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摘要 ［目的］为虾养殖过程中红体病的诊断和控制提供重要的理论依据。［方法］分别测定健康和患红体病的凡纳滨对虾( Litopenaeus
vanname) 的肝胰腺 N-乙酰-β-D-氨基葡萄糖苷酶( EC 3． 2． 1． 52，NAGase) 的比活力及其性质差异。［结果］2种来源 NAGase的比活力、基
本酶学性质等均存在差异。对虾患红体病后，肝胰腺 NAGase的比活力和最适温度下降，但催化反应动力学常数 Km、Vm 值和活化能上
升。［结论］该研究表明 NAGase与对虾患病可能存在着密切关系。
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Changes of Basic Properties of NAGase from the Hepatopancreas of Prawn ( L． vannamei) Suffered from Taura Disease
XIE Xiao-lan et al ( School of Chemistry and Life Science，Quanzhou Normal University，Quanzhou，Fujian 362000)
Abstract ［Objective］The research aimed to provide important theoretical basis for diagnosis and control of taura disease during breeding
prawn． ［Method］N-Acetyl-β-D-glucosaminidase ( EC 3． 2． 1． 52，NAGase) from the hepatopancreas of prawn in different sources from heath
and taura disease were separated and extracted． The changes of activity and basic properties of the enzyme were studied． ［Result］The results
showed that the specific activity，optimum temperature and dynamic constants including Km，Vm，and Ea for the hydrolysis of pNP-NAG by the
enzyme from different sources varied． The activity of NAGase and the value of the optimum pH were lower after the prawn suffered from taura
disease． But the optimum temperature and the kinetics parameters such as the values of Km，Vm and Ea，were higher after the prawn suffered
from taura disease． ［Conclusion］The study indicates that there are some intimate relationship between NAGase and if the prawn has taura
disease．
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N-乙酰-β-D-氨基葡萄糖苷酶( NAGase，EC 3． 2． 1． 52) 是
几丁质酶的成员之一，在甲壳动物的生长发育、食物消化吸
收与疾病防御等方面具有重要功能［1 －2］。红体病是凡纳滨
对虾养殖过程中常见的流行病，由桃拉( TAURA) 综合症病
毒引起，患病时虾身体发红，空胃，甲壳变软，镜检可发现色

素细胞扩散，肝胰脏肿大、变白［3］。目前，国内关于对虾红体
病的病理、病因报道较多，但关于对虾红体病与具有疾病防
御功能的 NAGase的关系仍报道很少。为此，笔者比较健康
与患病凡纳滨对虾肝胰腺 NAGase的比活力和部分酶学性质
的差异，这可为对虾养殖过程中的红体病的诊控提供重要的

理论依据。
1 材料与方法
1． 1 材料 凡纳滨对虾由福建漳州海澄对虾养殖场提供
( 养殖条件:密度为 37． 5 万 ～ 42. 0 万尾 /hm2，以粤海牌对虾

饲料喂养，水温为 25 ～ 31 ℃，环境 pH 在 7． 0 ～ 8． 5，盐度为
20% ～25%，溶解氧浓度为 5． 2 ～ 5． 8 mg /dm3，氨氮含量在

0. 55 mg /dm3左右) 。对硝基苯-N-乙酰-β-D-氨基葡萄糖苷

( pNP-NAG) 为上海医药工业研究院产品，其余试剂均为国产
分析纯;蒸馏水为玻璃重蒸水。
1． 2 方法 酶浓度测定采用 Folin-酚法。酶活力、酶催化反
应最适 pH、pH稳定性、最适温度及热稳定性的测定参见文
献［4］。酶催化 pNP-NAG水解的动力学常数 Km 和 Vm 采用

