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温度和 pH 对南美自对虾主要消化酶活性的影响

黄燕华，王国霞，刘襄河，周 哗，程军德

(珠海市农业科学研究中心，广东珠海 519070)

摘要:通过改变酶反应温度和 pH ，分析了南美自对虾蛋白酶、脂肪酶和淀粉酶活性的变化.结果表明，胃、肝膜脏、

肠道脂肪酶的最适温度分别为 50 、30 、40 "c ，淀粉酶的最适温度均为 30 "c ，蛋白酶的最适 pH 分别为 6.0 、6.0 ，7.5 ，

脂肪酶的最适 pH 均为 7.0 ，淀粉酶的最iè pH 分别为 6.0 、7.0 、 6.5. 说明脂肪酶在中性时活力最高，淀粉酶在中性

偏酸性时活力最高，蛋白酶在胃和肝膜脏偏酸性、在肠道中性偏碱性时活力最高在一定温度和 pH 范围内，脂肪酶、

淀粉酶的活力均呈先上升后下降的趋势
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Effects of Temperature and pH on Activities of 

Digestive Enzymes in Penaeus vαnnamei 
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Abstract:The effects of different temperature and pH on activities of three digestive enzymes in Penαeus 

uαnnαmei were examined. In stomach , hepatopancreas and intestine , the optimal temperature for lipase 

were 50 ,30 ,40 "C, respectively and for amylase were all 30 "C. In stomach , hepatopancreas and intes­

tine , the optimal pH for protease were 6. 0 ,6. 0 ,7. 0 , respectively at water temperature of 40 "C, that for 

amylase were 6. 0 ,7. 0 ,6. 5 , and that for lipase were all 7. o. The results indicated that protease was con­

ductive to weak acidic condition in stomach and hepatopancreas and to weak alkaline condition in intes­

tine , lipase was conductive to neutral condition and amylase to acidic condition. The activities of lipase 

and amylase increased , then decreased within the test temperature or pH range. 
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南美白对虾 Penaeω vannme~ 于 1988 年引人我

国，因其具有对水环境抗逆能力强、营养要求低、生

长速度快

病力强等优点，成为世界养殖三大虾种之一.目前，

关于南美白对虾的研究主要集中在人工繁育和病害

防治等方面[ 1.3] 对其消化酶的研究报道较少，常见

的有关于南美白对虾幼体和仔虾[4.5] 消化酶的研究.

本文研究了温度和 pH 对南美白对虾胃、肝膜脏、肠

道主要消化酶活力的影响，为南美白对虾的消化生

收稿日期 :2008-01-08

理和饲料配制提供基础数据和理论依据，也为其人

工饲料中添加酸化剂和外源酶制剂等提供参考.

1 材料与方法

1. 1 试验材料与酶液样晶制备

试验虾来源于珠海市农业科学研究中心斗门区

养殖示范推广基地，属于人工淡化养殖种类，其体长

8. 5 - 10. 5 cm ，体质量 4.7 -7.3 g. 对虾运回实验室

禁食暂养 24 h 后用于试验.
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随机选取 50 尾虾，将活虾置于冰盘内玻璃平面

皿上解剖，并将 50 尾虾的胃、肠道和肝膜脏分别混

合，用 pH 计测 pH，再用预冷超纯水(4 "c ,pH7. 0) 清

洗胃、肠道内容物，滤纸吸干表面水分后分别称质

量.将胃、肝膜脏、肠道样本，按其质量分别加人 10

倍体积(m/V) 预冷超纯水(4 "c , pH7. 0 ) ，用玻璃匀

浆器在冰浴中匀浆，取部分匀浆液直接用于测定脂

色法(DNS 法) [7]测定鲜活组织内的淀粉酶活力.定

义在一定温度和 pH 条件下，该测定体系水解淀粉每

分钟产生 1 mg 麦芽糖所需的酶量为 1 个淀粉酶活力

单位(U/g) . 

