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红螯螯虾胚胎发育期主要消化酶和

同工酶的活性变化
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摘要：采用生物化学方法测定了红螯螯虾（!"%*+1 2)+3*#4+*#$+5)&）胚胎发育各期主要消化酶（胃蛋白酶、

胰蛋白酶、淀粉酶、纤维素酶和脂肪酶）的比活力及主要同工酶（乳酸脱氢酶、苹果酸脱氢酶、葡萄糖*#*磷
酸脱氢酶和酯酶）的活力。结果显示，+ 种消化酶各自表现出不同的变化模式，胃蛋白酶和胰蛋白酶的

比活力早期均逐渐上升，到发育后期胃蛋白酶出现快速下降，而胰蛋白酶却仍保持较高水平；淀粉酶比

活力呈“,”字型变化趋势，晚期活性较高；纤维素酶和脂肪酶的比活力则均较低。$ 种同工酶酶谱随胚

胎的发育渐趋复杂，酶活性也随之增强。结果表明，消化酶和同工酶活力的高低均受其基因的调控，并

随胚胎发育适时表达，为胚胎组织、器官和系统的形成以及未来仔虾的开口摄食提供物质保证。
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红螯螯虾（!"#$%& ’(%)$*+%$*,%-(.）俗称澳洲

淡水龙虾，是极具增养殖潜力的淡水经济虾类

之一。由于目前在其亲体培养和幼体培育的人

工育苗环节中，胚胎的死亡率较高、成活率低，

已成为制约红螯螯虾规模化育苗和养殖的瓶

颈。

卵黄是红螯螯虾卵子为后续胚胎发育所积

累的主要营养物质，消化酶和同工酶对卵黄的

水解利用为胚胎发育提供各种必需的结构和能

量物质来源。近年来，甲壳动物消化酶和同工

酶的功能日益受到人们的关注，但研究多集中

在幼体和成体阶段［! " #］，针对胚胎发育的研究

较少［$ " !%］。因此，在基本掌握红螯螯虾胚胎形

态发生和卵黄主要生化组成及变化规律的基础

上［!& " !#］，对其胚胎发育期主要消化酶和同工酶

的活性变化进行了研究，以期了解卵黄、酶活性

变化与胚胎发育之间的关系，为深入了解虾蟹

胚胎发育的机理积累生物学基础资料。

! 材 料

亲虾于 %’’& 年 !’ 月取自浙江省淡水水产

研究所养殖场。暂养 ! 周后选取雌雄平均体长

分别为（!’(%! ) ’(*$）+, 和（!%(#- ) ’($#）+,、

平均体重分别为（#%(.! ) &(&%）/ 和（$’(#& )
&(*$）/、基本性成熟的成虾。按 % 0 ! 的雌雄性

比饲养在 &’ +, 1 .’ +, 1 -’ +, 的水族缸内促

产，水温控制在 %$2 左右。雌虾抱卵后随机抽

取 - 只，单独饲养，定期取材。取样前先取少量

虾卵，在解剖镜和显微镜下确定其胚胎发育期，

胚胎发育根据其形态特征分为 * 期［!-］，即：!3
受精卵（ 4567898:5; 5// <7=/5）、" 3 卵裂和囊胚期

（+95=>=/5 <7=/5 =?; @9=<7A9= <7=/5）、# 3 原 肠 期

（/=<76A9= <7=/5）、$ 3 无 节 幼 体 期（5// ?=AB98A<
<7=/5）、% 3 复 眼 色 素 形 成 期（ 5,@6CD E87F 5C5
B8/,5?7< 4D6,8?/ <7=/5 ）、& 3准备孵化期（B65B=65G
F=7+F8?/ <7=/5）。每期取 ’(% / 卵置 H #’ 2冰箱

