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提要   采用微型冰点渗透压仪和酶学分析的方法测定了褐牙鲆幼鱼由盐度 30向低盐 ( 24、

18、12、6)适应过程中血浆渗透压和鳃丝 N a
+
-K

+
-ATPase活力的变化。结果表明,盐度对褐牙

鲆幼鱼血浆渗透压和鳃丝 N a
+
-K

+
-ATPase活力都有显著的影响 (P < 0105)。盐度变化后,各

实验组褐牙鲆血浆渗透压、鳃丝 N a
+
-K

+
-ATPase活力均呈现出不同程度的下降趋势,且随着

盐度变化的增加而增大。在 6d内,盐度为 18、12和 6实验组血浆渗透压呈峰值变化,在 3d时

达到最小值; 6d后,各实验组血浆渗透压趋于稳定; 而鳃丝 N a
+
-K

+
-ATPase活力在 6d时达到

最小值, 9d后,各实验组褐牙鲆鳃丝 N a
+
-K

+
-ATPase活力基本趋于稳定状态, 而且在高渗环

境 ( S > 14197)中鳃丝 Na
+
-K

+
-ATPase活力与外界盐度大小呈正比,在低渗环境 (S < 14197)

中与盐度呈反比。褐牙鲆幼鱼的等渗点盐度为 14197,等渗压为 42518mO sm /kg。
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  许多学者研究认为,在自然环境中鱼类正常
生理状态的内环境渗透压一般稳定在一个很窄

的范围内,相当于盐度为 10) 15的渗透浓度, 与

外界水环境往往有很大的差别 (H o lmes et al,

1969; Bret,t 1979)。国内外在鱼类的渗透调节方

面已有许多相关的报道, 大多以鳃丝 N a
+
-K

+
-

ATPase、血浆渗透压和离子浓度等作为评价鱼类

渗透调节的指标, 并认为鱼类的鳃、肾脏在维持

机体的渗透平衡及内环境的稳定上具有重要的

作用 ( B eyenbach et al, 1993; 林浩然, 1999)。由于

鱼类种类繁多, 生活环境各异, 在鱼类渗透调节

机制方面仍然存在着很大的分歧 (Hw ang et al,

1989; Romao et al, 2001; V an et al, 1997; Scott et

al, 1999)。褐牙鲆 (Paralich thy s olivaceus)是我国

鲆鲽类集约化养殖的主要种类 (王  伟等,

2004) ,目前主要以海水、地下井水进行养殖, 而

国内外有关其渗透调节的研究尚未见报道。作

者主要从血浆渗透压和鳃丝 N a
+
-K

+
-ATPase角

度,探讨了褐牙鲆的渗透调节机理, 这不仅为鲆

鲽鱼类渗透生理的研究奠定了理论基础,也为褐

牙鲆养殖水环境调控提供了科学依据。

1 材料与方法
111 实验材料
实验所用褐牙鲆 (Paralichthy s olivaceus)幼鱼

于 2003年 4月购于威海华信海珍品养殖公司,体

色正常,健康活泼, 全长 ( 10198 ? 0185 ) cm, 体重
为 ( 11190 ? 3138) g。实验前暂养驯化 20d, 实验

用水为青岛沿海的自然海水, 盐度为 30, pH 为

812,温度为 ( 18 ? 015) e , 连续充气, 日换水率

100%, 并投喂升索牌专用颗粒配合饲料 (山东升

索渔用饲料研究中心生产 ) , 日投饵量为幼鱼体

重的 3% ) 4%。
112 实验梯度的设置
实验盐度设置为 30、24、18、12和 6五个梯
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度。实验时,将暂养在盐度为 30海水中的褐牙

鲆幼鱼分别放到 24、18、12、6中, 各盐度梯度采用

经曝气的自来水来调节; 实验在 50cm @ 40cm @
30cm的塑料水槽内进行, 各水槽分别放幼鱼 20

尾,每个梯度设三个平行组, 盐度 30的为对照

组。实验期间的养殖管理与暂养期间的完全相

同,换水时分别加入相对应盐度的养殖用水, 实

验期间幼鱼无死亡现象。实验的取样时间为 0h、

12h、24h、3d、6d、9d、12d, 每个水槽随机选取 2尾

幼鱼, 取血液和两侧鳃丝。

113 褐牙鲆血液样品的制备和渗透压的测定
用 1m l注射器 (经冷却和肝素润洗 )从褐牙鲆

尾静脉插入抽取血液,血液抽出后立即置于 115m l
离心管中,在高速冷冻离心机 ( 0) 1e , 10000r/m in)
中离心 7m in,吸取上清液, 采用 Fiske210微型冰

