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摘要 :向经过螯合剂 Cephlex 100处理的海水中添加金属离子 ,进行培养中国对虾糠虾幼体和仔虾幼体 ,观察

金属离子对变态发育及其体内碱性磷酸酶和 ATPase活性的影响。结果显示当海水中 Cu2 + 、Co2 + 、Mn2 +浓度

分别为 40、40、20μg·L - 1时明显激活糠虾幼体体内碱性磷酸酶的活性 ,但大于此浓度时则使该酶活性降低 ;

Cu2 +低浓度时能够提高仔虾体内碱性磷酸酶和 ATPase的活性 ,浓度在 40μg·L - 1时碱性磷酸酶的活性达到最

高 ,在 40～80μg·L - 1浓度范围内 ATPase活性明显高于对照组 ,较高浓度则抑制两种酶的活性。Co2 +在 20μg·

L - 1时明显提高两种酶的活性。而 Ni2 +只使两种酶活性降低。鉴于碱性磷酸酶和 ATPase与生长发育直接相

关 ,金属离子对对虾幼体生长的影响与对两种酶活性的影响基本一致 ,因此体内这两种酶活性的高低可作为

判别环境因素是否适合对虾幼体生存的指标。
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Influences of metal ions in sea water on activities of alkaline
phosphatase( AKP) and ATPase in mysis and postlarvae of
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Abstract :The influences of some metal ions in seawater treated by Cephlex 100 on metamorphosis , growth and

activities of alkaline phosphatase (A KP) and ATPase in mysis and postlarvae of Chinese prawn Penaeus chinensis

were studied. The results showed : Alkaline phosphatase (A KP) and ATPase are two kinds of enzymes that are

related to growth and development of animals . Cu2 + , Co2 + and Mn2 + whose concentrations were 40 , 40 , 20μg

·L - 1 respectively could increase the A KP activity significantly in mysis , but higher concentrations decreased the

A KP activity. Low Cu2 + concentrations ( 40 - 80μg·L - 1 ) increased the activities of A KP and ATPase

significantly ( P < 0. 05) in postlarvae , and Co2 + at 20μg·L - 1 increased the activities , but Ni2 + could not activate

these two kinds of enzymes . Because changes of A KP and ATPase activities were relative to the growth directly ,

the activity of A KP and ATPase could be the indicators for assessment of the physiological condition of the
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larvae .
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　　自八十年代以来 ,对虾苗种培育取得了突破性进展 ,使我国对虾养殖业迅猛发展。由于育苗厂大都

设置在港湾和河岸附近 ,苗种极易受到工业污染物尤其是重金属离子的影响 ,使苗种大量死亡甚至绝

产。因此重金属离子对对虾幼体变态的影响受到人们的重视 ,而研究多集中在金属离子对对虾幼体的

毒性方面[1 - 3 ] ,至于对虾幼体发育对海水中金属离子的需求方面的报道很少[4 ,5 ] ,也没有检测育苗海水

中金属离子是否适合对虾幼体生长的生化指标。关于海水中金属离子对对虾幼体体内碱性磷酸酶

(A KP)和三磷酸腺苷酶酸 (ATPase)活性的影响尚未见报道。

本实验考虑了海水中重金属离子的背景值 ,在先去除了海水中重金属离子的基础上添加不同浓度

的金属离子来进行养殖中国对虾糠虾幼体和仔虾养殖实验 ,以探讨对虾幼体对金属离子的需求 ,并分析

了 Cu2 + 、Co2 +等金属离子对糠虾幼体和仔虾体内 A KP和 ATPase 活性的影响与作用 ,以期为对虾苗种

生产起指导作用。

1　材料与方法

1. 1　研究材料

实验在河北大学水生生物学研究室进行。中国对虾幼体来自福建乐清县海天水产苗种厂。

1. 2　实验海水配置与对虾培育

培育中国对虾糠虾幼体和仔虾的海水按以下方法配置。取 1L 浓缩海水 (卤度为 17度 ,取自河北省

丰南南堡盐场) ,加入螯合剂 Cephlex100 ,搅拌 1h ,螯合海水中的重金属离子并进行过滤。称取

246gNaCl ,37gCaCl2·2H2O ,分别用无离子水溶解后倒入经螯合的海水中 ,调节 Na +和 Ca2 +的比例使之与

自然海水一致。加入自来水稀释到盐度为 24。p H调到 7. 8～8. 4。用于培育中国对虾幼体。

所用离子试剂均为氯化物分析纯 ,用处理的海水制成 50μg·mL - 1的母液。用母液配制不同浓度的

实验养殖海水。设置各种离子浓度如表 1。

表 1　养殖用海水中金属离子浓度设置

Tab. 1　 Gradient concentrations of metal ions in sea water for culture (μg·L - 1)

