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几种重金属离子对中华绒螯蟹 N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶活力的影响
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(福建农林大学动物科学学院动物保健研究所,福州  350002)

摘要: 本文研究了 Cu2+、Pb2+、Zn2+和 Ag+等重金属离子对中华绒螯蟹 (E riocheir sinensis ) N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖

苷酶 ( NAGase)活力的影响。其结果表明 : Cu2+、Pb2+和 Zn2+对酶活力有不同程度的抑制作用, Cu2+和 Zn2+对酶

的抑制作用均表现为非竞争性抑制类型, Cu2+ 和 Zn2+对酶的抑制常数 (K I )分别为 11 25mm ol/L和 8110mmo /L; Pb2+

对酶的抑制作用表现为混合型抑制类型, 其对酶的抑制常数 K
I
与 K

IS
分别为 101 44mm o l/L和 21 18mmo l/L。Ag+

对酶的效应为先激活后抑制, 其抑制作用表现为反竞争性抑制 , A g+ 对结合酶 ( ES )的抑制常数 K IS为

2041 51mm o l/L。
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  中华绒螯蟹 (E riocheir sinensis)属甲壳纲, 十足

目, 方蟹科, 绒螯蟹属, 自古以来是我国特有的名

优水产品, 其肉味鲜美、营养价值高、风味独特, 享

誉海内外, 是我国出口创汇的重要水产品。但近

几年,我国工农业发展迅速, 大量工农业污水排入

水体环境中, 特别是含重金属的污染物的排入, 严

重危害了中华绒螯蟹的生长发育和生存, 影响了

中华绒螯蟹养殖业的健康可持续发展。有学者研

究了汞 ( H g
2+

)、铅 ( Pb
2+

)和镉 ( Cd
2+

)等重金属离

子可以在中华绒螯蟹体内不同程度地富集并引起

的蟹体内相关指标 (生长、酶、超微结构、MT、遗传

毒性 )的变化,并探讨了中华绒螯蟹的重金属中毒

机制
[ 1, 2]
。但是国内外还未见从分子酶学的角度

研究这些重金属离子与中华绒螯蟹 N-乙酰-B-D-氨

基葡萄糖苷酶 ( NAGase, EC31211152 )相互作用的

分子机理的报道。

属甲壳动物的中华绒螯蟹,其生长、形态变化、

生殖器官的发育和断肢再生等,都要通过蜕皮和蜕

壳来完成
[ 3]
。N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶与其他

几丁质酶系的成员共同参与了甲壳类动物蜕壳过程

中的几丁质分解,在协助甲壳类动物顺利完成生理

周期性蜕壳的过程中起了重要作用
[ 4]
。本文以中

华绒螯蟹内脏分离纯化得到的 NAGase为材料
[ 5 ]

,

以 CuSO4、Pb( NO3 ) 2、ZnC l2和 AgNO3等重金属盐溶

液为效应物,研究它们对酶活力的影响,探讨酶活力

变化与这些效应物之间的相关性以及它们互作的分

子机理,为人工养殖中华绒螯蟹食品安全性的监控

提供科学理论依据。

1 材料与方法

111 材料  中华绒螯蟹购自福州某养殖场。研究

所用的主要试剂 NAGase由本实验室从中华绒螯蟹

内脏分离纯化得到,酶制剂为 PAGE单一纯, 比活力

为 4490179 U /m g; 酶催化反应的底物邻氯对硝基

苯-N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷 ( CNP-NAG )为上海医

药工 业研 究 院 产 品; ZnC l2、CuSO4、A gNO3 和

Pb( NO3 ) 2等金属盐药品及其余试剂均为国产 AR

试剂,所有溶液均以重蒸水配制。

112 方法
11211 酶活力的测定  酶活力的测定参照文献

[ 6]的方法。酶活力单位 ( U )定义:在 pH 5163醋酸

缓冲液, 37e 条件下, 每 L溶液中每 m in催化产生

1Lm ol CNP所需的酶量。

11212 重金属盐溶液对中华绒螯蟹 NAGase活力

的影响  选择 ZnC l2、CuSO4、AgNO3和 Pb( NO3 ) 2等

金属盐溶液为效应物, 在 2mL的测活体系中 (含终
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浓度为 012m ol /L pH 5163醋酸缓冲液, 012mmo l /L

