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【摘要】　利用 34℃、36℃、38℃3个温度处理褐飞虱的若虫和不同翅型成虫 ,研究其在热休克过程中体内保护
酶系活性及脂质过氧化物含量的变化.结果表明 ,热休克对 4 龄若虫过氧化氢酶 (CA T)活性影响大于 3 龄、5
龄 ,而其成虫期 CA T活性则随日龄增加而增加 ,36℃为 CA T清除 H2O2 最适温度.高龄若虫体内谷胱甘肽过氧
化物酶 ( GSH2px)活性高于低龄若虫 ,老熟成虫体内 GSH2px清除 H2O2 能力强于初羽化成虫.超氧化物歧化酶
(SOD)活性与处理温度呈正相关 ,而同一处理温度下 SOD活性随成虫龄期和成虫日龄增加而降低.长翅型成虫
体内 CA T、GSH2px、SOD活性均高于短翅型 ,而雌、雄成虫间 CA T、GSH2px、SOD活性无明显差异 (α> 0. 05) .褐
飞虱体内脂质过氧化物 (L PO)含量随处理温度升高而上升 ,同一处理温度下随若虫龄期和成虫日龄的增加而
增加 ,短翅型成虫体内 L PO含量高于长翅型.
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Stress response of Nilapa rvata lugens at high temperature and activities of its protective enzyme systems. FEN G
Congjing ,DAI Huaguo and WU Shuwen ( Depart ment of Plant Protection , N anjing A gricultural U niversity , N an2
jing 210095) . 2Chin. J . A ppl . Ecol . ,2001 ,12 (3) :409～413.
The nymphae and different wing2form adults of Brown Planthopper (BPH) were treated intermittently at 34℃,36℃
and 38℃. During the process of heat shock treatment ,the variation of the activities of the endogenous enzymes of pro2
tective system and the content of lipid peroxides (L PO) in BPH were researched. The results showed that the effect of
heat shock treatments on CA T activity in 4th instar of nymphae was higher than that in 3rd and 5th instar. The CA T
activity in BPH adults increased with the day2age ,and 36℃was the suitable temperature at which H2O2 was scavenged
by CA T. The GSH2px activity was higher in old than that in young nymphae ,and the ability of GSH2px to scavenge
H2O2 was higher in old adults than in those adults emerged early. The activity of SOD had a positive correlation with

the treated temperatures ,and decreased with the increase of nymphae instar and the day2age of adults after emergence
at the same temperature. The activities of CA T , GSH2px ,and SOD in macropterous adults were higher than those in
brachypterous adults. There were no significant difference for the activities of CA T , GSH2px and SOD between female
and male adults (α> 0. 05) . The content of L PO in BPH increased with the rise of treated temperature ,and also in2
creased with the increase of instars in nymphae and day2age after emergence in adults at the same temperature. The
L PO content was higher in brachypterous than in macropterous adults.
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1　引　　言

褐飞虱 ( N ilaparvata l ugens)是一种严重危害水

稻的迁飞性害虫 ,据报道 ,其年度间发生级差主要由迁

入虫量决定 ,在水稻生长季节主要受高温控制[1 ,3 ] .国

内外有关高温对褐飞虱发育、生殖、迁飞等方面研究较

多 ,但研究集中在温度对褐飞虱种群消长的影响、褐飞

虱对高温的耐受性等方面 ,而高温条件下的应激生理

机制尚未见报道.热休克 ( heat stock)是指短暂、迅速

地向高温转换所诱导出的一种固定的应激反应 ,以维

持机体自身生理平衡 ,保护细胞免受应激环境变化而

造成损伤.细胞对热因子进行识别 ,通过膜结构的改变

使电子传递解偶联 ,从而诱发细胞中活性氧 ,造成超氧

阴离子自由基 (O -
2
· ) 、过氧化氢 ( H2O2) ,以及脂质过氧

化物 (L PO)增加 ,这些生物自由基具备很强的氧化能

力 ,对许多生物分子产生破坏作用 ,形成生物氧毒害.

