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封面图说: 石羊河———石羊河流域属大陆性温带干旱气候,气候特点是:日照充足、温差大、降水少、蒸发强、空气干燥。 石羊河

源出祁连山东段,河系以雨水补给为主,兼有冰雪融水成分。 上游的祁连山区降水丰富,有雪山冰川和残留林木,是

河流的水源补给地。 中游流经河西走廊平地,形成武威和永昌等绿洲,下游是民勤,石羊河最后消失在腾格里沙漠

中。 随着石羊河流域人水矛盾的不断加剧,水资源开发利用严重过度,荒漠化日趋严重,民勤县的生态环境已经相

当恶化,继续下去将有可能变成第二个“罗布泊冶。

彩图及图说提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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氟化物对家蚕血液羧酸酯酶及全酯酶活性的影响

米摇 智, 阮成龙, 李姣蓉, 付巧娟, 杜文华, 李冠楠, 隆耀航, 朱摇 勇*

(西南大学生物技术学院,重庆摇 400716)

摘要: 为了探讨氟化物对家蚕代谢机制的影响,以家蚕耐氟品种 T6 和氟化物敏感品种 734 为研究对象,从 5 龄起蚕开始分别

添食 50、100、200、400mg / kg NaF 溶液浸泡后的新鲜桑叶,检测家蚕血液中羧酸酯酶(CarE),全酯酶活性的变化。 结果表明,

734、T6 添氟组的 CarE 活性分别是对照组的 73%—88%和 72%—81% ,734 两个低浓度添氟组的 CarE 活性与对照组和两个高

浓度添氟组的差异极显著(P<0. 01),T6 各处理组之间的差异不显著。 734、T6 添氟组的全酯酶活性分别是对照组的 89%—

97%和 73%—92% ,734 各处理组之间的差异不显著,T6 对照组的全酯酶活性仅与最高浓度添氟组差异极显著(P<0. 01)。 说

明氟化物对家蚕血液 CarE 和全酯酶活性具有一定的抑制作用。

关键词:家蚕;氟化物;血液;羧酸酯酶;全酯酶

Influence of fluoride on activity of carboxylesterase and esterase in hemolymph of
Bombyx mori
MI Zhi, RUAN Chenglong, LI Jiaorong, FU Qiaojuan, DU Wenhua, LI Guannan, LONG Yaohang, ZHU Yong*

College of Biotechnology, Southwest University, Chongqing 400716, China

Abstract: We explored the metabolic mechanism of silkworm (Bombyx mori) to NaF by using the fluoride鄄tolerant silkworm
variety named T6 and the fluoride鄄sensitive variety named 734 as materials. We fed the silkworm larvae from the first day of
fifth instar with mulberry leaves soaked in 50, 100, 200 and 400 mg / kg NaF solutions respectively. Then we examined the
activities of CarE and esterase in hemolymph. Results showed that the activity of CarE was 73% to 88% in 734 strain and
72% to 81% in T6 strain compared with control groups, respectively. The CarE activity of two low concentration NaF鄄
treated 734 groups showed extremely significant differences(P<0. 01) with control group and two high concentration NaF鄄
treated groups, while the differences among T6忆s all treatment groups were not significant. The esterase activity of NaF鄄
treated groups was 89% to 97% in 734 strain and 73% to 92% in T6 strain compared with control groups, respectively.
The esterase activity among all treatment groups in 734 strain show no significant differences. The esterase activity of the
highest concentrations NaF鄄treated group showed extremely significant differences (P<0. 01) compared with control group.
These results suggest that the fluoride has certain inhibition to the activity of CarE and esterase in hemolymph of silkworm.

