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两种微藻凝集素对几种不同类型细胞的凝集作用
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摘要: 经离子交换和分子筛层析从紫球藻( Por phy r idium cruentum)和海水小球藻( Chlo rella sp. )中分离纯

化得到 2种凝集素, 研究它们对几种不同类型细胞即动物和人血红细胞、海洋和淡水微藻、细菌和真菌的凝

集活性。研究结果表明, 2 种微藻凝集素对它们当中一些类型的细胞或种类具有不同程度的凝集活性, 其中

对水生聚胞藻( Sy nechocy s tis aquetilis )的凝集活性最强 ,最低质量浓度只需 0. 031 3 g / L。
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凝集素是一类非免疫起源的蛋白质或糖蛋白,

能与相应的糖或糖蛋白分子专一性结合, 由于这一

独特的性质, 使它们在生物化学和医学等领域有着

广泛的用途
[ 1, 2]
。凝集素最早是在植物中发现,长期

以来研究最多、最活跃的也是植物凝集素, 其中又以

种子植物凝集素为主, 而藻类凝集素的研究显得相

对滞后, 起步较晚[ 3]。近 10来年大型海藻凝集素的

研究在纯化数量和性质方面取得了较大的进展[ 4] ,

但关于微藻凝集素的研究还很少, 目前分离纯化的

只有几种,因而对它们性质的了解十分有限,在生物

学活性研究方面还几乎是空白 [ 5~ 7]。细胞凝集作用

是凝集素最基本的特征和最重要的生物学功能之

一,本实验利用从紫球藻( Porp hy r id ium cr uentum )

