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摘要! 为研究凡纳滨对虾 -7型凝集素的免疫功能!实验利用原核表达系统对凡纳滨对虾 -7

型凝集素基因的开放阅读框进行了重组表达!并通过纯化分离获得重组目的蛋白!采用血

细胞悬浮培养的方法!研究了重组 -7型凝集素对凡纳滨对虾血细胞免疫作用的影响" 实验

梯度设置为对照组和重组 -7型凝集素蛋白#413 9359'$ !分别在 3&/&7&:&42&29 W 取培养

的血细胞和培养液进行免疫相关指标的测定" 结果表明!重组 -7型凝集素经 *4*76&I,分

析显示在 /: Q2 处有显著诱导条带!与预测的分子量大小基本一致!GC>@CDH7A0/@@;H3 分析可

以与 :H@;7+;>抗体特异性结合!从而证明 -7型凝集素重组蛋白在大肠杆菌中成功表达" 重

组 -7型凝集素对大肠杆菌具有明显的凝集作用!对凡纳滨对虾血细胞数量&存活率和吞噬

率影响显著%培养基酚氧化酶活力在培养 / <42 W 内呈峰值变化!于 : W 时达到最大值" 研

究表明!-7型凝集素不仅具有凝集作用!而且还能激活酚氧化酶原系统!具有重要的免疫防

御作用"

关键词! 凡纳滨对虾% -7型凝集素% 原核表达% 免疫作用

中图分类号! K017% *:4019 55555555文献标志码'&

55甲壳动物的免疫机制以非特异性免疫为主"

由存在于血细胞以及从血细胞释放到血淋巴中的

免疫活性因子组成
*4+

"其中凝集素作为可与糖专

一性结合并能促使细胞凝集的蛋白质或糖蛋白"

在免疫识别和防御系统中起着重要的作用
*2 69+

)

根据结构和功能"甲壳动物凝集素分为 -:0HC<;H(

-7('7(67()7($7和 *7型凝集素等
*8+

"其中 -7型凝

集素家族是目前研究最多的一类凝集素"主要特

征是在蛋白质分子的 -末端含有糖识别的结构

域 -$4"具有保守特征性功能域"其凝集活性具

有钙离子依赖性
*7 60+

"同时作为一种模式识别受

体"-7型凝集素在病原菌入侵过程中参与&非己'

识别"并能激活一系列免疫防御反应
*1 6:+

) 已有

研究表明甲壳动物 -7型凝集素可参与病原的清

除过程"还可激活酚氧化酶原系统"通过多种方式

参与免疫防御反应
*43 649+

)

目前"白滨对虾#?./0-73'7*++7/.E7(*+$

*48+

(中

国明对虾 #@7337(0-73'7*+,9.373+.+$

*47+

(凡纳滨

对虾 # ?./0-73'7*+<'33'>7.$

*40 641+

( 斑 节 对 虾

##73'7*+>030:03 $

*4:+

(中华绒螯蟹 #H(.0,97.(

+.373+.+$

*23+

等甲壳动物的 -7型凝集素基因已被

克隆"并通过重组表达的方式获得 -7型凝集素蛋

白"发现重组 -7型凝集素对病原菌具有明显凝集

作用"但是目前有关甲壳动物凝集素免疫功能的

研究甚少"其免疫防御机制尚不明确) 本实验将

凡纳滨对虾 -7型凝集素 # -7@FBC0C?@;H $ 基因

?4%&序列#ICH8:HQ 注册号!,(81/:/:14$在大

肠杆菌 #H+,97(.,9.' ,0;.$中进行了的原核表达"

