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经酶修饰和未经酶修饰的鹌鹑红细胞对甲壳动物血清凝集素

凝集活性的差异研究
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摘要: 为寻找凝集素作为分子探针提供基础资料, 用 12 种甲壳动物血清抽提液对天然的或

经酶修饰的鹌鹑红细胞进行凝集试验。实验结果表明, 经蜗牛酶修饰后的鹌鹑红细胞的凝

集作用发生了变化,与未经酶处理的鹌鹑红细胞相比, 凝集活性提高的有日本沼虾( M acr o-

brachium nip p onense)等 7 种,凝集活性下降的有罗氏沼虾( M acrobr achium r osenber gi )等 2

种。凝集素对动物红细胞的凝集可看作是与这些细胞表面的多糖或糖蛋白 ) ) ) 即受体的识
别性结合,这表明鹌鹑红细胞表面具有 12 种凝集素的受体, 且大多数受体都受到酶修饰的

影响,从而在凝集活性上表现出差异。
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  凝集素( L ect in)是一类具有糖结合专一性、可促

使细胞凝集的蛋白质或糖蛋白。凝集素广泛存在于

生物体中,在植物、动物、微生物及病毒中均有发现。

凝集素不但分布广泛,而且功能多种多样, 其主要功

能有:促细胞有丝分裂作用; 免疫调节作用; 与细胞

结合作用[1] 。凝集素除了具有上述的主要功能外,

还具有细胞毒作用,与肿瘤细胞结合,抑制肿瘤细胞

等功能。由于凝集素的独特生化性质, 作为科研工

具的广泛应用,以及在医药方面的诱人前景, 近十几

年来,凝集素的研究十分兴旺。目前,凝集素已经应

用于血型的鉴定;评价机体细胞免疫机能状况; 骨髓

移植[2] ;鉴别变异细胞, 特别是肿瘤细胞; 分离含糖

高分子, 特别是利用凝集素与糖结合的专一性作为

分子探针, 研究细胞膜表面糖链结构, 探索细胞发

育,衰老, 分化和癌变时膜上糖链的变化等等。

凝集素能与多种细胞结合, 并使细胞发生凝集,

如红细胞[3~ 5]、脾细胞、淋巴细胞、肿瘤细胞、精子细

胞[ 6] 、微生物细胞[7]、藻类细胞[8] 等等。通常采用脊

椎动物红细胞来检测凝集素的活性, 这是一种简单、

快捷的方法。作者用正常鹌鹑红细胞来检测甲壳动

物血清提取物的凝集活性时, 发现 12 种甲壳动物血

清抽提液对正常鹌鹑红细胞表现出不同的凝集活性,

经蜗牛酶修饰后的鹌鹑红细胞对甲壳动物血清抽提

液的敏感性发生变化,提示鹌鹑红细胞表面具有多种

不同受体,这为利用凝集素与糖结合的专一性作为分

子探针,研究细胞膜表面糖链结构提供理论基础。

1  实验材料和方法

1. 1  材料和试剂
各种甲壳动物均购自厦门农贸市场, 带回实验

室洗净、分类鉴定、备用。鹌鹑血由厦门农贸市场屠

宰场提供, 取全血,用 3. 8%枸橼酸钠抗凝, 置于 4 e
冰箱中备用。其余试剂均为国产分析纯试剂。

1. 2  实验方法
1. 2. 1  甲壳动物血清的制备

选取健康的日本对虾 ( Penaeus j ap onicus )、凡

纳滨对虾( Litop enaeus vannamei )、罗氏沼虾 ( M ac-

r obr achium r osenber gi )、日本沼虾 ( M acr obr achium

nip p onense)、脊条褶虾蛄 ( Lop hos quil la cos tata )、斑

纹蟳 ( Char y bdis f er iatus )、日本绒螯蟹 ( E riocheir

j ap onicus )、红星梭子蟹 ( P or tunus s anguinolentus )、

三疣梭子蟹 ( P. trituberculatus)、远海梭子蟹 ( P .

p elagicus)、锯缘青蟹( S cy ll a serr ata)、相手蟹( S es-

ar ma sp. )等 12种甲壳动物,带回实验室洗净, 分类
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鉴别。虾类用经过高压灭菌的 1 mL、5 号针头注射

器从围心室内抽取血样。蟹类剪肢放血。收集各种

甲壳动物血淋巴液经 4 500 r/ min 离心 10 min,上清

液为血清提取液样品, 在血清提取液中加入等体积

2 倍浓度的 TBS- Ca2+ 溶液( T BS 溶液: 0. 14 mo l/ L

NaCl, 0. 01 mo l/ L T r is- Cl, pH 7. 4; TBS- Ca2+ 溶液:

