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印楝素对中华稻蝗血细胞的毒性影响 
王小莉 1*  张雪娟 1  张  欣 1  刘庆华 2  张小民 1** 
（1. 山西大学生命科学学院，太原 030006；2. 太原市食品药品检验所，太原 030006） 

摘  要  【目的】 近年来，农药的长期使用使害虫产生抗性，同时造成了环境污染，目前多数研究侧重
于化学农药对昆虫酶活性的影响，而植物源农药对昆虫的免疫毒理研究较少。【方法】 通过给中华稻蝗
Oxya chinensis（Thunberg）注射不同浓度的印楝素，用Wright-Giemsa染液染色和光学显微镜观察感染后
血细胞的形态，对各种类型细胞进行数量统计；酶联免疫测定 SOD，POD，PO，AchE，P450 氧化酶和
CES的活性变化。【结果】 实验组血细胞发生固缩、空泡、脱粒和细胞变形等现象；与空白对照组相比，
感染后不同时间段浆血胞的数量先升高后降低，粒血胞的数量先降低后升高，感染后期囊血胞数量显著增

加；与溶剂组相比，60 μg/L和 120 μg/L的 SOD活性被极显著（P<0.01）激活；60 μg/L和 120 μg/L的 POD
活性在注射后 6-24 h间被显著（P<0.05）激活；120 μg/L的 PO活性在 6-24 h被极显著（P<0.01）激活；
实验组中 AchE活性均在 10-24 h被极显著（P<0.01）激活；30 μg/L的 CES活性被极显著（P<0.01）激活；
P450 活性均被激活，但激活效果不明显。【结论】 研究表明：植物源农药使稻蝗血细胞的形态和数量发
生显著变化，血细胞中相关酶活性的变化情况可推测出稻蝗对印楝素的毒害产生免疫反应，进一步探讨了

稻蝗的免疫机理。本研究不仅为稻蝗的预防和治理提供了理论依据，也为昆虫的免疫毒理学提供了参考。 
关键词  稻蝗血细胞；印楝素；酶活性；形态；数量 

Effect of azadirachtin on the hemocytes of Oxya chinensis 
WANG Xiao-Li1*  ZHANG Xue-Juan1  ZHANG Xin1  LIU Qing-Hua2  ZHANG Xiao-Min1** 

(1. College of Life Sciences, Shanxi University, Taiyuan 030006, China;  

2. Food and Drug Inspection Institute, Taiyuan 030006, China) 

Abstract  [Objectives]  Long-term use of pesticides has selected for pesticide resistance in pests and environmental 

pollution. Currently most studies focus on the effects of chemical pesticides on insect enzymes and there have been relatively 

little research on the immunotoxicity of plant-derived pesticides to insects. [Methods]  Different concentrations of 

azadirachtin were injected into Oxya chinensis (Thunberg) and hemocyte morphology and the number of various cell types 

were observed at different times under an optical microscope after Wright-Giemsa dyeing. An enzyme linked immunosorbent 

assay (ELISA) was used to detect the activity of SOD, POD, PO, AchE, P450 oxidase and CarE. [Results]  The hemocytes of 

treatment groups showed signs of contracting, vacuole development, threshing and cell deformation. Compared to the control 

group, the number of plasma cells at different times after injection first increased then decreased, and the number of 

granulocytes first decreased then increased. The number of hemocytes dramatically increased. SOD and POD activity of the 60 μg/L 

and 120 μg/L treatment groups were significantly (P<0.01 and P<0.05, respectively) higher than those of the control group 

between 6 h and 24 h. PO activity of the 120 μg/L treatment group was also significantly (P<0.01) higher than that of the 

control group over the same time period and AchE activity in all treatment groups was significantly (P<0.01) higher than that 

in the control group between 10 h and 24 h. CES activity in the 30 μg/L treatment group was also significantly (P<0.01) higher 

than that of the control group. Although P450 activity was also higher, it was not significantly different to that in the control. 

[Conclusion]  Treatment with plant-derived pesticides changed the morphology, and quantity, of hemocytes in O. chinensis. 

Changes in related enzymes activity in hemocytes could be used to infer the immune response of O. chinensis to azadirachtin, 
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and further explore the immune response mechanisms of this species. These results not only provide a theoretical basis for the 

prevention and control of O. chinensis, but also general a reference for insect immunotoxicology. 

