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金乌贼(Sepia esculenta)早期发育阶段 

相关酶活性的变化* 
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(农业部海洋渔业可持续发展重点实验室 中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛  266071) 

摘要    采用生化方法测定了金乌贼(Sepia esculenta)不同发育阶段的受精卵以及 0–10 日龄幼体的

胰蛋白酶、胃蛋白酶、碱性磷酸酶、脂肪酶和谷丙转氨酶 5 种酶比活力的变化。结果显示，可溶性

蛋白浓度总体呈先上升后下降再上升的变化趋势，其中，在囊胚和原肠期(Ⅱ)最高，在初孵幼体(Ⅶ)

中最低，含量分别为 81.50 mg/g 和 4.24 mg/g。胰蛋白酶、胃蛋白酶和谷丙转氨酶比活力的变化趋

势相近，总体呈先上升后下降再上升的变化趋势，其中，在胚胎发育阶段均能检测出这 3 种酶的活

性，说明主要自母体获得，但活力相对较低；在初孵幼体中，这 3 种酶活性均显著升高，比活力分

别为 0.51 U/g、1.68 U/mg 和 37.84 U/g；5 日龄幼体(Ⅷ)中，3 种酶比活力均显著下降至出膜前水平；

10 日龄幼体(Ⅸ)中，3 种酶比活力均有小幅度上升。碱性磷酸酶和脂肪酶比活力的变化趋势相近，

总体呈上升趋势，其中，在胚胎发育阶段仅检测到这 2 种酶的极低活性，幼体孵出后 2 种酶的比活

力才显著上升，标志着器官发育的逐步完善和消化能力的逐步增强。 
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作为海水养殖新品种，金乌贼(Sepia esculenta)

具有生命周期短(通常 1 年)、生长速度快、个体大(均

重 700 g)、营养丰富、可食率高等特点，消费市场需

求旺盛，增养殖前景广阔。目前，我国已攻克了金乌

贼苗种繁育技术，但苗种培育成活率相对较低，大规

格苗种的缺乏成为产业化推广养殖的一大限制瓶颈。 

消化酶是一种主要由消化腺和消化系统分泌的

营消化作用的酶类，其活性的大小反映了动物的消化

能力和营养需求(Lemieux et al, 1999)，开展水产动物

早期发育阶段消化酶活性变化的研究可用于幼体的

营养需求分析，还可通过建立和优化投喂方式来提高

苗种的成活率(Diaz et al, 1997)。近年来，有关早期发

育阶段消化酶活性变化的研究已经在甲壳类(田华梅

等, 2003)、鱼类(何滔, 20111); 孙敏等, 2012; Ribeiro et al, 

2008)和贝类(孙虎山等, 2008)中展开。在乌贼科种类

消化酶研究方面，目前仅见少量报道 (Perrin et al, 

2004; 郝振林, 20102); 陆伟进, 20123))，且局限在幼体

和成体，未见早期发育阶段消化酶活力变化的报道。 

本研究对金乌贼早期发育阶段消化酶及与消化

相关的谷丙转氨酶的活力进行测定，以期解析消化酶活

力的变化与营养物质利用及发育进程的关系，进而为提

高初孵幼体的质量及优化开口饵料供给提供理论指导。 
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1  材料与方法 

