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В  данной  статье  описано  выделение  амилаз  насекомых,  дана  их  физико-химическая,  биохимическая  и 
экологическая характеристика. 
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Из личинок колорадского жука были выделены 

амилазы, гидролизующие картофельный крахмал. 
Для очистки ферментов был использован аффин- 
ный сорбент на основе полиакриламида с иммоби- 
лизованным крахмалом. С помощью двумерного 
электрофореза показано, что аффинноочищенные 
амилазы личинок насекомых представлены 4-мя 
белками с молекулярными массами в диапазоне 30- 
50 кДа. Наибольшую активность исследуемые 
ферменты проявляли при рН 7 и температуре 30-40 
°С. В зависимости от состава пищевого субстрата 
(картофель, томаты, баклажаны) изменялся уровень 
активности амилаз личинок. Состав пищи не ока- 
зывал влияния на молекулярный состав ферментов. 

 

ВВЕДЕНИЕ 
 

Колорадский жук Leptinotarsa decemlineata Say 
является одним из самых опасных вредителей пас- 
леновых культур, в первую очередь картофеля. 

Колорадский жук – олигофаг, и фактор влияния 
кормового растения для вида имеет особое значе- 
ние. Все активные фазы жизни насекомого прохо- 
дят непосредственно на растениях. 

Одним из основных биохимических инструмен- 
тов, позволяющих этим насекомым эффективно пе- 
рерабатывать и усваивать растительную пищу, яв- 
ляются гидролитические ферменты. В соответствии 
с составом пищевых субстратов, в тканях насеко- 
мых присутствуют ферменты для расщепления 
белков, жиров и углеводов пищи: протеиназы, пре- 
имущественно цистеиновые [1], целлюлазы, α- 
амилазы, эстеразы, представленные множествен- 
ными формами [2]. Наиболее подробно изученны- 
ми являются протеазы, экспериментальные сведе- 
ния о других гидролитических ферментах пока ма- 
лочисленны. Амилазы являются одними из наибо- 
лее активных карбогидраз колорадского жука [3]. 

 
В связи с вышесказанным, изучение состава и 

свойств амилаз этого опасного вредителя является 
актуальной задачей. Наша работа посвящена выде- 
лению и очистке амилаз из личинок колорадского 
жука, исследованию их состава и свойств. 

 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
 

Для выделения ферментов использовали личи- 
нок колорадского жука III стадии развития, соб- 
ранных с вегетирующих растений картофеля, и 
баклажана в Уфимском районе РБ. Навеску замо- 
роженных личинок гомогенизировали в ступке (5 г) 
и экстрагировали в трехкратном объеме ацетатного 
буфера, pH 5,6, при 4 °С в течение 10 мин. Экс- 
тракт дважды центрифугировали на центрифуге 
Eppendorf 5417R при ускорении 8000g в течение 10 
мин при 4°С. 

Для очистки ферментов использовали аффин- 
ный сорбент, синтезированный по оригинальной 
методике [4]. В качестве лиганда на сорбенте им- 
мобилизовали специфический субстрат амилаз – 
крахмал. 

Выделение ферментов производили на хромато- 
графе BioLogic LP (Biorad, США) при 4°С. На ко- 
лонку (2х6 см) с иммобилизованным крахмалом, 
уравновешенную рабочим буфером, наносили 8 мл 
супернатанта экстракта и промывали рабочим бу- 
фером. Элюцию активного белка производили 
трис-HCl-буфером (рН 8). Скорость тока буфера 
составляла 2 мл/мин. Ход хроматографии контро- 
лировали по оптической плотности элюата при 
длине волны 280 нм. 

Амилолитическую активность белков определя- 
ли методом агарозных гелевых пластин [5]. Кон- 
центрацию белка определяли по Брэдфорд [6]. 