TBS 溶液+ 0. 01 mol/ L CaCl2 , pH7. 4)然后经凝集

活力测定,方法参照文献[ 3] , 并进行蛋白质浓度测

定后,放冰箱备用。

1. 2. 2  细胞样制备
从冰箱取出加入抗凝剂的鹌鹑全血血样, 经 2

000 r/ min离心 10 min 除去血浆, 加 10 倍体积的

TBS 充分洗涤 ,然后经 1 000 r/ min 离心 3min 去上

清液,重复 4 次, 最后经 2 500 r/ min 离心 3 min,配

成体积分数为 2%的 T BS- Ca2+ 鹌鹑红细胞悬浮液;

另一部分鹌鹑红细胞加入含蜗牛酶 ( 1 mg / L )的

TBS 溶液中, 配成 2%悬浮液在室温孵化 60 min,然

后离心去除上清液,再用 TBS 洗涤 6 次, 离心 3 min

去除上清液,最后加入 TBS- Ca2+ 溶液配成经酶修饰

的体积分数为 2%的 TBS- Ca2+ 鹌鹑红细胞悬浮液。

1. 2. 3  血凝活力测定
活力测定在 96 孔 V 型微量血凝板中进行。先

在每孔中加入 25 LL TBS- Ca2+ , 再往第 1 孔中加入

25LL 血清样品, 混匀后, 再从第 1 孔中吸取 25 LL

加入第 2 孔, 以此类推作倍比稀释, 最后在每孔中加

入 25 LL 2%的天然鹌鹑红细胞- TBS- Ca2+ 悬浮液或

经酶修饰的 2%鹌鹑红细胞 TBS- Ca2+ 悬浮液, 振荡

摇匀, 在室温放置 2~ 3 h,肉眼观察。以有红细胞凝

集活力的最大稀释度为该凝集素样品的活力, 记为

2n, 以 TBS- Ca2+ 作空白对照。

2  结果与讨论

2. 1  12种甲壳动物血清的凝集活力

采用天然或经酶修饰的鹌鹑红细胞对( 1) 日本

对虾、( 2) 凡纳滨对虾、( 3) 罗氏沼虾、( 4) 日本沼

虾、( 5) 脊条褶虾蛄、( 6) 斑纹蟳、( 7) 日本绒螯蟹、

( 8) 红星梭子蟹、( 9) 三疣梭子蟹、( 10) 远洋梭子

蟹、( 11) 锯缘青蟹、( 12) 相手蟹等 12种甲壳动物的

血清进行检测。

这 12 种甲壳动物的血清提取液的初始浓度按

( 1)到 ( 12) 顺序依次为: 2. 14, 2. 96, 8. 08, 8. 70,

2. 99, 2. 32, 4. 63, 2. 64, 4. 30, 5. 62, 6. 47, 4. 00 g/ L。

12种甲壳动物的血清凝集天然或经蜗牛酶修饰的

鹌鹑红细胞的情况见表 1。

表 1 甲壳动物血清凝集鹌鹑红细胞的活力

Tab. 1  Hemagglutinating activi ty of crustacean serums of quai l erythrocytes

甲壳动物种名
凝集效价

N T
壳动物种名

凝集效价

N T

日本对虾 25 25 日本绒螯蟹 26 28

凡纳滨对虾 20 22 红星梭子蟹 21 21

罗氏沼虾 24 23 三疣梭子蟹 20 21

日本沼虾 23 28 远洋梭子蟹 28 29

脊条褶虾蛄 23 25 锯缘青蟹 28 28

斑纹蟳 22 21 相手蟹 28 29

注: N 为甲壳动物血清对天然红细胞的凝集活力, T 为对经酶修饰后红细胞的凝集活力

  实验结果表明, 对天然的鹌鹑红细胞的凝集活

性,最高的是远洋梭子蟹、锯缘青蟹、相手蟹等 3 种

甲壳动物血清提取液,凝集效价均为 28 ;最低的是凡

纳滨对虾和三疣梭子蟹等 2 种甲壳动物血清提取

液,凝集效价均为 20。对经酶修饰的鹌鹑红细胞的

凝集活性, 最高的是远海梭子蟹和相手蟹等 2 种甲

壳动物血清提取液,凝集效价均为 29 ;最低的是斑纹

蟳、三疣梭子蟹和红星梭子蟹等 3 种甲壳动物血清

提取液,凝集效价均为 21。酶修饰前后的鹌鹑红细

胞的凝集活性除日本对虾、红星梭子蟹、锯缘青蟹 3

种不发生改变外, 其余 9 种都发生不同的变化, 其中

凡纳滨对虾、日本沼虾、脊条褶虾蛄、日本绒螯蟹、三

疣梭子蟹、远洋梭子蟹、相手蟹 7 种血清的凝集活性

都有不同程度的提高, 提高幅度最大的是日本沼虾,

凝集效价提高 32 倍,提高幅度最小的是三疣梭子蟹

和相手蟹, 凝集效价均只提高 2 倍; 而罗氏沼虾和斑

纹蟳的凝集效价均降低为原来的 1/ 2。
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2. 2  12种红细胞对甲壳动物血清凝

集素的敏感性

实验结果表明(表 2) , 与天然红细胞相比, 经酶

修饰的红细胞对甲壳动物血清凝集素的凝集反应,

敏感性提高的占 58. 33% ,敏感性不变的占25. 00% ,

敏感性下降的占 16. 67%。但总体上凝集效价是上

升的, 凝集效价\21由 10 种提高到 12 种, 凝集效价

\28由 3种提高到 5种。

表 2  鹌鹑红细胞对甲壳动物血清凝集素的敏感性

Tab. 2  Hemagglutinating sensi tivity of quail erythrocytes to crustacean serums

