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提要   采用聚丙烯酰胺凝胶电泳技术研究了 8种同工酶在海蜇的刺胞和中胶层的表达特

异性,利用 RAPD技术对海蜇刺胞组织的 DNA标记进行研究。结果表明,作为生物体防御清

除自由基的 SOD, 在刺胞和中胶层均有表达。而与酯类化合物代谢相关的 EST、维持细胞正

常的能量代谢的 ATPase,能在海蜇和口冠海蜇的刺胞中表达, 而不能在中胶层中表达, 所以,

EST和 ATPase可作为刺胞毒素的分子标记。碳水化合物代谢中重要的酶类 MDH和 ADH、清

除细胞内 H 2O 2的 POD、催化磷酸单酯水解的重要酶类 (与磷脂的转移、消化、吸收等活动密切

相关的 ) ACP、在体外碱性环境下能水解有机磷脂键而产生一个有机基团和无机磷酸根的

ALP,这 5种酶仅在毒性较强的口冠海蜇刺胞中表达, MDH和 ACP活性很高, 在毒性相对较

弱的海蜇刺胞中不表达。所以, 这 5种酶可作为海蜇毒性强弱的标记。以两种海蜇刺胞 DNA

为模板, S11、S32、S38、S95等 4个随机引物的 RAPD谱图差异明显,亦可作为毒素强弱的间接

分子标记。
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  海蜇是隶属于腔肠动物门 ( C oe lentera)、钵水

母纲 ( Scyphozoa)、根口水母目 ( Rhizostomeae)的

无缘膜动物 (张芳等, 2005)。海蜇在民间多称为

水母, 在中国沿海产有 4种 (郭文场等, 2000): 口

冠水母科的口冠海蜇 ( S tomopholus m eleagris L.

Agassig)、根口水母科的海蜇 (Rhop ilema esculen-

tum K ish inouye)、面蜇 (Rhop ilema asamushiMeso-

gloea)和黄斑海蜇 (Rhop ilema h isp idium Vanhoe-f

fen), 生活在沿海水深 20) 40m的浅海区, 集中

分布于 10) 20m的水域。海蜇俗称红海蜇或海

蛇,毒性相对较弱;口冠海蜇又名沙海蜇或白蜇,

属口冠水母科 ( S tomolophidae) , 毒性相对较强。

由于二者触手或肩板上分布有大量的刺细胞

( Cn idoblast) , 故而又称为刺胞动物 ( Cnidaria )。

刺细胞中含有大量的刺胞毒液, 成分复杂, 主要

为蛋白质、多肽 (Anderson et a l, 2004) ; 还有酶类

( Radw an et al, 2005; 于华华等, 2005) , 如碱性磷

酸酶 ( Neva lainena et al, 2004) , 分子量大小不等。

刺细胞毒素能引起过敏性皮炎、溶血和对心脏产

生毒性 (M usta fa et al, 1995),因此人们从 20世纪

初期就开始研究这种动物毒素, 近几年来主要集

中研究刺胞毒素的分离提取 ( Carrette et al,

2004)、功能基因的克隆 ( St ierw ald et al, 2004)、毒

素的单克隆抗体检测 ( Samo ilov ich et al, 2004)等,

而对于毒素标记的研究未见报道。目前仅见用

碱性磷酸酶和酸性磷酸酶在蛇毒的毒性标记的

报道, 而未见在其他的毒素方面标记研究。作者

选择了海蜇和口冠海蜇这两种毒性不同的水母,

结合毒性的动物实验, 利用同工酶和 RAPD技术

研究与毒性分泌相关组织的分子标记,为进一步

研究毒素的生理生化特性提供参考资料。

1 材料与方法
111 材料

海蜇 (Rhop ilema esculentum )和口冠海蜇 ( S to-
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mopholusmeleagris)各 20个个体, 采自渤海湾, 取

