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水牛唾液中生物活性物质的研究

胥清富o田河山o陈 杰
k南京农业大学农业部动物生理生化重点开放实验室o南京 utss|xl

  摘要}从 z 头公水牛口腔中收集混合唾液o用 � �� 法测定了 x 种激素样免疫反应物质k¬°°∏±²µ̈¤¦·¬√¨¶∏¥2

¶·¤±¦̈¶lo并检测了唾液的胃蛋白酶解产物的总阿片样生物活性∀ 结果显示o水牛唾液中含有表皮生长因子k∞�ƒl!胰

岛素样生长因子 tk��ƒ 2 l!促胃液素!胰岛素!胰高血糖素等激素样免疫反应物质∀ 唾液经胃蛋白酶水解后o产物使

��ts{2tx细胞 ¦� � ° 含量下降了 uyqsvh k°� sqstlo这种作用可被特异性阿片受体阻断剂纳洛酮阻断∀ 提示o唾液

在消化道中经胃蛋白酶水解产生阿片样生物活性物质∀
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  近年来o有关唾液源性生物活性物质的研究受

到人们普遍关注∀ 在人!鼠!猫等动物的唾液中相继

发现了 ∞�ƒ ! ��ƒ 2 !��ƒ !��° 等多种生物活性

肽o并参与生长!消化及免疫机能的调节≈t o但在反

刍动物报道不多∀ 此外o唾液中含有丰富的蛋白质o

有学者推测o唾液中的蛋白质可能在消化道中释放

出某些生物活性肽≈uov o但无资料支持这一假说∀ 本

试验旨在检测唾液中激素样免疫反应物质o并探讨

唾液蛋白经胃蛋白酶水解产生阿片样生物活性肽的

可能性o为深入研究反刍动物唾液的生理意义提供

资料∀

t 材料与方法

t1t 唾液样品收集

健康公水牛 z 头o体重 xss? xs®ªo上午 {}ss

饲喂青干草ot«后清洗口腔并收集混合唾液op

usε 保存待测∀

t1u 主要试剂

°� � �tyws 培养液o美国 ���≤� 产品~纳洛酮

k±¤̄²¬²± l̈o≥¬ª°¤公司产品~��ts{2tx细胞o购自

中国科学院上海细胞研究所~猪胃蛋白酶o中国科学

院上海生化研究所产品~ tux
�2¦� � ° 试剂盒o购自上



海中医药大学同位素室~ tux
�胰岛素试剂盒o购自卫

生部上海生物制品研究所~ tux
�2胰高血糖素试剂盒

和 tux
�2∞�ƒ 试剂盒o购自北京北方免疫试剂研究

所~ tux
�2促胃液素试剂盒o购自北京海科锐生物技术

中心∀

tqv 唾液中几种激素样免疫反应物质的放免测定

用 � �� 双抗法测定 ��ƒ 2 !∞�ƒ !促胃液素!