Key Words: Bombyx mori; fluoride; hemolymph; carboxylesterase; esterase

近年来随着工农业的发展, 陶瓷、砖瓦、磷肥、炼铝、水泥、玻璃、火力发电和金属冶炼等部门排放以氟化
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物为主的大气污染给蚕桑生产带来的危害越来越大。 氟化物是一类原生质毒剂,研究表明,氟化物随桑叶进

入蚕体累积于消化液、肠壁和体壁等处,通过消化管进入血液,在血液和组织中与蛋白质结合,抑制生长发育,
出现氟中毒症状[1]。 氟中毒能损害中枢神经系统,内分泌系统及心、肝、肾等,并引起生物酶学改变和免疫功

能改变[2]。
酯酶是昆虫体内一种重要的代谢酶,属于水解酶,具有广泛的底物专一性。 一方面杀虫剂对酯酶活性有

抑制作用,另一方面酯酶可对某些杀虫剂进行代谢[3鄄4]。 羧酸酯酶(Carboxylesterase,CarE, EC3. 1. 1)是一种

解毒水解酶。 能够与进入昆虫体内的有机磷杀虫剂快速结合, 将杀虫剂在到达靶标作用位点之前阻隔或降

解,降低杀虫剂对昆虫的毒害,使昆虫产生抗性[5鄄6]。 CarE 能够催化酯类和酰胺类化合物水解,在神经递质的

传递过程中起重要作用[7]。 在抗性昆虫中,CarE 活性的提高主要是由基因扩增使得表达量的增加(量变)或
催化效率提高(质变)所引起的[8鄄11]。 传统方法主要通过单个基因的克隆、表达和突变分析等,来研究基因在

抗性形成中的作用[12鄄15]。
本试验通过研究家蚕添食 NaF 后血液中全酯酶和 CarE 的活性变化,为从生理生化水平上阐明家蚕对氟

化物的代谢机制提供参考。
1摇 材料与方法

1. 1摇 试验材料

家蚕耐氟品种 T6、敏感品种 734,由中国农业科学院蚕业研究所提供,西南大学生物技术学院家蚕遗传育

种室保存。 按照常规方法饲养到 5 龄起蚕时,对照组喂食清水浸泡 11 min 后自然晾干的新鲜桑叶,试验组分

别用 50、100、200、400 mg / kg NaF 溶液浸泡 11 min 后自然晾干的桑叶饲养[16],每隔 8 h 添食 1 次,每天添食 3
次。 试验采用平行设计,每组设 3 个重复。 从 5 龄起蚕第 1—7 天每天分别取各组幼虫的血液样品。
1. 2摇 家蚕血液酶液的制备

将蚕体表用蒸馏水擦洗处理后,并用吸水纸擦干,使蚕体弯曲,用无菌剪刀剪其腹足让血液滴入放有少许

苯基硫脲的预冷离心管中,在 0—4益,5000r / min 离心 15min,取上清液用 0. 04mol / L pH7. 0 的 PBS 稀释 50 倍

作为酶液,放置于-70益冰箱内备用。
1. 3 摇 测定方法

1. 3. 1摇 羧酸酯酶标准曲线的制作

取 7 个干燥洁净的试管依次分别加入 1伊10-4mol / L 琢鄄萘酚 0、0. 2、0. 4、0. 8、1. 2、1. 6、2. 0 mL,对应加

0郾 04mol / L pH7. 0 磷酸缓冲液 6. 0、5. 8、5. 6、5. 2、4. 8、4. 4、4. 0mL,然后分别加入显色剂(1%固蓝 B 盐(需避

光保存) 和 5% SDS 按 2颐5 混合,现配现用)1mL,摇匀后 30益水浴保温 30 min,在 600 nm 处测定 OD 值,重复

3 次,以 OD600 的平均值为纵坐标,琢鄄萘酚的浓度为横坐标,绘制标准曲线。 所得方程为:y = 30. 99x-0. 008,
R2 =0. 999。
1. 3. 2摇 家蚕血液羧酸酯酶活性测定

参照 Van Aspern[17]的方法适当修改后进行,每个样品重复测定 3 次。 2500滋L 3伊10-4 mol / L 的 琢鄄醋酸萘

酯溶液(含 1伊10-4 mol / L 毒扁豆碱)和 500 滋L 工作酶液(20 滋L 酶液和 480 滋L 0. 04mol / L pH 7. 0 PBS)混合,
在 30益水浴中反应 30min 后,加入 500 滋L 显色剂后,摇匀,静置 15min,待溶液变成稳定的蓝色后,用分光光

