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淇河鲫不同组织器官溶菌酶与抑菌活性比较
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摘要：选择天然三倍体淇河鲫（ＣａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓｉｎＱｉｈｅＲｉｖｅｒ），通过试验研究其不同组织器官溶菌酶和抑菌活
性，以了解淇河鲫不同组织器官的抗菌能力。结果表明，淇河鲫不同组织器官溶菌酶和抑菌活性存在差异，溶菌

酶活性测定值依次为：肝胰脏＞肾脏＞鳃＞脑＞肠＞脾脏；抑菌活性测定值依次为：肝胰脏＞肾脏＞脑＞鳃 ＞肠
＞脾脏（Ｐ＜０．０１）；淇河鲫抗菌活性较高的组织为肝胰脏和肾脏，且肝胰脏又极显著高于肾脏（Ｐ＜０．０１），肾脏和
鳃的抗菌能力极显著高于脾脏（Ｐ＜０．０１）；表明鱼类不同组织器官免疫能力和抗菌活性存在差异，这种差异与组
织器官的生理功能和抗病响应机制不同有关；同时说明鱼类不同组织器官在致病菌干预过程中将发挥不同的作

用。
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　　 淇河鲫（ＣａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓｉｎＱｉｈｅＲｉｖｅｒ）为鲤形
目、鲤科、鲤亚科、鲫属，产于豫北鹤壁淇河水域，为

天然三倍体鱼类；其脊背厚度为一般鲫的２倍，因而
被称为双背鲫；其生长速度快、个体大、营养丰富、口

感良好。

溶菌酶（ｌｙｓｏｚｙｍｅ）又称胞壁质酶或Ｎ乙酰胞壁
质聚糖水解酶，是一种能水解细菌细胞壁上黏多糖

１，４糖苷键的碱性酶，可导致微生物细胞溶解死亡
（英辉等，２００８）；该酶具有抗菌、消炎、抗病毒等作
用（Ｂｕｋｈａｒｉｎ＆Ｖａｌｙｓｈｅｖ，２００６）；部分革兰氏阴性菌
如埃希氏大肠杆菌、伤寒沙门氏菌也会受到溶菌酶

的破坏（Ａｌｅｘａｎｄｅｒｅｔａｌ，１９８０）。
近年来，由于水质受到污染和环境遭到破坏，淇

河鲫养殖遭受众多传染性疾病的困扰，其养殖业受

到严重打击。渔民开始使用各种抗生素或添加剂以

减少鱼病感染带来的经济损失。本试验通过测定淇

河鲫的鳃、肝胰脏、肾脏、脾脏、肠等组织器官溶菌酶

活性和抑菌活性，分析其不同组织器官的抗菌能力，

以了解不同组织器官的生物学功能与抗菌机制，为

淇河鲫的疾病预防提供资料和依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
选取河南师范大学水产养殖基地的健康淇河鲫

５０尾，体重（１４５±５）ｇ，体长（２２±２）ｃｍ；在实验室
驯养１周，养殖用水为曝气３ｄ的自来水，温度（１８
±２）℃，ｐＨ为（７．０±０．１），溶解氧为（６０±
０．２）ｍｇ／Ｌ，每天适量投喂。

霍乱弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｃｈｏｌｅｒａｅ）来自河南师范大学水
产动物医学研究室。

１．２　试验方法
１．２．１　样品处理　取各组织器官０．２ｇ，用０．７５％
生理盐水洗去浮血，去除脂肪，放入加有 １．８ｍＬ
０．９％生理盐水的预冷研钵内冰上研磨，匀浆液４℃，
１２０００ｇ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液备用。
１．２．２　溶菌酶活性测定　参考刘睿智（２００６）的方
法并进行相应的修改，用０．０６７ｍｏｌ／Ｌ的磷酸缓冲
液将溶壁微球菌（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓｌｙｓｏｄｅｉｋｔｉｃｕｓ）冻干粉
（南京建成生物有限公司）配制成０．２ｍｇ／ｍＬ的菌
悬液。

酶活测定：取０．１ｍＬ组织液加３ｍＬ菌悬液，混
匀，立即于５７０ｎｍ处测其 ＯＤ值 Ａ１；将混合液２８℃
水浴３０ｍｉｎ，使其充分反应，随后进行冰浴１０ｍｉｎ
以终止反应，立即于５７０ｎｍ处测其 ＯＤ值 Ａ２；Ａ１－
Ａ２即溶菌酶所致的ＯＤ值变化。

溶菌酶活性定义为：在２８℃、ｐＨ６．４的条件下，
每１ｇ蛋白、每１ｍｉｎ使Ａ５７０下降０．００１为１个活力
单位。



蛋白含量测定参照 Ｂｒａｄｆｏｒｄ的方法（１９７６）；以
牛血清白蛋白（Ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ购于 Ｓｏ
ｌａｒｂｉｏ公司）作为标准蛋白。
１．２．３　抑菌活性测定　制备霍乱弧菌菌悬液：菌液
在５７０ｎｍ处吸光度值为０．８７０。

