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文蛤 (M e r e t r玩
几

M . r e t r i x )凝集素(M M )L

的初步研究

1
.

M M L在文蛤体内的分布及纯化

赵景东
.

高 翔
.

苏拔贤
( 生物学系 )

摘 要 在文蛤 (M e r o t : ix M o r o .lt i x) 体内具有血球凝集活性的凝集素 (简称M M L )
,

经

实验证实仅分布于文蛤外套腔液中
.

向外套腔液中加入固体硫酸铁达 40 % 时
,

可使 ” % 的

M M L沉淀
.

用不同饱和度的硫酸馁溶液依次对上述沉淀进行抽提
,

得到 M M L粗制品溶液
,

其比活比原始外套腔液提高了约 9
.

95 倍
,

总活力回收达 48 %
.

最后用自制的人血浆糖蛋 白一

eS hP ar os
o 4 B亲合层析柱可将上述 MM L粗制品的比活再提高 400 多倍

.

结果与原始 外套腔

液比较
,

M M L 终产品的比活总共提高了 4 3 1 3倍
,

总活力回收达 4 4
.

8 %
,

在电泳鉴定时 显示

出单一的区带
.

关扭词 硫酸铁
,

沉淀
,

抽提
,

文蛤凝集素 (
·

M M L )
,

入血装橱蛋白一 S eP 五ar os e 4B亲合

层析

气

, 、 .

1 引 言

凝集素是生命体内广泛分布的一种夭然的非免疫性蛋白
,

很多是糖蛋白
。

凝集素最

早在蓖麻中发现
,

迄今巳在上千种生物体中检测到血球凝集活性物质
,

其中在植物中发

现的占绝大多数
。

初期凝集素的分离纯化工作多用沉淀
、

离心
、

制备性电泳和柱层析等经典方法
〔 ’ , 2 ’ 。

由于凝集素具有与搪类物质专一可逆结合的特点
,

人们设计了各种各样的亲合吸附法 用

于不同来源的凝集素的提纯
,

主要分为 4 种类型
:

①天然的或修饰的聚搪 , ②结合载体

的单糠或多搪 , ③结合载体的搪蛋白或搪肤 , ④固定化的动物细胞等
.

在未知凝集素的

糖专一性之前
,

通常采用结合载体的糖蛋白或糖脉的方法
〔 3
~

5 ’ .

海洋生物资源非常丰富
,

现巳探明近 2 00 种海洋生物包括藻类
、

无脊推动物 及 鱼类

都含有凝集素
,

海洋贝类中曾报道有凝集素存在
“ 。 ,

”
.

1 989 年苏拔贤等对北部湾沿海地

区 13 种贝类凝集素作了调查
〔 . , ,

报告了文蛤 ( M
.

M
e 1’e t r ix) 体中含有活性很高 的血 球

凝集素 ( M M L )
.

本文进一步检测了 M M L在文蛤体内的分布
,

并以高浓度硫 酸 钱沉淀

M M L取得粗制品
,

最后通过反复摸索
,

将人血浆糖蛋白偶联到 eS p h ar 二 e 4 B上
,

制成
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., 乒物学系
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了一种新的亲合层析柱
,

一步可将M M L提纯 4 00 多倍
,

经电泳检验终产品为单一区带
,

为进一步研究 M M L 分子组成及生理功能提供了高纯度样品
.

2 实验材料
、

试剂与方法

2
。

1 材 料

文蛤 ( M
e r e tr ix M

e r e tr ix )购自广西省北海市农贸市场
.

新鲜正常人血球和人血浆

购自广州市海员医院
,

用。
.

4肠的柠檬酸钠抗凝
。

2
.

2 试荆
、

配方及简略语

试剂
:
S e p h a r o s e 4 B是 P h a r m a e i a 产品

,

澳化氰 ( C N B
r
)是 E

.

M
e r e k 产品

。

其它

试剂除特别说明外
,

均为国产分析纯或生化试剂
。

试剂配方和 简略语归列如下
。

T B S
: o

.

z 4m o l / L N
a C I

, o
.

o l m o l / L T r i s 一 H C I , p H 7
.

4
。

T B S一 C a Z + :
T B S中含o

.

o z m o l / L C a C I
: , p H z

.

4
.

平衡缓冲液
: 2

.

0 0 m o l / L N a C I
, 0

.

0 1 m o l / L C a C I
: , 0

.