1.2.3 脂肪酶活力测定 按聚乙烯醇橄榄油乳化

液水解法[8] 测定鲜活组织内的脂肪酶活力.定义在

一定温度和 pH 条件下，该测定体系水解脂肪每分钟

肪酶活力，其余部分以 5000 r/min ,4 "c离JL' 10 min , 产生 lμmol 脂肪酸所需的酶量为 1 个脂肪酶活力单

然后取上清液(即酶粗提取液)用于测定蛋白酶和淀 位(U/g) . 

粉酶活力，立即置- 20 "c冰箱中备用1. 2. 4 数据处理 结果用平均值±标准误表示，用

1. 2 方法

用 pH 计对消化道各部位的 pH 进行测定.根据

测得消化道各部位的 pH 来设定 pH 范围，以 pHO.5 高

为 1 个梯度.采用拧穰酸-拧朦酸铀缓冲液和磷酸 -

氢二铀-磷酸二氢纳缓冲液，分别在各测定 pH 下、

设定不同温度 (20 - 60 "C)测酶活力来确定最适温

度.温度 40 "c时，设不同 pH 测定酶活力，酶活力最

高的为最适 pH.

1.2.1 蛋白酶活力测定 按 Folin -酣法[6] 测定鲜

活组织内的蛋白酶活力.定义在一定温度和 pH 条

件下，该测定体系水解酷蛋白每分钟产生 l 问醋氨

酸所需的酶量为 1 个蛋白酶活力单位(U/g) . 

SPSSl l. 5 中 ANOVA 进行方差分析 ， LSD 法进行多

重比较.

结果与分析

2.1 温度对蛋白酶、脂肪酶和淀粉酶活力的影晌

由表 1 知，在一定温度范围内，不同部位的脂肪

酶和淀粉酶活力均呈先上升后下降的趋势，而蛋白

酶活力持续升高，没有出现拐点.胃、肝膜脏和肠道

脂肪酶的最适温度分别为 50 、 30 和 40 "c ;胃、肝膜

脏和肠道淀粉酶的最适作用温度均为 30 "C.不同部

位的 3 种酶活力比较，不同温度时，蛋白酶活力的变

化最大;同一温度条件下，蛋白酶活力为肝膜脏显著

1. 2. 2 淀粉酶活力测定按 3 ， 5 一二硝基水杨酸显 大于胃，胃大于肠道.

表 1 温度对蛋白酶、脂肪酶和淀粉酶活力的影晌1)

Tab. 1 The effects of temperat盯e on the activities of protease , lipase and amylase 

(主:t SE ， π=3) 

器官
pH 

蛋白酶活力 脂肪酶活力 淀粉酶活力
t/ 't: 

protease activity/ (U . g -1 ) arnylase activity/ (U . g > 1 ) lipase activity/ (U . g -1 ) 

