小菜蛾海藻糖酶酶学特性及四种杀虫剂对其活性的抑制作用
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摘要：本试验以4龄小菜蛾体内海藻糖酶为研究对象，研究了其酶学特性以及四种常用杀虫剂在离体条件下对其活性的影响。结果表明，小菜蛾体内海藻糖酶的最适反应pH为6.0，温度50℃，其米氏常数(Km)为(12.57±0.99)mmol/L，最大反应速度(Vm)为(0.775±0.04) mmol/(min·g pro)。在药剂浓度为40mg/L时，四种杀虫剂（丙溴磷、灭多威、仲丁威和多杀霉素）对4龄幼虫海藻糖酶活性均有不同程度的抑制作用，其抑制率分别为25.83%、20.19%、18.99%和18.62%；而且随着药剂浓度的增加，上述四种杀虫剂对小菜蛾海藻糖酶活性的抑制率也逐渐增大。
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Characteristics of trehalase and inhibitory effect of four insecticides on its activity in Plutella xylostella
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Abstract: The characteristics of trehalase in Plutella xylostella (Linnaeus) and inhibitory effect of four insecticides on trehalase activity of the 4th instar larvas were studied. The results obtained from experiments in vitro indicated that the optimum pH value of trehalas was 6.0, and the optimum temperature was 50℃. The Michaelis constant (Km) of trehalase hydrolyzing trehalose was (12.57±0.99)mmol/L. The maximum velocities (Vmax) hydrolyzing trehalose was (0.775±0.04)mmol/(min ·g pro). At the 40mg/L of insecticides (profenofos, methomyl, fenobucarb and spinosad), there are different inhibitory effects on trehalase in 4th instar larvas of Plutella xylostella, their percentages of inhibition to trehalase activity were 25.83%, 20.19%, 18.99% and 18.62% respectively. Their inhibitory effects on trehalase activity were enhanced with the increasing of insecticide concentrations. 
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目前，大多数的杀虫剂其主要作用靶标为乙酰胆碱酯酶、乙酰胆碱受体、ATP酶、γ-氨基丁酸受体、钠离子通道和几丁质酶等，而这些靶标由于长期、频繁、较强药剂的选择压力下，对多数杀虫剂敏感性下降，导致害虫产生了明显的抗药性，因此选择新靶标并以此为研究对象筛选抑制剂具有很大的研究前景和实践意义。

海藻糖酶(Trehalase, EC3.2.1.28)首先是在1893年由Bourquelot在黑曲霉中发现的，它广泛存在于许多微生物、植物、无脊椎及脊柱动物体内，作为有翅类昆虫飞行过程中主要的能源物质之一，不同于高等动物血液中的葡萄糖，昆虫体内的血糖是海藻糖（王荫长，2004）。对于靠体液内的海藻糖作为能量来源的昆虫而言，几乎所有的组织内都有海藻糖酶（Silva et al., 2004），该酶可将昆虫体内的海藻糖水解为葡萄糖，进而参与体内的糖酵解途径，最终氧化成C02和水，为昆虫的正常生理活动提供能量(Thompson, 2003)，其活性的变化直接影响昆虫的能量代谢。因此海藻糖酶可能有作为害虫控制中的一个重要作用靶标，可通过抑制其活力，使害虫丧失生活或飞行能力从而直接或间接达到合理控制害虫的目的。
研究表明，对昆虫体内注射海藻糖酶抑制剂可以引起发育和运动障碍甚至死亡（Wegener et al., 2003; Takahashi, 1968）。值得关注的是，虽然海藻糖在昆虫体内能量代谢过程中具有重要的作用，但在哺乳动物血液里并不含有海藻糖（ZagrobeIny et al., 2004），这就为开发对人类相对安全的新型农药提供了安全靶标。本试验以小菜蛾Plutella xylostella（Linnaeus）为对象，研究小菜蛾海藻糖酶酶学性质，并测定了几种常用杀虫剂对小菜蛾海藻糖酶活性的抑制作用，为以海藻糖酶为靶标开发新杀虫剂提供依据。

1 材料和方法
1.1 供试昆虫

由中国科学院动物研究所提供。在养虫室（温度26±2℃，RH=50-70％，光周期16L:8D）内人工继代饲养，供试之前未接触过任何农药。
1.2 主要试剂与仪器
主要药剂：98%灭多威原药、98%仲丁威原药为安徽广信农化股份有限公司提供；92%多杀霉素原药，美国默赛技术公司；90%丙溴磷原药，四川乐山福华通达有限公司。葡萄糖氧化酶试剂盒购自利德曼公司；牛血清白蛋白（bovine serum albumin, BSA）和考马斯亮蓝G-250，Sigma公司；其余试剂均为国产分析纯。

