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三角帆蚌外套膜碱性磷酸酶与钙代谢的关系

施志仪，李勇，谢先中

(上海水产大学生物技术研究中心，上海 200090) 

摘 要:利用切片染色确定了碱性磷酸酶在三角帆蚌外套膜中主要分布在秸膜层。在培养的细胞中分别加入

碱性磷酸酶激活剂、抑制剂和放线菌目同，并用原子吸收光谱仪检测钙离子的含量和碱性磷酸酶的活力，结果表

明:当加入碱性磷酸酶激活剂时，其活力升高，钙离子浓度升高;而加入抑制剂时，其活力降低，钙离子浓度相

应下降;加入放线菌酬时，碱性磷酸酶和钙离子浓度开始升高，后来下降，其结果与蛋白质抑制剂的作用相一

致，综合上述结果，表明兰角帆蚌外套膜的碱性磷酸酶有促进钙代谢的作用。
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Relations between alkalinity phosphatase and calcium 
metabolism in mantle of Hyriopsis cumingii 

SHI Zhi-yi , LI Yong , XIE Xian-zhong 

(Research Center 01 Biotechnology , Shanghai Fisheries Univers时 ， Shanghai 200090 , China) 

Abstract: In this paper , alkalinity phosphatase ( ALP) distribution in mantle of Hyriopsis cumingii is defined 

by carring out the tissue slice and dyeing using the calcium-cobalt law. The mantle cells of Hyriopsis cumingii 

is cultured by adding the ALP inhibitor , the activating agent and the protein inhibitor-cycloheximid , then the 

concentration of calcium ion and the ALP activity are measured by using atomic absorption spectrometry. The 

results show that the activity of ALP and the concentration of calcium ion both rise when the activating agent 

was added; while both of them decline when the inhibitor was added , and after cycloheximid was added , they 

increase at first , then decline. It proved that ALP in mantle of Hyriopsis cumingii accelerates calcium 

metabolism. 

Key words: Hyriopsis cumingii; alkalinity phosphatase ( ALP ); calcium metabolism; activating agent; 

inhibitor 

贝壳和珍珠都是贝类进行钙代谢后最终以碳酸钙结晶形式沉积而成的，珍珠主要在贝类的外套膜

和内脏团附近的囊袋中形成，而贝壳则是由外套膜分泌物形成的。因此，研究贝类钙质的沉积，特别是

外套膜组织的钙质沉积，对进一步阐明贝壳以及珍珠形成机理，提高优质珠的产量都有重要意义[1] 。

碱性磷酸酶(EC 3. 1. 3. 1 ) (alkalinity phosphatase , ALP) 是一种分解单磷酸醋的水解酶，同时它的活

性中心又是包含了两个怦离子和→个镜离子的典型的金属酶。 ALP 主要位于细胞膜上，它通过一个磷
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醋酷多糖肌醇( GPI)的侧链连接在细胞的外表面[2]O 目前 ALP 的研究在人类临床医学方面有很多报

