

处理的暗黑鳃金龟幼虫中肠微绒毛变形，结构疏

松，内部出现泡状（图 1：C），随着处理时间

的延长，微绒毛逐渐脱落（图 1：D），到第 4

天时，几乎完全脱落（图 1：E）。HD8G 处理

后 1 d（图 1：F）暗黑鳃金龟幼虫中肠微绒毛的

状态类似于 HD8E处理的第 2天状态（图 1：D），

HD8G处理的第 2天和第 4天病变程度没有增加

（图 1：G，H）。研究结果表明，蛴螬取食 Bt 1 

d后，HD8G处理的其中肠微绒毛的病变速度比

HD8E 处理的要快，但之后病变速度落后于

HD8E处理。 

2.2  中肠环肌和纵肌的病变 

健康暗黑鳃金龟幼虫（对照）中肠环肌的肌 
 

 
 

图 1  Bt 菌株对暗黑鳃金龟幼虫中肠微绒毛的病理影响 
Fig. 1  The pathological effect of Bt on the microvillus of the midgut in Holotrichia palallela grubs 

A. 对照（纵切）；B. 对照（横切）；C. HD8E处理 1 d；D. HD8E处理 2 d；E. HD8E处理 4 d；F. HD8G处理 1 d；G. HD8G

处理 2 d；H. HD8G处理 4 d。图中白色箭头所指示为中肠微绒毛病变位置。白色圆形所示为中肠微绒毛脱落。 

A. Control (longitudinal section); B. Control (cross section); C. Treated by HD8E for 1 day; D. Treated by HD8E for 2 days; 
E. Treated by HD8E for 4 days; F. Treated by HD8G for 1day; G. Treated by HD8G for 2 days; H. Treated by HD8G for 4 
days. The white arrows point to the microvilli lesions and the circle is pointing the location where the microvilli fell off. 
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纤丝致密（图 2：A），纵肌肌纤丝致密且大部

分肌肉束横截面呈椭圆形（图 2：D）。Bt处理

4 d后，中肠环肌出现大量小孔，肌纤丝变得稀

疏，有的甚至断裂（图 2：C，E）；纵肌肌肉束

横截面形状变得不规则，肌肉束中出现不同程度

的孔状结构（图 2：D，F）。说明 Bt 处理可以 

引起中肠肌肉的病变，甚至降解。 

2.3  中肠细胞间隙的变化 

健康（对照）蛴螬的中肠两细胞之间空隙很

小，有零星泡状结构分布（图 3：A）。幼虫取食

Bt 4 d后，亚致死蛴螬的中肠细胞间隙出现不同 

 

 
 

图 2  Bt 菌株对暗黑鳃金龟幼虫中肠肌肉组织的病理影响 
Fig. 2  The pathological effect of Bt on the muscle of the midgut in Holotrichia palallela grubs 

A. 肠环肌对照；B. 肠纵肌对照；C. HD8G处理 4 d后的肠环肌；D. HD8G处理 4 d后的肠纵肌；E. HD8E处理 4 d

后的肠环肌；F. HD8E处理 4 d后的肠纵肌。图中白色箭头所指示为中肠肌纤维降解造成的孔洞位置。 

A. Control of circular muscle; B. Control of longitudinal muscle; C. Circular muscle treated by HD8G for 4 days;  
D. Longitudinal muscle treated by HD8G for 4 days; E. Circular muscle treated by HD8E for 4 days; F. Longitudinal muscle 
treated by HD8E for 4 days. The holes resulting from the degradation of the intestinal muscle fibers are showed in white arrows. 

