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摘要：为阐明绿僵菌与昆虫免疫抑制蛋白的增效机理，采用浸渍法测定昆虫免疫抑制蛋白FKBP52

与金龟子绿僵菌 Metarhizium anisopliae 对西花蓟马 Frankliniella occidentalis 的毒力和其体内羧酸

酯酶（carboxylesterase，CarE）、谷胱甘肽-S转移酶（glutathione-S transferase，GST）、酚氧化酶（pheno‐

loxidase，PO）及几丁质酶活性的变化。结果显示，金龟子绿僵菌和FKBP52蛋白联合使用对西花蓟

马的致死中时LT50为7.32 d，优于绿僵菌单用（10.87 d）或FKBP52蛋白单用的（14.15 d）。金龟子绿

僵菌和 FKBP52 蛋白联合使用 9 d 时，西花蓟马的累计死亡率达 81.11%，显著高于绿僵菌单用

（45.56%）或 FKBP52 蛋白单用的（36.67%）；金龟子绿僵菌和 FKBP52 蛋白联合使用的协同毒力指

数为24.10，表现为增效作用。金龟子绿僵菌与FKBP52蛋白联合使用1 d后，西花蓟马体内CarE和

PO活性小于金龟子绿僵菌单用后的活性；联合使用2 d后，西花蓟马体内几丁质酶活性小于绿僵菌

单用后的活性，而CarE和GST活性均大于金龟子绿僵菌单用后的活性；联合使用3 d后，西花蓟马

体内几丁质酶、CarE和PO活性均大于绿僵菌单用后的活性。表明与金龟子绿僵菌单用相比，金龟

子绿僵菌和FKBP52蛋白联合使用后西花蓟马体内CarE、GST、PO和几丁质酶活性抑制或诱导效

应与时间有关，这可能是两者具有增效作用的重要机制。
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Abstract: To elucidate the synergistic mechanism of Metarhizium anisopliae and insect immunosup‐

pressive proteins, the toxicity of the immunosuppressive protein FKBP52 and M. anisopliae to western

flower thrips Frankliniella occidentalis were evaluated. The activities of carboxylesterase (CarE),

glutathione-S transferase (GST), phenoloxidase (PO), and chitinase in F. intonsa also were assessed us‐

ing the impregnation method. The results revealed that the median lethal time (LT50) for the combination

of M. anisopliae and FKBP52 protein against F. intonsa was 7.32 d, demonstrating enhanced effective‐

ness compared to M. anisopliae (10.87 d) or FKBP52 protein (14.15 d) alone. When combined for nine



days, the mortality rate of F. intonsa reached 81.11%, significantly higher than the rates observed with

M. anisopliae (45.56%) or FKBP52 protein (36.67%) alone. The synergistic index of this mixture was

24.10, indicating a notable synergistic effect. Compared to the use of M. anisopliae alone, the activity

levels of CarE and PO in F. intonsa initially decreased and then increased from day 1 to day 3 following

the combined application of M. anisopliae and FKBP52 protein. The GST activity was significantly el‐

evated only on day 2. Chitinase activity decreased on day 2 and then increased on day 3. These findings

suggest that the time-dependent modulation of CarE, GST, PO, and chitinase activities in F. intonsa fol‐

lowing the combined application of M. anisopliae and FKBP52 protein could be a crucial mechanism

underpinning their synergistic effect.
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枸杞是宁夏回族自治区（简称宁夏）最具地方特