20 96.58 :t 6. 98A 33.72 :t 12. 26a 65.22 :t 0. 52 bBC 

30 285.97 :t 3. 76B 35.25 :t 7.66a 75.11 :t 3. 32 cD 

40 608.30 :t 2. 51C 30.65 :t Oa 73.99 :t 0. 53 cCD 

50 1 626.74 :t 18. 98D 61. 31 :t Ob 63.83 :t 0.19 bB 

60 1 776.01 :t 6. 21E 27.03 :t 4 .49a 45.73 :t 2. 84 aA 

20 1216.60 :t 45.07A 45.23 :t 4.97 aA 108.79 :t 1. 47 cC 

30 2307.78 :t 92.91B 110.32 :t 7.88 cB 112. 10 :t 1. 77 cC 

40 4 808.72 :t 27. l3C 104.22 :t 6. l3 cB 108. 68 :t 1. 46 cC 

50 7 524. l3 :t 69. 53D 78.80 :t 15. 76 bcAB 63.83 :t 0. 19 bB 

60 8 341. 89 :t OE 50.22 :t 4.94 abA 26.31 :t 0.87 aA 

20 90.58 :t 3. 09A 22.99 :t 7.66 abAB 19.23 :t 0. 79 bAB 

30 175.70 :t 4. 16B 45.27 :t 14.62 bcAB 30.37 :t 0. 88 dC 

40 412.64 :t 1l. 15C 122.61 :t 0 dC 23.80 :t 0. 88 cB 

50 708.57 :t 12. 86D 68.97 :t 15.33 cBC 22.52 :t 0.89 cB 

60 785.05 :t 9. 20E OaA 15.64 :t 0. 55 aA 

n­
a

一叫
一
胃

5.5 

stomach 

肝膜脏 7.0 

hepatopancreas 

肠道 7.5 

lntestme 

1 )以鲜活组织测定;同一部位的同列数据后小写字母不同者，示差异显著(P <0. 05); 大写字母不同者，示差异极显著(P < 

0.01 ) 
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2.2 3 种消化酶反应的温度系数(QI0 ) 表 2 3 种消化酶反应的温度系数 ( Q10) 

从表 2 知，肝膜脏、肠蛋白酶和肠脂肪酶的 Q10 Tab. 2 Tbe temperature quotient (Q 10 ) of protease , lipase 

(矶。 =[(t+ lO)"C 时的酶活力] /t "c时的酶活力)随
and amylase 

温度的升高是先升高后下降，除肠道外，胃和肝膜脏 消化酶种类
QlO 

t/ 'C 胃 肝膜脏 肠道
淀粉酶反应的矶。均随温度的升高而下降，但不同组 digestive enzyme 

stomach hepatopancreas intestine 
织中各种酶的矶。有差异.各种酶活力的上升幅度不 蛋白酶 20 -30 2.96 1. 90 1. 94 

同，以矶。为指标.在 20 - 60 "c时，不同组织蛋白酶 protease 30 -40 2.13 2.08 2.35 
40 -50 2.67 1. 56 1. 72 

的。10 > 1 ;不同组织的淀粉酶矶。在 20 - 30 "c时 ， Q 1O 50 -60 1. 09 1. 11 1. 11 

> 1 ,30 -60 "c时 ， Q1O<l. 脂肪酶 20 -30 1. 05 2.44 1. 97 

2.3 pH 对蛋白酶、脂肪酶和淀粉酶活力的影晌 lipase 30 -40 0.87 0.94 2. 71 

从表 3 知，在一定 pH 范围内，除肝膜脏蛋白酶 40 -50 2.00 O. 76 0.56 

50 -60 0.44 0.64 。
外，不同部位的蛋白酶、脂肪酶和淀粉酶的活力基本

均呈先上升后下降的趋势;不同的消化酶具有不同
淀粉酶 20 -30 1. 15 1. 03 1. 58 

amylase 30 -40 0.99 0.97 0.78 
的最适 pH，且不同部位的同一消化酶活力也有差 40 -50 0.86 0.59 0.95 

异.胃、肝膜脏和肠道蛋白酶的适宜pH分别为5.5 50 -60 0.72 0.41 0.69 

表 3 pH 对蛋白酶、脂肪酶和提粉酶活力的影晌1) (t=40 "C) 

Tab. 3 Tbe effects of pH on the activities of protease , lipase and amylase 

器官 organ pH 
蛋白酶活力 脂肪酶活力 淀粉酶活力

protease/ (U . g -1 ) lipase/( U . g-l) amylase/( U . g-l) 

胃 stomach 3.0 70.24 :t 6.64 aA 6.49 :t O. 08 aA 

3.5 89.05 :t 8. 78 aA 7.53 :t 0.96 aA 

4.0 234. 54 :t 11. 15 bB 17.55 :t 1. 68 bB 

4.5 233.29 :t 0 bB 47.20 :t 0.57 cC 

5.0 252. 10 :t 3. 76 bBC 71. 64 :t O. 33 dD 

5.5 278.44 :t 3. 76 cCD 90.95 :t 0.08 fE 
6.0 287.85 :t 1. 89 cD 15.33 :t 3. 07 bB 100.96 :t 1. 60 gF 

