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水稻褐飞虱若虫和成虫褪黑素含量测定及比较

施龙清，解振兴，姜照伟，董    萌，占志雄
*

（福建省农业科学院水稻研究所，福建　福州　350018）

摘     要：【目的】  明确褪黑素在褐飞虱各发育阶段的含量情况。【方法】  通过高效液相色谱-串联质谱技术 (HPLC-

MS/MS)对 1～5龄若虫和两种翅型雌、雄成虫体内褪黑素含量进行测定和比较。【结果】 褐飞虱若虫期褪黑素含量

在 1～2龄若虫时期最低，平均为 378.5 pg·g−1。3龄若虫褪黑素含量最高，为 856.6 pg·g−1。4龄若虫褪黑素含量下

降，为 810.7 pg·g−1，与 3龄无显著差异。5龄若虫褪黑素含量下降显著，为 574.5 pg·g−1。褐飞虱成虫褪黑素含量与

性别显著相关，但受翅型影响不明显。雌、雄成虫间的褪黑素水平有极显著差异，长、短翅雄性成虫的褪黑素含量

分别为 978.3 pg·g−1 和 969.6 pg·g−1，而长、短翅雌性的褪黑素含量仅为 76.1 pg·g−1 和 176.8 pg·g−1，甚至低于 1～2龄若

虫时期。【结论】  初步明确了褐飞虱各发育阶段体内褪黑素含量变化特点，为后续研究褐飞虱褪黑素功能及机理

奠定基础。
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HPLC-MS/MS Determination of Melatonin in Brown Planthopper at Growth Stages
SHI Longqing,   XIE Zhenxing,   JIANG Zhaowei,   DONG Meng,   ZHAN Zhixiong *

（Rice Research Institute, Fujian Academy of Agricultural Sciences, Fuzhou, Fujian　350018, China）

Abstract: 【Objective】 Melatonin contents in brown planthopper, Nilaparvata lugens (Stål), at various developmental stages

were determined. 【Method】 HPLC-MS/MS was used to measure the melatonin contents in the 1st to the 5th instar nymphs as

well as female and male macropterous and brachypterous adults of the insect. 【Result】 At nymph stage, N. lugens had the

lowest average melatonin content of 378.5 pg·g−1 in the 1st and the 2nd instars, the highest of 856.6 pg·g−1 in the 3rd instar, 810.7

pg·g−1 in the 4th instar, and 574.5 pg·g−1 in the 5th instar. Adult N. lugens differed significantly on melatonin contents between

male and female but not between the macropterous and brachypterous wing types. The male of macropterous and brachypterous

wing types contained 978.3 pg·g−1 and 969.6 pg·g−1 melatonin, respectively, which were extremely significantly higher than the

female  counterparts  at  76.1  pg·g−1  and  176.8  pg·g−1,  respectively. 【Conclusion】  The  melatonin  contents  in N.  lugens  as

nymphs and adults were determined.
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0    引言

【研究意义】褐飞虱 Nilaparvata lugens （Stål）

是水稻最主要害虫之一。作为专食性昆虫，一方面

褐飞虱的若虫和成虫栖息在水稻茎基部刺吸汁液危

害，另一方面雌虫交配后将卵排列产于稻株韧皮部

内，破坏水稻疏导组织。危害严重时，稻株大面积

枯萎倒伏塌陷，导致减产甚至绝收。已知褪黑素在

水稻中含量相对较高，且在重要激素合成和水稻抗

性方面具有重要作用[1−3]。【前人研究进展】褪黑素
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（melatonin），化学名称为 N-乙酰 5-甲氧基色氨，为