色和品牌优势的主导农产品（王昊等，2021），全区枸

杞种植面积达 5.67万 hm2，枸杞干果约占全国总产

量的55%（张俊宁和赵洁，2018）。近年来，西花蓟马

Frankliniella occidentalis已成为枸杞生产中为害最

重、最难防治的害虫之一，对枸杞产业产生了巨大冲

击（马莹和张文华，2019）。西花蓟马寄主范围广，为

害蔬菜、花卉等多种重要经济作物，除直接取食外，

还能通过传播植物病毒如番茄斑萎病毒（tomato

spotted wilt virus，TSWV）和风仙花坏死斑病毒（im‐

patiens necrotic spot virus，INSV）等（沈登荣，2015）

对作物造成更大的为害（Abd-El-Haliem et al.，2018）。

目前，西花蓟马主要依靠化学杀虫剂进行防治，

但因其具有孤雌生殖且世代周期短等特点，易产生

抗药性（Gao et al.，2012），其已经对阿维菌素、虫螨

腈、啶虫脒和吡虫啉等药剂（王圣印等，2014）及多杀

菌素类药剂（万岩然等，2016）产生了不同程度抗性，

此外，化学杀虫剂会污染环境，影响人类健康。细

菌、苏云金芽胞杆菌Bacillus thuringiensis和昆虫病

原真菌（包括白僵菌 Beauveria 和绿僵菌 Metarhi‐

zium）等生物防治剂对人类、作物和昆虫天敌相对安

全，对环境友好（黄鹏等，2019），被用于防治蚊子

（Scholte et al.，2004）、蝗虫和蚱蜢（Lomer et al.，

2001；Kassa et al.，2004）等各种害虫，但生物防治剂

作用慢，一些学者为提高其杀虫效果也进行了相应

研究，如 Federici et al.（2008）和 St Leger & Wang

（2010）利用重组DNA技术设计真菌过表达内源性

蛋白或外源性毒素来提供其杀虫效果；Richards et

al.（2011）将免疫抑制蛋白 rVPr1和白僵菌混合后注

入甘蓝夜蛾Mamestra brassicae体内，甘蓝夜蛾的死

亡率显著增加。

FKBP52 是他克莫司（tacrolimus，又名 FK506）

结合蛋白（FK506 binding protein，FKBP）中的一种，

FKBP是一类以胞内蛋白为主的蛋白质超家族，因

其与FK506的相互作用而得名。FKBP具有肽基脯

氨酰顺反异构酶活性，可催化多肽或蛋白质底物中

的肽-脯氨酸顺反子的转换，从而影响其活性、磷酸

化状态和蛋白质间相互作用等（Harrar et al.，2001；

Harikishore & Yoon，2015）。FKBP能够结合环孢素

a（cyclosporin a，CsA）、FK506或雷帕霉素，进而发挥

其免疫抑制效应（Solassol et al.，2011）。FKBP 和

FK506 的二元复合体能抑制免疫细胞中钙调磷酸

酶的活性，从而影响磷酸化信号途径，使免疫细胞丧

失功能（Geisler & Bailly，2007）。此外，FKBP 还有

调节细胞周期、钙离子通道活性以及发育等功能，如

朱佳（2009）证实FKBP与棉铃虫Helicoverpa armig‐

era滞育有关；田野等（2021）用FKBP52饲喂东亚飞

蝗 Locusta migratoria manilensis 后，显著提升了绿

僵菌对东亚飞蝗的致死率，但FKBP52是否能提高

绿僵菌对西花蓟马的防效尚不清楚。

为研究FKBP52和绿僵菌混合是否对西花蓟马

有增效作用及其机理，本试验通过测定金龟子绿僵

菌 Metarhizium anisopliae 和 FKBP52 单用及联合使

用对西花蓟马的生物毒力，同时测定处理 1~3 d 后

西花蓟马体内解毒酶——羧酸酯酶（carboxylester‐

ase，CarE）、谷胱甘肽-S 转移酶（glutathione-S trans‐

ferase，GST）、酚氧化酶（phenoloxidase，PO）及保护

酶——几丁质酶的活性，阐明绿僵菌与昆虫免疫抑

制蛋白的增效机理，以期为西花蓟马的绿色防控提

供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株、昆虫和植物：金龟子绿僵菌菌株
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IMI330189，于本实验室长期保存，将菌株接种到含

