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摘要：桔小实蝇 Bactrocera dorsalis是一种对农业造成严重威胁的害虫，尤其是其幼虫阶段对作物的取食危

害最为显著，导致农作物产量下降。5-羟色胺（5-HT）作为一种重要的神经递质，调节了昆虫的取食等多

种行为。因此，探究桔小实蝇幼虫脑内 5-羟色胺能神经元网络的功能，能够为明确其具体行为调节机制及

开发针对该靶标的行为调节剂提供基础。本研究采用突触蛋白和 5-羟色胺抗体进行桔小实蝇 3龄幼虫神经

系统的免疫组织化学染色，并利用激光共聚焦显微镜观察获取幼虫神经系统的结构特征及 5-羟色胺能神经

元的分布模式。结果表明，桔小实蝇幼虫的中枢神经系统主要由脑和胸腹神经节构成，且两者相互融合，

整体神经系统呈左右对称排列。研究发现，脑内各神经髓发育不完全，颚神经节和胸神经节均包含 3个神

经原节，而腹神经节包含 8个，且各神经原节间的分界清晰。3龄幼虫脑内共含 86个 5-羟色胺能神经元，

其中中央脑含 20个，颚神经节含 22个，胸腹神经节含 44个。中央脑的 20个细胞体可进一步划分为 4个

细胞体簇，每簇含 1~3个细胞体。此外，在脑内发现 6条神经连合连接两侧脑半球。颚神经节内的 SE2和

SE3细胞体簇投射出神经突起形成神经连合。5-羟色胺能神经元呈对称排列在胸腹神经节两侧，并向外投

射神经突起形成神经连合。本研究揭示了桔小实蝇幼虫神经系统中 5-羟色胺能神经元的分布特征，为理解

该生物胺对其行为调控提供了解剖学结构基础，并为理解该生物胺能神经元在双翅目昆虫中的发育及组装

方式提供参考。
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Abstract: The oriental fruit fly (Bactrocera dorsalis) is a serious agricultural pest, particularly

during its larval stage, when it poses significant threats to crops and leads to reduced agricultural

yields. Serotonin (5-HT), an important neurotransmitter, regulates various behaviors in insects,

including feeding. Therefore, investigating the serotonergic neural network in the brains of B.

dorsalis larvae is crucial for clarifying the specific mechanisms underlying behavioral regulation

and for developing behavioral modulators targeting this pathway. In this study, we performed

immunohistochemical staining of the nervous system of third-instar B. dorsalis larvae using

synapsin and serotonin antibodies, followed by analysis of the structural features and distribution

patterns of serotonergic neurons using laser confocal microscopy. Our results indicated that the

central nervous system of B. dorsalis larvae primarily consists of the brain and thoraco-abdominal

ganglia, which were interconnected and exhibit a bilateral symmetrical arrangement. We found

that the neuropils in the brain were underdeveloped, with the gnathal ganglion and thoracic

ganglia each containing 3 neuromeres, while the abdominal ganglion comprises eight, with

distinct boundaries between each neuromere. A total of 86 serotonergic neurons were identified in

the brain of third-instar larvae, including 20 in the central brain, 22 in the gnathal ganglion, and 44

in the thoraco-abdominal ganglia. The 20 cell bodies in the central brain can be further classified

into four clusters, each containing 1 to 3 cell bodies. Additionally, six commissures connecting the

two brain hemispheres were observed. The SE2 and SE3 cell body clusters in the gnathal ganglion

project neurites to form commissures. The serotonergic neurons were symmetrically arranged on

both sides of the thoraco-abdominal ganglia, extending neurites outward to form additional

commissures. This research reveals the distribution characteristics of serotonergic neurons in the

nervous system of B. dorsalis larvae, providing an anatomical foundation for understanding how

this biogenic amine regulates behavior. It also offers insights into the development and assembly

of serotonergic neurons in dipteran insects.
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桔小实蝇 Bactrocera dorsalis是全球农业中最具破坏性的重要害虫之一。其雌成虫将卵

