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提要   于 1999 年 10) 11月间在荣成市寻山养殖场实验了饲喂含有大麻哈鱼生长激素基

因的重组酵母对 1 龄牙鲆非特异性免疫能力的影响。实验分为对照组和 3 个实验组。对照

组的饵料中不含重组酵母菌, 实验组的饵料中分别含有重组酵母菌 0125j 、01 50 j 、01 75 j

( W/ W )。实验表明,通过投喂重组酵母菌, 可以增加牙鲆血清蛋白的含量, 增强牙鲆血清中

溶菌酶及抗蛋白酶物质的活性,这种影响与重组酵母菌的含量成正相关。

关键词   牙鲆  重组酵母菌  非特异性免疫

学科分类号   Q45

越来越多的实验表明, 通过使用免疫增强剂( Immunostimulants)可以有效地增强鱼

类抵抗外界病原体侵袭的能力, 同时也可以减轻外界环境胁迫对鱼类的免疫抑制作用

(Anderson, 1992)。已有研究表明, 由酵母菌中提取的葡聚糖在大西洋鲑( Salmo salar

L. )和虹鳟( Salmo gairdner i R. )中可有效地提高其抗病能力 ( Robertson et al , 1990;

Jeney et al , 1997) ;外源生长激素同样有利于增强鱼类的抗病能力 ( Kajita et al , 1992;

Sakai et al , 1996a、b、c, 1997)。饲喂含有生长激素的重组酵母菌对于增强鱼类免疫能力

的效果,是一个值得探讨的问题。本实验以牙鲆为实验对象,考察含有大麻哈鱼生长激素

基因的重组酵母菌对其某些非特异性免疫能力的影响。

1  材料与方法
111  重组酵母菌

含有大麻哈鱼生长激素基因的重组酵母菌由中国科学院海洋研究所实验海洋生物学

开放研究实验室培养。使用前将重组酵母菌培养液真空干燥,于- 20 e 低温保存。
112  鱼的饲养

实验组和对照组的 1 龄牙鲆分别在 4 个培养池中饲喂。每个培养池的容水

量约为 4 0m
3
, 饲养实验备用鱼 250 0 条左右 , 进行通气、流水饲养。上午、下午投

饵各一次。每一饲养池每天的投饵量约 2 0kg , 连续投喂 30d。对照组的饵料不含

重组酵母菌, 实验组 Ñ、实验组 Ò、实验组 Ó的饵料中分别含有重组酵母菌 0125j、

0150 j、0175j ( W / W )。
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113  血清的采集与分析

从对照组和实验组的备用鱼中分别取 15条鱼,各组鱼的平均体重分别为 270g左右。

断尾取血, 于 4 e 冰箱中放置 24h, 使血液凝结,分离出血清。收集上层血清, 于- 30 e 保

存待测。

114  溶菌酶活力的测定

参考有关文献 (陈昌福等, 1996) , 并作适当的修改, 具体方法如下: 将溶壁微球菌

( Micr ococus ly sodeikt ious, Sigma产品)用 0101mol/ L 磷酸缓冲液( PBS) ( pH= 612)稀释至
波长为 530nm 时吸光度为 018的菌悬液。将 1ml该菌悬液与 011ml血清混合,测定反应

开始时混合液于 470nm的吸光度 A , 然后将混合液于 37 e 保温 60min, 冰浴冷却使反应

停止,于 470nm 处测其吸光度 A , 以每 mg 血清蛋白每分钟使混合液吸光度降低的数值,

来表示溶菌酶的活力[ unit/ ( min#mg) ] ,具体计算公式为: E= ( A - A 0 ) / 60m , m 代表血

清蛋白的质量( mg) , 60代表反应的时间( min)。进行吸光度测量时,以 PBS作空白对照。

115  抗蛋白酶物质活力的测定

抗蛋白酶活力通过血清中的抗蛋白酶物质抑制胰蛋白酶水解酪蛋白的能力来表示

( Marsdan et al , 1996)。蛋白酶的活力以一定时间内,一定质量的蛋白酶水解酪蛋白的量

表示(周慧等, 1994)。具体操作如下: 将酪蛋白溶解于 01025mol/ L ( pH= 715)的磷酸缓
冲液( PBS)中,制成 2%的蛋白溶液, 将 018m l酪蛋白溶液与 011mlPBS 混合,于 37 e 保温

10min,加入 011ml胰蛋白酶溶液( 36125U / ml) , 于 37 e 保温 30min, 加热使酶失活,然后

加入 2ml考马斯亮蓝溶液, 20m in 后于 595nm 测定吸光值。对照样品中, 将 018m l的酪

蛋白溶液与 011ml的 PBS、011ml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 2ml考马斯亮蓝溶液,测定吸光度。记录吸光度的差值 $A 1。测定血清抗蛋白酶