Для определения оптимума рН к аликвотам 
препарата в четырехкратной повторности добавля- 

   ли соответствующее количество соляной кислоты 
или гидроксида натрия до достижения требуемого 
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значения рН и выдерживали в течение 10 мин при 
4°С. Для определения температурного оптимума 
раствор выдерживали в течение 10 мин при нужной 
температуре. Затем определяли ферментативную 
активность. 
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Для определения молекулярного состава полу- 
ченных ферментов проводили SDS-электрофорез в 
12%-ном ПААГ (0.75 мм) по Лэммли в камере для 
вертикального электрофореза (Biorad, США). Элек- 
трофорез вели при постоянном напряжении 90 В и 
силе тока 70 мА. 

Для определения изоэлектрической точки полу- 
ченных ферментов проводили изоэлектрическое 
фокусирование в 12%-ном ПААГ (1 мм). Изоэлек- 
трическое фокусирование вели при напряжении 
1000 В и силе тока 2 мА. 

После электрофореза гели фиксировали в 15%- 
ной ТХУ в течение 10 ч, затем окрашивали раство- 
ром Кумасси R-250 в 8%-ной уксусной кислоте и 

25%-ном этаноле в течение 20 мин. Окрашивание 
проводили при комнатной температуре. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ  И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 

Выделение белков. В таблице 1 приведены ре- 
зультаты выделения препарата амилаз из личинок 
колорадского жука на колонке с полиакриламид- 
ным гелем с иммобилизованным картофельным 
крахмалом. Для получения препарата белка с фер- 
ментативной активностью объединяли хромото- 
графические фракции, обладающие высокими зна- 
чениями амилазной активности; конечный объем 
раствора составил 12 мл. 

 
Таблица 1. Аффинная очистка амилаз личинок колорадского жука на колонке с иммобилизованным крахмалом 
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Амилолитическую активность во фракциях кон- 
тролировали с помощью метода агарозных гелевых 
пластин. Как видно, с иммобилизованным субстра- 
том полиакриламидной колонки связывалось около 
240 мг белка с ферментативной активностью около 
500 Е. Удельная активность ферментов в процессе 
очистки повысилось в 26 раз, с 0,08 в исходном 
экстракте до 2,1 Е/мкг белка в элюате. 

рН-оптимум и температурная стабильность 
амилаз. Амилазы колорадского жука проявляют 
активность в относительно широком диапазоне ки- 
слотности среды. Как видно, гидролиз крахмала 
осуществляется ферментами в интервале от 6 до 8 
рН, максимальная активность отмечена при ней- 
тральном значении рН (рис. 1а). По этому показа- 
телю амилазы жука существенно не отличаются от 
описанных в литературе амилолитических фермен- 
тов микроороганизмов и различных животных, в 
т.ч. насекомых и млекопитающих [7]. Исследова- 
ния альфа-амилазы колорадского жука показали ее 
способность функционировать в широком диапазо- 
не значений рН (от 6 до 10) с оптимумом около 6,5. 
Максимальная амилолитическая активность отме- 
чена в переднем отделе кишечника колорадского 
жука, тогда как в среднем она пренебрежимо мала, 
а в заднем отсутствует вовсе [8]. 

Амилолитические ферменты колорадского жука 
проявляют наибольшую активность в диапазоне от 
30 до 40°С (рис. 1б). При воздействии температуры 
выше 60°С ферментативная активность практиче- 

 

ски полностью утрачивается. Содержание и актив- 
ность амилаз в тканях насекомых существенно за- 
висит от природы пищевого субстрата [9]. Одной 
из причин такой зависимости может быть влияние 
пищи на внутреннюю среду насекомого, в частно- 
сти,  на значение рН.  В то же время,  известно,  что 
оптимум рН для многих ферментов насекомых за- 
висит от их филогенетического положения [8]. По 
нашим данным, диапазон температуры, в котором 
функционирует амилазы личинок, также весьма 
широк (от 25 до 45°С), хотя оптимум составляет 
37°С. 

Молекулярный состав амилаз. Для более де- 
тального исследования молекулярного состава вы- 
деленных ферментов, определения молекулярной 
массы и изоэлектрической точки белков получен- 
ные ферменты разделяли методом двумерного 
электрофореза в 10%-ном ПААГ в денатурирую- 
щих условиях. 