产在果实表皮下，幼虫孵化后会钻入果实内部取食果肉，导致果实出现凹陷、腐烂，甚至早



期脱落（项前等，2022）。这一行为不仅损害了果实的外观，使其失去了商品价值，还为病

原体的入侵创造了条件，加速了果实腐烂的进程。此外，受害果实常常无法被发现，直到幼

虫发育成熟并离开果实后才显现出明显症状，给果农带来了防治的难题。桔小实蝇的寄主范

围广泛，使得该害虫在各种作物中具备了极高的适应性，这种特性加剧了它在不同农业生态

系统中的传播与蔓延（高扬等，2021）。目前主要以化学防治、生物防治并结合对果实套袋

处理的策略来保护果实免受桔小实蝇的危害（刘欢等，2023），其中化学防治是最为常见的

方法，但这种方式对幼虫的防治效果不甚理想，因此，有必要继续开展针对桔小实蝇幼虫阶

段的防治措施研究。通过对幼虫的行为模式及其神经调控机制的深入研究可为发掘潜在的行

为调节剂奠定基础。

5-羟色胺（5-hydroxytryptamine，简称 5-HT），也被称为血清素（Serotonin），是一种

重要的单胺类神经递质，广泛存在于昆虫的中枢神经系统和外周组织中，对昆虫的行为调控、

知觉感受和生物节律等多个方面产生影响（齐易香等，2014；Vleugels et al.，2015）。如

5-HT对果蝇的学习和记忆形成至关重要，影响昆虫的行为选择和适应能力（Sitaraman et al.，

2008）。研究表明 5-HT 通过生物钟神经元上的 5-HT1B 受体调控黑腹果蝇 Drosophila

melanogaster对光的节律反应（Yuan et al.，2005）。在调节昆虫取食行为方面，5-HT同样

发挥重要的功能（熊佳新等，2019；Yao & Scott，2022），增加 5-HT的水平通常会抑制昆

虫的取食量（Dacks et al.，2003）。位于食道裂孔下区域的 5-羟色胺能神经元（5-HT

immunoreactive neuron，5-HTi）参与调节了果蝇幼虫取食的运动模式（Schoofs et al.，2018）。

根据 5-HT 对昆虫取食量调节的机理，研究人员发现了潜在的应用于减肥的药物分子

metitepine，它可以拮抗 5种已知果蝇的 5-HT受体，进而抑制取食行为（Gasque et al.，2013）。

目前，5-HT对桔小实蝇的调控机制研究主要集中在交配行为，肠道菌群调控和解毒代

谢方面。如外源注射 5-HT 会延长桔小实蝇的交配率和交配潜伏期，显著影响其交配行为

（Chen et al.，2022；Xu et al.，2024）。5-HT可通过调节双氧化酶（Duox）的基因表达影

响桔小实蝇肠道微生物群的稳态（Zeng et al.，2022）。最近研究表明桔小实蝇体内的 5-HT

参与了由芳香胺-N-乙酰基转移酶（arylalkylamine N-acetyltransferase 1，AANAT1）调节的中

肠解毒代谢过程，这可能有利于该虫能够利用多种果蔬作为寄主进而提高环境适应能力

（Zeng et al.，2024）。但 5-羟色胺针对危害严重的桔小实蝇幼虫有何具体的调控功能尚不

清楚。研究发现，缺乏 5-HTi的果蝇幼虫对不同浓度的糖和盐表现出不同的味觉偏好（Huser

et al.，2012）。此外，5-HT通过 5-HT2A受体参与调控了幼虫的嗅觉学习和记忆（Huser et

al.，2017）。



5-HTi在神经系统中的分布模式为理解昆虫神经系统的功能提供了重要线索。果蝇幼虫

的中枢神经系统共包含大约 84~96个细胞体，其中在脑内共有 SP1、SP2、IP和 LP1等 4个

细胞体簇，每个细胞体簇包含了 1~4个细胞体，并且大部分的 5-HTi主要是双侧对称的中间

神经元（Vallés & White，1988；Huser et al.，2012），这些详细的细胞体位置及投射区域为

定位不同昆虫幼虫脑内 5-HTi提供了准确的位置参考。此外，在螫蝇 Stomoxys calcitrans的

3龄幼虫的神经系统中发现了 80~90个双边对称的 5-HTi细胞体（Liu & Li，2011），而丽

蝇 Calliphora erythrochefala和麻蝇 Sarcophaga bullata的数量略多，共包含 96~98个细胞体

（Nässel & Cantera，1985）。在上述 4中双翅目幼虫中，5-HTi的数量在胸腹神经节内相对

一致，其中胸神经节内包含 3个细胞体簇（T1~T3），腹神经节包含 8个细胞体簇（A1~A8），

除 T1包含 3个细胞体，A8包含 1个细胞体外，其他簇均包含 2个细胞体，每侧共包含 22

个细胞体。这些细胞体都分布在胸腹神经节的腹侧，均投射出神经突起穿过中线进入对侧区

域，形成双侧投射的规则，表现出非常高的保守性。而在脑内，5-HTi的细胞体数量则不同，

其中果蝇包含约 25 个细胞体，丽蝇和螫蝇包含 27~28 个。目前桔小实蝇幼虫神经系统中

