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  凝集素(Lectin)是指所有非免疫原的能凝集细胞

或沉淀含糖大分子的蛋白质或糖蛋白,一般具有糖结

合专一性,能与糖蛋白或糖脂分子中的糖相结合。

早在 1888 年, 俄国的 Herman 发现蓖麻籽的蛋

白质提取物能凝集血红细胞, 从而开始了凝集素的

研究。目前人们分离纯化的凝集素已经超过了 1 000

种,凝集素广泛存在于动物、植物、微生物中。随着研

究的深入,人们认识到凝集素在生物体内具有很多

重要的生理功能,在生物、医药等方面具有广泛的应

用前景。凝集素纯化方法的发展和凝集素性质研究

的日益深入,使凝集素的应用范围也越来越广, 已经

成为生物化学、生物学、免疫学及医学等各个领域中

有用的研究工具,也被应用于临床诊断、治疗和工业

生产。例如凝集素可以用于分离纯化含糖高分子;分

离和纯化细胞;鉴定微生物;研究细胞表面特征以及

探索免疫反应机理。从锯缘青蟹 ( Scylla ser r ata ) [ 1]

中纯化的凝集素可以用来检测人的血清中唾液酸缀

合物的含量,用于不同时期癌症的监测。直到 20 世

纪初,人们才从甲壳动物中发现了凝集素的存在。随

着对甲壳动物凝集素的分离纯化和理化性质的研

究,人们发现甲壳纲动物凝集素具有许多共同的特

征和理化性质, 而且在免疫反应中起到了非特异性

免疫识别因子的作用, 对于激活甲壳动物免疫系统

从而抵御微生物的侵害具有重要作用。因此,甲壳纲

动物凝集素的分离纯化以及性质、结构、功能的研究,

对阐述甲壳纲动物免疫系统的激活, 免疫作用的发

生具有重要意义。甲壳纲动物是重要的经济海洋生

物,其防御、抗病机理的研究,对水产动物养殖业的发

展具有巨大的指导作用。作者对甲壳纲动物凝集素

的特性和分离纯化方法进行总结, 以期为甲壳纲动

物凝集素的分离纯化工作提供新的思路。

1  甲壳纲动物凝集素的特点

动物凝集素是一族具有异型分子结构的蛋白

质, 具有高度的结构差异性。最初根据它们的糖识别

结构域( CRD)及其它区域组成和生理生化特征的不

同分为两类:钙离子依赖性的 C型凝集素和巯基依

赖性的 S型凝集素。最近依据蛋白的三维结构和一

级序列的分析结果,提出了一个更加完整的分类, 将

动物凝集素分为 4类[ 2] : C型凝集素、P 型凝集素、正

五角蛋白凝集素和半乳糖结合的凝集素, 而 S型凝

集素被重新归类为半乳糖结合的凝集素。在甲壳纲

动物中, 大部分已经纯化的凝集素不属于已有的凝集

素分类, 它们具有共同的特点和性质。

大多数甲壳纲动物凝集素都含有共价结合的糖

分子, 是糖蛋白。各种凝集素的含糖量不等, 种类也

各不相同。甲壳纲凝集素分子中糖的组成主要是甘

露糖、N2乙酰氨基葡萄糖( GlcNAc)、半乳糖、唾液酸

等。Roberto[ 3] 从淡水对虾中纯化了一种含糖量

11%的凝集素, 它与人的免疫球蛋白轻链 J 和K分别

具有 22%和 27%的相似性。各种凝集素的分子质量
相差很大, 从数万到数百万不等,甲壳纲凝集素分子

都由多亚基组成的,但亚基数目各不相同, 有的是由

相同亚基组成的,也有由不同亚基组成的。Kawaba2

ta等[ 4]等先后从日本鲎( T achy pleus tr identatus)中

纯化了 5种不同的凝集素 ,这些凝集素的亚基数、分

子质量大小、血凝活性等方面差异很大,其中分子质

量最大的为 460 ku,最小的仅有 27 ku。

尽管甲壳纲凝集素在结构、分子质量大小以及亚

基数目上差异很大, 但是它们的糖结合特性却很相

似, 它们具有共同的特点就是针对 N2乙酰基糖类和

唾液酸类糖蛋白的结合特异性,如 N2乙酰神经酰氨
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( NeuAc)、N2乙酰氨基葡萄糖 ( GlcNAc)、胎球蛋白
( Fetuin)、小牛粘液素( BSM)等。大部分甲壳纲凝集