Key words  Oxya chinensis hemocytes; azadirachtin; enzyme activity; shape; quantity 

早在 1669 年发现昆虫的第一个血细胞后，
科研学者对昆虫血细胞便展开一系列的研究。

Gupta（1929）对昆虫血细胞的形态和功能进行
了研究。Brehe1in 等（1975）对飞蝗 Locusta 
migratoria 和大栗鳃角金龟 Melolontha melolontha
血细胞的包被作用进行了研究。Tojo等（2000）
对蜡蛾 Galleria mellonella浆血胞和粒血胞免疫
反应中的吞噬作用进行了研究。Lavine 和 Stand
（2002）研究了昆虫血细胞的形态结构及其免疫
作用，并对鳞翅目昆虫的血细胞类型进行了总

结。Ribeiro和 Brehelin（2006）研究了昆虫血细
胞的类型。Stand（2008）阐述了昆虫血细胞在
免疫反应中具有重要的作用。Marmaras 和
Lampropoulou（2009）对昆虫血细胞在无脊椎动
物中的免疫反应过程进行了研究。Mohammed
和 Mohammed（2012）对昆虫血细胞的分类做了
总结，并对浆血胞和粒血胞的功能进行了简单研

究。Julián（2016）对昆虫的免疫及造血进行了
研究。之后，科研学者还研究了某些菌对昆虫血

细胞形态数量或酶活的影响。Cheung等（1978）
用苏云金杆菌感染美洲棉铃虫 Heliothis zea的血
细胞，观察了血细胞数量和血淋巴蛋白的变化。

Miranpuri 和 Khachatourians（1993）对血黑蝗
Melanoplus sanguinipes 感染白僵菌后血细胞表
面变化进行了研究。Gillespie等（2000）对沙漠
蝗 Schistocerca gregaria 感染真菌的免疫反应进
行了研究。Heather 等（2015）研究了昆虫免疫
系统对 3种不同免疫挑战的反应。Ying等（2016）
研究了 Wrigth-Giemsa 染色后飞蝗 Locusta 
migratoria 吞噬细胞感染绿僵菌的变化。Wu 等
（2018）研究了大肠杆菌和枯草芽孢杆菌感染玉
米螟 Ostrinia furnacalis 后对血细胞酚氧化酶的
影响。在农药对昆虫的影响方面，大部分是对体

内酶活性的研究。李钦（2003）研究了有机磷农
药对坛紫菜过氧化物酶活的影响。闫建国等

（2006）研究了久效磷对黄鳝乙酰胆碱酯酶和羧
酸酯酶活性的影响。侯军等（2007）研究了鬼臼 
毒素对小菜蛾 Plutella xylostella体内几种代谢酶
系的影响。方国飞（2011）研究了 3种农药对红
裸须摇蚊 Propsilocerus akamusi羧酸酯酶活性的
影响。 

目前为止对昆虫的研究主要集中在菌侵入

昆虫后，昆虫的形态变化或一些抗氧化酶活性的

研究，而对农药进入昆虫体内血细胞形态变化及

代谢酶等的毒害影响研究尚少，其中植物源农药

对昆虫的毒性影响研究更少。本文将印楝素用于

稻蝗，利用光学显微镜观察感染农药后稻蝗血细

胞形态和数量的变化，以及血细胞中某些抗氧化

酶和代谢酶活性的变化来探究其对稻蝗的毒害

损伤，不仅对稻蝗的免疫毒理进行了探讨，而且

为开发有效治理稻蝗的农药提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

中华稻蝗成虫于 2017年 9月 11号采自山西
省太原市晋源区，东经 E:112°48，北纬 N:37°73。
0.3%的印楝素乳油（成都绿金生物科技有限公
司）；昆虫超氧化物歧化酶酶联免疫分析试剂盒

