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4-己基间苯二酚对小菜蛾酚氧化酶抑制作用研究

王树栋,　罗万春3 ,　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,山东 泰安 271018)

摘　要: 以 42己基间苯二酚 (4HR )为效应物,研究了其对小菜蛾酚氧化酶单酚酶和二酚酶活力的影响,旨在为寻找

新型害虫控制剂提供线索。结果表明:该化合物对小菜蛾酚氧化酶单酚酶和二酚酶活力均有抑制作用,其 I50值分别

为0. 34 Λmo löL和 0. 50 Λmo löL。该化合物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性抑制类型,其抑制常数 K i为 0. 17 Λmo löL。通过研究金属离子和酶液对 42己基间苯二酚
吸收峰的影响后推测,该化合物对小菜蛾酚氧化酶产生的抑制作用可能与直接影响该酶活性中心的铜离子有关。
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Abstract: In o rder to p rovide theo ry foundat ion fo r develop ing the in sect icide w ith novel modes of

act ion , the effectsof 4 2hexylreso rcino l ( 4HR ) on thepheno lox idase ( PO ) from P lu tella xy lostella ,

w h ich is one of the key enzym es in the developm en t p rocess of in sects, w ere studied. T he resu lts

show ed that 42hexylreso rcino l cou ld inh ib it bo th monopheno lase and dipheno lase act ivity of PO ,

part ia lly pu rif ied by 40% satu ra ted [ (N H 4 ) 2SO 4 ) ] and Sephadex G2100 gel f ilt ra t ion. T he

m edian inh ib ito ry concen tra t ion s ( I50) w ere est im ated to be 0. 34 Λmo löL fo r monopheno lase and

0. 50 Λmo löL fo r d ipheno lase, respect ively. 4HR can also p ro long the lag t im e of PO fo r

ox idat ion of L 2tyro sine and w as found to be a reversib le compet it ive inh ib ito r w ith the K i of

0. 17 Λmo löL. In addit ion, the ab ility of 4HR to affect copper in the enzym e direct ly m ay be an

impo rtan t reason to inh ib it the enzym e act ivity.
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　　酚氧化酶 (Pheno lox idase, PO , EC. 1. 14. 18.

1) ,又称为酪氨酸羟化酶 ( T yro sinehydroxylase)或

酪氨酸酶 (T yro sinase) , 广泛存在于动物、植物、真

菌和细菌体内。该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[1 ]; (2)

对卵壳有鞣化作用; (3)参与伤害防御; (4)加速伤口

的愈合[2 ]。另外,当昆虫受伤时,损伤部位出现黑色

素沉淀以防止血淋巴丢失,并阻止入侵的微生物乘

机进入。在此过程中,酚氧化酶起着重要作用,该酶
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催化单酚羟基化为二酚 (如L 2DO PA ) ,并把二酚氧

化成醌,醌则在酶促条件下最终生成黑色素[3 ]。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”[4 ]。

42己基间苯二酚 (42hexylreso rcino l, 4HR )是一

种抑制褐变的新型抑制剂。M cEvily 等首先提出,

4HR 是虾中酪氨酸酶的有效抑制剂, 并且安全性

高[5 ]。W ititsuw annaku l等提出 4HR 可有效抑制植

物中酚氧化酶的活力[6 ]。4HR 现已应用于蘑菇、马

铃薯、苹果等果蔬的保鲜领域[7 ] ,但国内外尚无有关

其对昆虫酚氧化酶抑制作用的研究报道。小菜蛾是

世界上难以治理的重要蔬菜害虫之一,寻找既对害

虫有效又对环境友好的害虫控制剂正日益成为农药

研究领域的热点。酚氧化酶抑制剂理论可以为发展

新型害虫控制剂提供重要线索。作者研究了 4HR 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

供试小菜蛾 P lu tella xy lostella 采自泰安效区,

在本研究室养虫室内 (温度 25℃±1℃, 相对湿度

60%～ 70 % ,光周期为 14L∶10D )以改良的蛭石油

菜苗法继代饲养[8 ]。

1. 2　主要仪器及试剂

CR 22 高速冷冻离心机 (日本日立公司) ; UV 2
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 21 自动核酸蛋白分

