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曲酸对小菜蛾酚氧化酶抑制作用的研究

        王树栋，罗万春，高兴祥，丁 琦

(山东农业大学农药毒理与应用技术省级重点实验室，泰安 271018)

    摘要:研究了曲酸对小菜蛾酚氧化酶的单酚酶和二酚酶活力的影响并初步探讨了其抑制作用机理，结果表明，

曲酸对小菜蛾酚氧化酶的单酚酶和二酚酶活力均有抑制作用，其1,。分别为0.07 mmo1-L-‘和1 mmo1.L-'。曲酸对单

酚酶活力表达的迟滞时间有明显的延长效应，对二酚酶的抑制作用表现为典型的可逆竞争型抑制类型，其抑制常

数K,为0.47 mmo1-L-'。曲酸与酚氧化酶中催化氧化反应活性中心的Cue'鳌合可能是其产生抑制作用的重要原因。

金属铁离子可明显地缩短单酚酶的迟滞时间，但对单酚酶的活力无明显影响。
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Inhibitory Effects of Kojic Acid on Phenoloxidase of
      Diamondback Moth Plutella xylostella

WANG Shu-dong, LUO Wan-chun, GAO Xing-xiang, DING Qi

(Shandong Key Laboratory of Pesticide Toxicology and Application Technique, Shandong Agricultural University, Tai'an 271018)

    Abstract: The effects of Kojic acid on phenoloxidase (PO) of Plutella xylostella were studied, when which had been partially

purified by 40% saturated [(NH4)ZSO41 and Sephadex G-100 gel filtration. Kojic acid showed inhibitory effets on both

monophenolase and o-diphenolase activity of the PO. The inhibitor concentrations leading to 50% (150) activity lost were estimated to

be 0.07 mmo1-L，for monophenolase activity and 1 mmo1-L-1 for diphenolase, respectively. Kojic acid can also prolong the lag time
of PO for oxidation of L-tyrosine. The inhibitory kinetics were analyzed by Lineweaver-Burk plots and kojic acid was found to be a

reversible competitive inhibitor with the K; of 0.47 mmol-L-1. The ability of kojic acid to inhibit the enzyme activity may be
associated with its ability to chelate copper at the active site. In addition, the iron ion was found to shorten the lag time obviously, but

have no important effect on the monophenolase activity.
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    酚氧化酶 (phenoloxidase, PO)是昆虫体内一种

重要酶类，主要参与色素和其它多酚化合物的形成[[11,

催化单酚轻基化为二酚 (如L-DOPA )，并把二酚氧

化成醒，醒则在酶促条件下最终生成黑色素[[2]酚氧

化酶在昆虫的正常发育过程中具有重要的生理功能:

  (1)参与表皮的硬化和黑化; (2)对卵壳的靴化作

用; (3)参与伤害防御; (4)加速伤口的愈合[[31

另外，在较高等的无脊椎动物中，酚氧化酶还可在宿

主的防御反应中作为非自身识别系统发挥功能，当入

侵的异物太大 (如寄生虫)而无法被单个血细胞吞噬

时，宿主便通过黑色素的包被作用来抵抗和消灭异物，

酚氧化酶在此过程中起重要的作用。

    鉴于酚氧化酶在昆虫的生长发育过程中具有非常

重要的作用，有可能作为害虫控制剂中的一个重要作

用靶标，可通过抑制害虫体内酚氧化酶的活力，使害

虫 “软化”畸形或丧失防御能力从而达到合理控制害

虫的目的。1993年，我国著名昆虫毒理学家张宗炳和

冷欣夫先生就曾经指出 “探索新杀虫药剂的一条最有

希望的途径是生物合理途径，其中酪氨酸酶 (即酚氧

化酶)抑制剂名列前茅”[41。小菜蛾是世界上最难治

理的重要蔬菜害虫之一，曲酸(Kojic acid)是某些微生
物生长过程中经糖代谢产生的弱酸性天然化合物，具

有酪氨酸酶抑制能力、抑菌能力、抗氧化能力和金属

离子鳌合能力，已广泛应用于食品防腐、鲜花果蔬
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保鲜等多个领域[[5,61。本文研究了曲酸对小菜蛾酚氧化

