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摘  要  以棉铃虫蛹为材料,经分离纯化获得棉铃虫 N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶制剂;研究了 Zn2+对棉铃虫 N-乙酰-

B-D-氨基葡萄糖苷酶 ( EC3. 2. 1. 14)活力与性质的影响. 结果表明, Zn2+对酶活力有抑制作用, 酶活力丧失一半的 Zn2+

浓度 ( IC50 )为 1. 3 mm o l/L.进一步研究 Zn2+的抑制作用动力学, 发现 Zn2+对该酶的抑制作用是一种可逆过程, 抑制机

理表现为竞争型,抑制常数 K I为 1. 158 mm o l/L. Zn2+不会影响酶的酸碱稳定性, 但有 Zn2+存在时, 在 30~ 40范围内,

酶是稳定的,温度高于 50 e 后, 随着 Zn2+浓度的增加, 酶的温度稳定性也相对增加. 图 5参 10
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Abstract A B-N-Acety-lD-g lucosam inidase ( EC3. 2. 1. 52) w as pu rified from the pupae ofH elicoverpa arm igera . The e ffect

of Zn2+ on B-N-acety-lD-g lucosam in idase ( NAGase, EC3. 2. 1. 52) from H. arm igera w as stud ied. The resu lt show ed that

Zn2+ inhibited the enzym e. The inh ib ito ry kinetics of Zn2+ on the enzym e show ed tha t Zn2+ w as a reversib le com pe titive inh ib-i

tor of the enzym e, and the inh ibition constant (K
I
) was de term ined to be 1. 158 mmo l/L. Zn2+ couldn t' a ffect pH stab ility of

the enzyme. H ow eve r, in the presence o f Zn2+ , the enzym ew as stable be tw een 30 and 40 e , and when the temperaturew as

above 50 e , the therm ostab ility o f enzym e increased w ith the increasing o f the concen tra tion o f Zn2+ . F ig 5, Ref 10
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  N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶 ( NAGase, EC3. 2. 1. 52)是几

丁质水解酶系统的组成成分之一,它与几丁质内切酶和几丁质

外切酶协同作用将几丁质降解为 N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖. 几

丁质广泛存在于昆虫的中肠围食膜和表皮中,是昆虫防止机械

损伤和生物危害的屏障 [1] . N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶因为

具有水解几丁质破坏围食膜和表皮的作用,因此被认为与昆虫

的蜕皮和变态有关 [ 2] . 可以将此酶导入昆虫的体内以破坏其

正常的组织结构, 协助细菌或病毒侵入目标虫体内; 也可以通

过调控酶的活性来影响昆虫的生长发育 [ 1, 3] .由于高等动植物
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不含有几丁质, 以其为靶标开发新农药是生态控制棉铃虫的新

策略.

棉铃虫 (H elicoverpa arm igera )属鳞翅目夜蛾科,是我国的主

要棉花害虫, 目前以化学防治为主, 但农药的大量使用污染环

境,破坏生态平衡, 造成了棉铃虫的抗性.开发以 N-乙酰-B-D-氨

基葡萄糖苷酶等几丁质酶系为靶标的新型生物农药符合当今可

持续发展的战略.本文研究了 Zn2+对 NAGase活力和性质的影

响,希望能为新型生物杀虫剂的开发利用提供理论指导.

1 材料与方法
1. 1 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-N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷

( pNp-B-D-G lcNAc)购于上海医药工业研究院生化室; 其余试剂

均为国产分析纯; 使用的蒸馏水为重蒸水. DU-650分光光度计
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为 Beckm an公司生产.

1. 2 方 法
1. 2. 1 棉铃虫 NAGase的制备   参照文献 [ 4]的方法进行酶

的分离纯化, 获得比活力为 2 678. 79 mg /mL,纯化 10. 36倍的棉

铃虫 N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶.

1. 2. 2 棉铃虫 NAGase活力的测定   酶活力的测定参照 L in

等 [5]的方法并略有改进.以 pNp-B-D-G lcNAc为底物, 在 2 mL的

测活体系中 (含终浓度为 0. 1 m o l L- 1 pH 5. 63磷酸缓冲液, 0. 2

mm ol L- 1的底物 ),于 37 e 恒温水浴中加入 20LL酶液,准确反

应 10 m in,加入 2 mL 0. 5 m o l L- 1 NaOH 终止反应.在 Beckman

DU-650分光光度计测定波长为 405 nm的光密度值 (D 405 nm ).消

光系数为 8. 8 @ 103 ( L mo l- 1 cm–1 ).酶活力单位 (U )定义: 在上

述条件下,每升溶液中每分钟释放 1Lm o lNAG的量为一个酶活

力单位.比活力定义为每毫克酶蛋白所具有的酶活力单位数.

