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几种天然蛋白原料水解物的除草活性初步研究

杨　剑1 , 2 , 　于兴娜3 , 　卢昌义1

(1. 厦门大学环境科学研究中心 , 厦门　361005;　2. 深圳职业技术学院应用化学与生物技术学院 ,

深圳　518055;　3. 复旦大学环境科学与工程系 , 上海　200433)

摘要　以鱼粉 、肉骨粉 、豆粕 、菜籽粕及芡粉等几种天然蛋白原料为底物 ,以碱性蛋白酶为水解酶制备出天然蛋白原料

的水解物 ,用培养皿生物分析法检测不同蛋白原料水解物在不同浓度(0. 5、 1、2、5 mg /mL)条件下对杂草野菊种子的

生根抑制活性。结果表明:不同蛋白原料制备出的水解物对野菊种子萌发根系生长均有抑制作用 ,并且随着浓度增加

其抑制活性增强 ,不同蛋白原料水解物的除草活性有显著性差异 ,其除草活性顺序为:鱼粉水解物>肉骨粉水解物>

豆粕水解物>菜籽粕水解物>芡粉水解物 ,水解物的根抑制活性与原料的蛋白含量及其水解物的多肽含量成正相关

性 ,作者推测 , 天然蛋白水解物中的多肽可能是植物种子萌发时根系生长抑制活性物质 ,但这种根抑制活性究竟是由

于特异性多肽的化感作用还是植物种子萌发时对高氮胁迫反应有待进一步研究。

关键词　天然蛋白原料;　水解物;　野菊;　根抑制活性

中图分类号　S 482. 49;Q556. 3

A preliminary study on the herbicidal activity of the hydrolysates

from five natural protein materials

Yang Jian1 ,2 , 　Yu Xingna3 , 　Lu Changyi1

(1. Env ironmental Science Research Center , X iamen University , X iamen　361005 , China;

2. School of Applied Chemistry and Biotechnology , Shenzhen Poly technic , Shenzhen　518055 , China;

3. Department of Env ironmental Science and Engineering , Fudan University , Shanghai　200433 , China)

Abstract　The hydrolysates of five pro teins materials , namely fish meal (FM), meat and bone meal (MBM), soy-

bean meal(SBM), rapeseed meal (RSM) and wheal g luten mea l(WGM), were prepared with alcalase and their

ro ot-inhibiting activity to Indian dendranthema , Dendranthema indicum(L.) Des Moul w as measured in Petri dish at

different concentr ations , i. e. 0 , 0. 5 , 1 , 2 , 5 mg /mL. A ll hydroly sates show ed root-inhibiting activity , and their

bioactiv ity w as raised as their concentra tions increased. The herbicidal activities of the fiv e hydro ly sates we re signifi-

cantly different fr om each o the r. The herbicidal activities declined in the follow ing sequence:fish hydro ly sate(FH),

meat and bone hydroly sate (MBH), soybean hydroly sate (SBH), rape seed hydro ly sate (RSH) and wheat gluten

meal(WGH). The roo t-inhibiting activity wa s po sitive ly cor rela ted to the peptide contents of the hydro ly sates and

pro tein contents o f the materials , suggesting that the peptides in the hydro ly sa tes w ere herbicidal bio active sub-

stances. H ow ever , whether the herbicidal activity is due to the allopethy of special peptides o r only to the high N

stress against g erminating seeds remains unclear and further studies a re needed.

Key words　natural pro tein materials;　hydroly sate;　Dendranthema ind icum;　ro ot-inhibiting activity

　　杂草控制是农业生态系统和城市草坪管理中的 主要问题之一 ,化学除草方法由于廉价 、省工和高效
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而成为目前最为普遍的杂草控制方法 。然而 ,随着