浓度 0 1 2 3 4 5

Cu2 + 0 10 20 40 80 120

Co2 + 0 10 20 40 80 100 培育中国对虾糠虾幼体

Mn2 + 0 20 40 60 80 100

Cu2 + 0 10 20 40 80 120 培育中国对虾仔虾

Co2 + 0 10 20 40 80 100

Ni2 + 0 20 40 60 80 100

　　在 800mL 的玻璃瓶中进行养殖实验。每瓶加海水 500mL。每瓶放入糠虾幼体或仔虾 30尾 ,仔虾平

均体长 8. 6mm ,平均体重 4. 5mg。设两平行实验组和一对照组。培养过程中盐度 ,p H维持恒定 ,温度为

室温 ,每天换水 100mL。投喂卤虫幼体 ,养殖 11d ,统计成活率、体长与体重后测定 A KP和 ATPase 的酶

活力。

1. 2　A KP和 ATPase酶活性的测定

1. 2. 1　AKP酶活性测定

取冷冻仔虾 ,重蒸水冲洗三次 ,用吸水纸吸干 ,加入适量预冷的 0. 05M Tris2HCl 缓冲液 (p H = 7. 4) 。

冰浴中用超声波匀浆机匀浆。匀浆液在冷冻超速离心机下离心 30min (温度为 0℃,转速 12 000
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r·min - 1) 。取上清液作酶活性测定。

试管中加入 0. 05M硼砂2NaOH缓冲液 (p H = 9. 4) 0. 8mL ,5mM 对硝基苯磷酸二钠 0. 1mL ,37℃水浴

5min ,加入粗酶液 0. 2mL 混匀 ,继续水浴 10min ,加入 0. 2N NaOH 2mL 终止反应。用 G2751分光光度计

在 410nm波长下测定吸光值。在本实验条件下 ,每分钟吸光值上升 0. 001定义为 1个活力单位。空白

仅将酶液换为重蒸水。每个样品做两个平行。Folin酚法测粗酶液的蛋白浓度。

1. 2. 2　ATPase酶活性测定

取冷冻仔虾 ,用重蒸水冲洗三次 ,吸水纸吸干 ,加入适量预冷的缓冲液 (250mM 蔗糖 , 5mM EDTA ,

50mM咪唑2乙酸缓冲液 ,p H = 7. 4) ,冰浴中用超声波匀浆机匀浆。取 0. 25mL 匀浆液与 0. 55mL 缓冲液

(含 MnCl2 6mM ,NaCl 100mM , KCl 10mM , Tris2乙酸缓冲液 25mM ,p H = 7. 4)混合在 1. 5mL 的离心管中 ,

25℃水浴 20min ,加入 0. 55mL 的 10mM Na2ATP反应 10min ,再加入 0. 15mL 的 1. 2mM TCA 终止反应。

0℃离心 5min (12 000r·min - 1) 。取上清液 0. 5mL 用钼蓝法测定无机磷 ,在 660nm 波长下用 G2751分光

光度计测定吸光值 ,ATPase活力用毫微摩尔无机磷/毫克蛋白/小时 [ nmolPi·( mg·h) - 1 ]表示。空白仅

将匀浆液换为重蒸水即可 ,重复上述步骤。每个样品做两个平行。Folin酚法测粗酶液的蛋白浓度。

2　结果与分析

2. 1　海水中 Cu2 + 、Co2 + 、Mn2 +浓度对糠虾幼体体内 A KP活性的影响
海水中不同浓度 Cu2 +、Co2 + 、Mn2 +对中国对虾糠虾幼体体内碱性磷酸酶活性的影响见表 2。当海

水中添加 Cu2 +浓度为 40μg·L - 1时糠虾幼体体内 A KP的酶活性最高 ,并显著高于对照组 ( P < 0. 05) ,当

浓度大于 40μg·L - 1酶活性又开始降低 ,在浓度为 120μg·L - 1时达到最低。以上说明养殖用海水中适当

的 Cu2 +浓度能够促进中国对虾糠虾幼体体内酶活性的提高 ,而高浓度的 Cu2 +则抑制其活性。

表 2　海水中不同浓度 Cu2 + , Co2 + , Mn2 +对中国对虾糠虾幼体体内碱性磷酸酶活性的影响

Tab. 2　Influences of different Cu2 + , Co2 + ,Mn2 + concentrations in the sea water

on the activity of AKP in mysis of P. chinensis

浓度 (μg·L - 1) A KP比活 (U·mg - 1)