0.5%酵母粉的马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose

agar，PDA）培养基上，于28 ℃人工气候培养箱中培

养 8 d，刮下所有孢子粉，储存备用。西花蓟马为实

验室饲养纯化种群，于温度（26±1）℃、相对湿度（80±

5）%、光周期 14 L∶10 D的人工气候培养箱中饲养

30代以上，取羽化后2 d的西花蓟马成虫供试。蛇豆

Trichosanthes anguina购于农贸市场，清洗后用派斯

德百毒杀浸泡消毒10 min，再用清水清洗3次，取长

5 cm蛇豆荚供试和饲喂西花蓟马。

培养基：PDA培养基成分为马铃薯 200 g、葡萄

糖20 g、酵母粉5 g、琼脂粉20 g，蒸馏水定容至1 L，

121 ℃高压灭菌25 min；LB（Luria-Bertani）液体培养

基成分为酵母粉5 g、胰蛋白胨10 g、氯化钠10 g，蒸

馏水定容至1 L，121 ℃高压灭菌25 min。

试剂、农药和仪器：蛋白Marker 和Ni-NTA亲和

层析柱，北京全式金生物技术股份有限公司；CarE

试剂盒、GST试剂盒、PO试剂盒和几丁质酶酶联免

疫（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）试

剂盒，苏州科铭生物技术有限公司；pET21-b载体，

本实验室长期保存；其他试剂均为国产分析纯。派

斯德百毒杀（溴化二甲基二癸基烃铵），上海派斯德

生化有限公司。PGC~450 人工气候培养箱，迅能

（北京）仪器有限公司；Nan-300微量分光光度计，杭

州奥盛仪器有限公司；JY96-II-N 超声波细胞粉碎

机，宁波新芝生物科技股份有限公司；XB.K.25血球

计数板，北京索莱宝科技有限公司；垂直蛋白凝胶电

泳仪，美国伯乐Bio-Rad；饲养装置，自制，一次性塑

料杯杯壁上开 1 个边长为 2.5 cm 的方孔，用孔径

0.075 mm的纱布将封孔，杯口用封口膜密封。

1.2 方法

1.2.1 FKBP52蛋白表达与纯化

FKBP52蛋白表达及纯化参考田野等（2021）方

法。携带 FKBP52蛋白的大肠杆菌Escherichia coli

原核菌株由本实验室前期构建，将携带FKBP52蛋

白的大肠杆菌原核菌株置于LB（氨苄）液体培养基

中，于37 ℃下培养，待吸光度OD600 nm为0.5~0.6时加

入异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（isopropyl-β-D-1-thio‐

galactopyranoside，IPTG），至终浓度为0.5 mmol/mL，

于16 ℃下诱导表达12 h；于5 000 r/min下离心15 min，

取沉淀并用 Tris-HCl 溶液重悬，超声波破碎 5 s，暂

停 5 s，重复 99个循环后于 4 ℃、9 000 r/min下离心

10 min，取上清液。用镍柱亲和层析进行蛋白纯化，

用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis，

SDS-PAGE）检测纯化蛋白的浓度（田野等，2021）。

经测定FKBP52蛋白浓度为 1.2 mg/mL，用Tris-HCl

溶液配制成1 mg/mL的母液。

1.2.2 FKBP52蛋白和绿僵菌对西花蓟马的毒力测定

称取 1 g金龟子绿僵菌孢子粉置于 0.05%的吐

温 80溶液中，用涡旋仪使其混合均匀，随后用血球

计数板计数，配制成浓度为2×109个孢子/mL的金龟

子绿僵菌孢子悬浮液作为母液。

采用浸渍法测定金龟子绿僵菌 IMI330189孢子

悬浮液和FKBP52蛋白对西花蓟马的毒力。用吸虫

工具将羽化2 d的西花蓟马成虫接入到饲养装置中

饥饿处理 6 h，每个装置 30头。取长 50 mm蛇豆荚

分别置于以下 4个处理中浸泡 10 min，处理 1：终浓

度为 0.5 mg/mL pET21-b 空载体诱导表达的蛋白

（CK），诱导方法和条件同 FKBP52；处理 2：终浓度

为 0.5 mg/mL 的 FKBP52 蛋白液；处理 3：终浓度为

2×108个孢子/mL的金龟子绿僵菌孢子悬浮液；处理

