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三统梭子蟹幼体消化酶活力及氨基酸组成的研究
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摘 要 在三沈梭子蟹幼体发育过程中
,

五种消化酶活力表现出三种变化模式
,

其中胃蛋白

酶和类胰蛋白酶活力呈上升趋势
,

而且在蚤状幼体 工期时就较高
,

淀粉酶活力逐渐减小
,

纤维素酶和

脂肪酶活力极微
。

氨基酸含量随幼体发育逐渐增加
。

必需氨基酸中以亮氨酸含量最高
,

色氨酸含量

最低 ;非必需氨基酸中含量最高者为谷氨酸
,

最低者为胧氨酸
。

同时单个必需氨基酸含量与必需氨

基酸总量的比值(刀E)在幼体不同发育阶段略有差异
,

但基本趋于一致
。
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三疵梭子蟹 (Po
r。刀u 钻 忿瓜动己况“勿九“ )广泛分布于我国沿海

,

是重要的经济甲壳动物
。

目前

在三疵梭子蟹的苗种生产过程 中
,

对于人工饵料的配方和合理投饵等方面存在着许多盲目性
,

往往得不到较理想的育苗效果
,

其主要原因是缺少对三疵梭子蟹幼体消化生理和营养需求的

研究
。

本研究旨在通过测定三统梭子蟹幼体消化酶活力及氨基酸组成
,

探讨幼体发育过程中

消化酶活力的变化规律
,

并对氨基酸组成和含量进行分析
,

为幼体消化酶活力的调节机制和营

养需求提供依据
。

1 材料和方法

1
.

1 实验材料

三疵梭子蟹各期幼体
:
蚤状幼体 工期 (2

1
)
、

蚤状幼体 n 期 (几)
、

蚤状幼体 111 期 (乙 )
、

蚤状幼

体W 期 (吞)
、

大眼幼体期 (M )和幼蟹 工期 (c
l
)

,

于 19 % 年 4 月至 5 月取 自乳山市水产养殖公司

对虾育苗场
。

样品低温 (
一 18 ℃)保存待用

。

1
.

2 酶活力测定

样品制备
:
各期幼体分别取 4加mg 左右置于冰浴中

,

加人 10 倍体积(w / V )预冷重蒸水
,

在

玻璃匀浆器中匀浆
,

取部分匀浆液直接测脂肪酶活力
,

剩余部分以 T G L
~

16 G 型冷冻离心机
,

于

0 一 1℃
、

9 仪旧 一 ro 以刀r/ ~ 离心 30 分钟
,

上清液作酶活力测定
。

胃蛋 白酶和类胰蛋 白酶活力测定
:
按刘玉梅等 [ 199 1〕方法

。

测 胃蛋 白酶时
,

加人 0
.

5 % 干

酪素溶液 ZlllL
,

0
.

04 M E D T A
~

N 处0
.

llllL
,

o
.

ZM 柠檬酸缓冲液 (PH
= 3

.

0) 0
.

4 1llL
,

酶液 0
.

4 n 1L
,

加

人重蒸水
,

使总体积为 3
.

sm L
,

混匀 ;置于 37 ℃水浴 中
,

反应 巧 分钟 ;然后加人 30 % 三 氯醋酸

lm L
,

离心
,

取上清液
,

用福林
一
酚试剂测酪氨酸生成

。

在 37 ℃下
,

每分钟水解干酪素所产生

1魄 酪氨酸作为一个酶活力单位(“g / 而n )
。

类胰蛋 白酶活力的测定基本上同胃蛋白酶
,

所用缓
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08
一
08



3 期 潘鲁青
、

王奎琪
:
三疵梭子蟹幼体消化酶活力及氨基酸组成的研究

冲液改为 0
.

05 M 硼砂
一
氢氧化钠缓冲液 (PH

= 9
.

8)
。

淀粉酶活力测定
:
加人用 0

.

肠7M 磷酸缓冲液 (PH
= 6

.