大量化学农药施入土壤而导致环境污染 ,危害人体

健康以及对生物多样性的不良影响 ,人们开始寻求

对环境友好的天然生物源除草剂来控制杂草 , 并取

得一些令人鼓舞的进展[ 1 -4] 。20世纪 90年代以来 ,

美国 Iw oa州立大学 Christians 及其学生对玉米蛋

白粉及其水解物除草活性作了长期而较全面研究 ,

发现玉米蛋白粉能抑制植物种子萌发时根系的形

成 ,而对已发育成熟的植物根系则没有影响 ,并由此

开发出玉米蛋白粉萌前除草剂用于草坪杂草及草莓

田间一年生杂草防治 ,继而从玉米蛋白粉水解物中

分离出高除草活性的多肽[ 5 -8] 。由于玉米蛋白粉为

高蛋白原料 ,由此 ,作者推测 ,可能其他蛋白原料及

其水解物对植物种子萌发有抑制作用 ,而除草活性

强弱可能与蛋白含量及水解物的组成有关 。天然蛋

白 ,特别是植物蛋白原料一般不溶于水 ,不能象其他

除草剂那样制成水剂喷施 ,从而限制其使用。为此 ,

本研究选用蛋白质含量不同的原料作为底物 ,以土

壤中分解蛋白质最为主要的碱性蛋白酶为水解酶制

备不同蛋白原料的水解物 ,用培养皿生物分析法 ,检

测这些水解物对杂草野菊种子萌发抑制效果 ,分析

不同蛋白原料的蛋白含量及水解物中多肽含量对除

草活性的影响。

1　材料与方法

1. 1　原料及预处理

本试验用的原料为豆粕 、棉籽粕 、芡粉 、鱼粉及

肉骨粉 ,均为深圳市华宝饲料有限公司提供。为了

便于酶解反应时酶与底物能够充分接触 ,需要将原

料进行预处理 。其方法如下:将各原料经粉碎机粉

碎后过 100目筛 ,收集筛下粉末作为酶解底物。凯

氏定氮法定各原料的蛋白质含量。

1. 2　水解肽制备

分别称取 5种蛋白原料 30 g 加入至 500 mL 的

三角瓶中 ,各加入 270 mL 去离子水配成 10%悬浮

液后置于恒温振荡器中振荡 ,速率为 120 r /min , 以

原料蛋白溶液为底物 , 再按 V(酶)∶m(底物) =

1. 5%,分别加入碱性蛋白酶(Alcalase 2. 4 L 丹麦

Novo Nodisk 公司), 水解条件为:pH 8. 0 , 温度

60 ℃,6 h 。反应过程中用 pH 计监测反应体系 pH

的变化 ,用少许 10%氨水调节反应体系的 pH 使之

稳定在 8. 0。反应结束后100 ℃煮沸 10 min灭酶及

赶走残存的游离氨 , 冷却后 4 500 r /min 离心

20 min ,取上清液经两层滤纸抽滤以除去上清液表

面漂浮的杂质 ,过滤后的上清液置于旋转蒸发仪中

浓缩 ,经冷冻干燥 ,收集所得的冻干粉为蛋白原料

水解物样品 。测定各原料水解物的 pH 及氨氮

含量 。

1. 3　培养皿生根抑制活性检测

本试验以杂草野菊[ Dendranthema indieum (L. )

Des Moul]种子作生根抑制活性检测材料 ,该杂草发

芽率高 ,生长势整齐。用 75%乙醇浸野菊种子 1 min

后用去离子水冲洗 3次后放在双层滤纸上置于 6 cm

的培养皿中 ,分别加入 2 mL 不同浓度(分别为 0. 5 ,

1. 0 , 2. 0 , 5. 0 mg /mL)5 种蛋白原料水解肽后用

Parafilm封口胶封口培养 ,以去离子水为对照 ,各处

理和对照选用 20粒种子 ,各处理重复 3次 。培养条

件:每天光照 16h ,温度 25 ℃,光照强度 1 500 lx ,培

养 7 d 。培养时间结束后用数显游标卡尺测量各幼

苗根系长度 。

1. 4　蛋白原料及水解多肽含量测定

蛋白原料中蛋白质含量 、水解物的多肽含量采

用凯氏定氮法 。称取 0. 2 g 各蛋白质及多肽样品 ,

移入干燥的消化瓶中 ,加入0. 6 g CuSO 4 、6 g K 2SO 4

及 20 mL 浓硫酸 ,置于消化炉中消化 ,消化完全后

将消化液定容至 100 mL ,准确吸取定容好的消化液

10 mL 置于蒸馏瓶中蒸馏 ,NH3 用 10%硼酸溶液吸

收(其中加入 2 ～ 3滴混合指标剂)。控制最终接受

液体积 100 mL 左右 ,此时接收液由原来的紫红色

变为绿色。用 0. 100 0 mol /L 标准 HCl溶液滴定直

到溶解颜色由绿色变回淡紫红色 。每个样品重复

3 次 。

样品中蛋白质含量按下式计算:

