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磷沙蚕凝集素的分离纯化及生物活性研究
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摘要:采用 DEAE Toyopearl阴离子交换树脂、Bio Gel P 100 分子筛层析、Lacto syl Sepharose

4B 亲和层析和 Sephadex 75 分子筛层析技术从日本海的海洋无脊椎动物磷沙蚕

(Chaetop terus var iop edatus )中分离出 2 种凝集素, 通过体外细胞活性和酶活性实验观察它

们的生物活性。结果表明,从海洋无脊椎动物磷沙蚕中分离出一种 半乳糖特异性凝集素

( CVL)和一种具有血凝活性, 但不被经测试的单糖和糖蛋白所抑制的相对分子质量为

30 000的蛋白质( CVL 1)。 半乳糖特异性凝集素( CVL )具有体外抑制 NB4 白血病细胞株

的活性和抑制小鼠脾细胞的活性, IC50分别为 7. 87 mg/ L 和 22 mg/ L。同时,另一种蛋白质

( CVL 1)具有 葡萄糖苷酶活性。
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凝集素通常被认为是非酶的和非免疫的蛋白质

或多价糖结合蛋白, 广泛存在于动物、植物和微生物

中。它们在生物学研究中用来纯化多糖和糖蛋白,以

及用于细胞分离、细胞上糖结合蛋白的鉴定、促进淋

巴细胞的有丝分裂和血型鉴定等研究。近来,有一些

具有催化活性的凝集素被报道[ 1~ 4]。这使得凝集素

的概念进一步发展成为 凝集素是糖密码的解译

者 [ 5]。

从海洋无脊椎动物中发现很多凝集素, 它们具

有各种各样的生物活性。如在海绵 H aliclona cra

tera 的凝集素中观察到对 HeLa 细胞系和 FemX 细

胞系具有细胞毒性[ 6] , 另一方面对一些细胞具有促

有丝分裂作用。硬果谷粒海绵 ( Chondr illa nucula )

的凝集素抑制 HIV 病毒和人的 T 淋巴细胞的结

合[7]。从海鞘( Didemnum ternatanum )中提取的凝

集素 DTL 抑制 HeLa 细胞的增生, 降低对胸腺核苷

酸的利用和改变它们的形态[8, 9] , 同时对海洋棘皮动

物的细胞具有粘附和促生长作用[10]。

作者 为了 研 究 海洋 无 脊 椎 动 物 磷沙 蚕

( Chaetop terus v ariop ed atus )凝集素的生物活性, 采

用 DEAE T oyopea rl阴离子交换树脂、Bio Gel P 100

分子筛层析、Lactosy l Sephar ose 4B 亲和层析和

Sephadex 75 分子筛层析技术从磷沙蚕中分离出两种

凝集素。通过体外细胞活性和酶活性实验对它们的

生物活性进行了研究。

1 材料和方法

1. 1 材料

磷沙蚕采自俄罗斯远东地区的日本海,彼得大帝

湾。采回后贮藏于- 20! , 直至使用。

人红细胞和小鼠购自大连医科大学。人类白血

病 NB4 细胞株由上海血液学研究所陈竺教授提供。

单糖购自 Merck ( Darmstadt, Germany)。猪腺

体糖蛋白 ( Mucin fr om bov ine submaxillary glands,

BSM )、脱酸猪腺体糖蛋白( asialo BSM )、脱酸胎球蛋

白( asialo fetuin)和 p nitropheny l D glucopy ranoside
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购自 Sigma公司( USA )。

