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摘要: 研究几种抗菌药物对凡纳滨对虾壳膜 N�乙酰���D�氨基葡萄糖苷酶( NA Gase, EC 3. 2. 1. 52)活力的影响.结果表

明,诺氟沙星和磺胺甲噁唑对该酶活力有不同程度的抑制作用, 盐酸环丙沙星对此酶有激活作用, 而青霉素钾、链霉素、

庆大霉素、卡那霉素、磺胺嘧啶等对酶活力基本上没有影响; 磺胺甲噁唑的抑制作用最为显著, 导致酶活力下降 50% 的

抑制剂浓度( IC50)为 0. 094 mg / mL . 抑制作用动力学研究结果表明, 磺胺甲噁唑对酶的抑制作用为混合型可逆抑制, 其

抑制常数 K I 为 5. 98 mg / mL , 对酶�底物络合物的抑制常数 K IS为 13. 08 mg / mL . 该研究对凡纳滨对虾的人工养殖具有

一定的参考价值.
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� � N�乙酰���D氨基葡萄糖苷酶( NAGase, EC 3. 2.

1. 52)是几丁质酶水解系统的一个组成成分, 它能协同

内切几丁质酶、外切几丁质酶将多聚壳聚糖分解成 N�
乙酰���D氨基葡萄糖( NAG) , 具有促进食物消化吸

收、疾病防卫、生长发育的重要生理功能[ 1] . 凡纳滨对

虾( L i top enaeus vannamei ) , 俗称南美白对虾或太平

洋白对虾,是目前世界上三大养殖对虾中单产量最高

的虾种,味道鲜美营养高,是国内外市场的畅销品种,

深受广大消费者喜爱. 然而近年来大规模爆发的对虾

流行性疾病,使我国乃至世界的对虾产业受到各种对

虾疾病的困扰, 并遭受了重大的经济损失,对虾养殖业

严重受阻[ 2] .为了有效地控制和治疗疾病,养殖者必须

选择合适的水产药物并正确地使用
[ 3]

.目前,越来越多

的医用、兽用药物应用到水产养殖中, 但使用抗生素

类、磺胺类、喹诺酮类等养殖常用药物对药物治疗水生

动物的细菌性疾病时, 大多是借鉴兽医对哺乳动物的

研究成果,因此,造成该类药物在水产业疾病防治用药

的盲目性[ 4] .研究与对虾生长发育密切相关的生理生

化因子 NAGase的调控对疾病的防范, 树立科学用药

的观念, 对对虾养殖业的可持续发展具有重要的意

义
[ 5]

. 本文分析了几种养殖常用抗菌药物对凡纳滨对

虾 NAGase 活力的影响, 有利于了解药物对 NAGase

的调控作用,这为我国水产药物的监管提供一定的科

学依据并对对虾养殖过程中的疾病防患及 NAGase

的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
N�乙酰���D�氨基葡萄糖苷酶从凡纳滨对虾壳膜

参考文献[ 6]方法分离纯化得到, 为电泳单一纯酶制

剂.对�硝基苯�N�乙酰���D�氨基葡萄糖苷( pN P�NA G)

购于上海医药工业研究院生化室, 庆大霉素为天津药

业集团产品,青霉素钾、链霉素、卡那霉素、磺胺嘧啶、

磺胺甲噁唑为河北远征药业有限公司产品,氟哌酸(诺

氟沙星)、盐酸环丙沙星为抗生素片剂, 实验前去除片

剂的外膜取内部成分进行试验, 其他生化试剂均为国

药集团化学试剂有限公司生产, 使用的蒸馏水均为玻

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.