点渗透压仪测定渗透压。

114 褐牙鲆鳃丝 Na
+
-K

+
-ATPase活力的测定

11411 酶液的制备   取褐牙鲆幼鱼的两侧鳃
丝,用预冷蒸馏水 ( 0) 4e )洗净、滤纸吸干后置于

10m l冰冷酶提取液 ( 0125mmol /L蔗糖, 6mmo l/L
EDTA-Na2, 10mmo l/L Tris, 011% 脱氧胆酸钠, pH
715)中, 用高速匀浆器在冰水浴中以 20000r /m in

转速匀浆 5m in, 匀浆液在高速冷冻离心机 ( 0)

1e , 10000r/m in)中离心 30m in, 取上清液再离心

10m in,将所得上清液冷藏 ( 0) 2e )保存, 在 8h内

测定 N a
+
-K

+
-ATPase活力。

11412 N a+-K+ -ATPase活力的测定   酶蛋白

含量采用 B radford ( 1976 )方法测定。N a
+
-K

+
-

ATPase活力测定参考 Whea lty等 ( 1987)的方法,

通过测定全酶反应体系和 N a
+
-K

+
-ATPase活力

被抑制反应体系中底物 ATP-N a2释放出无机磷

( P i)量的差值来计算,酶活力单位采用微摩尔无

机磷 /毫克蛋白 /小时 ( Lmo lP i/mgpr# h)表示。

全酶反应体系为 011m l酶液 + 012m l A液
( 180mmol /L NaC,l 30mmol /L KC,l 6mmo l/LM gC l2,

40mmol /L Tris-HC,l pH 718) ; Na+-K +
-ATPase活

力被抑制反应体系为 011m l酶液 + 012m l B液
( 210mmol /L NaC ,l 215mmo l/L 乌本苷, 6mmo l/L
MgC l2, 40mmo l/L Tris-HC,l pH 718)。将上述两反
应体系置于 30e 水浴中温浴 5m in后, 分别加入

014m l底物溶液 ( 6mmo l/L ATP-Na2, 50mmo l/L

Tris-HC ,l pH 718)并继续温浴 30m in后,立即加入

011m l的 30%冷三氯乙酸 (TCA )终止反应,用钼蓝

法 ( F isk et al, 1925)测定两反应体系的 P i释放量。

115 数据处理与分析
所得数据为 3个平行组数据的平均值 ?标准

差 (M eans ? SE );所有数据分析均采用单因素方差

分析 ( One- factor analysis of variance)和 Duncan检

验法。

2 实验结果
211 盐度对褐牙鲆幼鱼血浆渗透压的影响
由表 1可知,盐度对褐牙鲆幼鱼血浆渗透压

具有显著的影响 (P < 0105), 血浆渗透压表现出
随盐度的下降而下降的趋势。盐度变化后, 各实

验组褐牙鲆血浆渗透压呈现出不同程度的下降

趋势, 且随着盐度变化的增加而增大; 在 6d内,

盐度为 18、12和 6实验组血浆渗透压呈峰值变

化,在 3d时达到最小值, 6d后, 各实验组血浆渗

透压趋于稳定。

表 1 盐度对褐牙鲆幼鱼血浆渗透压 ( mOsm /kg)的影响

Tab11 The e ffect o f different salin ities on plasma osm otic pressure ( mOsm /kg) of juven ile Japanese flounder

时间

( d)

盐   度

30 24 18 12 6

0 4491 2 ? 71 5a /A 44912 ? 715a/A 44912 ? 715a /A 4491 2 ? 71 5a /A 44912 ? 715a/A

01 5 4411 5 ? 61 3a /A 44910 ? 151 6a /A 42615 ? 419b /B 4291 5 ? 2619b/B 39510 ? 211 2b/C