1. 2 方法

1. 2. 1 凝集素提取

将磷沙蚕研磨粉碎, 用含 0. 15 mo l/ L NaCl的

0. 1 mol/ L , pH 7. 6, T ris H Cl缓冲液在 4 ! 抽提过

夜。6 000 r/ min 离心20 min 取上清液。加入硫酸铵

使硫酸铵的质量分数为 70%。6 000 r / min 离心

20 min,收集沉淀, 溶于含 0. 15 mo l/ L NaCl 的 0. 1

mol/ L , pH7. 6, T ris H Cl缓冲液中, 在去离子水中透

析除去硫酸铵,冻干。

干样品溶于 0. 1 mol/ L , pH 7. 6, T ris H Cl缓冲

液中,加入到用该缓冲液平衡过的 DEAE Toyopear l

( 0. 5 cm ∀ 10 cm)柱中, 收集未吸附在该柱上的组分

(以下称为组分# ) ,同时测定血凝活力。然后用线性

梯度离子强度洗脱, 洗脱液中 NaCl 浓度为 0 ~ 1. 0

mol/ L ,收集有血凝活力的组分(以下称为组分∃ )。

将组分#用超滤膜除盐浓缩。将浓缩的样品 5

mL 加入到用含 0. 15 mo l/ L NaCl 的 0. 01 mol/ L ,

pH 7. 6, T ris H Cl 缓冲液平衡过的 Bio Gel P 100

( 1. 5 cm ∀ 50 cm)柱上,用相同的缓冲液洗脱,收集有

血凝活力的组分。同时测定该组分的 葡糖苷酶活

性。冻干得到样品#。

将组分 ∃按文献 [ 11] 方法, 加入到 Lactosy l

Sepharo se 4B ( 1. 5 cm ∀ 20 cm) 亲和柱上进行层析,

用 0. 2 mo l/ L 的半乳糖洗脱。透析除去半乳糖。再

加入到用含 0. 15 mol/ L NaCl 的 0. 01 mo l/ L , pH

7. 6, T ris H Cl缓冲液平衡过的 Sephadex 75( 1. 5 cm

∀ 50 cm)柱上, 用相同的缓冲液洗脱, 收集有血凝活

力的组分。冻干得到样品∃。

1. 2. 2 蛋白质检测和总糖的检测

用 Bradfo rd 法检测样品中蛋白含量[ 12] , 以牛血

清白蛋白为标准蛋白。用酚 硫酸法检测样品中糖含

量[13]。

1. 2. 3 SDS PAGE 电泳

SDS PAGE 电泳采用 15%分离胶, 5% 浓缩胶。

凝胶用考马斯亮兰 R 250染色 ,蛋白质标准样与样品

在同一条件下电泳[14]。

1. 2. 4 胰蛋白酶对红细胞的消化

将人红细胞悬浮于 10 mL 含 0. 15 mol/ L NaCl

的 0. 01 mol/ L , pH 7. 6, T r is H Cl 缓冲液中, 加入

2 mg胰蛋白酶, 37! 下消化 3 h。然后用该缓冲液洗

3 次, 在该缓冲液中配成 2%红细胞悬浮液。

1. 2. 5 血凝活力测定

血凝活力测定在 96 孔 U 型微量血凝板中进行。

先在每孔中加入 25 L T r is HCl 缓冲液, 再往第 1

孔中加入 25 L 血清样品, 混匀后, 再从第 1 孔中吸

取 25 L上述混合液加入第 2 孔,以此类推作倍比稀

释, 最后在每孔中加入 25 L 体积分数为 2% 的

T ris H Cl缓冲液红细胞悬浮液, 振荡摇匀,在室温下

放置 1~ 2 h 后, 肉眼观察。如红细胞不发生凝集则

在 U 型血凝板小孔内沉于孔底形成一界线清晰的

红色小点; 如发生凝集, 红细胞之间则形成一似网络

扩散的红斑块。以有红细胞凝集活力的最大稀释度

为该凝集素样品的凝集活力(凝集效价) ,记为 2n, 以

含 0. 15 mol/ L NaCl 的 0. 01 mol/ L , pH 7. 6, T ris

H Cl缓冲液作空白对照。

1. 2. 6 血凝集抑制测试

在微量滴定 U 型板中将抑制剂 25 L 连续 2 倍

稀释于含 0. 15 mol/ L NaCl的 0. 01 mol/ L , pH 7. 6,

T ris H Cl缓冲液中。在每个孔中加入等体积样品

( 25 L, 4 倍血凝集活性 ) , 再加入等体积搅动后的

2%红细胞悬浮液。1 h 后测定每种抑制剂的最小制

剂浓度。在测试中, 使用胰蛋白酶消化后的 B 型红

细胞。

1. 2. 7 葡萄糖苷酶( g lucosidase)活性检测

在 96 孔平底板中,分别加入 50 L 待测样品, 50

L 磷酸缓冲液( pH 7. 4) , 50 L p 氮苯基 D 葡萄

糖苷 ( p nit ropheny l D g lucopy ranoside)。在 37 !

中反应 1 h 后,加入 50 L 0. 5 mol/ L Na2CO3 终止

反应。用酶标仪在 410 nm 波长处检测吸光度。以

反应体系中只有 100 L 磷酸缓冲液 ( pH 7. 4) , 50

L p 氮苯基 D 葡萄糖苷, 其它反应条件相同而未

加样品组为对照。

1. 2. 8 细胞培养

人类白血病 NB4 细胞株培养于含 10% 胎牛血

清的 RPMI 1640 培养液(内含青霉素 100 U / mL , 链

霉素 100 mg/ L , 1 mmo l/ L L 谷胺酰)。在含5% CO2

的 37 ! 培养箱中培养。

1. 2. 9 凝集素对 NB4 细胞的抑制作用

用 96孔平底板培养, 四氮唑蓝比色法( MTT 法)

