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摘要: 比较了鱼类养殖前后, 地下水中正磷酸盐( o�P)浓度、碱性磷酸酶活性( APA)在不同大小颗粒之间的分布、溶

解态 APA对 pH、温度、CuSO4、ZnSO4、EDTA�2Na 与表面活性剂( CTAB 与 Triton X�100)的应答方式及其动力学特征。

养鱼之后,玻璃缸水中碱性磷酸酶表现出明显较高的活性 ,且以溶解态为主要存在形式,这种效应与鱼类的品种有

关,溶解态 APA的最大反应速度( Vmax)与米氏常数( Km)均明显提高,最适温度与 pH 值以及对于 Zn2+ 的应答方式亦

发生明显改变,颗粒结合态 APA甚微或不可监测, 藻类极少,故非溶解态 APA的主要贡献者。因此, 鱼类饲养与溶

解态 APA之间具有密切联系。养鱼缸底颗粒的蒸馏水提取液与同缸水中的溶解态 APA对 pH 值的应答方式十分

接近,这一结果暗示养殖产生的固体废物是溶解态APA 的来源之一。
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� � 海洋、湖泊、池塘、江河与溪流等地表水中的胞

外磷酸酶在水体磷循环过程中具有关键作用[ 1� 5] ,

而关于地下水中磷酸酶的研究甚少。水体与沉积物

间隙水中的溶解态碱性磷酸酶可能表现较高的活

性
[ 6 � 9]

,且与磷水平以及污染状况密切相关
[ 9]
,其来

源为浮游动物与浮游植物的主动释放[ 10� 12]。实验

证明, 接受虹鳟养殖场污水的英国河流中溶解态磷

酸酶活性陡增[ 13� 14]。由此引出下述问题: 鱼类是

否会成为溶解态磷酸酶的另一来源,或重要的影响

因素? 针对这一问题,本文比较了鱼类养殖前后, 地

下水中正磷酸盐( o�P)浓度、碱性磷酸酶活性( APA)
在不同大小颗粒之间的分布、溶解态 APA 对 pH、温

度、CuSO4、ZnSO4、EDTA�2Na与表面活性剂( CTAB 与

Triton X�100)的应答方式及其动力学特征, 有关结果
亦可为地下水中的胞外酶这一极少涉及的研究领域

提供若干先期性的基础资料。

1 � 材料与方法

1. 1 � 材料 � 养殖所用的地下水均取自武汉新世界

水族公园内(井深约 10m) , 饲养过程中不断循环过

滤,实验鱼种类、数量、生存环境及其相应体积详见

表 1(水体中均无高等水生植物)。玻璃缸行 12h/ d

光照并充氧处理, 水泥池为露天环境。

表 1� 实验鱼种类、数量、生存环境及其相应体积

Tab. 1 � Species, number, surrounding and its Volume of

experimental fishes

种 � � 类 数 � � 量 生存环境 体积

Species Number Surrounding (m3)

血鹦鹉 5 玻璃缸 0. 235

曼龙 9 玻璃缸 0�235

红尾鼠 15 玻璃缸 0�235

火龙 8 玻璃缸 0�235

七彩神仙 20 玻璃缸 0�650

黄鳍鲳 5 玻璃缸 0�235

魔鬼刀 6 玻璃缸 0�235

中华鲟 4 水泥池 75

锦鲤 86 水泥池 300

青草鲢鳙 20 水泥池 75

1�2 � 样品采集与制备 � 2001年 11月、12 月、2003

年5月分 5次直接或用虹吸法采集原始地下水以及

饲养火龙 ( Mastcembetus erythrotaenia ) 、七彩神仙
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( Aymphysodon acquifasciata)、黄鳍鲳(Monodactylus ar�
genteus )、魔 鬼刀 ( Apteronotus aslif rons )、中 华 鲟

(Acipenser sinensis Grtey )、锦鲤 ( Cyprinus Carpio Lin�
naeus )、曼龙( Trichogoster trichopteru )、血鹦鹉( Cicha�
soma synspolum ) ,红尾鼠( Botia licontei )以及青草鲢鳙

