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摘 要：采用改进的"pH法检测凡纳滨对虾组织碳酸酐酶活性，监测了环境盐度从 5突变到 25后对虾鳃和
触角腺组织碳酸酐酶活性及其血淋巴渗透浓度的动态变化。结果表明：（1）鳃组织碳酸酐酶活性在盐度突变
后 4 d内没有显著变化，活性水平在（21.68 士 1.25）!mol C02 /（mg·min），第 5 ~ 11天有显著性的增高现象，在第

10天活性最高，为（43.03 士 2.82）!mol C02 /（mg·min），第 12天回落至起始水平；（2）触角腺碳酸酐酶活性动态
变化的模式与鳃相似，起始增高时间比鳃晚 6 d；（3）触角腺碳酸酐酶活性显著增高起始的时间与鳃组织碳酸
酐酶活性开始显著下降的时间有关联性；（4）在低盐度时，凡纳滨对虾属于强高渗调变生物。
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Abstract：The effeCts of abrupt salinity Changes（salinity of 5 - 25）on the CarboniC anhydrase（CA）aCtivity in the
pooled gills and antennal gland and hemolymph osmotiC ConCentration of Litopenaeus vannamei were investigated in
this paper，and the CarboniC anhydrase aCtivity was measured by the means of improved delta pH method. The
results showed that（1）the CA aCtivity of the pooled gills didn’t Change signifiCantly in 4 days after abrupt salinity
Changes，with the aCtivity level of（21 .68 士 1.25）!mol C02 /（mg·min）. CA aCtivity inCreased from days 5 - 11
after abrupt salinity Changes，and the peak aCtivity of（43 .03 士 2.82）!mol C02 /（mg·min）appeared on day 10，
and the aCtivity reduCed to the same level as the beginning of experiment on and after day 12 .（2）the CA aCtivity
Changes in antennal gland were similar to those in the pooled gills；however，the time that the CA aCtivity of
antennal gland began to inCrease was 6 days later than that of pooled gills .（3）the beginning time of CA aCtivity
inCrease of antennal gland was related to the time of CA aCtivity deCrease of pooled gills .（4）Litopenaeus vannamei



was a strong hyper-osmoregulator when salinity was low.
Key words：shrimp；CarboniC anhydrase；enzyme aCtivity；salinity Change；gill；antennal gland；osmoregulation

碳酸酐酶（CarboniC anhydrase，CA）是生物体内参与渗透压调节、离子调节、酸碱平衡等生理生化过程
的核心酶之一［1，2］。国外有关水生甲壳动物碳酸酐酶的研究对象主要是美洲蓝蟹（ Callinectes
sapidus）［3 - 5］、普通滨蟹（Carcinus maenas）［1，6，7］和淡水螯虾（Pacifasticus leniusculus）［8］，研究内容包括 CA
的组织分布、鳃亚细胞 CA分布和部分特性［4，5］，以及盐度突变后第 3、第 7鳃丝及触角腺 CA活性的动态
变化［9 - 12］，检测 CA活性的方法有!pH法［10］，比色法［6］以及通过测定 CA酯酶活性间接测定法［10］等。
国内在水生甲壳动物上尚未见与 CA相关的研究报道。
凡纳滨对虾（Litopenaeus vannamei）具有适应性广，生长迅速，便于养殖的优点［12］，且为盐碱水域移植

驯化的优良品种之一。本研究监测了环境盐度从 5突变到 25，凡纳滨对虾鳃和触角腺组织 CA活性及
血淋巴渗透浓度的动态变化，探讨在盐度突变情况下凡纳滨对虾组织 CA参与的生理调节，旨在为盐碱
水域渔业开发、移植驯化的品种选择提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料
试验所用凡纳滨对虾于 2004年 8月采集自东海水产研究所奉贤养殖虾池（盐度为 5）。选择体格健

