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摘要:研究几种消毒药物对来源于凡纳滨对虾壳膜与内脏的 N2乙酰2B2D2氨基葡萄糖苷酶 ( NAGase, EC 3. 2. 1.

52)活力的影响。结果表明,次氯酸钠和三氯异氰尿酸对 2种来源的 NAGase活性均有较强的不可逆抑制作用;

双链季铵盐对壳膜 NAGase活性起强的激活作用, 而对内脏 NAGase有轻微的抑制作用;戊二醛对壳膜 NAG ase没

有明显作用,对内脏 NAGase具有轻微的激活作用。
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  N2乙酰2B2D2氨基葡萄糖苷酶 (NAGase, EC 3.

2. 1. 52)是几丁质酶系的成员之一, 它能协同内

切、外切几丁质酶将几丁质分解成 N2乙酰2B2D氨基

葡萄糖 (NAG) (杨承勇和周世宁, 1999), 对虾 NA2

Gase主要分布在其壳膜与内脏组织, 不仅与对虾的

周期性蜕皮及虾幼体的孵化密切相关 ( Funke B&

SpindlerK D, 1989;朴顺金等, 2006), 还具有促进对

虾食物消化吸收、抗菌防卫等重要生理功能 (黄乾

生等, 2006;杜娟等, 2008)。凡纳滨对虾 ( Litopenae2

us vannamei),俗称南美白对虾或太平洋白对虾,是

目前世界上 3大养殖对虾中单产最高的虾种, 味道

鲜美营养高,深受广大消费者喜爱。然而近年来爆

发的大规模对虾流行病引发了养殖者对各种药物的

滥用, 使对虾养殖业遭受重大的经济损失 (李光友,

1995)。为了有效预防疾病, 养殖者必须选择合适

的消毒药物并正确使用。目前普遍使用的水体消毒

药物主要包括氯制剂 (如次氯酸钠、三氯异氰尿

酸 )、醛制剂 (如戊二醛 )、双链季铵盐制剂 (如二癸

基二甲基氯化铵 )等 3大类 (黄志斌和胡红, 2004)。

研究了这几种常用养殖消毒药物对凡纳滨对虾 NA2

Gase活力的影响,有利于了解药物对 NAGase的调

控作用,为我国水产药物的监管提供一定的科学依

据, 同时对对虾养殖过程中的疾病防治及 NAGase

活力调控具有重要的指导作用。

1 材料与方法

1. 1 材料与试剂

凡纳滨对虾壳膜与内脏 N2乙酰 2B2D2氨基葡萄

糖苷酶参考李光友 ( 1995)的方法分离纯化得到, 为

电泳单一纯酶制剂。对硝基苯 2N2乙酰2B2D2氨基葡

萄糖苷 ( pNP- NAG)购置于上海医药工业研究院生

化室,次氯酸钠、三氯异氰尿酸、戊二醛与双链季铵

盐制剂为湖南五指峰生化有限公司产品,其余试剂

均为国产分析纯。使用的蒸馏水为玻璃重蒸水。

1. 2 方法

1. 2. 1 酶蛋白浓度的测定  酶浓度测定采用 Folin

- 酚法 (李建武等, 1994)。

1. 2. 2 酶活力的测定  酶活力的测定参考 X ie X L

等 ( 2004)的文献:以 pNP2NAG为底物, 在 2 mL测

活体系中,包含 0. 1 mol/L pH 5. 2 NaAc2HAc缓冲

液和 0. 25mmol/L的底物,置 37 e 恒温水浴, 加入

适量酶液,准确反应 10m in,加入 2mL 0. 5mol/L的

NaOH终止反应。在 Beckm an UV2650型分光光度

计上测定波长为 405 nm的吸光度 (A405 nm ), 光径为

1 cm,以对 2硝基苯酚 ( pNP)为产物对照, 测得该条

件下产物的消光系数为 8. 8 @10
3
L /( mol# cm )。

酶活力单位定义为在上述条件下, 每 1 m in水解底

物产生 1mol/L产物的酶量。

1. 2. 3 消毒药物对酶活力的影响测定  采用前述

酶活力测定方法,在测活体系中, 加入不同浓度的药

物溶液,测定酶活力,以不加效应物在相同测活体系



测定的酶活力为对照,计算相对酶活,分析它们对酶

活力的影响。

1. 2. 4 消毒药物对酶活力的抑制机理测定  采用

前述酶活力测定方法,固定底物浓度为 0. 25 mmol/

L,在含不同浓度药物的测活体系中, 研究酶量与酶

活力的关系,分析药物对酶的抑制机理。

2 结果

2. 1 氯制剂类消毒药物对酶活力的影响

以对虾水产养殖中常用的氯制剂类消毒药物次

氯酸钠 (NaClO )和三氯异氰尿酸 (TCCA)为效应物,

在测活体系中分别加入不同浓度的效应物, 探讨其

对凡纳滨对虾壳膜与内脏来源的 NAGase催化水解

pNP2NAG的活力影响, 结果见图 1~ 图 2。由图 1