1 4421 0 ? 51 7a /A 44510 ? 715a/A 42810 ? 114b /B 4141 8 ? 1318c /C 38610 ? 331 9c /D

3 45010 ? 281 5a /A 44017 ? 412ab/A 40412 ? 521 1c /B 3991 0 ? 2515d/B 35217 ? 231 1d/C

6 45910 ? 241 0a /A 43115 ? 201 5b/B 4191 0 ? 91 0c /BC 4251 8 ? 3018b/C 3951 0 ? 412bc /D

9 45410 ? 181 0a /A 43610 ? 614b /B 42410 ? 101 2c /BC 4261 0 ? 71 8b/C 4051 0 ? 1315b/D

12 43515 ? 221 6a /A 43715 ? 211b /B 42615 ? 301 1c /C 4251 0 ? 2216b/C 41413 ? 618b /D

  注: 数据右上角的小写字母表示同一处理下不同时间对渗透压的影响, 数据右上角的大写字母表示不同处理在同

一时间下对渗透压的影响,具有相同字母的数据表示差异不显著 (P > 01 05)
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  由图 1看出,选取盐度变化 12d时,各实验组

血浆渗透压处于稳定状态的数值作图。褐牙鲆

血浆渗透压曲线与海水渗透压标准曲线的交点

即为褐牙鲆幼鱼的等渗点, 此时海水盐度为

14197,渗透压为 42518mOsm /kg。
212 盐度对褐牙鲆幼鱼鳃丝 Na

+
-K

+
-ATPase

活力的影响

表 2表明, 盐度对褐牙鲆鳃丝 N a
+
-K

+
-

ATPase活力有显著的影响 (P < 0105)。在盐度变
化 9d内, 各实验组鳃丝 N a

+
-K

+
-ATPase活力呈

现峰值变化,在 6d时达到最小值; 9d后, 各实验

组褐牙鲆鳃丝 N a
+
-K

+
-ATPase活力基本趋于稳

定状态, 而且在高渗环境 ( S > 14197 )中鳃丝
N a

+
-K

+
-ATPase活力与外界盐度大小呈正比, 在

低渗环境 (S < 14197)中与盐度呈反比。

图 1 第 12天时, 不同盐度下褐牙鲆幼鱼血浆渗透压

F ig1 1 At Day 12, the plasm a o sm onality of Japanese

flounder in d ifferent sa lin ities

表 2 盐度对褐牙鲆幼鱼鳃丝 Na+ -K+ -ATPase活力 (Lmo lP i/m gpr# h)的影响

Tab1 2 The effec t of salin ities on Na+ -K +-ATPase activ ity(Lmo lP i/m gpr# h) o f juven ile Japanese flounder

时间

( d)

盐   度

30 24 18 12 6

0 11 11 ? 0112a /A 11 11 ? 0112a/A 1111 ? 01 12a /A 1111 ? 0112a /A 11 11 ? 0112a/A

01 5 11 03 ? 0135a /A 11 10 ? 0115a/A 0194 ? 01 52a /A 0196 ? 0162a /A 0198 ? 01 05b /A

1 11 11 ? 0137a /A 11 07 ? 0113a/A 0193 ? 01 36a/B 0185 ? 0115b/C 01 80 ? 0114c /C

3 11 11 ? 0177a /A 11 04 ? 0112a/A 0185 ? 01 23b /B 0171 ? 01 18c /C 0152 ? 01 06d /D

6 11 01 ? 0128a /A 01 82 ? 0119b /B 0160 ? 01 13c/C 0161 ? 01 47c /C 0146 ? 01 12d /D

9 11 11 ? 0138a /A 11 05 ? 0139a/A 0176 ? 01 11b /B 0184 ? 0141b/B 01 91 ? 0128c /B

12 11 11 ? 0126a /A 11 04 ? 0113a/A 0177 ? 01 00b /B 0187 ? 0111b/C 01 92 ? 0129ac /C

  注: 数据右上角的小写字母表示同一处理下不同时间对渗透压的影响, 数据右上角的大写字母表示不同处理在同

一时间下对渗透压的影响,具有相同字母的数据表示差异不显著 (P > 01 05)

