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摘要：利用压电体声波阻抗分析法实时动态监测了拟环纹豹蛛 -$./’0$ 1023/’$&&3)$#$ 中肠蛋白消化酶对酪蛋白的
酶促水解过程及不同浓度梯度（’H’’4I、’H’3(I、’H’&)I和 ’H’2&I）的甲胺磷农药对酶活性的影响，并用紫外分光
光度法进行了验证。结果表明，合适低剂量（’H’’4I）的甲胺磷农药可显著地增强拟环纹豹蛛蛋白消化酶的活性，
较高剂量（’H’2&I）的农药却显著抑制蛋白消化酶的活性，且水解过程稳态频移值可准确地反映酶活性与农药浓度
的关系。本工作为研究低剂量农药增强蜘蛛控虫力的机理及酶活性的快速检测提供了一种可行的新方法。
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蜘蛛是农林害虫的重要捕食性天敌，在农林害

虫的生态调控中起着重要的作用（王洪全，3*43；
K7;# 2# $) B，&’’&，&’’)）。王智等（&’’&）首次发现
低剂量化学农药能增强蜘蛛对害虫的相对活力和控

虫力，并提出了低剂量农药增强蜘蛛控虫力的理论假

设以来，至今仍没发现对该假设进行验证的报道。本

实验所用的蛋白酶是一种存在于蜘蛛中肠细胞内，对
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底物蛋白质专一性很强的消化水解酶，其活性的强弱



直接决定蜘蛛对害虫的捕食作用大小（王智等，

!""!）。因此，深入研究低剂量的化学农药对蜘蛛中
肠蛋白消化酶活性的影响是非常重要的。在生物学

上有传统的研究方法，如分光光度法、化学发光法等。

但是，这些方法存在许多缺点如检测灵敏度低、需要

复杂的设备和繁琐的操作、有的还要使用有毒试剂、

只提供单一信息和不能够进行在线监测等等。

自 !"世纪 #"年代初压电石英晶体（$%&’(&)&*+,%*
-./,+’ *,01+/)，234）在液相中稳定起振获得成功以
来，已广泛用于现场动态监测电极表面附近的化学5
生物过程（6/78 !" #$ 9，:;;<；=. !" #$ 9，:;;>；姚守
拙，:;;?；@%& !" #$ 9，:;;;）。234传感器主要利用
其谐振5振荡体声波在液相中的微米级距离传播，可
敏感电极表面纳克级的质量变化，故也称为石英晶

体微天平（-./,+’ *,01+/) A%*,(B/)/7*&，34C）或压电体

图 : 实验装置示意图
D%89: =*E&A/+%* F%/8,/A (G +E& &H$&,%A&7+/) 1&+.$

声波（B.)I /*(.1+%* J/K&，LMN）传感器。LMN阻抗分
析法具有灵敏度高、操作方便、可现场动态提供反映

研究体系物理或化学性质变化的多维信息等优点，

近来它已广泛用于蛋白质吸附与变性、细菌测定、抗

体免疫分析、OPM杂交、分子相互作用等生命科学
和医学领域（6/78 !" #$ 9，:;;<；=. !" #$ 9，:;;>；姚
守拙，:;;?）。在 MQ切压电体声波液相定量传感理
论中，有如下两个重要方程，其中式（:）为 =/.&,B,&0
方程描述质量效应，式（!）为 C/,+%7方程描述牛顿型
液体负载导致的净粘密度效应。

!%" R S
! % !

"8

（!3"3）
:5!
#&
’

R S !T!UV W :"SU % !
"8
#&
’ （:）

式中 %"8为晶体基频（X’），’ 为压电活性面积（*A!），

"3 和!3 分别为石英剪切模量（!T;V? W :":: 8·*AS :·

1S !）和密度（!TUV# 8·*AS <），!& 为电极表面的质量

变化（78）。
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式中!%"Y和!(:Y分别为液相负载变化时晶体

谐振频率（ %"）和动态电阻（(:）的响应，% 为谐振区
中心频率，"*UU为压电晶体的弹性常数（!T;>? W :":" P
·AS!），)3 为晶体在空气中的动态电感。

