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摘要
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为明确金龟子绿僵菌
=(%#&7*>*3.#$*:'

-

"*#(

胞外蛋白酶
IB%G

在绿僵菌侵染飞蝗
?')3:%#.*

/

&#%'&*#

中肠

中的作用#从绿僵菌
HJH##"%<6

菌株转录组中获得并分析了
!&%8

基因全长序列#设计引物对该基因进行了克隆和

原核表达"将表达的
IB%G

蛋白与绿僵菌
HJH##"%<6

混合后饲喂处理#测定了混合物对飞蝗的毒力#并通过荧光定

量
IGV

检测了飞蝗中肠免疫相关基因的表达情况"结果显示#该基因属于绿僵菌类枯草杆菌丝氨酸蛋白酶家族#

全长为
!%!&?

C

#蛋白大小为
S%/\*

"

IB%G

与绿僵菌
HJH##"%<6

混合后可以显著提高对飞蝗的毒力"荧光定量结

果表明#

@(
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($:*$

#

!(&:(
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7'$(

#

A39(

#

6("*:7

#

@&(117

个基因在各处理中表达量均呈现升高趋势#其中
IB%G

蛋白

和绿僵菌混合处理的变化比其他处理组变化快#于第
!

天达到较高水平&绿僵菌处理变化较慢#于第
&

天达到最高

水平"本研究表明#绿僵菌胞外蛋白酶
IB%G

可显著提高绿僵菌毒力#促进绿僵菌侵染速率#为进一步研制和应用

生物制剂防治飞蝗提供理论依据"

关键词
!

绿僵菌&

!

胞外蛋白酶&

!

飞蝗&

!

毒力

中图分类号!

!

:$S&5%!

!!

文献标识码!

!

;

!!

,-!

!

!

%"5%&&<<

"

=

5>-?@5!"%6"S7

:&&9#%"#"-

.

(*(+,-#.*/%0,

+

'(%#',(&*6

$

9'*#694%63

.

1&%('2,3,*0(4,/#

"

5,(&%;')"4%--9-")

8

)+'%"(%<).0

K"JG$%

&

/$%

&

%

$

!

$

!

G)=,(9,(

%

$

!

$

!

G)S+8.%

&

%

$

!

$

!

I"K8(/(%

#

$

!

BJBKH(.%

&Q

8%

%

$

!

$

R"H($%

&

9(%

&

%

$

!

$

!

!FBKK8.%

&?

8%

%

$

!

"

$

!

NOFBKN,+8.

%

$

!

!

%=!"#"$%$

&

'#()*#")*

&+

)*,-).)

/&

)

+

0.#1"2-3$#3$3#14513$6"0$3"3

$

513"-"7"$)

+

0.#1"0*)"$6"-)1

$

89-1$3$

:6#4$;

&

)

+

:

/

*-67."7*#.!6-$16$3

$

,$-

<

-1

/

!

%""%6#

$

89-1#

'

!=!6-$1"-

+

-6>(3$*?#"-)1#14@A

B

$*-;$1"#.!"#"-)1

)

+

0$3"3-1C-.-1D).E#1

/

$.#14

$

F-1-3"*

&

)

+

:

/

*-67."7*$#14E7*#.:

++

#-*3

$

C-.-19)"

!

"!&"""

$

89-1#

'

#=G#"-)1#.:1-;#.H73(#14*

&

!$*?-6$

$

,$-

<

-1

/

!

%""%!7

$

89-1#

"

23(')"4'

!

)%$06,0*$,C

5

/$0,*+,0$/,$-F$"#*9-I-7;#1-3)

B

.-#$(%*+,'(6

&

8*(%-,4*($%$-')673"#;-

/

*#")*-#

$

*+,-8//:/,%

&

*+3,

Q

8,%4,$-0*%8

&

,%,2.3$9*.(%,6-0$'*+,*0.%340(

5

*$',3,

Q

8,%4,3$-F=#1-3)

B

.-#$3*0.(%

)E)##"%<6.%6

5

0(',032,0,6,3(

&

%,6*$4/$%,.%6,C

5

0,33*+,0*%8

&

,%,<R+,$9*.(%,6T0%;

5

0$*,(%2.3'(C,6

2(*+F=#1-3)