胰岛素!胰高血糖素∀ ��ƒ2 操作过程参照刘根桃

kt|||l≈w 方法进行o其余的按试剂盒说明书进行∀

t1w 唾液蛋白的胃蛋白酶水解产物中总阿片样生

物活性测定

tqwqt 试验设计 分试验组!对照组 t和对照组 uo

试验组唾液经胃蛋白酶酶解后处理��ts{2tx细胞o

对照组 t和对照组 u则分别用未经酶解的唾液和蒸

馏水处理细胞o收集细胞并测定其蛋白质和 ¦� � °∀

各组分别作加纳洛酮和不加纳洛酮两种处理∀

��ts{2tx 细胞k小鼠神经母细胞瘤≅ 大鼠神

经胶质细胞瘤l内腺苷酸环化酶活性很高o细胞表面

有丰富的阿片受体∀阿片受体激活后o抑制细胞内腺

苷酸环化酶的活性o致使 ¦� � ° 减少∀ 而这种效应

可被特异性阿片受体阻断剂纳洛酮所阻断∀因而o可

根据 ¦� � ° 含量的改变和纳洛酮能否阻断这种效

应判定样品中是否有阿片样生物活性物质≈x ∀

tqwqu 酶解液制备≈v   样品 xs° ō用 � ≤¯调 ³�

至 tqwo根据唾液蛋白质含量o按酶和蛋白质 tΒ ts

比例加入胃蛋白酶o置 vzε 孵育 u«∀ 试验组孵育后

置在 zsε ws°¬± 将酶灭活o对照组 t加胃蛋白酶后

立即灭活后再孵育o对照组 u用蒸馏水代替试验组

中的唾液o与试验组同样处理∀ 用 �¤� � 调 ³� 至

zquo而后 {xss� wε 离心 vs°¬±o上清液p usε 保存

待用∀

tqwqv 细胞培养和 ¦� � ° 提取和测定≈v   用含

tsh 胎牛血清的 °� � �tyws 培养液o vzε 培养

��ts{2tx细胞∀ 选细胞数基本一致的细胞瓶o弃去

培养液o加入 vzε 培养液k浓度是 tyws培养液的 u

倍o不含血清ol和酶解液各 x° ∀̄ 每组用 u瓶细胞o

其中一瓶加纳洛酮k终浓度 u≅ tsp x
°° ²̄ �lo另一

瓶不加∀ vzε 孵育 tx°¬±后o加三氯乙酸终止反应∀

测定细胞¦� � ° 和蛋白含量∀结果用每毫克蛋白质

对应的 ¦� � ° ³° ²̄ 数k� ¤̈±? ≥∞l表示o≥·∏§̈ ±·.

× 检验差异显著性∀

u 结果与分析

uqt 唾液中激素样免疫反应物质

表 t显示o水牛唾液中存在 ��ƒ 2 !∞�ƒ !促胃

液素!胰岛素和胰高血糖素等激素样免疫反应物质o

但从数值上个体差异较大o这可能与动物所处的生

理状态有关∀

uqu 唾液蛋白的胃蛋白酶水解产物中总阿片样生

物活性

由表 u可知o对照组 t和对照组 u中o加纳洛酮

与不加纳洛酮比较o细胞 ¦� � ° 含量无显著变化k°

� sqsxlo表明纳洛酮对细胞 ¦� � ° 含量无明显影

响∀加纳洛酮和不加纳洛酮两种情况下o对照组 t和

对照组 u比较o未经酶解的唾液对细胞 ¦� � ° 均无

明显影响k°� sqsxl∀ 表明在本试验条件下o未经酶

解的唾液中未检测到阿片样活性∀

试验组与对照组 t比较o不加纳洛酮时o试验组

细胞¦� � ° 含量比对照组 t低 uyqsvh k°� sqstlo

而加纳洛酮时o二者差异不明显k°� sqsxl∀ 试验组

表 t 水牛唾液中几种激素样免疫反应物质测定结果

× ¤¥̄¨t �°°∏±²µ̈¤¦·¬√¨¶∏¥¶·¤±¦̈¶¬± ¶¤̄¬√¤²©¥∏©©¤̄²

��ƒ 2tk±� xl

k±ª °¯l

∞�ƒk±� xl

k³ª ° l̄

胰岛素 �±¶∏̄¬±k±� yl

k°�� ° l̄

胰高血糖素 � ∏̄¦¤ª²±k±� yl

k³ª ° l̄

促胃液素 �¤¶·µ¬±k±� zl

k³ª ° l̄

测定值

∂ ¤̄∏̈ ¶

wsqzxx

? tsqwss

txzqstw

? zvqwtv

tvqzzy

? yquvt

w{uq{t|

? t{{qtzz

vuqy{y

? txqxxw

表 u 唾液的胃蛋白酶解液对 ΝΓ ts{2tx细胞内腺苷酸环化酶活性的影响tlk³° ²̄ °ªo ±� zl

× ¤¥̄¨u ∞©©̈ ¦·²©¶¤̄¬√¤³µ²·̈¬± «¼§µ²̄ ¤¶·̈¶²± ·«̈ ¤§̈ ±¼ ¤̄·̈ ¦¼¦̄¤¶̈ ¤¦·¬√¬·¼ ²©��ts{2tx ¦̈¯̄

