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鱼类消化酶的研究是鱼类消化生理的重要研究内容
,

也为配合饲料的研制提供理论依据
。

鱼类消化酶的

种类很多
,

在这方面的研究工作
,

国外开展得比国内要多
,

但关于鱼类胰蛋白酶的研究
,

则相对较少
。

Jar w

【19 76〕报道了卿的一些组织器官中的胰蛋白酶
。

Yo 目五n公以等〔1供孙 ]研究了日本鳗鲡的胰蛋白酶活性的分布
。

Uy
s和 H eC址 【198 7」分析了胡子鳃的胰蛋白酶

。

seg 理r 等 [ 1吸为〕用酶组织化学方法观察了 白继消化道胰蛋白

酶的分布
。

B itte th ch 【1臾巧」研究了维和编十等分肠段内容物的胰蛋白酶活性
。

本文研究了这两种鱼的消化器

官组织中的胰蛋白酶活性分布
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 材料来源

实验用的鱿 (场, oP 拟‘以爪交句hrs nZO I。心 )和编 (A廊t

曲娜 no 拟。 )均取 自华中农业大学水产试验站同一

鱼池
,

所取得的鱿
、

编在半小时内运至实验室
,

使鱼保持正常活动状态
。

缝体重 ‘, 〕一 6 , 〕g
,

体长 黝
一

们Cm ;编

体重 肠5 一彻g
,

体长 31 一 42 c m
。

1
.

1
.

2 样品制备

解剖活鱼
,

取 出内脏
,

置于碎冰中(保持在 0 一 4℃状态下 )
,

从肝胰脏
、

脾脏组织中随机取出一部分组织

块
,

称重 ;取出胆囊
,

将胆囊表面的脂肪及其他组织剔除干净
,

用蒸馏水冲洗囊外壁数次
,

再用脱脂棉球轻轻拭

干
,

刺破囊壁
,

取得胆汁
,

称重 ; 将肠分为五等分
,

取出各肠段内容物
,

用蒸馏水冲洗干净肠内壁
,

再用脱脂棉球

小心拭干
,

刮下各段肠粘膜
,

分别称重 ;将所有取得的样品加蒸馏水
,

在 0 一 4℃下匀浆 (胆汁除外 )
、

抽提 印
-

28 小时
,

尔后
,

离心 20 分钟(1 2仪x 〕g
,

4℃ )
,

取上清液
,

即为酶粗提液
。
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1
。

2
。

1

方法

胰蛋白酶活性测定

测定方法根据张龙翔等〔1如1〕
,

以 Na
一 对甲苯磺酞 一 L 一 精氨酸甲醋酸盐 (T A M旧)作底物

,

29
.

omg T A M王

溶于 1oo 以 0
.

肠M 一

PH 8
.

0 的 Tri
s 一盐酸缓冲液 (含 。￡k )

。

在 25 ℃条件下
,

使酶粗提液与之反应 (无酶同浓

度底物作空白)
,

使用 l戊 一 么巧p 刃 紫外可见分光光度计 (日本)
,

于 2 47 nln 波长测其吸光值 (A )
,

每隔 30 秒读

一次数
,

其计 3 分钟
。

胰蛋白酶活性大小以在 25 ℃
、

PH 8
.

0 的条件下
,

lg 新鲜样品在 l 分钟内所产生的吸光

值的变化量(从增量 )来表示 (△A
z 产g

·

~ )
。

1
.

2
.

2 肝胰脏
、

脾脏组织学

维和编的肝胰脏组织样本随机地取材于靠近胆囊的部位
,

大小约 0
.

翻m x lrm
x Icln

,

脾脏样本则取材于

整个脾脏
,

用 D 知访
, s 液固定

,

石蜡包埋
、

切片
,

H
.

E
.

染色
,

显微镜观察
、

拍照
。

2 结果

2
.

1 胰蛋白酶活性的分布

从表 1 中可以看出
,

缝和编的胰蛋白酶活性的变化规律很相似
。

在所检测的组织器官中
,

均以肝胰脏中

的胰蛋白酶活性为最大(P < 0
.

05 )
,

脾脏中也具有较高的该酶活性
,

而胆汁中未检测出胰蛋白酶活性
。

在五等

分长度的肠道中
,

两种鱼的胰蛋白酶活性以第 n 段肠粘膜中的为最高
,

高于第 工段肠粘膜(P > 0
.

05
,

无显著性

差异 )
,

并从第n 段向肠后呈递减趋势
,

但是
,

第 V 段肠粘膜中的胰蛋白酶活性又稍高于前一段的
。

表 1 胶蛋白阵活性的分布

D 如白口翔吐。n of 恤e 切几阁n 创川对ty

分布 部 位
第 I段

肠粘膜

1知h 认 1

第 n 段

肠枯膜

第 111 段

肠枯膜

第y 段

肠枯膜

第 V 段

肠粘膜
肝胰脏 脾 脏 胆 汁

n 9 9 9 9 8 10 4 4

链 x[ △A / g’ m in 〕 4. 男 5. 73 0. 45 0
.

