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　 　 摘要:　 本研究以草地贪夜蛾核型多角体病毒 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ１ 毒株感染草地贪夜蛾幼虫ꎬ系统测定了其体内酚氧

化酶(ＰＯ)、谷胱甘肽转移酶(ＧＳＴ)、羧酸酯酶(ＣａｒＥ)、过氧化氢酶(ＣＡＴ)、过氧化物酶(ＰＯＤ)和超氧化物歧化酶

(ＳＯＤ)等 ６ 种关键解毒酶与防御酶活性在感染过程中的动态变化ꎮ 研究结果表明ꎬ在感染期间ꎬ酚氧化酶(ＰＯ)活
性波动剧烈ꎬ可能与病毒调控昆虫黑化反应有关ꎮ 谷胱甘肽转移酶(ＧＳＴ)持续保持高活性ꎬ推测其在缓解氧化应激

及代谢有毒物质中发挥作用ꎮ 在感染后期ꎬ过氧化氢酶(ＣＡＴ)、过氧化物酶(ＰＯＤ)活性显著升高ꎬ表明其参与清除

过量活性氧(ＲＯＳ)ꎬ以维持细胞稳态ꎮ 本研究从酶活性层面阐明了杆状病毒侵染引发的草地贪夜蛾幼虫多层次生

理响应ꎬ为草地贪夜蛾生物防治提供了理论依据ꎮ
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　 　 草地贪夜蛾(Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ)是一种原产

