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菲律宾蛤仔血淋巴溶菌酶活性的研究

王文琪,徐申波,姜令绪,杨 宁,张玉娜

(莱阳农学院, 山东 青岛 266109)

摘要:通过不同的反应条件对菲律宾蛤仔 ( Ruditap es p hili p p inarum )血淋巴溶菌酶活力的

影响实验,发现各反应条件与菲律宾蛤仔血淋巴溶菌活力密切相关: 随着血淋巴添加量的增

加,菲律宾蛤仔血淋巴溶菌活力逐渐升高, 添加量在 150~ 250 L 之间时, 两者呈现直线关

系;溶菌活力随着温度和 pH 的升高呈峰值变化, 分别在反应温度为 50 和 pH 为 6. 4 时达

到最大值,但统计分析显示 pH 在 5. 2~ 6. 4 之间时, 溶菌活力差异不显著 (P > 0. 05) ; 溶菌

活力随着反应时间的延长逐渐升高, 当反应时间大于 100 min 后趋于稳定。这为探讨菲律宾

蛤仔免疫力的不同变化提供基础性的数据。
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贝类的免疫系统属于非特异性免疫反应, 除了

血细胞的作用外, 其血淋巴中存在多种生物活性因

子,如溶菌酶、抗菌肽、凝集素、调理素等,具有抑菌杀

菌作用[1~ 4]。溶菌酶( L ysozyme)是一种专门作用于

微生物细胞壁的水解酶, 又称胞壁质酶 ( murami

dase) [ 5~ 6]。据李义[ 7]报道溶菌酶是非特异性免疫系

统的重要组成部分, 是一种碱性蛋白,能够水解革兰

氏阳性菌细胞壁中粘肽的乙酰胺基多糖并使之裂解

而释放出来,形成一个水解酶体系, 破坏和消除侵入

体内的异物。Cheng [8] 研究发现溶菌酶在贝类的炎

症反应中起核心作用。刘世良[ 4]等报道指出溶菌酶

能够溶解病原体的细胞壁, 并且部分或者全部抑制

病原菌的生长与繁殖。可见,溶菌酶对于贝类的免疫

防御具有重要的作用, 研究影响其活性的反应条件

就显得格外重要。目前,有关贝类血淋巴溶菌活力性

质的研究尚未见报道。作者研究了菲律宾蛤仔血淋

巴溶菌活力的性质, 探讨了不同反应条件对溶菌活

力的影响,为贝类溶菌活力测定方法的改进提供了

必要的科学数据。

1 材料与方法

1. 1 实验材料

实验所用菲律宾蛤仔 ( Ruditap es philip p ina

rum)于 2005 年 5 月购于城阳水产品批发市场, 其进

出水管活动正常, 健康无病, 壳长为 4. 07 cm  0. 33

cm, 壳宽为 2. 84 cm  0. 16 cm 体质量为 11. 34 g  
1. 25 g。菲律宾蛤仔在盐度为 30, pH 为 7. 6, 温度为

18  0. 5 的海水中暂养 3 d, 暂养期间不充气, 不

投饵, 日换水 2 次,每次换水量为 1/ 2。

1. 2 实验方法

1. 2. 1 实验梯度设置

作者分别研究了血淋巴添加量、反应时间、反应

温度和反应 pH 对菲律宾蛤仔血淋巴溶菌活力的影

响。血淋巴添加量梯度设置为 50, 100, 150, 200,

250, 300 L ; 反应时间依次为 10, 20, 30, 40, 50, 60,

70, 80, 90, 100, 110, 120 m in; 反应温度分别设置为 0,

5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75,

80 , 温度梯度通过 CH ! SY21 电热恒温水浴锅和

冰块来调控; 反应 pH 分别是 4. 0, 4. 4, 4. 8, 5. 2, 5. 6,

6. 0, 6. 4, 6. 8, 7. 2, 7. 6, 8. 0, pH 用 1 mo l/ L 的盐酸、

0. 1 mol/ L 的磷酸钾盐和 LP 115 型 pH 计调控。

1. 2. 2 样品制备

每个实验分别取暂养 3 d 后的正常菲律宾蛤仔

100 只,用滤纸擦干其贝壳上的海水,然后用 1 mL 无

菌一次性注射器( 5 号针头)从菲律宾蛤仔后闭壳肌

中取血, 分别至于 1. 5 mL 的离心管中,经 T GL 16 G
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台式离心机 3 000 r/ min 离心 10 min, 取上清液置于

