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摘 要 利用分光光度计比色法测定了 2 一 3ncl 的皱纹盘鲍 (刀浏勿公 成泪 “ 产盯朋` 加 )的蛋 白

消化酶的最适温度
、

最适 HP 以及 n 种金属离子对其的影响
。

结果表明
:

在最适温度 50 ℃下的活化

能为 4
.

89 x 104 J/ 伽;l 最适 HP 为 2
.

印 和 5
.

00
。

对其最适 HP 值的分析表明
:

皱纹盘鲍存在有 胃蛋 白

酶
,

且活性颇高
。

在 11 种离子 中
,

以
+ 、

时
+ 、

Ag
,

对蛋 白酶活性具有显著的抑制作用
,

而 份
+ 、

M犷
十

则具有一定的促进作用
。

·

关键词 皱纹盘鲍
,

蛋白酶

皱纹盘鲍 (Ha l如si dsi
c。 产必朋成 玩 0

)属软体动物门
、

腹足纲
、

前鳃亚纲
、

原始腹足 目
、

鲍科
,

主要分布在 日本
、

朝鲜和我国北方沿海
,

197 3 年曾南移到福建试养
,

近几年在我国鲍的人工苗

种生产及养殖 已形成 了一定的规模
,

成为我国海珍品的主要养殖种类
。

有关皱纹盘鲍消化酶的研究
,

目前仅见于一些定性分析和总结 〔代 田昭彦 19 8 9 ]
。

最早对

鲍的消化生理
、

食性和饵料方面进行研究的是 日本科学家岸上 氏
,

1894 年他对鲍的消化器官

做了概略的论述
,

认为鲍饵料主要是褐藻类 [猪野峻 195 6 ]
。

之后猪野峻等又对皱纹盘鲍的各

个方面予以研究
,

目前关于皱纹盘鲍消化器官的构造
、

饵料与生长
、

摄食的季节变化等方面的

研究已相当清楚
,

但针对消化酶的性质等方面的研究却较为少见
,

本文分析皱纹盘鲍的蛋白

消化酶的几个特性
,

从而在理论上对其消化生理予以弥补
,

而且为人工饵料合理配方的获得提

供可靠的依据
,

为皱纹盘鲍人工养殖新技术和新途径做贡献
。

1 材料和方法

1
.

1 材料来源与规格

实验用皱纹盘鲍大小为 2
.

14 一 3
.

以k m
,

199 3 年 5 一 7 月取 自大连水产养殖公司海珍品养

殖场
,

为 1 99 2 年所采苗
,

投喂饵料为海带
。

1
.

2 样本处理

样品取 回后称重测体长
,

暂养于水族箱内
,

使样品处于饥饿状态后再进行处理
,

将鲍置冰

盘内取消化盲囊及其所包被的嗦囊和 胃
,

去除多余的组织块
,

用冰冻重蒸水冲洗
、

称重
,

置于低

温冰箱内暂存
。

1
.

3 酶液的制取

将样品用玻璃研磨器充分研磨匀浆 (大约每克样品研磨 10 一 15 分钟左右 )
,

按样品重量

收稿 日期 : l卯5 一 11 一
肠
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的适当倍数分次加人冰冻重蒸水
,

整个操作在冰浴中完成
,

然后在 V A C2 5 型高速冷冻离心机

以 12 仪旧转 / 分的转速离心 os 分钟
,

获得组织匀浆抽提上清液
,

即为粗酶提液
。

此粗酶提液要

在 24 小时内分析完毕
。

1
.

4 蛋白酶活力测定方法

基本参照 LWU 斗等 的福林— 酚试剂法 【中山大 学生化教研室 1卯8 〕
,

略加修改
。

具体

为 : 向试管中先后加人 2% 的酪蛋白溶液 1 m L 和缓冲液 4 m L
,

之后加人粗酶提液 1 m L
,

保温

20 分钟
,

加人 O
.