出刺胞和中胶层后迅速放入液氮中带回实验室,

储于 - 70e 冰箱保存备用。同工酶染色药品和
随机引物购自上海生工生物工程技术服务有限

公司; PCR反应试剂 ( Taqase、dNTP、Buffer和

M g
2+
)、蛋白酶 K购于大连 TAKARA公司; 其他

药品均为分析纯,购于宁波市奥博公司。

112 方法

11211 同工酶样品制备   准确称量海蜇和口

冠海蜇触手及中胶层, 其中, 用蒸馏水漂洗后, 以

1B2 (W /V )加入预冷的 PBS缓冲液 ( pH712) , 冰
浴条件下匀浆, 12000r /m in, 4e 离心 30m in, 取上

清。同时分别取 011m l注射到健康的昆明系小

鼠体内,取 011m l PBS作为对照,并进行观察。另

一部分加入适量溴酚兰后分装, 样品放入 - 70e

超低温冰箱中保存用作同工酶。同时,直接取海

蜇和口冠海蜇触手提取 DNA做 RAPD分析。

11212 电泳   采用不连续垂直聚丙烯酰胺凝
胶电泳法, 分离胶浓度为 812% ( pH819) ,浓缩胶
浓度为 316% ( pH 617) , 电极缓冲液系统见表 1

的方法 (胡能书等, 1985), 略作改动。染色完毕

后用 715%冰醋酸溶液固定, 复日生物电泳图像

系统进行分析。

11213 同工酶的命名   同工酶的命名以各酶
带的相对迁移率从阴极向阳极运动的酶带开始

依次命名为 a、b,,。

表 1 8种同工酶及其缓冲系统

Tab. 1 E ight types o f isozym e and the ir bu ffer system s

同工酶 结构 缓冲系统

酯酶 ( E sterase, EST ) 单体 T r is-G ly

苹果酸脱氢酶 (M a la te dehydrogenase, MDH ) 二聚体 T r is-G ly

醇脱氢酶 ( A lcoho l dehydrogenase, ADH ) 二聚体 T r is-G ly

酸性磷酸酶 ( Ac id pho sphatase, ACP ) 二聚体 T r is-G ly

超氧化物歧化酶 ( Supe rox ide desmu tase, SOD ) 二聚体 T r is-G ly

过氧化物酶 ( Perox idase, POD ) 单体或二聚体 T r is-G ly

碱性磷酸酶 ( A lka line phosphatase, ALP ) 单体 EBT

腺苷三磷酸酶 ( Adeno sine triphospha tase, ATPase) 四聚体 EBT

11214 用海蜇和口冠海蜇的刺胞提取基因组

DNA   其提取、检测及定量方法参照李太武等
( 2003)。

11215 实验所用的随机引物为上海生工生物工

程技术服务有限公司合成,从 100条中筛选出扩

增结果稳定的 20条进行实验。引物序列如下:

表 2 随机引物及其碱基序列

Tab. 2 Sequences of random pr ime rs

引物 序列 引物 序列

S10 CTGCTGGGAC S90 AGGGCCGTCT

S11 GTAGACCCGT S95 ACTGGGACTC

S24 AATCGGGCTG S96 AGCGTCCTCC

S32 CAATCGCCGT S144 GTGACATGCC

S35 TTCCGAACCC S148 TCACCACGGT

S38 AGGTGACCGT S152 TTATCGCCCC

S39 CAAACGTCGG S198 CTGGCGAACT

S47 TTGGCACGGG S199 GAGTCAGCAG

S65 GATGACCGCC S121 ACGGATCCTG

S71 AAAGCTGCGG S135 CCAGTACTCC

11216 RAPD反应条件   25Ll反应体系中含有

215Ll 10 @ buffer、012Lmol/L dNTPs、215mmol/L

M gC l2、25ng DNA、66ng Prim er及 1U Taqase。阳

性对照以等体积的 ddH 2O替代基因组 DNA, 其他

组成与上述反应体系相同。经过 94e 变性 5m in

后,进行 40个循环。每一个循环包括 94e 1m in、

37e 1m in、72e 2m in, 最后在 72e 延伸 10m in。

扩增产物用 113%琼脂糖凝胶电泳分离, E. B染

色,复日生物电泳图像系统进行分析,拍照。

2 结果
注射口冠海蜇刺胞的小鼠 10m in后开始抖

动、抽搐,最后死亡。注射海蜇刺胞、中胶层和口

冠海蜇的中胶层的以及 PBS缓冲液小鼠无异样。

211 超氧化物歧化酶 ( SOD)