于美洲热带和亚热带地区的鳞翅目夜蛾科害虫ꎬ具
有寄主范围广、迁飞能力强、繁殖速度快及防控难度

大等特点ꎬ被国际农业和生物科学中心(ＣＡＢＩ)列为

世界十大植物害虫之一[１]ꎮ ２０１９ 年ꎬ该虫首次入侵

中国云南地区ꎬ随后迅速扩散至全国 ２０ 多个省份ꎬ
严重威胁农作物安全生产[２]ꎮ 草地贪夜蛾具有极

强的跨境迁飞与增殖能力[３￣５]ꎬ且自然生境中缺乏天

敌ꎬ因此其在全球范围快速蔓延[４]ꎮ
在生物防治中ꎬ杆状病毒是调节昆虫种群的重

要生物因子[５]ꎮ 该病毒为专性侵染节肢动物的双

链 ＤＮＡ 病毒ꎬ在自然界中广泛存在ꎬ其感染最终可

导致宿主死亡ꎮ 在草地贪夜蛾自然种群中ꎬ核型多

角体病毒(ＳｆＭＮＰＶ)的感染最为普遍ꎬ多个 ＳｆＭＮＰＶ
毒株已被开发为生物农药ꎬ在草地贪夜蛾的生态治

理中发挥重要作用[６]ꎮ 然而为抵御病原物侵染ꎬ昆
虫在进化中形成了包含细胞免疫与体液免疫的先天

免疫系统ꎮ 当病毒入侵时ꎬ昆虫会启动免疫应答ꎬ而
病毒则通过干扰宿主的免疫反应以增强感染力[７￣９]ꎮ
这种免疫防御会降低昆虫对病毒的敏感性ꎬ延长昆

虫死亡时间ꎬ从而制约了生物农药杆状病毒杀虫剂

的田间应用效果[１０]ꎮ
已有研究结果表明ꎬ昆虫的抗病毒免疫机制有

别于其对细菌或真菌的免疫途径[１１]ꎬ并且病毒侵染

过程中会涉及多种功能的生物酶ꎬ它们通过直接或

间接方式参与免疫防御ꎬ影响着病毒的系统性感染

进程[１２￣１３]ꎬ但其具体机制尚不明确ꎮ 本研究拟进一

步分析 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１[１４] 侵染对草地贪夜蛾虫体酚

氧化酶(ＰＯ)、谷胱甘肽转移酶(ＧＳＴ)等多种酶活性

的影响ꎬ以期揭示昆虫体内保护酶、解毒酶对杆状病

毒侵染的响应机制ꎬ为草地贪夜蛾的防治控制提供

理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 草地贪夜蛾的饲养

草地贪夜蛾虫源由中国农业科学院植物保护研

究所提供ꎬ于实验室内连续饲养多代建立稳定种

群[１５]ꎮ 羽化成虫后ꎬ按雌雄性比 １ ∶ １ 配对ꎬ置于养

虫笼内ꎬ以 １０％蜂蜜水补充营养ꎬ并于笼壁悬挂塑

料保鲜膜供其产卵ꎮ 收集当日所产卵块ꎬ用 ５％次

氯酸钠溶液消毒ꎬ待其孵化ꎮ 初孵幼虫于塑料培养

皿中群体饲养ꎬ至 ３ 龄后转移至细胞培养盒中进行

单头饲养ꎬ以防止幼虫自残ꎮ 挑选适龄幼虫用于后

续试验ꎮ
１.２　 核型多角体病毒 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 的收集

核型多角体病毒 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 由江苏里下河

地区农业科学研究所分离ꎬ保存于国家农业微生物

扬州观测实验站ꎮ 病毒增殖方法如下:选取健康 ２
龄草地贪夜蛾幼虫ꎬ饥饿处理 ６ ｈꎬ饲喂混有１×１０５

ＰＩＢ / ｇ病毒的人工饲料ꎮ 感染 ４８ ｈ 后ꎬ用无病毒的

正常饲料继续单头饲养ꎮ 每日观察ꎬ收集呈现典型

病毒病症的濒死虫体ꎬ经显微镜检验确认病毒感染

后ꎬ将虫体研磨ꎬ并用纱布过滤ꎬ滤液依次以５ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心 ３ ｍｉｎ、１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ 进行差速

离心ꎬ收集纯化的病毒原液备用[１６]ꎮ
１.３　 酶液制备

根据预试验结果ꎬ确定 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 对 ２ 龄草

地贪夜蛾幼虫的亚致死剂量(接种后死亡率约为

２０％)为１×１０５ ＰＩＢ / ｇꎮ 以此剂量感染幼虫ꎬ感染 ２
ｄ 后ꎬ用无病毒的正常饲料继续饲养ꎮ 同时设置只

用正常饲料饲养的同龄幼虫作为对照ꎮ 分别于接毒

后第 １ ｄ、２ ｄ、３ ｄ、４ ｄ、５ ｄ、６ ｄ、７ ｄ、８ ｄꎬ从病毒感染

处理和对照各随机选取 ９ 头活虫ꎮ 每 ３ 头幼虫作为

一个生物学重复ꎬ共设 ３ 次重复ꎮ 样品置于－８０ ℃
超低温冰箱中保存ꎬ用于酶液制备ꎮ

将冰冻的幼虫样品称重ꎬ按重量 (ｇ) ∶ 体积

(ｍＬ)＝ １ ∶ １０ 的比例加入预冷的 ０.１ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸盐

缓冲液(ｐＨ ７.０)ꎬ研磨匀浆ꎮ 匀浆液在 ４ ℃、１２ ０００
ｒ / ｍｉｎ条件下离心 ２０ ｍｉｎꎬ取上清液作为待测酶液ꎮ
１.４　 草地贪夜蛾幼虫酶活性测定

