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凡纳滨对虾类 Ig 定性和定位的初步研究
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摘要
: 以凡纳滨对虾 (L it o Pe n a e u s

撇
n n a m e i )为研究对象

,

运用 W
e st er n 一

b lo ttin g 和免 疫组织

化学等现代免 疫学方法
,

对对虾 中的类 19 〔im m un og lo buli
n .

免疫球蛋 白 )蛋 白进行定性 和定

位研究
.

结果发现
,

虾血清中有两种分子质童约 为 70 ku 和 62 ku 的蛋 白 可与杭人 烤发 生

特异性 的结合
。

同时
,

灯血 细胞
—

无颖粒细胞的外膜及炸类淋 巴 器
、

杆肤脏
、

心 脏
、

胃和肠

等 5 种组织 器官的石蜡切 片与杭人 19 反应呈 不 同程度的 阳性
,

其 中类淋 巴 器和肝胰脏显 色

较深
。

提示
,

娜体 内确 实存在 能与杭人 19 发生特异 性结合的类 19 蛋 白
,

其 不仅存在于虾血

清中
,

还存在于无颖 杜细胞
、

类淋 巴 器和肝胰脏 等组织 中
,

为对虾 的免 疫 系统 的研究和疾病

的防 治莫定基拙
。
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一般认为无脊椎动物体液 中不具有免疫球蛋

白
,

但近年来研究表明
,

无脊椎动物体内同样存在免

疫球蛋白超家族分子〔‘一习 ,

甚至有类似于脊椎动物的

适应性免疫反应的存在仁卜l0j
。

关于虾内是否存在类

19 (19
一

like ) 分子
,

国内外 鲜有报道
。

叶 淑芳 〔“〕
、

王

雷田〕
、

王伟庆 [ls 〕和章跃陵等[l# 〕分别采用免疫单向扩

散法(S R ID )和免疫酶斑点法 (Do t- E LI SA )检测对虾

体液中的类似物质
。

结果发现对虾血清中存在能与

抗人 馆发生特异性结合的物质
,

提示对虾血清中有

类 Ig M
、

Ig G 和 Ig A 样物质的存在
。

然而
,

此类物质

是否存在于虾血清中
,

还存在不 同的观点
,

更不消说

对其的定性和定位的研究
。

因此
,

这些能与抗人血清

发生反应的虾血清成分的本质有待于进一步研究
。

作者采用 SD S PA G E
、

W
e s te rn- b lo tti呀 和 免疫组织

化学等现代生物学技术对其进行定性和定位的初步

研究
,

为丰富虾类免疫系统研究
,

探索对虾疾病免疫

学防治提供科学依据
。

1 材料与方法

对虾心 脏抽取血淋巴
,
4 ℃冰箱过夜

,
3 o 00

r
/ m in 离

心 2 0 m in
,

一 2 0 ℃保存备用
。

1
.

2
.

2 SD S PA G E 电泳

用 0
.

0 1 m o l/ L p H 7
.

4 PB S 将虾血清按 1 , 2 0

稀释
,

与 Z x SD S 凝胶加样缓冲液等体积混合
,
100

℃ 煮沸 5 m in
,

采用 3 % 浓缩胶
、

10 % 分离胶按常规

方法进行
。

1
.

2
.

3 W
es te r n 一

b lo ttin g 分析

同上进行 S D S
~

PA G E 电泳
,

电泳结束后
,

恒压电

转 6 h
,

丽春红 S (Po
n e ea u S ) 总蛋白显色

,

T BS 充分

洗涤
,
5 % 脱脂奶粉 37 ℃ 封闭 l h

,

分别与羊抗人

Ig M
,
Ig G 和 Ig A 抗血清 (1 , 5 0 ) 室温孵育 3 h

,

T BS

洗涤 3 X lo m in
,

兔抗羊 Ig G H R P (1 : 2 0 0 0 ) 3 7 ℃

孵育 l h
,

T T BS 洗涤 3 只 1 0 m in
,

T BS 洗 涤 3 只 5

m in
,

D A B 显色
,

G D S8 0 0 oPC- 凝胶成像及分析系统扫

描和分析
。

1
.

2
.

4 血细胞定位分析

用 1 m L 注射器直接从对虾心脏抽取血淋巴
,

涂

于洁净载玻片上
,

置室温 5 m in
,

T B S 洗涤 5 m in
,

甲

1
.

1 实验材料

以凡纳滨对虾 (L i才。 p e n a o u s
、

n n a
,

e i ) 为实验

材料
,

购于厦门大学莱市场
,

体长约 10
cm

。

1
.

2 实验方 法

1
.

2
.

