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摘要! 研究拟通过分析对虾 -型凝集素的活性特点!探讨其在对虾先天免疫应答过程中的潜

在功能以及在养殖生产实践中的应用" 实验利用原核表达系统对中国明对虾 -7型凝集素基

因的两个串联的糖识别结构域#2:?J/I@B?:3>?>2/EC;3;/C B/9:;C!-$4$进行了重组表达!并通

过纯化复性获得了重组目的蛋白#?(20>23;C7-$41 和 ?(20>23;C7-$43$" 活性分析结果显示!重

组目的蛋白对多种病原菌有凝集和抑制生长的作用!并且具有 -:

3 A依赖活性&其凝集活性可

被半乳糖%肽聚糖%脂多糖等多种病原相关分子模式所抑制!研究结果证实!N'1,'.") 是一种典

型的 -7型凝集素!它可能作为中国明对虾先天免疫中重要的模式识别受体!在一定程度上参

与了机体应答病原微生物的防御过程"

关键词! 中国明对虾& -7型凝集素& 糖识别结构域& 先天免疫& 重组表达& 凝菌& 抑菌活性
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44近年来"对虾疾病的频发给对虾养殖业带来

了巨大的经济损失"对其免疫机制的深入理解并

逐步应用于生产实践是解决病害问题的关键"到

目前为止"在对虾免疫系统的组成%特点及免疫防

御的作用机理等方面还有很多问题亟待深入研

究( 无脊椎动物缺乏完善的适应性免疫系统"必

须依赖特定的先天免疫防御机制#如体液免疫和

细胞免疫$来抵御外界各种入侵微生物"因此甲

壳动物免疫系统中首要的一点就是非己识别机

制( 随着病原体不断地进化突变"先天性免疫识

别的有效性依然强大"主要是因为无脊椎动物依

靠模式识别受体 # D:33>?C ?>2/EC;3;/C ?>2>D3/?"

6$$$识别入侵微生物表面存在的高度保守的糖

分子结构"这些微生物所特有而宿主不会产生的

分子结构被称为病原相关分子模式 # D:3I/E>C

:AA/2;:3>B 9/0>2=0:?D:33>?C"6&H6$"它们主要包

括脂多糖%肽聚糖%葡聚糖%甘露糖和半乳糖等(

6$$通过识别 6&H6来识别*非我+"识别过程完

成后"通过激活存在于体液中的蛋白酶或细胞内

的信号途经而引起细胞或体液免疫反应"效应细

胞不需增殖而是通过免疫信号传导"激活了吞噬

作用%黑化级联反应%凝血级联反应%抗菌肽合成

等多种免疫应答反应"最终达到消灭和清除入侵

病原微生物的目的
&1 53'

"所以 6$$是众多免疫过

程的起始因子( 近年来越来越多的模式识别受体

在无脊椎动物中被发现"主要包括肽聚糖识别蛋

白#6F$6A$%革兰氏阴性菌结合蛋白 #F%86A$%

含硫酯键蛋白 #M,6A$%清除受体 #*-6A$%M/007

0;L>受体 #M'$A$%硫依赖型凝集素 #F&',A$和

-7型凝集素#-M'A$

&/ 56'

( 凝集素在先天免疫中

是一类重要的模式识别受体"其作用类似于脊椎

动物的抗体"主要分为 -型%*型和 6型 / 个家

族"其中 -型凝集素在免疫系统中起到了关键作

用"该类凝集素主要包括 -$4结构域%二硫键%钙
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离子和糖的结合位点等一些重要结构(

对 -7型凝集素结构的研究大部分来自脊椎

动物"研究发现其主要功能包括!通过调理作用"

参与非己免疫识别和对微生物的凝集吞噬作用)

介导细胞的粘附%迁移和细胞间相互作用)促进血

细胞活化"从而诱导血细胞中各种酶类释放)参与

止血%凝固%物质运输及创伤修复等一系列作用以

及引发 0>23;C 补体途经的激活等
&0 58'

( 哺乳动物

中的大量研究证实"A>0>23;C 的主要作用是介导细

胞粘附和迁移
&;'

)2/00>23;CA的主要作用是参与先

天的%非抗体介导的免疫防御系统
&9 512'

"在应答

感染的一线防御中发挥着重要作用"目前已经在

哺乳动物中克隆并鉴定出了 162 种 -型凝集

素
&11'

( 因为凝集素能够与碳水化合物结合并且促

进不同细胞#细菌和其它入侵病原体$的凝集"所

以在无脊椎动物非己识别反应中具有非常重要的

作用
&13'

( 在一些无脊椎动物如海胆
&1/'

"海参
&17'

"

被膜动物
&16'

