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红火蚁感染白僵菌后体内保护酶和酯酶活性的变化 *
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摘要 在室内条件下,测定了红火蚁SolenopsisinvictaBuren工蚁感染球孢白僵菌Beauveriabassiana 后

体内保护酶和酯酶的活性。结果表明:红火蚁工蚁被球孢白僵菌感染后,体内超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢

酶(CAT)和过氧化物酶(POD)的活性都发生了不同程度的改变,SOD和CAT的活性除在接种后12h与对照相

比无显著差异外,其他处理与对照相比均存在显著差异,且各处理酶的活性显著低于对照;而POD的活性则是

先上升后下降,在接种后的36h其活性为12.33U3,显著高于对照(10.13U3),随后呈下降趋势;羧酸酯酶

(CarE)的活力呈先下降后上升的趋势,在接种后36h活性最小(6.55U4),与对照相比差异显著(8.15U4),之
后不断上升;乙酰胆碱酯酶(AchE)比活力则呈先上升后下降的趋势,在接种后36h时最高(9.24U5),显著高于

对照(6.65U5),之后不断下降。
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  红火蚁(SolenopsisinvictaBuren)是我国一种

危险的外来入侵害虫,不仅对农业和工业生产以及

生态环境造成重大影响,而且还严重危害人类健康。
由于其扩散途径多,具有明显的种群竞争优势,加之

繁殖力高,在新入侵地还尚无有效的天敌抑制,因此

防治相当困难。白僵菌属的真菌目前被认为是红火

蚁生物防治最有前途的天敌[1]。
球孢白僵菌(Beauveriabassiana)是当前世界

上研究和应用最多的一种虫生真菌[2],像大多数昆

虫病原真菌一样,需菌丝穿透体壁才能侵染寄主。
进入血腔中的菌丝,会遇到昆虫防御系统的抵抗,昆
虫体内会迅速产生细胞反应和体液反应来抵抗外源

物的入侵[3-5]。
目前,除了研究昆虫保护酶与昆虫抗药性的关

系外,国内学者也开展了病原微生物与昆虫保护酶

关系的研究,其相关研究如:绿僵菌感染马尾松毛虫

(DendrolimuspunctatusWalker)[6]、蛹虫草侵染家

蚕[7]、玫烟色拟青霉(Paecilomycesfumosoroseus)
感染菜青虫[8]、顶孢霉(Acremoniumhansfordii)感
染菜青虫[9]、白僵菌感染桑天牛幼虫[10]等。杨斌等

人研究了粉拟青霉菌和玫烟色拟青霉菌代谢产物的

杀蚜虫活性,并探讨了谢产物对烟蚜乙酰胆碱脂酶

(acetylcholinesterase,AchE)和羧酸酯酶(carboxy-
lesterase,CarE)活性的影响[11]。关于球孢白僵菌

对红火蚁的致病机制目前尚无报道。笔者所在实验

室已发现1株分离自桔小实蝇的球孢白僵菌在室内

对红火蚁有很高的致病作用(另文发表),并测定了

红火蚁工蚁被球孢白僵菌感染后体内保护酶和酯酶

的活性变化,旨在进一步弄清球孢白僵菌对红火蚁

的作用机制。

1 材料与方法

1.1 供试菌株

供试菌株是从桔小实蝇 Bactroceradorsalis
(Hendel)上分离的球孢白僵菌菌株Bb04,在PDA
斜面上接种分离并培养8d左右,然后置于4℃冰

箱中保存备用。
1.2 供试虫源

供试红火蚁实验种群采自广州市南沙区黄阁镇

丰田汽车城草坪的红火蚁蚁巢。红火蚁蚁群的田间

采集、室内蚁群的分离及饲养参照吕利华等[12]的方

法进行。
1.3 接菌方法

用装有球孢白僵菌菌株孢子(1.0×108个/mL)
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悬浮液的手动喷雾器将菌液喷于供试工蚁虫体,转
入底部铺有石膏的塑料杯(底部直径7cm,顶部直

径9cm,高6.5cm)中。将 处 理 后 的 工 蚁 置 于

25℃、相对湿度85%的培养箱中饲养,并以0.03%
的吐温-80无菌水喷于供试工蚁虫体为对照。每次

接菌的红火蚁工蚁数约为100头,重复3次。
1.4 红火蚁体内保护酶的测定

1)超氧化物歧化酶(SOD)。参照李周直等[13]

