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　　摘要：内切葡聚糖酶（Ｃｘ）是纤维素酶系中的主要成分，它包含多种同工酶，能够将可溶性纤维素水解成还原性寡
糖。采用 Ｎａｔｉｖｅ－ＰＡＧＥ技术对黄星天牛中肠中Ｃｘ进行电泳分离，结合ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ技术对黄星天牛中肠中Ｃｘ种类
进行鉴定，并对其性质进行研究。结果显示黄星天牛中肠中含有多种 Ｃｘ，通过结构域分析，确定为 ＧＨＦ５家族蛋白，
有共同的保守区（ＩＩＹＥＴＦＮＥＰＴ），Ｃｘ最适反应温度为５０℃，最适ｐＨ值为６．０，且具有较广的 ｐＨ值稳定范围，低浓度
的Ｍｇ２＋与Ｃｏ２＋对该酶有激活作用，高浓度的Ｍｇ２＋与Ｃｕ２＋对该酶有抑制作用。这一结果可为黄星天牛降解纤维素机
制的研究提供理论基础，为进一步研究天牛中肠组织的生理功能提供基础信息。
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　　中肠是昆虫食物消化和营养吸收的主要场所，也是许多
外来有害物质如农药、毒素、病源微生物等的作用靶标［１－６］。

研究昆虫中肠蛋白质的组成和功能，不仅有助于阐明昆虫中

肠对营养物质消化吸收的分子机理，也能进一步认识外源物

质与中肠内蛋白质之间的相互作用。

天牛作为植食性昆虫，植物中的多糖如纤维素、半纤维素

的降解是本身的能量来源之一。自１９３０年 Ｒｉｐｐｅｒ首次报道
天牛自身能分泌纤维素酶后［７］，又有一些学者提出天牛自身

具有分泌纤维素酶的生化结构基础［８］。用加入抗菌素的饲

料人工饲养天牛，天牛肠道消化液中仍有很高的纤维素酶活

性［９］。用等电聚焦电泳分离天牛消化道内切葡聚糖酶（Ｃｘ），
发现不同发育阶段和不同虫态间的Ｃｘ同工酶差异很大，这标
志着天牛体内共生微生物分泌Ｃｘ和天牛摄入真菌Ｃｘ的可能
性很小［１０］。Ｃｘ是纤维素降解过程中的一种重要水解酶。它
作用于纤维素分子内部的非结晶区，随机水解 β－１，４－糖苷
键，将长链纤维素分子截短，产生大量带非还原性末端的小分

子纤维素。自Ｃｈａｒａｒａｓ等首次报道从欧洲绞天牛（Ｅｒｇａｔｅｓｆａ
ｂｅｒ）中分离纯化出内源性纤维素酶以后［１１］，其他昆虫的内源

性纤维素酶也相继得到报道［１２－２０］。

非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳（Ｎａｔｉｖｅ－ＰＡＧＥ）是在不加
入十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）疏基乙醇等变性剂的条件下，对保
持活性的蛋白质进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，常用于同工酶的

鉴定和提纯。未加 ＳＤＳ的天然聚丙烯酰胺凝胶电泳可以使
生物大分子在电泳过程中保持其天然的形状和电荷，它们的

分离依据其电泳迁移率的不同和凝胶的分子筛作用，因而可

以得到较高的分辨率，尤其是在电泳分离后仍能保持酶等蛋

白质生物大分子的生物活性，对于生物大分子的鉴定有重要

意义。

本研究基于Ｎａｔｉｖｅ－ＰＡＧＥ技术对黄星天牛中肠中Ｃｘ进
行电泳分离并采用ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ技术对黄星天牛中肠中的Ｃｘ
进行筛选，同时对黄星天牛中肠中 Ｃｘ的活性进行初步研究，
可为探索黄星天牛消化纤维素的机制提供理论基础，为进一

步认识与研究天牛中肠组织的功能提供基础信息。

１　材料与方法

１．１　试验材料
黄星天牛成虫收集于中国农业科学院蚕业研究所桑园。

１．２　试验方法
１．２．１　中肠总蛋白的提取　将采集的黄星天牛成虫置于
－８０℃ 冰箱中保存过夜，翌日解剖，取出中肠，用 ｄｄＨ２Ｏ反
复冲洗，至无明显的内含物，用吸水纸吸干。利用一步法动物