"藤壶
&10'

和昆虫
&18 51;'

中已有关于 -

型凝集素报道( 但无脊椎动物的 -型凝集素的结

构中一般只有一个 -$4"其作用推测可能是取代

了脊椎动物免疫系统中免疫球蛋白的作用"这对于

缺少免疫球蛋白和补体途径的无脊椎动物来说"在

其免疫系统中无疑是至关重要的( 近些年"对无脊

椎动 -7型凝集素的研究有了进一步发展"早期对

于虾类 0>23;CA的研究主要集中在分离纯化和特征

研究 上
&19 531'

) 322/ 年" 在 斑 节 对 虾 # G,)&,23

:*)*0*)$中报道了一个含有 -$4结构域的蛋白

69&."它具有一定的病毒抗性
&33'

( 目前"在对虾

中围绕-型凝集素已陆续有一些报道"凡纳滨对虾

#C".*!,)&,23F&))&:,"$中的 -型凝集素 'N-M'1

和 'N'>2分别具有抗病毒活力和凝集活性
&3/ 537'

)

在中国明对虾#N,)),+*!,)&,23'/"),)3,$肝胰腺中

也获得了多个 -7型凝集素基因"发现其具有一定

抗菌活力和病毒结合活性
&36 530'

(

本实验室在前期工作中从中国明对虾血细胞

中克 隆 获 得 一 个 典 型 的 -7型 凝 集 素 基 因

#N'1,'.")$"细菌或病毒#W**.$刺激后该基因在

血细胞中的表达量会显著上调
&38'

( 本研究在前

期工作基础上"对该 -7型凝集素基因的两个 -$4

结构域分别进行了重组表达分析"并研究了其潜

在的生物活性和功能"希望对模式识别受体%信号

传导通路以及宿主与病原相互识别和作用的免疫

应答机制研究提供参考"并为对虾的病害防治和

健康养殖提供借鉴(

14材料与方法

!"!#实验材料

实验动物!菌株!质粒44中国明对虾#体长

; =12 29$购买于天津市神堂水产育苗养殖有限公

司"实验前在水族箱中充气暂养 8 B"使其适应实验

室内的养殖环境)菌株 M"612(.为本实验室保存"

表达宿主菌 8'31#4,/$ D0@A*感受态细胞购于北

京市天根生化科技有限公司)实验中所用到的致病

菌#鳗弧菌%哈维氏弧菌%金黄色葡萄球菌%枯草芽

孢杆菌%苏云金芽孢杆菌%酵母菌%白色念珠菌$由

天津市水产养殖病害防治中心提供)克隆载体

DH41;7M购自 M:G:$:公司"表达载体 D,M731:

# A$由中国科学院海洋研究所宋林生研究员馈赠(

实验试剂44M$)P/0总 $%&提取试剂盒

#)CN;3?/E>C$)限制性核酸内切酶%M

7

4%&连接

酶%4%& 9:?L>?#M:G:$:$)质粒提取试剂盒及

4%&凝胶纯化试剂盒%%7乙酰747葡萄糖胺 #%7

&2>3@0747E0=2/A:9;C>$%47甘露糖 #479:CC/A>$%

47果糖#47Q?=23/A>$%47葡萄糖#47E0=2/A>$%47半

乳糖 # 47E:0:23/A>$% 蔗 糖 # A=>?/A>$% 海 藻 糖

#3?>I:0/A>$%4&6)#上海生工$)%7乙酰747半乳糖

胺#%7&2>3@0747E:0:23/A:9;C>$和 %7乙酰747葡萄

糖 胺 # %7&2>3@0747E0=2/A:9;C>$% 肽 聚 糖

#D>D3;B/E0@2:C Q?/9 H;2?/2/22=A0=3>=A$%脂多糖

#';D/D/0@A:22I:?;B>AQ?/9 73'/,+"'/"& '*1"266!

86$#*;E9:$)蛋白 9:?L>?#(>?9>C3:A$)其它试剂

均为国产或进口分析纯产品(

实验仪器44梯度 6-$仪 #8;/7$:B$)微量

核酸蛋白测定仪#8;/7$:B$)恒温培养箱#上海博

讯实业有限公司医疗设备厂$)快速蛋白液相系

统#8;/'/E;24=/(0/U"8;/7$:B$)台式冷冻离心

机#,DD>CB/?Q$)荧光显微镜#%;L/C$(

!"$#总 =G9的提取及第一链 DBG9的合成

从健康的中国明对虾第一腹节基部腹血窦抽

取血淋巴"经离心获得血细胞"参照 M$)P/0说明

书的方法提取血细胞总 $%&"提取的总 $%&经

琼脂糖凝胶电泳与微量核酸蛋白测定仪进行定性

和定量检测" 5;2 T保存备用( 以 3

$

'血细胞

总 $%&为反转录模板"D/0@#M$引物#&"'6!6R7

FF--&-F-FM-F&-M&FM&-#M$10 #&5-5F$7

/R$为反转录引物"合成第一链 24%&(
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12 期 刘逸尘"等!中国明对虾 -7型凝集素基因#N'1,'.")$的重组表达及活性分析 44

