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摘  要  【目的】 探讨外源 Wolbachia 注入对于柑橘木虱 Diaphorina citri 营养与免疫应答的影响，以明

确 Wolbachia-营养代谢-免疫应答三者之间的互作关系，为今后研究利用 Wolbachia 防控柑橘木虱提供理论

基础。【方法】 对柑橘木虱高龄若虫通过显微注射使其感染外源 Wolbachia，使用全自动氨基酸分析仪对

柑橘木虱体内氨基酸含量、种类变化进行检测；利用 Diff-Quick 染色法、酶活检测试剂盒检测血细胞含量、

溶菌酶活性。【结果】 外源 Wolbachia 感染后，处理组柑橘木虱体内游离氨基酸总量显著高于对照组种群

（P=0.018 4），其中必需氨基酸含量无显著差异，而非必需氨基酸含量显著高于对照组种群（P=0.039 1）；

氨基酸种类比较结果显示，处理组种群和对照组种群中均检测到了 31 种游离氨基酸，在 9 种必需氨基酸

中，苏氨酸（Thr）在处理组种群中的比例显著低于对照组种群（P=0.013 2），22 种非必需氨基酸中，处

理组种群 α-氨基己二酸（α-AAA）（P=0.028 4）、胱硫醚（Cysthi）（P=0.012 6）、甘氨酸（Gly）（P=0.042 9）

和氨（NH3）（P=0.035 2）4 种非必需氨基酸所占比例显著低于对照组种群。Wolbachia 感染 24 h 后，处理

组血淋巴内的血细胞数量（P=0.047 1）、溶菌酶活性（P=0.013 2）显著高于对照组，但 48 h 后处理组与

对照组体内血细胞数量、溶菌酶活性均有所下降，两者差异不显著。【结论】 外源 Wolbachia 的注入对柑

橘木虱的营养生理产生了显著影响，导致体内游离氨基酸含量增加，苏氨酸、α-氨基己二酸、胱硫醚、甘

氨酸及氨的比例降低；相反柑橘木虱通过激活免疫反应来增加血细胞含量和溶菌酶活性以适应外源

Wolbachia 感染，维持正常的生命活动。 

关键词  沃尔巴克氏体；柑橘木虱；营养代谢；氨基酸；免疫应答 

Effects of exogenous Wolbachia on the nutritional physiology and 
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Abstract  [Aim]  1. To investigate the effect of exogenous Wolbachia injection on the nutritional and immune responses in 

Asian citrus psyllids (Diaphorina citri). 2. To clarify the relationship between Wolbachia, nutrient metabolism, and the 
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immune response in D. citri. 3. To provide a theoretical basis for a sustainable Wolbachia-based control strategy for D. citri. 

[Methods]  D. citri were microinjected with exogenous Wolbachia, and the amino acid content and species changes were 

detected in vivo using an automatic amino acid analyzer. Hemocyte content and lysozyme activity were analyzed using 

Diff-Quick staining and enzyme activity assays. [Results]  The total amount of free amino acids in exogenous Wolbachia 

injected D. citri (EW) was significantly higher compared to the control population (P=0.018 4). There was no significant 

difference in the amount of essential amino acids between the EW and control populations. In contrast, the EW population had 

a significantly higher level of non-essential amino acids than the control population (P=0.039 1). Amino acid species 

comparison detected 31 free amino acids in both the EW and control populations. Of the 9 essential amino acids, the 

proportion of threonine (Thr) was significantly lower in the EW population than the control population (P=0.013 2). Of the 22 

non-essential amino acids, α-amino adipic acid (α-AAA) (P=0.028 4), cystathionine (Cysthi) (P=0.012 6), glycine (Gly) 

(P=0.042 9), and ammonia (NH3) (P=0.035 2) levels were significantly lower in the EW population than the control 

population. The hemocyte quantities (P=0.047 1) and lysozyme activities (P=0.013 2) in the haemolymph of the EW 

population were significantly higher compared to the control population 24 h after Wolbachia infestation. There was a decline 

in hemocyte quantity and lysozyme activity in vivo in the EW and control populations after 48 h, with no significant difference 

between the two populations. [Conclusion]  Injecting exogenous Wolbachia significantly affected the trophophysiology of D. 

citri, resulting in an increase in free amino acid content and a decrease in threonine, α-aminoadipic acid, cystathionine, glycine, 

and ammonia. In contrast, hemocyte content and lysozyme activity were increased through activation of the immune response, 

indicating D. citri is able to adapt to exogenous Wolbachia infestation and maintain its regular activities.  

