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　　摘要：台湾乳白蚁（ＣｏｐｔｏｔｅｒｍｅｓｆｏｒｍｏｓａｎｕｓＳｈｉｒａｋｉ）不仅是我国重要的经济害虫，也是研究低等白蚁木质纤维素二
元降解系统的模式生物。将台湾乳白蚁消化道解剖分成唾液腺／前肠 ＋中肠（内源）与后肠（外源）２个部分，以台湾
乳白蚁生理临界温度区间（１５～４２℃）为反应温度，测定内切葡聚糖酶（ｅｎｄｏ－１，４－β－Ｄ－ｇｌｕｃａｎｏｈｙｄｒｏｌａｓｅａｓｅ，简称
ＥＧ）、纤维二糖水解酶（ｃｅｌｌｏｂｉｏｈｙｄｒａｓｅｓ，简称 ＣＢＨ）、β－葡萄糖苷酶 （β－ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ，简称 ＢＧ）以及滤纸酶（ｆｉｌｔｅｒｐａ
ｐｅｒ，简称ＦＰＡ）的活力，旨在探讨反应温度对台湾乳白蚁内源与外源纤维素酶活力的影响差异。结果表明，整头白蚁
的ＦＰＡ与ＥＧ酶活力随反应温度变化趋势一致。整头白蚁ＢＧ酶在２２～４２℃下反应活力无显著差异。反应温度对外
源纤维素酶活力的影响大于对内源纤维素酶活力的影响。后肠ＥＧ、ＢＧ、ＣＢＨ及ＦＰＡ最佳反应温度均为３２℃，而相应
内源纤维素酶最佳反应温度均高于３７℃。
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　　台湾乳白蚁（ＣｏｐｔｏｔｅｒｍｅｓｆｏｒｍｏｓａｎｕｓＳｈｉｒａｋｉ）属于低等白
蚁，高效的木质纤维素降解系统不仅使它成为世界范围内危

害极大的重要经济害虫，也成为研究生物质能转化的模式生

物［１－２］。台湾乳白蚁的木质纤维素降解系统由２部分组成：
前肠／唾液腺及中肠组成的内源性消化系统；后肠微生物共生
体组成的外源性消化系统［３－４］。一方面，低等白蚁后肠生物

密度极大的共生鞭毛虫在降解纤维素的过程中起着不可替代

的主导作用。同时，大量原核微生物（细菌与古细菌）或生活

在鞭毛虫的细胞表面（ｅｃｔｏｓｙｍｂｉｏｎｔｓ），或生活在鞭毛虫的细
胞内部（ｅｎｄｏｓｙｍｂｉｏｎｔｓ）与鞭毛虫形成了第二重的共生关
系［５－６］。另一方面，低等白蚁自身也能分泌整套由纤维素酶、

半纤维素酶组成的木质纤维素降解酶系［７－８］。其中，纤维素

酶主要包括内切葡聚糖酶（ｅｎｄｏ－１，４－β－Ｄ－ｇｌｕｃａｎａｓｅ，
ＥＣ．３．２．１．４，简称ＥＧ）、纤维二糖水解酶（β－１，４－ｃｅｌｌｏｂｉｏ

ｈｙｄｒｏｌａｓｅ，ＥＣ．３．２．１．９１，简称 ＣＢＨ）以及 β－葡萄糖苷酶
（β－ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ，ＥＣ．３．２．１．２１，简称ＢＧ）［９－１０］。

研究表明，温度是低等白蚁取食、生存、后肠原生动物活

性及消化效率［１１－１３］的重要影响因素。但目前为止，关于温度

对低等白蚁纤维素降解双系统差异影响鲜有研究。台湾乳白

蚁的生理温度临界范围（ｃｒｉｔｉｃａｌｔｈｅｒｍａｌｒａｎｇｅ）为 １４．０～
４６．３℃［１４］。本研究在台湾乳白蚁生理临界温度范围内，选

取１５、２２、２８、３２、３７、４２℃作为纤维素酶反应温度，分析反应
温度对内源、外源３种纤维素酶，以及滤纸酶（ｆｉｌｔｅｒｐａｐｅｒａｓｅ，
简称ＦＰＡ）活力的差异影响，为今后更深入地阐明环境与低
等白蚁宿主－共生微生物纤维素水解系统相互作用机制以及
新型白蚁防治方法提供理论数据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验白蚁：供试白蚁工蚁取自本实验室饲养的３个独立