!"7#:'30'6"8<?=B! 和 :'30'6"8<?=B$ 的表达和

纯化

表达载体的构建4 4根据前期研究中的

N'1,'.") 序列 #F>C8:CL 注册号! &X;81382 $ 和

D,M731:# A$表达载体序列特征"设计原核表达

引物 N'1,'.")7(/ # 6R7-&M&MFMF-MM-M&M-MF7

&F-&-F7/R$%N'1,'.")7(7 #6R7-&M&MFMFM---7

&&&--MMM-&M-7/R$ 和 N'1,'.")7$/ # 6R7&&F-7

MMMM&M-&FMFFMFFMFFMFFMFFMF-M-F-7

&F&-F&&FMF7/R$"上游引物 6R端含 O0,

"

酶切位

点"下游引物 6R端含 @")0

'

酶切位点( 以血细胞

24%&为模板进行 6-$反应"分别扩增其基因成熟

肽区域中的两个结构域( 将 6-$产物纯化后与克

隆载体 DH41;7M连接"将阳性克隆进行测序( 将测

序正确的阳性克隆的质粒与表达载体质粒 D,M731:

# A$同时用O0,

"

和 @")0

'

进行双酶切"琼脂糖凝胶

电泳回收酶切片段及表达载体质粒"并用 M

7

4%&

连接酶连接"构建重组表达质粒 D,M731:# A$7-$41

和 D,M731:# A$7-$43"转化大肠杆菌 8'31#4,/$

D0@A*感受态细胞"将检测正确的阳性克隆进行测序

#北京华大基因公司$"同时保种待用(

重组蛋白的诱导表达和表达产物的初步分析

44取 1 9'上述保种菌体接入 32 9'新鲜的

'8培养液中 #含 122

$

E59'氨苄青霉素$"/8

T"322 ?59;C 培养至 "4

022 C9

达到 210 =21; 时"

取出 1 9'未诱导的菌液"其余的菌液在 /8 T%

322 ?59;C 条件下以终浓度为 1 99/05'的 )6MF

继续诱导培养 0 I"在 216%1%3%/%7%6 和 0 I 分别

取样 #每次 1 9'$"将收集到的样品在 7 T"

12 222 ?59;C条件下离心 6 9;C"菌泥保存于 532

T待用( 在每个样品中加 122

$

'上样缓冲液#1

9/05'D+ 01; M?;A7+-0" 1S 溴酚蓝" 21167 E

4MM"12S *4*"12S甘油$处理"沸水浴 12 9;C

裂解菌体"将收集到的样品进行 16S *4*76&F,

电泳检测"以确定蛋白的最佳诱导时间(

重组蛋白的分离纯化及复性44将前述保种

菌在 /8 T条件下大量培养至菌体密度达到

"4

022 C9

为 210 =21;"加入终浓度为 1 99/05'的

)6MF诱导培养 6 I 后"7 T条件下 12 222 ?59;C

离心 12 9;C 收集菌体"按 1 E 湿菌体512 9'破碎

缓冲液#1S M?;3/CY7122"3 99/05',4M&$的比

例重悬菌体"在冰浴条件下超声破碎"7 T"12 222

?59;C 离心 12 9;C 收集包涵体)用包涵体洗涤液

#/22 99/05'G-'"62 99/05'G+

3

6"

7

"6 99/05

')9;C:P/0>"1 9/05'#?>:"D+B;12$洗涤 / 次(

上述洗涤获得的包涵体溶于包涵体裂解液 #/22

99/05' G-'" 62 99/05' G+

3

6"

7

" 6 99/05'

)9;C:P/0>"; 9/05'#?>:"D+B;12$"振荡 32 9;C"

7 T条件下 12 222 ?59;C 离心 12 9;C"取上清"应

用快速蛋白液相系统 #8;/'/E;24=/(0/U"8;/7

$:B$"通过固定金属亲和层析#)H&-$和 %;7%M&

技术进行目的蛋白的分离纯化"具体操作按照

8;/7*2:0>H;C;D?/Q:C;3@ )H&-操作手册进行(

分离纯化后的目的蛋白置于处理好的透析袋中"

