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789 采用研磨法制备褐飞虱 -+)$.$/0$#$ )1*2&3（.@L%）和桃蚜 45613 .2/3+"$2（.?%IB#）粗提液，用于研究几种化学因子
对粗提液中酚氧化酶原激活系统（"#>MN1!.）的激活特点。结果表明，在 ’=+ O +’’ 77>%PQ的 R8& S 浓度范围内，虱液
和蚜液的酚氧化酶（MN）活性随 R8& S浓度升高而增强，并在 4’ 77>%PQ处 MN活性达到最高，在此限之上 MN活性反
而下降。当昆布多糖浓度从 +’, ) 7TP7Q升至 +’ 7TP7Q时，虱液和蚜液的 MN活性也随之升高，但再提高昆布多糖
浓度却未见 MN活性的峰顶出现。在 (种葡聚糖对 MN的激活作用中，昆布多糖和酵母聚糖能显著增强 MN活性，但
9?#E%8D对虱液和蚜液的 MN无明显激活作用，而甘露聚糖、右旋糖苷和纤维素则降低 MN活性。这些结果显示!1+，41
葡聚糖能有效激活 "#>MN1!.。R8& S和丝氨酸蛋白酶抑制剂 MU.V加样顺序的不同也会影响 MN活性。
:;<9 褐飞虱；桃蚜；酚氧化酶原激活系统；酚氧化酶；昆虫免疫
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酚氧化酶原激活系统（"#>":BD>%>H$E8CB189@$K8@$DT
C]C@B7，"#>MN1!.）是昆虫最重要的体液免疫系统之

一，在抵御异源物入侵、表皮硬化、伤口愈合等重要

的生理反应中起作用（!C:$E8 8DE c#B]，+**3

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

）。该系



统能被细菌细胞壁上的肽聚糖和脂多糖及真菌细胞

壁上的!!"，#!葡聚糖等微生物所共有而不存在于昆
虫体内的分子所激活，产生酚氧化酶（$%&’()(*+,-.&，
/0）。/0是该系统最重要的功能组分，以无活性的
酶原即酚氧化酶原（$1($%&’()(*+,-.&，$1(/0）的形式
存在，经丝氨酸蛋白酶级联反应限制性水解成 /0。
/0为复合功能氧化酶，具有单酚氧化酶（23
"4"54"64"；单酚：氧化还原酶）和 !!双酚氧化酶（23
"4"74#4"；!!双酚：氧化还原酶）活性，能催化酪氨酸
转化成多巴再氧化成多巴醌，多巴醌经非酶促转化

产生多巴色素，在多巴色素异构酶作用下产生 8，9!
二羟吲哚，进而氧化产生黑色素。目前，对 $1(/0!:;
的研究多集中于较大型昆虫，而较少涉及小型昆虫，

因为体型较大的昆虫有丰富的血淋巴和血细胞，便

于取血检测，而小型昆虫却难以用常规方法获得大

量血淋巴。

虫霉是一类重要的昆虫病原真菌，常引发害虫

流行病，具有主动弹射孢子、入侵速度快、侵染力强

等特点，是害虫微生物防治的研究热点（冯明光和李

增智，"<<=）。褐飞虱 "#$%&%’(%)% $*+,-.（;>?)）和桃
蚜 /01*. &,’.#2%,（;@)A&1）是我国重要的农业害虫，具
有个体小、繁殖快、周期短、迁飞扩散能力强等特点，

是一些常见虫霉的主要寄主。由于对这些小型昆虫

的生理生化和免疫机制缺乏了解，限制了人们对虫

霉侵染生物学的深层次认识。本实验以褐飞虱和桃

蚜为研究对象，通过研磨法获取昆虫粗提液，研究多

种化学因子对粗提液中 $1(/0!:;的激活特点，初步
建立小型昆虫 $1(/0!:;的研究方法，为进一步研究
虫霉!小型昆虫免疫互作体系奠定基础。
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供试用褐飞虱在光照培养箱中（B= C "D，"BE F

"BG）饲养于无土栽培水稻苗上，桃蚜在温室中（BB C
"D，"BE F "BG）饲养于网罩盆栽京丰 "号甘蓝植株
上。大量收集成虫，冷藏于 H B7D冰箱中备用。
!"# *+,-./012345
取 " I冷藏褐飞虱，加入 8 JE预冷抗凝固缓冲

