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摘要： Ｓｅｒｐｉｎｓ 是东亚飞蝗 Ｌｏｃｕｓｔａ ｍｉｇｒａｔｏｒｉａ ｍａｎｉｌｅｎｓｉｓ 体内具有免疫调节功能的一类丝氨酸蛋白酶抑制剂。 前期研

究发现 Ｓｅｒｐｉｎ１ 能够降低绿僵菌 Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍ 对蝗虫的杀虫效果， 本研究旨在从酶学角度明确 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白抑制绿僵

菌毒力的原因， 进一步揭示 Ｓｅｒｐｉｎｓ 的功能与作用机制。 本实验采用饵剂饲喂的方法进一步明确 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白对绿

僵菌侵染东亚飞蝗的抑制效果； 测定绿僵菌侵染东亚飞蝗过程中， 添加 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白对东亚飞蝗体内保护酶 （超
氧化物歧化酶 ＳＯＤ、 过氧化物酶 ＰＯＤ、 酚氧化酶 ＰＯ）、 解毒酶 （多功能氧化酶 ＭＦＯ、 谷胱甘肽转移酶 ＧＳＴｓ、 乙

酰胆碱酯酶 ＡｃｈＥ） 共 ６ 种酶的影响， 以明确 Ｓｅｒｐｉｎ１ 对东亚飞蝗酶学免疫的调节作用。 结果表明， Ｓｅｒｐｉｎ１ 能够显

著降低绿僵菌对蝗虫的杀虫效果； 将 Ｓｅｒｐｉｎ１ 与绿僵菌混合后处理东亚飞蝗， １２ ｄ 后其死亡率为 ６３. ５％ ， 显著低

于绿僵菌单独处理 （死亡率为 ８０. ６％ ）。 酶活测定结果显示， 将绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ 与 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白混合处理后， 与

绿僵菌处理组相比， 东亚飞蝗体内保护酶 ＳＯＤ 和 ＰＯ 的活力总体表现为上调， 而 ＰＯＤ 的活力呈现降低的趋势； 解

毒酶 ＭＦＯ、 ＧＳＴｓ 的活性呈现升高趋势， ＡＣｈＥ 的活力呈现先升高后降低的趋势。 上述结果表明， Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白能够

增强东亚飞蝗体内解毒酶和保护酶的活性， 提高东亚飞蝗的酶学免疫， 增强对绿僵菌侵染的抵御能力， 从而降低

东亚飞蝗的死亡率。 本研究为进一步揭示 Ｓｅｒｐｉｎｓ 的功能提供了参考。
关键词： 东亚飞蝗； Ｓｅｒｐｉｎ１； 绿僵菌； 保护酶； 解毒酶

中图分类号： Ｑ９６３； Ｓ４３３　 　 　 　 　 文献标识码： Ａ　 　 　 　 文章编号： １６７４ － ０８５８ （２０２１） ０６ － １４７６ － ０９

基金项目： 现代农业产业技术体系 （ＣＡＲＳ⁃３４⁃０７Ｂ）； 中国农业科学院国际农业科学计划 （ＣＡＡＳ⁃ＺＤＲＷ２０２１０８）； 中央级科研院所基本科研

业务费专项 （Ｓ２０２１ＸＭ０１， Ｓ２０２０ＸＭ１７， Ｙ２０２０ＸＣ１８）
作者简介： 李贝贝， 女， １９９４ 年生， 河北邢台人， 硕士研究生， 研究方向为生物防治， Ｅ － ｍａｉｌ： ｂｅｉ９９６６３３＠ １６３. ｃｏｍ
∗通讯作者 Ａｕｔｈｏｒ ｆｏｒ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ： 王广君， 男， 博士， 副研究员， 主要研究方向为草原害虫的生物学与防控技术研究， Ｅ － ｍａｉｌ：
ｗａｎｇｇｕａｎｇｊｕｎ＠ ｃａａｓ. ｃｎ
收稿日期 Ｒｅｃｅｉｖｅｄ： ２０２０ － ０９ － １１； 接受日期 Ａｃｃｅｐｔｅｄ： ２０２１ － ０１ － ０９

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｓｅｒｐｉｎ１ ｏｎ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｏｆ
Ｌｏｃｕｓｔａ ｍｉｇｒａｔｏｒｉａ ｍａｎｉｌｅｎｓｉｓ
ＬＩ Ｂｅｉ⁃Ｂｅｉ１，２， ＴＩＡＮ Ｙｅ１，３， ＹＡＮ Ｄｕｏ⁃Ｚｉ１，２， ＬＩ Ｈｏｎｇ⁃Ｍｅｉ４， ＣＡＯ Ｇｕａｎｇ⁃Ｃｈｕｎ１， ＬＩＵ Ｍｉｎｇ⁃Ｎａ１， ＺＨＡＮＧ
Ｚｅ⁃Ｈｕａ１，２， ＷＡＮＧ Ｇｕａｎｇ⁃Ｊｕｎ１，２∗ （１. Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｄｉｓｅａｓｅｓ ａｎｄ Ｉｎｓｅｃｔ Ｐｅｓｔｓ ／ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ
Ｐｌａｎｔ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ， Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００８１， Ｃｈｉｎａ； ２. Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
Ｏｂｓｅｒｖｉｎｇ ａｎｄ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｓｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｅｓｔｓ ｉｎ Ｘｉｌｉｎｇｏｌ Ｒａｎｇｅｌａｎｄ， Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｒｕｒａｌ
Ａｆｆａｉｒｓ ／ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｂａｓｅ ｆｏｒ Ｇｒａｓｓｌａｎｄ Ｐｅｓｔｓ Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ａｎｄ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｉｎ Ｉｎｎｅｒ
Ｍｏｎｇｏｌｉａ， Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ ａｎｄ Ｇｒａｓｓｌａｎｄ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ， Ｘｉｌｉｎｈｏｔ ０２６０００， Ｉｎｎｅｒ Ｍｏｎｇｏｌｉａ， Ｃｈｉｎａ；



