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不同植物酯酶对α-乙酸萘酯催化活性研究
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摘   要：为从不同作物中筛选出一种适于有机磷农药残留快速检测的酶源，研究不同作物种子、不同生长期、不

同部位植物酯酶对底物α- 乙酸萘酯催化作用的变化规律。结果表明：种子发芽及幼苗期后几种植物的酯酶活性总

体呈现递减趋势，几种植物种子中的酯酶活性大小顺序依次为：小麦＞大豆＞玉米＞水稻；龙麦 26、豫麦 39、
麦 976189 种子酯酶活性较高；经过粉碎筛分后的龙麦 26 不同部位中，麸片酯酶活性最高。建议利用龙麦 26 麸片

作为酶法快速检测有机磷农药的酶源。
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Abstract ：In order to screen an esterase source for rapid determination of organophosphorus pesticide residues, the changes

in catalytic activity of esterases from wheat, corn, soybean and rice to α-napthyl acetate were investigated during the development

period from seed to seedling, and the catalytic activities of esterase from different parts of wheat seeds were compared. The

results indicated that for all the four crops, the esterase activity presented general declining trend during the sprouting and

seedling periods and the catalytic activities of esterase from seeds decreased in the following order: wheat, corn, rice and soybean.

Seeds of wheat Longmai 26, Yumai 39 and Mai 976189 showed higher esterase activity than the others and the highest esterase

activity was observed in the brans of wheat Longmai 26. The bran of wheat Longmai 26 is therefore, highly recommended as an

esterase source for fast detection of phosphate pesticide residues.
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有机磷农药是一种动物体组织器官中乙酰胆碱酯酶

和神经性靶标酶的抑制剂[ 1 -2 ]，它通过对作物的直接污

染、环境间接吸收、生物富集及食物链转移，在植物、

动物体内产生蓄积作用，而通过食源等途径对人体产生

急性毒性、遗传毒性、生殖毒性以及免疫毒性作用 [ 3 ]。

利用动物和微生物来源的胆碱酯酶快速检测有机磷农药

的研究已取得一些成就[4-7]。1976 年 Kumar 等[8]提出了α-
乙酸萘酯在乙酰胆碱酯酶的作用下能够水解生成乙酸和

α- 萘酚，当酶受到有机磷农药的抑制后，水解速度下

降，可根据产物显色反应的变化指示农药含量。动物

来源胆碱酯酶来源有限、保持期短、需冷冻低温保存，

而植物酶源易得，提取和保存较为方便、检测时间短、

成本低，测量准确度和精密度均较好[9-12]。国家标准对

于蔬菜、肉、茶中有机磷及氨基甲酸酯的快速检验方

法均采用了酶抑制率法，并以面粉为酶源[13-15]，研究者

也均利用小麦种子整粒或市售面粉作为酶源材料。由于

小麦品种和面粉的来源不同，其酶的活性可能不同[16]；

不同生长期及不同部位酯酶活性也存在着差异，因此，

目前有机磷农药检测所用植物酯酶存在着活性部位不明

确的弊端。研究不同作物、不同品种在种子休眠期、

芽期、幼苗期的酯酶活性，筛选出一种用于检测农产

品及环境中有机磷农药残留的优良酶源，能够为深入研

究其纯化及固定化技术、酶与底物反应的动力学特性、

酶与有机磷农药作用的量效关系提供依据。

1 材料与方法
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1.1 材料、试剂与仪器

玉米(龙福丹、垦粘 1 号)；大豆(绥农 14、绥农 4、
垦农 5、垦农 18、垦农 19)；水稻(农大 4034、空育 131)；
小麦(豫麦 39、龙麦 26、麦 97189、麦 6239、垦农 31)。
大豆及水稻由黑龙江省 850 农场种子站提供，玉米及小