Lineweaver-Burk双倒数法作图计算。活化能( Ea ) 测定根据

Arrhenius公式，以酶促反应最大速度之对数( lgVm ) 对 1 /T作
图，得直线关系，从直线斜率求算。
2 结果与分析
2． 1 健康虾与患红体病虾的肝胰腺 NAGase 比活力比
较 以体长约 3． 80 cm的健康及患红体病的凡纳滨对虾为
研究对象，以 pNP-NAG 为底物，在 37 ℃下，0． 15 mol /L、pH
5． 2 的 NaAc-HAc 缓冲体系中测定患病前后的肝胰腺 NA-
Gase活力，比较研究对虾患红体病前后的肝胰腺 NAGase的
比活力差异。由表 1 可知，凡纳滨对虾在患红体病后 NA-
Gase比活力明显下降。

表 1 凡纳滨对虾患病前后肝胰腺 NAGase催化 pNP-NAG的比活力及酶学性质
Table 1 Specific activity and enzymatic properties of hepatopancreas NAGase from healthy and Taura L． vannamei on the hydrolysis of pNP-NAG

NAGase源
NAGase sources

比活力

Specific activity∥U/mg
最适温度

The optimum temperature∥℃
最适 pH

The optimum pH

Km

mmol /L

Vm

μmol / ( L·min)

Ea

kJ /mol
健康虾 Healthy L． vannamei 35． 34 ± 4． 50 40 5． 5 0． 26 25． 08 47． 89
红体病虾 Taura L． vannamei 20． 02 ±2． 00 37 5． 8 1． 12 27． 62 55． 70

2． 2 健康虾与患红体病虾的肝胰腺 NAGase 的基本性质
比较

2． 2． 1 最适 pH比较。以 pNP-NAG 为底物，在 37 ℃、不同
pH缓冲液中( pH 4． 0 ～5． 8 的 0． 2 mol /L NaAc-HAc缓冲液，
pH 5． 8 ～7． 0 的 Na2HPO4-NaH2PO4 缓冲液) ，酶蛋白终浓度

均为 0． 25 mg /ml，测定酶促反应的初速度 v0，分别探讨 pH对
不同来源酶的催化活力影响。由图 1可知，肝胰腺 NAGase在
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患红体病后，催化底物水解反应的最适 pH由 5． 5上升至 5. 8。

图 1 pH对健康及患红体病的凡纳滨对虾的肝胰腺 NAGase 催

化活力的影响

Fig． 1 Effect of pH on the activity of the hepatopancreas NA-

Gase from healthy and taura prawn( L． vannamei)

2． 2． 2 pH稳定性比较。2 种不同来源的肝胰腺 NAGase分
别在 4 ℃、不同 pH( pH 2． 0 ～ 11． 0) 缓冲液中放置 1 h后，取
出 20 μl，在 37 ℃、pH 5． 2 的缓冲体系( 酶终浓度为 0． 25
mg /ml) 下检测酶的剩余活力。由图 2可知，2 种来源的肝胰
腺 NAGase的 pH稳定性差不多，均在 pH 6． 0 ～7． 0较窄的范
围内具有稳定性。

图 2 健康虾及患红体病虾的肝胰腺 NAGase的 pH稳定性
Fig． 2 pH stability of the hepatopancreas NAGase from healthy

and taura prawn( L． vannamei)

2． 2． 3 最适温度比较。在 pH 5． 2 的测活体系中，不同温度
下，测定酶催化反应的初速度 v0，考察温度对酶催化 pNP-
NAG水解反应的影响。由图 3 可知，患病对虾肝胰腺 NA-
Gase的酶促反应最适温度为 37 ℃，而健康虾肝胰腺 NAGase
的最适温度为 40 ℃，表明对虾患病后肝胰腺 NAGase的最适
温度有所下降。
2． 2． 4 热稳定性比较。2 种不同来源的肝胰腺 NAGase 在
不同温度下保温 30 min后，取出 20 μl，在 37 ℃的测活体系
中分析剩余活力( 酶终浓度为0． 25 mg /ml) 。由图 4可知，红
体病对虾的肝胰腺 NAGase在温度低于 37 ℃时，酶活力随着
温度增大迅速下降，当温度大于 37 ℃时，酶活力保持稳定不
再下降;低于 37 ℃时，健康虾的肝胰腺 NAGase，酶活力也随
着温度增大而迅速下降，在 37 ～ 45 ℃时出现一个缓慢下降
的平台，接着酶活力再次随着温度增大而呈直线下降。这说
明对虾肝胰腺 NAGase在患病前后热稳定性发生了变化。
2． 2． 5 动力学参数比较。以 pNP-NAG为底物，在 pH 5． 2的
缓冲体系下，测定 2 种不同来源肝胰腺 NAGase 的酶促反应
动力学参数。由图 5 可知，酶催化 pNP-NAG 水解反应遵循

