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甲酸乙酯及甲酸对离体玉米象乙酰胆碱酯酶

及酯酶活性的影响
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Abstract The inhibition of ethyl formate and formic acid to esterase and AChE of Sitophilus zeamais

(Motschulsky) in vitro was studied. The results showed that ethyl formate can not inhibit esterase and AChE of

S. zeamais in vitro，and the I50 of formic acid to esterase and AChE was much higher than the LC50 of the ethyl

formate to S. zeamais. It revealed that the inhibition of formic acid was not the major mechanism of ethyl

formate killing S. zeamais.
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摘 要 研究甲酸乙酯和甲酸对离体玉米象 Sitophilus zeamais (Motschulsky) 酯酶和乙酰胆碱酯酶
(AChE)的抑制作用，结果表明甲酸乙酯对离体的玉米象酯酶和 AChE 没有抑制作用，并且甲酸对玉米

象酯酶和 AChE 的抑制中浓度远远高于甲酸乙酯对玉米象的致死中浓度，说明甲酸对玉米象这两种酶

的抑制作用不是甲酸乙酯杀虫的主要机理。
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甲酸乙酯是一种很有潜力的熏蒸剂，具有

很好的速效性，在空仓中 24 h 时就能达到较理
想的熏蒸效果;甲酸乙酯还是一种环境友好型

熏蒸剂，许多谷物、干果、蔬菜以及动物性产品
牛奶、奶酪等都能产生甲酸乙酯。一般情况，在
水中甲酸乙酯的水解反应较慢，而在粮食中，尤

其是在温暖而潮湿的粮食中反应较快
［1］，所以

甲酸乙酯在粮食中的残留期较短。甲酸乙酯进
入昆虫体内水解为甲酸和乙醇，乙醇为无毒物

质，甲酸能够抑制昆虫的细胞色素 c 氧化酶的
活性，导致昆虫死亡

［2］。为了进一步研究甲酸
乙酯进入昆虫体内后，对昆虫的其他酶有无影

响，在离体条件下研究了甲酸乙酯和甲酸对玉

米象 Sitophilus zeamais(Motschulsky) 酯酶和乙
酰胆碱酯酶(AChE)的抑制作用。

1 材料与方法

1. 1 供试昆虫
试验用玉米象为武汉工业学院室内饲养种

群，饲养条件为:温度 ( 27 ± 1 )℃，相对湿度
75% ± 5%，以整粒小麦饲养。饲料所用小麦需
80℃灭菌 2 h 后调节含水量为 13% ± 1%，试虫
为羽化 7 ～ 14 d 的成虫。
1. 2 主要试剂

α-萘酚(分析纯，湘中地质试验研究所);
牛血清白蛋白(Roche 分装，武汉华顺生物技
术有限公司);考马斯亮蓝 G-250(进口分装，武
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汉华顺生物技术有限公司);碘化硫代乙酰胆

碱(进口分装，国药集团化学试剂有限公司);

二硫双对硝基苯甲酸(DTNB) (进口分装，国药
集团化学试剂有限公司);十二烷基硫酸钠(电

泳级，武汉凌飞科技生物技术有限公司);坚固

兰 B 盐( sigma 进口，武汉华顺生物技术有限公
司);α-NA(分析纯，国药集团化学试剂有限公
司);甲酸(分析纯，天津市东丽区天大化学试

剂厂);甲酸乙酯(分析纯，天津市巴斯夫化工

有限公司)。
1. 3 酯酶活性的测定及计算
酯酶活性测定参照 Van Asperene ［3］的方

法，以 α-NA 溶液为底物测定酯酶活性。
1. 3. 1 α-萘酚标准曲线的制备 以不同含量
的 α-萘酚溶液，在 600 nm 处测 OD 值，以 α-萘
酚含量为纵坐标，以 OD 值为横坐标绘制标准
曲线。