(Mylipharyngodon piceus Richardon, Ctenopharyngodon

idellus Cuvier et Valenciennes, Hypophthalmichthys

molitrix , Aristichthys nobilis )的上层水和富含颗粒底

层水,分别用孔径为 3�0�m和 0�45�m 的滤膜( Milli�
pore)过滤水样, 取通过 0�45�m 滤膜的滤液测定正
磷酸盐( o�P)浓度和溶解态 APA。以 GF/ C( Water�
man)滤膜过滤富含颗粒的底层水,以灭菌双蒸馏水

为介质,碾磨截流颗粒的滤膜,再以孔径 0�45�m 的
滤膜提取液,并取滤液测溶解态APA。另取 1000mL

上层水样,用鲁铬氏液固定,沉淀, 浓缩,镜检计算其

中的藻类细胞数。

1. 3 � APA的测定 � 以对�硝基苯磷酸二钠盐( pNPP,
AG)为底物(最终浓度为 0�3mmol/ L ) ,循分光光度法
测定碱性磷酸酶的活性( APA) [ 15] , 按下述公式 A=

U- F( 3�0) and B = F ( 3�0) - F ( 0�45) 计 算藻类
( > 3�0�m)、细菌( 3�0- 0�45�m)、溶 解 态 APA ( <

0�45�m) :其中A为大颗粒(藻类)表现的APA, B为细

菌大小的颗粒表现的APA,U为未过滤水表现的总体

APA,F( 3�0)为通过 3�0�m孔径的滤液表现的 APA, F

(0�45)为通过 0�45�m孔径的滤液表现的APA。

另在不同的温度和 pH 条件下分别测定溶解态

APA, pH 值分别用 HAC�NaAC( 0�2mol/ L)和 Tris�HCl
(0�2 mol/ L )调节。溶解态 APA 应答不同胁迫因素

的反应条件相同( pH 8�5、37 � ) , 胁迫因素的种类及
其浓度分别为: CuSO4 ( 0�1, 0�2mmol/ L )、ZnSO4
( 0�25, 0�5mmol/ L)、EDTA- 2Na( 1, 2 mmoI/L )、Triton
X�100 ( 12, 24, 36�mol/ L ) 和 cetyltrimethylammonium