6.5 246. 54 :t 1. 68 bBC 39.85 :t 3. 07 dC 86.62 :t 1. 52 eE 

7.0 240.02 :t 5.82 bB 91. 96 :t 0 eD 89.27 :t 1. 77 efE 
7.5 30.65 :t 0 cC 71. 64 :t O. 97 dD 

8.0 12.26 :t 0 bB 48.08 :t 0.16 cC 

8.5 OaA 

肝膜脏 hepatopancreas 6.0 677.28 :t 5.75 cB 30.65 :t 0 bA 43.03 :t O. 40 deD 

6.5 668.51 :t 1. 25 bcAB 98.09 :t 6.13 dC 44.71 :t O.l eD 

7.0 672.27 :t 4. 52 cAB 104.22 :t 6.13 dC 45.03 :t O. 16 eD 

7.5 655. 96 :t 1. 25 aA 58.25 :t 3. 07 cB 42.15 :t 0.16 dD 

8.0 677.28 :t 0 cB 21. 46 :t 3. 07 abA 35.74 :t 1. 61 cC 

8.5 660.35 土 1.88 abAB 12.26 :t 0 aA 31. 17 :t O. 08 bB 

9.0 658.47 :t 0 abA 26.76 :t 0.16 aA 

肠道 intestine 6.0 116. 11 :t 5. 06 aA o aA 28.05 :t O.17 eE 

6.5 124.88 :t 7.48 abAB 21. 46 :t 3. 07 cdBC 30.05 :t O. 72 fE 

7.0 134.93 :t 3. 31 bBC 122.61 :t 0 eD 29.41 :t O. 40 efE 

7.5 184.92 :t 3. 30 dD 26.06 :t 1. 54 dC 23.48 :t O.24 dD 

8.0 147.75 :t 1. 43 cC 18.40 :t 3. 07 bcBC 17.07 :t O.08 cC 

8.5 137.26 土 0.78 bcBC 12.26 :t 0 bB 12.82 :t O. 64 bB 

9.0 133. 49 :t 2. 79 bABC 10.10 :t O. 32 aA 

1)以鲜活组织测定;同一部位的同列数据后小写字母不同者，示差异显著(P <0. 05); 大写字母不同者，示差异极显著(P < 

0.01) 
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-6.0 ,6.0 -7.0 和 7.5; 胃、肠脂肪酶的均为 7.0 ，而

肝膜脏的为 6.5 -7.0; 胃淀粉酶的为 6.0 ，肝膜脏、肠

淀粉酶的均为 6.5 -7. O. 

3 讨论

本试验中淀粉酶和肝膜脏、肠脂肪酶的最适温

度与吴垠等[9] 对中国对虾 Fenneropenaeus chinens白、

日本对虾 Mαrs叩enae旧 jαpomαLS 及沈文英等μ0] 对南

美白对虾的研究结果相吻合.蛋白酶的最适温度在

本研究范围 20 - 60 "c未出现，沈文英等[叫的结果为

50 - 65 "c ，高于吴垠等[9] 和 Maugle[l1]报道的中国对

虾、日本对虾蛋白酶最适温度分别为 45 -55 、40 -55 

和 47 、40 "C.可见，南美白对虾蛋白酶的最适温度高

于中国对虾和日本对虾，可能是由于其适宜生长在

水温较高的水域所致.南美白对虾的最佳生长水温

为 23~28 ℃ [1] ， 3 种消化酶的最适温度均高于或接

近最佳生长温度，尤其是蛋白酶.比较消化酶的最适

温度与环境温度，水体环境的温度一般都比酶作用

的最适温度低，目前所研究的鱼虾基本都存在这种

现象.消化酶最适温度的测定是在试验规定的反应

时间条件下进行的，而实际虾体内酶作用的时间要

长得多，因此最适温度只在一定条件下才具有意义，

但在一定程度上却反映了消化酶的耐热性和温度对

消化酶活力的影响规律.本试验中不同消化部位蛋

白酶活力随温度的变化变异幅度极大，与吴垠等[9]

报道的结果类似.另外，在酶活定义一致的条件下，

本文不同组织中的蛋白酶、脂肪酶和淀粉酶活力大

于沈文英等[10]报道的南美白对虾酶活力结果，可能

与粗酶液的制备条件、对虾规格和生长环境等不同

有关.

