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金龟子绿僵菌对黄曲条跳甲体内保护酶活性的影响

蒋春艳

（龙岩市农业科学研究所，福建龙岩　３６４０００）

摘要　为探索绿僵菌对黄曲条跳甲保护酶活性的影响，分别用浓度为１×１０８、２×１０８、４×１０８、８×１０８、１．６×１０９个／ｍＬ

的金龟子绿僵菌ＣＱＭａ４２１孢子悬浮液处理黄曲条跳甲成虫，对侵染后黄曲条跳甲体内超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过

氧化物酶（ＰＯＤ）和过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性进行了研究。结果表明：处理后１２０ｈ内，ＳＯＤ活性先升高后降低，４８ｈ

时ＳＯＤ活性达最高，分别为６９．５、７２．５、７４．５、７５．９、７６．７Ｕ／ｇ，ＳＯＤ活性与孢子悬浮液浓度呈正相关；各处理ＰＯＤ

活性在处理后７２ｈ时开始上升，９６ｈ时活性最高，分别为１０２０、１０６６．６７、１２４０、１０８６．６７、１１６６．６７Ｕ／ｇ，分别为对

照组的３．３３、３．４８、４．０４、３．５４倍和３．８０倍，随后开始下降；ＣＡＴ活性变化总体趋势为上升—下降—上升—下降；３

种酶活性最后都恢复至对照组水平，各处理组最大值间差异显著，且显著高于对照组，表明３种保护酶在黄曲条跳

甲抵御金龟子绿僵菌入侵过程中均做出了应激反应。
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　　生物防治中应用较广的微生物主要有绿僵菌

犕犲狋犪狉犺犻狕犻狌犿ｓｐｐ．、球孢白僵菌犅犲犪狌狏犲狉犻犪犫犪狊狊犻犪狀犪

和蜡蚧轮枝菌犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻狌犿犾犲犮犪狀犻犻等
［１］。绿僵菌属

犕犲狋犪狉犺犻狕犻狌犿Ｓｏｒｏｋｉｎ隶属于真菌门Ｅｕｍｙｃｏｔａ，丝
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孢科Ｈｙｐｈｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ。该属真菌是一类非常重要