B

.-#$)E)##"%<63

5

$0,.%6(*3*$C(4(*

1

*$*+,/$483*2.34+,4D,69

1

83(%

&

9.(*:-,,6(%

&

',*+$6<R+,

,C

5

0,33($%/,>,/$-(%*,3*(%./(''8%,:0,/.*,6

&

,%,3(%/$483*32.36,*,4*,69

1

-/8$0,34,%4,

Q

8.%*(*.*(>,T;A<B;=)

=/.3*0,38/*33+$2,6*+.*0*%8

&

,%,9,/$%

&

,6*$*+,3,0(%,

5

0$*,.3,-.'(/

1

$-F=#1-3)

B

.-#$2(*+.-8///,%

&

*+$-

!%!&9

5

$

.%6(*3

5

0$*,(%3(7,2.3S%DI.<R+,9($.33.

1

0,38/*33+$2,6*+.**+,'(C*80,$-T0%;.%6F=#1-3)

B

.-#$

)E)##"%<64$8/63(

&

%(-(4.%*/

1

(%40,.3,*+,>(08/,%4,*$'=;-

/

*#")*-#<R+,,C

5

0,33($%/,>,/$--(>,

&

,%,32$

+

$13-1

$



$&

卷第
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期 郭隆隆等#绿僵菌胞外蛋白酶
IB%G

诱导飞蝗中肠免疫功能分析
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金龟子绿僵菌
=(%#&7*>*3.#$*:'
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作为一

种广泛存在的昆虫病原真菌能够寄生于多种害虫$

它主要通过穿透昆虫体表进入寄主体内$消耗营养$

产生毒素等方式致死害虫(

%

)

*

W.3AB*

在昆虫体壁

离体诱导培养条件下首次发现了绿僵菌胞外蛋白酶

的活性$并指出菌株的蛋白酶活力与其毒力存在关

系(

!

)

*樊美珍等利用该方法$以马尾松毛虫作为试

虫$测定了球孢白僵菌胞外蛋白酶的产量与毒力的

关系$进一步证实二者之间存在相关性(

#

)

*

:9[A

2

AB

等研究发现$胞外蛋白酶
IB%

作为一组碱性同工

酶(

$

)

$能够作用于昆虫表皮中的天冬氨酸和谷氨酸

的羧基$降解蛋白质(

7

)

$在绿僵菌对昆虫致病力方面

发挥着重要的作用(

&

)

*

:9[A

2

AB

等通过构建超表达

!&%B

基因的菌株$发现其对昆虫的致病力显著高

于野生型菌株(

S

)

'

!&%B

和
!&%;

基因缺失的自发

突变体菌株毒力明显降低(

<

)

*证明
IB%

是绿僵菌中

重要的毒力因子*

e.A4*E*

等研究发现绿僵菌胞外蛋白抽提物经

口饲喂后会引起海灰翅夜蛾
0

-

'1'

-

%(&#"*%%'&#"*:

死亡及中肠结构破坏(

6

)

*本实验室前期研究也发

现$绿僵菌饵剂处理飞蝗$可导致飞蝗中肠微绒毛变

形肿胀+断裂脱落逐渐稀疏(

%"

)

*而饲喂含有绿僵菌

和胰凝乳蛋白酶抑制剂!

LIGW

$

IB%

的抑制剂"的飞

蝗中肠微绒毛结构完整$未发生脱落变形等现

象(

%%

)

*通过测定金龟子绿僵菌
HJH##"%<6

的转录

组发现在该菌株中存在包括
!&%8

在内的多个
!&%

基

因*为明确
!&%8

基因的功能$本研究以金龟子绿僵

菌
HJH##"%<6

为试验材料$从中分离+克隆了胞外蛋

白酶
!&%8

基因$测定了
IB%G

对绿僵菌的增效作用及

其对蝗虫免疫相关基因表达的影响$为进一步明确

其在绿僵菌破坏寄主中肠中的作用奠定了基础*

.

!

材料与方法

.5.

!

供试菌株

金龟子绿僵菌
HJH##"%<6

保存于中国农业科学

院植物保护研究所*在
!<U

条件下$用
I\;]

培

养基培养
%7E

$刮下分生孢子干燥后于
$U

保存*

使用前测定孢子含量及萌发率(

%!

)

$计算活孢子

含量*

.5/

!

