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摘要: 研究了松墨天牛幼虫、纵坑切梢小蠹幼虫和成虫消化酶的主要种类和活性。分析结果表明, 松墨天牛幼虫有

10种消化酶, 纵坑切梢小蠹幼虫和成虫有 8种消化酶。松墨天牛幼虫的消化酶活性大小排列顺序为: 果胶酶 >淀

粉酶 > Cx酶 >半纤维素酶 >转化酶 > 1, 4葡萄糖苷酶 > C1酶 >脂肪酶 >类胰蛋白酶 >胃蛋白酶; 小蠹幼虫和成

虫不含 Cx酶和 1, 4葡萄糖苷酶, 活性顺序均为:果胶酶 >淀粉酶 >半纤维素酶 >转化酶 > C1酶 >类胰蛋白酶 >

脂肪酶 >胃蛋白酶。在 55 、pH值 8. 6时,果胶酶活性最高。
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Abstract: The components and act iv ity of digestive enzymes ex tracted from larvae o fM onocham us alternatus, larvae

and adults o fTom icus p inip erda were ana lyzed in this paper. The results revealed tha,t there w ere 10 digestive en

zymes inM onocham us alternatus and 8 in Tom icus p inip erda. The activ ity order o f enzymes o f larvae ofM onocham us

alternatus arranged as pectinase> amy lase> endo 1, 4 g lucanase ( Cx ase) > hem icellu lase> invertase> 1, 4

glucosidase> exo 1, 4 g lucanase ( C1 ase) > lipase> trypsinlike enzym e> pepsin; and for larvae and adu lts of

Tom icus p in ip erda, the activity order of enzymed arranged as pectinase> amy lase> hem ice llulase> invertase> exo

1, 4 glucanase( C1 ase) > trypsin like enzyme> lipase> pepsin. There w ere no Cx ase and 1, 4 g lucosidase for

both larvae and adu lts o fTom icus p iniperda. The resu lt pect inase had the h ighest act iv ity under 55 and pH= 8. 6.

Key words: xy lophagous insec;t M onocham us alternatus; Tom icus p iniperda; digest ive enzyme

松墨天牛 (M onochamus alternatus Hope) , 又名

松褐天牛,幼虫主要在树干和枝条的韧皮部及木质

部蛀食危害, 破坏、切断输导组织, 造成树木枯死。

在松材线虫疫区, 它还是松材线虫病害的主要携带

者和传播者; 松墨天牛已成为我国南方广大松林最

具危险性的天牛
[ 1]
。纵坑切 梢小蠹 ( Tom icus

p inip erda L innaeus) ,又叫松小蠹, 是针叶树木的主要

蛀食性害虫, 主要取食树干的韧皮部和嫩梢,广泛分
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布于欧亚各国及美洲,危害严重时, 虫口密度急剧上

升,造成松林大面积死亡
[ 2]
。由于生活环境的隐蔽

性,危害性大,纵坑切梢小蠹已经成为重要的森林害

虫。前人对松墨天牛和纵坑切梢小蠹的分布危害情

况、生物学、生态学和防治技术等作了大量研究工

作,但是,这两种昆虫的消化生理生化, 特别是消化

酶的种类构成和活性比较的研究未见报道, 仅见关

于松墨天牛纤维素酶的相关报道
[ 1, 3~ 5]

