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物酶学与食品生物技术研究ꎮ (Ｅ￣ｍａｉｌ) ｐｔｌｊｃ６６０４０２＠ ｓｉ￣
ｎａ.ｃｏｍ

　 　 摘要:　 Ｎ￣乙酰￣β￣Ｄ￣氨基葡萄糖苷酶(ＮＡＧａｓｅ)是几丁质酶系主要成员之一ꎬ为了探讨消毒剂对养殖鱼体消化

道几丁质酶活性的影响ꎬ从日本鳗鲡(Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ)肠道中分离纯化获得 ＮＡＧａｓｅ 酶制剂ꎬ利用酶促反应动力学

和酶抑制作用动力学方法研究 １０ 种消毒剂[甲基蓝、高锰酸钾、硫酸铜、氧化钙、甲醛、戊二醛、乙醇、次氯酸钠、二
氯异氰尿酸钠和三氯异氰尿酸(ＴＣＣＡ)]对日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 活性的影响ꎻ通过对酶荧光发射光谱的测定ꎬ研究消毒

剂对 ＮＡＧａｓｅ 蛋白质空间构象的影响ꎮ 结果表明ꎬ在特定质量浓度范围内ꎬ甲基蓝和硫酸铜对 ＮＡＧａｓｅ 活性具有一

定的激活作用ꎬ高锰酸钾对 ＮＡＧａｓｅ 有较强的抑制效应ꎬ而 ４０􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ氧化钙可使 ＮＡＧａｓｅ 活性下降 １１􀆰 ７９ 个百分

点ꎻ甲醛、戊二醛、乙醇、次氯酸钠、二氯异氰尿酸钠和三氯异氰尿酸等对 ＮＡＧａｓｅ 活性均具有较强的抑制作用ꎮ 甲

醛对 ＮＡＧａｓｅ 活性的抑制是可逆的ꎬ属于非竞争性抑制作用ꎬ抑制常数为 １􀆰 ４３ ｍｏｌ / Ｌꎻ而 ＴＣＣＡ 对 ＮＡＧａｓｅ 的抑制是

不可逆的ꎮ 此外ꎬ甲醛可使 ＮＡＧａｓｅ 蛋白质内源荧光发射强度明显下降ꎬ荧光发射峰出现红移ꎮ 说明甲醛可引起

ＮＡＧａｓｅ 空间构象变化ꎬ也改变了酶中心微环境ꎬ导致酶的失活ꎮ 而小于 １００ μｍｏｌ / Ｌ浓度的 ＴＣＣＡ 对 ＮＡＧａｓｅ 蛋白质

内源荧光发射光谱没有明显影响ꎬ即 ＴＣＣＡ 对 ＮＡＧａｓｅ 空间构象影响很小ꎬ可能是通过对酶蛋白质巯基的氧化或与

蛋白质氨基的共价结合引起 ＮＡＧａｓｅ 的不可逆失活ꎮ 本研究结果证实了 １０ 种消毒剂对日本鳗鲡肠道 ＮＡＧａｓｅ 活性

具有较大的调控作用ꎬ对水体消毒剂在鱼类养殖中的科学使用具有指导意义ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｎ￣ａｃｅｔｙｌ￣β￣Ｄ￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ (ＮＡＧａｓｅ) ｉｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｃｈｉｔｉｎｏｌｙｔｉｃ ｅｎｚｙｍｅｓ. Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｉｎ￣
ｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔｓ ｏｎ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｔｒａｃｔ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｉｓｈꎬ ＮＡＧａｓｅ ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ
ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔ ｏｆ Ｊａｐａｎｅｓｅ ｅｅｌꎬ Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ. Ｔｈｅ
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ｒｉｔｅꎬ ｓｏｄｉｕｍ ｄｉｃｈｌｏｒｏｉｓｏｃｙａｎｕｒａｔｅꎬ ａｎｄ ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｉｓｏｃｙａｎｕｒｉｃ ａｃｉｄ (ＴＣＣＡ) ｏｎ ＮＡＧａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ
ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ￣ｃａｔａｌｙｚｅｄ ｒｅａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ. Ｓｐａｔｉａｌ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ
ｔｈｅ ＮＡＧａｓｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ ｂｙ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｔｈｅｉｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｍｅｔｈｌｅｎｅ ｂｌｕｅ ａｎｄ ｃｏｐｐｅｒ ｓｕｌｆａｔｅ ｃｏｕｌｄ ａｃｔｉｖａｔｅ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ｗｈｉｌｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｐｅｒｍａｎｇａｎａｔｅ ｈａｄ ａ ｓｔｒｏｎｇ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ. ４０􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｏｘｉｄｅ ｃｏｕｌｄ ｌｅａｄ ｔｏ
ｌｏｓｉｎｇ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｂｙ １１.７９ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｐｏｉｎｔｓꎬ ａｎｄ ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅꎬ ｇｌｕｔａｒａｌｄｅｈｙｄｅꎬ ｅｔｈａｎｏｌꎬ ｓｏｄｉｕｍ ｈｙｐｏｃｈｌｏｒｉｔｅꎬ
ｓｏｄｉｕｍ ｄｉｃｈｌｏｒｏｉｓｏｃｙａｎｕｒａｔｅ ａｎｄ ＴＣＣＡ ａｌｓｏ ｈａｄ ｓｔｒｏｎｇ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ＮＡＧａｓｅ. Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ
ｏｎ ＮＡＧａｓｅ ｗａｓ ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ａｎｄ ｗａｓ ｔｈｅ ｎｏｎ￣ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｔｙｐｅ. Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｃｏｎｓｔａｎｔ (Ｋｉ) ｏｆ ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ
ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｏ ｂｅ １.４３ ｍｏｌ / Ｌ. Ｂｕｔ ｔｈｅ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＴＣＣＡ ｏｎ ＮＡＧａｓｅ ｗａｓ ｉｒｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ. Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｔｈｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＮＡＧａｓｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓ￣
ｓｉｏｎ ｐｅａｋｓ ｗｅｒｅ ｒｅｄ￣ｓｈｉｆｔｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ ｏｎ ＮＡＧａｓｅ ｗｅｒｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ
ｔｈｅ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ａｃｔｉｖｅ ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ. Ｂｕｔ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ
ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｔｈｅ ＮＡＧａｓｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ＴＣＣＡ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １００ μｍｏｌ / Ｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｈａｄ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｃｈａｎｇｅｓꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ＴＣ￣
ＣＡ ｈａｄ ｌｉｔｔｌｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＡＧａｓｅ. ＴＣＣＡ ｍｉｇｈｔ ｏｘｉｄａｔｅ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ’ｓ ｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌｓ ｏｒ ｃｏｖａｌｅｎｔｌｙ ｂｏｕｎｄ ｔｏ ｔｈｅ
ａｍｉｎｏ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅꎬ ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｉｒｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｎ ＮＡＧａｓｅ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｅｎ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔｓ ｈａｖｅ
ｇｒｅａｔ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＮＡＧａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓ ｏｆ Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｉｓ ｉｎｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｃｉ￣
ｅｎｔｉｆｉｃ ｕｓｅ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔｓ ｉｎ ｆｉｓｈ ｃｕｌｔｕｒｅ.
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　 　 几丁质酶包括内切几丁质酶、外切几丁质酶以

