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Na+�K +�AT Pase酶几乎存在于所有动物的细胞中, 是组成N a+�K + 泵活性的主要部份, 它不仅参与

能量代谢、物质运送、氧化磷酸化的重要生化过程, 而且它与膜上磷脂的结合状态, 将影响膜的流动性,

从而还会影响膜的其它功能。从人们发现 DDT 对 Na+ �K+ �A T Pase、M g�AT Pase的抑制作用以来, 广泛

开展了多种污染物和生物体 AT Pase之间关系的研究,并证实了有机农药、多氯联苯、金属、石油废水等

污染物对 AT Pase的影响。该研究国外已有不少的报道[ 1] ,而我国则报道甚少。特别是低 pH 对鲤鳃组

织 Na+�K +�AT P ase酶活性的影响尚未见报道。本文研究了 pH4� 0� 6�0 共 5 个梯度的酸性水对鲤鳃丝

Na+�K +�AT Pase酶活性的影响。并从酶的活性研究探讨鱼类对低 pH 中毒的生化机理。

1 � 材料与方法

1. 1 � 试验鱼和试验用水 � 鲤 ( Cyp rinus carp io) 取自本所育种研究室民富试验基地。鱼平均体长为

12� 297� 1� 76cm, 体重为 55� 575 � 12� 445g。实验前在室内驯养两周, 使其适应环境。驯养期间无死

亡,体质健壮。

试验水为曝气的自来水, 溶解氧为 5 � 6�0mg/ L, N a+�K+ 20� 33mg/ L、Ca2+ 19� 54mg/ L、M g2+

4�59mg / L、Fe
2+

0�17mg/ L、NH40�006mg/ L、NO
-
3 0� 072mg/ L、NO

-
2 0� 006mg/ L。

1. 2 � 方法 � 试验采用静水法, 用硫酸(分析纯、国产)配成 1mol/ L H2SO4 母液, 然后配制成 pH 为 6� 0、

5�5、5�0、4� 5、4� 0 等 5 个梯度的酸性试验水。配制时充分搅拌。试验过程中,经常用 pHz- 1 型酸度仪

对各试验水族箱中的 pH 进行测定并及时调节, 使其与试验设置的水平保持一致。每日上、下午更换新
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鲜试验液各一次。

无机铝离子由硫酸铝 Al2 ( SO 4) 3�18H2O (分析纯、国产) ,先配成 0�5mg/ mL Al
3+
母液, 以 0�1mg / L

浓度加入到不同 pH 水平的试验液。实验水温控制在 24� � 1。试验用的水族箱体积为 72L, 每箱放鱼

16 尾,设平行组。试验周期为 30d,每 7d 取鱼鳃组织测定酶活力。

1. 3 � 提取液 � 20mmol/ L T ris�HCl pH7� 6 和 1%皂碱按 9�1 混合为提取液。将鱼鳃弓去掉, 称取鳃丝加

提取液后用电匀浆器制备 10%匀浆, 离心 10min( 4000r/ min) ,取上清液按 L owr y[ 2]方法测定蛋白。

1. 4 � 反应液 � A 液 (�mol/ L ) : M g Cl2 3. 6, N aCl 80, KCl 33, L - 组氨酸 80, EDT A0�5, 哇巴因 0� 9,

A T P2� 5(临反应前加入)。B 液: 反应液 A中除去哇巴因。C 液: 0�5mmo l/ L 标准磷应用液。

1. 5� Na+ �K+ �ATPase酶活力测定 � 分别取样品液 0� 1mL 加入含反应 A、B 各 0� 9mL 的试管中, 标准管

加标准液 0� 1mL ,加 A 液 0� 9mL ,然后混匀, 放置 37� 恒温水浴反应 1h 后加冷的 20%三氯乙酸终止反

应,离心后上清液用紫外分光光度计(波长为 340nm)进行测定,以钼兰法测定无机磷。

A T Pase活力单位: 分子磷/蛋白质/时间(�g/ mg / h)。

数据为 2 次重复实验的平均值和标准差表示,两个平均值的差异用 t检验。

2 � 结果和讨论

2. 1 � 低 pH水平对鲤鳃组织 Na
+ �K+ �ATPase的影响(表 1)。

表 1 � 低 pH水平对鲤鳃组织 Na+�K+�ATPase活力的影响

T ab. 1 � The effect of low pH levels on the Na+�K +�AT Pase act ivity of common carp gill t issues

pH
酶活性 Enzymes act ivity

7d 14d 21d 30d

对照Cont rol 16. 847 � 0. 438 16. 102 � 0. 732 17. 102 � 0. 369 17. 194 � 0. 431

6. 0 16. 635 � 0. 209 16. 328 � 0. 523 15. 916 � 0. 804* 15. 455 � 0. 462* *

5. 5 16. 395 � 0. 545 16. 033 � 1. 072 14. 105 � 0. 565* * 13. 345 � 0. 912* *

5. 0 16. 114 � 0. 739 16. 009 � 0. 511 12. 713 � 0. 789* * 11. 425 � 0. 519

4. 5 16. 948 � 0. 762 15. 294 � 0. 266 12. 436 � 0. 489* * 11. 069 � 0. 706* *

4. 0 16. 511 � 1. 155 15. 026 � 0. 648 11. 718 � 0. 471* * 无

� � 注: * 0. 01< P� 0. 05显著, * * p< 0. 01极显著。(n = 4)