Key words  Wolbachia; Diaphorina citri; nutritional metabolism; amino acids; immune response 

沃尔巴克氏体 Wolbachia 是一种属于变形

菌 纲 Proteobacteria α 亚 群 立 克 次 氏 体 目

Rickettsiales 的胞内次生共生菌，在自然界中广

泛存在于节肢动物体内（Werren, 1997; Werren 

et al., 2008）。Wolbachia 的感染对宿主的生长

发育、营养代谢与生殖等影响显著，例如在生

殖方面引导宿主产生 4 种生殖表型，分别为雌

化、孤雌生殖、杀雄以及胞质不相容（Duron et al., 

2008; Moreira et al., 2009; Cordaux et al., 2011; 
李春芬, 2021）。除了生殖表型的调控，Wolbachia

感染还会影响宿主营养代谢、细胞凋亡以及免

疫应答等方面。研究表明，Wolbachia 不仅能为

宿主提供维生素 B 促进发育，还能通过增加卵

巢中凋亡细胞的数量，以半胱天冬酶依赖性方

式增强自身繁殖力并促进自身传播（Hosokawa 

et al., 2010; Guo et al., 2018）。在黑腹果蝇

Drosophila melanogaster 和 埃 及 伊 蚊 Aedes 

aegypti 中，感染 Wolbachia wMelPop 株系会导

致黑色素化水平升高，同时上调防御素、含硫

酯蛋白（TEP）和 C 型凝集等免疫效应因子表达

水平；在宿主卵发育过程中，也存在大量的细胞

凋亡现象（Min and Benzer, 1997; Moreira et al., 

2009; Thomas et al., 2011; Zhukova and Kiseleva, 
2012）。同种而携带不同株系 Wolbachia 的昆虫

个体，在交配后产生的胞质不亲和（Cytoplasmic 

incompatibility, CI）机制为利用生物防治手段防

控媒介昆虫提供了新的策略和视角（Xi et al., 

2005; Zheng et al., 2019; Gong et al., 2020），深

入探讨共生关系机制，将有助于更有效地制定

媒介昆虫的生物防治策略。 

柑 橘 木 虱 Diaphorina citri ， 属 半 翅 目

Hemiptera 扁木虱科 Liviidae，是柑橘果树的重

要农业害虫（Grafton-Cardwell et al., 2013）。

柑橘木虱的危害主要分为三种：一是柑橘木虱

若虫和成虫能直接通过在寄主植物韧皮部吸取

嫩芽汁液导致嫩芽、嫩梢枯干萎缩；二是当柑

橘木虱种群数量较大时，若虫会分泌大量蜜露

附着于嫩叶表面，最终引起寄主植物的煤污病，

影响柑橘果树的光合作用（谢佩华等, 1989）；

三是柑橘木虱作为传播柑橘黄龙病 Candidatus 

Liberibacter asiaticus（CLas）的重要载体昆虫，

其传毒能力很强，而柑橘黄龙病则是柑橘产业

毁灭性的危害（Bové, 2006; Grafton-Cardwell, 

2013）。感染黄龙病后柑橘果树长势衰退、果
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实品质降低，4-5 年内果树逐渐枯死，对整个柑

橘产业造成巨大的经济损失。目前能够抵抗柑

橘黄龙病菌侵染的果树品种极少，且因柑橘黄

龙病菌无法体外培养研究而缺少绿色有效的防

治手段（Andrade et al., 2020），因此高效防控

柑橘木虱是目前防治柑橘黄龙病的主要措施。 

氨基酸是维持生命的基本组成部分，也是

蛋白质合成中不可或缺的成分（Cohen, 2003; 