及 Ｎ￣乙酰￣β￣Ｄ￣氨基葡萄糖苷酶(Ｎ￣ａｃｅｔｙｌ￣β￣Ｄ￣ ｇｌｕ￣
ｃｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅꎬ ＮＡＧａｓｅꎬ ＥＣ３.２.１.５２)ꎮ 几丁质酶可协

同对几丁质进行降解[１]ꎮ 研究结果表明ꎬ来源于动

物体不同部位的几丁质酶有着不同的生理功能ꎬ甲
壳动物外壳膜几丁质酶与其周期性蜕皮生理密切相

关[２￣３]ꎬ动物精巢 ＮＡＧａｓｅ 可能与其受精与生殖能力

相关[４￣５]ꎬ而水生动物消化道几丁质酶的功能主要表

现在对含几丁质食物的消化上[６]ꎮ 近年来ꎬ有关鱼

类几丁质酶性质和功能的研究越来越受到人们的重

视ꎮ Ａｂｒｏ 等[７] 发现北极红点鲑(Ｓａｌｖｅｌｉｎｕｓ ａｌｐｉｎｕｓ)
肠道具有较强的内切几丁质酶、外切几丁质酶活性ꎬ
肠道后段酶活性较强ꎬ胃组织中内切几丁质酶活性

比外切几丁质酶活性高几百倍ꎮ 在吉富罗非鱼

(Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ) 前肠和中肠中发现分布有

ｔＣｈｉｔ１ａ、ｔＣｈｉ３ 和 ｔＣｈｉｔ 等 ３ 种几丁质酶ꎬ均为非酸性

几丁质酶ꎬ属于 １８ 家族几丁质酶ꎻ而且鱼胃中几丁

质酶表达量相对较低ꎬ可能与其是杂食且偏素食的

食 性 相 关[８]ꎮ Ｃｈｅｎ 等[９] 也 从 中 华 乌 塘 鳢

(Ｂｏｓｔｒｙｃｈｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)的食道、胃、肝胰腺、肠道等不同

部位检测到几丁质酶活性ꎬ发现食道和肝胰腺均有

较高的几丁质酶转录水平ꎬ并从肝胰腺中分离到一

种相对分子量为５８ ０００的几丁质酶ꎬ它是一种耐热

型酶ꎬ对食物中的几丁质具有强降解能力ꎮ 相似地ꎬ

Ｐａｓｃｏｎ 等[１０]发现虹鳟鱼(Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ)在喂

食 １􀆰 ５ ｈ 后胃内几丁质酶基因表达量达到峰值ꎬ但
与欧洲舌齿鲈(Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓ ｌａｂｒａｘ)胃几丁质酶比

较时ꎬ虹鳟鱼胃几丁质酶的活性要低些ꎮ 此外ꎬ从尼

罗罗非鱼(Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ) [１１] 肝脏中也分离到

ＮＡＧａｓｅꎬ相对分子量为６１ ８００ꎬ由 １ 个亚基组成ꎬ最
适 ｐＨ 和最适温度分别为 ５􀆰 ８ 和 ５５ ℃ꎮ Ｋｏｎｏ 等[１２]

从日本鳗鲡(Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ)胃内分离纯化到一

种能降解几丁质的几丁质酶ꎮ 本课题组也从日本鳗

鲡肠道分离纯化到另一种几丁质酶———ＮＡＧａｓｅꎬ并
阐明了这种几丁质酶的基本性质和功能基团[１３]ꎮ
鱼类几丁质酶已成为研究热点ꎮ

水体消毒剂在鱼类养殖中正被广泛使用ꎬ它主要

起到杀虫和抗菌作用ꎬ消毒剂按化学本质划分可分为

卤素类、氧化剂类、醇醛类、重金属类和染料类等ꎬ常
见的有高锰酸钾、硫酸铜、甲醛和三氯异氰尿酸(ＴＣ￣
ＣＡ)等ꎮ 但是ꎬ这些消毒剂除了能给鱼类带来急性毒

性作用外[１４]ꎬ还可能进入鱼体内ꎬ影响到鱼类的生理

代谢ꎮ 近年来ꎬ有关外源性效应物对水生动物 ＮＡ￣
Ｇａｓｅ 的影响已有不少研究ꎮ Ｒｏｌｌｉｎ 等[１５] 将锯齿长臂

虾(Ｐａｌａｅｍｏｎ ｓｅｒｒａｔｕｓ)直接暴露在苯醚威、二硫代氨

基甲酸盐、丙酮和甲醇等溶液中ꎬ发现这些溶液对锯

齿长臂虾体内 ＮＡＧａｓｅ 活性可直接产生影响ꎮ 硫酸铜

和硫酸锌对尼罗罗非鱼精巢的 ＮＡＧａｓｅ 活性均具有较
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强的抑制效应[１６]ꎬＴＣＣＡ 还可以直接导致尼罗罗非鱼

