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乙酰胆碱酯酶检测农药残留最佳条件研究

董　杰,　王开运3 ,　姜兴印,　仪美芹

(山东农业大学 植物保护学院 农药系,山东 泰安 271018)

摘要: 系统研究了敏感家蝇M usca d om estica V icina L. 羽化后不同天数其头部乙酰胆碱酯酶
(A ChE)的比活力、敏感度以及酶源蛋白质含量的变化; 缓冲液 pH 值对家蝇头部A ChE 比活力的

影响。结果表明:家蝇初羽化至羽化后第 15 d,其头部A ChE 的比活力逐渐升高[0. 448 3±0. 010 4

～ 0. 776 9±0. 018 9 Λmo lö(m g·m in) ], 而酶源蛋白质的含量逐渐下降 (187. 022 2±9. 021 3～

83. 022 2±7. 111 1 Λgö头)。羽化后 2～ 4 d,其头部A ChE 的敏感度最高;初羽化和羽化后第 15 d,

敌敌畏的 I50分别是羽化后第 3 d的 1. 4倍和 2. 1倍。在一定的 pH 值范围内 (6. 6～ 8. 0) ,家蝇头部

A ChE 的比活力随缓冲液 pH 值的升高而增大。本研究为利用家蝇头部A ChE 检测有机磷残留量

探索了最佳条件。
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我国是农药生产和使用大国,化学防治在农业害虫防治中具有效果好、见效快、使用方便、

经济等优点。但随着害虫抗药性的产生,农药的用量也不断增大,尤其在蔬菜和果品生产中农

药残留已成为突出问题,因食用被农药污染的瓜果、蔬菜引起的中毒事故屡见不鲜[1 ]。为控制

农药的使用,实现农产品的安全生产,针对有机磷和氨基甲酸酯类农药残留测定的酶抑制技术

近年来越来越受到重视。该技术具有方法简便、反应迅速、结果稳定、成本低廉等特点[2 ]。20世

纪 90年代以来,我国农药残留工作者对此进行了大量的研究[2～ 5 ]。酶抑制法常用的酶源有:植

物酶、牛、猪等家畜的肝脏酯酶、人血浆或血清、马血清、蝇或蜜蜂头部的脑酯酶、兔或鼠的羧酸

酯酶等[5, 6 ]。但不同种类、不同来源的酶源,对检测灵敏度具有较大的影响[7 ]。据文献报道,酶抑

制法测定农药残留量以敏感家蝇M usca d om estica V icina L. 效果较佳[8 ]。余孝颖等进一步研

究发现,家蝇头部乙酰胆碱酯酶 (acetylcho linesterase, A ChE)对有机磷和氨基甲酸酯类农药

的敏感度要优于其他来源的胆碱酯酶[9 ]。但该酶源直接用于农药残留检测的条件尚未优化。为

此,本研究以敏感家蝇为材料,系统研究了敏感家蝇羽化后不同天数其头部A ChE 的比活力、

敏感度、酶源蛋白质含量的变化,以及缓冲液 pH 值对其头部A ChE 比活力的影响等,以期为

酶抑制法测定农药残留选择最佳条件提供依据。

1　材料与方法

1. 1　敏感家蝇

虫源引自中国科学院动物研究所,并在室内无药剂接触条件下长期饲养。

1. 2　供试药品、试剂

97. 86%敌敌畏 (d ich lo rvo s)原油 (山东农药工业股份有限公司产品) ; 碘化硫代乙酰胆碱
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(A TCh I) (上海试剂一厂) ;双 (42硝基232羧基苯)二硫化物 (D TNB ) (上海试剂三厂) ;还原型谷

胱甘肽 (GSH ) (上海酵母厂) ; 毒扁豆碱、考马斯亮蓝 G2250 (均为上海化学试剂公司进口分

装) ;牛血清白蛋白 (江苏常熟福山生化试剂厂)。

1. 3　酶源制备

取羽化后第 3 d 的家蝇成虫,用液氮快速冷冻,取头部,用冰水预冷的 0. 1 mo löL 的磷酸

缓冲液 (pH 7. 4)作为提取液,在冰水浴中充分匀浆,匀浆液于 0℃、3 000 röm in 离心 15 m in,取

上清液作酶源。

1. 4　AChE比活力的测定[10 ]

以A TCh I作底物,反应条件为 27℃,保温 15 m in。反应终止后,用UV 22201紫外分光光

度计测定 412 nm 的OD 值,将所得数据经D PS系统软件处理,求出酶活力。

1. 5　敌敌畏对AChE的抑制中浓度 ( I50)的测定[11 ]

于反应管中加入不同浓度的敌敌畏和酶液及底物A TCh I, 28℃条件下保温 15 m in 后终

止反应,加入显色剂D TNB 和磷酸缓冲液 (N a2H PO 42N aH 2PO 4, PH 7. 4) ,用UV 22201 紫外分

光光度计测定 412 nm 的OD 值,将所得数据经D PS系统软件处理,求出 I50值。

1. 6　酶源蛋白质含量的测定[12 ]

以牛血清白蛋白为标准蛋白,反应条件为 25℃,保温 2 m in。

2　结果与分析

2. 1　家蝇羽化后不同天数其头部A ChE 的比活力及酶源蛋白质含量的变化

F ig. 1　D eterm inations of specific activity of A ChE

and the con ten t of so lub le p ro tein in housefly

head in differen t days after em ergence

家蝇羽化后,其头部A ChE 的比活力

和酶源蛋白质含量随时间的变化而有较大

的差异 (图 1)。从成虫初羽化至羽化后第

15 d, A ChE 的活性逐渐增强,其比活力由

初 羽 化 时 的 0. 448 3±0. 010 4 Λmo lö
(m g·m in)上升到了羽化后第 15 d 时的

0. 776 9±0. 018 9 Λmo lö(m g·m in ) , 提

高了0. 73倍。而酶源蛋白质的含量逐渐下降,

与初羽化时(187. 022 2±9. 021 3 Λgö头)