1. 3. 2 酶源的制备 试虫先用水漂洗 2 ～ 3
次，再用 0. 1 mol /L pH7. 4 磷酸缓冲液漂洗 2 ～
3 次，将虫体分成 3 个重复组，每个重复组的虫
体加入 1 mL 0. 1 mol /L pH7. 4 磷酸缓冲液溶液
于冰水浴中充分匀浆，4℃，12 000 g离心 15
min，取上清液作为待试酶液。
1. 3. 3 酯酶比活力测定 将酶液用匀浆缓冲
液稀释 25 倍，使测得的数值在标准曲线范围
内。在 225 ul 酶液中加入 2 025 ul 0. 3 mmol
α-NA溶液(抑制剂体积占酶液的1 /10，抑制 5
min 后加底物)，放入 37℃电热恒温水浴锅内
反应 30 min。取出，再加入 750 ul 固蓝 B 溶液，
室温放置 15 min 后在 600 nm 处比色，以磷酸
缓冲液为空白对照。根据所测定 OD 值和 α-萘
酚标准曲线计算出每 mL 酶液生成的 α-萘酚的
量，计算出酯酶的比活力。

酯酶比活力(nmol / min /mg) = α －萘酚产量(μg)
α －萘酚分子量 ×样品体积(L) × 30 min ×样品蛋白浓度

1. 4 酶源蛋白含量测定
参照 Bradford［4］记述的考马斯亮蓝 G250

染色法测定。
1. 4. 1 蛋白质标准曲线的制备 取各浓度的
牛血清白蛋白溶液 0. 5 mL 于试管中，对照组
取 0. 5 mL 纯净水，再加入 2. 5 mL 考马斯亮蓝
G250 试剂，25℃ 水浴加热 2 min，595 nm 下测
定 OD 值，以牛血清白蛋白的含量为纵坐标，以
OD 值为横坐标绘制标准曲线。
1. 4. 2 酶源的制备 与所测的酶活酶源制备
方法相同。
1. 4. 3 测定方法 吸取酶液 0. 5 mL 于试管
中，对照管中则加入 0. 5 mL 纯净水，加入 2. 5
mL 考马斯亮蓝 G250 试剂，混匀 25℃恒温水浴
下放置 2 min，595 nm 下比色测定 OD 值，重复
3 次，取平均值，根据标准曲线计算出蛋白质含
量。
1. 5 AChE 活性的测定
1. 5. 1 酶源的制备 同酯酶酶源的制备，所不
同的是以 0. 5% Tritonx-100 的磷酸缓冲溶液作

为均浆缓冲液。
1. 5. 2 AChE 比活力测定 参照 Ellman 等［5］

的方法测定 AChE 活性。取待测酶液 0. 15 mL

与 0. 15 mL ATCh 混匀(抑制剂体积占酶液的
1 /10，抑制 5 min 后加底物)，30℃水浴反应 15
min 后加入 2. 7 mL 显色剂(DTNB)中止反应，

在 412 nm 下测定 OD 值。AChE 催化 ATCh 水
解产生硫代胆碱和乙酸。硫代胆碱与 DTNB 结
合生成黄色的 5-硫-2-硝基苯甲酸盐离子，此物
质在 412 nm 处有最大吸收峰。

AChE 比活力

(μmol·min －1·mg －1) = ΔOD /mg × V
ε × L

其中:ΔOD = OD /反应时间(单位为 min);V 为
反应总体积(单位为 mL);ε 为产物与 DTNB 络
合物的摩尔消光系数 = 13 600 L /mol / cm;L 为
比色杯的光程 = 1 cm。
1. 6 数据统计分析
数据用 SPSS 13. 0 软件处理，进行方差分

析及多重比较。



2 期 徐 丽等:甲酸乙酯及甲酸对离体玉米象乙酰胆碱酯酶及酯酶活性的影响 ·283·

2 结果与分析

2. 1 蛋白质标准曲线和 α-萘酚标准曲线
由牛血清白蛋白浓度与吸光度的相关关

系，得回归直线方程为: y = 159. 94x － 2. 5358
(R2 = 0. 997);由 α-萘酚与吸光度相关关系，得
回归直线方程为:y = 12. 356x － 0. 1183 ( R2 =
0. 9988)。
2. 2 甲酸乙酯对玉米象酯酶和 AChE 活性的
影响

从表 1 可以看出，甲酸乙酯对玉米象酯酶
活性影响不大，虽然药剂处理后酯酶活性略有

提高，但酶活变化没有显著性差异(P > 0. 05)。
由表 2 可以看出，甲酸乙酯对玉米象AChE也没
有抑制作用，药剂处理后 AChE 活性反而有一
定提高。这说明，甲酸乙酯不直接抑制玉米象
酯酶和 AChE 的活性，相反，当浓度升高到一定
值时会提高 AChE 活性。
2. 3 甲酸对玉米象酯酶及 AChE 活性影响
从表 3 可看出，甲酸对玉米象酯酶有抑制

