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　　关于非淀粉多糖 (Non2Starch Polysaccharides, NSP)酶对

肝脏淀粉酶的影响在畜禽上研究较多。许梓荣研究大麦日

粮中添加 NSP酶对仔猪胰脏和小肠消化酶活性的影响时指

出 ,添加 NSP酶不影响仔猪胰脏中胰淀粉酶活性 [ 1 ]。艾晓杰

等在雏鹅日粮中添加粗酶制剂 (主要含β2葡聚糖酶及少量
的果胶酶和纤维素酶 )使胰淀粉酶的活性下降了 3417% ,胰

脂肪酶总活性降低了 21158% [ 2 ]。有关淀粉酶合成和分泌的

机理并不十分清楚 , Evelyne F, et a l1认为淀粉酶的合成在转
录水平进行调节 [ 3 ]。目前并无发现有关外源非淀粉多糖酶

的添加对水产动物肝胰脏淀粉酶的活性及其基因转录水平

的影响的相关报道。RT2PCR半定量是研究基因表达定量而

广泛采用的简易方法 ,本文以罗非鱼为实验对象 ,研究在饲

料中添加不同水平非淀粉多糖酶对其肝胰脏淀粉酶活性和

mRNA表达量的影响。

1　材料与方法
111　试验动物及试验设计 　试验选用奥尼罗非鱼 ( 90%以

上雄性 ) ,平均体重 60g左右 ,选择体重一致的健康鱼 560

尾 ,分养于长 ×宽 ×高为 2m ×1m ×1m的网箱中 ,各组初始

体重无显著差异。实验分 4个处理组 ,对照 1组为小麦 2豆粕
型基础日粮 ,处理组 2、3、4在基础日粮中分别添加 0101%、

0102%、0104%非淀粉多糖酶 ,每处理组设 7个重复组 ,以每

个网箱为一重复单位 ,每个重复 20尾鱼。

112　试验日粮、饲养管理和样品制备 　基础日粮组成及营

养水平为 ( % ) :小麦 27、豆粕 17、鱼粉 5、菜籽粕 25、花生粕

915、麦芽根 6、统糠粉 3、膨润土 3、磷酸氢钙 115、石粉 115、

预混料 115;消化能 11188mJ /kg,粗蛋白 2817%。饲料饲喂

量按鱼体重的 3%—4%进行饲喂 ,每天分 2次 (上午 9: 00,

下午 16: 00)投喂。预试期为 7d,正式试验期为 8周。正式

试验初和试验末 ,分别称取每重复组鱼的体重和饲料消耗

量 ,用于生长性能指标的检测。试验末 ,在喂料前 0h和喂料

后 5h分别从每重复组取鱼 2条 ,解剖取肝胰脏 ,每个重复组

混合为一个样品 ,装袋密封 ,置于 - 70℃冰箱中保存 ,用于淀

粉酶活性测定。

113　罗非鱼生长性能指标的测定　记录各处理组饲料消耗

量 ,根据鱼的实验前后体重变化 ,计算各组鱼的日增重、饲料

转化效率等指标。

特定生长率 (SGR ) = ( InW t - InW 0 ) / t×100%

饵料系数 ( FCR ) = F /W

式中 ,W t为试验末鱼均重 ,W 0为试验初鱼均重 , t为饲养

天数 , F为重复组饲料总摄入量 ,W为重复组总鱼体增重。

114　淀粉酶活性测定　将肝胰脏组织在 4℃下解冻后 ,称重

(精确至 0101g) ,按 1∶20的组织样品重量比加入 4℃左右的
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蒸馏水 ,然后用匀浆机器匀浆 ,匀浆液用离心机以 5000 r/m in

离心 15m in,取上清液 ,置于 4℃冰箱中保存 , 8h内测定完毕。

测定方法采用 DNS还原糖法 ,以 1%淀粉作为底物 ,在

pH516,反应温度 40℃条件下 , 1g样品鲜重反应 5m in产生的

麦芽糖的毫克数 (mg maltose /g·5m in)。

115　总 RNA的提取　将罗非鱼用 011%的高锰酸钾消毒 ,

再用 75%的酒精棉球擦洗 ,置于无菌的托盘上 ,解剖鱼体取

出肝胰脏 ,立即用于总 RNA的提取。总 RNA提取采用总

RNA提取试剂盒 ( Promega公司 )。提纯的 RNA,通过琼脂糖

电泳进行鉴定后 ,贮于 - 70℃冰箱备用。

116　引物设计与 RT2PCR分析　参考已发表的罗非鱼较近

源动物 alpha2淀粉酶的 cDNA序列 ,设计简并引物。

上游引物 ( P1 ) : 5′ATC ( G) AGGCTCATC (A ) TG ( T)