６ 期 李贝贝等： 丝氨酸蛋白酶抑制剂 Ｓｅｒｐｉｎ１ 对东亚飞蝗酶学免疫的影响

３. Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ， Ｈｅｂｅｉ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｂａｏｄｉｎｇ ０７１００１， Ｈｅｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｃｈｉｎａ；
４. ＭＡＲＡ⁃ＣＡＢＩ Ｊｏｉｎｔ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｂｉｏ⁃ｓａｆｅｔｙ， Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ， Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ
Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １００１９３， Ｃｈｉｎａ）
Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｓｅｒｐｉｎｓ ａｒｅ ａ ｃｌａｓｓ ｏｆ ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｔｈａｔ ｐｅｒｆｏｒｍ ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｌｏｃｕｓｔａ
ｍｉｇｒａｔｏｒｉａ ｍａｎｉｌｅｎｓｉｓ. Ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｓｔｕｄｉｅｓ ｈａｄ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ Ｓｅｒｐｉｎ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｕｌｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍ ａｎｉｓｏｐｌｉａｅ ｏｎ Ｌ. ｍｉｇｒａｔｏｒｉａ ｍａｎｉｌｅｎｓｉｓ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｓ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｓｅｒｐｉｎ１ ｉｎ Ｌ. ｍｉｇｒａｔｏｒｉａ ｍａｎｉｌｅｎｓｉｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｏｆ Ｌ. ｍｉｇｒａｔｏｒｉａ ｍａｎｉｌｅｎｓｉｓ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ. Ｔｈｅ ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ
ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｏｆ Ｍ. ａｎｉｓｏｐｌｉａｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗａｓ ８０. ６％ ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ.
Ａｎｄ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｍ. ａｎｉｓｏｐｌｉａｅ ＋ Ｓｅｒｐｉｎ１ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗａｓ ６３. ５％ ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ
Ｍ. ａｎｉｓｏｐｌｉａｅ ａｌｏｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｆｔｅｒ ｍｉｘｉｎｇ Ｓｅｒｐｉｎ１
ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ Ｍ. ａｎｉｓｏｐｌｉａｅ ＩＭＩ３３０１８９， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＩＭＩ３３０１８９ ａｌｏｎｅ， ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅｓ ＳＯＤ ａｎｄ ＰＯ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｌｅ ｔｈａｔ ｏｆ ＰＯＤ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ. Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅｓ ＭＦＯ ａｎｄ ＧＳＴｓ ｇｅｎｅｒａｌｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ＡＣｈＥ ｓｈｏｗｉｎｇ ａ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ
ｆｉｒｓｔ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ. Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ Ｓｅｒｐｉｎ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｎａｔｕｒａｌ
ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ Ｌ. ｍｉｇｒａｔｏｒｉａ ｍａｎｉｌｅｎｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅｓ ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ， ｗｈｉｃｈ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ｌ. ｍｉｇｒａｔｏｒｉａ ｍａｎｉｌｅｎｓｉｓ ａｇａｉｎｓｔ Ｍ. ａｎｉｓｏｐｌｉａｅ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｏｆ Ｌ. ｍｉｇｒａｔｏｒｉａ ｍａｎｉｌｅｎｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ｒｅｖｅａｌｉｎｇ ｔｈｅ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｅｒｐｉｎｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｌｏｃｕｓｔａ ｍｉｇｒａｔｏｒｉａ ｍａｎｉｌｅｎｓｉｓ； Ｓｅｒｐｉｎ１； Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍ ａｎｉｓｏｐｌｉａｅ； ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅｓ；
ｄｅｔｏｘｉｆｙｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅｓ　

与哺乳动物获得性免疫不同， 昆虫在面对病

原菌时， 主要依靠自身天然免疫反应来抵抗病原

菌的入侵。 昆虫体内的酶学相关免疫反应是昆虫

先天性免疫中重要的组成部分， 这些酶系变化情

况在一定程度上可以反映昆虫与病原物之间的相

互作用， 体现病原菌的致病力， 同时反映昆虫对

外源物质的抗性程度 （王正浩， ２０１６）。 昆虫体内

免疫相关酶类主要包括保护酶、 解毒代谢酶类，
其中保护酶系主要包括超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ）、
过氧化物酶 （ＰＯＤ） 及过氧化氢酶 （ＣＡＴ） 等 （李
周直等， １９９４）； 代谢解毒酶主要包括谷胱甘肽 Ｓ⁃转
移酶 （ＧＳＴｓ）、 多功能氧化酶 （ＭＦＯ）、 乙酰胆碱酯

酶 （ＡｃｈＥ）、 羧酸脂酶 （ＣａｒＥｓ） 及全脂酶 （ＥＳＴｓ）
等 （Ｂｏｌｔｅｒ ａｎｄ Ｃｈｅｆｕｒｋａ， １９９０； Ｌｉ ｅｔ ａｌ. ， ２００７）。