和海水小球藻( Chlorella sp. )中纯化的 2种凝集素,

研究它们对一些不同类型细胞的凝集作用, 为微藻

凝集素的生物学活性研究提供一些重要的信息。

1 材料与方法

1. 1 材料

实验用的紫球藻和海水小球藻, 分别来自中国

科学院水生生物研究所和中国科学院海洋研究所藻

种库。将处于对数生长期的 2种藻种以适当的浓度

转接入三角烧瓶中, 分别采用相应的培养液,进行震

荡扩大培养,培养光强为 5 000 lx ,光暗周期为 12 h/

12 h, 培养温度为 25~ 30 ,培养过程不通气, 取对

数期(培养 8 d后)的培养物, 离心洗涤, 收集藻泥,

4 保存备用。

1. 2 微藻凝集素的分离纯化

取 2 种微藻的藻泥, 经磷酸盐缓冲液 ( PBS,

0. 01 mol/ L, pH7. 2,内含 NaCl 0. 14 mol/ L )浸提,

收集上清液, 后加入固体硫酸铵 ( 30% ~ 85%饱和

度) ,离心( 5 000 r/ m in, 20 m in)收集沉淀,加 PBS 溶

解,透析除盐后, 风干浓缩,检测凝血活性,获得凝集

素粗制品。粗品经 DEAE 纤维素 52 ( 1. 6 cm  

30 cm)离子交换层析, 用含不同浓度 NaCl的 PBS

溶液洗脱,收集活性峰部分,再经 SephadexG 100 分

子筛层析( 1. 6 cm  50 cm )洗脱,分部收集活性峰部

分,经风干浓缩, 获得纯化样品, 蛋白质浓度测定采

用 CBB G250法, 纯化样品用不连续聚丙烯酰胺凝

胶电泳( PAGE)测定纯度。凝集素配成 1 g/ L, 分别

用于不同类型细胞的凝集实验。

1. 3 不同类型细胞的凝集实验

1. 3. 1 动物和人血红细胞的凝集实验

各种动物和人血( A 型、B型、O 型及 A B型)样

品加入抗凝剂( A lsever)置 4 保存备用。实验时血

样经离心( 1 000 r/ min, 10 min)收集红细胞,用约 10

倍量的生理盐水离心洗涤 2次后,配制成 2%积压的

血红细胞悬液, 凝集反应在 96孔 V 型血凝板上进

行,即用 40 L 凝集素溶液与等量的生理盐水系列

倍比稀释后,分别加入红细胞悬液 40 L,振匀,室温

下放置 2 h后,以不加样品作为对照,肉眼或显微镜

下观察实验结果。
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1. 3. 2 微藻细胞凝集实验

8种实验用的微藻包括海洋和淡水的种类,分别

来自中国科学院海洋研究所和水生生物研究所。每

种微藻分别接种至相应的培养液中复壮培养, 在温

度 25~ 30 、光强 3 000 lx、光暗周期 12 h! 12 h的

条件下培养,离心收集处于指数生长期的藻细胞, 海

洋种类加消毒海水, 淡水种类加生理盐水, 分别离心

洗涤 2次,最后配成密度约为 8. 0  106个/ mL 的藻

细胞悬液,凝集实验同凝血测定方法在 V 型板上进

行, 1 h后镜检结果。

图 1 海水小球藻凝集素 SDS PAGE

Fig . 1 SDS PAGE of C. pacif ic lect in

A. 纯化的样品; B. Marker

A. Purif ied sample; B. marker

1. 3. 3 细菌和真菌的凝集实验

实验用的细菌和真菌分别采用牛肉膏蛋白胨和

马铃薯培养基经继代培养活化, 分别配置成相应的

活菌细胞或菌丝悬液, 另取一部分枯草芽孢杆菌和

大肠杆菌悬液在 80 热处理 1 h。以上样品在 V 型

血凝板上采用上述同样方法测定凝集活性, 镜检结

果。常见菌种为本实验室保存, 植物病原菌由福建

农林大学植保学院提供。

2 实验结果

紫球藻和小球藻的 PBS 浸取液加入硫酸铵后,

获得的沉淀物经兔红细胞检测具有凝集活性, 表明

含有凝集素。此 2种微藻凝集素粗品进一步经离子

交换和分子筛层析分离纯化, 分别获得纯化样品即

紫球藻凝集素 PCL 和小球藻凝集素 CPL, 经 SDS

PAGE(十二烷基磺酸钠 聚丙烯酰胺凝胶电泳)测定

(图1,图 2) ,它们的亚基分子质量分别为32. 5 ku 和

63. 9 ku。

图 2 紫球藻凝集素 SDS PAGE

Fig. 2 SDS PAGE o f P. cruentum lect in

C. 纯化的样品; D. Marker

A. Purif ied sample; B. Marker

2. 1 对动物和人血红细胞的凝集作用

以 6 种动物(兔、鸡、鸭、猪、山羊、鼠)和人 4 种

血型的红细胞进行凝集活性测定,结果显示(表 1) , 2

种微藻凝集素对兔和猪血的红细胞具有凝集作用,

而海水小球藻凝集素还能凝集山羊血红细胞; 总的

来看,海水小球藻凝集素的凝集活性要高于紫球藻

凝集素,其中对兔血红细胞的凝集活性最强, 最低浓

度只需 0. 062 5 g/ L。2种微藻凝集素对人 4种血型

的红细胞均无凝集活性,表明它们没有血型专一性。

表 1 2 种微藻凝集素对动物和人血红细胞的的凝集作用

Tab. 1 Agglutination of erythrocytes from animals and human blood by two microalgal lectins

凝集素

最低凝集质量浓度( g/ L)

动物红细胞

兔 山羊 鸡 鸭 猪 鼠

人类红细胞

A B AB O

紫球藻凝集素 0. 25 - - - 0. 25 - - - - -

海水小球藻凝集素 0. 062 5 0. 125 - - 0. 125 - - - - -

注: - 表示不凝集
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2. 2 对微藻细胞的凝集作用

实验结果表明(表 2) , 2种微藻凝集素对水生聚

胞藻( S ynechocy st is aquet i li s )、亚心形扁藻( P laty

monas subcor di f ormi )、盐生杜氏藻( Dunal iel la sa

lina)及塔胞藻( Py r am idomonas del i catula ) 4种微

藻均有凝集作用, 而海水小球藻凝集素还能凝集塔

玛亚历山大藻( A lexandr ium tamarense) , 它们对斜

生栅藻 ( Scenedesmus obl iquus )、绿色巴夫藻( P av

lova v ir id is )及黄绿等鞭金藻( I sochr y sis golbana) 3

种微藻没有凝集作用。在对微藻的凝集反应中, 2种

微藻凝集素对水生聚胞藻的凝集活性最强, 最低质

量浓度只需 0. 031 3 g/ L。

2. 3 对细菌和真菌的凝集作用

表 3的实验结果表明: 2种微藻凝集素在质量浓

度 1 g / L 时,对供试的 4种细菌和 4种真菌的凝集结

果不同, 它们均能凝集甘薯薯瘟病原菌 ( F asar ium

oxy ssp or am ) , 而不能凝集枯草芽孢杆菌 ( Bacil lus

subti li s )、普通变形杆菌( P roteas valg ari s )及啤酒酵

母( Sacchar omyces car l sber gengensis )。此外, 大肠

杆菌 ( E scher ichia coli ) 和稻瘟病菌 ( P ir icularia

or y z ae)只能被海水小球藻凝集素所凝集, 而中华根

霉( R hiz opus chinensi s )和黑曲霉 ( A sp er gil lus ni

ger )只能被紫球藻凝集素所凝集。从表 3还可以看

出,细菌和真菌对 2 种微藻凝集素的敏感性相当。

热处理实验结果表明, 海水小球藻对处理前后样品

的反应不变即对大肠杆菌都有凝集作用,对枯草芽

孢杆菌都没有凝集作用, 而紫球藻凝集素对枯草芽

孢杆菌由原来的没有作用变成了有凝集活性。

表 2 2 种微藻凝集素对某些微藻种类的凝集作用

Tab. 2 Agglutination of some microalgae by two microalgal lectins

藻 种
最低凝集质量浓度( g / L )