1.1  材料 

实验用金乌贼受精卵和幼体于 2014 年 6–7 月取

自青岛金沙滩水产开发有限公司。受精卵由野生金乌

贼亲体自然产卵获得，孵化水温为 18–25℃。仔金乌

贼孵化后第 2 天开始投喂糠虾，每天投喂 2 次，投喂

量为仔乌贼幼体体重的 2%–3%。取样时，先在同一

批次受精卵中随机取 3–5 粒，剥离三级卵膜后在解剖

镜下观察，参考陈四清等(2010)的方法，确定胚胎发

育时期。对金乌贼早期发育阶段卵裂期(Ⅰ)、囊胚期

和原肠期(Ⅱ)、外部器官形成期(Ⅲ)、红珠期和黑珠

期(Ⅳ)、心跳期(Ⅴ)、出膜期(Ⅵ)的受精卵及初孵幼体

(Ⅶ)、5 日龄幼体(Ⅷ)、10 日龄幼体(Ⅸ)进行取样，其

中，仔乌贼孵出后，每天上午于投饵前随机取样。每

个阶段取样 20–30 g (受精卵约 20 粒，幼体约 100 个)，

放入–80℃超低温冰箱中保存备用。 

1.2  方法 

1.2.1  酶液的制备    金乌贼胚胎发育各时期及幼

体各阶段分别取 1–2 g 样品，加入 4 倍体积(W/V)预冷

生理盐水，在电动匀浆机中匀浆，然后用 TGL-16 G

型冷冻离心机离心 10 min (4℃、2500 r/min)，取上清

液，置于 4℃冰箱保存备用。 

1.2.2  酶活性的测定     胰蛋白酶(Trypsin)测定参

照 Erlanger(1961)，胃蛋白酶(Pepsin)、碱性磷酸酶

(AKP)、脂肪酶(Lipase)和谷丙转氨酶(ALT)活性均采

用南京建成生物工程公司生产的试剂盒测定。可溶性

蛋白含量用考马斯亮蓝–蛋白测定试剂盒测定，用于

计算消化酶的相对活性。酶的活力单位(U)除以相应

酶液中可溶性蛋白含量即为酶的比活力。每组实验设

3 个平行样，结果用平均值±标准差(Mean±SD)表示。 

2  结果 

2.1  可溶性蛋白浓度的变化 

由图 1 可知，在金乌贼胚胎发育阶段可溶性蛋白

含量处于较高水平，且波动较大，呈现先升后降的趋势，

其中，在囊胚和原肠期最高，达到(81.50±11.70) mg/g，

后逐渐下降。仔金乌贼孵化出膜后，蛋白含量急剧下

降至(4.24±2.73) mg/g。随后，其含量又逐渐上升，但

到 10 日龄，蛋白浓度略有降低。 

2.2  胰蛋白酶比活力的变化 

由图 2 可知，在金乌贼胚胎发育阶段胰蛋白酶比 

 
 

图 1  金乌贼早期发育阶段可溶性蛋白含量变化 
Fig.1  Variation of soluble protein contents in early 

developmental stages of S. esculenta 
 

 
 

图 2  金乌贼早期发育阶段胰蛋白酶比活力的变化 
Fig.2  Variation of the trypsin specific activity in early 

developmental stages of S. esculenta 
 
活力处于较低水平，总体呈上升的趋势。仔金乌贼孵化

出膜后，胰蛋白酶比活力急剧增加至(0.51±0.06) U/g。

随后，其活性开始下降，5 日龄幼体酶比活力降至

(0.12±0.01) U/g，但仍高于胚胎发育期，10 日龄幼体

的酶比活力又逐渐上升。 

2.3  胃蛋白酶比活力的变化 

由图 3 可知，在金乌贼胚胎发育阶段，胃蛋白酶相

对活性相对较低，且波动幅度不大，范围在 0.2–0.5 U/mg，

其中，外部器官形成期胚胎的比活力最高。仔金乌贼孵化

出膜后胃蛋白酶比活力急剧上升至(1.68±0.30) U/mg，随

后，其活力开始下降，5 日龄幼体的酶比活力降至

(0.28±0.21) U/mg，10 日龄又上升至(0.69±0.27) U/mg。 
 

 
 

图 3  金乌贼早期发育阶段胃蛋白酶比活力的变化 
Fig.3  Variation of the pepsin activity in early 

developmental stages of S. esculenta 
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2.4  碱性磷酸酶比活力的变化 

由图 4 可知，在金乌贼早期发育阶段，碱性磷酸

酶比活力总体呈上升趋势，且在胚胎发育阶段碱性磷

酸酶比活力极低，至仔金乌贼孵化出膜后急剧上升，其

中，初孵幼体的酶比活力为(0.02±0.01) U/g，10 日龄

幼体为(0.03±0.01) U/g。 
 

 
 

图 4  金乌贼早期发育阶段碱性磷酸酶比活力的变化 
Fig.4  Variation of the AKP activity in early developmental 

stages of S. esculenta 
 

2.5  脂肪酶比活力的变化 

由图 5 可知，在金乌贼早期发育阶段，脂肪酶比

活力总体呈上升趋势。在胚胎发育阶段，脂肪酶比活

力极低，上升趋势不明显。仔金乌贼孵化出膜后，脂

肪酶比活力急剧上升至(34.39±3.72) U/g，5 日龄幼体

略有上升，10 日龄幼体迅速升高至(75.00±8.40) U/g。 
 

 
 

图 5  金乌贼早期发育阶段脂肪酶比活力的变化 
Fig.5  Variation of the lipase specific activity in early 

developmental stages of S. esculenta 
 

2.6  谷丙转氨酶比活力的变化   

由图 6 可知，在金乌贼胚胎发育阶段，谷丙转氨

酶比活力呈上升趋势，但处于较低水平。仔金乌贼孵

化出膜后，初孵幼体的谷丙转氨酶比活力急剧增加至

(37.84±6.79) U/g，随后金乌贼幼体的谷丙转氨酶比活

力急剧下降至低于出膜前水平。 

3  讨论 

3.1  可溶性蛋白浓度  

可溶性蛋白是动物胚胎发育时期的主要营养来 

 
 