4：FKBP52 蛋白液与金龟子绿僵菌孢子悬液混合，

金龟子绿僵菌孢子终浓度为 2×108 个孢子/mL，

FKBP52 蛋白液终浓度为 0.5 mg/mL。将浸泡的蛇

豆荚取出后分别置于饲养装置中，每个装置中放1根

蛇豆荚，每个处理重复5次，封口后将饲养装置放入

人工气候培养箱中，人工气候箱的条件同1.1。前3 d

饲喂相同处理的蛇豆荚，每天更换1次，从第4天起，

用新鲜蛇豆荚饲喂直至试验结束，每天观察并记录

各处理试虫的死亡情况，用细毛笔轻触虫体无反应

则记为死亡，9 d 后计算实际死亡率和协同毒力指

数，并采用直线回归方程计算致死中时LT50。协同

毒力指数=（混剂实际死亡率-混剂理论死亡率）/混

剂理论死亡率×100，混剂理论死亡率 =1-（1-Pa）×

（1-Pb），式中Pa、Pb分别为2种单独试剂处理后的死

亡率，其中协同毒力指数≥20时为增效作用，-20<协

同毒力指数<20时为相加作用，协同毒力指数≤-20

时为拮抗作用。

1.2.3 西花蓟马体内解毒酶和保护酶活性的测定

1.2.2处理试虫分别于药后1、2和3 d取样，每个

处理每个时间取45头，3次重复，每个重复单独装入

1.5 mL离心管中，液氮速冻 15 min后于-80 ℃保存

备用。参照侯晓琳等（2018）和樊宗芳等（2022）方法

制备CarE酶液，略加改进，分别将每个处理每个时

间的45头西花蓟马放入2 mL离心管中，加入100 μL

浓度为 0.2 mol/L的磷酸缓冲液（pH 6.0），于冰上研

磨匀浆，匀浆液于4 ℃、10 000 r/min下离心15 min，
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收集上清液即为酶源，按照CarE试剂盒说明书测定

西花蓟马体内CarE活性。参照侯晓琳等（2018）和

樊宗芳等（2022）方法制备GST 酶液，略加改进，分

别将每个处理每个时间的45头西花蓟马放入2 mL

离心管中，加入100 μL浓度为0.1 mol/L的磷酸缓冲

液（pH 7.4），于冰上研磨匀浆，将匀浆液于 4 ℃、

10 000 r/min下离心 15 min，收集上清液即为酶源，

按照GST试剂盒说明书测定西花蓟马体内GST活

性。参考马燕等（2010）和方月等（2017）方法制备

PO酶液，略加改进，分别将每个处理每个时间的45头

西花蓟马放入 2 mL 离心管中，加入 100 μL 浓度为

0.1 mol/L的磷酸缓冲液（pH 7.0），于冰上研磨匀浆，

将匀浆液于 4 ℃、10 000 r/min 下离心 15 min，收集

上清液即为酶源，按照 PO 试剂盒测定西花蓟马体

内PO活性。参考周利琳等（2009）方法制备几丁质

酶酶液，略加改进，分别将每个处理每个时间的45头

西花蓟马放入 2 mL 离心管中，加入 100 μL 浓度为

0.1 mol/L的磷酸缓冲液（pH 6.6），于冰上研磨匀浆，

将匀浆液于 4 ℃、10 000 r/min 下离心 15 min，收集

上清液即为酶源，按照ELISA试剂盒说明书测定西

花蓟马体内几丁质酶活性。

1.3 数据分析

采用SPSS 26.0软件对试验数据进行统计分析，

采用Duncan氏新复极差法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 FKBP52蛋白表达与提取

将携带 FKBP52 蛋白的大肠杆菌原核菌株经

IPTG诱导表达，获得FKBP52蛋白。经过15% SDS-

PAGE电泳检测分析，获得了目的蛋白 FKBP52，分

子量大小为 46 kD，与预期相符。经镍柱亲和层析

纯化后，得到FKBP52纯蛋白（图1）。

M：Marker；1~3：pET21-b诱导后的原液、上清和沉淀；4~5：具有FKBP52蛋白的pET21-b诱导后上清

和沉淀；6：纯化的 FKBP52 蛋白。M: Marker; 1-3: induced solution, precipitation, and supernatant of

pET21-b; 4-5: induced precipitation and supernatant of pET21-b with FKBP52; 6: purified FKBP52 protein.

