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正交试验法确定测定意大利蜜蜂头部乙酰胆碱酯酶

反应的最佳条件
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摘要：用正交试验法研究了酶浓度、底物浓度、反应体系的 DL值、反应温度和反应时间 ( 个因素对测定意大利蜜蜂 !-+.
(/))+0/1$ )+*2.#+"$ 0D9E?:8头部乙酰胆碱酯酶（!M@6）活性的影响，并从试验组合中选出最佳条件。蜜蜂 !M@6活性的测定采用
4?A"E（53,*）改进的 6::78E方法，以碘化硫代乙酰胆碱（!NM/）为底物，(，(’2 二硫双硝基苯甲酸（ON1P）为显色剂，测定反应物
在 )5& E7波长下的光密度值，用考马斯亮蓝 42&(’法测定蛋白质含量，经计算得到蜜蜂头部 !M@6的比活力。对正交试验结
果进行极差分析和方差分析，结果表明各因素对实验结果影响的大小顺序为：温度 Q DL值 Q时间 Q酶浓度 Q底物浓度。并
得出测定蜜蜂头部 !M@6活性的最佳条件是：酶终浓度 ’K&头R7S、底物终浓度 ’K* 77?:RS、DL值 ,K(、温度 )’T及反应时间 (
79E。
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意大利蜜蜂 !-+. (/))+0/1$ )+*2.#+"$ 0D9E?:8 是一
种世界性的经济昆虫，它不仅生产大量产品供人类

享用，而且在访花的过程中为植物授粉，提高了植

物的结实率，对农作物更起到了提高品质、增加产

量的作用（M?:‘?E9 8EF 0DCA8E‘8，533*；方兵兵，
&’’5）。
蜜蜂对大多数农药敏感度较高（余林生和孟祥

金，53*3
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）。蜜蜂农药中毒是全球养蜂业广泛存在



的一大问题（余林生和孟祥金，!""#；李位三和王启
发，$%%$）。我国是世界养蜂和蜂蜜生产、出口的第
一大国，目前的蜂群饲养量达 #%%多万群，占世界
蜂群数的 !&!% 以上（’(()：&&***+ ,-./01 + ,23&*(24(5(&
367&3#+ ’(38）。但我国养蜂业的生产模式使蜂群易
受到农药的影响。

我国用于防治农作物害虫及杀灭卫生害虫的杀

虫剂以有机磷和氨基甲酸酯类为主（林荣寿等，

!""9）。这两类农药使昆虫中毒致死的主要机理是
抑制了神经系统中的乙酰胆碱酯酶（ 6,:(;84
,’281-:<(:=6<:，>?’@，@?AB!B!B#）（?2=5:(( !" #$ +，
!"C9）。为了能有效地控制蜜蜂中毒、培育对农药高
抗的蜜蜂品种及利用蜜蜂监测评价环境质量等，有

必要系统化地研究蜜蜂体内有机磷及氨基甲酸酯类

杀虫剂的靶标酶乙酰胆碱酯酶的性质。

正交试验法是根据组合理论，按照一定规律构

成表格即正交表，以正交表为工具安排实验方案，

用统计数学原理进行数据分析、处理实验结果（李松

岗，$%%$）。作为多因素分析的一种设计，此方法可
以起到简化实验的作用。我们采用正交试验设计研

究了多个变量对测定蜜蜂头部乙酰胆碱酯酶活性的

影响，并找出最佳测定条件的组合，为今后进一步

研究提供了依据。

! 材料和方法

!"! 供试虫源
意大利蜜蜂成年工蜂由中国农业大学昆虫学系

昆虫行为研究室提供。

!"# 仪器设备和化学试剂
高速冷冻离心机，日本 D1(6,’1 E2F1公司产品；

紫外4可见分光光度仪（G@ 9%），美国 G@公司产品；
电子天平（H6=(2=1I< $%%9 JG），K)(2-公司产品。

碘化硫代乙酰胆碱（ 6,:(;8(’12,’281-: 12L1L:，
>M?N）为 O8IF6 公司产品；P，P’4二硫双硝基苯甲酸
（P，PQ4L1(’12451<4$4-1(=25:-.21, 6,1L，RMST）为 U2(’公
司产品；考马斯亮蓝 V4$P%，英国进口分装，中国医
药公司北京采购供应站经销；其他试剂均为国产分

