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Процесс инфицирования насекомых энтомо�
патогенными грибами начинается с адгезии и
прорастания конидий на поверхности кутикулы
насекомых. При этом толщина, структура, хими�
ческий состав кутикулы имеют важнейшее значе�
ние для развития микозов и формирования рези�
стентности насекомых (Leger et al., 1988; Глупов,
2001). Механизмы резистентности насекомых к
энтомопатогенным грибам, помимо кутикуляр�
ного барьера, включают системы, направленные
на элиминацию патогенов и деградацию токсич�
ных продуктов их метаболизма (Глупов, 2001; Се�
ребров и др., 2001). При изучении резистентности
насекомых к энтомопатогенным грибам была по�
казана существенная роль механизмов, направ�
ленных на детоксикацию продуктов метаболизма
патогенов при развитии микозов (Серебров и др.,
2001, 2003, 2006). Активация детоксицирующих
систем насекомых при микозах, вероятно, связа�
на с тем, что энтомопатогенные грибы обладают
большим арсеналом метаболитов, участвующих в
инфекционном процессе, и отличительной чер�
той микозов является интоксикация организма

насекомых (Hajek, Leger, 1994; James et al., 1994;
Vilcinskas et al., 1999; Charnley, 2003).

Основными ферментативными системами на�
секомых, участвующими в процессе детоксика�
ции различных ксенобиотиков, являются моно�
оксигеназы, эстеразы и глутатион�S�трансфераза
(ГСТ) (Li et al., 2007). Неспецифические эстеразы
выполняют важные функции в организме насеко�
мых: осуществляют катаболизм эфиров высших
жирных кислот, активно происходящий в лета�
тельных мышцах и обеспечивающий полет насе�
комого, мобилизацию липидов, в том числе жи�
ров в жировом теле (Рославцева и др., 1993), и де�
градацию метаболических инертных эфиров, в
том числе и разнообразных ксенобиотиков (Terri�
ere, 1984). Широкая субстратная специфичность
эстераз свидетельствует об их исключительной
роли в деградации токсинов различного проис�
хождения. Интерес исследователей к ГСТ насеко�
мых связан, прежде всего, с участием этих фер�
ментов в деградации инсектицидов. Обнаружено,
что у насекомых, устойчивых к инсектицидам,
повышается активность ГСТ (Papadopoulos et al.,
2000). Помимо деградации ксенобиотиков, ГСТ

АКТИВНОСТЬ НЕСПЕЦИФИЧЕСКИХ ЭСТЕРАЗ И ГЛУТАТИОН�S�
ТРАНСФЕРАЗЫ У ЛИЧИНОК ПЕРЕЛЕТНОЙ САРАНЧИ (LOCUSTA 

MIGRATORIA) ПРИ РАЗВИТИИ ГРИБНОЙ ИНФЕКЦИИ 
METARHIZIUM ANISOPLIAE (ASCOMYCOTA, HYPOCREALES)

© 2011 г.   И. М. Дубовский1, Н. Д. Слямова2, В. Ю. Крюков1, О. Н. Ярославцева1,
М. В. Левченко3, А. Б. Белгибаева2, А. Адилханкызы2, В. В. Глупов1

1 Институт систематики и экологии животных СО РАН, Новосибирск 630091, Россия 
2 Научно(исследовательский институт защиты и карантина растений, 

Алматинская обл. 040924, Республика Казахстан
3 Всероссийский институт защиты растений РАCХН, С.(Петербург, Пушкин 196608, Россия

e(mail: dubovskiy2000@yahoo.com
Поступила в редакцию 26.01.2011г.

Проанализирована активность неспецифических эстераз и глутатион�S�трансферазы в гомогенатах
целого тела, плазме гемолимфы и жировом теле личинок перелетной саранчи (Locusta migratoria)
при развитии грибной инфекции Metarhizium anisopliae. Воздействие летальной дозы гриба (ЛК80)
сопровождается увеличением активности детоксицирующих ферментов в гомогенате целого тела,
полученного из личинок L. migratoria на третьи сутки после заражения. Показано увеличение актив�
ности неспецифических эстераз и глутатион�S�трансферазы в плазме гемолимфы и жировом теле
зараженных насекомых на третьи сутки развития инфекции. К шестым суткам микоза в “острый”
период инфекционного процесса активность ферментов снижается до контрольных значений. Ве�
роятно, детоксицирующие ферменты участвуют в защитных реакциях насекомых на начальном эта�
пе развития острой грибной инфекции.

Ключевые слова: детоксицирующая система, эстеразы, жировое тело, азиатская саранча, микозы,
энтомопатогенные грибы.