图1 重组蛋白FKBP52表达分析及其蛋白纯化

Fig. 1 Analysis of protein expression and purification of recombinant protein FKBP52

2.2 FKBP52蛋白与金龟子绿僵菌对西花蓟马的毒力

金龟子绿僵菌单用时，其对西花蓟马的LT50为

10.87 d，处理 9 d 时西花蓟马的累计死亡率为

45.56%；FKBP52蛋白单用时，其对西花蓟马的LT50

为 14.15 d，处理 9 d 时西花蓟马的累计死亡率为

36.67%；当FKBP52蛋白和绿僵菌联合使用时，其对

西花蓟马的LT50为7.32 d，分别较FKBP52蛋白单用

及绿僵菌单用缩短了 6.83 d和 3.55 d，处理 9 d时西

花蓟马的累计死亡率为 81.11%（表 1），累计死亡率

分别较FKBP52蛋白单用及绿僵菌单用显著提升了

44.44 个百分点和 35.55 个百分点（P<0.05，表 1）。

FKBP52蛋白与绿僵菌联合使用9 d时，混剂理论累

计死亡率为65.51%，混剂实际累计死亡率比混剂理

论死亡率提升了 15.60个百分点。两者联合使用的

协同毒力指数为24.10，该组合表现为增效作用。

2.3 不同处理对西花蓟马相关解毒酶活性的影响

2.3.1 对西花蓟马体内CarE活性的影响

金龟子绿僵菌与 FKBP52蛋白联合使用 1 d后

西花蓟马体内CarE活性显著小于金龟子绿僵菌单

用和 FKBP52 蛋白单用后的活性（P<0.05），金龟子

绿僵菌单用及其与FKBP52蛋白联合使用后西花蓟

马体内CarE活性均被抑制，均分别较对照显著降低

了7.9%和21.7%（P<0.05）；金龟子绿僵菌与FKBP52

蛋白联合使用2 d后西花蓟马体内CarE活性显著大

于金龟子绿僵菌单用和FKBP52蛋白单用后的活性

（P<0.05），与对照相比，金龟子绿僵菌单用、FKBP52
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蛋白单用及其与金龟子绿僵菌联合使用后西花蓟马

体内 CarE 活性均被抑制，分别较对照显著降低了

28.2%、27.7%和 23.0%（P<0.05）；金龟子绿僵菌与

FKBP52蛋白联合使用 3 d后西花蓟马体内CarE活

性显著大于金龟子绿僵菌单用和FKBP52蛋白单用

后的活性（P<0.05），其中金龟子绿僵菌单用后的活

性显著小于 FKBP52 蛋白单用后的活性（P<0.05），

只有金龟子绿僵菌单用后西花蓟马体内CarE活性

被显著抑制，较对照显著降低了 37.2%（P<0.05，

表 2）。

表1 不同处理时间后西花蓟马的累计死亡率

Table 1 Cumulative mortality rate of Frankliniella occidentalis after different treatment durations %

处理Treatment

对照CK

FKBP52蛋白 FKBP52 protein

金龟子绿僵菌
Metarhizium anisopliae

金龟子绿僵菌+FKBP52蛋白
Metarhizium anisopliae+
FKBP52 protein

1 d

0.00±
0.00 a

0.00±
0.00 a

2.22±
1.92 a

2.22±
1.92 a

2 d

0.00±
0.00 b

2.22±
1.92 ab

4.44±
1.92 a

4.44±
1.92 a

3 d

3.33±
3.33 a

5.56±
3.84 a

6.67±
0.00 a

5.56±
3.85 a

4 d

5.56±
1.92 a

6.67±
3.33 a

10.00±
3.33 a

7.78±
5.09 a

5 d

5.56±
1.92 a

7.78±
3.84 a

14.44±
3.84 a

18.89±
18.95 a

6 d

7.78±
1.92 a

13.33±
8.81 a

25.56±
10.71 a

31.11±
20.36 a

7 d

11.11±
5.09 b

17.78±
6.93 b

27.78±
9.18 ab

43.33±
20.81 a

8 d

15.56±
1.92 b

24.44±
9.62 b

33.33±
16.66 b

56.67±
13.33 a

9 d

17.78±
5.09 b

36.67±
15.27 b

45.56±
22.69 b

81.11±
6.93 a

表中数据为平均数±标准差。同列不同小写字母表示经Duncan氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。Data are mean±

SD. Different lowercase letters in the same column indicate significant difference by Duncan’s new multiple range test (P<0.05).