析纯。

!"$ 酶液制备
取新鲜蜜蜂头部或者贮存在 W C9X下的蜜蜂头

部，按 $头&3Y在预冷的不同 )D值的 %B! 328&Y磷
酸缓冲液（含 %B!Z M=1(2- [4!%%）中冰浴匀浆。匀浆
液在 9X，!P %%% \ 7离心 $% 31-。取上清液作为酶
源。

!"% 乙酰胆碱酯酶（&’()）活性测定
采用 V2=I-（!"#C）改进的 @8836-方法（高希武，

!"C#）。取待测酶液 %B! 3Y 与 %B! 3Y >M?N 混匀，
在不同处理组合下水浴反应一定时间后加入 %B"
3Y显色剂（RMST）并终止反应，在 9!$ -3处测定光
密度（KR）值（消光系数!] !AB^，光程 % ] ! ,3）。
乙酰胆碱酯酶的比活力（"328·31-

W !·37W !）]
#KR&37 \ &
!\ %

!"* 蛋白质含量测定
参照 T=6L_2=L（!"#^）考马斯亮蓝 V4$P% 法。用

牛血清白蛋白（TH>）测定蛋白质含量标准曲线。取
! 3Y待测酶液（调整蛋白质含量 $% ‘ !%%"7），加 P
3Y考马斯亮蓝 V4$P%染色液，混合均匀后 $ 31-至
! ’内测 KRP"P -3值。由标准曲线计算酶液中蛋白质

的含量。

!"+ 正交试验设计
本实验中研究的因素是影响酶促反应的一些主

要因素，如酶浓度、底物浓度、反应体系的酸碱度、

反应温度及反应时间等（表 !），采用的正交表为
Y$P（P^）。

表 ! 正交试验中的影响因素及水平
,-./0 ! )120345067-/ 8-97:3; -6< 7(043 /0=0/; 8:3 :37(:>:6-/ 23:?097;

水平
Y:a:8

酶浓度（’:6L<&3Y）
?2-,:-(=6(12- 2_ >?’@
（>）

底物浓度（3328&Y）
?2-,:-(=6(12- 2_ <I5<(=6(:
（T）

)D

（?）

温度（X）
M:3):=6(I=:
（R）

反应时间（31-）
U:6,(12- (13:
（@）

! %B$ %B^ ^B% $% P
$ %B9 %B# ^BP $P !%
A %B^ %BC #B% A% !P
9 %BC %B" #BP AP $%
P !B% !B% CB% 9% $P

注：!、$、A、9和 P分别表示各因素的 P个水平；>、T、?、R和 @分别表示酶浓度、底物浓度、)D、温度和反应时间，下同。
S2(:<：SI3:=68< !，$，A，9，6-L P =:)=:<:-( P 8:a:8< 2_ _6,(2=<；8:((:=< >，T，?，R，6-L @ =:)=:<:-( _6,(2=< 2_ ,2-,:-(=6(12- 2_ >?’@，,2-,:-(=6(12- 2_ (’:
<I5<(=6(:，)D，=:6,(12- (:3):=6(I=: 6-L =:6,(12- (13:，=:<):,(1a:8;，6-L (’: <63: 5:82*+
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!"# 蜜蜂头部 $%&’比活力
按正交表 !"#（#$）所列 "# 个处理组合进行实