丝 氨 酸 蛋 白 酶 抑 制 剂 （ ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ， Ｓｅｒｐｉｎｓ） 是丝氨酸蛋白酶抑制剂超家族

中最大的一类， 在动物、 植物、 微生物和病毒中

广泛存在 （Ｏｌｓｏｎ ａｎｄ Ｇｅｔｔｉｎｓ， ２０１１）， 主要通过调

控丝氨酸蛋白酶级联反应， 参与昆虫的体液免疫

反应 （Ｔｏｎｇ ａｎｄ Ｋａｎｏｓｔ， ２００５）。 Ｓｅｒｐｉｎｓ 通过不可

逆的结合丝氨酸蛋白酶， 形成非共价复合物， 调

控昆虫体液免疫反应的 Ｔｏｌｌ 通路和黑化反应 （Ｌａｗ

ｅｔ ａｌ. ， ２００６）， 一方面使免疫反应迅速剧烈的进

行， 另一方面将免疫反应限定到在一定的程度与

范围内， 保护宿主自身免受伤害 （ Ｈａｎ ｅｔ ａｌ. ，
２０００）。

金龟子绿僵菌 Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍ ａｎｉｓｏｐｌｉａｅ 是一种非

常重要的昆虫病原真菌， 研究表明绿僵菌对蝗虫

有较好的防治效果 （雷仲仁和问锦曾， ２００４）。 本

实验室前期研究发现 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白能降低绿僵菌对

飞蝗的毒力 （李贝贝等， ２０２０）。 为进一步明确

Ｓｅｒｐｉｎ１ 的作用机制， 本实验测定了在绿僵菌处理

蝗虫的同时， 加入 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白对东亚飞蝗体内保

护酶、 解毒代谢酶共 ６ 种酶活力的影响， 从酶学

水平探索了 Ｓｅｒｐｉｎ１ 抑制绿僵菌毒力的原因， 为进

一步明确 Ｓｅｒｐｉｎｓ 的功能提供了参考。

１　 材料与方法

１. １　 供试真菌

金龟子绿僵菌菌株 ＩＭＩ３３０１８９ 由中国农业科学

院植物保护研究所保藏。 将 ＩＭＩ３３０１８９ 菌株接种在

ＰＤＡＹ 固体培养基上， ２８℃培养 ７ ｄ， 将孢子粉刮

下， 低温干燥后采用血球计数板计算总孢子含量，
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并通过萌发培养基检测萌发率， 计算活孢子含量。
其中活孢子量 ＝总孢子含量 ×萌发率。 ４℃储存备用。
１. ２　 供试蝗虫及饲养方法

东亚飞蝗 Ｌｏｃｕｓｔａ ｍｉｇｒａｔｏｒｉａ ｍａｎｉｌｅｎｓｉｓ 卵购于

河北沧州。 蝗卵在人工气候培养箱中孵化， 温度

３０℃ ±２℃， 相对湿度为 ６０％ ±５％， 光周期 Ｌ ∶ Ｄ ＝
１４ ｈ ∶ １０ ｈ。 将孵化后的蝗蝻转移到 ６０ ｃｍ ×５０ ｃｍ ×
７０ ｃｍ 规格的养虫笼中饲养至 ３ 龄备用， 温度

３０℃ ±２℃， 光周期 Ｌ ∶ Ｄ ＝ １４ ｈ ∶ １０ ｈ。
１. ３　 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白的提取

将含有 ｓｅｒｐｉｎ１ 基因的大肠杆菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ
ＢＬ２１ 菌株接种至 ＬＢ 液体培养基中， ３７℃ 摇床培

养过夜， ２％转接至 ２００ ｍＬ ＬＢ 培养基中， ３７℃培

养 ２ ｈ （ＯＤ 值 ０. ５ ～ ０. ６）， 加入 ＩＰＴＧ 至终浓度为

０. ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ２８℃ 培养 １０ ｈ。 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心、
收集菌体， 加入 １０ ｍＬ ＰＢＳ 缓冲液洗两次， 重悬，
超声破碎 ２０ ｍｉｎ， 离心取上清， 采用 ８Ｍ 尿素法变

性， 在采用梯度复性的方法获得活性的 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋

白， 采用 ＢＣＡ 定量法， 进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳， 测

定 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白的含量， － ８０℃冰箱储存备用。
１. ４　 杀虫活性测定方法

实验共设 ４ 个处理。 处理 １： 金龟子绿僵菌

ＩＭＩ３３０１８９ 孢子粉； 处理 ２： Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白； 处理 ３：
金龟子绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ 孢子粉 ＋ Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白；
处理 ４： 对照 （大肠杆菌 ＢＬ２１ （ ｐＥＴ⁃２１ｂ） 经

ＩＴＰＧ 诱导后提取的蛋白）。 根据前期实验结果，
设置本实验各处理中绿僵菌孢子粉和 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白

含量， 详见表 １ （李贝贝等， ２０２０）。

表 １　 不同处理所用的饵剂组分及浓度

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｉｔｓ ｆｒｏｍ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

孢子浓度
（ｓｐｏｒｅ ／ ｇ）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｍ. ａｎｉｓｏｎｌｉａｅ

蛋白浓度
（ｍｇ ／ ｇ）
Ｐｒｏｔｅｉｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ ２. ５０ × １０８ ０

Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白 Ｓｅｒｐｉｎ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ０ １

绿僵菌 ＋ Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白
ＩＭＩ３３０１８９ ＋ Ｓｅｒｐｉｎ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ２. ５０ × １０８ １

对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ ０ ０

注： 饵剂是含有 ５％植物油的无菌麦麸。 Ｎｏｔｅ： Ｔｈｅ ｂａｉｔ ｗａｓ
ｓｔｅｒｉｌｅ ｗｈｅａｔ ｂｒａｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ５％ ｖｅｇｅｔａｂｌｅ ｏｉｌ.