图 6  金乌贼早期发育阶段谷丙转氨酶比活力的变化 
Fig.6  Variation of the ALT activity in early  

developmental stages of S. esculenta 
 

 
源，也以酶的形式存在，可以分解卵黄物质(Srivastava 

et al, 1995; Gunasekera et al, 1999)。金乌贼在胚胎发

育阶段可溶性蛋白浓度处于较高水平，且波动较大，

呈先升后降的趋势，其中，囊胚和原肠期最高，后逐

渐下降，与长蛸(Octopus variabilis)胚胎发育过程中可

溶性蛋白的变化趋势一致(詹萍萍等, 2010)。田华梅

等(2003)认为，在胚胎发育早期自母体提供的相关酶

类不断分解卵黄物质，以提供组织或器官构建所需的

物质和能量，但由于头足类卵裂为不完全的盘状卵裂，

盘状卵裂只发生在卵黄表面(詹萍萍等, 2010)，利用和

消耗的营养物质较少，可溶性蛋白浓度上升，为后期

的胚胎发育积累能量。金乌贼胚胎发育进入器官形成

期后，细胞分裂、组织分化及器官形成处于快速发展

阶段(陈四清等, 2010)，需要消耗大量的蛋白为胚胎

的代谢提供营养，此时可溶性蛋白的消耗量大于酶水

解量，其浓度开始逐渐降低，至幼体孵出后绝大部分

卵黄蛋白被消耗，含量达到最低。金乌贼幼体孵出后，

幼体主要消化器官的功能逐步完善，合成新蛋白质的

速度高于蛋白质的消耗速度，使可溶性蛋白的浓度有

所升高。 

3.2  消化酶比活力 

胰蛋白酶、胃蛋白酶和碱性磷酸酶是关系到仔鱼

蛋白消化吸收最主要的消化酶，也是肝胰脏、胃、肠

等主要消化器官开始功能化的标志性酶(Zambonino 

et al, 2001)。在金乌贼胚胎发育阶段就能检测到胰蛋

白酶和胃蛋白酶，不仅说明这两种消化酶主要是由受

精卵自母体获得，还说明金乌贼在胚胎发育阶段已经

能够进行蛋白质消化利用，因此，蛋白质是胚胎期所

需能量主要来源，这与头足类成体能量主要来源于蛋

白质的研究结论一致(Lee, 1994; García et al, 2002)。在

金乌贼幼体孵出后，胰蛋白酶和胃蛋白酶比活力急剧

升高，其原因主要表现在两个方面：第一，初孵幼体

的能量主要由卵黄提供，仔金乌贼孵化出膜后更多的

母源胰蛋白酶和胃蛋白酶被激活，用于更多卵黄蛋白的
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消化，在条石鲷(Oplegnathus fasciatus)(何滔, 20111))

