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实验与技术

牙鲆不同组织中抗蛋白酶物质活性研究
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病原菌在侵袭宿主时 往往要分泌一些胞外酶

这些酶在感染过程中能够协助病原菌抗吞噬或进行

扩散 ≈ ∀ 等 年认为 一些海洋中生活的细菌

在侵袭鱼体时 同样能够分泌多种蛋白酶 ∀实验表明

这些侵袭性酶的活性能够被鱼体内一些抗蛋白酶活

性物质所抑制 ∀通过检测这些物质对于胰蛋白酶的抑制

作用 可以定量地测定这些抗蛋白酶物质的活性 ≈ ∀

本实验以 龄牙鲆为实验对象 检测了牙鲆体表黏

液 !腮 !血清中抗蛋白酶物质的分布和活性 ∀

材料和方法

牙鲆的饲养

实验用牙鲆由中国科学院海洋研究所实验海洋

生物学开放研究实验室提供 ∀实验前将 条 龄鱼在

的水体中饲养 通气 !换水 ∀鱼平均体重 ? ∀

血清的获取

用无菌注射器从牙鲆的尾动脉中抽取血液 于

ε 冰箱中放置 血细胞凝结并与血清分离 收集

上层血清 于 ε 以 的速率离心

取上清液 于 ε 保存待测 ∀

体表黏液中抗蛋白酶物质粗提液的制备

用蒸馏水冲洗鱼体 然后用干净的载玻片将体表

黏液轻轻刮下 防止体表损伤 然后与生理盐水一起

匀浆 ς/ Ω 匀浆液于 ε 以

的速率离心 取上清液于 ε 保存待测 ∀

其他组织中抗蛋白酶物质粗提液的制备

解剖鱼体 取出相应的鱼体组织 与生理盐水混

合匀浆 ς/ Ω 匀浆液于 ε 以

的速率离心 取上清液于 ε 保存待测 ∀

抗蛋白酶物质活力的测定

抗蛋白酶活力通过抑制蛋白酶水解酪蛋白的能

力来表示 ≈ 具体操作如下 将酪蛋白溶解于

浓度为 的磷酸缓冲液 ° ≥ 中制成 的

蛋白溶液 将 蛋白溶液与 ° ≥混合 于

ε 保温 加入 胰蛋白酶溶液 于

ε 保温 加热使酶失活 然后加入 考马斯

亮蓝溶液 后于 测定吸光值 ∀对照样品

中 将 酪蛋白溶液与 ° ≥ 胰蛋

白酶溶液混合后 不经保温 直接加热使酶失活 然

后加入 考马斯亮蓝溶液 测定吸光值 记录吸

光值差值 ∃ Α ∀测定酶粗提液中抗蛋白酶物质的活性

时 将 酪蛋白溶液与 酶粗提液

胰蛋白酶溶液混合 用上述方法测定吸光值的差值

∃ Α ∀以每毫克酶粗提液蛋白每分钟使胰蛋白酶活力

降低的数值 表示抗蛋白酶活性物质的活力 单位 ∏2

# ∀进行吸光度测量时 以磷酸缓冲液作

空白对照 ∀

粗提液中蛋白质含量的测定

考马斯亮蓝染色法 据徐宜为 报道 ∀

结果与讨论

实验结果表明 牙鲆的鳃 !体表黏液 !血清中抗

蛋白物质的活性分别为 ? ?

? ≅ ∏ # ∀

从上述实验结果可知 在牙鲆的体表黏液 !鳃 !血

(下转 68页)



海洋科学 年 第 卷 第 期

辅助参考文献

农绍庄 !韩 君 !卢明春 ∀ 鲨鱼肉肠制造工艺的研究

食品科学 7 ∗

赵中杰 !张秀云 ∀ 鲨鱼软骨的氨基酸分析 中国生化药

物杂志 2 ∗

≥

∏ Σχιενχε ,

ƒ • ∞¬ ≤ ∞

∏ ƒ ∏ ≥

∗

ΝΥΤΡΙΕΝΤΣ ΟΦ Χιηιλοσχψλλιυµ πλαγιοσυµ ΜΕΑΤ

≠ ° ≤ 2 ∏

∆επαρτµεντ οφ Φοοδ Σχιενχε ανδ Τεχηνολογψ, Ζηανϕιανγ Οχεαν Υνιϖερσιτψ,

Ρεχειϖεδ : ∏

Κεψ Ωορδσ: Χηιλοσχψλλιυµ πλαγιοσυµ ∏

Αβστραχτ

∏ Χηιλοσχψλλιυµ πλαγιοσυµ ∏ × ∏ ∏

∏ √ ∏

× ƒ • ∏ √ × Χ. πλαγιοσυµ ∏

ƒ ≥ × ≥ ≅ ≅ 本文编辑 刘珊珊

上接 页

清中分布有抑制胰蛋白酶活性的物质 不同的组织中

这些物质的活性不完全相同 ∀

不同的病原菌在侵袭宿主时 能够产生不同的胞

外酶 发挥不同的生理功能 如溶血性链球菌产生的

透明质酸酶能够分解结缔组织中的透明质酸 链激酶

可以激活溶纤蛋白酶原使之成为纤维蛋白酶 使纤维

蛋白凝块溶解 产气杆菌产生的胶原酶 能够分解结

缔组织中的胶原组织 ∀宿主体内分泌的抗蛋白酶活性

物质能够中和病原菌所分泌的侵袭性酶 从而能够有

效地避免或减轻一些疾病的发生 ∀据 ∞ 年报

道 鱼体中分泌的抗蛋白酶活性物质包括 Α2巨球蛋

白和非 Α2巨球蛋白物质 其中后者占虹鳟血清中抗

蛋酶活性物质的 ∀本实验测定了抗蛋白酶物质

对蛋白酶活性的抑制作用 可以了解不同组织中全部

抗蛋白酶活性物质的活力 对于不同形式的抗蛋白酶

物质的组成比例 需要其他实验进一步研究 ∀

针对病原菌所分泌的不同的侵袭酶 鱼体所分泌

的抗蛋白酶活性物质发挥着不同的作用 ∀≥ 等

年研究表明 大西洋鲑 血清中的抗凝

血酶能够抑制病原菌所分泌的凝血酶 ∀大西洋鲑血清

中另一种抗蛋白酶物质 Α 抗纤溶酶能够减轻疔疮

病的发生 ∀ 和 ∏ ∏ 年研究

表明 被病原菌感染过的鱼体 鱼血清中蛋白质含量

增高 抗蛋白酶活性物质的增多可能是造成这一现象

的原因之一 ∀用不同的病原菌感染牙鲆 观察牙鲆血

清中抗蛋白酶物质的变化 有助于理解牙鲆的抗感染

机理 ∀抗蛋白酶物质在牙鲆体表黏液 !鳃 !血清中的广

泛分布 表明牙鲆具有较完善的免疫系统以抵抗环境

中病原体的侵袭 ∀ 年在实验中发现 牙

鲆的血清 !体表黏液 !鳃中能够检测出较高的溶菌酶

活性 牙鲆体表组织中非特异性免疫因子的存在 有

利于增强牙鲆对环境的适应性 ∀以往的研究着重于海

水鱼血清中抗蛋白酶物质的变化 今后的研究工作有

必要进一步研究其他组织如鳃中抗蛋白酶物质对于

牙鲆抗病能力的作用 ∀
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