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Abstract Galleria mellonella L. is widely used for insect physiology and biochemistry，insecticide screening，

insect toxicology and so on，therefore good and cheap artificial diets are important for mass rearing of G.

mellonella. As the main components，milk powder and yeast powder were studied. Five groups of artificial diets

were used for rearing G. mellonella. Based on the comparison of different stages and laying eggs，the optimized

diet was obtained，with milk powder 50 g，yeast powder 20 g，wheat flour 100 g，wheat bran 100 g，maize flour

100 g，wax 50 g，honey 50 g and glycerine 60 g. It was confirmed that yeast powder had important positive

effect on larvae and pupae development and reproductive performance，and milk powder had the positive effect

on larvae development and reproductive performance，but the effect was not as strong as yeast powder.

Furthermore they had no effect on the longevity of adult moths.

Key words rearing，milk powder，yeast powder，larvae stage，pupal stage，laying eggs

摘 要 大蜡螟 Galleria mellonella L.广泛应用于昆虫生理生化、杀虫剂筛选和昆虫毒理学等多个领域，

因此，选择物美价廉的饲料对其进行大规模饲养具有重要的现实意义。选取占饲料成本份额较高的奶

粉和酵母粉作为研究对象，分 5 组配方进行大蜡螟的饲养实验。通过对每组各个历期和产卵数进行比

较，获得了优化后的饲料配方:奶粉 50 g、酵母粉 20 g、面粉 100 g、麦麸 100 g、玉米粉 100 g、蜂蜡 50 g、蜂

蜜 50 g 及甘油 60 g;并首次比较了奶粉和酵母粉在大蜡螟发育过程中的作用，进而明确了酵母粉对大蜡

螟幼虫期、蛹期的发育和繁殖能力具有重要的促进作用;而奶粉对幼虫期发育和繁殖能力具有促进作

用，但作用小于酵母粉;同时两者与成虫的寿命无关。
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大蜡螟 Galleria mellonella L. 属于鳞翅目，

螟蛾科，蜡螟属
［1］，在昆虫生理生化、杀虫剂筛

选、昆虫毒理学和作为繁殖天敌的食物等研究
领域应用广泛

［2，3］;在生理生化和分子生物学

领域中，研究主要集中在蜕皮激素、保幼激
素
［4］
和丝腺等方面;其幼虫体细胞也可作为生

物工程中基因的表达载体
［5］;在线虫学领域

中，它是重要的供试昆虫
［6，7］; 也 可作为细

菌
［8］、真菌［9］和病毒［10］的活体寄主;另外，可作

为农药学上的生测昆虫
［11］。为了满足上述各

领域的研究，需得到生长一致和发育良好的大

蜡螟，因此利用物美价廉的饲料对其进行大规

模饲养显得尤为重要。在大蜡螟饲料配方的研
究过程中

［5］，Warren 等［12］和 Marston 等［13］的 2
种配方成分较多，成本昂贵，因此未能广泛应
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用;熊延坤
［5］、刘长明等［14］和张刚应等［15］分别

对以面粉、酵母粉和奶粉等为主要原料的配方
进行了研究，认为其成本较低，来源广泛，饲养

效果好，可作为大规模饲养的常规饲料。但随
着物价的上涨，占成本份额较高的奶粉和酵母

粉的价格也随之高涨，饲养成本居高不下;因

此，有必要对饲料配方进一步优化，并明确饲料

中奶粉和酵母粉在大蜡螟发育中的作用。

1 材料和方法

1. 1 大蜡螟
采自本实验室贮存巢脾上的自然繁殖的大

蜡螟，并人工传代。
1. 2 主要实验器材及饲料
药物稳定性培养箱(上海一恒科技有限公

司)、电子温湿度计 HTC-1 型(宁波利胜时代仪
器有限公司)、透明塑料盒(11. 5 cm × 8. 5 cm
× 4 cm)、带盖培养皿(Φ58 mm × 13 mm)、体式
解剖镜 SMZ-10 型 (日本尼康公司)、Multi-
position 纤维光照仪(日本尼康公司)、数码图像
采集器(日本尼康公司)和图像分析软件(Motic
Images Adversted 3. 2)。
蜂蜜与蜂蜡(采自本实验室意大利蜜蜂蜂