观察样品∃对人类白血病 NB4 细胞的杀伤或增殖抑

制作用。M TT 法是以代谢还原四氮唑蓝( MTT )为

基础。活细胞线粒体中存在与 NADP 相关的脱氢
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酶。可将黄色的 M TT 还原为不溶性的蓝紫色的甲

瓒( fo rmazan) , 而死亡细胞此酶消失, MTT 不被还

原,用二甲基亚砜( DMSO )溶解甲瓒后, 可用酶标仪

在 570 nm 波长处检测吸光度大小。

将数量为 4. 5 ∀ 104个/ mL 处于对数生长期的

NB4 细胞 100 L、不同浓度的样品∃溶液, 并加含

10%胎牛血清的 RPM I 1640 培养基液至每孔 200

L, 在 5% CO2 的 37 ! 培养箱中培养 72 h 后, 加入

20 L MT T ( 5 g/ L ) , 再培养 4 h 后, 弃去培养基, 加

入 180 L DMSO ,在恒温振荡器上振荡 60 s 后,用酶

标仪在 570 nm/ 630 nm 波长处检测吸光度。每个浓

度的样品∃溶液设 3 个平行样。根据测得的吸光度

值计算抑制率。

抑制率= [ (对照组吸光度值- 实验组吸光度

值) /对照组吸光度值] ∀ 100%

1. 2. 10 脾细胞悬液的制备

无菌条件下取出小鼠脾脏, 置于 Hanks 液中。

在 200目不锈钢网上研磨小鼠脾脏, 制成脾细胞悬

液。离心 2 000 r/ m in, 10 min,去上清液。用双蒸水

低渗破坏红细胞 ( 3 mL /个 )后, 离心 2 000 r/ min,

10 min。再用 H anks 液洗 2 次, 离心得灰白色沉淀。

用台盼蓝染色, 计数活细胞。用含 10% 胎牛血清的

RPMI 1640 培养液调整细胞数至 2∀ 105个/ mL 的脾

细胞悬液。

1. 2. 11 凝集素对小鼠脾细胞的作用

用 96 孔平底板培养 , 四氮唑蓝比色法 ( MT T

法)观察样品 ∃对小鼠脾细胞的杀伤或增殖抑制作

用。具体方法见 1. 2. 9。

2 结果和讨论

2. 1 凝集素的分离纯化

采用 DEAE T oyopear l阴离子交换树脂,分离出

不吸附于该树脂, 但有凝血活性的组分# 和吸附于

该树脂的具有凝血活性的组分∃ (图 1)。组分# 和

组分∃分别经过进一步提纯(图 2) ,得到样品# 和样

品∃。样品 #经 SDS PAGE 电泳检测, 在加入 巯

基乙醇和没有加入 巯基乙醇时均表现为一相对分

子质量为 30 000 的蛋白质(图 3)。样品#和样品∃

的糖含量均为小于 1%。

图 1 磷沙蚕抽提液的 DEAE Toyopearl阴离子交换层析图

Fig. 1 Anion ex change ch romatography of crude ext ract of Chaetop t erus

variop ed atu s on DEAE T oyopearl
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图 2 分离样品#和样品∃

Fig. 2 Isolation s of sample I and sample ∃

图 3 SDS PAGE电泳

Fig. 3 SDS PAGE elect rophoresis

1. 标准蛋白质样品; 2. 磷沙蚕粗提液; 3. 样品#未加入 巯基

乙醇和加入 巯基乙醇(图上未显示)

1. Marker prot eins; 2. Crude ex tract of Chaetop t erus variop edatus ;

3. Sample I in presence of mercapto ethano l and in absence of

mercapto ethanol ( no t shown)

样品#和样品∃经过血凝活性抑制测试发现,

样品#不被经测试的单糖、寡糖和糖蛋白所抑制, 而

样品∃的抑制特性与文献[ 11]所报道的凝集素 CVL

一致(表 1) ,且 SDS PAGE 电泳亦显示相对分子质量

为 30 000(数据未给出)。由此作者认定样品∃是凝
集素 CVL。虽然样品 #和样品∃相对分子质量相
同,但是样品# 和样品 ∃在分离纯化过程中以及后
来的血凝活性抑制测试、生物活性测试中均表现完

全不同的行为,这表明样品#和样品∃是 2种性质不

同的蛋白质。

血凝活性抑制测试是鉴定凝集素种类的有效方

法。虽然样品#不被经测试的单糖、寡糖和糖蛋白所
抑制,暂时无法确定它的凝集素归属,但是如果应用

更多的寡糖和糖蛋白,应该可以找到它相应的特异性

抑制剂。

表 1 血凝活性抑制测试

Tab. 1 Inhibition of hemagglutination

抑制剂 最低抑制浓度( m mol/ L)

