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菜青虫感染金龟子绿僵菌后体内几种

保护酶活性的变化

李世广，　窦婷婷，　付小伶，　刘祝琴，　何　超

（安徽农业大学植物保护学院，合肥　２３００３６）

摘要　为了明确菜青虫感染金龟子绿僵菌后体内的防御机制，采用分光光度法测定了菜青虫被金龟子绿僵菌感染

后体内保护酶活性的变化。结果表明，用金龟子绿僵菌处理后菜青虫体内超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化物酶

（ＰＯＤ）和过氧化氢酶（ＣＡＴ）均呈现先上升后下降趋势，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。其中，ＳＯＤ、ＰＯＤ和ＣＡＴ活力分别在接种后３６、２４和４８ｈ达到高峰，说明菜青虫在抵抗金龟子绿僵菌侵

染过程中，首先发生作用的保护酶是ＰＯＤ，随后为ＳＯＤ，而ＣＡＴ是最后发生作用的保护酶。
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的幼虫，是十字花科植物的重要害虫，除啃食叶肉为

害之外，还可引起软腐病的流行，危害十分严重［１］。

目前，我国对于农业害虫的防治还集中于化学

防治上，但大量化学农药的使用已经使得环境不堪

重负，在害虫产生抗药性的同时，大量的农药残留也

对人类自身的健康产生极大的威胁。因此，寻找能

够有效防治农业害虫的生物方法显得尤为重要。绿

僵菌［犕犲狋犪狉犺犻狕犻狌犿 （Ｍｅｔｓｃｈ．）Ｓｏｒｏｋｉｎ］是一类广谱

性虫生真菌，能侵染２００多种农林害虫，对人、畜、作

物安全［２３］。国内外运用绿僵菌防治农业害虫的研

究已有不少报道［４］，有关昆虫保护酶的研究报道也

有很多，但大多数还集中在昆虫保护酶与昆虫抗药

性关系之间的研究［５７］。关于昆虫病原真菌与昆虫

保护酶关系的研究也略有报道［８１０］。而被绿僵菌侵

染后菜青虫体内保护酶活性变化尚未见报道。

以往的研究表明，菜青虫体内存在着超氧化物

歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ，ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ｃａｔａｌａｓｅ，

ＣＡＴ）和过氧化物酶（ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＰＯＤ）等保护酶。

当昆虫病原真菌附着在菜青虫体壁，菌丝进入血腔

后，菜青虫会启动机体内的保护酶系统进行防御，即

菜青虫体内的ＳＯＤ、ＣＡＴ和ＰＯＤ三者协同作用，使
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自由基维持在一个较低的水平，从而维持其正常的生

