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/01 研究了不同酶反应缓冲体系、"L值、氯离子浓度以及!唑哒嗪对 2龄 &日粘虫 -./01$)/#+$ ./2$3$#$ M8%N@#中
肠!3淀粉酶活性的影响。结果表明，乙酸3乙酸钠缓冲体系（"L 2O,）和磷酸氢二钠3磷酸二氢钠缓冲体系（"L ,O’）有
利于增强!3淀粉酶活性，比活力最高分别达到 )O)*和 )O*H。在乙酸3乙酸钠缓冲体系（"L 2O,）中，2、+’、&’、)’和 ,’
77E%PQ氯离子浓度引起!3淀粉酶活性呈现先减弱后增强的变化规律，而在磷酸氢二钠3磷酸二氢钠缓冲体系（"L
,O’）中仅呈现减弱的趋势。+O) 77E%PQ!唑哒嗪对!3淀粉酶活性的抑制率可达 H’R，但抑制程度随着反应体系中
蛋白含量的增加而逐渐降低。

2341 粘虫；!3淀粉酶；酶活性；"L值；氯离子；!唑哒嗪
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昆虫对食物的消化和有效利用程度影响着自身

的生长发育（0%8=AN[ 8=D 0:#$]@#，+*,2），抑制肠道蛋
白酶和淀粉酶等的活性，可降低许多鳞翅目昆虫肠

道综合生理功能的效率（G$77$=A 8=D J@[=E%DA，
+**&；G@##8 8=D _@##@$#8，+**)）。!3淀粉酶是昆虫消
化系统中重要的消化酶，它将昆虫体内的淀粉、糖原

和多糖衍生物水解成为可溶性双糖麦芽糖及单糖葡

萄糖和果糖等，参与体内的能量代谢。目前，有关昆

虫!3淀粉酶抑制剂的报道，大多是植物源成分如凝
集素类（%@:B$=3%$N@）、"3嘌呤霉素类（"3"<#EB;$E=$=）和
奇甜蛋白类（B;8<78B$=3%$N@）等抑制剂（_#8=:E /# $) C，

&’’&），而有关人工合成的!3淀粉酶抑制剂报道较
少。同时作者发现，在众多的!3淀粉酶研究文献中，
有关!3淀粉酶活性的测定多采用 .，23二硝基水杨酸
法或 /P‘/法，但酶反应缓冲体系变化多样，如柠檬
酸钠缓冲液（"L 2O’）（a8%@=:$8 /# $) C，&’’’）、G#$A3
L4% 缓冲液（"L HO2、*O2）（18>8#8b< 8=D !]#8;87，
+**2；5$>>A 8=D c:U#@>E#，+**(）、乙酸3乙酸钠缓冲
液（"L 2O2）（1E@%B$=> 8=D 5@#=F@%D，+*),）以及磷酸氢
二钠3磷酸二氢钠缓冲液（"L 2O,）（/A;$7EBE /# $) C，
+***）等，由不同缓冲体系所测定的结果存在一定的
差异性。我们以粘虫 -./01$)/#+$ ./2$3$#$ M8%N@#
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虫中肠!!淀粉酶为研究对象，研究不同酶反应缓冲
体系、"#值、氯离子（$%&）浓度等对酶活性的影响，
以及!唑类药物对酶的抑制作用，探讨粘虫!!淀粉
酶的敏感性特征和合适的酶反应缓冲体系，用于比

较不同昆虫!!淀粉酶的生物学多样性特征，为针对
昆虫!!淀粉酶的新型抑制剂创制提供一些理论基础
和实验依据。

! !"#$%

!"! &’()
粘虫在室温（’( ) *）+，相对湿度 ,-. / 0-.，

光周期 *12 3 04 条件下采用新鲜玉米苗（56789
:99;%7<=）饲养，以 >龄 ’日幼虫用于实验。
!"# &’*+

(，>!二硝基水杨酸、可溶性淀粉、牛血清蛋白、
麦芽糖等均为生化试剂，磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、

乙酸钠等其他试剂均为分析纯，从上海化学试剂公

司购置；!唑哒嗪原粉（?(.），其化学名称为 ’!叔丁
基!@!氯!>!［>!（@!氯苯基）!’!（*，(，@!!二唑）!甲氧
基］!(（’#）哒嗪酮，由本所合成和纯化，用 A，A!二
甲基甲酰胺将其溶解成所需浓度。