而超氧化物歧化酶 ( SOD) 、过氧化氢酶 (CA T)和谷胱

甘肽过氧化物酶 ( GSH2px)等抗氧化酶通过体内的协

调作用 ,能有效的清除 O -
2
·、H2O2 和 L PO ,呈现热休克

反应 ( heat shock response) [4 ,5 ] .本文通过测定高温条

件下褐飞虱不同龄期若虫与不同日龄成虫体内抗氧化

酶的活性变化和 LPO水平 ,探索了各种保护酶间的协

调作用 ,以说明热休克条件下褐飞虱生理上的保护反

应.
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2　材料与方法

211　材料

褐飞虱虫源采自广西桂林 ,温室饲养 ,自然繁殖.将实验虫

态的前一虫态接入试管内 ,在室内 (27 ±1) ℃,相对湿度 >

90 % ,16L∶8D 条件下 ,取汕优 63 分蘖拔节期稻苗插入直径

3cm、长 20cm的试管内 ,加入少量水稻营养液 ,定时检查发育

进度 ,定期更换稻苗及营养液.

212　化学试剂与仪器

聚乙烯吡咯烷酮 ( PVP) ,乙二胺四乙酸 ( EDTA) ,5 ,52二硫
双硝基苯甲酸 (DTNB)为上海化学试剂站进口分装产品 ;其它

试剂均为国产分析纯试剂或生化试剂.超声波仪器为上海超声

波仪器厂 CSF21A超声波发生仪 ;比色计为上海第三分析仪器

厂 7522C型紫外线可见分光光度计.

213　供试昆虫热休克处理

热休克处理温度为 34℃、36℃、38℃3种 ,对照为 27℃.实

验虫态为 3～5龄若虫及羽化后 1～5日龄成虫.每天在光照培

养箱内高温处理 5h ,至进入下一虫态即放入液氮罐 - 70℃冷冻

保存.

214　粗酶液制备

供试褐飞虱用预冷的含 1 %PVP、0. 04 %苯基硫脲、10m

mol·L - 1 EDTA、50m mol·L - 1 p H7. 0磷酸缓冲液在冰浴中用玻

璃匀浆器研磨 ,匀浆液经超声破碎 10min 后 ,在 4℃条件下

4000r·min - 1、离心 15min ,取上清液置低温冰箱保存 ,分析前解

冻.

215　保护酶系活性测定

过氧化氢酶 (CA T)活性采用改进的方允中等的方法 [2 ]测

定 ,取 30 % H2O2 0. 5～0. 6ml ,加水至 50ml.从中取出 4ml ,加入

p H7. 0 ,0. 05mol·L - 1的磷酸缓冲液 26ml ,测定 230nm 处 1cm

光路 OD值 ,如其 OD值在 0. 5～0. 55 ,即作为过氧化氢酶的底

物溶液.取已预温至 25℃的底物溶液 3ml ,在 25℃条件下加入

粗酶液 20μl ,立即测定 230nm处的 OD值 ,1min后再测 1次.按

下列公式计算 CA T活性 : K = (2. 303/ 60) ×lg (OD1/ OD2) (OD1

为零时 OD230 ,OD2 为 1min后 OD230) .

超氧化物歧化酶活性 (SOD)参照李周直等的方法 [4 ]测定 ,

反应液总体积为 3ml ,内含 50mmol·L - 1 p H7. 8 磷酸缓冲液 ,

13mmol·L - 1蛋氨酸 ,100mmol·L - 1 EDTA ,75μmol·L - 1 NB T和

50μl粗酶液 ,最后加入 2μmol·L - 1 VB2 ;以不加酶液管作为最

大光还原管. 4klx下光照 10min后立即避光迅速测定 A560值 ,

以未光照的相同反应管为对照管 ,50 %抑制率所需的酶量为一

个酶活性单位 (U) .测定重复 3次 ,计算 SOD酶活性 ,酶活性大

小以 U·g - 1DW表示.