依次放入含有 ;%0%7%3%1 和 2 9/05'尿素的 M?;A7

+-0缓冲液中#62 99/05'"D+B817$"在 7 T条

件下每一梯度各透析 7 I 进行复性处理"将复性

后的蛋白脱盐后冻干称重"保存于 5;2 T(

胶内酶解与 '-7,*)7H*鉴定44将 *4*7

6&F,胶上的目的条带切下"利用胰蛋白酶进行

胶内酶解"取 36

$

'酶解后的样品进行离子阱质

谱鉴定 #'-K 4,-& Y6

D0=A

H*"MI>?9/(;?9;E:C"

#*&$"利用 8;/U/?LA软件与 *,K#,*M数据库

进行比对分析(

!"> # 重 组 目 的 蛋 白 # );D1,D3*.<?=B! 和

);D1,D3*.<?=B$$的活性分析

重组目的蛋白的病原菌凝集活性分析44参

考 Y= 等
&3;'

的方法略做修改"具体步骤如下!所用

菌种为革兰氏阳性菌#苏云金芽孢杆菌"枯草芽孢

杆菌"金黄色葡萄球菌$"革兰氏阴性菌#鳗弧菌"哈

维氏弧菌"大肠杆菌$"真菌 #酵母菌"白色念珠

菌$( 取 3 9'培养至对数期的菌体按常规方法进

行 4&6)染色"实验组使用 M8*7-:-0

3

缓冲液#62

99/05'M?;A7+-0"122 99/05'%:-0"12 99/05'

-:-0

3

"D+B816$重悬菌体"使其浓度达到 316 <12

9

个59'"取 12

$

'菌悬液与 36

$

'重组目的蛋白

#1316 =322

$

E59'"溶于 M8*7-:-0

3

缓冲液$混

匀"每个浓度设置 / 个平行实验( 对照组取 12

$

'

与 36

$

'8*&溶液#322

$

E59'"溶于 M8*7-:-0

3

缓冲液$混匀"室温下孵育 1 I 后"取 12

$

'荧光镜

检( 钙离子依赖实验中使用 M8*7,4M&缓冲液

#62 99/05'M?;A7+-0"122 99/05'%:-0"7 99/05

',4M&"D+B816$重悬菌体至 316 <12

9

个59'"取

12

$

'菌悬液与 36

$

'重组蛋白#1316 =322

$

E5

9'"溶于 M8*缓冲液 62 99/05'M?;A7+-0"122

99/05'%:-0"D+B816$混匀"每个浓度设置 / 个

6971
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平行实验"室温下孵育 1 I 后"取 12

$

'荧光镜检(

重组目的蛋白的糖结合活性分析44重组蛋

白的糖特异性结合性质可以通过分析抑制凝集效

果得到( 参考 Y= 等
&3;'

的方法略做修改"具体步

骤如下!将 12

$

'重组目的蛋白 #终浓度为 322

$

E59'$%12

$

'用 M8*7-:

3 A

溶液梯度稀释的不

同糖类#单糖终浓度为 62 =722

$

9/05'"肽聚糖

终浓度为 122 =/22

$

E59'"脂多糖终浓度为

1316 =362

$

E59'$分别混匀"每个浓度设置 / 个

平行实验"室温孵育 76 9;C"加入 12

$

'4&6)标

记的大肠杆菌#316 <12

9

个59'$混匀后孵育 76

9;C"荧光镜检"通过重组目的蛋白对大肠杆菌的

抑凝效果分析其糖结合活性(

重组目的蛋白的抑菌活性分析44采用液体

生长方法检测 ?(20>23;C7-$41 和 ?(20>23;C7-$43

的 最 小 抑 菌 浓 度 # 9;C;9=9 ;CI;J;3/?@

2/C2>C3?:3;/C"H)-$

&39'