度计在 600nm 处测 OD 值。 根据 30min 内生成的 琢鄄醋酸萘酚的毫摩尔数表示酶的活性(滋mol / mL 琢鄄萘酚)。
1. 3. 3摇 家蚕血液全酯酶活性测定

同羧酸酯酶测定方法[17]基本一样,只是在 琢鄄醋酸萘酯溶液中不加毒扁豆碱溶液。
1. 4摇 数据统计

试验数据使用 Excel 软件对 CarE 和全酯酶活性做柱状图分析;运用 SPSS17. 0 软件对 CarE 和全酯酶的

活性采用 Duncan 方法进行多重比较,比较的显著水平为 P=0. 01。
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2摇 结果与分析

2. 1摇 氟化物对家蚕血液 CarE 活性的影响

2. 1. 1摇 相同暴露浓度下的时间效应关系

摇 摇 整体上来看,734、T6 各浓度 NaF 处理组的前 3d CarE 活性都很平稳,734 的 400mg / kg NaF 处理组在第 2
天酶活性上升的幅度较大,其余各浓度处理组在第 2 天稍有上升;T6 的 100mg / kg NaF 处理组在第 2 天呈上

升趋势,其余各浓度处理组在第 2 天略呈下降趋势。 在后 4d 内 734 各浓度 NaF 处理组的 CarE 活性变化范围

较大,第 4 天的酶活性均高于前 3d 的,且对照组、100、400mg / kg NaF 处理组均出现了峰值;第 5 天的 50mg / kg
NaF 处理组的酶活性仍上升,200mg / kg NaF 处理组的酶活性略呈下降趋势,其余各组下降幅度较大;最后 2d
内,对照组、200、400mg / kg NaF 处理组呈上升趋势,50mg / kg NaF 处理组在第 6 天下降,第 7 天上升,100mg / kg
NaF 处理组呈平缓的下降趋势。 T6 各处理组的 CarE 活性与 734 相比较平稳,对照组在第 6 天的 CarE 活性最

高,达 12滋mol / mL,其余时间段均小于 8滋mol / mL;50mg / kg NaF 处理组在 4-6d 内呈下降趋势,第 7 天活性又

上升;100mg / kg NaF 处理组在第 4 天活性最高,最后 3d 活性很平稳,约 3滋mol / mL;200mg / kg NaF 处理组在

4—5d 的酶活性较平稳,在 6—7d 时酶活性上升,且达最大值;400mg / kg NaF 处理组在 4—7d 内 CarE 活性一

直很平稳,在 2—5滋mol / mL 之间波动。
2. 1. 2摇 同一暴露时间内的浓度效应关系

添氟处理 1d 后,734 随着添氟浓度的增加,CarE 活性呈先降后升再降的变化趋势,而 T6 呈先降后升的趋

势;添氟处理 2d 后,734CarE 活性随着添氟浓度的增加呈先降后升的趋势,T6 的 100mg / kg NaF 处理组的活性

稍高于其他处理组,其余各组的活性均很相近;添氟处理 3d 后,734 的 400mg / kg NaF 处理组的 CarE 活性显

著低于其他处理组,其余各组的活性很平稳,T6 的 50mg / kg NaF 处理组低于其他各处理组;添氟处理 4d 后,
734 各处理组的变化范围较大,呈“W冶型,T6 的 2 个高浓度添氟组的酶活性低于其余 3 个处理组;添氟处理

5d 后,734 各处理组的变化仍很大,呈“M冶型,且 50mg / kg NaF 处理组的酶活性最高,T6 添氟组的酶活性低于

对照组,100mg / kg NaF 处理组的酶活性最低;添氟处理 6d 后,734 呈现先降后升再降的趋势,且 400mg / kg
NaF 处理组的酶活性最低,T6 添氟组的酶活性显著低于对照组;添氟处理 7d 后,734 和 T6 添氟组的变化趋势