可见, NaClO对壳膜 NAGase的活力影响表现为先

增强后抑制:低浓度的 NaClO对壳膜 NAGase具有

轻微激活作用, 0. 75 mmol/L NaClO使酶活提高约

10% ;但随着浓度上升, 壳膜 NAGase活力迅速下

降,导致酶活下降一半的浓度即 IC50为 2. 6mmol/L。

而 NaC lO对内脏 NAGase仅具有强的抑制作用, 其

IC50为 0. 4 mmol/L。由图 2可见, TCCA对 2种来

源的 NAGase表现出相似的抑制作用, 壳膜与内脏

NAGase的 IC50分别为 2. 1 mol /L和 1. 8mol /L。

图 1 NaC lO对凡纳滨对虾壳膜 NAGase

与内脏 NAGase的活力影响

F ig. 1 E ffect of NaC lO on th e act ivity of the

cru staceous NAG ase and the viscer a l

NAG ase from prawn (Litopenaeus vannamei)

2. 2 季铵盐类消毒药物对酶活力的影响

选用目前水产养殖中广泛使用的另一类消毒药

物 - 双链季铵盐 (二癸基二甲基氯化铵, DDAC)为

效应物, 研究了该药物对凡纳滨对虾壳膜与内脏

NAGase的影响,见图 3。双链季铵盐在养殖生产使

用的正常浓度范围内,对壳膜 NAGase活力表现为

激活作用,当浓度达到 22 Lmol/L时, 该酶活力提高

约 95% ,达到最高点, 但激活能力随着双链季铵盐

浓度的增加而有所下降。在相同的浓度范围内, 双

链季铵盐对内脏 NAGase活力则有一定程度的抑制

作用,当浓度达到 99. 5 Lmol/L时使该酶活力下降

了 21%。

图 2 TCCA对凡纳滨对虾壳膜 NAG ase

与内脏 NAG ase的活力影响

F ig. 2 E ffect of TCCA on the activity of th e

crusta ceou s NAGase and th e viscera l

NAG ase from p rawn (L itopenaeu s vanname i)

图 3 DDAC对凡纳滨对虾壳膜 NAGase

与内脏 NAG ase的活力影响

F ig. 3 E ffect of DDAC on th e ac tivity of the

crusta ceou s NAGase and th e viscera l

NAG ase from p rawn (L itopenaeu s vanname i)

2. 3 醛制剂类消毒药物对酶活力的影响

选用水产养殖中广泛使用的醛类消毒药戊二醛

为效应物,研究了该药物对凡纳滨对虾壳膜与内脏

NAGase活力的影响,结果见图 4。戊二醛在养殖生

产使用的正常浓度范围内, 对壳膜 NAGase活力几

乎无影响;对内脏 NAGase有轻微的激活作用, 当戊

二醛浓度为 20 Lmol/L时,酶活力约提高了 15%。

2. 4 氯制剂类消毒药物对酶的抑制机理

2种氯制剂类消毒药物次氯酸钠 (NaC lO )和三

氯异氰尿酸 ( TCCA)对凡纳滨对虾壳膜 NAGase与

内脏 NAGase均具有较强抑制作用,进一步研究这 2

种消毒剂对 2种来源的酶活力的影响是否可逆。分

别在含不同浓度氯制剂的测活体系中,固定底物浓

度为 0. 25 mmol/L, 改变壳膜 NAGase的加入量, 测
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定不同浓度氯制剂对凡纳滨对虾壳膜 NAGase活力

的影响。以酶的剩余活力对加入酶量作图, 得到一

组平行的直线 (图 5)。由图 5可见随着氯制剂浓度

的增大,直线平行从原点向右移动, 但斜率保持不

变,说明氯制剂对壳膜 NAGase的抑制是不可逆过

程。这类消毒药物是通过降低有效的酶量导致酶活

力的下降,而不是通过抑制酶活力而导致催化效率

的降低。相同方法研究 2种氯制剂类消毒药物对凡

纳滨对虾内脏 NAGase的抑制机理,得到相似结果,

表明氯制剂对内脏 NAGase的抑制也是不可逆过

程。

图 4 戊二醛对凡纳滨对虾壳膜 NAG ase

与内脏 NAG ase的活力影响

F ig. 4 E ffect of G lu ta ra ldehyde on th e activity of th e

crusta ceou s NAGase and th e viscera l

NAG ase from p rawn (L itopenaeu s vanname i)