5-HTi是否呈现出类似的数量和分布规律还不知晓。Teng et al.（2024）利用 CRISPR/Cas9

系统成功地在桔小实蝇色氨酸羟化酶（5-HT合成限速酶）BdorTRH基因中插入了 V5标签

（42 bp），并使用 V5单克隆抗体标记了不同发育阶段中 TRH的分布区域，这为进一步探

索 5-HTi在脑内分布提供了重要的参考。

本研究拟采用突触蛋白抗体和 5-HT抗体对桔小实蝇的幼虫脑进行免疫组织化学染色，

并通过共聚焦显微镜来获取幼虫神经系统的结构和 5-HTi在幼虫神经系统的分布特征。首先

参照果蝇幼虫脑结构的划分方法，对桔小实蝇的脑结构特征进行分析，并利用三维重建软件

构建幼虫的神经系统。随后，对幼虫神经系统中的 5-HTi的数量，分布及投射区域进行分析，

对标记清晰的神经元突起进行追踪。这一研究将提供桔小实蝇幼虫神经系统的结构和 5-HTi

的分布特征，有助于更好地理解行为调控的神经机制。

1 材料和方法

1.1 研究对象

参照林涛等（2016）的方法饲养桔小实蝇成虫。待雌成虫交配成功后，将人工采卵器内

壁涂抹橙汁，放入成虫饲养笼中（30 cm × 30 cm× 30 cm）供其产卵。收集卵并置于人工饲

料中饲养。本研究以 3龄幼虫作为试验对象，其中 3龄幼虫个头较大，体色偏黄，常折叠身

体跳跃离开人工饲料。收集幼虫并放于离心管内，将离心管放于冰中使幼虫冻晕防止其跳跃



逃脱。

1.2 中枢神经系统的解剖

在体视解剖镜下，取 3龄幼虫用清水冲洗干净，并在 Ringer’s液（in mM：130 NaCl，2

CaCl2，5 KCl，2 MgCl2，36 sucrose，5 HEPES，pH7.3）中解剖出幼虫的神经系统。将解剖

后的样品立即置于装有 1 mL 4%的多聚甲醛固定液的离心管中。解剖过程中，离心管始终置

于冰中，每个离心管内装 5~6个样品。待解剖实验结束后，将所有样品置于 4℃冰箱中固定

过夜。

1.3 免疫组织化学染色

将固定后的组织从冰箱中取出，用移液枪将固定液移除，并用加有 1% Triton X-100的

磷酸缓冲液（PBST）在摇床中漂洗 4次，每次 20 min。漂洗后将样品放于 1 mL的 5%正常

山羊血清封闭液（Normal goat serum，NGS）（康维世纪，CW0130S）室温孵育 3 h或 4℃

过夜。封闭后，加入一抗溶液［1 : 100 anti-synapsin（DSHB，3C11）；1 : 1 000 anti-5-HT

（ImmunoStar，20080）；各 500 μL］，4℃下孵育 3 d。一抗孵育后，利用 PBST漂洗样品

6次，每次 20 min。随后加入二抗溶液［1 : 500 Cy5偶联的羊抗鼠（ThermoFisher，A10524）；

1 : 500 Cy3 偶联的羊抗兔（ThermoFisher，A10520）；各 500 μL］在 4℃下孵育 2 d。孵育

结束后，同样利用 PBST溶液漂洗 6次，每次 20 min。分别用 50%、70%、90%、95%和 100%

酒精进行脱水，每浓度脱水 10 min。脱水后，用水杨酸甲酯室温透明 3 h，最后将透明的组

织放入自制铝片上，摆正组织并盖上盖玻片，注意防止产生气泡。

研究中用于标记神经髓的是一种特异性结合神经突触前膜上蛋白的鼠源的单克隆抗体，

它是由谷胱甘肽与果蝇突触蛋白融合注射至鼠体类产生（Klagges et al.，1996）。该抗体已

广泛的应用于多种昆虫和其他无脊椎动物的脑神经髓的染色（林涛等，2022）。5-HT抗体

是一种由 5-HT偶联牛血清蛋白注入兔体内获得的兔源单克隆抗体。该抗体亦被广泛应用于

昆虫脑内 5-羟色胺能神经元的定位中，其特异性已在蚜虫和蜣螂等昆虫中得到验证

（Kollmann et al.，2011；Immonen et al.，2017）。上述两种抗体都已成功的应用于桔小实

蝇成虫脑神经髓和 5-羟色胺能神经元的标记中（Lin et al.，2018；林涛等，2019）。

1.4 激光共聚焦显微观察

染色后的样品采用激光共聚焦显微镜（LSM 780，METAZeiss，德国）进行观察，并对

组织进行逐层扫描获得图像栈。扫描采用的是 Plan-Neofluar 10×/0.3 and 20×/0.5l物镜。扫描

过程中分布采用 633 nm和 543 nm的激光线激发 Cy5 和 Cy3 荧光染料。图像的扫描间隔为

0.8~1 μm，分辨率为 1 024 × 1 024。



1.5 图像处理及三维重建

桔小实蝇幼虫神经系统图像分割和 3D重建采用 Amira 5.3.2软件进行。简述如下，首先

将激光共聚焦获得的图像栈导入软件中，利用“label field”模块对图像中幼虫神经系统和细

胞体进行手动标记，并利用“surfaceGen”模块将标记后的图片叠加产生神经髓的 3D模型。

利用“Skeleton tree”模块对标记清晰的部分 5-HTi进行了追踪和重建。利用软件的拍照功