!"$ ,-./0
参照 B6%9<C76等（’---）方法进行酶源制备。挑

选个体大小一致的 >龄 ’日粘虫幼虫 >-头，在冰浴
上解剖取其中肠，置于 > 倍体积的 ’- 55D%E2 A6$%
水溶液（含 -F* 55D%E2 $6$%’）中冰浴匀浆，@+下
*- --- G = 离心 *- 57<，取上清液，冻干成粉末状，置
于 & ’-+冰箱冷藏，作为酶源备用。
!"% $%
!"%"! !!淀粉酶活性的测定：采用 HI9%%56CJ 等
（*?00）的 (，>!二硝基水杨酸法，以可溶性淀粉作为
底物进行测定。取 -F> 52酶液预先置于 ’>+中水
浴 *> 57<，加入同样预热到 ’>+的 -F> 52 ’- 55D%E2
磷酸氢二钠!磷酸二氢钠缓冲液（简称磷酸盐缓冲
液，"# >F0，含 *. 可溶性淀粉、’- 55D%E2 A6$% 和
-F* 55D%E2 $6$%’），反应 ( 57<后，加入 (F- 52 (，>!
二硝基水杨酸显色剂（*F-. =EB）终止反应。反应
液在沸水中显色 > 57<后，以流水冷却，加蒸馏水定
容至 *- 52。在紫外分光光度计上测定吸光值
K4>*’<5。每处理重复 >次实验。以麦芽糖作标准曲
线。酶的比活力单位用 5=E（5=·57<）表示。
!"%"# 不同 "# 缓冲体系对酶活性的影响：按
*F@F*节方法测定!!淀粉酶活性，将其中磷酸盐缓

冲液分别用 "# (F1、@F1和 >F0 的乙酸!乙酸钠缓冲
液（简称乙酸钠缓冲液）及 "# >F0、1F?和 0F-的磷酸
盐缓冲液进行替代，比较不同 "#值的缓冲体系中

!!淀粉酶的活性。
!"%"$ 不同氯离子浓度对酶活性的影响：分别选
取乙酸钠缓冲溶液（"# >F0）和磷酸盐缓冲溶液（"#
0F-），将 *F@F* 节反应体系中氯离子浓度分别设定
为 >、*-、’-、@-和 0- 55D%E2系列梯度，其他均相同，
测定氯离子对!!淀粉酶活性的影响。
!"%"% 不同浓度!唑哒嗪对酶活性的影响：参照
L:J75DID等（*???）方法，将酶液、药剂和可溶性淀粉
的体积比设定为 ’ 3 * 3 ’，体系中!唑哒嗪的浓度均
为 *F@ 55D%E2，反应体系中!!淀粉酶蛋白的用量分
别设定为 ’’F0、@>F1、?*F*、*0’F’和 (1@F@ <=，其他均
与 *F@F* 节相同。以不含药剂的相同处理作为对
照，计算酶活性抑制率（.）。
!"& 1234567
采用 2DMNO等（*?>*）的方法进行测定。

!"’ 89:;
数据采用 HPQHH*-F- 软件进行 QAKBQ方差分

析、2H4（! R -F->）多重检验等统计分析，数值采用
平均数 )标准差（596< ) "#）。

# <=#>?

#"! @A ()BCDEFG!*HI,JK
分别以 (种不同 "#值的乙酸钠缓冲液和磷酸

盐缓冲液作为缓冲体系测得!!淀粉酶活性，结果见
图 *。从图中可以看出，在两个不同类型的缓冲体
系中，随着 "#值的增大，!!淀粉酶的活性都逐渐增
强，其中!!淀粉酶活性在乙酸钠缓冲液（"# >F0）和
磷酸盐缓冲液（"# 0F-）中达到最大，比活力分别为
@F@?和 @F?,。结果表明!!淀粉酶活性大小与缓冲
体系的 "#值密切相关。但是，!!淀粉酶活性在乙酸
钠缓冲体系（"# >F0）中显著高于磷酸盐缓冲体系
（"# >F0）（! R -F->），这也许与!!淀粉酶的精氨酸
（QN=（ S））催化中心的性质有关（TN6<CD $% &’ U，’--’），
但也说明在相同 "#条件下缓冲液种类极大地影响

