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摘要：为明确不同体积分数氮气对赤拟谷盗Tribolium castaneum生理生化反应的影响，本文

在28±1℃、75±5% RH、不同体积分数（78%（大气压下作为对照）、90%、95%、98%）氮

气、不同处理时间（2、4、6、8 d）条件下研究了赤拟谷盗幼虫和成虫体内总超氧化物歧化

酶（SOD）活性、过氧化物酶（POD）活性、过氧化氢酶（CAT）活性、总抗氧化能力（T-AOC）

和乳酸（LD）含量等生理生化指标的变化规律。研究结果表明，随氮气体积分数增加，赤

拟谷盗幼虫和成虫体内SOD、POD和CAT活性均在处理时间为8 d时响应速度最快，在氮气

体积分数为98%处理8 d时赤拟谷盗幼虫和成虫体内SOD、POD和CAT活性全部降为0，赤拟

谷盗全部死亡。赤拟谷盗幼虫体内T-AOC值随氮气体积分数增加，在处理时间为6 d和8 d时

响应速度最快，在氮气体积分数为98%处理6 d和8 d时赤拟谷盗幼虫体内T-AOC值降为0；赤

拟谷盗成虫体内T-AOC值在处理时间为8 d时响应速度最快，在氮气体积分数为98%处理8 d

时赤拟谷盗幼虫体内T-AOC值降为0。赤拟谷盗幼虫体内LD含量随氮气体积分数增加，在处

理时间为6 d和8 d时响应速度最快，在氮气体积分数为98%处理6 d和8 d时赤拟谷盗幼虫体内

LD含量降为0；赤拟谷盗成虫体内LD含量在处理时间为8 d时响应速度最快，在氮气体积分

数为98%处理8 d时赤拟谷盗成虫体内LD含量降为0。
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Abstract: In order to determine the effects of different nitrogen volume fractions on physiological

and biochemical responses of Tribolium castaneum, the changes of total superoxide dismutase

（SOD）activity, peroxidase (POD) activity, catalase (CAT) activity, total antioxidant capacity

(T-AOC) and lactic acid (LD) content in larvae and adults of T. castaneum were investigated at

(28±1) ℃, (75±5) % RH, nitrogen volume fractions of (78% (atmospheric pressure as the control),

90%, 95%, and 98%), different treatment time (2, 4, 6, and 8 d). The results showed that with the

increase of nitrogen volume fraction, SOD, POD and CAT activities in the larvae and adults of T.

castaneum were the fastest when the treatment time was 8 days, and the activities of SOD, POD

and CAT in the larvae and adults decreased to 0 when the nitrogen volume fraction was 98% for 8

d, and all the larvae and adults died. The T-AOC value in the larvae increased with increasing

nitrogen volume fraction, and the response rate was the fastest at 6 and 8 d, while the T-AOC

value decreased to 0 when the nitrogen volume fraction was 98% at 6 and 8 d. The response rate

of T-AOC in adult larvae was the highest when the treatment time was 8 d, and the T-AOC

decreased to 0 when the nitrogen volume fraction was 98% for 8 d. The LD content in the larvae

increased with increasing nitrogen volume fraction, and the response rate was the fastest at 6 and 8

d, while the LD content in the larvae decreased to 0 at 6 and 8 d when the nitrogen volume

fraction was 98%. The response rate of LD content was the fastest when the treatment time was 8

d, and the LD content decreased to 0 when the nitrogen volume fraction was 98% for 8 d.
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粮食事关国计民生，粮食安全是国家安全的重要基础。我国是农业大国，粮食总产量位