的方法进行并略作改进。酶活性是以SOD抑制

NBT光还原相对质量分数为50%时的酶量为1个

酶活力单位,以每毫克蛋白的SOD活性表示酶比活

力(U1)。

2)过氧化氢酶(CAT)。参考庞战军等[14]的方

法进行并略作改进。以20.0~20.8mmol/L的双

氧水为底物测定酶活性,以每克蛋白使反应体系在

360nm波长吸收峰的下降值表示酶比活力(U2)。

3)过氧化物酶(POD)。接菌后红火蚁体内过

氧化物酶活性的测定按照Simon等[15]的愈创木酚

法进行。酶的活性以每分钟每毫克蛋白的吸光度变

化值(以每分钟A470nm值变化0.01为1个活力单

位)表示(U3)。
1.5 红火蚁体内酯酶的测定

1)羧酸酯酶。接菌后红火蚁体内羧酸酯酶活性

的测定参照张彦广等[16]方法进行。反应系统由

4mL0.0003mol/Lβ-乙酸萘酯和1mL酶提取液

组成,混匀后于25℃恒温水浴槽中振荡保温30min
后立刻加入酶抑制剂终止反应,而后每管加入1mL
显色剂,混匀后于室温下静置30min,在波长555
nm处测定吸光度。然后根据不同浓度β-萘酚与

A555nm值的标准曲线求出β-萘酚量,再按酶源的实

际蛋白含量,以每毫克β-萘酚的量来表示羧酸酯酶

比活力(U4)。对照处理,在加入酶液之前加入酶抑

制剂,其余处理相同。

2)乙酰胆碱酯酶。接菌后红火蚁体内乙酰胆碱

酯酶活性的测定参照高希武等[17]的方法进行。试

管中加入0.2mL酶液,0.2mL磷酸缓冲液(pH
7.6),再加入0.06mL硫代乙酰胆碱溶液,30℃下

静置20min后,加入DTNB-磷酸-乙醇液3.6mL,
于波长412nm处检测吸光度。然后根据不同浓度

的硫代乙酰胆碱与A412nm值的标准曲线求出乙酰胆

碱含 量,并 以 此 含 量 来 表 示 乙 酰 胆 碱 酯 酶 比 活

力(U5)。

2 结果与分析

2.1 球孢白僵菌对红火蚁体内保护酶的影响

由表1可知,处理组和对照组相比,在接菌后

12h时,供试红火蚁体内超氧化物歧化酶(SOD)活
性没有显著性差异,但在接菌后24h、36h、48h、

60h和72h,处理组的SOD活性显著低于对照组。
这说明红火蚁感染球孢白僵菌后体内的超氧化物歧

化酶活性下降。
测定结果还表明,供试红火蚁感染球孢白僵菌

后体内的过氧化氢酶(CAT)活性呈下降趋势,而且

处理组接菌24h后的过氧化氢酶活性显著低于对

照组。
另外,红火蚁感染球孢白僵菌后不同时间内过

氧化物酶(POD)活性变化较明显,接菌36h红火蚁

体内的过氧化物酶活性达到最大值,接菌72h内过

氧化物酶活性出现先上升后又逐步下降的趋势,在
感染后期(60h和72h)过氧化物酶活性与对照差

异尤为显著。
表1 红火蚁感染球孢白僵菌后不同时间体内保护酶的活性1)

Table1 ActivityofprotectiveenzymeinS.invictainfectedbyB.bassianaatdifferenttime

项目Items 12h 24h 36h 48h 60h 72h

SOD/U1 对照CK 4.12±0.29a(b)4.33±0.11a(ab)4.77±0.29a(a)4.13±0.28a(b)4.35±0.20a(ab)4.01±0.19a(b)

 处理 Treatment 3.88±0.43a(a)2.42±0.24b(b)2.47±0.49b(b)3.28±0.26b(a)1.79±0.32b(c)1.66±0.21b(c)

CAT/U2 对照CK 8.54±0.15a(a)7.89±0.43a(a)7.92±0.37a(a)7.65±0.45a(a)8.75±0.35a(a)8.58±0.22a(a)