验，反应结束后测定光密度值并计算蜜蜂头部 %&’(
比活力，每个处理重复 )次，每次重复测定 )次。

( 结果与分析

("! 蜜蜂头部 $%&’的比活力
蜜蜂头部 %&’(比活力的测定及计算结果见表 "。

表 ( 蜜蜂头部乙酰胆碱酯酶不同处理组合的比活力值
)*+,- ( $..,/0*1/23 24 5(6（67）281&2923*, .82:-01;

/3 *;;*</39 1&- *0-1<,0&2,/3-;1-8*;- *01/=/1< 482>
1&- ?1*,/*3 &23-<+-- !"#$ %&’’#(&)* ’#+,$-#.* &-*@;

编号

*+,
处理组合

&-./0,120-, -3 24512.5,2
乙酰胆碱酯酶比活力

（!.-6·.0,
7 8·.97 8）

:;5<030< 1<20=02> -3 %&’(
8 %8?8&8@8(8 ABAC"D E ABAA$$

" %8?"&"@"(" ABAC8" E ABA8##

) %8?)&)@)() AB8#$D E ABA)$D

F %8?F&F@F(F AB8DF" E ABA$))

# %8?#&#@#(# AB"FD) E ABA#8C

$ %"?8&"@)(F ABAGF8 E ABA8$D

G %"?"&)@F(# AB8)"A E ABA)AD

C %"?)&F@#(8 AB"DGD E AB88)$

D %"?F&#@8(" AB8F8) E ABA)8"

8A %"?#&8@"() ABA#CC E ABAAFA

88 %)?8&)@#(" AB8G$G E ABAFA$

8" %)?"&F@8() ABACG8 E ABA)F#

8) %)?)&#@"(F ABADDA E ABA"D8

8F %)?F&8@)(# ABA$"" E ABAA#D

8# %)?#&"@F(8 AB8FC) E ABA"DF

8$ %F?8&F@"(# ABA#"C E ABA8$"

8G %F?"&#@)(8 AB8C"F E ABAFGF

8C %F?)&8@F(" ABADC$ E ABAA#A

8D %F?F&"@#() AB88$$ E ABA"GD

"A %F?#&)@8(F ABAG88 E ABA8FG

"8 %#?8&#@F() ABA#$) E ABA"$8

"" %#?"&8@#(F ABADF$ E ABAA#F

") %#?)&"@8(# ABAF)A E ABAADF

"F %#?F&)@"(8 AB8))" E ABA"#D

"# %#?#&F@)(" AB8"AF E ABAF"D

注：按 !"#（#$）正交表安排的 "#个处理组合进行实验，下角标代表
各因素的不同水平。每个处理重复 )次，每个重复测定 )次。表中
数据为平均值 E标准差。
H-25I：J’5 1441,95.5,2I -3 %，?，&，@ 1,K ( L545 K5<0K5K /> -42’-9-,16
K5I09, 3-4 #（31<2-4）M "#（4+, ,+./54）；5=54> 4-L -3 4+, ,+./54 45;45I5,2I
-,5 5N;540.5,216 45;60<125，5=54> 4+, L1I 45;60<125K 2’455 20.5I 1,K 5=54>
45;60<125 L1I .51I+45K 2’455 20.5IO P16+5I L545 .51, E !" O

("( 正交试验结果的极差分析
表 )是对表 "的数据进行极差分析的结果，从

中得出各因素对蜜蜂头部 %&’(比活力测定影响的
大小顺序为：温度 Q时间 Q ;R值 Q酶浓度 Q底物浓
度。其中反应温度的极差最大，表明该因素对测定

蜜蜂头部 %&’(比活力的影响最大。
应用极差分析的结果可以得出各因素的最优水

平，直观分析结果见图 8。%因素的最优水平是 8，
即酶的浓度为 AB" 头S.!；? 因素的最优水平是 )，
即底物的浓度为 ABC ..-6S !；&因素的最优水平是

