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摘 要 旨在研究不同抑制剂和激活剂对梨星毛虫Illiberispruni中肠蛋白酶活性的影响。利用生化技术

分别测定梨星毛虫幼虫不同龄期的4种中肠蛋白酶(总蛋白酶、强碱性胰蛋白酶、弱碱性胰蛋白酶和胰凝乳蛋

白酶)活性,进而在最适龄期(4龄幼虫)测定蛋白酶激活剂(EDTA,MgCl2,EGTA,CaCl2)和抑制剂(PMSF,

TPCK,STI,TLCK,IAA,DTT)对梨星毛虫中肠蛋白酶活性的影响。结果表明:梨星毛虫幼虫中肠总蛋白酶、

强碱性胰蛋白酶、弱碱性胰蛋白酶、胰凝乳蛋白酶均在4龄具有最高酶活性。所有试剂均对总蛋白酶有激活

作用;5mmol/LCaCl2 对强碱性胰蛋白酶抑制作用最高;对弱碱性胰蛋白酶有抑制作用的仅有5mmol/L
DTT;对胰凝乳蛋白酶抑制效果最佳的为10mmol/LEGTA。所筛选的对梨星毛虫主要中肠蛋白酶具有抑

制作用的抑制剂,对以昆虫中肠蛋白酶为靶标的绿色害虫防控技术的开发具有参考价值。

关键词 梨星毛虫;中肠;蛋白酶;活性;抑制剂

中图分类号 Q966   文献标志码 A     文章编号 1004-1389(2022)09-1235-07

  梨星毛虫Illiberispruni属鳞翅目,斑蛾科,
又名梨叶斑蛾、饺子虫、囊粘虫等。梨星毛虫在中

国广泛分布,各果品产区发生普遍,常见的危害严

重地区有陕西、山东、河北等地。除危害梨树外,
苹果、桃、李、杏等果树也是其主要寄主[1]。该虫

是典型的食叶害虫,以幼虫成群取食果树叶片,也
可钻蛀果树的嫩芽、花蕾、果实危害。为害叶片

时,其吐丝将虫体包裹进叶片内,形似饺子,被取

食叶片变黄、焦枯,发生严重时会导致园中果树叶

片大面积脱落,从而使果树光合作用减弱,降低果

树的树势,影响果树产量[2-3]。
在昆虫中,营养物质的消化吸收主要在中肠

进行,中肠有多种消化酶,包括丝氨酸蛋白酶、金
属蛋白酶、半胱氨酸蛋白酶和天冬氨酸蛋白酶[4-5]