 处理 Treatment 6.88±0.80a(a)5.11±0.17b(b)5.33±0.61b(b)5.19±0.47b(b)3.56±0.26b(c)2.59±0.32b(c)

POD/U3 对照CK 9.03±0.58a(a)8.37±0.54a(a)10.13±0.71a(a)9.36±0.56a(a)8.43±0.38a(a)9.73±0.48a(a)

 处理 Treatment 7.93±0.24a(b)8.53±0.35a(b)12.33±0.75b(a)9.07±0.35a(b)5.93±0.29b(c)1.97±0.44b(d)

 1)表中数据为3次重复的平均值±标准误,同列具有相同字母者表示在0.05水平上差异不显著,同行括号内具有相同字母者表示在

0.05水平上差异不显著(下表同)。

Means±SEvalueswiththesamelettersinthesamecolumnwerenotsignificantlydifferentatthelevelof0.05andwhichwiththe

samelowercaselettersinthesamelinewerenotsignificantlydifferentatthelevelof0.05(thesameasfollowingtable).

382



  华 中 农 业 大 学 学 报 第29卷 

2.2 球孢白僵菌对红火蚁体内酯酶活性的影响

由表2可知,供试红火蚁在接种球孢白僵菌

12h、60h和72h后,处理组与对照组体内羧酸酯

酶(CarE)的活性无显著差异,而接种24h、36h和

48h后,体内羧酸酯酶处理组与对照组的活性差异

显著。这说明在接种球孢白僵菌后,红火蚁体内羧

酸酯酶的活性呈先下降后上升的趋势。

另外,乙酰胆碱酯酶(AchE)的活性测定结果表

明,供试红火蚁感染球孢白僵菌后,在36h时处理

组乙酰胆碱酯酶的活性显著高于对照组,而接种

60h和70h后,红火蚁体内乙酰胆碱酯酶活性则显

著低于对照组。这说明在接种球孢白僵菌后,红火

蚁体内乙酰胆碱酯酶的活性呈先上升后下降的

趋势。
表2 红火蚁感染球孢白僵菌后不同时间体内酯酶的活性

Table2 ActivityofdetoxificationenzymeinS.invictainfectedbyB.bassianaatdifferenttime

项目Items 12h 24h 36h 48h 60h 72h

CarE/U4 对照CK 8.37±0.25a(a)8.45±0.12a(a)8.15±0.19a(ab)8.49±0.12a(a)7.90±0.37a(b)8.02±0.15a(ab)

 处理 Treatment 7.97±0.43a(a)6.59±0.29b(b)6.55±0.33b(b)6.73±0.21b(b)7.88±0.41a(a)8.14±0.19a(a)

AChE/U5 对照CK 7.76±1.01a(a)6.23±0.47a(a)6.65±0.45a(a)7.82±0.63a(a)6.61±0.28a(a)7.75±0.75a(a)

 处理 Treatment 6.79±0.80a(b)6.41±1.14a(b)9.24±0.71b(a)6.86±0.63a(b)5.06±0.81b(bc)3.81±0.23b(c)