F，即反应体系的 ;R值为 GB#；@因素的最优水平是

#，即反应温度是 FAT；(因素的最佳水平是 8，即
反应时间为 # .0,。

表 A 5(6（67）正交试验极差分析表

)*+,- A $3*,<;/; 24 1&- 8-;B,1; 482> 281&2923*, .82:-01; C/1&
1&- >-1&2@ 24 8*39- *3*,<;/;

乙酰胆碱酯酶比活力 :;5<030< 1<20=02> -3 %&’(
（!.-6·.0,

7 8·.97 8）

% ? & @ (
#8 "B"D)# 8B)"CF 8B8D8F 8B"G$" "B#)F8
#" "B88"" 8BG)"A 8B)CD$ 8B"G#8 8BC#FG
#) 8BG8DG "BAC$) "BAAD$ 8BGCC8 8BF"$D
#F 8B#$F# 8BDF") "B"#GA 8BCCGD 8B#DDA
## 8B)F"G 8BDF)$ "B8C#A "BCA#) 8B$8GD
$8 AB8#"D ABACC$ ABAGDF ABAC#8 AB8$CD
$" AB8FAC AB88## ABAD"$ ABAC#A AB8")$
$) AB88F$ AB8)D8 AB8)FA AB88D" ABAD#8
$F AB8AF) AB8"D# AB8#A# AB8"#D AB8A$$
$# ABACD# AB8"D$ AB8F#G AB8CGA AB8AGD
%值 ABA$)F ABA#A# ABAG8A AB8A"A ABAG)C
最佳水平

U;20.16 65=56
8 ) F # 8

注：#& 代表各因素 & 水平下比活力值的和；$& 代表 #& 的平均值。

H-25I：#& 0I 2’5 I+. -3 2’5 I;5<030< 1<20=02> -3 %&’( -3 2’5 & 65=56 -3 K033545,2
31<2-4I，1,K $& 45;45I5,2I 2’5 1=54195 -3 #& O

("A 正交试验结果的方差分析
正交试验结果的极差分析较为简便，得出的结

论比较直观。但是因为计算比较粗放，不能给出误

差大小的估计，因而进一步对实验结果进行方差分

析。方差分析的结果见表 F。从表 F 可以看出，#
个因素对蜜蜂头部 %&’(比活力的测定都有显著影
响。除底物浓度外的其余各因素，即酶浓度、;R
值、反应温度和反应时间均对测定有极显著影响。

其影响大小顺序为：温度 Q ;R Q时间 Q酶浓度 Q底
物浓度。由方差分析得出的影响大小顺序与用极差

D"$F期 张 莹等：正交试验法确定测定意大利蜜蜂头部乙酰胆碱酯酶反应的最佳条件



图 ! 正交试验的 "个因素与蜜蜂头部乙酰胆碱酯酶比活力关系图
#$%& ! ’()*$)$+, -(-./0$0 12 )3, 4,.-)$1(03$5 6,)7,,( " 2-8)140 -(9 )3, -8,)/.831.$(,0),4-0, -8)$+$)/ 241:

)3, ’)-.$-( 31(,/6,, !"#$ %&’’#(&)* ’#+,$-#.* 3,-90

表 ! "#$（$%）正交试验方差分析表

&’()* ! +,’)-./. 01 23* 4*.5)2. 1406 0423070,’) 8409*:2. ;/23 +<=>+
变异来源

;1*48, 12 +-4$-)$1(

//（平方和）

;*: 12 0<*-4,

0(（自由度）

=,%4,, 12 24,,91:

1/（均方）

>,-( 0<*-4,

2

? @A@B@C B @A@!@D "A@D!@!!

E @A@DFF B @A@@"C DACGCG!

H @A@GDG B @A@!"I IAI@CC!!

= @A!@B" B @A@DG! !DACG"G!!