饵剂配制方法： 每个处理分别称取 １０ ｇ 麦麸，
加入 ５％植物油， 混匀， 按照表 １ 每个处理中孢子

和蛋白的含量， 依据绿僵菌孢子粉中的活孢子含

量和 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白原始浓度， 分别计算、 并称量所

需的孢子粉和蛋白， 加入麦麸中， 混匀， 各自均

分成 ５ 份， 分别放入灭菌的培养皿中备用。
杀虫活性测定方法： 将预先饥饿处理 １２ ｈ 的

３ 龄蝗蝻放入无菌的生测筐中， 每筐 ３０ 头为 １ 个

重复， 将分好的饵剂分别放入装有蝗蝻的生测筐

中， 每个处理 ５ 筐 （重复 ５ 次）。 饲喂 ２４ ｈ 后将饵

剂取出， 用新鲜麦苗饲喂至实验结束， 温度 ３０℃，
光照 １６ Ｌ ∶ ８ Ｄ。 每日记录死亡和存活数， 并计算

累计死亡率。
１. ５　 蝗虫蛋白酶提取液的制备

实验处理和蝗虫饲喂方法同 １. ４， 在东亚飞蝗

蝗蝻开始饲喂麦苗的当天开始， 在每个处理的

５ 个重复中各取蝗虫 １ 头， 每个处理共取 ５ 头， 连

续取样 ５ ｄ （王正浩， ２０１６）。 将每头蝗蝻分别置于

研钵中， 加入液氮研磨成粉， 倒至 １. ５ ｍＬ ＥＰ 管

中， 加入 １ ｍＬ ｔｒｉｚｏｌ 冰浴匀浆。 将匀浆液在 ４℃下

１２ ０００ ｒｐｍ 离心 ２０ ｍｉｎ， 取上清液作为酶提取液备

用。
１. ６　 保护酶活性测定

超氧 化 物 歧 化 酶 （ ＳＯＤ） 和 过 氧 化 物 酶

（ＰＯＤ） 试剂盒购自南京建成生物工程公司， 操作

步骤按说明书的方法进行。 酚氧化酶 （ＰＯ） 活性

测定参照罗万春的方法 （罗万春， ２０１０）。 每个样

本重复测定 ５ 次。
１. ７　 解毒酶活性测定

多功能氧化酶 （ＭＦＯ） 活性测定参照 Ｈａｎ 等

的方法 （Ｈａｎ ｅｔ ａｌ. ， １９９８）； 谷胱甘肽 Ｓ⁃转移酶

（ＧＳＴｓ） 活性测定参照 Ｏｐｐｅｎｏｏｒｔｈ 和 Ｗｅｌｌｉｎｇ 的方

法 （Ｏｐｐｅｎｏｏｒｔｈ ａｎｄ Ｗｅｌｌｉｎｇ， １９７６）； 乙酰胆碱酯

酶 （ＡＣｈＥ） 酶活测定参照高希武的方法 （高希

武， １９９１）。 每个样本重复测定 ５ 次。
１. ８　 虫体提取液总可溶性蛋白含量测定

以牛血清蛋白 ＢＳＡ 为标准蛋白， 参照 Ｂｒａｄｆｏｒｄ
方法测定 （Ｂｒａｄｆｏｒｄ， １９７６）， 每个样本重复测定

３ 次。
１. ９　 数据处理

所有酶活测定数据采用 Ｓｏｆｔｍａｘ Ｐｒｏ ６. １ 软件进

行记录。 本实验各酶活数据利用 ＳＰＳＳ １９. ０ 进行数

据分析， 采用 Ｄｕｎｃａｎ 法进行多重比较。
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２　 结果与分析

２. １　 东亚飞蝗 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白对绿僵菌致病力的

影响

　 　 东亚飞蝗的累计死亡率在不同处理组中的变

化趋势见图 １。 在金龟子绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ 处理

组， 东亚飞蝗蝗蝻从第 ３ 天起开始死亡， 至第

１１ 天时累计死亡率达到 ８０. ６％ ； 从第 ３ 天到第

１１ 天， 每天的累计死亡率都显著高于对照 （Ｐ ＜
０. ０５）。 在 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白单独处理组， 从第 １ 天至

第 １１ 天， 东亚飞蝗蝗蝻的累计死亡率都很低， 且

与对照无显著差异 （Ｐ ＞ ０. ０５）。 将 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白和

绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ 孢子混合处理东亚飞蝗后， 第

１ 天和第 ２ 天的累计死亡率与其他各组无显著性差

异， 第 ３ 天和第 ４ 天累计死亡率与对照组和

Ｓｅｒｐｉｎ１ 单独处理组之间都无显著差异 （ Ｐ ＞
０. ０５）， 但显著低于绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ 单独处理组