!!淀粉酶活性。
#"# LMNO!*HI,JK.PQ
在乙酸钠缓冲体系（"# >F0）中测定不同浓度氯

离子对酶活性的影响，结果见图 ’。随着氯离子浓
度的升高，!!淀粉酶活性呈现先减弱后增强的变化
规律，氯离子浓度为 > 55D%E2和 0- 55D%E2时!!淀
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图 ! 不同 "#值缓冲体系中粘虫中肠!$淀粉酶的活性
%&’( ! )*+&,&+- ./ ! ( "#$%&%’% 0&1’2+!$30-4356

&7 8643+&.7 +. "# ,3426

粉酶活性基本接近，比活力分别为 9:;<和 9:=>。当
反应体系中氯离子浓度为 ?> 00.4@A时，!$淀粉酶活
性最弱，比活力为 <:;!。
在磷酸盐缓冲体系（"# B:>）中测定不同浓度氯

离子对酶活性的影响，结果见图 ?。随着氯离子浓
度的增加，!$淀粉酶活性基本呈现逐渐下降的趋势。
氯离子浓度为 C 00.4@A时，!$淀粉酶活性最强，比活
力为 9:?C；当氯离子浓度为 B> 00.4@A时，!$淀粉酶
比活力降到 !:D;。

图 ? 不同缓冲体系中氯离子浓度对粘虫中肠

!$淀粉酶活性的影响
%&’( ? E//6*+ ./ *F4.8&1&.7 *.7*67+83+&.7 .7 ! ( "#$%&%’%
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!"# !"#$%!$&’()*+,-
测定结果见图 <。随着反应体系中蛋白含量的

增加，!$淀粉酶活性亦逐渐增强，当!$淀粉酶蛋白含

量为 <=9:9 7’时，其活性达 =:?=比活力单位。同时
还可以看出，!:9 00.4@A!唑哒嗪对!$淀粉酶活性
具有一定的抑制作用，在!$淀粉酶蛋白含量为 ??:;B
7’时，其活性抑制率接近 ;>H，但!$淀粉酶的抑制
程度随着反应体系中蛋白含量的增加而逐渐降低，

当反应体系中蛋白含量为 <=9:9 7’时，!$淀粉酶活
性的抑制率降低至约为 ?!:<H。

图 < 不同蛋白含量的反应体系中!唑哒嗪
对!$淀粉酶活性的影响
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!$淀粉酶是昆虫消化系统中重要的消化酶，抑
制其生物活性，则能够降低昆虫体内糖类的同化作

用，从而抑制昆虫的生长发育，起到控制害虫危害作

物的目的（L5F&0.+. #’ %( (，!DDD）。昆虫!$淀粉酶的
研究受到许多研究者的重视，如：M&’’5 和 N*O86’.8
（!DD=）研究新西兰草金龟 )*"’#(+’&% ,#%(%-./0% 淀粉
酶作为筛选淀粉酶抑制剂的基础；P&+3867Q. 和
IF8&5"6645（?>>>）通过 RP$SIR技术克隆了玉米根叶
甲 1/%2&*’/0% 3/&4/5#&%!$淀粉酶的 *TU)，用于!$淀粉
酶抑制剂的筛选研究；S8&’67+ 等（!DDB）采用离子交
换层析法部分纯化了果蝇 1&*"*$6/(% 3/&/(/" 和 1 (
&#$(#’%的!$淀粉酶，用于研究不同生境中两种果蝇
的代谢进化关系。

目前，!$淀粉酶活性的测定多采用 <，C$二硝基
水杨酸法或 L@VL法，但酶反应缓冲体系多种多样，
如柠檬酸钠缓冲液、P8&5$#I4 缓冲液、P8&5$甘氨酸缓
冲液、以及硼酸盐缓冲液等（U3’383W2 371 )G83F30，

!D!?期 黄青春等：粘虫中肠!$淀粉酶活性的敏感性研究



!""#；$%&&’ ()* +,-./&0.，!""1；2.%&/)3 !" #$ 4，!""5；
6(7/),%( !" #$ 4，8999；:%7;( !" #$ 4，899!）。另外，酶
反应缓冲体系的最适 <=值从 8>1至 ">#，氯离子浓
度从 9>!?至 #9>9 @@07AB。作者推测，诸多研究中所
用的酶活性测定条件可能与供试昆虫种类的酶特异