J @A@"@F B @A@!DG GA!CKG!!
合并误差

H1(01.$9-),9 ,4414
@A!@KI "B @A@@D@

注：为提高试验分析的精度，将 2值不显著的重复间和空列两项合并到误差项中，表中所列合并误差即为 F项的合并值。“!”和“!!”分别表

示差异显著（3"@A@"）和极显著（3"@A@!）。

L1),0：’( 149,4 )1 $:541+, )3, -88*4-8/ 12 )3, -(-./0$0，,44140 12 4,5.$8-), -(9 6.-(9 417 7,4, 81(01.$9-),9 $()1 )3, ,4414 $),:&“!”-(9“!!”4,54,0,() 0$%($2$8-()

9$22,4,(8,（3"@A@"）-(9 ,M)4,:,./ 0$%($2$8-() 9$22,4,(8,（3"@A@!），4,05,8)$+,./&

分析得出的结果稍有不同。在极差分析的结果中，

时间对酶比活力测定的影响高于 5N值，而方差分
析得出的结果与其相反。鉴于方差分析能准确地估

计误差，并在合并误差后提高了检验的精确性，因

而以方差分析得出的结论为准。即在影响蜜蜂头部

?H3J比活力测定的因素中，反应温度为最重要的
影响因素，其余依次为反应体系的 5N值、反应时
间、酶浓度及底物浓度。

#?! 试验因素各水平间的多重比较
由于经 2 检验 " 个因素均达到显著或极显著

水平，因此需要进行因素各水平的差异显著性检

验，以便从中选出测定蜜蜂头部 ?H3J比活力的最
佳条件组合。本实验采用 =*(8-(（新复极差）法进

行多重比较，结果见表 "。
酶浓度第 !水平与第 D水平差异不显著，与其

余水平差异均显著，并且与第 B、第 "水平差异极显
著；第 D水平与第 F 水平差异不显著，与第 B、第 "
水平差异极显著；第 F、第 B、第 " 水平间差异不显
著。底物浓度第 F、B、"水平与第 !水平间差异极显
著，它们之间以及与第 D水平之间差异均不显著。
5N值第 F、B、"水平与第 !、第 D水平之间差异显著，
其中第 B、第 "水平差异极显著，第 F水平与第 !水
平差异也极显著；温度的第 "个水平与其他水平之
间的差异极显著，第 F、第 B水平与第 !、第 D水平之
间差异显著，其他温度之间差异不显著；时间的第 !
个水平与其他水平之间差异极显著，而其他各水平
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之间差异不显著。

综合极差分析及方差分析的结果，!个因素对
测定蜜蜂头部 "#$%的比活力均有影响，因此在测
定时都要加以控制。选择各因素的最优水平，可以

得到测定蜜蜂头部 "#$%活性时的最佳条件组合：
酶终浓度为 &’( 头)*+；底物终浓度为 &’, **-.)+；

/0值 1’!；温度 2&3；时间 ! *45。这时测定蜜蜂头
部 "#$%的比活力灵敏度最高，比活力值最大。

表 ! 正交试验的 !个影响因素各水平的差异显著性检验（!!"检验）
"#$%& ! ’(%)*+%& ,-.+#/*0-1 *1 2*3& 2#,)-/0 4*)5 )5& .&)5-6 -2 7(1,#1（!!" )&0)）

水平

+676.

乙酰胆碱酯酶比活力

8/694:49 ;9<474<= -: "#$%（!*-.·*45
> ?·*@> ?）

" A # B %
? &’?!(C ; " &’&,,D E A &’&1C2 E # &’&,!? 9 A &’?D,C ; "
( &’?2&, ;E " &’??!! ;E "A &’&C(D E A# &’&,!& 9 A &’?(FD E A
F &’??2D E9 "A &’?FC? ; " &’?F2& ; "A &’??C( E A &’&C!? E A
2 &’?&2F 9 A &’?(C! ; " &’?!&! ; " &’?(!C E A &’?&DD E A
! &’&,C! 9 A &’?(CD ; " &’?2!1 ; " &’?,1& ; " &’?&1C E A