等,其中,丝氨酸蛋白酶家族是大多数昆虫消化作

用的关键参与者,属重要的蛋白水解酶[6-7]。对鳞

翅目害虫中肠蛋白酶的研究主要集中在胰蛋白酶

和胰凝乳蛋白酶上,二者是最重要的丝氨酸蛋白

酶[8]。蛋白酶抑制剂在一些动物、植物和微生物

中参与昆虫的相互作用,常用于研究昆虫蛋白酶

活性。抑制作用取决于抑制剂的类型、浓度、抑制

剂与酶的比例等[9]。植物中的丝氨酸蛋白酶抑制

剂在抑制昆虫蛋白酶方面起主要作用,并已用于

防治害虫[10]。Broadway等[11]发现马铃薯蛋白酶

抑制剂Pl-2(马铃薯抑制剂Ⅱ)在低浓度时可抑制

甜菜夜蛾Spodopteraexigua 幼虫肠道中的大部

分胰蛋白酶活性。Mcmanus等[12]发现50mg/L
的STI对斜纹夜蛾Spodopteralitura 幼虫胰蛋

白酶活性的抑制率高达88%。然而,迄今为止,
关于梨星毛虫中肠蛋白酶的研究鲜有报道。

目前对于梨星毛虫的防治主要是化学防治,
化学农药的使用带来了“3R”等问题,因此,寻找

一种新的绿色防控技术迫在眉睫。本研究测定梨

星毛虫幼虫不同龄期中肠总蛋白酶、强碱性胰蛋

白酶、弱碱性胰蛋白酶和胰凝乳蛋白酶的活性,在
最适龄期(4龄)下,测定不同激活剂和抑制剂对

梨星毛虫中肠蛋白酶活性的影响。研究结果为以

昆虫中肠蛋白酶为靶标的新型农药的研发和转基

因抗虫作物的研究提供理论依据。



1 材料与方法

1.1 供试昆虫

梨星毛虫幼虫预试验由张战利和吴江波提

供,正式试验幼虫采自西北农林科技大学南校区

海棠树。采集的幼虫直接用于试验测定,以30只

幼虫为样品,每个样品重复3次。

1.2 主要试剂

牛血清白蛋白(BSA)由美国Equitech-Bio公

司提供。甲基磺酰-L-苯丙氨酸氯甲酮(Tosyl-
phenylalaninechloromethyl-ketone,TPCK)、氨
苯磺胺偶氮酪蛋白(Azocasein)、Nα-p-甲苯磺酰

基-L-精 氨 酸 甲 酯 (Tert-amyl methylether,

TAME)、大豆胰蛋白酶抑制剂(Soybeantrypsin
inhibitor,STI)、N-苯甲酰基-L-酪氨酸乙酯(Ben-
zoyl-L-tyrosineethylester,BTEE)、苯甲基磺酰

氟(Phenylmethylsulfonylfluoride,PMSF)、Nɑ-
苯甲酰-DL-精氨酸-p-硝基苯胺(Na-benzoyl-DL-
argininepnitroanilide,BAPNA)、甲基磺酰-L-赖
氨酸 氯 甲 酮 (N-tosyl-L-lysylchloromethyl-ke-
tone,TLCK)均由美国SigmaAldrich公司提供。
乙二胺四乙酸(Ethylenediaminetetraaceticacid,

EDTA)、乙二醇二乙醚二氨四乙酸[Ethylenebis
(oxyethylenenitrilo)tetraaceticacid,EGTA]由美

国英杰公司提供。

1.3 方 法

1.3.1 中肠酶液的制备 取2~5龄梨星毛虫幼

虫,用预冷的0.15mol/LNaCl溶液冲洗虫体,并
在冰上快速解剖,收集其中肠。将收集样品用生

物组织研磨机在4℃匀浆,随后在4℃、12000
r/min条件下离心20min,收集上清液作为中肠

蛋白酶粗提物。

1.3.2 中肠酶液蛋白浓度的测定 参照Brad-
ford[13]方法,选取BSA(牛血清白蛋白)作为标准

蛋白,使用BCA(Bicinchoninicacid)蛋白定量试

剂盒测定提取物中蛋白质的浓度。利用酶标仪测

得吸光度,为保证样品的吸光度值在特定范围内

(标准曲线的1/2~2/3),将提取的中肠酶液稀释

至相同浓度,随后检测蛋白酶活性。

1.3.3 不同龄期幼虫中肠蛋白酶活性的测定 
参照赵爱平等[14]的方法进行测定,每个处理设定

3组重复。
总蛋白酶活性测定:以20mg/mL的偶氮酪

蛋白作为反应底物,用0.15mol/L的NaCl溶液

进行配制。先后分别在1.5mL的离心管中加入

10μL的中肠酶液、90μL的0.1mol/L反应缓冲

液Tris-HCl和100μL的偶氮酪蛋白溶液。随后

将混合液置于37℃恒温水浴中孵育2h,而后加

入150μL预冷的20%(质量与体积比)三氯乙酸

终止酶促反应。将最终反应液在4 ℃条件下

12000r/min离心15min。收集上清液200μL
并加入到96孔板中,立即使用酶标仪在415nm
处测量吸光度。

强碱性胰蛋白酶活性测定:以20mg/mL的

BAPNA作为反应底物,用二甲基亚砜进行底物

溶液的配制。向96孔板中先分别加入90μL0.1
mol/LKH2PO4/NaOH缓冲液,再各加入10μL
中肠酶液,最后加入100μL20mg/mLBAPNA
底物。37℃下反应20min,在405nm处测定吸