图 5 不同 N aC lO与 TCCA浓度下壳膜 NAG ase活力和酶量的关系

F ig. 5 E ffects of th e cru sta ceous NAG ase concen tra tion on its ac tiv ity for the hydrolysis of

pNP2NAG a t d iffer en t con cen tr a tions of NaC lO and TCCA

3 讨论

在对虾水产养殖过程中普遍使用各种水体消毒

药物以及抗菌药物。氯制剂、醛制剂、双链季铵盐制

剂是目前普遍使用的 3类水体消毒药物, 其消毒机

理各不相同,氯制剂主要利用其对病源菌蛋白的氯

化与氧化作用达到杀菌作用;醛制剂主要利用其与

病源菌蛋白质氨基结合使其烷基化而呈现杀菌作

用;而双链季铵盐制剂是一种表面活性剂,主要利用

其疏水与亲水基团的作用, 使病源菌的膜通透性发

生改变并破坏菌体的酶系统而起到杀菌目的 (黄志

斌和胡红, 2004)。本实验在已报道过的金属离子、

有机溶剂、饲料添加剂等对对虾 NAGase活力影响

(林建城等, 2005a; 林建城等, 2005b; 谢晓兰等,

2006)的基础上,进一步研究了 3类养殖常用消毒药

物对凡纳滨对虾 NAGase活性的影响, 研究结果对

凡纳滨对虾生长过程的疾病诊控和药物筛选具有重

要意义。

凡纳滨对虾壳膜 NAGase与蜕皮生长密切相

关, 而内脏 NAGase与食物消化吸收有关 (朴顺金

等, 2006;黄乾生等, 2006)。本研究结果表明 3类水

体消毒剂对凡纳滨对虾壳膜与内脏 NAGase的影响

趋势不完全一致, 进一步印证不同来源酶的结构与

生物功能上的差别。氯制剂消毒药物对壳膜与内脏

NAGase均产生不可逆抑制,这可能与氯制剂的强氧

化作用破坏了酶的巯基有关, 而巯基是酶活性的必

需基团 ( L in J C et a,l 2005),因此,巯基的破坏导致

酶的不可逆失活。内脏 NAGase的 IC50小于壳膜

NAGase的 IC50,暗示其对内脏酶具有更大的毒性。

使用这一类消毒剂对对虾的蜕皮生长与摄食都会产

生一定的负面影响。戊二醛作为消毒药物, 它同时

也能修饰对虾体内酶的氨基,但此次研究结果显示,

在养殖生产使用的正常浓度范围内, 戊二醛对对虾

壳膜 NAGase没有明显影响,而对内脏 NAGase也只

有轻微的激活作用,研究结果与甲醛需在高浓度下

才会对对虾 NAGase产生抑制作用的结果相一致

(X ie X Let a,l 2006),表明戊二醛的使用不会影响

与 NAGase相关的对虾生理过程。而双链季铵盐在
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养殖使用的低浓度范围内, 对壳膜 NAGase表现为

激活作用,对内脏 NAGase有轻微地抑制作用, 这可

能是因为蛋白酶在水介质中,通过氢键、静电力和疏

水键等作用使酶分子表面形成一个极性水化层从而

维持其稳定的三维构象, 而双链季铵盐是一种表面

活性剂,高浓度的双链季铵盐会破坏蛋白酶的次级

键与水化层,从而改变酶活性中心的微环境构象,引

起酶活力的下降;但由于酶活性中心的柔韧性,低浓

度的双链季铵盐对酶活性影响不大, 有时反而有利

于酶构象松散,导致酶活性中心的暴露,利于酶与底

物结合并发挥催化作用。结果表明双链季铵盐的使

用对凡纳滨对虾的蜕皮生长起促进作用, 对凡纳滨

对虾的摄食将产生轻微影响。

以上实验研究表明各类药物的使用要根据凡纳

滨对虾的生长状况,尽量避免不合理的用药,以达到

保护和治疗的目的。本研究结果有利于指导凡纳滨

对虾的大面积养殖,防止滥用药物造成的经济损失。
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The E ffects of So m e Aqua cu ltura lD isinfector s on the Activity of
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Abstr act: The effects of some aqu icu ltura l d isinfectors on the hydrolysis of pNP2NAG catalyzed byN2acetyl2B2D-

glucosam inidase (NAGase, EC 3. 2. 1. 52) from crustaceous membrane and viscera ofLitopenaeus vannameiwere

stud ied. Sodium hypochlorite (NaClO ) and sym closene (TCCA ) strongly and irreversib ly inh ib it the activity of

these two different enzymes. D idecyl dim ethyl ammon ium chloride (DDAC) cou ld sharp ly enhance the crustaceous

NAGase activity and slightly inhibit the visceraNAGase activity. G lutara ldehyde had no obvious effect on the cru2

staceous NAGase act ivity, but lightly inh ib ited the visceraNAGase activity.
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