3 讨 论

白僵菌属的真菌是红火蚁生物防治最具有前途

的天敌,在此方面前人已有不少研究,但有关白僵菌

侵入红火蚁后体内的生理生化变化等现象未见报

道。笔者研究了红火蚁感染白僵菌后保护酶和酯酶

活性的变化规律,试验结果表明,红火蚁被球孢白僵

菌感染后,体内SOD和CAT的活性除在感染后的

12h后与对照相比差异不显著外,其他处理与对照

相比差异均达显著,且处理组的SOD和CAT活性

均低于对照组;POD活性表现出先升高后下降的趋

势,即红火蚁感染球孢白僵菌后12h、24h和48h
体内的POD活性与处理组相比差异不显著,感染

后36h体内的POD活性达到最高,随后下降。总

之,处理组红火蚁SOD和CAT的活性始终低于对

照组,而POD的活性在感染后24h和36h高于对

照组,其余时间段低于对照组,说明CAT是最先发

生作用的酶系。这表明红火蚁感染球孢白僵菌后,
体内3种保护酶均发生了不同程度改变。研究结果

可为探明红火蚁感染白僵菌后其体内的抵御反应提

供一定的理论依据,但要明确其机制及保护酶的作

用方式还有待深入研究。
生物体内存在超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化

氢酶(CAT)和过氧化物酶(POD)等保护酶,这些酶

在昆虫对杀虫剂抗性的产生中起着重要作用,同时

也在生物体抵御虫生真菌的入侵和感染方面起到重

要作用[18]。SOD能催化超氧化物阴离子自由基发

生歧化反应,从而清除阴离子自由基,而 CAT和

POD是存在于大多数昆虫中的另外2种保护酶,它

们在分解由SOD在昆虫体内清除阴离子自由基后

产生的H2O2 起着重要的作用[19]。据李毅平等[19]

的报道,所有需氧生物的生理过程均有自由基的产

生和清除,且两者之间存在平衡,若失去平衡,便会

损伤机体引起病变。其失去平衡的原因,一是自由

基增多,二是机体对自由基的清除能力减弱或两者

兼而有之。本试验中红火蚁被球孢白僵菌侵染后,
其机体内最重要的清除自由基的SOD活力比对照

的低,说明被感染的红火蚁体内的SOD合成受到抑

制,对机体内自由基的清除能力减弱。但也可能是

由于感病红火蚁体内自由基的增多,使红火蚁体内

自由基的产生和清除之间失去了平衡。同时,球孢

白僵菌感染的红火蚁体内的POD活性变化趋势是

先上升后下降,CAT活性则呈下降趋势,且均低于

对照组的活性。据李周直等[13]报道,当菜青虫被病

原菌感染后,会启动机体内的保护酶系统进行防御,
即存在于昆虫体内的SOD能够将阴离子自由基清

除为H2O2,CAT和POD能将H2O2 进一步清除为

H2O,三者协同作用可使自由基维持在一个比较低

的水平,从而维持昆虫体内的正常生理活动。本试

验结果说明,红火蚁体内的保护酶系统变化与球孢

白僵菌的侵染有一定的相关性。
红火蚁被球孢白僵菌感染后,对其体内SOD、

CAT和POD的活性造成了不同程度的影响,导致

体内某一种或几种保护酶的合成受到抑制,从而破

坏这几种酶在昆虫体内的作用或它们之间的协同作

用,最终引起寄主一系列的生理病变。这些都是笔

者根据试验结果进行的一些推测,具体的原因还有

待进一步探讨。
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李会平等[10]对桑天牛幼虫感染白僵菌后体内