bromide( CTAB: 12, 24, 36�mol/ L)。

在0�01 � 1�2mmol/ L 的范围内取 6种不同浓度

的底物在 37 � 、pH8�5的条件下测定溶解态APA, 据

Michaelis�Menten 方程 V = Vmax * S / ( S + Km ) 的

Lineweaver�Burk转换式测算溶解态 APA 的最大反应

速度( Vmax)和米氏常数( Km)。

1�4 � 磷的测定 � 用 Murphy 和 Riley 建立的方法测

定正磷酸盐( o�P)的浓度[ 16]。

所有测试均重复 3 次, 并用 t�检验法分析不同
处理间的差异。

2 � 结果与讨论

2�1 � 鱼类饲养对地下水中溶解态碱性磷酸酶活性
的影响

养鱼前后的地下水中, 溶解态 APA均受不同浓

度的 Cu
2+
、CTAB 以及高浓度的 EDTA�2Na ( 2mmol/

L)的抑制(图1、图2)。且被不同浓度的Triton X�100
激活(图 2)。铜( CuCl2)对土壤酸性磷酸酶具有强烈

的抑制作用[ 17] , 土壤中以微生物生物量为基准的

APA与不同形态的铜之间呈现显著的负相关关

系[ 18]。CTAB与Triton均能明显改变土豆酸性磷酸

酶的活性,其原因在于酶的三维结构的细微变化,紫

外光谱的分析结果证明了这种异动, CTAB存在时,

内荧光强度亦增, 表面活性剂所提供的疏水环境可

能导致酶分子的有序构象的产生[ 19]。EDTA 抑制

APA的动力学机制十分复杂,前者能与底物竞争酶

的活性位点, 发生于初始阶段的 EDTA 与酶的络合

较为迅速, 而后续步骤较缓, 且涉及酶构象的改

变[ 20]。总之,对于典型胁迫因素的有效反应进一步

证实地下水中溶解态APA的存在。饲养曼龙、红尾

鼠之后, 碱性磷酸酶表现出明显较高的活性(图 3) ,

且以溶解态为主要存在形式(图 4)。此外, 溶解态

APA可能在原始及饲养火龙、七彩神仙、黄鳍鲳、魔

鬼刀、中华鲟、锦鲤的地下水中低于可被监测的水

平,但在饲养血鹦鹉,红尾鼠,四大家鱼的相同水中

犹存,且于饲养曼龙的水中凸显(表 2)。因此,鱼类

的有无乃至其品种的差异将直接影响水体APA。

图 1 � 不同水样中溶解态 APA对若干抑制剂的应答

Fig. 1 � The responses of dissolved APA in different water samples to

several inhibitors

1. Control � 2. Cu2+ ( 0�1mmol/L ) � 3. Cu2+ ( 0�2mmol/L ) �
4. Zn2+ ( 0�25mmol /L) � 5. Zn2+ ( 0�5mmol/ L) � 6. EDTA�2Na

(1mmol/L) � 7.EDTA�2Na( 2mmol/L)
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图 2 � 不同水样中溶解态APA对表面活性剂的应答

Fig. 2 � The responses of dissolved APA in different

water samples to two surfactants

1.Control � 2. CTAB( 12�mol/L) � 3.CTAB(24�mol/ L)

4.CTAB(36�mol/ L) � 5.Triton X�100( 12�mol/ L)

6. Triton X�100( 24�mol /L) � 7. Triton X�100( 36�mol/ L)

Jana等发现在玻璃缸实验系统中, APA将随引入的

鲤科类鱼苗( Cyprinus carpio )数量的增加而以 logist ic

方式升高[ 21]。
表 2� 不同水样中 o�P浓度与溶解态 APA

Tab. 2 � The o�p concentrations and dissolved APA in

different water samples

样点 o�P APA

Sample mg/L ( nmol/ L/min)

地下水 0�146 �

血鹦鹉 0�941 6�03

曼龙 0 93 17�66

红尾鼠 0�85 2�95

火龙 0�58 -

七彩神仙 0�941 -

黄鳍鲳 1�712 -

魔鬼刀 1�775 -

中华鲟 0�444 -

锦鲤 0�084 -

青草鲢鳙 0�456 1�39

� � 注: � - �表示监测不出(undetectable)。

本文图表的结果不仅从鱼类的多样性与数据的

重现性方面进一步强化了鱼类与水体 APA 之间的

紧密联系,而且指明了酶可能具有的主要存在形态

即溶解态。美国Apopka 湖 APA多与较大的颗粒相

联系,仅少数(约 10%)呈溶解态,因此, 底物需极度

靠近固相酶时, 水解方能发生
[ 22]
。从这个意义上

讲,养鱼引发的 APA 因多呈溶解态故易接近底物,

从而加速有机磷的水解。

2. 2 � 鱼类饲养对地下水溶解态碱性磷酸酶特征的

影响

原始地下水溶解态 APA的最适温度为 35 � ,饲

养曼龙、红尾鼠之后, 其活性在 35 � 与 55 � 的条件

下均表现峰值,且后者更高(图 5)。

原始地下水溶解态APA的最适 pH 为 7�0, 饲养
曼龙、红尾鼠之后,其活性在 pH5�8与 pH8�9的条件
下均出现峰值(图 6)。

原始地下水 中溶解 态 APA 被较 高浓度

( 0�5mmol/ L)的Zn2+ 显著激活, 而饲养曼龙、红尾鼠
的水体溶解态磷酸酶却被不同浓度 Zn

2+
明显抑制

(图 1)。锌( ZnCl2)能完全抑制猪肠黏膜碱性磷酸酶

的活性, 而这种抑制效应可被从植物中纯化的多酚

物质部分地解除[ 23]。同一碱性磷酸酶( PIMAP)在

Glycine甘氨酸缓冲液中被锌抑制,在 Tris�HCl缓冲
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液中却被锌激活,这种显著的差异反映出酶构象的