台湾乳白蚁巢。供试工蚁在２８℃，相对湿度（８０±５）％条件
下，以蛭石保湿饥饿４８ｈ均一化白蚁肠道，以备酶活力测定。

主要试剂包括：羧甲基纤维素钠（ｓｏｄｉｕｍｓａｌｔｏｆｃａｂｏｘｙ
ｍｅｔｈｙｌｃｅｌｌｕｌｏｓｅ，简称ＣＭＣ－Ｎａ，天津福晨化学试剂厂）、葡萄
糖（ｇｌｕｃｏｓｅ，广州化学试剂厂）、滤纸（双圈定性滤纸）、Ｄ－水
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杨苷（Ｄ－ｓａｌｉｃｉｎ，上海晶纯试剂有限公司）、对硝基苯 －８－
Ｄ－纤维二糖苷（ｐ－ＮＰＣ，美国Ｓｉｇｍａ公司）、对硝基苯酚（ｐ－
ＮＰ，美国Ｇｅｎｖｉｅｗ公司）、牛血清蛋白组分Ⅴ（ａｌｂｕｍｉｎｆｒｏｍｂｏ
ｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，简称ＢＳＡ，美国Ｇｅｎｖｉｅｗ公司）、３，５－二硝基水杨
酸（３，５－ｄｉｎｉｔｒｏｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ，简称ＤＮＳ，美国Ｇｅｎｖｉｅｗ公司）、
考马斯亮蓝 Ｇ－２５０（ｃｏｏｍａｓｓｉｅｂｒｉｌｌｉａｎｔｂｌｕｅＧ－２５０，美国
Ｇｅｎｖｉｅｗ公司）。
１．２　试验方法
１．２．１　纤维素酶粗酶液制取　选取乳白蚁工蚁约８０头置于
０．９％（质量浓度）灭菌生理盐水中反复漂洗之后，用滤纸吸
干表面水分，放入已灭菌的干净培养皿中。在实体解剖镜下

将白蚁肠道解剖，分成前肠／唾液腺 ＋中肠（内源纤维素酶活
力检测段）和后肠（外源纤维素酶活力检测段）２部分，与５头
未解剖的乳白蚁共分成 ３组，分别用 １ｍＬ醋酸钠缓冲液
（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值＝５．６）离心管再转移至玻璃组织匀浆器，
冰浴研磨；研磨完毕后，将匀浆液吸至离心管定容至１ｍＬ，
１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃冷冻离心（美国Ｓｉｇｍａ公司，３Ｋ１５）１５ｍｉｎ，
取上清，再次１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃冷冻离心５ｍｉｎ，取上清即为
粗酶液，于 －２０℃ 保存待用。
１．２．２　纤维素酶活力测定　（１）滤纸酶（ＦＰＡ）、内切葡聚糖
酶（ＥＧ）及β－葡萄糖苷酶（ＢＧ）活力的测定参照 Ｍｉｌｌｅｒ的方
法［１５］，均采用还原糖法。在１．５ｍＬ的离心管中，分别加入
１２０μＬ１％ ＣＭＣ－Ｎａ、Ｄ－Ｓａｌｉｃｉｎ及５ｍｍ×５ｍｍ灭菌滤纸１
片，预热５ｍｉｎ，然后加入１２μＬ酶液，３７℃准确反应 ６０ｍｉｎ，
立即加入１２０μＬＤＮＳ溶液终止反应，沸水浴 ５ｍｉｎ，冰浴冷
却，使用多功能酶标仪（ｖｉｃｔｏｒ３ｍｕｌｔｉ－ｌａｂｅｌｍｉｃｒｏｐｌａｔｅｒｅａｄｅｒ，
美国珀金埃尔默仪器有限公司）在５４０ｎｍ处测定吸光度，以
葡萄糖为标准物计算产物还原糖含量［１６］。ＥＧ、ＢＧ、ＦＰＡ酶活
力定义为１ｍｇ蛋白质在３７℃、ｐＨ值＝５６反应条件下分解
底物，１ｍｉｎ可以产生还原糖的量，表示为 Ｕ／ｍｇ。每个酶切
反应重复３次。（２）纤维二糖水解酶（ＣＢＨ）活力测定：在
１．５ｍＬ离心管中加入１２０μＬ１ｍｍｏｌｐＮＰＣ底物，预热５ｍｉｎ，
然后加入酶液１２μＬ，３７℃ 准确反应 ６０ｍｉｎ，加入１２０μＬ
Ｎａ２ＣＯ３（０．６ｍｏｌ／Ｌ）溶液终止反应，使用酶标仪测定 Ｄ４０５ｎｍ，
从ｐ－ＮＰ标准曲线求得ｐ－ＮＰ含量，计算酶活力单位。ＣＢＨ
酶活力定义为１ｍｇ蛋白质在３７℃、ｐＨ值＝５．６反应条件下
分解ｐ－ＮＰＣ，１ｍｉｎ可以产生 ｐ－ＮＰ的量，表示为 Ｕ／ｍｍｏｌ。
每个酶切反应测定３次。
１．２．３　蛋白质浓度的测定　采用考马斯亮蓝法。将粗酶液
稀释１倍，取 ５０μＬ稀释粗酶液，加入 ２５０μＬ考马斯亮蓝
Ｇ－２５０显色试剂，多功酶标仪测定 Ｄ５９５ｎｍ，用牛血清蛋白组
分Ⅴ制作标准曲线求蛋白质含量，每个样本测定３次。
１．２．４　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１７．０软件分析数据。整头
白蚁、唾液腺／前肠＋中肠及后肠３组样品在不同反应温度下
的酶活力差异均采用单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ，α＝
０．０５）与ｔ检验（ＬＳＤ，α＝０．０５）。３巢白蚁共进行３次梯度反
应温度测定，所有误差线为均值的标准误差（ｓｔａｎｄａｒｄｅｒｒｏｒｏｆ
ｍｅａｎ，简称ＳＥＭ）。