理活动［１１］。作者利用筛选出的对菜青虫致病力较高

（校正死亡率为９６．４％，僵虫率达８４．１％，ＬＴ５０为２ｄ，

尚未发表）的金龟子绿僵菌Ｍａ６０菌株，研究了被该菌

株侵染后菜青虫体内几种保护酶活力的变化，旨在为

菜青虫的生物防治工作提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　供试菌株

金龟子绿僵菌 Ｍａ６０菌株，由安徽农业大学植

物保护学院生物防治研究室提供。

１．２　供试虫源

菜青虫采自安徽农业大学农翠园，将其放在安

徽农业大学植保学院大棚温室内的白菜上饲养，待

成虫产卵孵化后转为室内盆栽白菜饲养，选取健康

活泼的４龄幼虫供试。

１．３　真菌分生孢子悬浮液配制

将Ｍａ６０菌株接种于ＰＤＡ培养基平板上，在 （２５

±１）℃ 条件下培养１０ｄ，待真菌充分产生孢子后，将

分生孢子粉刮到盛有１０ｍＬ０．１％Ｔｗｅｅｎ８０湿润剂

的试管中，在涡旋混匀器上充分振荡３０ｍｉｎ，用血球

计数板计数，配制成孢子含量１．０×１０８个／ｍＬ的分

生孢子悬浮液。

１．４　金龟子绿僵菌对菜青虫的侵染试验

将２０头４龄菜青虫放入培养皿中，用简易喷雾

器将含０．１％Ｔｗｅｅｎ８０的１．０×１０８个／ｍＬ的金龟

子绿僵菌孢子悬浮液均匀地喷在试虫体表，待虫体

晾干后，放入装有白菜叶片的培养皿中，以无菌的

０．１％吐温－８０溶液为对照，每处理重复３次，置于

温度２２℃、相对湿度９０％左右、光周期Ｌ∥Ｄ＝１４ｈ

∥１０ｈ的恒温光照培养箱内。分别于接菌后１２、

２４、３６、４８、６０、７２ｈ取样，备用。

１．５　酶液的制备

试虫先用生理盐水漂洗２～３次，并用滤纸去除

体表水分。准确称量试虫重量，按１∶９（Ｗ／Ｖ）加入经

过遇冷处理的生理盐水，在冰浴中进行研磨，制成

１０％组织匀浆液，在４℃下２５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，

取上清液作为待测酶液，放入－２０℃冰箱内储藏

备用。

１．６　酶活性的测定

酶液蛋白含量、ＳＯＤ、ＰＯＤ和ＣＡＴ活性测定均

按照南京建成生物工程研究所的试剂盒说明书进

行。每处理均重复３次，求平均值。

１．７　数据处理

采用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００３进行数据统计和图表绘

制。采用ＤＰＳ７．０５进行方差分析，Ｄｕｎｃａｎ新复极差法

比较差异显著性。图中数据用平均值±标准误表示。

２　结果与分析

２．１　菜青虫体内犛犗犇活性的变化

经金龟子绿僵菌处理后菜青虫体内ＳＯＤ活性变

化如图１所示，测定期间对照组菜青虫体内不同时间

的ＳＯＤ比活力差异不显著。但处理组不同时间的

ＳＯＤ比活力差异极显著（犘＜０．０１），在接菌后１２ｈ时

略低于对照，随后逐渐升高，到３６ｈ达到最高峰，显著

高于对照组，酶的比活力为同期对照组的１．６倍。感

染３６ｈ之后体内ＳＯＤ活力急剧下降，６０ｈ及７２ｈ显

著低于对照组，分别为对照组的０．８３和０．６０倍。表

明菜青虫被金龟子绿僵菌侵染后１２ｈ，孢子还未萌

发，菌丝未侵入体内，所以表现为１２ｈ时处理组与对

照组之间差异不显著。而在接菌后２４～３６ｈ，Ｏ２浓

度增加，导致虫体内的ＨＯ－浓度大量增加，表现为

ＳＯＤ活力明显上升，以减轻过氧离子对虫体的毒害。

在感染后期，可能是受金龟子绿僵菌在虫体内大量繁

殖的影响，使得ＳＯＤ的合成受到抑制，自身防卫能力

下降，表现为ＳＯＤ活力急剧下降并低于正常虫体。

图１　感染金龟子绿僵菌后４龄菜青虫体内

犛犗犇活性的变化
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２．２　菜青虫体内犘犗犇活性的变化

经金龟子绿僵菌处理后菜青虫体内ＰＯＤ活性

的变化如图２所示，在接菌后７２ｈ内，对照组菜青

虫体内的ＰＯＤ活性无显著变化。而处理组的ＰＯＤ

活性呈先升高后下降趋势。其中，菜青虫在染菌后

１２ｈ，其体内ＰＯＤ比活力与对照组无显著差异；