1. 2. 3 Zn2+浓度对棉铃虫 NAGase的影响   选择 ZnSO4为效

应物,在 2 mL的测活体系中 (含终浓度为 0. 1 m ol L- 1 pH 5. 63

磷酸缓冲液, 0. 2 mm ol L- 1的底物 ), 加入不同浓度的效应物 ( 0

~ 10 mm o lL - 1 ),测定酶的相对活力,分析研究效应物对酶活力

的影响.

1. 2. 4 Zn2+对棉铃虫 NAGase抑制作用机理的判断   在含不
同浓度 Zn2+ ( 0~ 4 mm ol L- 1 )的测活体系中, 固定底物浓度为

0. 2 mmo l L- 1,改变加入的酶量 ( 0~ 5 Lg mL- 1 ),测定酶促反应

的初速度.

1. 2. 5 Zn2+对棉铃虫 NAGase抑制作用类型   在测活体系
中,固定酶的浓度, 改变底物浓度 (分别为 0. 1、0. 15、0. 2、0. 25、

0. 3 mmo l# L- 1 ),测定不同浓度抑制剂对酶活力的影响,以 L in-

eweaver-Burk双倒数作图,求其最大的反应速度及其表观米氏常

数.

1. 2. 6 Zn2+对棉铃虫 NAGase pH稳定性的影响   将等量的
酶液与不同 pH值的缓冲液等量混合,再加入不同浓度的 Zn2+

( 0, 0. 5, 1. 0和 1. 5 mmo l L- 1 ), 室温下放置 30 m in后,取出酶

液在 pH 5. 63的测活体系中检测酶的剩余活力,以酶活力对处

理的 pH作图,分析酶的酸碱稳定性.

1. 2. 7 Zn2+对棉铃虫 NAGase的温度稳定性的影响   取酶液
20 L,加入 0. 2 m ol/L pH 5. 63醋酸缓冲液 30 L和不同浓度的

Zn2+ ( 0, 0. 125, 0. 25, 0. 5, 1. 0, 1. 5, 2. 0和 2. 5 mmo l L- 1 ),在

不同的温度下保温 30 m in后, 取出测定剩余酶活力. 以酶活力

对处理的温度作图,分析酶的热稳定性.

2 结果与分析
2. 1 Zn

2+
对棉铃虫 NAGase活力的影响

研究了 Zn2+对酶活力的影响,结果 (图 1)表明, Zn2+对酶

活力有抑制作用,随着 Zn2+浓度的增高,抑制强度逐渐增大.酶

活力丧失一半的 Zn2+浓度 ( IC50 )为 1. 3 mm ol L- 1, 10 mmo l L- 1

Zn2+可使酶活力被抑制 81. 9% .

2. 2 Zn
2+
对棉铃虫 NAGase的抑制表现为可逆效应

在测活体系中, 加入不同浓度的 Zn2+ , 固定底物浓度为 0. 2

mm ol L- 1,改变加入的酶浓度, 测定酶活力.结果 (图 2)表明,酶

活力对酶浓度作图为一组通过原点的直线,随着效应物浓度的

增高,直线的斜率降低. 说明 Zn2+对酶的抑制作用属于可逆过

程, Zn2+是通过抑制酶活力而导致催化效率的降低,而不是通过

降低有效的酶量导致活力的下降.

图 1 Zn2+对 NAGase活力的影响

Fig. 1 E ffect of Zn2+ on NAGase fromH. arm igera

图 2 不同 Zn2+浓度下 NAGase活力和酶量的关系
F ig. 2 E ffect of NAGase concentrat ion on its act ivity w ith

d ifferen t concen tration s of Zn2+

线 0~ 4分别代表 Zn2+的浓度为 0, 0. 5, 1. 0, 2. 0和 4. 0 mm ol /L  The

lines 0 ~ 4 rep resen t Zn2+ concen tration s of 0, 0. 5, 1. 0, 2. 0 and 4. 0
mm ol /L, respect ively

2. 3 Zn
2+
对棉铃虫 NAGase抑制机理及抑制常数的测定

在测活体系中,固定酶的浓度, 改变底物浓度,测定不同浓

度抑制剂对酶活力的影响, 以 L inew eaver-Burk双倒数作图,判

断抑制剂的抑制类型.图 3的实验结果表明, Zn2+不影响最大

反应速度 Vm值,而酶的米氏常数 K m值则随着 Zn2+浓度的增大

而增大, 其抑制机理表现为竞争型抑制作用. 以 K
m
对 Zn2+浓

度作图 (图 3内插图 ),求得抑制常数 K I为 1. 158 mm o l L- 1.