1. 2. 2 � 酶活力的测定

酶活力的测定参考文献[ 6] : 以 pNP�NAG 为底

物,在 2 mL 测活体系中, 包含 0. 1 m ol/ L pH 5. 2

NaA c�H A c缓冲液和 0. 25 mm ol/ L 的底物, 置 37 �

恒温水浴,加入 10 �L 酶液,准确反应 10 min, 加入 2



mL 0. 5 mol/ L 的 N aOH 终止反应.在 Beckman UV�
650型分光光度计上测定波长为 405 nm 的吸光度

( OD 405 nm ) ,光径为 1 cm, 以 pNP 为产物对照,测得该

条件下产物的消光系数为 8. 8  10
3

L/ ( mo l ! cm) .酶

活力单位定义为在上述条件下, 每分钟水解底物产生

1 �m ol/ L 产物的酶量.

1. 2. 3 � 抗菌药物对酶活力作用的测定

采用 1. 2. 2酶活力测定方法, 在测活体系中, 加入

不同浓度的药物溶液,测定出酶的相对活力, 分析它们

对酶活力的影响.以不加效应物在相同测活体系测定

活力为对照.一种药物均设计 3组平行实验.

1. 2. 4 � 抗菌药物对酶活力的抑制动力学测定

采用 1. 2. 2 酶活力测定方法, 固定底物浓度为

0. 25 mm ol/ 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,分析它们对酶的抑制机理. 抑制

类型的判断是根据改变底物浓度 cS ,在含不同浓度药

物的测活体系中, 测定酶活力 v 0 , 通过 Linew eaver�
Burk双倒数法作图,以 1/ v 0 对 1/ cs 作图,比较酶催化

反应的动力学参数, 包括表观米氏常数( K m )和最大反

应速度( v m)的变化.

表 1 � 几种抗菌药物对凡纳滨对虾 N A Gase活力的影响

� T ab. 1 � Antibacterial medicines o n the activ ity of N A Gase

f rom praw n

名称 浓度/ ( mg! mL - 1 ) � � 相对酶活力/ %

对照 100. 0

青霉素钾 0. 005 100. 05 ∀ 1. 50

0. 01 101. 36 ∀ 1. 55

卡那霉素 0. 005 99. 24 ∀ 1. 80

0. 01 101. 66 ∀ 1. 50

庆大霉素 0. 005 102. 02 ∀ 2. 50

0. 025 107. 27 ∀ 1. 60

链霉素 0. 2 100. 75 ∀ 2. 30

1. 0 96. 06 ∀ 1. 80

磺胺嘧啶 0. 1 109. 82 ∀ 1. 80

0. 4 105. 80 ∀ 1. 50

盐酸环丙沙星 0. 1 123. 16 ∀ 1. 60

1. 0 172. 32 ∀ 1. 65

诺氟沙星 0. 1 79. 67 ∀ 2. 00

1. 0 56. 55 ∀ 1. 80

磺胺甲噁唑 0. 1 44. 74 ∀ 2. 30

1. 0 13. 37 ∀ 1. 55

2 � 结 � 果
2. 1 � 抗菌药物对酶活力的影响

参照水产药物的用法用量
[ 7]

,在离体条件下,以抗

生素类药物:青霉素钾、链霉素、庆大霉素、卡那霉素,

磺胺类药物磺胺嘧啶、磺胺甲噁唑和喹诺酮类药物氟

哌酸、盐酸环丙沙星为效应物,研究它们对凡纳滨对虾

NAGase活力的影响.结果(表 1)表明, 各药物对 NA�
Gase 活力存在不同的影响结果. 青霉素钾、卡那霉素

对酶活力几乎无影响, 庆大霉素和磺胺嘧啶对酶有轻

微激活作用, 链霉素有轻微抑制作用; 而盐酸环丙沙

星、诺氟沙星和磺胺甲噁唑则对酶活影响较大.针对表

1的结果,我们继续对盐酸环丙沙星、诺氟沙星和磺胺

甲噁唑等 3种药物进行具体的酶活效应研究.