组织液滤纸片的制备及处理：直径为１ｃｍ的圆
滤纸，１２１℃高压蒸气灭菌２０ｍｉｎ，烘干；浸泡于组织
液２ｈ；同时将圆纸片浸泡于０．７５％的生理盐水２ｈ，
进行阴性对照。

抑菌试验：将０．３ｍＬ霍乱弧菌悬液加入灭菌的
ＬＢ固体培养基培养皿中，用涂布棒涂布均匀；将处
理的滤纸片贴入培养皿，每个培养皿６片，其中１个
为阴性对照，滤纸片每种处理的组织液进行３次重
复。霍乱弧菌置于生化培养箱，３７℃培养２４ｈ，观察
霍乱弧菌的生长，测定滤纸片的抑菌圈直径大小，比

较不同组织器官抑菌活性。

１．３　数据处理
试验数据以平均值 ±标准差（Ｍ±ＳＤ）表示。

采用单因素方差分析（Ｏｎｅｗａｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ，
ＡＮＯＶＡ）进行统计学检验，利用 ＥＸＣＥＬ２０１０进行
统计分析。统计学显著性水平设定为：Ｐ＜０．０１为
差异极显著；Ｐ＜０．０５为差异显著。

２　结果

２．１　溶菌酶活性
通过测定溶菌酶与溶壁微球菌反应前后的吸光

度值，根据吸光度差值计算不同组织器官的溶菌酶

活性。淇河鲫不同组织器官溶菌酶活性测定值依次

为：肝胰脏 ＞肾脏 ＞鳃 ＞脑 ＞肠 ＞脾脏（图１）。肝
胰脏和肾脏的溶菌酶活性最高，对其进行单因素方

差分析，肝胰脏溶菌酶活性极显著高于肾脏

（Ｐ＜０．０１）；对免疫器官肾脏和脾脏以及鳃进行单
因素方差分析，鳃和肾脏的溶菌酶活性极显著高于

图１　淇河鲫不同组织器官溶菌酶活性
Ｆｉｇ．１　Ｌｙｓｏｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓａｎｄ
ｏｒｇａｎｓｏｆＣａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓｉｎＱｉｈｅＲｉｖｅｒ

脾脏（Ｐ＜０．０１）。
２．２　抑菌活性

淇河鲫不同组织器官抑菌直径见图２。抑菌圈
直径大小依次为：肝胰脏 ＞肾脏 ＞脑 ＞鳃 ＞肠 ＞脾
脏。对抑菌活性较高的肝胰脏和肾脏进行单因素方

差分 析，肝 胰 脏 抑 菌 活 性 极 显 著 高 于 肾 脏

（Ｐ＜０．０１）；对肾脏、脾脏和鳃之间进行统计学分
析，鳃 和 肾 脏 的 抑 菌 活 性 极 显 著 高 于 脾 脏

（Ｐ＜０．０１）。

图２　淇河鲫不同组织器官的抑菌活性
Ｆｉｇ．２　Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓａｎｄ

ｏｒｇａｎｓｏｆＣａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓｉｎＱｉｈｅＲｉｖｅｒ

３　讨论

３．１　溶菌酶的作用机理与活性大小
非特异性免疫系统在低等水生动物中所起的作

用尤为重要，其原因在于低等水生动物的特异性免

疫系统还不是很完善，与高等脊椎动物相比，更依赖

于非特异性免疫系统（龙华，２００５）。溶菌酶是一种
作用于微生物细胞壁的水解酶，主要由嗜中性白细

胞和单核细胞产生，少量由巨噬细胞生成。溶菌酶

广泛存在于水生动物的血清、皮肤粘液和组织器官

中，其含量可直接反映溶菌作用的强弱，在抗细菌感

染方面有着重要的作用，是动物免疫系统中重要的

非特异性免疫因子，因此常被作为评价机体免疫水

平的重要指标之一（Ｃｈｒｉｓｔｏｐｈｅｒ＆Ｌｅｎａ，２００１；郑清
梅等，２００６）。

本试验测定淇河鲫的脑、鳃、肝胰脏、肾脏、脾脏

和肠中溶菌酶活性，其活性高低依次为：肝胰脏＞肾
脏＞鳃＞脑＞肠 ＞脾脏。统计分析显示，肝胰脏和
肾脏溶菌酶活性较高。肝胰脏作为机体重要的生理

代谢场所和解毒器官，溶菌酶活性显著高于其它组

织器官，说明其具有较强的抗菌能力；肾脏作为鱼类

主要的免疫器官，其溶菌酶活性仅次于肝胰脏，可能

是由于肾脏是白血球生成的主要器官，而鱼类溶菌

酶主要是由嗜中性白细胞和单核细胞等白细胞产生
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所致（Ｈａｎｓｅｎ，１９９７）；鳃作为鱼类重要的呼吸器官，
还具有分泌和排泄功能，虽然不是淋巴器官，但鳃和