素对于A2构型的糖分子有较强的结合特性, 对于 B2
构型的多糖结合性较弱, 但也有对两种构型的多糖
都有较强结合性的凝集素。甲壳动物凝集素与多糖

的结合绝大多数要依赖金属离子的存在。二价金属

离子,尤其是钙离子, 在凝集素与多糖相互作用过程
中具有不可替代的作用, 在凝集素的糖识别结构域

( CRD)可能存在钙离子的结合位点,它对于凝集素的
正确折叠和结构稳定起到了重要作用。

另外,由于甲壳纲动物几乎全部生活在水中, 其

凝集素多数是对热敏感的, 当温度超过 75 e 时, 大多
数凝集素会丧失血凝活性, 但是在冰冻或低温( 4 e )
条件下,能够长时间保持活性。pH 值对甲壳纲凝集

素的性质影响也很大, 在温和的条件下, 凝集素的性
质稳定;当 pH 值极高(> 11)或极低( < 4)时, 大部分
凝集素的活性消失。

凝集素具有多种生理生化功能, 如细胞识别、细
胞间的粘附、受体介导的胞饮、细胞间糖类运输、细胞

溶解、细胞毒素、细胞凝集等。甲壳动物只具有天然

免疫,不能产生免疫球蛋白, 在它们体内能够识别外
物的分子被 Janeway [5]命名为模式识别蛋白( PRPs) ,
凝集素就是一类典型的模式识别蛋白, 它能与微生

物细胞壁上的糖类相结合, 引发无脊椎动物的天然
免疫来抵御外来微生物的侵害。罗田[ 6] 等从斑节对

虾(Penaeus monodon )中利用亲和层析得到两个蛋
白,一个为 18 ku 的凝集素, 另一个大小为 28 ku 的
蛋白是抗白斑综合症病毒 ( WSSV)蛋白 PmAV, 18

ku 的凝集素可以识别病原, 并介导抗病毒蛋白
PmAV 发挥作用。

2  甲壳纲动物凝集素的纯化方法

在植物中, 凝集素的分离纯化多数采用传统的
分级分离蛋白质的方法,如:硫酸铵分级沉淀、离子交

换层析、分子筛凝胶过滤和超离心以及亲和层析法。

从甲壳纲动物中提取凝集素, 一般不采用硫酸铵分
级沉淀法,主要运用离子交换层析、分子筛凝胶过滤

和亲和层析法。甲壳纲动物凝集素的分离纯化的主

要方法有以下几种。

2. 1  凝胶过滤层析
凝胶过滤层析是常用的一项重要的蛋白质纯化

技术,它是根据蛋白质的分子质量的大小不同达到
分离效果的。由于柱材料与蛋白质之间不是化学结

合,所以不会导致蛋白质的损失和生物活性丧失。由

于甲壳纲凝集素几乎全部为多个亚基构成的大分子

质量蛋白, 因此在分离纯化中常使用的是葡聚糖

( Sephadex ) G2200 层析柱。如 Jayasree[ 7] 等在 2001
年利用 Sephadex G2200 从印度对虾 (Fenneropenaeus