酶的抑制作用，旨在为开发以该酶为靶标的新型害虫

控制剂提供理论依据。

1 材料与方法
1.1 供试昆虫

    供试昆虫小菜蛾Plutella xylostella在本研究室养
虫室内 (温度 25℃士10C，相对湿度 60%̂ -70%，光

周期为14L: l OD)以改良的蛙石油菜苗法继代饲养[[71

1.2 主要仪器及试剂

    主要仪器:高速冷冻离心机 (CR22，日本日立公

司);UV-2201紫外分光光度计 (日本岛津公司);

电动恒温水浴摇床 (上海华光仪器公司);H-1自动

核酸蛋白分离层析仪 (上海沪西分析仪器厂)。

    主要试剂:邻苯二酚(天津市科密欧化学试剂开发

中心);Sephadex G-100(北京欣经科生物技术公司);

L一酪氨酸(Tyr )(上海伯奥生物科技有限公司);考
马斯亮蓝 (G-250) (进口分装);磷酸二氢钠 (中

国充州化工厂);磷酸氢二钠 (山东省化工研究院);

硫酸按(天津市大茂化学仪器供应站);硫酸亚铁(天

津市博迪化工有限公司);硫酸铁 (天津市博迪化工

有限公司);硫酸铜 (天津市博迪化工有限公司)。

1.3 酶液制备

    取小菜蛾4龄幼虫80头，按照每克虫重8 ml剂

量加入0.02 mol - L"' pH 6.5的磷酸缓冲液，放在预冷
的匀浆器中，在冰浴中充分匀浆，然后将匀浆液转移

至离心管中，在高速冷冻离心机上以8 000 r/min离心

30 min，除去液面上的脂类和色素后，取上清液作为

粗酶源。加入固体硫酸钱使其饱和度为40%，在冰浴

下静置30 min后，于8 000 r/min, 00C条件下离心30

min。收集最后所得沉淀并溶解在少量体积的相同磷

酸缓冲液中，然后在缓冲液中透析过夜，其间更换 3

次透析液。浓缩后经Sephadex G-100凝胶过滤，即得
到部分纯化的小菜蛾酚氧化酶酶源。以每分钟每毫克

蛋白吸光度提高0.001定义为1个酶活力单位 (U)，

则本实验所用初纯化后酶的比活力为980U-mg'，总
纯化倍数为5.86倍。

1.4 测定方法

1.4.1蛋白质含量测定 采用考马斯亮蓝G-250法，

以牛血清蛋白(BSA)为标准蛋白[[8]

1. 4. 2  PO单酚酶活力测定 以1mmo1-L'' L一酪氨酸

为底物，在3ml 0.02 mo1-L''磷酸缓冲液(pH 6.5)测活
体系中，将0.1 ml不同浓度的效应物溶液与2.5m1缓

冲液配制的底物溶液混匀，在30℃恒温下水浴稳定30

min后，加入0.4 ml酶液，于475 nm波长下测定光密

度随时间变化的增长曲线。

1.4.3  PO --酚酶活力测定 参照 Benjamin和

Montgomery的方法[191并略有改进。以0.1 mol-L-1邻苯
二酚溶液为底物，在3 ml 0.02 mol - L-，的磷酸缓冲液

(pH 6.5)测活体系中，将0.1 ml不同浓度的效应物溶液
与 1.5 ml底物溶液及 1.3 ml磷酸缓冲液混匀，在30

℃恒温下水浴稳定30 min后，加入0.1 ml酶液，于

400 nm波长下测定光密度随时间变化的增长直线，从

直线的斜率求得该酶活力。

1.4.4 铁离子对曲酸抑制PO单酚酶活力影响的测定

  在3 ml 0.02 mol - L-，磷酸缓冲液(pH 6.5)的测活
体系中，包含0.1 ml 10 mmol - L"，铁离子溶液(分别

用硫酸铁和硫酸亚铁配制)、0.1 ml 10 mmol-L-‘曲
酸溶液、2.4 ml用缓冲液配制的底物溶液和0.4 ml

酶液，测定活力，方法同1.4.2.