谷胱甘肽过氧化物酶 ( GSH2px)活性采用改进的方允中等

的方法[2 ]测定 ,通过不同浓度的还原型 GSH与饱和量 DTNB

反应制备标准曲线.设置空白管、样本管、对照管 ,每管总体积

为 3ml ,其中包括 0. 2mol·L - 1 p H7. 0的磷酸缓冲液、0. 01mol·

L - 1 NaN3、1mmol·L - 1 GSH、0. 04 % DTNB、H2O.样品管中加

入 50μl粗酶液.上述溶液 30℃预温 5min后 ,样本管和对照管

与 30℃预温 5min的 0. 15ml 1. 25mmol·L - 1 H2O2 混合. 3个管

分别在 412nm 处测定 , 2min 后读出 OD 值. 扣除非酶反应

(OD样品 - OD非酶) ,得出每分钟 log ( GSH)下降值 ,按 Hafeman

法 ,以 log( GSH)每分钟下降 0. 001为一个酶活力单位.测定重

复 3次 ,以 U·g - 1DW表示酶活力.

216　脂质过氧化物的测定

脂质过氧化物 (L PO)含量采用向荣等 TBA方法测定 [6 ] .

217　数据处理

数据采用 SAS软件进行方差分析、t 测验等统计分析.

3　结果与分析

311　热休克对褐飞虱若虫体内保护酶活性的影响

31111 对若虫体内过氧化氢酶 (CA T)活性的影响　经

高温处理后 ,3～5 龄若虫体内 CA T活性均比对照组

明显升高 (表 1) .从表 1 可以看出 ,若虫体内 CA T活

性有随温度升高而升高的趋势 ,但以 36℃处理影响最

大 ,可以认为 ,36℃为 CA T清除 H2O2 的最适温度 ,高

于 36℃则 CA T活性受抑制.这与杨唐斌等[7 ]热休克

诱导不同龄期家蚕体内 CA T活性的实验结果相似.此

外 ,本项研究中发现褐飞虱 4龄若虫期 CA T活性明显

高于 3龄和 5龄若虫期 (α< 0. 01) ,表明高温对 4龄若

虫 CA T活性影响大于 3龄和 5龄若虫.
表 1　热休克对褐飞虱若虫体内 CAT活性差异显著性检验
Table 1 Test of different signif icance on CAT activity of nymph of BPH
treated with heat shock( X±sd)

处理
Treatment (℃)

3龄
3rd instar

4龄
4th instar

5龄
5th instar

温度
Temperature

CK 9. 85±0. 06 11. 30±0. 00 10. 67±0. 06 D
34 38. 73±0. 07 44. 17±0. 08 39. 98±0. 12 C
36 71. 30±0. 26 78. 50±0. 00 70. 18±0. 41 A
38 50. 33±0. 00 62. 38±0. 21 56. 07±0. 00 B
虫龄 Instar B A B

31112 对若虫体内谷胱甘肽过氧化物酶 ( GSH2px)活

性的影响　高温处理后褐飞虱若虫体内 GSH2px活性

与对照差异显著.从表 2可见 ,随处理温度升高 , GSH2
px活性缓慢上升. 但 36℃ 3 龄若虫热休克诱导的

GSH2px活性稍低于 34℃;38℃处理则活性明显升高 ,

与对照有极显著差异 (α< 0. 01) .
表 2　热休克对褐飞虱若虫体内 GSH2活性差异显著性检验
Table 2 Test of different signif icance on GSH2px activity of nymph of BPH
treated with heat shock( X±sd)

处理
Treatment (℃)

3龄
3rd instar

4龄
4th instar

5龄
5th instar

温度
Temperature

CK 13. 46±0. 55 10. 09±0. 69 18. 67±7. 39 C
34 21. 67±0. 86 23. 20±2. 00 24. 30±0. 40 B
36 18. 47±0. 75 19. 60±0. 30 20. 20±1. 10 B
38 27. 10±1. 20 26. 40±1. 10 29. 43±0. 23 A
虫龄 Instar B B A

　　从表 2 还可以看出 , GSH2px 活性有随若虫龄期

增加而缓慢上升的趋势.高温条件下 ,老龄若虫体内

GSH2px活性高于低龄若虫 ,这可能是热休克导致褐
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飞虱背血管博动次数增多 ,血液循环速率加快 ,呼吸作

用加强 ,致使体内 O2消耗量增加 ,从而造成细胞间 O2
2
·

增加 ,其结果则诱导 GSH2px活性增加 ,以清除积累的

H2O2 ,此影响对老龄若虫比低龄若虫明显.