（Ｐ ＜ ０. ０５）； 从第 ５ 天至第 １１ 天， 每天的累计死

亡率较对照组和 Ｓｅｒｐｉｎ１ 单独处理组都显著升高

（Ｐ ＜ ０. ０５ ）， 但 仍 低 于 相 同 时 间 内 绿 僵 菌

ＩＭＩ３３０１８９ 单独处理组的累计死亡率， 且差异显著

（Ｐ ＜ ０. ０５）。 上述结果表明 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白能够显著

降低绿僵菌对东亚飞蝗蝗蝻的致病力， 使东亚飞

蝗蝗蝻的死亡率降低。

图 １　 不同处理后东亚飞蝗蝗蝻的死亡率

Ｆｉｇ. １　 Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｏｆ Ｌｏｃｕｓｔａ ｍｉｇｒａｔｏｒｉａ ｍａｎｉｌｅｎｓｉｓ ｔｒｅａｔｅｄ
ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２. ２　 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白对东亚飞蝗保护酶活性的影响

２. ２. １　 对超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ） 活性的影响

不同处理组的 ＳＯＤ 的活性表明 （图 ２⁃Ａ），

Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白处理组在第 ４ 天和第 ５ 天的 ＳＯＤ 活性

显著高于对照组， 在其它天内两组间无显著性差

异。 绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ 处理组在处理的 ５ ｄ 内的

ＳＯＤ 活性均高于对照组， 且第 ２ 天和第 ４ 天的差

异显著。 绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ ＋ Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白混合处理

组在前 ４ ｄ 的 ＳＯＤ 活性均显著高于对照组， 且高

于绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ 处理组。 总体上讲， Ｓｅｒｐｉｎ１
蛋白处理和绿僵菌处理后东亚飞蝗体内的保护酶

ＳＯＤ 活 性 呈 上 升 趋 势； 绿 僵 菌 ＩＭＩ３３０１８９ 与

Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白混合后， ＳＯＤ 活性较绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９
单独处理组呈升高的趋势。
２. ２. ２　 对过氧化物酶 （ＰＯＤ） 活性的影响

不同处理组的 ＰＯＤ 的活性表明 （图 ２⁃Ｂ），
Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白处理组在第 ４ 天的 ＰＯＤ 活性显著高于

对照组， 在其它天内两组间无显著差异。 绿僵菌

ＩＭＩ３３０１８９ 处理组除第 １ 天外， 在其它天内的 ＰＯＤ
活性均显著高于对照组。 绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ ＋
Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白混合处理组在处理的第 ２、 第 ３ 和第

５ 天， 其 ＰＯＤ 活性显著低于绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ 单独

处理组， 在其它天内差异不显著。 总体来说，
Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白处理和绿僵菌处理后飞蝗体内的 ＰＯＤ
活性呈现上升的趋势， 绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ ＋ Ｓｅｒｐｉｎ１
蛋白混合处理组的 ＰＯＤ 活性较绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９
单独处理组呈下降趋势。
２. ２. ３　 对酚氧化物 （ＰＯ） 酶活性的影响

不同处理组的 ＰＯ 的活性表明 （图 ２⁃Ｃ），
Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白处理组除第 ４ 天外， 在其它天内的 ＰＯ
活性显著高于对照组。 绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ 处理组在

处理的第 １、 第 ３ 和第 ５ 天的 ＰＯ 活性显著高于对

照组， 在其它天 内 两 组 差 异 不 显 著。 绿 僵 菌

ＩＭＩ３３０１８９ ＋ Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白混合处理组在第 １ 天的

ＰＯ 活性显著高于对照组和绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ 处理

组； 第 ３ 天时， 绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ ＋ Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白混

合处理组显著高于对照组， 但与绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９
处理组无显著差异， 在其它天内 ３ 组差异不显著。
总体来讲， Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白处理和绿僵菌处理后飞蝗

体内的 ＰＯ 活性呈现上升的趋势， 且在第 １ 天上升

最为明显； 绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ ＋ Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白混合处

理组的 ＰＯ 活性较绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ 单独处理组在

第 １ 天呈现上升的趋势， 后期二者之间无显著

差异。
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图 ２　 不同处理组对东亚飞蝗保护酶活性比较

Ｆｉｇ. ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅｓ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｌｏｃｕｓｔａ ｍｉｇｒａｔｏｒｉａ ｍａｎｉｌｅｎｓｉｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

注： Ａ， 超氧化物歧化酶活性； Ｂ， 过氧化物酶活性； Ｃ， 酚氧化酶活性。 各酶活性是处理组酶活与对照组酶

活的比值。 图中不同字母代表 ０. ０５ 水平差异显著性。 Ｎｏｔｅ： Ａ， ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ； Ｂ， ＰＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ； Ｃ， ＰＯ ａｃｔｉｖｉｔｙ.

Ｔｈｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅｓ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｄｉｖｉｄｅｄ ｂｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｔｈｅ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ｔｈｅ ０. ０５ ｌｅｖｅｌ.

２. ３　 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白对东亚飞蝗解毒酶活性的影响

２. ３. １　 对多功能氧化酶 （ＭＦＯ） 活性的影响

不同处理组的 ＭＦＯ 的活性表明 （图 ３⁃Ａ），
Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白处理组除第 ４ 天外， 在其它天内的

ＭＦＯ 活性显著高于对照组。 绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ 处

理组在处理的第 ２、 第 ３ 和第 ５ 天的 ＭＦＯ 活性较

对照组显著上升， 在其它天内差异不显著。 绿僵

菌 ＩＭＩ３３０１８９ ＋ Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白混合处理组除处理的第

５ 天外， 其它天数时其 ＭＦＯ 活性显著高于对照组，
且在第 ２、 第 ３ 和第 ４ 天， 其混合处理组的 ＭＦＯ
活性显著高于绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ 单独处理组， 在第