相比, 羽化后第 15 d 酶源蛋白质的含量

( 83. 022 2± 7. 111 1 Λgö头 ) 下降了

55. 6%。其中, A ChE 比活力的升高与酶

源蛋白质含量的下降密切相关。

2. 2　家蝇羽化后不同天数其头部AChE对

家蝇羽化后,其头部A ChE 对敌敌畏

的敏感度随羽化后天数的不同差异明显 (图 2)。家蝇初羽化时,A ChE 的敏感度较低,敌敌畏

对其的抑制中浓度 ( I50)为 3. 570 2±0. 101 8 m göL ;之后逐渐升高,至羽化后第 3 d,达 2. 623 7

±0. 274 5 m göL ;然后又逐渐降低,至羽化后第15 d,降至 5. 470 0±0. 234 0 m göL。
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2. 3　缓冲液 pH 值对AChE比活力的影响

在缓冲液N a2H PO 42N aH 2PO 4 不同 pH 值条件下, 家蝇头部A ChE 的比活力差异较大

(图 3)。缓冲液pH 值为 6. 6时,A ChE 的比活力较低,为 0. 365 6±0. 006 7 Λmo lö(m g·m in) ;

之后,随缓冲液 pH 值的升高,A ChE 的比活力逐渐增大, pH 值为 8. 0时达到最大[ 0. 620 9±

0. 025 4 Λmo lö(m g·m in) ]。由此说明,随着磷酸缓冲液 pH 值的升高,A ChE 对底物的水解能

力增强。

F ig. 2　 I50 of dich lo rvo s to the A ChE in housefly

head in differen t days after em ergence

F ig. 3　Comparison of spectific activity of A ChE

in housefly head under differen t pH values

3　讨论

A ChE 是昆虫神经系统中最重要的酶系之一,同时又是有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂的

作用靶标[13 ]。如果A ChE 受到抑制,就会造成神经传导介质乙酰胆碱的积累,从而影响神经冲

动的正常传导,使昆虫中毒致死。利用这一毒理学原理建立起来的酶抑制技术,可以快速检测

蔬菜和果品中的有机磷和氨基甲酸酯类农药残留[4 ]。但酶源的选择一直是困扰这一技术的难

题, 农药残留工作者采用不同的酶源对农药残留进行了测定[2, 3, 14 ]。据文献报道, 家蝇头部

A ChE 对有机磷和氨基甲酸酯类农药的敏感度要优于其他来源的胆碱酯酶[9, 15 ]。本研究进一

步发现,家蝇羽化后 2～ 4 d (3～ 5日龄)其头部A ChE 的敏感度最高,但此时其头部A ChE 的

比活力较低,同时,为了防止杂酶对酶抑制过程的干扰,需进行纯化。T ripath i 等[16 ]用亲和层

析法将家蝇头部的A ChE 进行纯化,使其比活力提高了 1 223倍,值得借鉴。

D TNB 二硫键的断裂要求 pH 值在 6. 5～ 8. 5 之间, 因此A ChE 比活力的测定 (E llm an

法)被限制在一定的pH 值范围内[17 ]。本研究进一步发现,在 6. 6～ 8. 0范围内,随缓冲液pH 值

的升高, A ChE 对底物的水解能力增强,其比活力逐渐增大,与H ellenb rand 等[18 ]的研究结果

一致。因大多数有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂在碱性条件下易分解,所以在测定中所使用的缓

冲液的 pH 值不宜过高,以 7. 0～ 7. 6为宜。
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Stud ies on the Optim um Cond ition s of D etecting Pestic ides
Residue by Using Acety L chol inesterase in

Housef ly (M usca dom es tica V ic ina L. ) Head

DON G J ie,　W AN G Kai2yun3 ,　J IAN G X ing2yin,　Y IM ei2qin

(D ep artm en t of p esticid e, Colleg e of P lan t P rotection, S hang d ong

A g ricu ltu ra l U niversity , T ai’an 271018)

Abstract: T he changes of the activity and suscep tib ility of acetylcho linesterase (A ChE) and the changes of

the con ten t of p ro tein of suscep tib le housefly (M usca d om estica V icina L. ) after em ergence w ere investigated

system ically, and the effects of differen t pH values on the activity of A ChE w ere also studied. T he resu lts

show ed that, the specific activity of A ChE in the head increased gradually [ 0. 448 3±0. 010 4～ 0. 776 9±

0. 018 9 Λmo lö(m g·m in ) ] from the first day to the fifteen th day after em ergence, w h ile the con ten t of

p ro tein decreased gradually (187. 022 2±9. 021 3～ 83. 022 2±7. 111 1 Λgöhead). T he suscep tib ility of A ChE

in the head increased to h ighest level from the second day to the fourth day after em ergence, and the I50 of

dich lo rvo s of the first day and the fifteen th day after em ergence w as 1. 4 tim es and 2. 1 tim es compared to that

of the th ird day, respectively. T he specific activity of A ChE in the head increased w ith the increasing of the

pH value w ith in som e scope. T hese resu lts offered an op tm um condit ions fo r detecting pho spho rus pesticide

residue using A ChE from housefly head.

Key words: housefly; acetylcho linesterase; specific activity; dich lo rvo s; suscep tib ility
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