壮的雄虾为试验用虾，试验虾的体长为（8 .4 士 0 .6）Cm，体重为（7 .0 士 0 .8）g。

1.2 方法
1 .2 .1 暂养及管理
经挑选出来的试验用虾置于 1 m3的养殖池中暂养，暂养水是由波美度为 10的浓缩海水，用自来水

稀释至盐度 5，暂养 3 d后，移入到用同样方法配置、盐度为 25的海水中。日投喂颗粒饲料 2次，分别于
早晚 6时各一次，日换水量为 1 / 2。
1 .2 .2 样品制备
在采样前，对虾停喂 48 h，每天定时取 8 ~ 10 ind，并采集养殖池中水样。用纱布吸干对虾体表水分，

测体长、体重，先使用 1 mL注射器从对虾围心腔中抽取血淋巴液，用于渗透浓度测定，随后分别取鳃，触
角腺组织装入离心管，液氮速冻，- 80 ℃超低温冰箱中存放待测。
1 .2 .3 碳酸酐酶活性测定及蛋白质含量的测定

CA活性测定方法参考 Henry的!pH法［10］并加以改进。将单尾虾的鳃和触角腺组织置于预冷的
Tris缓冲液（mmol / L：225甘露醇，75蔗糖，10 TRIS，用 15%磷酸调到 pH为 7 . 4）中，冰浴条件下匀浆后，
取适量组织匀浆液，用预冷的 Tris缓冲液稀释至 8 mL组成反应缓冲体系，充分振荡混匀，插入 pH电极
开始监测反应缓冲体系 pH值，待起始 pH值稳定，加入 240!L 0 ℃饱和 C02 水溶液，即刻计时，记录下

降 0 .15pH所用的时间（tenz）。
一个酶活力单位（U）定义：在反应体系 4 ℃，起始 pH值为 7 .4，添加 240!L 0 ℃饱和 C02水溶液，pH

值下降 0 .15所用的时间（tenz）为空白对照反应时间（t0）的一半时所需的酶量。酶活力单位计算公式［3］：

U= to / tenz - 1。反应体系中所含酶量为一个酶活力单位附近时确定酶活性［13］。pH测量用 METTLER
T0LED0公司的 Inlab 423复合电极和 Delta 320 pH计。
蛋白质含量的测定采用考马斯亮蓝 G - 250法以计算比活力，标准蛋白质用牛血清白蛋白（BSA）。

酶活性的单位用!mol C02 /（mg·min）表示，换算方法参见文献［8］。
1 .2 .4 渗透浓度测定
取对虾血淋巴样品 10!L，用 WesCor公司的 5520 Vapor渗透压仪测定渗透浓度，同时测定水样渗透

浓度。
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1 .2 .5 数据分析
采用统计软件 SPSS 11 .0对实验数据进行分析，利用方差分析（0ne-Way AN0VA）检验 CA活性及血

淋巴渗透浓度变化的显著性，如果方差分析差异显著，则用 Tukey进行多重比较，所有检验的显著水平
为 0 .05。

2 结果

2.1 鳃组织 CA活性变化情况
在盐度 5突变到盐度 25的过程中，鳃组织 CA活性在突变后即有一个上升随即下降的波动，但 CA

活性在突变后 4 d内变化不显著（P < 0.05），活性水平在（21 .68 士 1.25 ）!mol C02 /（mg·min）。在第 5 d，
CA活性显著上升（P < 0.05），到第 10 d上升到最高值（43 .03 士 2.82）!mol C02 /（mg·min），大约是突变时
CA起始活性的 2倍，在突变后第 12 d回落至突变起始时的酶活性水平（P > 0.05）（图 1）。

2.2 触角腺组织 CA活性变化情况
对虾触角腺组织 CA活性在突变后的第 2 d，有一个下降的波动，活性水平为（4 . 63 士 0. 93）!mol

C02 /（mg·min），大约是起始 CA活性的一半。在突变后的第 11 d，活性显著上升（P < 0 .05），到 16 d CA
活性达到最高值，为（19 .53 士 0.99）!mol C02 /（mg·min），大约是起始 CA活性的 2倍，随后活性降低，在
第 18 d又回到起始活性水平上（P > 0.05）（图 2）。