0 5 m o l / L T r i s 一 H C I ;

卫 H 7
。
4

。

洗脱缓冲液
一 I

: o
.

i 4 m o l / L N a C I
, 0

.

0 1 m o l / L 柠 檬 酸 钠
, o

.

o s m o l / L T r i s一

H C I , p H 7
。
4

-

洗脱缓冲液
一 l

: z
.

o s m o l / L N a C I
, o

.

o i m o l / L 柠檬酸钠
, o

.

Q5 m o l / L T r i s一

H C I , p H 7
。

4
。

M M L
:

文蛤 (M
.

M e r e t r i x )凝集素
-

2
。

3 实脸方法

2
.

3
.

1 凝集素活 力侧定 活力测定在 72 孔 V型微量血凝滴定板中进行
。

新鲜 的 正 常人

红细胞为检测细胞
,

先用 10 倍体积的 T B S离心洗涤 4 次
,

然后 配 成 2 肠 ( V / V ) 的 T B S -

C a Z + 细胞悬浮液
.

测定时
,

吸取 25 川凝集素样品
,

用 T B S
一
C a “ 十

作倍比稀释
,

然后每孔加

入 2 5川人红细胞一 T B S一 C a “ 十悬浮液
,

在 37 ℃下保温 l h
,

肉眼观察
,

以有血球凝集活力的

。
,

_

` ~ *
、 , 、

,
、

, * , 、 口 、 、 ~ 二
, 、 ,

_

、
。 。 、 , J ,

洋二 、 活力 ( 2
”

)
, 、 r二 p 二 _

最大稀释度为该凝集素样品的活力 (计为 2” )
,

比活力为
一

~ 号岩轰台
石百

.

.

以 T 七5 -

二八 、 , 汉二 吩二二 , ,lw
“ 。 叼 二 `。 / J 、 。 /“ 一 ` ,

`
】
例 / `

、 蛋白浓度 ( m g / m l)
’ `

一
-

一
C a Z十

作空白对照
。

2
.

3
.

2 文蛤材料的处理 市售文蛤经洗净
,

用纱布吸干水份后
,

用刀切 断 闭壳肌
,

打

开贝壳
,

轻拔两侧外套膜收集略带黄色的外套腔液
,

在 4 ℃下用 1 5 0 0 0 9离心 30 m in 后取上

清液
.

在上清液中加入等体积的 2 倍浓度的 T B S 一 C a +2
,

然后测定其凝集活 力
.

开 壳后

的肉质部份用刀切下
,

以蒸馏水充分洗净
,

静置片刻滴去水份
,

用高速均浆 器 搅 成糊

状
,

然后加入等体积的两倍浓度的 T B S
一
C a “ 十 ,

在 4℃下搅拌抽提过夜
.

第二天 取 出在

4 ℃下用 1 5 0 0 0 9离心 30 m in
,

取上清液测定凝集活力
.

实验结果表明
,

使人红细胞 发生

凝集的文蛤凝集素 M M L只存在于外套腔液中
,

而其肉质部份不含红细胞凝 集 活 性 物

质
。

以下实验均用外套腔液开展各项实验工作
.

2
.

3
.

3 M M L 的硫酸按沉淀 及反抽初步纯化 6 0 k g文蛤经开壳后
,

大约可得 12 0 00 m l的
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外套腔液
。

经 4 ℃下
,

用 1 5 0 0 09 离心 3 o m in 取上清液
。

上清液中加入固体分析纯 硫 酸馁

至40 肠饱和度
,

于 4℃下搅拌 4 h
,

然后在 4℃下用 1 5 0 0 0 9离心 30 m in
,

收集沉 淀
.

沉淀

在 4℃下依次以 40 帕
、

30 肠和 20 肠饱和度 的硫酸钱溶液各 1 80 m l反抽
,

每次反 抽 的上 清

液测定其红细胞凝集活力
。

2
.

3
.

4 亲合吸附 进一步纯化 M M L ① M M L的抑制剂人血浆搪蛋白的制备
。

当凝集素

与搪或糖蛋自分子上的搪基结合以后
,

凝集素的搪结合位点被封锁
,

从而不能再与红细

胞膜表面的糖类结合
,

故不能再使红细胞凝集
。

根据这一原理
,

凝集素抑制剂活力测定

方法是
,

用 T B S 一 C a “ +

将抑制剂配成一定浓度
,

在微量血凝板中以每 孔 ( 25 川) 活 力 为

2 . 的 M M L 一 T B S一 C a Z十

将抑制剂一 T B S一 C a Z +

溶液进行倍比稀释
,

在 3 7℃下保 温 i h后
,

加入 2 5川 的人红细胞一 T B S 一 C a 么小

检测液
,

再保温 l h
,

以肉眼可见能抑制血球凝集的

最大稀释度为该抑制剂的活力
,

以 Z n表示
,

抑 制 剂 比 活 力为
抑制剂活力 ( 2

”

)
蛋白浓度 (m g / m l)

.