4 M 的三氯醋酸 2 m L 终止酶反应
,

取出静置 10 分钟后过滤
,

取滤液 1 m L
,

加

人 0
.

4 N 的 N屯C q 溶液 5 m L
,

再加人 I N 的福林试剂 l i n L
,

于 40 ℃恒温水浴显色 20 分钟
,

在

韶O unl 波长下比色测定
,

以蒸馏水校零点
,

对照管在加人粗酶提液前
,

先加人 2 m L 的三氯醋

酸使酶失活
,

其他同试验管
。

酶活力定义
:
在一定的 HP 值和温度下保温 20 分钟

,

蛋白酶水解 2 % 酪蛋 白每分钟产生 1

oolos

魄 酪氨酸的酶量定义为一个蛋 白酶单位
。

2 结果

印40加

ǎ黔留暇帜\塑哥只照à令只只姐

2
.

1 蛋白酶与温度的关系

在 HP 为 6
.

28 条件下
,

温度范围为 2 -

7 0℃
,

温度间隔 5 一 or ℃
,

恒温水浴控温测定

蛋白酶活力
,

其大小 以及 随温度变化的情况

见表 1及 图 1
,

从图 中可看 出
: 2 一

50 ℃随着

温度的升高酶活力也逐渐上升
,

在 50 ℃达到

最高为 ( 85
.

8 士 8
.

66 )活力单位 /克湿组织
,

而

后随温 度 的上 升而快速下 降
,

T 检验表 明

D4 ℃和 5 0℃下酶活力相差不显著 (
a = 0

.

0 5 )
,

即蛋 白酶适宜温度范围为 40
一
50 ℃

,

最适为

4
.

8 9 x 104 J/ m o l
。

0 10 即 加 o4 印 印 70 瘟度 (℃ )

图 1 皱纹盘鲍蛋白酶活力与温度的关系

飞
.

1 1 1犯 n纽a ti o n面 p be wt ee n ba al o幻 e , 5 p or et aes

ac ti vi yt an d t
enl pe n 功DL℃

50℃
,

在最适范围内的 q
。
值为 1

.

13
,

活化能值为

表 1 皱纹盘鲍蛋 白酶在各温度下的活力大小 (活力单位数 /克温组织 )

温度 (℃ ) 2

毛止 le l 刀犯 少。 t

eeas
of P Ca 街 c 曲目 0 . e ni 山 Iff 酬田 t t恤碑。 山犷 e

10 20 25 30 35 叨 功 印 70

蛋白酶活力 n
.

7 士 1
.

巧 16
.

6 士 .0邓 沁 .O 土 .0 肠 27
,

0 土 0
.

花 42
.

4 士 1
.

花 57
.

8 士 1
.

10 万
.

7士 3
.

18 币
.

8 士 .8 肠 印
.

3士 4
.

黔 汤
.

4 土 .4 co

2
.

2 蛋白酶与 HP 的关系

在分析蛋 白酶活力之前
,

利 用 声试纸对

皱纹盘鲍消化道 HP 值进行了测定
,

具体操作

是将试纸剪成细条
,

解剖时直接浸渍测试即

可
,

所得结果如表 2
,

即皱纹盘鲍的消化道 内

基本呈中性
,

消化盲囊呈酸性
。

表 2 皱纹盘鲍消化系统各部位的 pH 值

T目比e 2 T b e PH 明日u e 了 d甲浦
v e s ys t门 l ni 曲目 on e

部位 食道

样本数

HP 值

16

6
.

3 ~ 6
.

8

17

6
.

9 ~ 7
.

5

消化盲囊

l 6

5
.

5 ~ 6
.

5
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在 5 0℃的温度条件下
,

HP 值范围为 2
.

20
一 8

.

82 内 (梯度为 0
.

30
一 0

.

50 )蛋 白酶的活力变

化情况及大小见表 3 及图 2
,

从图中看出
,

蛋 白酶的活力值出现 了两个高峰
,

分别在 HP
= 2

.

