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钉螺是日本血吸虫幼虫的唯一中间宿主, 药物灭螺
是阻断日本血吸虫病传播的有效方法。由于化学灭螺药物

的生产和使用对环境和非靶标生物均产生严重污染和毒

害作用, 因而低毒、易分解的植物灭螺药物研究受到重视, 
已筛选出诸如黄姜(Dioscorea zingberensis C.H.Wright, DZ)、
吉祥草(Reineckea carnea, RC)等皂甙类植物灭螺剂[1,2]。近年, 
作者又从药用生物碱植物中筛选出对鱼低毒的高效的新

灭螺植物黄果茄(Solanum xanthocarpum: SX)[3], 其有效
成分是含澳洲茄胺骨架的生物碱(Solanum avicular: LS)。
LS在水温(23±1)℃、1.16 mg/L浸泡钉螺 24h的死亡率为
96.7%。LS的 24h灭螺效应与 Camellia sinesis、Enphorpia 
splendens 及 Endod 等植物灭螺剂的同类研究相比较[4—7], 
杀螺活性高 10倍以上, 但作用机制尚不清楚。 

钉螺体内蛋白质含量约占螺体有机物的 60%[8], 研
究证明其干燥 GPT 转氨基活力最高。 GPT 反应是蛋白
质代谢的重要环节之一 , 与三羧酸循环关联 , 是沟通蛋
白质合成和糖代谢的桥梁[9]。近年来研究发现, 一些化学
药物以及植物提取物的灭螺效应, 大多数是作用于钉螺
GPT等各种酶类。王根法等用 2 mg/L烟酰苯胺浸泡 24h, 
可抑制 40%GPT活力[10], 柯文山等分别用 1 mg/L枫杨和
羊蹄浸提液作用 GPT, 其活力均提高 76.0%以上, 认为
GPT 活力变化的原因是钉螺失去代谢平衡, 有毒代谢物
积累产生肝中毒 , 致使肝功能紊乱或肝组织坏死 , 最终

使钉螺死亡[11]。作者拟定研究澳洲茄生物碱灭螺高效作

用与钉螺 GPT 活力的关联, 阐明其高效的原因, 为合成
和筛选新的杀螺剂提供线索。由于钉螺 GPT 活力受温度
等多因素影响而发生变化, 本文先报道钉螺 GPT 活力的
测定最佳条件, 为上述目标研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
使用湖北钉螺指名亚种肋壳钉螺(Oncomelania hu-

pensis hupensis)株, 采自湖北省荆州市李埠镇沟渠, 用清
水洗净后于实验室内饲养待用。 

1.2  方法 
GPT 的制备    选用能正常活动的阴性成螺, 除壳

取出整个软体组织。按 1︰5 (w/v)加入预冷 PBS置匀浆器
内冷浴匀浆。匀浆液离心(4 , 13000℃  r/min, 20min)收集上
清液, 加入 30%饱和度(NH4)2SO4冷浴盐析 3h, 离心, 沉
淀加少量 PBS溶解。上清液如上方法, 加(NH4)2SO4使其

饱和度依次达到 60%和 90%, 分别离心得 60%和 90%盐
析蛋白。将 3组盐析蛋白分别装入透析膜(8000－12000 D, 
北京拜尔迪生物公司)内, 置于 500 mL PBS冷浴透析 12h, 
其间更换 3次透析液。透析膜内截留盐析蛋白分别作为钉
螺 GPT-Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ的酶源, 于 0℃保存备用。 

蛋白质的含量测定    参照紫外分光光度计法, 用
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PBS作空白对照, 测定蛋白质溶液在 280 nm处的吸光度
值。用牛血清白蛋白作为标准蛋白, 测定绘制蛋白质标准
曲线。在紫外分光度计上直接读取待测酶液 280 nm波长
处的吸收值, 对照蛋白质标准曲线计算其蛋白含量。 

GPT 的活性测定    以丙酮酸作为标准液, 采用分
光光度法测定 GPT活力。取 4支试管并编号, 1号为空白
对照管。向试管中各加入 0.5 mL GPT底物, 置于 37℃水
浴锅中预热 10min, 使管内外温度平衡。取 0.1 mL GPT
酶液, 分别加入 2、3、4 号试管内, 继续保温 60min。然
后向 4 支试管中各加入 0.5 mL 2,4-二硝基苯肼终止反应
和 5.0 mL 0.4 mol/L NaOH溶液显色(以上药品均为国药集
团化学试剂有限公司产品 )。冷却至室温 (25 ), ℃ 静置

30min 后, 测定 520 nm 处的 OD 值。在丙酮酸标准曲线
上计算丙酮酸微摩尔数, 以 1.0 µmol丙酮酸代表 1个GPT
比活力单位(µmol/min·mg)。 