１ 天和第 ５ 天时， 其 ＭＦＯ 活性显著低于绿僵菌

ＩＭＩ３３０１８９ 单独处理组。 总体上看， 绿僵菌单独处

理组和 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白处理组的 ＭＦＯ 活性较对照均呈

现上升的趋势， 绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ ＋ Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白混

合处理组的 ＭＦＯ 活性高于绿僵菌单独处理组。

２. ３. ２　 对谷胱甘肽⁃Ｓ⁃转移酶 （ＧＳＴｓ） 活性的影响

不同处理组的 ＧＳＴｓ 的活性表明 （图 ３⁃Ｂ），
Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白处理组在第 ２ 天和第 ４ 天的 ＧＳＴｓ 活性

显著高于对照组， 在第 ３ 天时的 ＧＳＴｓ 活性显著低

于对照组。 绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ 处理组在第 １、 第 ３
和第 ４ 天的 ＧＳＴｓ 活性显著低于对照组， 在第 ２ 天

和第 ５ 天时， 其 ＧＳＴｓ 活性显著高于对照组。 绿僵

菌 ＩＭＩ３３０１８９ ＋ Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白混合处理组在处理后的

第 ２ 天和第 ４ 天的 ＧＳＴｓ 活性显著高于对照组， 在

第 ３ 天显著低于对照组， 且除第 ５ 天外， 绿僵菌

ＩＭＩ３３０１８９ ＋ Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白混合处理组的 ＧＳＴｓ 活性

显著高于绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ 处理组。 总体上看，
Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白处理后， 东亚飞蝗体内 ＧＳＴｓ 活力呈现

升高再降低的趋势； 绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ 处理后， 其

ＧＳＴｓ 活力呈现升高 － 降低 － 再升高的趋势； 绿僵

菌 ＩＭＩ３３０１８９ 与 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白混合后， 比绿僵菌单

独处理时， ＧＳＴｓ 活力在前期呈现上调的趋势。
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２. ３. ３　 对乙酰胆碱酯酶 （ＡＣｈＥ） 活性的影响

不同处理组的 ＡＣｈＥ 的活性表明 （图 ３⁃Ｃ），
Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白处理组在第 １、 第 ３ 和第 ４ 天的 ＡＣｈＥ
的活性均显著高于对照组； 第 ５ 天时， Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋

白处理组的 ＡＣｈＥ 活性显著低于对照组。 绿僵菌

ＩＭＩ３３０１８９ 处理组在处理后第 １、 第 ２ 和第 ４ 天的

ＡＣｈＥ 活性显著高于处理组； 第 ５ 天时， 绿僵菌

ＩＭＩ３３０１８９ 处 理 组 显 著 低 于 对 照 组。 绿 僵 菌

ＩＭＩ３３０１８９ ＋ Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白混合处理组在处理后第

２ 天和第 ３ 天时的 ＡＣｈＥ 活性显著高于对照组和绿

僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ 单独处理组； 在第 １ 天和第 ４ 天

时， 显著低于绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ 单独处理组。 总体

上看， Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白处理组和绿僵菌处理后飞蝗体

内的 ＡＣｈＥ 活性呈先上升后降低的趋势， 绿僵菌

ＩＭＩ３３０１８９ ＋ Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白混合处理组的 ＡＣｈＥ 活性

较绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ 单独处理组前期呈先升高后降

低的趋势。

图 ３　 不同处理组对东亚飞蝗解毒酶活性比较

Ｆｉｇ. ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｅｔｏｘｉｆｙｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅｓ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｌｏｃｕｓｔａ ｍｉｇｒａｔｏｒｉａ ｍａｎｉｌｅｎｓｉｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
注： Ａ， 多功能氧化酶活性； Ｂ， 谷胱甘肽⁃Ｓ⁃转移酶活性； Ｃ， 乙酰胆碱酯酶活性。 各酶活性是处理组酶活与对照组

酶活的比值。 图中不同字母代表 ０. ０５ 水平差异显著性。 Ｎｏｔｅ： Ａ， ＭＦＯ ａｃｔｉｖｉｔｙ； Ｂ， ＧＳＴｓ ａｃｔｉｖｉｔｙ； Ｃ， ＡＣｈＥ ａｃｔｉｖｉｔｙ.
Ｔｈｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅｓ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｄｉｖｉｄｅｄ ｂｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｔｈｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ｔｈｅ ０. ０５ ｌｅｖｅｌ.

综 上 所 述， 将 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋 白 与 绿 僵 菌

ＩＭＩ３３０１８９ 混 合 处 理 东 亚 飞 蝗 后， 与 绿 僵 菌

ＩＭＩ３３０１８９ 单独处理相比， 东亚飞蝗体内的 ＭＦＯ、
ＧＳＴ、 ＳＯＤ、 ＰＯ 的活力升高， ＰＯＤ 的活力降低，
ＡＣｈＥ 的活力呈现先上升后降低的趋势， 在这些酶

活性的综合调节下， 最终造成混合处理组的死亡

率较绿僵菌单独处理组显著降低。

３　 结论与讨论

昆虫在病原物侵染时， 会诱导自身的免疫反

应以抵抗并消除病原菌， 其中酶学反应是免疫的

重要组成部分 （Ｄｅｓｎｅｕｘ ｅｔ ａｌ. ， ２００７）。 前期研究

发现饲喂绿僵菌孢子粉后， 东亚飞蝗体内的保护
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酶呈现先上升后下调的趋势， 多功能氧化酶和活