变化
[ 24]
。

原始以及饲养曼龙、红尾鼠的地下水中的溶解

态酶遵从经典的Michaelis�Menten动力学模式, 饲养
鱼类之后, 其特征常数 ( Vmax与 Km 值) 均显著增加

( P< 0�05) (图 7)。东湖罗非鱼( Oreochromis niloti�
cus )养殖网箱下表层( 2�5 � 5cm)沉积物中 APA 的

Vmax与Km值均明显高于对照值
[ 25]。J�nos Ol�h 等发

现,匈牙利鱼塘水体 APA与酶的 Km 值往往同步增

长。此外,Km值明显高于文献给出的天然湖水中的

相应值,这意味着在因养鱼引起的有机磷浓度较高

的水体中, 碱性磷酸酶对底物的亲和能力相对较

弱[ 26]。图 7表示的源于同一水体的实验结果进一

步说明,溶解态 APA的动力学特征与鱼类的饲养确

有密切的联系。

总之,饲养鱼类之后,溶解态碱性磷酸酶的最适

pH、最适温度、对抑制剂的应答方式以及动力学常

数等方面均发生明显改变, 这些结果进一步证实鱼

类对溶解态酶的重要贡献。

2. 3 � 鱼类饲养影响溶解态 APA的可能原因

养鱼废水污染的英国河中,胞外酶的活性显著

增加, 其中葡萄糖苷酶活性多与细菌和藻类相联

系[ 13]。图 3表明,井水与大颗粒相联系的酶活性甚

微或不可监测, 而藻类数量极低, 地下水中几乎未

见,饲养曼龙与红尾鼠的体内相应定性定量结果分

别为: 隐藻 30个/L 和针杆藻 60个/ L,因此, 藻类显

然不是溶解态酶的主要生产者。此外, 介于 3�0 �
0�45�m之间的颗粒上APA亦低,故自由生活的细菌
对溶解态 APA 似无重要贡献。上述逐个分析的结

果进一步突出了鱼类养殖与溶解态 APA之间的紧

密联系。

图 7� 不同水样中溶解态APA 的动力学模式

Fig. 7� Kinet ic modelsof dissolved APA in different water samples

1� 曼龙缸 � � 2� 红尾鼠缸 � � 3� 地下水
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� � 必须指出, 曼龙与红尾鼠鱼缸底层大颗粒的蒸

馏水提取液与同缸井水中的溶解态 APA对 pH 值的

应答方式十分接近(图 8)。即在酸性和碱性条件下

均显示较高水平。Barik等认为,养鱼废水引起的高

溶解态APA可能源于营养富足的沉积物[ 27] , 上述结

果从酶对 pH 的适应性的角度为此说提供了具体的

实证。值得注意的是, 在正磷酸盐浓度最低的锦鲤

池中,溶解态APA未表现, 这一事实说明,溶解态酶

与 o�P 的关系不能用经典的�诱导抑制机制( Induc�
tion/ Depression Mechanism)�来加以描述。具体地说,

溶解态APA可能不受高浓度 o�P 的抑制(参见饲养
曼龙红尾鼠血鹦鹉等诸缸)。Scholz等利用荧光底

物(甲基伞形酮)在德国的溪流沉积物中监测出分别

在酸性和碱性条件下显示较高活性的磷酸酶同工

酶
[ 28]
。酶的动力学行为与沉积物中有机质、总磷和

溶解反应磷的浓度无关, 酶的多重性说明酶的合成

受控于某种调节机制,其目的是为竞争不同的底物。

这一例证说明, 沉积物可能成为水柱中适应不同 pH

值且对反应产物不甚敏感的溶解态酶的来源
[ 28]
。

综上所述, 酶的动力学特征、大小分级、以及最适 pH

值、温度以及对于胁迫因素的应答方式等多方面的

数据充分说明, 鱼类养殖确能提高水体APA,沉积的

固体废物可能是其重要来源之一, 酶以溶解态为主,

且适应不同的 pH 值以及不受产物调节等诸多特征

使之具有更加广泛的作用范围, 因而更具生态学意

义。
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EFFECTS OF FISH CULTURE ON DISSOLVED PHOSPHATASE IN GROUNDWATER

CAO Xiu�Yun, SONG Chun�Lei, PENG Liang, LI Jian�Qiu and ZHOU Yi�Yong
( Institute of Hydrobiology, The Chinese Academy of Sciences, Wuhan � 430072)