全面检测了重组表达产物的凝集活性"并研究了

重组 -7型凝集素对对虾血细胞的免疫作用"探讨

了对虾凝集素的免疫防御功能"为甲壳动物凝集

素免疫功能研究提供了科学依据)
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45材料与方法

!"!#实验材料

实验所用凡纳滨对虾购于青岛市崂山对虾养

殖场"体长为#112 ?318$ ?9"体色正常"健康活

泼) 表达载体 B,L7/2:为本研究室保存%琼脂糖

凝胶回收试剂盒和低分子量预染蛋白 J:DQCD均

为 L:M:$:公司产品%质粒提取试剂盒(&H@;7+;>

抗体#一抗$(羊抗鼠 03I7+$6#二抗$和 6D/70;3W@

+$6化学发光检测试剂均为天根公司产品%+;>

ID:U;LD:B %;亲和层析柱和超滤离心管 #43 Q2$

分别购自美国 I,(J;00;B/DC公司)

!"$#实验方法

凡纳滨对虾 -7型凝集素基因的原核表达

#4$ 基因的 $L76-$扩增

根据凡纳滨对虾 -7@FBC0C?@;H 基因 ?4%&序

列#ICH8:HQ 注册号!,(81/:/:14$的开放阅读框

和表达载体 B,L7/2:# >$的多克隆位点的序列设

计 4 对特异性引物)

上游引物 ?<D?7,D@!8R7-III&L--&LI&&7

ILL--L&I-I--I7/R

下游引物 ?<D?7,DM!8R7-I-L-I&IL&L&L7

LL-LLI&II-&&&L7/R"其中在上游和下游引物

8R端分别引入 &'>+

&

和 P90

&

酶切位点#下划

线标出$)

#2$ 目的片段的扩增与回收

抽取健康凡纳滨对虾抗凝血淋巴"于 9 N(

133 C3 离心"取沉淀的血细胞提取总 $%&"反转

录合成 ?4%&为模板进行 6-$扩增) 6-$扩增

体系!超纯水 47

!

'"43 CA2SSCD#含 J3

2 >

$ 218

!

'"E%L62

!

'"上下游引物各 4

!

'"模板 2

!

'"

D1'2 318

!

') 6-$扩增产物以 413O琼脂糖电泳

检测分离"回收目的条带) 扩增后的 'U'C?片段

连接到克隆载体 BJ4417L中测序)

#/$ 重组质粒 B/2:7'U'C?的构建与鉴定

将含有 'U'C?片段的质粒 BJ47'U'C?和表

达质粒 B,L7/2:# >$大量培养后用质粒提取试

剂盒制备质粒"分别用 P90

&

和 &'>+

&

进行

双酶切"得到的目的片段切胶回收"在 L9 4%&

连接酶作用下将 'U'C?片段与线性 B,L7/2:

# >$载体连接"构建重组质粒 B/2:7'U'C?"转化

4+8

"

后"利用含 M:H 抗性平板筛选阳性克隆进

行菌落 6-$(双酶切和测序验证"以确定开放阅

读框编码正确)

#9 $ 'U'C?基因的诱导表达与 *4*76&I,

分析

提取测序正确的重组质粒 B/2:7'U'C?重新

转化 &?24 #4,/ $ 感受态细胞"构建重组菌株

8'245B/2:7'U'C?"挑取转化平板上的单克隆接

种于 '8液体培养基#含 M:H 83

!

359'$中 /0 N

震荡培养过夜"然后 4D433 扩培至 "4

733

值约为

317"加入诱导剂 )6LI至终浓度为 4 99/05'"低

温诱导过夜"以不加诱导剂 )6LI的菌株作为阴

性对照) 然后在室温下以 9 333 D59;H 离心 43

9;H"收集菌体"重新悬浮在裂解液中#23 99/05'

LD;>7+-0"833 99/05'%:-0"4 99/05',4L&%B+

113$"在冰浴中超声波破碎后"于9 N(43 333 D5

9;H 离心 23 9;H"取上清液得到可溶性蛋白) 按

照分子克隆常规方法进行 *4*76&I,电泳检测

表达情况)

#8$ GC>@CDH7A0/@@;H3 检测

阳性菌株表达产物经过 *4*76&I,电泳后"