31113 对若虫体内超氧化物歧化酶 ( SOD)活性的影响

　由表 3可知 ,高温处理导致褐飞虱若虫体内 SOD活

性明显高于对照 , SOD 活性随温度升高而缓慢上升 ;

但同一处理温度下 ,SOD活性则随龄期增加而有所下

降 ,说明热休克反应使褐飞虱若虫体内 SOD 活性上

升 ,以清除超氧自由基 (O -
2
· ) ,但随虫龄增大 ,若虫清除

自由基的能力变弱.
表 3　热休克对褐飞虱若虫体内 SOD活性差异显著性检验
Table 1 Test of different signif icance on SOD activity of nymph of BPH
treated with heat shock( X±sd)

处理
Treatment (℃)

3龄
3rd instar

4龄
4th instar

5龄
5th instar

温度
Temperature

CK 71. 73±1. 23 62. 83±0. 76 65. 86±0. 99 C
34 154. 56±1. 12 149. 67±0. 15 131. 27±1. 69 B
36 170. 23±0. 71 159. 60±1. 10 150. 87±0. 59 A
38 180. 63±0. 25 173. 43±0. 40 151. 27±0. 45 A
虫龄 Instar A A B

312　热休克对褐飞虱成虫体内保护酶活性的影响

31211 对成虫体内过氧化氢酶 ( CA T)活性的影响 　1

～5 日龄褐飞虱成虫经高温处理后 ,长、短翅型雌、雄

成虫 CA T活性测定结果见图 1.与对照组相比 ,处理

组 CA T活性均显著上升.就长翅型雌成虫而言 ,34℃、

36℃、38℃处理组 CA T活性均与对照组差异显著 (α<

0. 01) ,其中以 36℃处理组最明显 ,38℃处理组次之 ,

34℃处理组最低.长翅型雄虫经高温处理后 ,表现出与

同翅型雌虫相似的变化规律 ,36℃处理组 CA T活性高

于 34℃、38℃处理组.短翅型雌、雄成虫经高温处理

后 ,体内 CA T活性的动态变化规律与长翅型雌、雄虫

相似 ,但其活性变化稍小于长翅型.结果表明 ,热休克

诱导褐飞虱成虫体内 CA T活性上升 ,36℃为 CA T清

除体内 H2O2 最适温度 ,此与若虫期 CA T 的趋势一

致.但比较而言 ,1～3龄短翅型成虫体内 CA T活性上

升很快 ,4日龄和 5日龄则上升缓慢.对不同翅型与不

同性别褐飞虱成虫体内 CA T活性进行 t 测验的结果

表明 :长短翅型间差异显著 (α< 0. 05) ,各处理长翅型

成虫体内 CA T活性均高于短翅型 ,说明长翅型成虫有

较强的热应激反应能力 ;而同翅型雌、雄性别间则差异

不明显.

31212 　对成虫体内谷胱甘肽过氧化物酶 ( GSH2px)

活性的影响　经高温处理后 ,长、短翅型雌、雄成虫体

内 GSH2px活性的测定结果见图 2 ,处理组比对照组明

显上升.长翅型雌、雄成虫体内 GSH2px活性随处理温

度升高而缓慢上升 ,其中以 38℃处理组最高 ,36℃处

理组与 34℃处理组差异不显著.短翅型雌、雄成虫体

内 GSH2px 活性变化与处理组温度呈正相关 ,也以

38℃处理组为最高. 据此可以认为 , GSH2px 活性与

CA T活性在 36℃与 38℃条件下呈互补现象.从图 2

也可以看出 ,褐飞虱成虫体内 GSH2px 活性与日龄密

切相关 ,高龄成虫体内 GSH2px活性较初羽化成虫高.