的环境微生物［２］，１８７９年 Ｍｅｔｃｈｎｉｋｏｆｆ首先大量繁

殖绿僵菌防治奥地利丽金龟犃狀犻狊狅狆犾犻犪犪狌狊狋狉犻犪犮犪

Ｈｅｒｂｓｔ，此后绿僵菌就成为了害虫微生物防治的主

角之一［３］，并成为生防领域的研究热点之一。绿僵

菌侵染寄主是寄主与病原菌之间生理生化相互作用

的结果［４］，其中包括寄主保护酶类活性发生一定变

化。超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）和

过氧化氢酶（ＣＡＴ）是昆虫体内３种重要的保护酶。

ＳＯＤ几乎存在于所有有氧呼吸的生物体内，是一类

重要的保护酶［１］。但是ＳＯＤ稳定性不高，外界温度

的变化、外源物质的侵入等都易导致ＳＯＤ活性丧

失［１］。ＰＯＤ存在于动植物体的细胞中，主要功能是

催化过氧化物对各种物质的氧化，是一类以过氧化

氢为电子受体的氧化还原酶，可以通过消除毒性物

质和过氧化氢对细胞起到保护的作用［１］。ＣＡＴ催

化细胞内过氧化氢的分解防止其过氧化，从而起到

防御作用，是一种重要的机体保护酶［１］。李世广

等［５］研究了菜青虫犘犻犲狉犻狊狉犪狆犪犲感染金龟子绿僵菌

后体内几种保护酶活性的变化，结果表明，用金龟子

绿僵菌处理后菜青虫体内ＳＯＤ、ＰＯＤ和ＣＡＴ均呈

现先上升后下降的趋势，反映出菜青虫在金龟子绿

僵菌侵染初期防御能力增强，后期降低。王伦等［６］

用印楝素处理的食物喂养光肩星天牛犃狀狅狆犾狅狆犺狅狉犪

犵犾犪犫狉犻狆犲狀狀犻狊成虫，结果表明ＳＯＤ活性呈现先升高

再降低的趋势，在第３天时达到最高，但处理组的酶

活性一直都略高于对照组。宋漳等［７］研究发现马尾

松毛虫犇犲狀犱狉狅犾犻犿狌狊狆狌狀犮狋犪狋狌狊３～４龄幼虫被金龟

子绿僵菌侵染后１～４ｄ，体壁组织以及血淋巴中

ＰＯＤ活性均有明显的减弱趋势。林忠莲等研究发

现磷化氢对谷蠹犚犺狔狕狅狆犲狉狋犺犪犱狅犿犻狀犻犮犪、玉米象

犛犻狋狅狆犺犻犾狌狊狕犲犪犿犪犻狊成虫体内的ＣＡＴ活性有明显的

抑制作用［８］。刘玉娣等［９］用抑太保处理小菜蛾

犘犾狌狋犲犾犾犪狓狔犾狅狊狋犲犾犾犪 幼虫５ｈ后２、３、４龄幼虫的

ＣＡＴ活性降至最低，证明小菜蛾２、３、４龄幼虫的

ＣＡＴ和ＰＯＤ活性与耐药性存在着一定的相关性。

杀虫剂可通过干扰昆虫体内的相关酶活性来扰乱昆

虫的防御体系，使昆虫不能正常代谢，直至死

亡［１０１３］，因此农药对昆虫体内相关酶活性的抑制能

力是衡量其防治效果的重要指标。

黄曲条跳甲犘犺狔犾犾狅狋狉犲狋犪狊狋狉犻狅犾犪狋犪 （Ｆａｂｒｉｃｉｕｓ）

是十字花科蔬菜上的一种重要害虫。目前其在我国

福建、广东和台湾等地大量发生［１４］，阻碍蔬菜正常

生长或影响其品质，造成一定经济损失。由于黄曲

条跳甲成虫善于跳跃，极易躲避杀虫剂，造成防效下

降。农民为了控制该虫的为害，加大用药量，增加用

药频率，从而加速了其抗药性的产生和发展。绿僵

菌是对黄曲条跳甲有高致病力的病原菌［１５］。由于

绿僵菌侵染率高，对人畜环境安全，且可大量繁殖，

可作为防治黄曲条跳甲的生防菌。目前有关绿僵菌

侵染昆虫后昆虫体内保护酶活性变化方面的研究也

有不少，而金龟子绿僵菌侵染黄曲条跳甲后保护酶

活性方面的研究少见报道。本研究通过测定金龟子

绿僵菌ＣＱＭａ４２１处理黄曲条跳甲后其体内保护酶

活性的变化，探讨黄曲条跳甲与金龟子绿僵菌相互

作用机理，为寻找黄曲条跳甲抗药性治理措施，延缓

其抗性发展，及黄曲条跳甲绿色防控提供一定理论

依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　供试虫源

黄曲条跳甲成虫从福建省龙岩市蔬菜种植基

地和龙岩市农业科学研究所植保室蔬菜大棚中十

字花科蔬菜上采集，蔬菜种植基地在采集黄曲条跳

甲前至少１５ｄ未喷施农药，植保研究室蔬菜大棚

中蔬菜播种后未喷施农药。采集的成虫于室内以

新鲜未施用药剂的‘上海青’叶片饲养７２ｈ，饥饿

２ｈ以上再进行药剂处理，‘上海青’（隆之喜种业