供试虫源

试验所用飞蝗
?')3:%#.*

/

&#%'&*#

种群为本实

验室饲养纯化种群*飞蝗卵在人工气候培养箱中孵

化$孵化条件为#温度!

#"j!

"

U

$湿度
&"T

$

[

#

\k

%&@

#

<@

*将同一时间孵化+大小一致的蝗蝻转移

到养虫笼!

&"3)l7"3)l&"3)

"中用新鲜麦苗饲

养*饲养条件#

[

#

\k%&@

#

<@

$温度!

#"j!

"

U

$

相对湿度
&"T

*
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!

培养基

[8

液体培养基#酵母粉
7

2

$胰蛋白胨
%"

2

$氯

化钠
%"

2

$补水定容至
%""")[

$

%!%U

高压灭

菌
%7)+1

*

I\;]

固体培养基#马铃薯!去皮煮汁"

!""

2

$

琼脂
!"

2

$蔗糖
!"

2

$酵母粉
7

2

$补水定容至

%""")[

$

%!%U

高压灭菌
!7)+1

*

萌发培养基#蔗糖
!

2

$琼脂粉
%5<

2

$补水定容

至
%"")[

$

%!%U

高压灭菌
%7)+1

*

菌丝生长培养基#硫酸镁
!

2

$酵母粉
%"

2

$蔗

糖
!"

2

$磷酸氢二钾
7

2

$补水定容至
%""")[

$

%!%U

高压灭菌
%7)+1

*
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!

主要试剂及仪器

试剂主要包括
LB*14_0,Z

C

I,.4VX;W+9

!全

式金"$

IB+)A:3B+

C

9

LJ

HH%49:9B*1E3\X;:

F

19@A4+4

W+9

!

L*W*V*

"$

\[!"""\X; )*B/AB

!

L*W*V*

"$

VX;4

C

+130,.)1

!全式金"$

IB09A+1H40

%

+̂4(L*

2

VA4+1

!全式金"$

LB*14%(L%I@*

2

AVA4+49*19G@A)+(

3*,,

F

G0)

C

A9A19GA,,

!全式金"$无核酸酶水!

;)?+(

01

"$胶回收试剂盒!

;a

F2

A1

"$质粒提取试剂盒!

;a(

F2

A1

"$

'aA#

C

\X;

聚合酶!

L*W*V*

"$氯仿+无水

乙醇+异丙醇+丙三醇!国产分析纯"等*本文所用引

,

#%

,



!"!"

物均由上海生工生物工程股份有限公司合成*

仪器主要包括智能人工气候箱!宁波赛福"$超净

工作台!上海博迅"$东胜龙
'LG(<%%IGV

仪$德国

:+

2

)*#W%7

冷冻离心机$

L̂ _(\

台式恒温振荡器!华

美生化仪器厂"$

Î̀(6"7!J8'

数显电热培养箱!上

海博迅"$

;8HQ*49S7""

荧光定量
IGV

仪等*

.5:

!

!".#

基因克隆与表达

利用菌丝生长培养基培养绿僵菌$使用
LB*1(

4_0,Z

C

I,.4VX;W+9

!全式金"从绿僵菌菌丝中提

取样品总
VX;

$

IB+)A:3B+

C

9

LJ

HH%49:9B*1E3\X;

:

F

19@A4+4W+9

反转录样品
3\X;

*通过上+下游引

物
Q%

#

7i(;LLL;;LYLYG;;;YGGYYLY(#i

和

V%

#

7i(G;Y;LYGLG;YY;GY;Y;;;YL(#i

对

!&%8

基因进行
IGV

扩增*扩增条件为
67U

#)+1

'

67U#"4

$

7<U#"4

$

S!U%)+1#"4

$

#&

个

循环'

S!U%")+1

'

$U

保存*扩增后的目的产物进

行回收$与
C

J\(%6(L'*4

F

载体连接*然后$通过

热激法将连接产物转入
LB*14%(L%I@*

2

AVA4+49*19

G@A)+3*,,

F

G0)

C

A9A19GA,,

感受态细胞$利用氨苄

抗性筛选阳性菌株*阳性克隆经
IGV

检验正确后$

由上海生工生物!北京"公司测序*

从测序确认无误的转化子中提取质粒$并以此

为模板$通过含有
D1(H

和
0#"H

酶切位点的引物

Q!

