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鲎血细胞提取物生物活性的初步研究 m

张海涛 梁景耀 翁 云 祝其锋
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提要 采用酸抽提法和 ≥̈ ³«¤§̈¬ �2xs凝胶层析从鲎血细胞中分离出含有一低分子量组分

的提取物 o≥⁄≥2°��∞显示一条区带 ∀提取物可以抑制内毒素诱导的鲎试剂k×��l反应 o抑制金

色葡萄菌和大肠杆菌的生长 o并发现 ux °ªr �的提取物对 ��2ys细胞的生长有强烈的抑制作

用 ∀

关键词 鲎血细胞 o��2ys细胞 o抗菌组分 o内毒素

节肢动物门的淋巴细胞中存在一类低分子量的

抗菌多肽 o该类多肽作为动物免疫防卫系统中的重要

成员 o在动物抵抗微生物的感染中发挥着重要作用
≈t  ∀ �¤®¤°∏µ¤在 t|{{年报道从肢口纲动物鲎血细胞

中发现一种低分子量的抗菌多肽 ×¤¦«¼³̄ ¶̈¬±¶o该物质

能够抑制革兰氏阴性细菌 k�
p
l 和革兰氏阳性细菌

k�
n
l的作用 o并可抑制某些真菌的生长 o拮抗内毒素

引起的鲎试剂k×��l反应 ∀本文研究从中国鲎血细胞

中提取的低分子量组分 o对细菌 ! ×��反应及 ��2ys

细胞生长的影响 ∀

t 材料与方法

tqt 试剂

≥̈ ³«¤§̈¬ �2xsk°«¤µ°ql o噻唑蓝 k �××l k≥̈ µ√¤公

司l o四甲基乙二胺 o丙烯酰胺 o�o�χ2甲叉双丙烯酰

胺 o考玛斯亮蓝 o二甲基甲酰胺 o十二烷基硫酸钠

k≥¬ª°¤公司l o甘氨酸 o低分子量标准蛋白k国产l o小

牛血清 k杭州四季清公司l o鲎试剂 k湛江安度斯生物

有限公司 o批号 ||sttxo灵敏度 Κ= squx ∞∏r°̄l o内毒

素k中国生物制品检定所 o批号 }|{tl ∀

tqu 仪器

�wxs型 ∞��≥� � ¤̈§̈µ酶标仪 k美国 �¬²2�¤§公

司l ~日立冷冻高速离心机 k日本日立公司l ~≤� u 孵

箱 k°µ̈¦¬¶¬²±公司l ~×²¬¬±²°̈ ·̈µ∞×2ust浊度仪 k • ¤®²

°∏µ̈ ≤«̈ °¬¦¤̄ �±§∏¶·µ¬̈¶o�·§ql ~���型真空冷冻干燥机

k军事医学科学院制l ~核酸蛋白质检测仪 k永嘉侨联

科学生物公司l ∀

tqv 鲎血细胞的分离和处理

鲎采自中国北部湾海域 o采集鲎血细胞 o离心收

集 o将鲎血细胞悬浮于含 xs °°²̄r��¤≤̄ o³�{qsous

° °²̄r �×µ¬¶2�≤̄ 缓冲液中裂解 o{ sssµr °¬±离心 vs

°¬±o沉淀用 us ° °²̄r��≤̄ 悬浮 o充分抽提 o离心 vs

°¬±o收集上清液 ∀将上清液用 ≥̈ ³«¤§̈¬ �2xsktqx ¦°≅

|s¦°l分离 ous ° °²̄r��≤̄ 洗柱 o流速 tqs °̄ r°¬±o收

集低分子量组分 o冷冻干燥备用 ∀

tqw ≥⁄≥2聚丙烯酰胺凝胶电泳≈u 

样品用含 { °²̄r�尿素的电泳变性液处理 ∀低分

子量标准蛋白对照 ∀

tqx 拮抗内毒素引起的 ×��反应

按内毒素检测法 o用动态浊度法测定样品对内

毒素介导的 ×��凝胶反应的抑制 ∀

tqy 抗菌活性

将冻干的样品用 ³� zqu °�≥溶解 o等倍稀释 o按

{s Λ̄ 培养基k蛋白胨 ts ªn酵母提取物 x ªn �¤≤̄ x ª

溶于 t sss °̄ 蒸馏水l n ts Λ̄ 样品 n ts Λ̄ 菌种k金色

葡萄菌和大肠杆菌 o中国生物制品检定所l o细菌浓度

uqw≅ ts
ts
r �o|y孔培养板 vz ε 培养 us «oyvs ±°测

吸光值k Αyvs ±°l ∀采用方差分析进行统计 ∀

m 广东医学院青年基金资助项目 |{sw∀

×��反应分析工作得到湛江安度斯公司韦群 !陈瑜 !朱

焕杰等同志的帮助 o特此感谢 ∀

收稿日期 }t|||2sz2tw~修回日期 }usss2sy2st
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tqz 对 ��2ys细胞生长的影响