该酶在海蜇和口冠海蜇的刺胞和中胶层中

均有表达, 且活性较高。口冠海蜇中胶层只有 1

条 e带, 而海蜇的中胶层有 d、e两条带, d带活性

强。海蜇刺胞中只有 d、e两条谱带表达,其中 d
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带表达最强。在口冠海蜇刺胞中表达了 4条 ( a、

b、c、e)谱带,而且 4条谱带表达均较强 (图 1)。

212 苹果酸脱氢酶 (MDH)

此酶在海蜇、口冠海蜇中胶层和海蜇刺胞都

不表达,而在口冠海蜇刺胞中表达为 a、b、c、d四

条酶带,且活性很强 (图 1)。

213 酯酶 ( EST)

EST在海蜇和口冠海蜇的中胶层均不表达,

在海蜇的刺胞中有 2条谱带 ( a、c) , 而口冠海蜇

刺胞中 EST谱带为 3条: a、b、d, 多于海蜇刺胞,

且 b、d两条带分离得很清晰 (图 1)。

214 酸性磷酸酶 ( ACP)

此酶仅在口冠海蜇刺胞中表达,表达酶谱为

a、b两条带,其活性较高 (图 1)。

215 过氧化物酶 ( POD)

如图 1所示, 该酶表达极其简单,仅在口冠海

蜇刺胞中表达 1条谱带, 而在其他样品中均不

表达。

216 碱性磷酸酶 ( ALP)

该酶仅在口冠海蜇刺胞中表达较弱的 1条

谱带, 但迁移率很低, 说明分子量较大 (图 1)。

217 醇脱氢酶 (ADH )

该酶与 POD、ALP相似, 仅在口冠海蜇刺胞

中表达为 1条谱带,且活性较弱 (图 1)。

218 腺苷三磷酸酶 (ATPase)

如图 1所示, ATP酶仅在两种海蜇的刺胞中

表达, 为 1条谱带 a。

219 海蜇和口冠海蜇刺胞组织的 RAPD分析

从图 2可见, 海蜇和口冠海蜇刺胞组织的

RAPD扩增结果差异明显, 可以作为毒性强弱和

种间分类的分子标记。

3 讨论
311 刺胞是刺胞动物特有的防御组织。刺丝囊
位于刺细胞内, 内有盘曲的管状刺丝。当刺细胞

受到物理、化学、生物等因素的刺激,如环境中酸碱

度、温度、湿度、渗透压改变等, 盘曲的刺丝可迅速

弹射出来,刺胞内的毒液经管状的刺丝释放出来。

312 SOD是生物体防御氧化损伤的重要酶类,

当生物体受到外界病原体侵染后, 体内自由基浓

度将升高, 而 SOD能清除体内过多的自由基 ( Yu

et al, 2005),以免除其对自身细胞的毒害。在海

蜇和口冠海蜇的刺胞和中胶层中 SOD均有表达,

因此, 该酶不能作为毒性的标记。

313 EST是催化酯类化合物水解并进入中间代

谢的重要酶类,其作用除维持细胞正常的能量代

谢外, 还能水解大量非生理正常存在的酯类化合

图 1 海蜇和口冠海蜇 8种同工酶的谱图

F ig. 1 The zym og ram s o f eigh t types of isozym e ofR. esculentum and S. m eleagr is

1:海蜇中胶层; 2: 海蜇刺胞, 3: 口冠海蜇刺胞, 4:口冠海蜇中胶层
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图 2 海蜇和口冠海蜇的 S11、S32、S38、S95引物 RAPD扩增图谱

F ig. 2 The RAPD pro files o fR. escu lentum and S. m eleagris w ith random pr im ers S11, S32, S38 and S95

