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摘要:研究了几种抗菌类药物对锯缘青蟹 (S cy lla serrata ) N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷

酶 (简称 NAG ase, EC 3. 2. 1. 52)活力的影响.其结果表明: 链霉素、卡那霉素、青霉素

钾、庆大霉素和磺胺嘧啶对该酶活力均没有明显的影响.头孢拉定对该酶有显著的激

活作用,当其浓度为 415m g / cm
3
时, 可使酶活力提高 200% .而氟哌酸和恩诺沙星对

该酶均有抑制作用,其中恩诺沙星对该酶的抑制作用较强, 随着抑制剂浓度增大, 酶

活力呈指数下降,导致酶活力下降 50%的抑制剂浓度 ( IC50 )为 0144m g /cm
3
.恩诺沙

星对该酶的抑制作用类型表现为非竞争性可逆过程,抑制常数 K I为 0135m g /cm
3
.该

研究对锯缘青蟹的人工养殖具有一定的参考价值.
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N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶 (简称 NAGase, EC 31211152, )是几丁质酶水解系统的一个

组成成分,它协同内切几丁质酶和外切几丁质酶将几丁质彻底降解为单糖
[ 1]

. 几丁质酶的研

究与应用已涉及到工业、农业、医药、生物技术等领域
[ 2]

, 特别引人关注的是发现几丁质酶在

生物体自溶、形态发生和营养代谢中具有一系列重要作用
[ 3]

.在海洋甲壳动物中, 包括 NAGase

在内的几丁质酶系直接参与生长发育中的周期性蜕皮
[ 4]

, 而甲壳动物的很多疾病都与其蜕皮

生理状态发生的病理性改变有关.在养殖水体中, 一定量的药物, 必定会影响动物的生活与代

谢及酶的活力.

锯缘青蟹 ( Scy lla serra ta) 是我国沿海重要的海洋经济蟹类之一, 其养殖面积逐年增加,

养殖方法由粗放型向集约化方向发展.但由于病原体的侵蚀扰乱将引起锯缘青蟹个体的生理

生化变化,影响其正常生理活动与物质代谢,导致锯缘青蟹的健康程度下降,疾病的发生日益

增多
[ 5]

. 这严重制约了我国养蟹业的发展. 因此,多种抗菌类药物陆续应用于养殖过程中锯缘

青蟹疾病的防治.但由于人们在使用这些药物之前缺乏科学的认识, 药物滥用的情况时有发

生.这将对锯缘青蟹的养殖造成危害,也将在动物体内遗留对人体有害的药物.本文在分离纯

化锯缘青蟹 NAGase并研究酶的部分性质的基础上
[ 6~ 8]

, 进一步研究了几种抗菌药物对该酶

活力的影响.这对于人工养殖锯缘青蟹过程中药物的选择与使用具有一定的科学指导意义.
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1 材料与方法
1. 1 材料

NAGase是由本实验室从锯缘青蟹内脏中制备而获得的电泳纯酶制剂
[ 6]

,纯酶的比活力为

7 990U /mg.对硝基苯-N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷 ( pNP-NAG)为上海医药工业公司产品;对-硝

基苯酚 ( pNP)为 Eng land产品;庆大霉素为天津药业集团产品,青霉素钾、链霉素、卡那霉素、

恩诺沙星及头孢拉定为河北远征药业有限公司产品,其余试剂均为国产分析纯试剂, 所用溶液

均以玻璃重蒸水配制.

1. 2 方法

1. 2. 1 酶活力测定  采用终止法和跟踪法两种方法测定酶的活力 [ 9]
. 终止法是以 pNP-NAG

为底物, 在 210cm
3
的反应体系中, 含 011m ol /dm

3
NaA c-HAc缓冲液 ( pH 518) , 014mm o l/dm

3

pNP-NAG, 10mm
3
酶液, 混匀, 在 37e 恒温下准确反应 10m in后加入 210cm

3
015m o l/dm

3
的

N aOH终止反应,用 Beckm an UV-650型分光光度计测定波长为 405nm的光密度值 (OD 405nm ),

加 N aOH终止的产物 ( pNP)的摩尔消光系数按 1173 @ 10
4
dm

3
/ (m o l# cm )计算

[ 10]
. 跟踪法的

测活条件与终止法类似,但不加 NaOH终止反应, 而直接在分光光度计上测定 OD 405nm随反应

时间的增长值. 在 pH 值为 518的产物 ( pNP)的摩尔消光系数为 1177 @ 10
3
dm

3
/ ( m o l#

cm )
[ 11]

.

