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生物活性肽对罗非鱼嗅囊 EOG反应的影响
＊

梁春梅, 潘　庆, 毕英佐
(华南农业大学动物科学学院水产养殖系, 广东 广州 510642)

摘　要:通过记录奥尼罗非鱼嗅上皮产生的嗅电图 (electro-olfactogram, EOG) 反应, 研究了几种小肽 (包括

GSH、 丙谷二肽 、 肌肽 、 双甘氨肽 、 阿斯巴甜 ) 以及几种蛋白酶解物 (包括鱼粉酶解物 、 两种大豆酶解物 ) 对

罗非鱼嗅觉反应的影响。结果表明:罗非鱼嗅电图是一个单相负电位。 EOG幅值随着刺激浓度的升高而增大。

在小肽组中, 罗非鱼嗅囊在受到 GSH刺激的时候产生的 EOG反应最强烈, 在刺激浓度为 2 mmol/L时, 反应幅

值显著大于其它 4种小肽 (P﹤ 0.05);在浓度为 5、 10 mmol/L时差异极显著 (P﹤ 0.01)。在 3种酶解物中,

在同一刺激浓度下, 鱼粉酶解物引起的 EOG幅值比其它两种大豆酶解物的要大, 在刺激浓度为 50、 200 mg/L时

差异显著 (P﹤ 0.05)。结果揭示生物活性肽对罗非鱼有嗅觉刺激作用, 与其它小肽相比, 罗非鱼嗅囊对 GSH

的刺激反应更强烈。在 3种蛋白酶解物中, 鱼粉酶解物对罗非鱼嗅囊 EOG反应的刺激较为强烈。
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　　鱼类嗅觉与摄食等多种行为关系密切, 嗅觉器

官主要是嗅囊 。嗅电图 (electro-olfactogram, 简称

EOG) 是研究嗅觉反应的一个重要指标, 是在嗅上

皮上记录到的一种慢的电位变化, 它代表着嗅感觉

细胞集体产生的感受器电位的总和
[ 1-2]

。了解鱼类

的嗅觉器官对水溶物的反应有助于鱼类诱食剂的研

究开发。近年来的有不少关于氨基酸对鱼类 EOG

反应的影响研究
[ 3-4]