indicus)中成功地分离出了一种 181 ku 的由两个亚
基组成的凝集素。

但蛋白质分辨率差和杂蛋白含量多是凝胶过滤

层析的主要缺点, 所以在近年来的凝集素分离纯化
中, 凝胶过滤层析更多用于对凝集素的初步分离。

2. 2  离子交换层析
离子交换层析是利用不同蛋白质表面电荷性质

的不同, 达到分离纯化蛋白质的目的的[ 6]。当蛋白质

与离子交换树脂结合后,逐步增加洗脱溶液的离子强
度, 蛋白质便会根据与柱材料结合的强弱不同, 由弱
到强依次洗脱 ,因此离子交换也是蛋白质纯化的重要

手段。其中所选的离子柱材料的种类,缓冲液的离子
强度以及 pH 值, 都直接影响到分离纯化的结果。彭
其胜[ 8]等利用离子交换层析和 Sephadex G2200 凝胶
过滤从中国明对虾( F enneropenaeus chinensis)中纯

化了一种由两个亚基组成的凝集素。但是由于甲壳

纲动物血清中的各种蛋白的等电点差别不大,且蛋白
含量丰富, 因此所得的凝集素纯度不高,往往含有杂

蛋白, 因此离子交换层析也常用于凝集素的初步分
离。Okino [9]等在硫酸葡聚糖亲和层析之后又运用

离子交换和凝胶过滤层析,从鲎血细胞内获得了一种
27 ku 的凝集素。

2. 3  亲和层析
亲和层析是利用蛋白质这类大分子物质的特异

的生物学性质对其进行纯化的方法, 它具有简单、迅
速、高效的特点。亲和层析最有效的策略是结合目的

蛋白到一个固定相,然后用该蛋白特异的洗脱剂来解

离它[ 10]。亲和层析正是利用凝集素能够专一地和可

逆地与糖结合的特性,利用固定化的糖作为亲和吸附
剂(配基)来纯化凝集素的。近年来各种研究表明,亲

和层析是分离纯化甲壳纲凝集素的最有效的办法,不
仅可以获得高纯度、高活性的凝集素, 而且重复性很
好。

用于纯化凝集素的配基 (亲和吸附剂 )主要有 3

种类型: ( 1)天然的或修饰的聚糖 ; ( 2) 结合载体的单
糖或双糖及其衍生物; ( 3)结合载体的糖蛋白或糖肽。
第一种类型的配基广泛用于植物凝集素的分离纯化,
甲壳动物凝集素的纯化常用的是后两种类型的配基。

甲壳纲凝集素亲和层析根据亲和柱上所结合的配基

(亲和吸附剂)不同, 可以分为两类:一类是以乙酰类
物质为配基的亲和层析,乙酰类物质主要是单糖的衍

生物;另一类是以唾液酸类糖蛋白为配基的亲和层
析, 固定化的唾液酸类糖蛋白具有较广的互补糖, 因
此同一配基可以纯化糖专一性不同的凝集素。

2. 3. 1  乙酰基糖类为配基的亲和层析

这类亲和层析主要是根据有些甲壳纲凝集素与

含乙酰基的糖类具有强烈的结合特异性来达到分离

纯化的目的, 常采用的配基是 N2乙酰葡萄糖胺( Glc2

74



Marin e Sciences/ Vol. 30, No. 6/ 2006

NAc)、N2乙酰半乳糖胺( GalNAc)等乙酰类己糖胺。
通常是利用 GlcNAc 或 GalNAc 在一定条件下与
CNBr活化的琼脂糖( Sepharose 6B等)相偶联形成亲

和层析柱,将含有凝集素的粗提物与之结合后, 以浓
度更大的 GlcNAc( GalNAc)或已知的与凝集素结合
的其它特异性物质进行洗脱, 从而得到较纯的目的
蛋白。用这种方法分离的凝集素都具有较强的与乙

酰类糖类结合的特性。通过其它的糖类或糖蛋白的

抑凝试验,可以对凝集素的性质进行具体的分析研
究。例如, Rajagopalan [ 11]等利用 GlcNAc2Sepharose
6B亲和层析柱从印度对虾中纯化了一种由 27 ku 亚
基组成的大约 200 ku 的凝集素。这种凝集素对含有