Cu2 + Co2 + Mn2 + Cu2 + Co2 + Mn2 +

0 0 0 0. 917±0. 039 1. 556±0. 015 1. 168±0. 049

10 10 20 1. 126±0. 000 1. 566±0. 014 1. 711±0. 030

20 20 40 1. 027±0. 007 1. 185±0. 000 1. 195±0. 000

40 40 60 1. 697±0. 021 2. 12±0. 024 1. 179±0. 026

80 80 80 1. 036±0. 012 1. 25±0. 035 0. 841±0. 032

120 100 100 0. 671±0. 037 0. 768±0. 000 0. 679±0. 027

　　当海水中添加 Co2 +浓度为 40μg·L - 1时 ,中国对虾糠虾幼体体内 A KP活性最高 ,超过 40μg·L - 1则使

酶活性降低 ;当海水中 Mn2 +添加浓度为 20μg·L - 1时 A KP活性达到最高 ,高浓度的则抑制其活性。

2. 2　海水中 Cu2 +浓度对仔虾成活、生长、A KP和 ATPase活性的影响
海水中不同 Cu2 +浓度对中国对虾仔虾成活 ,生长 ,A KP和 ATPase 活性的影响见表 3。实验结果表

明向养殖海水中添加 Cu2 +的实验组中国对虾仔虾的存活率都明显高于对照组 ( P < 0. 05) ,当海水中

Cu2 +浓度为 10μg·L - 1时成活率最高 ,但各实验组之间没有差异 ,可见 10～120μg·L - 1范围内的 Cu2 +浓

度均促进仔虾成活。养殖海水中添加 Cu2 +的实验组仔虾体长和体重的增加也都明显高于对照组 ,当添

加 Cu2 +浓度为 40μg·L - 1时 ,体长和体重增加量最大。

从碱性磷酸酶 (A KP)活性看 ,添加 Cu2 +浓度为 10μg·L - 1 , 20μg·L - 1 , 40μg·L - 1时均能明显激活

A KP的活性。但添加浓度为 80μg·L - 1和 120μg·L - 1时 ,实验组 A KP比活则明显低于对照组。可见

Cu2 +浓度为 10～40μg·L - 1时可促进 A KP的活性 ,高于 80μg·L - 1时会抑制 A KP的活性。

003 水　产　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25卷



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

表 3　不同 Cu2 +浓度对中国对虾仔虾成活 ,生长 , AKP和 ATPase活性的影响

Tab. 3　Influences of different Cu2 + concentrations on survival , growth and activities

of AKP and ATPase in postlarvae of P. chinensis

浓度 (μg·L - 1) 成活率 ( %) 平均体长 (mm) 平均体重 (mg) A KP比活 (U·mg - 1) ATPase比活 (nmolpi·mg - 1·h - 1)