不同日龄长、短翅型雌、雄成虫体内 GSH2px活性的动

态变化规律类似 ,但经 t 测验表明 ,长、短翅型间差异

显著 (α< 0. 05) ,长翅型成虫体内 GSH2px活性高于短

翅型 ,说明长翅型成虫热应激反应能力强于短翅型 ,而

不同性别间则差异不显著 (α> 0. 05) .

图 1　热休克对不同日龄褐飞虱成虫体内 CAT活性的影响
Fig. 1 Effect of heat shock on CAT activity i n vivo in BPH adults at differ2
ent days.
Ⅰ. CK ,Ⅱ. 34℃,Ⅲ. 36℃,Ⅳ. 38℃.下同 The same below.

图 2　热休克对不同日龄褐飞虱成虫体内 GSH2px活性的影响
Fig. 2 Effect of heat shock on GSH2px activity i n vivo in BPH adults at dif2
ferent days.

31213 对成虫体内的超氧化物歧化酶 ( SOD)的影响　

由图 3可知 ,经高温处理的褐飞虱成虫体内的 SOD活

性变化与处理温度呈正相关.长翅型雌、雄成虫体内

SOD活性均随处理温度升高而上升 ,各处理间差异极

显著 (α< 0. 01) ,其中以 38℃诱导活性最高 ,36℃次

之 ,34℃最低.如 3 日龄长翅型雄虫体内 SOD 活性的
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测定结果为 :38℃时为 134. 96 ±0. 72U·g21 DW ,36℃

时为 128. 60±0. 3 U·g - 1·DW ,34℃时为 91. 50 ±0. 2

U·g - 1DW.短翅型雌、雄虫体内 SOD活性变化也有随

处理温度升高而上升的趋势.从图 3还可以看出 ,同一

处理温度下 ,不同日龄成虫间 SOD活性差异显著 ,且

在 38℃条件下成虫体内 SOD活性有随成虫日龄增加

而下降的倾向.实验结果也表明 ,长、短翅型间 SOD活

性差异显著 (α< 0. 05) ,长翅型体内 SOD 活性高于短

翅型 ,但雌、雄成虫间 SOD活性差异不显著.从若虫与

成虫体内 SOD 活性测定结果比较可知 ,若虫期 SOD

活性明显高于成虫期 ,说明随着褐飞虱的生长发育 ,其

体内 SOD清除 O -
2
·的能力变弱.

图 3　热休克对不同日龄褐飞虱成虫体内 SOD活性的影响
Fig. 3 Effect of heat shock on SOD activity i n vivo in BPH adults at differ2
ent days.

313　热休克对褐飞虱体内脂质过氧化物 (L PO)含量

的影响

31311 热休克对褐飞虱若虫体内 L PO 含量的影响 　

高温处理后 ,处理组若虫体内的 L PO含量比对照组明

显上升 (表 4) .以 4龄若虫为例 ,34℃、36℃、38℃处理

组 L PO含量分别是对照组的 1. 83 倍、2. 61 倍、2. 87

倍 ,各处理间差异极显著 (α< 0. 01) ,说明随温度升高

褐飞虱若虫体内 O -
2
·增多 ,从而促使其体内脂类形成

L PO增多 ,进而影响机体的正常代谢.同一温度条件

下 ,不同龄期间 L PO含量差异显著 (α< 0. 05) .随着处

理龄期的增加 ,若虫体内 L PO含量随之增加 ,说明随

虫龄增大 ,虫体的代谢活动增强 ,体内超氧自由基积累
表 4　热休克对褐飞虱若虫体内 LPO含量差异显著性检验
Table 4 Test of different signif icance on LPO content of nymph of BPH
treated with heat shock( X±sd)

处理
Treatment (℃)

3龄
3rd instar

4龄
4th instar

5龄
5th instar

温度
Temperature

CK 1. 56±0. 10 1. 62±0. 01 1. 77±0. 01 D
34 2. 88±0. 03 2. 10±0. 02 3. 68±0. 02 C
36 4. 06±0. 03 4. 23±0. 02 4. 40±0. 01 B
38 4. 51±0. 02 4. 65±0. 02 5. 34±0. 03 A
虫龄 Instar B B A

增多 ,致使 L PO含量上升.

