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摘要：以棉铃虫 -.)+"’/.01$ $0(+*.0$ 蛹为材料，通过硫酸铵沉淀分级分离、.C=95DC8 H0&’’ 分子筛柱层析和 I3!30G& 离子交换柱

层析纯化，获得聚丙烯酰胺凝胶电泳纯的 /0乙酰0!020氨基葡萄糖苷酶酶制剂。纯酶的比活力为 & 1J*EJ+ KL4#。以对硝基苯0
/0乙酰0!020氨基葡萄糖苷（=/M0!020H7?/!?）为底物，研究酶催化底物水解的反应动力学。结果表明：酶的最适 =N 为 (E1G，最

适温度为 ((O。该酶在 =N ) P * 区域较稳定，而在 =N Q * 时能迅速失去活力；在 (’O以下处理 G’ 46:，酶活力仍保持稳定，高

于 (’O，酶很快失去活力。酶促反应动力学符合米氏双曲线方程，测得米氏常数 34 为 ’E21 44@7LR，最大反应速度 44 为

2’EJG"4@7·R, 2·46:, 2。酶催化 =/M0!020H7?/!? 反应的活化能为 11E&) STL4@7。
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几丁质酶系有内切几丁质酶、外切几丁质酶和

/0乙 酰0!020氨 基 葡 萄 糖 苷 酶（!0/05?C%]7020
#7"?@$546:6D5$C，/!H，3W GE&E2E(&）G 种不同的组

分，广 泛 存 在 于 微 生 物、甲 壳 动 物 和 某 些 植 物 中

（\@#5 .# $) >，2+*J；.=6:D7CA 5:D _"?99@7b，2+**；T@$96
.# $) >，2+*+；\@:@ .# $) >，2++’；_A@5Dd5] .# $) >，
2++(），在自然界的碳循环中具有重要的作用。/!H

能特异催化水解几丁质的!02，)0糖苷键生成 /0乙酰

020氨基葡萄糖，直接参与几丁质的分解代谢过程，

在生物体内的物质代谢中发挥着重要作用（欧阳石

文等，&’’2）。昆虫的体壁和中肠围食膜均含有几丁

质，几丁质是昆虫的主要结构组分，也是昆虫防止

机械损伤和生物危害的屏障。/!H 因为能水解几

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

丁质有破坏围食膜的作用，因而被作为防治害虫的



潜在的一种手段。可以将此酶导入昆虫的体内来破

坏其正常的组织结构，使细菌或病毒更宜侵入虫体，

达到抑杀害虫的目的；也可以通过调控此酶的活性

来影响昆虫的生长发育（吴青君等，!"""；欧阳石文

等，!""#）。降解几丁质是一种防治昆虫很有前景的

策略。

棉铃虫 !"#$%&’"()* *(+$,"(* 属鳞翅目夜蛾科，是

我国乃至整个东半球的主要棉花害虫之一。!" 世

纪 $" 年代以来，棉铃虫在我国连年大发生，并对常

用杀虫剂特别是一些菊酯类杀虫剂产生抗药性，其

猖獗危害制约了我国棉花持续、稳定的发展。我们

以棉铃虫为材料，分离提取其 %&’，研究其酶学性

质，这不仅可以为进一步研究该酶的结构与功能、比

较不同来源生物的酶学差异提供有益的数据，而且

可以为新型生物杀虫剂的开发利用提供新的线索，

以期为控制棉铃虫提供有利的手段。

! 材料与方法

!"! 材料

棉铃虫为福建省浦城绿安生物农药有限公司提

供，饲养至蛹后用于酶的分离纯化。对硝基苯(%(乙
酰(!(-(氨基葡萄糖苷（)%*(!(-(’+,%&,）购于上海

医药工业研究院生化室；-.)/01.2 ’(!"" 为 */0340,50
产品；67&7(,.++8+9:.(;! 为 </0=40> 产品；牛血清蛋

白为标准蛋白；其余试剂均为国产分析纯。

!"# 方法

!"#"! 酶的分离纯化：以棉铃虫蛹作为分离 %&’
的材料。采用硫酸铵分级分离，收集 ;"? @ A"?饱

和度的沉淀蛋白，透析后得到粗酶制剂。进一步通

过 -.)/01.2 ’(!"" 分子筛凝胶过滤柱层析纯化，采

用 "B"# 49+CD )E FBG 磷酸缓冲液（内含 "B! 49+CD
%0H+）洗脱，柱规格为 !BF ,4 I F" ,4，流速为 G 4DC
/，自动分部收集，!B" 4DC管。活力峰再通过 67&7(
;! 离子交换柱层析纯化，以 %0H+ 浓度梯度（" @ #B!
49+CD）的 "B"# 49+CD )E FBG 磷酸缓冲液洗脱。柱规