酚氧化酶(ＰＯ)活性:参考尹丽红等[１７] 的方法

测定ꎮ 以左旋多巴(Ｌ￣ＤＯＰＡ)为底物ꎬ用胰蛋白酶

激活ꎬ于 ４９０ ｎｍ 波长下监测吸光度变化速率ꎮ 定义

每 １ ｍｉｎ 每 １ ｍＬ 酶液使吸光度值 (ＯＤ４９０ ) 增加

１２９１刘　 琴等:核型多角体病毒 ＳｆＭＮＰＹ￣Ｙｚ０１ 对草地贪夜蛾解毒酶与防御酶活性的影响



０􀆰 ００１ 为 １ 个酶活性单位(Ｕ)ꎮ
谷胱甘肽转移酶(ＧＳＴ)活性:采用速率法[１８] 测

定ꎮ 测定 ＧＳＴ 催化谷胱甘肽(ＧＳＨ)与 １￣氯￣２ꎬ４￣二
硝基苯(ＣＤＮＢ)在 ３４０ ｎｍ 波长下的结合速率ꎮ 定

义每 １ ｍｉｎ 每 １ ｍＬ 酶液催化 １ ｎｍｏｌ 底物结合(ＧＳＨ
与 ＣＤＮＢ)为一个酶活性单位(Ｕ)ꎮ

羧酸酯酶(ＣａｒＥ) 活性:采用比色法[１９] 测定ꎮ
ＣａｒＥ 催化乙酸￣１￣萘酯生成萘酚ꎬ萘酚与固蓝显色剂

反应生成有色物质ꎬ于 ４５０ ｎｍ 波长下监测反应体系

吸光度变化速率ꎮ 定义每 １ ｍｉｎ 每 １ ｍＬ 酶液使吸光

度值(ＯＤ４９０)增加 １ 为一个酶活性单位(Ｕ)ꎮ
超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)活性:采用 ＷＳＴ￣８ 法[２０]

测定ꎮ 超氧化物阴离子(Ｏ２
􀅰－)与 ＷＳＴ￣８ 反应产生甲

臜ꎬＳＯＤ 通过清除Ｏ２
􀅰－抑制甲臜的形成ꎮ 于 ４５０ ｎｍ 波

长下监测反应体系吸光度变化速率ꎬ达到 ５０％抑制率

时所需的酶量定义为一个酶活性单位(Ｕ)ꎮ
过氧化氢酶(ＣＡＴ)活性:采用紫外吸收法[２１] 测

定ꎮ 于 ２５ ℃ ２４０ ｎｍ 波长下监测 ＣＡＴ 催化过氧化

氢分解的速率ꎮ 定义每 １ ｍｉｎ 每 １ ｍＬ 酶液分解 １
μｍｏｌ 过氧化氢为 １ 个酶活性单位(Ｕ)ꎮ

过氧化物酶(ＰＯＤ)活性:参考李忠光等[２２]的方

法测定ꎮ 在 ＰＯＤ 催化下ꎬＨ２Ｏ２ 将愈创木酚氧化生

成棕色的四溴联苯酚ꎬ于 ４５０ ｎｍ 波长下监测反应体

系吸光度变化速率ꎮ 定义每 １ ｍｉｎ 每 １ ｍＬ 酶液使

吸光度值(ＯＤ４７０)增加 １ 为 １ 个酶活性单位(Ｕ)ꎮ
１.５　 数据统计与分析

利用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 整理数据ꎬ利用 ＳＰＳＳ
软件进行单因素方差分析ꎬ利用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软

件作图ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 　 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 对草地贪夜蛾幼虫酚氧化酶

(ＰＯ)活性的影响

　 　 如图 １ 所示ꎬ感染 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 的草地贪夜蛾

幼虫酚氧化酶(ＰＯ)活性波动剧烈ꎮ ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１
感染后 ２ ｄ、４ ｄ 的草地贪夜蛾幼虫 ＰＯ 活性显著低

于对照(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 感染后 ３ ｄ 的草地

贪夜蛾幼虫 ＣａｒＥ 活性显著高于对照(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２.２　 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 对草地贪夜蛾幼苗谷胱甘肽转

移酶(ＧＳＴ)活性的影响

　 　 如图 ２ 所示ꎬ感染 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 的草地贪夜蛾

幼虫谷胱甘肽转移酶(ＧＳＴ)活性呈先升高后降低的

图 １　 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 对草地贪夜蛾幼虫酚氧化酶(ＰＯ)活性的

影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ ｏｎ ｐｈｅｎｏｌ ｏｘｉｄａｓｅ (ＰＯ) ａｃｔｉｖｉ￣
ｔｙ ｉｎ Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ ｌａｒｖａｅ

