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槲皮素和硫脲对桑尺蠖多酚氧化酶的抑制作用
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摘要:多酚氧化酶在昆虫的变态发育和免疫防御中起着非常重要的作用。为开发以该酶为靶标的新

型害虫抑制剂提供理论依据 ,以桑尺蠖(Phthonandria atrineata)五龄幼虫为材料提取多酚氧化酶 ,探

讨了槲皮素和硫脲对该酶的抑制作用 。结果表明 ,槲皮素只改变桑尺蠖多酚氧化酶的米氏常数 ,不改

变其最大反应速度;而硫脲只改变其最大反应速度 ,不改变米氏常数 ,因此 ,它们分别属于桑尺蠖多酚

氧化酶的竞争性和非竞争性抑制剂。

关键词:桑尺蠖;多酚氧化酶;槲皮素;硫脲;抑制作用

中图分类号:S888.72+1　Q55　　文献标识码:A　　文章编号:1004-3268(2011)03-0085-03

Inhibitory Effects of Quercetin and Thiourea on the Polyphenol

Oxidase f rom Phthonand ria atr ineata

ZHANG Yong-liang
1
,ZHU Yong

2

(1.Depar tment of Life Sciences , Zhoukou No rmal Univer sity , Zhoukou 466001 , China;

2.Schoo l of Bio technology , Southw est Univer sity , Chongqing 400715 , China)

Abstract:Polyphenol o xidase play s impo rtant roles in metamo rpho sis development and immune

defense of insects.In orde r to pro vide the theo retical basis fo r developing new pest inhibitors wi th

the enzyme as a targ et , the inhibi tion ef fects of quercetin and thiourea on po lyphenol oxidase ex-

t racted f rom 5th instar larvae o f Phthonandria atrineata were studied.The resul ts indicated that

quercetin changed Michaelis constant but not maximum reaction rate of the polypheno l oxidase.

Thiourea changed maximum reaction ra te but not Michaelis constant.Therefo re , quercetin and

thiourea could be competi tive and non-competitive inhibitors for polyphenol o xidase , respectively.
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　　昆虫在其一生中要经历几次蜕皮 ,初生的新表

皮柔软色淡 ,经过硬化和黑化过程变坚硬[ 1] 。多酚

氧化酶(polyphenol o xidase , PPO)是这一黑化硬化

过程中的关键性酶 ,它能够催化单酚羟化为二酚(如

L-DOPA),并把二酚氧化成醌 ,醌在非酶促条件下

最终生成黑色素 。多酚氧化酶不仅参与黑色素形

成 、角质硬化和伤口愈合 ,还作为非自身识别系统在

对寄生物的防御反应中发挥作用[ 2] 。由于不同昆虫

体内的多酚氧化酶表现不同的酶学特性[ 3] ,因此深

入研究不同来源多酚氧化酶的作用机制 ,对开发新

型“环境友好”杀虫剂具有重要的理论及现实意义 。

桑尺蠖(Phthonandria atrineata)是鳞翅目 、尺

蠖蛾科农业害虫 ,终年危害桑树 ,常暴发成灾 ,采用

化学方法防治 ,存在害虫的抗药性增强及环境污染

等问题 。鉴此 ,在提取和初步纯化桑尺蠖多酚氧化

酶的基础上 ,对其抑制动力学特性进行研究 ,为开发

以该酶为靶标的新型害虫抑制剂提供理论依据 。

1　材料和方法

1.1　供试材料及主要的试剂和仪器

桑尺蠖五龄幼虫采自周口市蚕农桑园 , 置于

-20℃保存备用。槲皮素 、硫脲 、邻苯二酚 、L-多巴 、
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固体硫酸铵及 Sephadex G-100均为上海生工生物

技术有限公司产品。752S 型紫外可见分光光度计

和凝胶层析柱分别为上海棱光有限公司和重庆泰坦

贸易有限公司产品。

1.2　方法

1.2.1　多酚氧化酶的提取及纯化[ 4] 　取冰冻保存

的桑尺蠖五龄幼虫 ,放入液氮中研磨成细粉 ,加入适量

预冷的 0.02mol/ L磷酸钠盐缓冲液(PBS ,pH 7.0),冰

浴下温和搅匀 ,于4℃冰箱中静置 30min后 ,0℃条件下

4000 r/min离心60min ,取上清液即为粗酶提取液。向

其中加入固体硫酸铵至 80%饱和度 ,经静置 、离心后 ,

将沉淀溶解在适量的 PBS 中 ,然后用相同的缓冲液透

析 ,并经聚乙二醇 8000 浓缩。将获得的酶液加到

Sephadex G-100凝胶层析柱上 ,用 PBS 缓冲液洗脱 ,得

到初步纯化的桑尺蠖多酚氧化酶提取液。

1.2.2　酶活力测定　酶活力测定参照Benjamin等
[ 5]

的方法并略加改进。3mL 的反应体系包括:0.1mL的

酶液 、0.02mol/ L PBS(pH 7.0)和一定浓度的邻苯二酚

或L-多巴 ,用分光光度计检测其在410 nm 或475nm下

的吸光度。以每分钟每毫克蛋白引起吸光度值改变 0.

