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冬虫夏草菌和昆虫激素对 

小金蝠蛾幼虫僵化、血淋巴和 

肠道微生物以及血淋巴化学物质的影响* 
吴  华**  曹  莉  饶中臣  刘桂清  唐  睿  韩日畴*** 

（广东省科学院动物研究所，广东省动物保护与资源利用重点实验室， 

广东省野生动物保护与利用公共实验室，广州 510260） 

摘  要  【目的】 冬虫夏草是由冬虫夏草菌 Ophiocordyceps sinensis 侵染蝙蝠蛾幼虫形成的一种独特

而有价值的虫菌复合体。人工栽培冬虫夏草时，将蝙蝠蛾幼虫血淋巴中的冬虫夏草菌芽生孢子诱导成为

菌丝，是被感染幼虫僵化的先决条件。为探讨冬虫夏草菌和昆虫激素对小金蝠蛾 Thitarodes xiaojinensis

幼虫僵化、血淋巴和肠道微生物以及血淋巴化学物质的影响。【方法】 将冬虫夏草菌芽生孢子（KD 菌

株）、芽生孢子和蜕皮激素（KD+20E）、芽生孢子和保幼激素（甲氧普林）（KD+M）、20E 和 M 分别注

射小金蝠蛾 6 龄幼虫，以注射无菌 PBS、35% DMSO 以及未注射任何物质的幼虫作为对照，测定幼虫

的僵化率、血淋巴和肠道可培养微生物，以及血淋巴的关键物质（法尼醇、酪醇、麦角甾醇、蜕皮激素、

保幼激素、葡萄糖、一氧化氮、海藻糖、N-乙酰葡糖胺）的含量。【结果】 注射 KD+M 120 d 后小金蝠

蛾幼虫的僵虫率显著提高。注射 KD+20E 的幼虫血淋巴中分离到更多细菌种类，而注射 KD+M 幼虫血

淋巴中分离得到更多真菌种类。Pseudomonas mucidolens、Serratia proteamaculans 和 Tsukammurella 

standjordii 细菌出现于所有处理和注射 PBS 的幼虫血淋巴中（除了 T. standjordii 未出现于注射甲氧普林

的幼虫血淋巴中）；高频率出现的真菌种类为 Cladosporium sp.、Isaria farinosa 和 Talaromyces sp.，这些

菌株均未出现在未注射幼虫的血淋巴中。7 种细菌（Carnobacterium maltaromaticum、Flavobacterium 

frigidimaris、Microbacterium oxydans、P. mucidolens、Rahnella aquatilis、S. proteamaculans、T. strandjordii）

和 1 种真菌（Apiotrichum porosum）出现于所有幼虫肠道中；C. maltaromaticum 是幼虫肠道优势种；注

射 KD+M 增加幼虫肠道真菌的可培养种类；高频率出现的真菌种类为 I. farinosa 和 Penicillium sp.；从

幼虫肠道组织中未分离到 Ophiocordyceps sinensis。未注射芽生孢子、注射 KD+20E 的小金蝠蛾幼虫血

淋巴中均未检测到 N-乙酰葡萄糖胺。与对照组相比，注射芽生孢子和昆虫激素未显著改变血淋巴中法

尼醇、蜕皮激素、海藻糖、一氧化氮的含量，但注射 KD、KD+20E、KD+M、20E 和 M 45 d 时可提升

幼虫血淋巴的保幼激素含量。无论携菌与否，幼虫血淋巴中未检测到酪醇。【结论】 注射冬虫夏草菌芽

生孢子和昆虫激素，可影响小金蝠蛾幼虫的僵化率、血淋巴和肠道微生物种类以及血淋巴内相关化学物

质的含量。研究结果为有效提高冬虫夏草人工培育过程中的幼虫僵化率，理解昆虫、真菌与昆虫激素的

交互作用提供参考。 

关键词  冬虫夏草；蜕皮激素；保幼激素；芽生孢子-菌丝转化；僵化；微生物菌群 
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Effects of injection with Ophiocordyceps sinensis spores and  
insect hormones on larval mummification rate, hemolymph, gut 

microorganisms and hemolymph chemicals of Thitarodes xiaojinensis 

WU Hua**  CAO Li  RAO Zhong-Chen  LIU Gui-Qing  TANG Rui  HAN Ri-Chou*** 

(Guangdong Key Laboratory of Animal Conservation and Resource Utilization, Guangdong Public Laboratory of Wild  

Animal Conservation and Utilization, Institute of Zoology, Guangdong Academy of Sciences, Guangzhou 510260, China) 

Abstract  [Objectives]  To investigate the effect of the fungus Ophiocordyceps sinensis (a unique and valuable parasitic 

complex formed by the infection and subsequent mummification of Thitarodes larvae by O. sinensis) and insect hormones on 

the blastospore-hypha conversion in Thitarodes larvae (the formation of hyphae from the blastospores of O. sinensis in the 

hemolymph of Thitarodes larvae is a prerequisite for the mummification of infected larvae). [Methods]  One of five 

treatments; blastospores of O. sinensis (KD strain), a mixture of blastospores and 20-hydroxyecdysone (KD+20E), a mixture of 

blastospores and methoprene (KD+M), 20-hydroxyecdysone (20E) or Methoprene, were injected into sixth instar T. 

xiaojinensis larvae and the subsequent larval mummification rate, hemolymph and intestinal microorganisms and amounts of 

related substances (farnesol, ergosterol, ecdysterone, juvenile hormone III, N-acetylglucosamine, glucose, trehalose, nitric 

oxide) in larval hemolymph were compared. [Results]  The mixture of blastospores and methoprene significantly increased 

the mummification rate of larvae after 120 days. More bacterial species were isolated from larval hemolymph injected with 

KD+20E, whereas more fungi were isolated from larvae injected with KD+M. Three bacterial species including Pseudomonas 

mucidolens, Serratia proteamaculans and Tsukammurella standjordii, were detected in all treatments, except for the absence of 

T. standjordii in the hemolymph of larvae injected with Methoprene. Cladosporium sp., Isaria farinosa and Talaromyces sp. 

were the most frequently observed fungal species, none of which were found in the hemolymph of larvae that had not been 

injected. Seven bacterial species, including Carnobacterium maltaromaticum, Flavobacterium frigidimaris, Microbacterium 

oxydans, P. mucidolens, Rahnella aquatilis, S. proteamaculans and T. strandjordii, as well as one fungal species, Apiotrichum 

porosum were detected in the guts of all treated larvae. C. maltaromaticum was the dominant bacterial species found in larval 

guts. The injection of KD+M increased the culturable fungal species in larval guts. The most common fungal species were I. 

farinosa and Penicillium sp., whereas O. sinensis was not isolated from larval guts. Compared to the control (PBS) group, the 

injection of blastospores of O. sinensis and insect hormones did not significantly change the levels of farnesol, 20E, trehalose 

and nitric oxide, but injection of the KD, KD+20E, KD+M, 20E and M increased the amount of juvenile hormone in larval 

hemolymph after 45 days. N-acetylglucosamine was absent in the hemolymph of larvae that were not injected or that had been 

injected with KD+20E. Tyrosol was not detected in the hemolymph of larvae irrespective of the presence or absence of O. 

sinensis blastospores. [Conclusion]  The mummification rate, hemolymph, intestinal microorganisms and levels of related 

substances in the hemolymph, of T. xiaojinensis larvae were all affected by injecting them with blastospores of O. sinensis, 

20-hydroxyecdysone or Methoprene. These results provide useful insights for improving the larval mummification rate during 

artificial cultivation of O. sinensis, and improve understanding of the interactions between insects and fungal pathogens. 

