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摘 要：采用 CEA 亲和层析法对家蝇 AChE 进行纯化，测定了不同温度、pH 值、ATChI 浓度、DTNB 浓度对 AChE 活性的影响，并测
定了不同杀虫剂对纯酶和粗酶的抑制作用。结果表明，CEA 纯化倍数为 672.36，产率为 34.68%；当温度为 35 ℃时，粗酶和纯酶的
AChE 活性最高；当 pH＝7.2 时，纯化后 AChE 的活性最高，随后随着 pH 的升高 AChE 的活性反呈下降趋势；当 pH＝7.8 时，粗酶
AChE 活性最高；当底物浓度的 2 500 μmol·L-1 时，纯化 AChE 活性达到最大值，当底物浓度为 1 500 μmol·L-1 时，粗酶活性达到最大
值；粗酶和纯化的 AChE 活性的两个波峰出现在 DTNB 浓度为 0.2 mol·L-1 和 0.4 mol·L-1 时；仲丁威、乙酰甲胺磷、速灭威、甲胺磷、
毒死蜱、克百威、抗蚜威、灭多威和辛硫磷等 9 种杀虫剂对粗酶和纯酶 AChE 的 IC50 比值都大于 6，甲萘威对纯酶和粗酶 AChE 的
IC50 比值为 4.826，二嗪磷的为 1.184，三唑磷的为 0.099。
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Abstract：Acethlcholinesterase（AChE, EC3.1.1.7）is an important enzyme sources in enzyme-based methods for pesticide instant determi－
nation. In this study, 3-carboxyphenyl ethydimethyl ammonium（CEA）method was adopted to purify AChE from housefly（Musca domestica）.
The effects of reaction temperature，pH，ATChI concentration，and DTNB concentration on the purified and crude AChE activities were in－
vestigated. Also, the inhibitory effects of different insecticides on the purified and crude AChE activities were measured. The results showed
that AChE purification fold can be reached to 672.36 when the yield was 34.68%. Significantly highest purified AChE activity was observed
when the experiment conditions were 35 ℃，pH7.2，2 500 μmol·L-1 ATChI and 0.2 mol·L-1 DTNB. In addition, significantly highest crude
AChE enzyme activities were observed at 35 ℃，pH7.8，1 500 μmol·L-1 ATChI，0.4 mol·L-1 DTNB. The IC50 ratio of crude and purified
AChE, caused by fenobucarb, acephate，metolcarb，methamidophos，chlorpyrifos，carbofuran，pirimicarb，methomyl，phoxim were more than
6. The IC50 ratio were 4.826，1.184 and 0.099 caused by carbaryl, diazinon and triazophos, respectively. The results showed that purified
AChE is more sensitive to tested insecticides than crude AChE, but the sensitivity may depend on chemical structure of insecticides and re－
action conditions, which indicated the purified AChE-based methods for instant pesticides determination are more effective and useful at
optimized conditions.
Keywords：Musca domestica; acetylcholinesterase; purification; insecticides susceptibility

乙 酰 胆 碱 酯 酶（Acetylcholinesterase，AChE，

EC3.1.1.7） 是有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂的靶标

酶[1-2]。因此，AChE 成为农药残留酶抑制分析法中酶

的重要来源之一 [3]，而家蝇成虫是酶抑制法中 AChE
的重要来源[4-5]。在昆虫的粗匀浆液中，除 AChE 外还

混有其他蛋白质，尤其是水解酶类对生化反应的结果

会有影响[6]。在生化反应中，这些蛋白质可能会降解

AChE 的抑制剂或作为结合蛋白使抑制剂有效浓度

降低[7]，这些都会影响到以 AChE 为酶源的农药残留

快速检测的灵敏度。因此家蝇 AChE 分离和纯化对于
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研究其AChE 性质，保证各批次的酶稳定，提高家蝇