60

和 HP
= 5

.

00 处
,

活力值为 ( 332 土 10
.

2 )活力单位 /克湿组织和 ( 162 士 n
.

7 )活力单位 /克 湿组

织
,

T 检验 (
。 二 0

.

0 5 )表明两者之间的差异显著
,

HP
= 2

.

60 处的活力值远高于 HP
= 5

.

0 处的活

力值
,

在 p H = 7
.

00 以后酶 活力值变化较为平缓
,

亦即蛋白酶的最适 HP 值为 2
.

60 和 5
.

00
。

表 3 皱纹盘鲍蛋白酶在各 HP 值下的活力大小 (活力单位数 /克湿组织 )

T a悦 e 3 T h e P er et 别笼 理柱讨勿 健 P知d丘c 址目On e ni 山晚代 n t
HP

丫叮此

HP 值 2
.

20 .2 印 3
.

00 3
.

40 3
.

印 4
,

印 4
.

印 5
.

00 5
.

40 5
.

跳 6
.

24 6
.

75 7
.

19 7
.

64 8
.

00 8
.

45

蛋白酶活力
么D 士

10
.

9

3犯 士

10
.

2

3 义i士

12
,

4

l哭 士 男
.

3 士 76
.

8 士 」刀 土 1口 土 l印土 』为土 出
.

1士 3 1
.

0 士 跳
.

1士 17
.

4 土 18
.

7士 27
.

1士

3 7
.

3 7
.

印 10
.

2 16
.

9 1 1
.

7 6
.

1 2 5
.

1 4 5
.

45 6
.

1 1 2
.

男 2
.

24 1
.

仍 2
.

X()

8
.

田

四
.

1土

0
.

8 10

ǎù徽ù一仙跪招
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图 2 皱纹盘鲍蛋白酶活力大小与 pH 值的关系

Fl g
.

2 T h e er h ti on 如 p be 。刀ee n 几 c l fi c a bal o n e ’ s p以 ea es acti vi yt a l日 HP
v
ual

e

2
.

3 几种金属离子对蛋白酶的影响

采用的金属离子种类及金属盐来源见表 4
,

测定时选用温度 T = 50 ℃
,

选用 HP
= 5

.

00
,

1

m L 的酶液由 0
.

5 m L 金属离子溶液和 0
.

5 n 1L 的酶液代替
。

测定的活力大小及与空 白对照的

结果见表 : 从 友中看出
: H扩

十 、

Cuz
+ 、

Ag
+

三种 离子对酶活力具较强的抑制作用
,

M犷
` 、

彬
+

则有或多或少的促进作用
。

T田比e 4

表 4 金属离子种类及其来源
、

浓度

T b e 伞阅 es of n犯atl 101 妈 血 峨旧 r a 污 a叼 c o。以 , 。习柱皿

金属离子

化合物

离子浓度

K肠笋
+

州回口 2

伽
2十

Cu呱

民 3+ B护
+

B Ca 帐

几
2 +

L遥 0弓 氏 (N q )
3

巧 (N q )
:

O 笋
十

Q q

劝罕
十

乙诏q

M扩
+

峋 5 04

A g
令

ANg q

I犷
十

H邪吸

均为 Z x lo
一 , M 1 x 10

一 3M
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表 5皱纹盘鲍蛋白酶在金属离子存在情况下的活力大小 (活力单位数 / 克湿组织 )

T创 l bes n犯 p ro t

~
ca d讨 t yof 卜理击 c 公阁o ne初 l

e nm e七 i do s ne太七 t

金属离子 空 白玩 o u
+

N肠竿
十

时
十

田
十

B扩
+

附
十

az C
十

对
十

M犷
十

g A
+

时
+

~二 ~一 上 47
.

0 土 34
.

7士 仍
.

7士 33
.

0 土 5 9
.

7士 64
.

4士 奶
.

0 士 2 4
.

3士
34

.

2 土 功
.