有限公司生产）种植于龙岩市农业科学研究所植保

室大棚。

１．１．２　供试药剂及试剂

８０亿孢子／ｍＬ金龟子绿僵菌ＣＱＭａ４２１可分

散油悬浮剂（ＯＤ），重庆聚立信生物工程有限公司生

产。超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）试剂盒、过氧化物酶

（ＰＯＤ）试剂盒、过氧化氢酶（ＣＡＴ）试剂盒均为苏州

科铭生物技术有限公司产品。

１．１．３　真菌分离及分生孢子悬浮液配制

将金龟子绿僵菌ＣＱＭａ４２１可分散油悬浮剂接

入ＰＤＡ培养基，放入培养箱于（２５±１）℃和Ｌ∥Ｄ＝

１２ｈ∥１２ｈ下培养并进行多次分离纯化。纯化后的

金龟子绿僵菌经培养产孢后，将分生孢子粉刮下，用

含０．１％吐温 ８０的无菌水，配成１．６×１０９个／ｍＬ

孢子悬浮液，待用。
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１．２　方法

１．２．１　试虫处理

采用浸叶法处理试虫。金龟子绿僵菌 ＣＱ

Ｍａ４２１孢子悬浮液用无菌水配制成５个浓度，即１

×１０８、２×１０８、４×１０８、８×１０８、１．６×１０９ 个／ｍＬ。

将新鲜、未施用任何药剂的‘上海青’叶片在孢子悬

浮液中浸渍约１５ｓ后取出，自然晾干后置于透明塑

料瓶中，每瓶接入２００头左右虫龄、大小一致的黄曲

条跳甲成虫，用８０目防虫网封口，置于温度（２５±

１）℃、相对湿度７０％～８０％，光周期Ｌ∥Ｄ＝１４ｈ∥

１０ｈ的人工气候箱内，以含０．０１％吐温 ８０无菌水

作空白对照，分别于２４、４８、７２、９６ｈ和１２０ｈ时取出

活虫大约０．１ｇ，放入冰箱冷冻用于酶活性测定。

１．２．２　酶液制备

准确称取０．１ｇ试虫放入研磨杯中，加入

１ｍＬ酶提取液，冰浴下进行组织匀浆。于４℃下，

８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液作为酶源，置于

冰上待测。

１．２．３　酶活性测定

超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、

过氧化物酶（ＰＯＤ）活性测定均按试剂盒说明书进

行。ＳＯＤ活性测定：将９０μＬ待测酶液和各测试试

剂按顺序加入测定管中充分摇匀，室温静置３０ｍｉｎ

后加入１ｍＬ玻璃比色皿中，测定各管５６０ｎｍ下吸

光度；ＰＯＤ活性测定：工作液在２５℃恒温水浴锅中

预热１０ｍｉｎ以上，将５０μＬ待测酶液和９５０μＬ工

作液加入１ｍＬ玻璃比色皿中混匀，测定４７０ｎｍ下

１ｍｉｎ时和２ｍｉｎ后的吸光度，将每毫升反应体系

中每分钟ＯＤ４７０变化０．０１定义为１个酶活力单位；

ＣＡＴ活性测定：将工作液在２５℃恒温水浴锅中预

热１０ｍｉｎ，将３５μＬ待测酶液和１ｍＬ工作液加入

１ｍＬ石英比色皿中混匀，室温下立即测定

２４０ｎｍ下初始吸光度和１ｍｉｎ后的吸光度，将每

克组织每分钟催化１ｎｍｏｌＨ２Ｏ２降解定义为１个

酶活力单位。

１．３　数据处理

试验结果采用Ｅｘｃｅｌ２００７进行数据统计，数据

以平均值±标准误差表示；ＤＰＳ软件进行方差分析

和Ｔｕｋｅｙ法多重比较进行差异显著性分析，利用

Ｅｘｃｅｌ２００７作出酶活性图表。

２　结果与分析

２．１　金龟子绿僵菌对黄曲条跳甲体内犛犗犇活性的

影响

　　由图１可得出，不同浓度金龟子绿僵菌ＣＱ

Ｍａ４２１处理黄曲条跳甲成虫后，其体内ＳＯＤ活性出

现不同程度的变化。１２０ｈ内，各浓度处理后，ＳＯＤ

活性都呈现先升高后降低的趋势，在４８ｈ时ＳＯＤ

活性显著增强，与其他时间点测得的活性值差异显

著（犘＜０．０５），到１２０ｈ时恢复到接近２４ｈ时的活

性，而空白对照组在测定期间ＳＯＤ活性差异不显

著，处于动态平衡状态。

图１　金龟子绿僵菌处理黄曲条跳甲后体内犛犗犇活性变化
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２０２２