居世界第一 (Wang et al., 2018)。但由于我国人口众多，人均拥有粮食数量在世界上的排名

较为落后。因此，粮食储藏安全一直是我国党和政府高度关注的重要问题（李立军, 2021）。

粮食在储藏过程中时常因储粮害虫的为害造成严重损失。根据报道，储粮害虫为害造成的损

失占全世界粮食重量的 10%~40%（López-Castillo et al., 2018；吕建华等, 2020；许德刚和李

凡, 2021）

赤拟谷盗 Tribolium castaneum属于鞘翅目 Coleoptera拟步甲科 Tenebrionidae，是一种重

要的世界性储粮害虫（Guo et al., 2019; Dissanayaka et al., 2020）。因其寿命长、食性杂、适



应能力强等特点，经常出现在粮食储藏和加工场所，既可为害各种面粉及面制品，也可为害

中药材、酒曲、坚果、谷物、油脂等（张生芳等, 1998; 白旭光, 2008; 许德刚和李凡, 2021）。

赤拟谷盗危害时常造成粮食数量损失，同时其成虫体表上臭腺分泌的苯醌类物质可导致粮食

产生腥霉臭气、变色、结块，引起粮食品质劣变（Jian et al., 2016; Kharel et al., 2020; Kaidi et

al., 2021）。目前世界上主要采用磷化氢熏蒸等化学方式防治赤拟谷盗，但长期单一使用化

学药剂已导致其抗药性增强、农药残留、环境污染等问题（Ghimire et al., 2016）。因此，

如何绿色高效防控储粮害虫对安全储粮至关重要（Ingegno and Tavella, 2022）。在此背景下，

氮气气调作为一种安全高效、经济环保的杀虫技术逐渐得到人们的高度重视。

昆虫的生命活动需要各种酶的参与。其中总超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化物酶（POD）、