液（9B JJ()KE L-3)，"77 JJ()KE 葡萄糖，"7 JJ()KE
2GM:，#7 JJ()KE柠檬酸三钠，B9 JJ()KE柠檬酸，$N
549）（E&(’-1, ,) %$ O，"<68），于玻璃匀浆器中研磨。
所得研磨液在= #=7 P "5 #77 Q I 下多次离心 "8
J+’，最终所得澄清液即为褐飞虱粗提液，简称虱液。

按同样方法制得澄清桃蚜粗提液，简称蚜液。以上

步骤均在 7 P 5D下进行。
!"$ %&67389

/0 的 活 性 以 反 应 底 物 E!多 巴（ E!#，5!
,+%R,1(*R$%&’R)-)-’+’&，E!G0/:，;+IJ-）氧化成多巴
色素时 5<7 ’J处的光吸收值表示。取虱液或蚜液
B77"E，加入 B77"E水溶液（含 3-B S、葡聚糖等化学
因子），混合物在 #7D反应 " %，再加入 B JJ()KE多
巴溶液 B77"E，继续反应 "7 J+’，用紫外分光光度计
测定 0G5<7。一个酶活单位（T）定义为每分钟每毫克
蛋白的 0G5<7 改变 7477"（ ;U,&1%?)) -’, T’&.>-J，

"<=<）。
!"’ ()#*:;< %&673=>
在 B77"E粗提液中加入 3-3)B 溶液，使 3-B S 浓

度分别达到 74"，"，"7，B7，#7，57，87，97，=7，67，
<7和 "77 JJ()KE，再加入 "7 JJ()KE 昆布多糖溶液
B7"E，#7D反应 " %后加入多巴继续反应 "7 J+’，测
定 0G5<7。以不加 3-B S的体系为对照。

!"+ ?@AB:;< %&673=>
在 B77"E粗提液中加入 "77 JJ()KE 3-3)B 溶液

87"E后，加入不同量的昆布多糖溶液，使其浓度分
别达到 "7H 5、"7H #、"7H B、"7H "、"和 "7 JIKJE，#7D反
应 " %后加入多巴继续反应 "7 J+’，测定 0G5<7。以

不加昆布多糖的体系为对照。

!", CDEFB< %&673=>
在 B77"E粗提液中加入 "77 JJ()KE 3-3)B 溶液

87"E后，分别加入 9种 "7 JJ()KE葡聚糖溶液，即昆
布多糖（ )-J+’-1+’）、甘露聚糖（J-’’-’）、右旋糖苷
（,&*>1-’）、纤维素（V&))@)(.&）、V@1,)-’ 和酵母聚糖
（ARJ(.-’）（;+IJ-），各 B7"E，#7D反应 " %后加入多
巴继续反应 "7 J+’，测定 0G5<7。以不加葡聚糖的体

系为对照。

!"- %./0< %&673=>
取 B77"E粗提液，加 "77 JJ()KE 3-3)B 溶液 87

"E后再加入 "7 JJ()KE /W;X（$%&’R)J&>%R) .@)Y(’R)
Y)@(1+,&，;+IJ-）丝氨酸蛋白酶抑制剂溶液 "7"E，或
者先加入 /W;X再加入 3-3)B 溶液，冰上反应 8 J+’
后加入 "7 JJ()KE昆布多糖溶液 B7"E，#7D反应 " %
后加入多巴继续反应 "7 J+’，测定 0G5<7。以不加

/W;X的体系为对照。
!"1 GHI:;389
蛋白质浓度按考马斯亮蓝染色法测定 0G8<8值

（Z1-,Y(1,，"<=9）。

8<"B期 陈 娇等：褐飞虱和桃蚜粗提液中酚氧化酶原激活系统的激活特点
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在 !"# $ #!! %%&’() 的 *+, - 浓度范围内，虱液

和蚜液 ./ 活性的总体趋势是一致的（图 #）：随着
*+, -浓度升高，./活性迅速增强，在 0! %%&’() *+, -

浓度处达到最高值；当 *+, - 浓度进一步增加时，./
活性反而下降，但 ./活性并没有降到 !，而是维持
在较高水平。总体而言，在相同 *+, - 浓度下，蚜液
的 ./活性高于虱液，如在 0! %%&’()时，蚜液的 ./
活性约为虱液的 ,倍。