能获得3D模型和5-HTi细胞体及神经突起的分布图。将获得的图像导入Adobe Illustrstor CS6

进行文本编辑。对脑神经髓和 5-HTi细胞体的识别及命名分别参照由 Huser et al.（2012）和

Hartenstein et al.（2017）提供的果蝇 Drosophila melanogaster命名法。昆虫的方位基于虫体

的体轴进行划分（Ito et al.，2014）。

2 结果与分析

2.1 桔小实蝇幼虫神经系统的结构特征

桔小实蝇 3龄幼虫的中枢神经系统包括脑和胸腹神经节，由细胞体层（Cell body rind，

CBR）和内部的神经髓（Neuropil）构成（图 1-A~C）。脑和胸腹神经节融合，中间为食道

裂孔（图 1-B）。两侧的脑半球尚未完全融合，呈左右对称排列（图 1-A）。根据脑结构命

名法，将位于食道裂孔腹侧的后脑及颚神经节统称为食道裂孔下区域（Subesophageal zone，

SEZ；图 1-A~C）。参照果蝇脑神经髓的识别方法，本研究对桔小实蝇幼虫的脑结构进行了

识别和划分。位于幼虫脑两侧的视叶是最容易识别的神经髓，它主要通过视神经连合与前脑

相连，其体积较小尚未发育完全，难以区分其中的亚结构（图 1-B、H、J~L）。其次位于脑

部最前端的球形触角叶（Antennal lobe，AL）结构亦可被清晰识别，其内部尚未形成可识别

的球状神经纤维球（Glomerulus）（图 1-F、J）。根据触角叶结构可以确定位于触角叶后部

的侧副叶（Lateral accessory lobe，LAL）结构。突触蛋白的免疫染色结果显示，突触结构丰

富的区域可被清晰的标记出，但缺乏突触结构的区域则在脑内形成暗区（Ito et al.，2014）。

在桔小实蝇幼虫脑内最易识别的是两个贯穿前脑的孔洞，它们分别是触角叶神经束

（Antennal lobe tract，ALT）和蕈形体柄（Pedunculus，PED）形成的孔洞，判断依据来源于

与桔小实蝇成虫脑结构（Lin et al.，2018）的比较及 Pereanu & Hartenstein（2006）提供的果

蝇幼虫脑结构信息。根据这两个孔洞结构，可以识别出位于上位中间脑的蕈形体冠（Calyx，

CA），上位神经髓区（Superior neuropils，SNP）和腹外侧神经髓区（Ventrolateral neuropils，

VLNP）（图 1-G~I）。其中 SNP可进一步划分为背部外侧区域的上位外侧前脑（Superior lateral

protocerebrum，SLP），背部中间前脑（Superior intermediate protocerebrum，SIP）和上位内



侧前脑（Superior medial protocerebrum，SMP）（图 1-J）。VLNP 可被划分为腹外侧前脑

（Ventrolateral protocerebrum，VLP）和后外侧前脑（Posteriorlateral protocerebrum，PLP）

（图 1-H~I）。此外，对于中间脑内其他神经髓区及触角叶后侧等区域难以识别出其中的具

体神经髓结构，统称为下位前脑（Inferior protocerebrum，IP）和腹内侧脑（Ventromedial

cerebrum，VMC）。

桔小实蝇的胸腹神经节融合成一个整体，左右两侧相互对称，并未完全融合。根据神经

束在胸腹神经节上形成的暗区可将其划分为颚神经节（Gnathal ganglia，GNG），胸神经节

（Thoracic ganglia，TG）和腹神经节（Abdominal ganglia，AG）（图 1-D、E）。以后垂直

神经束（Posterior vertical bundle，pVB）在颚神经节内形成的孔洞为标记，可将 GNG进一

步划分为上颚神经节（Mandibular neuromere，MN），下颚神经节（Maxillary neuromere，

MX）和下唇神经节（Labial neuromere，LB）（图 1-D）。类似胸神经节同样可以再划分为

前胸神经节（Prothoracic neuromere，T1），中胸神经节（Mesothoracic neuromere，T2）和

后胸神经节（Metathoracic neuromere，T3）（图 1-E）。由腹神经节内横向神经轴突束围绕

神经髓形成的边界，可将腹神经节划分为 A1~A8等 8节（图 1-E）。

图 1 桔小实蝇 3龄幼虫神经系统共聚焦图及脑的三维重建结构图



Fig. 1 Confocal image of the nervous system of the 3rd instar larvae of Bactrocera dorsalis and the 3D

reconstructed structure of the brain

注：A~C，幼虫中枢神经系统共聚焦叠加图像的投影视图，A为腹面观，B为前面观，C为侧面观。D，共聚焦图像展示食道裂