УДК 592+591.2+91.113



ЗООЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ  том 90  № 11  2011

АКТИВНОСТЬ НЕСПЕЦИФИЧЕСКИХ ЭСТЕРАЗ 1361

участвует в выведении продуктов метаболизма из
организма и защите тканей от повреждения сво�
бодными радикалами (Колесниченко, Кулин�
ский, 1989; Баканова и др., 1992).

Установлено, что неспецифические эстеразы и
ГСТ насекомых участвуют в процессах метабо�
лизма и детоксикации фосфорорганических со�
единений, пиретроидов, карбаматов, ювеноидов
(Small, Hemingway, 2000; Pasteur et al., 2001). Показа�
на повышенная экспрессия генов детоксицирую�
щих ферментов, ответственных за механизмы ре�
зистентности к различным ксенобиотикам, на
насекомых из отрядов: полужесткокрылых
(Hemiptera) – клопе Lygus lineolaris Pal. de Beauv. и
персиковой тле (Myzodes persicae Sulz.), перепон�
чатокрылых (Hymenoptera) – наезднике габро�
браконе (Habrobracon hebetor Say.), чешуекрылых
(Lepidoptera) � стеблевой огневке (Chilo suppressa(
lis Walker), двукрылых (Diptera) – малой коровьей
жигалке (Haematobia irritans L.) и комаре обыкно�
венном (Culex pipiens L.) (Field, Devonshire, 1998;
Hemingway et al., 1998; Field, 2000; Hawkes, Hem�
ingway, 2002).

Возможно, функция деградации токсичных
молекул эстеразами и ГСТ при развитии инфек�
ционного процесса играет одну из ключевых ро�
лей в защите насекомых от патогенов. Установле�
но, что при микроспоридиозных, бактериальных
и грибных инфекциях у личинок вощиной огнев�
ки (Galleria mellonella L.) и тутового шелкопряда
(Bombyx mori L.) происходит индукция новых изо�
форм неспецифических эстераз и изменение ак�
тивности эстераз в различных органах (Shiotsuki,
Kato, 1999; Серебров и др., 2001; Воронцова и др.,
2006). Использование синтетических ингибито�
ров детоксицирующей системы насекомых поз�
волило снизить устойчивость G. mellonella к энто�
мопатогенным грибам (Серебров и др., 2003,
2006). Исследования детоксицирующих фермен�
тов саранчовых при микозе практически не про�
водили (Xia et al., 2000). Цель настоящего иссле�
дования � изучение активности неспецифических
эстераз и ГСТ в гомогенатах целого тела, плазме
гемолимфы и жировом теле личинок перелетной
саранчи (Locusta migratoria) при развитии грибной
инфекции Metarhizium anisopliae. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Личинки перелетной саранчи (Locusta migrato(
ria) собраны в естественных условиях на рисовых
чеках в окрестностях п. Баканас (Казахстан) и со�
держались в лаборатории при 12�часовом свето�
вом дне. Насекомые питались на тростнике обык�
новенном (Phragmites communis Trin.). При прове�
дении эксперимента использовали личинок
младших 2–3�го и старших 4–5�го возрастов.

После заражения грибом у насекомых прово�
дилась оценка активности неспецифических эс�

тераз и ГСТ в гомогенате целого тела личинок
младших возрастов, а также в плазме гемолимфы
и жировом теле личинок старших возрастов. 

Для заражения насекомых использовали энто�
мопатогенный гриб Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorokin штамм P�72. Насекомых заражали с по�
мощью однократного погружения в водную сус�
пензию конидий грибов (титр конидий 1 × 107). 

Гомогенаты из целого тела и жирового тела на�
секомых готовили в 0.1 М Na�фосфатном буфере
(рН 7.2) (ФБ). В одной повторности использова�
ли 5 личинок. Насекомых и извлеченные органы
растирали в стеклянном гомогенизаторе с холод�
ным ФБ в соотношении 0.06 г тканей на 1 мл ФБ.
Затем гомогенаты центрифугировали при 4°С в
течение 15 мин при 10000 RCF. Полученный су�
пернатант использовали для определения актив�
ности ферментов и концентрации белка.

Гемолимфу отбирали стеклянным капилляром
через надрез в кутикуле и помещали в охлажден�
ные пробирки. Для предотвращения меланиза�
ции гемолимфы в пробирки добавляли фенил�
тиомочевину (4 мг/мл). Гемолимфу центрифуги�
ровали при 4°С в течение 5 мин при 500 RCF,
плазму, свободную от клеток, использовали для
определения активности ферментов и концен�
трации белка. 

Спектрофотометрическое определение актив�
ности эстераз в образцах проведено по Асперену
(Asperen, 1962) с незначительными изменениями.
Инкубационная смесь содержала 1мл 0.54 мМ
1�нафтилацетата в ФБ и 20 мкл образца. Концен�
трацию образующегося во время реакции 1�наф�
тила определяли спектрофотометрически при
длине волны 550 нм.