1.4.5 铜离子对曲酸抑制PO --酚酶活力影响的测定

  在3 ml 0.02 mol - L"‘磷酸缓冲液(pH 6.5)的测活
体系中，包含0.1 ml 10 mmol - L-1 Cu2+溶液(用硫酸
铜配制)、0.1 ml 10 mmol - L-，曲酸溶液、2.7 ml用缓

冲液配制的底物溶液和 0.1 ml酶液，测定方法同

1.4.3。

1.4.6 曲酸与PO的预温浴对PO酶活力影响的测定

  以0.1 mol-L-1令R苯二酚溶液为底物，在3 ml 0.02

mol - L-，磷酸缓冲液(pH 6.5)测活体系中，将0.1 ml
10 mmo1-L-，曲酸溶液、O.lml酶液及1.3 ml磷酸缓

冲液混匀，在30℃恒温下水浴稳定5 min后，加入

提前在相同温度条件下温育好的1.5 ml底物溶液，

测定活力方法同1.4.3 0

2 结果与分析
2.1 曲酸对PO单酚酶活力的影响

    将反应体系起始时的吸光度定为零，小菜蛾 PO

单酚酶催化反应的进行曲线见图 1。开始时，产物形

成量缓慢增加，到一定时间后成直线上升，反应体系

达到恒定的斜率，说明反应达到稳定态，直线外推得

到的横截距为迟滞时间[1101。由曲线可看出酶反应的迟

滞时间随曲酸浓度的增大而增大，而稳态酶活力 (直

线部分的斜率)随曲酸浓度的增大而下降，说明曲酸

对单酚酶活性有明显的抑制作用。图2表示曲酸对该

酶稳态酶活力的影响，图3表示曲酸对该酶催化L一酪

氨酸迟滞时间的影响。由图2和图3可看出:随着抑



1318 中 国 农 业 科 学 37卷

三
。ul
﹃︺
筹
月
互
尝
锭
叫

制剂浓度的增大，酶反应的迟滞时间迅速增大，该酶

稳态酶的活力明显下降。当曲酸浓度为零时，迟滞时

间为306s;曲酸浓度为0.1 mmol - L-，时，迟滞时间增

大到732 s,稳态酶活力下降57 ;当曲酸浓度为0.15

mmol - L-，时，迟滞时间增大到900 s,稳态酶活力下降
64%。由图2中该酶活力被抑制趋势线可求出使该酶

稳态酶活力下降 50%的抑制剂浓度 (150)为 0.07

mmol - L' 1。

CK0.1mmol-L
0.15 mmol-L

0.20 mmol-L

                    0 1

                      0.00       0.05      0.10      0.15      0.20

              抑制剂浓度Concentrations of inhibitor (mmol-L，)

图3 曲酸对单酚酶迟滞时间的影响

Fig.3  Effect of kojic acid on the lag time of monophenolase
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图1曲酸抑制小菜蛾酚氧化酶反应的进程