"各菌株在液体培养基中

培养过夜"用培养基稀释其浓度至 "4

022

为 21221

左右"在 90 孔板中每孔加入 62

$

'梯度稀释的重

组目的蛋白 #终浓度 21036 =102

$

9/05'$和 62

$

'的测试菌"总体积为 122

$

'"每个浓度设置 /

个平行实验( 在 /8 T下培养 1; =37 I"酶标仪测

定 "4

696

来确定 H)-"对照组为 62

$

'菌液与 62

$

'M?;A7+-0缓冲液的混合溶液(

34结果

$"!#重组蛋白的表达与纯化

结构域 (20>23;C7-$41 和 (20>23;C7-$43 的扩

增及其重组表达载体的构建44根据 N'1,'.") 的

24%&序列设计带有酶切位点的引物"以对虾血

细胞 24%&为模板进行 6-$扩增"获得含有其

-$4A的目的片段"回收片段"经测序验证正确

后"将其连入表达载体 D>331:后转化耐受毒物的

表达宿主菌 8'31 #4,/$ D0@A*感受态细胞"重组

载体测序结果表明载体构建成功(

重组蛋白的诱导表达和表达产物的初步分析

44经 )6MF诱导后"利用 *4*76&F,检测重组蛋

白的表达"结果发现!宿主菌的蛋白表达图谱发生了

变化"在预期分子量 1;17 L= 和 1717 L= 的位置分别

出现了特异的蛋白谱带"该蛋白的表达量与诱导时

间显著相关"伴随诱导时间的延长"蛋白表达量显著

增加"诱导到 6 I 后表达量达到平台期"继续培养"目

的蛋白表达量相对稳定"不再显著增加"所以可以推

断这两条蛋白谱带就是重组目的蛋白( 由于重组蛋

白带有一个组氨酸标签#7H$F*++++++FH7$"所

以分子量略大于其预测的理论分子量( 通过凝胶扫

描系统分析发现"这两条蛋白谱带的表达量分别占

到了宿主菌总蛋白含量的 /2S左右(

重组蛋白的纯化与复性44利用 %;7)4&技

术对超声波破碎菌体中的重组蛋白分别进行分离

纯化"电泳检测显示在 1717 L= 和 1;17 L= 位置各

有一条单一主带#图 1$"这与预期结果一致( 纯

化的目的蛋白复性后得率约为 217 E5'(

图 !#重组目的蛋白经 @(%:诱导前后及

纯化后的 WBW<(9:K检测结果

泳道 11标准蛋白 H:?L>?)泳道 31未经 )6MF诱导的含 -$41

质粒的宿主菌中表达的蛋白)泳道 /1经 )6MF诱导的含 -$41

质粒的宿主菌中表达的蛋白)泳道 71纯化后的重组 N'1,'.")7

-$41 蛋白)泳道 61未经 )6MF诱导的含 -$43 质粒的宿主菌

中表达的蛋白)泳道 01经 )6MF诱导的含 -$43 质粒的宿主

菌中表达的蛋白)泳道 81纯化后的重组 N'1,'.")7-$43 蛋白(

;*8"!#K56),--*0.&.26C)*E*D&3*0.0E

34,3&)8,3EC-*0.6)03,*.

':C>11D?/3>;C 9/0>2=0:?U>;EI3# L= $ 9:?L>?) ':C>312?=B>

><3?:23Q?/98'31#4,/$D'@A*#3I>><D?>AA;/C N>23/?=C;CB=2>B)

-$41$) ':C>/12?=B>><3?:23Q?/9 8'31 #4,/ $ D'@A*# 3I>

><D?>AA;/C N>23/?;CB=2>B U;3I )6MF) -$41 $) ':C>713I>

D=?;Q;>B ?(20>23;C7-$41) ':C>612?=B>><3?:23Q?/98'31#4,/$

D'@A*#3I>><D?>AA;/C N>23/?=C;CB=2>B) -$43$) ':C>012?=B>

><3?:23Q?/9 8'31 #4,/ $ D'@A*#3I>><D?>AA;/C N>23/?;CB=2>B

U;3I )6MF) -$43$) ':C>813I>D=?;Q;>B ?(20>23;C7-$431

44质谱鉴定结果44为了验证上述蛋白谱带就

是重组目的蛋白"对蛋白谱带进行了胶内酶解和

'-7,*)7H*质谱分析鉴定"用 8;/U/?LA软件与

*,K#,*M数据库进行比对后发现"所切下的两

个重组蛋白谱带分别各有一个肽段与中国明对虾

-7型凝集素基因的推导氨基酸序列完全匹配"序

列分 别 为7&K4W*,MK644XFFF,4-',)$7和7

,-(+'*MM&'*W%&&$7#图 3 $( 由 此 可 以 判

定"上述蛋白条带即为重组表达的目的蛋白

#?(20>23;C7-$41 和 ?(20>23;C7-$43$"中国明对虾
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N'1,'.") 的结构域成功地获得了体外重组表达(

$"$#重组蛋白的活性分析

重组目的蛋白的病原菌凝集活性分析44通

过 4&6)染 色 发 现"在 -:

3 A

存 在 的 条 件 下"