光值。
弱碱性胰蛋白酶活性测定:以2mmol/L的

TAME作为反应底物,用0.15mol/L的NaCl溶

液进行配制。反应体系同上,使用酶标仪在247
nm处测定吸光值。

胰凝乳蛋白酶活性测定:以1mmol/L的

BTEE作为反应底物,用10%(体积比)的甲醇

0.15mol/LNaCl溶液配制。反应过程同上,在

256nm处测定吸光值。

1.3.4 抑制剂及激活剂对中肠蛋白酶活性的影

响 激 活 剂 种 类 及 浓 度 分 别 为:5 mmol/L
MgCl2、10mmol/LMgCl2、5mmol/LCaCl2、10
mmol/LCaCl2、5 mmol/LEDTA、10 mmol/L
EDTA、5mmol/LEGTA、10mmol/LEGTA。
抑制剂种类及浓度分别为5mmol/LDTT、10
mmol/LDTT、5 mmol/L PMSF、10 mmol/L
PMSF、2 mmol/LTPCK、4 mmol/L TPCK、1
mmol/L TLCK、2 mmol/L TLCK、5μg/mL
STI、10μg/mLSTI、5mmol/LIAA、10mmol/L
IAA。ddH2O作为对照,每组处理重复3次。总

反应体系包括100μL反应底物、10μL抑制剂、

10μL中肠酶溶液、80μL反应缓冲液,随后在

30°C孵育15min,用酶标仪在不同波长下测定吸

光值。其中,特异性底物、缓冲液和波长均参照

“1.3.3”中的方法。

1.3.5 数据分析 基于方差的正态性和同质性

假设,对对照组和处理组之间的统计差异进行方

差分析,然后用LSD和Tukey’s检验其5%的显

著性。对所有试验数据均采用SPSSStatistics
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26.0和Origin8.5进行分析。