群)、奶粉(黑龙江红星集团股份有限公司全脂
加锌奶粉)、面粉(北京市古船食品有限公司)、
玉米粉(北京市玉泉糖业食品厂)、麦麸(中国
农科院畜牧兽医研究所)、酵母粉(北京奥博兴
生物技术有限责任公司)和甘油(北京北化精

细化学品有限责任公司)。
1. 3 方法
1. 3. 1 大蜡螟的繁殖及饲料配制 大蜡螟的
繁殖:在恒温培养箱中饲养，30 ～ 35℃，相对湿
度 50% ～ 70%，暗培养，成虫羽化后，交配产
卵，将其卵片分离并单独放入盛有少量饲料的

空塑料盒内，并置于上述恒温箱中;在幼虫密度

较大时需进行分盒饲养并补加饲料。
饲料的配制:为使饲料颗粒均匀细小，本实

验室将常规饲料
［5，14，15］
改良为蜂蜡和蜂蜜分别

为 50 g、酵母粉为 40 g、奶粉 100 g、面粉 100 g、
玉米粉 100 g、麦麸 100 g 和甘油 60 g。配制时

将奶粉、面粉、酵母粉、麦麸和玉米粉混匀;蜂蜡
放于蜂蜜中，加热使蜂蜡融化，再迅速倒入事先

混匀的干饲料中，快速搅拌，直至颗粒均匀细

小，最后加入甘油并搅匀，装入密闭容器内备

用。
1. 3. 2 5 组待测饲料配方 (A)奶粉 100 g，酵
母粉 40 g;(B)奶粉 50 g，酵母粉 20 g;(C)奶粉
50 g，酵母粉 0 g;(D) 奶粉 0 g，酵母粉 20 g;
(E)奶粉 0 g，酵母粉 0 g;其余不变组份为面粉
100 g、玉米粉 100 g、麦麸 100 g、蜂蜡 50 g、蜂蜜
50 g 和甘油 60 g。
1. 3. 3 卵的分离与计数 将体式解剖镜与数
码图像采集器相连，在电脑屏幕上显示图像

(图 1)，通过此方法对同一天产的均匀卵片进
行分离与计数。

图 1 体式解剖镜下卵的形态

1. 3. 4 大蜡螟各个历期的记录 将塑料盒放
于药物稳定性培养箱中，10 g 饲料 /盒，(60 ±
5)个卵 /盒，33. 5℃，相对湿度 50% ± 10%，暗
培养，分别对每盒中前 20 只结茧幼虫的发育情
况进行观察和记录。
幼虫期:从出现初孵幼虫时起(上述条件

对应孵化期为 7 d 或 8 d)至幼虫结茧时止;每
当幼虫结茧，便将单个茧移置带盖培养皿中。
蛹期:从结茧后被单独置于培养皿中起至

羽化为成虫时止。
雌 /雄蛾寿命:上述单独放置的茧从羽化时

起至成虫死亡时止。
产卵数:按上述 5 组饲料配方进行配置

(20 g 饲料 /盒)，每盒放入 100 粒卵，饲养条件
同上。当有羽化的成虫出现时，将当天羽化的
一雌一雄放入 250 mL 洁净锥形瓶中，瓶口加盖
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封口膜。雌蛾会在封口膜 4 个透气孔夹层处产
卵;利用体式解剖镜对卵进行计数，卵总数为产

卵期各天的数量之和;每组观察 20 对成虫。
5 组配方分别设置 3 个重复;数据的统计

学处理:单因素方差分析(ANOVA)和特奇公正
差异显著法(Tukey′S HSD test，α = 0. 05)。

2 结果与分析

2. 1 幼虫期的比较结果
通过对大蜡螟幼虫期的统计，得知 A-E 5

种人工饲料对应的幼虫期分别为(38. 5 ± 4. 6)
d、(36. 7 ± 1. 4) d、(62. 3 ± 16. 7) d、(43. 6 ±
5. 1) d 和(64. 4 ± 8. 9) d(图 2)。
经分析得知 A 组和 B 组在 5 组中幼虫期