ＰＯＤ活性在接菌后２４ｈ时达到最大，显著高于对照

组，为对照组的１．３４倍；随后缓慢下降，在接菌后

３６～４８ｈ，处理组比活力仍显著高于对照组，随后急

剧下降，染菌７２ｈ后达到最低，显著低于对照组酶

活力。说明菜青虫被金龟子绿僵菌侵染后，其体内

可能产生具有毒性的氧化物质，从而启动免疫系统

合成ＰＯＤ，以维持其正常的生理功能；但在接菌第

２４ｈ后，由于金龟子绿僵菌菌丝在菜青虫体内开始

萌发，使ＰＯＤ合成受到影响，从而表现为ＰＯＤ活性

逐渐下降。

图２　感染金龟子绿僵菌后４龄菜青虫体内

犘犗犇活性的变化
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２．３　菜青虫体内犆犃犜活性的变化

经金龟子绿僵菌处理后菜青虫体内ＣＡＴ活性的

变化如图３所示，对照组菜青虫随着虫体的生长发育

ＣＡＴ活性无显著变化。而处理组的ＣＡＴ活性在接菌

后变化较大。接菌后１２～２４ｈ，菜青虫ＣＡＴ活性与对

照相比，无显著差异。从接菌后２４ｈ开始，ＣＡＴ活力

显著上升，由２０．３７４Ｕ／ｍｇ上升至２６．７９８Ｕ／ｍｇ，随后

缓慢上升至３０．６８７Ｕ／ｍｇ（４８ｈ），达到最高峰，为对照

组的１．５５倍。但在接菌４８ｈ后缓慢下降，直至７２ｈ

时略低于对照，且差异不显著。表明在金龟子绿僵

菌侵染初期，菜青虫体内组织暂时未受到侵染，因而

ＣＡＴ的活力没有发生明显的变化；而在侵染后期，

虫体组织遭受严重侵染，因此菜青虫体内的ＣＡＴ活

性提高以抵御病原菌对虫体产生的毒害；但由于金

龟子绿僵菌在虫体内的生长繁殖速度很快，最终超

出其抵御能力，导致菜青虫的ＣＡＴ活力逐渐下降。

图３　感染金龟子绿僵菌后４龄菜青虫体内

犆犃犜活性的变化

犉犻犵．３　犆犺犪狀犵犲狊狅犳犆犃犜犪犮狋犻狏犻狋犻犲狊犻狀狋犺犲４狋犺

犻狀狊狋犪狉狅犳犘犻犲狉犻狊狉犪狆犪犲犾犪狉狏犪犲犻狀犳犲犮狋犲犱犫狔

犕犲狋犪狉犺犻狕犻狌犿犪狀犻狊狅狆犾犻犪犲

３　讨论

昆虫在遭受一些逆境条件胁迫时，体内正常活

性氧平衡系统会遭到一定的破坏，使自由基浓度升

高，并导致虫体受到伤害［１２１３］。而昆虫体内的保护

酶系统在消除昆虫体内过量的氧自由基方面起到重

要的作用。如昆虫体内的ＳＯＤ能清除超氧自由基

（Ｏ－２）而形成对机体产生毒害作用的Ｈ２Ｏ２，而Ｈ２Ｏ２

又可在ＰＯＤ和ＣＡＴ的催化下被清除，三者协同作

用可使自由基的产生与清除处于一种动态平衡状

态，从而维持昆虫体内正常的生理活动［１４］。

本试验结果表明，菜青虫被金龟子绿僵菌侵染

后体内的ＳＯＤ、ＰＯＤ和ＣＡＴ酶活性均呈现先升高

后降低趋势。这与李会平等［９］、姬国红等［１５］的报道

一致。表明金龟子绿僵菌能有效地干扰菜青虫体内

保护酶的活性，出现这种结果，可能是由于菜青虫被

金龟子绿僵菌侵染后，其体内产生有毒的氧化物质，

从而刺激虫体免疫系统合成相应的保护酶，以抵御

有毒物质对虫体的毒害，进而维持昆虫体内正常的

生理活动；而随着感染时间的延长，金龟子绿僵菌在

虫体内大量繁殖，破坏了虫体组织，菜青虫保护酶的

·５３１·
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合成机制受到限制，清除自由基的能力降低，或者是

由于感病虫体内自由基过多，自由基产生与清除之

间失去平衡，从而引起昆虫发病甚至死亡。从试验

结果来看，ＳＯＤ、ＰＯＤ和ＣＡＴ活力分别在感染后

３６、２４和４８ｈ达到最高峰，说明菜青虫体内的保护

酶在对金龟子绿僵菌的免疫过程中，首先发生作用

的保护酶是ＰＯＤ，随后为ＳＯＤ，而ＣＡＴ是最后发生

作用的保护酶。

综上所述，用金龟子绿僵菌侵染菜青虫，能诱导

其体内保护酶的活性发生变化，对菜青虫的生物防

治具有一定的意义。本文为探明被金龟子绿僵菌感

染后菜青虫体内的防御机制提供了一定的理论依

据，但是为了更好地研究金龟子绿僵菌对菜青虫的

作用机制及菜青虫体内保护酶的作用方式，还需从

分子角度对其进行深入探究。
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