GGTGGC 3′

下游引物 ( P2) : 5′CCC (A ) CTTCT ( C) GGG ( T) CTTG2
CATTTA 3′

RT2PCR反应按一步法试剂盒 ( Takara公司 )说明书中的

操作步骤进行 ,以总 RNA为模板 ,加入相应引物、5U /μL

AMV逆转录酶、5U /μL Taq酶、5μL 10 ×PCR Buffer制成

50μL的反应体系。 alpha2淀粉酶 PCR扩增反应条件 : 94℃

预变性 5m in;然后进行 29个循环反应 ,其温度循环条件为 :

94℃变性 30 s, 54℃ 30 s, 72℃延伸 50 s;循环结束后 72℃再延

伸 6m in。取 5μL PCR产物 , 115%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR

扩增结果。

117　PCR产物的克隆与测序　按照 AgaroseGelDNApurifica2
tionKitVer1 210介绍的方法回收纯化 PCR产物 , 1%琼脂糖

凝胶电泳检测回收产物质量 ,从琼脂糖凝胶中回收 PCR扩

增产物 ,连接到 PMD182T载体上 ,转化 DH5α大肠杆菌感受

态细胞 ,涂布 Amp /X2gal/ IPTG/LB平板 ,挑取白色菌落进行

培养 ,进行菌落 PCR鉴定。选取 2个重组子 ,送大连宝生物

公司进行序列测定 ,用 DNA分析软件 VECTORNTI610和

NCB I上 BLAST程序进行序列分析。

118　非淀粉多糖酶对奥尼罗非鱼肝胰脏α2淀粉酶表达影响
分析　饲养试验末 ,在喂料后 5h和喂前 0h分别取各处理组

罗非鱼的肝胰脏 ,提取总 RNA,紫外分光光度仪测定 RNA浓

度 ,琼脂糖电泳证实 RNA完整性。

因β2actin基因在各个物种及组织内的高度保守性 ,所以

将β2actin在组织内的 PCR扩增产物作为参照物。参照已发

表的罗非鱼β2actin的序列 (AB037865) ,设计了一对特异性

引物 :

上游引物 : 5′TCACACCTTCTACAACGAGC 3′;

下游引物 : 5′GAGGTAGTCAGTCAGGTCAC 3′。

根据测序所得序列对 alpha2淀粉酶基因设计特异性
引物 :

上游引物 : 5′ATC AGG CTC ATC TGG GTG GC 3′;

下游引物 : 5′CCC CTT CTG GGC TTG CAT TTA 3′。

取等量总 RNA,同 116反应体系 ,利用 RT2PCR一步法

试剂盒 ( Takara)进行 ,采用严格一致的 50μL PCR反应体系 ,

分别对 alpha2淀粉酶和β2actin进行扩增。 alpha2淀粉酶扩增
反应条件同 116。β2actin扩增反应条件 : 94℃预变性 5m in;