精巢 ＮＡＧａｓｅ 失活[１７]ꎮ 谢晓兰等[１８] 研究发现ꎬ次氯

酸钠和 ＴＣＣＡ 对凡纳滨对虾(Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ)
ＮＡＧａｓｅ 活性均有较强的抑制作用ꎬ戊二醛对该酶则

有微弱的激活效应ꎮ 此外ꎬ甲醛对中国鲎(Ｔａｃｈｙｐｌｅｕｓ
ｔｒｉｄｅｎｔａｔｕｓ)内脏 ＮＡＧａｓｅ 活性也具有抑制作用ꎬ且呈

现浓度效应[１９]ꎮ 这些研究结果显示外源性效应物可

直接对动物体 ＮＡＧａｓｅ 产生影响ꎮ 有关消毒剂对鱼类

消化道几丁质酶的影响还未见报道ꎬ本研究拟选择

１０ 种常见养殖水体消毒剂ꎬ研究其对日本鳗鲡肠道

ＮＡＧａｓｅ 活性的影响ꎬ进一步探讨甲醛和 ＴＣＣＡ 对 ＮＡ￣
Ｇａｓｅ 活性的影响机理ꎬ为阐明消毒剂对鱼类消化道几

丁质酶的调控机制奠定基础ꎮ 本研究结果可为鳗鲡

养殖水体消毒剂的科学使用提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

日本鳗鲡新鲜肠购于莆田东源水产食品有限公

司ꎮ ＮＡＧａｓｅ 是由本实验室按照参考文献[１３]的方

法用日本鳗鲡肠道制备的电泳纯酶制剂ꎮ
对硝基苯￣Ｎ￣乙酰￣β￣Ｄ￣氨基葡萄糖苷( ｐＮＰ￣β￣

Ｄ￣ＧｌｃＮＡｃ)购于上海底物生化科技有限公司ꎻ葡聚

糖凝胶(Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ￣１００)与二乙基氨基乙基纤维素

(ＤＥＡＥ￣３２)均购于北京吉泰科技生物有限公司ꎻ磷
酸氢二钠(Ｎａ２ＨＰＯ４)、磷酸二氢钠(ＮａＨ２ＰＯ４)、氢
氧化钠(ＮａＯＨ)、对硝基苯酚、高锰酸钾、硫酸铜、氧
化钙、甲醛、戊二醛、乙醇、次氯酸钠、二氯异氰尿酸

钠和 ＴＣＣＡ 等药品均为国产分析纯ꎻ甲基蓝为国产

生物染色剂ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 活性的测定　 ＮＡＧａｓｅ 活性

的测定参照文献[１３]和文献[２０]的方法ꎮ ２􀆰 ０ ｍＬ
反应体系包括:０􀆰 ２ ｍＬ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｐＮＰ￣β￣Ｄ￣ＧｌｃＮＡｃ
底物、１􀆰 ０ ｍＬ ７５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ２ＨＰＯ４￣ＮａＨ２ＰＯ４缓冲液

(ｐＨ ６􀆰 ０)和 ０􀆰 ７８ ｍＬ 无离子水ꎬ在 ３７ ℃下预保温

１０ ｍｉｎꎬ再加入 ２０ μＬ 酶制剂ꎮ 催化反应 １０ ｍｉｎꎬ加
入 ２􀆰 ０ ｍＬ ０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 终止反应ꎬ在 ４０５ ｎｍ 波

长下测定反应液吸光度( Ａ４０５ )ꎬ以先加入 ２􀆰 ０ ｍＬ
０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 后加入 ２０ μＬ 酶制剂为对照组ꎮ
以对硝基苯酚为标准品ꎬ根据测定获得的标准曲线

Ｙ＝ ０􀆰 ０１７ ６ｘ计算酶活性ꎬ以酶促反应初速度 ( ｖ)
[μｍｏｌ / (Ｌ􀅰ｍｉｎ)]表示ꎮ １ 个酶活性单位(Ｕ)定义

为:在上述条件下ꎬ每 １ ｍｉｎ 催化产生 １ μｍｏｌ / Ｌ对硝

基苯酚所需要的 ＮＡＧａｓｅ 量ꎮ
１.２.２　 消毒剂对日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 活性的影响　 以

甲基蓝、高锰酸钾、硫酸铜、氧化钙、甲醛、戊二醛、乙
醇、次氯酸钠、二氯异氰尿酸钠和 ＴＣＣＡ 等 １０ 种常

见的水体消毒剂为效应物ꎬ研究消毒剂对日本鳗鲡

ＮＡＧａｓｅ 活性的影响ꎮ 参照文献[１９]的方法ꎬ在上述

ＮＡＧａｓｅ 的活性测定体系中ꎬ分别加入不同浓度的消

毒剂ꎬ测定 ＮＡＧａｓｅ 的剩余活性ꎬ以没有加效应物的

酶活性为 １００％ꎬ计算加入消毒剂后酶的相对活性

(％)ꎬ分析各消毒剂对日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 活性的影

响ꎮ 每个试验重复 ３ 次ꎬ结果以平均值±标准差表

示ꎬ采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１３ 软件进行数据统计与分析ꎬ采用

ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ ８.５ 软件作图ꎮ
１.２.３　 甲醛和 ＴＣＣＡ 对日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 活性抑制

