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KK一42对 日本沼虾蜕皮前期外骨骼结构 

及 NAGase活力的影响 

吕艳 杰 ，陈香 丽 ，宁黔 冀 

(河南师范大学 生命科学学院，河南 新乡 453007) 

摘 要：近期研究发现，适宜浓度的KK一42处理能显著缩短 日本沼虾幼虾蜕皮周期．新旧表皮的更替是蜕皮 

的重要事件，蜕皮前期是表皮外骨骼结构变化最剧烈的时期．据此 ，从组织学水平观察了幼虾头胸甲外骨骼结构以 

及 KK一42的影响，定量分析了肝胰腺 N一乙酰一B—D-氨基葡萄糖苷酶(NAGase)在 KK一42处理后不同时间的活力．将处 

于蜕皮前期(D 一 )、体长(3．3±0．5)cm的El本沼虾随机分为两组，分别用 1．95×10 mol·LI1的 KK一42溶液(实 

验组)或不含 KK一42的溶液(对照组)浸泡处理 1 min，处理后不同时间，组织学方法观察头胸甲外骨骼结构，分光光 

度法测定肝胰腺 NAGase活力．结果显示，KK一42处理后第 3 d，D。期和 D 期幼虾头胸甲表皮厚度与对照组相比分 

别提高 29．76 和 35．23 (P<O．01)；KK一42处理后 12 h，Ds期和 D 期肝胰腺NAGase活力显著高于对照组．结果 

表明，KK一42处理可显著增加蜕皮前期 日本沼虾头胸甲表皮外骨骼 的厚度，并对肝胰腺 NAGase活力具有诱导 

作用． 
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甲壳动物坚硬的表皮是由上皮细胞层衍生而来，自内而外分为基膜、上皮细胞层和外骨骼 3层_1]．对斑 

节对虾(Penaeus monondon)和中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)的研究显示_2 ]，蜕皮间期的外骨骼 自外而内 

由四层非细胞结构组成 ：上表皮 (epicuticle)、外表皮 (exocuticle)、内表皮 (endocuticle)和膜质层 (membra— 

nous layer)．上表皮一般最薄，外表皮和内表皮的厚度则因物种而异，通常情况下蟹类外表皮相对较厚，内表 

皮次之，而虾类则正好相反，膜质层则并不是所有的甲壳动物都有．在构成表皮的多种有机物中，几丁质是一 

个主要组成成分，它的代谢过程与蜕皮息息相关[3]．参与甲壳动物几丁质代谢的酶很多，其中包括 N一乙酰一G一 

【)_氨基葡萄糖苷酶(N—acetyl一0一D-glucosaminidase，NAGase)，它是几丁质酶解途径的末端酶，可将几丁质分 

解形成 N一乙酰 B—D一氨基葡萄糖．大量研究表明，NAGase受蜕皮激素的调节，与甲壳动物顺利完成周期性蜕 

皮密切相关 一引． 

我们实验室前期研究证明，适量浓度的 KK一42处理能促进凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)_6j、Et本 

沼虾(Macrobrachium nipponense)幼虾的生长．近期研究发现，KK一42可缩短 日本沼虾幼虾的蜕皮周期(结 

果未示)，对血淋巴20一羟蜕皮酮滴度有显著的刺激作用[9]．幼虾的生长通过周期性的蜕皮实现，新旧表皮的 

更替是蜕皮的重要事件，蜕皮前期是表皮结构变化最剧烈的时期[7]，据此，本文从组织学水平观察了幼虾头 

胸甲外骨骼结构以及 KK一42的影响，定量分析了肝胰腺 NAGase在 KK一42处理后不同时间的活力，为阐明 

KK一42缩短日本沼虾蜕皮周期的机制积累资料． 
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1 材料方法 

1．1 实验材料 

将 500尾体长(3．3±0．5)am的健康 日本沼虾在实验室适应性暂养一周后，随机分为 2组：处理组用 

1．95×10 tool·L 的 KK一42溶液浸泡处理 1 rainL5]，取出，迅速控除水分后，按正常方式饲养；对照组用 

不含 KK-42的溶液处理，方法同上．选取处于蜕皮前期不同阶段(D1一 、D3、D4)(蜕皮周期的鉴定参照文献[8 ) 