最短，且无显著性差异，B 组饲料成本较 A 组减
少，可见 B 组是成本低而对应幼虫期最短的配
方。

C 组和 E 组不具备显著性差异，可见两组
饲料配方对大蜡螟幼虫期的发育影响程度相

近，并且均不利于其发育;2 组饲料配方与其它
组分相比，分别缺少酵母粉 20 g 和 40 g，尽管 C
组奶粉含量较 E 组多 50 g，但其未能对大蜡螟
幼虫期的发育产生明显的改善作用;因此得知

酵母粉对大蜡螟幼虫期的发育具有重要的促进

作用，并且该作用不能由 50 g 奶粉补偿。
B 组与 D 组幼虫期存在显著性差异，并且

前者较后者的奶粉含量多 50 g，由此得知奶粉
对大蜡螟幼虫期的发育具有明显的促进作用。

C 组与 D 组幼虫期存在显著性差异，C 组
含奶粉 50 g，而 D 组此成份由酵母粉 20 g 代
替，D 组幼虫期明显短于 C 组，由此可知酵母粉
20 g 较奶粉 50 g 对大蜡螟幼虫期产生的促进
作用强。
2. 2 蛹期的比较结果
通过对蛹期进行统计，得知 A-E 5 种人工

饲料对应的蛹期分别为(13. 9 ± 4. 2) d、(13. 4
± 2. 1) d、(43. 6 ± 31. 5) d、(12. 8 ± 1. 8) d 和
(54. 2 ± 32. 6) d(图 2)。

A 组、B 组和 D 组之间不具备显著性差异，
而前两组均含有奶粉和酵母粉，D 组仅有酵母

图 2 5 种人工饲料对应的幼虫历期和蛹期
注:不同的大写英文字母表示幼虫期具备显著性差异，

小写字母对应蛹期(P < 0. 0001)。

粉，由此得知奶粉与大蜡螟蛹期无明显相关性。
C 组和 E 组与其它 3 组具备显著性差异，

并缺少酵母粉，由此得知酵母粉对大蜡螟的蛹

期具有明显的促进作用。
2. 3 成虫寿命的比较结果
通过对羽化成虫的寿命进行统计，得知 A-

E 5 种人工饲料对应的雌蛾寿命分别为(13. 0
± 2. 0) d、( 12. 4 ± 5. 6 ) d、( 16. 5 ± 7. 5 ) d、
(6. 3 ± 4. 6) d 和(6. 3 ± 7. 6) d(图 3);雄蛾寿
命分别为(8. 2 ± 3. 4) d、(7. 0 ± 1. 0) d、(9. 5 ±
2. 9) d、(7. 1 ± 3. 2) d 和(6. 8 ± 1. 9) d;并且雌
蛾和雄蛾寿命均不具备显著性差异，即奶粉与

酵母粉的含量对大蜡螟成虫寿命无显著性影

响。

图 3 5 种人工饲料对应的雌 /雄蛾寿命
注:不同的大写英文字母表示雌虫寿命具备显著性差异，

小写字母对应雄虫寿命(P < 0. 0001)。

2. 4 产卵数的比较结果
通过对交配后雌蛾产卵数进行统计，得知
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A-E 5 种人工饲料对应的产卵数分别为(896. 5
± 178. 2 )、( 1 014. 8 ± 327. 3 )、( 340. 6 ±
86. 6)、(408. 6 ± 114. 9 ) 和 ( 218. 2 ± 97. 7 ) 粒
(图 4)。

B 组在成本较 A 组减少的情况下，对应的
产卵数，即繁殖能力，与 A 组无显著性差异，可
知 B 组为成本低而对应产卵数最高的配方。
其它 3 组均与 A、B2 组存在显著性差异，

而后 3 组较 A、B 组分别缺少酵母粉、奶粉或上
述两者，可见奶粉和酵母粉均对繁殖能力具有

明显的促进作用;C 组与 D 组具备显著性差异，
前者含有奶粉 50 g，而后者此成份由酵母粉 20
g 代替，后者产卵数明显多于前者，由此得知酵
母粉较奶粉对繁殖能力的促进作用大。