主要仪器：UV-1240紫外可见分光光度计，日本岛津公司；Allegra X-22R离心机，贝克曼库尔特有限公司；RT-6000酶标分析仪，深圳雷杜生命科技有限公司；TB-25电子分析天平，北京赛多利斯仪器有限公司；PHS-3CW PH计，LIDA仪器公司；IMS雪花制冰机，八方科学仪器有限公司；SW-CJ-10超净工作台，苏州净化设备厂；GZ-800-GSI智能型人工气候箱，韶关市广智科技设备有限公司。
1.3 酶液的制备
参照雷芳等（2006）和Silva等（2006）将小菜蛾四龄幼虫经缓冲液清洗后置于预冷的匀浆器中，按照4倍体积加入0.025mol/L磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液（pH 6.0）冰浴下充分匀浆，匀浆液移入离心管，以少量缓冲液冲洗匀浆器并与上述匀浆液震荡混匀，匀浆液在12000g、4℃条件下离心30min，取上清液立即进行海藻糖酶活性测定，将剩余的上清液放在-70℃条件下保存，并在24h内用来测定蛋白质的含量，每个处理及对照重复3次。
1.4 海藻糖酶活性测定方法
参照Chang等(1975)方法，并加以改进。反应介质为pH 6.0 的0.025mmol/L磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液，其中含有300μL酶液和500μL底物（含7mmol/L 海藻糖和60μmol/L MnCl2）。于45℃水浴反应15min后立即放入沸水浴中5min终止反应，随即冰浴防止蛋白质重新折叠。反应产物于4 ℃、8700g离心15min，取上清液为葡萄糖液，用葡萄糖氧化酶测定试剂盒测定葡萄糖的生成量。每处理3次重复。蛋白质含量测定参照Bradford ( 1976) 考马斯亮蓝G-250染色法。海藻糖酶活性以mmol (葡萄糖)/(min ·g pro)表示。
1.5 pH对酶活力的影响
在45℃恒温下，改变缓冲液的pH，按1.4酶活力测定方法测定不同pH下海藻糖酶的活力。所需的不同pH环境分别由下列缓冲液提供：pH 3.5、pH 4.0、pH 4.5、pH 5.0、pH 5.5、pH 6.0用磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液；pH 6.5、pH 7.0、pH 7.5、pH 8.0、pH 8.5 为 0.2mol/L磷酸氢二钠-磷酸二氢钠缓冲液。
1.6 温度对酶活力的影响
在pH 6.0的反应体系中，依次加入500μL底物和300μL酶液，混合好后立即置于特定温度下反应，反应体系温度分别为10℃、20℃、30℃、40℃、50℃、60℃、70℃、80℃，按1.4酶活力测定方法测定不同温度对酶活力的影响，比较酶活力的差异。

1.7 底物浓度对酶活力的影响

在pH 6.0、45℃恒温下，改变反应体系中底物浓度，测定不同海藻糖浓度下（1、2、3、4、5、6、7mmol/L）海藻糖酶的活力。以浓度的倒数1/[s]为横坐标，反应速率的倒数1/[v]为纵坐标作Lineweaver-Burk双倒数作图，求出酶促反应的最大反应速度（Vm）和米氏常数（Km）。

1.8 杀虫剂对小菜蛾海藻糖酶活性的抑制
将供试杀虫剂用丙酮配成一定浓度的母液，然后用丙酮稀释至所需浓度( 现配现用) ，在pH 6.0的反应体系中加入500μL底物、100μL不同浓度的化合物、300μL酶液混匀，其余步骤与海藻糖酶的活力测定方法相同，对照组用相同体积的丙酮代替化合物。抑制率的计算公式为：
抑制率(%) = (对照海藻糖酶活性 - 药剂处理后海藻糖酶活性) /对照海藻糖酶活性×100，（以丙酮为对照）。

1.9 数据统计与分析

试验数据采用EXCEL办公软件及SPSS17.0数据处理软件进行统计，计算均值与标准误，对抑制率均值差异显著性采用One-way ANOVA with LSD 统计检验方法进行多重比较。
2 结果与分析