　　不同浓度金龟子绿僵菌ＣＱＭａ４２１处理后，同

一时间点测得的黄曲条跳甲ＳＯＤ活性不同。各处

理组在２４ｈ时ＳＯＤ活性略低于对照，对照组为

６２．２３Ｕ／ｇ，处理组按处理浓度由低到高其ＳＯＤ活

性分 别 为 ６０．６３、５８．６、６０．３７、６０．０３ Ｕ／ｇ 和

５９．１Ｕ／ｇ，各处理组间差异不显著。４８ｈ时各处

理浓度下ＳＯＤ活性都显著高于对照，处理浓度越

高，ＳＯＤ活性越高，其中浓度１．６×１０９ 个／ｍＬ金

龟子绿僵菌ＣＱＭａ４２１处理后黄曲条跳甲ＳＯＤ活

性达７６．６７Ｕ／ｇ，为对照组的１．２１倍，各处理间存

在显著差异（Ｐ＜０．０５）。７２ｈ开始ＳＯＤ活性出现

下降趋势，到１２０ｈ时各处理组ＳＯＤ活性回到对

照水平。

２．２　金龟子绿僵菌对黄曲条跳甲体内犘犗犇活性的

影响

　　金龟子绿僵菌ＣＱＭａ４２１孢子悬浮液处理黄

曲条跳甲后７２ｈ内不同浓度处理在同一时间点测

得的ＰＯＤ活性差异不显著，且同一浓度处理的

ＰＯＤ活性随时间也没有显著变化，但处理后９６ｈ

时各处理组ＰＯＤ活性均达到峰值，即浓度１×

１０８、２×１０８、４×１０８、８×１０８、１．６×１０９ 个／ｍＬ孢

子悬 浮 液 处 理 后 ＰＯＤ 活 性 分 别 为 １０２０、

１０６６．６７、１２４０、１０８６．６７Ｕ／ｇ和１１６６．６７Ｕ／ｇ，

显著高于其他时间的ＰＯＤ活性，也显著高于对照

的ＰＯＤ活性（３０６．６７Ｕ／ｇ），分别为对照的３．３３、

３．４８、４．０４、３．５４倍和３．８０倍；到１２０ｈ时ＰＯＤ

活性恢复到对照水平。对照组１２０ｈ内ＰＯＤ活性

较稳定，各时间点无显著差异（图２）。

２．３　金龟子绿僵菌对黄曲条跳甲体内犆犃犜活性的

影响

　　金龟子绿僵菌侵染后，黄曲条跳甲体内ＣＡＴ活

性总体表现为先上升并在处理后１２０ｈ时恢复至正

常水平，对照组在不同时间ＣＡＴ活性差异不显著。

各处理组ＣＡＴ活性随时间变化差异较大。１×１０８、

２×１０８、４×１０８个／ｍＬ处理在４８ｈ，８×１０８个／ｍＬ

和１．６×１０９个／ｍＬ处理在７２ｈＣＡＴ活性上升达

到最大值，其中８×１０８ 个／ｍＬ金龟子绿僵菌处理

后，ＣＡＴ活性由４８ｈ的１０７．５２ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｇ），上

升到７２ｈ的１１６．９６ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｇ），为同时间对照

的１．１３倍，随后降低；９６ｈ时，浓度为１×１０８、２×

１０８、４×１０８个／ｍＬ处理组ＣＡＴ活性较７２ｈ有所升

高；１２０ｈ时，各处理组ＣＡＴ活性均降低（图３）。

图２　金龟子绿僵菌处理黄曲条跳甲后体内犘犗犇活性变化
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　　金龟子绿僵菌处理后２４ｈ，黄曲条跳甲ＣＡＴ

活性略高于对照；４８ｈ时ＣＡＴ活性开始上升，除

浓度为８×１０８个／ｍＬ外，其他处理组都显著高于

对照；７２ｈ时浓度为８×１０８和１．６×１０９个／ｍＬ处

理组显著高于其他处理和对照（犘＜０．０５），

１２０ｈ时所有处理组ＣＡＴ活性下降，除浓度为１．６

×１０９ 个／ｍＬ外，其他处理组ＣＡＴ活性与对照

相当。
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图３　金龟子绿僵菌处理黄曲条跳甲后体内犆犃犜活性变化
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３　结论与讨论