2 结果与分析

2.1 不同龄期梨星毛虫幼虫中肠蛋白酶活性

4种中肠蛋白酶活性在梨星毛虫幼虫不同龄

期间差异显著,且均在4龄具有最高酶活性(图

1)。由图1-A可知,梨星毛虫幼虫中肠总蛋白酶

在4龄具有最高活性,其次是5龄,且2龄幼虫总

蛋白酶活性显著低于4龄。强碱性胰蛋白酶在梨

星毛虫幼虫不同龄期间,其活性整体呈先上升后

降低的趋势,在4龄时具有最高值,且显著高于2
龄酶活性(图1-B)。弱碱性胰蛋白酶也在4龄具

有最高酶活性,其次是3龄,2龄酶活性最低(图

1-C)。胰凝乳蛋白酶活性整体高于其余3种蛋白

酶,在2.1~2.4OD/(min·mg)范围内波动,变
化趋势和弱碱性胰蛋白酶相同,酶活性在4龄最

大(图1-D)。可见,梨星毛虫4龄幼虫中肠总蛋

白酶、强碱性胰蛋白酶、弱碱性胰蛋白酶和胰凝乳

蛋白酶具有最高活性,2龄幼虫的活性最低。

图1 不同龄期梨星毛虫幼虫中肠蛋白酶活性

Fig.1 ActivitiesofmidgutproteaseinIlliberisprunilarvaedifferentlarvaeages

2.2 不同激活剂和抑制剂对中肠蛋白酶活性的

影响

测定蛋白酶抑制剂和激活剂对梨星毛虫4龄

幼虫中肠蛋白酶活性的影响,结果表明:总蛋白

酶、强碱性胰蛋白酶、弱碱性胰蛋白酶和胰凝乳蛋

白酶的活性差异较大,且激活剂一般对蛋白酶产

生促进作用,而抑制剂则对蛋白酶产生抑制作用,
但当浓度发生变化或作用对象不同时,激活剂可

能起到抑制作用,抑制剂也可能起到激活作用。
与对照组相比,各处理组对总蛋白酶活性均

起到激活作用(图2-A)。激活作用较好的处理组

分别是10mmol/LEGTA、2mmol/LTPCK、5
mmol/LDTT。且除处理组DTT与 TPCK外,

其他试剂均为高浓度的激活作用大于低浓度,其中

EGTA处理组中,不同浓度的激活效果差异最大。
强碱性胰蛋白酶测定结果表明,对其产生抑

制作用的试剂由强到弱依次为5mmol/LCaCl2、

5mmol/LEGTA、10mmol/LPMSF、5mmol/L
PMSF、10mmol/LEGTA(图2-B)。其余试剂均

对强碱性胰蛋白酶产生激活作用,激活作用最强

的为5mmol/LDTT和10mmol/LDTT。研究

中还发现,CaCl2 在高浓度时表现激活作用,低浓度

时则表现抑制作用,与之相反的是IAA,在低浓度表

现激活作用,在高浓度则与对照组差异不大。
除5mmol/LDTT外,其余所有试剂均对弱

碱性胰蛋白酶产生激活作用(图2-C)。激活作用
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较好的依次为4mmol/LTPCK、2mmol/LTL-
CK、1 mmol/L TLCK、10 mmol/L IAA、2
mmol/LTPCK。5mmol/LEGTA、5mmol/L
DTT和5mmol/LPMSF处理组与对照组激活

作用差异不显著。其次,除EGTA的两个处理组

外,其余处理组都随着浓度的增大,弱碱性胰蛋白

酶活性增大,即浓度越大激活作用越强。
对于 胰 凝 乳 蛋 白 酶 活 性 的 测 定 发 现,仅

EGTA与DTT的两个处理组对胰凝乳蛋白酶具

有抑制作用,其中高浓度的10mmol/LEGTA抑

制效果最显著,DTT则是低浓度处理组的抑制效

果较好(图2-D)。激活作用效果较好的依次为,4
mmol/LTPCK、2 mmol/L TPCK、2 mmol/L
TLCK、10mmol/LIAA、10mmol/LCaCl2。其

中TPCK处理组具有较高的激活作用。
经过筛选发现,所有试剂对总蛋白酶均表现

激活作用,CaCl2、PMSF、EGTA对强碱性胰蛋白

酶均有抑制作用,其中效果最佳的为5mmol/L
CaCl2,在弱碱性胰蛋白酶活性研究中发现,仅有

5mmol/LDTT具有抑制作用,EGTA和DTT
对胰凝乳蛋白酶均有抑制效果,抑制活性最高的

为10mmol/LEGTA。

  CK.ddH2O;1.5mmol/LMgCl2;2.10mmol/LMgCl2;3.5mmol/LCaCl2;4.10mmol/LCaCl2;5.5mmol/LEDTA;6.10mmol/L

EDTA;7.5mmol/LEGTA;8.10mmol/LEGTA;9.5mmol/LDTT;10.10mmol/LDTT;11.5mmol/LPMSF;12.10mmol/LPMSF;

13.2mmol/L TPCK;14.4 mmol/L TPCK;15.1 mmol/L TLCK;16.2 mmol/L TLCK;17.5μg/mLSTI;18.10μg/mLSTI;

19.5mmol/LIAA;20.10mmol/LIAA

图2 不同浓度激活剂和抑制剂处理后梨星毛虫幼虫中肠蛋白酶活性

Fig.2 ActivitiesofmidgutproteaseofIlliberisprunilarvaeunderdifferentproteaseactivatorandinhibitors