10 mL的离心管中,再在 IKA MSI振荡器上1 600 r/ min

振荡混匀后用于测定溶菌活力。

1. 2. 3 溶菌活力的测定

溶菌活力( UL )的测定参照 H ultmark 等[ 9] 改进

的方法,并做了适当的调整。

菌悬液的制备:以溶壁微球菌( Micr ococcus ly so

deikticus)冻干粉为底物, 用 0. 1 mol/ L , pH = 6. 4(反

应 pH 实验除外)磷酸钾盐缓冲液配成底物悬液, 使

其 570 nm 波长处的吸光度值( A 值)约为 0. 35。

溶菌活力测定: 取 3 mL 菌悬液于试管内, 冰浴

10 min, 然后加入200 L (血淋巴添加量实验除外)待

测血清振荡混匀,于 U V 2000分光光度计 570 nm 波

长处测定其吸光度值( A 0) ,然后将试管移入 37 (反

应温度实验除外)水浴中放置 30 min(反应时间实验

除外) , 取出后立即置于冰浴中 10 min,以终止反应,

测其吸光度值(A )。

溶菌活力计算: U L= ( A 0 A ) / A

1. 2. 4 血淋巴蛋白浓度的测定

蛋白浓度测定采用考马斯亮兰法[10]。绘制标准

曲线:取 21 支试管,分为 7 组, 每组三个平行, 用 1. 0

g/ L 的牛血清标准蛋白溶液给各试管分别加入: 0,

0. 01, 0. 02, 0. 04, 0. 06, 0. 08, 0. 1 mL , 然后用无离子

水补充到 0. 1 mL , 最后各试管中分别加入 5. 0 mL

考马斯亮兰 G 250 试剂,混合 5 min后在分光光度计

上测定各样品在 595 nm 波长处的光吸收值 A 595。用

标准蛋白质量( mg)为横座标, 用吸光度值 A 595为纵

座标作图,即得到一条标准曲线。根据标准曲线计算

所测定的未知样品的蛋白含量。

1. 2. 5 数据处理与分析

所有实验数据均以 3 个平行数据的平均值表示;

实验数据采用单因素方差分析( ANOVA)。

2 实验结果

2. 1 血淋巴添加量对菲律宾蛤仔溶菌酶活

力的影响
本实验应用考马斯亮蓝法制作的蛋白质量标准

曲线: y= 4. 738 6x+ 0. 000 9, R2= 0. 997 3,式中 y 和

x 分别表示吸光度值与蛋白质量(图 1)。表1 分析了

血淋巴添加量与溶菌酶活力及相邻梯度间溶菌酶活

力的关系,由表 1 和图 2 可以看出, 随着血淋巴添加

量的增加,菲律宾蛤仔溶菌酶活力逐渐升高 ,血淋巴

添加量为 300 L 和 350 L 的处理组溶菌酶活力差

异不显著(P> 0. 05) ; 而血淋巴添加量为 100 L 到

250 L 范围内,随着血淋巴添加量增加,溶菌酶活力

成正比增加(图 2) ; 通过计算相邻处理组间的溶菌酶

活力的差值得出表 1 中第 3 列的数值,而此溶菌酶活

力的差值对应的血淋巴量都是 50 L ,即相邻处理实

验组间的血淋巴添加量的差值均为 50 L ,用 50 L

血淋巴量对相邻处理组间的溶菌酶活力的差值作图,

得出图 2中的另一条曲线即相邻梯度间溶菌酶活力

差曲线, 由相邻梯度间溶菌酶活力差曲线可以发现当

血淋巴溶菌酶加量为 100 L 到 250 L 范围内,随着

血淋巴添加量的增加,溶菌酶活力的增加差值无显著

差异( P> 0. 05)。

图 1 应用考马斯亮蓝法制作的蛋白质量标准曲线

Fig. 1 Standard f igure of qual ity of p rotein by Coom as

sie brill iant blu e method

表 1 菲律宾蛤仔血淋巴添加量与溶菌酶活力关系

Tab. 1 Data of hemolymph of Ruditap es phil ip pinarum and

bacteriolytic activity

血淋巴量( L) 溶菌酶活力

相邻梯度间

溶菌酶活力差 蛋白质量( mg)