0 55. 0 12. 5 13. 8 1. 268±0. 011 1. 292±0. 107

10 66. 7 12. 7 15. 0 1. 479±0. 011 1. 261±0. 100

20 65. 0 13. 0 17. 0 1. 492±0. 017 1. 368±0. 122

40 61. 7 14. 4 20. 1 1. 449±0. 011 1. 453±0. 070

80 63. 3 13. 2 17. 5 1. 060±0. 011 1. 866±0. 030

120 65. 0 13. 0 17. 3 0. 679±0. 017 1. 153±0. 017

　　养殖用海水中 Cu2 +浓度为 40μg·L - 1 ,80μg·L - 1时中国对虾仔虾体内 ATPase活性显著高于对照组

( P < 0. 05) ,而添加 Cu2 +浓度为 120μg·L - 1的实验组 ATPase比活小于对照组 ,但不明显。

综合以上不同浓度的 Cu2 +对中国对虾仔虾各指标的影响 , Cu2 +浓度为 40μg·L - 1左右时 ,对中国对

虾仔虾生长发育有利。

2. 3　海水中 Co2 +浓度对仔虾成活 ,生长 ,A KP和 ATPase活性的影响

海水中不同浓度的 Co2 +对中国对虾仔虾成活、生长、A KP和 ATPase 活性的影响见表 4。当海水中

Co2 +浓度为 20μg·L - 1时 ,中国对虾仔虾成活率、平均体长的增量最大 ,明显高于对照组 ( P < 0. 05) ,而

平均体重亦最高 ,但与对照组比较没有显著性差异。在此浓度下成活率和平均体长比对照组均高出

10 % ,可见 Co2 +浓度为 20μg·L - 1时明显有利于仔虾的存活与生长。

从 A KP活性看 ,当海水中 Co2 +浓度为 20μg·L - 1时 ,A KP活性最大 ,浓度为 100μg·L - 1时活性最小。

海水中 Co2 +浓度为 10μg·L - 1、20μg·L - 1、40μg·L - 1时实验组仔虾体内 A KP酶活性明显高于对照组 ,差

异特别显著 ( P < 0. 01) ;而当 Co2 +浓度为 100μg·L - 1时仔虾的酶活明显低于对照组 ( P < 0. 01) 。可见 ,

当海水中 Co2 +浓度为 10～40μg·L - 1时可激活仔虾体内酶 APK的活性 ,而当浓度为 100μg·L - 1以上时

则抑制酶的活性。

表 4　不同浓度的 Co2 +对中国对虾仔虾存活、生长、AKP和 ATPase活性的影响

Tab. 4　Influences of different Co2 + concentrations on survival ,growth and activities

of AKP and ATPase in postlarvae of P. chinensis

浓度 (μg·L - 1) 成活率 ( %) 平均体长 (mm) 平均体重 (mg) A KP比活 (U·mg - 1) ATPase比活 (nmolpi·mg - 1·h - 1)

0 63. 35 12. 2 14. 4 1. 417248±0. 012 1. 028±0. 021

10 71. 7 12. 8 15. 2 1. 850838±0. 011 1. 027±0. 023

20 73. 3 13. 4 17. 0 2. 687388±0. 005 1. 144±0. 000

40 71. 7 12. 6 15. 4 2. 021123±0. 010 0. 860±0. 047

100 50 12. 4 15. 2 1. 232301±0. 004 0. 503±0. 042

　　从 ATPase比活看 ,海水中 Co2 +浓度为 20μg·L - 1时 ATPase 活性最大 ,100μg·L - 1时酶活性最小。

经方差分析表明当 Co2 +浓度为 20μg·L - 1时实验组酶活性高于对照组且差异显著 ( P < 0. 05) ;当 Co2 +

浓度为 40、100μg·L - 1实验组酶活性明显低于对照组。可见当海水中 Co2 +浓度为 20μg·L - 1时可激活

ATPase的活性 ,浓度高于 40μg·L - 1时则抑制 ATPase的活性。

2. 4　海水中 Ni2 +浓度对仔虾成活 ,生长 ,A KP和 ATPase活性的影响
海水中不同浓度的 Ni2 +对中国对虾仔虾成活 ,生长 , A KP和 ATPase 活性的影响见表 5。向养殖用

海水中添加 Ni2 + ,对中国对虾对虾仔虾成活率、体长和体重的影响不大 ,而且实验组成活率、体长和体

重的增长有低于对照组的趋势。

从中国对虾仔虾A KP和ATPase活性上看 ,养殖用海水中添加Ni2 +对A KP和ATPase活性激活作用
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不明显 ,并有随着添加浓度的增加 A KP和 ATPase活性有下降的趋势。

因此 ,在养殖中国对虾仔虾的海水中添加作用不大。

表 5　不同浓度的 Ni2 +对中国对虾仔虾成活 ,生长 , AKP和 ATPase活性的影响

Tab. 5　Influences of different Ni2 + concentrations on survival and growth and activities

of AKP and ATPase in postlarvae of P. chinensis

浓度 (μg·L - 1) 成活率 ( %) 平均体长 (mm) 平均体重 (mg) A KP比活 (U·mg - 1) ATPase比活 (nmolpi·mg - 1·h - 1)