孔下区和前胸神经节，图中箭头表示未被突触抗体染色标记的区域，为神经纤维穿过区域。SEZ 包含下颚，上颚和唇神经节。E，

共聚焦图展示胸腹神经节。F~I，幼虫脑系列共聚焦图片展示不同的神经髓结构。双箭头表示由触角叶投射神经元构成的神经束

在脑内穿过形成的暗区。黑色虚线圆圈标记的是蕈形体柄穿过大脑形成的暗区。J~M，幼虫单侧脑半球的三维重建图，J为前面

观，K为外侧面观，L为后面观，M为内侧面观。CBR，细胞体层；ES，食道裂孔；SEZ，食道裂孔下区；Br，脑；TAG，胸

腹神经节；OL，视叶；MD，上颚神经节；MX，下颚神经节；LB，唇神经节；T1，前胸神经节；T2，中胸神经节；T3，后胸

神经节；A1~A8，1~8 腹神经节；AL，触角叶；VMC，腹内侧脑；SLP，上位外侧前脑；LAL，侧副叶；VLP，腹外侧前脑；

SMP，上位内侧前脑；IP，下位前脑；CA，蕈形体冠；PLP，后外侧前脑；TR，后脑；A，前向；P，后向；L，外侧面；M，

内侧面；D，背向；V，腹面。Note: A~C, Projection views of the confocal stacked images of the larval central nervous system, with A

showing the ventral view, B the anterior view, and C the lateral view. D, The confocal image displays the subesophageal zone and

prothoracic neuromere, with arrows indicating areas that were not labeled by synaptic antibody staining, representing regions through

which nerve fibers pass. The SEZ includes the mandibular, maxillary, and labial neuromeres. E, The confocal image shows the

thoracic-abdominal neuromere. F~I, A series of confocal images of the larval brain exhibiting various neuropil structures. Double arrows

indicate dark regions formed by nerve bundles composed of antennal lobe projection neurons passing through the brain. The black dashed

circle marks the dark region created by the pedunculus of the mushroom body traversing the brain. J~M, Three-dimensional

reconstructions of the unilateral brain hemisphere of the larva, with J showing the anterior view, K the lateral view, L the posterior view,

and M the medial view. CBR, Cell body rind; ES, Esophageal; SEZ, Subesophageal zone; Br, Brain; TAG, Thoracic-abdominal ganglion;

OL, Optic lobe; MD, Maxillary neuromere; MX, Mandibular neuromere; LB, Labial neuromere; T1, Prothoracic neuromere; T2,

Mesothoracic neuromere; T3, Metathoracic neuromere; A1~A8, 1st-8th abdominal neuromeres; AL, Antennal lobe; VMC, Ventromedial

cerebrum; SLP, Superior lateral protocerebrum; LAL, Lateral accessory lobe; VLP, Ventrolateral protocerebrum; SMP, Superior medial

protocerebrum; IP, Inferior protocerebrum; CA, Calyx; PLP, Posterolateral protocerebrum; TR, Tritocerebrum; A, Anterior; P, Posterior; L,

Lateral; M, Medial; D, Dorsal; V, Ventral.