注：表中显示的多重比较结果为纵向排列，比较的是同一因素不同水平的差异显著性。不同小写字母和大写字母分别表示差异显著（!!
&’&!）和极显著（!!&’&?）。
G-<6H：I$6 J6HK.<H -: *K.<4/.6 9-*/;J4H-5 L6J6 ;JJ;5@6M 45 9-.K*5H <- 9-*/;J6 <$6 M4::6J6596 -: :476 .676.H -: -56 :;9<-J NO6;5H L4<$45 ; 9-.K*5 :-..-L6M E= <$6
M4::6J65< H*;.. .6<<6JH ;5M 9;/4<;. .6<<6JH ;J6 H4@54:49;5<.= M4::6J65<（!!&’&!）;5M 6P<J6*6.= H4@54:49;5<.= M4::6J65<（!!&’&?），J6H/69<476.=N

8 讨论

源自不同种或取自一个生物体的不同组织的一

种酶，其活性测定的最适条件经常会变化。最通常

改变的是最适 /0值、底物浓度及温度（I$-*/H-5，
?CCC）。因此在进行蜜蜂头部 "#$% 研究前必须确
定测定的最适条件。

在测定蜜蜂头部 "#$%前，如果样品需要短期
保存，例如短途运输时应将头部样品冷冻，以减少

酶活性的丧失。在分析前若要较长时间的保存，应

当尽可能把头部保存在不高于 > (&3的条件下
（04..，?C,C）。本实验中将意蜂成年工蜂的新鲜样
品直接取头部测定其 "#$%的活性，或将新鲜样品
贮存在 > ,23的超低温冰箱内，测定时取头部匀
浆，(种方法得出的结果无差异。因此在进行蜜蜂
头部 "#$%活性测定时这 (种方法均可采用。
据报道意蜂头部 "#$%有亲水及两性分子 (种

截然不同的类型，分别代表整个头部 "#$%活性的
FQ R 1Q 以及 CFQ R C1Q（SJ64HH. ;5M A49T6J，
?C,C）。本实验所测定的是蜜蜂头部总 "#$% 的活
性，因此在测定前先要将膜结合的 "#$%活性溶解
下来，最方便的方法就是用中性的表面活性剂洗涤

剂，例如 IJ4<-5 UV?&&（I$-*/H-5，?CCC）。
有研究认为采集蜂脑部 "#$%的催化活性显著

低于哺育蜂的（A6.WK596H ;5M #-.45，?CC?），而尚未
见到有关不同年龄段的采集蜂之间头部 "#$%的活

性是否有差异的报道。本研究中没有区别所用的意

蜂成年工蜂的年龄，但就实验的结果来看并没有显

著差异。测定的 "#$%比活力的差异是由于处理的
不同而造成的。但也不能排除不同年龄段的蜜蜂之

间头部 "#$%的活性有差异，这还有待于进一步的
研究来证实。

本研究首次应用正交试验法确定了蜜蜂头部

"#$%反应的最佳条件，为今后对蜜蜂 "#$%的研究
奠定了基础。"#$%有底物过量抑制的报道，因此
明确测定时合适的底物浓度是非常重要的

（X;4JEJ-<$6J "# $% N，?CC?）。酶浓度在保证测定灵敏
度的前提下应尽可能减少蜜蜂头部的用量。许多物

种的 "#$%最适 /0值都是在 ,’&左右，如果 /0高
于 ,’&，用于测定的试剂 BIGA就会发生自发的水
解（I$-*/H-5，?CCC）。测定时控制温度的重要性是
因为所有酶的催化活性都是依赖于温度的，而温度

既能使酶反应速度加快，也能使酶蛋白变性，因此

最适温度是二者的平衡点。不同的酶或不同来源的

同一种酶，平衡点会不同。设定反应时间这个因素

也是希望在测定蜜蜂头部 "#$%的活性时能既灵敏
又快捷地得出准确的结果。通过本实验也可以看

出，正交试验法是解决多因素、多水平、有误差的一

类实验问题的有效方法。
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