图 # *+, -浓度对虱液及蚜液中
酚氧化酶活性的影响

1234 # 567 78879: &8 ;2887<7=: *+, - 9&=97=:<+:2&=>
&= :67 ?67=&’&@2;+>7（./）+9:2A2:27> 2= 9<B;7 7@:<+9:>

8<&% !"#$%$&’$($ #)*+,- +=; ./0)- %+&-"1$+

!"! ./01&’( ’()*+,-
单独的昆布多糖对虱液和蚜液 ?<&./没有激活

作用，而单独的 *+, -可强烈激活 ./活性，当昆布多
糖和 *+, - 共同作用时则激活力更强，并显著高于

*+, -单独激活的 ./ 活性（虱液：20，C D ,0E"F，3 G

!"!#；蚜液：20，C D ,HI"H，3 G !"!#），表明 *+, -为昆

布多糖激活 ?<&./的必需因子（图 ,）。
当 *+, -存在时，随着昆布多糖的浓度从 #!J E

%3(%)升高到 #! %3(%)，虱液和蚜液的 ./活性也随
之升高（图 0）。在 #!J E $ # %3(%)的浓度范围内，虱
液和蚜液的 ./活性缓慢升高，且蚜液 ./活性高于
虱液。当昆布多糖浓度升高到 #! %3(%) 时，虱液
./活性迅速升高，其活性水平高于蚜液，约为后者
的 ,倍。但是进一步提高昆布多糖浓度也未见 ./
活性的峰顶出现（数据省略）。

!") 23451( ’()*+,-
不同葡聚糖对虱液及蚜液的 ?<&./激活作用差

图 , *+, -和昆布多糖对虱液及蚜液中
酚氧化酶活性的影响

1234 , 567 78879: &8 *+, - +=; ’+%2=+<2= &= :67
?67=&’&@2;+>7（./）+9:2A2:27> 2= 9<B;7 7@:<+9:> 8<&%

!"#$%$&’$($ #)*+,- +=; ./0)- %+&-"1$+
栅顶大小写字母表示各型栅高差异的显著性 K2887<7=: ’&L7<M

+=; B??7<9+>7 ’7::7<> &= :67 L62:7 &< >6+;2=3 N+<> ;7=&:7 >23=2829+=97

&8 :67 ;2887<7=97> +%&=3 :67 :<7+:%7=:>（3 G !"!H）；图 E和图 H同

567 >+%7 8&< 1234E +=; 1234H；!：双蒸水 ;;O,/；"：昆布多糖

)+%2=+<2=；#：*+, -；$：*+, - 和昆布多糖混合物 *+, - M

’+%2=+<2= %2@:B<74

图 0 昆布多糖浓度对虱液及蚜液中
酚氧化酶活性的影响

1234 0 567 78879: &8 ;2887<7=: ’+%2=+<2= 9&=97=:<+:2&=>
&= :67 ?67=&’&@2;+>7（./）+9:2A2:27> 2= 9<B;7 7@:<+9:>

8<&% !"#$%$&’$($ #)*+,- +=; ./0)- %+&-"1$+

异显著（虱液：2I，#E D F0"!，3 G !"!#；蚜液：2I，#E D
E#",，3 G !"!#）。其中，昆布多糖对 ?<&./ 的激活
作用最强，其次为酵母聚糖，两者的激活作用均显著

强于其他葡聚糖。昆布多糖对虱液 ?<&./的激活作
用显著强于酵母聚糖，而对蚜液 ?<&./的激活作用
中，两者间没有显著差异。与对照相比，*B<;’+= 对
虱液和蚜液都无明显激活作用。甘露聚糖、右旋糖

苷和纤维素作用下的虱液及蚜液的 ./活性处于同

IF# 昆虫学报 41($ 5,(676#6*"1$ 8","1$ EF卷



图 ! 不同类型的葡聚糖对虱液及蚜液中
酚氧化酶活性的影响

"#$% ! &’( ())(*+ ,) -#))(.(/+ +01(2 ,) $34*5/
,/ +’( 1’(/,3,6#-52(（78）5*+#9#+#(2 #/ *.4-(