2.2 桔小实蝇幼虫神经系统中 5-羟色胺能神经元的分布

根据 5-HT 抗体的免疫染色结果可知，桔小实蝇幼虫的神经系统中共有 86 个 5-HTi细

胞体，其中 20个位于两侧脑半球内，22个位于颚神经节中，44个位于胸腹神经节内，这些

神经元单独或成簇分布。参照 Huser et al.（2012）和 Vallés & White（1988）对果蝇脑内 5-HTi

的命名方法，本研究将桔小实蝇脑内 5-HTi划分为 SP1、SP2、IP和 LP1等 4个细胞体簇。

SP1位于前脑背侧，包含 1个细胞体，该细胞体的位置会出现变化，如在右侧脑半球内，细



胞体则更靠腹侧，位于 CA 的腹侧，而左半球位于 CA的背侧（图 2-D、L）。SP2 细胞体

簇包含 4个细胞体，位于脑最后侧，SP1细胞体腹后侧区域，未能识别出其神经突起。LP1

细胞体簇包含 2个细胞体，位于脑外侧，视叶后外侧区域（图 2-C、L），其轴突支配着同

侧脑半球的 VLP（图 2-A、B）。IP细胞体簇包含 2~3个细胞体，位于 AL的背外侧区域，

其中体积较大的细胞体 IP1-2的神经突起同样呈现出双侧投射模式，经脑中线投射至对侧脑

半球 AL和 LAL区域（图 2-B、M、N）。除上述细胞体外，在脑内 OL、AL、TR、LAL、

VLP 和 SNP 等区域可发现 5-HTi神经纤维的分布（图 2-A、B、D），但 CA 处未见 5-HTi

神经突起。此外，在脑内发现 6束 5-HTi神经连合（Commissure）跨过脑中线连接两侧脑半

球。其中连合 1连接两侧 SIP区域，其细胞体为 SP1；连合 2连接两侧触角叶，其细胞体来

自脑半球两侧的 IP；连合 3 连接两侧 VLP 和 IP 区域；连合 4 连接两侧 LAL 结构；连合 5

连接两侧脑半球的后脑区域；连合 6连接两侧脑半球的腹内侧 VMC 区域（图 2-D、E、M、

N）。

桔小实蝇颚神经节 22个细胞体可划分为 SE-M、SE1、SE2、SE3和 SE4等细胞体簇。

SE1包含 2个细胞体，位于 GNG的前背部两侧，免疫染色未能标记出其神经突起（图 2-F、

I）。SE2包含 3~5个细胞体，位于 SE1的后侧，这些细胞体穿过中线形成神经连合，支配

着MN。此外，两侧细胞体均产生神经突起分支投射至后脑及食道裂孔两侧，并在这两个区

域内有许多精细的分支（图 2-F、I、M、N）。SE3包含 3个细胞体，它们位于 SE2细胞体

簇后内侧区域。同样细胞体神经突起穿过中线形成神经连合，并在 GNG外侧投射出细小的

分支，向 MX 外侧延伸并围绕着该神经原节（图 2-F、I、M、N）。SE4 位于 SE2 和 SE3

之间，各包含 1个细胞体，分布在 GNG的外侧，未识别出细胞体的神经突起（图 2-F、I、

L）。SE-M免疫染色较弱，分布在 GNG的内侧区、SE1和 SE2之间，未发现其神经突起（图

2-L）。此外，在 MN，MX 和 LB 神经节的外侧区域中分布着丰富的 5-HTi神经突起（图

2-F）。

胸神经节包含 3个细胞体簇，分别是 T1，T2和 T3，它们都位于神经节的腹侧区域（图

2-F、G、I）。T1 包含 3个细胞体，与 SE3 类似，细胞体的神经突起穿过中线形成连合；神

经突起在两侧分别形成 2个分支，一个投向神经节外侧，围绕胸神经节，另一分支向前投射

支配中间的神经节（图 2-F、M、N）。T2和 T3 以及腹神经节的 A1~A7细胞体簇均包含 2

个细胞体，分别位于胸神经节的外侧区域，类似的它们都跨过中线形成神经连合连接两侧神

经髓（图 2-H~K）。此外，它们在神经节外侧具有分支向神经节外侧投射并围绕神经节，

并且神经节内有细小的神经纤维的分布。位于腹神经节末端的 A8仅包含 1个细胞体，它们



并未形成神经连合，但在神经节内有 5-HTi神经纤维（图 2-H、K）。胸腹神经节内 5-HTi

细胞体均分布在神经节的分界处，这可作为划分不同神经节的参考。

图 2 5-羟色胺能神经元在幼虫神经系统中的分布

Fig. 2 Distribution of serotoninergic neurons in the nervous system of larvae.