机理的判断　 在 ＮＡＧａｓｅ 活性测定体系中ꎬ固定底物

浓度( Ｓ)为 ０.５ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ改变 ＮＡＧａｓｅ 的质量浓度

(μｇ / ｍＬ)ꎬ分别测定 ５ 种不同浓度 ( ０ ｍｏｌ / Ｌ、０. ５
ｍｏｌ / Ｌ、１.０ ｍｏｌ / Ｌ、２.０ ｍｏｌ / Ｌ、３.０ ｍｏｌ / Ｌ)甲醛和 ５ 种

不同浓度 ( ０ μｍｏｌ / Ｌ、 ３０ μｍｏｌ / Ｌ、 ６０ μｍｏｌ / Ｌ、 ８０
μｍｏｌ / Ｌ、１００ μｍｏｌ / Ｌ)ＴＣＣＡ 对 ＮＡＧａｓｅ 活性的影响ꎬ
以 ｖ 对 ＮＡＧａｓｅ 质量浓度作图ꎬ分析甲醛和 ＴＣＣＡ 对

日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 活性的抑制作用机理ꎮ
１.２.４　 甲醛对日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 活性的抑制作用类

型　 在 ＮＡＧａｓｅ 活性测定体系中ꎬＮＡＧａｓｅ 质量浓度

恒定ꎬ改变底物浓度(０.１６７~０􀆰 ５００ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ测定 ５
种不同浓度 ( ０ ｍｏｌ / Ｌ、 ０. ５ ｍｏｌ / Ｌ、 １. ０ ｍｏｌ / Ｌ、 ２. ０
ｍｏｌ / Ｌ、３.０ ｍｏｌ / Ｌ)甲醛对 ＮＡＧａｓｅ 活性的影响ꎬ采用

Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ￣Ｂｕｒｋ 双倒数作图法ꎬ根据在各底物浓度

下ꎬ经不同浓度甲醛作用后测定的酶促反应速度ꎬ以
１ / ｖ 对 １ / Ｓ 作图ꎬ测定不同浓度甲醛作用下 ＮＡＧａｓｅ
的表观米氏常数 ( Ｋｍａｐｐ ) 和表观最大反应速度

(Ｖｍａｐｐ)ꎬ分析甲醛对日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 活性的抑制

作用类型ꎮ
１.２.５　 甲醛和 ＴＣＣＡ 对日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 蛋白质空间

构象的影响　 分别测定 ＮＡＧａｓｅ 蛋白质在不同浓度

(０~５􀆰 ００ ｍｏｌ / Ｌ)甲醛和不同浓度(０~ ２００ μｍｏｌ / Ｌ)
ＴＣＣＡ 作用下的荧光发射强度ꎬ在 ２２７ ｎｍ 波长的内源

荧光激发光谱下ꎬ在２９０~ ４１０ ｎｍ 波长范围内扫描

ＮＡＧａｓｅ 蛋白质的荧光发射光谱ꎬ根据 ＮＡＧａｓｅ 蛋白质

的发射光谱的变化规律ꎬ分析甲醛和 ＴＣＣＡ 对日本鳗

鲡 ＮＡＧａｓｅ 蛋白质空间构象的影响ꎮ
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２　 结果与分析

２.１　 １０ 种消毒剂对日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 活性的影响

甲基蓝是一种染料类水体消毒剂ꎬ在杀灭寄生虫

药物中用于替代孔雀石绿等禁药被广泛使用ꎮ 由图

１ 可知ꎬ质量浓度为０.５~ ７􀆰 ５ ｍｇ / Ｌ时ꎬ甲基蓝对日本

鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 有一定的激活效应ꎬ２􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ甲基蓝可

使 ＮＡＧａｓｅ 相对酶活性提高 １９􀆰 ９７ 个百分点ꎮ 而高锰

酸钾是具有强氧化性的消毒剂ꎬ能快速氧化酶蛋白质

而使酶失活[１４]ꎮ 质量浓度为０~５􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ时ꎬ高锰酸

钾对日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 活性具有较强的抑制效应ꎬ５􀆰 ０
ｍｇ / Ｌ高锰酸钾会使 ＮＡＧａｓｅ 相对酶活性下降 ４３􀆰 ６５ 个

百分点ꎻ之后随着高锰酸钾质量浓度的升高ꎬ对 ＮＡ￣
Ｇａｓｅ 活性的抑制逐渐趋于平缓ꎮ 硫酸铜属于重金属

类消毒剂ꎬ在硫酸铜质量浓度小于 ３２􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ时ꎬ它对

ＮＡＧａｓｅ 活性没有明显影响(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ随着质量浓度

增大ꎬ表现出对酶的微弱激活效应ꎬ质量浓度为 １６０􀆰 ０
ｍｇ / Ｌ的硫酸铜可以使 ＮＡＧａｓｅ 相对酶活性提升 ６􀆰 １４
个百分点ꎮ 氧化钙即呈碱性的生石灰ꎬ也是养殖水体

的消毒剂ꎮ 质量浓度为１０􀆰 ０~４０􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ时ꎬ氧化钙对

日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 表现出明显的抑制效应ꎬ质量浓度

为 ４０􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ的氧化钙可使 ＮＡＧａｓｅ 相对酶活性下降

１１􀆰 ７９ 个百分点ꎬ随氧化钙质量浓度增大ꎬ其对 ＮＡ￣
Ｇａｓｅ 活性的影响效应有所减弱ꎮ

Ａ:甲基蓝ꎻＢ:高锰酸钾ꎻＣ:硫酸铜ꎻＤ:氧化钙ꎮ 不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 １　 ４ 种常用消毒剂对日本鳗鲡 Ｎ￣乙酰￣β￣Ｄ￣氨基葡萄糖苷酶(ＮＡＧａｓｅ)活性的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｏｕｒ ｃｏｍｍｏｎ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＮＡＧａｓｅ ｆｒｏｍ Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ

　 　 甲醛和戊二醛作为醛类杀虫药物ꎬ对日本鳗鲡

ＮＡＧａｓｅ 活性均具有抑制效应(图 ２)ꎬ甲醛对 ＮＡＧａｓｅ
活性的抑制作用呈明显的浓度效应ꎬ浓度为 １􀆰 ０
ｍｏｌ / Ｌ的甲醛可使 ＮＡＧａｓｅ 相对酶活性降低 ３８􀆰 ２９ 个

百分点ꎬ当甲醛浓度达到 ５􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ时ꎬＮＡＧａｓｅ 相对

酶活性下降 ８３􀆰 ２７ 个百分点ꎮ 相似地ꎬ０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ浓
度的戊二醛可使 ＮＡＧａｓｅ 相对酶活性下降 ５０􀆰 ５０ 个

百分点ꎮ 乙醇浓度小于 ２􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ时ꎬ对日本鳗鲡

ＮＡＧａｓｅ 有轻微的激活作用ꎬ随着浓度升高ꎬ转为对

ＮＡＧａｓｅ 活性的抑制作用ꎬ６􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ的乙醇会使 ＮＡ￣
Ｇａｓｅ 相对酶活性下降 ３５􀆰 ８７ 个百分点ꎬ８􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ乙

醇可使 ＮＡＧａｓｅ 活性几乎全部丧失ꎮ
　 　 次氯酸钠、二氯异氰尿酸钠和 ＴＣＣＡ 都是氯制

剂杀菌药物ꎬ３ 种氯制剂对日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 活性均

有较强的抑制效应(图 ３)ꎬ２􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ的次氯酸钠

可使日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 相对酶活性下降 ９１􀆰 ８５ 个百

分点ꎻ而 ０􀆰 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ浓度的二氯异氰尿酸钠和 ＴＣ￣
ＣＡ 可分别使 ＮＡＧａｓｅ 相对酶活性降低 ８９􀆰 ８７ 个百分

点和 ８２􀆰 ８０ 个百分点ꎬ二氯异氰尿酸钠和 ＴＣＣＡ 对

日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 的抑制作用较强ꎮ
２.２　 甲醛对日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 活性抑制机理的判断

　 　 以酶促反应速度( ｖ)对 ＮＡＧａｓｅ 质量浓度作图

９６３１林建城等:消毒剂对日本鳗鲡肠道 Ｎ￣乙酰￣β￣Ｄ￣氨基葡萄糖苷酶活性的影响



(图 ４ )ꎬ 在 ０ ｍｏｌ / Ｌ、 ０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ、 １􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ、 ２􀆰 ０
ｍｏｌ / Ｌ和 ３􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ等 ５ 种甲醛浓度下ꎬ获得了 ５ 条

相交于原点的直线ꎬ即 ｖ 与酶质量浓度间呈线性关

系ꎬ同时随着甲醛浓度逐渐增大ꎬ相应的直线斜率则

不断下降ꎮ ｔ 检验分析结果表明ꎬ在甲醛作用下ꎬ相
同酶质量浓度下各试验组 ＮＡＧａｓｅ 活性之间均存在

显著差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 说明甲醛浓度恒定时ꎬＮＡＧａｓｅ
活性受到的抑制与酶质量浓度成比例ꎬ从而获得了

一组随甲醛浓度增大而斜率不断降低的直线[２１]ꎮ
说明甲醛对日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 活性的抑制作用是可

逆的ꎮ

Ａ:甲醛ꎻＢ:戊二醛ꎻＣ:乙醇ꎮ 不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ２　 醛类和醇类消毒剂对日本鳗鲡 Ｎ￣乙酰￣β￣Ｄ￣氨基葡萄糖苷酶(ＮＡＧａｓｅ)活性的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｌｄｅｈｙｄｅ ａｎｄ ａｌｃｏｈｏｌ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＮＡＧａｓｅ ｆｒｏｍ Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ

Ａ:次氯酸钠ꎻＢ:二氯异氰尿酸钠ꎻＣ:三氯异氰尿酸ꎮ 不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ３　 氯制剂消毒剂对日本鳗鲡 Ｎ￣乙酰￣β￣Ｄ￣氨基葡萄糖苷酶(ＮＡＧａｓｅ)活性的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔ￣ｃｈｌｏｒｉｎａｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＮＡＧａｓｅ ｆｒｏｍ Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ

２.３　 甲醛对日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 活性的抑制作用类型

以酶促反应速度倒数(１ / ｖ) 对底物浓度倒数

１ / Ｓ进行双倒数作图(图 ５)ꎬ获得了 ５ 条斜率不同的

直线ꎬ且 ５ 条直线几乎相交于第二象限横轴上的一

点ꎬ而各直线在纵轴上有不同的截距ꎬ随着甲醛浓度

增大ꎬ直线在纵坐标上的截距也增大ꎮ 说明在不同

浓度的甲醛作用下ꎬ日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 的表观米氏常

数(Ｋｍａｐｐ)值不变ꎬ随着甲醛浓度增大ꎬ其表观最大
反应速度(Ｖｍａｐｐ)值则不断下降ꎬ这符合酶的非竞争

性抑制作用动力学的特性[２１]ꎮ 可以说明甲醛对日

本鳗鲡肠道 ＮＡＧａｓｅ 活性的抑制属于非竞争性抑制

作用ꎮ
求出图 ５ 中 ５ 条直线的斜率(ｋ)ꎬ以 ｋ 对相应的

甲醛浓度作图(图 ６)ꎬ获得一条直线ꎬ从该直线在第

二象限横轴上的交点ꎬ可求出甲醛对日本鳗鲡 ＮＡ￣
Ｇａｓｅ 的抑制常数(Ｋ ｉ)为 １.４３ ｍｏｌ / Ｌꎮ
２.４　 甲醛对日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 蛋白质空间构象的