对 ; CX’的石英晶体而言，净粘密度效应的特
征值为!%"Y 5!(:Y# S :" X’·#S :。对于某一实际体

系，若质量效应和粘密度效应同时存在，判断体系质

量效应和粘密度效应相对大小的有效判据是，Z!%" 5

!(: Z越大，则质量效应越大，因净质量效应的动态
电阻响应趋于零。

我们利用压电石英晶体阻抗分析法研究甲胺磷

农药对拟环纹豹蛛 +#,-./# 0/!1-.#221$#"# 中肠蛋白
消化酶活性的影响，旨在为杀虫剂的合理使用、充

分发掘蜘蛛等天敌的控虫潜能及天敌兴奋剂的开发

研制提供理论依据和新的研究方法。对农林害虫的

有效防治、维护生态平衡及对 [2C的发展和应用将
具有较大的理论和实践意义。

! 材料与方法

!"! 仪器装置
234[装置如图 :。监测分析部分由一台网络5

频谱5阻抗分析仪（X2V<;>M）和一台与之相联的个人
计算机（[LC2:UUCC@）构成。X2V<;>M可同步测量
压电石英晶体（234）谐振的电导（\）与电纳（L）谱，
通过 X2#!<V:4 高性能 X2][L 接口卡（N%7F(J1<T:5
PQ5;>），用 ^%1./) L/1%*（^L）>T" 编联机应用程序控
制 X2V<;>M获得导纳数据，运用 \/.11]P&J+(7 非线
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性最小二乘法实时拟合每组 !与 "数据并完成导
纳数据和其他等效电路参数分析。实验中采用直径

#$%& ’’、厚约 (%$ ’’、)*———切 + ,-.压电石英晶
体（/)0&"型，北京 1(1厂），单面触液型。晶体喷金
一面电极直径 2%& ’’，没入待测液，接入阻抗测试
架的地端作为工作电极；另一面露于空气中的银电

极直径 2 ’’，该电极接入阻抗测试架的非地端。实
验中使用常规玻璃检测池（& ’3），电磁搅拌器恒速
搅拌。温控装置为恒温水套与超级恒温槽以及

4,$50#型温度自动控制仪（上海医疗仪器厂），所
有实验温度均控制在（$6 7 (%&8）。
!"# 材料
拟环纹豹蛛雌成蛛从无农药污染的生物防治稻

田中采集，活体带回实验室饲养备用。

考马斯亮蓝 !$&(为 9:;<=公司产品，酪蛋白为
>?@’=公司产品，A=$-BCD 和 A=-$BCD 均为国产分析

纯试剂，甲胺磷原药（+EF）取自湖南农业大学食品
安全科技学院。

低剂量农药的配制：将 +EF的甲胺磷原药用蒸
溜水配成 D(F的药液，然后在农药作用下，根据拟
环纹豹蛛对主要稻虫褐飞虱的捕食功能反应大小选

择 &种有代表性的农药浓度进行该项实验，即将
D(F的甲胺磷药液再与水按体积比配成 (%((6F、
(%(#2F、(%($DF和 (%(E$F四个浓度。
!"$ 实验方法
!"$"! 酶液提取：取 1 G 6头已饥饿 D6 H的拟环纹
豹蛛雌成蛛，在体视显微镜下于冰块上解剖，取其中

肠，用 $ ’3 I- 6%(的磷酸缓冲液（# ’’J:K3）在冰浴
中研磨匀浆，匀浆在 D8下 D ((( L @离心 #& ’?M，取
上清液作为酶源。

!"$"# 蛋白质含量测定：采用考马斯亮蓝 !$&(法
测定，以牛血清白蛋白为标准蛋白（"N=OPJNO，#+12）。
!"$"$ 蛋白消化酶的压电阻抗分析：将 # ’’J:K3
I- 1%&的 B">缓冲液 $%& ’3和 (%# ’3 (%&F的酪
蛋白注入检测池中，一段时间后得到稳定的信号值，

分别记为初始谐振频率（ !(#）、动态电阻（"##）、动态

电感（###）和静态电容（$(#）作为参比值。接着，同

时注入 (%$ ’3的酶液和 (%#!3的各种低剂量农药
到检测池引发反应，记录时间（ %）并同步采集各电路
参数信号值（即 !(、"#、## 和 $(），得到整个过程的

相应信号变化（即"!( Q !( R !(#、""# Q "# R "##、

"## Q ## R ###、"$( Q $( R $(#）随时间的关系曲

线。反应完毕后，这些参数又会维持一个相对稳定

的状态，此时被记为 !($、"#$和 ##$，则相应的终点变

化值分别为"!’（ Q !($ R !(#），""’（ Q "#$ R "##），

"#’（ Q ##$ R ###）和"$’（ Q $($ R $(#）。通过其中

的频率变化就可实现对蛋白消化酶水解酪蛋白过程

的实时监测，即由"!0 % 曲线即可得到酶促反应的初
速度 &（"! K %）。
!"$"% 蛋白消化酶活性的紫外分光光度分析：取
待测酶液 (%$ ’3与 (%& ’3底物（酪蛋白，(%&F）及
(%(#&!3的低剂量农药混匀，置于 E18的水浴中反
应 #& ’?M，加入 #%E ’3 $(F三氯乙酸（*S)），终止反
应，静置 $ ’?M后于 ( G D8下 D ((( L @离心 #( ’?M，
取上清液 (%6 ’3加 #%2 ’3 A=$SCE 和 (%$ ’3 9J:?M0
酚混匀，在 26( M’处测 CT值，重复 E次。