试验组 × ∞≥× 对照组 t ≤ � �2t 对照组 u ≤ � �2u

�² �� � usqtsv? uqwzv¤ uzqtz{? uqz{u¥ uzqvwt? uqvvz¥

��� uxq{xs? uqwy{¥ uzqvvy? uqxwu¥ uzqtsu? uqwtu¥

tl相同字母表示 °� sqsxo不同字母表示 °� sqst

∂ ¤̄∏̈ ¶º¬·«·«̈ ¶¤°¨¤±§§¬©©̈ µ̈±·̄ ·̈·̈µ¶° ¤̈± °� sqsx ¤±§°� sqst µ̈¶³̈ ¦·¬√¨̄¼
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中o加纳洛酮时细胞 ¦� � ° 含量比不加纳洛酮高

uuquvh k°� sqstl∀ 表明唾液经胃蛋白酶水解后o

能抑制细胞腺苷酸环化酶活性o这种效应能被纳洛

酮阻断∀ 提示o产物中有阿片样生物活性物质∀

v 讨 论

vqt 反刍动物唾液中生物活性物质来源

唾液中生物活性物质主要来自两个方面o一是

直接来源于血液o或从血液摄取原料o在唾液腺泡细

胞合成后随唾液分泌进入消化道∀本研究表明o水牛

唾液中含有 ��ƒ 2 !∞�ƒ !促胃液素!胰岛素和胰高

血糖素等激素样免疫反应物质∀ 这几种物质血液中

都存在o因而可能来源于血液∀二是唾液中某些蛋白

质o经消化酶作用释放出某些活性肽∀�¤±¶°¤±等发

现o小鼠的唾液中含有脯氨酸富集片段的蛋白质≈u ∀

这种与外啡肽k ¬̈²µ³«¬± l̈的特性相似∀有关研究表

明o食物或饲料中的某些蛋白含有生物活性片段

k¥¬²¤¦·¬√¨³̈ ³·¬§̈ o �� °lo它们经消化酶作用释放

出来≈v ∀ 研究最多的是外源性阿片活性肽2外啡肽o

尤其是乳源性酪蛋白!饲料中谷蛋白等经消化酶作

用产生的酪啡肽kΒ2≤ � ¶lo其对动物摄食!消化!内

分泌等有重要作用≈u ∀

vqu 反刍动物唾液中生物活性物质的生物学意义

反刍动物唾液分泌量大o随着唾液分泌o有相当

数量的生物活性物质进入瘤胃∀ 瘤胃中有大量的细

菌!真菌和纤毛虫与宿主共生∀资料表明o细菌!真菌

能分泌某些类似哺乳动物多肽类激素!类固醇激素

和神经递质的物质o被称为微生物激素≈y ∀如甲烷菌

和� ∏̈µ²¶³²µ¤¦µ¤¶¶真菌能产生胰岛素样免疫反应

物质≈z o酵母菌 ≥¤¦¦«²µ²±¼¦̈¶¦̈µ̈√¬¶¤̈ 可产生与

哺乳动物 �±� � 的前 |个氨基酸有高度同源性的 Α
因子k�²∏°¤¼¨∞o t|{ul∀ 同时o在微生物细胞上存

在某些生物活性物质的受体≈x ∀ 如 � ∏̈µ²¶³²µ¤

¦µ¤¶¶真菌细胞膜上有与哺乳动物胰岛素高度亲和

力的膜蛋白o胰岛素与之结合后o能调节微生物的代

谢kƒ¤º ¨̄¯≥ ∞ot|{{l∀因此o唾液中生物活性物质o

可能直接作用于瘤胃微生物o调节瘤胃消化代谢∀

消化道的生物活性肽在调节消化液分泌!上皮

增生和保护粘膜中发挥重要作用≈t ∀资料表明o小肠

粘膜有 ��ƒ !∞�ƒ 等活性肽的受体k× «²°³¶²± �

ƒo t|{{lo小肠灌注 ∞�ƒ 能促进半乳糖和甘氨酸的

吸收k≥¦«º¤µ·½� �o t|{{l∀由于网瓣口周期性开放

和唾液的连续分泌o有一部分唾液可直接经网瓣口

进入真胃≈uov ∀ 因此o唾液中的生物活性物质可能作

用于皱胃和小肠粘膜上相应受体或吸收入血o参与

消化活动及整体代谢的调节≈t 

唾液分泌与动物机体的机能状况有关o动物处