表2 不同处理对西花蓟马体内相关解毒酶和几丁质酶活性的影响

Table 2 Effects of different treatments on the detoxifying enzyme activities and chitinase activity of Frankliniella occidentalis

处理
Treatment

对照CK

金龟子绿僵菌
Metarhizium
anisopliae
FKBP52蛋白
FKBP52 protein

金龟子绿僵菌+
FKBP52蛋白
Metarhizium
anisopliae+
FKBP52 protein

GST活性
Glutathione-S transferase

activity/（U/L）

1 d

4.80±
0.08 b

5.44±
0.34 a

5.17±
0.11 ab

5.39±
0.29 ab

2 d

6.14±
0.19 b

5.37±
0.29 c

6.95±
0.13 a

6.55±
0.05 ab

3 d

6.39±
0.13 a

5.65±
0.25 b

6.24±
0.12 a

6.03±
0.14 ab

PO 活性
Phenoloxidase
activity/（U/L）

1 d

53.69±
0.87 a

38.57±
0.95 c

42.14±
1.74 b

33.24±
1.52 d

2 d

55.86±
3.69 a

52.42±
1.09 a

51.92±
0.76 a

52.34±
1.04 a

3 d

53.01±
4.43 a

39.83±
1.65 b

43.18±
0.18 b

50.64±
0.91 a

CarE
Carboxylesterase
activity/（U/L）

1 d

27.57±
0.15 a

25.39±
0.66 b

28.80±
0.60 a

21.60±
0.48 c

2 d

27.80±
0.57 a

19.95±
0.71 c

20.09±
0.08 c

21.42±
0.33 b

3 d

22.90±
1.76 ab

14.37±
0.80 c

22.17±
0.82 b

25.75±
1.23 a

几丁质酶活性
Chitinase

activity/（U/L）

1 d

28.77±
0.24 b

32.69±
0.90 a

31.86±
0.04 a

31.58±
0.77 a

2 d

34.15±
0.74 ab

35.46±
0.67 a

34.25±
0.14 ab

33.95±
0.13 b

3 d

34.79±
0.34 a

29.64±
0.86 c

32.07±
0.81 b

32.44±
0.88 b

表中数据为平均数±标准差。同列不同小写字母表示经Duncan氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。Data are mean±

SD. Different lowercase letters in the same column indicate significant difference by Duncan’s new multiple range test (P<0.05).

2.3.2 对西花蓟马体内PO活性的影响

金龟子绿僵菌与 FKBP52蛋白联合使用 1 d后

西花蓟马体内PO活性显著小于金龟子绿僵菌单用

和 FKBP52 蛋白单用后的活性（P<0.05），其中金龟

子绿僵菌单用后的活性显著低于FKBP52蛋白单用

后的活性（P<0.05），与对照相比，金龟子绿僵菌单

用、FKBP52 蛋白单用及其与金龟子绿僵菌联合使

用后西花蓟马体内 PO 活性均被显著抑制，分别较

对照降低了28.2%、21.5%和38.1%（P<0.05）；处理2 d

时，4个处理的活性之间均无显著差异；金龟子绿僵

菌与FKBP52蛋白联合使用3 d后西花蓟马体内PO

活性显著大于金龟子绿僵菌单用和FKBP52蛋白单

用后的活性（P<0.05），与对照相比，金龟子绿僵菌单

用、FKBP52蛋白单用后西花蓟马体内PO活性均被

显著抑制，分别较对照显著降低了 25.0%和 19.0%

（P<0.05，表2）。

2.3.3 对西花蓟马体内GST活性的影响

与对照相比，金龟子绿僵菌单用1 d后西花蓟马
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体内GST活性被激活，较对照显著提高了13.3%（P<