?(20>23;C7-$41 和 ?(20>23;C7-$43 均可以凝集苏云

金芽孢杆菌#FA$%哈维氏弧菌和大肠杆菌#F5$

以及酵母菌和白色念珠菌#真菌$"此外后者还可

以凝集金黄色葡萄球菌 #FA$ #表1和图/ $ (重

图 $#重组目的蛋白#);D1,D3*.<?=B! 和 );D1,D3*.<?=B$$中与中国明对虾 ?型凝集素相匹配肽段的二级质谱图

#:$和# J$分别为两个肽段7&K4W*,MK644XFFF,4-',)$7和7,-(+'*MM&'*W%&&$7的匹配分析结果(

;*8"$#?4&)&D3,)*-3*D-6,D3)C+ 0E34,+&3D4,26,63*2,E)&8+,.3-E)0+ );D1,D3*.<?=B! &.2

);D1,D3*.<?=B$ L*34?3M6,1,D3*.0E:,'-"8089"9

#:$ :CB # J$ AI/U>B 3I>AD>23?=9A/Q9:32I>B D>D3;B>Q?:E9>C3A#7&K4W*,MK644XFFF,4-',)$7:CB7,-(+'*MM&'*W%&&$7$ "

?>AD>23;N>0@1MI>:JA2;AA:?>D?>A>C3A3I>C=20>:?9:AA?:3;/) 3I>/?B;C:3>:<;A?>D?>A>C3A3I>;/C;2A3?>CE3I1

图 7#重组目的蛋白对不同病原菌的凝集活性分析

;*8"7#(&3408,.-&881C3*.&3*.8 &D3*/*3M 0E);D1,D3*.<?=B! &.2);D1,D3*.<?=B$ 6)03,*.-
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表 !#重组目的蛋白对不同病原菌的

凝集活性及最小凝菌浓度

%&'"!#(&3408,.-&881C3*.&3*.8 &D3*/*3M 0E

);D1,D3*.?=B! &.2?=B$ 6)03,*.-

菌株

9;2?//?E:C;A9

受试范围内最小凝菌浓度5#

$

E59'$

?(20>23;C7-$41 ?(20>23;C7-$43

革兰氏阳性菌 :[

苏云金芽孢杆菌

%&'"1123./2+"#",)3"3

322 1316

金黄色葡萄球菌

8.&!/$1*'*''23&2+,23

%& %&

枯草芽孢杆菌

%&'"112332?."1"3

%& 122

革兰氏阴性菌 :\

大肠杆菌 M"612(.

73'/,+"'/"& '*1"

1316 1316

鳗弧菌 E"?+"* &)#2"11&+2: %& %&

哈维氏弧菌 E"?+"* /&+F,$" 1316 1316

真菌

酿酒酵母

8&''/&+*:$',3',+,F"3"&,

1316 1316

白色念珠菌

-&)0"0& &1?"'&)3

1316 ' 1316

注!%&1在重组目的蛋白最大检测浓度条件下 #322

$

E59'$ "仍

不发生细菌凝集作用(

%/3>A!%&1$>2/9J;C:C3D?/3>;C 2/=0B C/3:EE0=3;C:3>J:23>?;:=CB>?

3I>9:<;9=9 B>3>23:J0>2/C2>C3?:3;/C#322

$

E 59'$1

组目的蛋白在 -:

3 A

不存在的条件下没有凝集活

性( 对 ?(20>23;C7-$41 和 ?(20>23;C7-$43 的凝集

活性比较后发现"后者对细菌的凝集活性更强"在

较低浓度时即对细菌表现出较强的凝集活性(

重组目的蛋白的糖结合活性分析44通过研

究糖结合分析前后"?(20>23;C7-$41 和 ?(20>23;C7

-$43 对大肠杆菌凝集活性变化来探讨重组目的

蛋白的糖结合活性"分析结果如表 3 所示(

重组目的蛋白的抑菌活性分析44本研究利

用液体生长方法检测 ?(20>23;C7-$41 和 ?(20>23;C7

-$43 对不同病原菌的最小抑菌浓度 #H)-$"研

究结果发现这两个目的蛋白对苏云金芽孢杆菌

# %&'"1123 ./2+"#",)3"3$% 金 黄 色 葡 萄 球 菌

#8.&!/$1*'*''23&2+,23$%枯草芽孢杆菌#%&'"1123

32?."1"3$的生长有显著抑制作用#G@2126$"同时

也抑制大肠杆菌 M"612(.#73'/,+"'/"& '*1"$和真

菌的生长 #G@2126$( ?(20>23;C7-$43 的抑菌活

性比 ?(20>23;C7-$41 高"特别是对革兰氏阴性菌

和真菌的生长有明显抑制效果"最小抑菌浓度为

1316 =72

$

9/05'#表 /$(

表 $#重组目的蛋白的糖结合活性分析

%&'"$#?&)'04M2)&3,-),D08.*3*0.&D3*/*3M 0E

);D1,D3*.?=B! &.2?=B$ 6)03,*.-

糖

2:?J/I@B?:3>A

受试范围内最小抑制浓度

?(20>23;C7-$41 ?(20>23;C7-$43

47甘露糖 479:CC/A> %& 722 99/05'