组织活性蛋白提取试剂盒［生工生物工程（上海）股份有限公

司］提取总蛋白：将组织剪切成小块，用液氮研磨至粉末状，

加入预冷的抽提试剂（每 １ｍＬ抽提试剂加入 １μＬＤＴＴ、
１０μＬＰＭＳＦ、１μＬ蛋白酶抑制剂），涡旋振荡１０ｓ，冰上放置
２０ｍｉｎ，期间取出振荡 ３～５次，再 ４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，上清液作为组织总活性蛋白部分，于 －８０℃冰箱中
保存备用（具体试验方法参照试剂盒说明书）。

１．２．２　Ｃｘ分析　参考李庆的方法［１０］，制备含有１％ ＣＭＣ、
１２％凝胶的非变性胶，进行电泳，电泳在低于 ８℃ 条件下进
行。电泳完毕后，将胶剥离，将 ｍａｒｋｅｒ的区域与蛋白样品的
区域切割分离，含有 ｍａｒｋｅｒ的胶进行考染，含有蛋白样品的
胶移至ｐＨ值为６．０的０．２ｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４－ＮａＨＰＯ４缓冲液
中，３７℃水浴保温 １０ｍｉｎ，倒去缓冲液，加入 ２．０％ ＫＩ＋
０２％ Ｉ２染色液于２５℃水浴染色５ｍｉｎ，倒去染色液，用自来
水冲洗多余染液，加入６０％ 硫酸处理５～１０ｍｉｎ，终止酶活，
倒去硫酸，用水冲洗，直至背景胶板上出现透明带（Ｃｘ带）。
１．２．３　Ｃｘ带的胶回收及质谱分析　将Ｃｘ带的部分切下，用
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ｄｄＨ２Ｏ将胶中蛋白质条带脱色到胶体接近无色，室温、
１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心５ｍｉｎ，去除上清保留胶体，然后用
生工生物工程（上海）股份有限公司的 ＰＡＧＥ胶蛋白微量回
收试剂盒回收胶中的蛋白，所得蛋白溶液委托深圳华大基因

科技服务有限公司进行ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析。
１．２．４　Ｃｘ的酶活性测定　采用 ＤＮＳ定糖法测定 Ｃｘ的活
性［２１］。取１０μＬ适当稀释的粗酶液，加入２００μＬ１％ 羧甲基
纤维素钠（用 ０．０５ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液配制，ｐＨ值 ４．８），
５０℃ 反应１ｈ，加入 ５００μＬＤＮＳ试剂，煮沸 ６ｍｉｎ，再加入
５００μＬ蒸馏水，在５４０ｎｍ波长下测定吸光度。定义１ｍｉｎ产
生１ｇ葡萄糖所需酶量为１个酶活性单位。
１．２．５　中肠Ｃｘ活性的研究
１．２．５．１　最适ｐＨ值的测定　分别用ｐＨ值为２．０、４．０、６．０、
８．０、１０．０的缓冲液配制１％羧甲基纤维素钠溶液［醋酸缓冲
液（ｐＨ值２．０），柠檬酸缓冲液（ｐＨ值４．０、６．０），Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓
冲液（ｐＨ值８．０），甘氨酸 －氢氧化钠 （ｐＨ值１０．０）］［１８］，作
为不同ｐＨ值条件下的酶作用底物，加入稀释后的粗酶液，于
５０℃保温１ｈ，测定酶活性，以酶活性最高者为１００％，确定最
适ｐＨ值。
１．２．５．２　最适温度的测定　用 ｐＨ值 ６．０的柠檬酸缓冲液
配制１％羧甲基纤维素钠溶液，作为底物，加入稀释后的粗酶
液，于不同温度（３０～７０℃）水浴保温１ｈ，测定酶活性，以最
大酶活性为１００％，确定最适反应温度。
１．２．４．３　金属离子对酶活性的影响　分别配制含有浓度为
５、１００ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＣｏＣｌ２、ＭｇＣｌ２、ＣｕＣｌ２、ＣａＣｌ２的 １％羧甲基纤
维素钠溶液，在最适温度与 ｐＨ值下保温１ｈ，测定酶活性。
以不加任何无机盐的１％羧甲基纤维素钠溶液作为底物所测
出来的值为１００％。