3 讨论
311 盐度对褐牙鲆幼鱼血浆渗透压的影响
鱼类对盐度的适应过程, 许多学者已经进行

过一些相关的研究,从 G av in等 ( 2002)对黑棘鲷

(Acanthopagrus butcheri )、Ilhan等 ( 1998 )对墨西

哥湾鲟 ( A cip enser oxyrinchus de soto i )、Van 等

( 1999)对鲤鱼 ( Cyp rinius carp io )以及 H andeland

等 ( 2003)对大西洋鲑 ( Salm o salar )的研究可以

看出, 这一过程主要分为两个阶段: 一是盐度变

化后短期内, 鱼类血浆渗透压呈迅速下降的趋

势,这一变化随即刺激鱼机体渗透调节生理机制

的改变;二是渗透压向变化前状态的逐渐恢复的

过程。在本实验中褐牙鲆幼鱼这个渗透适应过

程表现得非常明显, 在盐度突变 3d内基本上是

褐牙鲆被动的对外界环境进行适应的阶段, 而后

期在进行了一系列生理调节后, 开始对渗透压进

行主动性的恢复,在 6d时,各处理组褐牙鲆血浆

渗透压开始处于稳定状态,这说明褐牙鲆对盐度

的适应能力是非常强的; 同时在实验过程中, 各

实验组褐牙鲆表现出良好的摄食和活跃程度也

说明了这一点。对于鱼类渗透压变化的程度和

恢复所需要的时间, 受种间差异、盐度变化范围

的大小、水环境温度以及个体大小的影响, 如墨

西哥湾鲟 ( Ilhan et al, 1998) ,由淡水向盐度 25突

变后 24h即开始渗透压的恢复, 而 96h后渗透压

基本达到稳定状态, 大个体表现出比小个体有更
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好的适应性, 渗透压变化程度明显比小个体小。

黑棘鲷 ( Gav in et al, 2002)由盐度 36变化至 12、

24、48、60, 3个月后盐度 12、24、48组即处于稳定

状态, 而盐度为 6处理组在 6个月时才恢复。

真骨鱼类能够调节体内液体环境的离子浓

度使之维持在一个很小的范围内 ( Van et al,

1999) ,广盐性鱼类在这方面表现得尤为明显。

通常不同种类对内环境渗透压变化范围的要求

略有不同,但普遍符合血浆渗透压与盐度之间呈

正相关这一关系,本实验结果即是如此。前人对

鲤鱼 ( Van et al, 1999)、大西洋鲑 (H andeland et

al, 2003)、黑棘鲷 ( Gav in et al, 2002)、墨西哥湾鲟

( Ilhan et al, 1998)的研究亦支持这一结论。

312 盐度对褐牙鲆幼鱼鳃丝 Na
+
-K

+
-ATPase活

力的影响

对于盐度对鱼类鳃丝 N a
+
-K

+
-ATPase活力

的影响, 近年来许多学者对银鲑 (Oncorhynchus

kisu tch )、F undulus heteroclitus、河豚鱼 ( Cyprinodon

salinus)等诸多种类上已做了大量的研究, 认为盐

度对鱼类鳃丝 N a
+
-K

+
-ATPase活力有着显著的

影响 (Hw ang et al, 1989; M adsen et al, 1996),且大

多认为在等渗点鱼类鳃丝 N a
+
-K

+
-ATPase活力

有一个最低值。而与此不同的是, Romao 等

( 2001)研究认为, 多鳍南极鱼 (N o tothenia neglec-

ta )由自然海水 (盐度 34) 35)过渡到半海水 (盐

度 17) , 在短期 ( 6h )和长期 ( 10d)后鳃丝 N a
+
-

K
+
-ATPase活力没有显著的变化; Van等 ( 1997)