过氧化氢酶（CAT）是储粮害虫体内防御氧化损伤的3种重要保护酶，主要用来抵御逆境环

境中产生的多余氧自由基，维持体内自由基代谢平衡。活性氧（ROS）的大量出现会对脂质、

蛋白质等大分子物质造成损伤（Moloi and Westhuizen, 2008; Rajkumar et al., 2019; Mittler,

2017）。在储粮害虫受到逆境胁迫或受伤时，体内ROS水平会增高，从而影响储粮害虫正常

生长发育，严重时还可导致细胞凋亡（赵崇飞等, 2023）。但在正常机体内，储粮害虫会依

赖抗氧化酶系来消除组织中积累的ROS（Lu et al., 2017）。昆虫在无氧条件下糖酵解过程中

会产生乳酸（LD），其为关键的能量载体（周思旭等，2009）。因此，本文以赤拟谷盗为

研究对象，在78%、90%、95%、98%氮气体积分数下处理不同时间测定其幼虫和成虫体内

总超氧化物歧化酶活性、过氧化物酶活性、过氧化氢酶活性、总抗氧化能力、和乳酸含量等

指标的变化规律，为从生理生化的角度阐明不同体积分数氮气处理下赤拟谷盗的应激反应及

其适应机制提供科学信息。

1 材料与方法

1.1 供试昆虫

试验所用赤拟谷盗已在河南工业大学储粮害虫防治实验室人工纯化饲养 3代以上。赤拟

谷盗饲养于温度 28±1℃、75±5%RH、黑暗条件下的培养箱内，以全麦粉（过 80 目筛）与

酵母按 19∶1（重量比）混合后作为饲料。

1.2 仪器设备

生化培养箱：SPX-250BX型，北京市永光明医疗仪器有限公司；电热恒温鼓风干燥箱：

GF101型，鹤壁市冶金机械设备有限公司；冰箱：BCD-500WLHTD78SMU1，海尔智家股



份有限公司；电子天平：FA1004B，青岛聚创环保集团有限公司；高速台式离心机：TG18G

型，青岛精诚仪器仪表有限公司；酶标仪：RT-6000型，深圳雷杜科学股份有限公司；组织

研磨仪：Tis-24 型，上海净信实业发展有限公司；紫外可见分光光度计：SH-6600型，江苏

盛奥华环保科技有限公司；移液枪：KD144-10ml，东方化玻（北京）科技有限公司；气体

检测仪：GT-1000-2LM 型，深圳市科尔诺电子科技有限公司；人工气调箱：600×350×400 mm，

陕西三匠亚克力实验仪器有限公司；温湿度计：MBS-6003i型，开化云联智能科技有限公司。

其他试验用品包括滤纸、培养皿、培养瓶、解剖针、小毛笔、镊子、漏斗、剪刀等。

1.3 主要试剂

氮气：纯度≥99.9996％，河南源正特种气体有限公司；总超氧化物歧化酶（SOD）测

定试剂盒、过氧化物酶（POD）测定试剂盒、过氧化氢酶（CAT）测定试剂盒、总抗氧化能

力（T-AOC）测定试剂盒和乳酸（LD）测定试剂盒：南京建成生物工程研究所。

1.4 试验装置

试验在 4个 600 mm×350 mm×400 mm、84 L的亚克力板材质人工密封气调箱内进行（图

1）。气调箱两侧分别设有进气口、出气口与相应的阀门，分别连接氮气气泵（纯度≥99.9996％，

河南源正特种气体有限公司）和固定式氮气检测仪（GT-1000-2LM 型，深圳市科尔诺电子

科技有限公司，测量范围：0~100%，精度：0.1%）。箱体一侧设两个密闭乳胶手套操作口，

用于实验操作；箱体另一侧设 1 直径 100 mm、长 200 mm 圆柱管制成的取虫缓冲仓，其两

端可螺旋盖密闭，用于虫笼放置、取样等。气调箱内设饱和食盐水以调节湿度水平维持在

75±5%RH，并使用小米米家电子智能温湿度计监测记录气调箱内的温湿度。气调箱使用前

测定气密性正压 500 Pa 半衰期大于 120 s。用高纯氮气瓶中的氮气冲洗气调箱内空气，直到

气调箱内的氮气含量达到设定值，随后每天监测 2次氮气含量，确保氮气浓度稳定。



图 1. 充氮气调装置示意图

Fig 1. Schematic diagram of the nitrogen charging and regulating device

1.5 试验方法

1.5.1 样品准备

设置温度 28±1℃、70±5%RH，分别取赤拟谷盗幼虫（18日龄）和成虫（羽化 7~14 d）

置于不同体积分数氮气（以正常大气环境中氮气体积分数 78%为对照，90%、95%、98%）

环境中处理不同时间（2、4、6、8 d）后测定其总超氧化物歧化酶活性、过氧化物酶活性、

过氧化氢酶活性、总抗氧化能力和乳酸含量的变化，明确不同体积分数氮气处理对赤拟谷盗

幼虫和成虫生理生化指标的影响。每个处理重复 3次。

1.5.2 粗酶液制备

称取处理过后的赤拟谷盗幼虫、成虫数头作为样本，用小毛笔沾生理盐水将其表面杂物

清理干净，随后将其放入 5 mL离心管中，按赤拟谷盗重量（g）：生理盐水体积（mL）为

1:9比例加入一定量生理盐水，加入直径为 5 mm 小钢珠，将离心管放入研磨仪中研磨 3 min，

在冰水浴中进行机械匀浆后制成 10%组织匀浆，待完全研磨后在 4℃冷冻离心机中以 2500