将蛋白质转移到硝酸纤维素膜#%-膜$) 电转移

完成后"将 %-膜于 8O牛奶中封闭 4 W"加 :H@;7

+;>抗体#一抗$室温孵育 4 <2 W"用 L8*L洗脱 /

次#每次 43 9;H$"再加入用辣根过氧化物酶标记

的羊抗鼠 )3I#二抗$的溶液中"室温孵育 4 <2 W"

再用 L8*L洗脱 / 次) 6D/70;3W@+$6化学发光检

测试剂显色"反应在室温黑暗中进行"经显影和定

影后照像)

#7$ +;>标签纯化

使用 +;>标签镍离子亲和层析柱进行蛋白质

纯化) 先用 43 9'结合缓冲液 # 23 99/05'

%:

/

6"

9

"833 99/05'%:-0"23 99/05'咪唑%B+

019$平衡柱子"然后加入含可溶性蛋白的溶液 43

9'"再用 43 9'结合缓冲液洗涤"最后加 / 9'

洗脱缓冲液 # 23 99/05'%:

/

6"

9

"833 99/05'

%:-0"833 99/05'咪唑%B+019$洗脱"收集洗脱

液"添加 9 9'洗脱液于&9;?/H #0@D:的过滤装置

中"将内管套入外管"对称放置离心管"49 333 D5

9;H 离心#离心 43 9;H 浓缩 9 倍$) 离心结束后"

将内 管 倒 置 套 在 另 一 个 干 净 的 离 心 管 内"

/ 113 D59;H离心 43 9;H 收集浓缩后的样品) 或

者用移液器直接吸出内管中的样品) 即得到纯化

的目的蛋白) 以小牛血清白蛋白 #8*&$为标准

蛋白"按照 8D:ES/DE 方法进行蛋白含量测定
*24+

)

9144
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重组 -7型凝集素免疫活性的测定

#4$ 凝集活性的测定

分别在小鼠眼球和兔子耳朵处抽取血液"制

成 2O红细胞悬浮液"参照戴聪杰等
*22+

和 '2/

等
*4:+

的方法"进行血细胞凝集实验) 取 :7 孔 .

型微量血凝板"每孔分别加入 28

!

'L8*7-:

2 >

#3149 9/05'%:-0"3134 9/05'LD;>7+-0"3134

9/05'-:-0

2

%B+ 019$溶液"在第一孔中加入 28

!

'重组 -7型凝集素样品"混匀后吸取 28

!

'第

一孔中混合液加入第二孔"以此类推倍比稀释"然

后在每孔中加入 28

!

'小鼠或兔红细胞悬液"室

温孵育 4 <2 W"观察红细胞的凝集状态"检测重组

-7型凝集素的凝集活性) 如果红细胞不发生凝

集"则红细胞沉于孔底形成一界限清晰的红色小

点"若发生凝集则红细胞之间形成似网络状扩散

的红斑块) 以能产生凝集的最大稀释度的倒数作

为重组 -7型凝集素的效价)

凝菌 实 验 参 照 Y2 等
*44+

( G:H3 等
*2/+

和

VW:H3 等
*29+

的方法"并略作改进) 选择革兰氏阴

性 细 菌! 大 肠 杆 菌( 溶 藻 弧 菌 # R.)(.0

';6.30;5/.,*+$(哈维氏弧菌#R.)(.0 9'(*75.$(鳗弧

菌#R.)(.0 '36*.;;'(*>$"革兰氏阳性细菌!金黄色

葡萄球菌#C/'-95;0,0,,*+'*(7*+$进行凝菌实验)

首先 用 L8*7-:

2 >

# 83 99/05' LD;>7+-0" 433

99/05'%:-0"43 99/05'-:-0

2

%B+018$调节细

菌终浓度约为 218 C43

1

个59'"然后用 312

!

35

9'的 9R"77二脒基727苯基吲哚 #4&6)$与 L8*7

-:

2 >

菌悬液室温孵育染菌) 取 43

!