趋势ꎮ ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 感染后１~８ ｄ 的草地贪夜蛾幼

虫 ＧＳＴ 活性均显著高于对照(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

图 ２ 　 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 对草地贪夜蛾幼虫谷胱甘肽转移酶

(ＧＳＴ)活性的影响

Ｆｉｇ.２ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ ｏｎ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓ￣ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
(ＧＳＴ) ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ ｌａｒｖａｅ

２.３ 　 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 对草地贪夜蛾幼虫羧酸酯酶

(ＣａｒＥ)活性的影响

　 　 如图 ３ 所示ꎬ感染 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 的草地贪夜蛾

幼虫羧酸酯酶(ＣａｒＥ)活性呈先升高后降低的趋势ꎮ
ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 感染后 １ ｄ 的草地贪夜蛾幼虫 ＣａｒＥ
活性均显著低于对照(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 感染

后２~４ ｄ 的草地贪夜蛾幼虫 ＣａｒＥ 活性均显著高于

对照(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 感染后５~８ ｄ 的草地

贪夜蛾幼虫 ＣａｒＥ 活性与对照相比无显著差异(Ｐ>
０􀆰 ０５)ꎮ
２.４　 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 对草地贪夜蛾幼虫过氧化氢酶

(ＣＡＴ)活性的影响

　 　 如图 ４ 所示ꎬＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 感染后 １ ｄ 的草地
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图 ３　 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 对草地贪夜蛾幼虫羧酸酯酶(ＣａｒＥ)活性

的影响

Ｆｉｇ.３ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ ｏｎ ｃａｒｂｏｘｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ ( ＣａｒＥ)
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ ｌａｒｖａｅ

贪夜蛾幼虫过氧化氢酶(ＣＡＴ)活性显著低于对照

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 感染后２~ ４ ｄ 的草地贪夜

蛾幼虫 ＣＡＴ 活性均显著高于对照(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＳｆＭＮ￣
ＰＶ￣Ｙｚ０１ 感染后５~８ ｄ 的草地贪夜蛾幼虫 ＣＡＴ 活性

与对照相比无显著差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ

图 ４　 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 对草地贪夜蛾幼虫过氧化氢酶(ＣＡＴ)活
性的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ ｏｎ ｃａｔａｌａｓｅ (ＣＡＴ) ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ
Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ ｌａｒｖａｅ

２.５　 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 对草地贪夜蛾幼虫过氧化物酶

(ＰＯＤ)活性的影响

　 　 如图 ５ 所示ꎬＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 感染后 １ ~ ２ ｄ 的草

地贪夜蛾幼虫过氧化物酶(ＰＯＤ)活性均与对照相

比无显著差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 感染后 ３~８
ｄ 的草地贪夜蛾幼虫 ＰＯＤ 活性均显著高于对照(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ
２.６　 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 对草地贪夜蛾幼虫超氧化物歧

化酶(ＳＯＤ)活性的影响

　 　 如图 ６ 所示ꎬＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 感染后 ２ ｄ 的草地

图 ５　 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 对草地贪夜蛾幼虫过氧化物酶活性的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ ｏｎ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ (ＰＯＤ) ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｉｎ Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ ｌａｒｖａｅ

贪夜蛾幼虫超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)活性显著低于对

照(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 感染后 １ ｄ、３ ｄ、４ ｄ、５
ｄ、６ ｄ、７ ｄ、８ ｄ 的草地贪夜蛾幼虫 ＳＯＤ 活性与对照

相比均无显著差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

图 ６ 　 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 对草地贪夜蛾幼虫超氧化物歧化酶

(ＳＯＤ)活性的影响

Ｆｉｇ. ６ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ ｏｎ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ
(ＳＯＤ) ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ ｌａｒｖａｅ