杨宇菁, 2022），对许多细胞内的代谢途径包括

ATP 生成、核苷酸合成和氧化还原平衡，起到

了关键的支持作用，从而确保细胞和生物体的

正常功能（Kelly and Pearce, 2020; 孙少磊和靖

湘峰, 2023）。除了参与蛋白质合成，氨基酸代

谢对细胞功能有重要影响，特别是对免疫细胞

代谢 （Buck et al., 2017）。例如在 T 细胞中，

L-精氨酸含量增加会诱导细胞代谢变化，进而

影响细胞活性与增殖能力（Geiger et al., 2016）。

由于必需氨基酸无法在体内自主合成，摄入量

不足可能会导致昆虫无法正常生长和发育

（Wilkinson et al., 2001）。同样地，在免疫应

答过程中，非必需氨基酸也是细胞生长、增殖

所必需的（Kelly and Pearce, 2020）。研究指出，

糖酵解的关键酶丙酮酸激酶（PKM2）高度依赖

于丝氨酸和甘氨酸。当丝氨酸不足时，巨噬细

胞的活化会被抑制，其分解代谢也会受到抑制，

导致线粒体呼吸受损、NADH 积累至有毒水平，

进而抑制细胞的生长（Chaneton et al., 2012; 

Minton et al., 2018; Yang et al., 2020）。 

另一方面，昆虫已经发展出强大的先天免疫

系统来抵御自然界中的各种病原生物（Guo et al., 

2023）。其中，在免疫应答过程中，溶菌酶主

要参与病原微生物检测、血细胞包囊作用等免

疫反应（Zavalova et al., 2006; Zdybicka-Barabas 

and Cytrynska, 2013）。溶菌酶通过催化 N-乙酰

胞壁酸（NAM）和 N-乙酰氨基葡萄糖（NAG）

之间的 β-糖苷键的水解发挥杀菌活性，可以预

防多种细菌、病毒、真菌的侵染（温赛等, 2015; 

Ragland and Criss, 2017; Kawai et al., 2018）。

值得注意的是，谷氨酸、天冬氨酸和色氨酸是

溶菌酶发挥杀菌活性的必需氨基酸，改变这些

活性位点的必需氨基酸会导致抗菌活性丧失

（Phillips, 1966; Ibrahim et al., 2001; 陈艳等, 

2009）。在血淋巴中溶菌酶通过激活 T 淋巴细

胞来调节机体的免疫反应，去除其中的血细胞

后，溶菌酶的活性显著降低（Chu et al., 1992; 

Sahoo et al., 2012; Villa et al., 2017）。此外，溶

菌酶能够增加肠道上皮细胞数量、激活 T 淋巴

细胞和血清总蛋白等，发挥激活机体免疫反应、

增强免疫屏障的作用（Lee et al., 2009; Zou et al., 

2019）。因此，本研究认为，当外源 Wolbachia

被人为注入后，氨基酸、血细胞和溶菌酶三者之

间存在既定的联系以共同抵抗外源微生物侵染。 

本研究借助显微注射技术，通过全自动氨

基酸分析仪、酶活检测、Diff-Quick 染色法来检

测外源 Wolbachia 注入后对柑橘木虱体内营养

代谢和免疫反应的变化，包括游离氨基酸含量、

种类、血细胞数量以及溶菌酶活性，探究

Wolbachia 感染对于柑橘木虱营养代谢与免疫

调节的影响，以期为柑橘木虱及黄龙病的生物

防治提供新的理论基础与策略。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  供试植物  九里香 Murraya exotica 采购