（上海酶联生物科技有限公司）；昆虫过氧化物

酶酶联免疫分析试剂盒（上海酶联生物科技有限

公司）；昆虫羧酸酯酶酶联免疫分析试剂盒（上

海酶联生物科技有限公司）；昆虫乙酰胆碱酯酶

酶联免疫分析试剂盒（上海酶联生物科技有限公

司）；昆虫 P450氧化酶酶联免疫分析试剂盒（上
海酶联生物科技有限公司）；昆虫酚氧化酶酶联

免疫分析试剂盒（上海酶联生物科技有限公司）。 

1.2  方法 

1.2.1  印楝素的注射浓度  本实验依据高书晶
等（2010）等测定的印楝素的 LD50，设置 4 个
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处理组，分别为 0、30、60、120 μg/L，和 1个
空白对照组。 
1.2.2  饲养方法   将从田里采回的稻蝗成虫放
置在 90 cm×60 cm×60 cm的养虫笼内，喂食新鲜
的狗尾巴草，每天换草 1-2次；饲养期间每隔 4 h
在笼外撒水保持湿度，持续饲养一周。 
1.2.3  供试虫的处理  早晨 7:00 给饲养一周的
稻蝗成虫分为按照浓度为 0、30、60、120 μg/L
进行注射，每只稻蝗注射 20 μL，每个浓度注射
30只，注射完后按照浓度放置在 30 cm×30 cm× 
30 cm 的养虫笼内，做好标签；此外再取 30 只
放置在一个笼中作为空白对照。在注射 2、6、
10、24 h时取血，取血时均取活稻蝗的血淋巴。 
1.2.4  血涂片制作  以注射相同浓度印楝素的
5 只稻蝗为一个单位，75%乙醇擦拭其胸腹部，
用消毒后的解剖针在其胸腹部取 1-2滴血液于载
玻片上，涂片。Wright-Giemsa 染液染色，树胶
封片。选择染色均匀视野清晰的血涂片进行观察

与计数。 
1.2.5  血细胞数量统计方法  在血涂片细胞分
布均匀处，随机选择 5个视野，统计各类型细胞
数。每种浓度取 5个血涂片进行重复试验，取平
均值。 
1.2.6  超氧化物歧化酶活性测定  （1）血液处
理：印楝素处理稻蝗后，在稻蝗胸腹部取血，并

将血液收集到 1.5 mL的离心管中，在 4 000 r/min
的低温冷冻离心机中离心 10 min，取出离心完毕
的 10 μL上清液待测。（2）活性测定：依据试剂
盒的测定方法进行，每个样品重复 3次。在酶标
板的孔中加入 40 μL的样品稀释液和 10 μL的待
测样品混匀，封板后在 37 ℃的水浴锅中温育   
30 min，揭掉封板膜，弃去液体，甩干，加入洗
涤液，静置 30 s后弃去，重复 5次，拍干，之后
加入酶标试剂 50 μL，再次封板后在 37 ℃的水
浴锅中温育 30 min，揭掉封板膜，弃去液体，甩
干，加入洗涤液，静置 30 s后弃去，重复 5次，
拍干，加入显色剂A液 50 μL和显色剂B液 50 μL
混匀，37 ℃避光显色 10 min，再加入终止液 50 μL，
15 min后在 450 nm波长处测定 OD 值。每个浓

度重复测试 8次，取其平均值。 
1.2.7  过氧化物酶活性测定  参照 1.2.5 的测定
方法。 
1.2.8  酚氧化酶活性测定  参照 1.2.5的测定方法。 
1.2.9  P450氧化酶活性测定  参照 1.2.5的测定
方法。 
1.2.10  羧酸酯酶活性测定  参照 1.2.5 的测定
方法。 
1.2.11  乙酰胆碱酯酶活性测定  参照 1.2.5 的
测定方法。 
1.2.12  酶活计算方法  用标准物的浓度与 OD
值计算出标准曲线的直线回归方程，将样本的

OD值代入方程式，计算出样品浓度，再乘以稀
释倍数，即为样品的实际浓度。每种酶活的计算

方法均一致。本研究酶活性单位均用 U/L表示。 

1.3  统计分析 

实验中数据分析均是用 Spss22.0 统计软件
进行处理间数据的差异显著性分析。采用单因素

方差分析法分析实验组与空白对照组间的差异

显著性检验（*P<0.05，**P<0.01）和溶剂对照组
（0 μg/L）间的差异显著性检验（ #P<0.05，
##P<0.01）。 

2  结果与分析 

2.1  稻蝗血细胞形态的变化 

稻蝗的血细胞中，可以观察到 8种类型的细
胞，浆血胞、粒血胞、囊血胞、珠血胞、脂血胞、

类绛血胞、巨核血胞、足血胞。在对稻蝗处理后，

发现变化最大的细胞类型是浆血胞、粒血胞和囊

血胞，且血细胞形态会出现如下变化： 
（1）细胞固缩 
注射印楝素后，在浆血胞和粒血胞中出现细

胞固缩的现象，它们的细胞核和细胞质整体上变

小。正常浆血胞的平均大小为 10 μm×13.75 μm，
固缩后浆血胞的平均大小变为 5 μm×5 μm；正常
的粒血胞的平均大小为 10 μm×15 μm，固缩后粒
血胞的平均大小变为 8 μm×6 μm，WG染色后，
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细胞颜色变深，不再透亮（图 1：1，2）。 
（2）细胞变形 
正常细胞的细胞核边缘光滑，除蠕形细胞的