。研究蛀干

昆虫消化酶,以期阐明两种昆虫的消化生理,弄清并

比较两种昆虫消化酶的种类和活性, 明确起主要消

化作用的酶及其活性的影响制约因素, 了解虫体如

何利用食物中的营养物质, 可以从消化酶的角度客

观地分析和反映两种昆虫对树木成分的分解利用情

况、分解速度及其影响因素。

1 材料与方法

1. 1 实验材料

1. 1. 1 昆虫来源 松墨天牛幼虫、纵坑切梢小蠹幼

虫及成虫采自云南省昆明市东北郊, 取云南松虫害

木段木质部中的个体大小近似、健康活跃的松墨天

牛老熟幼虫供试; 纵坑切梢小蠹取饲养在华山松

(P inus arm andi Franch. )木段韧皮部中的个体大小

近似、龄期一致的幼虫和成虫供试。

1. 1. 2 实验试剂 羧甲基纤维素钠 ( LR ); 水杨素、

木聚糖、果胶、干酪素、半乳糖醛酸、D木糖、L酪氨

酸均为生化试剂; 医用甲级脱脂棉; 100%特级初榨

橄榄油; 可溶性淀粉 ( AR ); 蔗糖 ( AR ) ; 葡萄糖

(AR)。

1. 2 实验设计

1. 2. 1 混合酶液的制备 按索风梅等
[ 1 ]
和殷幼平

等
[ 6]
方法,解剖取出松墨天牛老熟幼虫完整消化道,

在乙酸 乙酸钠缓冲液 ( 0. 2mo l# L
- 1
, pH值 4. 6)中

匀浆, 匀浆液离心后取上清液贮于 - 80 冰箱中作

为供测酶液, 以检测果胶酶、淀粉酶、纤维素酶系

( Cx酶、C1酶和 1, 4葡萄糖苷酶 )、半纤维素酶、

转化酶及其活性。

检测天牛脂肪酶、胃蛋白酶和类胰蛋白酶活性

时所需的混合酶液的制备方法同上, 只须参照潘鲁

清等
[ 7]
方法将溶剂乙酸 -乙酸钠缓冲液体系换成重

蒸水即可,对于脂肪酶则直接取部分离心前的匀浆

液进行活性测定即可。

小蠹幼虫和成虫的混合酶液制备方法与天牛的

相同,由于小蠹虫虫体较小, 不便于解剖取完整消化

道,本实验直接取整虫加溶剂进行破碎匀浆、离心。

1. 2. 2 酶解产物标准溶液的配制和标准曲线的绘

制 ( 1)葡萄糖标准溶液的配制和标准曲线的绘

制:按照生物化学实验指导
[ 8]
的方法进行。绘出的

标准曲线可用于淀粉酶、纤维素酶系和转化酶活性

测定的结果。 ( 2)半乳糖醛酸标准溶液的配制和标

准曲线的绘制:溶液配制和曲线绘制方法同葡萄糖,

此标准曲线可用于果胶酶活性测定的结果。 ( 3)木

糖标准溶液的配制和标准曲线的绘制: 方法同上, 此

标准曲线可用于半纤维素酶活性测定的结果。 ( 4)

酪氨酸标准溶液的配制和标准曲线的绘制: 准确称

取 105 下干燥至恒质量的 L酪氨酸 0. 100 g,用 1

mo l# L
- 1

HC l溶解定容至 100mL,即为 1mg# mL
- 1

的酪氨酸溶液。吸取 1 mg# mL
- 1
的酪氨酸标准溶

液 10mL,用 0. 1mol# L
- 1

HC l定容至 100mL,即得

100 g# mL
- 1
酪氨酸标准溶液, 用 Fo lin酚显色法

绘制出标准曲线。此标准曲线可用于胃蛋白酶和类

胰蛋白酶活性测定的结果。

1. 2. 3 酶活性的测定 ( 1 ) Cx酶、半纤维素酶、果

胶酶、淀粉酶、转化酶、 1, 4葡萄糖苷酶和 C1酶均

用 DNS比色法测定酶活性。分别配制上述各酶作

用的对应底物溶液: 1%羧甲基纤维素钠、1%木聚

糖、1%果胶、1%可溶性淀粉、1%蔗糖、1%水杨素和

脱脂棉,于 50 ( C1酶为 45 )下分别测定各酶的

活性。以上底物溶液均用乙酸 -乙酸钠缓冲液 ( 0. 2

mo l# L
- 1
, pH值 4. 6)配制。设置 1组对照, 3个平

行组。取上述底物溶液 2 mL( C1酶测定为每组取

50 mg脱脂棉 ), 对照组加入 DNS显色剂 1. 6 mL, 于

50 水浴中预热 5 ~ 10 m in, 加入酶液 0. 2 mL混

匀,在 50 水浴中保温反应 30m in( C1酶测定为 45

保温 24 h)后取出, 立即加入 DNS显色剂 1. 6 mL

(对照除外 ), 充分摇匀后于沸水浴中显色 5 m in, 流

水冷却, 蒸馏水定容至 20 mL, 充分混匀。以对照组

为空白调零, 在 540 nm波长下测吸光度值。根据 3

个平行组吸光度的平均值, 在相应的标准曲线上查

出对应的还原糖含量,按下式计算酶活性。以实验

条件下单位虫体质量 ( g)、单位时间 ( h)由底物经酶

促反应生成 1 mo l还原糖所需的酶量定义为一个

酶活力单位 (U )
[ 1, 7, 9~ 10]