于广东省广州市荔湾区芳村龙溪大道广州花卉

博览园。购回后，定期浇水、施肥，并进行修

剪，待嫩梢抽出约 1-2 cm，用于实验。棉花

Gossypium hirsutum，品种名为“鲁棉研 32 号”，

购于山东省潍坊市棉花研究中心。将棉花种子

置于装有营养土的花盆（直径 15 cm）中，然后

转移至干净的不锈钢养虫笼（60 cm × 60 cm × 

60 cm）中，待棉花苗长至 6-8 叶期，用于实验。 

1.1.2  供试虫源  以柑橘木虱为外源 Wolbachia

受体昆虫，采自广州市天河区五山路茶山小区

绿化带九里香上，成虫采回岭南现代农业科学

与技术广东省实验室后，套袋接入提前准备的

九里香植株嫩梢上，置于养虫笼（60 cm × 60 cm × 

90 cm）内继代饲养扩繁。前期研究表明该柑橘

木虱品系体内共生菌 Wolbachia 感染率 100%，

属于 Wolbachia B 大组的 con 亚组。 

以烟粉虱 AsiaII7 隐种为外源 Wolbachia 供
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体昆虫，原始种群 2015 年采自广州华南农业大

学教学实习农场。前期研究表明该烟粉虱

AsiaII7 隐种体内共生菌 Wolbachia 感染率接近

100%，与柑橘木虱体内 Wolbachia 同属于

Wolbachia B 大组，且该株系 Wolbachia 的 CI

功能达到 63.55%，是作为外源 Wolbachia 开展

柑橘木虱显微注射的最佳株系（Lü et al., 

2021）。供试供体昆虫以无病虫的干净棉花为

寄主植物，于温度（28±1）℃，湿度 70%-80%，

光周期 14 L∶10 D 的培养箱（RXZ-500A，甬

州乐电）中继代饲养。 

1.2  实验方法 

1.2.1  Wolbachia 的人工显微注射   处理组：首

先将双面胶带粘到载玻片上制备成粘贴板，在

体视镜（Stemi，ZEISS）下将产卵 3 h 的烟粉虱

卵挑出置于粘贴板并用卤代烃油 700 包裹，把 5

龄柑橘木虱若虫腹部朝上粘贴在粘贴板上。然后

在烟粉虱卵的卵柄处抽取 10 nL 卵质注射入柑橘

木虱若虫胸板与腹板间；对照组：通过显微注射

向柑橘木虱 5 龄若虫胸板与腹板间注入 10 nL 

PBS 缓冲溶液。处理组与对照组每个处理设置 3

个生物学重复，每个重复 50 头若虫。注射后，将

若虫接到干净的九里香嫩梢上饲养，24 和 48 h

后收集存活的柑橘木虱若虫进行后续实验。 

1.2.2  柑橘木虱体内游离氨基酸提取及测定

方法  柑橘木虱体内游离氨基酸提取方法参照

Pan 等（2013）和 Zhang 等（2021b）的方法。

收集注射外源 Wolbachia 处理组和注射 PBS 缓

冲液对照组的柑橘木虱若虫样品，每个重复称

取 40.00 mg 样品，保存在 1.5 mL 离心管中，将

离心管置于液氮中快速冷冻，随后转移至冰上

使用研磨仪（OSE-Y30，天根）充分研磨。向离

心管中加入 1.5 mL ddH2O，充分匀浆，在旋涡振

荡器（QL-866，Qilinbeier）上振动 2 min，然后

以 14 000 r/min 离心 10 min；得到 1 mL 上清液，

与等体积的正己烷混合，然后以 14 000 r/min 离

心 10 min（去脂肪），弃掉上清液，取 0.5 mL

下层液体，与等体积的磺基水杨酸混合，然后

10 000 r/min 离心 10 min（去蛋白），取 0.5 mL

上清液浓缩干燥得到干粉，加入 0.75 mL 的柠

檬酸钠缓冲液复溶，然后用 0.22 μm 的滤膜过

滤后，送往华南农业大学测试中心，利用全自

动氨基酸分析仪（L-8900，日立）分析测定柑

橘木虱体内的游离氨基酸。实验每个处理组包

括 3 个独立的重复样品。 

检测条件：柱温：程序变温；色谱柱：日立

855-4507 型；反应柱温 ：135 ℃；柠檬酸（锂）

PF 缓冲液梯度洗脱；检测波长：570 nm+440 nm ；

流速：洗脱泵 0.35 mL/min，衍生泵 0.30 mL/min；

分析时间：148 min。标准品氨基酸图谱见图 1。 

游离氨基酸由全自动氨基酸分析仪测定。

各氨基酸的百分比按以下公式计算：各自氨基

酸含量/总氨基酸含量×100%。采用 SPSS 19.0，

并使用 t 检验在显著水平 P<0.05 下比较差异。 

1.2.3  外源 Wolbachia 对柑橘木虱体内血细胞

数量的影响   柑橘木虱 5 龄若虫的外源

Wolbachia 显微注射如 1.2.1 节所述。处理 24 和

48 h 后收集注射组柑橘木虱和对照组柑橘木虱

若虫，在显微镜下用解剖剪剪断若虫的后足，

用毛细吸管吸取 0.1 μL 血淋巴置于载玻片上。

实验使用迪夫快速染色液（Bioss，Beijing，

S0041）进行血细胞染色，首先将血淋巴溶液涂

抹于载玻片上自然干燥后用甲醇固定 20 s，其

次使用 Diff-Quik fixative 固定 20 s，再用

Diff-QuikⅠ和 Diff-QuikⅡ分别染色 10 s，使用

ddH2O 洗去染料并在荧光倒置显微镜下观察统

计血细胞数量。 

1.2.4  外源 Wolbachia 对柑橘木虱体内溶菌酶

活性的影响  外源 Wolbachia 感染的柑橘木虱

参照 1.2.1 节，以 PBS 缓冲液为空白对照，处

理 24 和 48 h 后收集柑橘木虱若虫，按若虫体重

（g）∶生理盐水（mL）=1∶15 的比例充分研

磨，然后 10 000 r/min 4 ℃，离心 10 min，收

集上清液待测。使用溶菌酶（LZM）测试盒

（Sangon Biotech，Shanghai，D799854-0030）通

过酶标仪（Synergy H1, Bio Tek, 美国）在 530 nm

波长下检测柑橘木虱体内的溶菌酶活性。 

1.2.5  数据分析  所有数据均为 3 个独立的测

量值所求得的平均值，并作为平均值±标准误

（ SE ）。数据采用单因素方差分析之后以

Dunnett’s t 检验进行组间比较分析。运用统计软 
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图 1  标准品的氨基酸图谱 