和 Scott等 ( 1999)亦认为, 盐度对鱼类鳃丝 N a
+
-

K
+
-ATPase活力无显著的影响。本实验结果与

前者相似, 即盐度对褐牙鲆鳃丝 N a
+
-K

+
-ATPase

活力表现出显著的影响, 各盐度的褐牙鲆鳃丝

N a
+
-K

+
-ATPase活力最后都达到相对稳定的值,

并且在高渗环境 ( S > 14197)中鳃丝 N a
+
-K

+
-

ATPase活力与外界盐度大小呈正比,在低渗环境

(S < 14197)中与盐度呈反比。之所以出现这些
不同的结论,主要在于不同鱼类的渗透调节能力

和调节方式有着不同甚至是很大的种间差异; 而

影响鳃丝 Na
+
-K

+
-ATPase活力的外界环境因子

亦起着关键性的作用, 如 H andeland等 ( 2003)对

大西洋鲑 ( Salm o salar )以及 Scott等 ( 1999)对黑

鲷 (M yliom acrocephalus)幼鱼的研究,分别认为温

度、摄食水平对鳃丝 N a
+
-K

+
-ATPase活力能够产

生很大的影响。另外,鱼类的渗透调节机制比较

复杂, 除了鳃外, 肾、肠和膀胱等器官都是对内环

境稳定起着重要的作用 ( Beyenbach et al, 1993;林

浩然, 1999)。

313 盐度对褐牙鲆幼鱼血浆渗透压和鳃丝 N a
+
-

K
+
-ATPase活力的影响机制

众所周知,鱼类渗透调节过程中离子的排出

主要是由氯细胞完成的, 而氯细胞中 Na
+
-K

+
-

ATPase起着重要的作用。本实验结果表明,在褐

牙鲆对盐度的适应过程中, 鳃丝 N a
+
-K

+
-ATPase

的变化与血浆渗透压的变化相比具有明显的滞

后性, 这说明褐牙鲆的渗透调节并不是完全由鳃

丝 N a
+
-K

+
-ATPase来完成的,还有其他器官对渗

透压进行调节。褐牙鲆向低盐环境适应的过程

中,血浆渗透压的变化是被动和主动结合的一个

过程, 在短期 (几个小时 )内主要是鱼体与外界环

境之间的水盐交换发生改变所致, 表现为鱼体吸

收水分引起体重的增加; 但在长时间内 (几天 ),

鱼通过主动进行渗透调节,逐渐改变这种不平衡

的状态,除了鳃的改变、减少或停止吞饮水、体表

皮肤结构的变化外, 肾脏起着重要的作用如肾小

球滤过率增大, 肾小管对水的渗透性降低, 从而

减小对水分的重吸收, 排出稀薄的尿液等 (林浩

然, 1999)。盐度对鱼类鳃丝 N a
+
-K

+
-ATPase活

力的影响是鱼类对外界环境进行自主适应的一

种生理上的表现,其影响的原理与内分泌系统有

着重要的联系, 可能是受到某种或某些激素 (生

长激素、皮质醇、胰岛素样生长因子 )的控制

( Thomas et al, 2003)。

314 鱼类的等渗点及其在水产养殖上的意义
本实验结果表明,褐牙鲆幼鱼的等渗点的盐

度为 14197,等渗压为 42518mOsm /kg。不同的鱼
类或是同一种类由于生活的水环境盐度、温度的

不同以及个体大小的不同,血浆渗透压范围有很

大的差别, 故等渗点也有所不同。国内外有关盐

度对鱼类生长的影响进行了详细的研究,认为鱼

类 (特别是广盐性鱼类 )一般有一个最适的生长

盐度范围。而这个最适生长盐度与等渗点有着

非常密切的关系, 人们普遍认为, 鱼类在接近于

或稍高于等渗点的海水中, 鳃丝 N a
+
-K

+
-ATPase

表现出较低的活力 ( Renzis et al, 1984; Gaumet et

al 1995) ,这在能量代谢上有很大的作用 ( Kuh-l

mann et al, 1980; Febry et al, 1987; Gaumet et al,

1995),在高于等渗点的高渗环境和低于等渗点

的低渗环境, 鱼机体必须消耗一定的能量来维

持水盐平衡, 这直接影响到营养分配和饵料的
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利用效率。在养殖水环境的选择上考虑到这一

点, 对于鱼类养殖的水环境调控具有非常重要

的意义。
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EFFECTSOF SALINITY ON PLASMA OSMOLALITY AND GILL Na
+
-K