, 而关于生物活性肽对鱼类嗅

觉的影响尚未见相关报道。

有研究发现 GSH能显著提高罗非鱼的摄食率,

显著促进罗非鱼的生长
[ 5]
。阿斯巴甜二肽 (Aspar-

tame, α-L-天门冬氨酰 -L-苯丙氨酸甲酯 ) 是

一种新型甜味剂, 具有增强食品风味的效能
[ 6]
。

肌肽具有抗氧化 、 抗衰老 、 促进细胞能量代谢等多

种生物学功能 。丙谷二肽可促进大鼠小肠上皮细胞

的分裂增殖
[ 7]
。

蛋白质原料经过蛋白酶处理后, 产生多种小肽

和小分子物质, 可能具有类似氨基酸的诱食作

用
[ 8]
。

本实验以奥尼罗非鱼为试验动物, 研究几种小

肽和几种蛋白酶解物对罗非鱼的 EOG反应的影响,

旨在通过研究罗非鱼的嗅觉反应来探讨生物活性肽

对鱼类促生长作用的机理。

1　材料和方法

1.1　实验动物

奥尼罗非鱼购自华南农业大学农贸市场, 平均

体质量 591.5g。暂养 3d, 待鱼的生理状态稳定后

进行实验。实验鱼分成两组, 分别是小肽组与蛋白

酶解物组, 每组 5个重复, 每个重复一尾鱼。

1.2　试剂的配制

小 肽包 括 GSH ( Amresco公 司, 纯 度﹥

98%) 、 丙谷二肽 (天津天成制药有限公司, 纯度

为 99.4%);肌肽 (Sigma, 纯度﹥ 98%) 、 双甘

氨肽 ( Amresco公司, 纯度﹥ 99%) 、 阿斯巴甜

(NutraSweet公司, 纯度为 99.3%) 。刺激液质量

浓度梯度为 0.01、 0.5、 0.1、 0.2、 0.5、 1、 2、

5、 10 mmol/L。标准刺激物为 2 mmol/L的 L-Glu

溶液。

酶解物包括大豆酶解物 A (华南理工大学化工

厂, 含 w=10%小肽 ) 、 B (乐能生物工程股份有

限公司, 含 w=40%小肽 );鱼粉酶解物 (广东海

大集团, w (CP) =53.5%)。刺激液质量浓度梯

度为 20、 50、 100、 200、 500、 1 000、 2 000 mg/

L。标准刺激物为 200mg/L的 L-Glu溶液。

所有溶液用蒸馏水配置, 置于 4 ℃冰箱保存,

一周内用完 。
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1.3　测定方法

罗非鱼 EOG的测定方法参考 Frade等
[ 9]
所述,

并有所改动。实验装置见图 1。

流向嗅囊的水流速为 75 mL/min。刺激物被流

水稀释后达到嗅囊的有效刺激质量分数为 29%。

第一组中, 以 2 mmol/L的 L-Glu刺激引起 EOG

幅值为 100%, 求其它各种刺激物相对刺激效应;

第二组中, 以 200 mg/LL-Glu刺激引起 EOG幅

值为 100%, 求其它各种刺激物相对刺激效应。

图 1　罗非鱼嗅电图测定装置示意图

Fig.1 SketchmapofEOGmeasurementdevices

1:计算机;2:MS4000生物信息分析系统 (广州市龙飞达

科技有限公司 );3:测定甘汞电极 ( 232型, 上海罗素 );

4:参考甘汞电极 ( 232型, 上海罗素 );5:鱼体接地线;

6:供水箱;7:往鳃供水管;8:往嗅囊供水管;9:水速调

节钮;10:加液管;11:三通管

1.4　数据的统计分析

利用 SPSS10.0软件对数据进行统计, 试验结

果采用平均数 ±标准误表示, P值设为 0.05, 在 P

小于 0.05时, 再把 P设为 0.01进行统计。

2　结　果

2.1　几种小肽诱发的罗非鱼 EOG

记录得到的 EOG是一个单相负电位:当刺激液刚

刚接触到嗅囊时, 电位快速上升, 然后随着刺激的

结束, 电位很快恢复至波幅的 50%左右, 最后缓

慢地回到基线位置 (见图 2, 注:纵向 0.51 mv/

格, 横向 5s/格 ) 。

各种小肽不同浓度对罗非鱼嗅囊刺激产生的

EOG相对 2mmol/LL-Glu的反应幅值及同一浓度

下各种刺激物之间 EOG相对反应幅值的显著性比

较结果见表 1。

图 2　小肽刺激罗非鱼嗅囊产生的 EOG

Fig.2 Tilapia' sEOGresponsetoshortpeptides

L-Glu以及 5种小肽刺激产生的 EOG幅值都

随着刺激物浓度的升高而上升, 呈剂量依赖效应 。

刺激浓度 X (mmol/L) 与 EOG幅值 Y (mv) 的相

关方程与相关系数见表 2。为了计算刺激阈浓度,

求出刺激浓度为 0.1 ～ 1 mmol/L的刺激浓度 X

(mmol/L) 与 EOG幅值 Y (mv) 的相关方程 。根

据相关方程推算出反应阈浓度分别为:L-Glu

0.11mmol/L、 GSH0.006 mmol/L;丙谷二肽 、肌

肽 、双甘二肽 、 阿斯巴甜:0.01 ～ 0.06mmol/L。

表 1　各种小肽对罗非鱼嗅囊刺激产生的 EOG相对反应幅值 (M±SE, n=5)
Tab.1　Therelativeamplitudesoftilapia' sEOGresponsestoshortpeptides