图 1 盐度 5突变至盐度 25时，凡纳滨对虾鳃组织
碳酸酐酶活性的动态变化

Fig.1 Time Course of Changes in CarboniC anhydrase aCtivity
in the pooled gills of Litopenaeus -annamei
aCClimated to salinity of 5 and transferred

to 25. Mean 士 SEM（N= 6 - 9）. T =（26 士 1）℃

图 2 盐度 5突变至盐度 25时，凡纳滨对虾触角腺
碳酸酐酶活性的动态变化

Fig.2 Time Course of Changes in CarboniC anhydrase aCtivity
in the antennal gland of Litopenaeus -annamei
aCClimated to salinity of 5 and transferred

to 25. Mean 士 SEM（N= 4 - 6）. T =（26 士 1）℃

2.3 对虾血淋巴渗透浓度变化情况
在盐度 5，渗透浓度为（127 .5 士 4 .5）mmol / kg的水环境中，凡纳滨对虾血淋巴渗透浓度为（611 . 75 士

35 .82）mmol / kg。当盐度突变到 25，渗透浓度为（774 . 22 士 5. 32）mmol / kg的水环境中，血淋巴渗透浓度
呈现迅速上升趋势（ P < 0. 05，在盐度突变后 1 d 内，对虾血淋巴的渗透浓度达到新的平衡
（798 .86 士 2.57）mmol / kg（P > 0.05）（图 3）。

3 讨论

3.1 鳃组织 CA活性的动态变化
当水环境盐度突变后，CA活性前 4 d无显著变化，从第 5 d起 CA有了显著的提高。依据 Henry等
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图 3 盐度 5突变至盐度 25时，凡纳滨对虾
血淋巴渗透压的动态变化

Fig.3 Time Course of Changes in hemolymph osmotiC
ConCentrationin Litopenaeus -annamei

aCClimated to salinity of 5 and transferred to
25. Mean 士 SEM（N= 4 - 9）. T =（26 士 1）℃

人的观点［7］，美洲蓝蟹、普通滨蟹鳃组织 CA活性在
环境盐度突变 4 d后出现升高是合成了新酶。因此
凡纳滨对虾鳃组织中 CA活性增高亦可能是合成了
新酶。在突变后 12 d鳃 CA活性降低且随后稳定，
表明对虾可能适应突变后的水环境。

鳃组织 CA活性在突变后的第 1 d有一个上升
波动，可能是盐度突变激活了鳃组织中的 CA，从而
加强了鳃的 Na+ - H+和 Cl - - HC03

-交换［1，2］，促

进了鳃对 Na+和 Cl -离子的吸收，由于 Na+和 Cl -离
子浓度占了渗透浓度的 90%左右［14］，因此使血淋巴
的渗透浓度迅速上升。

从图 1可以看出，在盐度 5时，凡纳滨对虾鳃组
织 CA活性为（15 .30 士 3.42）!mol C02 /（mg·min），CA
活性水平不到美洲蓝蟹［3］、普通滨蟹［7］鳃的 15%，

凡纳滨对虾鳃组织 CA活性偏低一方面与试验对象有关；另一方面可能与检测方法有关，通常 CA活性
的检测是采用 Henry的!pH［10］法，此法是采用磁力搅拌。贺华君等人发现磁场对 CA活性大约有 17%
的增强作用［15］。本试验采用微型振荡器机械搅拌取代磁力搅拌的方法，避免了磁场的增强作用。