影响

　 　 日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 蛋白质荧光发射峰在 ３３５.９
ｎｍ 处ꎬ在 ＮＡＧａｓｅ 内源荧光发射光谱扫描波长范围

内ꎬ随着甲醛浓度的增大ꎬＮＡＧａｓｅ 蛋白质荧光发射

峰呈逐渐降低趋势(图 ７)ꎬ１􀆰 ００ ｍｏｌ / Ｌ甲醛可使 ＮＡ￣
Ｇａｓｅ 蛋白质荧光发射峰值下降 ３４􀆰 ２３％ꎮ 随着甲醛

浓度的增大ꎬＮＡＧａｓｅ 蛋白质荧光发射峰还有轻微的

红移ꎬ在 ５􀆰 ００ ｍｏｌ / Ｌ甲醛作用下ꎬＮＡＧａｓｅ 从原蛋白

质荧光发射峰的光波长 ３３５􀆰 ９ ｎｍ 红移至 ３４２􀆰 ０ ｎｍ
处ꎮ 说明加入甲醛会使日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 蛋白质的

空间构象发生改变ꎬ从而导致 ＮＡＧａｓｅ 失活ꎮ
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不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ０ ~ ４ 分别对应甲醛浓

度为 ０ ｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ、１􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ、２􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ和 ３􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ时所

作的直线ꎮ
图 ４　 甲醛对日本鳗鲡 Ｎ￣乙酰￣β￣Ｄ￣氨基葡萄糖苷酶(ＮＡＧａｓｅ)

活性的抑制机理

Ｆｉｇ.４　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ ｏｎ ＮＡＧａｓｅ ｆｒｏｍ
Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ

０~４ 分别对应甲醛浓度为 ０ ｍｏｌ / Ｌ、０. ５ ｍｏｌ / Ｌ、１. ０ ｍｏｌ / Ｌ、２. ０
ｍｏｌ / Ｌ和 ３.０ ｍｏｌ / Ｌ时所作的直线ꎮ １ / ｖ 为酶促反应速度倒数ꎻ
１ / Ｓ为底物浓度倒数ꎮ
图 ５　 甲醛对日本鳗鲡 Ｎ￣乙酰￣β￣Ｄ￣氨基葡萄糖苷酶(ＮＡＧａｓｅ)

抑制作用的 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ￣Ｂｕｒｋ 关系

Ｆｉｇ.５　 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ￣Ｂｕｒｋ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｏｒｍａｌｄｅ￣
ｈｙｄｅ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＮＡＧａｓｅ ｆｒｏｍ Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ

图 ６　 甲醛对日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 活性抑制常数的测定

Ｆｉｇ.６ 　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｃｏｎｓｔａｎｔｓ ｏｆ ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ
ｏｎ ｔｈｅ ＮＡＧａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｆｒｏｍ Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ

２.５　 ＴＣＣＡ 对日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 抑制机理的判断

改变 ＮＡＧａｓｅ 质量浓度ꎬ测定了 ＴＣＣＡ 对 ＮＡＧａｓｅ

０~７ 分别对应甲醛浓度为 ０ ｍｏｌ / Ｌ、０.１２５ ｍｏｌ / Ｌ、０.２５０ ｍｏｌ / Ｌ、
０􀆰 ５００ ｍｏｌ / Ｌ、１.００ ｍｏｌ / Ｌ、２.００ ｍｏｌ / Ｌ、３.００ ｍｏｌ / Ｌ和 ５.００ ｍｏｌ / Ｌ时
的曲线ꎮ
图 ７　 日本鳗鲡 Ｎ￣乙酰￣β￣Ｄ￣氨基葡萄糖苷酶(ＮＡＧａｓｅ)在甲醛

溶剂中的内源荧光发射光谱

Ｆｉｇ. ７ 　 Ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＮＡＧａｓｅ
ｆｒｏｍ Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ ｉｎ ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

酶促反应速度( ｖ)的影响ꎬ以 ｖ 对 ＮＡＧａｓｅ 质量浓度

作图ꎬ结果(图 ８)显示:ｖ 与 ＮＡＧａｓｅ 质量浓度之间呈

线性关系ꎬ随着 ＴＣＣＡ 浓度的增大ꎬ相应的直线不断

向右平移ꎬ最终获得 ５ 条平行线ꎮ ｔ 检验分析结果表

明ꎬ在 ＴＣＣＡ 作用下ꎬ相同酶质量浓度下各试验组

ＮＡＧａｓｅ 活性之间差异显著(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ说明 ＴＣＣＡ
对 ＮＡＧａｓｅ 抑制作用是不可逆的[２１]ꎮ 经 ＴＣＣＡ 作用

后ꎬＮＡＧａｓｅ 蛋白质失活ꎬ只有当酶质量大于 ＴＣＣＡ
溶剂量时ꎬ才能表现出酶活性ꎬＴＣＣＡ 是 ＮＡＧａｓｅ 活

性的不可逆抑制剂ꎮ
２.６　 ＴＣＣＡ 对日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 蛋白质空间构象