Key words  Ophiocordyceps sinensis; 20-hydroxyecdysone; methoprene; blastospore-hypha; mummification 

冬虫夏草是由冬虫夏草菌 Ophiocordyceps 

sinensis 侵染蝙蝠蛾幼虫形成的虫菌复合体，是

青藏高原特有的名贵生物资源（丘雪红等，

2016；韩日畴等，2019）。随着消费者对冬虫夏

草认可度的提升，消费量剧增，野生冬虫夏草的

产量已经无法满足市场需求。自沈南英等（1983）

在人工条件下获得冬虫夏草有性子实体以来，经

过数十载的研究，冬虫夏草的人工培育已取得了

重大突破，其中包括冬虫夏草菌子实体的人工培

育（Cao et al.，2015）、寄主昆虫蝙蝠蛾低海拔规

模化人工饲养（曹莉和韩日畴，2014；Tao et al.，

2016；Li et al.，2019）以及利用冬虫夏草菌感
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染蝙蝠蛾幼虫获得媲美野生的冬虫夏草（张姝

等，2013；Zhao et al.，2013；韩日畴等，2019；

Li et al.，2020），极大地推动了高原生态环境和

珍贵资源的保护和生物经济的发展。冬虫夏草菌

感染蝙蝠蛾幼虫的途径主要分为体表（王忠等，

2001；廖志勇，2005；陈威仁等，2015；李文佳

等，2016）、喂食（王忠等，2001；廖志勇，2005；

涂永勤等，2010，2012；Lei et al.，2015；钟欣

等，2015）和注射（廖志勇，2005；王梅平，2010；

曹莉等，2019；Liu et al.，2019）3 种方式。真菌

的退化、宿主幼虫因病原菌导致的高死亡率、低

而缓慢的感染后僵化率等因素制约了冬虫夏草

的高效生产（Zhou et al.，2013；Lu et al.，2015；

Qin et al.，2018；韩日畴等，2019；Li et al.，2019），

而影响僵化率高低的因素，关键在于冬虫夏草菌

在寄主昆虫体内由芽生孢子转化为菌丝的效率。 

真菌二态型是指一些真菌在环境因子的影

响下，其菌体形态在酵母型与菌丝型发生相互转

变的能力（祝丽彬等，2017）。冬虫夏草菌是典

型的二态型真菌（芽生孢子-菌丝），在特定因素

的诱导下，可通过出芽生长产生更多的芽生孢

子，或通过顶端生长形成细长的菌丝体（假菌丝）

和菌丝（Liu et al.，2019，2020）。在其它二态

型真菌如玉米黑穗菌 Ustilago maydis 和白色念

珠菌 Candida albicans 中，已明确了某些外部因

素可以影响其形态转变，如营养因子（氮源、碳

源）、化学因子（脂类、高级醇）、物理因子（温

度、pH 值、气体环境）以及二态真菌形态转变

的群体感应分子（Gauthier，2015；祝丽彬等，

2017；Desai，2018；Kijpornyongpan and Aime，

2020）。在白色念珠菌中发现，L-脯氨酸、N-乙

酰氨基葡萄糖、色氨酸、法尼醇、酪醇、法尼酸

等在二态型转变过程中发挥作用（Han et al.，

2011）。一氧化氮在真菌中可参与调控如孢子萌

发、子实体的发育和菌丝的生长，也是调节真菌

次生代谢的重要细胞内信号物质（Wang and 

Higgins，2005；王倩，2013）。Liu 等（2019）

报道 N-乙酰葡糖胺、脯氨酸、法尼醇、酪醇、

甲基法尼酯、蜕皮激素可于昆虫体外不同程度地

促进冬虫夏草菌芽生孢子转化为菌丝。但哪些化

合物于寄主昆虫体内促进冬虫夏草菌芽生孢子

向菌丝转化仍未确定。 

昆虫在一定程度上依赖于它们肠道中各种

微生物群落来实现基本功能，如营养、抵御寄生

虫和病原体、调节免疫反应、交流和繁殖（Engel 

and Moran，2013；Kwong and Moran，2016；

Wei et al.，2017）。近年来学者通过培养法和非

培养法从多种蝙蝠蛾幼虫的肠道中分离出多种

微生物（卓凤萍等，2004；Liang et al.，2008，

2019；刘莉等，2008；俞和韦等，2008；Zhang  

et al.，2009，2010；Xia et al.，2015，2016），

Wu 等  （2020）进一步发现，冬虫夏草菌感染

显著改变小金蝠蛾幼虫血淋巴和肠道内的微生

物菌群，寄主血淋巴中的细菌和真菌可能影响冬

虫夏草菌丝转化和子实体形成。 

昆虫蜕皮激素（20E）和保幼激素（M）参

与控制昆虫变态过程，还影响生殖、滞育等许多

生理活性，是对昆虫生长非常重要的调控因子，

同时昆虫激素也是免疫系统的重要调节因子

（Sorrentino et al.，2002；Flatt et al.，2008）。20E

通过昆虫细胞间粘连作用的提高增强昆虫细胞

免疫作用（柴连琴，2015），并显著提高脂肪体

中的识别受体包括肽聚糖识别蛋白（PGRP- 

SA）、PGRP-LE、革兰氏阴性结合蛋白（GNBP3）

和抗菌肽（defensin，diptericin 和 lysozyme）的

表达量（Han et al.，2017）。相反结果也显示，

20E 可下调 EcR 依赖性抗菌肽基因如 defensin、

drosocin、drosomycin、cecropin C、attacin A 等的

表达量（Beckstead et al.，2005）；家蚕注射 20E 

6 h 后，AMP 基因 mRNA 水平显著降低（Matsui 

et al.，2011）；20E 注射降低了家蚕血淋巴对革

兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌的抗菌活性（Tian  

et al.，2010）。保幼激素可同时抑制黄粉虫（Tenebrio 

molitor）的酚氧化酶（PO）和包埋作用（Rantala 

et al.，2003；Franssens et al.，2006），也可抑制

埃及伊蚊 Aedes aegypti 雌虫免疫相关基因（如

抗菌肽等）（Chang et al.，2021）。保幼激素抑制

交配后的黑腹果蝇雌虫对病原的抵抗作用

（Schwenke and Lazzaro，2017），降低赤拟谷盗

Tribolium castaneum 和小菜蛾 Plutella xylostella

的细胞免疫（Kwon and Kim，2007；Hepat and 

Kim，2014），还可延长被 Metarhizium robertsii
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感染的黄粉虫雄虫的寿命，减少雌虫的存活时间