1) 3: 海蜇刺胞; 4) 6: 口冠海蜇刺胞

物, 被认为可能与机体的解毒作用密切相关。

ATPase的主要功能是水解 ATP高能磷酸键, 释

放出大量能量供机体的需要, 因此它是肌体能量

代谢的实际参与者。 EST和 ATPase均在海蜇和

口冠海蜇的刺胞中表达, 而不在中胶层中表达。

因此, 这两种酶与海蜇刺胞毒素存在有关, 而不

能标记毒性的强弱。

314 MDH是细胞中三羧酸循环 ( TCA cyc le)中

重要的脱氢酶之一, 该酶的活性将影响糖有氧氧

化的正常进行。 POD是一类清除细胞内 H2O2的

同工酶。ACP是一种催化磷酸单酯水解的重要

酶类, 与磷酸物质的转移、消化、吸收等活动密切

相关, 同时该酶又是溶酶体的标志酶, 因此在分

解外源性有毒物质和损伤的细胞器及在细胞的

防御机能中起着重要作用。ALP是一组在体外

碱性环境下能水解有机磷脂键而产生一个有机

基团和无机磷酸根的同工酶。这 4种酶仅在口

冠海蜇刺胞中表达且 MDH和 ACP活性很高, 可

作为刺胞毒素毒性的标记。

315 从随机引物 S11、S32、S38、S95的 RAPD结

果可以看出,两种样品均在 500) 2000bp处产生

特异的扩增带,这些谱带扩增稳定可作为鉴定毒

性强弱的分子标记。经过反复实验,作者未能从

中胶层上皮组织中提取出 DNA, 而在刺胞中提取

DNA相对容易一些。作者正在继续进行研究, 希

望能找到刺胞组织中的特异性扩的 DNA片段,

该片段将与毒素密切相关,也可能就是毒素的基

因。综上所述,同工酶和 RAPD技术都可作为研

究刺胞毒素的毒性标记方法。
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THEMOLECULAR MARKERS OF THE TOXIN FROM TWO JELLYFISH

SPECIES

SU X iu-Rong, YANG Chun, HUANG X iao-Chun, L I Ta-iW u

(Faculty of L ife Science and B io technology of N ingbo University, N ingbo, 315211)

(H igh School of X iaoshi, N ingbo, 315200)

Abstract  Th is paper presents the mo lecular markers of tox in in cnidob last of tw o jellyfish spec ies: S to-

mopholusm eleagris andRhop ilema esculentum. To study physio log ica,l b iochem ica l and pharmacological char-

acteristics of the cnidob last an ima,l e ight types of jelly fish isozyme w ere stud ied w ith vert ical po lyacry lam ide

gel e lectrophoresis. The resu lts show ed that superox ide desmutase ( SOD) , a defensive enzyme aga inst super-

ox ide an ion radica,l w as expressed in bo th cnidob last and m esog lea. Esterase ( EST ) that re lated to ester

metabo lism and adenosine triphosphatase ( ATPase) that invo lved in energy cycle o f norma l ce ll can only

detected in cnidob last and not in mesoglea, suggest ing that bo th of the enzymes may be used as mo lecu lar

marker for the ex istence o f tox in. The other five types of enzymes, including malate dehydrogenase (MDH ),

alcoho l dehydrogenase ( ADH ), perox idase ( POD ) , ac id phosphatase ( ACP ) and alka line phosphatase

(ALP) , w ere found only in cn idoblast o fStom opholusmeleagris, butRhop ilema esculentum. Of them, MDH

and ACP show ed very high activ ity. MDH andADH are two o f importan t enzymes in themetabo lism of carbo-

hydrate; POD is an important enzyme to remove H 2O2 in ce l;l ACP catalyzes the hydrolysis of phosphomo-

noester and therefore is closely related to transfer, d igestion and absorpt ion of phospho lip id. These results

indica te that these five types of enzymes may be used to indica te the po tency of tox in because the tox in in S.

m eleagris ismore tox ic than that inR. esculentum. RAPD was done using DNA from tw o types of jellyfish as a

temp late, and a sign if icant difference ex ist betw een the pro files of the irs.

Key words  Jellyfish cn idoblast tox in, Isozyme, R andom amplified polymorphic DNA ( RAPD ), Cn ido-

b last