T B S一 C a “ +

做空白对照
.

蛋白浓度约为64 m g / m l的抗凝新鲜人血浆 40 m l在搅拌条件下
,

经 72 ℃水浴 5 m in
,

然后用 35 00 妞在 4℃下离心 l h
,

得到上清蛋 白浓度为 12 m g / m l的血

浆搪蛋白溶液
。

由于凝集素溶液和所用的缓冲液中都含有 C a “ + ,

会引起血浆凝固
,

所以

在测定原人血浆抑制活力之前
,

需经 56 ℃加热处理 30 m i n 以破坏血浆凝固机制
,

然 后用

3 5。。。 g在 4℃下离心 l h取上清液
。

将 56 ℃处理后离心得到的人 血浆上清和经 72 ℃处理后

离心得到的人血浆上清 液在 4 ℃下分别对 T B S一 C a “ +

作充分透析
,

然后测定它们的血球凝

集抑制活力
.

②人血浆搪蛋白一 S e p h ar os e 4 B亲合层析法提纯 M M L
,

按M ar
o h 等人的方

法
( 。 ’ ,

把经 72 ℃处理后离心得到的人血浆搪蛋白上清液 (蛋白浓度为 12 m g / m l) 中的蛋 白

共价偶联到 eS p h ar os e 4 B颗粒上
.

具体做法是
.

将浓度为 12 m g / m l的人血浆糖蛋白溶液对

o
.

Zm o l / L 的 N a H C O
。

在 4℃下充分透析
,

除去小分子物质
,

然后用 o
.

Zm o l / L :〕勺N
a H C O

。

将其稀释至 4
.

o m g / m l的蛋白浓度
。

在 4 ℃下
,

将等体积 巳用 C N B r活化了的 S eP h ar
o s e

4 B抽滤讲倒入稀释了的糖蛋白溶液中
,

中速搅拌18 h
。

偶联完毕
,

取出在 1 0 0 09 下离心

2 m in
,

沉淀物以等体积的 0
.

5 m ol / L 乙醇胺一H CI ( p H S
.

2) 浸泡 Z h
,

然后 依 次 用 0
.

5
.

m o l / L N a C I一 o
.

z m o l / L 乙酸钠 ( p H 4
.

o )
、
2

.

o m o l / L脉一 o
.

s m o l / L N a C I及 o
.

i m o l / L

N a C I一 o
.

l m o l / L N a H C O
。

( p H z o
.

o )各 z o o m l洗涤
,

最后装成 1
.

6 x Z o
.

s e m 的层析柱
,

用 5 倍床体积的平衡缓冲液过柱后即可使用
。

经测定
,

人血浆糖蛋 白的偶联率为” 肠
.

20 肠硫酸按反抽得到的 M M L 粗抽提液 ( 1 80 m l) 上柱前对平衡缓冲液充分透析
,

透析后活

力基本无变化
。

取上述透析样品经 35 0 0 0 9在 4 ℃下离心
,

得到的上清液立即于 4℃下上

柱
。

上柱完 毕后
,

在 4℃下以 8倍床体积的平衡缓冲液过柱
,

使流出液的紫外吸收 值 A
Z。 。

小于。
.

0 1
.

最后取出柱子
,

在 20 ℃下温育 30 m in
,

然后以体积 各为55 m l的洗脱缓冲液 I

和 l 进行线性梯度洗脱
.

所有过程中
,

柱子的液体流速均为 1 5m l/ h
。

于流出液的各管中

加入高浓度的 C o
CI

:

溶液
,

使每管 C a
CI

:
终浓度达。

。

02 m ol / L
,

然后测定各管的凝集活力

和 A : 。。
值

。

2
.

3
.

5 M M L样品的纯度 电泳鉴定 采用垂直板状凝胶电泳装置
,

碱性不连 续 缓 冲系

统
.

聚丙烯酞胺凝胶的分离胶浓度为 7
。

5肠
,

浓缩胶浓度为 3
.