5士 22
.

6士 1 5
.

4士

一一
-

-

一 2
,

5 1 6
.

昭 o
.

7 a 〕 3
.

2 4 3
.

比 3
.

哭 2
.

犯 1
.

跳 4
.

肠 6
.

4 2 2
.

37 2
.

15

比值 l X() 呢
.

8 卯
.

2 67 12 6
.

7 呢
.

6 男 卯 9 1 7 10 7 48 32
.

8

3 讨论

3
.

1 蛋 白酶的最适温度

象一般化学反应一样
,

温度对酶反应影响很大
,

酶的蛋 白质本性又决定酶对温度的高度敏

感性
,

温度升高一方面使酶促反应的速度加大
,

另一方面也加速酶 活性 的丧失
,

因此 构成 了一

个矛盾性 的动态平衡
,

当反应条件诸如 HP 值
、

反应 时间等恒定时
,

酶反应就有一个
“

最适温

度
” ,

此时酶的活性最大
。

我们观察最适温度值时发现
,

它远远高于生物本身的生理极限温度
,

这主要是 由最适温度的不易确定性决定的
。

最适温度受实验条件的影响特别是反应时 间
,

作

用时间延长
,

最适温度值就下降
。

在正常生活条件下
,

酶消化食物进行的时间是相 当长 的
,

这

也就不难理解最适温度高于生理温度的现象 了
。

最适温度虽然只是在一定条件下才有意义的

数值
,

但也反应了酶的热稳定性的大致情形
,

皱纹盘鲍的蛋 白消化酶与褐藻酸酶
、

淀粉酶相 比

较
,

其抗热性要好 即热稳定性好
。

运用到实际的饵料配制中
,

就是当培育温度 较高时
,

饵料 中

蛋 白的配比需适当加大
,

具体的加大程度还需进一步摸索
。

3
.

2 皱纹盘鲍消化道的州值及蛋白酶与 pH 值的关系

对皱纹盘鲍消化道的 p H 值的测定本实验采用的是试纸
,

由于试纸方法是通过 目测对 比

色板读数
,

故带有一定的粗略性
。

但据前人的测定与总结
,

认为海洋无脊椎动物 的肠 胃 HP 值

范围为 5
.

5 一 7
.

9「F er d 19 7 7〕
,

本实验的结果与此相一致
。

然而
,

由于测定方法的问题
,

本实验

未能对消化系统的各个器官进行测定
,

而且测定的结果也缺乏一定的精确性
,

所以还有待于今

后采用更先进的方法
,

做进一步详细的测定
,

因为了解体内环境 HP 值对理解和解释某些生理

现象至关重要
。

蛋白酶族包括许多种酶
,

如胰蛋 白酶
、

弹性蛋 白酶
、

木瓜蛋 白酶
、

胃蛋 白酶等
,

最适 HP 值

和最适温度与蛋白酶的酶源有很大关系
,

蛋 白酶还可据其反应底物
、

最适 pH 值和激活物
、

阻

抑物的反应来划分种类
。

早期有关蛋 白消化酶的研究是关于混合蛋 白酶
,

之后在低等动物 中发现 了不同种类 的蛋

白酶
,

但据 N o lri s 和 M a hti e s【l咧0
,

19 53 」的研究总结
:
在无脊椎动物中不存在 胃蛋 白酶

,

而且

丫b业【19 53 」
、

G ib son 【19 53 ]及于书坤 〔198 7 ]在对 甲壳类的研究 中也认同了这个结果
,

但刘玉梅

【1性从 )」等在研究 中国对虾不同发育阶段的消化酶时
,

于 HP
= 3

.

00 条件下测得了胃蛋 白酶的活

力
,

而且还证明其总体趋势随着个体发育活力增大
,

只是增大的幅度没有类胰蛋 白酶增长的

快
。

此外
,

据代 田昭彦〔19 89 年 中译本 ]对主要的鱼
、

虾
、

贝消化酶种类的总结可知
:
无脊椎动

物如龙虾 ( 石七阴
。

dha ~ ~ 二 )
、

日本巨砺 (伍 t
ear 耐成

。 at )
、

海胆 ( De
刀汤出etr ~ ~

)
、

海盘

车 (击 et
~ Ps

.