的活性时, 将待测血清用磷酸缓冲液稀释 10倍,然后将 018ml酪蛋白溶液与 011ml稀释

后的血清以及 011ml胰蛋白酶溶液混合, 依上述方法测定吸光度的差值 $A 2。以每 mg

血清蛋白每分钟使胰蛋白酶活力降低的数值, 表示抗蛋白酶物质的活力[ unit/ ( min#

mg) ] , 计算公式为: E= ( $A 1- $A 2) / 30m,其中 m 代表血清蛋白的含量( mg) , 30代表

反应时间( min)。进行吸光度测定时,用 PBS 作空白对照。

116  血清蛋白含量的测定

以牛血清蛋白作标准蛋白, 用 Coomassic亮蓝染色法测定血清蛋白的含量(徐宜为,

1979)。

2  结果与讨论
从表 1中可以看出,向牙鲆投喂重组酵母菌,可以提高牙鲆血清中蛋白质的含量,同

时可以提高牙鲆血清中溶菌酶和抗蛋白酶物质的活性。随着饵料中重组酵母菌的含量增

高,这种影响效果也更加显著( p< 0105)。
酵母胞壁中提取的葡聚糖作为免疫增强剂在国际上已经实现商品化生产和应用。在

大西洋鲑( Salmo sala L. )、虹鳟( Salmo gairdneri R. )和大菱鲆( Scophthalmus max imus

L. )的研究中发现,葡聚糖能够增强鱼类体内溶菌酶的活力( Engstad et al , 1992; T homp-

son etal , 1995; Baulny etal , 1996)。在另外的实验中发现, 在牙鲆的消化道中可以检测
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表 1  重组酵母菌对牙鲆血清中蛋白质含量、溶菌酶活性、抗蛋白酶物质活性的影响( n= 15)

T ab. 1  The effect s of recombinant yeast on the total protein contents, lysozyme activit ies and ant iprotease

act ivit ies in the serum of Paral ichthys oli vaceus ( n= 15)

项  目 对照组 实验组Ñ 实验组Ò 实验组Ó

血清蛋白含量( mg/ ml) 18. 9 ? 2. 8 20. 9 ? 3. 7 23. 6 ? 3. 1 25. 6 ? 2. 9

溶菌酶活性[ unit / ( min#mg) ] 2. 93 ? 0. 79 3. 78 ? 0. 93 4. 67 ? 1. 24 5. 38 ? 1. 31

抗蛋白酶物质的活性

[ @ 10- 2unit / ( min#mg) ]
2. 72 ? 0. 95 3. 25 ? 0. 76 4. 13 ? 1. 35 5. 07 ? 1. 83

出纤维素酶和溶菌酶的活性, 由此看来,酵母菌的胞壁可以被牙鲆消化道中的酶所降解。

牙鲆血清中某些激素的含量随着饵料中重组酵母菌含量的增加而逐渐增多的现象(王宏

田等, 2000) ,能够间接证明这一推测。当酵母菌的胞壁被牙鲆体内的酶降解从而释放出

其中的葡聚糖之后, 葡聚糖作为免疫增强剂, 使牙鲆血清中蛋白质含量增高,同时增强溶

菌酶和抗蛋白酶物质的活力。这可能是重组酵母菌能够增强牙鲆非特异性免疫能力的机

制之一。

生长激素对于鱼类非特异性免疫能力的增强作用也为以往的研究所证实。Kajita等

( 1992)和 Sakai等( 1996a、b、c, 1997)等人在对虹鳟的研究中发现,外源生长激素能够促进

淋巴细胞的有丝分裂,增强血清溶血能力等。Calduch- Giner 等( 1995)在金头鲷的单核

细胞和淋巴细胞中检测出生长激素的受体,生长激素对鱼类免疫能力的影响可能与这类

受体的功能相联系, 这种影响受到神经内分泌系统的调节( Auernhammer et al , 1995)。

研究表明, 投喂重组酵母可以有效地提高牙鲆血清中生长激素的含量(王宏田等, 2000)。

因此,重组酵母菌对于牙鲆非特异性免疫能力的增强作用, 与外源生长激素的作用可能有

某些相同的机制。这可能是重组酵母菌增强牙鲆非特异性免疫能力的另一种机制。

提高鱼体的免疫能力,是增强鱼体抵抗病原体侵袭的重要手段。研究表明,与葡聚

糖、生长激素相类似,其他许多物质也具有提高鱼体免疫能力的功能, 这类物质通称为免

疫增强剂。免疫增强剂可能通过作用于神经内分泌系统调节鱼类的免疫能力, 具体的调

节途径还需要进一步实验论证。有关这方面的研究, 将有助于更深入地了解免疫增强剂

的作用原理。

本实验结果表明,重组酵母能够提高牙鲆血清中蛋白质的含量, 增强牙鲆血清中溶菌

酶和抗蛋白酶物质的活力。重组酵母菌对于牙鲆其他免疫能力的影响, 投喂重组酵母菌

是否能够使牙鲆抵抗某些环境病原体的侵染,以及最适的投喂时间和投喂剂量等,都将是

今后需要研究的问题。
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EFFECTS OF RECOMBINANT YEAST ON THE NON-SPECIFIC IMMUNE

ACTIVITIESOF PARALICHTHYS OLI VACEUS

WANG Hong- t ian,  ZHANG Pe-i jun
( Exper imen tal Marine Biology L aboratory , Inst itute of Oceanology ,

T he Chinese Academy of Sciences , Qing dao, 266071)

Abstract   Experiments w ere conducted at Rongcheng Xunshan Fishery to analyze the effects of recombinant

yeast on the immune parameters of flounder, Paralichthys oliv aceus. No recombinant yeast w as fed in the control

group. In the experimental groups, Group I, Group Ò, Group Ó, 0125 j , 0150j , 0. 75j ( W/ W ) recombinant

yeast was mixed in the diet, respectively, to feed the fish. The results show that, in the control g roup, group I,

group Ò and group Ó, the total serum protein contents were 18. 9 ) 25. 6mg/ ml, respectively; and the lysozyme

activities were 2. 93 ) 5. 38[ unit/ ( min#mg) ] ; the antiprotease activities were 2. 72 ) 5. 07[ @ 10- 2unit/ ( min#

mg) ] , respectively. Hence, when recombinant yeast wasmixed w ith the diet, some non-specific immune parame-

ters of Paralichthys olivaceus were enhanced.

Key words   Paralichthys oliv aceus   Recombinant yeast   Non-specific immune activities

Subject classif ication number   Q45
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