0.05），但与其他 2个处理之间差异不显著；FKBP52

蛋白单用及其与金龟子绿僵菌联合使用2 d后西花蓟

马体内GST活性显著大于金龟子绿僵菌单用后的

活性（P<0.05），与对照相比，金龟子绿僵菌单用后西

花蓟马体内GST活性被显著抑制，较对照显著降低

了12.6%（P<0.05），FKBP52蛋白单用后西花蓟马体

内 GST 活性被激活，较对照显著提高了 13.2%（P<

0.05）；与对照相比，金龟子绿僵菌单用3 d后西花蓟

马体内GST活性被显著抑制，较对照降低了 11.6%

（P<0.05），也显著低于FKBP52蛋白单用后的活性，

但与其与FKBP52蛋白联合使用的差异不显著（P<

0.05，表2）。

2.4 不同处理对西花蓟马几丁质酶的影响

与对照相比，金龟子绿僵菌单用、FKBP52蛋白

单用及其与金龟子绿僵菌联合使用1 d后，西花蓟马

体内几丁质酶活性均被激活，均分别较对照提高了

13.7%、10.8%和 9.8%（P<0.05），但三者之间差异不

显著；金龟子绿僵菌与 FKBP52 蛋白联合使用 2 d

后，西花蓟马体内几丁质酶活性显著小于绿僵菌单

用的活性（P<0.05），但与其他2个处理差异不显著；

FKBP52蛋白单用及其与金龟子绿僵菌联合使用3 d

后，西花蓟马体内几丁质酶活性显著大于金龟子绿

僵菌单用后的活性（P<0.05），且这 3个处理的几丁

质酶活性均被抑制，分别较对照显著降低了14.8%、

7.9%和6.8%（P<0.05，表2）。

3 讨论

为响应绿色发展，本研究利用免疫抑制蛋白

FKBP52 和金龟子绿僵菌共同防治西花蓟马，

FKBP52蛋白与金龟子绿僵菌联合使用第9天时，西

花蓟马累计死亡率显著提升到81.11%，协同毒力指

数为24.10，两者具有增效作用。田野等（2021）利用

FKBP52蛋白和绿僵菌联合作用10 d后东亚飞蝗的

死亡率达 93.33%，FKBP52蛋白显著提升了绿僵菌

对东亚飞蝗的致死率，与本研究结果一致。Rich‐

ards et al.（2011）利用免疫抑制蛋白 rVPr1和白僵菌

共同防治甘蓝夜蛾，rVPr1 显著提升了白僵菌对甘

蓝夜蛾的致死率，与本研究结果一致。表明免疫抑

制蛋白能促进绿僵菌的侵染，增加对寄主的致病力，

提高对寄主的致死率。

通常情况下，昆虫摄入有害物质或感染病原真

菌后，其体内相关解毒酶和保护酶的表达量和活性

会显著升高，以协助清除有害物质，进而维持个体发

育和生存（Birnbaum et al.，2017）。本研究结果显

示，与对照相比，金龟子绿僵菌与FKBP52蛋白联合

使用1~3 d后西花蓟马体内几丁质酶活性表现为先

激活后抑制。鄢杰明等（2012）发现多杀菌作用舞毒

蛾Lymantria dispar 3龄幼虫 3~12 h后，其体内几丁

质酶活性先升高后不变，当多杀菌作用于舞毒蛾5龄

幼虫 12~24 h 后，其体内几丁质酶活性先不变后抑

制，与本研究结果不一致，这可能与取样时间、虫龄

和药剂作用机制不同有关。本研究结果显示金龟子

绿僵菌与FKBP52蛋白联合使用1 d后，西花蓟马体

内几丁质酶活性与绿僵菌单用的无显著差异；联合

使用2 d后，其活性小于绿僵菌单用的；联合使用3 d

后，其活性大于绿僵菌单用的，这可能是开始施用时

金龟子绿僵菌和 FKBP52 蛋白对西花蓟马毒力较

低，随着毒力累计对西花蓟马机体造成严重威胁，迫

使机体产生过度免疫防御反应，最终导致西花蓟马

体内几丁质酶活性被激活。

本研究结果显示，与对照相比，金龟子绿僵菌和

FKBP52蛋白联合使用 1~3 d后西花蓟马体内CarE

活性先降低后不变。龚佑辉等（2009）报道，球孢白

僵 菌 Beauveria bassiana 处 理 后 ，朱 红 毛 斑 蛾