Fig. 1  Amino acid map of standard substance 

P-ser：磷酸丝氨酸；Tau：牛磺酸；PEA：磷酸乙醇胺；Asp：天冬氨酸；Thr：苏氨酸；Ser：丝氨酸；AspNH2：天冬

酰胺；Glu：谷氨酸；Sar：肌氨酸；α-AAA：α-氨基己二酸；Gly：甘氨酸；Ala：丙氨酸；Cit：瓜氨酸；α-ABA：α-氨

基丁酸；Val：缬氨酸；Cys：胱氨酸；Met：蛋氨酸；Cysthi：胱硫醚；Ile：异亮氨酸；Leu：亮氨酸；Tyr：酪氨酸；Phe：

苯丙氨酸；β-Ala：β-丙氨酸；β-AiBA：β-氨基丁酸；γ-ABA：γ-氨基丁酸；Trp：色氨酸；EOHNH2：乙醇胺；NH3：

氨；Hylys：羟赖氨酸；Orn：鸟氨酸；Lys：赖氨酸；1Mehis：1-甲基-组氨酸；His：组氨酸；3Mehis：3-甲基-组氨酸；

Ans：鹅肌肽；Car：肌肽；Arg：精氨酸；Hypro：羟脯氨酸；Pro：脯氨酸。 
 

件 SAS v.8.01 对实验数据进行分析，并采用

GraphPad Prism 5 软件作图。 

2  结果与分析 

2.1  外源 Wolbachia 对柑橘木虱体内游离氨基

酸含量的影响 

通过对外源 Wolbachia 注入的处理组柑橘

木虱和 PBS 对照组柑橘木虱体内氨基酸含量进

行分析（图 2：A - C），可知人工外源注入

Wolbachia 后柑橘木虱体内游离氨基酸总量显

著高于对照组种群（图 2：A，P=0.018 4）；其

中，必须氨基酸含量无显著差异（图 2：B， 

P=0.379 5），但非必须氨基酸含量显著高于对照

组种群（图 2：C，P=0.039 1）。 

2.2  外源 Wolbachia 对柑橘木虱体内游离氨基

酸组分比例的影响 

在外源 Wolbachia 注入的柑橘木虱种群和

对照组中均检测到游离氨基酸，种类如图 3 所

示。处理组种群和对照组种群中均检测到了 31

种游离氨基酸，其中检测到的必需氨基酸有 9

种，非必需氨基酸有 22 种（图 3）。在 9 种必需

氨基酸中，处理组种群中苏氨酸（Thr）所占例

显著低于对照组种群（P=0.013 2），其它 8 种必

需氨基酸所占比例差异不显著（P>0.05）。22

种非必需氨基酸中，处理组种群中 α-氨基己二

酸（a-AAA）（P=0.028 4）、胱硫醚（Cysthi）

（P=0.012 6）、甘氨酸（Gly）（P=0.042 9）和

氨（NH3）（P=0.035 2）这 4 种非必需氨基酸所

占比例显著低于对照组种群，剩余 18 种非必需

氨基酸均无显著差异（P>0.05）。 

2.3  外源 Wolbachia 对柑橘木虱体内血细胞数

量的影响 

外源 Wolbachia 注射柑橘木虱 24 h 后，柑

橘木虱血淋巴内血细胞迪夫染色结果如图 4

（A，B）所示，处理组柑橘木虱血淋巴内血细

胞数量显著高于 PBS 缓冲液处理的对照组（图 5，

P=0.047 1）；48 h 后两组木虱体内血细胞数量虽

均有下降，但差异不显著（图 5，P=0.854 1）。

上述结果表明，外源 Wolbachia 感染能够诱导柑

橘木虱体内免疫细胞数量的升高，从而增强自

身对外源物质的免疫响应。 
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图 2  外源 Wolbachia 注入对柑橘木虱体内 

游离氨基酸含量的影响 

Fig. 2  Effect of exogenous Wolbachia injection on the contents of free amino acids in Diaphorina citri 

A. 外源 Wolbachia 注射 48 h 后柑橘木虱体内总氨基酸含量变化；B. 外源 Wolbachia 注射 48 h 后柑橘木虱 

体内必需氨基酸含量变化；C. 外源 Wolbachia 注射 48 h 后柑橘木虱体内非必需氨基酸含量变化。 

对照 Control：注射 PBS 缓冲液的对照组；外源 Wol：注射外源 Wolbachia 的处理组。 

ns 代表差异不显著（P>0.05，t 检验），*代表差异显著（P<0.05，t 检验）。下图同。 

A. The changes in total amino acid content in D. citri after 48 h of exogenous Wolbachia injection;  
B. The changes in essential amino acid content in D. citri after 48 h of exogenous Wolbachia injection;  

C. The changes in non-essential amino acid content in D. citri after 48 h of exogenous  
Wolbachia injection. Control: PBS buffer-injected control group; Exogenous Wol: Exogenous  
Wolbachia-injected treatment group. ns represents no significant difference (P>0.05, t-test),  

* represents significant difference (P<0.05, t-test). The same below. 
 
 

 
 

图 3  外源 Wolbachia 对柑橘木虱体内游离氨基酸组分比例的影响 

Fig. 3  Effects of exogenous Wolbachia injection on the proportion of different  
free amino acids in Diaphorina citri 
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图 4  柑橘木虱血淋巴内血细胞迪夫染色图 

Fig. 4  Diff staining schematic diagram of blood cell in haemolymph of Diaphorina citri 

A. 对照组血细胞染色情况；B. 外源 Wolbachia 侵染后血细胞染色情况。 

图中深蓝色为粒细胞，紫色为类绛色细胞细胞。 

A. Staining of blood cells in the control group; B. Staining of blood cells after introduction of 
 exogenous Wolbachia. Dark blue is white blood cells and purple is lymphocytes in the figure. 