。

酶活力 ( U# g
- 1

) =
还原糖含量 /mg ∃ 酶液定容总体积 /mL ∃ 稀释倍数 ∃ 10

3

酶液加入量 /mL ∃ 虫体总质量 /g ∃ 时间 /h ∃还原糖摩尔质量
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( 2)胃蛋白酶和类胰蛋白酶活性均用 Fo lin酚

法测定
[ 7, 9~ 10 ]

。用 0. 2mo l# L
- 1
、pH值 3. 0的柠檬

酸 -磷酸氢二钠缓冲液稀释配制的 0. 5%酪素溶液

作为胃蛋白酶的底物, 用 0. 02 mo l# L
- 1
、pH值 7. 5

的磷酸缓冲液稀释配制的 0. 5%酪素溶液作为类胰

蛋白酶的底物,分别于 37 下测定酶活性。

设置 1组对照, 3个平行组。取上述底物溶液 2

mL, 0. 04 mol# L
- 1

EDTA N a2 0. 1 mL,上文提及的对

应缓冲液 0. 4 mL, 酶液 0. 5 mL,混匀,在 37 水浴

中保温反应 15 m in后取出,立即加入 10%三氯乙酸

3 mL,摇匀以终止反应 (对照组的酶液和三氯乙酸

加入顺序相反 ), 4 000 r# m in
- 1
条件下离心 10 m in,

取上清液 1 mL,用 Fo lin酚试剂测定酪氨酸的生成,

于 680 nm处测吸光度值。以实验条件下单位虫体

质量 ( g )、单位时间 ( h)由底物经酶促反应生成 1

mo l酪氨酸所需的酶量定义为一个酶活力单位

(U )。 ( 3)脂肪酶活性用碱溶液滴定法测定
[ 7, 11]
。

在对照组和平行组中分别加入 0. 025 mo l# L
- 1
、pH

值 7. 5的磷酸缓冲液 5 mL, 聚乙烯醇橄榄油乳化液

4 mL, 20%牛磺胆酸钠溶液 0. 4mL,于 40 水浴中

预热 5m in,加入含有酶液的匀浆液 1mL,对照同时

加入 95%乙醇 15mL混匀, 在 40 水浴中保温反应

15 m in后取出, 立即在平行组中加入 95% 乙醇 15

mL,同时分别加入酚酞指示剂各 3滴,用 0. 05mo l#

L
- 1
的氢氧化钠标准溶液滴定产生的脂肪酸。以 1

mL酶液在 40 下作用于聚乙烯醇橄榄油乳化液

15 m in,最后消耗 1mL 0. 05 mo l# L
- 1
氢氧化钠, 作

为 100个活性单位 ( U )。

1. 2. 4 果胶酶性质测定 ( 1)果胶酶最适作用温

度的测定分别以 25、30、35、40、45、50、55、60、65、70

恒温水浴保温反应液 30 m in后进行酶活性测定,

测定方法同 1. 2. 3( 1)。

( 2)果胶酶最适作用 pH值的测定 分别用 pH

值 2. 6、3. 2、3. 8、4. 4、5. 0、5. 6、6. 2、6. 8、7. 4、8. 0、

8. 6、9. 2梯度的 N a2HPO 4 - 柠檬酸缓冲液 ( 0. 2 mol

