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寄主植物对甜菜夜蛾感染核型多角体病毒后 
黑化反应关键酶活性的影响* 

王金彦 1, 2**  张  浩 1  郭  玲 1, 2  万年峰 1***  蒋杰贤 1, 2*** 
（1. 上海海洋大学水产与生命学院，上海 201306；2. 上海市农业科学院生态环境保护研究所，上海 201403） 

摘  要  【目的】 明确寄主植物对感染核型多角体病毒的甜菜夜蛾 Spodostera exigua (Hübner) 幼虫体内

参与黑化反应的关键酶的影响。【方法】 借助紫外分光光度计或酶标仪，测定了取食不同食物(蕹菜、甘

蓝、黄豆和人工饲料)的感毒与未感毒甜菜夜蛾幼虫血淋巴中多酚氧化酶、酪氨酸羟化酶和多巴脱羧酶含

量。【结果】 两因素分析显示，感毒和食物两个因子及其交互作用显著影响幼虫血淋巴中这 3种酶的活性；

进一步比较发现，取食蕹菜的感毒幼虫多酚氧化酶活性最高，取食甘蓝的次之，而以黄豆和人工饲料为食

物的多酚氧化酶活性最低，感毒幼虫血淋巴中其他两种酶活性也表现相同的趋势。【结论】 寄主植物能够

调控感毒甜菜夜蛾幼虫体内参与黑化反应的关键酶活性，而这些关键酶活性的变化可能与寄主植物调控甜

菜夜蛾对核型多角体病毒的敏感性有关。 

关键词  寄主植物，甜菜夜蛾，多酚氧化酶，酪氨酸羟化酶，多巴脱羧酶，核型多角体病毒 

The effects of host plants on the activities of the key enzymes  
involved in melaninization in nucleopolyhedrovirus-infected  

beet armyworm larvae 

WANG Jin-Yan1, 2**  ZHANG Hao1  GUO Ling1, 2  WAN Nian-Feng1***  JIANG Jie-Xian1, 2*** 

(1. College of Life Science and Fishery, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China; 2. Eco-environmental Protection 

Research Institute, Shanghai Academy of Agricultural Sciences, Shanghai 201403, China) 

Abstract  [Objectives]   To investigate the effects of host plants on key enzymes involved in the melaninization of beet 

armyworm, Spodostera exigua (Hübner), larvae infected with nucleopolyhedrovirus (NPV). [Methods]  We used an 

Ultraviolet Spectrophotometer or Microplate Reader to determine the content of polyphenol oxidase, tyrosine hydroxylase and 

dopodecarboxylase in the hemolymph of infected, and non-infected, beet armyworm larvae, feeding on different food sources 

(soybeans, Glycine max, collards, Brassica oleracea, water convolvulus, Ipomoea aquatica, and artificial diets). [Results]  

Two-way analysis of variance indicated that food, viral dose, and their interaction, have significant effects on the activities of 

the three enzymes. A further comparison indicated that the highest polyphenol oxidase activity occurred in infected larvae fed 

on water convolvulus, followed by those fed on collards, with the lowest activity recorded in infected larvae fed on soybeans 

and artificial diets. The activities of the other two enzymes in infected larvae showed the same trend. [Conclusion]  Host 

plants can regulate the activity of key enzymes involved in the melaninization of infected larvae, and changes in the activity of 

these enzymes may therefore be due to plant-mediated effects on the susceptibility of beet armyworm larvae to NPV. 

Key words  host plant, beet armyworm (Spodostera exigua (Hübner)), polyphenoloxidase,  tyrosine hydroxylase,  dopa 

carboxylase, nucleopolyhedrovirus 
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植物、植食性昆虫与昆虫病毒的相互关系，