1 虾血清制备

按王雷等呻〕的方法进行
,

用 1 m L 注射器直接从
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醇浸泡 10
5 ,

自然晾干
,

T B S 洗涤 2 x 5 m in
,

1 %

H Z0 2
室温处理 2 0 m in

,

T B S 洗涤 3 x 5 m in
,
1 % 奶粉

3 7 ℃ 封闭 10 m in
,

用 T BS 代替第一抗体为阴性对

照
,

羊抗人 Ig G 抗血清 ( 1 : 5 0 ) 3 7 oC 孵育 4 h
,

T B S

洗涤 3 X 5 m in
,

兔抗羊 Ig G H R P ( z : 1 0 0 0 ) 3 7 ℃

孵育 l h
,
T B S 洗涤 3 x 5 m in

,

D A B 显 色
,

O lym p u s

B H
一
2 型显微镜观察并摄片

。

1
.

2
.

5 组织定位分析

选体长约 10
。m 的凡纳滨对虾

,

迅速取其新鲜组

织 (心脏
、

肝胰脏
、

胃
、

肠和类淋巴器 )
,

Bo ul n ’ s
液 固

定 18 h
,

70 % 酒精充分冲洗
,

常规梯度酒精脱水
,

石

蜡包埋
,

切 6 拜m 厚的连续切片
。

取相邻间断连续切

片
,

常规复水
,
3 % H Z O :

处理 30 m in
,
5 % 脱脂奶粉封

闭 4 5 m in
,

以 T B S 代替第一抗体为阴性对照
,

用 间接

免疫组织化学法染色
。

所用抗体及稀释度如下
:

第一

抗体为羊抗人 Ig G 抗血清 (1 : 1 00)
,

37 ℃ 孵育 3

h
,

第二抗体为兔抗羊 Ig G H R P (1 , 1 0 0 0 )
,
3 7 ℃

孵育 l h
。

标本最后用 D A B 显 色
,

常规脱水
,

透明
,

封 固
,

用 O lym p u s B H
一
2 型显微镜观察并摄片

。

2 结果与分析

2
.

1 3 种类 19 (Ig M
,

Ig G 和 Ig A )的定性分析

采用 SD S P A G E 和 W
e s te rn-- b lo t tin g 方法检测

凡纳滨对虾血清中的类 19 物质
,

结果如图 l 所示
,

虾

血清与羊抗人 Ig M
,

Ig G 和 Ig A 抗血清反应均呈 阳

性
,

其中表观分子质量为 70 k u
的阳性条带 (命名为

IL p 7 o )分别与羊抗人 Ig M
,

Ig G 和 Ig A 3 种羊抗人 19

特异性结合
,

而 表观分子质量为 62 k u
的 阳性条带

(命名为 IL p 62) 只与羊抗人 Ig G 特异性结合
。

说明

虾血清中确实存在与羊抗人 19 反应的类 19
。

叫. . . . . 甲. . 州户 “

一
. 佣 月户曰匆. . ~ .

~ 州甲叫而

9 7
.

4 kU

6 6
.

7 kU

一
7 0 kU

一
6 2 k U

4 3
.

0 kU

3 1 0 ku

2 0
.

1 kU

凡纳滨对虾血清的 SD S PA G E 和 W
e s t e r n blo t t in g 分

析

SD S PAG E a n d W e s t e r介b lo ttin g a n alys is o f L
.

刀口 n n a 刀之己艺 S e r U n l
.

1g.图Fi

1 :
分子质t 标准 ; 2 :

虾血清 SDs 一 PA G E 分析口
: 0

.

57 % 氨基黑

总蛋白染色 . 4 ~ 6 :

分别为虾血清与一抗为羊抗人 I茄 (l : 5。)
、

坛A

( 1 , 5 0 ) 和 Ig M (1 , 50 )的 W e s te

rn- blo t tin g 分析

1 :

tno le e u la r m a ss m a rk e r s . 2 : S D S P A G E a n a lys is o f s
hr im p

se r u m ‘ 3 : t he s t a in in g o f t o t a l p r o t e in s o f s h ri m p s e r u m w it h 0
.

5 7 %
a m id o bla e

k ; 4 一6 : s

断m p s e
ru m in e u b a te d 丽 th 即a t a n t i- hu m a n l吕(〕

(1 , 50 )
.

Ig A ( 1 , 5 0 )
,

Ig M ( 1 , 50 ) 。n t is e
ru m re s p e et iv e ly fo r

W
e s tern blo ttin g 胡al ys is

2
.