#

7i(YY;;LLGG;L;LYY;GLYG;;GYYL(

G;G(#i

!

D1(H

"和
V!

#

7i(;GYGYLGY;G;LL(

YLYLGGGGLLLGY;GLG(#i

!

0#"H

"进行
IGV

$扩

增
!&%8

全长基因片段$

IGV

扩增条件为#

67U#)+1

'

67U#"4

$

&"U#"4

$

S!U%)+1#"4

$

#&

个循环'

S!U%")+1

'

$U

保存*将
IGV

产物纯化回收后进

行双酶切!

D1(H

-

0#"H

"$酶切+回收后的片段与

C

'L(!%?

载体进行连接$连接产物转化大肠杆菌

8[!%

!

\'#

"菌株$利用氨苄抗性筛选阳性克隆*从

筛选出的阳性克隆中提取质粒$进行双酶切+

IGV

鉴定*将验证正确的单克隆进行诱导表达$检测目

的蛋白
IB%G

的表达情况*

挑取含有
C

'L(!%?(!&%8

质粒的大肠杆菌单菌

落$

#SU

+

!!"B

-

)+1

+活化培养
%!@

后$吸取
$)[

加入含有
!"")[[8

培养基的三角瓶中$相同条件

下培养
!@

'然后加入
HILY

$终浓度为
"57))0,

-

[

$

!"U

+

%7"B

-

)+1

诱导培养
<@

*

S"""B

-

)+1

离心$

收集菌体*加入
!"))0,

-

[LB+4(̂ G,

!

C

^<5"

"缓

冲液悬浮菌体*在
$""c

$工作
74

$间隔
74

超声破

碎菌体细胞
%7)+1

$获得所需目的蛋白产物*

目的蛋白含量测定采用
8B*ED0BE

考马斯亮蓝方

法$以牛血清白蛋白为标准蛋白$用酶标仪在
7671)

处读取
R\

值$计算样品蛋白含量*

.5;

!

对飞蝗的毒力测定

.5;5.

!

试验处理

试验共设
#

个处理$分别为#

%

"浓度为
%5<)

2

-

)[

的
IB%G

蛋白'

!

"孢子含量
!57l%"

<个-
2

的绿僵菌

HJH##"%<6

'

#

"浓度为
%5<)

2

-

)[

的
IB%G

蛋白
f

孢

子含量
!g7l%"

<个-
2

的金龟子绿僵菌
HJH##"%<6

*

以大肠杆菌
8[!%

!

\'#

"!含有
C

'L(!%?

空载体"诱导

表达的菌体作为空白对照*所有处理和对照都设

7

次重复*

.5;5/

!

饵剂的配制

称取适量麦麸$加入
7T

!

E

-

.

"植物油$混匀*

根据不同处理每克麦麸中绿僵菌孢子粉和
IB%G

蛋

白的含量+绿僵菌孢子粉中孢子含量及萌发率+

IB%G

蛋白溶液的浓度$计算不同处理中所需加入绿

僵菌孢子粉和
IB%G

蛋白的量$进行称量$分别加入

含有植物油的麦麸中$混匀*

$U

保存备用*

.5;50

!

生物测定

将预先饥饿
%!@

的飞蝗
#

龄若虫放入无菌的

塑料筐中!长
l

宽
l

高
k#"3)l%!3)l63)

"$每

筐
#"

头$用已消毒的玻璃板盖好*将混合好的饵剂

按每
#"

头!

%

筐"

$

2

的量盛放在灭菌的培养皿中$

然后放入有蝗虫的塑料筐中$每个处理重复
7

次*

蝗虫取食
!$@

后$将饵剂取出$换成新鲜麦苗*每

天记录蝗虫死亡数和存活数$连续记录
%"E

$计算每

天死亡率和存活率$并绘制存活率折线图*

.5<

!

基因荧光定量检测

按照
%5&5%

相同的处理和重复进行设计$对照

组及处理组取食饵剂
!$@

换成麦苗后开始第
%

次

取样$然后每间隔
%E

取样$共取
$

次*每个重复中

取活虫
%

头$每个处理共取活虫
7

头$切取中肠$

"gS7T

的生理盐水清洗$中肠样品液氮速冻后放于

M<"U

冰箱保存*用
LB*14_0,Z

C

I,.4VX;W+9

!全式金"提取中肠总
VX;

样品$

IB+)A:3B+

C

9

LJ

HH

%49:9B*1E3\X;:

F

19@A4+4W+9

反转录获得
3\X;

$

设计荧光定量
IGV

引物!表
%

"$对飞蝗免疫途径相

关基因
@&(11

+

@(

2

($:*$

+

!(&:(

-

7'$(

+

6("*:7

+

,

$%

,
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诱导飞蝗中肠免疫功能分析

A39(

表达量进行检测$内参选用
!