Fig. l            Progress curves for the inhibition of phenoloxidase by

      kojic acid

Fe 2+和 Fe 3+明显地缩短了迟滞时间，其中以Fe 2+的影

响显著，由对照的1 014 s缩短为513 s;从直线部分

的斜率可看出，Fe 2+和Fe3+对曲酸抑制PO单酚酶稳态

酶活力的影响也不明显。试验结果表明，与铁离子直

接对PO的影响相同，铁离子虽然可以缩短曲酸抑制

PO单酚酶催化酪氨酸的迟滞时间，但对曲酸抑制该酶

稳态酶活力的影响不明显。
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曲酸对单酚酶稳态酶活力的影响

Effect of kojic acid on the steady-state activity of

monophenolase

图4 铁离子对PO单酚酶活力的影响

Fig.4  Effect of iron ion on monophenolase activity

2.2 铁离子对PO单酚酶活力的影响

    铁离子是酚氧化酶催化酪氨酸的辅助因子[[III。由

图4结果可看出，加入Fee+可以明显缩短该酶催化L-

酪氨酸的迟滞时间，由对照的255 s缩短为70s;另外，

由图4中直线部分的斜率还可看出，Fe 2+和Fe'+对该

酶稳态酶活力影响不明显。铁离子对曲酸抑制PO单

酚酶活力的影响如图5所示，由图5中结果可看出，

2.3 曲酸对PO二酚酶活力的影响

    以邻苯二酚为底物，测定曲酸对小菜蛾PO二酚

酶活力。结果表明，在测定时间内，酶反应的进行曲

线均为通过原点的直线，产物的形成量与时间成直线

正比关系，表明该酶催化邻苯二酚氧化不存在迟滞过

程，直线的斜率即为该酶活力。在反应体系中加入曲

酸后，直线斜率下降，表明曲酸对该酶有抑制作用。

图6表示曲酸对二酚酶活力的抑制曲线，由该结果可

看出，随着曲酸浓度的增大，酶活力逐渐下降，当曲
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图5 铁离子对曲酸抑制PO单酚酶活力的影响

Fig.5  Effect of iron ion on the inhibition of kojic acid on the

      monophenolase activity

酸浓度为0.8mmol-L-，时，酶活力下降46.87%，当曲

酸浓度增大至1.2 mmo1-L"’时，酶活力下降56.25%.

由图6中该酶活力被抑制趋势线可求出曲酸抑制小菜

蛾PO活力的抑制中浓度 (150)为1 mmol-L"lo

0  02 0冲 0.6  0.8 ] 1.2   1.4  1.6

抑制剂浓度Concentrations of inhibitor (mmol-L-)

图6 曲酸对PO双酚酶活力的影响

Fig.6  Effect of kojic acid on diphenolase

2.4 曲酸对小菜蛾PO的抑制机理及抑制常数

    以邻苯二酚为底物，测定不同曲酸浓度下酶液量

对PO活力的影响，如图7所示。结果表明，在设定

的曲酸浓度下，PO活力与酶液量的关系均为通过原

点的直线，说明曲酸抑制该酶活力的反应为可逆性

抑制。

    以邻苯二酚为底物，测定不同曲酸浓度下酶活力

作图 (图8)，得到一组相交于纵轴的直线，此结果表

明:米氏常数 (K,�)随曲酸浓度的增大而增大，说明

随着曲酸浓度的增大，酶对底物的亲和力下降，随曲

酸阻碍了底物与酶的结合;最大反应速率 (V..)不

随曲酸浓度的变化而变化，增大底物浓度底物浓度变

化的规律，以 Lineweaver-Buck双倒数可消除曲酸对

酶的抑制作用，表明底物与曲酸同酶分子的结合是互

相竞争的。综合以上分析结果可得出，曲酸对小菜蛾

PO活性的抑制为可逆性竞争抑制作用。以不同曲酸浓

度下测定的K,�对曲酸浓度作图(图8内插图)为一

条直线，从该直线的斜率可求得抑制常数(Ki)为0.47

mmol - L-1。
2.5 铜离子对PO活力的影响

    将0.1 ml 10 mmo1-L'1 C矿+溶液加入到3 ml的测

活体系中测定PO活力，结果与条件相同但无Cu2+的

对照相比，前者活力下降巧%，表明在此浓度下，Cu2十

对 PO活力有一定的抑制作用。在含有 0.1 ml 10

mmol - L_, Cu2+溶液与0.1 ml 10 mmol - L-’曲酸溶液的

反应体系中，PO活力明显高于条件相同但无 Cu2+对

照中的PO活力，前者活力提高35%，表明Cu2+明显

地影响曲酸对PO活力的抑制。

2.6 曲酸与PO预温浴对PO酶活力的影响

    将PO与曲酸预先温浴后，测定其残余活力，比

对照下降30%。结果表明，曲酸可能直接作用于PO,

从而使PO活力降低。因曲酸对二酚酶活力表现为竞

争性抑制作用，表明曲酸和游离酶(Emet和Eoxy)结

合，又因只有Edeoxy能结合氧分子且试验是在反应
体系中氧分子饱和的前提下进行的，说明提前与曲酸

温浴的PO活性下降不是因为酶与氧分子结合而引起

的。Cu2+是酚氧化酶催化氧化反应活性中心的重要组成

部分[[12], Kubo [13]曾报道曲酸能与蘑菇酚氧化酶中的

Cu2+鳌合从而使该酶活性下降。Cu2+对PO活力影响的

测定结果进一步表明，溶液中的Cu2+与PO中的Cu2斗

共同竞争曲酸中对PO产生抑制作用的Cu2+结合位点，

从而影响曲酸对PO的抑制，因此造成预温浴后小菜蛾

PO活性下降的原因可能是曲酸与PO中的Cu2+合。
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图8曲酸对PO抑制类型和抑制常数的测定