皮肤存在分散的淋巴细胞生发中心，具有淋巴细胞、

巨噬细胞、单核细胞、嗜中性粒细胞，可分泌溶菌酶

（唐海蓉等，２００６）；脑是鱼类中枢神经系统，脑脊液
中含有微量的单核细胞，因此检测到脑组织溶菌酶

活性较低；鱼类肝胰脏、肾脏、鳃、肠粘膜、脾脏等组

织器官中含有丰富的血细胞，血细胞能分泌溶菌酶

进入这些组织中；肠黏膜尽管具有丰富的血细胞，但

没有分泌溶菌酶的单核细胞和嗜中性粒细胞，所以

含量较低（Ｈａｎｓｅｎ，１９９７）；脾脏是鱼类红细胞、淋巴
细胞和粒性白细胞生产、贮存和成熟的主要场所，是

鱼类主要的免疫器官，除行使特异性免疫功能外，因

其含有丰富的粒细胞和巨噬细胞，还具有分泌溶菌

酶等抗菌肽，行使非特异性免疫的功能；但本试验测

得脾脏的溶菌酶活性最低，这可能是由于其本身脾

脏的功能所致，淇河鲫脾脏的造血功能与其它硬骨

鱼类相比较弱，发挥免疫效应的过程较慢，且有人认

为鱼类脾脏的抗体生成细胞来源于肾脏；同时也说

明，与肾脏相比，脾脏在体液免疫中发挥的功能处于

相对次要的位置（唐海蓉等，２００６；谢碧文，２０１０；徐
革锋，２０１２）。有研究显示，鲟（Ａｃｉｐｅｎｓｅｒｓｔｕｒｉｏ）和牙
鲆（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ）脾脏中溶菌酶活性远远低
于肾脏（王宏田等，２０００；Ｓｕｂｂｏｔｋｉｎａ＆Ｓｕｂｂｏｔｋｉｎ，
２００３）。血液中的血细胞最丰富，在鱼体内各部位
的循环流动使溶菌酶分布得更广，因而自身不能产

生血细胞的组织同样可以含有溶菌酶。本试验中，

淇河鲫的各组织器官均检测到溶菌酶的存在。

邱岭泉等（２０１１）对鲤 （Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）不同组
织器官溶菌酶活性进行了研究，结果显示不同组织

器官和血清溶菌酶活性大小依次为：肝胰脏 ＞鳃 ＞
脾脏＞血清 ，与本试验结果基本一致；刘金兰和李
其雨（２０１１）研究澳洲银鲈（Ｂｉｄｙａｎｕｓｂｉｄｙａｎｕｓ）和鲫
（Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ）不同组织和血清溶菌酶活性大
小依次为：肾脏 ＞血清 ＞肠 ＞脾脏 ＞鳃，而黄颡鱼
（Ｐｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓｆｕｌｖｉｄｒａｃｏ）和黄鳝（Ｍｏｎｏｐｔｅｒｕｓａｌｂｕｓ）
的不同组织和血清溶菌酶活性大小依次为：肾脏 ＞
脾脏＞肠粘膜＞血清 ＞鳃 ＞体表黏液，表明不同的
鱼类其不同组织器官溶菌酶活性不同，但亲缘关系

较近的鱼类组织间溶菌酶活性相近。本试验淇河鲫

不同组织器官溶菌酶活性次序为：肾脏 ＞鳃 ＞肠 ＞
脾脏，与普通鲫的测定结果相似。

３．２　淇河鲫不同组织器官的抑菌机制
霍乱弧菌是一种人鱼共患的病原菌，虽然我国

已加强对国内各种水体霍乱弧菌的检测，但在水产

品行业仍有散发的霍乱病例报道（王立平等，１９９７；
杨鸢稢等，２００６）。本试验分别测定了淇河鲫的脑、
鳃、肝胰脏、肾脏、脾脏、肠组织液对霍乱弧菌的抑制

性，结果表明淇河鲫的肝胰脏和肾脏对霍乱弧菌的

抑制性最强，且肝胰脏＞肾脏 ＞脑 ＞鳃 ＞肠 ＞脾脏
（Ｐ＜０．０１）。肝胰脏是鱼体重要的解毒器官，也是
酶活反应中心，肾脏是鱼体最重要的免疫器官，因此

二者对霍乱弧菌的抑制性最强；脑、鳃、肠和脾脏的

抑菌圈较小，说明其对霍乱弧菌的抑制性较低，可能

是其免疫功能较弱造成的。有研究显示，ＩＩ型溶菌
酶基因编码的蛋白具有潜在的抗菌活性（Ｍｉｔｒａｅｔ
ａｌ，２００３）。本试验中，各组织器官对霍乱弧菌的抑
制机制及是否有其它免疫分子参与，还有待进一步

的研究确定。

综上所述，淇河鲫不同组织器官的溶菌酶活性

和抗菌活性具有组织特异性，与不同组织器官所执

行的生理功能有关；其组织器官中的溶菌酶活性与

抑菌活性较为一致，表明淇河鲫肝胰脏和肾脏的免

疫能力较强。在淇河鲫人工养殖和防病用药过程

中，应避免对淇河鲫肝胰脏和肾脏产生损伤和影响，

从而有助于保护其自身的免疫防护能力。
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