注：A~C，系列共聚焦图像显示桔小实蝇 3龄幼虫神经系统内 5-羟色胺免疫阳性神经元（绿色）和脑神经髓（洋红色）。D，幼

虫脑共聚焦图像叠加图的投影视图展示脑内的神经连合。E，共聚焦图像显示幼虫脑内呈 5-羟色胺免疫阳性的神经连合。F~H，

共聚焦合并图像的投影视图展示 5-羟色胺能神经元（绿色）在幼虫胸腹神经节（洋红色）的分布。I~K，共聚焦图像投影视图展

示 5-羟色胺能神经元的分布及神经纤维的投射模式。双箭头表示由两侧细胞体形成的神经连合。L，包含不同 5-羟色胺能神经元

细胞体的幼虫脑三维重建图。M~N，幼虫脑内神经连合及由 SE2，SE3 和 T1神经元投射模式的三维重建结果的投影视图，M为

腹面观，N为矢状面观。图中黄色字母代表细胞体的名称，神经髓结构的名称及方位指示与图 1 相同。Note：A~C, A series of

confocal images showing 5-HT-immunoreactive neurons (green) and brain neuropil (magenta) in the nervous system of third-instar larvae

of Bactrocera dorsalis. D, A projection view of the merged confocal stack image of the larval brain, displaying neuronal commissures

within the brain. E, Confocal image showing 5-HT-immunoreactive neuronal commissures in the larval brain. F~H, Projection views of

merged confocal images showing the distribution of serotoninergic neurons (green) in the thoracic-abdominal ganglia (magenta) of the



larvae. I~K, Projection views of confocal images showing the distribution and projection patterns of serotoninergic neurons and their

nerve fibers. Double arrows indicated neuronal commissures formed by cell bodies from both sides. L, A three-dimensional

reconstruction of the larval brain, showing cell bodies of different serotoninergic neurons. M~N, Projection views of the

three-dimensional reconstruction of the neuronal commissures and the projection patterns of SE2, SE3, and T1 neurons in the larval brain,

with M showing the ventral view and N showing the sagittal view. Yellow letters in the figure represented the names of the cell bodies,

and the names of the neuropil structures and directional indicators are consistent with those in Fig. 1.

