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假雄牙鲆不同组织中溶菌酶比活性的研究 m
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关键词 牙鲆k Παραλιχητηψσολιϖαχευσl o溶菌酶 o比活性

溶菌酶k�¼¶²½¼°̈ l是鱼类非特异性免疫系统的重

要组成部分 ∀据 �±ªµ¤° t|{s年报道 o溶菌酶能够破坏

细菌的胞壁结构 o增强由补体介导的溶菌作用 o同时

对真菌 !寄生物以及病毒也具有破坏作用 o因此 o溶菌

酶对于鱼类抵抗各种病原体的侵袭具有重要意义 o了

解溶菌酶在鱼体内的分布 o有助于更好地了解鱼类抵

抗各种疾病的机制 ∀以往的实验对溶菌酶在鱼体不同

组织中的分布研究得较少 o对于牙鲆体内不同组织中

溶菌酶活力的比较则未见报道 ∀本实验以 t ¤龄假雄

牙鲆为实验材料 o研究溶菌酶在不同组织中的分布 o

并初步比较其比活性的差别 ∀

t 材料和方法

tqt 假雄牙鲆的饲养

假雄牙鲆由中国科学院海洋研究所实验海洋生

物学开放室人工诱导 ∀通过组织切片检查其性腺发

育 o确定实验用鱼为雄性 ∀实验前将 x条鱼在约 u °≅

tqx °≅ tqx °的水体中饲养 o通气 o换水 ∀鱼平均体重

wys ? vs ª∀

tqu 血清的获取

用无菌注射器从牙鲆的尾动脉中抽取血液 o于 w

ε 冰箱中放置 uw «o使血细胞凝结 o并与血清分离 ∀收

集上层血清 o于 p vs ε 保存备用 ∀

tqv 体表黏液中酶粗提液的制备

用蒸馏水冲洗鱼体 o用干净的载玻片将体表黏

液轻轻刮下 o防止体表损伤 o然后与生理盐水一起于

冰水浴中匀浆 kt °̄ r °ªo ς/ Ωl o匀浆液于 w ε 条件

下 o以 ts sssµr°¬±的速度离心 us °¬±o取上清液于 p

vs ε 保存备用 ∀

tqw 其他组织中酶粗提液的制备

解剖鱼体 o取出相应的鱼体组织 o与生理盐水混

合匀浆ku °̄ r °ªoς/ Ωl o匀浆液于 w ε o以 ts sssµr

°¬±的速度离心 us °¬±o 取上清液于 p vs ε 保存备

用 ∀在提取牙鲆肠中的溶菌酶时 o将肠分为三部分 o肠

后端膨大部分为后肠 o肠前端非膨大部分平均分为两

截 o分别作为前肠和中肠 ∀

tqx 溶菌酶比活力的测定

参考有关文献≈t 并进行相应的修改 o具体做法

如下 }将溶壁微球菌k Μιχροχοχυσλψσοδεικτιουσo≥¬ª°¤产

品l用 sqst °²̄r�o³� yqu的磷酸缓冲液k°�≥l 稀释

至波长为 xvs ±°时吸光度为 sq{的菌悬液 ∀将 t °̄

菌悬液与 sqt °̄ 一定浓度的粗酶提液或血清混合 o

测定反应开始时于 wzs ±°的吸光度 o然后将混合液

于 vz ε 保温 ys °¬±o冰浴冷却使反应停止 o于 wzs ±°

处测其吸光度 o以每毫克酶粗提液蛋白每分钟使混合

液吸光度降低的数值来表示溶菌酶的比活力 o单位为

∏±¬·rk°¬±# °ªl ∀

tqy 酶粗提液中蛋白质浓度的测定

以牛血清蛋白作标准蛋白 o用 ≤²²°¤¶¶¬¦亮蓝染

色法测定≈u  ∀
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u 结果与讨论

uqt 结果
溶菌酶在假雄牙鲆的体表黏液 !血清 !脾脏 !肾脏

中的比活性分别为 kyqxw ? uqt|l ≅ ts
pv

o kxq{z ?

tq|zl ≅ ts
pv
okuqvv ? sq|{l ≅ ts

pv
okwqxw ? tqzxl ≅

ts
pv

∏±¬·rk°¬±# °ªl ∀

溶菌酶在假雄牙鲆的肝脏 !胆汁 !胃以及前肠 !