２　结果与分析

２．１　Ｃｘ检测结果
Ｎａｔｉｖｅ－ＰＡＧＥ电泳共发现５条透明度大小不同的 Ｃｘ带

（图１），酶带透明度越大，说明酶活性越大（酶活性由Ｃｘ与羧
甲基纤维素钠反应的强度有关）［１０］。结果表明，黄星天牛中

肠中可能存在多种 Ｃｘ。Ｃｘ的分子大小范围分布很广，一般
分子量介于２３～１４６ｋｕ之间，当然也有例外，如纤维黏菌内
切酶分子量小至６．３ｋｕ［２２］。电泳结果显示，黄星天牛 Ｃｘ带
的分子量主要分布在３５～５５ｋｕ与１０～１５ｋｕ这２个范围内。

２．２　ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ结果分析
本研究委托深圳华大基因科技服务有限公司，利用 Ｔｒｉ

ｐｌｅＴＯＦ５６００质谱仪对 Ｎａｔｉｖｅ－ＰＡＧＥ电泳所获得的蛋白样
品进行ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ（液相－质谱联用鉴定蛋白质混合物的技
术）分析。通过与ＮＣＢＩ天牛科（Ｃｅｒａｍｂｙｃｉｄａｅ）蛋白质数据库
进行比对分析（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｒｏｔｅｉｎ／？
ｔｅｒｍ＝ｔｘｉｄ４１０８８），共得到 ２６５个蛋白分子（包括重复蛋白
质）。其中，与 Ｎａｔｉｖｅ－ＰＡＧＥ电泳胶面 Ｃｘ分子量分布一致
的有６６个非重复蛋白，分子量分布在３５～５５ｋｕ之间的蛋白
有５４个，分子量分布在１０～１５ｋｕ之间的蛋白有１２个，对所
得的蛋白进行ＣＯＧ分类发现，６６个蛋白中有２７个蛋白具有
ＣＯＧ的功能性分类（图２），其中１１个蛋白与代谢有关，如氨
基酸（ａｍｉｎｏａｃｉｄｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、能源代谢（ｅｎｅｒｇｙ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ）、碳水化合物（Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔ
ａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、脂质（ｌｉｐｉｄｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）的运输
和新陈代谢。

２．３　黄星天牛中肠中Ｃｘ种类的鉴定与分析
通过ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ技术对黄星天牛中肠中Ｃｘ的鉴定，结

果显示，黄星天牛有４种非重复的 Ｃｘ（表１），其蛋白理论分
子量分布在３６～３８ｋｕ之间，等电点在４．３左右。

利用 Ｐｒｏｓｉｔｅ生物在线软件（ｈｔｔｐ：／／ｐｒｏｓｉｔｅ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／
ｐｒｏｓｉｔｅ．ｈｔｍｌ）对Ｃｘ的结构域进行分析，结果显示，这４种Ｃｘ均
属于ＧＨＦ５家族（图３），存在共同的保守区（ＩＩＹＥＴＦＮＥＰＴ）。
２．４　Ｃｘ的最适ｐＨ值与温度

从图４－Ａ可以看出，Ｃｘ在ｐＨ值４～８时，该酶活性在最
大酶活性的５０％以上，可见 Ｃｘ具有较广的 ｐＨ值稳定性，在
ｐＨ值为６．０时的酶活性最高。这可能是由于ｐＨ值改变了酶
分子的带电状态，特别是改变了酶活性中心上有关基团的电离

状态，导致该酶与底物不能很好地结合，从而影响底物被酶水

解，最终使酶催化活性有不同程度的下降。图４－Ｂ表明，温度
在３０～５０℃之间时，Ｃｘ的酶活性随着温度的升高而升高，在
５０℃时达到最大，随着温度继续上升，酶活性逐渐下降。
２．５　金属离子对Ｃｘ的影响

用５、１００ｍｍｏｌ／ＬＣｏ２＋及５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋对Ｃｘ进行处理，
酶活性最高分别能够提高３１．３７％、９５．１７％、２５．２４％；Ｃａ２＋

对酶活性基本无影响；而５、１００ｍｍｏｌ／ＬＣｕ２＋及１００ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｍｇ２＋对酶有抑制作用（图５）。

３　结论与讨论

以木质纤维素为食的昆虫（如白蚁、甲虫、蠹虫、木食性
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表１　黄星天牛中肠Ｃｘ的鉴定结果