2.1 酶学基本特性测定

2.1.1 pH对酶活性的影响：由图1结果可知，以海藻糖为底物，在pH 3.5~6的范围内, 酶活力随pH升高而增加：当pH> 6时, 酶活力随pH的升高而开始下降, 即在此测定条件下，海藻糖酶反应的最适pH为6。
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图1  pH对小菜蛾海藻糖酶活性的影响
Fig.1 Effect of pH on trehalase activity of Plutella xylostella
2.1.2 温度对酶活性的影响：海藻糖酶活力与温度的关系曲线见图2。可以看出，在50℃之前，酶活力随反应温度的升高而增加，其中在30℃~40℃之间增加尤为迅速，至50℃时达到最大值；高于50℃，酶活力随温度增加而逐渐下降，故海藻糖酶活力测定的最适温度为50℃。
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图2  温度对小菜蛾海藻糖酶活性的影响
Fig.2 Effect of temperature on trehalase activity of Plutella xylostella
2.1.3 底物对酶活力的影响：在pH 6，温度45℃，反应时间15min的条件下，测定了底物浓度对酶活力的影响（图3）。海藻糖酶活性在海藻糖浓度较低时, 随着浓度的增加，活力呈线性增加；当海藻糖浓度达到一定值时, 酶活力增加缓慢, 呈典型的米氏方程曲线。按Lineweaver-Burk双倒数作图法计算海藻糖酶的Vm为（0.775±0.04mmol/（min ·g pro），Km 为（12.57±0.99）mmol/L。
[image: image3.emf]0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

012345678

海藻糖浓度

 Trehalose concentration (mmol/L)

海藻糖酶活力

[

mmol

/(

min·g pro

)]

Trehalase activity


图3  不同海藻糖浓度下小菜蛾海藻糖酶活性测定结果
Fig.3 Effect of different trehalose concentrations on trehalase activity of Plutella xylostella
2.2 不同杀虫剂对海藻糖酶活性的抑制
四种杀虫剂对小菜蛾4龄幼虫离体海藻糖酶活力的抑制结果见表1。当药剂终浓度为40mg/L时，所测定的杀虫剂均对小菜蛾海藻糖酶有一定程度的抑制作用，但不同的杀虫剂对小菜蛾海藻糖酶的作用有差异。有机磷类杀虫剂丙溴磷的抑制作用最强，为25.83%，其次为灭多威，抑制率为20.19%；多杀霉素与氨基甲酸酯类杀虫剂仲丁威对海藻糖酶的抑制作用没有明显差异，抑制率分别为18.62%、18.99%。
表1 四种杀虫剂小菜蛾海藻糖酶体外抑制结果
Table.1 Effect of four insecticides on trehalase activity of Plutella xylostella in vitro
	抑制剂Inhibitor (40mg/L)
	抑制率Percentage of inhibition (%)

	98%灭多威 (Methomyl)
	20.19±5.95ab

	98%仲丁威 (Fenobucarb)
	18.99±2.23b


	92%多杀霉素 (Spinosad)
	18.62±1.74b

	90%丙溴磷 (Profenofos)
	25.83±1.50a


注：表中数据为平均值±SD; 同列数据后不同小写字母表示差异显著(P≦0.05, LSD 最小显著性法)
Data are mean ± SD and those followed by different small letters within the same column show significantly different at the 5% level by LSD test.