一直是昆虫学和生态学研究的热点。目前，植物

与植食性昆虫、植食性昆虫与昆虫病毒的互作研

究，已有广泛报道。例如，取食不同寄主植物后，

植食性昆虫的生长发育（Loader and Damman，

1991；苏超等，2015；温冬梅等，2016）、行为

（Farahani et al.，2011）以及生理特征（Zhang et al.，

2011；程媛等，2016）等会发生变化。寄主植物

与昆虫病毒的互作研究已受关注，譬如，植物调

控昆虫对病毒的易感性 （Monobrullah et al.，

2007；Shikano et al.，2010）、植物影响感毒宿主

的围食膜结构（Plymale et al.，2008；郭玲等，

2018），而寄主植物如何影响昆虫病毒感染宿主

的机理，却鲜见报道。 

黑化反应是昆虫防御外来物入侵的重要体

液免疫过程（Yu and Kanost，2004），多酚氧化

酶（Polyphenoloxidase，PPO）、酪氨酸羟化酶

（Tyrosine hydroxylase，TH）与多巴脱羧酶（Dopa 

decarboxylase，DDC）是参与昆虫黑化反应的关

键酶。已有文献记载，细菌（李殿香等，2013）、

昆虫病毒（孟海燕等，2010；季香云等，2013）、

农药（刘辉，2011；王涛等，2012）等外来物侵

入昆虫体内，会引起昆虫黑化反应酶系的变化，

但寄主植物如何影响感毒虫体内的黑化反应关

键酶，尚不清楚。 

甜菜夜蛾 Spodoptera exigua (Hübner)是一种

世界性分布的广食性害虫（王泽华等，2014），

而核型多角体病毒（Nucleopolyhedrovirus，NPV） 

是控制该虫种群数量的一种重要生物因子。前期

研究表明，甜菜夜蛾幼虫取食病毒处理过的蕹

菜、甘蓝和黄豆叶片后，感毒幼虫在蕹菜上的死

亡率最低，而在黄豆上的最高（Wan et al.，2018）。

然而，与这种敏感性差异有关的昆虫血淋巴黑化

反应关键酶活性变化，罕见证实。为此，本文以

上述 3种植物、甜菜夜蛾和核型多角体病毒为研

究对象，明确寄主植物对病毒感染宿主的黑化反

应关键酶的影响，以期为解析植物调控病毒感染

宿主的生理机制积累资料。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

采集上海市农业科学院庄行综合试验站菜

田甘蓝上健康甜菜夜蛾卵块，经 5%甲醛消毒后，

将卵块置于人工气候培养箱[（28±1）℃、14 L︰

10D、80%±5%]内的洁净塑料盒内；卵块孵化后，

在塑料盒内放上块状人工饲料（黄豆粉、麦胚、

酵母、干酪素、抗坏血酸等原料组成）（Jiang    

et al.，2011，2014，2018），用纱布和皮筋封口。

经室内繁殖多代后的 2 龄末幼虫，供本试验    

使用。 

供试植物为黄豆 Glycine max (Linn.) Merr. 

（江苏南通农家自种小黄豆）、甘蓝 Brassica 

oleracea L.（上海兴绿蔬菜种苗研究所研制的“兴

绿一号甘兰”）和蕹菜 Ipomoea aquatica Forsskal 

（上海农乐种植有限公司生产的“大叶空心菜”。

以上 3 种植物均被种植在载有草炭与椰土混合

物的塑料盆内（Wan et al.，2017b），盆栽苗置于

用网箱内。在整个盆栽苗种植过程中，不使用任何

农药。待植株生长盛期，选取幼嫩叶片供试。 

将上述采集点的感染核型多角体病毒的甜

菜夜蛾幼虫带回实验室，经离心、提纯后，获取

本试验所需病毒液体，具体过程如下：将感毒虫

体放于 0.1 mol·L-1磷酸缓冲液（pH=7.0）中匀浆，

3层纱布过滤，获得粗提液；纯化病毒时，将粗

提液低速离心 15-20 min，去除虫体残渣，然后

将上清液高速离心 0.5 h，重复差速离心 4次后，

使病毒颗粒体分散于磷酸缓冲液中，置于 4 ℃

冰箱中保存备用。将纯化好的病毒液用无菌蒸馏

水稀释 1 000倍，400倍相差显微镜下，用托马

斯血细胞计数器计算病毒浓度（Wan et al.，

2015a，2015b，2017a）。本试验病毒浓度为

1.12×104 OBs·mL-1。 

1.2  试验设计与方法 

将刚孵化的甜菜夜蛾幼虫置于洁净塑料盒

中，分别饲喂洁净的甘蓝叶、黄豆叶、雍菜叶和

人工饲料，每天定时更换食料。待幼虫发育至 2
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龄末，将其饥饿 12 h。饥饿后的幼虫，一部分被