２　结果与分析

前肠／唾液腺＋中肠部分用于检测白蚁内源性纤维素酶

活性变化，４种酶标准缩写为ＦＰＡ／ＥＧ／ＢＧ／ＣＢＨ－ＦＭ；后肠部
分用于检测白蚁共生微生物来源纤维素酶活性变化，４种酶
标准缩写为 ＦＰＡ／ＥＧ／ＢＧ／ＣＢＨ－Ｈ；整头白蚁 ４种酶指标缩
写为ＦＰＡ／ＥＧ／ＢＧ／ＣＢＨ－Ｗ。
２．１　反应温度对内源与外源纤维素酶降解滤纸能力的差异
影响

ＦＰＡ－Ｗ活力在反应温度为２２℃达到最大值，且在１５、
２２、３７、４２℃下反应测得各 ＦＰＡ酶活力之间无显著差异。
ＦＰＡ－Ｗ在２８、３２℃下反应活性相对较小（图１－Ａ）。后肠
对滤纸的降解能力受反应温度影响较内源性纤维素酶大

（ＦＰＡ－ＦＭ组内 Ｆ＝３．５３６，Ｐ＜０．０５；ＦＰＡ－Ｈ组内 Ｆ＝
２８７５，Ｐ＜０．０５）。ＦＰＡ－Ｈ最佳反应温度为３２℃，显著大于
其他反应温度下 ＦＰＡ－Ｈ活力。ＦＰＡ－ＦＭ对滤纸的最佳降
解温度为４２℃。在１５～３２℃时，ＦＰＡ－Ｈ活力大于 ＦＰＡ－
ＦＭ活力，而在３７～４２℃时，ＦＰＡ－ＦＭ活力大于ＦＰＡ－Ｈ活
力（图１－Ｂ）。

２．２　反应温度对内源与外源内切葡聚糖酶活力的影响
ＥＧ－Ｗ的最佳反应温度为３７℃，且在２２、３７、４２℃下

反应测得各 ＥＧ－Ｗ酶活力之间无显著差异。在 ２８、３２℃
下，ＥＧ－Ｗ反应活性相对较小（图２－Ａ）。后肠微生物群落
对滤纸酶的降解能力受反应温度影响较内源性纤维素酶大

（ＥＧ－ＦＭ组内Ｆ＝７．１１１，Ｐ＜０．０５；ＥＧ－Ｈ组内Ｆ＝１１．１０７，
Ｐ＜０．０５）。ＥＧ－Ｈ最佳反应温度为３２℃，显著大于其他温
度下ＥＧ－Ｈ活力。在１５、２２、３２、３７、４２℃下，ＥＧ－ＦＭ反应
活性两两之间无显著差异（图２－Ｂ）。
２．３　反应温度对内源与外源β－葡萄糖苷酶活力的影响

ＢＧ－Ｗ活力受反应温度影响小，组内无显著差异（ＢＧ－
Ｗ组内Ｆ＝２．０４０，Ｐ＝０．１４５）（图３－Ａ）。ＢＧ－ＦＭ与ＢＧ－
Ｈ酶活力在１５～３２℃下反应，随温度升高而增加，而反应温
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度升高至３７～４２℃，ＢＧ－ＦＭ活力显著增加，ＢＧ－Ｈ活力则
显著降低（图３－Ｂ）。
２．４　反应温度对内源与外源纤维二糖水解酶的影响