Phauda flammans幼虫体内CarE活性呈现先降低后

升高的趋势，与本研究结果不一致，这可能与药剂不

同有关；张文成等（2009）报道虫螨腈处理后，甜菜夜

蛾 Spodoptera exigua 幼虫体内 CarE 活性先抑制后

激活，与本研究结果也不一致，这可能与取样时间和

药剂作用机理不同有关。金龟子绿僵菌与FKBP52

蛋白联合使用1 d后西花蓟马体内CarE活性显著小

于金龟子绿僵菌单用的；联合使用2 d和3 d后，其活

性均显著大于金龟子绿僵菌单用的，究其原因可能

是FKBP52蛋白和金龟子绿僵菌联合使用后对西花

蓟马免疫系统有更强的破坏力，所以施药后1 d时有

显著抑制作用，随着毒力累计对西花蓟马机体造成

严重威胁，迫使机体产生过度免疫防御反应，最后导

致西花蓟马Care活性被激活。

本研究结果显示，与对照相比，金龟子绿僵菌与

FKBP52蛋白联合使用1~3 d后西花蓟马体内PO活

性先抑制后不变。李蕾（2021）研究发现，与对照和

黄绿绿僵菌单用相比，反式茴香脑与黄绿绿僵菌

Metarhizium flavoviride 联合使用 1~3 d 后菜青虫

Pieris rapae 血淋巴 PO 活性一直处于激活状态，与

本研究结果不一致，这可能与反式茴香脑和

FKBP52蛋白的作用机理不同有关。方月等（2017）

研究发现苦瓜素Ⅰ对亚洲玉米螟 Ostrinia furnacalis
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幼虫体内 PO 活性有抑制作用，与本研究结果不一

致，这可能与药剂不同有关。本研究结果显示，金龟

子绿僵菌与FKBP52蛋白联合使用 1 d后西花蓟马

体内 PO 活性显著小于金龟子绿僵菌单用的；联合

使用2 d后，其活性与金龟子绿僵菌单用的无显著差

异；联合使用3 d后，其活性显著大于金龟子绿僵菌

单用的，这可能是FKBP52蛋白和金龟子绿僵菌联

合使用后对西花蓟马免疫系统有更强的破坏力，所

以施用后1 d时有显著抑制作用，随着毒力累计对西

花蓟马机体造成严重威胁，迫使机体产生过度免疫

防御反应，最后导致PO活性被激活。

本研究结果显示，与对照相比，金龟子绿僵菌与

FKBP52联合使用 1~3 d后西花蓟马体内GST活性

均无显著变化，但金龟子绿僵菌单用 1~3 d 后西花

蓟马体内 GST 活性先升高后降低。余慧灵等

（2015）发现溴氰虫酰胺亚致死剂量使甜菜夜蛾

GST活性呈现先升高后降低的变化趋势，与本研究

绿僵菌单用后西花蓟马体内GST活性变化一致，但

是与金龟子绿僵菌与FKBP52蛋白联合使用后西花

蓟马体内GST活性变化不一致，这可能是金龟子绿

僵菌和FKBP52蛋白药效时间不同所造成的。张文

成等（2009）报道，虫螨腈处理甜菜夜蛾幼虫 6~24 h

后，其体内GST活性处于激活状态，与本研究结果

不一致，这可能与药剂的作用机理有关，虫螨腈是化

学农药，见效快，这使得西花蓟马的生理反应更大，

而金龟子绿僵菌与FKBP52是生物制剂，药效慢，西

花蓟马的生理反应小一些。

此外，本研究结果还显示，各处理后西花蓟马体

内CarE、GST、PO和几丁质酶活性被激活或者被抑

制均与时间有关，同时金龟子绿僵菌与FKBP52蛋

白的交互作用对西花蓟马体内几丁质酶、CarE 和

PO活性有叠加效应。本试验只研究了对西花蓟马

少数解毒酶和几丁质酶活性的影响，昆虫体内还存

在许多其他解毒酶和保护酶及消化酶系等，下一步

加大研究深度和广度，进一步揭示FKBP52蛋白和

金龟子绿僵菌的增效机理。
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