 

 
 

图 5  外源 Wolbachia 感染对柑橘木 

虱血细胞数量的影响 

Fig. 5  Effect of exogenous Wolbachia infection 
 on the blood cell count of Diaphorina citri 

 

2.4  外源 Wolbachia 对柑橘木虱体内溶菌酶活

性的影响 

在注射外源 Wolbachia 24 h 后，处理组柑橘

木虱体内溶菌酶活性明显高于对照组（图 6，

P=0.013 2）；48 h 后处理组与对照组木虱体内溶

菌酶活性均有下降，两者差异不显著（图 6，

P=0.280 3）。结果表明，外源 Wolbachia 感染能

够激活柑橘木虱的免疫反应，可以通过提高溶

菌酶的活性增强自身免疫力，从而有效抵御外

源物质的侵染。 

 

 
 

图 6  外源 Wolbachia 感染对柑橘木虱 

溶菌酶活性的影响 

Fig. 6  Effect of exogenous Wolbachia infection  
on the lysozyme activity of Diaphorina citri 

 

3  讨论 

内共生菌 Wolbachia 具有胞质不相容性和

可以稳定母系遗传的特征，是一种病媒害虫防

控方面成熟且防治效果良好的潜在生物防治资

源（Zheng et al., 2019; Zhang et al., 2021a）。昆

虫的发育和繁殖不仅与饮食质量有关，且与它
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们自身对营养的利用效率有关（Sadras et al., 