格为 !B" ,4 I ;" ,4，流速为 #! 4DC/，分部收集，;B"
4DC管。合并酶活性峰，作酶活力分析。

!"#"# %&’ 活力测定：酶活力的测定参照 D5> 等

（!"";）的方法并略有改进。以 )%*(!(-(’+,%&, 为

底物，在 ! 4D 的测活体系中（含终浓度为 "B# 49+CD
)E JBF; 磷酸缓冲液，"B! 449+CD 的底物），于 ;AK恒

温水浴中加入 !""D 酶液，准确反应 #" 45>，加入 !
4D "BJ 49+CD %0LE 终止反应。在 M0,N40> 6O(FJ"
分 光 光 度 计 测 定 波 长 为 P"J >4 的 光 密 度 值

（L6P"J >4）。以硝基酚（)%*）为产物对照，摩尔消光

系数为 GBG I #"; D·49+Q #·,4Q #。酶活力单位（O）定

义：在上述条件下，每升溶液中每分钟催化水解产

生 #"49+ )%* 所需的酶量。比活力定义为每毫克酶

蛋白所具有的酶活力单位数。

!"#"$ 蛋白浓度测定：采用 R9+5>(酚试剂法（D9S3T
". *# U，#$J#）测定蛋白浓度，以牛血清蛋白为对照。

!"#"% 纯度鉴定：采用聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴定

酶的纯度。

!"#"& 酶催化底物 )%*(!(-(’+,%&, 水解反应的活

化能测定：在测活体系中，改变底物浓度，测定酶促

反应的初速度，按 D5>.S.0V.3(M83N 双倒数作图，求出

酶促反应的最大速度（/4）。在不同温度下，测定酶

促反应的 /4，根据 &33/.>58: 公式，以最大反应速度

之对数（+W/4）对 #C0 作图，得直线关系，从直线的斜

率求出酶催化 )%*(!(-(’+,%&, 反应的活化能。

# 结果与分析

#"! 酶的分离纯化

棉铃虫 %&’ 的纯化图谱见图 #。-.)/01.2 ’(
!"" 分子筛柱层析纯化的活力峰在管号 G" @ ##" 之

间。67&7(;! 离子交换柱层析纯化的活力峰在管号

!G @ ;! 之间。经各步分离纯化（表 #），最终得到比

活力为 ! FAGBA$ OC4W 的酶制剂。所得到的酶制剂

经聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴定为单一蛋白质成分（图

!）。说明该酶制剂已达电泳纯。

#"# ’( 对酶活力的影响

在 ;AK的测活体系中，测定不同 )E 下的酶促

反应 的 初 速 度，研 究 )E 对 酶 催 化 底 物 )%*(!(-(
’+,%&, 水解反应的初速度的影响。结果（图 ;）表明

酶活力与 )E 值呈钟罩形关系，其最适 )E 为 JBF;。

#"$ 酶的酸碱稳定性的研究

将等量的酶液与不同 )E 值的缓冲液等量混

合，室温下放置 ;" 45> 后，取出 !""D 处理的酶液在

)E JBF; 的测活体系中检测酶的剩余活力，以酶活

力对处理的 )E 作图，分析酶的酸碱稳定性。结果

（图 ;）表明该酶在 )E P @ G 区域较稳定，而在 )E 小

于 P 和 )E 大于 G 时不稳定。

$$PP 期 黄小红等：棉铃虫 %(乙酰(!(-(氨基葡萄糖苷酶的分离纯化及酶学性质



图 ! 棉铃虫 "#乙酰#!#!#氨基葡萄糖苷酶的 $%&’()%* +#,--（.）和 /0.0#1,（2）柱层析图谱

3456 ! 7894:4;(<4=> ;’9=?(<=59(&’@ =: <’%!#"#(;%<@A#!#5A8;=B(?4>4)(B% => $%&’()%* +#,--（.）(>) => /0.0#;%AA8A=B%（2）

表 ! 棉铃虫 "#乙酰#!#!#氨基葡萄糖苷酶的分离纯化

$%&’( ! )*+,-,.%/,01 0- /2(!#"#%.(/3’#!#4’*.05%6,1,7%5( -+06 "#$%&’(#)*+ +),%-#)+
纯化步骤 总体积（?C） 总蛋白（?5） 总活力（D） 比活力（DE?5） 回收率（F） 纯化倍数