血清素（serotonin，5-羟色氨）的衍生物，是一种吲

哚类内分泌激素[4]。最早在牛的松果体中发现，后续

研究证实所有脊椎动物体内均存在有褪黑素，并且

除松果体外，其他器官如视网膜、晶状体、骨髓细

胞、肠道及皮肤等也能够分泌褪黑素 [5]。1984年，

Vivien-Roel等利用放射免疫法（Radioimmunoassay，

RIA）从蝗虫的复眼中检测到褪黑素，首次证明褪黑

素同样存在于昆虫体内 [6]。此后，陆续在半翅目

（Hemiptera）、 蜻 蜓 目 （Odonata）、 蜚 蠊 目

（Blattodea）、 直 翅 目 （Orthoptera）、 鳞 翅 目

（Lepidoptera）、膜翅目（Hymenoptera）以及双翅目

（Diptera）等昆虫中发现[7]。研究表明褪黑素在昆虫

昼夜节律、胚胎发育、蜕皮和繁殖等重要生命活动

中不可或缺 [8−11]。以果蝇 Drosophila melanogaster 为

例，在人为注射褪黑素后，其交配速度和产卵量均

显著降低 [12]。作为一种内源性激素，褪黑素在昆虫

体内的含量极低，且主要集中于头部复眼内[7, 13]。如

蝗虫 Locusta migratoria单只复眼的褪黑素含量仅有

10.5～26.5 pg[6]，100 mg重量的豌豆蚜虫 Acyrthosiphon

pisum 褪黑素含量为 52.5～78.0 pg[14]。昆虫褪黑素检

测的方法包括放射免疫测定法（radioimmunoassay，

RIA）、 高 效 液 相 色 谱 法 （high  performance  liquid

chromatography，HPLC）和酶联免疫法（euzymelinked

immunosorbent assay，ELISA），以及高效液相色谱 -

串 联 质 谱 法 （liquid  chromatography-tandem  mass

spectrometry，LC-MS）等[15−17]。相对来讲，在这些方

法中 LC-MS检测具有灵敏度高、检测速度快、费用

低、结果稳定等特点，逐步成为检测生物体褪黑素

含量的主要方法。【本研究切入点】褐飞虱褪黑素

的含量和作用机理尚待深入研究。【拟解决的关键

问题】本研究通过高效液相色谱 -串联质谱技术对

1～5龄若虫和长短翅、雌雄成虫的褪黑素含量进行

测定和比较，明确褪黑素在褐飞虱各发育阶段的含量情

况，为后续褪黑素作用机理研究提供方向和数据支持。 

1    材料与方法
 

1.1    主要仪器与试剂

主要仪器：TG-16G 台式高速离心机（湖南凯达

科学仪器有限公司），FA1204 电子天平（精确度 0.1

mg，上海衡际科学仪器有限公司），AGLIENT1290

高效液相色谱仪（美国 AGLIENT 公司），SCIEX-

6500Qtrap质谱仪（MS/MS）（美国AB 公司），CHA-2

气浴恒温摇床（苏州威尔实验用品公司），PS40A

超声清洗仪（深华泰科学仪器有限公司），水浴氮

吹仪（上海那艾仪器有限公司）。

试剂：褪黑素（melatonin）标准品（美国 Sigma
公司），甲醇、乙腈  （色谱级，德国默克医药生物

科技公司）。 

1.2    标曲溶液配制

取 1  mg褪黑素标准品粉末，置于 2  mL甲醇

中，震荡溶解均匀，作为褪黑素标准品储备液。取

甲醇 998 μL 于 1.5 mL 离心管，加入 500 μg·mL−1 褪
黑素标准品储备液 2 μL，震荡均匀，配制 1 μg·mL−1

的工作母液；母液继续用甲醇稀释至 20.00、5.00、
2.00、0.50、0.20、0.05 ng·mL−1 系列标曲溶液。 

1.3    褐飞虱饲养及样品收集

供试褐飞虱种源于 2017年夏季取自从福建省农

业科学院水稻研究所试验田，用台中 1号（TN1）品

种水稻苗在室内饲养，饲养条件为：每日 5:00～18:59
光照，光照周期 14L∶10D；室内温度（28±1 ）℃，

相对湿度 60%～70%。

收集同一批次羽化褐飞虱雌雄成虫各约 50头放

入一个新养虫笼内。笼内提供足量 TN1水稻新苗供

雌虫产卵。待卵孵化后，根据发育进程，并参照丁

锦华等 [18] 对褐飞虱若虫龄期的鉴别方法，依次收集

1～2龄若虫、3龄若虫、4龄若虫、5龄若虫、长翅

雌性成虫、长翅雄性成虫、短翅雌性成虫和短翅雄

性成虫共 8个虫态褐飞虱，每个虫态取 3份样，每