Abstract: Extracellular phosphatase plays a crucial role in P cycling in aquatic ecosystem. Little attention has been paid on the

occurrence of extraccllular phosphatase in groundwater. Furthermore, effects of aquaculture on extracellular phosphatase, espe�
cially dissolved alkaline phosphalase, were inadequately studied. The objectivc of this study was to investigate the influences of

fish culture on dissolved alkaline phosphatase, including its origin. activity and kinetics, in freshwater. Water was taken from a

well, as a control, and 10 different pools rearing a variety of fishes with the samewell water in November and December 2001, as

well as May 2003, for 5 times. Variables involved in pcycling, such as orthophosphate( o�P) concentrations, size�fractionation of
alkaline phosphatase. responses of dissolved alkaline phosphatase activity ( DAPA) to pH, temperature, CuSO4 , ZnSO4 , EDTA�
2Na. as well as surfactants( CTAB and Triton X�100) and its kinetics, were deternlined. DAPA in groundwater. with and without

fish rearing was inhibited by Cu2+ 、CTAB with different concentrations and EDTA�2Na at higher concentration ( 2mmol/ L) . At
the same time, it was enhanced by Triton X�100 with different concentrations. The sensitive responscs to the spec ificinhibitors

provided further evidences that alkaline phosphatase occurred in groundwater. In the water of glass jars with fish culturing, DAPA

increased significantly, and the extent of increase was depended on fish species cultured. In details, groundwater with Trichogoster

trichopterus and Botia licontei rearing showed significantly higher DAPA than controls. Besides. DAPA was undctectable in the

groundwater with Mastcembetus erythrotaenia, Aymphysodon acquif asciata , Monodactylus argentens, Apteronotus aslif rons,

Acipenser sinensis Grtey. Cyprinus carpio Linnaeus rearing, but detectable in the water with Gichasoma synspolum, Botia licontei ,

Mylipharyngodon piceus Richardon, Ctenopharyngodon idellus Cuvier et Valenciennes, Hypophthalmichthys molitrix , Aristichthys

nobilis rearin and reshowed the highest value with Trichogoster trichoptern rearing , DAPA was characterized in control and that

rearing Trichogoster trichopterus and Botia licontei ( culture medium) . It showed the highest level at 35 � in control , while it

peaked at both 35 � and 55� in the culture medium. Its opt imum pH was pH 7. 0 in control , but was pH 5. 8 and pH 8. 9 in

the culture medium .Moreover , it was enhanced by Zn2+ at higher concentration( 0. 5mmol/L) in control, but was inhibited signif�
icantly by Zn2+ at different concentrations in culture medium. Kinetics of dissolved alkaline phosphatase conformed to the

Michaelis�Menten model. The significantly higher Vmax and Km values were recorded in the colture medium compared to those in

control. In short, DAPA in culture medium exhibited distinct models responding to temperature , pH ZnSO4 as well as higher Vmax

and Km values. In addition , alkaline phosphatase activity associated with particles( > 3. 0�m) was very low, or undetectable, cou�
pled with scarcely observed algae cells, indicat ing that phytoplankton is unlikely to be themain producer of DAPA. Hence the oc�
currence of DAPA was causatively linked to fish culture. Extracts from particles collected in the bottom of jars with fish culture,

by distilled water, exhibited DAPA. It showed a similar manner responding to pH values with that of water in the same jars, im�

plying that the solid wastes resulted from fish culture is one of the sources providing dissolved alkaline phosphatase.

Key words:Groundwater; Fish culture; Dissolved phosphatase
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