AChE 对有机磷及氨基甲酸酯类农药的灵敏度等都

具有重要意义。本文采用 3-羧基苯基-乙基二甲基铵

（3-carboxyphenyl ethydimethyl ammonium，CEA） 亲和

层析法对家蝇 AChE 进行纯化，对其特性进行分析，

并对家蝇不同纯度的 AChE 的药剂敏感性进行比较

分析，为农药残留快速检测提供研究方法和理论依

据。

1 材料与方法

1.1 供试试剂与主要仪器

葡聚糖凝胶（Sephadex G-200，Amersham 公司产

品）；溴化氰活化的琼脂糖凝 4B（CNBr-Sepharose 4B，

Amersham 公司产品）；3-二甲基氨基苯甲酸（Aldrich
公司产品）；乙基碘（Fluka 公司产品）；四乙基碘化铵

（上海试剂一厂产品）；1，6-己二胺 （上海试剂一厂产

品）；固蓝 RR 盐（Fluka 公司产品）；毒扁豆碱（Fluka
公司产品）；碘化硫代乙酰胆碱（ATChI，Fluka 公司产

品）；二硫双对硝基苯甲酸（DTNB，上海化学试剂厂产

品）；丙烯酰胺（Acr，上海化学试剂公司产品）；N，N’-
亚甲双丙烯酰胺（Bis，上海化学试剂公司产品）；四甲

基乙烯二胺（TEMED，上海生物工程公司产品）；其他

试剂均为国产分析纯。
80.3%三唑磷（triazophos）原药（浙江新农化工股

份有限公司）；95％二嗪磷（diazinon）原药（浙江禾本

农药化学有限公司）；95％毒死蜱 （chlorpyrifos） 原药

（美国陶氏益农公司）；98％乙酰甲胺磷 （acephate）原

药 （湖南益阳市农药厂）；70.3％甲胺磷（methami－
dophos）原药（江苏东海农药厂）；97％克百威（carbo－
furan） 原 药 （湖 北 武 穴 市 农 药 厂）；87.3％辛 硫 磷

（phoxim）原药（南京第一农药厂）；96％速灭威（metol－
carb）原药（上海东风农药厂）；98％仲丁威（fenobucarb
EC）原药（常州长益化工有限公司）；90％抗蚜威（pir－
imicarb）原药（无锡农药厂）；99％残杀威（propoxur）原

药 （湖南海利化工股份有限公司）；98％甲萘威（car－
baryl）原药（湖南海利化工股份有限公司）；85%灭多

威（methomyl）原药（江苏南通农药厂）。
Multiskan MK3 型酶标仪 （Thermo Electron Cor－

poration）；UV-1600 型紫外分光光度计 （北京瑞利分

析仪器公司）；高速冷冻离心机（RF-3200，Eppendoff
公司）；层析柱（1.5×55 cm，上海玻璃仪器厂）；层析冷

柜（LRH-300-GSⅡ，广东省医疗器械厂）；自动部分

收集器（上海沪西分析仪器厂 BSZ-160）；衡流泵（上

海沪西分析仪器厂 HL-2 型）；核酸蛋白检测仪（上海

琪 特 分 析 仪 器 有 限 公 司 HD -21 -88）； 记 录 仪

（LM14A-Y（t），上海大华仪表厂）。
1.2 酶源制备

家蝇最初采自福州，为福建省农业科学院植物保

护研究所室内长期饲养的种群。取羽化 3 d 的家蝇成

虫（雌雄比 l∶1），置于-20 ℃ 冻箱中冰冻致死，取出称

重后，加入等质量的 PBS（0.01 mol·L-1，pH7.2）缓冲

液，研磨后加入适量的 PBS，在 4℃下搅拌 24 h，8 000 g
4 ℃离心 15 min，分离上清液，沉淀物用上述方法重

复抽提一次。将两次所得的上清液混合后，在 4℃下

搅拌 24 h，8 000 g 4 ℃离心 15 min，收集上清液即为

粗酶提取液。
1.3 CEA 的制备

参照 Massoulie 等[8]方法，称 5 g 3-二甲基氨基苯

甲酸和 50 mL 丙酮于 250 mL 圆底烧瓶中，加入 10 mL
乙基碘溶解，混合物在 60℃条件下搅拌 24 h。
1.4 手臂的偶联

参照 Massoulie 等 [8]方法，取 2 g CNBr-Sepharose
4B 加入偶联缓冲液（10.9 g Na2CO3+ 8.4 g NaHCO3 +
1 L 水，pH 10）10 mL，再加过量已熔 1，6-己二胺 4
mL，用 HCl（0.1 mol·L-1）将 pH 调至 10，在室温搅拌过