 

 
 

图 3  Bt 处理后暗黑鳃金龟幼虫中肠细胞间隙变化 
Fig. 3  The variation of intercellular space in the midgut of Holotrichia palallela grubs fed with Bt strains 

A. 健康中肠细胞间隙；B. HD8G处理 4 d后中肠细胞间隙；C. HD8E处理 4 d后中肠细胞间隙。 

图中白色箭头所指示为中肠细胞间隙位置。 

A. Intercellular space (healthy); B. Intercellular space of midgut cells treated by HD8G for 4 days; C. Intercellular space of 
midgut cells treated by HD8E for 4 days. The intercellular spaces are labeled with the white arrows. 
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程度变化。病变轻微的部位其泡状结构增多，泡

状增大（图 3：B）；病变严重的部位两细胞膜之

间出现大段的分离现象（图 3：C）。 

2.4  中肠细胞内质网的病变 

正常（对照）的细胞内质网狭长，多，且排

列有序（图 4：A）。取食 Bt 4 d之后，发现细胞

内质网数量变少，有的细胞内质网甚至完全消

失。HD8G 处理后蛴螬中肠细胞内质网变得肿

胀，断裂成一些泡状膜结构，排列变得杂乱无章

（图 4：B）。而 HD8E处理的暗黑鳃金龟幼虫中

肠细胞内质网出现环化现象（图 4：C~F）。 

2.5  中肠细胞线粒体的病变 

在电镜下，正常线粒体近乎椭圆形，内脊数

量多而排列整齐，双层膜结构清晰（图 5：A）。

经 Bt 处理后，两种蛴螬中肠细胞线粒体病变明

显。在两个株系处理中，以 HD8G处理暗黑鳃金

龟幼虫后病变出现最快，第一天就出现线粒体双

层膜模糊不清和中空现象（图 5：E）。随后的

时间里两种处理的中肠细胞线粒体病变特征基

本一致。表现为线粒体的双层膜结构以及内脊模

糊不清；内脊的数量减少，导致线粒体中空；线

粒体变形，甚至破裂等病变特征（图 5：C，D，

F，G）。 

2.6  抑制取食观察 

将正常饲养的和用 Bt 晶孢悬液处理的 1 龄

幼虫中肠解剖，照相，如图 6。通过比较发现，

健康虫体中肠（图 6：A）内部充满食物，表明

虫体取食正常。处理 1 d后，HD8E处理的暗黑

鳃金龟（图 6：B）肠内食物变少，呈半透明状。

HD8G处理的暗黑鳃金龟中肠内部干净，几乎透

明（图 6：E）。处理 2 d和 4 d后，HD8G蛋白

处理的暗黑鳃金龟中肠内透明无食物（图 6：F，

G）。随处理时间延长，取食 HD8E的暗黑鳃金

龟幼虫中肠内容物越来越少（图 6：C，D）。结

果表明，Cry蛋白有抑制蛴螬取食的作用。 

3  结论与讨论 

研究认为大部分 Bt 蛋白的靶标部位是昆虫

中肠上皮细胞，昆虫中肠上皮细胞结构被破坏，

以达到毒杀昆虫的目的。张彦等（2012）利用电

镜观察棉铃虫取食 Vip3Aa蛋白后中肠组织病理

变化；宋健等（2008）利用相差显微镜分别观察

了感染 Bt HBF-1菌株的铜绿丽金龟幼虫中肠和

感染 Bt 戈尔斯德亚种的病变棉铃虫幼虫中肠的

石蜡切片（项秀芬等，1996；宋健等，2008）。

除直接饲喂昆虫 Bt 蛋白外，许多学者还研究了 

 

 
 

图 4  Bt 处理后暗黑鳃金龟幼虫中肠细胞内质网变化 
Fig. 4  The variation of endoplasmic reticulum in the midgut cells of Holotrichia palallela grubs fed with Bt strains 

A. 健康内质网；B. HD8G处理 4 d后内质网；C、D、E、F. HD8E处理 4 d后的内质网。 

图中黑色箭头所指示为中肠细胞内质网环化。 

A. Healthy endoplasmic reticulum; B. Endoplasmic reticulum treated by HD8G for 4 days; C, D, E, F. Endoplasmic 
reticulum treated by HD8E for 4 days. The black arrow points to cyclization of endoplasmic reticulum  

in the midgut cells of H. palallela grubs. 
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图 5  Bt 处理后暗黑鳃金龟幼虫中肠细胞线粒体变化 
Fig. 5  The variation of mitochondria in the midgut cells of Holotrichia palallela grubs fed with Bt strains 