的影响

　 　 ＴＣＣＡ 浓度为 ０~１００ μｍｏｌ / Ｌ时ꎬＮＡＧａｓｅ 蛋白质

经 ＴＣＣＡ 作用后ꎬ蛋白质的荧光强度发生微弱的下

降ꎻ荧光发射峰没有发生位移现象(图 ９)ꎮ 随着

ＴＣＣＡ 浓度的增大ꎬＮＡＧａｓｅ 蛋白质的荧光发射强度

变化不明显ꎬ与原酶的荧光强度相比ꎬ１００ μｍｏｌ / Ｌ
ＴＣＣＡ 仅仅使 ＮＡＧａｓｅ 蛋白质的荧光发射强度下降

５􀆰 ２５％ꎬ而在该 ＴＣＣＡ 浓度下 ＮＡＧａｓｅ 活性已丧失

８２􀆰 ８０％ꎻ当 ＴＣＣＡ 溶剂浓度升至 ２００ μｍｏｌ / Ｌ时ꎬ酶
蛋白质的荧光发射强度下降了 １５􀆰 ４０％ꎮ 分析结果

表明ꎬ低于 １００ μｍｏｌ / Ｌ浓度的 ＴＣＣＡ 对日本鳗鲡

ＮＡＧａｓｅ 蛋白质空间构象影响很小ꎮ

３　 讨 论

水体消毒剂已被广泛应用在水产养殖中ꎬ起到

１７３１林建城等:消毒剂对日本鳗鲡肠道 Ｎ￣乙酰￣β￣Ｄ￣氨基葡萄糖苷酶活性的影响



不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ０ ~ ４ 分别对应 ＴＣＣＡ
浓度为 ０ μｍｏｌ / Ｌ、 ３０ μｍｏｌ / Ｌ、 ６０ μｍｏｌ / Ｌ、 ８０ μｍｏｌ / Ｌ 和 １００
μｍｏｌ / Ｌ时作出的直线ꎮ
图 ８　 三氯异氰尿酸(ＴＣＣＡ)对日本鳗鲡 Ｎ￣乙酰￣β￣Ｄ￣氨基葡萄

糖苷酶(ＮＡＧａｓｅ)的抑制机理

Ｆｉｇ. ８ 　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｔｒｉ￣
ｃｈｌｏｒｏｉｓｏｃｙａｎｕｒｉｃ ａｃｉｄ (ＴＣＣＡ) ｏｎ ＮＡＧａｓｅ ｆｒｏｍ Ａｎ￣
ｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ

曲线 ０~ ６ 对应的 ＴＣＣＡ 浓度分别为 ０ μｍｏｌ / Ｌ、３０ μｍｏｌ / Ｌ、６０
μｍｏｌ / Ｌ、８０ μｍｏｌ / Ｌ、１００ μｍｏｌ / Ｌ、１５０ μｍｏｌ / Ｌ和 ２００ μｍｏｌ / Ｌꎮ
图 ９　 日本鳗鲡 Ｎ￣乙酰￣β￣Ｄ￣氨基葡萄糖苷酶(ＮＡＧａｓｅ)在三氯

异氰尿酸(ＴＣＣＡ)溶剂中的内源荧光发射光谱

Ｆｉｇ. ９ 　 Ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＮＡＧａｓｅ
ｆｒｏｍ Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ ｉｎ ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｉｓｏｃｙａｎｕｒｉｃ ａｃｉｄ
(ＴＣＣＡ) ｓｏｌｕｔｉｏｎ

防腐、杀菌和杀虫的作用ꎬ这些消毒剂的使用不仅污

染了生态环境ꎬ对水产动物的生理代谢也会产生直

接影响ꎮ Ｗａｎｇ 等[２２] 的研究结果表明ꎬ斜带石斑鱼

(Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ ｃｏｉｏｉｄｅｓ)在含硫酸铜环境中暴露 ２５ ｄꎬ
不仅幼鱼生长性能下降ꎬ幼鱼肝脏、胃和肠道中的蛋

白酶、淀粉酶和脂肪酶等消化酶活性也会受到抑制ꎮ

而罗氏沼虾(Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍ ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ)在 １􀆰 ４ ｍｇ / Ｌ
亚甲基蓝中暴露 ４ ｄ 后ꎬ虾肝胰腺超氧化物歧化酶、
碱性磷酸酶和酸性磷酸酶等的活性也均显著低于对

照组ꎬ亚甲基蓝对虾体内的氧化应激系统和免疫能

力可直接产生影响[２３]ꎮ 硫酸铜和硫酸锌均能影响

到尼罗罗非鱼精巢 ＮＡＧａｓｅ 蛋白质的内源荧光发射

强度ꎬ使酶蛋白质空间构象发生改变ꎬ从而引起对罗

非鱼 ＮＡＧａｓｅ 活性的抑制作用[１６]ꎮ 在本研究中ꎬ在
特定浓度范围内ꎬ甲基蓝对日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 有一定

的激活效应ꎻ高锰酸钾对 ＮＡＧａｓｅ 活性有较强的抑制

作用ꎬ当硫酸铜质量浓度达到 ３２􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ后ꎬ对日本

鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 也具有较小的激活作用ꎬ而在３０.０~
４０􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ的质量浓度范围内ꎬ氧化钙对日本鳗鲡

ＮＡＧａｓｅ 活性呈现一定的抑制效应ꎮ 可见ꎬ不同消毒

剂对日本鳗鲡肠道 ＮＡＧａｓｅ 活性的影响存在差异ꎮ
陈宏惠等[２４] 研究发现ꎬ甲醛对中华绒螯蟹

(Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)内脏 ＮＡＧａｓｅ 活性有较强抑制作

用ꎬ属于可逆非竞争性抑制ꎻ低浓度乙醇对中华绒螯

蟹 ＮＡＧａｓｅ 有激活作用ꎬ高浓度乙醇对 ＮＡＧａｓｅ 有可

逆的抑制作用ꎬ而戊二醛对中华绒螯蟹 ＮＡＧａｓｅ 活性

没有明显影响ꎮ 还有研究结果显示ꎬ甲醛对中国鲎

内脏 ＮＡＧａｓｅ 活性也具有抑制作用ꎬ１􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ甲醛

可使中国鲎 ＮＡＧａｓｅ 活性下降 ８１.８７ 个百分点ꎻ而乙

醇对中国鲎 ＮＡＧａｓｅ 活性的抑制作用相对较弱[１９]ꎮ
此外ꎬ甲醛对中国明对虾 ( Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓ ｃｈｉｎｅｎ￣
ｓｉｓ) [２５]体壁 ＮＡＧａｓｅ 活性和尼罗罗非鱼[２６] 精子 ＮＡ￣
Ｇａｓｅ 活性均有可逆的抑制作用ꎮ 本研究结果表明ꎬ
甲醛、戊二醛和乙醇对日本鳗鲡肠道 ＮＡＧａｓｅ 活性均

