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黄鳍金枪鱼头蛋白酶解液及其分级组分
对小鼠免疫功能的影响
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摘要：研究黄鳍金枪鱼头蛋白酶解液(EPTH)及其截留相对分子质量(MWC0)10 000和5 000

超滤膜的分级组分工(>10 ooo)、组分Ⅱ(5 000 10 ooo)与组分llI(<5 ooo)对小鼠免疫功能的影

响。采用灌胃给药，每天1次，分别于第14、19、32及35天测定有关免疫功能指标。结果表明：组

分Ⅱ显著提高小鼠胸腺指数、脾脏指数、廓清指数，显著促进小鼠脾细胞抗体形成功能，提高骨髓

细胞DNA含量，对小鼠淋巴细胞转化能力无显著影响；EPTH显著提高小鼠骨髓细胞DNA含

量；组分I、组分Ⅲ显著提高小鼠脾脏指数。组分Ⅱ富集了更多的免疫活性物质，具有增强小鼠免

疫功能的作用。
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Abstract：The aim of this study was to investigate the effect of tuna heads enzymatic hydrolysate

(EPTH)and its portions of ultrafiltration membrane with molecular weight cut—off(MWC0)of

10 000 and 5 000 on inmmune function in mice．In oral every day，immunity functions were

measured at 14 th，19 th，32 th and 35 th day respectively．The results indicated that portion 11

(5 000～10 000)significantly improved the thymus index，spleen index，carbon clearance index，

antibody—producing cells of spleen and quantity of DNA in marrow cell of mice．Furthermore，

EPTH could improved the quantity of DNA in marrow cell of mice；portion I(>10 000)and

portion llI(<5 000)could improved the spleen index．This study suggestsed portion lI enriched

immune ingredients and could inhance immunity function in mice．
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金枪鱼(tunas)又叫鲔鱼、吞拿鱼，是远洋渔业