昆虫细胞内活性氧的产生与清除主要靠ＳＯＤ、

ＰＯＤ和ＣＡＴ三者协调调控，当昆虫受到外界各种

胁迫时可以诱导昆虫体内这３种保护酶含量升高，

协同调控作用使活性氧处于动态平衡状态，以降低

活性氧自由基对机体的伤害，维持昆虫正常生长发

育。黄训兵等研究了４种植物源化合物对亚洲小车

蝗犗犲犱犪犾犲狌狊犪狊犻犪狋犻犮狌狊保护酶活性的影响，结果显示

保护酶活性均与对照差异显著［１６］；宋程飞等研究了

绿薄荷犕犲狀狋犺犪狊狆犻犮犪狋犪茎、叶乙醇提取物对小菜蛾

幼虫３种保护酶的影响，结果表明，随着提取物作用

时间的增加，小菜蛾体内３种保护酶活性均表现为

先升高后下降［１７］；张胜兰等研究了蝉花犐狊犪狉犻犪犮犻犮犪

犱犪犲ＳＬＧＹ２对斜纹夜蛾犛狆狅犱狅狆狋犲狉犪犾犻狋狌狉犪生长发

育及体内保护酶活性的影响，结果表明，斜纹夜蛾在

抵御蝉花ＳＬＧＹ２侵染过程中，虫体内３种保护酶

均出现应激反应，且随着菌株孢子浓度增加，酶活性

逐渐上升，但最终表现为下降［１８］；李会平等测定了

桑天牛犃狆狉犻狅狀犪犵犲狉犿犪狉犻幼虫感染白僵菌后体内主

要保护酶活性的变化，结果表明，桑天牛幼虫感染白

僵菌后，体内ＳＯＤ、ＰＯＤ和ＣＡＴ活性在接种初期迅

速提高，但在接种后期均出现不同程度下降［１９］。

本文研究不同浓度金龟子绿僵菌处理黄曲条跳

甲不同时间对ＳＯＤ、ＰＯＤ和ＣＡＴ活性的影响，结果

表明，金龟子绿僵菌处理后黄曲条跳甲体内ＳＯＤ、

ＰＯＤ和ＣＡＴ的活性均有升高，并出现一定的变化

规律。黄曲条跳甲取食处理叶片后，２４ｈ内金龟子

绿僵菌孢子还未萌发，ＳＯＤ活性与对照组相差不

大，或低于对照；随着取食时间增加，孢子萌发并在

黄曲条跳甲体内繁殖，Ｏ２浓度增加，虫体内的ＨＯ－

浓度增加，虫体迅速作出免疫防卫反应，４８ｈ时

ＳＯＤ为被激活且活性明显上升，以减轻过氧离子对

虫体的毒害，随后金龟子绿僵菌在虫体内大量繁殖，

使得ＳＯＤ合成受到抑制，自我防卫能力迅速下降，

表现为ＳＯＤ活性急剧下降，１２０ｈ时回到正常水平。

前期可能由于金龟子绿僵菌产生的毒素少，ＰＯＤ活

性在７２ｈ内上升很缓慢，随着金龟子绿僵菌孢子在

体内大量繁殖，毒素急剧增加，机体迅速启动免疫系

统使ＰＯＤ活性快速上升，以维持机体正常生理功

能，９６ｈ到达最高值，随着毒素在体内越集越多，使

得ＰＯＤ合成受阻，活性逐渐下降。金龟子绿僵菌处

理４８～７２ｈ时，黄曲条跳甲ＣＡＴ活性上升到最高，

但最终不敌金龟子绿僵菌在体内的生长和增殖速度，

所以侵染后期ＣＡＴ活性逐渐下降，最终黄曲条跳甲

走向死亡，低浓度处理组ＣＡＴ活性出现了一定的反

弹，这可能是昆虫抵御有毒物质的抗性反应，生产上

我们应该再施一次药，或者增加处理浓度，以提高防

治效果。本文结果与前人研究结果基本一致。可见，

这３种保护酶在黄曲条跳甲抵抗绿僵菌引起的氧化

胁迫中发挥了重要作用。本试验初步分析了金龟子

绿僵菌ＣＱＭａ４２１对黄曲条跳甲３种保护酶活性的影

响，其对黄曲条跳甲的生防潜力还需进一步研究。

（下转１５７页）
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