2 类 19 血细胞定位分析

以羊抗人 Ig G 抗血清为一抗
,

检测类 Ig G 在凡

纳滨对虾血细胞中的分布
。

从图 2 可知
,

部分血细胞

的外膜有明显的阳性反应
。

参照光镜下对虾三种血

细胞 (无颗粒细胞
,

小颗粒细胞和大颖粒细胞 ) 的形

态特征
,

初步推断该阳性细胞应该为无颗粒细胞
,

它

可能与凡纳滨对虾中的类 馆在血淋巴中的合成和分

图 2 凡纳滨对虾类 Ig G 的血细胞免疫定位分析

Fig
.

2 Im m u n o lo ea liz a t io n o f the Ig G lik e p r o t ein in he m o eyt e sp e eim e n o f L
.

va
n n a m e i

.

2 一 1 :

虾血细胞组织与一抗为羊抗人 I药(1 : 5 0) 的免疫酶分析( 1 6 80 x ) , 2
一

2 ,
虾血 细胞组 织与一抗为正 常羊血清 (1 : 50) 的免疫醉分析

(1 6 80 又 )

2 一 1 : g o a t a n t i
一

hu m a n l步( 1 , 5 0 )r e a e te d w ith he m o e
yt

e s p e e im
e n ( 1 6 8 0 X ) ; 2

一

2 :

no
r m a l g o a t s e r u m ( 1 , 5 0 ) r e a e te d w it h he m o c yt e

sp e e im e n (1 6 8 0 X )
.
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泌有关
。

2
.

3 类 19 组织定位分析

选取凡纳滨对虾类淋巴器
、

肝胰脏
、

心脏
、

胃和肠

等 5 种组织器官为材料
,

以羊抗人 Ig G 抗血清为一

抗
,

采用免疫酶免疫组织化学法检测类 Ig G 在对虾

组织中的分布
。

结果表明 (图 3 )
,
5 种组织器官的组

织切片与羊抗人 Ig G 抗血清反应均有不同程度的显

色
,

其中类淋巴器和肝胰脏显色较深
,

而其它 3 种组

织显色相对较浅
。

类淋巴器
、

心脏和肝胰脏的显色部

位主要集中在组织的胞间
、

胞质或胞核
,

而胃和肠主

要集中在其表皮组织
。

由此说明
,

类 19 是对是体内

的一种分布相当广泛的蛋白
。

图 3 凡纳滨对虾类 坛G 的石蜡切片定位分析

Fig
.

3 Im m u n o lo e a liz a tio n o f the Ig G lik e Pr o t ein in p a r affin s e e t io n o f L
.

va
n 凡 a m e 泛tis s u e s

3
一

l :
虾肝腆脏石蜡切片与一抗为羊抗人 I西( 1 , 1 0 0) 的免疫醉分析(4 00 X ) ; 3 一2 :

虾肝腆脏 石蜡切片与一杭为正常羊血 清(1 , 100) 的免

疫醉分析 (4 00 x )
; 3

一

3~ 3 一 6 :

分别为虾 胃
、

肠
、

类淋巴器和心脏 的石蜡切片与一抗为羊抗人 址G (1
: 10 0) 的免疫曲分析

,

其放大倍数依次为
: 100

X
,

1 0 0 X
,

4 0 0 X 和 4 0 0 X

3一 1 :

go
a t an t卜h u m a n Ig G ( l : 10 0 ) r e a e te d w ith he p a t o p a n e re a (4 0 0 X ) ; 3

一

2 : n o rm a l g o a t s e r u m (1 . 10 0 ) re a e te d wi th h e p a to Pa n er e a s

(4 0 0 X ) ; 3
一

3 ~ 3
一

6 :

四
a t a n t i- hu m a n IgG (l

, 1 0 0 ) r e a e te d w ith
s to m a e h (10 0 X )

,

in te s t in e ( 10 0 洲 )
,

lyl l、Ph a tic- lik
e o r gan (4 0 0 只 )