4#)%*$

*反应程序

为#

67U

预变性
!)+1

'

67U%74

$

7<U%74

$

&<U

#"4

$

$"

个循环*

!

M

##

GL法分析不同处理后飞蝗免

疫基因表达量变化*

表
.

!

本文所用荧光定量
(92

引物

=)>?&.

!

(+$@&+4A4&'B8+

C

2=D(92

基因名称

YA1A1*)A

引物序列!

7i(#i

"

IB+)AB4A

O

.A13A

@&(11 GGLG;;LYLL;GG;;GLGG;

LYYG;LGLY;G;YLY;;LGL

@(

2

($:*$ ;Y;;LYGLGG;GYGGY;;GYG

GGYLGYG;YG;GLLGLGGL;Y

!(&:(

-

7'$( ;LLG;GYG;Y;;;GLGYLG

YGGYG;;L;;YYGL;LYL

6("*:7 G;G;LGGL;G;YG;;GY;;LG

;Y;;G;YG;G;GLY;Y;YLGG

A39( YY;;;G;;GLGYGLY;;;GL

YGLLY;;L;;;YYY;L;YYLGG

#)%*$ YLL;G;;;GLYYY;GY;G;L

;Y;;;YG;G;YGGLY;;L;Y

.5E

!

数据统计与分析

蝗虫存活率计算方法如下#存活率
k

存活数-总

数
l%""T

$存活率统计结果采用
:I::!"5"

软件进

行单因素方差分析$分析结果采用
YB*

C

@I*EIB+4)

&

软件进行图表制作*

/

!

结果与分析

/5.

!

绿僵菌胞外蛋白酶
!".#

基因序列分析

对胞外蛋白酶
!&%8

序列分析结果显示$该基

因序列全长
!%!$?

C

$编码含有
S"S

个氨基酸的蛋

白序列$该基因与类枯草杆菌蛋白酶具有很高的同

源性$达到
6ST

$序列中含有肽酶
:<

家族结构域

!

IA

C

9+E*4A4

.

:<

.

7

"酶家族!丝氨酸蛋白酶家族"结构

域!

IA

C

9+E*4A4

.

:<

"$

$

型分泌型丝氨酸蛋白酶肌球

蛋白 !

9

FC

A

$

4A3BA9+01(*4403+*9AE4AB+1A

C

B09A*4A

)

F

304+1

"$

Q1#

类结构域!

D1#

.

7

"$类
I0:%

蛋白酶相

关结构域等保守结构域!图
%

"*

图
.

!

(+.9

蛋白结构预测分析

F$

G

5.

!

=7&

*

+&'$6%$8")"')")?

H

4$48B(+.9

*

+8%&$"4%+A6%A+&

/5/

!

绿僵菌胞外蛋白酶
(+.9

原核表达载体构建及转化

通过
IGV

从绿僵菌
3\X;

中扩增获得了
!%!$?

C

的
!&%8

基因片段$将其连接到
C

J\(%6(L'*4

F

载

体$获得了
$<%&?

C

的重组质粒
C

J\(%6(L(!&%8

*

以其为模板$采用引物
Q!

+

V!

进行
IGV

扩增$获得

了含有
D1(H

和
0#"H

双酶切位点的
!&%8

基因片

段$经
D1(H

和
0#"H

双酶切后插入到
C

'L(!%?

载

体相应的酶切位点间$获得
S7&S?

C

的重组表达质

粒
C

'L(!%?(!&%8

!图
!

"$然后将质粒转化到大肠杆

菌
8[!%

!

\'#

"中*经氨苄抗性筛选$获得了含有重

组质粒
C

'L(!%?(!&%8

的转化子*从转化子中提取

质粒进行
IGV

和酶切验证$证明插入的目的片段正

确*用
HILY

对目的基因片段进行诱导表达$结果

该转化子可以表达出
S%/\*

的
IB%G

蛋白!图
!