性氧 呈 现 出 先 降 低 后 升 高 的 趋 势 （ 郭 隆 隆，
２０１９）。 Ｓｅｒｐｉｎｓ 可以通过调控体内丝氨酸蛋白酶级

联反 应， 从 而 调 控 昆 虫 免 疫 过 程 （ Ｏｌｓｏｎ ａｎｄ
Ｇｅｔｔｉｎｓ， ２０１１）。 本实验通过测定 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白与绿

僵菌混合处理东亚飞蝗后的死亡率， 证明 Ｓｅｒｐｉｎ１
能够有效抑制绿僵菌对东亚飞蝗的侵染， 降低东

亚飞蝗的致死率。 因此， 明确 ｓｅｒｐｉｎｓ 对蝗虫体内

免疫相关酶的影响， 对于揭示 Ｓｅｒｐｉｎｓ 抑制绿僵菌

毒力的机制、 明确 Ｓｅｒｐｉｎｓ 的功能具有重要意义。
超氧 化 物 歧 化 酶 （ ＳＯＤ ） 和 过 氧 化 物 酶

（ＰＯＤ） 能够清除超氧化物阴离子自由基 Ｏ２ － 和

Ｈ２Ｏ２， 在昆虫抵御病原菌的侵染中起到重要作用。
贾苗研究发现， 将吡虫啉与绿僵菌混合处理东亚

飞蝗， 可致使东亚飞蝗体内的保护酶 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ
的活性升高 （贾苗， ２０１７）。 表明绿僵菌侵入后可

能造成东亚飞蝗体内 Ｏ２ － 增多， 使虫体的保护酶系

统开启， 诱导并增强 ＳＯＤ 活性来清除 Ｏ２ － ， 并进

一步诱导体内的 ＰＯＤ 活性升高以清除过多的 Ｈ２Ｏ２

（李周直等， １９９４）。 本研究发现， Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白处

理组和绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ 与 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白混合组

ＳＯＤ 活力较绿僵菌单独处理组表现为升高的趋势，
表明 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白能够进一步提高东亚飞蝗体内

ＳＯＤ 活力， 增强虫体消除机体吞噬或包囊病原体

等过程中所产生的过量活性氧的能力， 保护昆虫

避免因过多活性氧造成自身损伤。 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白处

理组 的 ＰＯＤ 的 酶 活 性 显 著 升 高， 而 绿 僵 菌

ＩＭＩ３３０１８９ 与 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白混合组 ＰＯＤ 的酶活性表

现为降低的趋势， 推测可能是因为绿僵菌的侵入

菌丝在东亚飞蝗体内大量萌发， 致使体内的 ＰＯＤ
活性受到抑制， 确切原因需要进一步深入探索。

当病原菌侵入时， 昆虫会催化自身黑化反应

以清除外来病原物， 其中酚氧化酶 （ＰＯ） 是催化

黑化反应的重要因子 （Ｄｕａｎ ａｎｄ Ｏｔｖｏｓｉ， ２００１）。
在分子氧存在条件下， ＰＯ 能把酚类物质氧化成醌

类物质， 最终再聚合成黑色素参与到免疫防御过

程中， 与此同时其氧化过程中形成的醌类物质可

协助杀死被包被的微生物 （Ｃｅｒｅｎｉｕｓ ａｎｄ Ｓｏｄｅｒｈａｌｌ，
２００４）。 如当白僵菌 Ｂｅａｕｖｅｒｉａ ｂａｓｓｉａｎａ 侵入冈比亚

按蚊 Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ ｇａｍｂｉａｅ 时， 白僵菌体内的分生孢

子、 菌丝均可以诱导冈比亚蚊产生黑色素并引发

黑化反应， 阻碍白僵菌在虫体内的生长发育

（Ｙａｓｓｉｎｅ ｅｔ ａｌ. ， ２０１２）。 本研究发现， 在绿僵菌侵

入的前期， 东亚飞蝗的 ＰＯ 活性显著高于对照组，
表明东亚飞蝗黑化反应被激活以抵抗绿僵菌的侵

染， 并在绿僵菌侵染前期发挥作用； Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白

单独处理后 ＰＯ 活性表现出升高趋势， 将绿僵菌

ＩＭＩ３３０１８９ 与 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白混合后， 东亚飞蝗体内

ＰＯ 活性进一步升高， 表明 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白能够有效

增强东亚飞蝗的黑化反应， 提高东亚飞蝗的免

疫力。
多功能氧化酶 （ＭＦＯ） 的成分包括细胞色素

和黄素蛋白等， 其中起主要作用的是细胞色素

Ｐ４５０。 病原菌进入昆虫体内， 昆虫体内的氧化型

Ｐ４５０ 与之结合形成复合物， 后被 ＮＡＤＰＨ 还原，
最后结合并激活氧， 裂解成产物并合成水， 最终

降解病原菌的毒性 （Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ． ， ２０１０）。 贾苗研

究发现， 用绿僵菌与环氧虫啶联合处理东亚飞蝗

时， 致使东亚飞蝗体内的解毒酶 ＭＦＯ 活性显著升

高 （贾苗， ２０１７）。 罗林珍采用不同杀虫剂处理韭

菜迟眼蕈蚊 Ｂｒａｄｙｓｉａ Ｏｄｒｉｐｈａｇａ 幼虫时， 发现不同

杀虫剂均可使韭菜迟眼蕈蚊体内的 ＭＦＯ 活性呈现

出升高的趋势 （罗林珍， ２０１７）。 这些研究都进一

步明确了 ＭＦＯ 的解毒功能。 本研究发现， 饲喂绿

僵菌后东亚飞蝗体内的 ＭＦＯ 活性升高， 表明虫体

在积极分解绿僵菌的毒性； Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白单独处理

后 ＰＯ 活性表现出升高趋势， 将绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９
与 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白混合后， 东亚飞蝗体内的 ＭＦＯ 活性