离层析仪 (上海沪西分析仪器厂)。

42己基间苯二酚 (4HR ) (Sigm a 公司) ; L 2酪氨
酸 (T yr) (上海伯奥生物科技有限公司) ; 邻苯二酚

(天津市科密欧化学试剂开发中心) ; Sephadex

G2100 (北京欣经科生物技术公司) ; 考马斯亮蓝

(G2250) (进口分装) ; 硫酸钙、硫酸镁、硫酸铜 (天津

市博迪化工有限公司) ; 二甲基亚砜 (DM SO ) (天津

市天河化学试剂厂) ; 磷酸二氢钠 (中国兖州化工

厂) ;磷酸氢二钠 (山东省化工研究院) ;硫酸铵 (天津

市大茂化学仪器供应站)。上述各试剂除 Sephadex

G2100为生化纯外,其余均为分析纯。

1. 3　酶液制备

取小菜蛾 4 龄幼虫 80 头,按照每克虫重 8 mL

的剂量加入 0. 02 mo löL、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 röm in离心 30 m in,除去液面上的脂类和色素

后,取上清液作为粗酶源。加入固体硫酸铵使其饱和

度为40 % ,在冰浴下静置30 m in后,于8 000 röm in、

0℃条件下离心 30 m in。收集最后所得沉淀并溶解

在少量体积的相同磷酸缓冲液 (pH = 6. 5)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 G2100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 1 020 U。

1. 4　测定方法

1. 4. 1　蛋白质含量测定　采用考马斯亮蓝 G2250

法,以牛血清蛋白 (BSA )为标准蛋白[9 ]。

1. 4. 2　PO 单酚酶活力测定　以 1 mmo löL L 2酪氨
酸为底物,将抑制剂首先溶解于DM SO 溶剂中。在

3 mL 0. 02 mo löL 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 2. 5 mL 用

缓冲液配制好的底物溶液混匀,在 30℃恒温水浴中

稳定 30 m in 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 二酚酶活力测定　参照Ben jam in 和

M on tgom ery 的方法[10 ]并略有改进。以 0. 1 mo löL
邻苯二酚溶液为底物,抑制剂首先溶解于DM SO 溶

剂中。在 3 mL 0. 02 mo löL 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℃恒温水浴中稳定 30 m in 后,加入 0. 1 mL 酶液,

于 400 nm 波长测定光密度随时间变化的增长直

线,从直线的斜率可求得该酶活力。

1. 4. 4　金属离子及酶液对 4HR 最大吸收波长影响

的测定　将0. 1 mL 0. 06 mmo löL 的 4HR 溶液及

2. 8 mL 0. 02 mo löL 磷酸缓冲液(pH 6. 5)与0. 1 mL

效应物溶液混合,在 30℃恒温水浴中稳定 5 m in 后

扫描最大吸收峰。Ca2+、M g2+ 和Cu2+ 3种金属离子

在 3 mL 测定体系中的终浓度均为 0. 3 mmo löL。
1. 4. 5　4HR 与 PO 的预温浴对 PO 活力影响的测
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定　以 0. 1 mo löL 邻苯二酚溶液为底物, 在 3 mL

0. 02 mo löL 的磷酸缓冲液 (pH 6. 5)测活体系中,将

0. 1 mL 0. 06 mmo löL 的效应物溶液、0. 1 mL 酶液

及 1. 3 mL 磷酸缓冲液混匀,在 30℃恒温水浴中稳

定 5 m in 后,加入提前在相同温度条件下温浴好的

1. 5 mL 底物溶液,活力测定方法同 1. 4. 3。

2　结果与分析

2. 1　4HR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,到一定时间后呈直线上升,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[11 ]。由该曲线可看出,