的底物 ) ,加入不同效应物, 测定酶的相对活力, 分

析研究效应物对酶活力的影响。

在含不同浓度的 CuSO 4、Pb ( NO3 ) 2、ZnC l2和

AgNO3等金属盐溶液的测活体系中, 固定底物浓度

为 012mm o l/L, 改变加入的酶量,测定酶促反应的初

速度, 判断抑制作用类型。

酶在 CuSO 4、Pb( NO3 ) 2、ZnC l2和 AgNO 3等金属

盐溶液中的抑制作用动力学研究是在醋酸缓冲液

( pH 5163 )中测定。在含不同浓度的 CuSO 4、

Pb( NO 3 ) 2、ZnC l2和 A gNO 3的测活体系中, 改变底

物浓度, 测定酶促反应的初速度, 以 Linew eaver-

Burk双倒数法作图, 判断其抑制机理。并根据酶

的动力学参数的变化进行二次作图, 求其抑制常

数 (K I )。

2 结果与分析

211 Cu
2+
对中华绒螯蟹 NAGase的影响

Cu
2+
对中华绒螯蟹 NAGase的浓度效应  

Cu
2 +
在 0) 110mm o l/L浓度范围内对中华绒螯蟹

NAGase活力有抑制作用, 当 Cu
2 +
浓度为 110mm o l/

L时, 酶的剩余活力为 5710% (图 1)。

图 1 Cu2+对中华绒螯蟹 NAGase活力的影响

F ig. 1 E ffect of Cu2+ on th e activity of NAGase

Cu
2+
对中华绒螯蟹 NAGase的抑制类型  以

CuSO4为效应物,探讨其对中华绒螯蟹 NAGase的抑

制类型。结果表明 (图 2) :酶活力对酶浓度作图为

一组通过原点的直线,随着 CuSO4浓度的增高, 直线

的斜率降低。这说明 CuSO4对酶的抑制作用属于可

逆过程。

Cu
2+
对中华绒螯蟹 NAGase抑制机理  CuSO4

对中华绒螯蟹 NAGase的抑制机理表明 (图 3): 随

CuSO4浓度的增加, 得到一组直线交于横轴一点。

这说明 CuSO4对酶的抑制作用表现为非竞争性抑

制。测定其抑制常数 K I为 1125mm o l/L。

212 Pb
2 +
对中华绒螯蟹 NAGase的影响

Pb
2 +
对中华绒螯蟹 NAGase的浓度效应  

Pb
2+
对中华绒螯蟹 NAGase活力的影响呈现浓度效

应, Pb
2+
使酶活力下降 50% 的浓度 ( IC50 ) 为

810mm o l /L,当 Pb
2+
浓度为 25mm o l/L时, 酶的剩余

活力为 27% (图 4)。

Pb
2 +
对中华绒螯蟹 NAGase的抑制类型  以

Pb( NO3 ) 2为效应物,探讨其对中华绒螯蟹 NAGase

的抑制类型。结果表明 (图 5) : 酶活力对酶浓度作

图为一组通过原点的直线, 随着 Pb( NO 3 ) 2浓度的

增高,直线的斜率降低。这说明 Pb ( NO3 ) 2对酶的
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抑制作用属于可逆过程。