基本一致,734 对照组的酶活性最高,而 T6 对照组的酶活性最低。

图 1摇 734 的 5 龄幼虫添食 NaF 后血液 CarE 活性的变化

Fig. 1摇 Variations of CarE activity of hemolymph in 5th instar larvae of Bombyx mori 734 after treatment with NaF

2. 2摇 添食氟化物对家蚕血液全酯酶活性的影响

2. 2. 1摇 相同暴露浓度下的时间效应关系

对照组中,734 全酯酶活性前 2d 呈下降趋势,后 5d 里酶活性变化很平稳略高于前 2d,T6 随添氟时间的

增加酶活性呈上升趋势,且在第 4、7 天分别出现峰值;50mg / kg NaF 处理组,734 前 4d 呈先降后升的趋势,后
3d 酶活性呈平缓的下降趋势,T6 整体上呈上升趋势,在第 2、4、7 天出现峰值;100 mg / kg NaF 处理组,734 前

3d 呈平缓的下降趋势,后 4d 呈波浪式变化,T6 前 3d 全酯酶活性较相似,第 4 天出现一个上升的峰值,后 3d
呈上升的趋势;200 mg / kg NaF 处理组,734 在试验期酶活性基本相似,仅在第 1、4 天略高于其它时间点,T6 前
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图 2摇 T6 的 5 龄幼虫添食 NaF 后血液 CarE 活性的变化

Fig. 2摇 Variations of CarE activity of hemolymph in 5th instar larvae of Bombyx mori T6 after treatment with NaF

3d 酶活性很平稳,第 4 天酶活性稍升高,后 3d 酶活性呈上升趋势;400 mg / kg NaF 处理组,734 第 6 天全酯酶

活性显著低于其他时间点,其余 6d 的酶活性在 62—64滋mol / mL 之间波动,T6 的全酯酶整体上呈平稳的上升

趋势。
2. 2. 2摇 同一暴露时间内的浓度效应关系

添氟处理 1d 后,734 的 50mg / kg NaF 处理组的酶活性最低,之后随着添氟浓度增加,酶活性升高,但 400
mg / kg NaF 处理组的酶活性低于 200 mg / kg NaF 处理组,T6 各浓度之间的酶活性几乎为一直线,50 mg / kg
NaF 处理组略低于其它处理组,100 mg / kg NaF 处理组略高于其他组;添氟处理 2d 后,734 对照组和 50 mg / kg
NaF 处理组的全酯酶活性呈下降趋势,之后随着浓度的增加酶活性增加,T6 各浓度的酶活性约为一直线,50
mg / kg NaF 处理组酶活性略高于其它组,200 mg / kg NaF 处理组略低于其它组;添氟处理 3d 后,734 全酯酶的

变化趋势同处理 2d 后相似,T6 各处理组酶活性几乎仍是一直线,呈稍稍下降趋势;添氟处理 4d 后,734 对照

组和两个低浓度组呈下降趋势,200 mg / kg NaF 处理组略上升,而 400 mg / kg NaF 处理组又下降,T6 对照组和

两个低浓度的酶活性相当,但远大于两个高浓度处理组的活性;添氟处理 5d 后,734 的酶活性变化同处理 4d
后,T6 随着浓度的增加呈下降趋势;添氟处理 6d 后,734 对照组和两个低浓度处理组的酶活性变化较平稳,而
两个高浓度组的酶活性呈骤降趋势,T6 全酯酶活性同添氟处理 5d 后的变化趋势;添氟处理 7d 后,734 全酯酶

活性变化较平稳,几乎呈一直线,而 T6 对照组的酶活性最高,50、100 和 200mg / kg NaF 处理组酶活性很平稳,
400mg / kg NaF 处理组酶活性骤降。