转/min 离心 10 min，取出离心管中的上清液待测。根据不同酶活力所需浓度不同，再用生

理盐水稀释至最佳浓度。

1.5.3 总超氧化物歧化酶（SOD）活力的测定

SOD的活性单位定义为每 mg组织蛋白在 10 μL反应液中 SOD抑制率达到 50%时所对

应的 SOD量。SOD活力的测定采用总超氧化物歧化酶测定试剂盒(货号 A001-3，WST-1法)，



具体操作按照试剂盒说明书。

1.5.4 过氧化物酶（POD）活力的测定

POD的活性单位定义为 37℃条件下，每 mg 组织蛋白每 min 催化产生 1.0 μg底物的酶

量。POD 活力的测定采用过氧化物测定试剂盒(货号 A084-1，比色法)，具体操作按照试剂

盒说明书。

1.5.5 过氧化氢酶（CAT）活力的测定

CAT活性单位定义为每 mg组织蛋白每秒钟分解 1.0 μmol的 H2O2的量。CAT活力的测

定采用过氧化氢酶测定试剂盒(货号 A007-1，钼酸铵法)，具体操作按照试剂盒说明书。

1.5.6 总抗氧化能力（T-AOC）的测定

T-AOC单位定义为在 37℃时，每mg组织蛋白在每 min内使反应体系的 OD值增加 0.01

为一个总抗氧化能力的单位 U。T-AOC 变化的测定采用总抗氧化能力测定试剂盒（货号

A015-3，FRAP法），具体操作按照试剂盒说明书。

1.5.7 乳酸（LD）含量的测定

LD含量变化的测定采用乳酸测定试剂盒（货号 A019-2，比色法）。

1.6 数据处理

首先采用Microsoft Excel 2021、Microsoft Word对实验数据进行统计处理，然后使用 IBM

SPSS Statistics 26中单因素方差分析（One way ANOVA）和 Tukey多重比较检验评估处理间

的差异显著性（P＜0.05）。

2 结果与分析

2.1氮气处理对赤拟谷盗体内抗氧化酶系（SOD、POD、CAT）活性的影响

赤拟谷盗幼虫在不同体积分数氮气处理后体内SOD（图2）、POD（图4）、CAT（图6）

随着氮气体积分数增加，在处理2 d时，体内SOD和POD活性先降低后升高；而体内CAT活

性逐渐降低。在处理4 d时，体内SOD活性先降低后升高再降低；体内POD活性逐渐降低；

而体内CAT活性逐渐升高。在处理6 d和8 d时，体内SOD与CAT活性均呈现出先降低后升高

再降低的趋势。氮气体积分数为98%的情况下，赤拟谷盗幼虫在处理2 d时体内SOD活性比

处理4 d时体内SOD活性更高；在处理6 d时体内POD活性比处理2 d和4 d时体内POD活性更高；

在处理2 d时体内CAT活性比处理4 d时体内CAT活性更高；处理6 d和8 d时体内SOD、POD和

CAT活性都降为0，此时氮气处理条件抑制了SOD、POD和CAT活性，在该处理下赤拟谷盗

幼虫死亡。



赤拟谷盗成虫在不同体积分数氮气处理后体内SOD（图3）、POD（图5）、CAT（图7）

随着氮气体积分数增加，在处理2 d时，体内SOD、POD和CAT活性先上升再下降；在处理4

d时，体内SOD和POD活性先上升再下降，而体内CAT活性呈先下降再升高后下降的趋势；

在处理6 d和8 d时，体内SOD、POD与CAT活性均呈现出先降低后升高再降低的趋势。氮气

体积分数为98%的情况下，赤拟谷盗成虫在处理2 d时体内SOD活性比处理4 d和6 d时体内

SOD活性更高；在处理2 d时体内POD活性比处理4 d时体内POD活性更高；在处理2 d时体内

CAT活性比处理4 d和6 d时体内CAT活性更高；处理6 d和8 d时体内SOD和CAT活性与处理8 d

时POD活性都降为0，此时氮气处理条件抑制了SOD、POD和CAT活性，在该处理下赤拟谷

盗成虫死亡。该结果表明，氮气体积分数越高对赤拟谷盗幼虫和成虫胁迫能力更好，害虫死

亡更快。

图2 赤拟谷盗幼虫经历不同体积分数氮气处理后体内总超氧化物酶活性变化情况

Fig.2 Changes of SOD activity in Tribolium castaneum larva after nitrogen treatment with

different volume fractions



图3 赤拟谷盗成虫经历不同体积分数氮气处理后体内总超氧化物酶活性变化情况

Fig.3 Changes of SOD activity in Tribolium castaneum adult after nitrogen treatment with

different volume fractions

图4 赤拟谷盗幼虫经历不同体积分数氮气处理后体内过氧化物酶活性的变化情况



Fig.4 Changes of POD activity in Tribolium castaneum larva after nitrogen treatment with