份样品重量不低于 100 mg，收集时间段均在 14:00～
15:00。虫样装于 1.5 mL离心管后保存于−80 ℃ 超低

温冰箱备用。 

1.4    样品前处理

称取 0.02 g样品，加入约 10倍体积二氯甲烷，

用一次性研磨棒研磨后在 4 ℃ 下浸泡过夜，12 000 g、
4 ℃ 离心 5 min，取下层二氯甲烷相；上层物质取出

后加入二氯甲烷再度浸泡过夜，离心取二氯甲烷

相，合并两次提取的二氯甲烷相，氮气吹至近干，

200 μL甲醇复溶后过 0.22 μm有机相滤膜，定容至

200 μL，−20 ℃ 保存待测。 

1.5    HPLC-MS/MS检测条件

液相条件：色谱柱为 poroshell 120 SB-C18 反相

色谱柱（2.1×150，2.7 μm）；柱温 30 ℃。

流动相：A:B=（甲醇 /0.1%甲酸）:（水 /0.1%甲

酸）；洗脱梯度 :  0～ 1.0  min， 50%； 1.0～ 3.0  min，
50%～80%；3.0～3.1 min，80%～50%；3.1～6.0 min，
50%。流速 300  μL·min−1；进样量 2  μL；分析时间

6 min。
质谱条件：电离方式采用 ESI 正负离子模式分别
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监测；扫描类型MRM；气帘气 25 psi；
喷雾电压：+3 500 V；雾化气压力 55 psi；辅助

气压力 65 psi；雾化温度 450 ℃。

褪黑素反应监测条件见表 1。褪黑素分子量为 233，

电喷雾电离正离子模式，质子化后母离子 [M+H]+为
233，选为定性离子。随后碰撞过程中会丢失NH4CO2，

形成主要碎片 m/z174.1，选为定性离子。褪黑素出峰

保留时间为 3.38 min。
  

表 1    褪黑素质子化或去质子化的选择反应监测条件（[M+H]+
或 [M-H]−

）

Table 1    Conditions for monitoring protonated [M+H]+ or deprotonated [M-H]− melatonin reactions

物质名称 Compound name 极性 Polarity 母离子 Parent ion（m/z） 子离子 Daughter ion（m/z） 解簇电压 DP/ V 碰撞能量 CE/ V

Melatonin + 233 174.1*/159.1/216.1 50 9/34/13

注：标记*的为定量离子。

Note: * Quantitative ion pair.
 
 
 

1.6    数据分析

仪器所测得含量为最终提取液的含量，经计算

获得原样品中激素含量，计算方法如下：

样 品 中 褪 黑 素 含 量 （ng·g−1）=[检 测 含 量

（ng·mL−1）×稀释体积（mL）]/称取质量（g）
式中：稀释体积为样品最终溶解进样时所用的

溶液体积；称取质量为提取时的取样质量；检测含

量由待测物质峰面积代入标曲方程计算求得。

试验数据重复测定 3次，取平均值。应用 SPSS
22.0、Microsoft Excel 2010以及 OriginPro 8.0软件进

行数据分析。 

2    结果与分析
 

2.1    褪黑素标准曲线

20.00、5.00、2.00、0.50、0.20、0.05 ng·mL−16个

标曲溶液以平均峰面积为纵坐标（y），褪黑素标准

品含量为横坐标（x），绘制标准曲线。得到线性回

归方程 y=135 403x+10 164，R2=0.999，峰面积与含量

呈现出良好的线性关系，可用于定量分析（图 1）。 

2.2    各龄期褐飞虱若虫褪黑素含量比较

如图 2所示，在若虫阶段，1～2龄褐飞虱若虫

的褪黑素含量均值最低，为 378.5 pg·g−1，进入 3龄

后褪黑素含量快速上升并达到若虫阶段的峰值（均

值 856.6 pg·g−1），4龄、5龄时褪黑素含量逐渐下降，均

值分别为 810.7 pg·g−1 和 574.5 pg·g−1，但 5龄若虫褪

黑素含量仍显著高于 1～2龄。3龄和 4龄若虫间褪

黑素含量无显著差异，但显著高于 1～2龄和 5龄时

期若虫褪黑素含量（图 2）。
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注：图中小写字母标记不同者为差异显著（LSD, P＜0.05）。