麦由黑龙江八一农垦大学植物科技学院提供，均为当年

种 子 。

PBS 缓冲溶液(pH6.8)；显色基质(125mg 固蓝 B 盐加

入 80.0ml H2O；125mg α- 乙酸萘酯溶于 80ml 乙醇，上

述两溶液按 1:9 混合，40℃恒温水浴下保温 10min)[9-10]。

所用试剂均为分析纯。

LRMM8040-3-D 实验磨粉机、LFS-30 粉筛、HPG-
280HX 智能人工气候植物箱、HEQ-F160 全温振荡培养

箱、JJ-2B 电动高速捣碎机、TGL16M 高速冷冻离心机、

FD-1D 冷冻干燥机、754 紫外 - 可见分光光度计。

1.2 方法

1.2.1 酶源的处理

种子处理：将各种子由实验磨粉机直接粉碎后，

制备酶液。对于酯酶活性较高的作物种子，用粉筛将

磨下的混合物分离为麸片、麦渣、麦心、粗粉 4 个部

分后 [ 1 7 ]，分别制备酶液。

发芽实验：选取籽粒饱满、无破损及霉变的大

豆、玉米、水稻、小麦种子按照《国际种子检验规

程》进行发芽实验 [ 1 8 ]，发芽末期即为幼苗初期。

幼苗培养：供试种子浸种后播于装有消毒沙的瓷盘

内，于人工气候植物箱内控制相对湿度 6 0 %、光照强

度 7500lx，每天分别在 20℃、16h 和 30℃、8h(小麦 20℃
恒温)条件下培养。

酶清液的制备：粉碎和筛分后的种子分别按 1 : 5
(m/V )加入蒸馏水，4℃下混匀浸泡 4h 后磨碎；切取芽

中部和幼苗上展第一叶片中部(去除叶脉)剪碎，4℃下研

磨成匀浆[18-19]。按照整粒(或筛分后)种子、芽和幼苗中

的水分含量[18]，在匀浆液中分别加入不同体积的水使各

试样保持相同的干物质浓度，在全温振荡培养箱中 4℃、

110r/min 条件下振摇 2h，同温下抽滤后取滤液于 4℃、

3500r/min 条件下离心 10min，再经 4℃条件下 10000r/min
离心 15min 后制得酶清液[19]，冻干后 4℃保存备用。

1.2.2 酶活性测定

取一定量酶冻干粉加入 PBS 缓冲溶液 1.0ml，加入

显色基质 1.0ml，定容至 10.0ml，以蒸馏水为空白，于

490nm 波长处比色，用水解产物α- 萘酚与固蓝 B 盐反应

后试液的吸光度表示酶的活性[20-21]。每次实验设计 3 次

重复， 5 个平行。

2 结果与分析

2.1 大豆酯酶活性的变化

由图 2 可知，玉米种子及发芽(4～7d)初期时酯酶活

性较高，龙福丹与垦粘 1 号种子中酯酶活性差异不大；

芽期及幼苗期(7～16d)酯酶活性总体呈递减趋势，但幼

苗期后两品种酯酶活性均呈现锯齿型下降趋势，幼苗 8d
后垦粘 1 号的酯酶活性大于龙福丹。表明该类酶在弱酸

及种子发芽初期才得以活化。而幼苗初期植物由营养生

长向并进生长过渡，叶片处于伸长期阶段，光和产物

输出较多，酯酶随脂肪代谢变化后活性呈下降趋势。而

幼苗期后两品种酯酶活性均呈锯齿型下降，可能是由于

幼苗期酶液中的非特异性酯酶的产生及活性变化较大豆

垦农 1 8、垦农 1 9 种子明显所致。

图1   大豆种子及不同生长期酯酶的活性

Fig.1   Catalytic activities of esterase from soybean at different
growth stages
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由图 1 可知，大豆种子及发芽初期时酯酶的活性较

高，发芽期(5～8d)后及幼苗期(8～12d)酶活性总体呈递

减趋势，其中幼苗期酯酶活性递减较明显。种子中绥

农 4 种子中酯酶活性最高，垦农 5 种子中最低。发芽 7d
后各品种酯酶活性变化较大，垦农 5 种子至 7d 芽之酯酶

活性较高。这是由于大豆种子中的有机态磷和镁，发

芽时转变成无机态，并以迅速移向生长部位，伴随着

相应酶系的变化，从而一定程度上抑制酯酶的活性，引

起种子中酯酶活性高于发芽及幼苗期。而垦农 1 8、垦

农 19 种子在幼苗期(8d 后)酶活性呈现上升后下降趋势，

可能是由于这两个品种幼苗期酶液中的非特异性酯酶的

产生及活性变化所致[22-23]。

2.2 玉米酯酶活性的变化

图2   玉米种子及不同生长期酯酶的活性

Fig.2   Catalytic activity of esterase from corn seeds at different
growth stages
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图3   水稻种子及不同生长期酯酶的活性