蛋白ＩＤ 蛋白名称
分子质量

（ｕ）
等电点

（ｐＩ）
覆盖率

（％） 蛋白得分

ｇｉ｜１９７７３５０１ 纤维素酶（黄星天牛） ３６１９１．７５ ４．１２ ２４．９２ ３４１．５３
ｇｉ｜５７８３５９００８ 糖苷水解酶家族５亚科２（日本光肩天牛） ３６１４１．７８ ４．２０ ５．５９ ７０．９９
ｇｉ｜５５０２６７８２６ 部分内切葡聚酶（光肩星天牛） ３８０８５．９３ ４．５８ ２．６５ ３６．２７
ｇｉ｜５５０２６７８１９ 内切葡聚酶（光肩星天牛） ３６７７８．０８ ４．５９ ４．６６ ５５．４４

蟑螂以及木蜂等）能非常有效地将食物中的纤维素、半纤维

素物质转化为糖类，并从中获取自身生长发育所需的能

量［２３］，Ｃｘ是纤维素降解途径中的一种重要的酶系。２０１４年，
Ｐａｕｃｈｅｔ等在日本光肩天牛的中肠中证实了６个分子量皆在

３５～５０ｋｕ的ＧＨＦ５蛋白中，且他们发现雄性成虫中只有４种
属于 ＧＨＦ５的蛋白中，而雌性成虫中没有 ＧＨＦ５家族的蛋
白［１７］。本试验在黄星天牛中肠中鉴定出 ４种 Ｃｘ，均属于
ＧＨＦ５，这一结果与 Ｐａｕｃｈｅｔ等的结果［１７］一致。ＧＨＦ４５作为
Ｃｘ家族的另一成员，已在很多种类的天牛中发现，如云斑天
牛、桑天牛［１６－２０］。本试验在黄星天牛中未鉴定出 ＧＨＦ５家
族，这可能与蛋白表达丰度有关［２０］。此外，本研究发现２条
分子量低于１５ｋｕ的内切酶条带，迄今为止还未见报道。

对黄星天牛中肠中Ｃｘ活性研究表明，无论是最适作用温
度还是最适作用ｐＨ值，Ｃｘ均显示出广泛的适应性。Ｃｘ作为
纤维素的主要消化酶，广泛的 ｐＨ值适应范围使其能适应食
物的不同ｐＨ值条件及肠道各部分的内环境，直接作用于天
牛摄入的纤维类物质，并随食物在肠道内向后移动时持续发

挥作用［２４］。金属离子对 Ｃｘ的活性有一定的影响，Ｃｏ２＋及低
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浓度的Ｍｇ２＋对 Ｃｘ都有较强的激活作用，Ｃｕ２＋及高浓度的
Ｍｇ２＋对酶都有抑制作用。高浓度的Ｃｕ２＋相比低浓度的 Ｍｇ２＋

而言，其抑制作用更强。Ｃｕ２＋是一些杀虫剂的重要成分，施
用Ｃｕ２＋试剂如波尔多液等，既可防疾病，又可抑制天牛的消
化酶，从而起到控制天牛为害的作用。

本试验通过对黄星天牛中肠内切酶的研究，不仅可以为

黄星天牛降解纤维素机制的研究提供理论基础，也为以后天

牛中肠蛋白质研究提供了重要的数据资料。
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［２１］ＭｉｌｌｅｒＧＬ．Ｕｓｅｏｆｔｈｅｄｉｎｉｔｒｏｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄｒｅａｇｅｎｔｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａ
ｔｉｏｎｏｆｒｅｄｕｃｉｎｇｓｕｇａｒｓ［Ｊ］．ＡｎａｌｙｔｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９５９，３１（３）：
４２６－４２８．

［２２］路　梅．嗜热毛壳菌纤维素酶液体发酵条件和内切 β－葡聚糖
酶的分离纯化［Ｄ］．济南：山东大学，２００２：１－５３．

［２３］黄胜威．暗黑鳃金鱼幼虫肠道微生物分子多态性及纤维素降解
菌多样性研究［Ｄ］．武汉：华中农业大学，２０１２．

［２４］殷幼平．天牛消化纤维素的机制及天牛纤维素酶的研究［Ｄ］．
重庆：西南农业大学，１９９６．
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