按 �¤±¶̈± t|{|年报道方法 o 将样品用 ³� zqu

°�≥溶解 ∀收集生长状况良好的 ��2ys细胞k军事医学

科学院赠l o用含 tsh小牛血清的 � °��tyws培养基

培养 o细胞浓度 tqs≅ ts
{
r�o加入样品 o使之终浓度为

xotxoux °ªr�o用 |y孔培养板 vz ε oxh ≤� u 孵箱中

培养 uw «o用 �××法测细胞活性 ∀采用方差分析进行

统计 ∀

u 结果

uqt ≥̈ ³«¤§̈¬ �p xs凝胶层析

见图 to酸处理后经 ≥̈ ³«¤§̈¬ �p xs凝胶层析 o

可分为三组分 o收集第三洗脱峰k含低分子量组分l ∀

uqu ≥⁄≥ 2聚丙烯酰胺凝胶电泳

见图 uo样品用含 { °²̄r�尿素的电泳变性液处

图 t ≥̈ ³«¤§̈¬ �2xs层析谱

ƒ¬ªqt ≤«µ²°¤·²ªµ¤° ²©≥̈ ³«¤§̈¬ �2xs

图 u 提取物 ≥⁄≥2聚丙烯酰胺凝胶电泳

ƒ¬ªqu ≥⁄≥2°��∞²©³∏µ¬©¬̈§¶¤°³̄ ¶̈

t 标准分子量蛋白样品 ~u 提取物经 { °²̄r�尿素电泳变性

液处理 ~v 提取物不经 { °²̄r�尿素的电泳变性液处理

tq×«̈ ³µ²·̈¬±¶°¤µ®~uq°∏µ¬©¬̈§¶¤°³̄ ¶̈·µ̈¤·̈§¥¼ { °²̄r�∏µ̈¤~

vq°∏µ¬©¬̈§¶¤°³̄ ¶̈∏±·µ̈¤·̈§¥¼ { °²̄r�∏µ̈¤

理 o≥⁄≥2聚丙烯酰胺凝胶电泳显示一条带 o分子量小

于 tw wss ⁄o不经 { °²̄r�尿素的电泳变性液处理 o则

无显色带 ∀

uqv 拮抗内毒素引起的 ×��反应

结果见图 v o ×��反应浊度分析显示 o样品对

×��反应具有强烈抑制作用 ∀

图 v ×��反应浊度变化

ƒ¬ªqv ≤«¤±ª̈ ²© ×��®¬±̈ ·¬¦·∏µ¥¬§¬°̈ ·µ¬¦¤¶¶¤¼

σ }uxs °ªr�~ }tux °ªr�~ω }yuqx °ªr�~≅ }s °ªr�
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uqw 对细菌生长抑制

结果见表 t∀

uqx 提取物对 ��2ys细胞生长的影响

见表 u∀

v 讨论

从鲎血细胞中可提取多种生物活性物质 o如目

前广泛用于检测输液中内毒素的鲎试剂 ∀本文采用酸

抽提法和 ≥̈ ³«¤§̈¬ �2xs凝胶层析分离出一活性组分

的提取物 o实验结果证明该物质具有抗菌 !抑制内毒

素引起的鲎试剂反应 o其中最小抑菌浓度 }金黄葡萄

球菌为 tx °ªr�o大肠杆菌为 ux °ªr�∀提取物在 yuqx

°ªr �时尚对内毒素诱导的 ×��反应具强烈抑制作

用 ∀提示提取物和鲎血细胞中存在的一类抗菌肽类

×¤¦«¼³̄ ¶̈¬±¶具有相似作用 ∀

本文结果显示提取物对 ��2ys细胞具一定的毒

性 o提取物浓度为 ux °ªr�时 o对 ��2ys细胞有抑制作

用 o抑制率为 zxqysh ∀

×¤¦«¼³̄ ¶̈¬±¶对细菌抑制作用是通过改变细菌的

通透性 o提高细菌对 �
n的渗透性 o从而抑制细菌的生

长≈v ow 
o ≠²±̈ ½¤º¤在 t||u年证实 ×¤¦«¼³̄ ¶̈¬±¶可以与

⁄��结合从而抑制 ⁄��复制 ∀本文提取物与 ×¤¦«¼2

³̄ ¶̈¬±¶是否为同一物质 �提取物对癌细胞的抑制机理

是否是通过改变细胞通透性或与抑制 ⁄�� 复制有

关 �尚待进一步研究证实 ∀
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