浓度 / (mmol· L-1 ) GLU GSH 丙谷二肽 肌　肽 双甘氨肽 阿斯巴甜 P

0.1 0±0 0±0 0±0 0.14±0.14 0±0 0±0 >0.05

0.2 3.31 4.00±1.50 0±0 6.61±5.85 9.67±6.05 2.49±1.91 0.05

0.5 7.97±2.28 7.42±3.42 8.70±5.41 6.99±3.22 10.56±5.47 4.93±3.79 ﹥ 0.05

1 34.83±11.35 13.97±2.89 38.73±17.42 13.98±4.33 17.48±5.83 19.56±7.35 ﹥ 0.05

2 100±0b 97.07±18.43b 44.46±3.78ab 23.50±6.46a 16.43±7.47a 26.39±8.94a ﹤ 0.05

5 289.06±57.92b 385.78±38.99b 55.65±22.21a 21.72±8.23a 29.83±14.57a 33.17±11.18a ﹤ 0.01

10 387.43±17.59b 485.62±41.31c 78.1±21.35a 40.28±22.45a 47.82±21.59a 46.11±17.57a ﹤ 0.05

10 387.43±17.59b 485.62±41.31b 78.1±21.35a 40.28±22.45a 47.82±21.59a 46.11±17.57a ﹤ 0.01

注:同一行数据右上角有相同字母 (a, b, c) 的表示差异不显著
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表 2　小肽刺激浓度 X(mmol/L)与 EOG幅值 Y(mv)的相关关系及刺激阈浓度
Tab.2 CorrelativitybetweenconcentrationsofshortpeptidesandEOGamplitudesoftilapia, andthethreshold

concentrationsofeachpeptide

刺激物 相关方程 1( 0 ～ 10 mmol/L) R 相关方程 2( 0.1 ～ 1mmol/L) R 阈浓度 (mmol/L)

Glu y=0.5378x-0.0579 0.99 y=0.5378x-0.0579 0.99 0.11

GSH y=0.674x-0.0041 0.95 y=0.674x-0.0041 0.95 0.006

丙谷二肽 y=0.0284x+0.0247 0.97 y=0.0663x-0.0033 1 0.05

肌肽 y=0.0237Ln(x) +0.066 0.96 y=0.0237Ln(x) +0.066 0.96 0.06

双甘氨肽 y=0.0385x+0.0204 0.99 y=0.18x-0.01 1 0.06

阿斯巴甜 y=0.0437x+0.0461 0.97 y=0.1094x-0.0012 1 0.01

2.2　几种酶解物对罗非鱼嗅电图的影响

几种蛋白酶解物刺激嗅囊测得的 EOG图像形

状与小肽组相同 。各种刺激物引起的 EOG相对幅

值结果以及同一浓度下各种刺激物之间 EOG相对

反应幅值显著性比较结果见表 3。

3种酶解物刺激所产生的 EOG幅值都呈明显

的剂量依赖性 。刺激浓度 X (mg/L) 与罗非鱼

EOG相对反应幅值Y (mv)的相关方程与相关系数

见表 4。

表 3　罗非鱼对不同蛋白酶解物刺激产生的 EOG相对反应幅值
Tab.3　Therelativeamplitudesoftilapia'sEOGresponsestoproteinhydrolysates(M±SE, n=5)