"*

/50

!

绿僵菌
!I!00J.EK

与
(+.9

处理后飞蝗存活

率检测

!!

结果显示$随着时间的延长$飞蝗的存活率整体

呈现逐渐降低的趋势*在对照中$飞蝗的存活率一

图
/

!

L,LD(MNO

凝胶电泳检测大肠杆菌中表达的
(+.9

蛋白

F$

G

5/

!

,&%&6%$8"8B(+.9

*

+8%&$"&P

*

+&44&'$"

$%&'(")&')*&+,)>

H

L,LD(MNO

直维持在较高的水平$从第
%

天到第
%"

天$存活率只

,

7%

,



!"!"

降低了
%"5"T

!存活率为
6"5ST

"*在绿僵菌处理中$

由于绿僵菌的侵染导致飞蝗不断死亡$飞蝗的存活率

逐渐降低$到第
%"

天$降低到
&"5ST

*

IB%G

处理与

绿僵菌处理结果类似$到第
%"

天$飞蝗的存活率降低

到
&#5#T

$二者之间没有显著差异!

!

$

"g"7

"$但与对

照组相比$差异显著 !

!

&

"5""%

"*将绿僵菌与
IB%G

混合后$飞蝗的存活率迅速下降$到第
%"

天降低到只

有
#"5"T

$与其他处理间存在显著差异*

图
0

!

不同处理下飞蝗存活率

F$

G

50

!

LA+#$#)?+)%&48B-+&.%/*0)

1

"*/+")*A"'&+'$BB&+&"%%+&)%@&"%4

/51

!

飞蝗中肠免疫途径下游相关基因检测

荧光定量检测结果!图
$

"显示$飞蝗取食饵剂

后$中肠内
7

个免疫相关基因表达量水平总体呈升

高趋势*绿僵菌处理中$免疫基因在处理后第
!

天

呈现出微弱上升$第
$

天表达量增长较多$到第
&

天时表达量达到最高'

IB%G

蛋白处理组中免疫基

因在处理后第
!

"

$

天表达量与绿僵菌处理组基本

一致$第
$

"

&

天
7

个基因表达量与第
!

"

$

天相比

呈现出稳定的增长趋势$但显著低于其他处理!

!

&

"5"%

"'绿僵菌和
IB%G

蛋白混合处理后$免疫基因在

第
!

天即呈现出较高的表达量$第
!

"

$

天增长最

快$第
$

天
7

个基因表达量与其他处理组相比存在

极显著差异!

!

&

"5""%

"$然而到第
&

天时
7

个基因

表达量明显低于绿僵菌单独处理$可见绿僵菌和

IB%G

蛋白混合处理短时间内能够显著增加绿僵菌

毒力$促进绿僵菌入侵寄主$并能引起寄主强烈的免

疫反应*

图
1

!

绿僵菌胞外蛋白酶
(+.9

处理飞蝗后
:

个免疫途径相关基因在不同时间的相对表达量

F$

G

51

!

2&?)%$#&&P

*

+&44$8"8B:$@@A"&

*

)%73)

H

D+&?)%&'

G

&"&4$"-+&.%/*0)

1

"*/+")*%+&)%&'3$%7

2(/*"')3).0*4)%+

5

,)*(&P%+)6&??A?)+

*

+8%&)4&(+.9)%'$BB&+&"%%$@&

*

8$"%4

0

!

讨论

昆虫的消化道作为其主要的营养消化和吸收场

所$在昆虫的生长发育中起着重要的作用$中肠作为

分泌消化酶+消化食物和吸收养分的主要部位(

%#

)

$

一直以来都受到人们的广泛关注*本文通过体外表

达绿僵菌胞外蛋白酶
IB%G

$并采用人工饲料饲喂的

方式对飞蝗进行处理$结果发现绿僵菌胞外蛋白酶

IB%G

和绿僵菌混合作用的处理中$飞蝗死亡率明显

高于单独处理*并且$绿僵菌胞外蛋白酶单独作用

的处理中死亡率达到了
#&5ST

*曹伟平等采用饲

喂方式处理棉铃虫幼虫的试验发现$球孢白僵菌经

消化道侵染后可导致寄主中肠微绒毛脱落严重$肠

壁组织溶解$表皮下细胞被菌丝侵染等现象(

%$

)

