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酸性磷酸酶( Acid Phosphatase,简称 ACPase, EC. 3. 1. 3. 2)是在酸性条件下催化磷酸单酯水解的酶。

研究表明, ACPase主要参与磷酸酯的代谢,此外,其中的一部分还执行一些重要的生物学功能, 包括代

谢调节、能量转化以及信号传导等
[ 1]
。

在对 ACPase进行研究的过程中,人们发现作为溶酶体的标志酶, ACPase 与溶酶体生理功能的正常

发挥密切相关[ 2]。溶酶体的基本功能是对生物大分子的强烈消化作用,以维持细胞的正常代谢活动[ 3]。

细胞中衰老的细胞器及衰老或死亡的细胞都将被溶酶体中的各类水解酶清除。如果某一种水解酶缺

失,就有可能使细胞成分与结构得不到更新, 影响细胞的代谢,从而引起疾病。此外,某些宿主可以识别

并吞噬入侵的病毒或细菌,在溶酶体作用下将其杀死并进一步降解。此时,包括 ACPase在内的溶酶体

中的各种水解酶活力和含量都会明显改变。但迄今为止, 育珠蚌在这些方面的研究还鲜见报道,因此本

文模拟育珠手术对蚌体进行损伤后观察外套膜中 ACPase活力的变化,并比较了不同水体酸碱度和 Cu�

SO4 浓度对 ACPase活力变化的影响,旨在揭示人工育珠手术和环境因素与蚌类免疫防御反应及健康程

度的关系,为珍珠养殖和病虫害防治提供参考资料和理论依据。

1 � 材料和方法

1. 1 � 材料 � 背角无齿蚌�A nodonta w oodiana ( Heude)�取自成都郊区大面镇池塘。对硝基苯磷酸二钠

( pNPP)系德国 Merck 公司产品;其余试剂均为国产分析纯。

1. 2 � 酶活力测定 � 按照酸性磷酸酶的活力测定方法进行[ 4]。

1. 3 � 蚌体损伤后 ACPase活力变化研究 � 取健康且个体大小基本一致的二龄蚌 60只, 用 9 号针头在其

左右外套膜边沿各扎 30 个小孔, 然后放入池中继续喂养。分别于 5, 10, 20, 30, 40, 50d 各取出 10 只, 测
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定其外套膜中 ACPase的活力大小。以未损伤的为对照(活力大小为 1) ,与此相比较得相对活力。以相

对活力作为纵坐标,时间为横坐标作图。

1. 4 � 杀虫剂 CuSO4 对蚌 ACPase活力的影响 � 分别用含 1. 56、3. 13、4. 69、6. 25 � 10- 6mol/ L CuSO4 流

动的池水饲养背角无齿蚌(各 20 只) 10d 后,每组取 10 只河蚌测定其外套膜中 ACPase的活力大小。另

10 只放回正常水体中恢复性饲养, 20d 后测定其外套膜中 ACPase的活力大小。以未经 CuSO4 处理的为

对照(活力大小为 1) , 与此相比较得相对活力。以相对活力作为纵坐标, CuSO4 浓度为横坐标作图。

1. 5 � 水体 pH值对蚌 ACPase活力的影响 � 分别用 pH3� 10 的流动池水 (每日调节四次 pH 值)饲养背

角无齿蚌(每组 20 只) , 10d 后每组取 10只蚌测定其外套膜中ACPase的活力大小。另 10 只放回正常水

体中( pH7. 0)恢复性饲养 20d 后测定其外套膜中 ACPase活力大小。以水体 pH7 的一组为对照 (活力大

小为 1) ,与此相比较得相对活力。以相对活力作为纵坐标, pH 值大小为横坐标作图。以上实验内容均

进行重复试验。

2 � 结果

2. 1 � 损伤后 ACPase的活力变化

背角无齿蚌损伤后 ACPase的活力呈上升趋势,在 30d 时达到最高, 然后逐渐下降, 50d 时下降至接

近正常水平(图 1)。

图 1 � 损伤后 ACPase 的活力变化曲线

Fig. 1 � The chang curve of ACPase

activity af ter operat ion

图 2 � 水体 CuSO4 浓度对 ACPase 活力影响曲线

Fig. 2 � The effect of copper sulfate

concent rations on ACPase act ivity

� � � � � 恢复前( Before restore)

�� �� � �恢复后( After restore)

图 3� 水体 pH 值对 ACPase活力影响曲线

Fig. 3 � The effect of pH of water on ACPase act ivity

� � � � � 恢复前( Before restore)

� � �� � �恢复后(After restore)