（Rantala et al.，2020）。冬虫夏草菌进入蝙蝠蛾

幼虫血腔后，昆虫激素也是其需要承受的胁迫压

力之一。但是，同时注射昆虫激素与真菌是否影

响昆虫血淋巴和肠道微生物以及血淋巴重要化

学物质鲜有报道。 

本文注射冬虫夏草菌芽生孢子、蜕皮激素或

保幼激素类似物甲氧普林到小金蝠蛾幼虫血淋

巴中，测定被注射蝠蛾幼虫第 120 天时的僵化

率，第 3 天和第 45 天蝠蛾幼虫血淋巴和肠道的

微生物菌群，以及幼虫血淋巴中关键化学物质

（法尼醇、酪醇、麦角甾醇、蜕皮激素、保幼激

素、葡萄糖、一氧化氮、海藻糖、N-乙酰葡糖胺）

的含量，进而探讨促使冬虫夏草菌于昆虫体内从

芽生孢子转化为菌丝的诱导因子，以及昆虫激

素、真菌与寄主昆虫的交互作用。 

1  材料与方法 

1.1  小金蝠蛾幼虫饲养 

小金蝠蛾幼虫于广东省科学院动物研究所

资源昆虫与生物工程研究中心人工饲养获得

（Tao et al.，2016），6 龄幼虫用于注射感染。 

1.2  冬虫夏草菌培养 

冬虫夏草菌株以组织分离法分离自四川康

定的野生冬虫夏草（编号：KD），经分子鉴定后

（Cao et al.，2015）置于﹣80 ℃的冷箱中保存。 

冬虫夏草菌液体培养基（PMG）：马铃薯  

200 g 煮汁，麦芽糖 20 g，蛋白胨 10 g，磷酸二

氢钾 3 g，硫酸镁 1.5 g，维生素 B1 0.02 g，鲜大

蜡螟 Galleria mellonella 幼虫 5 g 研磨液，以蒸馏

水定容至 1 L，分装至 250 mL 的三角瓶中，每

瓶 150 mL，并于 121 ℃高压灭菌 30 min，冷却

后使用。 

于超净工作台上，将固体培养的冬虫夏草菌

块（约 0.5 cm3）接种于上述液体培养基中，置

于 120 r·min–1、9-13 ℃摇床上培养 45 d，收集

芽生孢子。收集芽生孢子的方法：将液体培养液

用 3 层无菌擦镜纸过滤，收集滤液至 50 mL 已灭

菌的离心管中，8 000 r·min–1、10 ℃离心 15 min，

弃掉上清液，用无菌的磷酸盐缓冲液（PBS；

pH=7.0）重悬，再次离心弃掉上清液，将收集到

的芽生孢子以无菌 PBS 稀释至 6×106 个/mL 用

于注射感染小金蝠蛾 6 龄幼虫。 

1.3  昆虫激素配制 

以 35% DMSO 作为溶剂，将蜕皮激素

（20-hydroxyecdysone，20E）（Toronto Research 

Chemicals ） 和 保 幼 激 素 类 似 物 甲 氧 普 林

（Methoprene，M）（Sigma）配制成浓度为 10 g/ 

µL 的溶液，经 0.22 µm 细菌过滤器（Millipore）

过滤后使用。 

1.4  小金蝠蛾幼虫注射感染 

实验设置如下处理组：A（KD）：注射冬虫

夏草菌芽生孢子（注射浓度 3×106 个/mL）；B

（KD+20E）：注射芽生孢子（终浓度为 3×106

个/mL）与蜕皮激素（终浓度为 5 µg/µL）的混

合液（二者 1∶1 等体积混合）；C（KD+M）：注

射芽生孢子（终浓度为 3×106 个/mL）与甲氧普

林（终浓度为 5 µg/µL）的混合液（二者 1∶1

等体积混合）；D（20E）：注射蜕皮激素（浓度

为 5 µg/µL）；E（M）：注射甲氧普林（浓度为    

5 µg/µL）；F（对照组）：注射无菌 PBS；G（对

照组）：注射 35% DMSO；H（对照组）：未注射。 

利用显微注射仪（Narishige，Japan）将上述

处理分别注射至人工饲养的小金蝠蛾 6 龄幼虫

中，注射方法参考曹莉等（2019）及 Liu 等

（2020）；每头幼虫的注射量为 4 µL。注射后的

蝠蛾幼虫置于 8-10 ℃房间培养；每个处理设置

900 头幼虫。 

1.5  蝠蛾幼虫血淋巴微生物测定 

在注射前、注射后 3 d、注射后 45 d 分别取

样蝠蛾幼虫的血淋巴，稀释 3 个浓度后使用 LB

固体培养基（l0 g 胰蛋白胨、5 g 酵母粉、l0 g

氯化钠，定容到 1 L，加入 16 g 琼脂粉，高压蒸

汽灭菌 121 ℃，30 min）和 G5 固体培养基  

（200 g 土豆煮汁，20 g 葡萄糖，10 g 胰蛋白胨，

1.5 g 磷酸二氢钾，0.5 g 硫酸镁，20 mg 维生素

B1，5 g 大蜡螟幼虫研磨液，定容至 1 L，加入



6 期 吴  华等: 冬虫夏草菌和昆虫激素对小金蝠蛾幼虫僵化、血淋巴和肠道微生物以及血淋巴化学物质的影响·1261· 

 

 

16 g 琼脂粉，高压蒸汽灭菌 121 ℃，30 min）分

别涂板，并平板置于 9-13 ℃、23 ℃、常氧和微

氧（11%氧浓度）的条件下培养。每个处理设置

3 块平板重复。 

在超净工作台中，先用无菌水冲洗幼虫体

表，再用 75%无水乙醇消毒幼虫体表；以微量取

样针刺蝠蛾倒数第 2 对附足基部，吸取血淋巴至

2 mL 灭菌离心管中；每个处理取样 30 头，10

头为一组单独收集至 2 mL 离心管中；每管吸取

100 µL共300 µL血淋巴进行混合，以无菌的PBS

定容至 1.8 mL 作为原液，稀释 1 000 倍作为初始

浓度，然后分别稀释 10 倍和 100 倍（共设置 3

个浓度梯度）。 

涂板 14 d 后统计每个处理的菌株种类及菌

株数，先用肉眼观察进行分类和计数，再利用

分子方法进行鉴定、归类。分子鉴定细菌和真

菌的方法参照 Wu 等（2020）。首先使用 DNA

提取试剂盒（广州美基生物科技有限公司，中

国 ） 进 行 微 量 DNA 提 取 ， 使 用 27F

（5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3）和 1492R

（5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3）引物

进行扩增获得细菌 16sRNA 片段，使用 ITS1（5- 

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3）和 ITS4（5- 

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3）引物进行扩增

获得真菌 ITS 片段；扩增体系为：2×EasyTaq 

SuperMix 12.5 µL，ddH2O 9.5 µL，正反引物分

别 1 µL，DNA 模板 1 µL。扩增条件为：98 ℃

加热 30 s，然后在 98 ℃加热 10 s，55 ℃退火

30 s，72 ℃加热 30 s，35 个循环，最后在 72 ℃

进行 10 min的延伸。经琼脂糖凝胶电泳确认 PCR

产物后，将 PCR 产物送至生工生物工程（上海）

股份有限公司进行测序。获得的菌株序列与

NCBI GenBank 中的数据集进行比对，确定细菌

和真菌种名。 

1.6  蝠蛾幼虫肠道微生物测定 

在注射前、注射后 3 d、注射后 45 d 分别取

样蝠蛾幼虫的肠道液，稀释 3 个浓度后使用 LB

固体培养基和 G5 固体培养基分别涂板，并平板

置于 9-13 ℃、23 ℃、常氧和微氧（11%氧浓度）

的条件下培养。每个处理设置 3 块平板重复。 

在超净工作台中，以无菌的剪刀解剖上述取

完血淋巴后的蝠蛾幼虫，取整条完整的肠道，以

无菌的 PBS 冲洗后，放入 2 mL 灭菌研磨管中，

每 10 头幼虫的完整肠道收集至 1 管，共取样 30

头分装至 3 管，每管加入无菌研磨珠及 PBS 缓

冲液定容至 1 mL，漩涡震荡 2 min，粉碎肠道组

织和内容物，每管吸取 100 µL 肠道粉碎液进行

混合，用无菌的 PBS 定容至 1.8 mL 作为原液，

稀释 1 000 倍作为初始浓度，然后分别稀释 10

倍和 100 倍（共设置 3 个浓度梯度）。统计、鉴

定菌株数目和种类的方法同 1.5。 

1.7  蝠蛾幼虫血淋巴化学物质测定 

1.7.1  法尼醇测定  收集的 1.0 mL 血淋巴加入

冰预冷并装有少量苯基硫脲的离心管中，加入等

体积的 PBS 涡旋振荡，加入 1 mL 乙酸乙酯，涡

旋振荡 5 min。常温 12 000 r·min–1 离心 5 min，

缓慢吸取最上层液体于烧杯中，吸取下层液体弃

去，混合上层液体。加入 1 mL 乙酸乙酯混匀，

继续涡旋振荡 5 min，12 000 r·min–1 离心 5 min，

收集上清液与烧杯中的萃取液混合。于通风橱中

挥干乙酸乙酯，加入 100 µL 甲醇溶解目标物，

吸取转移到离心管中，12 000 r·min–1 离心 15 min，

小心吸取上清液 50 µL 于内插管进样瓶中。液相

色谱仪采用 Agilent 1260 Infinity 系统，VWD 检

测器，Agilent C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）

液相色谱柱；甲醇∶水=80∶20 作为流动相，流

速 0.8 mL/min，检测波长 λ=210 nm（Hornby    

et al.，2001）。 

1.7.2  酪醇、麦角甾醇、蜕皮激素、N-乙酰葡萄

糖胺测定   取 600 µL 血淋巴加入到等体积于

冰中预冷的 75%甲醇，涡旋振荡混匀，超声处理

5 min，于 4 ℃、12 000 r·min–1 条件下离心 5 min，

收集上清液于冰预冷的 25 mL 烧杯中。往沉淀中

加入 600 µL 纯甲醇，涡旋振荡混匀，超声处理

5 min，于 4 ℃、12 000 r·min–1 条件下离心 5 min，

收集上清液与烧杯中提取液混匀。往沉淀中加入

500 µL 乙酸乙酯，涡旋振荡混匀 5 min，于 4 ℃、

12 000 r·min–1 条件下离心 5 min，收集上清液与
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烧杯中提取液混匀。将收集的上清液采用氮气吹

