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鲎血细胞提取物生物活性的初步研究

张海涛 梁景耀 翁 云 祝其锋

广东医学院生物化学与分子生物学研究所 湛江

提要 采用酸抽提法和 ≥ ¬ 2 凝胶层析从鲎血细胞中分离出含有一低分子量组分

的提取物 ≥⁄≥2° ∞显示一条区带 ∀提取物可以抑制内毒素诱导的鲎试剂 × 反应 抑制金

色葡萄菌和大肠杆菌的生长 并发现 的提取物对 2 细胞的生长有强烈的抑制作

用 ∀

关键词 鲎血细胞 2 细胞 抗菌组分 内毒素

节肢动物门的淋巴细胞中存在一类低分子量的

抗菌多肽 该类多肽作为动物免疫防卫系统中的重要

成员 在动物抵抗微生物的感染中发挥着重要作用
≈ ∀ ∏ 在 年报道从肢口纲动物鲎血细胞

中发现一种低分子量的抗菌多肽 × 该物质

能够抑制革兰氏阴性细菌 和革兰氏阳性细菌

的作用 并可抑制某些真菌的生长 拮抗内毒素

引起的鲎试剂 × 反应 ∀本文研究从中国鲎血细胞

中提取的低分子量组分 对细菌 ! × 反应及 2

细胞生长的影响 ∀

材料与方法

试剂

≥ ¬ 2 ° 噻唑蓝 ×× ≥ √ 公

司 四甲基乙二胺 丙烯酰胺 χ2甲叉双丙烯酰

胺 考玛斯亮蓝 二甲基甲酰胺 十二烷基硫酸钠

≥ 公司 甘氨酸 低分子量标准蛋白 国产 小

牛血清 杭州四季清公司 鲎试剂 湛江安度斯生物

有限公司 批号 灵敏度 Κ= ∞∏ 内毒

素 中国生物制品检定所 批号 ∀

仪器

型 ∞ ≥ 酶标仪 美国 2 公

司 日立冷冻高速离心机 日本日立公司 ≤ 孵

箱 ° 公司 × ¬ ∞×2 浊度仪 •

°∏ ≤ ∏ 型真空冷冻干燥机

军事医学科学院制 核酸蛋白质检测仪 永嘉侨联

科学生物公司 ∀

鲎血细胞的分离和处理

鲎采自中国北部湾海域 采集鲎血细胞 离心收

集 将鲎血细胞悬浮于含 ≤

× 2 ≤ 缓冲液中裂解 离心

沉淀用 ≤ 悬浮 充分抽提 离心

收集上清液 ∀将上清液用 ≥ ¬ 2 ≅

分离 ≤ 洗柱 流速 收

集低分子量组分 冷冻干燥备用 ∀

≥⁄≥2聚丙烯酰胺凝胶电泳≈

样品用含 尿素的电泳变性液处理 ∀低分

子量标准蛋白对照 ∀

拮抗内毒素引起的 × 反应

按内毒素检测法 用动态浊度法测定样品对内

毒素介导的 × 凝胶反应的抑制 ∀

抗菌活性

将冻干的样品用 ° ≥溶解 等倍稀释 按

Λ 培养基 蛋白胨 酵母提取物 ≤

溶于 蒸馏水 Λ 样品 Λ 菌种 金色

葡萄菌和大肠杆菌 中国生物制品检定所 细菌浓度

≅ 孔培养板 ε 培养 测

吸光值 Α ∀采用方差分析进行统计 ∀

广东医学院青年基金资助项目 ∀

× 反应分析工作得到湛江安度斯公司韦群 !陈瑜 !朱

焕杰等同志的帮助 特此感谢 ∀
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对 2 细胞生长的影响

按 年报道方法 将样品用

° ≥溶解 ∀收集生长状况良好的 2 细胞 军事医学

科学院赠 用含 小牛血清的 ° 培养基

培养 细胞浓度 ≅ 加入样品 使之终浓度为

用 孔培养板 ε ≤ 孵箱中

培养 用 ××法测细胞活性 ∀采用方差分析进行

统计 ∀

结果

≥ ¬ 凝胶层析

见图 酸处理后经 ≥ ¬ 凝胶层析

可分为三组分 收集第三洗脱峰 含低分子量组分 ∀

≥⁄≥ 2聚丙烯酰胺凝胶电泳

见图 样品用含 尿素的电泳变性液处

图 ≥ ¬ 2 层析谱

ƒ ≤ ≥ ¬ 2

图 提取物 ≥⁄≥2聚丙烯酰胺凝胶电泳

ƒ ≥⁄≥2° ∞ ∏

标准分子量蛋白样品 提取物经 尿素电泳变性

液处理 提取物不经 尿素的电泳变性液处理

× °∏ ∏

°∏ ∏ ∏

理 ≥⁄≥2聚丙烯酰胺凝胶电泳显示一条带 分子量小

于 ⁄ 不经 尿素的电泳变性液处理 则

无显色带 ∀

拮抗内毒素引起的 × 反应

结果见图 × 反应浊度分析显示 样品对

× 反应具有强烈抑制作用 ∀

图 × 反应浊度变化

ƒ ≤ × ∏

σ ω ≅
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对细菌生长抑制

结果见表 ∀

提取物对 2 细胞生长的影响

见表 ∀

讨论

从鲎血细胞中可提取多种生物活性物质 如目

前广泛用于检测输液中内毒素的鲎试剂 ∀本文采用酸

抽提法和 ≥ ¬ 2 凝胶层析分离出一活性组分

的提取物 实验结果证明该物质具有抗菌 !抑制内毒

素引起的鲎试剂反应 其中最小抑菌浓度 金黄葡萄

球菌为 大肠杆菌为 ∀提取物在

时尚对内毒素诱导的 × 反应具强烈抑制作

用 ∀提示提取物和鲎血细胞中存在的一类抗菌肽类

× 具有相似作用 ∀

本文结果显示提取物对 2 细胞具一定的毒

性 提取物浓度为 时 对 2 细胞有抑制作

用 抑制率为 ∀

× 对细菌抑制作用是通过改变细菌的

通透性 提高细菌对 的渗透性 从而抑制细菌的生

长≈
≠ 在 年证实 × 可以与

⁄ 结合从而抑制 ⁄ 复制 ∀本文提取物与 × 2

是否为同一物质 提取物对癌细胞的抑制机理

是否是通过改变细胞通透性或与抑制 ⁄ 复制有

关 尚待进一步研究证实 ∀
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