的重要经济鱼类。作为一种深海鱼类，金枪鱼肉质

鲜美，营养全面，是现代人喜爱的美食。研究表明，

金枪鱼保健功能显著，具有防止动脉硬化、保护肝

脏、治疗贫血等多方面的功效[1]，其加工品更是国

际抢手，附加值非常高。目前，金枪鱼除少部分冰

鲜销售外，一般都经冷冻制成冷冻金枪鱼肉，通常

都用来制成鱼生、寿司、调味品或罐装食品。金枪

鱼加工过程中会出现大量的下脚料，包括鱼头、内

脏、鳃、鱼皮等，产生的下脚料大约占总质量的

50％～70％，下脚料中含有大量的蛋白质、脂肪、矿

物质及多种生物活性物质，是值得开发利用的资

源。海洋生物中不但蛋白质含量丰富，而且在长期

特异闭锁环境中进化的蛋白质组成、结构与功能与

陆地动植物有较大差异，因此是生产功能性活性物

质很好的特定的蛋白质资源。目前，海洋生物中免

疫活性物质的研究主要集中在贝类，主要有牡蛎提

取物心]、扇贝多肽【3]、文蛤提取物[4]、鲍鱼酶解提取

物[51等以及褐藻硫酸多糖[6]，海洋鱼类来源的免疫

活性物质的研究少见有报道。作者对金枪鱼属中

产量最大的黄鳍金枪鱼(Thunnus albacares)鱼头

的营养成分[71、蛋白酶解条件[8]进行了研究，研究

了黄鳍金枪鱼头蛋白酶解液及其超滤组分对小鼠

免疫功能的影响，旨在探讨金枪鱼头蛋白酶解物的

免疫调节活性，为进一步开发这些下脚料，生产高

附加值产品提供理论依据。

1材料与方法

1．1实验动物

6～8周龄，SPF级昆明种小鼠(合格证编号：

0020000)240只，体重18～22 g，雌雄各半，由广东

省医学实验动物中心提供。

1．2主要试材与仪器

黄鳍金枪鱼头，由广东省广远远洋渔业集团有

限公司提供；木瓜蛋白酶(650 000 IU／g)，中性蛋白

酶(300 000 1U／g)，南宁庞博生物有限公司产品；

RPMll640培养液，青霉素／链霉素(10 000 Iu／

mL)，吉诺生物医药技术有限公司提供；新生牛血

清，杭州四季清生物技术公司产品；ConA，Calbio-

chem产品；MTT，MBCHEM产品；绵羊静脉血，南

方医院动物实验中心提供；豚鼠血清，广东省医学

实验动物中心提供。

杯式超滤器，Co：培养箱，酶标仪，紫外可见分

光光度计，倒置显微镜，24孑L板、96孔板。

1．3实验方法

1．3．1 黄鳍金枪鱼头蛋白酶解液及超滤组分的制

备金枪鱼头热水浸提后取肉，绞碎，匀浆，按文献

[8]条件进行酶解，100℃水浴灭酶10 min，冷却后

以4 000 r／rain离心10 min，弃去上层油脂、杂质和

下层沉淀，中间清液即为金枪鱼头蛋白酶解液

EPTH(以下简称酶解液)。酶解液在0．25 MPa压

力下，先后经过截留限为10 000、5 000的醋酸纤维

素平板膜进行超滤，得到相对分子质量为10 000以

上、5 000～10 000、5 000以下3级组分，并浓缩至

蛋白质含量与酶解液相同。121℃高压杀菌10 rain

后冷藏保存，分别记为组分工、组分Ⅱ、组分Ⅲ。

1．3．2实验动物分组与处理 取小鼠240只，雌

雄各半，随机分为4批，分别进行碳粒廓清实验、淋

巴细胞转化实验、抗体生成实验和骨髓细胞DNA

含量实验；每个实验设空白对照组、酶解液组、组分

I、组分Ⅱ、组分Ⅲ组，共5组。各组小鼠除饲喂日

常鼠粮外，每日上午9：00灌胃相应受试样品，每鼠

10 g体重灌0．2 mL，空白对照组以相应体积蒸馏

水代替。

1．3．3对小鼠单核巨噬细胞吞噬能力与免疫脏器

的影响小鼠饲养至第19日，称重后以每鼠10 g

体重0．1 mL尾静脉注射5倍稀释的印度墨汁，于

注射后2 rain、10 min后眼眶采血20“L，溶于2 mL

质量分数0．1％Na。CO。溶液中，摇匀后，以Na。

C0。溶液做空白对照，于紫外分光光度计600 nm波

长处测定吸光度，以廓清指数比较单核巨噬细胞吞

噬能力：

廓清指数k一—lgA_1—--_lgAz
‘2一‘1

A。、A。分别为在时间t。、t：时所取血样的吸光度；

t：一t。为取两血样的时间差。

末次取血后，将小鼠脱颈处死，取出肝脏、脾

脏、胸腺分别称重。按照下式计算胸腺指数、脾脏

指数并比较各组间差异。

胸腺指数一胸腺质量(mg)／体重(10 g)，

脾脏指数一脾脏质量(mg)／体重(10 g)

1．3．4对小鼠淋巴细胞增殖的影响 饲养至第32

日，拉颈处死小鼠，无菌取脾(小鼠脾脏全部单独处

理)，剪刀剪碎，于200目筛网上研磨，Hank’s冲洗

过滤，收集细胞悬液。无菌条件下1 000 r／rain离

心5 rain，弃去上清液，以Hank’s冲洗积压的细胞；

重复2次，弃上清液后，用2 mL RPMll640完全培

养液重悬脾细胞，台盼蓝染色计数，调整其细胞浓

度为2×106／mL，活细胞数大于95％。无菌条件
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下，向24孔板中加入上述脾细胞悬液1 mL，设不加