Fig.8 Determination of the inhibition type and inhibition constant of kojic acid on PO

3 讨论

    酚氧化酶具有单酚酶活性和二酚酶活性，可先将

酪氨酸轻化产生邻位二Tz基苯丙氨酸(单酚酶活性)，

进一步将其氧化成为相应的醒(二酚酶活性)。在催化

作用过程中酶存在3种形式:氧一铜离子态((Eoxy) ,
铜离子态 (Emet)和亚铜离子态 (Edeoxy )，Emet

和Eoxy具有二酚氧化酶特性，Eoxy还具有单酚加轻

酶活性，只有Edeoxy能结合氧原子[14]
    本文以L-酪氨酸为底物，测定的酶活力为单酚酶

活力，当加入抑制剂曲酸后，迟滞时间延长，稳态酶

活力下降，表明曲酸可降低小菜蛾酚氧化酶的单酚酶

活性。究其原因，可能是由于在酚氧化酶的单酚酶活

性循环催化反应模型中， Emet型酶虽能和单酚底物

结合，但不能进入正常的反应循环，而该步骤可使整

个催化反应体系达到稳态所需时间延长，即出现迟滞

时间，且迟滞时间的长短也与此步骤相关[[10]。曲酸一
方面与 Emet型游离酶结合，导致酶催化单酚轻化过

程的迟滞时间延长，一方面与Eoxy型游离酶作用，
抑制其活性，导致稳态酶活力的下降。迟滞时间可通

过过渡的金属离子或二酚的加入被缩短甚至消除[[15]

本试验结果表明，铁离子可明显地缩短迟滞时间，但

对稳态酶活力的影响不明显。

    本文研究得出，曲酸对小菜蛾酚氧化酶二酚酶的

抑制作用表现为可逆效应，且表现为竞争性抑制作用，

表明曲酸和游离酶(Eoxy和Emet)结合。虽然对于昆虫

酚氧化酶的研究报道较少[[1]，且在一些报道中得知不

同来源的酚氧化酶的酶学特性存在差异【16-19]，但曲酸

对该酶的抑制特性在不同昆虫间却存在统一性[[ 18,20]

这个结果是很重要的，它指出了曲酸可以作为小菜蛾

和甜菜夜蛾酚氧化酶的共同抑制剂。

    酚氧化酶是结构复杂的多亚基的含铜氧化还原

酶，每一个亚基含2个金属铜离子，2个金属铜离子

分别与蛋白质分子中2个平展的组氨酸和 1个弱的直

立组氨酸配体结合，另有1个内源桥基将2个铜离子

联系在一起，构成酚氧化酶催化氧化反应活性中

心[[21]。试验结果表明，曲酸可与小菜蛾酚氧化酶中的

Cue+作用，影响该酶的催化氧化反应活性中心，从而

产生抑制作用。推测曲酸与小菜蛾酚氧化酶中的铜离

子鳌合可能是其产生抑制作用的重要原因。

    近年来，开始有人关注小菜蛾酚氧化酶问题，并

从该酶的生化特性、酶活性与该虫发育阶段的关系及

曲酸等化合物对不同虫态小菜蛾的生物活性进行了

研究[[19,20]。本文研究了曲酸对小菜蛾酚氧化酶的抑制

作用，目的是将昆虫酚氧化酶作为研究新型害虫控制

剂的“靶标”，寻找能高效抑制该酶的化合物，以这

些化合物或其类似物作为开发新型农药的骨架结构，

用定量结构活性相关(QSAR)技术研究抑制剂的主
要理化参数与抑制酚氧化酶活性的关系来指导抑制

剂化合物的分子设计，以便为寻找新型害虫控制剂提

供线索。
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