细胞核为梭形外，其他细胞的细胞核均为圆形

的；感染后的细胞核边缘不再光滑，出现褶皱，

细胞核的形状变得不规则，有的细胞核移到细胞

的一侧（图 1：9）。 
（3）脱粒现象 
粒细胞的脱粒现象表现在粒细胞的颗粒物

从细胞质中流出，弥散在细胞液中，使细胞周围

出现许多小颗粒物，细胞核甚至出现溶血现象

（图 1：5，6）。 

（4）细胞核凋亡 
主要出现在浆血胞中，浆血胞的细胞核变成

一个个小圆球，小球的平均大小为 3.75 μm× 3.75 
μm，有的包在细胞质中，有的已经从细胞质中
分离出来（图 1：3，4）。 
（5）空泡化 
在各种类型的细胞中均会出现细胞的空泡

化，但以浆血胞中的空泡最为典型，空泡大部分

出现在细胞质中，有的细胞中会产生一个大空

泡，将细胞核挤到边缘，剩余部分全由空泡占据；

有的细胞中会出现几个大小不等的空泡，最小的

空泡大小为 2.5 μm×2.5 μm（图 1：7，8）。 
 

 
 

图 1  感染印楝素后稻蝗血细胞的变化 
Fig. 1  Changes of hemocytes in Oxya chinensis after infection with azadirachtin 

1-2. 细胞固缩×1 000；3-4. 细胞凋亡×1 000；5-6. 粒细胞脱粒×1 000；7-8. 空泡×1 000；9. 细胞核变形×1 000。比例尺=10 μm。 
1-2. Cell shrinkage (Cs)×1 000; 3-4. Apoptosis (Ap) ×1 000; 5-6. Granulocyte detachment (Gd)×1 000;  

7-8. Vacuole (Va)×1 000; 9. Nuclear deformation( Nd)×1 000. Scale bar=10 μm. 
 

2.2  稻蝗血细胞中各种类型细胞数量的变化 

如图 2所示，与空白对照和溶剂对照相比，
不同浓度印楝素感染后，浆血胞的数量均低于对

照组，说明印楝素对血细胞产生毒害作用，引起

血细胞中浆血胞的免疫反应，使浆血胞的数量降 

低。30 μg/L印楝素处理后的浆血胞数量呈现先
降低后升高的趋势，在 24 h 时数量达到最大；
60 μg/L和 120 μg/L印楝素处理后的浆血胞数量
均呈现先升高后降低的趋势，均是在 6 h时浆血
胞的数量达到最高。 
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图 2  印楝素处理后浆血胞的数量变化 
Fig. 2  Changes in plasma cell count after  

azadirachtin treatment 

图中的数据为 5次重复的平均值±误差； 
与空白对照相比，* P<0.05, ** P<0.01；与溶剂组相比， 

# P<0.05，## P<0.01。下图同。 
The data in the graph is the mean±error of 5  
replicates; * P<0.05, ** P<0.01 compared to 

 the blank control; # P<0.05, ## P<0.01 compared 
to the solvent group. The same below. 

 

如图 3所示，与空白对照和溶剂对照组相比，
实验组中粒血胞的数量均高于对照组，可见，印楝

素也引起了血细胞中粒血胞的免疫反应，30 μg/L
和 60 μg/L的印楝素处理后浆血胞的数量呈现先
升高后降低的趋势，30 μ/L印楝素处理的粒血胞在
2 h时，粒血胞的数量达到最高，而 60 μg/L印楝素
处理的粒血胞在 6 h 时粒血胞数量达到最高； 
120 μg/L印楝素处理的粒血胞数量呈现先降低后
升高的趋势，在 6 h时达到最低，之后持续升高。 

 

 
 

图 3  印楝素处理后粒血胞的数量变化 
Fig. 3  Change of granulocytes count after 

azadirachtin treatment 
 

如图 4所示，空白对照组中，囊血胞的数量
基本保持稳定，在 1-4之间波动。与空白对照组
相比，囊血胞的数量随时间的增加均有所增加，

说明印楝素处理后会对囊血胞产生影响。而与溶

剂对照组相比，囊血胞的数量均降低，说明印楝

素可能会加速囊血胞的降解，使其数量降低。 
 

 
 

图 4  印楝素处理之后囊血胞的数量变化 
Fig. 4  Changes in the number of cyst blood cells after 

azadirachtin treatment 
 

2.3  稻蝗血细胞中酶活性的变化 

2.3.1  感染印楝素后稻蝗血细胞中超氧化物歧

化酶（SOD）活性的变化  如表 1所示，与空白
对照组相比，溶剂组 SOD活性仅在 24 h时出现极
显著（P<0.01）增加；与溶剂组相比，30 μg/L实验
组在 6 h之后 SOD活性一直显著（P<0.05）增加；
60 μg/L和 120 μg/L实验组中 SOD活性均极显著
（P<0.01）增加。整体上，SOD活性均高于空白对
照组和溶剂组，说明印楝素对机体造成了伤害。 
2.3.2  感染印楝素后稻蝗血细胞中过氧化物酶