然后进行 29个循环反应 ;其温度循环条件为 : 94℃变性 30 s,

53℃ 30 s, 72℃延伸 50 s;循环结束后 72℃再延伸 6m in。反应

完成后 ,从各反应体系准确吸取 5μL PCR产物 , 115%琼脂糖

凝胶进行电泳分离 ,在紫外灯光下观察、拍照。应用 Glyko2
bandscan分析系统分别测定样本 alpha2淀粉酶及β2actin阳性

条带的总灰度 ,并计算出 alpha2淀粉酶 /β2actin比值。

119　数据处理与统计分析 　DNA测序结果在 NCB I网站上

进行 B last (Basic Local A lignment Search Tool)分析 ,根据分析

结果及 E2Value值的大小确定基因是否属于 alpha2淀粉酶。
生长性能指标、酶活性和基因表达数据分析利用 SPSS统计软

件进行方差分析 ,采用最小显著差数法 (LSD)进行多重比较。

2　结　果
211　非淀粉多糖酶对奥尼罗非鱼生长性能的影响

方差分析结果表明 :奥尼罗非鱼的特定生长率随着日粮

中添加酶制剂比例的增多而增加 , 0102%组和 0104%组均显

著高于对照组 ( p < 0105) ,比对照组分别提高 10161%和

11136%。日粮中添加酶制剂的 0102%组和 0104%组明显降

低了奥尼罗非鱼的采食量 ( p < 0105)。添加酶制剂组饵料系

数显著低于对照组 ( p < 0105) ,其中 0102%组和 0104%组又

显著低于 0101%组 ( p < 0105) , 0102%组和 0104%组的饵料

系数比对照组分别降低了 16113%和 18199% (表 1)。

表 1　非淀粉多糖酶对奥尼罗非鱼生长性能的影响

Tab1 1　Effect of NSP2enzyme on growth performance of tilap ia

指标 Index 对照组 Control
0101%酶组

0101% enzyme

0102%酶组

0102% enzyme

0104%酶组

0104% enzyme

初始体重 IW ( g) 6016a ±2133 6115a ±2115 6014a ±2126 6112a ±2139

期末体重 FW ( g) 12617a ±2150 13012a ±5193 13615b ±6142 13914b ±4124

平均耗料量 A FI ( g) 18417b ±6161 18111ab ±2100 17813a ±4177 17615a ±2129

特定生长率 SGR 1132a ±0104 1134a ±0103 1146b ±0106 1147b ±0102

饵料系数 F /G 2179c ±0112 2164b ±0113 2134a ±0115 2126a ±0106

　　注 :同行中肩标不同者差异显著 ( p < 0105) ;肩标相同字母者差异不显著 ( p > 0105) ;下同

Note: within the same row, valueswith different superscrip ts are significantly different ( p < 0105) ; valueswith same superscrip ts are not significant2

ly different ( p > 0105) ; The same as follows
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表 2　不同时间采样对各处理组罗非鱼肝胰脏淀粉酶活性比较

Tab1 2　Comparison of amylase activity of liver2pancrea in different time

采样时间

Samp le Collection Time

对照组

Control

0101%酶组

0101% enzyme

0102%酶组

0102% enzyme

0104%酶组

0104% enzyme

喂前 0h Before Feeding 0h 212 ±1015a 203 ±916b 189 ±912b 164 ±818c

喂后 5h After Feeding 5h 140 ±616a 128 ±517a 130 ±513a 106 ±515b

212　不同时间采样 ,各处理组罗非鱼肝胰脏淀粉酶活性

比较

由表 2可以看出肝胰脏淀粉酶活性都以 0104%酶添加

量为最低 ,与其他组差异显著 ( p < 0105)。

213　α2淀粉酶序列分析
PCR扩增产物和质粒酶切产物用 115%的琼脂糖凝胶

电泳进行分离 (图 1) ,扩增产物大小 500bp左右 ,与预期相

近 ,经测序后所得核酸序列与相应的氨基酸序列 (图 2,登陆

号 : DQ064646) ,基因进化树分析 (图 3)。经过以上分析后

发现本文扩增的序列与其他鱼类的α2淀粉基因和酶氨基酸
序列都具有较高的相似性 ,尤其是与舌齿鲈的 alpha2淀粉基
因和蛋白质序列同源性都最高 (表 3)。

图 1　α2淀粉酶 cDNA的 PCR扩增和酶切图

Fig1 1　RT2PCR amp lification and graph by restriction enzyme of

　　　　　 alpha2amylase gene

M:Marker DL2000; 1:质粒的酶切图谱 Plasm id map s by restriction

　　　　　enzyme; 2:基因的 PCR扩增产物 PCR amp lification of gene

214　喂前 0h各处理组罗非鱼肝胰脏组织α -淀粉酶的

表达

以肝胰脏组织总 RNA为模板进行 RT2PCR,电泳结果显

示 , 0104%非淀粉多糖酶添加组α2淀粉酶表达量极显著低
于前三组 ( p < 0101) (图 4、表 4) ;各处理组的β2actin基因片

段扩增大小与预期相符。

215　喂料后 5h各处理组罗非鱼肝胰脏组织α2淀粉酶的
表达

喂料后 5h与喂前 0h各处理组罗非鱼肝胰脏组织α2
淀粉酶的表达结果类似 , 0104 %非淀粉多糖酶添加组α2
淀粉酶表达量极显著低于前三组 ( p < 0101 ) (图