47果糖 47Q?=23/A> %& C722 99/05'

47葡萄糖 47E0=2/A> C722 99/05' C722 99/05'

47半乳糖 47E:0:23/A> 322 99/05' C722 99/05'

%7乙酰747甘露糖

%7&2>3@07479:CC/A:9;C>

%& %&

%7乙酰747半乳糖胺

%7&2>3@0747E:0:23/A:9;C>

%& 722 99/05'

%7乙酰747葡萄糖胺

%7&2>3@0747E0=2/A:9;C>

%& %&

蔗糖 A=2?/A> %& %&

麦芽糖 9:03/A> %& %&

海藻糖 3?>I:0/A> %& %&

肽聚糖 D>D3;B/E0@2:C %& 122

$

E59'

脂多糖 '6* /1136

$

E59' 362

$

E59'

注!%&1在 C722 99/05'条件下"仍无法抑制细菌凝集作用(

%/3>A! %&1$>2/9J;C:C3D?/3>;C 2/=0B C/3;CI;J;33I>J:23>?;:0

:EE0=3;C:3;/C =CB>?3I>9:<;9=9 B>3>23:J0>2/C2>C3?:3;/C # C722

99/05'$1

表 7#重组目的蛋白对主要病原菌的

抑菌活性及最小抑菌浓度#J@?$

%&'"7#9.3*+*D)0'*&1&D3*/*3M &.2J@?0E

);D1,D3*.?=B! &.2?=B$ 6)03,*.-

菌株

9;2?//?E:C;A9

受试范围内最小抑菌浓度5#

$

9/05'$

?(20>23;C7-$41 ?(20>23;C7-$43

革兰氏阳性菌 :[

苏云金芽孢杆菌

%&'"1123./2+"#",)3"3

32 32

金黄色葡萄球菌

8.&!/$1*'*''23&2+,23

162 1316

枯草芽孢杆菌

%&'"112332?."1"3

32 72

革兰氏阴性菌 :\

大肠杆菌 M"612(.

73'/,+"'/"& '*1"

316 72

鳗弧菌 E"?+"* &)#2"11&+2: %& 72

哈维氏弧菌 E"?+"* /&+F,$" %& 72

真菌

酿酒酵母

8&''/&+*:$',3',+,F"3"&,

%& 1316

白色念珠菌

-&)0"0& &1?"'&)3

1316 1316

注!%&1在重组目的蛋白最大检测浓度为 102

$

9/05'条件下"仍

没有抑菌作用(

%/3>A!%&1$>2/9J;C:C3D?/3>;CAI:N>C/3:C3;9;2?/J;:0:23;N;3@

=CB>?3I>9:<;9=9 B>3>23:J0>2/C2>C3?:3;/C#102

$

9/05'$1
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/4讨论

-7型凝集素广泛存在于脊椎动物和无脊椎动

物中"对细胞表面的寡糖表现出重要的识别机制"

行使了一系列重要的生理功能( 作为模式识别受

体"可以通过识别微生物细胞壁的糖成分 #病原

相关分子模式$而启动机体下游的免疫应答途

径"因此在先天免疫过程中发挥着重要的作用!包

括通过调理作用"参与免疫识别和对微生物的凝

集吞噬作用)介导细胞的粘附%迁移和细胞间相互

作用)促进血细胞活化"从而诱导血细胞中各种酶

类释放)参与止血%凝固%物质运输及创伤修复等

一系列作用)引发 0>23;C 补体途经的激活等( 此

外凝集素还参与了针对病原微生物的直接一线防

御
&/2'

"细胞运输"免疫调节和自身免疫的预防等

过程
&/1'

( 所以 -7型凝集素在先天免疫中是模式

识别受体的主要参与者"其作用类似于脊椎动物

的抗体(

狭义上的 -型凝集素指的是一类钙离子依

赖型糖识别动物凝集素( 但是在随后的生物化学

和基因序列结构分析中发现"此类蛋白的凝集活

性均来自一类统一的功能结构域"称为糖识别结

构域"其活性需要 -:

3 A

的存在"该结构域通过识

别病原微生物细胞壁表面的多糖成分#病原相关

分子模式"6&H6$而达到识别病原的目的( 所有

-型凝集素均含有该结构域"而其他类型的凝集

素却没有"并且其在脊椎动物和无脊椎动物中都

相当保守"所以本研究单独克隆了 N'1,'.") 的两

个结构域进行活性和功能的研究( -7型凝集素可

能含有一个或多个功能结构域#-$4$"-$4作为

识别碳水化合物的结构域在 -:

3 A

的存在下起到

了介导糖结合的功能
&/3'