置于病毒处理过的叶碟上饲喂，而另一部分则无

病毒处理。参照 Li 和 Otvos（1999）、Raymond

等（2002）的方法，将上述 3种植物叶片打孔制

成直径 0.5 cm 的叶碟（为统一表述，这里将正

方体状（0.027 cm3）的人工饲料也视为“人工

饲”），分别置于 48 孔组织培养板内，每孔一块

叶碟。针对病毒处理组，用微量移液器吸取 1 μL

病毒液，分别滴在叶碟上，供幼虫取食。为确保

每头幼虫摄入等量的病毒剂量（即每头幼虫摄入

的病毒剂量为 11.2 OBs·幼虫-1），感毒 24 h后，

将未取食完叶碟的幼虫剔除，仅留存取食完叶碟

的幼虫（Wan et al.，2018）。将 1 μL无菌蒸馏水

分别点滴至上述叶碟上，作为无病毒处理组（对

照）。每个处理和对照重复 3 次。叶碟被点滴完

毕和幼虫被放置板孔后，用保鲜膜封口，盖好培

养板，置于人工气候培养箱[（28±1）℃、14L

︰10D、80%±5%]中。幼虫在病毒处理或无病毒

处理的叶碟上取食 24 h 后，将其转移至洁净的

平底玻璃试管中（每管 3 头），分别饲喂上述 3

种洁净的植物叶片或人工饲料。定时清理虫粪和

更换新鲜叶片，24 h后提取不同处理下的甜菜夜

蛾幼虫血淋巴。 

1.3  幼虫血淋巴提取 

参考 Arif 等（2007）的方法，75%乙醇消

毒甜菜夜蛾幼虫虫体后，用无菌蒸馏水清洗 5

次，滤纸吸干虫体；用医用解剖针，将幼虫第 3

和第 4腹节之间挑破，用毛细管收集不同处理的

幼虫血淋巴。收集血淋巴后，将其置于 1.5 mL

离心管中，加入等量预冷的磷酸缓冲液（pH=6.8）

混匀。4 ℃ 10 000 rmin-1离心 10 min，以便去

﹣除血细胞和其他残余组织，取上清液， 20 ℃

冰箱保存备用。 

1.4  酶活性测定 

采用南京建成生物研究所研制的测试盒，测

定多酚氧化酶活性的活性；使用 Elisa试剂盒（上

海晶抗生物科技有限公司研制），测定酪氨酸羟

化酶和多巴脱羧酶活性。遵循试剂盒操作说明，

运用 732 紫外分光光度计测定取食不同食物的

感毒与非感毒甜菜夜蛾幼虫血淋巴中酚氧化酶

活性值，而借助酶标仪测定幼虫血淋巴中酪氨酸

羟化酶和多巴脱羧酶活性值。每处理重复 3次。 

1.5  数据处理 

数据分析前，使用软件 SPSS 20.0对数据进

行 Kolmogorow-Smirnov测试的正态分布分析和

Levene’s检验的同质性分析。运用一般线性模型

（General linear model）的两因素（食物、病毒

剂量）方差分析甜菜夜蛾幼虫血淋巴中多酚氧化

酶、酪氨酸羟化酶和多巴脱羧酶含量，食物包括：

黄豆、甘蓝、蕹菜、人工饲料，病毒剂量为 0和

11.2 OBs·幼虫-1。使用单因素方差分析进一步比

较取食不同食物的感毒与未感毒甜菜夜蛾幼虫

血淋巴中上述 3 种酶活性值的差异（Tukey’s 

HSD检验，P<0.05）。 

2  结果与分析 

2.1  甜菜夜蛾幼虫血淋巴中多酚氧化酶活性 

两因素方差分析表明，食物、病毒剂量以及

两者的交互效应对甜菜夜蛾幼虫血淋巴中多酚

氧化酶活性都有显著影响（表 1）。甜菜夜蛾幼

虫取食无病毒处理的不同食物后，其血淋巴多酚

氧化酶活性无显著差异（P=0.339-0.999）；病毒经

4种食物分别感染幼虫后，幼虫血淋巴多酚氧化

酶活性最高的是在蕹菜上（140.0±12.0） U·mL-1，

其次是甘蓝（121.2±8.9 ）U·mL-1，最低的是在

黄豆上（78.2±6.5）U·mL-1；较未感染病毒的幼

虫，感毒幼虫取食蕹菜、甘蓝、黄豆或人工饲料

后，其血淋巴多酚氧化酶活性均上升，且取食前

两种植物叶片后，感毒幼虫的多酚氧化酶活性显

著增加（图 1；One-way ANOVA: F7,14 = 15.229，

P<0.001；蕹菜，感毒 vs.未感毒，P=0.001；甘

蓝，感毒 vs. 未感毒，P=0.010）。 

2.2  甜菜夜蛾幼虫血淋巴中酪氨酸羟化酶活性 

两因素方差分析结果显示，食物、病毒剂量

以及两者的交互效应均显著影响甜菜夜蛾幼虫

血淋巴中酪氨酸羟化酶活性（表 1）。与未感毒 
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表 1  食物和病毒剂量影响甜菜夜蛾幼虫血淋巴中 3 种酶活性的两因素方差分析 