保存备用，取自同一亲虾 * 个不同发育时期的

样本为 ! 组，共设 - 组平行。

" 方 法

"#! 消化酶活力测定 胃蛋白酶、类胰蛋白

酶、淀粉酶、纤维素酶、脂肪酶 - 种消化酶活力

测定参见潘鲁青［#］的方法进行，可溶性蛋白质

含量测定采用福林G酚法［!$］。胃蛋白酶和类胰

蛋白酶活力单位：.’2下，每分钟水解干酪素生

成 !’/ 酪氨酸作为一个酶活力单位；淀粉酶活

力单位：%-2下，每分钟催化淀粉生成 !’/ 麦

芽糖作为一个酶活力单位；纤维素酶活力单位：

.’2下，每分钟催化纤维素生成 !’/ 葡萄糖作

为一个酶活力单位；脂肪酶酶活力单位：&#2
下，每分钟催化橄榄油生成 !’/ 脂肪酸作为一

个酶活力单位。所有消化酶均最终以比活力即

IJ,/ B6D7 3表示。

"#" 同工酶测定

"#"#! 测定 乳酸脱氢酶、苹果酸脱氢酶、葡

萄糖G*G磷酸脱氢酶和酯酶 . 种同工酶的测定

方法参见卢建平［!!］的方法进行。

"#"#" 记录 本文参照胡能书［!K］等的方法绘

制酶谱示意图，图中!示酶带色深，为一级带

（酶活性强）； 示酶带色浅，为二级带；"示

酶带色极浅，为三级带（酶活性极弱）； 表示

扩散带。同时每一级酶带又可根据酶带的宽度

分为宽带和窄带二类。本文酶带的编号参照国

际生物化学命名规则而定，把向阳极泳动最快

的同工酶编号为 !，如 LMNG!，并从阳极到阴极

依次编号。

"#$ 统计分析 雌虾抱卵后采用随机抽取 -
只（即 , O -）的方法以消除样品间的个体差异。

消化酶的比活力数值采用 P5=? ) MQ 来表示，

并用 MRMM 统计软件进行 S?5GT=C UVSWU 方差

分析和比较。

$ 结 果

$#! 消化酶

$#!#! 可溶性蛋白的含量变化 图 ! 所示，红

螯螯虾胚胎发育时期可溶性蛋白的含量呈先上

升后下降的变化趋势，第#期（原肠期）升至最

高，第&期（准备孵化期）最低。
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图 ! 红螯螯虾胚胎发育各期可溶性蛋白的含量

"#$%! &’()*(+ ,-’.+#/ 0’/.+/. 1. 2#33+-+/. +4*-5’/#0
2+6+(’,4+/. 7.1$+7 ’3 !"#$%& ’(%)$*+%$*,%-(.

89!9: 胃蛋白酶和胰蛋白酶的比活力 由图 !
可见，胃蛋白酶和胰蛋白酶的比活力表现出两

种不同的变化模式。胃蛋白酶比活力前 " 期均

很低，第!期（无节幼体期）快速升至最高，而后

逐渐降至与前 " 期相近的低水平。而胰蛋白酶

的比活力从第"期（受精卵）开始逐渐上升，至

第#期（复眼色素形成期）达到最高，第$期仅

略有下降。

89!98 淀粉酶和纤维素酶 由图 " 可见，淀粉

酶和纤维素酶的比活力亦表现出两种不同的变

化模式。淀粉酶的比活力变化趋势如“#”字

形，第%期最低，"、&、!、#期活性相近，第$
期升至最高。纤维素酶的比活力很低，第"期

图 : 红螯螯虾胚胎发育各期胃蛋白酶和胰蛋白酶的比活力

"#$%: ;+,7#/ 1/2 .-5,7#/ 7,+0#3#0 10.#6#.5 1. 2#33+-+/. +4*-5’/#0 2+6+(’,4+/. 7.1$+7 ’3 !"#$%& ’(%)$*+%$*,%-(.
#$ 胃蛋白酶的比活力；%$ 胰蛋白酶的比活力。

#& ’()*+, *)(-+.+- #-/+0+/1；%$231)*+, *)(-+.+- #-/+0+/1 &

图 8 红螯螯虾胚胎发育各期淀粉酶和纤维素酶比活力

"#$%8 <45(17+ 1/2 0+(()(17+ 7,+0#3#0 10.#6#.5 1. 2#33+-+/. +4*-5’/#0 2+6+(’,4+/. 7.1$+7 ’3 !"#$%& ’(%)$*+%$*,%-(.
#$ 淀粉酶的比活力；%$ 纤维素酶的比活力。

#& 4516#*( *)(-+.+- #-/+0+/1；%$7(6686#*( *)(-+.+- #-/+0+/1 &
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最高也仅为（!"!#$ % & !"!!’ #）()*+ ,-./ 0，后

随胚胎发育逐渐下降。

!"#"$ 脂肪酶 图 1 所示，脂肪酶的比活力总

体上 不 高，其 中 第!期 最 低 为（!"!%1 2 &
!"!$! 3）()*+ ,-./ 0，第"期最高仅为（!"$3% #
& !"!$3 ’）()*+ ,-./ 0，第#期又略有下降。

!"% 同工酶

!"%"# 乳酸脱氢酶（456，70 80 $"$"$"2#） 图

3 所示，红螯螯虾胚胎的 456 活性总体上随胚

胎发育的深入而呈逐渐复杂和加强的趋势。前

9 期 456 同工酶无条带显示，直到第$期才开

始出现 $ 条带，即 456:$；第"期也仅见 456:$，

颜色有所加深；第#期的酶谱有较大的变化，显

示有 1 条酶带，酶活性明显加强，尤其以 456:$
的活性为最强。

图 $ 红螯螯虾胚胎发育各期脂肪酶比活力

&’()$ *’+,-. -+./’0’/ ,/1’2’13 ,1 4’00.5.61 .785396’/
4.2.:9+7.61 -1,(.- 90 !"#$%& ’(%)$*+%$*,%-(.