乙酰基团的物质具有强烈的结合特性, 对于一些虾
类的致病菌具有凝集作用。

2. 3. 2  唾液酸类糖蛋白为配基的亲和层析
这类亲和层析用于纯化对唾液酸类糖蛋白具有

特异性结合的凝集素, 常用的配基是胎球蛋白( Fe2

tuin)、小牛粘液素( BSM)等唾液酸类糖蛋白。唾液
酸几乎分布在所有节肢动物和软体动物体内, 是由
N2乙酰神经氨酸( NeuAc)衍化而来的。它是一个九
碳糖家族,包括四十多个成员。而 Fet uin 和 BSM是
具有 NeuAc末端的唾液酸类糖蛋白。其中 Fetuin 的

末端为 NeuAcA223 GalB124 GlcNAc, BSM的末端为
NeuAcA226 GalNAc 。由于 Fetuin 末端的 N2乙酰神
经氨酸( NeuAc)是通过A223 糖苷键与半乳糖( Gal)
相连的,而 BSM末端的 N2乙酰神经氨酸 (NeuAc)是

通过A226糖苷键与 N2乙酰半乳糖胺( GalNAc)相连
的,因此有些时候甲壳纲凝集素对 BSM的结合特异
性要比对 Fetuin 要高一些。这类亲和层析所得的凝
集素对于马或兔的血细胞具有较强的结合特性, 因
为这两种动物红细胞表面富含 N2乙酰神经氨酸

( NeuAc)。
这类亲和层析利用 Fetuin 或 BSM 与CNBr活化

的琼脂糖( Sepharose)形成亲和层析柱, 将粗提的凝
集素与之结合后, 再利用 EDTA 或其它与凝集素特
异性结合的物质进行洗脱。Maghil [12] 等利用 BSM2

Sepharose 6B从淡水蟹( Pa r atelphusa j acquemontii )
中分离出了一种由 34 ku 亚基组成的凝集素。
2. 3. 3  利用醛化动物血细胞分离甲壳纲凝集素

这种纯化方法的主要依据是凝集素具有与血细

胞表面特异的糖蛋白结合从而凝集血细胞的性质。

经醛类处理的红细胞可以认为是固定化的糖蛋白,
是一种亲和吸附剂。这种吸附剂可以吸附多数凝集

素,包括那些用单糖不能抑制其血凝活性的凝集素。
凝集素与红细胞之间的结合力除了其与红细胞表面

糖蛋白的特异性结合外, 还包含次级的非专一作用
(如疏水区的作用) ,因此洗脱时可能有困难。其过程
是:将血细胞用甲醛或戊二醛固定, 再将固定好的血
细胞注入葡聚糖(Sephadex) G225 层析柱中。由于醛

化的血细胞直径与 G225 柱的空隙相同,因此醛化的
血细胞便均匀地分布在了G225 柱中。分离纯化凝集
素时, 样品中的凝集素便会与醛化血细胞表面的多糖

结合, 再用一种与凝集素特异结合的多糖进行洗脱,
从而获得较纯的凝集素。利用这种方法, Edgar[ 13, 14]

先后从罗氏沼虾( Macrobrachium rosenbergii )中纯化
了 3 种凝集素, 从白滨对虾 ( Litopenaeus setif e2

r us) [ 15]中纯化了一种 291 ku 的凝集素。而希腊的
Fragkiadakis[ 16]则通过甲醛醛化的血细胞直接与甲
壳动物的血清反应,尔后以凝集素特异结合的物质进
行洗脱的方法 ,从两种甲壳纲动物中纯化了两种不同

的凝集素。

3  小结

以上总结了甲壳纲动物凝集素的基本特点和分

离纯化的主要方法,甲壳纲动物凝集素在多糖结合特
性、最适温度、pH 值等方面都具有类似的特点和性
质;在凝集素的纯化过程中, 亲和层析是最有效和直
接的纯化方法 ,而离子交换和凝胶层析是重要的辅助

手段。在实际工作过程中,应根据样品的特性选择适
当的试验方案 ,往往是几种不同手段的协调和组合,
从而达到凝集素的纯化目的。
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