'上述细菌

悬液"加入 28

!

'31:4 9359'重组 -7型凝集素"

室温孵育 4 W 后"以 8*&为空白对照"在荧光显

微镜下观察细菌的凝集状态)

#2$ 免疫作用的测定

选取活力好的凡纳滨对虾"用含有双抗

#4 333 #59'青霉素(4 333

!

359'链霉素$的无

菌海水暂养 2 E) 取凡纳滨对虾用 08O的酒精棉

球消毒体表"用预先吸入已消毒的预冷抗凝剂

#3198 9/05'%:-0"3134 9/05'M-0"3134 9/05'

,4L&二钠"3134 9/05'+,6,*%B+013"渗透压

为 083 9">95Q3$的无菌注射器"按 4D4 的比例

于头胸甲后缘处心脏内抽取血淋巴"于 9 N(/33

C3 离心 43 9;H"弃上清液"取沉淀的血细胞"加

入本实验室筛选的对虾血细胞免疫活性保存液体

培养基#73O的 2 C'748 培养基"23O胎牛血清"

23O的对虾肌肉提取液"青霉素钠 433 )#59'"硫

酸链霉素 433

!

359'%B+ 013$调节血细胞密度

为 813 C43

8

<418 C43

7

个59')

重组 -7型凝集素对血细胞免疫作用实验梯度

设置依据 Y2 等
*44+

和 G:H3 等
*49+

的研究结果"分

为对照组(实验组#4 9359'重组 -7型凝集素$"2

个实验梯度均设 / 个平行组) 取上述血细胞接种

于 8 9'圆底离心管"每管 933

!

'"加入重组凝集

素#终浓度为 4 9359'$"在 -"

2

培养箱中 28 N密

闭培养"取样时间为 3(/(7(42(29 W) 按照潘鲁青

等
*28+

的方法"分别取血细胞培养液测定血细胞数

量和吞噬率"将剩余培养液于 9 N(/33 C3 离心 43

9;H"取上清液"测定培养液的酚氧化酶(抗菌和溶

菌活力"其中酚氧化酶活力测定"以 '74"6&为底

物"参照 &>W;E:

*27+

的方法进行%分别以副溶血弧菌

#R.)(.0 -'('9'7>0;5/.,*+$ 菌悬液(溶壁微球菌

#=.,(0,0,*+;5+0;7.G/.,*+$冻干粉为底物"采用岳峰

等
*20+

的方法"测定抗菌和溶菌活力)

#/$ 数据处理与分析

所有实验数据均以 / 个平行组数据的平均值 ?

标准差#9C:H ?*4$表示"并采用单因素方差分

析 #"HC7G:F &%".&$ 和 42H?:H 检验法统计

分析)

25结果与分析

$"!#凡纳滨对虾 *P型凝集素基因原核表达

重组质粒 B/2:7'U'C?的构建与验证55对

重组质粒 B/2:7'U'C?进行菌落 6-$检验"得到

大小约为 041 AB 的片段#目的基因开放性阅读框

长为 904 AB"B,L7/2:# >$载体通用引物L0 与L0

@CD扩增载体片段长为 290 AB$"送样测序证明开

放阅读框连接正确 #图 47:$) 重组质粒 B/2:7

'U'C?双酶切得到大小约为 8 180 AB 和 904 AB 的

片段"大片段为 B,L7/2:载体酶切后的大小"小片

段与基因 'U'C?"$(大小一致 #图 47A$) 菌落

6-$(双酶切和测序验证表明"目的基因与表达载

体连接成功"可进行后续实验)

'U'C?基因表达产物的*4*76&I,分析55

8'245B/2:7'U'C?重组菌株诱导后" 42O *4*7

6&I,凝胶电泳分析显示在 /: Q2 处出现明显的

条带"与预测大小#/11:11 Q2$基本一致"而未加

)6LI诱导的对照培养物中没有目标条带"说明目

的基因实现了在 HA,0;.中的表达#图 2$)