(6+.5*+2 ).,: !"#$%$&’$($ #)*+,- 5/- ./0)- %+&-"1$+
;<：对照；!：昆布多糖 =5:#/5.#/；"：甘露聚糖 >5//5/；#：

右旋糖苷 ?(6+.5/；$：纤维素 ;(3343,2(；%：;4.-35/；&：酵母

聚糖 @0:,25/%

一水平，显著低于对照（图 !）。
!"# $%&’! $("#$%&
丝氨酸蛋白酶抑制剂 7>A"和 ;5B C加样顺序的

不同会产生不同的 78活性（虱液：2B，D E FFGH，3 I
JGJK；蚜液：2B，D E HKG!，3 I JGJK）。虱液中先加

;5B C后加 7>A"，可明显抑制 78活性，其活性水平显
著低于对照；而先加 7>A"后加 ;5B C，则不表现上述
抑制作用。在蚜液中先加 ;5B C再加 7>A"不能抑制
78活性，其活性水平与对照相近；而先加 7>A" 再
加 ;5B C的 78活性却显著高于对照（图 L）。

图 L ;5B C和丝氨酸蛋白酶抑制剂 7>A"加样顺序
对虱液及蚜液中酚氧化酶活性的影响

"#$% L &’( ())(*+ ,) ;5B C 5/- 7>A" #/+(.5*+#,/
,/ +’( 1’(/,3,6#-52(（78）5*+#9#+#(2 #/ *.4-( (6+.5*+2

).,: !"#$%$&’$($ #)*+,- 5/- ./0)- %+&-"1$+
;<：对照；!：先加 ;5B C 后加 7>A"（;5B C M52 5--(- +, +’(

.(5*+#,/ (5.3#(. +’5/ 7>A"）；"：先加 7>A"后加 ;5B C（7>A" M52

5--(- +, +’( .(5*+#,/ (5.3#(. +’5/ ;5B C）%

) ’(

对于 ;5B C是否为激活 1.,78NOA的必需因子，目
前存在两个截然相反的结论。在烟芽夜蛾 4+#"5(6"-
’"&+-1+,-、埃及伊蚊 7+8+- $+*/%("、甜菜夜蛾 9%585%(+&$
+:"*)$的研究中，;5B C 并非是激活 1.,78NOA 必需的
因子（=,*P(0 5/- 84.+’，KQQB；R505. 5/- S.5-3(0，
KQQ!；T4/$ 5/- S,4*#52，KQQD）；而在家蚕 ;5<=/:
<5&"、东亚飞蝗 >51)-($ <"*&$(5&"$、大头折翅蠊
;#$=+&)- 1&$,""?+& 同一系统的激活被证明需要 ;5B C

（O2’#-5 +( $# %，KQUH；=(,/5.- +( $# %，KQUL；S.(’V3#/
+( $# %，KQUQ）。本实验结果显然支持后者。这些矛
盾的结果可能与 1.,78NOA制备的来源、提取方式或
其他性质有关。此外，对于需要 ;5B C 的激活反应，
最高 78活性一般在低 ;5B C浓度下表现，而高 ;5B C

浓度则抑制激活，而且不同昆虫种类的最适 ;5B C浓
度有所不同，如意大利蜜蜂 7%"- <+##"?+&$ 为 L’:,3W=
（@4)(35+, +( $# %，BJJ!），大蜡螟为 KJ X BJ ::,3W=
（?4/1’0，KQQK），灰翅夜蛾 9%585%(+&$ #"((5&$#"- 为 HJ
::,3W=（=(( 5/- O/2+((，KQQL）。目前，对于 ;5B C 在
1.,78NOA中的确切功能和作用机制并不很清楚。近
年的一些研究表明，;5B C 可能为丝氨酸蛋白酶级联
中某些酶原的转化所需要的，而并不是直接作用于

1.,78的转化（Y#5/$ +( $# %，KQQU，BJJH5，BJJHZ；=((
+( $# %，KQQU，BJJB；A5+,’ +( $# %，KQQQ；<#: +( $# %，
BJJB）。
昆布多糖对虱液和蚜液 1.,78NOA 的激活作用