# 结果与分析

#"! 酪蛋白酶促水解过程的压电体声波（&’(）阻
抗分析

图 $曲线显示了在无甲胺磷时酪蛋白酶促水解
过程中 BUS 等效电路参数（"!(、""#、"$(和"##）

随时间的变化情况。可见，酶的加入导致了"!( 的
急剧上升，然后慢慢地继续上升，最后达到一个相对

稳定的值（即"!’）；与此同时，""# 与"## 则呈现

出相反的变化态势，"$( 有一个较小的上升趋势。

图 E曲线显示在有合适低剂量甲胺磷（(%((6F）情
况下，"!( 和""# 的响应趋势与前者类似，但最终稳

态响应的幅度显著增大，表明酶活性已得到加强，从

而酪蛋白的水解过程更为完全，"$( 的变化与前者

类似，"## 的变化曲线变得较为平稳。为了解这里

的压电体声波（")4）阻抗响应机制，我们计算了水
解过程的"!( K""# 值。在有无甲胺磷的条件下分

别为 ##%2和 #E%# -.K#，均接近净粘密度效应的特
征值，表明实验响应主要来自于水解反应导致的溶

液粘密度改变。

#"# 甲胺磷浓度对酪蛋白水解过程的影响
从图 D可见，在 (%((6F的甲胺磷农药作用下，

BUS的"!( 0 % 响应曲线都不同程度地左移，曲线斜
率与幅度增加最大，其上升幅度明显大于没有甲胺

磷时的情形，酶被激活的程度也最大，说明酪蛋白的

水解过程最完全，溶液的粘密度改变最大。在

(%($DF和 (%(E$F的甲胺磷作用下，"!( 0 % 响应曲线
明显右移，曲线斜率和幅度明显减少，频率上升速度

减慢，酶活性受到明显的抑制，并且甲胺磷浓度越
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图 ! 向 !"# $%磷酸缓冲液（&’(）及 )"* $%（)"#+）
酪蛋白中加入 )"! $%酶液后的压电体声波（’,-）
传感器的!!)（曲线 ,）、!"*（曲线 ’）、
!#*（曲线 .）和!$)（曲线 /）的同步响应

0123 ! (1$456789:4; <9;=:8;9; :>!!)，!"*，!#* 78?!$)

:> 6@9 ’,- ;98;:< >:55:A182 6@9 7??161:8 :> =<:69187;9（)"! $%）
18 B4>>9< ;:5461:8 C:86718182 )"* $%（)"#+）C7;918

箭头表示酶的加入；下同。D@9 7<<:A ;@:A; 6@9 7??161:8 :> =<:69187;9
（)"! $%）186: 6@9 # $% ?969C61:8 C955 3 D@9 ;7$9 B95:A3

图 E 向 !"# $%磷酸缓冲液（&’(）及 )"* $%（)"#+）
酪蛋白中加入 )"! $%酶液和 )"*"%甲胺磷（)"))F+）后的
压电体声波（’,-）传感器的!!)（曲线 ,）、!"*（曲线 ’）、

!#*（曲线 .）和!$)（曲线 /）的同步响应
0123 E (1$456789:4; <9;=:8;9; :>!!)，!"*，!#* 78?!$) :>
6@9 ’,- ;98;:< >:55:A182 6@9 7??161:8 :> =<:69187;9（)"! $%）18
B4>>9< ;:5461:8 C:86718182 )"* $%（)"#+）C7;918 =54; )"*"%

$96@7$1?:=@:;（)"))F+）

大，其曲线斜率和频率幅度下降也就越大。但是在

甲胺磷浓度为 )")*G+时，!!) H % 响应曲线的斜率和
频率幅度的变化比较特殊，在 ) I F $18 内，曲线左
移，曲线斜率增大，频率上升，反应速度较快，反应 F
$18以后，曲线明显右移，酶促反应速度明显减慢，
其机理有待进一步研究。最终稳态频移响应与甲胺