2. 2 � 抗菌药物对酶活力影响的浓度效应

� 图 1 � 抗菌药物对凡纳滨对虾壳膜 NA G ase活力的影响

1.盐酸环丙沙星; 2. 诺氟沙星; 3.磺胺甲噁唑

F ig . 1 � Effect o f antibacter ial medicines o n t he activ ity o f

NA G ase

以盐酸环丙沙星、诺氟沙星和磺胺甲噁唑为效应

物,在 0. 0~ 1. 0 mg / mL 浓度范围内研究它们对酶活

力的影响.结果(图 1)表明盐酸环丙沙星有激活作用,

随着效应物浓度的增大, 酶活力逐渐提高, 当浓度达

1. 0 mg / mL 时,酶的相对活力提高了 72% . 诺氟沙星

和磺胺甲噁唑对酶活力均有不同程度的抑制作用(图

1) ,随着效应物浓度的增大, 酶活力逐渐下降,呈现浓

度效应.磺胺甲噁唑对该酶的抑制能力明显比诺氟沙

星的抑制能力强. 1. 0 m g/ m L 的磺胺甲噁唑可使酶活

力下降 86. 6% , 导致酶活力下降 50%的抑制剂浓度

( I C50 )为 0. 094 mg / mL.而诺氟沙星对该酶抑制作用

较低, 当浓度达 1. 0 mg / mL 时, 酶的剩余活力为

56. 5%,在此条件下,尚不能测定出其 I C50值.

2. 3 � 磺胺甲噁唑对酶抑制作用机理的判断
分别在含不同浓度磺胺甲恶唑的测活体系中, 固

定底物浓度为 0. 25 mmo l/ L , 改变酶的加入量, 测定

不同浓度磺胺甲噁唑对对虾壳膜 NAGase 催化 pNP�
NAG的水解活力影响. 以效应物作用后的剩余酶活力
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� 图 2 � 磺胺甲噁唑对凡纳滨对虾壳膜 N A Gase 抑制作用

直线 0~ 4 抑制剂浓度分别为 0、0. 05、0. 1、0. 2、

0. 4 mg / mL

F ig . 2 � Inhibit or y mechanism of A cetylsulfametho xazo le

on the NA Gase of praw n ( Litop enaeus v an�

namei )

对加入酶量作图,得到一组通过原点的直线(图 2) ,随

着效应物浓度的增大,直线的斜率降低.此结果说明磺

胺甲噁唑对酶的抑制作用属于可逆过程, 增加药物浓

度导致酶活力的下降是由于酶活力受到抑制,催化效

率降低,而不是通过减少有效的酶量引起酶活力的下

降.

2. 4 � 磺胺甲噁唑对酶的抑制作用类型及抑制
常数的测定

在测活体系中,固定加入的酶量, 改变底物浓度,

测定不同浓度磺胺甲噁唑对酶活力的影响, 以 Lin�
ew eav er�Burk双倒数作图,判断磺胺甲噁唑的抑制类

型,实验结果见图 3.由图可见, L inew eaver�Burk双倒

数作图得到一组相交于第二象限的直线, 说明磺胺甲

噁唑对酶的抑制作用属混合型. 磺胺甲噁唑不仅影响

酶的米氏常数( K m 值) ,同时也改变最大反应速度 Vm

值.也就是它既影响酶的催化反应又影响酶与底物的

亲和力.以双倒数图的各直线斜率及纵轴截距分别对

磺胺甲噁唑浓度作图,均为一直线,测定其对游离酶的

抑制常数 K I 与对酶�底物络合物的抑制常数 K IS分别

为 5. 98、13. 08 mg/ mL.

3 � 讨 � 论

NAGase主要分布在凡纳滨对虾的内脏及虾壳下

的表皮,能催化几丁质的降解和合成,在对虾生长发育

过程中对旧壳的蜕换及新壳的形成起着重要作用
[ 8]

.

我们在已报道过的金属离子、有机溶剂、产物及产物类

似物对凡纳滨对虾 NAGase活力影响[ 9- 12] 的基础上,

进一步研究了抗生素类、喹诺酮类和磺胺类等养殖常

� 图 3 � 磺胺甲噁唑对凡纳滨对虾壳膜 NA G ase 抑制类型

直线 0~ 4 抑制剂浓度分别为 0、0. 05、0. 1、0. 2、

0. 4 mg / mL

F ig . 3 � Inhibitor y ty pes of A cet ylsulfamethox azole o n the

N AG ase o f pr awn ( Litop enaeus v annamei )

用药物对 NA Gase 催化水解动力学的影响, 对 NA�
Gase 在对虾壳膜的催化机理及功能研究、对虾生长过

程的疾病诊控和药物筛选具有重要意义.