*王

,

&%

,
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正浩通过饲喂飞蝗蛋白酶抑制剂的试验发现$食用

绿僵菌的飞蝗中肠微绒毛结构遭到破坏$加入

LIGW

后的飞蝗中肠微绒毛结构未发生明显的破

坏(

%%

)

*根据这一结果推测飞蝗食用含有绿僵菌胞

外蛋白酶
IB%G

人工饲料后$之所以能够导致飞蝗较

高的死亡率$可能的原因是$取食含有胞外蛋白酶的

人工饲料后$导致飞蝗中肠微绒毛结构脱落$表皮结

构遭到破坏$影响飞蝗正常的取食作用$并影响飞蝗

营养吸收$最终使得飞蝗死亡率升高*由此我们也

可以得出结论$飞蝗在取食了含有绿僵菌和胞外蛋

白酶
IB%G

的人工饲料后的
!

"

#E

内$胞外蛋白酶

破坏中肠微绒毛结构$并导致中肠表皮结构破坏$破

坏后的中肠表面有利于绿僵菌分生孢子的附着$且

分生孢子更容易吸收虫体营养物质$从而促进了绿

僵菌的侵染$这使得绿僵菌和胞外蛋白酶混合使用

的处理组死亡率明显高于其他处理*

L0,,

和免疫缺陷途径!

HJ\

$

+)).1AEAD+3+A13

F

C

*9@-*

F

4

"作为主要的免疫途径$在蝗虫免疫中起重

要作用(

%7%S

)

*绿僵菌在侵染过程中释放毒力因子$

与寄主
IAB4A

C

@01A

蛋白结合$激活
L0,,

途径中
:I'

转变为
:

C

m9>,A

$有活性的
:

C

m9>,A

与
L0,,

受体胞外

域结合从而促进
L0,,

途径的激活$使下游髓样分化

因子!

)

F

A,0+EE+DDABA19+*9+01D*390B<<

$

J

F

\<<

"参与

免疫反应促进
A39(

+

!(""(

基因的表达$并最终导致

核转录因子
%

8

!

DF4

"

;

"相关的转录调控因子
@*

2

的磷酸化反应$促进抗菌肽的表达进而抵抗病原菌

的入侵(

%<

)

*

HJ\

途径作为与
L0,,

途径协同作用的

免疫反应$在病原真菌入侵过程中由寄主防御过程

中大量的活性氧簇!

VR:

"的释放而激活该免疫反

应$

HJ\

途径的激活引发下游死亡相关结构域蛋白

!

F#11

"和死亡相关的类
3AE(#

-

XAEE!

细胞凋亡蛋

白酶!

@&(11

"基因表达$该基因的表达促进核转录

因子
%

8

!

DF4

"

;

"和转录因子
6("*:7

基因表达(

%6

)

$

VA,+4@

的大量表达促进抗菌肽的产生抵抗病原菌的

入侵(

!"!%

)

*防御素!

EADA14+1

"是一种富含半胱氨酸

的肽类物质$拥有抵抗革兰氏阳性菌和参与昆虫抗

菌防御反应的作用(

!!

)

$在昆虫免疫反应中同样也

起到至关重要的作用*在对飞蝗饲喂了含有
IB%G

和绿僵菌的饵剂后$对飞蝗中肠免疫基因的表达量

变化进行检测后发现$在
HJ\

途径中
@&(11

+

6("4

*:7

两个基因表达量均上调$

L0,,

途径中
A39(

+

!(""(

两个基因表达量上调$由此可见在绿僵菌入侵中肠

过程中
L0,,

途径和
HJ\

途径均参与蝗虫中肠的免

疫反应$使得下游免疫基因表达量升高$从而促进

抗菌肽的产生引发蝗虫中肠免疫反应*

本研究表达了绿僵菌胞外蛋白酶
IB%G

$通过人

工饲料饲喂的方式对该蛋白酶作用进行了生物学检

测$并对飞蝗存活率和免疫基因进行了转录水平的

检测$后期还需要深入研究该蛋白在飞蝗免疫中的

作用机制*根据本试验研究结果可以发现$绿僵菌

胞外蛋白酶在对绿僵菌侵染飞蝗的过程中发挥着有

效的促进作用$因此值得进一步开展作用机理及开

发利用研究*
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