（POD）活性的变化  如表 2所示，与空白对照
相比，溶剂组在 6 h 和 10 h 时出现极显著
（P<0.01）增加，其余时间增加效果不明显；与
溶剂组相比，30 μg/L实验组在 6 h时 POD活性
极显著（P<0.01）增加，60 μg/L 实验组在 6 h
和 10 h 时呈现显著（P<0.05）增加，120 μg/L
实验组在 6 h和 24 h时呈现显著（P<0.05）增加，
其余时间增加效果不明显。 
2.3.3  感染印楝素后稻蝗血细胞中酚氧化酶

（PO）活性的变化  如表 3 所示，与空白对照
组相比，溶剂组中，PO活性在 10 h时出现极显
著性（P<0.01）增加，随着时间增加，在 24 h
时活性变化显著性降低；与溶剂组相比，30 μg/L
和 60 μg/L实验组中，PO活性均只在 10 h时出
现极显著（P<0.01）增加，在 120 μg/L实验组中
PO活性从 10 h后一直呈现极显著（P<0.01）增
加，其余时间活性的增加均不明显。 
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表 1  印楝素感染后不同时间段稻蝗血细胞中超氧化物歧化酶（SOD）的变化 
Table 1  Changes of SOD in hemocytes of Oxya chinensis in different periods after azadirachtin infection 

感染时间 Infection time (h) 
分组 Group n 

2 h（U/L） 6 h（U/L） 10 h（U/L） 24 h（U/L） 

空白对照组 CK 8 385.06±52.18 348.82±10.15 388.68±3.62 387.21±1.94## 

0 μg/L 8 372.13±5.85 421.75±2.53 425.37±27.91 442.32±11.32** 

30 μg/L 8 406.57±1.71 403.00±2.02# 477.17±1.61**# 402.54±0.48# 

60 μg/L 8 506.06±1.53**## 466.47±3.70# 493.73±1.24**## 484.07±0.47**## 

120 μg/L 8 524.07±0.82**## 527.21±5.39## 487.79±7.15**## 499.86±1.29**## 

表中的数据为 8次重复的平均值±误差；与空白对照相比，* P<0.05, ** P<0.01；与溶剂组相比，# P<0.05，## P<0.01。
下表同。 
The data in the graph is the mean±error of 8 replicates; * P<0.05, ** P<0.01 compared to the blank control; # P<0.05, ## 
P<0.01 compared to the solvent group. The same below. 

 
表 2  印楝素感染后不同时间段稻蝗血细胞中过氧化物酶（POD）的变化 

Table 2  Changes of POD in hemocytes of Oxya chinensis in different periods after azadirachtin infection 

感染时间 Infection time (h) 
分组 Group n 

2 h（U/L） 6 h（U/L） 10 h（U/L） 24 h（U/L） 

空白对照组 CK 8 120.23±8.54 111.20±7.59## 102.18±5.22## 105.96±4.61 

0 μg/L 8 148.03±4.94 152.07±4.13** 166.24±2.25** 150.37±1.78 

30 μg/L 8 118.29±6.50 117.40±1.01## 153.50±1.69** 154.87±1.82 

60 μg/L 8 147.65±4.08 133.12±9.45*# 151.11±8.52**# 177.16±3.18* 

120 μg/L 8 144.89±2.24 130.54±3.20# 164.16±3.12** 170.39±2.64# 

 
表 3  印楝素感染后不同时间段稻蝗血细胞中酚氧化酶（PO）的变化 

Table 3  Changes of PO in hemocytes of Oxya chinensis in different periods after azadirachtin infection 

感染时间 Infection time (h) 
分组 Group n 

2 h（U/L） 6 h（U/L） 10 h（U/L） 24 h（U/L） 

空白对照组 CK 8 255.77±20.34 261.32±8.32 260.85±24.49## 265.99±7.34# 

0 μg/L 8 280.67±12.07 311.85±2.15 310.29±1.60** 329.27±35.36* 

30 μg/L 8 316.41±3.42 320.95±2.78 349.73±3.37**## 316.18±2.99 

60 μg/L 8 300.35±13.86 373.30±15.26* 377.46±3.99**## 378.18±10.77 

120 μg/L 8 299.13±0.06* 359.69±3.30## 414.30±1.49**## 417.04±3.23**## 

 
2.3.4  感染印楝素后稻蝗血细胞中乙酰胆碱酯

酶（AchE）活性的变化  如表 4 所示，与空白
对照相比，溶剂组在 2 h到 10 h之间 AchE活性
均是极显著（P<0.01）增加；与溶剂组相比，30、
60、120 μg/L实验组中，AchE活性均在 10 h和
24 h是呈现极显著（P<0.01）增加，其余时间的
增加效果不明显。 