质量浓度 / (mg· L-1 ) GLU 大豆酶解物 A 鱼粉酶解物 大豆酶解物 B P

20 16.61±7.10 12.74±11.06 1.15±1.15 7.14±2.47 ﹥ 0.05

50 15.62±7.74a 23.46±12.53a 67.90±10.03b 22.15±12.94a ﹤ 0.05

100 44.80±6.33 36.02±6.75 89.27±15.01 42.35±27.11 ﹥ 0.05

200 100±0b 37.97±10.59a 98.00±19.85b 45.68±24.76ab ﹤ 0.05

500 364.82±114.96b 77.39 ±9.81a 118.31±41.78a 70.82 ±33.18a ﹤ 0.05

1000 694.93±187.48b 109.45±16.41a 155.66±35.98a 97.35±29.49a ﹤ 0.01

2000 962.93±201.96b 198.38±40.10a 188.16±40.38a 176.39±38.23a ﹤ 0.01

注:同一行数据右上角有相同字母 (a, b, c) 的表示数据之间差异不显著 (P﹥ 0.05)

表 4　酶解物刺激质量浓度 X (mg/L) 与罗非鱼

EOG幅值 Y (mv) 的相关关系与刺激阈浓度
Tab.4　Correlativitybetweenconcentrationsofprotein

hydrolysatesandEOGamplitudesoftilapia, andthe

thresholdconcentrationsofeachhydrolysate

刺激物 相关方程 R
刺激阈值

(mg/L)

大豆酶解物 A y=0.0007x-0.0088 0.95 12.6

鱼粉酶解物 y=0.0918Ln(x) -0.2307 0.98 12.3

大豆酶解物 B y=0.0805Ln(x) -0.2066 0.99 13

3　讨　论

3.1　几种小肽对罗非鱼 EOG的影响

Frade等
[ 9]
的研究发现, 莫桑比克罗非鱼的嗅

囊对很多氨基酸都很敏感, 包括 L-Ser、 L-Arg、

Cys, 记录得到的 EOG图像是鱼类经典的嗅电图:

刺激开始时电位快速上升, 然后较快的恢复到

50%的反应幅值, 随着刺激的结束, 电位慢慢恢复

到基线;而且反应幅值呈剂量依赖效应。在本实验

中, 以几种小肽以及蛋白酶解物刺激所记录得到的

EOG图像与以上报道相似。

本实验中测定 GSH刺激所产生的 EOG幅值最

高达到 18mv, 而 L-GLU是 17.72 mv, 其它的 3

种小肽均在 1 mv以下 。证明罗非鱼嗅觉对 GSH高

度敏感。焦彩虹
[ 5]
研究发现, 在饲料中添 100 ～

400mg/kg的 GSH对罗非鱼摄食率有显著的促进作

用 。结合本试验的结果, 可以推测 GSH可能是通

过刺激鱼类的嗅觉反应而促进其摄食行为 。
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3.2　酶解物对罗非鱼嗅觉的影响

蛋白质原料经过酶解, 产生大量的小肽与氨基

酸, 其所具有的生物学功能应该与小肽有类似之

处。试验证明, 经过胰酶 、 肠肽酶水解后鱼粉酶解

物中主要含有由 3 ～ 9个氨基酸组成的短肽, 肽含

量达 80.75%
[ 10]
。大豆经过木瓜蛋白酶水解后, 由

于水解产生疏水性短肽而形成苦味, 而原有的豆腥

味减弱
[ 8]
。经浓缩干燥的龙头鱼酶解提取物具有

浓郁的海鲜香味
[ 11]
。草鱼日粮中添加一定比例的

鱼粉酶解物可以显著提高鱼的特定生长率 、 饲料表

观消化率, 增加鱼体血液中生物活性肽的含量
[ 10]
。

饲料中添加多肽产品喂大快可以明显提高欧鳗的摄

食率, 表明适量饲喂这种多肽产品对欧鳗具有诱食

作用, 可能喂大快中某种构型的小肽对欧鳗具诱食

作用
[ 12]
。

本实验中, 两种大豆酶解物和一种鱼粉酶解物

对罗非鱼的嗅囊都有很明显的刺激作用, 并且刺激

效应都呈剂量依赖性。其中在同一浓度下鱼粉酶解

物的刺激效果显著高于其它两种酶解物 。证明鱼类

嗅觉对鱼粉酶解物中的小肽或者氨基酸更敏感。

3.3　鱼类对刺激物的 EOG反应的敏感性

鲇鱼嗅感觉细胞膜上存在酸性 、碱性和中性氨

基酸等 3种以上的受体位点, 它们分别与一种或多

种氨基酸结合
[ 13-14]