5、表 4)。

3　讨　论
311　非淀粉多糖酶对奥尼罗非鱼生长性能的影响

饲料中的可溶性非淀粉多糖可使动物消化道中食糜的

黏度增加 ,减少了消化酶与食糜的接触机会 ,同时 ,减慢了已

消化养分向肠黏膜的扩散速度。饲料中各种营养成分的消

化率和吸收率都有所降低 [ 4 ]。非淀粉多糖在外源酶的作用

下大部分被水解 ,肠道黏度随之下降 ,抗营养作用也相应降

低 ,研究表明肠道食糜黏度下降程度与生长性能的提高幅度

高度相关 [ 5 ]。复合酶制剂在畜、禽方面的文献资料较多。

W ang, et a l1[ 6 ]在 7—42d的肉鸡日粮中添加以木聚糖酶和

β2葡聚糖酶为主的复合酶制剂 ,显著提高了肉鸡的日增重和

饲料转化效率等生产性能。Mathlouthi, et al1[ 7 ]在火鸡小麦

和大麦日粮中添加以木聚糖酶和葡聚糖酶为主的复合酶制

剂 ,显著提高了火鸡的增重率和饲料转化效率。国内许多学

者的研究也大部分集中在畜禽方面 ,而在水产动物上的研究

相对较少。周小秋等 [ 8 ]在含豆粕、莱粕、棉仁粕为主的饲料

中添加酶制剂 ,提高了饲料利用率 ,降低了鲤鱼消化道的黏

性 ,有利于营养物质吸收 ,对鲤鱼的增重、饵料系数有着显著

的影响。徐国武等 [ 9 ]在含大麦粉 4113%的饲料中添加β2葡
聚糖酶饲喂鲤鱼 ,结果表明 ,添加 β2葡聚糖酶于含大麦
(35% )的饲料中 ,能提高鲤鱼的增重率和降低饵料系数。

张春晓等 [ 10 ]在大黄鱼和鲈鱼的实验结果表明 ,在饱食条件

下 ,实验饲料中添加非淀粉多糖酶 (含木聚糖酶、葡聚糖酶、

纤维素酶等 )显著降低了实验鱼的氨氮排泄率 ( p < 0105)。

本试验的研究结果与上述的研究结果基本一致 ,在奥尼罗非

鱼日粮中添加较高量的木聚糖酶和β2葡聚糖酶为主的复合
酶制剂 ,可以显著提高奥尼罗非鱼的特定生长率 ,降低饵料

系数。

312　非淀粉多糖酶对罗非鱼肝胰脏淀粉酶活性和α2淀粉
酶基因表达的影响

本研究选取与罗非鱼较近源鱼类已知 alpha2淀粉酶基
因序列进行比对 ,设计引物 ,通过 RT2PCR方法获得了部分

cDNA序列。由测序可知该 cDNA片段有 482bp,与设计预

期大小一致 ,已登陆 genebank。根据 Isobel和 Andy等的统
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图 2　克隆的罗非鱼α2淀粉酶部分 cDNA序列及相应的氨基酸序列

Fig1 2　Partial alpha2amylase cDNA sequence and deduced am inoa cids equence

Gene Bank No1 DQ06464611; GI: 67551223; 涂黑者为引物 The blackened word is p rimer

表 3　罗非鱼α2淀粉酶核酸及氨基酸序列与其他已知近源鱼类α2淀粉酶基因的比对结果

Tab1 3　Comparison of nucleotide and am ino acid sequence of seaperch alpha2amylase with other known fish alpha2amylase

种类

Species

GenBank注册号

Accession Number

核苷酸相似性

Nucleotide identity ( % )
E

氨基酸相似性

Am ino acid identity ( % )
E

尖吻鲈 Giant perch AF416651 85 3e2100 80 2e - 75

舌齿鲈 Sea2bass AJ310653 86 1e274 83 5e266

鳗鲡 Eel AB070721 79 8e221 71 7e268

赤雕 Red porgy AY741554 84 3e217

图 3　5种鱼的α2淀粉酶基因的进化树

Fig1 3　The phylogenetic tree for five kinds of alpha2amylase

计学研究结果 ,当核酸序列比对的 E值小于 01005时 ,认为

比对的 2个序列之间有显著的相似性 [ 11 ]。因此将所克隆到

的序列用 BLAST程序与 GenBank核酸数据库进行序列比对

后 ,发现核酸及氨基酸与已知近缘鱼类 alpha2淀粉酶基因比
对的 E值都小于 01005 (表 3)。从表 3的基因与已知鱼类

alpha2淀粉酶基因序列的 B last分析结果中可见 ,核酸的相似

性达到 85%以上 ,而氨基酸的同源性也达到 75% %以上 ,从

此可见所克隆到的序列与已知鱼类 alpha2淀粉酶基因具有
明显的相似性与同源性。这说明所克隆的 cDNA片段为 al2
pha2淀粉酶基因的部分序列 ,为后面进行罗非鱼 alpha2淀粉
酶的相关研究打下相关的理论基础。