2.3.5  感染印楝素后稻蝗血细胞中羧酸酯酶

（CES）活性的变化  如表 5所示，与空白对照
组相比，CES活性除在 6 h时未出现明显增加外，
其余时间均显著性（P<0.05）增加；与溶剂组相
比，30 μg/L实验组中，CES活性均呈现显著（P< 
0.05）增加，60 μg/L和 120 μg/L实验组中 CES
活性仅在 24 h时呈现极显著（P<0.01）增加。 
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表 4  印楝素感染后不同时间段稻蝗血细胞中乙酰胆碱酯酶（AchE）的变化 
Table 4  Changes of AchE in hemocytes of Oxya chinensis in different periods after azadirachtin infection 

感染时间 Infection time (h) 
分组 Group n 

2 h（U/L） 6 h（U/L） 10 h（U/L） 24 h（U/L） 

空白对照组 CK 8 81.67±11.54## 90.90±15.09## 89.13±9.06## 88.15±3.06 

0 μg/L 8 103.48±5.83** 115.93±0.40** 111.07±4.50** 110.07±1.02 

30 μg/L 8 112.10±0.84** 120.51±0.30** 125.61±0.49**## 130.81±0.41## 

60 μg/L 8 101.98±0.12** 120.62±6.51** 136.39±1.34**## 143.03±1.29## 

120 μg/L 8 104.88±1.06** 124.88±2.31** 133.73±0.36**## 157.12±2.27*## 
 

表 5  印楝素感染后不同时间段稻蝗血细胞中羧酸酯酶（CES）的变化 
Table 5  Changes of CES in hemocytes of Oxya chinensis in different periods after azadirachtin infection 

感染时间 Infection time (h) 
分组 Group n 

2 h（U/L） 6 h（U/L） 10 h（U/L） 24 h（U/L） 

空白对照组 CK 8 86.19±4.17# 81.42±3.87 89.16±2.97# 85.81±2.62## 

0 μg/L 8 96.27±1.21* 101.50±0.70 101.25±1.90* 104.59±1.31** 

30 μg/L 8 81.94±0.61## 82.81±1.73# 81.98±0.90## 82.05±0.86## 

60 μg/L 8 90.36±4.50 93.48±2.16 96.95±5.53 89.80±0.91## 

120 μg/L 8 89.18±2.13 102.82±4.37 92.74±1.49 87.38±2.84## 
 

2.3.6  感染印楝素后稻蝗血细胞中细胞色素氧

化酶（P450）活性的变化  如表 6所示，与空白
对照相比，溶剂组在 2 h到 24 h间均呈现极显著
增加；与溶剂组相比，30 μg/L实验组在 2 h和
24 h时活性显著（P<0.05）增加，120 μg/L实验
组中仅在 6 h时活性极显著（P<0.01）增加，其
余时间活性增加效果均不明显。 

3  讨论 

3.1  印楝素对稻蝗血细胞形态的毒性影响 

目前，对于蝗虫血细胞的分类尚没有明确的 

界定，而且关于参与免疫的细胞类型也并不清

楚。前人对稻蝗血细胞的分类进行了多次研究，

其中任彩红（2014）的研究最为全面，她发现 9
种类型的血细胞：原血胞、浆血胞、粒血胞、类

绛血胞、珠血胞、脂血胞、囊血胞、蠕形血胞和

巨核血胞。本研究以任彩红（2014）研究的血细
胞类型为依据，通过给稻蝗注射不同浓度印楝素

来探究其对血细胞形态的毒性影响。观察血涂

片，发现注射印楝素后，浆血胞和粒血胞固缩，

并且固缩细胞大量的堆积在一起，同时，浆血胞

中出现细胞变形，细胞核凋亡，空泡化和粒细胞

的脱粒现象。这与莫非和包怀恩（2001）报道的 

 
表 6  印楝素感染后不同时间段稻蝗血细胞中细胞色素氧化酶（P450）的变化 

Table 6  Changes of P450 in hemocytes of Oxya chinensis in different periods after azadirachtin infection 
感染时间 Infection time (h) 

分组 Group n 
2 h（U/L） 6 h（U/L） 10 h（U/L） 24 h（U/L） 

空白对照组 CK 8 24.27±0.69# 22.14±0.42## 24.55±1.16## 22.70±2.55## 
0 μg/L 8 32.28±3.28* 30.45±0.51** 32.98±0.97** 34.40±0.67** 