9) 配制的 1%淀粉溶液 。
.

sn止
,

酶液

O
.

sn 1L
,

摇匀 ;置于 25 ℃水浴中
,

保温 3 分钟 ;然后加人 3
,

5
一

二硝基水杨酸指示剂溶液 Zn 1L
,

置

于沸水浴 5 分钟后
,

取出流水冷却
,

定容至 10 In L
,

4卯Iun 处比色测麦芽糖(C1
2 I卜0 11

·

玩O )的含

量
,

在 25 ℃条件下
,

每分钟催化淀粉生成 1傀 麦芽糖作为一个酶活力单位(决挤m in )
。

纤维素酶活力测定
:
加人 0. IM 醋酸缓冲液 (PH

= 4
.

5) 4 m 工
,

0
.

5 % 淡 甲基纤维素钠溶液

lm L
,

酶液 0
.

5 n 1L
,

重蒸水 1
.

5 n 1L
,

置于 40 ℃水浴中糖化 so 分钟 ;取出立即于沸水浴煮沸 巧 分

钟
,

取 11llL 糖化液
,

加人 3
,

5
一

二硝基水杨酸显色剂 3 n 1L
,

于沸水浴煮沸显色 巧 分钟
,

冷却
,

加

重蒸水 6 mL
,

550 lun 处测葡萄糖含量
。

在 40 ℃下
,

每分钟催化纤维素生成 1 魄 葡萄糖作为一

个酶活力单位扭g /
~ )

。

脂肪酶活力测定
:
在 37 ℃水浴中

,

将空 白瓶和样品瓶分别加人 0
.

02 5M 磷酸缓冲液 (PH
=

7
.

5) 5
n 1L

,

聚乙烯醇底物溶液 4 IllL
,

20 % 牛磺胆酸钠溶液 0
.

4 m L
,

酶液 0
.

11llL
,

空 白瓶先加人

95 % 乙醇 巧血L
,

混匀
,

反应 10 分钟 ;然后取 出
,

样品瓶立 即加人 95 % 乙醇 巧n止 ;再加人 1% 酚

酞溶液 0
.

lm L
,

用氢氧化钠标准溶液滴定测脂肪酸含量
。

在 37 ℃条件下
,

每分钟催化产生 1

腼ol 脂肪酸作为一个酶活力单位(阳
。U n五n )

。

酶液蛋白浓度测定
: 以牛血清白蛋 白作标准

,

用双缩脉法测定 [北京大学生物系生物化学

教研室编 19 80 ]
。

1
.

3 氨基酸分析

总氨基酸分析
:
取于 105 ℃烘箱烘干 的样 品 2 0 m g

,

采用梁亚全等 [ 1995 」的盐酸水解法测

定
,

以 6M 盐酸水解
,

样品在 (1 10 士 l) ℃下水解 24 小时
,

然后上机分析
。

色氨酸分析
:
取于 105 ℃烘箱烘干的样品 巧mg

,

加人 6 滴含 5 % 氯化亚锡 的 SM N aC )H 溶

液
,

倒人水解管中至 Z m L
,

然后通人氮气赶出空气后封管
,

置于 (lro 士 l) ℃下水解 20 小时
,

取

出后以 6M 盐酸中和
,

使 PH 值为 6 一 7 ;离心
,

取出上清液 0
.

5 11 止 上机分析
,

此法分析时应注意

加人 H C I溶液并保持于 4℃左右
。

测试仪器
: 日立 835

一

50 型氨基酸自动分析仪
。

2 结果

2
.

1 三疵梭子蟹各期幼体五种消化酶活力变化

在三疵梭子蟹幼体发育过程中
,

各期幼体消化酶活力表现出三种变化模式
。

胃蛋 白酶和

类胰蛋 白酶活力的变化趋势为 Zl ~ 几 逐渐增大
,

且 几 出现一个峰值变化
,

马~ M 维持较低酶

活力
,

至 C l 又上升 ;淀粉酶和纤维素酶活力在 几 达最大值
,

乙一C l 呈下降趋势 ;脂肪酶活力在

马 达最大值
,

入
、

M 酶活力较低
,

到 C : 又增大
。

淀粉酶 / 类胰蛋 白酶活力 (A/ T )比值随着幼体

生长发育逐渐减小
,

Zl 一几 呈明显下降趋势
,

马一M 变化较小
,

到 C l 又显著减小 (图 1)
。

由表 1 看出
,

胃蛋白酶
、

类胰蛋白酶和淀粉酶活力较高
,

而纤维素酶和脂肪酶活力很低
。

类胰蛋白酶比胃蛋白酶活力大
,

约为 1
.