different volume fractions

图5 赤拟谷盗成虫经历不同体积分数氮气处理后体内过氧化物酶活性的变化情况

Fig.5 Changes of POD activity in Tribolium castaneum adult after nitrogen treatment with

different volume fractions



图6 赤拟谷盗幼虫经历不同体积分数氮气处理后体内过氧化氢酶活力的变化情况

Fig.6 Changes of CAT activity in Tribolium castaneum larva after nitrogen treatment with

different volume fractions

图7 赤拟谷盗成虫经历不同体积分数氮气处理后体内过氧化氢酶活力的变化情况



Fig.7 Changes of CAT activity in Tribolium castaneum adult after nitrogen treatment with

different volume fractions

2.2氮气处理对赤拟谷盗体内总抗氧化能力的影响

赤拟谷盗幼虫在不同体积分数氮气处理后体内 T-AOC值（图 8）随氮气体积分数增加，

在处理 2 d和 4 d 时，体内 T-AOC 值先下降再上升；在处理 6 d 时，体内 T-AOC 值呈现出

先下降后升高再下降的趋势；在处理 8 d时，体内 T-AOC 值先上升再下降。氮气体积分数

为 98%的情况下，赤拟谷盗幼虫在处理 4 d时体内 T-AOC值比处理 2 d时更高；处理 6 d和

8 d时体内 T-AOC值降为 0，赤拟谷盗幼虫死亡。

赤拟谷盗成虫在不同体积分数氮气处理后体内 T-AOC值（图 9）随氮气体积分数增加，

在处理 2 d时，体内 T-AOC 值先升高后降低再升高；在处理 4 d时，体内 T-AOC 值下降后

升高。在处理 6 d时，体内 T-AOC值逐渐升高；在处理 8 d时，体内 T-AOC值升高后下降。

当氮气体积分数为 98%时，赤拟谷盗成虫在处理 6 d时体内 T-AOC值比处理 2 d和 4 d时更

高；处理 8 d时体内 T-AOC值降为 0，赤拟谷盗成虫死亡。

图 8 赤拟谷盗幼虫经历不同体积分数氮气处理后体内总抗氧化能力的变化情况



Fig.8 Changes of total antioxidant capacity in Tribolium castaneum larva after nitrogen treatment

with different volume fractions

图 9 赤拟谷盗成虫经历不同体积分数氮气处理后体内总抗氧化能力的变化情况

Fig.9 Changes of total antioxidant capacity in Tribolium castaneum adult after nitrogen

treatment with different volume fractions

2.3氮气处理对赤拟谷盗体内乳酸含量的影响

赤拟谷盗在幼虫不同体积分数氮气处理后体内 LD含量（图 10）随氮气体积分数增加，

在处理 2 d 时，体内 LD 含量先下降再上升；在处理 4 d、6 d 和 8 d时，体内 LD 含量均呈

现出逐渐下降的趋势。氮气体积分数为 98%的情况下，赤拟谷盗幼虫在处理 4 d时体内 LD

含量比处理 2 d时更高；处理 6 d和 8 d时体内 LD含量降为 0，赤拟谷盗幼虫死亡。

赤拟谷盗在成虫不同体积分数氮气处理后体内 LD含量（图 11）随氮气体积分数增加，

在处理 2 d、4 d 和 6 d时，体内 LD含量均呈逐渐上升的趋势。在处理 8 d时，体内 LD含

量先升高再下降，当氮气体积分数为 98%时，赤拟谷盗成虫在处理 6 d时体内 LD含量比处

理 2 d和 4 d时更高；处理 8 d时体内 LD含量降为 0，赤拟谷盗成虫死亡。



图10 赤拟谷盗幼虫经历不同体积分数氮气处理后体内乳酸含量的变化情况

Fig.10 Changes of lactic acid in Tribolium castaneum larva after nitrogen treatment with

different volume fractions

图 11 赤拟谷盗成虫经历不同体积分数氮气处理后体内乳酸含量的变化情况

Fig.11 Changes of lactic acid in Tribolium castaneum adult after nitrogen treatment with