Активность ГСТ определяли по отношению к
2�нитро�5�хлорбензойной кислоте (ДНХБ) мето�
дом Хабига (Habig et al., 1974). Инкубацию прово�
дили при 25°С в течение 5 мин в 0.1 М Na�фос�
фатном буфере (рН 6.5), содержащем 1 мМ глута�
тиона, 1мМ ДНХБ и 20 мкл образца. Реакцию
инициировали добавлением раствора ДНХБ в
ацетоне. Концентрацию 5�(2.4�динитрофенил)�
глутатиона, образующегося во время реакции,
определяли спектрофотометрически при длине
волны 340 нм. Удельную активность неспецифи�
ческих эстераз и ГСТ выражали в единицах изме�
нения оптической плотности (ΔА) инкубацион�
ной смеси в ходе реакции в расчете на 1 мин и 1 мг
белка. 

Концентрацию белка в образцах определяли
по методу Бредфорда (1976). Для построения ка�
либровочной кривой использовали бычий сыво�
роточный альбумин.

Полученные данные представлены как сред�
нее арифметическое и его ошибка (SE). Для про�
верки нормальности распределения данных ис�
пользовали W�критерий Шапиро�Уилка. Стати�
стическую значимость различий определяли по t�
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критерию Стьюдента с помощью программы
STATISTICA 6.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В результате заражения личинок перелетной
саранчи грибом M. anisopliae зафиксировано раз�
витие инфекционного процесса с суммарной
смертностью к 6–7 суткам 81.5 ± 2.7% личинок
младших возрастов и 87.1 ± 8.3% личинок стар�
ших возрастов (рис. 1). К третьим суткам разви�
тия заболевания смертность зараженных насеко�
мых обеих групп составляла 10–15% и достоверно
не отличалась от контроля (рис. 1). Данный факт
позволяет выделить третьи сутки как “началь�
ный” период развития инфекции. Общая дина�
мика смертности насекомых свидетельствует о
развитии “острого” грибного патогенеза.

Установлено, что воздействие гриба сопро�
вождается активацией детоксицирующих фер�
ментов на третьи сутки развития болезни. При
анализе активности неспецифических эстераз и
ГСТ в гомогенатах целого тела личинок перелет�
ной саранчи младших возрастов зафиксировано
достоверное (р ≤ 0.001) двухкратное увеличение
активности эстераз на третьи сутки после зараже�
ния (рис. 2). Также отмечено 2.5�кратное (р ≤

≤ 0.001) увеличение активности ГСТ (рис. 2). У
личинок старших возрастов при заражении
M. anisopliae зафиксировано достоверное увели�
чение активности неспецифических эстераз и
ГСТ в плазме гемолимфы в 1.7 раза и 2 раза (p ≤
≤ 0.001), соответственно, в жировом теле – увели�
чение активности неспецифических эстераз в 1.3
раза, ГСТ в 1.4 раза (p ≤ 0.001) (рис. 3, 4).

Активация компонентов детоксицирующей
системы на начальном этапе развития “острой”
грибной инфекции (ЛД80) может свидетельство�
вать об участии неспецифических эстераз и ГСТ в
защитных реакциях насекомых, направленных на
разрушение токсинов энтомопатогенных грибов.
Ранее сходные результаты получены при изуче�
нии роли неспецифических эстераз при развитии
микозов на личинках вощиной огневки (Galleria
mellonella). В частности, установлено, что инфи�
цирование насекомых энтомопатогенными гри�
бами сопровождается резким увеличением актив�
ности неспецифических эстераз и ГСТ в плазме
гемолимфы. Повышение активности неспецифи�
ческих эстераз происходит за счет индукции до�
полнительных изоферментов (Серебров и др.,
2001). Также при исследовании активности кис�
лых фосфатаз при развитии микоза на пустынной
саранче (Schistocerca gregaria Forsk.) отмечено уве�
личение активности ферментов в гемолимфе (Xia
et al., 2000). Возможно, основным фактором, при�
водящим к повышению активности детоксициру�
ющих ферментов при микозах, является механи�
ческое повреждение тканей кутикулы насекомых
гифальными телами грибов при их проникнове�
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Рис. 1. Динамика гибели личинок перелетной саран�
чи (Locusta migratoria) младших и старших возрастов
при инфицировании энтомопатогенным грибом M.
anisopliae: К1� смертность нативных личинок млад�
ших возрастов; Ма1� смертность личинок младших
возрастов, зараженных грибом; К2� смертность на�
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личинок старших возрастов, зараженных грибом
(*р < 0 .05 по сравнению с контролем).
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Рис. 2. Активность неспецифических эстераз (Эст) и
глутатион�S�трансферазы (ГСТ) в гомогенатах из це�
лого тела нативных личинок перелетной саранчи (Lo(
custa migratoria) младших возрастов (К) и то же при за�
ражении энтомопатогенным грибом M. anisopliae
(Ма) (n = 10, **р < 0.001 по сравнению с контролем).
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нии в организм хозяина, и воздействие токсинов
гриба, проникающих в гемоцель насекомого (Xia
et al., 2000; Серебров и др., 2001, 2006).