依赖于 ;5B C，而昆布多糖和 ;5B C 共同作用激活的
78活性显著高于单独 ;5B C 激活的活性，显示 ;5B C

及其与昆布多糖的互作在 78激活方面具有重要作
用。这在加州对虾 3+,$+)- 1$#"?5&,"+,-"- 和黄粉甲
@+,+=&"5 <5#"(5& 中也有相似报道（[,3352N[539\/ +(
$# %，KQQF；=(( +( $# %，BJJB；@’5/$ +( $# %，BJJH）。
在 ;5B C 存在时，虱液和蚜液的 78活性都随着昆布
多糖浓度的增加而升高，甚至在昆布多糖浓度高达

LJ ::,3W=时，78继续升高，而 LJ ::,3W=已远高于
其他昆虫中所检测的昆布多糖浓度，因此未能找出

最高 78 活性。这不同于其他昆虫中昆布多糖对
1.,78NOA的激活作用，它们都可以找到一个最适昆
布多糖浓度，如大头折翅蠊中浓度为 KJJ’$W:= 时
激发最大 78活性（=(,/5.- +( $# %，KQUL）。从理论上
讲，任何免疫系统处理异源物的能力都有个限度，因

为宿主不可能无限供应相关的蛋白和辅因子，而且
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过度免疫反应造成的伤害可能比异源物造成的损坏

更严重，所以存在调控因子来调节免疫反应。由此

推测，虱液和蚜液中可能破坏或损失了某些 !"#$%&
’(的调节因子而使 !"#$%不受限制地活化。借鉴
他人实验中所用的昆布多糖浓度，本实验采用 )
*+,*-。当昆布多糖在低至 )!+,*-的浓度下仍能
有效激活虱液和蚜液 !"#$%&’(，而大头折翅蠊中有
激活作用的昆布多糖浓度甚至低至 ). /+,*-
（-0#/1"2 !" #$ 3，)456）。显然，!"#$%&’(是一个非常
有效的非自我识别体系，即使对极微量的异源物也

能做出免疫反应。

在 7种葡聚糖中，昆布多糖、酵母聚糖和 89"2:1/
均为"&)，;&葡聚糖，甘露聚糖和右旋糖苷为#&)，7&葡
聚糖，纤维素为"&)，<&葡聚糖。昆布多糖和酵母聚
糖能显著增强 $%活性，89"2:1/ 不能激活 !"#$%，而
甘露聚糖、右旋糖苷和纤维素产生的 $% 活性均显
著低于对照。这些结果表明不同类型的葡聚糖对

!"#$%&’(具有不同的激活作用："&)，;&葡聚糖能有
效激活 !"#$%，而其他葡聚糖则不能引发 $%活性。
这与真菌细胞壁中主要由"&)，;&葡聚糖激活 !"#$%&
’(的结论是一致的，也表明 !"#$%&’( 对不同类型
葡聚糖的反应是选择性的，如在家蚕中的选择性反

应尤为明显（’=>?21 !" #$ 3，)45;；@=98>?A1 !" #$ 3，
)447）。
在许多昆虫中，异源物对 !"#$%的激活作用可

被丝氨酸蛋白酶抑制剂抑制。本研究检测了丝氨酸

蛋白酶抑制剂 $B(C对 !"#$%激活作用的影响。有
趣的是，D1E F 和 $B(C加样顺序的不同会产生不同
的 $% 活性，其原因目前并不清楚，也未见相关报
道，进一步研究揭示 D1E F在 !"#$%&’(中的作用机制
将有助于这一认识的深化。在他人实验中，一般是

先加 D1E F后加抑制剂，而且在不同动物中不同抑制
剂对 !"#$%&’(的抑制效果有完全抑制、部分抑制及
不抑制之分，有的甚至增强 $%活性（’"?GG1 !" #$ 3，
)446；H"?I?# !" #$ 3，)447；J9K0:1L# !" #$ 3，E..<）。
本研究中检测的并非单纯的血淋巴或血浆或血

细胞裂解液中的 !"#$%，而是整个虫体的研磨液，可
能包含了血浆、血细胞、表皮或者组织中的 !"#$%，
因此检测的是总 $%活性。至于 !"#$%在褐飞虱和
桃蚜中存在的确切部位有待于进一步研究揭示。综

上所述，采用研磨法制取的昆虫粗提液可以应用于

!"#$%&’(的研究。
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