干仪于 35 ℃，氮气吹风速度为 0.02 MPa 下吹干

（< 2 h），加入 1.0 mL 甲醇超声充分溶解，转移

到 2.0 mL 容量瓶用甲醇定容，4 ℃、12 000 

r·min–1 离心 10 min，注射器吸取上清液 1 mL 经

过 0.22 µm 细菌过滤器除菌，于 HPLC 样品瓶中

进行HPLC分析，剩下的样品溶液 4 ℃保存备用。 

酪醇、麦角甾醇、蜕皮激素和 N-乙酰葡萄

糖胺，样品前处理方法一致，均采用液相色谱仪

Agilent 1260 Infinity 系统，VWD 检测器。  

酪醇：Agilent C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）

液相色谱柱，甲醇∶水（0.1%醋酸）（V∶V）= 

40∶60 作为流动相，流速 0.75 mL/min，检测波

长 λ=280 nm（Ghosh et al.，2008）。 

麦角甾醇：Agilent C18（250 mm×4.6 mm，

5 μm）液相色谱柱，甲醇∶水（V∶V）=97∶3

为流动相，流速 1 mL/min，检测波长 λ=282 nm

（董笑菲，2019）。 

1.7.3  蜕皮激素    Agilent C18（250 mm×   

4.6 mm，5 μm）液相色谱柱，甲醇∶Pa（< 2 h）

吹干，加入 200 µL 甲醇充分溶解，经过 0.22 µm

细菌过滤器除菌后用于 HPLC 分析。液相色谱仪

采用 Agilent 1260 Infinity 系统，VWD 检测器，

Agilent C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）液相色

谱柱，甲醇∶水（V∶V）=75∶25 作为流动相，

流速 0.8 mL/min，波长 λ=218 nm（钱明惠等，

2006）。 

1.7.4  葡萄糖测定  每个样品分别取 100 µL 血

淋巴置于加入 2 倍体积的蒸馏水，携菌的样品葡

萄糖浓度低于标准曲线范围不需要稀释，直接取

200 µL 血淋巴，75 ℃水浴 15 min。涡旋振荡后，

12 000 r·min–1 离心 10 min，取澄清上清液 50 µL

于 96 孔酶标板，每孔加入 100 µL 的葡萄糖分析

试剂，对照组以无菌蒸馏水替代葡萄糖试剂加入

酶标板孔中，每个孔加入试剂时间间隔为 30 s，

37 ℃恒温培养箱培养 30 min。加入 100 µL 6 

mol/L 硫酸终止反应，用酶标仪于 540 nm 测吸

光度值，样品的稀释倍数所测吸光度值在标准曲

线范围内。 

1.7.5  海藻糖测定  每个样品分别取 50 μL 血

淋巴，加入已装有 200 μL 超纯水的冰预冷离心

管中混匀，立刻置于水浴锅中，沸水浴 5 min，

取出涡旋振荡 5 min。将样品于 12 000 r·min–1 离

心 5 min，收集上清液至 2.0 mL 离心管中，沉淀

再加入 200 μL 超纯水，涡旋振荡 5 min，离心，

用移液枪收集上清液，重复此操作 2 次。将收集

的上清液于﹣20 ℃冰箱预冻成冰，置于冷冻干

燥机干燥 12 h，收集干燥的粉末。将干燥的粉末

加入 200 μL 1-甲基咪唑充分溶解样品 30 min。

将样品于 12 000 r·min–1 离心 5 min，分别取上清

液 30 μL，加入 100 μL 盐酸羟胺母液（100 

mg/mL），充分混合均匀置于 80 ℃水浴中反应 5 

min。取出加入 80 μL 乙酸酐，混匀，室温反应

5 min 后，加入 1 mL 氯仿萃取衍生化产物。以 2 

mL 水清洗 3 次，加入 5%无水硫酸钠，过 0.22 μm

细菌过滤器除菌，然后加进样瓶中，进行 GC-MS

分析。气质联用色谱仪器型号 Agilent 6890N，

毛细管色谱柱 Agilent HP-5，MSD 检测器，气化

室温度 250 ℃，检测器温度为 300 ℃，进样量

为 1 μL，分流方式设置为不分流；程序为初始

温度 50 ℃，保持 3 min，升温程序为 50-220 ℃  

（15 ℃/min），220-260 ℃（10 ℃/min），保持

5 min，260-270 ℃（10 ℃/min），保持 15 min

（胡磊等，2004）。 

1.7.6  一氧化氮的测定  取 600 µL 血淋巴加入

冰预冷离心管中，置于﹣80 ℃保存待用。样品

按照一氧化氮试剂盒（北京普利莱基因技术有限

公司，中国）的操作进行测定。 

1.8  数据分析 

不同处理和对照的蝠蛾幼虫存活率、携菌

率、僵化率和血淋巴化学物质含量以 SPSS 软件

（16.0 software，SPSS Inc.，Chicago，IL，USA）

进行单因素方差分析，以 Tukey HSD 检验，P < 

0.05 表示差异显著性。 

2  结果与分析 

2.1  小金蝠蛾幼虫的存活率、携菌率和僵化率 

2.1.1  存活率  8 个处理和对照的小金蝠蛾幼

虫存活率见表 1。饲养 30 d 和 60 d 后，注射

KD+20E（F = 4.795，df = 7，P < 0.05）、注射 20E 
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表 1  小金蝠蛾幼虫存活率 

Table 1  Survival rates of the larvae of Thitarodes xiaojinensis 

幼虫处理组 
Larval treatment  

groups 

30 d 存活率（%） 
Survival rate  
after 30 days 

60 d 存活率（%） 
Survival rate  
after 60 days 

90 d 存活率 
Survival rate  
after 90 days 

120 d 存活率（%）
Survival rate  

after 120 days 

A 95.93±0.74ab 83.33±3.90abc 13.70±5.53c 9.63±4.55c 

B 90.37±1.85b 79.63±0.74bc 18.15±2.06c 12.59±2.25c 

C 93.33±0.64ab 86.67±1.70abc 20.37±4.64c 15.93±3.65c 

D 89.26±0.98b 76.30±1.48c 64.81±3.03b 60.37±5.96b 

E 94.81±2.43ab 87.04±2.67abc 78.15±4.98ab 58.52±2.59b 

F 97.41±0.74a 89.63±3.16ab 74.44±4.84ab 72.15±3.23ab 

G 95.56±1.92ab 86.67±2.22abc 71.85±2.25ab 65.56±4.01b 

H 97.41±0.37a 92.96±1.61a 87.41±3.16a 85.56±3.39a 

表中数值为平均值±标准误，同列数值后标有不同字母表示在 0.05 水平差异显著，采用 Tukey HSD 检验。 

A：注射冬虫夏草菌芽生孢子；B：注射冬虫夏草菌芽生孢子与蜕皮激素的混合液；C：注射冬虫夏草菌芽生孢子与

甲氧普林的混合液；D：注射蜕皮激素；E：注射甲氧普林；F：注射 1×PBS；G：注射 35% DMSO；H：未注射。 

Data in the table are mean ± SE, and followed by different lowercase letters indicte significant difference at 0.05 level by 
Tukey HSD test. A: Injected O. sinensis blastospores; B: Injected a mixture of blastospore and 20-hydroxyecdysone; C: 
Injected a mixture of blastospore and methoprene; D: Injected 20-hydroxyecdysone; E: Injected methoprene; F: Injected 1 × 
PBS; G: Injected 35% DMSO; H: No injection. 

 
（F = 4.795，df = 7，P < 0.05）的幼虫存活率显

著低于对照组 H；饲养 90 d 后，注射 20E 的幼

虫存活率显著低于未注射的对照组（F = 58.425，

df = 7，P < 0.05），且注射 KD、KD+20E 或 KD+M

的幼虫存活率由于出现僵虫而急剧降低；饲养

120 d 后，除了注射 PBS 的幼虫，其它处理的幼

虫存活率均低于未注射的对照组。 

2.1.2 携菌率  经荧光显微镜镜检，注射后一个

月，仅注射 KD、KD+20E 或 KD+M 的幼虫血淋

巴中携带冬虫夏草菌芽生孢子的幼虫比例分别

为 100%、（96.67±3.33）%和（96.67±3.33）%，

经方差检验，处理组之间没有显著差异；注射后

第 2 个月镜检时，3 个处理幼虫血淋巴的携菌率

均已达到 100%。芽生孢子浓度可根据同一倍数

下血淋巴的数量进行判断。镜检发现，注射

KD+20E 的幼虫血淋巴中仅观察到少量芽生孢 

子，每个视野的芽孢数 5-10 个，而注射 KD、

KD+M 的幼虫血淋巴中观察的虫草菌芽生孢子

则大于 50 个。 

2.1.3  僵化率  注射 KD、KD+20E、KD+M 的

处理组，幼虫于 90 d 开始出现僵化，120 d 时的

僵化率超过 40%（图 1）。注射 KD+M 的幼虫僵 

 
 

图 1  小金蝠蛾幼虫僵化率 

Fig. 1  Mummified rates of the Thitarodes  
xiaojinensis larvae 

KD：注射冬虫夏草菌芽生孢子；KD+20E：注射 

冬虫夏草菌芽生孢子+蜕皮激素；KD+M：注射 

冬虫夏草菌芽生孢子+甲氧普林。柱上标有不同 

小写字母表示不同处理间在 5%水平差异显著。 

KD: Injected O. sinensis blastospores; KD+20E:  
Injected mixture of blastospore and 20-hydroxyecdysone; 
KD+M: Injected mixture of blastospore and methoprene. 

Hsitograms with different lowercase letters indicate 
significant difference at the 0.05 level. 