2. 2 � 低 pH水平加上铝对鲤鳃织 Na+ �K+ �ATPase的影响(表 2)。

在酸性水的环境条件下,氢离子的毒性靶器官是鱼鳃。鳃的任何部位损伤将立即影响体内离子平

衡并加大补偿性渗透调节影响。同时,氯细胞是鳃外表皮专门负责离子转移的,它靠主动吸收离子来调

解和保持血浆渗透压和体液离子平衡,氯细胞内的膜管系统含有几种离子转移的 AT Pase(如 N a+ �K+ �

A T Pase, N a+ / H+ A T Pase, Ca2+ �A T Pase)和转换站。但报道较多的是 N a+�K +�AT Pase, 膜管系统的至关

重要性在于它的形态结构和 Na+ �K +�AT Pase以及 K+ 转移相关连。同时还涉及到钠泵 � 线粒体。因线

粒体是转换站,是酶物质组成的场所。试验证明, 当 pH 值远离鲤科鱼类正常生活范围时, 具有致死性或

造成机体损伤和组织学病变。从表 1 可知,随着低 pH 浓度的增加和暴露的时间延长, Na+ �K+ �A T Pase

酶活力明显下降。pH 值为 6� 0 时, 21d 起有显著抑制作用( p< 0� 05) ,历经 30d 有极显著抑制作用( p<

0�01) ;当 pH 值为 5� 5� 4�0 时, 21d 后开始就有极显著抑制( p< 0� 01)。由此可看出,低 pH 确实对鲤鳃

组织 Na+ �K+ �A T Pase有不同程度的抑制作用。且与其值高低有关。

低pH 水平加铝对鲤鳃组织 Na+�K +�AT Pase的影响试验结果表明 (表 2) , pH6� 0 加铝时, 14d 有

显著抑制作用( p< 0�05) , 21d有极显著抑制( p< 0� 01) , 抑制作用达到75% ; pH5� 5� 5�0加铝时, 7d有显
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表 2 � 低 pH水平加铝对鲤鳃组织 Na+�K+�ATPase活力的影响

T ab. 2 � The ef fect of low pH levels with aluminium on the Na+�K +�ATPase act ivity of common carp gill t issues

pH
酶活性 Enzymes act ivity

7d 14d 21d 30d

对照 Compare 16. 847 � 0. 438 16. 102 � 0. 732 17. 102 � 0. 369 17. 194 � 0. 431

6. 0+ Al3+ 16. 116 � 0. 566 14. 962 � 0. 308* 12. 915 � 0. 648* * 11. 940 � 0. 486* *

5. 5+ Al3+ 15. 743 � 0. 336* * 14. 627 � 0. 365* * 12. 562 � 0. 410* * 11. 459 � 0. 642* *

5. 0+ Al3+ 15. 838 � 0. 354* 14. 314 � 0. 459* * 11. 964 � 0. 514* * 11. 414 � 0. 669* *

4. 5+ Al3+ 15. 606 � 0. 344* * 14. 313 � 1. 039* * 11. 105 � 0. 439* * 11. 072 � 0. 654* *

4. 0+ Al3+ 15. 800 � 0. 617* 14. 099 � 0. 483* * � � 无 � � 无

� � 注: * 0. 01< P� 0. 05显著, * * p< 0. 01极显著。(n = 4)

著抑制( p< 0�05) , 14d 有极显著抑制( p< 0� 01) , 抑制作用达到 100% ; pH4� 5� 4� 0 加铝时, 7d 同样有极

显著抑制( p< 0�01) ,抑制作用达到 100%。由于低 pH 值和有关微量元素及机体各种代谢过程之间的

相互关系是错综复杂的,彼此之间存在相互协同或拮抗作用。从上述加铝实验结果看,在短期内对鲤鳃

组织 Na+ �K+ �A T Pase活力即产生显著或极为显著抑制作用。这可能是低 pH 水平加铝而增大了毒性

效应的缘故。

值得提出的是本实验所测定的主要是膜 AT Pase, 它是细胞膜脂质双层上的四聚体的嵌入蛋白质,

其构象的维持依赖于膜上的磷脂,它具有 AT P分解酶活性的细胞, 膜蛋白质 N a+ �K+ �AT Pase 酶,这种

酶必须有 Na、K、Mg 的存在时才有活性。AT P ase作用是在 N a+ 的主动转移, K+ 穿过细胞膜活动中, 使

K + 泵入细胞内和 Na+ 运出细胞。这种观点早已被广泛接受。目前, Na+ �K+ �A T Pase催化机制的研究

已得出一些结论[ 3] : 即, N a+ �K+ �AT Pase催化的反应步骤为:

A T P+ N a+
膜内+ �� N a� �~ P + A DP � � N a � �~ P� Na � �E~ p

K+
膜外+ H2O + Na � �E~ p� �+ P i+ Na+

膜外+ K+
膜内

其中: �与 �E 分别代表酶分子的两种构象。在酶的活性中心有门冬氨酸, 其侧链羧基 AT P 的 r - p 进行

亲核进攻使酶磷酸化;在磷酸化反应中M g2+ 与 Na2+ 对活性中心的构象维持起一定作用。因此低 pH 水

平影响酶活力的原因可能有以下几个方面: ( 1) 低 pH 值对酶蛋白的构象、功能及其酶活性均能产生不

良影响。并破坏影响氧化磷酸化偶联, 影响线粒体 AT P 合成与释放, 减少了细胞 A T P 的合成来源。

( 2) 低 pH 加 Al3+ 影响分子中一些基团的解离。它可与活性中心的羧基形成不溶性盐, 影响活性中心的

亲核催化作用。并导致机体抗自由基系统的防御能力减弱, 而损害生物膜, 使膜的有关脂质过氧化加

剧,从而使生物膜变性、坏死。( 3) 低 pH 将会影响 M g2+ 对A T P水解为 ADP及无机磷的催化作用。
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