GPT催化反应的最佳条件测定    酶促反应速率受
多个因素(因子)及其变化所处状态(水平)的影响。正交试
验法是根据组合理论 , 借助正交表设计简化实验 , 是多
因素(水平)统计分析的有力工具。选定 GPT 酶浓度、底
物浓度、反应体系的 pH、反应时间及反应温度 5个因素
及其 5个水平, 采用 L25(56)正交试验法试验, 统计分析找
出 GPT催化反应的最佳条件, 试验设计(表 1)。 

2  结  果 

2.1  不同处理组合 GPT的比活力 
使用 30%、60%和 90%饱和度(NH4)2SO4析得到的蛋

白组分 GPT-Ⅰ、Ⅱ和 , Ⅲ 其比活力分别为 0.016、0.015
和 0.134 µmol/min·mg, 可见, 90%饱和度盐析酶液中的
GPT比活力最高, 即将其作为本次试验的酶源。以比活力
为指标比较各因素与水平处理对钉螺 GPT 催化反应的影
响 (表 2)。 

2.2  不同处理组合 GPT比活力的极差分析 
用极差统计分析表 2 所列各处理组合中各因素的影 

响大小、最优水平及其最佳组合。数据用 spss 软件处理 
(版本为 15.0)。因素影响分析结果如表 3 所示, 按极差 R
值划分各因素对钉螺 GPT 的比活力影响大小顺序为酶浓
度、底物浓度、反应体系的 pH、反应温度以及反应时间, 
结果说明酶浓度对 GPT 的活性影响最大。各因素最优水
平分别为 0.1 mg/L GPT、5 mmol/L α-酮戊二酸、反应体
系 pH 6.5、反应温度 35℃、反应时间 30min。 

2.3  不同处理组合 GPT比活力的方差分析  
极差分析正交试验法结果能找出最佳的因素与水平, 

方差分析能区分试验过程以及试验结果测定中必然存在

的误差大小, 并检验各设定因素对钉螺 GPT 活性影响是
否显著[12]。对表 2不同处理组合 GPT比活力方差分析结
果如表 4。经 F 检验, 酶浓度和反应时间均对 GPT 活力
测定影响达到极显著水平, 而底物浓度, 反应体系 pH 及
反应温度无显著影响。 

3  讨  论 

一种酶的活力测定最佳条件, 会因不同物种, 或是

同一物种组织不同经常发生变化, 这种变化源自温度等

多种因素, 因而在研究钉螺离体 GPT 前必须确定其动力

学特征[13, 14]。本文将酶浓度、底物浓度、反应体系的 pH、

反应温度及反应时间视为影响 GPT 酶活力的主要因素, 

并在各因素中分别给出 5 个水平。本文首次应用 L25(56)

正交试验法确定钉螺离体 GPT 活力的最佳测定条件, 为

今后对 GPT的进一步研究奠定了基础。 

本文使用钉螺的全部软体组织, 匀浆后离心的上清

液, 用 90%饱和度(NH4)2SO4盐析收得 GPT活性蛋白作为

酶源 , 研究其最适测定条件(组合)。结果是酶浓度影响

GPT 活力最大, 其反应速度与其浓度成反比, 可能有两

点原因: ①GPT 酶液中可能含有抑制物；② 底物浓度与

酶浓度不平衡 , 只有当底物浓度大于酶浓度时 , 反应速

度才与酶浓度成正比 , 相反随着酶浓度的增加 , 反应速 
 

 
表 1  正交试验中影响 GPT 比活力的因素及水平 

Tab. 1  Experimental factors and their levels for orthogonal projects 

酶浓度 
Concentration of GPT 

(mg/mL) 

底物浓度 
Concentration of substrate 

(μmol/L) 

pH 反应温度 
Temperature (℃) 反应时间 

Reaction time (min) 

水平 
Level 

A B C D E 
1 0.1 2.0 6.5 25 30 
2 0.2 3.0 7.0 30 45 
3 0.4 4.0 7.5 35 60 
4 0.8 5.0 8.0 40 75 
5 1.6 6.0 8.5 45 90 

注: 1、2、3、4 和 5 分别表示各因素的 5 个水平; A、B、C、D 和 E 分别表示酶浓度、底物浓度(表中显示不同浓度底物中 α-
酮戊二酸的浓度)、pH、反应时间和温度, 下同 

Note: Numerals 1, 2, 3, 4, and 5 represent 5 levels of factors; letters A, B, C, D, and E represent factors of concentration of GPT, 
concentration of the substrate, pH, reaction temperature and reaction time, respectively, and the same below 
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表 2  不同处理组合钉螺 GPT 的比活力 

Tab. 2  Application of orthogonal projects in assaying the GPT activity from snail 

编号 
No. 