 
化率为（61.85±3.37）%，显著高于注射 KD 和

注射 KD+20E 的幼虫（F = 9.365，df = 2，P < 

0.05），这说明同时注射冬虫夏草菌芽生孢子和
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甲氧普林可显著提高幼虫的僵化率。 

2.2  小金蝠蛾的血淋巴和肠道微生物 

2.2.1  血淋巴中的微生物  从 8 个处理和对照 

 

组的小金蝠蛾幼虫血淋巴中，平板上共获得细菌

23 种，真菌 8 种（表 2）。注射冬虫夏草菌芽生

孢子的 3 组处理（KD、KD+20E、KD+M）45 d

时的血淋巴中分离到的微生物种类多于 3 d 时的； 

表 2  小金蝠蛾幼虫血淋巴中分离到的细菌和真菌 

Table 2  Bacterial and fungal species identified from the larval hemolymph of Thitarodes xiaojinensis 

A B C D E F G H 
菌株种类 Strains 

3 d 45 d 3 d 45 d 3 d 45 d 3 d 45 d 3 d 45 d 3 d 45 d 3 d 45 d 3 d 45 d

蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus          +

橙色短波单胞菌 Brevundimonas aurantiaca ++ + +        

麦芽香肉杆菌 Carnobacterium maltaromaticum ++   +   +   +

Chryseobacterium sp. ++ +         

鹑鸡肠球菌 Enterococcus gallinarum     +      

冷海水黄杆菌 Flavobacterium frigidimaris + ++ +         

土地凯斯特亚菌 Kaistia terrae ++ +         

氧化微杆菌 Microbacterium oxydans + ++ +          

Microbacterium sp. + +         

微杆菌科 Microbacteriaceae     ++       

Micrococcus sp.     +      

微球菌科 Micrococcaceae +++ +++ +      +  

Nocardiopsis sp.     +      

土地杆菌属 Pedobacter nototheniae +           

Pedobacter sp.  +         

霉味假单胞菌 Pseudomonas mucidolens +  ++  +  +  ++  +     

布氏假单胞菌 Pseudomonas brenneri      +     

Pseudoxanthomonas sp. +         +

水生拉恩氏菌 Rahnella aquatilis + + ++ +  +  +       

Rhodococcus sp. ++ ++       +  

抗肿瘤活性海洋菌 Serratia proteamaculans + ++ ++ ++ + + +   +    

嗜根寡养单胞菌 Stenotrophomonas rhizophila +          

肺冢村氏菌 Tsukamurella strandjordii ++ ++ ++ + ++ +++ ++   + +    

细菌种类 Bacterial species 7 14 5 11 2 4 3 2 4 3 3 3 0 2 0 3

细菌种类汇总 Sum of bacterial species 16 13 5 5 7 5 2 3 

Aspergillus sp.   +        

Cladosporium sp.    +  +  +     

双足囊菌科 Dipodascaceae     +       

虫草棒束孢 Isaria farinosa +  +    ++    
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续表 2（Table 2 continued） 

A B C D E F G H 
菌株种类 Strains 

3 d 45 d 3 d 45 d 3 d 45 d 3 d 45 d 3 d 45 d 3 d 45 d 3 d 45 d 3 d 45 d

冬虫夏草菌 Ophiocordyceps sinensis   ++        

Penicillium sp.           

囊状青霉 Penicillium capsulatum   +        

Talaromyces sp.  + + +  +      

Toxicocladosporium irritans          +

真菌种类 Fungal species 0 1 1 1 0 5 1 0 2 1 1 1 0 0 0 1

真菌种类汇总 Sum of fungal species 1 1 5 1 3 2 0 1 

+代表菌株数<10 株，++代表菌株数 10-100 株，+++代表菌株数 100-500 株。 

A：注射冬虫夏草菌芽生孢子；B：注射冬虫夏草菌芽生孢子与蜕皮激素的混合液；C：注射冬虫夏草菌芽生孢子与

甲氧普林的混合液；D：注射蜕皮激素；E：注射甲氧普林；F：注射 1×PBS；G：注射 35% DMSO；H：未注射。下

表同。 

+ indicates the number of strains less than 10; ++ indicates the number of strains from 10 to 100; +++ indicates the number of 
strains from 100 to 500. 
A: Injected O. sinensis blastospores; B: Injected a mixture of blastospore and 20-hydroxyecdysone; C: Injected a mixture of 
blastospore and methoprene; D: Injected 20-hydroxyecdysone; E: Injected methoprene; F: Injected 1 × PBS; G: Injected 35% 
DMSO; H: No injection. The same below. 

 
而其它 5 个处理组，注射 3 d 和 45 d 时血淋巴中

分离到的微生物种类差异较小（表 2）。未进行

注射的处理组，饲养 3 d 后，血淋巴中没有分离

到细菌和真菌；当饲养至 45 d 后，血淋巴中分

离到 Pseudoxanthomonas sp.、C. maltaromaticum

和 Bacillus cereus 3 种细菌和 Toxicocladosporium 

irritans 1 种真菌，数量均较少（全部平板中获得

的菌株少于 10 个菌落）。 

与未注射对照组相比，注射 KD 的幼虫饲

养 3 d 后血淋巴中获得的细菌种类明显增多，共

分离到 F. frigidimaris、M. oxydans、Pedobacter 

nototheniae 、 P. mucidolens 、 R. aquatilis 、 S. 

proteamaculans、T. strandjordii 7 种细菌，没有分

离到真菌；饲养至 45 d 后血淋巴中的细菌种类

高达 14 种（表 2），真菌种类仅 1 种 I. farinosa，

且数量较少。从注射 KD 的幼虫血淋巴中获得的

微生物种类与未注射对照组的无交集。 

与注射 KD 组相似，饲养 3 d 后，注射 KD+ 

20E 的幼虫血淋巴中的细菌种类明显增多，分离

到 5 种细菌（M. oxydans、P. mucidolens、R. 

aquatilis、S. proteamaculans、T. strandjordii）和

1 种真菌（Talaromyces sp.）；饲养至 45 d 时血

淋巴分离得到的细菌种类为 11 种（表 2），仅分

离到 1 种真菌（Talaromyces sp.），且数量较少。 

注射KD+M的幼虫血淋巴中 3 d后仅分离到

2 种细菌（P. mucidolens 和 T. strandjordii），未

获得真菌；45 d 时血淋巴中分离到 4 种细菌

（Brevundimonas aurantiaca、Micrococcaceae、

S. proteamaculans、T. strandjordii）和 5 种真菌

（Aspergillus sp.、I. farinosa、O. sinensis、P. 

capsulatum、Talaromyces sp.），除 O. sinensis 菌

株数量为 32 株外，其余真菌数量均小于 10 株；

与注射了 KD 或 KD+20EB 明显不同的是，注射

KD+M 的幼虫血淋巴中获得冬虫夏草菌，且真菌

种类显著增多。 

注射冬虫夏草菌芽生孢子的 3 组处理（KD、

KD+20E、KD+M）的微生物种类与未注射对照

组无交集；3 组处理血淋巴中共同的细菌种类有

B. aurantiaca、Micrococcaceae、P. mucidolens、

S. proteamaculans 和 T. strandjordii，真菌出现频

率较高（同时出现在两个或两个以上的处理中）

的种类有 I. farinosa 和 Talaromyces sp.。与其他

处理组相比，注射冬虫夏草菌芽生孢子的 3 组

具 有 9 种特有细菌种类（ B. aurantiaca 、
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Chryseobacterium sp.、F. frigidimaris、K. terrae、

M. oxydans、Microbacterium sp.、P. nototheniae、

Pedobacter sp.、S. rhizophila），3 种特有真菌种

类（Aspergillus sp.、O. sinensis、P. capsulatum）。 

注射 20E 的幼虫饲养 3 d 后，其血淋巴中分

离到细菌 3 种（P. mucidolens、R. aquatilis、T. 

strandjordii）和真菌 1 种（Cladosporium sp.），

45 d 时，仅分离到 2 种细菌（C. maltaromaticum、

S. proteamaculans），未分离到真菌。与未注射对

照组相比，单独注射 20E 与注射 KD+20E 的蝠

蛾幼虫血淋巴中的细菌种类显著增加，而真菌种

类较少。 

注射 M 的幼虫饲养 3 d 后，其血淋巴中分离

到细菌 4 种（Microbacteriaceae、P. mucidolens、

R. aquatilis、S. proteamaculans）和真菌 2 种

（Cladosporium sp.、Dipodascaceae）；45 d 时，

分离到细菌 3 种（Enterococcus gallinarum、

Micrococcus sp.、Nocardiopsis sp.）和真菌 1 种

（Talaromyces sp.）。与对照组相比，单独注射甲

氧普林或注射 KD+M 的蝠蛾幼虫血淋巴中真菌

种类显著增加了。 

注射 PBS 的幼虫饲养 3 d 后，其血淋巴中分

离到 3 种细菌（P. mucidolens、P. brenneri、T. 