３　 讨论与结论

昆虫体内与免疫相关的防御酶、解毒酶的活性

是反映昆虫病理状态和抗性水平的重要指标[２３￣２４]ꎮ
酶活性变化反映了病毒侵染与虫体防御之间的相互

作用[２５]ꎮ 黑化反应是昆虫应对病原物侵染的重要

免疫机制[２６]ꎮ 病原物侵染过程中ꎬ昆虫通过激活酚

氧化酶(ＰＯ)催化底物合成黑色素ꎬ以沉积包裹和杀

灭入侵病原物ꎬ抑制其在体内扩散[２７]ꎮ 黑化反应在

节肢动物抗病毒免疫中也发挥重要作用[２８￣２９]ꎮ 本

研究发现ꎬ杆状病毒 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 诱导草地贪夜蛾

幼虫 ＰＯ 活性显著波动ꎬ感染 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 后 ２ ｄ
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和 ４ ｄ 时ꎬ草地贪夜蛾 ＰＯ 活性显著下降ꎬ可能是因

为病毒诱导丝氨酸蛋白酶抑制蛋白(Ｓｅｒｐｉｎ)表达ꎬ
抑制丝氨酸蛋白酶活性ꎬ从而促进病毒侵染[３０]ꎮ 因

此使用 ＰＯ 抑制剂有助于杆状病毒对草地贪夜蛾的

感染ꎮ
活性氧(ＲＯＳ)在细胞信号转导及抗病毒防御中

具有 重 要 作 用[３１￣３４]ꎮ 稻 纵 卷 叶 螟 颗 粒 体 病 毒

(ＣｎｍｅＧＶ)可诱导宿主产生氧化应激反应ꎬ感染后

１２~４８ ｈꎬ宿主 ＲＯＳ 含量升高ꎬ感染后 ７２ ｈꎬ宿主

ＲＯＳ 含量恢复到正常水平[３５]ꎮ 本研究发现ꎬＳｆＭＮ￣
ＰＶ￣Ｙｚ０１ 感染初期ꎬ草地贪夜蛾幼虫过氧化氢酶

(ＣＡＴ)、过氧化物酶(ＰＯＤ)活性较低ꎬＲＯＳ 含量较

高ꎬ有助于抵御病毒侵染[３６]ꎮ 然而过量的 ＲＯＳ 会

氧化损伤 ＤＮＡ 或脂质ꎬ造成细胞损伤[３７]ꎮ ＳｆＭＮ￣
ＰＶ￣Ｙｚ０１ 感染后期ꎬ草地贪夜蛾幼虫 ＣＡＴ 和 ＰＯＤ 活

性升高ꎬ清除过量的 ＲＯＳꎬ以维持细胞正常功能ꎮ
ＳＯＤ 活性受病毒感染的影响较小ꎮ

在 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 侵染过程中ꎬＧＳＴ 则始终保持

较高的酶活性ꎮ ＧＳＴ 可能通过其依赖还原型谷胱甘

肽(ＧＳＨ)的过氧化物酶活性缓解氧化应激ꎬ并催化

病毒感染产生的有毒物质与谷胱甘肽结合ꎬ使有毒

物质代谢ꎬ降低其对机体的毒性[３８]ꎮ ＣａｒＥ 属丝氨

酸水解酶家族ꎬ对菊酯、有机磷等农药具有解毒作

用[３９]ꎮ 本研究发现ꎬＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 感染早期ꎬ草地

贪夜蛾幼虫 ＣａｒＥ 活性与 ＰＯ 活性波动趋势相反ꎬ这
可能是因为 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 通过诱导 ＣａｒＥ 降解丝氨

酸蛋白酶ꎬ从而抑制 ＰＯ 酶活性ꎬ抑制宿主黑化反

应ꎮ
综上所述ꎬ本研究通过对 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 侵染后

草地贪夜蛾幼虫体内解毒酶、防御酶活性分析ꎬ进一

步阐明杆状病毒 ＳｆＭＮＰＶ￣Ｙｚ０１ 感染触发害虫体内

多种防御解毒酶的系统反应及相互作用ꎬ为科学应

用杆状病毒防治草地贪夜蛾提供理论基础ꎮ
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