3 讨 论

由于昆虫在不同发育阶段的生理代谢具有差

异性,进而表现为中肠蛋白酶活性也具有一定差

异[15]。樊艳平等[16]测定了不同龄期的绿豆象

Callosobruchuschinensis幼虫中肠各种蛋白酶的

活性,发现随龄期的升高,酶活性越大。曾纪岚

等[17]的研究表明:4种中肠蛋白酶(总蛋白酶、强

碱性胰蛋白酶、弱碱性胰蛋白酶、胰凝乳蛋白酶)
活性随甜菜夜蛾幼虫龄期的升高而降低,这与樊

艳平等[16]的报道不同。本研究结果表明,梨星毛

虫幼虫在4龄时中肠蛋白酶活性最高,2龄最低,
与曾纪岚等[17]的研究结果一致。梨星毛虫幼虫

在4龄生长发育较为旺盛,具有较强的取食能力,
进而消化酶活性较高,因此4龄中肠蛋白酶活性

均高于其他龄期。5龄幼虫准备进入化蛹阶段,
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取食量有所下降,导致其生理代谢活动减弱,中肠

蛋白酶活性降低。以上结果说明梨星毛虫幼虫中

肠蛋白酶活性的变化与其生长发育密切相关。
不同蛋白酶抑制剂对昆虫中肠蛋白酶抑制作

用差异显著。有研究表明[18],不同抑制剂对稻纵

卷叶螟Cnaphalocrocismedinalis幼虫蛋白酶活

性的抑制作用不同,PMSF、TLCK、E-64、Pepsta-
tinA、Leupeptin抑制总蛋白酶活性;PMSF显著

降低胰凝乳蛋白酶活性;EDTA、PMSF、TPCK、

TLCK、E-64显著降低胰蛋白酶活性。在研究不

同蛋白酶抑制剂对小菜蛾Plutellaxylostella 中

肠蛋白酶活性影响时发现[19],CaCl2、EDTA 和

EGTA仅抑制胰蛋白酶;PMSF、TLCK、TPCK、

STI和PMSF抑制总蛋白酶、强碱性胰蛋白酶、
弱碱性胰蛋白酶和胰凝乳蛋白酶;TLCK抑制总

蛋白酶和强碱性胰蛋白酶,而TPCK只激活强碱

性胰蛋白酶的活性;STI对所有的蛋白酶都有抑

制作用。本研究中大部分试剂对梨星毛虫4龄幼

虫中肠蛋白酶起激活作用,仅少部分试剂具有抑

制作用。所有试剂对总蛋白酶均表现为激活作

用,对 强 碱 性 胰 蛋 白 酶 抑 制 作 用 最 高 的 为

5mmol/LCaCl2,仅有5mmol/LDTT对弱碱性

胰蛋白酶有抑制作用,对胰凝乳蛋白酶抑制效果

最佳的为10mmol/LEGTA。本研究与前人结

果差异原因可能是梨星毛虫的中肠蛋白酶对抑制

剂具有选择性,即某种抑制剂对其他昆虫具有抑

制作用,但对梨星毛虫却具有激活作用。另外,也
可能与昆虫对抑制剂的敏感程度有关。有研究

者[20-21]发现,只有斜纹夜蛾的1龄幼虫在饲喂含

有大豆胰蛋白酶抑制剂的饲料时生长速度降低,
但整体发育仅延迟大约1d,同样,在对马铃薯甲

虫Leptinotarsadecemlineata 的研究中也发现,
仅有1龄、2龄幼虫对水稻半胱氨酸蛋白酶抑制

剂敏感。
同种抑制剂在不同浓度抑制作用差异较大。

对美洲条螟Diatraeasaccharalis的研究表明,随
着抑制剂ApTI浓度的增加,胰蛋白酶和胰凝乳

蛋白酶活性均呈下降趋势[22]。本研究发现,在总

蛋白酶中,除处理组DTT与TPCK外,其他试剂

均为高浓度的激活作用大于低浓度;在强碱性胰

蛋白酶中,CaCl2 在高浓度时表现激活作用,低浓

度时则表现抑制作用,与之相反的是试剂IAA在

低浓度表现激活作用,在高浓度则与对照组差异

不大。其差异原因可能在于不同昆虫间具有物种

差异性,且不同抑制剂处理组的抑制活性本身差

异较大,不同浓度作用于昆虫中肠蛋白酶时就会

产生不同的作用效果。本研究结果显示:低浓度

的CaCl2 对强碱性胰蛋白酶有较强的抑制作用,
高浓度CaCl2 则起激活作用。可能与不同浓度下

钙离子与目标蛋白酶活性位点的结合情况不同

有关。
由于昆虫在进化过程中形成了不同的取食习

性,因此,发挥主要功能的中肠蛋白酶也具有差

异。例如,鞘翅目和半翅目倾向于利用半胱氨酸

蛋白酶,而膜翅目、双翅目、鳞翅目和直翅目倾向

于利用丝氨酸蛋白酶[23]。本研究结果表明,强碱

性胰蛋白酶的活性在梨星毛虫幼虫各龄期整体偏

高,说明梨星毛虫主要倾向于利用强碱性胰蛋白

酶进行消化吸收。

4 结 论

本研究测定出梨星毛虫幼虫4龄的中肠蛋白

酶具有最高酶活性,在此龄期进行抑制剂筛选发

现,不同浓度及种类试剂对4种中肠蛋白酶活性