Таким образом, отмеченное нами увеличение
активности неспецифических эстераз и ГСТ поз�
воляет предположить, что активность детоксици�
рующих ферментов личинок перелетной саранчи
может быть направлена на элиминацию грибных
метаболитов и токсичных веществ, образующих�
ся при проникновении энтомопатогенного гриба
в гемоцель насекомого.

К 6�м суткам развития микоза, в “острый” пе�
риод, у зараженных насекомых наблюдалось па�
дение активности ферментов до контрольных
значений, в частности, зафиксировано снижение
активности неспецифических эстераз и ГСТ в го�
могенатах из целого тела личинок младших воз�
растов (рис. 2). Анализ ферментативной активно�
сти у личинок старших возрастов показал сниже�
ние активности ГСТ до контрольных значений в
плазме и жировом теле (рис. 3), а также эстераз в
жировом теле на 6�е сутки после заражения (рис. 4).
Отмечено 1.6�кратное достоверное (р ≤ 0.001)
снижение активности эстераз в плазме заражен�
ных насекомых (рис. 4). 

Снижение активности эстераз и ГСТ в “ост�
рый” период микоза может быть связанно с
“мощным” подавлением защитных систем хозяи�
на энтомопатогенными грибами. Данное предпо�
ложение подтверждают исследования защитных
реакций пустынной саранчи при развитии мико�
за M. anisopliae. В частности, установлено резкое
снижение активности фенолокисдаз, антибакте�
риальной активности и общего числа гемоцитов у
зараженных насекомых (Gillespie et al., 2000).

Исходя из полученных данных, можно пред�
положить, что детоксицирующая система саран�
човых участвует в защитных реакциях против эн�
томопатогенных грибов. Одним из современных
биотехнологических методов является поиск пу�
тей блокирования или снижения активности за�
щитных систем насекомых для увеличения их
восприимчивости к энтомопатогенам, применяе�
мым в биологических методах контроля числен�
ности насекомых. Полученные результаты свиде�
тельствуют, что на начальных этапах развития ми�
козов активность неспецифических эстераз и
ГСТ личинок L. migratoria может быть направлена
на детоксикацию метаболитов и токсинов энто�
мопатогенных грибов. Не исключено, что ис�
пользование механизмов, воздействующих на де�
токсицирующую систему насекомого (вторичные
метаболиты растений, синтетические ингибито�
ры и т.д.), позволит снизить устойчивость саран�
човых к энтомопатогенам, в частности к грибам. 
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ACTIVITY OF NONSPECIFIC ESTERASES AND GLUTATHIONE
S�TRANSFERASE OF LOCUSTA MIGRATORIA LARVAE IN INFECTION

WITH METARHIZIUM ANISOPLIAE FUNGUS
(ASCOMYCOTA, HYPOCREALES)

I. M. Dubovskiy1, N. D. Slyamova2, V. Yu. Kryukov1, O. N. Yaroslavtseva1,
M. V. Levchenko3, A. B. Belgibaeva2, A. Adilkhankyzy2, V. V. Glupov1

1 Institute of Animal Systematics and Ecology, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk 630091, Russia
2 Research Institute of Plant Protection, Rakhat, Karasaiskiy district, Almaty 040924, Kazakhstan

3 All(Russian Institute of Plant Protection, Russian Academy of Agricultural Sciences, St. Petersburg, Pushkin 196608, Russia.
e(mail: dubovskiy2000@yahoo.com

The activity of nonspecific esterases and gluthation�S�transferase in the whole body homogenate, plasma and
fat body of locusts (Locusta migratoria L.) was studied in the development of fungus (Metarhizium anisopliae)
infection. A lethal dose of the fungus (LC80) was found to enhance the activity of detoxificative enzymes in
the whole body homogenate of insects on the third day after infection. The activity of nonspecific esterases
and gluthation�S�transferase in plasma and fat body of the infected locusts increased on the third day. On the
sixth day during the acute period of infection, a decrease in the activity of enzymes was determined. The en�
hanced activity of the detoxification enzymes at the early stage of the fungus infection may be an evidence of
the participation of these enzymes in defensive reactions against fungal pathogens. 
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