Результаты показывают, что амилазы колорад- 
ского жука представлены четырьмя белками (или 
группами белков) с молекулярной массой в диапа- 
зоне от 30  до 50  кДа и значениями рI  от 5  до 6,5  
(рис. 2). По-видимому, данные белки являются 
альфа-амилазами, среди которых известны пред- 
ставители с молекулярной массой 40-60 кДа [10]. 
Возможно, среди исследованных белков присутст- 
вуют также низкомолекулярные формы бета- 
амилаз или фрагменты их молекул, содержащие 
центр связывания с субстратом. 
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Рис.  1. Зависимость ферментативной активности амилаз личинок колорадского жука от температуры (а) и 
величины рН (б). Величину активности определяли при четырехкратной повторности опытной и контрольной 
проб методом агарозных гелевых пластин. В качестве величины погрешности показан доверительный интервал 
выборочного среднего 

 

 
 
 

Рис.  2. Двумерный электрофорез амилаз личинок 
колорадского жука в 10%-ном SDS-ПААГ. Диапазон 
рН 3-10. Окраска Кумасси G-250 

 
Влияние кормового субстрата на активность 

и молекулярный состав амилаз. Наши экспери- 
менты свидетельствуют, что активность амилоли- 
тических ферментов насекомых также зависит от 
состава пищевого субстрата. Как видно из рис. 3, у 
личинок, выращенных на растениях картофеля сор- 
та Невский, наблюдается наибольший уровень ак- 
тивности амилаз. Личинки, питающиеся листьями 
картофеля сорта Башкирский и листьями баклажа- 
на, имеют более низкие показатели, чем в варианте 
с сортом Невский. Низкий уровень ферментатив- 
ной активности в этих случаях может быть связан с 
частичным ингибированием активности амилаз 
компонентами пищи [11]. Интересно отметить, что 
отсутствие пищи течение 48 ч не изменяет актив- 
ность амилаз личинок (по сравнению с вариантом с 
сортом Невский). В то же время, активность проте- 
олитических и пектолитических ферментов у личи- 
нок значимо снижается при отсутствии корма [12]. 

На рис. 4 приведены результаты разделения 
ферментов личинок, питавшихся различными суб- 
стратами. 

 

Рис.  3. Активность гидролитических ферментов в го- 
могенате личинок колорадского жука в зависимости 
от пищевого субстрата. «Невский», «Башкирский» – 
сорта картофеля, «Без корма» – личинки, лишенные 
пищи в течение 48 ч 

 

Как показывает разделение очищенных белков 
методом SDS-электрофореза по Лэммли, во всех 
исследуемых вариантах спектр белков идентичен. 
Эти результаты свидетельствуют, что сортовые и 
видовые особенности растительной пищи могут 
изменять относительную активность молекулярных 
компонентов ферментов, но не оказывают влияния 
на их молекулярный состав. Между тем, некото- 
рыми исследователями было показано, что в зави- 
симости от вида растения, которым питается коло- 
радский жук, способен изменяться количественный 
и качественный состав протеолитических фермен- 
тов [13, 14]. 

Таким образом, наши исследования показыва- 
ют, что амилолитические ферменты личинок коло- 
радского жука III стадии развития представлены, 
по крайней мере, 4-мя белками с молекулярными 
массами в интервале 30-50 кДа и со значеними рI в 
слабокислой зоне рН. При питании личинок раз- 
личными видами и сортами растений активность 
амилаз изменяется, однако молекулярный состав 
ферментов остается постоянным. 
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Рис. 4. SDS-электрофорез амилаз личинок колорад- 
ского жука при кормлении различным растительными 
субстратами. 1. Картофель (Невский, контроль); 2. 
Картофель (Башкирский); 3. Баклажан; 4. Без корма 
(48 ч). Окраска Кумасси G-250 

 

Исследования  поддержаны  грантами:  госкон- 
тракт № 01201353578. 
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