参数     呈阳性凝集反应的甲壳动物种数

凝集效价( 2n ) 20 21 22 23 24 25 26 27 \28 \21

N 2 1 1 2 1 1 1 0 3 10

T 0 3 1 1 0 2 0 0 5 12

注: N 为甲壳动物血清对天然红细胞的凝集活力, T 为对经酶修饰后红细胞的凝集活力

  国外有人采用经胰蛋白酶或神经氨酸苷酶处理

后的红细胞来检测凝集素的活性[ 9, 11] 。国内有人报

道用胰蛋白酶修饰兔红细胞对几种豆科植物凝集素

活性的影响[12] , 发现兔红细胞经酶修饰后, 对几种

豆科植物凝集素的敏感性都明显提高, 认为兔红细

胞表面凝集素的受体被膜外周蛋白或糖肽所遮挡,

从而抑制了受体与凝集素的结合。胰蛋白酶通过对

肽链的温和水解,使这种遮挡得以解除,从而使修饰

后的兔红细胞的凝集作用加强。作者采用蜗牛酶

(内含纤维酶、甘露聚糖酶、葡糖酸酶、几丁质酶和脂

酶等 30 余种酶)对 12 种人或动物红细胞进行修饰,

发现经酶修饰后, 并非所有红细胞对甲壳动物血清

凝集素的敏感性都提高, 有的甚至下降, 这种现象

Hori[ 13] 在研究经酶修饰的红细胞对海藻凝集素敏

感性的影响时也有提到, 但对甲壳动物凝集素这方

面的研究尚未见报道。这可能是蜗牛酶把红细胞表

面的糖链受体水解, 从而使凝集素无法与红细胞结

合的缘故。
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Abstract: The Effects of lig ht int ensity and temperature on phot osynthetic o xygen evolut ion o f t he female

and male gametophytes of M acr ocy stis p y r if er a w ere determined by applying the Oxygen Electr ode method.

The optimal photo synthet ic light intensity is 1 500~ 2 000 lx , and the optimal pho tosynthetic temperatur e is

18~ 20e . The highest photo synt hetic r ates of female and male gametophytes ar e 1 699. 4 nmo l/ ( min # g ) and

1 497. 3nmol/ ( min # g) respect ively.
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Abstract: As to offer basic data for searching for lectins as mo lecular probe, t he serums of tw elve species

of crustaceans are detect ed for hemagg lutinating act ivity w ith untreated and enzyme- treated qua il er ythro cy tes.

The results show ed that hemagg lutinating activit y had changed w hen ery throcy tes w ere tr eated by enzyme.

Compared w ith unt reated quail er ythro cytes, the hemagg lutinating activ ity o f enzyme- treated quail er ythr ocytes

of seven lectins from crustaceans such as M acr obr achium nip p onense w as increased, and t ho se of two lectins

from crustaceans such as M. r osenber gi w ere declined. The hemagg lutination w as r egarded as discrim inat ing

combinat ion between lectins and accepto rs on the eryt hr ocyt e surface. It indicated that there are different types

of accepto rs on the quail er ythr ocyte, and most of them w ere effect ed by enzyme t reated and show difference in

hemagglut inating activ ity .
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