影响差异显著,所有试剂对总蛋白酶均表现为激

活作用,5mmol/LCaCl2 对强碱性胰蛋白酶抑制

作用最高,仅5mmol/LDTT对弱碱性胰蛋白酶

有抑制作用,对胰凝乳蛋白酶抑制效果最佳的为

10mmol/LEGTA。本试验为后续抑制剂对梨

星毛虫的体内活性作用的研究提供了参考依据,
便于明确抑制剂对梨星毛虫生长发育的影响,为
以中肠蛋白酶为靶标,研发含抑制剂的生物源药

剂或转基因作物的绿色防控提供参考。
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EffectsofInhibitorsandActivatorsonProteaseActivity
intheMidgutofIlliberispruni

DONGYanlu1,ZHANGZhanli2,WUJiangbo3,CHENWei1,
YUANXiangqun1andLIYiping1

(1.KeyLaboratoryofIntegratedPestManagementonCropsinNorthwesternLoessPlateau,MinistryofAgricultureandRural
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ProtectionStation,Xi’an 710003,China;3.YichuanCountyAgriculturalTechnology

ExtensionandServiceCenter,YichuanShannxi 716200,China)

Abstract Thispaperaimstoinvestigatetheeffectsofdifferentinhibitorsandactivatorsonthemidgut
proteaseactivityoftheIlliberispruni.Determinationoftheactivitiesoffourmidgutproteases(total
protease,high-alkalinetrypsin,low-alkalinetrypsinandchymotrypsin)indifferentinstarlarvaeof
Illiberisprunibybiochemicaltechniques,andthentheeffectsofproteaseactivators(EDTA,MgCl2,

EGTA,MgCl2)andinhibitors(PMSF,TPCK,STI,TLCK,IAA,DTT)onthemidgutproteaseac-
tivityofIlliberispruniweredeterminedattheoptimumage(4thinstarlarvae).Theresultsshowed
thattotalprotease,high-alkalinetrypsin,low-alkalinetrypsinandchymotrypsinhavethehighesten-
zymaticactivitiesatthe4thinstar.Undertheoptimumconditions,allreagentshaveactivatingeffects
ontotalprotease;5mmol/LCaCl2havethehighestinhibitoryeffectonhigh-alkalinetrypsin;only5
mmol/LDTThaveinhibitoryeffectonlow-alkalinetrypsin;10mmol/LEGTAhavethebestinhibi-
toryeffectonchymotrypsin.Thescreenedinhibitorhasinhibitoryeffectonthemainmidgutproteases
ofIlliberispruni,whichhasreferencevalueforthedevelopmentofgreenpestcontroltechnologytar-
getinginsectmidgutproteases.
Keywords Illiberispruni;Midgut;Proteases;Active;Inhibitors
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