Pb
2+
对中华绒螯蟹 NAGase抑制机理  Pb(NO3 ) 2

对中华绒螯蟹 NAGase的抑制结果表明 (图 6): 随

Pb( NO3 ) 2浓度的增加,得到的一组直线斜率增加,

各直线交于第三象限一点。Pb(NO 3 ) 2对 NAGase的

抑制作用表现为混合型抑制。以双倒数图的各直线

斜率及纵轴截距分别对 Pb( NO3 ) 2浓度作图 (图 6) ,

均为一直线, 测定其抑制常数 K I与 K IS分别为

10144mm o l/L和 2118 mm o l /L。

213 Zn
2+
对中华绒螯蟹 NAGase的影响

Zn
2 +
对中华绒螯蟹 NAGase的浓度效应  

Zn
2+
对中华绒螯蟹 NAGase活力有抑制作用 (图

7), Zn
2+
浓度在 20mm ol /L 时, 可使酶活力下

降 5012%。

  Zn
2+
对中华绒螯蟹 NAGase的抑制类型  以

ZnC l2为效应物, 探讨其对中华绒螯蟹 NAGase的抑

制类型。结果表明 (图 8): 酶活力对酶浓度作图为

一组通过原点的直线,随着 ZnC l2浓度的增高, 直线

的斜率降低。这说明 ZnC l2对酶的抑制作用属于可

逆过程。

Zn
2+
对中华绒螯蟹 NAGase抑制机理  

ZnC l2对中华绒螯蟹 NAG ase的抑制机理表明 (图

9) : 随 ZnC l2浓度的增加,得到的一组直线交于横

轴一点, ZnC l2对中华绒螯蟹 NAGase抑制作用表

现为非竞争性机制。测定其抑制常数 K I为

8110mm o l/L。
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214 Ag
+
对中华绒螯蟹 NAGase的影响

Ag
+
对中华绒螯蟹 NAGase的浓度效应  研究

Ag
+
对中华绒螯蟹 NAGase活力的影响,结果表明 (图

10), Ag
+
在 0) 900Lm o l/L范围内对酶活力有先扬后

抑作用, 当 Ag
+
浓度达 120Lm ol/L时, 酶活力升高

47%,浓度超过 270Lmo l/L时,酶活力被抑制, Ag
+
使

酶活力下降 50%的浓度 ( IC50 )为 800Lm o l/L。

Ag
+
对中华绒螯蟹 NAGase的抑制类型  选择

AgNO3为效应物, 探讨其在 015) 5mm o l/L的浓度范

围内对中华绒螯蟹 NAGase的抑制作用类型。结果

表明 (图 11) :酶活力对酶浓度作图为一组通过原点

  

的直线,随着 AgNO 3浓度的增高,直线的斜率降低。

这说明 AgNO3对酶的抑制作用属于可逆过程。

Ag
+
对中华绒螯蟹 NAGase抑制机理  AgNO 3

对中华绒螯蟹 NAGase的抑制机理研究表明 (图

12): 随着 AgNO 3浓度的增加,得到的相交于纵轴的

一组斜率不变、横轴截距减小、纵轴截距增大的平行

直线,其抑制机理表现为反竞争性类型,即 AgNO3只

能与结合酶 ( ES)结合,使反应平衡趋向于 ES的形

成, 故 AgNO3的存在反而增加了酶和底物的亲和力。

以不同浓度 AgNO3下测定 1 /Vm对 AgNO 3浓度作图

(图 12)为一条直线,从直线的斜率可以求得 AgNO 3

对结合酶 ( ES)抑制常数 K IS为 204151mm o l/L。
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图 12 Ag+对酶抑制效应的 Linew eaver-Bu rk关系图