strandjordii）和 1 种真菌（Cladosporium sp.），

数量均较少（<10 个菌落）；饲养至 45 d 时，血

淋巴中分离到 3 种细菌（C. maltaromaticum、S. 

proteamaculans、T. strandjordii），均小于 10 个

菌落，1 种真菌 I. farinosa。注射 35% DMSO 的

幼虫饲养 3 d 后，其血淋巴中没有分离到细菌和

真菌；饲养至 45 d 时，血淋巴中分离到 2 种细

菌（Micrococcaceae、Rhodococcus sp.），数量均

较少（<10 个菌落）。 

2.2.2  肠道中的微生物  从 8 个处理和对照组

的小金蝠蛾幼虫肠道中，总共分离得到细菌 29

种，真菌 17 种（表 3）；共有的细菌种类有 7 种

（C. maltaromaticum、F. frigidimaris、M. oxydans、

P. mucidolens、R. aquatilis、S. proteamaculans、

T. strandjordii），共有的真菌种类有 1 种（A. 

porosum）；45 d 时蝠蛾肠道中分离到的微生物种

类比 3 d 时的多（表 3）。 

与未注射对照组相比，注射 KD 的幼虫饲养

3 d 后肠道中的细菌种类明显减少，分离到 6 种

细菌，其中对照组中没有分离到的有 2 种

（Bacillus sp.、T. strandjordii），同时得到 3 种真

菌，其中未注射对照组中没有分离到的有 2 种

（Dipodascaceae、Volutella sp.）；饲养至 45 d

后血淋巴中的细菌种类高达 14 种（表 3），真菌

种类增加到 5 种，与对照组相比特有的细菌种类

有 B. aurantiaca、Shinella kummerowiae、Yersinia 

massiliensis，真菌特有的种类有 Ilyonectria sp.、

Sclerotiniaceae、Volutella sp.。 

注射KD+20E的幼虫饲养 3 d后肠道中的细

菌种类与未注射对照相近，仅 1 株细菌不同  

（P. brenneri），2 种真菌不同（Sporothrix sp.、

Volutella sp.）；饲养至 45 d 后肠道中的细菌种类

高达 15 种（表 3），真菌种类增加到 5 种。 

注射 KD+M 的幼虫不论是 3 d 和 45 d 取样，

与未注射对照组相比，其肠道中分离到的细菌种

类均接近，但真菌种类显著增多，尤其是 45 d

时，真菌种类高达 9 种。 

与其他 5 个处理组相比，注射芽生孢子的

处理组（KD、KD+20E、KD+M）幼虫肠道中

特有的细菌种类有 3 种（Nocardiopsis sp.、S. 

kummerowiae、Y. massiliensis），特有的真菌种类

有 10 种 （ C. lacerata 、 Clonostachys sp. 、

Dipodascaceae、Ilyonectria sp.、Mucor hiemalis、

Mucor sp. 、 P. capsulatum 、 Sclerotiniaceae 、

Sporothrix sp.、Talaromyces sp.）；值得注意的是，

从幼虫肠道中未分离到 O. sinensis。 

注射 20E 的幼虫饲养 3 d 后，从肠道中分离

到细菌 7 种和真菌 2 种；45 d 后，分离到 9 种细

菌和 2 种真菌，两个时间点微生物种类差异不明

显，与未注射对照组相比差异也不明显。 

注射 M 的幼虫饲养 3 d 后，肠道中分离到细

菌 8 种和真菌 4 种；45 d 后，分离到 12 种细菌

和 3种真菌，45 d时肠道中的细菌种类明显增多。

与未注射对照组相比，真菌种类增加 3 种

（Papulaspora sp.、P. citrinum、Volutella sp.）。 

注射 PBS 的幼虫饲养 3 d 后，分离到细菌 8

种和真菌 2 种；45 d 后，分离到 16 种细菌和 3 
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种真菌，细菌种类明显增加。注射 35% DMSO

的幼虫饲养 3 d 后，分离到细菌 7 种和真菌 1

种；45 d 后分离到 15 种细菌和 3 种真菌，与注

射 PBS 的幼虫一样，其肠道细菌种类明显增加。

未注射幼虫饲养 3 d 后，肠道中分离到 10 种细

菌和 2 种真菌；当饲养至 45 d 后，分离到 12 种

细菌和 2 种真菌，两个时间点的微生物种类并不

完全相同。 

从小金蝠蛾幼虫肠道中，总共分离细菌 29

种，真菌 17 种。在 8 个组中均出现的细菌种类

有 7 种（C. maltaromaticum、F. frigidimaris、M. 

oxydans 、 P. mucidolens 、 R. aquatilis 、 S. 

proteamaculans、T. strandjordii），真菌种类有 1

种（A. porosum）。C. maltaromaticum 是幼虫肠道

优势种。与未注射组相比，45 d 时蝠蛾肠道中分

离到的微生物种类比 3 d 时的普遍偏多，尤其是

同时注射芽生孢子和甲氧普林的处理 C 中真菌

种类高达 11 种（未注射组 3 种、仅注射芽生孢

子组 6 种）。I. farinosa 出现于 A、C、E、F 和 H

处理组中，Penicillium sp. 出现于 C、D、E、G

和 H 处理组中。 

比较幼虫血淋巴和肠道中获得的细菌和真

菌种类发现，血淋巴中出现的几乎所有微生物种

类（细菌 23 种，真菌 7 种）都存在于幼虫肠道

中，除了细菌 Micrococcus sp.和真菌 Aspergillus 

sp.、T. irritans，说明仅注射芽生孢子或注射芽生

孢子与昆虫激素后肠道微生物向血淋巴转移，更

多的细菌种类向注射芽生孢子和蜕皮激素的幼

虫血淋巴转移，更多的真菌向注射芽生孢子和甲

氧普林的幼虫血淋巴转移。 

2.3  小金蝠蛾血淋巴中化学物质含量 

未注射和被注射冬虫夏草菌芽生孢子、蜕皮

激素以及甲氧普林的小金蝠蛾幼虫 3 d 和 45 d 的

血淋巴化学物质含量如图 2、图 3 和图 4 所示。

除了酪醇和 N-乙酰葡萄糖胺，其他化合物包括

法尼醇、麦角甾醇、蜕皮激素、保幼激素、葡萄

糖、海藻糖、一氧化氮均在未注射幼虫中检测到。

在携菌幼虫中也未检测到酪醇。与未注射任何物

质的幼虫相比，注射 PBS 和 35% DMSO 的幼虫

体内检测成分未显著改变。 

2.3.1  法尼醇  处理后第 3 天，法尼醇含量在未

注射幼虫、注射 PBS 或 KD 的幼虫中的含量依

次为 0.20、0.18 和 0.20 ng/µL，3 组之间未见显

著差异（F = 10.905，df = 7，P = 0.442 > 0.05）。

在分别注射 35% DMSO、KD+20E、KD+M、20E、 

 

 
 

图 2  未注射小金蝠蛾幼虫血淋巴化学物质含量 

Fig. 2  Chemical contents from the uninjected larvae of Thitarodes xiaojinensis 
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图 3  蝠蛾幼虫不同处理后第 3 天测定血淋巴中化学物质的含量 

Fig. 3  The contents of chemical substances in hemolymph were measured on the  
3rd day after different treatment of the larvae 

A：注射芽生孢子；B：注射芽生孢子与蜕皮激素的混合液；C：注射芽生孢子与甲氧普林的混合液； 

D：注射蜕皮激素（注射浓度为 5 µg/µL）；E：注射甲氧普林；F：注射 1×PBS；G：注射 35% DMSO； 

H：未注射。纵坐标代表信息物质和糖类的含量。图例标注不同的检测物质和对应的单位。下图同。 

A: Injected O. sinensis blastospores; B: Injected a mixture of blastospore and 20-hydroxyecdysone; C: Injected a  
mixture of blastospore and methoprene; D: Injected 20-hydroxyecdysone; E: Injected methoprene; F: Injected 1 × PBS;  

G: Injected 35% DMSO; H: No injection. The vertical axis is the content of information substances and sugars.  
The legend indicates the different substances to be tested and the corresponding units. The same below. 