X =[(A - B)×C×14×6. 25] /M

　　X —试样蛋白质的含量(g /100 g);A —样品滴

定时消耗的标准盐酸体积(mL);B —空白滴定时消

耗的标准盐酸体积(mL);C—标准盐酸的浓度

(0. 100 0 mo l /L);M—试样的质量(g);6. 25 —氮换

算为蛋白质的系数。

1. 5　数据统计分析

抑制率计算方法如下:

抑制率=(对照组根长 - 处理组根长)/对照组

根长×100%。统计分析借助 SPSS 11. 5 fo r win-

dow s统计软件包完成。所有定量指标均用平均值
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±标准差( x ±s)表示 ,参数统计分析为独立样本 T

检验 ,显著性水平设置α=0. 05。

2　结果分析

不同蛋白原料所制备的水解物对野菊种子根系

生长均具有抑制效果(表 1),同一种蛋白原料所制

备的水解物随着浓度的增加 ,对野菊种子萌发生根

抑制作用也增强 ,如鱼粉所制备的水解物当浓度为

0. 5 mg /mL 时 ,抑制率为 69. 06%, 当浓度增加到

1. 0 mg /mL时 ,抑制率达到 82. 37 %, 当浓度增加

到 2. 0 mg /mL 时 ,野菊种子生根完全被抑制 。通过

ANOVA分析表明 ,不同蛋白原料所制备的水解物

对野菊种子萌发生根的抑制活性具有极显著差异。

以鱼粉水解物对野菊种子生根抑制活性最强 ,芡粉

水解物活性最弱 ,除草活性由强到弱顺序为:鱼粉水

解物>肉骨粉水解物>豆粕水解物>菜籽粕水解物

>芡粉水解物。比较各原料水解物的根抑制活性与

各原料的蛋白含量及水解物多肽含量发现 ,蛋白含

量高的原料其制备水解物的除草活性高(表 1 、表

2),水解物多肽含量高一般其除草活性也高 ,其中仅

发现菜籽粕水解物含量略高于豆粕水解物多肽含

量 ,但除草活性低于豆粕水解物的根抑制活性(表

1 、表 3),说明水解物的除草活性可能与其水解物组

成有一定关系。上述结果表明 ,一般而言 ,原料蛋白

含量高其制备的水解物种多肽含量也高 ,根抑制活

性也强 。

表 1　5 种蛋白原料水解物不同浓度对野菊种子萌发的根长抑制率1)

水解物
抑制率 /%

0. 5 mg mL- 1 1. 0 m g mL - 1 2. 0 mg mL- 1 5. 0 mg mL- 1

鱼粉 (69. 06±4. 92) a (82. 37±3. 14) a 100. 00 a 100. 00 a

肉骨粉 (49. 96±2. 30) b (76. 46±4. 36) a 100. 00 a 100. 00 a

豆粕 (35. 62±1. 50) c (44. 08±2. 90) b 100. 00 a 100. 00 a

菜籽粕 (28. 17±1. 86) d (47. 03±0. 08) b (83. 36±2. 60) b 100. 00 a

芡粉 (11. 56±1. 77) e (15. 15±0. 90) c (34. 456±2. 50) c (51. 29±1. 75) b

　1) 同列数据后具有不同小写字母者表示在 0. 05水平差异显著。

表 2　不同蛋白原料的蛋白质含量

蛋白质原料 蛋白质含量 /%

鱼粉 61. 28±1. 70

肉骨粉 56. 67±0. 85

豆粕 43. 71±0. 71

菜籽粕 41. 37±1. 20

芡粉 　 16±0. 79

表 3　不同蛋白原料水解物的多肽含量

水解物 多肽含量 /%

鱼粉 90. 05±1. 95

肉骨粉 79. 83±1. 72

豆粕 60. 20±1. 81

菜籽粕 64. 68±1. 10

芡粉 24. 00±2. 10

3　讨论

本试验选用的鱼粉 、肉骨粉 、豆粕 、菜籽粕及芡

粉目前主要作为动物饲料及添加剂而普遍应用 ,其

实 ,这些蛋白原料最早是作为天然有机肥料用在农

业生产上 ,只是随着化学合成肥料出现 ,作为肥料的

应用逐年减少
[ 9]
, 但随着有机农业的兴起及城市草

坪业的迅速发展 ,天然有机原料作为缓释有机肥的

研究再度引起人们的兴趣
[ 10 -13]