50 0. 018A 0. 020

100 0. 090B 0. 072a 0. 041

150 0. 140C 0. 050b 0. 062

200 0. 195D 0. 055c 0. 079

250 0. 248E 0. 053d 0. 098

300 0. 265F 0. 017e 0. 122

350 0. 272G 0. 005f 0. 139

注: a= B- A; b= C- B; c= D- C; d= E- D; e= F- E; f= G- F

图 2 血淋巴添加量对菲律宾蛤仔溶菌酶活力的影响

Fig. 2 Relat ion ship betw een the quan tity of hem o

lymph of R udi tape s p hi l ip p inar um and bacte

riolyt ic activity
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2. 2 菲律宾蛤仔血淋巴溶菌酶活力稳定性

的研究

图 3 表明,随着反应温度的增加, 菲律宾蛤仔血

淋巴溶菌酶活力呈现峰值变化, 在 0 ~ 30 的范围

内,溶菌活力缓慢升高, 之后迅速增加, 至 50 达到

最高值( UL ,max= 0. 897) , 随后又迅速降低, 60 之后

趋于缓慢,至 80 溶菌酶活力最低( UL ,min= 0. 005)。

图 3 反应温度对菲律宾蛤仔血淋巴溶菌活力的影响

Fig. 3 Relat ionship betw een react ion temperature and

bacteriolyt ic act ivity of hem olymph of Rudi

tap es p hi li p pinarum

由图 4 可见, 随着反应液 pH 的增加, 菲律宾蛤

仔血淋巴溶菌酶活力呈现峰值变化, 在 pH 为 6. 4 时

溶菌酶活力达到最高值(U L,m ax = 0. 308) , 但是 pH 在

5. 2~ 6. 4 之间的溶菌酶活力无显著差异(P > 0. 05) ,

当 pH 为 8时溶菌酶活力最低( UL ,min= 0. 049)。

图 4 pH 对菲律宾蛤仔血淋巴溶菌酶活力的影响

Fig. 4 Relat ionship between pH and b acteriolyt ic ac

t ivity of hemolymph of R ud itap es p hi li p p ina

rum

由图 5可以看出, 随着反应时间的延长,菲律宾蛤

仔血淋巴溶菌酶活力逐渐升高, 在 10~ 100 min 之内两

者呈正相关性, 100 min 后趋于稳定,且 100, 110, 120 min

时的溶菌酶活力差异不显著(P> 0. 05)。

图 5 反应时间对菲律宾蛤仔血淋巴溶菌酶活力的影响

Fig. 5 Relat ionship betw een duration and bacteriolytic ac

t ivity of hemolymph of Rudi tapes phi li pp inarum

3 讨论

3. 1 血淋巴添加量对菲律宾蛤仔溶菌酶活

力的影响
血淋巴添加量是影响溶菌活力测定的一个重要

条件。血淋巴添加量与血淋巴蛋白浓度以及溶菌酶

的含量呈正相关性。溶菌酶是无脊椎动物非特异性

免疫系统的重要组成部分,主要存在于血细胞中或由

血细胞释放到血淋巴中。不同种类的血淋巴浓度不

同, 这就表明其中蛋白酶的含量不同, 而酶的含量是

影响酶测定方法灵敏度的一个关键因素。作者参照

H ultmark 等[9]的方法, 首先研究了血淋巴添加量对

菲律宾蛤仔溶菌酶活力的影响。实验结果显示:随着

血淋巴添加量的增加, 菲律宾蛤仔溶菌活力逐渐升

高, 血淋巴添加量为 50 L 的处理组, 溶菌酶活力非

常低, 数据的平行性与重复性差 , 血淋巴添加量为

300 L 和 350 L 的处理组溶菌酶活力差异不显著

( P> 0. 05) , 且血淋巴添加量为 100 L 到 250 L 的

相邻处理组间的溶菌酶活力差无显著差异 ( P >

0. 05) ,溶菌酶活力与血淋巴添加量呈直线关系。由

此表明, 血淋巴添加量与菲律宾蛤仔溶菌酶活力密切

相关, 添加量较少( 50 L ) ,则溶菌酶活力测定方法的

灵敏度低, 这可能与菲律宾蛤仔蛋白质量浓度较低

( 0. 4 g / L ) , 其相应的溶菌酶含量较少有关; 添加量较

多( 300 L 和 350 L ) , 则无法反映出血淋巴添加量

与溶菌酶活力的相关性,作者认为这主要是受到底物

浓度的影响; 血淋巴添加量只有在适当的范围内才能

既提高测定方法的灵敏度又表达出两者之间的直线

关系。因此作者在测定其它反应条件对菲律宾蛤仔

血淋巴溶菌酶活力影响时, 将血淋巴添加量确定为