5 一 2
.

8 倍左右 ;淀粉酶活力约为纤维素酶活力 的 70
-

120 倍左右 ;脂肪酶活力与纤维素酶相近
。
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2
.

2 三疵梭子蟹各期幼体氨基酸组

成与含量变化

必需氨基酸
:
必需氨基酸总 量随着三

疵梭子蟹幼体发育逐渐增加
,

但在同一幼

体期不 同发育阶段增 幅较小
,

而不同幼体

期增幅较大 (表 2)
。

必需氨基酸 中含量最

高的为亮氨酸
,

含量最低的为色 氨酸
。

它

们含量的排列顺序为亮氨酸
、

赖 氨酸
、

撷氨

酸
、

异亮氨酸
、

苯丙氨酸
、

苏氨酸
、

蛋氨酸和

色氨酸
。

在 幼体发育过程 中
,

赖 氨酸含量

增幅最大
,

由 1
.

79 % 增加至 2
,

53 %
,

色氨酸

增幅最小
,

由 0
.

21 % 增加至 0
.

29 %
。

必需

氨基酸的 刀E 比值变化较小(表 3 )
。

半必需氨基酸
:
在 两种半 必需氨基酸

中
,

精氨酸含量比较高
,

约为组氨酸含量的

3
.

2 一 4 倍
。

非必需 氨基酸
:
非必需 氨基酸总量 的

变化趋势与必需氨基酸的基本相同
。

其中
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图 1 三疵梭子蟹幼体不同发育期消化酶活力 的变化
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谷氨酸含量最高
,

胧氨酸含量最低
。

在幼体发育过程中
,

非必需氨基酸的增幅以甘氨 酸最高
,

由 1
.

7 %增至 3
.

6 %
,

以胧氨酸最低
,

由 0
.

22 %增至 0
.

39 %
。

表 1 三沈梭子蟹各期幼体消化酶活力的比较

T 别日e I n 犯 c . 朔卿川目扣 过 口犯 截罗川作 . 辉卿此 创五讨伪留 d州此加 , 目 山帕咖娜曰 t or P田女. US 州血加代以以此

发育期 胃蛋白酶 类胰蛋白醉 淀粉醉 纤维素酶 脂肪酶 声丫T 比值

3495田7178铭
1人000000

.

2 7 土 0
.

旧

0
.

45 士 0
.

17

0
.

23 士 0
.

伪
0

.

34 士 0
.

份
0

.

3 1土 0
.

供
0

.

52 士 0
.

11

0
.

阳 士 0
.

肠
0

.

73 士 0
.

2 1

0
.

64 土 0
.

17

0
.

阳 土 0
.

10

0
.

55 土 0
.

16

0
.

8 1 士 0
.

29

0
.

5 1 士 0
.

07
0

.

困 土 0
.

13

0
.

57 士 0
.

劝
0

.

4 1 士 0
.

的
0

.

43 土 0
.

以
0

.

35 土 0
.

肠

0
.

67 士 0
.

以
0

.

7 1 士0
.

份
0

.

52 土 0
.

12

0
.

55 土 0
.

16

0
.

36 土 0
.

仍
0

.

30 士 0
.

田

0
.

功 土 0
.

伪
0

.

69 土 0
.

19

0
.

72 土 0
.

14

0
.

泌
士 0

.

肠
0

.

52 土 0
.

1 1

0
.

79 土 0
.