图 ; 红螯螯虾胚胎不同发育时期 *<= 同工酶谱

&’(); >:./159+?95.19(5,7- 90 *<= ’-9@37.- 4A5’6( .785396’/ 4.2.:9+7.61 -1,(.- 90 !"#$%& ’(%)$*+%$*,%-(.

!"%"% 苹果酸脱氢酶（;56，70 80 $"$"$"9#）

图 % 显示红螯螯虾胚胎中 ;56 的酶谱总体呈

逐渐加深和复杂的变化趋势。前 2 期无明显酶

带显示，第!、$期均出现 $ 条酶带，为 ;56:2，

第$期的带比第!期略深。从第"、#期开始

酶谱出现 2 组条带，但以前面一组的条带为主，

后一组基本上是扩散型的条带，颜色也较淡。

第"期和第#期的酶谱相比，第"期的酶带颜

色略深。

!"%"! 葡 萄 糖:%:磷 酸 脱 氢 酶（<%=5，70 80
$"$"$"1’） 图 # 显示 <%=5 同工酶在胚胎发育

的前 1 期均无条带，仅在第"、#期各出现 2 条

酶带，第"期为 <%=5:$ 和 <%=5:9 条带，而第

#期则为 <%=5:$ 和 <%=5:2 条带，其中 <%=5:$
的颜色基本相同。

!"%"$ 酯酶（7>? ，70 80 9"$$"$"$） 图 @ 显示

7>? 同工酶在胚胎发育第%期开始出现条带，

为 7>?:3 和 7>?:%。从第!至第"期条带逐渐

加深和增多，出现了 7>?:1。第#期的酶谱颜

色最深，条带也最为复杂，共出现 @ 条带，其中

尤以 7>?:2 、7>?:9 和 7>?:3 颜色为深。

·3$·$ 期 罗 文等：红螯螯虾胚胎发育期主要消化酶和同工酶的活性变化



图 ! 红螯螯虾胚胎不同发育时期 "#$ 同工酶谱

%&’(! )*+,-./01/.+-/’.234 /5 "#$ &4/673+4 89.&:’ +3;.7/:&, 8+<+*/03+:- 4-2’+4 /5 !"#$%& ’(%)$*+%$*,%-(.

图 = 红螯螯虾胚胎不同发育时期 >!?# 同工酶谱

%&’(= )*+,-./01/.+-/’.234 /5 >!?# &4/673+4 89.&:’ +3;.7/:&, 8+<+*/03+:- 4-2’+4 /5 !"#$%& ’(%)$*+%$*,%-(.

图 @ 红螯螯虾胚胎不同发育时期 )AB 同工酶谱

%&’(@ )*+,-./01/.+-/’.234 /5 )AB &4/673+4 89.&:’ +3;.7/:&, 8+<+*/03+:- 4-2’+ /5 !"#$%& ’(%)$*+%$*,%-(.