Table 1  Two-way analysis of variance for testing the effects of food and virus doses on the  

three enzymes in the haemolymph of beet armyworm larvae 

食物 Food 病毒剂量 Virus dose 互作效应 Interactive effect
变量 

Dependent variable F值 
F value 

自由

度 df

显著

水平 P
F值

F value
自由度

df 

显著

水平 P

F值 

F value 

自由 

度 df 

显著

水平 P

多酚氧化酶 Polyphenoloxidase 11.766 3, 16 <0.001 53.969 1, 16 <0.001 3.270 3, 16 0.049

酪氨酸羟化酶 Tyrosine hydroxylase 10.225 3, 16 0.001 204.385 1, 16 <0.001 6.653 3, 16 0.004

多巴脱羧酶 Dopa decarboxylase 25.057 3, 16 <0.001 454.125 1, 16 <0.001 17.874 3, 16 <0.001

 

 
 

图 1  不同处理组合下甜菜夜蛾幼虫血淋 

巴多酚氧化酶活性值 
Fig. 1  Polyphenoloxidase activity in the haemolymph 
of beet armyworm larvae under different treatments 

误差棒表示标准误；柱上标有不同小写字母表示在 5%

水平上差异显著。下图同。 

The vertical bars represent the standard errors. Histograms 
with different lowercase letters indicate significantly 

different among the plant species at P <0.05 (Tukey’s test，

ANOVA). The same below. 

 
幼虫相比，感毒幼虫取食 4种食物后，其血淋巴

酪氨酸羟化酶活性均显著增加（图 2；One-way 

ANOVA: F7，14 = 38.087，P<0.001；蕹菜，感毒

vs. 未感毒，P<0.001；甘蓝，感毒 vs. 未感毒，

P<0.001；黄豆，感毒 vs. 未感毒，P=0.003；人

工饲料，感毒 vs. 未感毒，P=0.001）。当幼虫不

感染病毒时，幼虫血淋巴酪氨酸羟化酶活性值不

会因食物种类不同而发生显著变化（P=0.954- 

0.999）。在 4个感毒处理中，以蕹菜为食的幼虫血

淋巴酪氨酸羟化酶活性最高（180.3±17.9） U·L-1， 

 
 

图 2  不同处理组合下甜菜夜蛾幼虫血淋 

巴酪氨酸羟化酶活性值 
Fig. 2  Tyrosine hydroxylase activity in the 

haemolymph of beet armyworm larvae under  
different treatments 

 
甘蓝上的次之（145.4±5.6） U·L-1，黄豆上的最

低（106.0±10.8） U·L-1，且黄豆上的与人工饲

料上的无显著差异（P=0.996）。 

2.3  甜菜夜蛾幼虫血淋巴中多巴脱羧酶活性 

两因素方差分析表明，食物、病毒剂量以及

两者的交互效应均显著影响甜菜夜蛾幼虫血淋

巴中多巴脱羧酶活性（表 1）。健康甜菜夜蛾幼

虫取食 4种食物后，其血淋巴多巴脱羧酶活性无

显著差异（图 3；P=0.905-0.999），活性值为 40.4

（±2.7）-47.5（±4.3） U·L-1）；当甜菜夜蛾幼虫

取食相同食物时，其感染病毒后血淋巴多巴脱羧

酶活性均显著上升（图 3；One-way ANOVA:  

F7，14 = 97.959，P<0.001；蕹菜，感毒 vs. 未感

毒，P<0.001；甘蓝，感毒 vs. 未感毒，P<0.001； 
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黄豆，感毒 vs. 未感毒，P<0.001；人工饲料，