ConA的对照组与加ConA(每孔终质量浓度为5

／-tg／mL)的刺激组两组，各组设12个复孔。置于37

℃，质量分数5％COz、饱和湿度条件下孵育72 h，

培养结束前4 h，每孔轻轻吸去上清液0．7 mL，补

加0．7 mL不含牛血清的培养液，同时加入MTT

溶液(5 mg／mL)50"L，振荡均匀，继续培养4 h。

培养结束后，加入新配制的酸性异丙醇1 mL终止

反应，振荡，待甲瓒沉淀溶解后，将溶解液分装到96

孔培养板中，每孔分装3孔作为平行样，每孔200

“L，在主波长570 nm波长下测定吸光度。

1．3．5 对小鼠脾细胞抗体形成能力的影响 采用

定量溶血分光光度法[9]。饲养至第35日，每只小

鼠腹腔注射质量分数5％绵羊红细胞(SRBC)悬液

0．2 mL。第39日，处死小鼠，按照淋巴细胞转化实

验方法制备细胞悬液，以RPMll640培养液调整其

细胞浓度为5×106／mL，于5 mL小试管中依次加

入细胞悬液1 mL，10 g／dL SRBC 0．5 mL和体积

比1：10的豚鼠血清1 mL，另设培养液、10 g／dL

SRBC、豚鼠血清混合液为对照管。置37℃水浴中

保温孵育30 rain，冰浴10 min终止反应。2 000 r／

min离心10 rain，取上清液于紫外分光光度计波长

413 nm处测oD值。

1．3．6 对小鼠骨髓细胞DNA含量的影响 饲养

至第14日，处死小鼠，取右侧完整股骨，除净肌肉

及软组织，剪刀小心剪开两端，用10 mL 0．005

mol／L CaCI：将全部骨髓冲入离心管中，置于4℃

冰箱中冷却30 min，2 500 r／min离心15 min，弃去

上清液，将沉淀物中加入5 mL 0．2 mol／L HCIO。

溶液，充分混合后，90℃反应15 min，冷却，滤纸过

滤，紫外分光光度计于268 nm处测定滤液oD值。

1．4数据处理

实验结果以Spssl3．0软件统计处理，以z士s

表示，LSD法进行显著性分析并统计各组间差异。

2 实验结果

2．1金枪鱼头蛋白酶解液及分级组分对小鼠免疫

脏器指数的影响

酶解液及各组分对小鼠免疫脏器指数的影响

见表1。与空白对照组相比，酶解液与各组分均能

不同程度地提高小鼠的胸腺指数。其中，组分Ⅱ能

显著提高小鼠的胸腺指数(p<0．01)，其余组分均

无显著作用。

与空白对照组相比，酶解液与各组分均能不同

程度提高小鼠的脾脏指数，其中，组分Ⅱ能显著提

高小鼠的脾脏指数，差异性极显著(p<0．001)；组

分I、组分Ⅲ能显著提高小鼠脾脏指数(夕<o．01，P

<o．05)；酶解液无显著作用；相比酶解液及组分

Ⅲ，组分Ⅱ有显著作用(夕<0．001，p<O．01)，说明

组分Ⅱ中富集了更多的提高小鼠脾脏指数的功能

因子。

裹1金枪鱼头蛋白酶解液及分级组分对小鼠免疫脏器指

数的影响

Tab．1 Effects of EPTI!and its portions蚰the indexes of

immune organs of normal mice

注：任意两组间不含相同小写字母，户<o．05；不含相同
大写字母，p<0．01；不含相同文字，户<0．001。

2．2金枪鱼头蛋白酶解液及分级组分对小鼠廓清

指数的影响

廓清指数反映了小鼠巨噬细胞吞噬功能的强

弱，见图1。与空白对照组相比，酶解液及各分级组

分均显示出不同程度的促进巨噬细胞吞噬功能的

作用，只有组分Ⅱ显示出较强的促进吞噬功能活性

(户<o．001)，组分Ⅱ与组分I、组分Ⅲ相比，差异性

极显著(户<O．001)，与酶解液相比，差异性显著(P

<0．05)，说明组分Ⅱ中富集了更多的免疫吞噬功

能促进因子。

一1：空白对照组
■2：酶解液组
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组别

图l金枪鱼头蛋白酶解液及分级组分对小鼠廓清指

数的影响

Fig．1 Effects of EPTtl and its portions on carbon

clearance index of normal mice
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2．3金枪鱼头蛋白酶解液及分级组分对小鼠淋巴