实验结果显示, 抗生素类药物青霉素钾、卡那霉素

对酶活力几乎无影响,链霉素对酶有轻微的抑制作用,

浓度为 1 mg / mL 时, 酶相对活力为 96. 06%; 庆大霉

素对 NAGase表现为轻微激活,浓度为 0. 025 mg/ mL

时,酶相对活力为 107. 27%. 凡纳滨对虾 NAGase 的

底物 pNP�NAG属于一类糖类化合物, 卡那霉素、庆大

霉素也都属于一类糖甙类化合物, 但这类抗生素对该

酶都不产生抑制作用, 说明凡纳滨对虾壳膜 NAGase

对该类化合物不具有分解作用.

磺胺类药物中, 磺胺嘧啶与磺胺甲噁唑对酶具有

不同的效果,前者对酶没有影响,而后者产生较强的抑

制,这可能是因为后者的结构中引入了极性很强的甲

氧基,破坏了酶分子中维系构象的次级键,从而导致了

酶活力的下降. 其中,磺胺甲噁唑对酶呈现可逆的混合

型抑制,说明其与游离酶、酶�底物络合物均能结合产
生抑制酶活作用,这种结合不仅影响酶的催化反应还

影响酶与底物的亲和力, 测得其对游离酶的抑制常数

K I 与对酶�底物络合物的抑制常数 K IS分别为 5. 98、

13. 08 m g/ m L, 说明底物的存在对酶活有保护作用.

由于 NAGase与凡纳滨对虾的周期性蜕皮有密切的

关系[ 13] ,因此, 这类药物在生产中使用, 会导致 NA�
Gase 的活力受到抑制,凡纳滨对虾蜕皮受阻.

经过实验研究得出各类药物的使用要根据对虾的

生长状况,尽量避免不合适的用药.对于抗生素类药物

的使用,可选择对虾壳膜 NA Gase 影响不明显的药物

!885!第 6 期 � � � � � � 杜 � 娟等:养殖常用抗菌药物对凡纳滨对虾外壳膜 N�乙酰���D�氨基葡萄糖苷酶活力的影响



投放,以达到保护和治理的目的.该研究有利于指导对

虾的大面积养殖和治理, 防止滥用药物造成的经济损

失.
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Antibacterial Medicines on the Activity of
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Abstract: T he effects of so me antibact er ial medicines on the hydr olysis o f pNP�N AG catalyzed by N�acet yl���D�g lucosaminidase

( N A Gase, EC 3. 2. 1. 52) fr om pr awn ( L itop enaeus vannamei ) w ere studied. T he results indicated t hat no rflox acin and acety lsulfa�

methox azole co uld inhibit the enzyme act ivity in differ ent ex tent, while penicilin, str epto mycin, g ent amicin, kanam ycin and sulfadiazine

had hardly any effects o n the enzyme act ivit y. T he inhibito ry effect o f acety lsulfamethox azo le was the mo st potent. T he value of IC50 ,

the inhibitor co ncentrat ions leading to 50% enzyme activit y lost, was est imated to be 0. 094 mg / mL . T he inhibito ry kinetics o f acety l�

sulfamethox azole o n t he enzyme w as further studied. T he r esults sho wed that acety lsulfamethox azo le w as r eversible inhibitor o f

mix ed�ty pe, and the inhibition constant s K I and K IS w ere deter mined to be 5. 98 mg / mL and 13. 08 mg / mL , respectively .

Key words: L itop enaeus vannamei; N�acet yl���D�g lucosaminidase; antibacteria l medicines; enzyme activit y effects; inhibito ry

mechanism
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