C 讨 论

CDE 消化酶与胚胎发育间的关系 红螯螯虾

以抱卵的方式进行胚胎孵化，通常认为抱卵孵

化的虾蟹其胚胎发育仅依靠自身储存的丰富卵

黄作为营养物质［!］。以前的研究发现［"#］，红螯

螯虾胚胎在原肠期以前，是以表面卵裂形成多

细胞为主，消耗营养物质不多，因此，胃、胰两种

蛋白酶的活性呈缓慢的上升，可溶性蛋白的含

量也同时累积上升，为后续的胚胎发育作准备。

·$"· 动物学杂志 !"#$%&% ’()*$+, (- .((,(/0 %" 卷



原肠期后随着细胞快速分化和组织、器官的雏

现，尤其是肝胰腺及消化系统的逐渐形成，胃、

胰两种蛋白酶的比活力同步达到最高值。然而

胚胎发育到准备孵化期，两种消化酶却表现出

不同的变化模式，胃蛋白酶的比活力快速下降

至很低，而类胰蛋白酶的比活力仍保留较高水

平。这可能与两种酶的功能不同有关，胃蛋白

酶可将蛋白质水解成胨等短肽链，而类胰蛋白

酶则可将多肽水解成氨基酸，对蛋白质的吸收

利用更为直接和重要，从而表明红螯螯虾是以

胰蛋白酶来为今后仔虾发育作消化蛋白的准

备。这在其他一些虾蟹幼体或仔虾期研究中，

胰蛋白酶比活力远高于胃蛋白酶的结果得到了

验证［!，"#］。

糖类物质在红螯螯虾胚胎发育的早期主要

用于各种蛋白和脂类复合物的构建，在胚胎发

育的信号传导中起重要作用［"$］。随着甲壳和

消化系统的逐步形成，淀粉酶的比活力快速上

升，至准备孵化期达到最高。淀粉酶的比活力

在胚胎发育末期快速上升的现象在中华绒螯蟹

（!"#$%&’#" (#)’)(#(）和锯缘青蟹（ *%+,,- (’""-.-）中

都曾有报道［%，$"］，说明淀粉酶对虾蟹仔虾的独

立开口摄食非常重要。

& 种消化酶在胚胎发育初期就具有一定的

活性，表明母体在卵母细胞形成过程中已将相

关的酶或卵源性 ’()* 转运并储存在卵黄中，

它们对胚胎发育的启动以及早期卵黄物质的利

用具有重要作用，进而为胚胎早期发育过程中

细胞的快速增长及迁移提供保障［""］。随着胚

胎发育的进行，母型物质的逐渐消耗，需要合子

型基因的适时表达并完全取而代之。因此，胚

胎必然存在一个由母型调控向合子型调控转变

的过程，并开始合成自身的 ’()* 和蛋白质。

这个过渡期对胚胎发育非常关键，如果不能顺

利完成，胚胎就不能进一步形成组织和器官。

李少菁［%］曾发现不能孵化的胚胎和幼体，其消

化酶活性明显低于能正常孵出的胚胎和幼体。

这可能是许多胚胎尽管卵黄丰富，却停留在发育

早期而死亡的主要原因之一。因此在生产上，可

尝试使用简单快捷的消化酶活力测定来宏观监

控虾蟹胚胎发育的顺利与否。原肠期后消化道

和肝胰腺逐渐形成并开始分泌消化酶，至胚胎准

备孵化期，几种主要的消化酶均升至较高水平，

为仔虾孵化后开口摄食作好准备。+,-.,/0［"1］亦

证实，美国龙虾（/$0-"1( -0’"#%-)1(）的胚胎在

其幼体孵出之前已有酶合成和分泌细胞的存

在。故在育苗生产过程中，针对准备孵化期消

化酶的高低，配制适合仔虾开口摄食的饵料，对

提高仔虾的存活率亦至关重要。

!"# 同工酶与胚胎发育间的关系 234、534
和 6783 同工酶主要功能都是参与细胞的能量

代谢。红螯螯虾胚胎发育的早期主要以卵裂和

细胞迁移为主，胚胎消耗的能量不多，故这 1 种

同工酶活性均很低，酶谱不明显。从第!期后，

随着原肠的形成，胚胎开始分化出组织并形成

多种器官原基，尤其是心跳的出现和心脏的逐

渐形成［$1，$9］。胚胎能量代谢开始进入高峰期，

需要通过糖酵解、三羧酸循环，维持足够量还原

型谷胱甘肽以保护细胞不被氧化或启用其他代

谢路径（如：磷酸戊糖旁路）来为胚胎发育提供

能量和结构物质［"9］。

据报道［$7］，脂类在红螯螯虾胚胎发育中的

作用仅次于蛋白质。本研究中胚胎发育期的

:;<同工酶酶谱的出现早于其他 9 种同工酶，

并随发育逐渐加强，至胚胎准备孵化期酶谱最

为复杂，酶活性最强。有学者［"& = "!］曾报道过许

多甲壳动物脂肪酶的活性明显低于酯酶，甚至

有的只有酯酶而无脂肪酶，本研究中脂肪酶的

比活力明显偏低，与上述报道基本相符。原因

可能在于脂肪酶的适宜底物为长链脂肪酸的甘

油酯，且要求底物呈乳化状态，在高等动物中则

往往需胆汁来辅助消化脂肪；而酯酶的主要功

能是水解脂肪族酯和芳香族酯，且酶分子普遍

具有多样性，对脂类的消化更广泛。由此可见，

红螯螯虾脂类的消化、吸收和代谢主要是依靠

酯酶而非脂肪酶来完成。

红螯螯虾同工酶在胚胎发育早期活性很

低，说明它是以合子型调控为主。编码同工酶

的基因在原肠期前后的激活对于胚胎的能量代

谢非常关键。一些代谢所需的关键性同工酶基
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因在这个时期被激活并表达，酶活力从此开始

显著增强，这也与其循环系统的日益完善相适

应。
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