磷浓度的关系见图 #。

图 J 往 !"# $%磷酸缓冲液（&’(）K )"* $%（)"#+）酪
蛋白 K不同浓度的甲胺磷农药中加入 )"! $%酶液后的压
电体声波（’,-）传感器的!!) 的同步响应

0123 J (1$456789:4; <9;=:8;9; :>!!) :> 6@9 ’,- ;98;:<
>:55:A182 6@9 7??161:8 :> =<:69187;9（)"! $%）18 B4>>9< ;:5461:8
C:86718182 )"* $%（)"#+）C7;918 =54; $96@7$1?:=@:; :>

?1>>9<986 C:8C986<761:8;
, I L分别代表甲胺磷的浓度为 )"))F+，)，)")*G+，

)")!J+和 )")E!+。,M L ;678? ;4CC9;;1N95O >:< C:8C986<761:8; :>
$96@7$1?:=@:;，)"))F+，)，)")*G+，)")!J+，78?

)")E!+，<9;=9C61N95O3

图 # 最终稳态频移响应与甲胺磷浓度的关系
0123 # P95761:8;@1= :> >1875 ><9Q498CO ;@1>6 78?

C:8C986<761:8 :> $96@7$1?:=@:;
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!"# 紫外分光光度分析
不同低剂量浓度的甲胺磷对拟环纹豹蛛中肠蛋

白消化酶活力影响的紫外分光光度分析结果见表

!。从表 !可知，在甲胺磷浓度梯度分别为 "#""$%、
"#"!&%、"#"’(% 和 "#")’%作用下，蛋白酶的比活
力分别是未施农药时的 !#)"倍、"#$$倍、"#*+倍和
"#+*倍，经 ! 检验均具显著或极显著差异，说明合
适的低剂量浓度的甲胺磷能激活拟环纹豹蛛离体蛋

白消化酶的比活力，较大剂量的甲胺磷抑制离体蛋

白消化酶的比活力。其机理可能是低剂量的有毒物

质刺激酶的构象发生轻度变化，酶的活性中心更易

于与底物结合形成酶,底物复合物，同时也有利于酶
对底物的降解。随着甲胺磷浓度的递增，蛋白消化

酶的比活力逐渐下降，这与前面的压电传感监测的

结果相同。说明压电体声波阻抗分析法能准确、快

速地检测酶对专一性底物的酶促水解过程及有毒物

质（如农药）对酶活性的影响。

表 $ 不同低剂量浓度的甲胺磷对拟环纹豹蛛
中肠蛋白消化酶活力的影响

%&’() $ *++),- .+ /0++)1)2- (.34/.5) 64&(()-7102 .2
80/9:- ;1.-)02&5) &,-0<0-= .+ !"#$%&" ’&()$%"**)+","
甲胺磷浓度（%）

-./0123456057 8598.9/:1/359
蛋白消化酶活力

-34;</ 6:5/.3917. 18/3=3/>
比值

?1/35

" "#")!’ @ "#""!’ !#"

"#""$ "#"("+ @ "#""!*!! !#)"

"#"!& "#"’*( @ "#"""$! "#$$

"#"’( "#"’)( @ "#"""+! "#*+

"#")’ "#"!*$ @ "#""")!! "#+*

!和!!分别表示经 ! 检验差异显著（" A "#"+）和极显著（" A "#"!）。
! 194!! 7/194 B5: 73;93B3819/ 43BB.:.98. 1/ " A "#"+ 194 " A "#"! C> !,
/.7/，:.76.8/3=.D>E

# 讨论

本实验采用压电体声波阻抗法实时动态监测了

拟环纹豹蛛中肠蛋白水解酶对酪蛋白的酶促水解过

程及甲胺磷对酶活性的影响，并用传统的紫外分光

光度分析法对结果进行了对比分析。结果表明，合

适的低剂量甲胺磷能激活拟环纹豹蛛中肠蛋白水解

酶的活性，稍大剂量的甲胺磷则对其有抑制效应，并

发现压电体声波阻抗分析法比传统的紫外分光光度

分析法优势明显。本实验结果验证了作者曾提出的

部分假设（王智等，’""’），同时也进一步证实和发展
了 F<.66.和 G2>/0提出的“每一个物质在一定浓度
中能杀死或破坏原生质，在较低浓度中抑制其发育，

但在中性点之下更低的浓度时能刺激和增加生命潜

力”的小剂量有益效应学说（冯致英，!H$"）。这对
探讨低剂量杀虫剂增强蜘蛛控虫力的生物化学机制

及对合理使用杀虫剂，减少其副作用及协调生防和

化防的关系，都具有积极的意义。
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