具有较强的抑制作用ꎬ其中甲醛对 ＮＡＧａｓｅ 活性的抑

制作用具有浓度效应ꎬ属于可逆的非竞争性抑制作

用ꎬ原因可能是ꎬ甲醛有机溶剂的加入可降低 ＮＡ￣
Ｇａｓｅ 溶液的介电常数ꎬ破坏酶蛋白质分子表面的水

膜ꎬ从而引起酶蛋白质相互凝聚而发生变性现象ꎮ
同时ꎬ甲醛还具有较高的反应活性ꎬ可以与 ＮＡＧａｓｅ
蛋白质中较强的亲核基团赖氨酸(Ｌｙｓ)的 ε￣氨基发

生可逆反应ꎬ形成席夫碱[２７]ꎬ酶蛋白质分子表面的

水膜被破坏后也加剧了该反应的进行ꎮ Ｌｙｓ 的 ε￣氨
基是日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 的必需基团[１３]ꎬ甲醛对酶蛋

白质的功能基团 ε￣氨基进行化学修饰后还可引起

ＮＡＧａｓｅ 蛋白质空间构象变化ꎬ导致酶变性失活[２６]ꎮ
内源性荧光光谱的变化可以反映蛋白质的构象

变化情况[２８]ꎬ酶蛋白质荧光发射主要是由蛋白质内
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源生色基团色氨酸(Ｔｒｐ)引起的[２１]ꎬ酶蛋白质空间

构象的变化使得原来处于酶蛋白质内核疏水区的生

色基团 Ｔｒｐ 暴露于极性溶剂中ꎬ从而改变了酶蛋白

质活性中心疏水微环境ꎬ导致酶蛋白质荧光发射强

度降低ꎬ荧光发射峰发生红移[２９]ꎮ 本研究结果显

示ꎬ经甲醛溶剂作用后日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 蛋白质荧光

发射强度降低ꎬ荧光发射峰发生微弱的红移ꎬ证明甲

醛溶剂改变了 ＮＡＧａｓｅ 蛋白质空间构象ꎬ从而导致酶

失活ꎮ
次氯酸钠和 ＴＣＣＡ 对凡纳滨对虾内脏 ＮＡＧａｓｅ

活性具有不可逆的抑制作用[１８]ꎻ而 ＴＣＣＡ 对尼罗罗

非鱼精巢 ＮＡＧａｓｅ 活性则具有可逆的反竞争型抑制

作用[１７]ꎮ 在本研究中ꎬ次氯酸钠、二氯异氰尿酸钠

和 ＴＣＣＡ ３ 种含氯消毒剂对日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 活性

均有较强的抑制效应ꎬＴＣＣＡ 对日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 活

性的抑制作用是不可逆的ꎮ 这些说明了 ＴＣＣＡ 消毒

剂对不同生物来源的 ＮＡＧａｓｅ 活性的抑制机理有差

异ꎮ 此外ꎬＴＣＣＡ 溶解在水中可产生次氯酸ꎬ进而释

放出新生态氧和活性氯ꎬ它们分别是极强的氧化剂

和氯化剂[３０]ꎮ 研究结果表明ꎬ巯基和 Ｌｙｓ 的 ε￣氨基

都是日本鳗鲡 ＮＡＧａｓｅ 的必需基团[１３]ꎬ所以ꎬＴＣＣＡ
可能通过对 ＮＡＧａｓｅ 蛋白质的巯基产生氧化作用ꎬ或
者是与酶蛋白质的 ε￣氨基共价结合形成氯胺ꎬ从而

使 ＮＡＧａｓｅ 蛋白质不可逆地失活ꎮ 而 ＴＣＣＡ 对蛋白

质内源荧光发射强度影响较小ꎬ说明 ＴＣＣＡ 溶剂对

ＮＡＧａｓｅ 蛋白质的空间构象影响不大ꎬＴＣＣＡ 可能不

是通过改变酶蛋白质的空间构象对酶产生抑制作

用ꎮ 有关 ＴＣＣＡ 与酶蛋白质之间的互作机制ꎬ还有

待进一步研究ꎮ

４　 结 论

甲基蓝、高锰酸钾和硫酸铜等 １０ 种消毒剂对日

本鳗鲡肠道 ＮＡＧａｓｅ 活性有不同的调控作用ꎬ其中醇

醛类和氯制消毒剂对 ＮＡＧａｓｅ 具有较强的抑制作用ꎮ
甲醛对 ＮＡＧａｓｅ 活性的抑制属于可逆的非竞争性抑

制ꎬ而 ＴＣＣＡ 对 ＮＡＧａｓｅ 活性的抑制是不可逆的ꎮ 甲

醛可引起 ＮＡＧａｓｅ 蛋白质空间构象变化ꎬ而 ＴＣＣＡ 对

ＮＡＧａｓｅ 蛋白质空间构象影响很小ꎮ 为此ꎬ在日本鳗

鲡养殖水体的消毒中ꎬ应谨慎选择消毒剂ꎬ才能既起

到杀灭水体有害菌类和寄生虫的作用ꎬ又能达到健

康养殖的功效ꎮ
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