different volume fractions

3 结论与讨论

氧气浓度直接影响昆虫的代谢水平和能量消耗。赤拟谷盗通过有氧呼吸产生 ATP 为生

命活动提供能量。当氧气供应不足时，其呼吸代谢受阻，减少 ATP的合成，影响其正常生

长发育，甚至导致其死亡（Boyer et al., 2011）。

赤拟谷盗在氮气气调处理条件下产生过量的 ROS，而氮气体积分数的变化与赤拟谷盗

体内 ROS 水平、抗氧化能力等密切相关。赤拟谷盗抗氧化酶活性增加表明其体内具有较强

的抗氧化应激能力（2020）。赵崇飞和胡威（2002）报道在昆虫受伤或遭受逆境胁迫时，其

体内 ROS水平会迅速上升，影响昆虫正常的生长发育，甚至导致细胞凋亡。鲁玉杰等（2023）

报道，在低氧条件下，随氧气体积分数的降低，赤拟谷盗幼虫体内 SOD、POD和 CAT活性

均显著升高。刘凯（2023）研究表明，锈赤扁谷盗体内 SOD、POD和 CAT活性均在低氧条

件下随处理时间延长呈先上升后下降的趋势，POD 和 CAT活性均在低氧处理 2 d时达到最

大值。苗世远（2023）研究表明，在低氧状态下，嗜虫书虱体内 SOD、POD和 CAT活性都

随低氧处理时间延长而上升。本试验结果与其研究结果相似，氮气体积分数为 98%的情况

下，处理 6 d 和 8 d 时赤拟谷盗体内 SOD、POD 和 CAT活性均降为 0。当不同虫态的赤拟

谷盗在高浓度氮气处理条件下，其抗氧化酶活性的变化程度可反映出其各虫态对低氧处理的

敏感程度。

在氮气处理条件下，赤拟谷盗幼虫和成虫体内的 T-AOC含量变化不一致。苗世远（2023）

研究发现在低氧状态下，嗜虫书虱体内 T-AOC变化不明显，仅出现轻微波动。本试验结果

与其相似。刘凯（2023）证明锈赤扁谷盗体内的乳酸含量随低氧胁迫时间的延长表现出先升

高后降低的趋势，在处理 2 d时达到最大值。随低氧处理条件时间的增加，锈赤扁谷盗体内

LD含量增加，最终导致锈赤扁谷盗死亡。Kölsch等（2002）发现，随低氧处理时间增加，

过高浓度的 LD 堆积会抑制糖酵解发生，使得害虫体内 LD 含量增加速度减慢。周思旭等

（2009）研究表明在低氧状态下，赤拟谷盗幼虫和成虫体内 LD 含量都增加，但成虫体内

LD含量增加速度低于幼虫体内增加速度，在 O2体积分数为 2%时赤拟谷盗体内乳酸含量达

到最高。本试验结果也与其相似。

目前，氮气气调防治储粮害虫在我国实际生产中已经被广泛应用（李丹丹等，2015；王

西林等， 2018）。已有研究表明，氮气气调对储粮害虫有较为明显的抑制作用，但是现在

应用到生产中的充氮时间一般较长（张来林等, 2012）。我国行业标准 LS/T 1225-2022《氮



气气调储粮技术规程》规定，在粮食储藏期内维持氮气浓度不低于 95%进行气调防虫；维

持整仓平均氮气浓度不 98%，持续时间不少于 28 d进行气调杀虫。在实践中，一些仓储单

位在每年 4月份即开始进行气调防虫或杀虫，然后一种保持粮堆高氮气浓度状态到 10月份。

这样使粮食长期处于高氮气浓度环境下，会造成防虫杀虫投入较高。根据本研究结果，在氮

气体积分数为 98%的情况下，害虫的抗氧化酶活性等生理生化指标即受到严重抑制，处理 8

d后害虫即全部死亡。因此，我们在实际执行氮气气调杀虫时可通过改善仓房气密性、促进

氮气在粮堆内快速均匀分布，并达到 98%氮气体积分数，实现快速杀虫。
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