26

zl几凡乙MCI

注 :酶的活力以比活力表示
,

即活力单位 / mg 蛋白(U/ mg 蛋白 )
,

其中纤维素酶为表中数值
x 10

“ 2活力单位 / mg 蛋白
,

脂

肪酶为
x lo

“ 2活力单位 / mg 蛋白
。

A / T 比值为淀粉酶 / 类胰蛋白酶活力
。

表中数值以三次实验数据的标准差表示

3 讨论

在三疵梭子蟹的个体发育过程中
,

各期幼体的消化酶活力有差异
,

表现出三种变化模式
,

其中胃蛋白酶
、

类胰蛋 白酶和脂肪酶活力的变化趋势与 L Ov ett 和 Fl der 【1侧关)」在 白对虾 (Pe
-

~ 。 se 咖二 )和汤 鸿等【199 5」在锯缘青蟹 ( &洲勿 韶刀u 协 ) 中的测定结果类似
,

而淀粉酶和纤

维素酶活力的变化模式与刘玉梅等【1卯l] 在 中国对虾 ( Pe
~

汰动 c璐is ) 中得到的结果相 近
,

由此表明不 同消化酶有各 自的调节机制
,

也说明不 同甲壳动物幼体消化酶有各自的调节体系
。

甲壳动物幼体消化酶活力变化与幼体生长发育不同阶段的新陈代谢水平有关
,

而幼体的

生长发育是伴随摄食数量的增多
、

营养物质消化吸收率增高和营养物质积累的增多而实现的
。
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完成这些复杂的过程需要有一个与之相适应的生理消化功能
。

据 E滋m 出卫din 等【l卯4」报道虾

类幼体不同发育期消化酶活力变化与虾的食性相一致
。

因此
,

在三疵梭子蟹幼体发育过程 中
,

五种消化酶活力变化反映了幼体的食性和营养需求
。

胃蛋白酶和类胰蛋 白酶活力在 Zl 就较

高
,

在 几 出现明显跃升
,

几一Cl 酶活力呈上升趋势 ;淀粉酶活力在 几 出现一个峰值
,

之后呈下

降趋势
,

由此表 明三疵梭子蟹在整个幼体发育过程中均为肉食性或以肉食性为主
。

因此
,

在三

扰梭子蟹苗种生产中
,

投饵种类应以动物性饵料和含蛋白质高的饵料为主
,

在蚤状幼体前期可

投喂少量单细胞藻类
,

以满足幼体的食性要求和营养需求
,

提高幼体的成活率
。

表 2 三庆梭子蟹各期幼体的氨基酸组成

飞知加e Z 飞、巴 . 即因伪犯 or al ‘加 傲犯 d州吨 肠口日血W幻碑业蛆 才 尸协血朋
‘ 酬址加代“如物 (叫岁1加mg )

氨基酸
发育期

乙 乙 乙 入 M cl

4817459427615329267749.33273219印533999以61朋l.么住L么L么0-东住2.19段L乐乳L0.0.象L3536男408716591526077136叨韶1967327830918145闭LL住L2.L乙0.段0.么16么L生2.1.0.0.2.L31
.6125813261份48圈2474571721791031011623肠75?

10LL住L2.l.L氏么住么15么1.4.2.1.0.0.么0.28.24肠供汾印男46田刀71611041功00a773兜沮肠3178汤10LL0.LLLL仪132.0.2.2.L4.L0.0.0.2.0.26勇肠613158男417921份乳00.7727兜巴7072228131印规9.LL住1.LLL住么住么12么0.3.L0.0.0.么住25必需氨基酸总量

苏氨酸

绷氨酸

蛋氨酸

异亮氨酸

亮氨酸
苯丙氨酸

赖氨酸

色氨酸

半必需氨基酸总量
组氨酸

精氨酸

非必需氨基酸总量

天门冬氨酸

丝氨酸

谷氨酸

甘氨酸
丙氨酸

胧氨酸

酪氨酸

脯氨酸

氨

氨基酸总量

10
.

85
1

.

2 7

1
.

田
0

.

3 1

1
.

6 1

2 10

1
.

50
1

.

男
0 24

2
.

肠
0

.

64
2

.

22
15

.

印
2

.

8 1

1
.

13

4
.

乳
2

.

18

1
.

04
0

.

26
0 85
2

.

69
1

.

32

29
.

2 1

1 1 73 12
.

74

表 3 三庆梭子蟹各期幼体 可E 比值的比较

飞恤U e 3 n 祀 。阴刃洲n 曰叮】 of 灯E d州吨 】田, 目 d e Ve IOI 卿以, t of P田公. u s 州比加咒以谊us

氨基酸

苏氨酸

缴氨酸

蛋氨酸

异亮氨酸

亮氨酸

苯丙氨酸

赖氨酸

色氮酸

组氨酸

精氨酸

发育期

9 1 9

13
.

1 1

2
.

70
12 皿
14

.

印
10

.

74

14
.

53

1
.

76
4

.

田
15

.

95

9
.

25

13
.

宝玉

2
.

8 1

12
.

13

14
.

19

10
.

《万

15
.

8 1

1 8 1

4
.