图 4 5 种人工饲料对应的产卵数
注:不同的小写英文字母表示产卵数具备

显著性差异(P < 0. 0001)

3 讨论

通过对 5 种饲料对应的各个历期和繁殖能
力进行综合分析得知最优配方为 B 组，即蜂蜡
和蜂蜜分别为 50 g、酵母粉 20 g、奶粉 50 g、面
粉 100 g、玉米粉 100 g、麦麸 100 g 和甘油 60 g;

该组幼虫期为(36. 7 ± 1. 4) d，蛹期为(13. 4 ±
2. 1)d，产卵数为(1 014. 8 ± 327. 4)粒，并且老
熟幼虫大小均一，发育良好;而已报道饲料的幼

虫期为(42. 8 ± 4. 8) d，蛹期为(11. 8 ± 2. 5) d，

产卵数为(531. 0 ± 320. 0)粒［14 ～ 16］;由此可知，

B 组与常规饲料对应的幼虫期和蛹期相近，并
且前者对应的产卵数明显多于后者。B 组配方

较常规配方成本减少而饲养效果不减，这为进

行大蜡螟的饲养带来了动力，进而为满足各领

域对大蜡螟的需求提供了有益的帮助。本研究
也首次揭示了酵母粉对大蜡螟的幼虫期、蛹期
的发育和繁殖能力具有重要的促进作用，并且

奶粉对幼虫期的发育和繁殖能力也具有促进作

用，但较酵母粉作用小;另外，两者对成虫的寿

命无显著影响。这为研究饲料中各种成分与各
个历期间和繁殖能力的关系提供了一定的理论

参考;同时，在需要人为改变大蜡螟的幼虫期或

蛹期时，可以依据本文数据通过改变酵母粉或

奶粉的含量做出相应的控制，这对工厂生产或

实验操作具有一定的指导意义。
另外，除 D 组雌蛾寿命(6. 3 ± 4. 6) d 略短

于雄蛾寿命(7. 1 ± 3. 2) d 外，其余组前者均长
于后者，这与胡树森等人的发现相近，即未交尾

的雌蛾寿命有延长现象
［17］;而自然条件下雄蛾

寿命长于雌蛾(雄蛾寿命 9. 2 d ± 3. 3 d，雌蛾寿
命 5. 5 d ± 2. 6 d)［16，18］，其原因推测为在自然
条件下，雌蛾能与雄蛾交尾并产数千卵，因而消

耗体内大量养分和体力而使其寿命缩短;本实

验是将单个茧分离后，分别记录其蛹期和成虫

的寿命，雌蛾无机会与雄蛾交尾;两者仅依靠其

体内养分存活，雌蛾体型和体重均大于雄蛾，因

而寿命长于雄蛾，其真正原因还需进一步研究。
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生病蚂蚁会离开巢穴孤独死去

德国雷根斯堡大学 2010 年 1 月 29 日发表公报说，生病的蚂蚁会主动离开蚁穴，在远离家的地方孤独死去。

雷根斯堡大学动物学院的生物学家在实验中观察到，生病的蚂蚁会离开巢穴并孤独地在外死去。进一步研究

证实，这种主动行为并不是某种特定疾病的病征，也不会出现在其他健康蚂蚁的身上。

研究人员说，类似的现象也出现在其他群居动物中，如大象和狮子。群居动物的这种行为或许是为了防止疾

病在种群内传播，保障种群延续。

有关论文发表在最新一期美国《当代生物学》(Current Biology)杂志网络版上。(来源:2010 年 01 月 30 日 新

华网)
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一种酚氧化酶原组织定位的胶体金

标记免疫电镜方法
*

冯从经

吕文静

(扬州大学园艺与植物保护学院植物保护系 扬州 225009)

A method for tissue localization of prophenoloxidase based on colloidal gold labeled immunoelectron

microscopy. FENG Cong-Jing，LV Wen-Jing (Department of Plant Protection，College of Horticulture and

Plant Protection，Yangzhou University，Yangzhou 225009，China)

Abstract A modified immunogold-labeling technique based on Epon 812 embedding specimen was used to

localize prophenoloxidase ( PPO) in the midgut and integument tissue from the 5th instar larvae of Ostrinia

furnacalis Guenée. The mouse anti-O. furnacalis PPO serum prepared in our laboratory was used as primary

antibody and colloidal gold labeled goat anti-mouse IgG as the secondary antibody. Bis ( acetato) dioxouranium

and lead citrate were used in the staining system. Both the labeling specific and resolution of electron

microscopy were improved.