+
-ATPase

ACTIV ITY OF JUV INILE JAPANESE FLOUNDER

PARALICHTH YS OLIVACEUS

PAN Lu-Q ing, TANG X ian-M ing, L IU Hong-Yu, T IAN Jing-Bo


(The K ey Laboratory of M ariculture, M in istry of Educa tion, Ocean Un iversity of China, Q ingdao, 266003)


( Yellow, Sea F isher ies Research In stitute, Chinese Academy of F ishery S ciences, Qingdao, 266071)

Abstract  Changes in plasm a osmo lality and g illN a
+
-K

+
-ATPase activ ity o f juven ile Japanese flounder

(Paralich thy s olivaceus) w ere stud ied in enzymo logy ana lysis at an abrupt change in sa linity from 30 to 6 at

decrem ent of 6) . The experimentw as conducted in 50cm
3 @ 30cm3 @ 40cm3

plastic tanks; each conta ined 50L

w ater1 The sizes and w eights of juven ile Japanese flounderw ere a t ( 10198 ? 0185) cm and( 11190 ? 3138) g,
respective ly at the experim ental condition o f pH 812 and temperature( 18 ? 015) e 1 The salin ity w as ad justed
by w el-l exposed tap w ater1Constant aeration w as prov ided1Completew ater exchange at the same temperature
w as conducted daily w ith the residual feed, excrement and dead anima ls removed1Da ily baitw as fed at 3% )
4% of the body w eight1Each treatm ent tank contained 20 fish and triplicated1The control trea tmentw as set in
the salinity o f 30 Sampling was conducted at 0h, 12h, 24h, 3d, 6d, 9d and 12d since the beg in-

n ing1Samples w ere then stored at - 20e until enzymes were assayed1The results suggest that e ffects o f the
salinity on plasma osmola lity and activ ity of g illNa

+
- K

+
-ATPase o f the fish w as sign ificant (P < 0105). U p-

on the sa lin ity reduction, bo th plasm a osmola lity and g ill N a
+
-K

+
-ATPase activ ity show ed slow ly down

trends1 In overal,l the b igger the sa lin ity dropped, the more remarked trend appeared1 In 6 days, peak values
of plasma osmo la lity appeared at the salinity of 18, 12 and 6, and trough value appeared on the th ird day16
days after the experim ent star,t the p lasma osmo lality in every group reached their ow n stab le state, and the

enzym e activity dipped to the low est level then resumed slow ly to the their prev ious level1A t the end o f the ex-
periment, the Na

+
-K

+
-ATPase activ ity in every group stabilized1The Na+ -K +

-ATPase activ ity of g ill show ed

a posit ive corre lation to the salin ity in hyperosmot ic env ironmen t( S > 14197), w hile a multip le corre lation to
the sa lin ity in hypotonic env ironmen t(S < 14197) . The isoosmo tic point o f flounderw as at salinity o f 14197
( isoosmot ic pressure, 42518mO sm /kg) . The juvenile Japanese flounder had a great capab ility of acclimat ize
to a low sa lin ity sett ing1The acc lim atization had c lose ly re lation to the time bu t independent of salin-i

ty1Changes in Na+-K +
-ATPase activity o f g ill( 9d) w as ev idently lagged to the changes in p lasma osmola lity

( 6d), ind icat ing that the osmoregulat ion of the flounderw as not fully controlled by N a
+
-K

+
-ATPase activ ity

in g il,l som e other organs such as kidney may have contributed1 It is proposed that the acclim atization cou ld
consist o f two phases1Phase I: short time after salin ity change, the plasma osmo lality declined rapidly, trigge-

ring the change in o rgan ism osmoregulat ion1Phase II: the plasma osmo lality reverted to the level before salin-i

ty change1 In a short term of a few hours, the plasma osmo la lity w as regu lated by w ater-salt exchange betw een

internal and external systems1The increase in w eight w as because of the abso rpt ion of w ater1Wh ile in a long
term of severa l days, the flounder could regu late osmo la lity act ive ly to ad justify the imbalance by reduc ing or

stop ping w ater adso rpt ion, and chang ing sk in structure, etc, among wh ich kidney played a sign ificant ro le.

Key words  Salinity, P aralichthys olivaceus, P lasm a osmo la lity, G illN a
+
-K

+
-ATPase