2021）。在绿豆象 Callosobruchus chinensis、

烟粉虱等农业害虫中均已发现 Wolbachia 感染

影响寄主的营养代谢活动（Xie et al., 2011; 吕

宁, 2019），而关于 Wolbachia 对于柑橘木虱营

养代谢的影响尚未明晰。本研究利用显微注射

技术评价了外源 Wolbachia 感染对于柑橘木虱

营 养 生 理 的 影 响 。 结 果 表 明 ， 注 入 外 源

Wolbachia 的柑橘木虱体内游离氨基酸总量显

著高于对照组种群，非必需氨基酸含量显著升

高；进行氨基酸组分分析发现，虽然注射外源

Wolbachia 的柑橘木虱体内游离氨基酸总量升

高，但是必需氨基酸中的苏氨酸（Thr）显著降

低，非必需氨基酸中，α-氨基己二酸（α-AAA）、

胱硫醚（Cysthi）、甘氨酸（Gly）和氨（NH3）

显著低于对照组。除了生殖表型的调控，

Wolbachia 感染还会通过调节糖代谢和脂肪酸分

解代谢导致宿主能量消耗增加，影响细胞氨基酸

合成代谢途径和免疫应答反应（Zhang et al., 

2021a; Weyandt et al., 2022）。因此，本研究认

为 Wolbachia 感染导致柑橘木虱体内游离氨基

酸总量升高，而苏氨酸、α-氨基己二酸、胱硫

醚和甘氨酸的比例显著降低，这种变化是柑橘

木虱在营养代谢方面对外源 Wolbachia 的一种

应对反应。 

早期研究发现，Wolbachia 感染能够上调寄

主的免疫应答相关基因表达水平，并且异源病

原微生物感染会被体内 IMD、Toll 信号通路识

别，激活、诱导宿主先天免疫信号响应以保护宿

主免受影响（Moreira et al., 2009; Chevalier et al., 

2012; Guo et al., 2023）。本研究通过对比外源

Wolbachia 注射与自然种群柑橘木虱体内血细

胞含量和溶菌酶活性，探究外源 Wolbachia 感染

对于柑橘木虱免疫反应的影响。Diff-Quick 染色

结果显示，24 h 内外源 Wolbachia 侵染能够诱导

体内免疫细胞数量的升高，而 48 h 后免疫细胞

数量逐渐恢复正常水平；溶菌酶酶活结果与免

疫细胞变化相似，24 h 时溶菌酶活性显著升高，

而 48 h 时同样恢复正常水平。本研究认为外源

Wolbachia 注入后，导致柑橘木虱体内溶菌酶活

性和血细胞数量增加，激活机体免疫应答进而

保护机体免受病原物的危害。 

研究表明，营养生理状况与免疫应答能力

息息相关，营养缺乏时某些非特异性防御能力

也有显著变化，当营养短暂供应不足的时候，

为了防止氨基酸被不恰当消耗，机体通过储存

氨基酸、诱导自噬反应进行从而维持正常生命

活动（Puleston et al., 2014; Pietrocola et al., 

2016）。必需氨基酸供应水平较高可以显著增

加宿主的适应性，提高昆虫对有毒物质的抵抗

能力（Chen et al., 2020; 张云骅 , 2022）。

Wolbachia 感染黑腹果蝇和埃及伊蚊后通过影

响氨基酸代谢、核黄素和嘧啶的合成抑制宿主

对于外源微生物的免疫应答激活（Jiménez et al., 