Fig.3   Catalytic activity of esterase from rice at different growth
stages
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2.3 水稻酯酶活性的变化

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

豫麦 39
龙麦 26
麦97189
麦 6239
垦农 31

A
49

0n
m

生长时间(d)

2 4 6 8 10 12 14 16

种子
(0d)

发芽期
(4～7d)

幼苗期
(7～16d)

图4   小麦种子及不同生长期酯酶的活性

Fig.4   Catalytic activity of esterase from wheat at different growth
stages

由图 4 可知，小麦种子、芽及幼苗中酯酶活性变

化规律与大豆相似，总体呈下降趋势。几种小麦品种

种子中，豫麦 39、龙麦 26 和麦 97189 酶活性均较高且

相近，芽期(4～8d)豫麦 39 和龙麦 26 酶活性降低较缓慢，

幼苗期(8～16d)麦 976189 在发芽 4d 后酶活性迅速下降后

缓慢降低。在幼苗期 12d 后，龙麦 26 和麦 97189 幼苗

酯酶活性上升后又有所下降，这与大豆垦农 18、垦农 19
种子和玉米种子、芽及幼苗期酯酶的活性变化规律相似。

2.5 龙麦 26 种子不同部位酯酶的活性

由图 5 可知，龙麦 26 经破碎处理后，各部位酯酶

活性不同，麸片中酶活性最高，粗粉最低。这是由于

小麦麸片主要由糊粉层和皮层组成，而糊粉层贮存有大

量的淀粉酶、蛋白酶和脂肪酶 [ 2 5 ]，而其中的特异性酯

酶的含量也较高。

由图 3 可知，水稻品种农大 4034、空育 131 种子、

芽(5～14d)及幼苗(14～24d)叶片酯酶活性均呈递减趋势，

农大 4034 种子及芽期酶活性大于空育 131，而在幼苗期

(14d)后酶活性下降较明显，且低于空育 131。可能由于

水稻发芽时，种子内大量的菲丁消失，磷酯减少，而

无机磷增加，导致酶系的相应变化 [ 2 4 ]，作用于底物的

酯酶下降所致。两种水稻种子中酶活性同大豆、玉米

相比相对较低。

2.4 小麦酯酶活性的变化
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图5   龙麦26不同活性部位酯酶活性

Fig.5   Catalytic activity of esterase from various parts of Longmai
26 seeds

3 讨  论

大豆、玉米、水稻、小麦种子中整体破碎后，以

α- 乙酸萘酯为底物考察酯酶活性时，发芽初期酶活性

下降缓慢，而发芽后期及幼苗期下降明显。种子在萌

发过程中，淀粉酶、蛋白酶、磷酸酶等主要水解酶吸

水后得以活化[26]，但作为酯酶 B 类[9, 27]，既能够作用于

底物α- 乙酸萘酯，又能够被有机磷农药所抑制，与种

子休眠期相比较，萌发后特异性酯酶可能参与了脂类的

合成，导致酯酶活性有所下降。实验条件下几种种子

酯酶活性的顺序为：小麦＞大豆＞玉米＞水稻，其中龙

麦 26、豫麦 39、麦 97 18 9 种子中酯酶活性较高。

鉴于龙麦 26 已在黑龙江、内蒙、新疆等高寒地区

大面积种植，考虑酯酶活性以及品种来源的广泛性，本

实验选用了强筋小麦品种龙麦 26 作为酯酶提取的材料。

由于种子中皮层、胚乳、胚等活性部位中酯酶活性分

布可能不同，本研究将龙麦 26 种子筛分为麸片、麦渣、

麦心、粗粉 4 个部分研究其酯酶活性，经测定，发现

龙麦 26 种子麸片中酯酶活性最高，可作为有机磷农药残

留检测的优良酶源，从而更利于提高植物酯酶与有机磷

农药作用的敏感性和方法的检测限[28]。

筛选出的龙麦 26 麸片中的酯酶有待于进一步深入研

究其纯化技术、酶学特性及其与有机磷农药的作用机制。
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