2. 2 � 水体中 CuSO4 浓度大小对 ACPase活力的影响 �

随着 CuSO4 浓度的增加, ACPase 活力逐渐升高,蚌在

正常水体中恢复一段时间后, ACPase 的活力下降趋于正

常值,但是高浓度 CuSO4 ( 6. 25 � 10- 6mol/ L ) 不仅造成

60%的蚌死亡, 且经正常水体恢复饲养后, 其 ACPase 的活

力降至正常值以下(图 2)。

2. 3 � 水体 pH值对 ACPase活力的影响 �

实验结果显示, pH3. 0、pH4. 0 和 pH10 三个实验组中

分别有 60%、50%和 30% 的死亡率。在酸性 pH 条件下,

ACPase的活力随 pH 值的降低而升高, 而在碱性 pH 条件

下ACPase的活力变化无酸性 pH 明显, pH8 几乎未对 ACPase的活力造成影响, pH9 一组活力有所升高。

蚌在正常水体恢复饲养一段时间后, ACPase活力均趋于正常值, 但经过极端 pH 值( pH3. 0 和 pH10)水

体饲养的蚌,其 ACPase的活力下降至正常水平以下(图 3)。
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3 � 讨论

3. 1 � ACPase活力变化与蚌免疫防御反应有关

模拟育珠手术对蚌外套膜进行大量创伤后,发现其中的 ACPase随损伤后天数的增加, 酶活力呈上

升趋势, 30d 后达到最高值,然后逐渐下降, 至 50d 时接近正常水平。胡曦璇等曾用组织化学方法观察到

育珠蚌手术后珍珠囊形成过程中 ACPase活力有与此相似的变化趋势。这似乎表明 ACPase与损伤后蚌

的免疫作用密切相关。通常情况下,贝类抵御外来生物感染首先是靠皮肤、外骨骼以及体表的粘液和抗

菌性分泌物等,一旦组织遭受损伤, 如本实验中造成的创伤,使得病原生物能够轻易地穿越外部屏障进

入机体内部,机体的保护只能依靠内部防御机制的作用 ,而贝类的内部防御机制主要依赖于血细胞的细

胞免疫机制,其中吞噬作用是贝类的一种主要防御方式。机体遭受机械损伤导致外来病原生物侵入体

内,巨噬性血细胞会加以识别将其吞噬并进行胞内降解, 起主要作用的是血细胞释放的包括 ACPase 在

内的溶酶体酶。事实上这种防御机制的特征是外来病原生物激活了溶酶体中以酸性磷酸酶为主体的一

系列的水解酶,使得这些酶活力大大提高, 共同对异源物质进行降解破坏以保护机体。随时间的迁移,

外来病原生物对机体的不良影响被逐渐消除, 此时包括 ACPase在内的溶酶体酶也就可能恢复到正常水

平。由此得出结论, ACPase的活力变化确实反映了贝类的这种防御机制。

3. 2 � ACPase活力变化还可能是蚌病理反应的表现

目前我国鱼类和淡水育珠蚌人工养殖中,普遍施用硫酸铜作为杀虫剂和水体清洁剂, 但铜作为一种

重金属离子,对生物体的生理机能有不良影响。但当铜水平超过生理极限时,却会对贝类造成不可逆的

伤害,甚至导致死亡。因此在恢复饲养一段时间后, 低浓度 CuSO4 处理过的实际蚌会因为水体中不利环

境因素的逐渐消失,而使由此诱导产生的 ACPase活力上升的现象也逐渐消失, ACPase的活力趋向于下

降至正常水平。但经 6. 25 � 10
- 6

mol/ L CuSO4 饲养的蚌, 其 ACPase活力却下降至正常值以下, 这可能

是蚌遭受重金属离子严重毒害后机体中毒后的病理反应。

将蚌在不同 pH 水体中放养后的实验表明, pH5、pH6、pH9 这三组的结果类似于低浓度 CuSO4 对

ACPase的影响。pH 过高或过低都会对蚌的器官造成严重伤害, 甚至使其死亡, 如 pH3、pH4、pH10 这三

组中均有较大比例的蚌死亡。有关酸性水对水生生物的影响报道较多, 张甫英等曾在研究酸性水对几

种淡水鱼类的毒性影响时发现[ 5] , 酸性水主要对鱼的鳃组织伤害较大, 可以降低鳃表面氧的扩散速率,

进而妨碍气体交换,甚至造成鱼的死亡。此外, 低 pH 水还可能会抑制鱼类的离子主动吸收, 使离子交换

和酸碱平衡紊乱,导致鱼的健康状况下降, 本实验的观察中也见到了相同的影响。

由此看来,无论是遭受机械损伤还是生存环境的恶化, 都会使蚌类 ACPase的活力发生变化。因此

ACPase的活力大小有可能作为贝类养殖环境监测和病理变化的一种检测指标。
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