 

 
 

图 4  蝠蛾幼虫不同处理后第 45 天测定血淋巴中化学物质的含量 

Fig. 4  The contents of chemical substances in hemolymph were measured on  
the 45th day after different treatment of the larvae 



6 期 吴  华等: 冬虫夏草菌和昆虫激素对小金蝠蛾幼虫僵化、血淋巴和肠道微生物以及血淋巴化学物质的影响·1271· 

 

 

 

M 的幼虫中法尼醇含量也未见显著差异（F = 

10.905，df = 7，P = 0.141 > 0.05）；但未注射任

何物质的幼虫和注射 KD 的幼虫中的法尼醇含

量显著高于注射 35% DMSO、KD+20E、KD+M、

20E、M 的幼虫中法尼醇含量。这说明小金蝠蛾

幼虫血淋巴中存在法尼醇，注射 35% DMSO、

蜕皮激素和甲氧普林 3 d 时可降低幼虫体内法尼

醇含量（图 3），但在注射 45 d 后，不同处理与

对照之间的幼虫体内法尼醇含量未见显著差异

（F = 1.314，df = 7，P = 0.052 > 0.05）（图 4）。

在第 45 天时，注射芽生孢子或 KD+M 的幼虫血

淋巴中已出现大量芽生孢子，说明芽生孢子大量

出现未能提高血淋巴中法尼醇的含量。 

2.3.2  麦角甾醇  处理后第 3 天，麦角甾醇含量

在所有处理和对照组中均没有显著差异（F = 

3.029， df = 7, P = 0.071 > 0.05）；处理后第 45

天，注射 KD（ 62.96 ng/µL）、注射 KD+M   

（52.67 ng/µL）的麦角甾醇含量显著高于其它处

理和对照（F = 44.767，df = 7，P < 0.05）。小金

蝠蛾幼虫未携菌血淋巴中也存在麦角甾醇。这可

能是携带虫草菌组大量出现的芽生孢子分泌麦

角甾醇的原因或者菌体生长诱导幼虫产生大量

麦角甾醇。注射了 KD+20E 的幼虫血淋巴中麦角

甾醇含量也显著低于注射芽生孢子（62.96 ng/µL）

或注射 KD+M 的处理，说明注射蜕皮激素干扰

体内菌体生长导致麦角甾醇含量偏低，因为注射

芽生孢子和蜕皮激素的幼虫血淋巴中仅观察到

少量芽生孢子。冬虫夏草菌体细胞中麦角甾醇含

量范围为 0.47-0.64 µg/mg（湿重），对应菌液上

清液麦角甾醇含量范围为 0.11-2.25 µg/µL。 

2.3.3  蜕皮激素  处理后第 3 天，注射 KD+20E

（4.45 ng/µL），以及仅注射 20E（3.45 ng/µL）

幼虫的蜕皮激素含量显著高于其它处理和对照

（F = 33.132，df = 7，P < 0.05）（图 3）。这可能

与幼虫被注射蜕皮激素有关。处理后第 45 天，

各处理和对照组幼虫血淋巴中的蜕皮激素含量

未见显著差异（F = 0.262，df = 7，P = 0.386 > 

0.05）。 

2.3.4  保幼激素  处理后第 3 天，注射 KD、

KD+20E、KD+M 的幼虫血淋巴的保幼激素Ⅲ的

含量显著高于其它处理和对照（F = 8.740，df = 

7，P < 0.05），其它处理和对照幼虫血淋巴中的

保幼激素Ⅲ含量未见显著性差异（F = 8.740，df = 

7，P = 0.207 > 0.05）（图 3）。处理后第 45 天，

未注射幼虫、注射 PBS 和注射 35% DMSO 的对

照组幼虫血淋巴的保幼激素含量显著低于处理

组幼虫的，而且处理组之间未呈现显著差异（图

4）。这说明注射芽生孢子、蜕皮激素和甲氧普林

均可导致蝠蛾幼虫血淋巴内保幼激素含量升高。 

2.3.5  N-乙酰葡萄糖胺  处理后第 3 天，在各处

理和对照组均未检测到 N-乙酰葡萄糖胺。从菌

液细胞体和上清液检测结果表明菌体细胞内和

胞外均含有 N-乙酰葡萄糖胺，菌体细胞 N-乙酰

葡萄糖胺含量范围 0.13-2.52 µg/mg（湿重），对

应菌液的含量范围为 28.41-137.3 ng/µL。第 3 天

检测结果中 A、B、C 3 组样品均注射菌体但未

检测到 N-乙酰葡萄糖胺，原因可能是注射菌体

数量太少而 N-乙酰葡萄糖胺含量低于仪器方法

的检出限未能被检测出。处理后第 45 天，检测

到注射 KD （ 15.41 ng/µL ）或注射 KD+M   

（12.11 ng/µL）的幼虫血淋巴中 N-乙酰葡萄糖

胺含量显著高于其它处理组和对照组（F = 

78.011，df = 7，P < 0.05）；其它处理和对照组未

检测到乙酰葡萄糖胺，说明菌体生长导致乙酰葡

萄糖胺的含量升高。注射芽生孢子和蜕皮激素幼

虫血淋巴中未检测到 N-乙酰葡萄糖胺，可能是

由于注射蜕皮激素严重干扰体内菌体生长，导致

N-乙酰葡萄糖胺未检测到。 

2.3.6  葡萄糖  处理后的第 3 天时，未注射幼虫

的葡萄糖含量显著高于其它组别的含量（F = 

5.678，df = 7，P < 0.05），说明对幼虫做注射处

理可能导致葡萄糖含量降低。处理后第 45 天，

仅注射芽生孢子的幼虫的葡萄糖含量显著低于

其它组别（F = 5.678，df = 7，P < 0.05），这可

能是单纯注射芽生孢子的幼虫消耗葡萄糖最多

或合成的葡萄糖最少。 

2.3.7  海藻糖  处理后第 3 天时，注射 PBS 的

幼虫血淋巴海藻糖含量显著低于未注射对照的

幼虫的（F = 2.591，df = 7，P < 0.05）。处理后

第 45 天，幼虫携菌与否似乎未显著影响其血淋
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巴中海藻糖的含量。 