3.2 触角腺组织 CA活性的动态变化
对虾触角腺组织 CA活性动态变化情况与鳃组织 CA活性动态变化情况相比较，触角腺 CA活性增

高起始的时间比鳃晚 6 d，两组织 CA活性起始增高的时间不一致性，表明在适应盐度突变过程中，两组
织 CA活性增高的起始信号不同。触角腺 CA活性增高起始的时间与鳃组织 CA活性开始下降的时间恰
巧相同，可能触角腺 CA活性增高的起始信号来源于鳃。在突变后的第 2 d，触角腺 CA活性降低还可能
与水生广盐性甲壳动物从低盐度突变到高盐度产生代谢性酸中毒［16］有关。

3.3 凡纳滨对虾渗透浓度调节能力
虽然在盐度 5和盐度 25的水环境中凡纳滨对虾血淋巴渗透浓度不同，但与水环境的渗透浓度变化

幅度相比，血淋巴渗透浓度的变化仅在一个小范围内，表明凡纳滨对虾属于渗透调变类（0smoregulator）。
在盐度 5时，凡纳滨对虾血淋巴渗透浓度远高于环境渗透浓度，所以凡纳滨对虾在低盐度时属于高渗调
变生物。凡纳滨对虾在盐度 5时血淋巴与环境渗透浓度差大约为 485 mmol / kg，远远大于小蓝蟹，与美
洲蓝蟹［2］、中国对虾［17］相差不大（见表 1），根据 Mantel和 Farmer［18］提出的水生甲壳动物渗透浓度调节
能力强弱可以依据其血淋巴渗透浓度与环境的渗透浓度差来确定，因此在盐度 5的水环境中，凡纳滨对
虾属于强高渗调变生物，具有较强的渗透浓度调节能力，与美洲蓝蟹［2］和中国对虾［17］一样。

表 1 水生甲壳动物的血淋巴与其外环境渗透浓度的比较

Tab.1 The comparison of blood and medium osmotic concentration for the aquatic crustaceans

品种 环境盐度
血淋巴渗透浓度

（mmol / kg）
环境渗透浓度

（mmol / kg）
两渗透浓度差

（mmol / kg）
文献

美洲蓝蟹 Callinectes sapidus 5 624 165 459 ［4］
中国对虾 Penaeus chinensis 4 .5 587 114 473 ［22］
淡水螯虾 Pacifasticus leniusculus 淡水 365 20 345 ［10］
普通滨蟹 Carcinus maenas 8 350 ［2］
小蓝蟹 Callinectes similes 5 250 ［2］
凡纳滨对虾 Litopenaeus vannamei 5 612 127 485 本实验
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3.4 凡纳滨对虾体内碳酸酐酶对渗透调节的影响
凡纳滨对虾从盐度 5突变到盐度 25后的第 1 d内，血淋巴渗透浓度迅速升高，随后稳定在一定的水

平上，鳃 CA活性仅有小幅度的变化。原因可能有：一、凡纳滨对虾在低盐度突变到高盐度的适应过程
中，Na+ / K+ -ATPase起主导的作用，CA起辅助作用［1］，因为鳃 Na+ / K+ -ATPase活性在低盐度中保持在
较高水平［19］，在突变到等渗环境后，活性仍然较高；二、CA是催化效率最高的酶之一［2］，鳃 CA活性小幅
上升足以使对虾血淋巴渗透浓度迅速上升；三、除了鳃和触角腺之外，还有其它组织如肠道［20］参与了血

淋巴渗透调节。四、盐度突变刺激鳃细胞膜通透性增大，环境渗透浓度高于血淋巴渗透浓度，使得环境

中的离子顺离子浓度梯度差扩散进入体内。

凡纳滨对虾血淋巴渗透浓度在盐度突变 1 d内已经达到新的平衡，而鳃和触角腺组织 CA活性均在
盐度突变 4 d以后出现显著的增高现象，因此两组织 CA可能还参与了其它的生理适应调节，这有待进
一步研究。

碳酸酐酶检测技术得到了美国 Auburn大学生物科学系 Raymond P. Henry教授的热情指导，谨此致谢。
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