Note: Data with different lowercase letters on same columns mean significant

differences at 0.05 level ( LSD).
图 2    褐飞虱 1-5 龄若虫褪黑素含量比较

Fig. 2    Melatonin contents of 1st to 5th instar nymphs
  

2.3    各龄期褐飞虱若虫褪黑素含量比较

若虫羽化为成虫后，雌、雄褐飞虱的褪黑素含

量出现极端分化（图 3）：以性别（雌、雄）和翅型

（长翅、短翅）为变量，对成虫阶段褪黑素含量进

行双因素方差分析（Two-way ANOVA）。结果表明，

褐飞虱成虫雌雄间褪黑素含量差异显著（df=1,8；F=
630.083；P＜0.001），而长、短翅型间的差异不明

显（df=1,8；F=1.854；  P=0.210）。性别和翅型间的

交互效应不显著（df=1,8；F=2.630； P=0.144）。长、

短翅雄性成虫褪黑素含量上升明显，均值分别为

978.3 pg·g−1 和 969.6 pg·g−1，高于若虫阶段褪黑素峰

值（3龄若虫）；长、短翅雌性成虫褪黑素含量则急

剧下降，均值分别为 76.1 pg·g−1 和 176.8 pg·g−1，不足
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图 1    褪黑素标准曲线

Fig. 1    Standard curve of melatonin
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雄性成虫的四分之一。单因素方差分析及 LSD 多重

比较结果表明，雄性长、短翅成虫褪黑素含量无显

著差异，与雌性两个翅型成虫相比差异极显著（P＜
0.01）（图 3）。
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注：图中大写字母标记不同者为差异极显著（LSD, P＜0.01）。

Note:  Data  with  different  capital  letters  on  same  columns  mean  significant

differences at 0.01 level (LSD).

图 3    褐飞虱成虫褪黑素含量比较

Fig. 3    Melatonin contents of adult N. lugens
  

3    讨论与结论

本研究结果表明，褐飞虱整个生长发育期体内褪

黑素含量范围在 76.1～978.3 pg·g−1，若虫体内褪黑素

含量的峰值为 856.6 pg·g−1，出现在 3龄后，随后逐

渐下降，羽化后的成虫体内褪黑素含量受性别影响

极端分化，雄虫体内所含褪黑素约是雌虫的 5～12

倍，分别为长翅雌虫 76.1  pg·g−1、长翅雄虫 978.3

pg·g−1、 短 翅 雌 虫 176.8  pg·g−1、 短 翅 雄 虫 969.6

pg·g−1，这表明褐飞虱体内的褪黑素含量具有显著的

性别间差异。前人发现昆虫体内的褪黑素主要集中

在头部[6, 12]，且相较植物中的褪黑素含量，昆虫体内

的褪黑素含量极少，更加难以检测。褐飞虱一二龄若

虫个体微小，若仅针对其头部进行褪黑素测定，难度

和误差均较大，因而本试验整体进行褪黑素的提取。

褐飞虱为半变态昆虫，若虫具有 5个龄期，从

若虫到成虫共经历 5次蜕皮，而蜕皮激素是控制其

蜕皮的关键因素 [18]。已有的研究证实，褪黑素可促

进美洲大蠊 Periplaneta americana （L.）促前胸腺激

素分泌，进而刺激蜕皮激素合成 [11]。在本研究中，

3～5龄褐飞虱若虫保持相对较高的褪黑素含量，这

对蜕皮激素的合成有利。本研究另一个重要的发现

是褐飞虱雌雄成虫间褪黑素的含量存在极显著差

异。在对蟋蟀 Acheta domesticus 的研究中发现，褪黑

素可以调控其移动行为规律 [19]。褐飞虱的求偶交配

过程遵循“call-fly”策略，即雄性成虫表现活跃，四处

搜寻并发出振动信号通过寄主进行传递，雌性接收

信号后静止不动并以特有振动信号进行回复，收到

反馈的雄性对雌性进行定位并移动接近 [20]。在前期

的研究中也发现雄性褐飞虱的移动量显著高于雌性[21]，推

测褪黑素对褐飞虱成虫的移动行为起调控作用。另

有研究指出，褪黑素对卵巢发育具有抑制作用[22]，因

此褐飞虱雌性成虫褪黑素含量低也有利于卵巢发育。

后续我们将开展褪黑素对褐飞虱移动行为和卵巢发

育的调控研究。
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