1. 2. 2 抗菌类药物对酶活力的影响  在测活体系中加入不同浓度的抗菌类药物, 研究其对酶

活力的影响,以不加抗菌类药物为对照,测定酶的相对活力. 由于头孢拉定能与 NaOH反应产

生有色化合物,影响测定酶活力,不能采用 NaOH终止反应.因此,研究头孢拉定对酶活力的影

响是采用跟踪法检测酶的剩余活力, 一种药物均设计三组平行实验.

1. 2. 3 抗菌类药物对酶抑制机理的测定  参考文献 [ 8]方法在含不同浓度抗菌类药物的测

活体系中,改变加入的酶量,测定酶活力与酶量的关系, 进行抑制机理的判断.

1. 2. 4 抗菌类药物对酶抑制类型的测定  参考文献 [ 9], 通过 Linew eaver-Burk双倒数作图,

比较酶催化的动力学参数,包括表观米氏常数 (Km )和最大反应速度 ( vm )的变化来判断.

2 结果
2. 1 抗生素类与磺胺类药物对锯缘青蟹 NAGase活力的影响

分别以链霉素、庆大霉素、卡那霉素、青霉素钾、头孢拉定和磺胺嘧啶等为效应物,在正常

的测活体系中加入不同浓度的效应物,研究它们对锯缘青蟹 NAGase活力影响,结果 (图 1)表

明,链霉素在 011~ 110m g /cm
3
的浓度范围内对该酶活力没有任何影响; 庆大霉素在 110 ~

1010m g /cm
3
的浓度范围内对该酶有轻微的激活作用, 可以使酶活力提高 10%左右; 50 ~

400Lg /cm
3
的磺胺嘧啶对该酶活力没有影响.而青霉素钾和卡那霉素在测定的浓度范围内对

该酶均没有明显的影响.而一定浓度的头孢拉定对该酶具有极为显著的激活作用 (图 1c), 当

其浓度为 415m g / cm
3
时,激活作用达到最大,可以使酶的活力提高 200%.但随着浓度的增加,

激活作用减弱,当其浓度增加到 3010m g /cm
3
时,仅使酶活力提高 25% .

2. 2 喹诺酮类药物对锯缘青蟹 NAGase活力的影响

氟哌酸和恩诺沙星是属于喹诺酮类药物, 常用于预防养殖锯缘青蟹免受微生物的侵袭.在

本文, 我们探讨了这两种药物对锯缘青蟹 NAGase活力的影响. 在正常的测活体系中,加入不
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同浓度的氟哌酸或恩诺沙星,测定它们对酶活力的影响, 以酶

的相对活力对效应物浓度作图,见图 2. 结果表明, 氟哌酸和恩

诺沙星对锯缘青蟹 NAGase均有抑制作用,随着抑制剂浓度的

增大, 酶活力逐渐下降.恩诺沙星对该酶的抑制作用明显强于

氟哌酸,当浓度为 210m g /cm
3
时,它们分别可以使酶活力下降

7215%和 2512% .测定导致酶活力丧失一半的恩诺沙星浓度

( IC50 )为 0144m g / cm
3
.

2. 3 锯缘青蟹 NAGase在恩诺沙星溶液中的抑制作用

在固定底物 ( pNP-NAG )浓度为 014mm ol /dm
3
, 恩诺沙星

浓度分别为: 0、0105、011、012和 013 m g /cm
3
的测活体系中,

加入不同量的锯缘青蟹 NAGase, 测定酶催化反应的初速度. 以

反应当初速度对加入的酶量作图, 见图 3.结果表明,酶经恩诺

沙星作用后,反应当初速度与加入的酶量间的关系图为一组通

过原点的直线,随着恩诺沙星浓度的增大,直线的斜率降低. 这说明恩诺沙星对酶的抑制作用

是可逆反应,恩诺沙星是通过抑制酶活力而导致催化效率的降低, 而不是通过降低有效的酶量

导致活力的下降,因为后者将会产生一组横轴截距随抑制剂浓度增大而增大的平行线.