7894:4;(<4=> G=<(A H=A8?% G=<(A &9=<%4> G=<(A (;<4H4<@ $&%;4:4; (;<4H4<@ I%;=H%9@ 7894:4;(<4=> :(;<=9
匀浆上清液

J98)% &9%&(9(<4=> K- LMK !LL NL!O1L ,KPOKM !-- !O-

1-F Q N-F 硫酸铵沉淀

1-F R N-F（"SM）,$TM
!K 1M-OK !-1 K-NOK 1-1OUU L,O! !O!P

$%&’()%* +#,-- L- 1UOL L1 NK- ! L-UOP L!OL LO,1
/0.0#;%AA8A=B% ,P MOL, !, 1NL , LNPONU !UOM !-O1L

图 , 棉铃虫 "#乙酰#!#!#氨基葡萄糖苷酶的

聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱

3456 , $/$#7.+0 =: <’% &894:4%)!#"#
(;%<@A#!#5A8;=B(?4>4)(B%

图 1 &S 对棉铃虫 "#乙酰#!#!#氨基葡萄糖

苷酶活力的影响及该酶的 &S 稳定性

3456 1 G’% %::%;< =: &S => <’% (;<4H4<@ (>) &S
B<(V4A4<@ =:!#"#(;%<@A#!#5A8;=B(?4>4)(B%

89: 温度对酶活力的影响

在 &S KOL1 的 -O! ?=AEC 磷酸缓冲液的测活体

系中，加入 ,-"C 酶液（酶浓度 -OK ?5E?C）测定不同

温度下的酶催化反应的初速度，研究温度对酶活力

的影响。结果（图 M）表明，酶的作用有个最适温度

区域，其最适温度为 KKW。

图 M 温度对棉铃虫 "#乙酰#!#!#氨基葡萄糖

苷酶活力的影响及该酶的温度稳定性

3456 M G’% %::%;< =: <%?&%9(<89% => <’% (;<4H4<@ (>)
<%?&%9(<89% B<(V4A4<@ =:!#"#(;%<@A#!#5A8;=B(?4>4)(B%

89; 酶的热稳定性研究

天然酶在不同温度下（,K Q NKW）热处理 1- ?4>

--K 昆虫学报 "#$% &’$()(*(+,#% -,’,#% MP 卷



后，迅速冷却到室温，然后取出 !"!# 处理的酶液在

最适的测活体系（$% &’()，)*+）中检测酶的剩余酶

活力，结果（图 ,）表 明：酶 在 ,&+ 以 下 热 变 性 )"
-./，酶活力基本保持不变，说明酶在 &"+以内有较

好的热稳定性。

!"# 酶催化底物 $%&’!’!’()*%+* 水解反应的动

力学参数测定

在 ! -# $% &’() 的测活体系中，改变底物浓度，

)*+下测定酶促反应的初速度，以酶促反应初速度

对底物浓度作图，呈典型双曲线关系。说明酶催化

底物水解反应遵循 0.12345.6704/84/ 方程式（见图 &
内插图）。以 #./4943:4;7<=;> 双倒数作图，求得该酶

水解 $?@7"7!7A51?B1 的 "- 和 #- 值分别为 "’C(
--D5E# 和 C"’*)!-D5·#F C·-./F C（图 &）。

图 & 棉铃虫 ?7乙酰7"7!7氨基葡萄糖苷酶催化 $?@
7"7!7A51?B1 水解的 #./4943:4;7<=;> 双倒数图

G.HI & J24 #./4943:4;7<=;> $5D8 DK"7?73148L57!7
H5=1D63-./.M364 KD; 824 2LM;D5L6.6 DK $?@7"7!7A51?B1

内插图为反应的初速度对底物浓度的双曲线关系

J24 ./648 62D96 824 ;4538.D/62.$ N48944/ 824
./.8.35 ;384 3/M 824 6=N68;384 1D/14/8;38.D/I

