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摘　要：以５种不同来源的α－淀粉酶为检测试剂，对鹰嘴豆种胚芽和子叶α－淀粉酶抑制剂在发芽和成熟过程中的
抑制活性进行测定。结果表明：α－淀粉酶抑制剂主要存在于胚芽中；发芽过程中，发芽１ｄ后，胚芽提取液对

ＡＯＡ的抑制活性降为９．９％，而对ＨＳＡ、ＰＰＡ和ＰＡ的抑制活性都检测不到。子叶提取液对ＡＯＡ和 ＨＳＡ
的抑制活性分别降为２１．５％和２８．３％，而对ＢＳＡ和ＰＰＡ则检测不到活性。发芽４ｄ后，无论是子叶还是胚
芽提取液对５种来源的α－淀粉酶都检测不到抑制活性；种子成熟过程中，子叶和胚芽提取液对α－淀粉酶的抑
制活性均随种子成熟度的提高而提高，３０ｄ时达到最大，且胚芽提取液对 ＨＳＡ、ＰＡ的抑制活性较高，分别
为４８．９％和４７．５％。
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　　鹰嘴豆属豆科鹰嘴豆属植物，在豆科作物中居
第三位，在我国新疆、甘肃、青海、内蒙古等地有
种植，新疆甚至有２５００年的种植历史 （Ｓｉｎｇｈ，

１９９７；Ｃｈｏ　ｅｔ　ａｌ．，２００２；Ｚｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，２００６）。
有研 究 （Ｇｉｒｉ　＆ Ｋａｃｈｏｌｅ，１９９６；Ｈａｏ　ｅｔ　ａｌ．，

２００９）证明鹰嘴豆种子中含有蛋白质类α－淀粉酶
抑制剂，这种抑制剂可有效抑制人肠道内淀粉酶的
活性，且对其它哺乳动物、昆虫以及微生物的α－淀
粉酶也有很强的特异性抑制作用 （Ｇｕｚｍａｎ－Ｐａｒｔｉｄａ　ｅｔ
ａｌ．，２００７；Ｙｅｔｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９７９）。该实验就鹰嘴豆种
子α－淀粉酶抑制剂抑制活性在发芽和成熟过程中的动
态变化规律进行研究，以期为鹰嘴豆生长期内病虫害
的防治及抗病虫育种提供一定的依据。

１　材料与方法
１．１材料

１．１．１试剂　可溶性淀粉、磷酸氢二钠、磷酸二
氢钠、氯化钠、氯化钙、氢氧化钠、３，５－二硝基
水杨酸、酒石酸钾钠等 （分析纯）均购于上海国药
集团化学试剂有限公司。真菌源α－淀粉酶 （ＢＳＡ）
（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓα－ａｍｙｌａｓｅ，３８０Ｕ／ｍｇ）、哺乳动
物源 α－淀粉酶 （ＰＰＡ） （Ｐｏｒｃｉｎｅ　ｐａｎｃｒｅａｓα－
ａｍｙｌａｓｅ，２７ Ｕ／ｍｇ）、植 物 源 α－淀 粉 酶 （ＰＡ）
（ｍａｉｚｅα－ａｍｙｌａｓｅ，１　０００Ｕ／ｍｇ）、细菌源α－淀粉
酶 （ＡＯＡ） （Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｏｒｙｚａｅα－ａｍｙｌａｓｅ，１５０
～２５０Ｕ／ｍｇ），购于Ｓｉｇｍａ公司。

１．１．２材料　鹰嘴豆种子由新疆农业大学提供，
储存于４℃ 冰箱备用。不同发芽程度材料：将鹰
嘴豆种子放置于２５℃的恒温箱中发芽，分别取发
芽后１、２、３、４、５、６和７ｄ的种子待测。不同
成熟程度材料：将鹰嘴豆种子种植后，待鹰嘴豆开
花后，挂牌，取开花后５、１０、１５、２０、２５和３０ｄ
的种子待测。