# L
- 1

)配制 1%果胶底物溶液, 同 1. 2. 3( 1)进行酶

活性测定。

2 结果与分析

2. 1 两种昆虫的消化酶种类构成

从松墨天牛幼虫的消化道中检测到纤维素酶系

( Cx酶、C1酶和 1, 4葡萄糖苷酶 )、半纤维素酶、

果胶酶、淀粉酶、转化酶、类胰蛋白酶、胃蛋白酶和脂

肪酶。纵坑切梢小蠹幼虫和成虫的消化酶中均检测

出 C1酶、半纤维素酶、果胶酶、淀粉酶、转化酶、类胰

蛋白酶和脂肪酶,小蠹幼虫和成虫均未检测出胃蛋

白酶活性,同时也未检测出构成纤维素酶系的两种

组分酶 ( Cx酶和 1, 4葡萄糖苷酶 ) ,这一结果支持

了小蠹虫不具备完整纤维素酶系
[ 12]
的观点 (表 1)。

从上面的结果中可以看出: 同样是以松属植物

作为寄主的蛀干昆虫,松墨天牛 (天牛科 )和纵坑切

梢小蠹 (小蠹科 )虽然隶属于不同的科, 但是从消化

酶的构成来看二者却极其相似, 唯一不同的就是松

墨天牛具有完整纤维素酶系, 而纵坑切梢小蠹只含

C1酶。因此, 在一定程度上, 消化生理的相似性反

映出蛀干昆虫食性和取食行为的相似性。这两种昆

虫食性和取食行为的差异: 松墨天牛既可钻蛀寄主

韧皮部,也可以钻蛀木质部,但纵坑切梢小蠹只取食

韧皮组织,可能是松墨天牛具有完整纤维素酶系而

纵坑切梢小蠹不具备的原因。另一方面, 两种昆虫

体内存在的消化酶的种类也反映出这两种蛀干昆虫

所需求的松属寄主树的营养成分构成是以多糖类有

机质为主体。

表 1 松墨天牛和纵坑切梢小蠹体内消化酶种类和活性比较

虫种及虫态

消化酶 / (U# g- 1 )

果胶酶 淀粉酶 Cx酶
半纤维

素酶
转化酶

1, 4葡萄

糖苷酶
C 1酶 脂肪酶

类胰蛋

白酶
胃蛋白酶

天牛幼虫 872. 52 156. 94 152. 12 73. 00 48. 87 43. 33 28. 88 7. 50 3. 25 1. 17

小蠹幼虫 7 180. 06 3 889. 85 - 1 225. 42 808. 14 - 197. 19 57. 50 58. 61 0. 0

小蠹成虫 10 102. 25 3 338. 73 - 2 403. 16 953. 92 - 190. 78 12. 50 15. 31 0. 0

注:上表中  - !处表示不含此酶;  0!表示未检测到活性,但尚不能确证是否存在此酶。

2. 2 两种昆虫的消化酶活性比较

从天牛幼虫和小蠹幼虫及成虫消化酶活性测定

的结果来看,各种酶的活性大小排列顺序在两种昆

虫中基本一致 (表 1), 这个结果间接反映了两种昆

虫食性的相似性,一定程度上说明了蛀干昆虫对于

食物中各种营养成分的依赖和利用程度的多少具有

某些共同的规律性:果胶、淀粉和纤维物质等简单的

均一多糖是两种昆虫大量需要消化吸收的营养成
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分,这些营养成分对于蛀干昆虫正常的生长发育应