8144
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GC>@CDH7A0/@@;H3 检测55纯化后的重组蛋

白可以特异性地与 :H@;7+;>抗体识别"在 /: Q2

处有明显的特异性单一条带"与预期大小一致"

表明该位置蛋白即是带有 +;>标签的重组蛋白"

从而证明 -7型凝集素重组蛋白在大肠杆菌中成

功表达 #图 / $ ) 用 8D:ES/DE 法
*24+

分析"其中洗

脱液的蛋白含量 31901 ::2 9359'"纯化的目的

蛋白含量 31:4/ 478 9359'"超滤离心管浓缩倍

数近 2 倍)

$"$#重组 *P型凝集素免疫活性的检测结果

重组 -7型凝集素对小鼠!兔红细胞和细菌的

凝集活性55重组 -7型凝集素对小鼠和兔的红

细胞没有明显的凝集作用#图 9$"而对所选 8 种

细菌的凝集作用存在差异"其中对大肠杆菌具有

明显的凝集作用#图 8$"而对溶藻弧菌(哈维氏弧

菌(鳗弧菌和金黄色葡萄球菌均无凝集现象)

图 !#重组质粒的菌落 )*+及限制性酶切验证

J414%&J:DQCD4'2333% '1重组质粒 B/2:7'U'C?菌落 6-$检

测% J214%&J:DQCD4'43333% 61重组质粒 B/2:7'U'C?双酶切)

M9D"!#)*+-3-8C<9<>:;04>6.93-3=78-<969593

A"#(.&&OW

$

J414%& J:DQCD4'2333% '16-$ :H:0F>;>/SDC?/9A;H:H@

B0:>9;E B/2 :7'U'C?;H HA,0;.4+8

"

% J214%& J:DQCD

4'43333% 61B/2:7'U'C?E;3C>@CE =;@W &'>+

&

5P90

&

图 $#表达产物的 /&/P)(KL

J66D/@C;H J:DQCD% J1预染蛋白% 41加 )6LI诱导的 8'245

B/2:7'U'C?菌株% 21未加 )6LI诱导的 8'245B/2:7'U'C?菌

株% /1纯化蛋白)

M9D"$#/&/P)(KL-3-8C<9<>:0R7;0<<9>37;>524=<

(;32DC2 *4*76&I,:H:0F>;>/S@WCDC?/9A;H:H@'U'C?C<BDC>>CE

;H HA,0;.8'24 # 4,/ $7'U'C?1':HCJ! BDC>@:;HCE BD/@C;H

J:DQCD1':HC41B,L7/2:7'U'C?;H 8'24"H/H7;HE2?CE1':HC21

B,L7/2:7'U'C? ;H 8'24" )6LI7;HE2?CE S/D 9 W1/1@WC

DC?/9A;H:H@-7@FBC0C?@;H1LWCDC?/9A;H:H@BD/@C;H ;>;HE;?:@CE

AF :DD/=WC:E1

图 %#重组表达产物的 Q0<=0;3P.8>==93D 分析

M9D"%#Q0<=0;3P.8>==93D -3-8C<9<>:=B00R7;0<<9>37;>524=

图 @#重组 *P型凝集素对小鼠和兔红细胞的凝集作用

:1小鼠红细胞% A1兔红细胞)

M9D"@#,B0B-06-DD82=93-=9>3-4=9N9=C >30;C=B;>4C=0>:6940-35;-..9=9352405.C ;04>6.93-3=*P=C70804=93

:19;?C% A1D:AA;@1
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图 W#重组 *P型凝集素对革兰氏阴性菌大肠杆菌的凝集作用

:1牛血清白蛋白#4 935'$ % A1重组 -7型凝集素#1 9359'$ )