8 1

15
.

3 1

2671267432男156775.19从13么n巧1014L生16蠢�24D����姗器花.6616

⋯36
周7071刀叭12么1215n13L生1638筋47.61邓乃.29阴31那12128.2.15n14L4.16

注 :

刀E 比值为单个必需氨基酸含量/ 必需氨基酸与半必需氨基酸含量之和 的百分数

三疵梭子蟹幼体具有两种糖类水解酶
:
淀粉酶和纤维素酶

,

而且淀粉酶活力较高
,

这与幼
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体的食性似乎不符
。

H IIC he 和 劫ge r「198 7〕认为高的淀粉酶活力不是对食物生化组成的反应
,

而可能是祖先部分草食性幼体系统发育的残余
。

笔者也赞同这一观点
。

甲壳动物能否产生纤

维素酶 目前尚有争议
。

据于书坤和张树荣【1986 〕的报道在肉食性甲壳动物 中
,

纤维素酶是退

化的痕迹
,

毫无功能
。

实验还表明
,

三疵梭子蟹幼体脂肪酶活力很低
。

这可能因为反应条件不是最适或方法不

够灵敏 ;也可能是生物本身脂肪酶活力很低甚至无
,

而以醋酶消化脂类
。

B 即叱r 和 H加刘m 朋d

【19 70 )发现在测试的许多无脊椎动物 中
,

只有一半种类具有脂肪酶活力
,

但全部具有醋酶活

力
。

在甲壳动物幼体发育过程中
,

幼体消化酶活力变化复杂
,

许多学者试图建立一个划分幼体

食性和营养状态的标准
。

Bi es iot 和 。p uzzo 【1卿」提出采用淀粉酶 / 蛋白酶活力 (刀P)比值或

淀粉酶 / 类胰蛋白酶活力 (刀T )比值作为营养状态指标来指导投饵
,

比值高则为植物食性或偏

植物食性
,

比值低则为 肉食性或偏肉食性
。

本文所测定三庆梭子蟹幼体的 声/ T 比值呈 明显下

降趋势
,

说明三沈梭子蟹在整个幼体发育过程中为肉食性或偏肉食性
。

在三疵梭子蟹幼体发育过程中
,

氨基酸含量呈上升趋势
,

如氨基酸总量 由 Zl 的 25
.

3 %
,

到

c l 增至 35
.

33 % ;必需氨基酸由 9
.

9 % 增至 12
.

74 %
,

这表明在幼体变态发育 中
,

由于各种组织

和器官的不断形成和生长
,

蛋白质合成也随着迅速增加
。

这一结果与刘玉梅等【199 1」在中国

对虾幼体中得到的结果相似
。

在必需氨基酸中以亮氨酸含量最高
,

色氨酸含量最低 ;半必需氨

基酸中以精氨酸含量最高 ;非必需氨基酸中含量最高的为谷氨酸
,

最低的为胧氨酸
,

这与陈立

侨等「199 4」对中华绒赘蟹 (肠艺优he ir
。

诚。is )蟹种 的分析结果类似
。

目前大家公认作为饵料的

蛋白质其氨基酸组成及含量等方面与动物体本身相似者可被认为是最佳的饵料〔楼伟风等

1989 ]
,

因此研究三疵梭子蟹幼体的氨基酸组成不仅为幼体的营养需求与营养生理研究奠定理

论基础
,

也为人工饵料的配方提供科学依据
。

实验还表明
,

三疵梭子蟹在整个幼体发育过程中
,

氨基酸含量 的多少与增幅大小并不一

致
,

即总量最高 的氨基酸并非增幅最大者
。

如必需氨基酸中亮氨酸含量最高
,

而增幅最大的为

赖氨酸 ;非必需氨基酸中含量最高者为谷氨酸
,

而增幅最大的为甘氨酸
。

同时单个必需氨基酸

含量与必需氨基酸总量的 比值(刀E )在幼体不 同发育期基本趋于一致
,

如亮氨酸的 刀E 比值

在 14
.

19 一
15

.

85 之间
,

这表明不同必需氨基酸之间存在着一种相对稳定 的比例关系
,

这种 比

例不会因个体发育及氨基酸总量的增长而受影响
。

本研究系青岛海洋大学青年科学基金资助项 目
。
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