的幼虾进行组织学实验，在处理后第 3 d取头胸甲表皮组织，每个时间点 3只动物，每个组织观察 15张切片用 

于数据测量．KK-42处理后 12 h，取蜕皮前期(D1一 )幼虾的肝胰腺用于 NAGase活力分析，实验均设置 3个 

重复． 

1．2 实验方法 

外骨骼组织形态的观察：取 D ～。、D。、D 期的日本沼虾头胸甲表皮组织，剪成 1～2 mm的小块，DF(Da— 

vidson’s fixative)固定液固定 48 h，每天更换一次固定液，流水冲洗 1 h ]．3 琼脂预包埋后，系列酒精脱 

水，二甲苯透明，石蜡包埋，常规切片，切片厚度 7 m，过碘酸一Schiffe(PAS)和苏木精染色． 

N一乙酰一f}_【)_氨基葡萄糖苷酶活力的测定：日本沼虾幼虾肝胰腺 NAGase活力的测定参照文献_5]的方 

法．简言之，按 1：3比例向肝胰腺中加入预冷的 0．1 mol·L 磷酸缓冲液，匀浆，离心(12 000 r·min_。， 

10 rain)，上清液即为粗酶液．2 ml的反应体系包含 0．2 mmol·L 对硝基苯一N一乙酰一J3一D一氨基葡萄糖苷、 

2O uL酶液 ，37℃反应 10 min，0．5 mol·L NaOH终止反应 ，分光光度计测定波长 405 am处 的 OD值． 

2 结 果 

2．1 蜕皮前期 日本沼虾头胸 甲外骨骼的结构 

日本沼虾头胸甲表皮自内而外分为两层，即上皮细胞层和外骨骼．上皮细胞层为排列紧密的单层细胞， 

蜕皮前期与蜕皮间期相比，上皮细胞层增厚有所增加；蜕皮前期的外骨骼自外而内分为 4层：上表皮、外表 

皮、内表皮和新形成的上表皮层．经 PAS和苏木精染色后，上表皮呈红色，着色较深，为匀质结构；外表皮呈 

紫红色，且有分层现象，几丁质纤维排列较为紧密；内表皮呈粉红色，也具有分层现象，但排列较为疏松，着色 

较浅．在蜕皮前期的早期(D 一。期)，内表皮被染成浅粉色，处理组与对照组之间各层结构比较接近，着色和厚 

度无明显差异(图 l：a和 d)．到蜕皮前晚期的 D3期，新形成的上表皮着色加深，外表皮和内表皮有所增厚 

(图 l：b和 e)．至 D 期，新上表皮结构清晰可见，处理组外骨骼各层结构的厚度较 D。期均有明显增加，且与 

对照组相 比，变化较为显著(图 1：c和 f)． 

2．2 KK-42对蜕皮前期 日本沼虾头胸甲外骨骼厚度的影响 

KK一42处理后第 3 d，在蜕皮前期的早期 D 一。期，处理组与对照组相比无统计学差异；D。期处理组内表 

皮厚度明显增加，上表皮和外表皮变化不明显(图 1：b、d)，外骨骼总厚度增加 29．76 (尸<O．01)；D 期，处 

理组上表皮、外表皮和内表皮较对照组均有所增厚(图 1：e、f)，外骨骼总厚度增加 35．23 (P<O．01)达到极 

显著差异． 

2．3 KK-42对蜕皮前期 日本沼虾肝胰腺 NAGase活力的诱导作用 

在实验观察期间，对照组 NAGase活力在蜕皮前期的不同阶段呈波动性变化；KK一42处理后 12 h，处于 

D3期和 D 期的 日本沼虾肝胰腺 NAGase活力与对照组相比，均有所提高，达到极显著和显著性差异 

(图 3)． 

3 讨 论 

甲壳动物的表皮结构在蜕皮问期逐渐趋于稳定，进入到蜕皮前期，伴随着新表皮的形成，原有的旧表皮 

分解速度开始加快，结构也发生相应的变化．前期研究表明，在 KK一42处理后第 3 d，处于 D。期的幼虾表皮 

厚度明显增加 ]，因此，本文选择第 3 d作为表皮外骨骼结构观察的时间点．结果显示，KK一42可明显增加 
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散，这可能也是 D。，D 期表皮外骨骼增厚的原因之一，有待于今后亚显微水平的观察研究．本实验室前期研 

究发现，KK一42处理能显著缩短 日本沼虾幼虾的蜕皮周期，增厚的表皮外骨骼是否作为蜕皮提前“启动”的 

物质条件之一，尚待进一步研究． 

总之，研究结果表明，KK一42对蜕皮前期 日本沼虾幼虾肝胰腺 NAGase活力有显著的诱导作用，这可能 

是其增加 D期幼虾表皮外骨骼厚度的机制之一． 
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Effect of KK-4 2 on the Exoskeleton Structure and NAGase 

Activity in M acrobrachium Nipponense During Premolt 

LYU Yanjie，CHEN Xiangli，NING Qianji 

(College of Life Science，Henan Normal University，Xinxiang 453002，China) 

Abstract：Our current study shows that the duration of molting cycle is shortened by KK一42 in the juvenile prawn Mac— 

robrachium nipponense．One of the key events during molting cycle is the replacement of old cuticle with a new one．During 

premolt the cuticle structure changes considerably，thus the cuticle structure of carapace was investigated by the histological 

method and the N-acetyl—p—D-glucosaminidase(NAGase)activity from hepatopancreas was quantitatively analyzed using uhravi— 

olet absorption method before and after KK一42 treatment．Prawns with body length of(3．3土 0．5)em were randomly divided 

into two groups：KK一42 treatment group and control one．The prawns were soaked for 1 min in KK-42 solution at a concentra— 

tion of 1．95×10一 mol·L 一 (KK一42 treatment group)or 0 mol L一 (control group)，respectively．Afterwards，the carapaces 

derived from stage D1—2，D3 or D4 prawns were separatively chosen to be used to histological observation and thickness measure— 

ment of layered exoskeleton，meanwhile，the hepatopancreas NAGase activity was quantitatively analyzed．The results showed 

that the exoskeleton thickness of carapace at stage D3 and stage D4 significantly increased by 29．76 (P<0．01)and 35．23％ 

(P< O．01)compared with the corresponding control at the 3 day after KK一42 treatment．The NAGase activity at stage Ds and 

stage D4 significantly increased at 12 h after KK一42 administration compared to the corresponding contro1．The results reveal 

that KK一42 treatment can significantly increase the cuticle thickness of exoskeleton，and promote NAGase activity from hepato— 

pancreas． 

Keywords：KK一42；Macrobrachium nipponense；exoskeleton structure；NAGase 