由图4可见，分别用不同浓度的药剂对小菜蛾海藻糖酶测试，四种药剂（灭多威、多杀霉素、仲丁威和丙溴磷）对海藻糖酶活性的抑制率均随浓度增加而逐渐升高，其中丙溴磷随浓度的增加上升的最高，当浓度为6.7、10、20、40mg/L时，丙溴磷的抑制率分别为13.25%、20.28%、23.88%、25.83%；当浓度为5、6.7、40mg/L时，灭多威与仲丁威的抑制率分别为：6.83%、11.03%、20.19%；5.56%、10.85%、18.99%，同一浓度下二者抑制率差异不显著。
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图4 不同药剂对小菜蛾小菜蛾海藻糖酶的体外抑制率
Fig.2. Inhibited rate of different insecticides on trehalase activity of Plutella xylostella (in vitro)
3 讨论
本文研究结果表明，小菜蛾海藻糖酶反应的最适pH为6.0，此研究结果与家蝇海藻糖酶活力的最适pH（4.5）（Park, 2008）、美洲大蠊（Periplaneta americana）中海藻糖酶活力的最适pH（5.2）（Ogiso and Takahashi, 1984）、意大利蜂（Apis mellifera L.）中海藻糖酶活性的最适pH为6.5左右（Talbot et al., 1975; Lee et al., 2001）的研究结果有一定的差异。海藻糖酶的最适温度一般比较高，实验测得小菜蛾海藻糖酶最适温度是50℃。Park等人对家蝇的研究发现最适温度在40℃(Park, 2008)；鼻白蚁(Trinervitermes trinervoides）海藻糖酶的最适温度为52℃（Retief and Hewitt, 1973）。本研究结果与其他学者研究结果存在一定的差别，这可能与酶的来源不同及测定条件的差异有关。在不同底物浓度与海藻糖酶的反应中，得到的Km为(12.57±0.99)mmol/L，比前人报道的家蚕海藻糖酶作用于海藻糖的Km(27.8mmol/L)低（王春辉等，2003），造成这种差别可能与酶分子结构间的差异有关，当然，影响酶与底物结合的速度常数的许多因素也能改变Km值，例如pH，温度和离子强度等。
海藻糖酶是昆虫体内与糖代谢有关的一种重要的酶，是碳水化合物分解时不可缺少的酶，可有效调节进入糖酵解与三羧酸循环的底物流量，以此为体内能量供应提供保障(Becker et al., 1996; Nath, 2003）。除了参与能量代谢，在昆虫生殖腺和生殖细胞发育等
也起着非常重要的作用(Ogiso and Takahashi, 1984)，而杀虫剂能够对昆虫海藻糖酶的活性产生一定的影响。测定海藻糖酶等相关碳水化合物关键代谢酶的研究中发现，植物源β-葡萄糖苷类化合物七叶灵与皂角苷能显著抑制棉铃虫幼虫中肠海藻糖酶的活性，饲喂30g/L七叶灵和40g/L皂角苷处理组棉铃虫海藻糖酶比活力分别是对照组的83.73%、54.21%（于彩虹等，2011）。高效氯氰菊酯处理亚洲玉米螟卵、1~5龄幼虫和蛹后，其海藻糖酶活性均低于对照（于彩虹等，2009）。用拟除虫菊酯类杀虫剂溴氰菊酯处理雄性东亚飞蝗1h，血淋巴中海藻糖的浓度升高50% ，其浓度的短期上升可能正是由于海藻糖酶的活性受到抑制，使海藻糖不能被分解为葡萄糖(Alaoui et al., 1994)。本实验所选用的几种杀虫剂，对海藻糖酶活性都有一定程度的抑制作用，其中丙溴磷的抑制率最高，在浓度为40mg/L时抑制率达到 25.83% 。这说明这些药剂与他人研究的结果一样，同样可以通过对海藻糖酶的抑制作用来影响小菜蛾体内的一系列生理变化。
海藻糖酶作为昆虫体内最为重要的酶系之一，一直以来我们对其知之甚少，但随着农作物栽培中高频度、高剂量使用化学杀虫剂防治小菜蛾，使得小菜蛾长期处于较高的药剂选择压下，小菜蛾对多种杀虫剂已产生了不同程度的抗药性，致使许多作用靶标对杀虫剂敏感性下降，所以近年来海藻糖酶及海藻糖酶抑制剂作为新的开发对象，越来越受到人们的关注。目前，对于小菜蛾海藻糖酶及其抑制剂的研究尚鲜有报道，本实验就海藻糖酶的酶学特性以及常见抑制剂对海藻糖酶的影响做了初步研究，目的是将小菜蛾的海藻糖酶作为研究新型害虫控制剂的“靶标”，为以后进一步研究提供了基础。
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修改说明
尊敬的编辑，你好！感谢您和审稿专家的审稿意见。根据您和专家的意见，修改说明如下。

1. 对于不同温度、pH和不同底物浓度下小菜蛾海藻糖酶活性测定方法已经详细描述；不同温度下测定的酶活性，是将反应物都混合好后立即置于特定温度下进行反应的。

2. 对于初稿中三种新烟碱类杀虫剂，是本人实验中做过的内容，现在根据审稿意见，已经将此三种杀虫剂删除，由原来的七种农药变成现在的四种农药，因此论文中其它部分也相应做了变动。

3. 文中杀虫剂的浓度没有那么高，浓度单位其实是mg/L，是本人的笔下之误，现已在修改稿件中修正。关于提出的补充部分实验，如该酶在小菜蛾不同组织中的活性分布等，由于时间不充分，所以来不及实验，请谅解。
4. 前言部分做了大修整。
具体修改意见已在稿件中修改，为了便于您的复审，现将修改部分用蓝色字体注释。其它地方我完全接受您和审稿专家的修改意见。

再次感谢您和审稿专家提出的宝贵修改意见！并同时希望您在复审的过程中如再次发现不足之处请及时告知，并希望该文章能尽快发表。

研究意义：目前，海藻糖酶的研究已经成为热点，但对于小菜蛾海藻糖酶及其抑制剂的研究尚鲜有报道，本实验就海藻糖酶的酶学特性以及常见抑制剂对海藻糖酶的影响做了初步研究，目的是将小菜蛾的海藻糖酶作为研究新型害虫控制剂的“靶标”，为以海藻糖酶为靶标开发新杀虫剂提供依据。
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