13 0. 41 8. 00 4
.

13 0
.

00

(2
.

花 ) (2 38 ) (0
.

4 1 ) (0
,

12 ) (0 25 ) (3
.

哭) (1
.

1 5
,

(0
.

的)
n 8 8 6 7 7 10 4 4

幼 x [△A / g
·

面n
] 5

.

朋 6
.

邓 0
.

2 1 0
.

10 0
.

3 5 8 忍7 6
.

29 0
.

00

(2
.

14 ) (1
.

凭) (0
.

1 1 ) (0
.

份 ) (0
.

跳 ) (1
.

斜) (1
.

12 ) (0
.

的)

说明
: n 一 样本数 ; X 一胰蛋白酶活性的平均值 ;括号

一
标准差

。

在这两种鱼的相同组织器官中
,

胰蛋白酶活性除在脾脏中的有显著性差异 (P < 0
.

05 )外
,

其它组织器官

中均无显著性差异 (P > 0
.

05 )
。

这两种鱼的第 工段肠粘膜与第 且段肠粘膜之间的胰蛋白酶活性不存在显著差

异(P > 0
.

05 )
,

而第 工
、

且段比第 111
、

N 和 V 段肠粘膜的胰蛋白酶活性明显要高 (P < 0
.

05 )
。

2
.

2
PH 值对胰蛋 白酶活性的影响

在 1诱ME 浓度相同的条件下
,

仅改变缓冲液的 PH 值
,

检测了 PH 对缝
、

编第 n 段肠粘膜中的胰蛋白酶活

性的影响
,

结果表明
,

在PH 为 6
.

5 一 8
.

5 的范围内
,

该酶活性在 PH S
.

o 一 8
.

5 时很稳定 ; 低于PH 7
.

5 时
,

其活性

急剧下降 ; 当PH 为 6
.

5 时
,

其活性几乎丧失 (图 1 )
。

2
.

3 链
、

编鱼的胰腺组织分布

在显微镜下
,

经 H
.

E
.

染色的胰脏组织呈蓝紫色
,

细胞排列成管泡状结构
,

胰腺组织细胞呈锥体形或低柱

状
,

胞核圆形
,

胞质呈不均匀蓝色或蓝色颗粒状
,

而肝脏组织中可见肝细胞索及其分枝
,

并互相连接形成网状

结构
,

肝细胞呈多角状
,

核圆形呈蓝色
,

胞质呈不均匀的红色或浅红色
,

并可见脂泡
,

所以在显微镜下
,

从染色
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和结构上都很容易把胰脏组织 和肝脏组织区分开来
。

分

布于脾脏组织中的胰脏组织
,

其染色和结构与分布于肝脏

组织中的一样
,

也可以很容易地加以区别
。

缝
、

缩肝胰脏和脾脏组织学观察表明
,

这两种鱼的胰

腺组织在肝脏和脾脏 中均有分布
,

且分布情况很相似
,

即

分布于肝脏和脾脏的表面
,

或伸入其内部
,

胰脏组织虽与

肝脏或脾脏组织混合在一起
,

但彼此之间有结缔组织使两

两之间相对分开 (图 1 )
。

7
.

00

5
.

00

3
.

00

3 讨论

3
.

1 肝胰脏 中的胰蛋白酶活性

鱼类的食性是与其消化器官组织的结构和 消化机能

相适应的
,

消化器官的不同部位
,

因所承担的消化机能不

同
,

消化酶 活性也会 呈明显差异
。

六 十多 年前
,

Che sley

【19各扎」曾调查了具有密致型
、

弥漫型胰脏的多种鱼类
,

认

为淀粉酶等消化酶的中心生成器官是胰脏
。

肠sh 仁19 以)」发

现河 妒 (Pe rc a 刀俪at il is ) 和莫 桑 比克 罗非 鱼 (侧叩ia

ul三
.

妙v司�犁胆离仁阳婴

图 I PH 对缝
、

编胰蛋白酶活性的影响

R g
.

I E巧eC t of PH
v创比e on 此 奶哪访 of

H
.

砌王众r认 朋d A
.

nD bi 亡is

~ 姗石ic a) 的碱性蛋白酶活性以胰脏组织中的最大
,

草鱼 ( cte 爪孕ha 勺胡召O由 n 记目l。 ) 肝胰蛋白酶活性高于肠

道的〔黄耀桐和刘永坚
, l
姗〕

。

本实验结果表明
,

缝
、

编的肝胰脏蛋白酶活性明显大于其它组织器官 ( p <

0
.

05 ) ;胰腺组织虽与肝脏混在一起
,

但彼此是分开的
,

同时胆汁中无胰蛋白酶活性
,

这就说明散布于缝
、

编肝

脏内的胰脏组织仍是产生胰蛋白酶的主要场所
。

3
.