主要保护酶活性的变化进行了研究,结果表明桑天

牛幼虫感染白僵菌后,体内SOD、CAT和POD在

接种初期迅速提高,但在接种后期均出现不同程度

的下降趋势。牛宇等[20]对油松毛虫感染白僵菌后

超氧化物歧化酶和过氧化氢酶的变化情况进行了研

究,结果表明:油松毛虫(Dendrolimustabulaefor-
misTsaietLiu)幼虫被白僵菌感染后,其体内超氧

化物歧化酶(SOD)活性显著高于同期未感染的幼

虫,并呈现出先升高后下降的变化趋势,而同期未感

染的幼虫变化不大;体内过氧化氢酶(CAT)的活性

也呈现出先升后降的趋势。本试验球孢白僵菌侵染

红火蚁所造成的酶活性变化与已报道结果有所不

同,这可能是因为不同的菌株和寄主而导致试验结

果有所差异。
抑制乙酰胆碱酯酶活性会引起神经传导的阻

断,使昆虫生理生化过程失调和破坏,导致昆虫死

亡[21]。羧酸酯酶是昆虫体内的一种重要解毒酶,其
活性与昆虫解毒能力密切相关,它的存在是昆虫产

生抗药性的重要机制,抑制该酶活性,降低其解毒能

力,可延长外源物质在昆虫体内存在的时间,更加充

分发挥对昆虫的致病作用[11]。球孢白僵菌感染桑

天牛幼虫后,球孢白僵菌对羧酸酯酶表现为先刺激

后抑制,而对乙酰胆碱酯酶活性影响则呈先抑制再

激活再抑制再激活的趋势[22]。本研究表明,红火蚁

工蚁对球孢白僵菌的入侵初期,对虫体内羧酸酯酶

的活性产生抑制作用,造成酸酸酯酶活性降低,但随

着入侵时间的延长,其活性逐渐提高,在感染后的

60h和72h,处理组羧酸酯酶的活性与对照组的相

比无显著差异。由此可知球孢白僵菌对羧酸酯酶活

性影响随时间的延长无显著抑制作用。本研究的试

验结果与前人所研究的有关球孢白僵菌对昆虫体内

羧酸酯酶的影响所得出的结果有一定差别,原因可

能是不同种类昆虫其虫体对球孢白僵菌入侵的防御

机制有所不同,也有可能是试验方法和条件不同而

存在的差异。具体原因还有待进一步探讨。
已有的研究表明,球孢白僵菌在侵染害虫的过

程中会伴随着毒素产生,因此提出孢子萌发时产生

的物质是球孢白僵菌使昆虫致病的主要原因。到目

前为止,已报道的白僵菌属的有毒代谢产物主要有

3类:蛋白质类、环肽类、非肽类[23]。从球孢白僵菌

的代谢产物中提取出来的毒素作用于草地夜蛾

(Spodopterafrugiperda)体外培养细胞,细胞中毒

后细胞内乳酸脱氢酶、苹果酸脱氢酶、酯酶等同工酶

在种类和含量上都有所减少,且能使其细胞代谢发

生紊乱[24]。
本研究结果表明,球孢白僵菌对红火蚁的入侵

能抑制其体内乙酰胆碱酯酶的活性。这对于以后红

火蚁的生物防治有重要意义。球孢白僵菌的入侵导

致红火蚁体内乙酰胆碱酯酶的活性受到抑制,不知

这是否与白僵菌的入侵伴随的毒素产生有关,其具

体机制还有待进一步研究。
一般认为,羧酸酯酶酶和乙酞胆碱醋酶是昆虫

与寄主植物之间以及昆虫与化学杀虫剂之间起关键

作用的酶类。本试验结果表明,球孢白僵菌侵染红

火蚁工蚁后会刺激这2种酶活性发生变化,即昆虫

被病原微生物感染后的一种免疫防御反应,这与昆

虫对化学农药的解毒或抗性产生显著不同。有关两

者之间的差异还有待进一步研究。
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ChangesofActivitiesofProtectiveEnzymeandDetoxificationEnzymein
SolenopsisinvictaBurenInfectedbyBeauveriabassiana
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Guangzhou510642,China;
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Abstract SolenopsisinvictaBuren(redimportedfireant,RIFA)wasoneofthemostdangerous
anddevastatinginvasivepestsintheworld.Inthispaper,thechangesoftheactivitiesofsuperoxidedis-
mutase(SOD),catalase(CAT),peroxidase(POD),carboxylesterase(CarE)andacetylcholinestrease
(AchE)inredimportedfireantworkersinfectedbyBeauveriabassianawerestudied,whichprovided
thetheoreticalbasisfortheresearchonredimportedfireantinfectedbyBeauveriabassianaandthe
pathogenicmechanism.TheresultsshowedthattheactivitiesofSOD,CATandPODininfectedredim-
portedfireantworkers’bodieshadchangedindifferentdegrees.12hoursaftertheinoculation,theac-
tivitiesofSODandCATofinfectedredimportedfireantworkersrevealedsignificantdifferenceincon-
trasttotheuntreatedones,andtheirenzymeactivitiesweresignificantlylowerthanthoseofthecon-
trols,theirPODactivitywasfirstwentupandthenwentdown;36hoursaftertheinoculation,theactiv-
ityof12.33U3wassignificantlyhigherthanthatofthecontrolgroup,whichwas10.13U3,butthenit
wentdown.TheactivityofCarEin36hoursafterinoculationwasthelowest,whichwas6.55U4,

greatlydifferentfromthe8.15U4ofthecontrolgroup.TheactivityofAchEwentupatfirstandthen
wentdown,andreachedthehighestpointat9.24U536hoursaftertheinoculation,whichwassignifi-
cantlyhigherthanthe6.65U5ofthecontrols.

Keywords SolenopsisinvictaBuren;Beauveriabassiana;protectiveenzyme;detoxificationen-
zyme
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