30 μg/L 8 25.94±0.45*# 31.97±0.50** 32.58±0.36** 29.42±0.62**# 
60 μg/L 8 27.23±0.41 30.62±1.12** 32.62±1.60** 33.64±1.65** 

120 μg/L 8 28.30±0.15 36.65±0.22**## 32.71±0.21** 33.21±0.20** 
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感染大链壶菌后致倦库蚊幼虫血细胞的形态变

化相似。本研究首次发现稻蝗血细胞细胞核的凋

亡现象，说明印楝素可能会引起稻蝗血细胞细胞

核的凋亡。血细胞的变化可能在印楝素入侵后，

细胞伸出伪足去吞噬印楝素受到其毒素的伤害

而变形，因而出现固缩，空泡化，变形，凋亡等

现象。 

3.2  印楝素对稻蝗血细胞数量的影响 

有研究表明，当昆虫受到农药毒害时，血细

胞的数量会发生变化，而血细胞的数量直接与细

胞免疫相关，当血细胞数量增加时，细胞免疫的

活性相对较强。本研究发现注射印楝素，对浆血

胞、粒血胞和囊血胞数量的影响较大；对其他类

型细胞的影响较小。由图 2可知，浆血胞的数量
随时间的增加呈先上升后下降的趋势，其原因可

能是注射印楝素，导致原有的浆细胞大量固缩，

失去作用，原血胞转化为浆血胞，同时，机体也

不断的产生浆血胞，因此浆血胞的数量上升；大

约在 10 h 时浆血胞的数量开始下降，这可能是
浆血胞因固缩，细胞核出现凋亡而死亡或浆血胞

出现溶血现象而逐渐溶血消失。晏容（2012）的
实验结果中浆血胞数量变化的趋势与本实验中

的结果大体一致。由图 3可知，粒血胞的数量随
时间的增加呈先下降后上升的趋势，原因可能是

粒血胞参与免疫反应形成包囊或农药的毒素、酶

以及相关的代谢对细胞造成损伤（Jamileh et al.，
2017）。由图 4 可知，囊血胞的数量随时间的增
加而呈增加的趋势，这可能是浆血胞参与免疫反

应后出现溶血现象或粒血胞脱粒后产生溶血状

况，因而使囊血胞数量增加，然而囊血胞的数量

并不是极具增加，这是由于囊血胞溶血的发生较

快，消失速度极快，因而囊血胞数量增长缓慢。 
昆虫血细胞在细胞免疫反应中起主要作用，

当异物入侵时，会引起血细胞形态和数量的变

化。昆虫细胞免疫主要依赖于血细胞的吞噬、结

节和包囊。本实验中，浆血胞和粒血胞的形态和

数量均发生明显变化，说明当印楝素入侵时，浆

血胞和粒血胞立即靠拢并粘附，伸出伪足进行吞

噬，受到印楝素的毒害，使细胞变形，同时，机

体不断产生浆血胞和粒血胞来完成细胞免疫，降

低印楝素对机体的毒害。可见，浆血胞和粒血胞

在细胞毒害免疫中发挥重要作用。由此可知，在

本研究中主要参与血细胞免疫反应的细胞类型

主要是浆血胞和粒血胞。 

3.3  印楝素对稻蝗血细胞中酶活性的影响 

3.3.1  印楝素对稻蝗血细胞中抗氧化酶系的影

响  超氧化物歧化酶、过氧化氢酶和过氧化物酶
被称为是昆虫体内主要的抗氧化物酶系。正常情

况下，以上三种酶协调一致参与细胞内自由基的

产生和消除，使得生物体内的自由基维持在一个

相对稳定的状态下，保证生物体免受自由基的损

伤（查黎春，2011）。在受到异物刺激时，昆虫
体内自由基平衡打破，抗氧化物酶相应发生改

变。当昆虫体内自由基增加时，SOD会催化 O2
-

转化为 H2O2，再由 CAT和 POD将 H2O2分解成

H2O和 O2，从而清除自由基。由表 1可以看出，
与空白对照相比，浓度增加，SOD 活性整体上
也是呈现升高的趋势，同一浓度，随时间增加，

SOD 活性整体上也是呈上升趋势。从表 2 可以
看出，与空白对照相比，同一浓度下，随时间的

增加，POD 活性呈现先降低后升高的趋势，同
一时间段，随浓度的升高，POD 活性也相应的
增加。用溴氰菊酯感染褐边绿刺蛾 Parase 
consocia 其 SOD 活性也呈先升高后降低的趋势
（李周直等，1994）。感染异小杆线虫后菜青虫
Pieris rapae体内 SOD活性呈先升高后降低的趋
势，POD 活性呈先降低后升高的趋势（张奎花
等，2012）。本实验的结果与李周直、张奎花的
结果大体上相似。此类研究表明，农药通过激发