图 3摇 734 的 5 龄幼虫添食 NaF 后血液全酯酶活性的变化

Fig. 3摇 Variations of esterase activity of hemolymph in 5th instar larvae of Bombyx mori 734 after treatment with NaF

2. 3摇 不同浓度氟化物及氟化物处理后不同天数的 CarE 活性差异分析

734 的两个低浓度添氟组不仅和对照组而且与两个高浓度添氟组之间的差异均极显著,但对照组与高浓

度添氟组之间的差异不显著;而 T6 各处理组之间的差异均不显著。 2 品种间在各个添氟浓度下的差异极显

著(表 1)。
734 的 CarE 活性在添氟后 4、6、7d 与其他时间点差异极显著,而且第 7 天与前 6d 的酶活性差异也极显
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图 4摇 T6 的 5 龄幼虫添食 NaF 后血液全酯酶活性的变化

Fig. 4摇 Variations of esterase activity of hemolymph in 5th instar larvae of Bombyx mori T6 after treatment with NaF

著,T6 在添氟处理后 7d 内的 CarE 活性差异均不显著。 2 品种添氟后 1d 和 3d 差异不显著,其余各时间点差

异极显著(表 2)。

表 1摇 734 与 T6 添食不同浓度氟化物后 CarE 和全酯酶活性多重比较

Table 1摇 Multiple comparison on activity variations of CarE and esterase between 734 and T6 after treatment with different sodium fluoride

品种,添食 NaF 质量浓度 / (mg / kg)
The strain and concentration of NaF

CarE 活性差异显著性
Significant difference of

CarE activity

全酯酶活性差异显著性
Significant difference of

esterase activity

743,CK C C
T6, CK A B
743, 50 B C
T6, 50 A AB
743, 100 B C
T6, 100 A AB
743, 200 C C
T6, 200 A AB
743, 400 C C
T6, 400 A A

摇 摇 表中不同大写字母表示组间比较差异极显著(P<0. 01)

表 2摇 734 与 T6 添食 NaF 后不同时间段 CarE 和全酯酶活性多重比较

Tabel 2 摇 Multiple comparison on activity variations of CarE and esterase at different time between 734 and T6 after treatment with

sodium fluoride

品种,添食 NaF 天数 / d
The strain and the days
after treating with NaF

CarE 活性差异显著性
Significant difference

of CarE activity

全酯酶活性差异显性
Significant difference
of esterase activity

743,1 ABC DE
T6, 1 ABC A
743, 2 BC D
T6, 2 A A
743, 3 ABC DE
T6, 3 A A
743,4 D E
T6, 4 AB B
743, 5 C E
T6, 5 A B
743, 6 D DE
T6,6 ABC B
743, 7 E E
T6, 7 ABC C
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2. 4摇 不同浓度氟化物及氟化物处理后不同天数的全酯酶活性差异分析

734 各处理组之间的差异均不显著,T6 对照组与高浓度添氟组差异极显著,2 品种在同一添氟浓度间的

差异极显著(表 1)。
734 在添氟后第 2 天与第 4、5、7 天差异极显著, T6 添氟分为 1—3d、4—6d 和 7d 三组,三组之间的差异

极显著,组内差异不显著。 2 品种在添氟处理后的各个时间段差异极显著(表 2)。
3摇 讨论

CarE 是多功能家族酶,普遍存在于动物、植物、昆虫和微生物中,并在异生物质(药物、杀虫剂、致癌物等)
的解毒、信息素的降解、神经的发生和调控中扮演着重要角色[18]。 CarE 水解包含羧酸酯、酰胺和硫酯等官能

团的化学物质,在药物代谢和杀虫剂解毒方面发挥着重要的作用[19]。 二斑叶螨(Tetranychus urticae)对杀螨

剂的抗性通常与体内解毒酶[20鄄22](酯酶、多功能氧化酶、谷胱甘肽 S鄄转移酶)的变化有关,也涉及靶标不敏感

机制[23]。 Van Leeuwen 等[24]测定了田间多抗二斑叶螨酯酶活性,发现抗性种群中的酶活性较敏感品系为高。
Achaleke 等[25]发现抗拟除虫菊酯的棉铃虫酯酶活性高于敏感品系。 很多学者用不同昆虫实验同样得出了