2. 4 Zn
2+
对棉铃虫 NAGase的 pH稳定性的影响

将等量的酶液与不同 pH值的缓冲液等量混合,再加入不

同浓度的 Zn2+ ( 0, 0. 5, 1. 0和 1. 5 mmo l L- 1 ),室温下放置 30

m in后,取出酶液在 pH 5. 63的测活体系中检测酶的剩余活

力, 以酶活力对处理的 pH 作图, 分析酶的酸碱稳定性. 结果

(图 4)表明,该酶在 pH 4~ 8区域较稳定, 而在 pH 小于 4和

pH大于 8不稳定. Zn2+对酶的 pH 稳定性的影响不明显.

2. 5 Zn
2+
对棉铃虫 NAGase的温度稳定性的影响

取酶液 20LL, 加入 0. 2 mo l L - 1 pH 5. 63醋酸缓冲液 30

LL和不同浓度的 Zn2+ ( 0, 0. 5, 1. 0, 1. 5, 2. 0和 2. 5 mm o l

L- 1 ) ,在不同的温度下保温 30 m in后, 测定剩余酶活力. 以酶

活力对处理的温度作图,分析酶的热稳定性. 结果 (图 5)表明,

Zn2+存在时,在 30~ 40 e 范围内,酶是稳定的, 温度高于 50 e

后, 随着 Zn2+浓度的增加, 酶的热稳定性相对增加.
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图 3 Zn2+对 NAGase活力的抑制类型

Fig. 3 L in ew eaver-Burk polts for NAGase inh ib ited by Zn2+

线 0~ 4的 Zn2+ 浓度分别为 0, 0. 5, 1. 5, 2. 5和 3. 5 mm ol /L  Th e

lines 0~ 4 represent Zn2+ concentrat ion s of 0, 0. 5, 1. 5, 2. 5 and 3. 5

mm ol /L, respectively

图 4 不同 Zn2+浓度对 NAGase的 pH 稳定性的影响

F ig. 4 E ffect of Zn2+ con cen tration on enzym e pH s tab il ity

线 0~ 3的 Zn2+浓度分别为 0, 0. 5, 1. 0和 1. 5 mm ol /L 0~ 3 represent

Zn2+ concentrat ion s of 0, 0. 5, 1. 0 and 1. 5 mm ol /L, resp ectively

图 5 不同 Zn2+浓度对 NAGase的温度稳定性的影响

F ig. 5 E ffect ofZn2+ concertration on enzym e tem peratu re stab ility

0~ 5的 Zn2+浓度分别为 0, 0. 5, 1. 0, 1. 5, 2. 0和 2. 5 mm ol /L 0~ 5

represen t Zn2+ concen trat ions of 0, 0. 5, 1. 0, 1. 5, 2. 0 and 3. 5 mm ol /L,
respect ively

3 讨 论
酶与金属离子之间的关系有 3种情况: 有的金属离子与酶

蛋白紧密结合, 作为酶的组成部分, 不能用透析的方法除去,在

酶的分离纯化过程中也不与酶分离;有的金属离子与酶结合不

紧密, 纯化过程中,与酶分离,纯化的酶中往往不含这类的金属

离子, 但加入这类的金属离子之后酶活力大大地提高, 这一类

称为金属离子激活剂;还有的金属离子可抑制酶的活性, 称为

酶的金属离子抑制剂 [ 6].

Zn2+对棉铃虫 NAGase的效应试验表明, Zn2+对酶有抑制

作用. Zn2+是棉铃虫 NAGase的金属离子抑制剂. 但 M oudn i[ 7]

研究发现, Zn2+对原生动物锥虫 NAGase没有影响. Zn2+ 对苏

云金芽孢杆菌 [8]、淡紫拟青霉 [ 9]和产气肠杆菌 [ 10]几丁质酶有

激活作用, 这可能就是不同生物来源的几丁质酶系其酶学性质

不同的缘故.

进一步对 Zn2+的抑制动力学进行研究发现, Zn2+对该酶

的抑制作用是一种可逆过程,抑制机理表现为竞争型. 即 Zn2+

对酶催化反应的影响只引起酶促反应的米氏常数 (Km )下降,

表明 Zn2+与酶的结合会影响底物与酶的结合作用; 同样, 底物

与酶的结合也会影响 Zn2+与酶的结合, Zn2+和底物是相互竞

争地与酶结合. 这种抑制的程度取决于底物与抑制剂的相对浓

度并可以通过增加底物浓度而解除.

试验也表明了 Zn2+ 的存在不会影响酶的酸碱稳定性, 但

会影响酶的热稳定性.当反应体系中存在 Zn2+时,温度的稳定

性降低, 从 50 e 降到了 45 e .但是当温度高于 45 e 后, 随着

Zn2+浓度的增加,出现了酶活力逐渐升高的现象, 说明 Zn2+可

以缓解高温的热失活作用. 这一结果可作为生产上选用 Zn2+

作为杀虫剂增效剂时浓度选择参照.

由于 Zn2+造成环境问题较少, 有望作为杀虫的增效剂.但

Zn2+会影响酶的温度稳定性, 使用时应注意选择 Zn2+的浓度

范围.
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