夜（勿用磁力搅拌器），用乙醇胺 5 mL（1 mol·L-1 pH
8.0）温育以封闭残余的活性基团，搅匀后在室温静置

12 h，用蒸馏水洗 3~5 遍。
1.5 配体与手臂偶联

参照 Massoulie 等 [8]方法，取 0.2 g CEA 溶解于

NaOH，加到 10 mL 上述处理过的 CNBr-Sepharose 4B
中，悬于蒸馏水中，用 HCl（0.1 mol·L-1）将 pH 值调至

4，偶联反应在室温中进行 24 h，加 1 mL 乙酸酐进行

乙酰化，降低自由氨基之间的离子交换作用，用 8 mol
NaOH 溶液将 pH 保持在 4~6 之间，室温反应 12 h，然

后凝胶依次用过量的蒸馏水，1 mol NaCl 和蒸馏水冲

洗，即为亲和凝胶。
1.6 乙酰胆碱酯酶纯化

参照 Massoulie 等[8]方法，将上述凝胶装柱（长×直

径＝7.5 cm×1.5 cm）后用 3 个柱体积 PBS 洗脱，加样后

先用 0.4 mol·L-1 NaCl 的 PBS 洗脱 4~6 个柱体积，再

用含 0.2% 四乙基碘化铵的 PBS 洗下 AChE，洗脱 3
个柱体积，最后用 2 mol·L-1 NaCl 的 PBS 缓冲液洗

脱，以除去残留的 AChE 和其他蛋白质。洗脱速度稳

定为 26 mL·h-1，每 6 min 收集一管，每管收集2.6 mL。
整个实验过程温度控制在 4℃左右。
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图 1 CEA 亲和层析纯化家蝇 AChE
Figure 1 CEA affinity chromatography of AChE from housefly Musca domestica
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1.7 蛋白质含量的测定

参照 Braford[9]记述的考马斯亮蓝 G-250 染色法

测定，以牛血清白蛋白为标准蛋白。
1.8 乙酰胆碱酯酶活性测定

参照 Ellman[10]、Zhu 等 [11]的终点法测定 AChE 的

活性。反应体系为：2.55 mL pH 7.0 的 PBS 缓冲液，酶

液 200 μL，75 mmol·L-1 ATChI 50 μL 和 10 mmol·L-1

DTNB 100 μL，在 27℃下水浴 15 min，然后加 1 mmol·
L-1 毒扁豆碱 100 μL，终止反应。用 UV－1600 型分光

光度计在 412 nm 波长下测定 OD 值，设置 3 次重复。
1.9 不同温度、pH 值、ATChI 和 DTNB 对 AChE 活性

的影响

采用 Ellman[10]、Zhu 等[11]的终点法测定不同水浴

温度对 AChE 酶活的影响。分别在 5℃、15℃、25 ℃、
35 ℃、45 ℃、55 ℃、65 ℃、75 ℃、85 ℃水浴条件下测定

纯化前后 AChE 活性。
采用 Ellman[10]、Zhu 等[11]的终点法测定在不同 pH

值对 AChE 酶活的影响。分别在 pH 为 5.0、5.6、5.8、
6.0、6.2、6.4、6.6、6.8、7.0、7.2、7.4、7.6、7.8、8.0、9.0 PB
缓冲反应体系中测定纯化前后 AChE 活性。

采用 Ellman[10]、Zhu 等[11]的终点法测定 ATChI 不

同浓度对纯化前后 AChE 酶活的影响。反应 ATChI 浓

度分别为 750、830、940、1 070、1 250、1 500、1 870、
2 500、3 750、7 500 μmol·L-1。

采用 Ellman[10]、Zhu 等[11]的终点法测定不同 DTNB
浓度对纯化前后 AChE 酶活的影响。DTNB 反应浓度

分别为 0.005、0.01、0.05、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、
0.8、0.9 mol·L-1。
1.10 杀虫剂抑制作用测定方法