和军曹鱼(Rachycentron canadum)(Faulk et al, 2007)中

也有类似的情况；第二，可能与取样方式有关，在胚

胎发育阶段采用的是受精卵整体匀浆，样品中包括厚

厚的三级卵膜以及体积不断增加的卵周液(陈四清等, 

2010)，而幼体孵出后采用的仅是幼体整体匀浆，造成

活性急剧升高。金乌贼幼体孵出后，残留卵黄逐渐被

吸收掉，并开口摄食糠虾，此时，由于母源蛋白酶量

的不断消耗以及内源性营养向外源性营养转换期间

幼体对饵料转变的不适应(Ribeiro et al, 1999)，导致

胰蛋白酶和胃蛋白酶相对活性逐渐下降，到 5 日龄降

到最低，此后，随着胰腺和胃腺的逐渐发育完善，其

活性开始上升，说明金乌贼开始摄食后已具有充分的

消化饵料的能力。 

碱性磷酸酶(AKP)主要存在于鱼类前肠上皮细胞

的浅部和纹状缘上，是一种可帮助肠上皮细胞吸收的

金属酶，与脂类、葡萄糖、钙和无机磷的吸收存在正相

关性(Tengjaroenkul et al, 2000; 冯晓燕等, 2003)。Zamani

等(2009)认为，AKP 活性的增加标志肠细胞的持续发

育，Beedham(1958)认为可能与贝类幼虫变态及胚壳

的形成有关。金乌贼胚胎发育至外部器官形成期时

AKP 比活力极低，发育至红珠和黑珠期时活力逐渐

上升，由此推测，金乌贼在红珠和黑珠期时已经开始

了肠细胞的增殖与分化，内壳也逐渐开始形成。金乌

贼幼体孵出后，AKP 活性显著升高，说明肠的功能

逐渐发育完善，且对脂类、葡萄糖、钙和无机磷的吸

收能力逐渐增强。此外，孙虎山等(2008)认为，贝类

原肠胚之前的各个发育阶段无吞噬细胞的分化，只能

依靠分子防御系统抵抗外来生物侵蚀，AKP 可能在

其早期发育阶段对抵抗病原生物侵染发挥重要作用。

金乌贼早期发育阶段 AKP 是否具有抵御病原生物侵

染作用，还需要结合免疫学研究进行进一步验证。 

Oozeki 等(1995)认为，鱼类个体发育早期存在两

种类型的脂肪酶，一种用于卵黄的吸收，而另一种用

于外源性脂肪的消化。金乌贼胚胎发育阶段脂肪酶相

对活性极低，说明内源性营养阶段用于卵黄吸收的脂

肪酶含量极低，表明脂肪不是胚胎发育能量的主要来

源，这与欧洲乌贼(Sepia officinalis)的研究结果一致

(Sykes et al, 2009)。由于能量主要来源于脂类的海洋

鱼类都具有富含脂类的油球(Love, 1980)，而乌贼类受精

卵不含油球，推测脂肪不是其胚胎发育能量的主要来

源的原因可能与受精卵不含油球有关。金乌贼孵化出

膜后，脂肪酶相对活性逐渐上升，直至 50 日龄活力才

趋于平缓(郝振林, 20102))，推测金乌贼孵化后脂肪酶

活性上升主要是用于外源性脂肪的消化，其相对活性

的增加反映出仔金乌贼胰腺的发育、脂肪代谢系统的

完善和对食物脂质利用能力的增加，以利于仔金乌贼

开口摄食后外源性脂肪的消化。 

谷丙转氨酶(ALT)是氨基酸代谢过程中重要的氨

基转移酶，主要在催化 α-酮戊二酸与天冬氨酸生成谷

氨酸与草酰乙酸的反应过程中起氨基转移作用，通常

根据血清中转氨酶活性的变化判断肝脏等组织器官

的功能状况(陈晨等, 2010)。目前，关于水产动物 ALT

活性研究主要集中在化学物质对其活性的影响(陈晨

等, 2010; 王媛等, 2005; 谭娟等, 2001)，迄今为止，未

见关于早期发育阶段 ALT 活力变化的研究报道。在

金乌贼胚胎发育阶段 ALT 就具有一定的活性，说明

ALT 主要从母体获得。初孵幼体的 ALT 相对活性急

剧增加，其原因可能是由于幼体孵出后失去了卵膜的

保护，受环境突变胁迫所致，此后，随着幼体对环境

的适应性增强，环境胁迫的影响逐渐消失，使得 ALT

活性逐渐降低至出膜前水平且逐步趋于稳定。 
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Changes in Activities of Related Enzymes in Early Developmental  
Stages of Sepia esculenta 

LIU Changlin, LIU Siwei, ZHAO Fazhen, CHEN Siqing①
, LIU Chunsheng, YAN Jingping 

(Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture,  
Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071) 

Abstract    Chemical and biological methods were employed to determine specific activities of several 
enzymes including trypsin, pepsin, alkaline phosphatase (AKP), lipase, and alanine aminotransferase 
(ALT) at different stages of fertilized eggs and 0–10 days old larvae of golden cuttlefish Sepia esculenta. 
The results showed that the soluble protein content was elevated in the early embryonic and larval stages, 
but was depressed from the mid to late embryonic stages. The protein content was the highest in the 
blastula and gastrulae stage(Ⅱ) (81.50 mg/g), and the lowest in the newly-hatched larvae (Ⅶ) (4.24 mg/g). 
During the development, the specific activities of trypsin, pepsin, and ALT in five enzymes all followed 
the up-down-up pattern. Activities of all three enzymes were detectable but very low in embryonic 
developmental stages, suggesting their maternal originality. Moreover, the enzymatic activities were 
significantly increased in newly-hatched larvae, which were 0.51 U/g, 1.68 U/mg and 37.84 U/g respectively. 
The enzymatic activities in 5 days old larvae (Ⅷ) dropped significantly compared to the level before 
hatching, and rose slowly in 10 days old larvae (Ⅸ). The activities of both AKP and lipase were generally 
elevated, starting from very low during the embryonic stages to significantly higher after hatching. These 
results implied the gradual maturation of organs and the improvement of digestion capability. 
Key words    Golden cuttlefish Sepia esculenta; Embryonic development; Soluble proteins; Digestive 
enzyme 
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