细胞增殖活性的影响

酶解液及各分级组分对小鼠淋巴细胞增殖能

力的影响见表2。不加ConA时，与空白对照组相

比，组分I能显著促进小鼠淋巴细胞增殖(P<

0．05)，其余组分0D值均大于空白对照组，但没有

显著影响。加ConA后，各组间的OD值均比未加

时明显提高，除组分Ⅲ，其余各组的OD值均大于空

白对照组，但无显著性，其中组分Ⅱ的oD值最大。

表2金枪鱼头蛋白酶解液及分级组分对小鼠淋巴细胞增

殖能力的影响

Tab．2 Effects of EPTH and its portions on proliferation of

spleen lymphocyte in normal mice

注：任意两组间不含相同小写字母，户<o．05；不含相同
大写字母，户<o．01；不含相同文字，户<0．001。

2．4 金枪鱼头蛋白酶解液及分级组分对小鼠脾细

胞抗体形成能力的影响

酶解液及各分级组分对小鼠脾细胞抗体形成

能力的影响见图2。除组分工组外，各组OD值均高

于空白对照组，其中酶解液与组分Ⅲ组无显著性；组

分Ⅱ组的OD值提高了20．83％，差异性显著(P<

0．05)，显示了组分Ⅱ较强的促进抗体生成活性。

■1：空白对照组■4：组分II组
■2：酶解液组 ■5：组分III组
一3：组分I组
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组别

图2金枪鱼头蛋白酶解液及分级组分对小鼠脾细胞

抗体形成能力的影响

Fig．2 Effects of EPTH and its portions on the antibod-

y-forming ability in normal mice

2．5金枪鱼头蛋白酶解液及分级组分对小鼠骨髓

细胞DNA含量的影响

酶解液及分级组分对小鼠骨髓细胞DNA含量

的影响见图3。与空白对照组相比，酶解液和组分

Ⅱ组的DNA OD值提高了19％，差异性显著(p<

0．05，夕<0．05)，表现出较强的促进骨髓增殖能力。

组分I、Ⅲ组的DNA OD值均高于空白对照组，但

无显著差异。

l
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凸
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窖
《
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凸
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■l：空白对照组
■2：酶解液组
■3：组分I组

■4：组分II组
一5：组分III组

2 3 4

组别

图3金枪鱼头蛋白酶解液及分级组分对小鼠骨髓细

胞DNA含量的影响

Fig．3 Effects of EPTH and its portions蚰quantity of

DNA in marrow cell in normal mice

3 结 语

自1981年Jolles从人乳中分离出免疫活性肽

以来[11|，免疫肽就成为免疫功能食品研究的新热

点。研究表明，酪蛋白免疫活性肽以无活性的形式

存在于酪蛋白前体物中，用适当的蛋白酶水解并从

酪蛋白中释放出来后才成为具有生理活性的肽段。

目前，免疫活性肽的研究和制备主要采用酶解的方

法获得。机体的免疫系统是由非特异性免疫、体液

免疫和细胞免疫共同构成的防御系统。免疫调节

在机体的健康中发挥着重要的作用。

作者以蛋白酶水解黄鳍金枪鱼头蛋白得到酶

解液，酶解液经超滤分级分离得到组分I(>

10 000)、组分II(5 000～10 000)和组分m(<

5 ooo)。骨髓是重要的免疫器官，酶解液能显著提

高小鼠骨髓细胞DNA含量(<O．05)，说明酶解液

具有提高免疫功能的作用；组分Ⅱ显著提高小鼠的

胸腺指数(<O．01)和脾脏指数(<0．001)，显著促

进小鼠单核巨噬细胞吞噬能力(<o．01)，显著促进

小鼠脾细胞抗体形成能力(<o．05)，对小鼠淋巴细

胞转化能力无显著影响，说明组分Ⅱ有促进小鼠的

非特异性免疫和体液免疫功能的作用；组分Ⅱ显著

提高骨髓细胞DNA含量(d0．05)，提示其能促进

骨髓细胞DNA的合成，加速骨髓细胞分裂增殖，从
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而提高机体的免疫力。组分I和组分Ⅲ能显著提

高小鼠脾脏指数(户<o．01，p<0．05)；可见，相比于

组分I与组分Ⅲ，组分Ⅱ富集了更多的促进免疫功

能的活性物质。本结果为进一步探讨黄鳍金枪鱼
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