图 4　喂前 0 h各处理组肝胰脏组织α2淀粉酶表达量的比较

Fig1 4　 The level ofα2amylase mRNA in liver of every group at 0

　　　　 hours before feeding

A:α2淀粉酶 ; B:相应的β2actin基因片段

A: fragment cDNA ofα2amylase; B: Correspondingβ2actin gene

11对照组 Group 1; 21 0101% 酶组 Group 2; 31 0102% 酶组

　　　　　 Group 3; 41 0104%酶组 Group 4
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图 5　喂料后 5h各处理组肝胰脏组织的α2淀粉酶表达量的比较

Fig1 5　The level ofα2amylase mRNA in liver of every group at 5h

　　　　　 after feeding

A:α2淀粉酶 cDNA的片段 ; B:相应的β2actin基因片段

A: fragment cDNA ofα2amylase　B: Correspondingβ2actin gene

11对照组 Group1; 21 0101%酶组 Group 2; 31 0102%酶组 Group

　　　　 3; 41 0104%酶组 Group 4

　　定量研究是分子生物学研究的重要环节 ,其方法主要有

印迹杂交、cDNA微阵列和寡聚核苷酸微阵列技术等 [ 12, 13 ]。

RT2PCR半定量是研究基因表达定量而广泛采用的简易方

法 ,其主要原理是起始时系统中不同拷贝数的 cDNA,经

PCR扩增至指数增长期时 , PCR产物量与起始拷贝数呈正

相关 ,这时的 PCR产物量间接反映了起始 cDNA的拷贝数。

因此 ,可用来作样品间的比较 ,加入内参照以消除样品间的

误差。此方法的优点是经反转录后数次循环 ,产物的量以指

数形式增长 ,即使模板浓度较低也能检测到 [ 14, 15 ]。传统的

半定量 RT2PCR技术多以β2actin作内参。RT2PCR定量法是

目前探讨基因转录水平的有效手段 ,与传统的 NorthernB lot

法比较 ,它具有灵敏、简捷、特异性高等优点。

表 4　喂后 5h和喂前 0h罗非鱼肝胰脏α2淀粉酶的 m RNA表达量的比较

Tab1 4　mRNA exp ression of alpha2amylase in liver at 0h before and 5h after fed (mean±SE, A lpha2amylase /2actin)

样本

Samp le

对照组

Control

0101%酶组

0101% Enzyme

0102%酶组

0102% Enzyme

0104%酶组

0104% Enzyme

喂前 0h Before Feeding 0h 0196a ±01015 0195a ±01009 0193a ±01027 0181b ±01009

喂后 5h After Feeding 5h 0190a ±01039 0190a ±01021 0189a ±01034 0167b ±01023

　　关于外源酶的添加对水产动物内源酶的影响研究较少 ,

王爱民 [ 16 ]等报道 ,日粮中添加以葡聚糖为主的外源酶后 ,异

育银鲫中肠食糜及组织中蛋白酶、淀粉酶活性均显著提高

( p < 0105) ,促进了鱼类对营养物质的分解和消化吸收 ,

从而加速其生长。张璐 [ 17 ]等报道在大黄鱼饲料中添加适量

的非淀粉多糖酶能显著提高大黄鱼胃和肠道中淀粉酶的活

性。肝胰脏是鱼类内源酶分泌的重要场所 ,其分泌的蛋白酶

以酶原的形式存在 ,且与肠道蛋白酶活性有一种消长关系。

研究发现日粮中添加不同剂量外源酶后 ,异育银鲫肝胰脏蛋

白酶活性显著下降 ( p < 0105) ,说明日粮中添加外源酶可提

高肠道中肠蛋白酶活性 ,而降低肝胰脏蛋白酶活性 [ 18 ]。至

于淀粉酶是否呈现类似消长关系值得研究。

本文结果显示 ,奥尼罗非鱼呈现与畜禽相似规律 ,即在

奥尼罗非鱼饲料中添加 0101%和 0102% NSP酶时 ,对肝胰

脏 alpha2淀粉酶 mRNA表达无影响 ,而当添加量较高时

(0104% )将抑制其表达 ,这说明如果外源添加 NSP酶过高 ,

有可能抑制机体自身肝胰脏淀粉酶的分泌。Hara研究显

示 ,大鼠肠黏膜上消化酶活性可对胰液胆汁分泌具有负反馈

的效应。因此食糜中较高的酶活性 ,是影响胰酶产生的原因

之一 [ 19 ]。粗酶制剂可解除 NSP的抗营养作用 ,增加淀粉酶

在食糜中的作用效果 ,并反馈致使胰淀粉酶的产生减少 ,因

而胰腺的淀粉酶活性有下降的趋势。所以 ,消化酶受抗营养

因子作用所致的损失大为下降 ,消化效率显著提高 [ 20 ]。
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