于发情期!怀孕期和泌乳期o唾液中孕酮!皮质醇!雌

激素等发生明显变化o并与血中浓度改变是平行的∀

动物机能状况与神经系统之间存在必然联系o唾液

分泌受神经内分泌调节∀ 神经系统释放的神经递质

及下丘脑释放的激素通过交感神经干2下颌腺轴调

节唾液腺分泌≈{ ∀ 因此o我们推测o唾液可看成是一

种信息传递者o通过/ 神经系统2唾液腺2生物活性物

质2消化道0途径o将机体内环境变化的信息传递给

消化道及瘤胃微生物o使消化代谢与整体代谢保持

一致∀

Ρεφερενχεσ}

≈ t   � ¤² � �q �¬²̄ ²ª¬¦¤̄ ¼̄ � ¦·¬√¨ ³̈ ³·¬§̈ ¶¬± ·«̈ ª¤¶·µ²¬± ¶̈·¬±¤̄

∏̄° ±̈≈� q�¬©̈ ≥¦¬̈±¦̈ot||tow{kt{l}ty{xp tzswq

≈ u   ƒ²µ̈·¶¦«̈ ¯ � � q�¬²¤¦·¬√¨ ³̈ ³·¬§̈ ¶¬± §¬ª̈ ¶·¤ ·«¤·µ̈ª∏̄¤·̈

ª¤¶·µ²¬±·̈¶·¬¤̄ ©∏±·¬²± ¤±§¬±·¤® ≈̈� q�q� ±¬° q≥¦¬qt||yozw}

uxssp uxs{q

≈ v   ƒ²µ̈·¶¦«̈ ¯ � � q∞©©̈ ¦·²© ¤¥²°¤¶¶¤̄ ¬±©∏¶¬²± ²© ¶¤̄¬√¤ ²±

µ̈·¬¦∏̄¤µ°²·¬̄¬·¼ ¤±§µ∏°¬±¤̄ ¬̄́∏¬§¦²±·̈±·¶²©¶·̈ µ̈¶≈� q�q

⁄¤¬µ¼ ≥¦¬qt||xoz{}uv|xp uwstq

≈ w   �¬∏� × o ≤ «̈ ± • � o �«̈ ±ª≠ �o ·̈¤̄q ⁄ √̈¨̄²³° ±̈·²©¤µ¤2
§¬²¬°°∏±²¤¶¶¤¼ ©²µ¬±¶∏̄¬±2̄ ¬®¨ªµ²º·« ©¤¦·²µt ≈�  �q �¤±2
­¬±ª� ªµ¬¦∏̄·∏µ¤̄ � ±¬√ µ̈¶¬·¼o t|||o uukul}yvp yyq k¬± ≤«¬2
± ¶̈̈ l

刘根桃o陈伟华o郑元林o等q胰岛素样生长因子2t 的放射免

疫测定方法的建立≈� q南京农业大学学报ot|||ouukul}yvp

yyq

≈ x   ≥«¤µ°¤ ≥ �o �¬µ̈±¥̈ µª� o �̄ ¨̈ • � q � ²µ³«¬±¨µ̈¦̈³·²µ¤¶

µ̈ª∏̄¤·²µ²©¤§̈ ±¼ ¤̄·̈ ¦¼¦̄¤¶̈ ¤¦·¬√¬·¼≈� q °µ²q �¤·q � ¦¤§q

≥¦¬q� ≥� qt|zxozukul}x|sp x|wq

≈ y   �¼·̈ � q × «̈ µ²̄ ¨²©°¬¦µ²¥¬¤̄ ±̈§²¦µ¬±²̄ ²ª¼ ¬± ¬±©̈ ¦·¬²∏¶§¬¶2
¤̈¶̈ ≈� q �q ∞±§²¦µ¬±²̄ q t||votvzkvlo vwvp vwxq

≈z  �̈ ±¤µ§�q � ¤°° ¤̄¬¤± «²µ°²± ¶̈¬± °¬¦µ²¥¬¤̄ ¦̈¯̄¶≈� q × µ̈±§¶

�¬²¦«̈ ° ≥¦¬q t||uotzkwl} twzp txsq

≈ {   � ¤·«¬¶²± � �o ·̈¤̄q � ∏̈µ²̈ ±§²¦µ¬±¨µ̈ª∏̄¤·¬²± ²©¬±©̄¤°°¤2
·¬²± ¤±§·¬¶¶∏̈ µ̈³¤¬µ¥¼ ¶∏¥°¤±§¬¥∏̄¤µª̄¤±§©¤¦·²µ¶≈� q�° 2
°∏±²̄ q× ²§¤¼ot||wotxkttl}xuzp xvuq
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