。肠
,

以考马斯亮蓝 R 一2 50

染色
.

具体操作参考文献
( `。 , 。

为了便于 比较
,

电泳的样品分别为文蛤外套腔液
、

20 肠硫
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酸按反抽得到 的 M M L 粗抽提液和亲合层析柱经洗脱缓冲液 ( I 一 )I 洗下的蛋白 峰管
。

上述 3 种样品经预处理后
,

在室温下进行电泳
。

3 结果与讨论

3
。

1 M M L在文蛤体内的生理意义

经测定我们发现文蛤外套腔液中含有 2 7活力的人红细胞凝集 活性
,

乘上稀释度
,

外

套腔原液的活力为 s2
。

而经匀浆抽提肉质部分的上清液中没有检测到红细胞凝集活力
。

在其它无脊椎动物中
,

有人认为凝集素起调理和应急反应蛋白的作用
,

但在贝类中

还未见这类报道
。

凝集素作为生命体内的一种识别蛋自
,

兼有识别 自己和异己的两种功

能
,

围绕着这两种功能
,

各种凝集素在生命体内起的生理作用是多种多样的
。

作者鉴于

M M L仅存在于文蛤外套腔液中这一事实
,

推测 M M L可能在文蛤在适应外环境 变 化中

具有保护的功能及作为内外环境变化中具有中介因子的作用
。

名
.

2 硫酸钟盐析及分步反抽初步纯化M M L

用高浓度 硫酸钱沉淀文蛤外套腔液的 M M L
,

实验结果显示
,

在 40 肠饱 和度 的基础

上
,

继续加入固体硫酸按以提高饱和度并不能在离心后的沉淀中回收更多的 M M L 活力
.

事实上
,

经 40 肠饱和度的硫酸按沉淀
,

根据外套腔液中的总活力与沉淀后离心得到的上

清液中的总活力之比可得出
,

” 肠的外套腔液的活力分布在沉淀之中
.

离心取出沉淀
,

加入定量体积的 T B S 一 C a “ 十
溶解之

,

在 4 ℃下搅拌 4 h后
,

测得该液体所含活力为 外套腔

液的 96 肠
,

比活提高了 3
。

58 倍
。

上述文蛤外套腔液经加入固体硫酸钱达 40 肠饱和度后离心所得的沉淀依 次用 1 80 m l

的饱和度为 40 肠和 30 肠的硫酸按进行搅拌反抽
,

结果经离心后 的上清中主要是杂蛋白
。

红细胞凝集活力主要集中在 20 肠饱和度的硫酸按反抽液中
.

剩余沉淀再用 1 80 m l的T B S -

C
a “ +

抽提
,

活力回收不多
。

所以 20 呱饱和度的硫酸钱反抽是最佳浓度
,

所得反抽上清液

的总活力回收为外套腔液的48 帕
,

比活比原始外套腔液提高了 9
.

95 倍
.

硫酸按盐析及反

抽结果见表 1
。

表 1 M M L 的 提 纯 结 果

T a b
.

1 T h e P u
r i f i e a t i o n o f M M L

组 份
体 积
( m l )

活力拜

( Z
n

)
活力回收
(% )

比活力
(“ / m g )

提纯倍数白幼
m

蛋(

外套腔液

4 0%硫酸
钱沉淀

2 0% 硫酸钱
反抽上清液

1 2 0 0 0

1 8 0

1 8 0

2 1

3 1 2 0 0 2 5 1 0 0

2 1 4 9 6

9 8 1

1 5 1 2

3
。
2 0

4 8

4 4
。

3 5 1

9 7 5
。

3
。
5 8

9
。
9 5

亲合层析洗脱
液活力峰部份

4 2 2 8 1 3 4 3 1 3
。
3 3

沙护
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硫酸钱盐析法是蛋白质纯化中使用的经典方法
,

本文经改进
,

先用高浓度硫酸钱盐

析
,

然后依次降低硫酸溶液的浓度分级反抽
,

不仅便于运输
,

而且避免了共沉效应
,

提

高了分离的效率和活力回收率
。

3
.

8 离效亲合吸附法纯化 M M L的几个向题

3
.

3
.