道，研究认为，ALP 是牙齿和骨髓等硬组织形成、代谢和再生过程的重要矿化酶，组织化学研究表明，骨

组织发生钙化的部位有 ALP 活性，该酶的出现先于钙化的发生，而钙化发生后， ALP 迅速消失，说明

ALP 与钙化过程有关[3] 。在水产方面，关于 ALP 的研究主要是集中在它的分布和性质，而关于它与钙

代谢的关系还鲜有报道，本文旨在这方面作一探索。

1 材料与方法

1. 1 试验材料与试验仪器

1. 1. 1 试验材料来源

本试验采用的兰角帆蚌(H岛y严n叩O叩p血 CαωuωL矿r叩7

养殖基地提供，在小型玻璃水族缸(4咽o cm x3到o cm x2却o cm) 中暂养，所用的暂养水都是双蒸7水rj(，并调整水

中钙的最终浓度为 30 mg/Lo O 

1.1. 2 试验材料与试剂

CO2 恒温细胞培养箱 (Napco Model6100) 、显微镜 (Olympus BH-2) 、原子吸收光谱仪 (GBC 932 

plus) 均为上海水产大学生物技术研究中心提供。

左旋咪瞠和 MgC12 试剂购于上海生工生物工程技术服务有限公司;放线菌酣购于北京楚和霞光生
物技术发展中心 jALP 测定试剂盒购于南京建成生物研究所。

1. 2 试验方法

1. 2.1 外套膜细胞的培养

取几只健康，活力强的小蚌，用手术刀切开小蚌闭壳肌，用元菌蒸t留水反复冲洗外套膜，用撕裂法分

离出外套膜外表皮，并将其剪成 1 m旷的小片，于 0.259毛的膜酶中 37 "c消化 30 min ，用 300 目的绢网

滤去余下的碎片。用血球计数板对细胞悬液进行计数，调整细胞数至 5 X 105/mL - 1 x 106/mL ，置于

25 "c CO2 恒温细胞培养箱培养。
1. 2. 2 切片和染色

取三角帆蚌外套膜外表皮，于甲醒中固定，梯度酒精脱水，二甲苯透明，石蜡包埋，做连续切片，厚度

6μm ，常规 HE 染色。组织化学染色过程如下:切片脱蜡至水后人孵育液(3%β甘油磷酸纳溶液 +2%

巴比妥饷溶液 +2%氯化钙(无水)榕液 +2%硫酸镇溶液+双蒸水) 37 "c 10 h 后洗净，然后 2%硝酸钻

37 "C 5 min ，流水洗净后放到 2%硫化镀洛液中 2 min ，最后透明，封片。阴性对照除 3% 萨甘油磷酸饷溶

液以双蒸水替代之外，其余步骤均同试验组同步进行。

1. 2. 3 钙离子浓度的测定(紫外原子吸收测钙法)

配置钙离子的标准浓度，分别是 25 mg/L , 50 mg/L , 75 mg/L , 100 mg/L , 125 mg/L ，在 422 nm 处测

定钙离子不同浓度的原子吸收值，并做出标准曲线。样品的钙离子浓度直接从标准曲线上算出。

取三角帆蚌外套膜细胞，分为 3 组 :ALP 激活剂组(Mg2 + )并设 2 个浓度(高浓度组 :3 g/100 mL 和

低浓度组 :2 g/100 mL) 、ALP 抑制剂组(左旋咪瞠)并设 2 个浓度(高浓度组: 3.3 g/100 mL 和低浓度

组 :2 g/100 mL) 和正常组，在培养不同的时间 (1 d ,3 d , 10 d 、 15 d) 后测定钙离子浓度。在测定钙离子

浓度时，每组取三瓶细胞，调整细胞的数量，每瓶的细胞调整在 60 x 106/mL 左右，把细胞培养液倒出，

并把细胞破碎，加 5 mL 浓硫酸，加热消化，直至溶液透明为止，加双蒸水定容至 25 mL ，在 422 nm 处测

定钙离子浓度和 ALP 的活力(方法如下) ，取其平均值。

按上述方法培养细胞，加人蛋白抑制剂 放线菌目同 (20 mg/L) ，并设相应对照组，在培养不同的时

间(1 d ,3 d , 10 d 、 15 d) 按上述方法处理细胞后测定钙离子浓度和 ALP 的活力(方法如下) ，取其平均

值。
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1. 2. 4 碱性磷酸酶活力的测定

取上述方法细胞并用 0.9% 的生理盐水制成 10% 的匀液， 1500 r/min 离心 10 min ，留取土清液。把

上清液用生理盐水 1: 9 配成样品，加考马思亮兰 595 nm 紫外分光光度计测定样品的吸光值，并计算蛋

白含量;样品加 ALP 显色剂 520 nm 测定样品的吸光值，并计算其 ALP 活力，取其平均值。

计算公式:

样品中蛋白含量(gprot/L) =测定管吸光值/标准管吸光值 x 0.615 (gprot/L) 