M9D"W#,B0-DD82=93-=9>3>:K;-6P30D-=9N0.-4=0;9- A"#(.&9352405.C ;04>6.93-3=*P=C70804=93

:18*&#4 935'$ % A1$C?/9A;H:H@-7@FBC0C?@;H#1 9359'$1

55重组 -7型凝集素对凡纳滨对虾血细胞的免

疫作用55重组 -7型凝集素对凡纳滨对虾血细

胞数量(存活率和吞噬率影响显著##@3138$"随

着培养时间的延长"对照组血细胞数量(存活率和

吞噬率在 / W 内呈下降趋势"/ W 后保持稳定"而

重组 -7型凝集素处理组在 : W 内逐渐下降"然后

趋于稳定"并且对照组血细胞数量(存活率和吞噬

率分别高于或低于重组 -7型凝集素处理组 #图

7$)

图 I#重组 *P型凝集素对凡纳滨对虾

血细胞数量"存活率和吞噬率的影响

M9D"I#L::04=>:;04>6.93-3=*P=C70804=93>3=B0

B-06>4C=04>23=#4088N9-.989=C -357B-D>4C=94

-4=9N9=C >:4"5$//$:1&

55重组 -7型凝集素对凡纳滨对虾血细胞培养

基酚氧化酶活力具有显著影响##@3138$"而对

抗菌(溶菌活力影响不显著##B3138$) 在培养

/ <42 W 内培养基酚氧化酶活力呈峰值变化"于

: W时达到最大值"然后保持稳定"且与对照组无

明显差异#图 0$)

图 J#重组 *P型凝集素对凡纳滨对虾血细胞

胞吐酚氧化酶"抗菌和溶菌活力的影响

M9D"J#L::04=>:;04>6.93-3=*P=C70804=93>3=B0

0R=;-408828-;7B03>8>R95-<0-4=9N9=C#-3=9.-4=0;9-8

-4=9N9=C -35.-4=0;9>8C=94-4=9N9=C >:4"5$//$:1&

/5讨论

在外源蛋白原核表达系统中"选择合适的表

达载体(宿主菌株和诱导表达条件至关重要"同时

0144



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

555 水5产5学5报 /0 卷

为了便于纯化表达蛋白"必须能获得大量的可溶

性蛋白) B,L系统是在大肠杆菌中克隆和表达重

组蛋白的最强大系统"最初由 *@2E;CD等
*21+

设计

的 L0 启动子驱动的表达系统"可以由各种基因

生产大量的目的蛋白) 实验选择 B,L7/2:# >$作

为原核表达载体"以 8'24#4,/$蛋白酶缺陷型大

肠杆菌为宿主菌"构建了重组菌株 8'245B/2:7

'U'C?"采用 41 N诱导 29 W 的条件"实现了 -7型

凝集素基因在宿主菌中的表达"并通过 GC>@CDH7

A0/@@;H3 免疫杂交"进一步验证了 -7型凝集素基因

的成功表达)

许多学者通过原核表达的方式获取 -7型凝

集素蛋白并研究其凝集效应"VW:H3 等
*29+

研究表

明凡纳滨对虾重组 -7型凝集素对人类(鸡红细胞

均无显著的凝集现象%-W:;等
*2:+

研究发现棉铃虫

#"7;.,0<7(-' '(>.67('$重组凝集素蛋白在 -:

2 >

存在的情况下可凝集兔的红细胞"没有 -:

2 >

则不

发生 凝 集) 据 G:H3 等
*2/+

报 道 栉 孔 扇 贝

#%9;'>5+E'((7(.$D-('C?74 可以结合革兰氏阴性

菌大肠杆菌"但对阴性菌鳗弧菌无明显的凝集现

象%Y2 等
*/3+

研究显示从烟草天蛾 # ='3:*,'