。Rerio等
[ 4]
也报道了罗非鱼嗅

囊内分别具有对氨基酸和胆酸的专门受体。异育银

鲫对牛磺酸 、 乳酸 、 复合氨基酸的 EOG反应阈浓

度在 0.001 ～ 1 mmol/L之间
[ 15]
。 L-丝氨酸 、 L-

精氨酸 、 L-半胱氨酸 、 L-酪氨酸对罗非鱼 EOG

反应刺激阈浓度分别为 10
6.9
mol/L、 10

7.6
mol/L、

10
8.0
mol/L、 10

-6
～ 10

-5
mol/L

[ 9]
。由此可知, 鱼

类嗅上皮对氨基酸的敏感性较高。在本实验中, 罗

非鱼对 L-Glu及 GSH等 5种小肽的 EOG反应阈

浓度在 0.006 ～ 0.11mmol/L之间, 其中 GSH的阈

浓度最低, 可见罗非鱼嗅囊对 GSH的刺激是最敏

感的 。在酶解物当中, 鱼粉酶解物的刺激阈浓度低

于两种大豆酶解物, 可见在罗非鱼嗅囊对鱼粉酶解

物较为敏感。

4　结　论

综上所述, 罗非鱼的嗅觉对生物活性肽, 尤其

是 GSH、 优良蛋白酶解物是比较敏感的, 由此可

以推测, 具有多种生物学功能的小肽可能可以通过

刺激鱼类的嗅觉反应而产生诱食作用, 从而促进鱼

类生长 。
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　增刊 2 梁春梅等:生物活性肽对罗非鱼嗅囊 EOG反应的影响

EffectofBiopeptideonElectro-olfactogramResponseofTilapia
Oreochromisniloticus×O.aureus

LIANGChun-mei, PANQing, BIYing-zuo

(AquicultureDepartmentCollegeofAnimalScience, SouthChinaAgriculturalUniversity,

Guangzhou510642, China)

Abstract:Theelectro-olfactogram (EOG) oftilapiawasrecordedtostudytheeffectsofseveralshortpeptides

(GSH, L-AlanyL-Glutamine, L-Carnosine, GlycineglycineandAspartame) andseveralproteinhydrolysates(soy-

beanhydrolysateandfishmealhydrolysate) onolfactoryresponsesoftilapiaandtoilluminatethemechanismofthe

improvementfunctionofbiologicactivepeptidesongrowthperformance.TheresultshowedthattheEOGoftilapia

showedaninitialsharpnegativedeflectionattheonsetofstimulusarrivalattheolfactoryepithelium, andtheEOG

returnedtobaselinesoonafterthestimuluswasstopped.ThenormalizedEOGamplitudeofresponsestothestimu-

lusshowedaclearconcentrationdependencewithnoevidenceofreachingaplateauatthehighestconcentration

tested.TheamplitudesofEOGresponsestoGSHweresignificantlygreaterthanthoseofotherkindsofpeptidesin

theconcentrationof2mmol/L (P<0.05), 5mmol/L(P<0.01) and10 mmol/L(P<0.01).Therewereno

significantlydifferencesamongtheEOGamplitudesofresponsesamongtheotherfourpeptides(P>0.05).EOG

amplitudesofresponsestofishmealhydrolysateweresignificantlygreaterthanthoseoftheothertwokindsofhy-

drolysate.Itsuggestthat, tilapiawereinsensitivetoshortpeptidesandproteinhydrolysates, whileGSHinpeptides

andfishmealhydrolysateinhydrolysatestestedcanarosegraterEOGresponseintilapia.

Keywords:biologicactivepeptides;tilapia;EOG
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