该是至关重要的。酶活性测定的结果一定程度上可

以体现两种昆虫的营养利用状态指标, 例如实验测

出的果胶酶活性占所测定酶总活性的 50%以上, 说

明两种昆虫摄取的食物最终能够真正被消化利用的

养分中可能有一半左右是果胶, 这也从侧面一定程

度地反映出树木中各种成分被分解利用的状况。该

实验除了反应环境要求相对苛刻且活性较低的类胰

蛋白酶 (偏碱性环境 )、胃蛋白酶 (酸性环境 )和脂肪

酶 (偏碱性环境 )外, 其余消化酶几乎都在同等温度

( 50 )和 pH ( 4. 6)条件下 (除 C1酶为 45 、pH值

5. 0外 )进行活性测定,力求模拟昆虫活体内多种酶

共同作用时较为统一的环境, 增加试验结果的客观

性和酶活性结果之间的可比性。试验结果一致表明

果胶酶活性远远高于其它酶的活性 (相比酶活性排

在第 2位的淀粉酶最少也高出近 2倍 ) ,因此推断果

胶酶是两种昆虫重要的关键消化酶, 而淀粉酶活性

居其次, 天牛幼虫的 Cx酶、半纤维素酶和小蠹幼虫

及成虫的半纤维素酶活性相对也很高, 因此它们在

虫体的食物消化过程中也起着非常重要的作用, 而

蛋白酶和脂肪酶活性都排在最后, 且在酶活性大小

的排序中,所有的糖类水解酶活性都高于蛋白酶和

脂肪酶的活性, 推测蛋白酶和脂肪酶在这两种蛀干

昆虫体内发挥作用的空间较小, 这与蛀干昆虫的食

性和食物成分有关,充分体现了植食性的特点,也反

映出多糖类物质是寄主树木中被主要消耗和利用的

部分, 是蛀干昆虫的主要营养来源。类胰蛋白酶活

性都远高于胃蛋白酶活性, 表明类胰蛋白酶对于蛋

白质的水解能力比胃蛋白酶强, 这也从一个侧面反

映出体内消化酶分泌水平的调节是以能应对内外环

境的变化为原则,以对内外环境的适应性为指导。

从小蠹虫与天牛的各对应消化酶活性的比较

中可看出: 相同的消化酶, 在小蠹虫体内的活性要

远远高于在天牛体内的活性, 可能小蠹虫对营养物

质的利用效率更高, 也可能小蠹虫对营养物质的相

对需求量 (即相对进食量 )更大, 或者二者皆有。

从表 1可发现, 小蠹幼虫与成虫相比, 虽然果胶酶

和半纤维素酶活性较低,但是脂肪酶和类胰蛋白酶

活性却高出很多倍, 可能是在幼虫期小蠹虫生长发

育对于脂肪和蛋白质具有一定的需求, 进入成虫

期, 用于生长发育和身体建造的营养物质需求渐

小, 而用于旺盛的新陈代谢所需的能量物质需求增

多。因此, 随着虫体的成长, 更多的果胶和半纤维

素等多糖类物质成为虫体新陈代谢和生长发育的

必需品, 而对于脂肪和蛋白质的需求则逐渐减少。

这一结果说明不同发育期,虫体对于营养成分的需

求及需求比例是不同的。虫体要维持正常的生长

发育和生殖,必须在不同发育阶段对摄取的食物进

行选择性的消化吸收。有相关研究报道称
[ 13]

, 碳

水化合物和蛋白质都是昆虫营养上所必需的,但是

两者的比例即氮碳比 ( N /C )对昆虫生长发育有很

大影响。在幼虫不同的发育阶段所需 N /C不同,

幼虫生长初期需要含蛋白质较多的食物, 而后期则

需碳水化合物较多的食物。

2. 3 温度对果胶酶活性的影响

温度对酶的作用具有双重影响
[ 14]

:一方面升高

温度增加底物分子的热能, 加速酶的反应速率; 另一

方面较高的温度导致酶蛋白变性而丧失催化活性。

因此,每一种酶的催化反应都有适宜的温度范围和

最适温度。

小蠹幼虫果胶酶活性随温度变化的实验表明

(图 1) ,温度逐渐升高, 果胶酶活性也随之增强, 随

着温度的变化,酶活性存在着一个最大值,出现这个

最大值时对应的温度即为最适作用温度, 而超过最

适温度继续加温, 活性不增反而骤降下来。从果胶

酶测定的结果可看出, 55 是其最适温度, 大于或

小于此温度, 酶活性都将逐渐降低,而其适宜作用温

区 (酶活性均在最适点的 80%以上 )为 50~ 65 。

2. 4 溶液 pH值对果胶酶活性的影响

pH值主要是通过改变不同酸碱条件下酶分子和

底物分子中基团的解离状态, 从而影响酶分子的构象

以及酶与底物的结合能力和催化活性。因此,每一种

酶都有其各自的适宜 pH值范围和最适 pH值。

天牛幼虫和小蠹幼虫果胶酶活性随反应 pH

值变化的研究表明, 两种昆虫体内的果胶酶在应

对一系列不同的 pH值反应环境时表达出极其近

似的活性曲线 (图 2 ) , 从这一组曲线中可以看

出: 果胶酶具有很广泛的 pH 值作用范围 (从 pH

值 3. 0 ~ 9. 2以上 ) , 随着 pH值逐渐升高, 酶活性

一开始呈现很缓和的增加, 到 pH 值刚过 6, 特别

是 pH值 8时活性陡然上升, 到 pH值 8. 6时活性

出现最大值, 即为其最适作用 pH值, 超过最适值

8. 6继续提升 pH值, 酶活性又陡然下降, 大于或

小于最适 pH 值, 酶活性都将迅速降低, 因此 , 果

胶酶适宜作用的 pH值范围 (酶活性均在最适点

的 80%以上 )相对较窄: 8. 0~ 9. 2。
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图 1 温度对吸光度 (即果胶酶活性 )的影响