碱性磷酸酶(U/gprot) =测定管吸光值/标准管吸光值×标准管含酣量(0.003 mg) 7 样品中蛋白含

量

钙含量( mmoV gprot) =测定管吸光值/标准管吸光值×标准管浓度 (2.5 mmoVL) 7 样品中蛋白含

量( gprot/L) 

取 1 龄的三角帆蚌分别在不同的温度下暂养。从不同温度暂养的的水体中分别取四只重量基本相

同的三角帆蚌，处死并取其外套膜组织块，称重，放在研磨器中研磨，用 0.9% 的生理盐水制成 10% 的匀

浆， 1 500 r/min 离心 10 min，留取上清液。根据上述方法测量活体三角帆蚌外套膜中的 ALP 的活力，并

用紫外原子吸收测钙法测定其钙离子浓度，取其平均值。

2 结果与分析

2.1 三角帆蚌外套膜组织学特点

兰角帆蚌的外套膜区是主要插核的地方，其前段比较厚是插核的主要区域。同其它动物类似，外套

膜外表皮分黠膜层，站膜下层，肌肉层和浆膜。素占膜层(图版- 1 、2 中 a) 主要由柱状或圆形的杯状细胞

构成，其中含有一些游离细胞。柱状杯状细胞排列整齐且连续，而圆形的杯状细胞在有些地方聚集成

团，很不规则。固有层和结膜下层分界不明显。固有层(图版- 1 、2 中 b) 主要由致密的结缔组织构成，

含有胶原纤维等，而站膜下层主要由疏松的结缔组织构成，其中包含大量的成纤维细胞，在图中不明显。

肌肉层(图版- 1 、2 中 c) 主要由平滑肌构成。

钙-钻法 ALP 染色的基本原理是在酶活动的位置形成磷酸钙的沉淀，磷酸钙经硝酸钻处理变为不

溶的磷酸钻，经硫化钱作用成为黑色的硫化钻沉淀，因此阳性细胞染成黑褐色，而阴性细胞是无色的。

从图版-3 、4 可以看出，ALP 主要分布在三角帆蚌外套膜的前段和中段，而在后端含量很少(图版-5) 。

从高倍镜可以看出(图版- 6 ，7 、 8) ， ALP 主要分布在外套膜的秸膜层，在黠膜下层和固有层也有存在，但

是含量不多。

2.2 ALP 对钙分泌的作用

2.2.1 镜和眯瞠对钙分泌的影晌

首先测定标准浓度钙离子的原子吸收值，并以浓度作为横轴、吸光值做纵轴做曲线图(表 l 和图1)

标准钙离子浓度

原子吸收值

表 1 标准钙离子浓度

Tab. 1 The concentration of criterion calcium ion 

25 mg/L 

0.047 

50 mg/L 

0.146 

75 mg/L 

0.243 

100 mg/L 

0.328 

125 mg/L 

0.461 

采用紫外原子吸收测钙法分别对正常组，抑制组和激活组外套膜细胞的钙离子进行测定，测得结果

如表 2 和表 3。以时间作为横轴、外套膜组织中钙含量为纵轴，可得外套膜细胞钙离子含量曲线(图 2 、

3) 。
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图 2 抑制组钙离子浓度

Fig. 1 The concentration of criterion calcium ion curve Fig. 2 The concentration curve of calcium ion after the ALP 

inhibitor was added into the mantle cells of Hyriopsis cumingii 

ALP 的活性中心包含了两个铮离子和一个镜离子，是一个典型的金属酶。根据颜思旭等[4] 的研

究，镜离子是较有效的激活剂，表现为部分非竞争性效应，激活常数( Ka) 为 2.48 x 10 -4 moVdm
3 ，有镇

离子存在时该酶活性中心的转换数量是元镜离子时的 4.0 倍，增加镜离子的浓度(一定浓度下) ，会剌

激 ALP 的活性中心，增强 ALP 的活力;相反，左旋咪瞠是降低或抑制 ALP 活力的药物[5] 它扰乱了

PLAP 的整体构象，使其活性部位的结构进一步松散破坏，最终导致酶活力的丧失 [6] 。从表 2 和表 3 可

以看出，当加人 ALP 活剂时，其活力升高，钙离子浓度升高;当加人抑制剂时， ALP 活力下降，钙离子浓

度也随之下降。

表 2 三角帆蚌外套膜细胞钙离子含量

Tab. 2 The concentration of caIcium ion of the mantle cells of均由opsis cumingii mgl g 