"因此许多含有 -$4的

分子#-7型凝集素"凝结因子结合蛋白")E,(2受

体和 %G细胞受体等$都和免疫相关
&//'

(

大多数 -7型凝集素是钙离子依赖性"而且对

二价鳌合剂十分敏感"来自斑节对虾的 -型凝集

素 69'>2也是钙离子依赖性的
&/7'

( 细菌凝集实

验显示克隆的到得 -型凝集素的两个 -$4也是

-:

3 A

依赖性的"在一定 -:

3 A

存在的条件下"-$41

和 -$43 可以凝集多种革兰氏阴性菌%阳性菌和

真菌"结果显示和 -$41 比较"-$43 可凝集的细

菌种类较多"凝结细菌所需最小浓度也较低"说明

-$43 比 -$41 有更强的凝集细菌的能力( 两个

-$4结构域凝集细菌的种类和所需最小浓度不

同"说明两个结构域在无脊椎动物先天免疫应答

过程中所执行的功能不同"可以同时凝集不同的

细菌"从而加强机体的免疫反应"这在一定程度上

反映了 -型凝集素基因可能不仅参与调控对虾

机体的免疫识别过程"同时还作为终端效应物直

接作用于病原菌"从而保护机体免受病原微生物

等的侵害( 目前已报道的不同物种来源的 -型

凝集素大多含有多个串联的 -$4结构域"因其序

列和结构特征不同"往往执行着不同的功能"多个

结构域同时发挥作用赋予了 -型凝集素多重

功能(

本研究通过分析目的蛋白的糖结合活性可推

断其可能识别的病原微生物( 为了研究可以与重

组蛋白特异性结合的糖的种类设计了糖特异性结

合实验( 糖特异性结合能力与抑制凝集的能力相

关"能抑制凝集所需糖的浓度越低"说明重组蛋白

与此种糖的结合能力越强( 实验结果显示"-$41

可以特异性的结合半乳糖#322 99/05'$( 此外"

较高浓度的 47葡萄糖与目的蛋白孵育后有抑制

细菌凝集的作用"低浓度的脂多糖#'6*$与目的

蛋白孵育后就有较明显的抑制细菌凝集效果( 与

-$41 相比 -$43 显示了更强的与糖类结合的能

力"高浓度下可以特异性结合多种单糖"包括 47

甘露糖"47葡萄糖"47半乳糖"%7乙酰747半乳糖

胺"表明重组目的蛋白不仅可以结合半乳糖而且

可以特异性结合半乳糖的衍生物( 此外"-$43

对脂多糖和肽聚糖均有结合作用"进一步说明

-$4作为模式识别受体通过识别细菌表面糖蛋

白使细菌发生凝集作用( -$41 和 -$43 可以凝

集不同的细菌并且特异性结合不同的糖类"这充

分说明了两个结构域是相互协作发挥作用( 对虾

中有许多 -7型凝集素有类似的作用"例如 69'>2

的凝集活性可以被 '6*所抑制
&/7'

"(2'>23 可以

特异性的识别 '6*"肽聚糖和脂磷壁酸
&/6'

(

-7型凝集素的功能有多种"许多 -7型凝集素

有抑菌活性"可以作为一线防御应答效应物发挥

作用( 蛇毒 -型凝集素表现出抗革兰氏阴性菌

和革兰氏阳性菌的活性
&/0'

"本实验中的重组蛋白

-$41 和 -$43 有很显著的抗菌活性"-$41 对革

兰氏阳性菌抗性很高"但是可以抑制的革兰氏阴

性菌种类较少"同时可以抑制真菌中白色念珠菌

的生长( -$43 比 -$41 可以抑制的革兰氏阴性
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菌种类较多"并可以抑制真菌中的白色念珠菌和

酵母菌的生长( 实验结果表明"-7型凝集素不仅

可以作为识别 6&H6的模式识别受体"在宿主对

病原的免疫识别过程中发挥作用"同时也可以作

为先天免疫应答调控通路的终端效应物"直接通

过调理作用促进血细胞对病原微生物进行凝集%

吞噬和杀灭"这为将该蛋白产物作为抗生素替代

物应用于养殖生产实践奠定了理论基础( 本实验

从中国明对虾血细胞中克隆获得了一个 -7型凝

集素基因"并对其两个结构域进行了原核重组表

达和活性%功能分析"探讨了其在对虾先天免疫过

程中的可能作用"进一步对其在抗病毒免疫应答

过程中的作用研究正在进行中"这些工作能为探

索对虾 -7型凝集素精确的生物功能提供有用的

信息"并为深入了解甲壳动物免疫应答机制和开

展对虾病害防治研究提供理论参考(
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