3 讨论与结论

本研究基于 2种抗体的免疫染色分别分析了幼虫中枢神经系统的结构特征，并提供了详

细的 5-HTi在中枢神经系统的分布图谱。突触蛋白抗体可清晰标记出桔小实蝇幼虫的神经髓，

这些神经髓左右双侧对称，脑和胸腹神经节完全融合。与成虫脑神经髓的结构相比，幼虫脑

的神经髓结构未发育完全，部分神经髓的边界尚不完全清晰。可识别的神经髓包括视叶，触

角叶，侧副叶，蕈形体冠及上位神经髓区等。其中视叶，触角叶和侧副叶的内部细微结构难

以区分，触角叶内的纤维球结构尚未形成。研究表明，果蝇触角叶内纤维球结构是在蛹初期

形成的（Jhaveri & Rodrigues，2002），视叶完整结构是在幼虫化蛹后 40 h形成（Nériec &

Desplan，2016），这也预示着幼虫主要处理基础的感觉信息（如嗅觉和触觉）。桔小实蝇

幼虫的胸腹神经节与其他双翅目蝇类相似，均有 3个胸神经节和 8个腹神经节组成，表现出

高度保守的神经节排列规则，表明其神经系统在进化过程中保持了相对一致的功能分区。

在桔小实蝇幼虫的大脑中共发现约 86个成免疫阳性的 5-HTi细胞体，这一总体数量与

以前研究结果相当，如在果蝇幼虫中发现 84个，螫蝇幼虫包含 80~90个，但在丽蝇的幼虫

神经系统内发现的该神经元数量更多，为 96~98个（Nässel & Cantera，1985；Liu & Li，2011）。

不同蝇类胸腹神经节内 5-HTi细胞体数量非常保守，都包含 11个细胞体簇共 22个细胞体，

并且每个细胞体簇包含的细胞体数量一致。这些刻板的分布模式预示着它们在蝇类幼虫中可

能发挥着相同的功能。蝇类的幼虫大都为无足、口器退化的蝇蛆，拥有类似的运动模式。研

究表明，5-HT在昆虫运动过程中起重要作用，动物运动系统的一个组成部分是中心模式发

生器（Central pattern generators，CPGs），它是产生有节奏运动模式的基础（Marder & Bucher，

2001；Harris-Warrick，2011），它受神经元释放的生物胺，如 5-HT的调控而发挥作用。此

外在果蝇中发现，幼虫的运动受一系列胸腹神经节内中间神经元集合控制，其中 5-HTi就是

其中重要的一类中间神经元（Huser et al.，2012）。因此，推测这种保守的 5-HTi是控制幼

虫完成不同运动功能的必要神经网络。
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桔小实蝇脑（包括 GNG）具有 42个 5-HTi细胞体，这与果蝇脑中的细胞体数量相当，

但比螫蝇、丽蝇和麻蝇发现的略少（Nässel & Cantera，1985；Liu & Li，2011）。其中桔小

实蝇颚神经节包含 22个，与丽蝇和麻蝇的数量相同，略高于果蝇中发现的数量。研究表明，

5-HTi参与调控了果蝇的味觉偏好和基于 CPG的取食运动过程（Huser et al.，2012；Schoofs

et al.，2018；Tierney，2020），推测不同数量的 5-HTi可能与适应不同的取食环境有关。

桔小实蝇幼虫脑内视叶，触角叶，侧副叶，颚神经节，下位前脑，腹内侧脑，腹内侧和

上位神经髓等区域含有丰富的 5-HTi神经纤维，但蘑菇体缺乏免疫反应纤维。这些分布模式

与果蝇类似，不同的是果蝇的蕈形体柄内发现少量 5-HT免疫阳性的神经纤维（Huser et al.，

2012），但通过突触蛋白抗体免疫染色并不能标记出桔小实蝇幼虫脑内蕈形体的柄，也未发

现有 5-HTi的分布。本研究共追踪了 6束跨脑中线的神经连合，连接两侧脑半球不同的区域，

这与丽蝇相同，每个神经连合投射的区域相似（Nässel & Cantera, 1985）。类似在棉铃虫

Helicoverpa armigera、草地贪夜蛾 Spodoptera frugiperda和果蝇幼虫中同样发现 6束神经连

合（Tang et al.，2019；Zhang et al.，2022）。

在桔小实蝇幼虫脑内，利用 5-HT抗体标记的细胞体数量要高于 Teng等（2024）利用

基因编辑系统标记 TRH 的结果。TRH 免疫阳性神经元（TRH-IR）细胞体主要位于中央脑

内，约含 14个细胞体，被分为 SP1、SP2 和 LP1 等 3个细胞体簇，而本研究共发现 4个细

胞体簇 20个细胞体。此外，SP1、SP2和 LP1包含的 TRH-IR 细胞体与 5-HTi细胞体在脑内

的分布位置非常相似，推测它们可能存在共定位的现象。在果蝇中色氨酸羟化酶 DTRHn的

表达仅限于 5-HTi神经元内，它们在脑内的分布完全重叠（Neckameyer et al.，2007）。在

颚神经节和胸腹神经节内，缺乏或只存在少量染色较弱的 TRH-IR细胞体，这与本研究利用

5-HT 标记的 5-HTi数量不同，推测可能和研究所采用的方法不同有关。有趣的是 TRH-IR

神经元的神经突起可被清晰标记，这为研究 5-HTi的投射通路和支配区域提供了宝贵的机会，

未来可通过设计桔小实蝇特异性的 TRH单克隆抗体来标记 5-HTi，进而明确全脑 5-HT的神

经网络。

桔小实蝇的神经系统的结构特征及 5-HTi分布模式与其他双翅目蝇类幼虫非常相似，特

别是胸腹神经节内拥有相同的细胞体数量和相似的投射模式，这预示着 5-HT在蝇类幼虫中

发挥着类似的功能，具有相对较高的保守性。目前本研究仅从神经解剖学角度来分析了该生

物胺能神经元的分布，对其具体的功能尚不清楚，但本研究结果可为利用电生理和药理学方

法在目标区域探索幼虫摄食偏好和可塑性等行为的神经机制提供结构基础。
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