A. 对照；B. HD8E处理 1 d；C. HD8E处理 2 d；D. HD8E处理 4 d；E. HD8G处理 1 d；F. HD8G处理 2 d； 

G. HD8G处理 4 d 內。图中白色箭头所指示为中肠细胞线粒体变形和 脊变形。 

A. Control; B. Treated by HD8E for 1 day; C. Treated by HD8E for 2 days; D. Treated by HD8E for 4 days; E. Treated by 
HD8G for 1 day; F. Treated by HD8G for 2 days; G. Treated by HD8G for 4 days. The mitochondria and mitochondria ridge 

in the midgut cells of H. palallela grubs are both deformed labeled with white arrows. 
 

 
 

图 6  取食 Bt 的蛴螬中肠观察 
Fig. 6  Midguts of grubs treated by Bt toxin 

A. 健康暗黑鳃金龟幼虫肠道；B、C、D. HD8E处理暗黑鳃金龟 1、2、4 d的肠道； 

E、F、G. HD8G处理暗黑鳃金龟 1、2、4 d的肠道。 

A. Healthy guts of H. parallela; C, D, E. guts of H. parallela treated by HD8E for 1 day, 2 day and 4 day, respectively;  
F, G, H. guts of H. parallela treated by HD8G for 1 day, 2 days and 4 days, respectively. 

 
转 Bt 作物对昆虫中肠组织病理的变化（束春娥

等，1996；梁革梅等，2001；李芳芳等，2007）。

综合众多研究，我们发现，取食 Bt 后昆虫中肠

细胞都有以下病变：微绒毛脱落、内质网肿胀断

裂、线粒体变形、核膜不清晰、甚至中肠细胞脱

落等（束春娥等，1996；项秀芬等，1996；梁革

梅等，2001；Cavados et al.，2004；李芳芳等，

2007；宋健等，2008；徐艳聆等，2009；张彦等，

2012）。在本研究中，采用 HD8E和 HD8G晶孢

悬液处理暗黑鳃金龟幼虫后，中肠细胞病变严
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重，表现为：中肠微绒毛出现肿胀，内部出现泡

状结构，稀疏，局部完全消失；中肠环肌肌纤丝

由原先的致密变得稀疏，纵肌横截面变形，肌纤

维内部出现空洞；中肠细胞间隙增大，细胞质收

缩；内质网膨胀，断裂，数量减少，其中 HD8E

处理的暗黑鳃金龟幼虫中肠细胞内质网出现环

內化现象；线粒体双层膜模糊不清， 脊模糊，减

少，整个线粒体变形，出现空洞。 

许多毒素都可以导致昆虫停止取食反应，昆

虫行为上对 Bt 的逃避，可减少毒素的摄入量，

是一种抗性表现。早先，Gould和Anderson（1991）

研究发现，美洲烟夜蛾 Heliothis virescen能区分

出含有 Bt 的食物。一些中国学者也系统地研究

了部分鳞翅目昆虫对 Bt 的拒食活性，研究内容

包括选择拒食作用、完全拒食作用等（杨峰山等，

2004 贠； 桂玲等，2004）。本试验中通过解剖取

食 Bt HD8E和 HD8G毒蛋白后的蛴螬中肠显示，

蛴螬取食第一天后，肠内食物减少或消失，直至

第 4 天后蛴螬都没有进食。作者认为，Cry8Ea1

和 Cry8Ga1毒蛋白可以使蛴螬出现停食反应，抑

制其取食行为。并且，研究者发现相较于对照，

试虫的活动性明显变弱。另外，本试验只是一个

定性观察，尚缺少生物统计学数据的分析，还需

进一步开展定量研究。以期为探索利用 Bt 特定

毒蛋白防治暗黑鳃金龟幼虫的应用技术提供试

验依据。 
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