１．２方法

１．２．１鹰嘴豆种子α－淀粉酶抑制剂的提取　切取
种子的胚芽与子叶，分别进行提取，提取方法参照

Ｈａｏ　ｅｔ　ａｌ．（２００９）。

１．２．２人唾液α－淀粉酶的制备　人的唾液α－淀粉
酶 （ＨＳＡ）的制备参照Ｇｉｒｉ　＆Ｋａｃｈｏｌｅ（１９９６）的
方法。

１．２．３α－淀粉酶抑制剂的抑制活力测定　α－淀粉
酶和α－淀粉酶抑制剂的活力测定参照Ｉｓｈｉｍｏｔｏ
（１９９６）并作适当修改，即２５μＬ的人的唾液α－淀
粉酶与等体积的α－淀粉酶抑制剂提取溶液混合，

在３７℃水浴共培养３０ｍｉｎ后，加入４００μＬ　１％的
可溶性淀粉溶液。３７℃水浴处理１０ｍｉｎ，加２５０

μＬ的ＤＮＳ溶液终止反应，经沸水浴处理１０ｍｉｎ，
冷却，加适量的水定容到一定的体积，５４６ｎｍ下
测定吸光值。抑制率的计算公式如下：

相对抑制率 （％）＝ （Ａｃｏｎｔｒｏｌ－Ａｓａｍｐｌｅ）／Ａｃｏｎｔｒｏｌ×１００
式中，Ａｃｏｎｔｒｏｌ代表酶的吸光值；Ａｓａｍｐｌｅ 代表样

品的吸光值。

α－淀粉酶的活力定义为每分钟释放１μｍｏｌ的
麦芽糖所需的α－淀粉酶的量；１单位的α－淀粉酶抑
制剂抑制活力定义为降低１单位α－淀粉酶所需抑制
剂的量 （Ｍｕｌｉｍａｎｉ　＆Ｒｕｄｒａｐｐａ，１９９４）

２　结果与分析
２．１子叶和胚芽芽中α－淀粉酶抑制剂抑制活力的测定
在表１中，子叶和胚芽提取液对ＢＳＡ均未检

测到抑制活性；对哺乳动物源α－淀粉酶 （ＨＳＡ和

ＰＰＡ），胚芽提取液的抑制活力分别为４６．９％
和４．３％，子叶提取液对 ＨＳＡ的抑制活力为３２．
１％，而对ＰＰＡ则没有检测到抑制活力；对植物源

α－淀粉酶 （ＰＡ），胚芽提取液的抑制活力为４６．
６％，而子叶则未检测到抑制活力；对细菌源α－淀
粉酶，子叶和胚芽的提取液的抑制活力分别为２９．
８％和２８．３％。这表明供试种子对所测定的α－淀
粉酶的抑制活力主要存在于胚芽中，而在子叶中
不存在或少量存在。

表１　鹰嘴豆种子子叶和胚芽中α－淀粉酶抑制剂活力
Ｔａｂｌｅ　１　α－Ａｍｙｌａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ’ｓ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｆｒｏｍ
ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ　ａｎｄ　ｅｍｂｒｙｏ　ｏｆ　ｃｈｉｃｋｐｅａ　ｓｅｅｄｓ

不同来源的α－淀粉酶
Ｓｏｕｒｃｅｓ　ｏｆα－ａｍｙｌａｓｅ

α－淀粉酶的
活力 （Ｕ）
Ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ
α－ａｍｙｌａｓｅ

抑制活力 （％）
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ａｃｔｉｖｉｔｙ
子叶

Ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ
胚芽

Ｅｍｂｒｙｏ
Ｈｕｍａｎ　ｓａｌｉｖａｒｙ（ＨＳＡ）４．４±０．６９ ３２．１±１．５８４６．９±４．６８
Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ

１３９． ４ ±
１４．３２

— —

Ｐｏｒｃｉｎｅ　ｐａｎｃｒｅａｓ（ＰＰＡ）１２２．１±１．０８ — ４．３±２．１０
Ｍａｉｚｅ　 ５．９±０．４０ — ４６．６±１４．５５
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｏｒｙｚａｅ　 ２００．９±１．５５ ２９．８±９．９３２８．３±１．３５