Fig. 12 L inew eaver-Burk polts for NAG ase inh ib ited by A g+

3 讨  论

重金属离子存在于养殖水体会对中华绒螯蟹体

内的酶活力造成影响。王兰等
[ 7 ]
发现镉对蟹体主

要组织器官酯酶同工酶有显著影响。本试验也发

现, Cu
2+
、Pb

2 +
、Zn

2+
和 Ag

+
等重金属离子对中华绒

螯蟹 NAGase有显著影响。 Cu
2+
、Pb

2+
和 Zn

2+
对酶

活力均有不同程度的抑制作用,它们使酶活力下降

50%的浓度大约分别为 110mm o l/L、810mmo l /L和

20mm ol /L。Ag
+
在 0) 900Lm ol/L范围内对酶活力

有先激活后抑制作用, 当 Ag
+
浓度达 120Lmo l/L

时,酶活力升高 47% ,浓度超过 270Lm o l/L时, 酶活

力被抑制, Ag
+
使酶活力下降 50%的浓度 ( IC 50 )为

800Lm o l/L。Ag
+
是一把双面刃,低浓度的激活和高

浓度的抑制作用是有别于其他三种重金属离子的

特征。

比较这几种重金属离子对酶活力的抑制程度发

现: Ag
+

> Cu
2 +

> Pb
2+

> Zn
2+
。这四种金属离子对

酶的抑制均属于可逆过程, 它们与中华绒螯蟹 NA-

G ase以非共价键结合而引起 NAGase活力的降低。

它们是通过抑制 NAGase活力而导致催化效率的降

低,并不是通过降低有效的酶量导致活力的下降。

Cu
2 +
和 Zn

2+
对酶的抑制作用均为非竞争性抑制,说

明 Cu
2+
或 Zn

2+
、底物相互独立地与酶的结合, 两者

既无相互排斥,亦无相互促进。Cu
2+
或 Zn

2+
可与游

离的酶结合,也可与酶与底物的复合物结合,但它们

形成的产物无活性, 不能释放出产物。 Pb
2+
对酶的

抑制表现为混合型抑制类型,是非竞争性与反竞争

性抑制的混合。即随 Pb
2+
离子浓度的增大, K m减

少, Vm减少。Ag
+
对酶的抑制作用为反竞争性抑制,

Ag
+
只能与酶与底物的复合物结合, 但不能与游离

的酶结合,只有当底物结合到酶分子上导致酶构象

发生变化,暴露出酶与 Ag
+
结合的部位, 形成酶-底

物-Ag
+
三元复合物, 不能释放出产物。可见, 不同

的金属离子会使酶表现出不同的催化活性, 即使同

一种金属离子在不同的浓度范围对中华绒螯蟹 NA-

Gase的抑制程度也存在差异, 它们对酶抑制机理也

不尽相同。

CuSO4是常用水产消毒药, 其水溶液具有较好

的杀灭病原体的能力,可以用于药浴水产动物,消毒

渔具、防治疾病。但 CuSO4过量会引起水产动物内

脏组织坏死,同时还可能残留在水产动物体内,影响

水产动物的摄食和生长。本试验中, CuSO4对中华

绒螯蟹 NAGase的抑制作用说明,在使用 CuSO4过程

中, 要准确测量水体量, 精确 CuSO 4用量, 减小其对

动物体内酶活性的影响及其对水产动物的毒副

作用。

目前, 水体重金属污染问题越来越受到全世界

的关注。这些重金属不仅对水产动物有毒害作用,

影响了水产动物的正常生长, 造成水产养殖业的经

济损失,还会蓄积于水产动物体内,引起水产食品的

安全性问题,对人类健康构成了威胁。本试验研究

各种重金属离子对中华绒螯蟹 NAG ase活力的影

响, 对中华绒螯蟹及其他甲壳类动物的养殖生产实

践具有重要的指导意义, 即应该严格监控养殖水体

中重金属的含量, 同时应加强对含金属的渔用饲料

添加剂、药物的使用和管理, 防止滥用。
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EFFECTSOF SOME HEAVYMETAL ON THE N-ACETYL-B-D-GLUCOSAM IN IDASE

FROM ERI OCHEIR SINENSI S

HUANG Xiao-H ong, CHEN H ong-H u,i L IU J ian-Chang, JIN Yan-Dong and X IAO Q -iT ao

( Institute of An imalH ealth, C ollege of An imal S cience, FujianAg ricu lture and Forestry Un iversity, Fuzhou 350002)

Abstract: T he effects of heavy m etal ions ( Cu
2+

, Pb
2+

, Zn
2+

and Ag
+

) on N-Acety-l B-D-glucosam inidase from Eriocheir

sinensis were stud ied. The results show ed that Cu
2+

, Pb
2+

and Zn
2+

inhib ited the act iv ity of enzym e in vary degree. Cu
2+

and Zn
2+

were both reversible non-competitive inhib itors. The inhib ition constants o f free enzym e (K I ) o f Cu
2+

and Zn
2+

w ere 1125 mmol /L and 8110mm ol/L, respect ively1Pb2+ was reversible m ixed- type inh ibit ion1T he inh ibit ion constants o f

free enzym e (K I ) and enzym e-substrate complex (K IS ) ofPb
2+

w ere determ ined to be 10144mm ol/L and 2118mm ol/L, re-

spect ively1Ag
+

act ivated the enzym e at low concentrat ions, but it inh ibited the enzym e ath igher concentrat ions as a revers-i

ble un-com pet itive inhibitor1The inh ibit ion constants (K IS ) w as 204151mmol /L1

K ey words:E rioche ir sinensis; N-Acety-l B-D-g lucosam inidase; Activ ity; M etal ions; M echan ism o f action