Key words Ostrinia furnacalis，prophenoloxidase，colloidal gold，immunoelectron microscopy

摘 要 以亚洲玉米螟 Ostrinia furnacalis Guenée 5 龄幼虫的中肠和体壁组织为材料，采用 Epon 812 常

规包埋方法，以作者实验室制备的酚氧化酶原多克隆抗体为一抗、胶体金标记的羊抗鼠 IgG 为二抗，采

用醋酸双氧铀 －柠檬酸铅双染色体系，建立一种胶体金标记的特异性强且超微结构保存较好的亚洲玉

米螟幼虫体内中酚氧化酶原免疫电镜定位方法。

关键词 亚洲玉米螟，酚氧化酶原，胶体金，免疫电镜
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酚氧化酶( phenoloxidase，PO)是节肢动物
先天性免疫系统中最重要的酶之一

［1］，通常以

其酶原酚氧化酶原( prophenoloxidase，PPO)形
式存在，经过丝氨酸蛋白酶有限的蛋白水解作

用而激活为 PO［2］。PO 参与了昆虫其它许多重
要生理过程，如表皮硬化、卵壳鞣化、伤口愈合
和对病原微生物和寄生物的包囊作用等

［3］，最

近 Tsao 等还认为 PPO 与白腹丛蚊 Armigeres
subalbatus 的形态发生有关［4］。

目前，已经在虾、蟹等节肢动物的不同组
织
［5］
和多种昆虫的血细胞及血清中检测到 PO

活性
［2］。在冈比亚安蚊 Anopheles gambiae 中肠

组织
［6］
和外寄生蜂 Nasonia vitripennis 的毒液［7］

中也发现 PO 活性。然而有关 PPO 的产生、转
运机制及其表达的动态变化尚存在争论

［8，9］。

Feng 等［9］和 Charalambidis 等［10］分别采用

异 硫 氰 酸 荧 光 素 ( fluorscein isothiocyanate，
FITC)对亚洲玉米螟 Ostrinia furnacalis Guenée
和地中海实蝇 Ceratitis capitata 血细胞中的 PPO
和 PO 进行了定位研究，但对其它组织中进行
PPO 定位检测时，免疫荧光标记的组织化学方
法分辨率显得不足，难以得到理想结果。免疫
电镜技术( immunoelectron microscopy，IEM) 是
在免疫组织化学技术的基础上发展起来的在超

微结构水平上定位、定性及半定量抗原的技术
方法。胶体金是目前应用最广的免疫电镜标记
物，用于细胞表面和细胞内多种抗原的精确定
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位。作者从我国主要粮食害虫亚洲玉米螟幼虫
血清中纯化得到 PPO，制备了 PPO 的多克隆抗
体，采用改良的胶体金标记法进行亚洲玉米螟