!", 酶催化底物 $%&’!’!’()*%+* 水解反应的活

化能测定

在不同温度下测定酶催化 $?@7"7!7A51?B1 水

解反应的 #- 值。根据 B;;24/.=6 公式，以最大反应

速度之对数（5H#-）对 CE$ 作图，得一直线（图 (），测

定酶 催 化 $?@7"7!7A51?B1 水 解 反 应 的 活 化 能 为

((’!, >OE-D5。

- 讨论

棉铃虫的蛹是全变态昆虫在后胚发育过程中，

由幼虫转变为成虫时，必须经过的一个特有的静息

虫态。蛹的生命活动虽然是相对静止的，但其体内

图 ( 酶催化底物 $?@7"7!7A51?B1
水解反应的活化能测定

G.HI ( P484;-./38.D/ DK 824 318.:38.D/ 4/4;HL
DK"7?73148L57!7H5=1D63-./.M364 KD; 824

2LM;D5L6.6 DK $?@7"7!7A51?B1

则进行着剧烈的旧组织解离和新组织发生的新陈代

谢作用，将幼虫器官改造为成虫器官。我们根据它

的这一特性选择蛹作为分离纯化 ?7乙酰7"7!7氨基

葡萄糖苷酶的材料。蛹经过硫酸铵的分级沉淀、

Q4$23M4R A7!"" 分子筛柱层析和 PSBS7)! 离子交换

柱层析纯化，?7乙酰7"7!7氨基葡萄糖苷酶活力提高

了 C"’)( 倍。分离纯化后的酶经聚丙烯酰胺凝胶电

泳鉴定为单一组分，说明分离纯化的方法是有效可

行的。在分离纯化的过程中，酶活力损失 T"’(U。

VDH3 等（CWT(）用硫酸铵的分级沉淀、羟基磷灰石吸

附层析、PSBS <.D7A45 柱层析和 Q4$231;L5 Q7!"" 凝胶

过滤柱层析分离纯化家蚕 %&’()* ’&+, 消化管的 ?7
乙酰7"7!7氨基葡萄糖苷酶活力提高了 (,’** 倍，但

酶活力损失 W(’!)U。与 VDH3 的方法相比，我们采

用的纯化方法比较简便，酶活力损失相对少，但与其

他的纯化方法相比，酶活力的损失还是较多。酶的

分离纯化是对其展开全面研究的基础，因而获得回

收率高的纯酶是开展研究的关键步骤，这方面还有

待于进一步的探讨。

棉铃虫 ?BA 的最适 $% 为 &’()，其酸碱稳定性

范围较宽，在 $% , X T 区域较稳定。这与蚕消化道

来源的酶性质一致（VDH3 -. /0 I，CWT(），而不同于苏

云金芽孢杆菌几丁质酶，后者的 $% 稳定区域较窄

（黄 小 红 等，!"",）。Y283>3;3 等（CW*W）从 弧 菌 属

#,(+,& 6$I的培养液中得到一种碱性几丁质酶在 $%
W X CC 范围内稳定。说明不同生物来源的几丁质酶

有较大差异，原因可能是不同生物所产生的酶具有

不同的催化特性，因而具有不同的分子结构特点，由

C"&, 期 黄小红等：棉铃虫 ?7乙酰7"7!7氨基葡萄糖苷酶的分离纯化及酶学性质



此产生性质的差异。

酶的最适温度为 !!"并在 !#"内具有较好的

稳定性，说明棉铃虫蛹对温度的适应性强。棉铃虫

以蛹的虫态躲过不良环境或季节，如越冬。即蛹的

抗逆力强，我们的实验结果是符合它的这种生物学

特性的。

酶促反应动力学符合米氏双曲线方程，棉铃虫

$%& 的米氏常数 !’ 为 #()* ’’+,-.，较家蚕（/+01 "#
$% 2，)34*）消化管 $%& 的 !’ 值（#(545 ’’+,-.）和南

美白对虾 &"’$"() *$’’$+", 的 !’（#(6!7 ’’+,-.）小

（89: "# $% 2，6##7），说明棉铃虫 $%& 对底物 ;$<=!=
-=&,>$%> 的亲和力大于家蚕和南美白对虾 $%& 的

亲和力，酶的催化能力也强。

以上对棉铃虫 $%& 的研究不仅有助于阐明酶

的作用机理，亦可作为筛选新型杀虫剂的靶标以及

进一步为开发利用该酶提供依据。
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