200 L, 以便提高测定方法的灵敏度。

3. 2 菲律宾蛤仔血淋巴溶菌酶活力稳定性

的研究
反应温度、反应 pH 和反应时间是影响菲律宾蛤

仔血淋巴溶菌酶活力稳定性的重要因素。许多研究

表明反应温度和 pH 对溶菌酶的稳定性具有显著影

响[ 11, 12]。本实验中,随着反应温度的升高, 菲律宾蛤

仔血淋巴溶菌酶活力均呈现峰值变化,在 0~ 30 的

范围内 , 溶菌酶活力缓慢升高, 之后迅速增加, 至

50 时达到最高值 ( UL, max = 0. 897) , 随后又迅速降

低, 60 之后趋于缓慢, 至 80 溶菌酶活力最低

( UL, min = 0. 005)。随着反应液 pH 的增加, 菲律宾蛤

仔血淋巴溶菌酶活力呈现峰值变化,在 pH 为 6. 4 时

溶菌酶活力达到最高值(UL ,max = 0. 308) , 但是 pH 在

5. 2~ 6. 4之间的溶菌酶活力无显著差异(P > 0. 05) ,
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当 pH 为 8时溶菌酶活力达到最低值,这说明溶菌酶

对弱酸性环境的耐受性较强, 而对碱性环境的耐受

性较差。

反应时间与菲律宾蛤仔血淋巴溶菌酶活力密切

相关,在 10~ 100 min 之内两者呈正相关性, 100 min

后溶菌酶活力趋于稳定,且第 100, 110, 120 min 时的

溶菌酶活力差异不显著( P> 0. 05)。由此表明, 反应

时间能够影响菲律宾蛤仔溶菌酶活力的稳定性, 根

据本实验结果, 反应时间在 100 min 以上, 溶菌酶活

力能够保持较高的活力和较好的稳定性。
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Abstract: This paper studied the effects o f hemolymph volume, temperature, pH and time on the proper

t y of lyso zyme in the hemolymph of Ruditap es philip p inarum . The results indicated that there was a clo se r e

lation between the four reaction conditions and bacter iolyt ic activity . A s t he vo lume is in o f hemolymph in

cr eased, the bact er io ly tic activity in t he hemo lymph increased gr adually , while the vo lume and the bacterioly tic

act ivit y show ed linear ity when the volume is in betw een 150 L and 250 L. As the reaction temperatur e and

pH increased, the g raphs o f bacterio ly tic act ivit y plotted against dates all show ed curves. The g raphs of bact e

r io lyt ic activit y had w ell defined peaks w hen the temperature equaled 50 and the pH equaled 6. 4. The data of

bacter iolytic activity had no marked difference in the ranges from 5. 2 to 6. 4 pH. As the reaction t ime in

cr eased, bacterio ly tic activ ity incr eased gr adually betw een 10min and 100min. , while bacterio ly tic activity r e

mained at a constant lev el between 100, 110 and 120 min and there w as no distinct difference( P> 0. 05) . That

pr ov ided base data of different infections on immune activit y of R. philip p inarum .

(本文编辑:张培新)
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