因素与水平组合 
Combination of treatment 

GPT的比活力 
Specific activity of GPT (µmol/min·mg) 

1 A1B1C1D1E1 0.1304±0.0263 
2 A1B2C2D2E2 0.1017±0.0271 
3 A1B3C3D3E3 0.0974±0.0213 
4 A1B4C4D4E4 0.0586±0.0138 
5 A1B5C5D5E5 0.0525±0.0193 
6 A2B1C2D3E4 0.0349±0.0096 
7 A2B2C3D4E5 0.0401±0.0141 
8 A2B3C4D5E1 0.0295±0.0052 
9 A2B4C5D1E2 0.1100±0.0274 

10 A2B5C1D2E3 0.0783±0.0136 
11 A3B1C3D5E2 0.0139±0.0016 
12 A3B2C4D1E3 0.0445±0.0075 
13 A3B3C5D2E4 0.0330±0.0077 
14 A3B4C1D3E5 0.0244±0.0024 
15 A3B5C2D4E1 0.0242±0.0055 
16 A4B1C4D2E5 0.0143±0.0027 
17 A4B2C5D3E1 0.0094±0.0014 
18 A4B3C1D4E2 0.0097±0.0019 
19 A4B4C2D5E3 0.0094±0.0008 
20 A4B5C3D1E4 0.0299±0.0062 
21 A5B1C5D4E3 0.0053±0.0005 
22 A5B2C1D5E4 0.0042±0.0008 
23 A5B3C2D1E5 0.0172±0.0035 
24 A5B4C3D2E1 0.0119±0.0039 
25 A5B5C4D3E2 0.0080±0.0015 

注: 按L25(56)正交表安排的25个处理组合进行实验, 下角标代表各因素的不同水平; 每个处理重复3次, 每个重复测定3次; 表中
数据为比活力平均值±标准差 

Note: The arrangements of A, B, C, D, E were tested by orthogonal design for 5 (factor) ×25 (run number);every row of run number represents 
one experimental replicate, every run was replicated three times and every replicate was measured three times. Values were mean±SD 

 
表 3  L25(56)正交试验极差分析表 

Tab. 3  Analysis of the results from L25(56) orthogonal projects with the method of range analysis 

GPT的比活力 Specific activity of GPT (μmol/min·mg) 
 

A B C D E 

K1 1.3218 0.5964 0.7410 0.9960 0.6162 

K2 0.8784 0.5997 0.5622 0.7176 0.7299 

K3 0.4200 0.5604 0.5796 0.5523 0.7074 

K4 0.2181 0.6429 0.4647 0.4137 0.4818 

K5 0.1398 0.5787 0.6303 0.3285 0.4455 

k1 0.0881 0.0398 0.0494 0.0664 0.0410 

k2 0.0586 0.0340 0.0375 0.0478 0.0486 

k3 0.0280 0.0374 0.0387 0.0348 0.0470 

k4 0.0145 0.0429 0.0310 0.0276 0.0321 

k5 0.0093 0.0386 0.0420 0.0219 0.0297 

R值 0.0788 0.0055 0.0184 0.0445 0.0190 

最佳水平 
Optimal level 

1 4 1 1 2 

注: Ki代表各因素 i水平下比活力值的和; ki代表 Ki的平均值 
Note: Ki is the sum of the specific activity of GTP of the i level of different factors ,and ki represents the average of K i 
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表 4  L25(56)正交试验的方差分析表 
Tab. 4  Analysis of the results from L25(56) orthogonal projects with the method of range analysis 

变异来源 
Source of variation 

SS（平方和） 
Sum of square 

df (自由度) 
Degree of freedom 

MS (均方) 
Mean square 

F 

A 0.196 4 0.0490 90.438** 

B 0.001 4 0.0000 0.153 

C 0.007 4 0.0020 1.319* 

D 0.056 4 0.0140 11.966** 

E 0.013 4 0.0030 2.288 

注: “*”表示显著性差异(P≤0.05); “**”表示差异极显著(P≤0.01) 
Note: “*”represent significant difference，respectively (P≤0.05); “**”represent extremely significant difference，respectively (P≤0.01) 

率反而下降。杨利寿等比较了温度对 4 种脊椎动物(蛙、
鳖、鹌鹑、兔)的 GPT 活性的影响, 研究表明, GPT 反应
最适温度与动物自身代谢率相关 , 如鹌鹑肝脏 GPT 在
45℃时活性出现最高值, 这是由于它们的代谢率及体温
高于其他动物[15]。而钉螺在 20℃活动能力极强[8], 本次试
验表明钉螺 GPT对温度很敏感, 40℃时 GPT酶反应速率
下降明显, 而 35℃时酶反应速率达到最高。另外, 由于酶
的不稳定性, 在反应条件下可能逐渐变性、失活, 故保温
时间也应严格控制 , 此次实验证明 , 反应时间不宜超过
30min。反应环境 pH 对酶的活力影响较大, 过酸或过碱
将引起酶的空间结构的改变从而酶活性丧失, 但本次实
验说明在 pH 6.5—8.0时, 钉螺离体 GPT反应并不敏感。 
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