酶反应的迟滞时间随抑制剂浓度的增大而增大,而

稳态酶活力 (直线部分的斜率)随抑制剂浓度的增大

而下降,说明抑制剂对单酚酶活性有明显的抑制作

用。图 2表示抑制剂对该酶稳态酶活力的影响,图 3

表示抑制剂对该酶催化L 2酪氨酸迟滞时间的影响。

由图 2和图 3可看出:随着抑制剂浓度的增加,酶反

应的迟滞时间迅速增大,该酶稳态酶的活力明显下

降。抑制剂浓度为零时,迟滞时间为 177 s;抑制剂浓

度为 0. 20 Λmo löL 时,迟滞时间增加到 330 s,稳态

酶活力下降 33 % ; 当抑制剂浓度为 0. 50 Λmo löL
时,迟滞时间增加到 800 s, 稳态酶活力下降 67%。

由图 2中该酶活力被抑制趋势曲线可求出使该酶

稳 态酶活力下降 5 0 % 的抑制剂浓度 ( I50 ) 为

0. 34 Λmo löL。
2. 2　4HR对 PO 二酚酶活力的影响

以邻苯二酚为底物,测定 4HR 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。反应体系加入

4HR 后,直线斜率下降,表明 4HR 对该酶有抑制作

用。图 4表示 4HR 对二酚酶活力的抑制曲线,可见,

随着抑制剂浓度的增大,酶活力逐渐下降,当抑制剂

F ig. 1　T he p rogress fo r the inh ib it ion

of PPO by 42hexylreso rcino l (4HR )

F ig. 2　Effect of 4HR on the steady2sta te

activity of monopheno lase

F ig. 3　Effect of 4HR on the lag tim e

of monopheno lase
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浓度为 0. 45 Λmo löL 时,酶活力下降 45. 72% ,当抑

制剂浓度增大至 1. 5 Λmo löL 时, 酶活力下降

57. 15%。由图 4可求出抑制剂对小菜蛾 PO 活力的

I50为 0. 50 Λmo löL。

F ig. 4　Effect of 4HR on dipheno lase

2. 3　4HR 对小菜蛾 PO 的抑制机理及抑制常数的

测定

　　以邻苯二酚为底物,测定不同浓度 4HR 下酶液

量对 PO 活力的影响。结果 (见图 5)表明,在设定的

抑制剂浓度下, PO 活力与酶液量的关系均为通过

原点的直线,说明 4HR 抑制该酶活力的反应为可逆

性抑制。

4HR 对小菜蛾 PO 二酚酶的抑制作用机理研

究: 在测活体系中,固定酶液浓度,改变底物邻苯二

酚浓度,测定不同抑制剂浓度下酶活力随底物浓度

变化的规律。以L inew eaver2Bu rk 双倒数作图 (见

图 6) , 得到一组相交于纵轴的直线, 最大反应速率

(V m ax)不变而米氏常数 (K m )随抑制剂浓度的增大而

F ig. 5　Effect of enzym e concen tra t ion on PO activity

增大,表明 4HR 的抑制机理为典型的竞争性类型。

V m ax不随抑制剂浓度的变化而变化, 增大底物浓度

可消除抑制剂对酶的抑制作用,表明底物与 4HR 同

酶分子的结合是互相竞争的; 而 K m 随抑制剂浓度

的变化而变化,进一步表明 4HR 与酶分子的结合和

底物与酶分子的结合不是相互独立的。K m 值随抑

制剂浓度的增大而增大,表明酶对底物的亲和力下

降, 4HR 影响了底物与酶的结合。综合以上分析结

果可得出, 4HR 对小菜蛾 PO 为可逆性竞争抑制。

以不同抑制剂浓度下测得的 K m值对抑制剂浓度作

图 (图 6内插图) ,结果为一条直线,从该直线的斜率

可求得抑制常数 (K i)为0. 17 Λmo löL。
2. 4　金属离子及酶液对 4HR最大吸收波长的影响

图 7 为 4HR 中加入不同金属离子后最大吸收

峰扫描图。加入Ca2+ 和M g2+ 后, 4HR 最大吸收峰没

有明显的偏移,说明Ca2+ 和M g2+ 没有与 4HR 直接

结合; 而加入Cu2+ 后, 4HR的最大吸收峰有明显的

F ig. 6　D eterm ination of the inh ib it ion type and inh ib it ion constan t of 4HR
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F ig. 7　UV 2visib le spectum of 4HR