紫球藻凝集素 海水小球藻凝集素

水生聚胞藻 S ynechocys tis aquetilis 0. 031 3 0. 031 3

斜生栅藻 S cenedesmus obliquus - -

亚心形扁藻 P latymonas subcordif ormi 0. 25 0. 25

盐生杜氏藻 Dunaliella salina 0. 125 0. 25

绿色巴夫藻 P av lova vir id is - -

塔胞藻 Py ramidomonas delicatula 0. 5 0. 062 5

黄绿等鞭金藻 I s ochr y sis g olbana - -

塔玛亚历山大藻 A lexandr ium tamarens e - 0. 125

注: - :不凝集

表 3 2 种微藻凝集素对细菌和真菌的凝集作用

Tab. 3 Agglutination of bacteria and fungi by two microalgal lectins

生物名称 紫球藻凝集素 海水小球藻凝集素

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis - -

大肠杆菌 Escher ichia coli - +

普通变形杆菌 P roteas valgar is - -

甘薯薯瘟病原菌 Fasar ium oxy s sp oram + +

啤酒酵母 S accharomyces car lsbergengens is - -

中华根霉 Rhiz op us chinensis + -

黑曲霉 A sp ergillus niger + -

稻瘟病菌 P iricular ia or y zae - +

+ :凝集; - :不凝集;凝集素质量浓度为 1 g/ L
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3 讨论

在凝集素众多的生物学活性中, 细胞凝集作用

是其最重要的生物学功能之一, 这种作用是基于凝

集素分子与细胞表面糖分子的专一性结合, 由于这

个特性使凝集素能够应用于细胞分类和分型、肿瘤

细胞分子标记物以及微型生物的鉴定等方面的研

究[ 8]。细胞凝集作用通常与凝集素的来源和分子特

征及不同类型或种类的细胞有关。最常用于细胞凝

集研究的是来自各种动物的血红细胞, 如兔、羊、鸡、

鸭、猪等, 研究表明, 它们的凝集活性与凝集素的来

源和供血动物的种属有关。在研究的大多数动物血

红细胞中,通常兔红细胞对陆生植物和海藻凝集素

最敏感,能够被大多数凝集素所凝集, 且所需的凝集

素浓度更低。在本实验中, 除兔血红细胞敏感性较

好外,猪和山羊对 2 种微藻凝集素也有较好的敏感

性,这可能与凝集素的来源和分子特征有关。

除动物血红细胞外, 其他类型的细胞如细菌、淋

巴细胞、肿瘤细胞及藻类细胞等也逐渐被用于凝集

素的细胞凝集研究。Bird 等[ 9] 最早利用藻类(海藻)

凝集素粗品研究对细菌的凝集作用, 但结果表明对

细菌只有微弱的凝集活性。凝集素对藻类细胞的凝

集研究最先开展的是 H ori等 [ 10]的实验, 研究了多种

不同类型的凝集素(陆生种子植物和海藻)对海洋微

藻的凝集作用, 结果发现 16种海洋微藻中有 4种发

生了凝集反应, 这项工作为微藻细胞表面凝集素受

体的研究奠定了重要的基础。通过本实验的研究表

明两种微藻凝集素不仅能够凝集某些海洋微藻, 而

且也能凝集淡水微藻(水生聚胞藻)。最近荆剑等
[ 11]

还报导了大豆凝集素对几种癌细胞的凝集作用。以

上这些研究将为植物凝集素在研究不同类型细胞表面

糖分子特征及细胞分型等方面提供重要的参考资料。
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Abstract: T w o lectins w er e purified fr om Por phyr idium cr uentum and marine Chlor el la by the method o f

ion exchange and gel f ilt ration, and their agg lut inat ions w ere conducted w ith cel ls f rom er ythr ocy tes of ani

mal and human blo od g roup, species o f marine and fresh micro algae, bacteria and fung i. T he tw o lect ins pu

r if ied could agglut inate some cells or species o f them in differ ent deg rees. Of these agglut inations, the stron

gest agglutinative act ivity at a minimum concentration of 0. 031 3 g/ L w as found toward Synechocy stis aquetil is.
(本文编辑: 张培新)