2. 4 恩诺沙星对锯缘青蟹 NAGase的抑制类型

考虑到恩诺沙星对该酶具有较强的抑制作用, 我们进一步探讨其抑制作用类型, 测定恩诺

沙星对该酶促反应动力学参数的影响.在含不同浓度底物 ( pNP-NAG )的测活体系中,固定加

入的酶量 ( 013Lg / cm
3

),测定酶促反应的初速度,酶促反应初速度与底物浓度呈双曲线关系,
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说明该酶催化 pNP-NAG水解反应符合米氏方程
[ 6]

. 在测活体系中分别加入 0、0105、0110、

0120和 0130m g /cm
3
等不同浓度的恩诺沙星为抑制剂, 测定它对酶促反应初速度的影响, 以

L ineweaver-Burk双倒数作图 (图 4 ), 结果为一组相交于 X 轴负半轴的直线, 说明米氏常数

(K m )不随着恩诺沙星浓度的增大而变化,但纵轴截距随着恩诺沙星浓度的增大而增大,最大

反应速度 ( vm )随着恩诺沙星浓度的增大而下降. 这说明恩诺沙星是锯缘青蟹 NAG ase的非竞

争性抑制剂. 它既可以与游离酶结合, 也能与酶-底物络合物结合, 且不受底物的影响.以得到

的直线纵轴截距对恩诺沙星浓度作图进行二次作图,求得抑制常数 (K I )为 0135mg /cm
3
.

3 讨论
近些年来,随着水产养殖业的高度发展,各种水产动物疾病的发生率也越来越高,因此,多

种抗菌类药物在水产养殖中普遍使用.在锯缘青蟹的养殖过程中也相应加入了一些抗菌类药

物对各种疾病进行预防.因此, 探讨这些抗菌类药物对锯缘青蟹 NAGase酶活力的影响, 对青

蟹的养殖有一定的指导作用.本文参照水产药物的用法用量
[ 12]

, 并在常用的药物浓度基础上

增加了 3~ 10倍, 在离体条件下研究了部分常用抗菌类药物对锯缘青蟹 NAGase的影响.研究

结果表明,大多抗菌药物对该酶活力没有明显影响,头孢拉定对酶有明显的激活作用,而氟哌

酸和恩诺沙星对该酶都有不同程度的抑制作用.文献 [ 13]报道, 喹诺酮类的母核为 4-喹诺酮,

在其 1、3、6、7等位引入不同基团即形成各种药物,可以抑制细菌 DNA合成酶之一的旋转酶的

活性,结果使细菌 DNA的合成受干扰,使细胞不能进行分裂,从而达到杀菌作用. NAGase酶活

力可受氟哌酸和恩诺沙星的影响, 210mg /cm
3
的恩诺沙星可以使酶活力被抑制 7215%. 由于

NAGase与锯缘青蟹的周期性蜕皮有密切的关系
[ 4]

,因此,这类药物在生产中使用,会导致 NA-

G ase的活力受抑制,锯缘青蟹蜕皮受阻.低浓度的头孢拉定对锯缘青蟹 NAGase有显著的激活

作用 (图 1c) ,在锯缘青蟹幼体的养殖中, 对锯缘青蟹饲料加入少量头孢拉定,即可得到抑菌作

用,也能提供 NAG ase活性,有利于几丁质类物质的消化和吸收.
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Effects of antibacterialmedicaments on the activ ity of

N-acety-lB-D-glucosam inidase from mud crab (S cy lla se rra ta )
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Abstrac:t The effects of antibacterialm edicam ents on the activ ity of N-acety -l B-D-g lucosam in idase

( NAGase) from m ud crab (S cylla serrata) w ere stud ied. The resu lts show ed tha t streptom yc in, ka-

nam ycin, benzylpenicillic, gentam ic in and su lfad iazine a effected lightly on the enzym e activity,

w hile cefrad ine activa ted the enzym e obviously and enhanced the enzym e activ ity by 200% in con-

centrat ion of 415m g /cm
3
. Norfloxacin and enroflxacin inh ib ited the enzym e act iv ity. Enroflxac in,

particularly, w as a po tent ia l potent inhibitor, and the inh ib itorps concen trat ion lead ing to 50% of en-

zym e activity lost ( IC50 ) w as est im ated to be 0144m g / cm
3
. The inh ib itory k inetics and m echan ism

of enro flxacin on the enzym e w ere studied. It show ed that enro flxacin w as a reversib le non-com pet-i

t ive inh ibitor of the enzym e w ith an inh ib itory constant (K I ) o f 0135m g /cm
3
.

Key words: Scy lla serrata; N-acety-l B-D-g lucosam inidase; ant ibacter ia lm ed icam ents; enzym e ac-

t iv ity; inhibition (责任编辑:郭水伙 )
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