较绿僵菌单独处理组呈现增高趋势， 表明 Ｓｅｒｐｉｎ１
蛋白能增强东亚飞蝗体内多功能氧化酶活性， 提

高东亚飞蝗降解绿僵菌毒素的能力。
谷胱甘肽⁃Ｓ⁃转移酶 （ＧＳＴｓ） 的解毒作用主要

体现在能够催化还原谷胱甘肽， 使其通过与各种

有害化学物质的亲电子基团相结合， 最终形成硫

醚氨酸促使各种毒性物质排出体外。 当昆虫受到

有毒物质的胁迫时， 通过增加 ＧＳＴｓ 的表达量来增

加其本身的解毒能力， 达到缓解毒害的目的 （周
先碗， １９９９ ）。 蒋兴川等研究发现草地贪夜蛾

Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ 幼虫在受到甲氨基阿维菌素苯

甲酸盐刺激时， 其体内的 ＧＳＴｓ 活力会呈现先降低

后升高再降低的趋势 （蒋兴川等， ２０１９）。 麦扁盾

蝽 Ｅｕｒｙｇａｓｔｅｒ ｉｎｔｅｇｒｉｃｅｐｓ 经球孢白僵菌及次生代谢产

物侵 入 的 中 期， 体 内 的 ＧＳＴｓ 活 力 显 著 升 高

（Ｚｉｂａｅｅ ｅｔ ａｌ. ， ２００９）。 本研究发现， 东亚飞蝗经

绿僵菌侵染后， ＧＳＴｓ 表现出先升高再降低的趋势，
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表明绿僵菌的侵入引起东亚飞蝗分泌 ＧＳＴｓ 来抵抗

绿僵菌的入侵， 后期绿僵菌菌丝在东亚飞蝗体内

大量增殖， 使体内的免疫系统紊乱， 造成 ＧＳＴｓ 活

力降低。 经 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白单独处理， ＧＳＴｓ 也表现出

升高的趋势， 且将绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ 与 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋

白混合后， ＧＳＴｓ 的活力较绿僵菌单独处理组呈现

增高的趋势， 表明 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白能够增强 ＧＳＴｓ 的

活性， 提高东亚飞蝗的解毒能力， 以抵抗病原菌

的侵染。
乙酰胆碱酯酶 （ＡｃｈＥ） 是昆虫体内重要的神

经系统酶， 在昆虫神经化学传递中起着至关重要

的作用。 它主要是通过迅速分解虫体的乙酰胆碱，
防止因乙酰胆碱积累造成的神经传递阻断， 将有

毒物质转化为无毒物质， 从而降低病原物对昆虫

的毒害作用 （ Ｆｏｕｒｎｉｅｒ ａｎｄ Ｍｕｔｅｒｏ， １９９４； 唐培安

等， ２００７）。 当使用有机磷杀虫剂侵染处理果蝇

Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌｉａ 和麦二叉蚜 Ｓｃｈｉｚａｐｈｉｓ ｇｒａｍｉｎｕｍ 时， 它

们体内的 ＡｃｈＥ 活性显著升高， 从而降低了对杀虫

剂的敏感性 （Ｚｈｕ ａｎｄ Ｇａｏ， １９９９）。 王龙江等研究

发现， 红火蚁 Ｓｏｌｅｎｏｐｓｉｓ ｉｎｖｉｃｔａ Ｂｕｒｅｎ 感染白僵菌

后， 其体内乙酰胆碱酯酶也呈现先上升后下降的

趋势， 表明病原物侵染可以诱导昆虫体内乙酰胆

碱酯酶上调， 从而增强对病原物的抵抗力 （王龙

江等， ２０１０）。 本研究中， 经过绿僵菌侵染后， 东

亚飞蝗体内的 ＡＣｈＥ 活性也呈现先升高再降低的趋

势， 推测东亚飞蝗通过提高分解乙酰胆碱酯的能

力从而抵抗绿僵菌的侵入， 后随着绿僵菌大量增

殖， 体内乙酰胆碱含量升高， 导致神经阻断而酶

活力下降。 经 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白处理， ＡＣｈＥ 活性表现

出升高的趋势， 且绿僵菌 ＩＭＩ３３０１８９ ＋ Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋

白混合组的 ＡＣｈＥ 活性较绿僵菌单独处理组先升高

再降低， 推测前期 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白的增加导致蝗虫分

解乙酰胆碱的能力增强， 从而迅速降低绿僵菌的

毒力， 后期 ＡＣｈＥ 活性降低可能是 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白为

防止体内过多的 ＡＣｈＥ 破坏东亚飞蝗自身的神经系

统， 导致虫体因过度免疫而死亡。
本 实 验 通 过 测 定 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋 白 与 绿 僵 菌

ＩＭＩ３３０１８９ 混合后对东亚飞蝗体内保护酶和解毒酶

等 ６ 种免疫相关酶的影响， 证明 Ｓｅｒｐｉｎ１ 蛋白能够

有效调控东亚飞蝗的体内相关酶的活力， 提高东

亚飞蝗的免疫力， 从而降低绿僵菌对东亚飞蝗的

致死率， 为进一步明确 Ｓｅｒｐｉｎｓ 的功能提供了参考。
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