样品# 样品∃

D 半乳糖 N # 1. 00

D 甘露糖 N # N #

D 葡萄糖 N # N #

N 乙酰 D 半乳糖胺 N # 1. 00

N 乙酰 D 葡糖胺 N # N #

D 岩藻糖 N # 3. 40

L 岩藻糖 N # N #

D 半乳糖醛酸 N # 4. 30

猪腺体糖蛋白 N # 0. 06a

脱酸猪腺体糖蛋白 N # 0. 06a

脱酸胎球蛋白 N # 0. 06a

注: a单位为 g/ L; N# 表示不抑制

2. 2 活性分析

2. 2. 1 葡萄糖苷酶活性

在分离纯化过程中, 组分 # 为不吸附于 DEAE

T oyopear l上的成分。对其进一步在 Bio Gel P 100

柱上进行纯化发现,具有凝血活性洗脱峰同时具有

葡萄糖苷酶的活性(图 4)。将该洗脱峰收集后透析

冻干得样品# ( CVL 1) , 经电泳检测, 如前所述相对

分子质量为 30 000。对照检测样品∃ ,没有 葡萄糖

苷酶的活性。

图 4 组分#的 Bio Gel P 100层析

Fig. 4 Gel filt rat ion of non b ound w ith DEAE Toyo

pearl f ract ion I on Bio Gel P 100

凝集素通常不具有酶的活性。但是近来发现了

从荷兰鸢尾和接骨木( Sambucus nigra )中提取的凝

集素具有酶活性[ 15, 16]。从牛蛙( Rana catesbeiana)卵

中分离出的唾液酸特异性凝集素( cSBL )具有 RNase

的活性[ 1~ 4]。cSBL 不凝集正常的人血细胞和成纤维

细胞, 但可凝集各种肿瘤细胞。它的氨基酸序列有

65%和从该牛蛙肝中来的 RNase同源。它从结构和
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功能上属于人胰 RNase酶超家族。现在人们把这些

凝集素命名为 凝集酶 ( leczymes)。
另一方面,从玉米中分离出一种 88. 7 ku 的复合

体 CCL , 同时具有凝集素活性和 葡萄糖苷酶的活

性[17~ 19]。它含有 60 ku 的 葡萄糖苷酶活性部分和

30 ku 的凝集素活性部分。作者分离到的样品 #属
于这两类凝集素中的哪一类,目前仍在研究中。

2. 2. 2 样品∃对 NB4 细胞和小鼠脾细胞的抑制作

用

样品∃经过和文献[ 11]对照,确定它是 半乳糖

特异性凝集素 CVL。在它和人类白血病 NB4 细胞

株培养 72 h 后,它表现出对人类白血病 NB4 细胞的

杀伤或增殖抑制作用, IC50为 7. 87 mg / L (图 5)。样

品#没有作用。同时,样品∃和小鼠脾细胞培养72 h

后,它在高浓度条件下表现出对小鼠脾细胞的杀伤

或增殖抑制作用, IC50为 22 mg/ L(图 6)。

图 5 凝集素 CVL 对人类白血病 NB4细胞的毒性

Fig. 5 Cytotoxic activity of CVL on NB4 cells

图 6 凝集素 CVL 对小鼠脾细胞的毒性

Fig. 6 C ytotoxic act ivity of CVL on T, B lymphocyte

of mouse cel ls

凝集素的细胞毒性在海洋无脊椎动物中不是一

个普遍的现象,至今报道很少。有一个毒蛋白从海绵

Suber ites domuncul a 中分离出来, 它表现出很强的神

经毒性和血淋巴毒性。CEL %是一种海参凝集素,

它对人的血红细胞具有一定的毒性[20]。

海洋无脊椎动物的凝集素在细菌或藻类侵入到

机体的时候发挥作用[21, 22] , 但它的生物功能还没有

完全研究清楚。对于 CVL 的 NB4 细胞毒性的机理

还有待研究。通过这些研究,可以更好地了解凝集素

在海洋无脊椎动物生命过程中所发挥的作用。
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Abstract: A galactose specific lectin ( CVL) w as purif ied from the sea wo rm Chaetop terus v ar iop ed atus .

CVL displays cyto tox ic effect on NB4 human leukemia cells and T , B lymphocytes of mouse. T he highest limit

of CVL concentr ation causing a decr ease in cell survival of 50% was eva luated to be 7. 87 mg / L for NB4 cells

and 22 mg/ L fo r T , B lym phocyt es o f mouse. A new lectin ( CVL 1) w as pur ified fr om the same sea w orm.

Molecula r weight of CVL 1 obtained w as determined by SDS PAGE to be 30 000. The hemmagglutinat ion ac

t ivit y of CVL 1 w as no t inhibited by any o f t he monosaccha rides and g lycopro teins tested. CVL 1 is presented

with g lucosidase act ivit y.
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