中肠 !后肠的比活性为 }kyqw| ? uqvxl ≅ ts
pv
oksqx{ ?

sqtvl ≅ ts
pv
oktqxz ? sqyxl ≅ ts

pv
okwqvu ? tqwyl ≅

ts
pv
okuqsz ? tqtvl ≅ ts

pv
okuqwt ? tqu|l ≅ ts

pv
∏±¬·r

k °¬±# °ªl ∀

溶菌酶在假雄牙鲆的鳃中的比活性为 kvq|y ?

tqwzl ≅ ts
pv

∏±¬·rk °¬±# °ªl o肌肉中未发现溶菌酶

的活性 ∀

由上述结果可以看出 o溶菌酶在牙鲆体内不同的

组织中广泛分布着 o但它们的比活性并不相同 ∀在实

验条件下 o体表黏液 !血清 !肾 !肝脏 !前肠以及鳃中溶

菌酶比活性较高 ~胃 !中肠 !后肠 !脾脏中溶菌酶比活

性较前述组织中的低 ~胆汁中溶菌酶的比活性较上述

器官的都低 ~肌肉中没有检测出溶菌酶的活性 ∀

uqu 讨论

ƒ¤ 等于 t|zy年 !�∏µµ¤¼和 ƒ̄ ·̈«̈µ于 t|zy年

在对淡水鱼和海水鱼的研究中发现 o溶菌酶在鱼的黏

液 !血清和某些淋巴组织中广泛分布着 ∀本实验中发

现 o不但在通常认定的免疫组织中可以检测出溶菌酶

的活力 o在肠 !腮 !肝 !胃等组织中同样可以检测出溶

菌酶的活力 ∀因此 o就非特异性免疫能力而言 o鱼类具

有相当完善的功能 ∀

�¤±¶̈±于 t|zw年报道 o鱼体中溶菌酶的产生与

哺乳类动物相似 o主要由嗜中性粒细胞和单核细胞产

生 o少量由巨噬细胞生成 ∀吴维宁 t||s年 !°∏̄¶©²µ§等

t||w年 ! �²°¥²∏·等 t|{|年在对鱼类的研究中发现 o

血液 !肝 !脾 !肾 !肠黏膜等组织和器官中含有丰富的

血细胞 o因此 o这些组织中的溶菌酶可能是由这些血

细胞分泌的 ∀血液在鱼体中各部位的循环流动能够使

溶菌酶分布得更加广泛 o使那些自身不能产生血细胞

的组织同样可以含有溶菌酶 ∀

ƒ̄ ·̈¦«̈µ等 t|zy年 ! �∏®¼¤±̈ ±®² t|yx年 ! �∏®¼¤2

±̈ ±®²t|yx年研究报道 o性别和季节 !遗传≈v  !温度≈t  !

食性等诸多因素都可以影响鱼体内溶菌酶的活性 ∀生

活环境的不同 o也使得鱼体同一组织中溶菌酶的适宜

反应条件不同 ∀例如 o≥¤±®¤µ¤±和 �∏µ±¤±¬于 t|{u年研

究发现 o淡水鱼肝脏中溶菌酶的活性在 ³�xqw最高 o

海水鱼肝脏中溶菌酶的活性在 ³�为 yqu和 |qu时最

高 ∀同一种鱼 o其不同组织中溶菌酶的适宜反应条件

是否相同 o以及体外实验对于不同组织中溶菌酶的活

力进行比较时所得出的结论是否适合于鱼体内的自

然生理过程 o都需进一步实验研究 ∀另外 o由于实验材

料的缺乏 o本实验只是研究了人工诱导的假雄牙鲆体

内的溶菌酶活性 ∀将来把这一实验结果与自然条件下

生长的牙鲆体内的溶菌酶活性进行比较 o对于尝试通

过遗传育种的方式来提高牙鲆的抗病能力可能会有

借鉴作用 ∀

鱼类所生活的环境较陆地动物的生活环境而言 o

流动性更大 o成分变化更快 o鱼类接触各种病原体的

机率也增大 ∀溶菌酶在鱼体中的广泛分布 o及其对不

同病原体的广泛破坏能力使得鱼体有能力抵御各种

病原体的侵袭 ∀基于本实验结果以及牙鲆的生理结

构 o作者对牙鲆体内溶菌酶的防御机制作下述设想 }

鳃 !体表 !肠黏膜 !胃构成牙鲆的第一道防御屏障 o阻

止有害病原体进入鱼体中 ~血液构成第二道防御屏

障 o对通过消化道进入循环系统中的病原微生物进行

灭活 ∀肝 !脾 !肾等其他组织形成第三道防御屏障 o对

通过循环系统进入组织内的病原体进行杀灭 ∀各种组

织间的作用并非孤立的 o它们相互联系 o共同作用 o以

提高鱼体的抗病能力 ∀
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