　注：“—”代表没有检测到抑制活力。淀粉酶活性单位１Ｕ定义为每份钟
释放１ｎｍｏｌ的麦芽糖所需淀粉酶的量

　Ｎｏｔｅ：“—”ｄｉｓｐｌａｙｓ　ｎｏ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ａｃｔｉｖｉｔｙ．Ａｍｙｌａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｕｎｉｔ　１Ｕｉｓ　ｄｅｆｉｎｅｄ　ａｓ
ｔｈｅ　ａｍｙｌａｓｅ　ｒｅｌｅａｓｉｎｇ　１ｎｍｏｌ　ｍａｌｔｏｓｅ　ｅａｃｈ　ｍｉｎｕｔｅ．

２．２发芽过程中α－淀粉酶抑制剂抑制活力的测定
种子发芽１ｄ后，子叶和胚芽提取液对 ＡＯＡ

的抑制活性分别降为２１．５％和９．９％，而当种子
发芽４ｄ后，子叶和胚芽提取液对ＡＯＡ则几乎检测不
到抑制活性 （图１：Ａ）；在发芽１ｄ后，胚芽提取液对

６９６ 广　西　植　物　　　 　　　　　　　　　　　　　　３３卷



图１　种子发芽过程中胚芽和子叶提取液对不同来源α－淀粉酶的抑制活性　Ａ．ＡＯＡ；Ｂ．ＨＳＡ。
Ｆｉｇ．１　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ　ａｎｄ　ｅｍｂｒｙｏ　ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ　ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ　ｏｎ　ａｍｙｌａｓｅｓ　ｄｕｒｉｎｇ　ｓｅｅｄ　ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　Ａ．ａｍｙｌａｓｅ　ｆｒｏｍ
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｏｒｙｚａｅｓ；Ｂ．Ａｍｙｌａｓｅ　ｆｒｏｍ　ｈｕｍａｎ　ｓａｌｉｖａｒｙ．

图２　种子成熟过程中α－淀粉酶抑制剂对不同来源α－淀粉酶的抑制活性　Ａ．ＨＳＡ；Ｂ．ＡＯＡ；Ｃ．ＰＡ。
Ｆｉｇ．２　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ　ａｎｄ　ｅｍｂｒｙｏ　ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ　ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ　ｏｎ　ａｍｙｌａｓｅｓ　ｄｕｒｉｎｇ　ｓｅｅｄ　ｄｅｖｅｌｏｐｅｍｅｎｔ　Ａ．Ａｍｙｌａｓｅ
ｆｒｏｍ　ｈｕｍａｎ　ｓａｌｉｖａｒｙ；Ｂ．Ａｍｙｌａｓｅ　ｆｒｏｍＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｏｒｙｚａｅ；Ｃ．Ａｍｙｌａｓｅ　ｆｒｏｍ　ｍａｉｚｅ．

ＨＳＡ就几乎检测不到抑制活性，而在子叶中则还
有２８．３％的抑制活力，在发芽５ｄ后，子叶提取
液对 ＨＳＡ已检测不到抑制活性 （图１：Ｂ）。Ｍｕ－
ｌｉｍａｎｉ　＆Ｒｕｄｒａｐｐａ（１９９４）研究认为种子在萌发６
ｄ后就检测不到抑制活性，与本研究的结果相似。
但在发芽１ｄ后，无论子叶提取液还是胚芽提取液
都检测不到对ＰＰＡ和ＰＡ的抑制活力。

２．３种子成熟过程中α－淀粉酶抑制剂抑制活力的测定
随着种子逐渐成熟，子叶和胚芽提取液对

ＨＳＡ的抑制活性也在增加，开花后１０ｄ，子叶和
胚芽提取液中都检测到了抑制活性，３０ｄ时达到
最大，分别为３２．５％和４８．９％ （图２：Ａ）；同
样，子叶和胚芽提取液对ＡＯＡ的抑制活性也呈增
加趋势，开花后１０ｄ，子叶和胚芽提取液都检测
到了抑制活性，３０ｄ时达到最大，分别为２７．２％
和２９．７％ （图２：Ｂ）；胚芽提取液对ＰＡ的抑制
活性也呈增加趋势，３０ｄ时达到最大，为４７．