作用，随着甲酸浓度的增大，酯酶比活力逐渐减

少。甲酸对玉米象AChE有同样的抑制规律，

随着甲酸浓度的增加，AChE 比活力逐渐减少，
但是其抑制中浓度都较高，甲酸对玉米象酯酶

和 AChE 的抑制中浓度 ( I50 ) 分 别为 0. 26
mol /L、0. 31 mol /L，远远高于甲酸乙酯对玉米
象的致死中浓度(LC50)1. 20 × 10 － 7mol / L。

表 1 甲酸乙酯对玉米象酯酶活性影响

甲酸乙酯的浓度

(mol / L)
酯酶比活力

( nmol /min /mg)
抑制率

(% )

0

10 － 7

10 － 5

10 － 3

10 － 1

86. 97
89. 32
94. 69
95. 45
92. 85

—
－ 2. 85 ± 0. 05a
－ 9. 01 ± 0. 04a
－ 9. 89 ± 0. 05a
－ 6. 90 ± 0. 05a

注:结果表示为平均值 ±标准差( n = 3) ;平均值后的相同

字母表示同一列的校正比活力没有显著差异(LSD Fisher’s 多

重比较 P > 0. 05)。(下表同)

表 2 甲酸乙酯对玉米象 AChE 的影响

甲酸乙酯的

浓度(mol / L)
AChE 比活力
( nmol /min /mg)

抑制率

(% )

0
0. 1
0. 2
0. 4
0. 8

4. 52 × 10 － 3

4. 56 × 10 － 3

4. 79 × 10 － 3

5. 33 × 10 － 3

5. 25 × 10 － 3

—
－ 0. 88 ± 0. 03a
－ 5. 93 ± 0. 05ac
－ 17. 91 ± 0. 72bd
－ 16. 20 ± 0. 07cd

表 3 甲酸对玉米象酯酶和 AChE 的影响

甲酸

浓度

(mol / L)

酯酶 AChE

比活力

( nmol /min /mg)

抑制率

(% )

比活力

( nmol /min /mg)

抑制率

(% )

0 110. 39 — 5. 79 × 10 － 3 —
0. 1 8. 23 19. 94 ± 0. 04a 4. 52 × 10 － 3 22. 01 ± 0. 03a
0. 2 65. 07 40. 79 ± 0. 09b 3. 69 × 10 － 3 36. 36 ± 0. 02b
0. 4 26. 21 76. 20 ± 0. 03c 1. 45 × 10 － 3 75. 00 ± 0. 02c
0. 8 4. 90 × 10 － 4 91. 55 ± 0. 03d

3 讨论

AChE 是生物神经传导中一个关键性的
酶，它通过迅速水解神经递质乙酰胆碱(ACh)

而终止突触传递。在昆虫中 AChE 是有机磷和
氨基甲酸酯类杀虫剂的靶标。高浓度的甲酸乙
酯在体外对玉米象 AChE 没有抑制作用，唐培
安等研究表明在离体条件下甲酸乙酯对米象

AChE 也没有明显的抑制作用［6］，这说明甲酸

乙酯不直接作用于 AChE。实验表明较高浓度
的甲酸对玉米象 AChE 有一定的抑制作用，但
是其抑制中浓度远远高于甲酸乙酯对玉米象的

致死中浓度，这说明甲酸对玉米象 AChE 的抑
制作用并不是甲酸乙酯杀虫的主要机理，AChE

不是甲酸乙酯的杀虫靶标酶。

酯酶是一类可以水解酯键的酶，通过破坏

药剂的酯键而使药剂失去杀虫活性，所以它在

昆虫的体内主要起解毒的作用，并在昆虫毒理
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学中将其作为判断害虫抗药性上升的主要指

标
［7］。但是，甲酸乙酯不同，因为甲酸乙酯酯
键断裂后，水解为有毒物甲酸，而甲酸对害虫具

有明显的杀伤作用，酯酶活性越高，越有利于甲

酸乙酯杀虫。较高浓度的甲酸乙酯对玉米象酯
酶没有抑制作用，而高浓度的甲酸对酯酶有一

定的抑制作用，三者之间的关系还有待更进一

步的研究。
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