性和针对性有关，不同昆虫的!C淀粉酶之间可能存
在着不同性质同工酶的缘故。如：6(7/),%(等（8999）
报道咖啡果小蠹螟 %&’(")!*!+,- )#+’!. 中肠!C淀粉
酶活性的最适 <= 值范围是 ?>9 D E>9；F(&(.(GH 和
IJ.(K(@（!""#）报道在 <= "># 的 L.%’C=M7 和 L.%’C甘
氨酸两种缓冲体系中，印度柞蚕 /*")!0#!# +&$.""# 消
化液中的淀粉酶活性达到最大。作者研究发现，粘

虫中肠!C淀粉酶在乙酸钠缓冲体系（<= #>5）和磷酸
盐缓冲体系（<= 5>9）中活性相对较高，且在磷酸盐
缓冲体系（<= 5>9）中活性高于前者，但是否为最适
测定条件和最大酶活性，尚有待进一步研究。

许多研究报道，氯离子能够激活昆虫!C淀粉酶
活性（$H0)0,0./ !" #$ 4，!"E1；L/..( !" #$ 4，!"EE；
$(N/. ()* O00，!"5#），但 20*07/.和 I<</7J(H@（!"E!）
报道氯离子能够抑制绿豆象 1#$$(-(20,3),- 3).*!*-.-
!C淀粉酶活性；F(&(.(GH和 IJ.(K(@（!""#）研究发现，
反应体系中氯离子存在与否，都不影响印度柞蚕消

化液淀粉酶的 4@ 值。作者研究发现，氯离子在不

同的测定体系中对粘虫中肠!C淀粉酶活性具有不同
的作用规律。随着氯离子浓度的升高，在乙酸钠缓

冲体系（<= #>5）中!C淀粉酶活性呈现先抑制后增强
的变化规律，而在磷酸盐缓冲体系（<= 5>9）中!C淀
粉酶活性呈现出抑制程度逐渐增大的趋势。这种变

化规律是否与粘虫!C淀粉酶的特异性有关，尚需进
一步证实和比较研究。

!C淀粉酶在昆虫体内的存在形式决定于其食物
的性质。L%3(./)N0 和 MK.%’<//7’（8999）研究发现，用
人工饲料饲养的玉米根叶甲幼虫，其!C淀粉酶活性
很低，而采用玉米苗饲养的玉米根叶甲幼虫，其!C淀
粉酶活性有很大的提高。菜豆 5)#-!($,- 6,$7#0.- 中

!IPC!对咖啡果小蠹螟!C淀粉酶活性具有很大的抑
制作用（6(7/),%( !" #$ 4，8999），却能够诱导巴西豆象
8#20("!- -,29#-3.#",- 体内!C淀粉酶活性（:%7;( !" #$ 4，
899!）。本实验所用粘虫幼虫一直以玉米苗饲养，人
工饲料是否影响其体内!C淀粉酶活性，值得进一步
研究。

作者研究还发现，外源!唑类药物对粘虫幼虫
中肠!C淀粉酶活性显示出一定的抑制作用，尽管该
抑制作用随着反应体系中蛋白含量的增加而逐渐降

低，但该结果也许说明了!唑类药物对粘虫幼虫具
有拒食作用的部分原因（=H()& !" #$ 4，899Q），提示
在研究昆虫拒食生理的同时应重视昆虫饲料对!C淀
粉酶的诱导或抑制作用。该药物的具体作用机理还

需进一步的深入研究。

生物体内许多功能性酶都具有离子激性的特

性，如超氧化物歧化酶（:RS）等，昆虫!C淀粉酶也具
有类似的性质。F(&(.(GH和 IJ.(K(@（!""#）还报道印
度柞蚕消化液中的淀粉酶是 M(8 T 依赖性胞内酶
（/)*0/)UV@/）。2.%&/)3 等（!""5）发现 M(8 T、WT 和

F(T 能够增强果蝇!C淀粉酶的淀粉分解活性，而
$(8 T仅能增强果蝇 : 4 0!’$!"!!C淀粉酶的活性，具有
一定的选择性。粘虫幼虫中肠!C淀粉酶是否具有阳
离子激性，尚需进一步研究。随着对!C淀粉酶研究
的不断深入，昆虫!C淀粉酶有望成为新农药靶向性
创制设计的潜在实用靶标。
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