感毒 vs. 未感毒，P<0.001）。在 4个感毒处理中，

取食蕹菜的感毒幼虫血淋巴中多巴脱羧酶活性最

高（160.2±4.4） U·L-1），较取食甘蓝、黄豆和

人工饲料的，分别高 21.3%、75.5%和 65.8%。 

 

 
 

图 3  不同处理组合下甜菜夜蛾幼虫 

血淋巴多巴脱羧酶活性 
Fig. 3  Dopa decarboxylase activity in the haemolymph 

of beet armyworm larvae under different treatments 
 

3  讨论 

多酚氧化酶是昆虫血淋巴产生免疫反应的

蛋白酶，可以将单酚氧化成二酚，并进一步氧化

成醌。研究发现，多酚氧化酶催化生成的醌类物

质是昆虫表皮硬化和黑色素形成的初始产物。因

此，取食富含酚类物质的叶片，有利于昆虫提高

体内酚氧化酶活性。Wan等（2018）测试了蕹菜、

甘蓝和黄豆叶片中的几种化学物质含量，发现蕹

菜的酚类含量最高、黄豆的最低，这很好地解释

了本文的研究结果：取食蕹菜后，感毒甜菜夜蛾

幼虫血淋巴中多酚氧化酶活性最高，而以黄豆为

食的感毒幼虫多酚氧化酶活性最低。可见，植物

酚类含量与感毒幼虫血淋巴中多酚氧化酶活性

呈正相关的。此外，植物酚类含量与昆虫对病毒

的易感性息息相关，例如，病毒经多酚类植物（蕹

菜、棉花 Gossypium spp.、花椰菜 Brassica 

oleracea L. var. botrytis L.等）感染昆虫后，昆虫

对病毒的易感性往往较低（Ali et al.，1998；Farrar 

and Ridgway，2000；Shikano et al.，2010；Wan 

et al.，2016），而经寡酚类植物（黄豆、玉米 Zea 

mays L.、番茄 Solanum lycopersicum等）感染后，

昆虫对病毒的易感性则增强 （Forschler et al.，

1992；Ali et al.，2002；Monobrullah et al.，2007；

Wan et al.，2016）。据此推断，昆虫血淋巴多酚氧

化酶活性随昆虫对病毒的易感性的增强而降低。 

除多酚氧化酶外，酪氨酸羟化酶和多巴脱羧

酶也是参与昆虫黑化反应的重要酶。外源物侵入

后，会引起昆虫体内这两种酶活性的变化，例如，

虫酰肼抑制甜菜夜蛾幼虫多巴脱羧酶和酪氨酸

羟化酶活性（王涛等，2012），氟铃脲对斜纹夜

蛾 Spodoptera litura （Fabricius）体内的多巴脱

羧酶活性也具有类似的效果（刘辉， 2011）。然

而，本研究发现，感染病毒后，甜菜夜蛾幼虫血

淋巴中这两种酶的活性值均明显增加。此外，本

研究还注意到，病毒经不同植物感染幼虫后，蕹

菜上的感毒虫血淋巴中酪氨酸羟化酶和多巴脱

羧酶活性都最高，甘蓝的次之，而黄豆的最低。

剖析原因，不同植物在昆虫体内释放的化学物质

组份的差异，影响病毒调控宿主昆虫血淋巴中这

两种酶的合成速率。然而，其中的微观机制有待

进一步探讨。 

本研究证实，尽管感毒和寄主植物的互作显

著影响甜菜夜蛾幼虫血淋巴中参与黑化反应的 3

种关键酶；然而，当幼虫未感染病毒时，寄主植

物种类不会显著影响这 3种酶的活性值，这与张

彬（2006）的研究结果相仿，取食甘蓝、菜海椒

Capsicum frutescens var.grossum (L.)Bailey和葱

Allium fistulosum L.的甜菜夜蛾幼虫血淋巴中羧

酸酯酶活性值均比较接近。参与昆虫黑化反应是

众多酶综合作用的过程，除本文的 3种酶外，还

涉及芳香烷基胺-N-乙酰基转移酶、多巴色素异

构酶等，昆虫病毒如何影响这些酶的活性、寄主

植物又如何影响昆虫病毒调控宿主体内这些酶

的活性，值得深思。诚然，本文从生理现象角度

分析了寄主植物对感毒昆虫血淋巴黑化反应关

键酶的影响，而这种现象背后的分子机制（例如

寄主植物和昆虫病毒如何影响这些酶的合成通

道），有望进一步探索。 
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