1 人血浆糖蛋白的热处理 根据亲合层析法提取凝集素的一般方法
〔 ` , ” , ’ 艺 , ,

我们

曾对几种糖蛋 白包括鸡卵类粘蛋白
、

人红细胞血型蛋白 ( G l yc
o p h or in )

、

猪胃粘蛋白及

人血浆糖蛋白等进行凝集素 ( M M L )抑制活力测定
,

以观察它们与 M M L 之间 亲合力的大

小
,

结果发现人血浆搪蛋白的抑制活力最高
,

为了克服血浆自身凝集作用
,

我们测得人

血浆经 56 ℃处理 30 m in 和 72 ℃处理 5 m in 后离心得到的上清液对 M M L溶液 (活力为 s2 )的

抑制活力如表 2
.

表 2 经不同条件处理后 的人血装时 M M L 的抑制作 用

T a b
。
2 T h e i n h i b i t i o n o f h u nt a n P l a s 也 a t o M M L a f t e r

d i f f e r e n t t r e a t m e n t

样 品 人血浆
56℃下处理 3 o m i n后
的人血浆上清液

7 2℃ 下处
的人血浆

理 s m i n后
上清液

抑制活力 (拜 )

蛋白浓度 ( m g / m l) 64
。
0 3

2 ,

6 1
。

6 0

2 ,

1 2
。
0 5

. 因血浆自身凝集未能测出

实验中发现
,

未经处理的人血浆与凝集素溶液混合之后
,

很快发生凝固
,

无法 测定

其抑制活力
。

经56 ℃处理 30 m in 后
,

血浆凝固机制被破坏
,

方可测定其抑制活力
。

从表

2 可见
,

经 56 ℃去活的人血浆上清液测 出其对M M L (活力为 a2 )的抑制活 力 为 2 ? ,

而经

72 ℃处理 5 m in 后的人血浆上清蛋白浓度虽然只是原血浆的 17 肠
,

但其抑制活力与经 56 ℃

处理后的人血浆上清是相同的
,

说明后者在单位蛋白浓度下抑制效率更高
.

3
。
3

.

2 人血装糖蛋 白一 S eP h ar os
e 4 B亲合柱层析 洗脱曲线如图 1

.

从图 1 可 见
,

M M L

活力峰最高部分的活力为 2 ’ 7 ,

蛋 白浓度为。
.

1 7 m g / m l
,

相当于 最近两 篇报 道的最高比

活 〔 ` ’ · `孟’ ,

比原始外套腔液的比活提高了约 7 85 0倍
,

而整个活力峰也比原始外套腔液比

活提高了 4 3 1 3倍 ( 表 1 )
.

文蛤凝集素M M L的全部提纯过程归列于表 1
.

2 、

J 图 1

,
.

05
口 。 1 / L

F i g

人血浆糖蛋白一 S e -

p五a r o s e 4 B亲合柱层

析结果

M M L w a s 五i g h l y

P u r i f i e d b y 五u m a n

p l a s m a g l y e o p r o t e i n -

S e p h a r o s 。 ` B a f f i n i t y

e o !二 m n e五r o m a t o g
-

r a P五y

枕担。:
。
:
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3
.

4 电泳纯度鉴定

取文蛤外套腔液
、

20 肠硫酸馁反抽得到的 M M L 粗制品和从人血浆 糖 蛋 白一 S e -

p ha
r os e 4 B亲合层析柱洗脱 的活性峰管

,

经过透析等预处理后
,

在室 温下进行板 状碱性

不连续系统 电泳比较
.

电泳完 毕之后
,

板状胶经固定
、

染色和脱色等步骤
,

得到结果如

图 2 所示
。

图 2

F 19
.

2

不同样品在板状碱性不连续系统中的电泳结果一

一一一翻一fl口一

T h e r e s u l t o f d i f f e r e n t

a l k a l i n e d i s e
一

P A G E

s a m P l e s o n P l a t e

, 2 多

1
.

原始外套腔液

2
.

20 % 硫酸钱反抽得到的上清

3
.

亲合层析柱洗下的活力峰

二一一ù一
ù11一一一一:

从图 2 可以看到
,

最后经人血浆糖蛋 白一 S eP h ar os e 4 B亲合层析柱洗下来的 M M L

活性峰管在电泳胶上显示出一条迁移率较低的区带
,

说 明文蛤凝集素 M M L 的最 终 产品

达到了极高纯度
。

在M M L的分离纯化中
,

本文提供了一个简单易行
、

效率极高的方法
,

用这一方法分离纯化其它贝类凝集素也取得了显著成功
.

至于 M M L 的分子组成 情 况及

某些性质鉴定
,

我们将在另文作进一步报道
.
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