2.3.8  一氧化氮  处理后第 0 天、第 3 天时，

不同处理组之间一氧化氮含量没有显著性差异

（F = 0.855，df = 7，P = 0.532 > 0.05），第 45 天

不同处理组之间的一氧化氮含量均未发生显著

变化（F = 1.029，df =7，P = 0.133 > 0.05）。 

3  结论与讨论 

通过比较注射冬虫夏草菌芽生孢子以及同

时或单独注射 20E 和甲氧普林的小金蝠蛾幼虫

的存活率、僵虫率、血淋巴和肠道微生物菌群，

以及注射后不同时段幼虫血淋巴中的主要化学

物质含量，为探讨昆虫激素、冬虫夏草菌与寄主

蝠蛾幼虫的交互作用提供数据。同时，为有效提

高冬虫夏草人工培育过程中的幼虫僵化率，了解

昆虫、真菌与昆虫激素的交互作用提供了参考。 

本研究结果表明，注射 KD+M 可显著提高

小金蝠蛾幼虫的僵虫率，注射 KD+20E 却严重抑

制血淋巴中芽生孢子的生长。同时注射芽生孢子

和昆虫激素影响幼虫血淋巴中的可培养微生物

种类，蜕皮激素增加细菌种类而甲氧普林增加真

菌种类；更多细菌种类出现在注射 KD+20E 的幼

虫血淋巴中，更多真菌出现于注射 KD+M 的幼

虫血淋巴。小金蝠蛾幼虫血淋巴中存在法尼醇，

注射芽生孢子和昆虫激素未显著改变血淋巴中

法尼醇的含量。幼虫血淋巴和芽生孢子均可产生

麦角甾醇，注射蜕皮激素干扰体内菌体生长导致

麦角甾醇含量偏低。注射芽生孢子和昆虫激素未

显著改变幼虫血淋巴中蜕皮激素含量，但注射芽

生孢子、蜕皮激素和甲氧普林均在测定时间内提

升蝠蛾幼虫血淋巴内保幼激素含量。N-乙酰葡萄

糖胺仅在出现芽生孢子的血淋巴中检测到。幼虫

携菌与否未见其血淋巴中海藻糖的含量具显著

影响。 

像玉米黑穗菌和白色念珠菌等真菌一样，冬

虫夏草菌也是典型的二态型真菌（Liu et al.，

2019，2020）。Liu 等（2019）报道，高浓度的

20E（2 mmol·L–1）在体外显著提高冬虫夏草芽生

孢子的菌丝转化率，保幼激素（Ⅰ-Ⅲ型和甲氧

普林）却未能促进芽生孢子转化为菌丝。本研究

结果表明，尽管注射 KD+20E 严重抑制幼虫血淋

巴中芽生孢子的生长，但其幼虫僵虫率与注射芽

生孢子的处理之间未呈现显著差异，说明僵虫率

与幼虫血淋巴中芽生孢子数量并非正相关；注射

KD+M 却可显著提高小金蝠蛾幼虫的僵虫率。不

同的结果可能与昆虫体内外测定系统、昆虫激素

浓度以及芽生孢子状态的有关。 

昆虫病原真菌在抑制昆虫免疫系统过程中

可通过下调中肠中的抗菌肽和双氧化酶表达从

而紊乱肠道菌群，导致肠道致病菌进入昆虫血淋

巴，加速寄主死亡（Wei et al.，2017）。冬虫夏

草菌的芽生孢子进入蝠蛾幼虫血淋巴后能够逃

逸昆虫的免疫系统、适应血淋巴的环境生长（Liu 

et al.，2019；Wu et al.，2020）。本研究结果表

明，仅少量可培养微生物存在于未注射（3 种细

菌和 1 种真菌）、注射 PBS（5 种细菌和 2 种真

菌）、35% DMSO（仅 2 种细菌）、20E（5 种细

菌和 1 种真菌）或甲氧普林（7 种细菌和 3 种真

菌）的小金蝠蛾幼虫血淋巴中，但是，注射芽生

孢子（16 种细菌和 1 种真菌）、KD+20E（13 种

细菌和 1 种真菌）或 KD+M（5 种细菌和 5 种真

菌）显著增加血淋巴中的细菌或真菌种类，尤其

是 45 d 后；同时，幼虫血淋巴中出现的几乎所

有微生物种类（除了细菌 Micrococcus sp.和真菌

Aspergillus sp.，和 T. irritans 外）都存在于幼虫

肠道中（表 2）。可能注射芽生孢子后肠道微生

物向血淋巴转移，也可能是这些微生物本来存在

于血淋巴中，只是浓度太低，未能通过可培养方

法检测到，但芽生孢子和昆虫激素诱导其大量生

长。这与 Wu 等（2020）报道的结果一致。如果

肠道微生物向幼虫血淋巴转移，这些微生物为何

和如何从肠道向血淋巴转移仍未明了。 

蜕皮激素调节免疫反应机理研究表明，在果

蝇中 20E 调控 IMD 信号转导途径以增强下游抗

菌肽基因的表达（Rus et al.，2013），但飞蝗中

20E 通过激活 Toll 信号通路调控体液免疫反应

（Han et al.，2017）。真菌和革兰氏阳性细菌激

化 Toll 通路，而革兰氏阴性细菌诱导 IMD 通路

（Chang et al.，2021）。在黑腹果蝇 Drosophila 

melanogaster 中，抗菌肽（AMPs）分为 7 组，
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drosomycin、metchnikowin 和 defensin 对真菌和

革兰氏阳性细菌有效，而 cecropin 和 diptericin

对革兰氏阴性细菌有效（Zhang and Gallo，

2016）。本研究发现，注射 KD+20E 有利于肠道

细菌出现于血淋巴中，因为幼虫血淋巴中获得细

菌的种类较多（细菌 13 种、真菌 1 种）；而注射

KD+M 有利于肠道真菌出现于血淋巴中，幼虫血

淋巴中获得真菌的种类较多（细菌和真菌各 5

种），说明小金蝠蛾血淋巴中的微生物群落不仅

受到冬虫夏草菌的诱导，还被昆虫激素调控。这

可能与 2 种激素对昆虫免疫的抑制作用不同有

关，注射蜕皮激素侧重于激发小金蝠蛾抑制真菌

的免疫作用，而注射甲氧普林激发这一昆虫抑制

细菌的免疫通路。注射 KD+M 的幼虫僵化率最

高，从幼虫肠道转移到血淋巴中的 2 种特异真菌

（Aspergillus sp.和 Penicillum capsulatum）是否

在芽生孢子向菌丝转化方面发挥作用值得进一

步研究。注射 KD 后 45 d，即使幼虫肠道微生物

向血淋巴转移，冬虫夏草菌芽生孢子在血淋巴中

浓度也很高，但小金蝠蛾幼虫仍能存活，其原因

值得继续研究。 

昆虫血淋巴是多样信号物质库。在未注射的

幼虫中，除了未检测到 N-乙酰葡萄糖胺和酪醇，

法尼醇、麦角甾醇、蜕皮激素、保幼激素、葡萄

糖、海藻糖、一氧化氮均检测到。N-乙酰葡萄糖

胺是真菌的体壁组分之一，既在冬虫夏草菌液中

出现（未发表数据），也在含芽生孢子的小金蝠

蛾幼虫血淋巴中检测到。注射 KD+20E 的小金蝠

蛾幼虫血淋巴中均未检测到 N-乙酰葡萄糖胺，

这可能是由于 20E 影响芽生孢子生长所致。冬虫

夏草菌液中可检测到酪醇（未发表数据），但本

实验携带芽生孢子的幼虫血淋巴中未检测出酪

醇，可能原因是酪醇在血淋巴中处于痕量水平，

或血淋巴中存在分解和消耗酪醇的酶。与 3 组对

照相比，注射芽生孢子和昆虫激素未显著改变血

淋巴中法尼醇、蜕皮激素、海藻糖、一氧化氮的

含量；但注射 KD、KD+20E、KD+M 3 d 和 45 d

时可提升幼虫血淋巴的保幼激素含量，说明芽生

孢子刺激蝠蛾幼虫提升保幼激素滴度。为何注射

20E 和 5M 也可导致 45 d 时保幼激素含量升高仍

未清楚。据报道，纳卡变形微孢子虫 Vairimorpha 

necatrix 侵染番茄蛾 Lacanobia oleracea 幼虫后，

提高幼虫血淋巴中的保幼激素滴度，延长发育时

间，便于微孢子成熟（Down et al.，2008）。冬虫

夏草芽生孢子可在小金蝠蛾幼虫血淋巴中生长

几个月，保幼激素滴度的提升可能有利于保存幼

虫状态，便于芽生孢子的生长。但芽生孢子如何

刺激蝠蛾幼虫提高保幼激素滴度仍需继续研究。 

研究表明，20E 参与了昆虫病原侵染寄主昆

虫的互作过程。白僵菌接种大蜡螟幼虫 4 d 时，

幼虫血淋巴中的 20E 浓度高于对照组 32.9%，用

于激发昆虫免疫系统抑制病原真菌（冯雪瑶，

2017）。另一方面，有些病原菌为了阻止昆虫蜕

皮、发育及由蜕皮激素引发的免疫作用，分泌一

些酶氧化和失活蜕皮激素，如杆状病毒表达的蜕

皮类固醇 UDP-葡糖基转移酶失活蜕皮激素

（OReilly and Miller，1989）。昆虫病原真菌也

能产生关键酶以降解昆虫血淋巴的蜕皮激素，降

低昆虫的免疫反应，有利于真菌在血淋巴中的快

速定殖，如莱氏绿僵菌 Metarhizium rileyi 能分泌

蜕皮酮-22-氧化酶（E22O），特异性将蜕皮酮 C22

上的羟基氧化成羰基，失活蜕皮激素（Kamimura 

et al.，2012）。黑腹果蝇中的 CYP18A1 酶通过羟

基化作用失活 20E（Guittard et al.，2011）。本实

验结果也证明蜕皮激素对小金蝠蛾免疫的激发

作用以及冬虫夏草菌对蝠蛾幼虫血淋巴蜕皮激

素浓度的抑制作用。注射 KD+20E 导致血淋巴中

的芽生孢子生长受阻，主要表现在血淋巴中孢子

数量很少，孢子产生的 N-乙酰葡萄糖胺和酪醇

未检测到，麦角甾醇含量偏低。这进一步证明注

射蜕皮激素激发小金蝠蛾抑制真菌的免疫作用，

尽管蜕皮激素如何诱导和利用昆虫免疫系统抑

制冬虫夏草芽生孢子的生长仍有待详细研究。另

一方面，注射芽生孢子后 3 d 或 45 d，幼虫血淋

巴中的蜕皮激素未显著升高，表明真菌可能参与

抑制蜕皮激素合成或迅速分解这一激素。冬虫夏

草菌基因组中未存在蜕皮酮 -22-氧化酶基因

（Ecdysteroid-22-oxidase）但存在 CYP18A1 基因

（未发表数据），说明冬虫夏草菌可能利用其它

酶参与蜕皮激素代谢。 
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