正常组 抑制组 激活组

1 d 3 d IOd 15 d 1 d 3 d 10 d 15 d 1 d 3 d IOd 15 d 

钙离子浓度 高浓度组 4.0 4.0 5.0 4.8 4.0 3.0 1. 0 1. 2 4.1 4.9 5.1 5.6 
( mglg) 低浓度组 4.0 4.0 5.0 4.8 3..6 3.7 2.9 2.5 3.4 3.7 5.0 5.2 

同时进行了 ALP 活力的测定，结果见表 3 0

表 3 三角帆蚌外套膜细胞 ALP 活力

Tab. 3 ALP activity of the mantle celIs of 岛lriopsis cumingii 

正常组 抑制组 激活组

1 d 3 d 10 d 15 d 1 d 3 d 10 d 15 d 1 d 3 d IOd 15 d 

ALP 活力 高浓度组 21.05 21.96 23.21 24.03 22.08 21.46 18.70 16.11 22.13 22.15 23.53 24.17 
( U/gprot) 低浓度组 21.05 21.96 23.21 24.03 21. 33 21. 53 20.19 18.63 20.71 21.09 22.94 24.06 

2.2.2 放线菌酣对钙分泌的影晌

在培养的细胞中加人蛋白抑制剂(正常组和抑制组) ，培养不同的时间，测其钙离子浓度和 ALP 的

活力，结果见表 4 和表 5。以时间作为横轴、外套膜组织中钙含量为纵轴，可得外套膜细胞钙离子含量

曲线(图的。

表 4 加入蛋白抑制剂后钙离子的浓度 表 5 加入蛋白抑制剂的 ALP 的活力

Tab. 4 The concentration of caIcium ion after the protein Tab. 5 ALP activity after the protein inhibitor was 

inhibitor was added into the mantle cells of崎巾opsis cumingii added into the mantle celIs of 岛lriopsis cumingii 

培养时间( h) 3 5 10 16 20 

钙离子浓度
( mglg) 

正常组 3.8 3.9 4.4 4.0 4.2 

抑制组 3.7 4.0 4.1 3.7 3.1 
(20 mglL) 

培养时间 (h) 3 5 10 16 20 

ALP 活力

( U/gprot) 

正常组 20.10 21.01 23.45 19.12 10.09 

抑制组 21. 09 22.14 21. 73 12.42 6.75 
(20 mglL) 
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图 3 激活组钙离子浓度 图 4 蛋白抑制的钙离子浓度

Fig. 3 The concentration curve of calcium ion after 

the ALP Activating agent was added into the 

mantle cells of Hyriopsis cumingii 

Fig. 4 The concentration curve of calcium ion after 

the protein inhibitor was added into the 

mantle cells of Hyriops臼 cumingii

放线菌目同可抑制真核生物核糖体大亚基，阻止蛋白质的合成，降低 ALP 的活力 [7] 。当加入放线菌

自同时 (5 mglmL) ，它抑制了细胞的蛋白的合成，而已经合成的蛋白则不受影响，所以先前的 ALP 活性不

受到任何影响;当细胞中先前的蛋白逐渐消耗完时，因为新的蛋白合成被抑制，因此 ALP 的活性降低。

从表 3 可以看出，刚在开始时，ALP 活性没有受到影响时，钙离子浓度是增加的;{旦当 ALP ~舌性降低时，

钙离子浓度就变得越来越低。

2.2.3 温度对 ALP 及其钙分泌的影晌

在不同温度下测定活体蚌的 ALP 的活力，结果见表 6:

表 6 温度对 ALP 和钙的测定

Tab. 6 The mensuration of ALP and caIcium content by temperatureshift 

ALP 活力( U/gprot) 

钙的含量( mmol/ gprot) 
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三角帆蚌的最适生长温度为 20 "c - 30 "c ，为了找到 ALP 在其体内的最适温度，我们又做了上述试

验。通过上述结果可以看出，ALP 在蚌体内 23 "c时活力最强，温度越高活力越差，在 37 "c时，蚌死亡。

当温度低于 23 "c时，活力不是最强，但相差不多。相应的，对于这几个温度测定钙离子浓度，可以看出，

钙的浓度变化与 ALP 活性的强弱相对应。

3 讨论

提高珍珠的质量是目前珍珠培育领域中一个正待解决的重要课题。业已证明，钙质的沉积对于珍

珠形成是不可获缺的，因此，利用 ALP 的作用，提高钙质在珍珠囊中的沉积，从而达到提高珍珠的质量，

是本研究的重要思路。那么，只有在弄清三角帆蚌的 ALP 与钙代谢关系的基础上，才能更好地利用环

境因子对 ALP 的影响，提高培育珍珠的质量。本研究从两个方面研究三角帆蚌外套膜中 ALP 与钙代谢

的关系，酋先是确定 ALP 在外套膜中的定位;其次是确定 ALP 对钙代谢的作用。

从外套膜的切片染色可以看出，ALP 在三角帆蚌外套膜外表皮中大量存在，主要分布在外套膜的前

段和中段外表皮带膜层。珍珠的主要成分是 CaC03 ，因此外套膜的钙代谢与珍珠的形成有很大关系，本
结果与常规插珠部位相一致，为插珠部位的选择提供了实验依据。

本研究表明，当加人 ALP 抑制剂时，钙的含量随着培养时间的延长而减少;当加入 ALP 激活剂时，

钙的含量增加，说明 ALP 的活性与蚌体内的钙含量有直接关系。为进一步确定 ALP 与钙代谢的关系，

又做了放线菌目同的抑制试验，反应曲线表明，当 ALP 合成受到抑制后，钙含量明显降低，所得结果与预
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计相一致。体内的实验结果也表明，温度对酶活性的影响，在不同的温度下，ALP 的活性不同，而此时的

钙浓度亦随着 ALP 的变化而变化，当 ALP 的活性下降时，细胞中钙浓度也下降。由此可见，ALP 与兰角

帆蚌外套膜钙代谢成正比关系，当 ALP 活性增强，钙浓度随之升高，反之亦然。之所以如此，推测是因

为 ALP 通过水解有机磷酸醋，使局部无机磷浓度升高，促进磷酸钙沉淀，从而促进钙的吸收[8] 。本研究

结果与 Robison R 的研究相一致[9J 。

外套膜上钙质主要来源于两个渠道:一是通过消化系统吸收和分泌钙;二是通过与周围环境相接触

的贝体各组织器官(如外套膜、魄、足等)直接从环境中吸收钙[10-13] 。在河蚌育珠的生产过程中，钙的

吸收和转运对于珍珠的产量和质量提高起着重要作用，加快钙在珍珠囊中的沉积，是促进珍珠快速生长

的重要手段。因此，除了增加水体中的钙含量外，还可在水体中加人一些 ALP 的激活剂，增强碱性磷酸

酶的活性，促进三角帆蚌体内钙的代谢，增加珍珠囊中的钙离子的沉积，有利于形成好的珍珠。
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图版 Plate 
1.外套膜中段 HE 染色 x40; 2. 外套膜前段 HE 染色 x 100; 3 外套膜前段碱性磷酸酶分布 x40; 4 外套膜中段碱性磷酸酶分布×

40; 5 外套膜后段碱性磷酸酶分布 x40; 6 外套膜前段碱性磷酸酶分布 x 100; 7. 外套膜中段碱性磷酸酶分布 x 100; 8. 外套膜后

段碱性磷酸酶分布 x 100;a: 勃膜层 b: 固有层 C: 肌肉层