0 56. 7 12. 7 15. 4 2. 341±0. 004 1. 289±0. 030

20 48. 3 13. 5 16. 9 1. 760±0. 000 1. 027±0. 024

40 55. 0 12. 7 16. 5 1. 551±0. 002 0. 979±0. 022

80 60. 0 12. 3 12. 9 1. 642±0. 007 1. 097±0. 044

100 41. 7 11. 8 12. 8 1. 447±0. 001 1. 009±0. 028

3　讨论

A KP存在于动植物体内 ,是一种对底物专一性较低的磷酸单酯水解酶 ,是重要的解毒体系 ,并与一

些营养物质的消化吸收有关[6 ,7 ]。何海琪和孙凤[8 ]提纯了中国对虾体内的碱性磷酸酶并对其特性进行

了研究 ,证实 Co2 +、Cu2 +、Fe2 +等离子均是碱性磷酸酶的抑制剂 ,这个结果与我们的实验结果不一致 ,即

当海水中 Cu2 +浓度在 10～40μg·L - 1时 ,对中国对虾糠虾和仔虾体内A KP有明显激活作用 , Cu2 +浓度超

过 80μg·L - 1对 A KP有抑制作用 ; Co2 +浓度在 10～40μg·L - 1时对中国对虾仔虾体内 A KP有明显的促进

作用 , Co2 +浓度超过 100μg·L - 1时对 A KP有抑制作用。同时我们发现当海水中 Mn2 +添加浓度在 20μg

·L - 1时 A KP活性达到最高并远远高于对照组。

有许多学者发现在动物迅速生长的的组织细胞中有许多磷酸酶和核糖核酸[9 ,10 ]。Muhammad[11 ]根

据实验证实罗氏沼虾蜕皮间期壳中钙沉积、吸收钙的速率与其体内的碱性磷酸酶的活性有关 ,既蜕皮后

的罗氏沼虾碱性磷酸酶活性显著高于蜕皮间期以增加钙的吸收。Muhammad[12 ]还证实碱性磷酸酶的活

性与虾蜕皮直接相关。本实验结果也表明 , Cu2 +、Co2 +对中国对虾仔虾生长的影响与碱性磷酸酶的活

性高低一致。因此 ,碱性磷酸酶活性可作为检测海水中金属离子浓度是否适合中国对虾仔虾存活与生

长发育的重要指标 ,以判断中国对虾仔虾的机能状态。

三磷酸腺苷酸酶 (ATPase)是一族酶 ,它是 Na +2K+泵、Ca2 +泵、H +泵的构成成分 ,在物质跨膜转运

中是一种非常重要的酶 ,常以 ATPase 复合物形式存在。Na + / K+的主动运输需要特殊的运载酶[13 ] ,

Na + - K+ ATPase普遍存在于动物细胞膜上 ,是离子在膜间运输的一个主要的调解者 ,调节动物在细胞

或器官上的离子平衡[14 ]。由于生理上处于胁迫条件时 ATP库内 ATP减少[15 ] ,因此 ATPase活性的检测

可以作为动物身体状态好坏的指标。Bouaricha 等[16 ]测定了日本对虾胚后发育各阶段体内 Na +2K+

ATPase活性 ,发现在对虾连续发育的各阶段 Na + / K+ ATPase 活性是变化着的。在无节幼体期没有活

性 ,在蚤状幼体期略有上升 ,在糠虾幼体 2、3期活性迅速增加。从糠虾幼体后期到仔虾的转换时期活性

明显增加 ,与幼体发育从渗透压的顺应到仔虾与成虾主动调节相一致。头胸部的 Na +2K+ ATPase 从

PL3、PL4升高到 PL5达到最高 ,在这个阶段渗透压的调节能力是最强的。并强调在幼体发育过程中 ,

Na +2K+ ATPase活性的变化与渗透调整的超微结构相关 ,也与渗透调节和耐盐性有关。Nan等[17 ]发现

去除眼柄的斑节对虾幼虾的生长率显著高于没有去除眼柄的幼虾 ,且鳃中拥有高的总 ATPase 和 Na +2
K+ ATPase活性 ,因此认为总 ATPase和 Na +2K+ ATPase 活性生理状况的指标 ,也是环境适应性的指标。

从本实验的结果来看 ATPase的活性的高低与对虾仔虾的生长表现出极大的一致性 ,所以 ATPase 活性

的高低可以评价对虾仔虾所生存的环境。

总之 ,当海水中 Cu2 +、Co2 +浓度为 20～40μg·L - 1时 ,对中国对虾仔虾生长发育最佳并对其体内 A KP

和 ATPase有激活作用。Ni2 +对中国对虾仔虾作用效果不明显 ,可能需要量极微有关。因此 ,碱性磷酸

203 水　产　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25卷



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

酶和三磷酸腺苷酸酶可作为检测海水中金属离子浓度是否适合中国对虾仔虾生长发育的重要指标 ,这

将对虾苗孵化与养殖生产有指导作用。
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