图 3 温度对健康及患红体病的凡纳滨对虾的肝胰腺 NAGase催

化活力的影响

Fig． 3 Effect of temperature on the activity of the hepatopancre-

as NAGase from healthy and taura prawn( L． vannamei)

图 4 健康虾及患红体病虾的肝胰腺 NAGase的热稳定性
Fig． 4 Thermal stability of the hepatopancreas NAGase from

healthy and taura prawn( L． vannamei)

米氏双曲线方程式; 以患病虾的肝胰腺 NAGase 的 Km 和 Vm

值均比健康虾的高，说明患病后酶对底物亲和力变小，酶的

催化能力也发生变化。

图 5 健康与患红体病的凡纳滨对虾肝胰腺 NAGase 催化 pNP-

NAG 水解反应的 Lineweaver-Burk双倒数图
Fig． 5 Lineweaver-Burk plots on the hydrolysis of pNP-NAG by

the hepatopancreas NAGase from healthy and taura

prawn( L． vannamei)

2． 2． 6 活化能比较。由表 1可知，不同来源的 NAGase活化
能存在差异，患病后酶的活化能有所提高。
3 结论与讨论
凡纳滨对虾肝胰腺 NAGase 与食物消化吸收密切相

关［5］。红体病是对虾养殖过程最易感染的流行病之一，患病
时对虾食欲不振，摄食量大减，消化道特别是胃不饱满，体形
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消瘦，甲壳变软，脱壳不久死亡。部分病虾甲壳与肌肉容易
分离，肠道发红，并且肿胀［3］。在哺乳动物内，NAGase 含量
及活力变化常作为疾病诊断的指标［6］，故研究对虾患红体病

前后体内 NAGase 性质变化对疾病诊断具有一定的借鉴作
用。笔者曾研究发现，对虾患红体病后壳膜 NAGase 比活力
有轻微上升，这与患病症状甲壳易分离的症状相符; 患病后

壳膜 NAGase的基本性质也发生明显变化［7］，暗示该酶可能
与对虾患病具有相关性。
该研究结果显示，凡纳滨对虾在患红体病后肝胰腺 NA-

Gase比活力发生较大幅度下降，与患病症状食欲下降相一
致;患红体病后肝胰腺 NAGase催化底物 pNP-NAG水解反应
的最适 pH从原来的 5． 5提升到 5． 8，且在 pH 6． 0 ～7． 0较窄
的范围内具有稳定性; 患病后肝胰腺 NAGase催化底物 pNP-
NAG水解的最适温度为 37 ℃，而健康虾的最适温度为 40
℃，说明患病后肝胰腺 NAGase的基本酶学性质发生了变化;
酶动力学研究表明，肝胰腺 NAGase催化 pNP-NAG水解反应
的 Km、Vm 及活化能 Ea 患病后均增大，说明患病后肝胰腺

NAGase对底物的亲和力变小，即与底物的结合能力减弱，酶
的催化能力下降。这进一步暗示酶与对虾患病可能存在着
密切关系，但到底是外界环境因子或病原体先导致酶特征变

化，从而引发红体病产生; 或是先引发红体病，再造成酶的特

征变化，还有待于进一步研究。
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