2 脾脏中的胰蛋白酶活性

脾脏并非消化腺
,

通常被认为是造血
、

过滤血液循环和破坏衰老红细胞的中心场所 [孟庆闻
, 1性邢)」

,

但我

们检测到这两种鱼的脾脏中具有较强的胰蛋白酶活性
。

在现有资料中
,

我们尚未发现这种情况
。

通常认为胰

蛋白酶是来源于胰腺组织或其它一些与消化有关的器官组织
。

进一步通过组织学观察
,

我们发现脾脏的表面

和 内部均有胰腺组织的存在
,

这就说明了脾脏中的胰蛋白酶实际上来源于脾脏的胰腺组织
,

并非脾脏本身的

产物
。

3
.

3 胆汁中的胰蛋 白酶活性

有关鱼类胆汁是否有消化酶的研究报道很少
。

早期的一些研究曾表明某些鱼类胆汁中有消化酶
,

如鳍鱼

胆汁内有蛋白酶等酶活性
,

并有激活胰液的作用 ; 鲤胆汁里有淀粉酶〔尾崎久雄
, 19 83 年中译本」

。

但若将底

鳞 ( Fu nd 以。 初
e ro cl o us ) 胆囊在波恩 氏液里固定 1 分钟

,

以使其周围胰腺组织固定后再采集胆汁
,

发现胆汁

里并无蛋白酶等酶活性 [尾崎久雄
, 1 , 粥 年中译本〕

。

笔者对缝
、

鳍胆汁作过多次酶活性检测
,

均未发现有胰

蛋白酶的存在
,

据此推测
,

尽管鳞
、

编的胰腺组织分布于 肝脏的表面或其内部 ; 但两者之间有结缔组织使之分

隔
,

因而胰脏分泌物的排出可能另有解剖学上的途径
。

3
.

4 肠粘膜的胰蛋白酶

K
“

, 幼e
HK

O
【l性炎粥」发现摄食不同浓度蓝藻的鱿

,

其三等分肠段粘膜和食糜中的蛋白酶等消化酶的活性是

从前端向后显著递减 (张幼敏译
,

1985 年 )
。

Jon as 等 [l创B ]也测得鲤和鳞五等分肠壁的蛋白酶活力由前向后呈

现下降趋势
。

酶组织学显示 白畦 ( co rego
n o lavare

tus ) 的胰蛋 白酶由前端向后端呈下降趋势〔灰g ℃r , 1
卿〕

。

( 1 )张幼敏译
,

1失巧
。

白缝摄食蓝藻时消化酶的活性
。

淡水渔业译丛
,

(4 )
: 51 一 科

。
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罗非鱼前端肠粘膜碱性蛋白酶等酶活性比后端的要强 [R sh
,

19 义)」
。

虹缚前肠胰蛋白酶活性明显高于后肠的

【O苗shi 等
,
197 6〕

。

鱿
、

编和其它一些鱼类肠粘膜胰蛋白酶活性由前向后逐渐减弱的一致性
,

表明无论是有胃

鱼类还是无胃鱼类
,

其肠前部是消化食物的主要场所
,

这是消化酶活性分布与消化机能相适应的一个例证
。

值得提及的是
,

缝
、

编肠粘膜最后端的胰蛋白酶活性稍高于前一段
,

这可能在肠的后端存在着胰蛋白酶重

吸收的机制
,

使胰蛋白酶得以重新利用【Bi tle rli ch
,

1哭巧」
。

3
.

5 胰腺组织的分布

早在 187 3 年
,
b笔阅15 就曾发现硬骨鱼类的胰脏有密致型

、

弥漫型和散在型三种类型
,

而且大多数硬骨鱼

胰脏是弥漫型的
,

分散在肝脏
、

幽门垂
、

脾脏和肠等处 ; 鲤科鱼类不但有弥漫型还有散在型〔尾崎久雄
,

l驯买3 年

中译本〕
。

孟庆闻和苏锦祥〔19 , 〕」认为沿输胆管两侧散布着的一些粉红色小圆形颗粒即是继的胰脏和胰岛细

胞
。

而有关于缝
、

缩胰腺组织的分布至今未见报道
,

虽然本文的重点是研究这两种鱼的胰蛋白酶
,

但对这两种

鱼的肝脏和脾脏组织学观察表明
,

这两种脏器的表面和内部均有胰脏组织的分布
,

而且在鱿
、

缩是一致的
。

这

与秉 志〔1 1关洽」对
“

鲤胰脏分布在肝脏之外或在其内
,

亦有一部分透人脾脏的
,

其体颇分散
”
的描述相似

。

鱿
、

编肝脏
、

脾脏的胰蛋白酶检测结果也从机能上证实了胰腺组织存在于这两种脏器之中
。

根据已有的研究结

果
,

可以推测缝
、

编的胰腺不属于密致型
,

但究竟是属于弥漫型或散在型或是它们的中间类型尚有待于今后的

研究
。
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