2019; Zhang et al., 2021a; Lindsey et al., 2023）。

综上，我们认为外源 Wolbachia 注入柑橘木虱

24 h，由于病原物定殖先消耗部分营养物质，导

致体内蛋白质分解产生大量游离氨基酸，溶菌

酶活性增强和血细胞含量增加以抵抗病原物侵

染；48 h 时，营养短暂供应不足，导致苏氨酸、

α-氨基己二酸、胱硫醚、甘氨酸和氨等重要氨

基酸占比下降，某些非特异性防御能力和抗逆

能力减弱，自噬反应导致血细胞数量下降，溶

菌酶活性降低。 

传统化学农药的不当使用带来的负面影响

已为人们所熟知，生物防治已成为近些年来农

林 害 虫 可 持 续 防 控 的 研 究 核 心 与 热 点 。

Wolbachia 由于能调控寄主的营养代谢、生殖等

进而控制寄主昆虫种群密度等，其生殖调控功

能提出后被广泛应用于防治农业、林业、卫生

害虫的生物防控中（Werren et al., 2008），其

中胞质不相容是国内外许多学者研究的热点。

当感染 Wolbachia 的雄性与未感染或感染不相

容 Wolbachia 的雌性交配时，会引起后代胚胎致

死，以此达到种群控制的效果（Charlat et al., 

2004; Vala et al., 2004）。有研究通过解析胞质

不相容性因子（CifA 和 CifB）的空间结构，以

毒素-抗毒素模型明确 CifA 与 CifB 结合是决定

CI 是否发生的关键（Xiao et al., 2021）。在果

蝇模型上，有研究认为 Wolbachia 是通过调节寄
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主糖代谢和脂肪酸代谢等诱导氧化应激反应和

线粒体异常最终导致 CI（Zhang et al., 2021a）。

本文通过研究外源 Wolbachia 引入后对于柑橘

木虱营养生理及免疫应答的影响，可为后续探

究柑橘木虱中胞质不亲和现象形成机制提供理

论参考。同时，通过引入外源 Wolbachia 建立与

自然界中可发生胞质不相容的柑橘木虱种群，

有望用于控制自然界中柑橘木虱的种群数量，

从减少病媒虫源的角度来阻断柑橘黄龙病菌传

播，达到防控柑橘黄龙病的目的。 
总之，本研究加深了外源 Wolbachia 感染对

于柑橘木虱体内氨基酸代谢、免疫调节的理解，

揭示出外源 Wolbachia 感染导致木虱体内氨基

酸代谢异常，进而影响溶菌酶活性、血细胞含

量变化以保护自身正常的生命活动，展示了昆

虫体内 Wolbachia-氨基酸代谢-免疫应答三者互

作领域的新视角。然而，氨基酸代谢的变化具

体通过何种途径（糖酵解、衍生物合成、免疫

信号通路）来激活免疫应答反应机制尚未明晰，

今后还需要通过结合转录组、代谢组学的方法

进一步验证。 

4  结论 

外源 Wolbachia 注入对柑橘木虱的营养生

理产生了显著影响，其体内游离氨基酸含量增

加，苏氨酸、α-氨基己二酸、胱硫醚、甘氨酸

和氨比例降低；相反柑橘木虱通过激活免疫反

应来增加血细胞含量、溶菌酶活性以适应外源

Wolbachia 感染，维持正常的生命活动。 
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