反应体系为 300 μL，1.5 mmol·L-1 ATChI 100 μL，

0.45 mmol·L-1 DTNB 100 μL，酶量分别为 10、20、40、

60、80 μL，在 96 孔酶标板中依次加样后，用酶标仪

（Multiskan MK3，Thermo Electron Corporation） 测定并

记录在 405 nm 波长下的光密度值，以酶量（mL）为自

变量，以 OD 值为纵坐标，求酶活力曲线，计算乙酰胆

碱酯酶的比活力 OD405·（mgPr.·15 min）-1。酶活力单位

（U） 定义为单位时间内每毫克蛋白催化 1 毫摩尔底

物（ATChI）的酶量，表示为每毫克蛋白单位时间内

OD 值的变化。杀虫剂抑制试验中以不同浓度溶液代

替缓冲液，在室温下抑制 3 min 后，加入底物、显色剂

后测定 OD 值，每个药剂至少设置 8 个浓度，根据下

式计算抑制率，按 Finney 机率值分析法[13]求得斜率（b
值）、抑制中浓度（IC50）和 95%置信区间（95%CI），统

计分析用 Polo 软件[13]，

抑制率（%）=[（对照酶活力值-处理组酶活力值）/
对照酶活力值]×100

2 结果与分析

2.1 AChE 的 CEA 亲和层析纯化

从 AChE 的洗脱曲线（图 1）可见，CEA 亲和层析

有 2 个洗脱峰，用 0.4 mol·L-1 NaCl 的 PBS 洗脱下来

洗脱次峰为没有被配体结合的 AChE，出现在第 19
组分；用含 0.2% 四乙基碘化铵的 PBS 洗下主峰为结

合到亲和柱上的 AChE，出现在第 37 组分；CEA 纯化

倍数 672.36，产率为 34.68%（表 1）。
2.2 不同温度对 AChE 活性的影响

从图 2 可以看出，当温度低于 35 ℃时，粗酶和

纯酶状态的 AChE 活性均随着温度的升高而增加，

在 35 ℃反应条件下，AChE 的活性达到最高，随后

AChE 的活性随着温度的升高反而呈下降趋势，说明

高温对 AChE 有抑制作用，可能是由于高温使蛋白

产生变性。

魏 辉等：家蝇乙酰胆碱酯酶的纯化、生化性质及其对杀虫剂敏感性的研究158
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图 4 不同 ATChI 浓度对纯化前后家蝇 AChE 活性的影响
Figure 4 Effect of ATChI on the activities of crude extract and

purified AChE from housefly Musca domestica
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图 2 温度对纯化前后 AChE 活性的影响

Figure 2 Effect of temperature on the activities of crude extract and
purified AChEs from housefly Musca domestica
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2.3 不同 pH 值对 AChE 活性的影响

从图 3 可见，AChE 粗酶（当 pH≤7.8 时）和纯化

酶 （当 pH≤7.2 时） 的活性随着 pH 升高而增加，当

pH＝7.2 时，纯化 AChE 的活性最高，随后随着 pH 的

升高 AChE 的活性反呈下降趋势；当 pH＝7.8 时，粗酶

AChE 活性最高，当 pH＞7.8 时，活性呈下降趋势。
2.4 不同 ATChI 浓度对 AChE 活性的影响

从图 4 可见，随着底物浓度的增大，粗酶和纯化的

AChE 活性明显增加。当底物浓度 2 500 μmol·L-1 时，

纯化 AChE 活性达到最大值；而当底物浓度为 1 500
μmol·L-1 时，粗酶反应速度达到最大值，随后酶活性基

本保持不变。
2.5 不同 DTNB 对 AChE 活性的影响

从图 5 可见，当 DTNB 浓度为 0.005~0.2 mol·L-1

时，粗酶和纯化的 AChE 活性随着 DTNB 浓度的增加

而增加，DTNB 为 0.2~0.4 mol·L-1 时，AChE 活性变化

比较大，其中两个波峰出现在 DTNB 浓度为 0.2 mol·L-1

和 0.4 mol·L-1 时，以后随着 DTNB 浓度的升高，酶活

性逐渐下降。
2.6 乙酰胆碱酯酶粗酶与纯酶对杀虫剂的敏感性

从表 2 可见，12 种杀虫剂对纯酶和粗酶的 AChE
抑制程度不一致，其中仲丁威、乙酰甲胺磷、速灭威、
甲胺磷、毒死蜱、克百威、抗蚜威、灭多威和辛硫磷 9
种杀虫剂对纯酶和粗酶 AChE 的 IC50 比值都大于 6，