５％，而在子叶提取液中均未检测到抑制活性 （图

２：Ｃ）。而在成熟过程中均未检测出对 ＢＳＡ 和

ＰＰＡ的抑制活性。

３　结论与讨论

对鹰嘴豆中α－淀粉酶抑制剂在子叶和胚芽中
的分布进行了研究。结果显示：胚芽中的活力相对
子叶要高，即α－淀粉酶抑制剂主要分布在胚芽中，
这可能是由于植物在种子自我保护的过程中优先保

护胚芽的缘故。
鹰嘴豆种子在发芽过程中，提取液中α－淀粉

酶抑制剂的抑制活性随着发芽天数的增加而逐渐变

小，分析其原因可能有两种：一是由于鹰嘴豆在发
芽过程中α－淀粉酶抑制剂发生了失活、钝化、分
解等变化，从而导致测得的α－淀粉酶抑制剂的抑
制活性逐渐变小，印度学者 （Ｍｕｌｉｍａｎｉ　＆ Ｒｕｄ－
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ｒａｐｐａ，１９９４）的研究支持这一观点；二是由于鹰
嘴豆内源α－淀粉酶在发芽过程中被激活 （分解种
子中的淀粉释放出足够种子发芽所需要的养分）造
成α－淀粉酶抑制剂的活性被掩饰，从而导致测定
结果变小。艾志录等 （２００６）研究表明发芽时间对

α－淀粉酶活力有高度显著性影响，且随发芽时间增
加而增大，而我们测得的α－淀粉酶抑制剂的抑制
活性则随发芽时间的增加而降低，这说明发芽过程
中测得的α－淀粉酶抑制剂活性的降低更可能是由
于被 α－淀粉酶活力的增加掩盖了。杨煜峰等
（１９９０）研究显示在种子萌发的前３天淀粉酶显著
被激活，这与我们测得的α－淀粉酶抑制剂的抑制
活性的结果 （前２天还维持较高水平，第３天显著
降低）相近，进一步证明了第二种分析结果的可能
性。但也可能两种原因同时存在，共同导致鹰嘴豆
种子在发芽过程中，测得的提取液中α－淀粉酶抑
制剂的抑制活性逐渐变小。
鹰嘴豆种子在成熟过程中，测得的提取液中

α－淀粉酶抑制剂的抑制活性逐渐变大，分析原因可
能也有两种：一是在成熟过程中，植物为避免种子
发芽或遭受虫害，使得α－淀粉酶抑制剂的抑制活
性被激活，Ｍｕｎｄｙ （１９８４）认为在种子成熟的过
程中，在淀粉粒合成时，α－淀粉酶抑制剂对内源α－
淀粉酶的抑制发生了调整，即被激活，这种观点支
持了我们的第一种分析；二是随着种子的成熟，其
内源α－淀粉酶逐渐被钝化，从而造成测得的α－淀
粉酶抑制剂的抑制活性相对提高。因此，要从鹰嘴
豆中获取较高抑制活性的α－淀粉酶抑制剂，需要
选择充分成熟而又未发芽的种子。
本研究表明，鹰嘴豆种子α－淀粉酶抑制剂对来

源于哺乳动物 （ＨＳＡ）和植物源 （ＰＡ）α－淀粉酶有
较高的抑制活力，而对来源于细菌 （ＡＯＡ）和真菌
（ＢＳＡ）的α－淀粉酶的抑制活力较低或没有检测到，
这一结果与Ｌｅ　Ｂｅｒｒｅ－Ａｎｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）从芸豆中
纯化的蛋白质样α－淀粉酶抑制剂对不同来源α－淀粉
酶抑制效应相类似。Ｆｒａｎｃｏ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）认为进行

α－淀粉酶抑制剂对不同来源α－淀粉酶抑制特性的研
究是进行抗虫转基因重要的第一步，因此这一结果
对今后鹰嘴豆抗病虫育种工作的开展具有重要的

意义。
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