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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 Ｎ乙酰βＤ氨基葡萄糖苷酶（ＮＡＧａｓｅ，ＥＣ３．２．１．
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ＮＡＧａｓｅ没
有明显作用，对内脏ＮＡＧａｓｅ具有轻微的激活作用。
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　　Ｎ乙酰βＤ氨基葡萄糖苷酶（ＮＡＧａｓｅ，ＥＣ３．
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Ｎ乙酰βＤ氨基
葡萄糖（ＮＡＧ）（杨承勇和周世宁，１９９９），对虾 ＮＡ
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（ＦｕｎｋｅＢ＆
ＳｐｉｎｄｌｅｒＫＤ，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（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅ
ｕｓｖａｎｎａｍｅｉ），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ＮＡ
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 Ｎ乙酰βＤ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Ｎ乙酰βＤ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ＸｉｅＸＬ
等（２００４）的文献：以 ｐＮＰＮＡＧ为底物，在２ｍＬ测
活体系中，包含０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ５．２ＮａＡｃＨＡｃ缓冲
液和０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ的底物，置３７℃恒温水浴，加入
适量酶液，准确反应１０ｍｉｎ，加入２ｍＬ０．５ｍｏｌ／Ｌ的
ＮａＯＨ终止反应。在 ＢｅｃｋｍａｎＵＶ６５０型分光光度
计上测定波长为４０５ｎｍ的吸光度（Ａ４０５ｎｍ），光径为
１ｃｍ，以对硝基苯酚（ｐＮＰ）为产物对照，测得该条
件下产物的消光系数为 ８．８×１０３Ｌ／（ｍｏｌ·ｃｍ）。
酶活力单位定义为在上述条件下，每１ｍｉｎ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０．２５ｍｍｏｌ／
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
ｐＮＰＮＡＧ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，０．７５ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌＯ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ＮａＣｌＯ对内脏 ＮＡＧａｓｅ仅具有强的抑制作用，其
ＩＣ５０为０．４ｍｍｏｌ／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２．１ｍｏｌ／Ｌ和１．８ｍｏｌ／Ｌ。

图１　ＮａＣｌＯ对凡纳滨对虾壳膜ＮＡＧａｓｅ
与内脏ＮＡＧａｓｅ的活力影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮａＣｌＯｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅ
ｃｒｕｓｔａｃｅｏｕｓＮＡＧａｓｅａｎｄｔｈｅｖｉｓｃｅｒａｌ

ＮＡＧａｓｅｆｒｏｍｐｒａｗｎ（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）

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２２μｍｏｌ／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９９．５μｍｏｌ／Ｌ时使该酶活力下降
了２１％。

图２　ＴＣＣＡ对凡纳滨对虾壳膜ＮＡＧａｓｅ
与内脏ＮＡＧａｓｅ的活力影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＣＣＡｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅ
ｃｒｕｓｔａｃｅｏｕｓＮＡＧａｓｅａｎｄｔｈｅｖｉｓｃｅｒａｌ

ＮＡＧａｓｅｆｒｏｍｐｒａｗｎ（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）

图３　ＤＤＡＣ对凡纳滨对虾壳膜ＮＡＧａｓｅ
与内脏ＮＡＧａｓｅ的活力影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＤＡＣｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅ
ｃｒｕｓｔａｃｅｏｕｓＮＡＧａｓｅａｎｄｔｈｅｖｉｓｃｅｒａｌ

ＮＡＧａｓｅｆｒｏｍｐｒａｗｎ（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）

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２０μｍｏｌ／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（ＮａＣｌＯ）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０．２５ｍｍｏｌ／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ＮＡＧａｓｅ
与内脏ＮＡＧａｓｅ的活力影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＧｌｕｔａｒａｌｄｅｈｙｄｅｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅ
ｃｒｕｓｔａｃｅｏｕｓＮＡＧａｓｅａｎｄｔｈｅｖｉｓｃｅｒａｌ

ＮＡＧａｓｅｆｒｏｍｐｒａｗｎ（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）

图５　不同ＮａＣｌＯ与ＴＣＣＡ浓度下壳膜ＮＡＧａｓｅ活力和酶量的关系
Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｃｒｕｓｔａｃｅｏｕｓＮＡＧａｓｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｉｔｓａｃｔｉｖｉｔｙｆｏｒｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆ

ｐＮＰＮＡＧａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＮａＣｌＯａｎｄＴＣＣＡ

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（ＬｉｎＪＣｅｔａｌ，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
（ＸｉｅＸＬｅｔａｌ，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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