31312 高温对褐飞虱成虫体内 L PO 含量的影响 　由

图 4 可知 ,随处理温度升高 ,褐飞虱成虫体内 L PO 含

量上升 ,各处理间差异极显著 (α< 0. 01) .其中以 38℃

处理组 L PO含量最高 ,36℃处理组次之 ,34℃处理组

最低 ;长翅型雄成虫虽略有不同 ,但体内 L PO 含量也

与处理温度呈正相关.不同翅型、不同性别成虫期体内

L PO含量进行 t 测验的结果表明 ,长、短翅型成虫体内

L PO含量差异显著 ,短翅型体内 L PO 含量高于长翅

型 ,表明短翅型应激抗氧化能力较弱 ,高温条件下体内

O -
2
·较多 ,故脂类过氧化程度较高 ,说明高温对短翅型

的影响大于长翅型 ,但雌、雄成虫体内 L PO 含量差异

不显著.比较表 4和图 4结果也可知 ,褐飞虱成虫期体

内 L PO含量稍高于若虫期 ,说明褐飞虱成虫抗高温的

能力较若虫弱.

图 4　热休克对不同日龄褐飞虱成虫体内 L PO含量的影响
Fig. 4 Effect of heat shock on L PO content i n vivo in BPH adults at differ2
ent days.

4　讨　　论

杨唐斌等[7 ]曾报道热休克诱导家蚕体内 SOD、

CA T、GSH2px等保护酶活性增加 ,他们认为不同温度

下 SOD、CA T、GSH2px 的最适配比可能与细胞内

H2O2和 O2
2
·的浓度有关 ,以适应幼蚕不同部位在不同

条件下的生理需要.小白鼠各组织中也出现明显的热

休克应答[8 ] .本实验结果证实了上述结论 ,说明热休

克反应与抗热性形成有关.本项研究中发现褐飞虱热

休克反应时 SOD 随温度升高而活性增加 ; CA T活性

在 36℃时最高 ,38℃时活性反而小于 36℃时 ;而 GSH2
px活性在 36℃后逐步增高 ,各保护酶间呈现明显的协

调作用.热休克反应促使保护酶活性增加 ,从而影响细

胞内自由基水平 ,这对保护细胞免受自由基损伤和获

得热耐受能力起重要作用.

本实验结果表明 ,高温条件下褐飞虱若虫随龄期
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增加 SOD 活性下降 ;成虫也有类似现象 ;而其体内

CA T ,GSH2px活性则随若虫龄期和成虫日龄的增加

而增强.实验结果也表明 ,褐飞虱体内 L PO 含量随若

虫龄期和成虫日龄的增加而有所增加. 由此可见 ,

SOD、CA T、GSH2px等保护酶在褐飞虱生长发育过程

中协同作用以清除 O -
2
·、H2O2及 L PO ,3种重要的保护

酶中 ,SOD活性最高 ,故在清除超氧自由基过程中占

主导地位.虽然热休克反应中 SOD活性有随若虫龄期

与成虫日龄增加而下降的趋势 ,但一则其在高温条件

下活性高于常温下 ,且能维持较高水平 ;二则 CA T、

GSH2px活性随若虫龄期与成虫日龄增加而有所上

升 ,具有互补现象 ,故对清除能力不会产生影响.

实验结果表明 ,高温条件下长翅型成虫体内

CA T、GSH2px、SOD的活性高于短翅型成虫 ,而短翅型

成虫体内 L PO含量却高于长翅型 ,故长翅型成虫具有

较强的热应激能力.张增全[9 ]在室内控温条件下研究

褐飞虱的翅型分化 ,结果表明 ,在 21～27℃条件下 ,随

着温度升高 ,长翅型比例增加 ,最高达 70. 97 %.本项

研究为其提供了论据.高温条件下 ,大田中长翅型比例

大大升高也充分证实了这一点.实验结果也表明雌、雄

虫间的热应激能力无显著差异 ,说明高温对田间褐飞

虱的性比不会有太大影响.高温导致具迁移能力的长

翅型产生 ,而对性比不产生太大的影响 ,对褐飞虱的种

群繁殖是有利的.
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