a n d h e a r t

(4 0 0 X ) r e sPe e ti, e ly

3 讨论

研究表明
,

免疫球蛋 白超家族 (im m u

no g lo b ul in

g e n e s u p e r fa m ily
,

Ig sF )是一类数量庞大
,

功能多样

的家族系统
,

它广泛分布在脊椎动物和 无脊椎动物

中
,

其一般是细胞表面结合分子
,

主要参与细胞与细

胞之间的相互作用阶
·

’司 。

据初步推算
,

人
、

苍蝇和虹

躬l中分别约含有 7 6 5
,
1 4 0 和 6 4 个 Ig SF 分子 [ , , 〕。

然

而
,

目前关于虾内是否存在类 烤 分子学术界尚存在

争论
。

本课题率先运 用 W
e s te rn-- b lo t tin g 和免疫组

织化学等现代免疫学方法证实对虾体内确实存在能

与抗人 Ig 发生特异性结合的类 馆分子
,

并发现其同

样分布于对虾的血细胞和组织中
,

对丰富和发展对

虾免疫系统基础的研究
,

探索对虾疾病的免疫学防治

具有重要意义
。

根据 目前所掌握的资料分析
,

虾血清中可 能存在

类 19 样物质
,

但均未对其进行进一步的研究
,

也无确

凿的证据加以证实〔“一川
。

作者在此基础 之上
,

运用

w es te r o bl ot ti ng 检测对虾血清中的类 19
,

结果发现

虾血清中的两种蛋白—IL p 70 和 IL P6 2 与抗人 19

抗血清呈明显的阳性反应(图 1 )
,

说明对虾体内确实

存在与人 Ig 相类似的类 19 分子
,

其抗原位点可能与

人 19 存在较大的同源性
。

目前
,

在一些无脊椎动物

中人们发现了很多与人 19 高度同源的蛋白
,

如 Ze n -

te n o

等[ , 8〕报道淡水虾 M泛
c r o bra 认￡

u m ro se n b e

馆11 血

淋巴中的唾液酸特异凝集素分别与人 Ig
‘
和 19 入具

M a r in e S eie n e e s / V o l
.

2 9
,

N o
.

9 / 2 0 0 5
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有 22 % 和 27 % 的同源性
。

由此推测
,

作者所发现的

与抗人 Ig 抗血清发生特异性结合的 ILp 7。和 IL p 62

蛋白与人 19 在氨基酸序列上也应当存在一定的同源

性
,

其可能是存在 于对虾血淋 巴中的两种新的 馆SF

分子
,

至于其具体的氨基酸序列 和基因结构 还有待

于通过质谱和基 因克隆等分子生物学技术进行进一

步的研究和鉴定
。

为了进一步探索对虾血淋 巴中的类 Ig 在血细胞

和组织中的分布情况
,

我们采用免疫组 织化学方法

对其进行了进一步 的研究
,

结果显示
,

我们所选的 5

种组织切片和血细胞涂片均有 不同程度的 阳性反应

(图 2
,
3 )

,

提示虾的组织和血细胞中同样存在类 Ig 蛋

白
。

尤其值得一提的是
,

其中淋 巴器和肝胰脏与抗人

19 孵育后 显色 比其它 3 种组织明显 的要深
,

由此推

测该两种组织很可能是类 19 的合成和分泌器官
。

研

究表明
,

与脊椎动物中的免疫细胞相似
,

一些无脊椎

动物血细胞不仅其表面存在具有
“

异己
”
识别和信号

传导功能的类 烤分子
,

而且具有释放免疫因子的功

能〔, ’〕。

R o d rig u e :
等 [ , o ] 发现日本对虾无颖粒细胞和

小颗粒细胞 可以释放一种分子质量为 27 ku
的与凝

集活性有关的蛋白
。

刘晓云等勿〕在研究中国对虾时

发现无颗粒细胞 中的 一种具有类似淋巴细胞的性

质
,

即在接受抗原刺激后
,

细胞表现出一种浆细胞样

分化
,

在内质网中有免疫物质合成
,

并 以细胞表面形

成泡状突起的方式进行释放
。

作者发现凡纳滨对虾

无颗粒细胞外膜与羊抗人 19 反应呈 阳性
,

暗示其细

胞表面应当含有与血淋 巴中一致的类 19 分子
,

对虾

无颗粒细胞可能是我们在血淋 巴中所发现的两种类

19 分子 (7 0 k u
和 6 2 ku )的分泌细胞

。

业 已证实
,

无脊椎动物中的 Ig SF 分子在机体防

御方面具有重要地位
,

如参与细胞与细胞之间的信

号传导作用娜〕
,

抑制血细胞凝聚[l]
,

刺激细胞的吞噬

作用与包裹作用
,

充当调理素〔川
,

作为病毒受体脚〕
,

甚 至可 能 参与无 脊椎动物的初级适应性免疫 反

应 仁, ‘〕
。

作者所发现的 xL p 7 o 和 ILp 6 2 两种类 19 分

子
,

虽说其具体功能尚不明白
,

但根据其可与抗人 19

特异性结合 以及大量存在于细胞和组 织中的特点
,

推测对虾中的类 址 分子可能与对虾的免疫防御密切

相关
,

它可能是一种新发现的重要 的粘附分子
,

也可

能是一种免疫识别分子
,

甚至可 能是凝集素
。

相信
,

随着研究的深人
,

在明确其蛋白质结构和 基 因序列

的基础之上
,

其功能必将彻底 阐明
。
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