甲萘威对纯酶和粗酶 AChE 的 IC50 比值为 4.826，二

嗪磷的为 1.184，三唑磷的为 0.099。

3 讨论

在酶抑制许多实验中，IC50 常用来表示酶对农药

的敏感性。李少南等[14]报道，纯酶对农药的敏感性要

显著高于粗酶状态的 BChE，纯酶更易受抑制；Li 与

表 1 CEA 亲和层析纯化家蝇 AChE
Table 1 CEA affinity chromatography of AChE from housefly Musca domestica

注：（1）产率为纯化后酶的总活性与粗酶样品总活性的比值；（2）纯化倍数等于纯化后酶的比活力与粗酶样品比活力的比值。

酶 体积/mL 蛋白浓度/mg·mL-1 总蛋白/mg 总活力/μmol·min-1 比活力/μmol·（min·mgPr-1） 产率/％ 纯化倍数

粗酶 100 1.66 166 138.37 0.83 100.00 1.00
纯酶 20 0.43 8.6 4 799.31 558.06 34.68 672.36

图 3 pH 对纯化前后家蝇 AChE 活性的影响

Figure 3 Effect of pH on the activities of crude extract and purified
AChE from housefly Musca domestica
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图 5 不同 DTNB 浓度对纯化前后家蝇 AChE 活性的影响
Figure 5 Effect of DTNB on the activities of crude extract and

purified AChE from housefly Musca domestica
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Hang [15]研究表明，甲胺磷对抗性棉蚜 AChE 纯酶和粗

酶的 IC50 比值为 6.43，而抗蚜威对它们 IC50 的比值为

11.73，说明 AChE 的纯酶更为敏感。从本文研究结果

可看出，家蝇纯酶对不同杀虫剂敏感性都高于粗酶，

而且对不同杀虫剂的 IC50 比值不一样，这可能与家蝇

活体的药剂敏感性有关[5]。
一些学者认为，由于 IC50 值的大小除了与抑制剂

的种类、酶对抑制剂的敏感性，还与参加反应的酶量

以及环境因素等有关；在农药与酶的试验中，不同实

验所得的 IC50 值，可能由于在反应中加入酶的数量不

同而不具可比性，即使在同一实验中加入相同量的蛋

白质，其结果也是没有可比性的，所以用 IC50 值大小

比较不同实验或同一实验不同纯度样品中的 AChE
对抑制剂敏感性的方法是不合理的[16]。在总体上，家

蝇成虫活体对不同供试药剂的敏感程度与家蝇成虫

头部的 AChE 的敏感性相似 [5]，而利用纯化 AChE 进

行测定使得 IC50 作为评价指标更加合理。
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表 2 杀虫剂对 FAAS 种群家蝇头部不同纯度 AChE 的抑制作用
Table 2 Inhibition of insecticides to crude extract and purified

AChE activities of housefly head

药剂名称
纯酶 粗酶 IC50 比值

IC50（95%CI）/
mg·L-1

IC50（95%CI）/
mg·L-1 粗酶/纯酶

仲丁威
0.035

（0.032~0.038）
0.270

（0.235~0.310） 7.714

乙酰甲胺磷
0.200

（0.165~0.242）
1.480

（1.218~1.797） 7.400

速灭威
0.590

（0.514~0.677）
3.659

（3.058~4.377） 6.202

甲胺磷
0.039

（0.034~0.044）
0.231

（0.201~0.265） 5.923

毒死蜱
0.054

（0.051~0.057）
0.301

（0.277~0.326） 5.574

克百威
0.026

（0.025~0.026）
0.135

（0.128~0.143） 5.192

抗蚜威
0.417

（0.398~0.436）
2.156

（2.032~2.289） 5.170

灭多威
0.018

（0.016~0.021）
0.090

（0.074~0.110） 5.000

辛硫磷
0.004

（0.004~0.005）
0.020

（0.017~0.023） 5.000

甲萘威
0.023

（0.020~0.026）
0.111

（0.102~0.121） 4.826

三唑磷
0.031

（0.029~0.034）
0.058

（0.053~0.064） 1.871

二嗪磷
0.038

（0.035~0.042）
0.045

（0.042~0.049） 1.184
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