ＣＢＨ－Ｗ 最佳反应温度为 ３７℃，且在 ３７、４２℃时，
ＣＢＨ－Ｗ的酶活力之间无显著差异（图４－Ａ）。ＣＢＨ－ＦＭ
在１５～３２℃内，反应活力变化整体趋势随温度升高而增加。
在２２～３２℃之内，ＣＢＨ－Ｈ活性随反应温度升高逐渐增加，
且在３２℃时，ＣＢＨ－Ｈ活力达到最高值，反应温度再升高活

力显著下降（图４－Ｂ）。

３　结论与讨论

低等白蚁对木质纤维素的高效降解通常认为是内源与外

源（后肠共生微生物）降解系统的增效协同作用［３］。温度是

影响低等白蚁取食消化等生理功能的重要物理因子［１１－１３］。

本试验选取台湾乳白蚁生理临界温度范围内的 １５、２２、２８、
３２、３７、４２℃作为纤维素酶反应温度，分析研究了反应温度对
乳白蚁工蚁内源与外源３种纤维素酶及滤纸酶活力的差异
影响。

整头白蚁的 ＦＰＡ、ＥＧ、ＢＧ、ＣＢＨ活力随反应温度的变化
为内源及外源纤维素酶活力随反应温度变化的综合作用。其

中，ＦＰＡ－Ｗ与 ＥＧ－Ｗ的活力随反应温度变化的趋势相似，
ＢＧ－Ｗ活力则受反应温度影响小，组内无明显差异。滤纸全
酶活是衡量纤维素酶降解天然纤维素能力的指标。ＥＧ首先
作用于非结晶态纤维素和水溶性纤维素衍生物，随机水解糖

苷键，分解成葡萄糖、纤维二糖、纤维三糖和其他寡聚糖。ＢＧ
再将纤维二糖和水溶性糊精水解成葡萄糖。因而，只需要ＥＧ
与 ＢＧ等 ２种酶的参与即能将一部分纤维素水解成葡萄
糖［１４］。结果表明，白蚁对天然纤维素的降解可能极大地被

ＥＧ活力所影响。
本试验结果表明，外源（后肠）共生微生物纤维素酶对温

度的敏感性大于内源性（唾液腺／前肠 ＋中肠）纤维素酶。而
且，内源性纤维素酶的最佳反应温度高于外源共生微生物纤

维素酶的最佳反应温度。其中，ＦＰＡ－Ｈ、ＥＧ－Ｈ、ＢＧ－Ｈ及
ＣＢＨ－Ｈ的最佳反应温度均为３２℃，且活力均在３７℃后显
著下降。然而，ＦＰＡ－ＦＭ与 ＥＧ－ＦＭ在反应温度升至４２℃
时，活性未出现明显影响。在１５～４２℃范围内，ＢＧ－ＦＭ与
ＣＢＨ－ＦＭ活力整体随反应温度上升而增加，且 ＣＢＨ－ＦＭ活
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力在４２℃有显著增加。由此可见，３２℃是内源与外源酶发
挥作用的重要分歧温度。研究表明，台湾乳白蚁的生理活性

温度范围为 １４．０～４６．３℃［１７］，最佳取食温度范围为 ３０～
３５℃［１８－２０］。因此，后肠纤维素酶最佳反应温度处于最佳取

食温度范围内，而内源纤维素酶的最佳反应温度则高于该温

度范围。一方面，低等白蚁后肠消化系统被认为对木质纤维

素的降解起主导性作用，例如：北美散白蚁（Ｒｅｔｉｃｕｌｉｔｅｒｍｅｓ
ｆｌａｖｉｐｅｓＫｏｌｌａｒ）的内源与外源纤维素水解系统分别提供３３％
与６６％的葡萄糖［１０］，由此推测，台湾乳白蚁后肠纤维素酶最

佳反应温度是与乳白蚁最佳取食温度相互对应的，即在最适

取食温度下台湾乳白蚁降解木质纤维素也主要依靠后肠共生

微生物消化系统。另一方面，纤维素在经过白蚁唾液腺和中

肠上皮细胞分泌的各种消化酶的分解后，大部分较易消化的

木质纤维素在到达中肠末尾时已被降解吸收［２１］，表明内源纤

维素酶系统的独立性。因此，在４０℃生理极限高温环境下，
台湾乳白蚁的内源性纤维素降解系统对白蚁的生存起到了非

常重要的作用。

白蚁对周围环境的适应能力与肠道微生物的组成以及肠

道微生物的消化能力有着密不可分的联系［２２］。阐明温度与

低等白蚁木质纤维素消化系统之间的相互作用机制还需要进

一步研究。
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