)中均存有胃蛋 白酶
,

这就对所谓无脊椎动物 中不存在 胃蛋 白酶的结论提出 了
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质疑
。

本实验的结果表明
:

当用酪蛋 白做底物进行酶反应时
,

蛋 白酶在 HP
= 2

.

印
、
5

.

00 处 出现

高峰
,

且通过数学分析又知 HP
= 2

.

印 处的活力值远高于 HP
= 5

.

00 处的
。

一般来说
,

酪蛋白是

能同所有蛋白酶进行反应 的通用的底物
,

通过最适声值的选择可以确定蛋白酶的酶源
,

这样

从本实验的结果就得出结论
:
皱纹盘鲍存在 胃蛋白酶

。

此结论和代 田昭彦 的结果相符
,

而 与

卜陌示: 和 M因坛“ 【1 9 10
,

1953 〕的结论相悖
,

这有待于今后利用专一性底物作进一步的验证
。

3
.

3 金属离子对蛋白酶的影响

许多物质可以减弱
、

抑制甚至破坏酶的作用
,

称之为酶的抑制剂 ; 与此相反也有许多物质

可以使酶的作用加强
,

且在有些情况下只有它们存在时酶反应才能进行
,

这些物质被称之为酶

的活化剂
。

鲍栖息于海水中
,

其所食饵料亦生活在海水中
,

而海水中富含有各种金属离子
,

B yr na 【19 77 」曾对疵鲍 (刀以勿公 扬比几以山
。
)的金属离子累积作用进行测定

,

结果表明
:
其消化盲

囊对 C Za
+ 、

M扩
十 、

Fes
+

具有极高的积累
,

分别达 ( 5 a x〕土 4 200 )
、

( 13 7 00 土 1 100 )
、

( 4 92 0 土

2 62 0) 宜盯甲 / g 干组织
,

这样高的存在能使生物安全生活
,

表明生物对这些离子有了一定的适应

性
,

甚至作为必需元素进行利用
。

有关皱纹盘鲍的金属离子累积情况目前未见报道
,

但从上述

对庆鲍的测定结果
,

再结合本实验得到的 M扩
十 、

Fes
十

离子对蛋白消化酶促进作用的结果
,

说明

某些金属离子的高积累并不会对生物造成危害
,

有时甚至是有益的
,

而且这种有益还可能是通

过酶的作用来实现的
。

一般来讲重金属离子为酶的抑制剂
,

本实验的结果也证实了这一点
,

时
十 、

时
+ 、

Ag
+

对

蛋 白消化酶具极强 的抑制作用
。

前人对 日本对虾 ( Pe

~
了哪地几比出 )

、

鹰爪虾 ( 了知妇仪卿
刀砚us

c

~ 心赫 )蛋白消化酶的测定结果也表明有极大的抑制作用
。

鉴于上述生产中应该充分利用有利的金属离子
,

而尽量避免有害的重金属离子
。

有关金

属离子在人工配合饵料 中的添加已有报导
,

如李荷芳【199 3」报道的在中国对虾饵料中添加锰
,

浮永久等【1985 」报道在皱纹盘鲍人工饵料 中添加 Caz
十 、

时
十 、

Na
十 、

M梦
+ ,

均证明了饵料中添

加矿物质是相 当必要的
。

这些都为提高皱纹盘鲍人工配合饵料的价值提供了科学依据
。

本文承蒙青岛海洋大学水产学院的王知才教授审阅
,

实脸中得到大连水产学院桂远明老师
、

崔铁军老师的大力帮助
,

特

此谢忱
。

杨葱萍现为青岛海洋大学水产学院 94 级博士生
。
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