CarE 活力与拟除虫菊酯和有机磷的抗性成正相关,分子生物学研究已经证实,酯酶活性的升高是由于酯酶结

构基因的扩增[26]。 而本实验对家蚕进行添食 NaF,检测其血液中的 CarE 活性,得到了与其相反的结论,原因

可能是氟化物和常用的有机杀虫剂在化学结构上有本质区别,杀虫剂进入昆虫体内后,抑制了靶酶正常的生

理功能,或作用于神经轴突阻断了神经传导或产生毒素而导致昆虫死亡,而氟化物可能是酶的抑制剂,替换了

酶活性位点中的某些离子,使酶活性下降。 也可能与 CarE 表达和活性存在物种和组织特异性有关[27]。 734
在 1—3d 时,各处理组(400 mg / kg NaF 处理组除外)的 CarE 活性变化平稳,且添氟组的活性低于对照组,因
为蚕体自身的免疫系统可以在短时间内抵抗毒物的危害,各种与解毒相关的酶在此期间发挥其相应的作

用[28],但在 4—7d 时,各个添氟处理组的 CarE 活性出现无规律大幅度的变化,尤其 400 mg / kg NaF 处理组,在
整个实验期波动范围最大,高浓度 NaF 处理则能引发蚕体短时间中毒,进而导致蚕体代谢系统紊乱,氟可能

以间接的方式,在高剂量下扰乱酶系统已被报道[29]。 734 的两个低浓度添氟组的活性不仅和对照组而且与

两个高浓度添氟组之间的差异均极显著(P<0. 01)。 T6 各处理组酶活性差异不显著。
酯酶是昆虫体内一种重要的解毒酶系, 它可以通过水解酯类毒性化合物的酯键, 或与亲脂类有毒化合

物结合, 降低其有效浓度来降低有毒化合物的毒性。 因此, 酯酶在昆虫对这几类杀虫剂的抗性中起着重要

的作用[30鄄31]。 T6 和 734 添食 NaF 后全酯酶的平均活性都表现出下降的趋势,说明 NaF 对家蚕血液全酯酶的

活性也起到抑制作用。 734 的 50 mg / kg 添氟组在 1—3d 的酶活性处于最低,推测可能是低浓度的 NaF 在短

期内对敏感品种家蚕全酯酶的抑制作用很大,而高浓度 NaF 使蚕体及早进入各项防御应激措施,避免受到严

重损害。 T6 两个高浓度添氟组在 2—7d 内的全酯酶活性一直低于其他处理组,在 6—7d 最高浓度添氟组的

全酯酶活性远低于其他处理组,长时间添食高浓度的氟化物,会严重抑制蚕体全酯酶的活性,影响蚕体正常生

长发育,甚至死亡。 整体上 T6 各处理组的全酯酶活性在 4—7d 的活性要高于前 3d 的活性,随着时间的增加,
蚕体要为进入化蛹阶段做准备,故要提高各种解毒酶的活性或增加各种解毒酶的量来作用氟化物。 T6 与 734
两品种的全酯酶在相同时间点活性差异均极显著(P<0. 01)。

本实验结果表明,不论是 CarE 还是全酯酶,734 的酶活性要大于 T6,可能是敏感品种在 NaF 作用下,蚕
体需要大量的解毒酶或提高相关酶活性来代谢或作用于 NaF,而耐氟品种其蚕体本身对 NaF 的代谢或抵抗能

力很强,故其酶活性低于敏感品种,推测家蚕血液中的 CarE 和全酯酶活性与蚕体的耐氟性能有一定的相关

性,但这 2 种酶在家蚕对氟化物代谢过程中的作用机制,有待进一步研究。
致谢:感谢西南大学生物技术学院朱勇教授对实验的指导。
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