001为一个酶活力单位(U),各试验均重复 3次 ,取其平

均值。

1.2.3　槲皮素对桑尺蠖多酚氧化酶的抑制作用　在

3mL的反应体系中设定底物 L-多巴的浓度分别为

2.0 、1.5、1.0 、0.8mmol/L ,在每一个底物浓度下 ,加入

槲皮素的浓度分别为 0、20 、30、50 、70μmol/ L。将酶液

分别与上述各浓度的槲皮素混匀 ,静置 5min后加入相

应底物和PBS ,然后分别测定各反应体系在1min内的

吸光值变化。用双倒数作图法 ,绘出槲皮素抑制桑尺

蠖多酚氧化酶的双倒数图。

1.2.4　硫脲对桑尺蠖多酚氧化酶的抑制作用　3mL

的反应体系中设定底物邻苯二酚的浓度分别为 2.5、

3.3 、5 、10mmol/ L。在每一个底物浓度下 ,加入硫脲的

浓度分别为 0、0.1 、0.2 、0.3、0.4mmol/ L ,将酶液分别与

上述各浓度的硫脲混匀 ,静置 5min后加入相应底物和

PBS ,然后分别测定各反应体系在 1min内的吸光值变

化。用双倒数作图法 ,绘出硫脲抑制桑尺蠖多酚氧化

酶的双倒数图。

2　结果与分析

2.1　槲皮素对桑尺蠖多酚氧化酶的影响

以 L-多巴为底物 ,测定了不同槲皮素浓度下桑尺

蠖多酚氧化酶反应速度随底物浓度变化的规律 ,作双

倒数图(Lineweaver-Burk图)(图1)。从图 1可以看出 ,

无论有无槲皮素存在 , 5条直线都交于纵轴上的同一

点 ,即Vmax(最大反应速度)值都是相同的。桑尺蠖多

酚氧化酶的 Km(米氏常数)值(直线与左边横轴的交

点)与槲皮素的存在与否有关 ,当槲皮素浓度为零时 ,

Km最小 ,即酶与底物的亲和力最大;有槲皮素存在时 ,

Km 随着槲皮素浓度的增加而增大。槲皮素只改变桑

尺蠖多酚氧化酶的 Km ,不改变 Vmax ,这说明槲皮素是

桑尺蠖多酚氧化酶的竞争性抑制剂 ,底物 L-多巴和抑

制剂槲皮素是在酶的相同部位结合的。

图 1　槲皮素抑制桑尺蠖多酚氧化酶的双倒数图

2.2　硫脲对桑尺蠖多酚氧化酶的影响

以邻苯二酚为底物 ,测定了不同硫脲浓度下桑尺

蠖多酚氧化酶反应速度随底物浓度变化的规律 ,作双

倒数图(图 2)。从图 2可以看出 ,无论是否有硫脲存

在 ,5条直线都交于纵轴左边横轴上的同一点 ,但在纵

轴上的截距各不相同 ,也就是它们的 Km 值相同 ,而

Vmax值不同 ,并且反应速度随硫脲浓度的增加而降低。

以上结果说明 ,硫脲只改变桑尺蠖多酚氧化酶的最大

反应速度 ,不改变米氏常数 ,即硫脲是其非竞争性抑制

剂。底物邻苯二酚和抑制剂硫脲在与桑尺蠖多酚氧化

酶络合时是在酶的不同部位结合的。

图 2　硫脲抑制桑尺蠖多酚氧化酶的双倒数图
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3　讨论

昆虫体内的多酚氧化酶一般以无活性的酚氧化

酶原的形式存在于血液和体壁内。这种酶原的活化

方式大致有以下几种:(1)酶自身的催化作用;(2)酶

亚单位的聚集;(3)部分酶原蛋白被某种活性物质分

解后使其活化[ 6] 。酚氧化酶原的活化也可由激活剂

促成 ,许多研究者使用十二烷基硫酸钠
[ 7]
、十六烷基

吡啶氯化物[ 8] 、氯化钙[ 9] 等作为酶原的激活剂对多

酚氧化酶进行了研究 。本研究得到的桑尺蠖多酚氧

化酶具有催化活性 ,可能是酶原已被上述活化方式

激活 ,其机制有待于进一步研究。

本研究结果表明 ,槲皮素是桑尺蠖多酚氧化酶

的竞争性抑制剂 。其抑制机制可能是由于槲皮素与

底物结构相似 ,都含有羟基 ,两者同时竞争酶的活性

中心 。槲皮素可与酶结合形成无活性的二元复合

物 ,使酶不能再与底物结合 ,从而抑制了酶的活性 。

硫脲是桑尺蠖多酚氧化酶的非竞争性抑制剂 ,推测

其抑制机制可能是硫脲不直接与酶活性中心的双铜

结合 ,而是通过它的羰基与酶活性中心周围的亲核

基团如-SH 、-NH 2 、-OH 结合 ,生成的产物占据酶活

性中心周围的空间 ,形成空间位阻 ,阻止了底物与酶

活性中心的结合 ,从而抑制了酶的活性 。
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