活性氧产生氧胁迫，酶活性降低，活性氧自由基

增加，从而对细胞造成损伤。本研究中印楝素会

刺激稻蝗产生一系列的应激反应，其迅速启动血

细胞中 SOD和 POD酶系统抵御应激反应中自由
基的伤害，清除自由基达到解毒目的，维持机体

正常的生命活动。 
3.3.2  印楝素对稻蝗血细胞中酚氧化酶的影响   
昆虫没有像哺乳动物那样，拥有完善的免疫系 

统，它只能通过自身的免疫防御来抵抗外源物的
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毒害，酚氧化酶在免疫防御方面具有重要的作

用。酚氧化酶在昆虫体以无活性的酚氧化酶原

的形式存在，当异物入侵时，酚氧化酶原从血

细胞中释放出来并被激活成酚氧化酶，在外来

物上产生黑色素沉淀，以包囊和黑化的形式抵

抗外来物的毒害。用虫霉菌 Entomophthora 
aulicae感染舞毒娥 Lymantria dispar幼虫 6 h
后发现，PO 活性是对照组的 5 倍，而且感染
后有 3 种形式的 PO 被激活（Bidochka and 
Hajek，1998）。用松油烯-4-醇感染家蝇 Musca 
domestica 后发现酚氧化酶的活性与对照组相
比差异性显著（马志卿等，2008）。在本实验
中，从表 3可以看出，用印楝素感染稻蝗后，
血细胞中酚氧化酶的活性整体均高于对照组，

可见印楝素对稻蝗血细胞中的 proPO 起促进
作用。印楝素分子结构中具有不稳定的基团，

在紫外线等的照射下，容易分解，为了防止其

分解，在印楝素中加入一些有机溶剂制成印楝

油（高振兴，2004）。而无脊椎动物中，酚氧
化酶原系统一般可被蛋白酶、去污剂以及有机

溶剂激活（王树栋，2010）。本实验中稻蝗血
细胞中 proPO系统由印楝素激活，proPO被特
异性丝氨酸蛋白酶级联反应水解，切断一段肽

链而激活成 PO，经酶级联放大，生成黑色素
抵抗外来物的入侵。  

3.3.3  印楝素对稻蝗血细胞中代谢酶系的影响 
细胞色素氧化酶（P450）、羧酸酯酶、乙酰

胆碱酯酶等是昆虫体内重要的代谢酶类，参与免

疫反应和各种毒物的代谢，如水解、氧化、还原

和轭合等，起到解毒作用（马志卿等，2008）。
细胞色素 P450 酶系在昆虫的生长、发育和摄食
等方面发挥着作用，它对外来物质的代谢是昆虫

对杀虫剂抗药性及对植物有毒物质耐受性的主

要原因之一，它还参与昆虫体内激素的合成和代

谢（舒耀皋，2008）。从表 6 可以看出，印楝素
处理稻蝗后，与空白对照组相比，前期 3种浓度
处理下 P450 活性均被激活，这可能是稻蝗对印
楝素产生抗性的原因或是稻蝗对印楝素毒性具

有较高的抵抗力，因而增强代谢达到解毒目的。

后期酶活性有所下降，这可能是由于血细胞将印

楝素产生的毒害作用清除，也可能是由于其他因

素造成的，这有待进一步的研究。 
羧酸酯酶能够催化脂类和酰胺类化合物的

水解，将毒物的酯键水解成酸和醇，从而降低毒

物的毒性（米智等，2013）。从表 5中可以看出，
随时间的增加，60 μg/L和 120 μg/L组羧酸酯酶
的活性呈波浪状，30、60、120 μg/L组的羧酸酯
酶活性均低于溶剂对照组，说明印楝素可能对羧

酸酯酶产生抑制作用，使印楝素的毒性不能代

谢，停留在稻蝗体内使其中毒而亡。 
乙酰胆碱酯酶是昆虫神经系统中重要的一

类酶，是有机磷农药和氨基甲酸酯类杀虫剂的作

用靶标，作用是催化水解突触间隙间的乙酰胆

碱，终止信号的传递。杀虫剂与酶分子结合后，

使酶磷酰化或氨基甲酰化，钝化酶的活性而阻断

正常神经传导而使昆虫死亡（王莹，2008）。由
表 4可知，与空白对照相比，实验组中乙酰胆碱
酯酶的活性均显著高于对照组，印楝素属于四环

三萜类化合物，原理上不会与乙酰胆碱酯酶分子

结合，AchE 活性也不应该出现显著升高，本实
验中却发现 AchE活性显著升高，产生此现象的
原因有待进一步探讨。 
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