注:酶活性与吸光度值呈线性相关,因此温度对吸光

度的影响也就反映了温度对酶活性的影响。 图 2 反应液 pH值对吸光度 (即果胶酶活性 )的影响

3 讨论

已有研究报道称, 一些天牛体内具有消化纤

维素的完整酶系
[ 1 5, 16 ]

, 能真正消化、利用食物中

的纤维素成分。该实验对松墨天牛的研究结果

也充分验证了这一结论, 但对于纤维素酶的来源

问题尚存在争议: 有认为是天牛自身分泌的内源

性酶; 也有赞成纤维素的消化是天牛肠道内共生

微生物作用的结果, 因此酶的来源问题仍有待进

一步的研究证实。小蠹虫不具有完整的纤维素

酶系, 在纤维消化方面仅能分泌纤维二糖酶
[ 12 ]

(即 1, 4葡萄糖苷酶 )。该研究结果支持小蠹

虫纤维素酶系不完整的观点, 但对于具体存在的

酶却有不同的结论: 检测到 C1酶和半纤维素酶,

而不含 Cx酶和纤维二糖酶。

比较两种昆虫各对应的消化酶活性,可看出: 小

蠹虫的酶活性均比天牛高很多, 可能小蠹虫对营养

物质的利用效率更高,也可能小蠹虫对营养物质的

相对需求量 (即相对进食量 )更大, 或者二者皆有。

从虫体大小来看,不论是幼虫还是成虫,天牛都远远

大于小蠹虫,绝对取食量也是小蠹虫的许多倍。产

生这种  相悖 !现象的原因尚待深入研究探讨, 是否

暗示了生物个体 (生物量 )越大, 对能量物质的利用

和转化效率却越低的可能?

对于小蠹幼虫和成虫的实验均未检测出胃蛋白

酶的存在 (活性为 0) ,可能因为胃蛋白酶含量很低,

而实验采用的反应条件不是最适或方法不够灵敏,

未能检测出来;或是小蠹虫本身不含胃蛋白酶,而以

类胰蛋白酶来弥补和实现对蛋白质的利用。两种昆

虫的脂肪酶活性都较低, 这可能与食物成分中脂肪

相对含量不很高有关。当然也有可能是采用的方法

不够灵敏,尚须改进;或是这两种昆虫本身体内分泌

的脂肪酶就很少,而是与酯酶共同来完成对脂类的

消化。

该研究测定了两种昆虫体内的果胶酶、淀粉酶

等 10种消化酶,但并不是说这两种昆虫体内就没有

其它消化酶的存在,已有报道天牛体内存在麦芽糖

酶
[ 17 ]

,天牛和小蠹虫体内存在酯酶
[ 18 ]
等。

在植物体中, 果胶主要以果胶酸钙的形式大量

存在于植物细胞壁中, 淀粉则是一种在植物中广泛

存在、能够被果胶酶
[ 13]
、淀粉酶等多种消化酶作用

的最容易被消化吸收的多糖, 纤维素和半纤维素是

蛀干昆虫寄主主要的组成成分。推测由于在寄主植

物中这些物质含量较高、分布广泛、营养丰富且相对

容易利用,因此, 在长期的进化过程中, 这些物质被

选择作为蛀干昆虫大量需求的主要营养成分, 也因

此成为树木中被分解利用的主要成分。

对活性最高的果胶酶进行离体条件下的性质测

定结果表明, 果胶酶在 55 、pH值 8. 6情况下有着

最高的酶活性。在蛀干昆虫正常的体内环境中, pH

值 8. 6是可能出现的,但 55 的高温是不可能出现

的,如果没有其它因素的影响, 这个结果只能说明:

正常情况下, 两种昆虫体内果胶酶的催化反应都处

在低于最适温度的状况中, 因此,仅就果胶酶而言高

温条件下还有很大的作用潜力, 可能蛀干昆虫对于

热的耐受程度存在着很大的潜力, 有着很强的环境
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