肠道后，活力迅速下降，这与刘玉梅等问]、潘鲁青

等[7] 和许培玉等[归]报道的主要消化酶活性研究的

结果基本一致，而 Dask 等[14] 研究发现，肝膜脏主要

分泌蛋白酶原，其蛋白酶活力微弱或几乎没有，而肠

道分泌肠激酶，能激活蛋白酶原，共同促进肠道对食

物蛋白质的消化吸收，梅景良等[臼]对黑铜 Spαm

mαcroce phα阳体内蛋白酶活力的研究有类似的报

道.这些差异说明甲壳类与鱼类消化酶的分泌机制

不同，同时也说明甲壳动物分类地位相近的种类的

消化酶活力规律类似.

南美白对虾脂肪酶的活力较低，与一些学者在

其他甲壳类动物中得到的结果一致.沈文英等[ 10] 报

道南美白对虾脂肪酶最适 pH 均为 7.7 ，为弱碱性.

本文南美白对虾肝膜脏和肠的蛋白酶、脂肪酶的最

适 pH 均偏碱性，说明偏碱性条件有利于蛋白酶、脂

肪酶活力的发挥，这可能与南美白对虾适宜生长在

pH 为 8.0 - 9.0 的偏碱性水环境有关.

大多数甲壳类动物淀粉酶的最适 pH 偏酸性，在

pH 为 5 -7 范围内[叫.本文淀粉酶的适宜 pH 范围

为 6.0 -7.0 ，偏酸性，与南美白对虾消化道内的 pH

范围保持基本一致.李广丽等[17] 对中华绒荤蟹 Eri­

ocheir si阴阳u 淀粉酶活性测定，表明河蟹淀粉酶在偏

酸性的情况下活性最高.于书坤[四]报道中国对虾淀

粉酶的最适 pH 为 5.0 -6.0 ，本试验进一步证实了淀

粉酶在偏酸性条件下活性较高.
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目的基因的重组子和缺失部分基因的竞争质粒采用

同一对引物进行扩增时，出现扩增片段上大小差异

的 2 个分子，通过二者的拷贝数比值与初始时相应

目的基因加人的分子数间的相关性，构建标准竞争

曲线和直线回归方程，进而采用曲线及方程对含有

目的基因的样品与缺失部分基因的竞争质粒间竞争

结果计算出含目的基因样品的模板含量.与实时定

量 PCR 相比，该方法经济、方便且不需要高端设备，

更适合拥有常规 PCR 仪且需对靶基因的定量分析.

根据 qc-PCR 采用的竞争模板不同又可分为

DNA 或 RNA 模板两类[9 叫.采用 RNA 作为竞争模

板虽然兼顾反转录效率对试验的影响，但难以确定

竞争模板的稀释范围.据相关研究结果，即便采用

RNA 作为竞争模板也难保证扩增效率一致，因为对

于来自 SP6 、1'7或T3 RNA 聚合酶体外转录获得的

RNA，除了要完全消化掉线性化的模板 DNA 外，一

些未能完全转录的大小不一且占较高比例 RNA ，对

于真正起到竞争作用的 RNA 存在一定程度的干扰，

进而影响试验结果的可信度[9-10] 本研究采用 DNA

作为竞争模板，尽管存在忽略反转录效率对构建曲线

的影响之不足，但因其稳定、操作简单、容易确定竞争

模板的稀释范围等优点而显示出较好的应用前景.
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