。有关天然有机肥

料对植物种子萌发生根的抑制作用有较多的报道 ,

但不同研究所推测根抑制机理不同 。较早的研究表

明 ,土壤施入大量的棉粕能使玉米种子萌发降低

70%,萌发的幼根出现大量坏死 ,根毛消失 ,这种现

象归结为玉米刚萌发的根系被降解棉粕的真菌侵染

所致[ 14] 。Ells 等研究发现土壤施入一种动物蛋白

饲料植物———紫花苜蓿能抑制黄瓜的种子萌发及幼

苗生长 ,并认为这种抑制作用是由于紫花苜蓿在土

壤分解过程所产生的氨积累到一定程度时对种子根

系的毒性所致[ 15] 。Liu等研究玉米蛋白粉的除草性

时发现玉米蛋白粉除草活性部分是蛋白质部分 ,其

水解物具有更高的除草活性 ,并分离出高活性的小

分子多肽[ 16] 。本研究发现 ,蛋白含量高的原料制备

出的水解物的多肽含量高 ,对杂草植物种子萌发时

根系生长的抑制作用也强 ,因此 ,多肽很可能是抑制

种子萌发生根的主要活性物质 。由于本试验所制备

的水解物主要是不同分子量多肽的混合物 ,这些天

然蛋白水解物的除草活性究竟是特异性多肽的化感

作用 ,还是仅仅由于高氮对植物种子萌发的胁迫所

致 ,有待进一步分析。本试验所应用的原料为动物

饲料 ,所用的水解酶为食品级的碱性蛋白酶 ,制备过

程中加入的少量氨水经过灭酶步骤中挥发掉 ,没有

残留 ,经测定各水解物中的氨氮含量均小于 1 ×

10- 5 ,pH 在 6. 87 ～ 7. 05 ,说明这种抑制作用不是来
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自水解多肽制备过程中产生氨氮及 pH 碱性过高造

成的 。因此 ,下一步的工作有必要探明天然蛋白原

料的水解多肽对植物种子生根的萌发机理 ,包括多

肽对植物种子萌发的作用是直接作用还是间接作

用 ,以及抑制作用的生理生化及遗传机制。天然蛋

白原料水解物可以作为天然萌前除草剂应用在农

田 ,特别是非直播种子有机蔬菜生产及城市草坪的

杂草防治上有着重要的应用 ,而且还可兼用作有机

肥料 ,这样可以减少使用化学除草剂和化肥对环境

产生的污染 ,具有良好的经济效益 、生态效益和社会

效益 。
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科 技
动 态

　　拜耳作物科学———拜耳集团的子公司 , 是一家全球领先的创新型作物科学公司 ,致力于植物保护 、种子处

理 、绿色生态科技和非农业虫害治理。在全球 120 多个国家设有分支机构 , 2005 年销售额约为 59 亿欧元。拜耳

作物科学的产品覆盖面非常广 , 同时提供配套服务来支持现代化可持续发展的农业和非农业应用技术。

1989 年拜耳作物科学在中国成立了首个农业化学品合资企业。发展至今 , 拜耳作物科学在中国拥有一家生产企业和四个

研究农场 ,在中国 22 个省设有办事处。利用强大的本土化生产能力 、开发成果和贴近客户的营销网络 , 为中国上亿农民提供

直接服务。

在中国市场上 ,拜耳作物科学以其品种众多的产品成为杀虫剂 、杀菌剂和除草剂领域的领先者。 早在上世纪 80 年代初

期 ,拜耳就将今日仍然家喻户晓的杀虫剂产品 ———敌杀死引入中国;20 世纪 90 年代 , 适用于小麦的高效除草剂———骠马进入

中国市场;1994 年 , 针对水稻螟虫的特效农药———锐劲特在中国成功登记 , 为世界上人口最多且以水稻为主要粮食的中国农业

做出了巨大贡献。 2005 年 ,高效环保的杀菌剂———银法利在中国获得全球第一个登记 , 为优质 、绿色蔬菜生产提供了有利保

障。这些 ,只是拜耳作物科学引入中国的 110 多个产品中的一小部分。目前中国生产和使用的超过四分之一的植保产品都源

于拜耳作物科学发明的有效成分。

拜耳作物科学在中国已经建立起完善的销售网络和服务体系 , 透过这一体系 ,我们能够为农民提供面对面的培训和指导。

与所有的合作伙伴共同成长 ,是我们的目标。

拜耳作物科学致力于引进更多新的有效成分产品 , 透过与合作伙伴共同搭建的平台和网络 , 将这些创新产品带给中国亿

万农民 ,以造福他们及其最终食品消费者 , 并且倡导改善环境状况。
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