+7F/'$获取的 )9920C?@;H7/ 对大肠杆菌具有凝集

作用"而不能凝集革兰氏阳性菌 C/'-95;0,,0,*+

'*(7*+) 实验表明凡纳滨对虾重组 -7型凝集素对

兔(小鼠的血细胞均无凝集现象"但可以凝集大肠

杆菌"而对溶藻弧菌(哈维氏弧菌(鳗弧菌和金黄

色葡萄球菌未表现出凝集活性) 这说明重组凝集

素对哺乳动物血细胞无凝集作用"但在一定条件

下可表现出凝集效应"而对不同细菌的凝集作用

存在差异) 另据梁青龙等
*/4+

报道凡纳滨对虾血

清凝集素对家兔(小鼠(鸡血细胞均有凝集作用"

对家兔凝集作用最强#凝集效价为 2

42

$%而对大肠

杆菌凝集活性较低"对金黄色葡萄球菌无凝集作

用) 由此认为甲壳动物血清凝集素与重组表达凝

集素对哺乳动物血细胞的凝集活性不同"可能是

因为重组 -7型凝集素与血清凝集素蛋白空间构

象等存在差异"这主要与凝集素 -:

2 >

结合位点的

激活有关%同时由于凝集素能识别特定的糖基配

体"而病原菌细胞壁多糖作为配体可与特定的凝

集素碳水结合区域相耦合"因此甲壳动物凝集素

对不同细菌的凝集具有一定的选择性)

已有研究表明无脊椎动物的凝集素激活酚氧

化酶激活系统类似于甘露糖结合蛋 #J86$激活

补体系统"甘露糖结合蛋白是来自胶原凝集素家

族的 -7型凝集素
*/2 6//+

"作为模式识别分子参与

宿主防御"J86通过与 J86相关的丝氨酸蛋白

酶#类丝氨酸蛋白 -4D5-4>$激活补体系统"防御

和清除病原微生物
*/2+

%Y2 等
*44+

和 -WCH 等
*/9+

研

究发现烟草天蛾和蟑螂 #&;')7(*+:.+,0.:';.+$-7

型凝集素的作用类似于 J86"作为&哨兵&识别和

结合微生物多糖"同时此过程凝集素可能作为丝

氨酸蛋白酶的起始因子而激活酚氧化酶原系统"

增强细胞的吞噬作用"并伴随着凝集微粒的现象)

G:H3 等
*49+

将 重 组 表 达 获 得 克 氏 原 鳌 虾

##(0,'>)'(*+,;'(G.'$ -7型凝集素"通过活体注

射和体外与血细胞作用证实 -7型凝集素可作为

酚氧化酶系统的上游探测器"激活酚氧化酶原系

统"参与免疫防御反应%另有报道指出菲律宾蛤仔

#M*:./'-7+-9.;.--.3'(*>$血清凝集素 #J-'$具

有调理素的功能"病原菌经 J-'处理后"血细胞

对细菌的吞噬作用明显增强
*/8 6/7+

) 实验表明凡

纳滨对虾血细胞在重组 -7型凝集素作用下血细

胞数量(存活率明显下降"吞噬率显著升高"血细

胞胞吐酚氧化酶活力在 / <42 W 内呈峰值变化"

于 : W 时达到最大值"而抗菌(溶菌活力与对照组

无显著差异) 这说明重组 -7型凝集素能激活凡

纳滨对虾血细胞酚氧化酶原系统"增强血细胞的

吞噬作用"而对抗菌(溶菌免疫指标无影响"这与

上述研究结果基本一致) 由此认为甲壳动物凝集

素不仅具有免疫识别和凝集作用"而且还能激活

酚氧化酶原系统"由于血细胞酚氧化酶原系统可

被多种因子 #入侵病原(环境胁迫等$激活"但不

同方式激活的酚氧化酶免疫作用也不相同
*/0 694+

"

如凝集素
(

酚氧化酶
(

增强吞噬作用"而与病原

入侵
(

酚氧化酶
(

增强吞噬(抗菌和溶菌活力表

现出不同的免疫作用"因此"甲壳动物凝集素具有

重要的免疫防御作用"其免疫作用机制尚需进一

步研究)
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