幼虫体内 PPO 免疫电镜组织定位研究，为明确
PPO 在昆虫体内的合成转运机制研究提供了重
要依据，该方法也可为其他昆虫体内酶的组织

或细胞定位研究提供参考。

1 材料与方法

1. 1 试验材料
亚洲玉米螟幼虫在(25 ± 1)℃，相对湿度

> 80%和光周期 L∶ D = 14 h∶ 10 h 的温室条件
下按周大荣等

［11］
方法，采用半人工饲料进行饲

养;PPO 抗血清制备按冯从经等［12］方法，通过
免疫 Balb / c 小鼠制得;10 nm 金标羊抗鼠 IgG
购自上海史瑞可生物技术公司。其它所用试剂
为国产分析纯试剂。
1. 2 试验方法
1. 2. 1 取样与固定 参照夏快飞等［13］的方法
略有修改。取解剖好的亚洲玉米螟 5 龄幼虫中
肠和体壁组织放入 0. 01 mol /L 的磷酸缓冲液
(PBS，pH 7. 2) 充分洗涤，再用双蒸水充分洗
涤。将组织投入固定液(0. 01 mol /L PBS，4%
多聚甲醛，0. 05% 戊二醛，pH 7. 2，现配现用)
中 4℃下固定过夜。
1. 2. 2 脱水与包埋 0. 01 mol /L PBST(0. 01
mol /L PBS，pH 7. 2; 0. 1 mol /L NaCl; 0. 02%
Tween － 20)洗涤样品标本 3 次，每次 15 min，充
分洗涤后 4℃ 下系列乙醇脱水( 30% 乙醇 45
min;50%乙醇 15 min;70%乙醇 15 min;80%乙
醇 15 min;90%乙醇 15 min;95%乙醇 15 min;
100%乙醇 15 min)，然后将组织浸入 100% 丙
酮 30 min。再将组织浸于丙酮:Epon 812(1∶ 1)
混合液中 1 h，丙酮:Epon 812(1∶ 2)混合液中 2
h，纯包埋剂 Epon 812 中 2 h。将组织放入包埋
板，置恒温箱 37℃ 24 h，60℃ 72 h。
1. 2. 3 切片与饰刻 从包埋板上取下组织，修
成 2 mm3

组织块，在超薄切片机上(徕卡，德

国)进行超薄切片后，覆在 200 目镍网上。参

照吴洪娟等
［14］
的方法，将覆有切片的镍网浸于

蒸馏水中 5 min。吸干水分后将切片朝下于
10%的 H2O2 中蚀刻 5 min，再吸干 H2O2，在

PBST 中洗涤 3 次。
1. 2. 4 胶体金标记 用封阻液 ( PBST，0. 2
mmol /L 甘氨酸，1%牛血清白蛋白，pH 7. 2)室
温封阻切片 30 min。PBST 洗涤 3 次，加含 1%
牛血清白蛋白的 PBST( pH 7. 2)稀释抗血清(1
∶ 50)，于 37 ℃温育 2 h。PBST 洗涤 3 次，用封
阻液室温封阻 30 min。PBST 洗涤后，加入含
1%牛血清白蛋白的 PBST( pH 7. 2) 稀释后的
10 nm 金标羊抗鼠 IgG(1 ∶ 20)适量，于 37℃温
育 1 h。双蒸水充分洗涤，自然干燥。
1. 2. 5 染色与电镜拍照 切片经 2% 的醋酸
双氧铀室温避光染色 60 min，再用 10%柠檬酸
铅室温避光染色 10 min。双蒸水充分洗涤，充
分干燥后采用 Tecnai 12 透射电子显微镜观察
并拍照。对照组包埋前处理步骤及包埋步骤与
处理组相同，修块并做超薄切片后，覆在铜网上

直接经 2% 的醋酸双氧铀室温避光染色 40
min，10%柠檬酸铅室温避光染色 20 min，再用
双蒸水充分洗涤、干燥，采用 Tecnai 12 透射电
子显微镜观察并拍照。

2 结果与分析

检测结果显示，在亚洲玉米螟 5 龄幼虫的
中肠细胞内存在胶体金标记颗粒，胞质内可见

致密的质地均匀、大小一致、圆形黑色金颗粒，
多散布在胞质中，有些呈团状或点状分布(图

1A)。在阴性对照的中肠组织切片中，则没有
发现胶体金颗粒沉积(图 1B)。同样，在幼虫体
壁组织中均可见电子密度高而清晰的圆形金颗

粒，聚集的胶体金颗粒清晰可见，背景清洁，无

非特异性散在颗粒，呈小团状或点状分布在体

壁细胞内(图 1C)，而在阴性对照的体壁组织切
片中没有发现胶体金颗粒(图 1D)。

3 讨论

胶体金免疫电镜技术自产生以来己被广泛

地应用于细胞内各种生物大分子的定性、定位 及抗原特异性等方面的研究。通过不断改进，
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