偏移,说明Cu2+ 可直接与 4HR 结合。

为进一步明确 4HR 是否可直接影响小菜蛾 PO

活性中心的铜离子,在 4HR 溶液中加入一定量酶液

后观察最大吸收峰的变化。由图 8中结果可看出,最

大吸收峰表现有明显的变化, 由 267 nm 改变为

253 nm ,表明 4HR 可直接与小菜蛾 PO 活性中心的

铜离子结合。

F ig. 8　UV 2visib le spectrum of 4HR

2. 5　4HR与 PO 的预温浴对 PO 活力的影响

将 PO 与 4HR 预先温浴后, 测定其残余活力,

结果比对照下降 25%。因 4HR 对二酚酶活力表现

为竞争性抑制作用,表明抑制剂分别与氧2铜离子态
(Eoxy)酶、铜离子态 (Em et)酶结合。经预温浴的

PO 多数以 Em et 形式存在, 在 Em et 中, 铜离子是
二价的且不能结合氧分子[12 ] ,又因只有亚铜离子态
(Edeoxy)酶能结合氧分子且实验是在反应体系中
氧分子饱和的前提下进行的,说明提前与抑制剂温
浴的 PO 活性下降不是因为酶与氧分子结合而引起

的。4HR 与 PO 预温浴后抑制活力明显提高,表明

该抑制剂可直接作用于 PO ,从而使 PO 活力降低。

从金属离子及酶液对 4HR 最大吸收波长影响的结

果中可推测,抑制力的提高可能和 4HR 与酶活性中

心的铜离子直接作用有关。

3　讨论

酚氧化酶具有单酚酶活性,能够催化单酚产生

邻位二酚,邻位二酚进一步氧化成为相应的醌 (二酚

酶活性)。在催化作用过程中酶存在 3种形式:氧2铜
离子态 (Eoxy)、铜离子态 (Em et ) 和亚铜离子态
(Edeoxy) , 其中 Em et 和 Eoxy 具有二酚氧化酶特

性, Eoxy 还具有单酚加羟酶活性, 只有 Edeoxy 能

结合氧原子[13 ]。

作者以L 2酪氨酸为底物,测定的酶活力为单酚

酶活力。加入 4HR 后,迟滞时间延长,稳态酶活力下

降,表明该抑制剂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, Em et 型酶虽能和单酚底

物结合,但不能进入正常的反应循环参与正常产物

的生成,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,且迟滞时间的长短也与

此步骤相关[11 ]。 4HR 一方面与 Em et 型游离酶结

合,导致酶催化单酚羟化过程的迟滞时间延长,另一

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。Kubo 等曾报道,大多数酚氧化酶的

竞争性抑制剂与底物在结构上有一定的相似性[14 ] ,

同时 Gerdem ann 等指出,结合了两个铜离子的底物

羟基结合位点是酚氧化酶的活性位点之一[15 ]。以邻

苯二酚为底物, 4HR 对该酶二酚酶表现为竞争性抑

制作用,这可能与 4HR 和底物有一定的结构相似性

从而与底物共同竞争结合位点相关。

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[16 ]。Siegbabn 提出,在酚氧化酶催化氧化反应

循环中,酚类底物先与活性中心铜离子非共价结合,

然后通过连接 2 个铜离子的O 2O 键发生电子转移
完成氧化过程,最终形成醌类化合物[17 ]。本实验结

果表明, 4HR 可与小菜蛾酚氧化酶中的铜离子作

用,推测 4HR 产生抑制作用的原因可能是其与小菜

蛾酚氧化酶中的铜离子作用从而影响了该酶的活性
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中心。至于该抑制剂如何通过影响酚氧化酶活性中

心的铜离子来产生抑制作用,有待进一步研究。

酚氧化酶可能作为害虫控制剂中的一个重要靶

标,通过抑制害虫体内该酶的活性达到控制害虫的

目的,这是探索新型杀虫剂的生物合理途径之一。近

一段时间,开始有学者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[18, 19 ]。本文报道了 42己基间苯二酚对小菜蛾
酚氧化酶的抑制作用,作为基础研究,旨在为寻找新

型害虫控制剂提供线索, 用定量结构活性相关
(Q SA R )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。
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