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唾液酸专一性凝集素的研究进展
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国家重点基础研究发展规划项目

虾贝类的免疫反应特征及调节
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人们是在近 来对凝集素

进行广泛的研究的 在我国 则是

在 年代中期以后 ∀而由于人们

对无脊椎动物免疫学的认识普遍

肤浅 制约了对其凝集素的研究

但是作为一种重要的体液免疫因

子人们又迫切需要了解和利用它

的功能 ∀例如 人们在进行重要的

水产经济动物中国对虾的免疫功

能研究时发现 用弧菌诱导过的中

国对虾 凝集素凝集活力明显增

高 而在已发病的病虾体中的凝集

素活力下降 ≈ ∀这一升一降说明

凝集素在对虾开始受感染时 发挥

着免疫防御作用 而当对虾已发病

时 会随着整个免疫系统功能的下

降而下降 ∀这都说明凝集素与对虾

的免疫防御有着密切的关系 ∀

凝集素作为一种免疫活性蛋

白 和 ≥ 年报道

凝集素是一类拥有专一性受体的

识别因子 它们通过与糖蛋白或糖

脂相互作用凝集细胞或沉淀糖缀

合物的碳水化合物结合蛋白或糖

蛋白 ∀ 年的研究表

明它在调理细胞吞噬 ! 宿主 2病原

相互识别 !淋巴细胞导航方面发挥

着重大的作用 ∀凝集素的这种专一

性识别类似于脊椎动物的免疫球蛋

白 由此可以推测在缺乏免疫球蛋白

的无脊椎动物体内 是依赖凝集素

完成抗原与防御系统的识别的 ∀

随着人们对凝集素的深入研

究 它的作用不再局限于动物免疫

功能中 ∀医学上也在开发利用凝集

素的专一特性 ≈ ∀

唾液酸专一性凝集素就是这

方面的很好的例子 ∀人们从海洋动

物体中提取的唾液酸专一性凝集

素可以专一性地识别癌细胞 因为

只有癌细胞中有唾液酸的羟基乙

酰化的产物 ∀这对于癌症的治疗和

诊断有着重要的意义 ∀

唾液酸几乎分布在所有节肢

动物和软体动物体内 是一个包含

有 多种九碳糖的家族 是从 2

乙酰神经氨酸演化生成而来 2乙

酰神经氨酸是一种最广泛分布的

被取代的天然糖类 ∀ 结构的不同

是由于亚基在第 碳处而

不同 如图 ∀唾液酸的氨基基团

会由于乙酰基或糖基集团作用而

酰基化 ∀它的一个或多个羟基集团

会被乙酰基 !乳酰基 !硫酸 !磷酸基

团酯化 ∀唾液酸的羟基乙酰化是随

着细胞环境中其他变化而进行

的 ∀羟基乙酰化会影响糖缀合物分

解作用中的酶反应 它会减弱或抑

制细菌和病毒的唾液酸酶 从而改

变它们的免疫潜在力 ∀唾液酸糖蛋

白和糖脂在正常和变形细胞的生

理功能上有非常重要的作用 ∀在异

化作用中乙酰化的程度也会发生

变化 ∀

本文希望通过对唾液酸专一

性凝集素的研究方法的阐述 介绍

一下有关凝集素的提取 !检测等方

面的研究方法以及它可能的免疫

作用方式 希望对国内凝集素研究

有所帮助 特别是对海洋水产动物

凝集素的免疫功能的研究有所帮

助 ∀

唾液酸专一性凝集素在

海洋水产动物中的分布

海洋动物中广泛存在着凝集

素 无论是在海藻 ! 海洋无脊椎动

物还是海洋脊椎动物中都有过报

道 ∀而在提取纯化出的唾液酸专一

图 唾液酸结构
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性凝集素中 来源于海洋水产动物

的占很大一部分 ∀

∏ 是一种已经成为商品

的唾液酸凝集素 它是从鲎血淋巴

中提纯出来的 ∀凝集素最早也是在

鲎血清中发现的 现已有多种鲎的

凝集素被提纯出来 包括美国鲎 !

印度鲎 !日本鲎 ∀节肢动物门中的

甲壳纲中也有多种凝集素被纯化

例如 斑节对虾 Πεναευσ µον2

οδον !鳌虾 !蟹等 其中在 λιναχαρχι2

νυσ δεπυρατορ
≈ 和锯缘青蟹 Σχψλλα

羟基乙酰化的凝集素被纯

化了出来 ∀ 并且 有学者认为

λιναχαρχινυσ δεπυρατορ中的凝集素是

在肝胰脏中合成的 ≈ ∀ 另外

≤ 等 年对节肢动物门

的昆虫纲也进行了许多研究 ∀

软体动物中也有多种凝集素

被纯化 例如 太平洋牡蛎 Χρα−

σσοστρεα γιγασ 马贻贝 Μοδιολυσ

µοδιολυσ 等 ∀

唾液酸专一性凝集素

的纯化

据 ∞ 等 年报道

由于这些凝集素表现出对唾液酸

的高度亲和性 大部分已知的凝集

素是通过使用唾液酸糖缀合物作

为亲和层析的配体 ∀即将小牛 !羊 !

猪的颌下腺黏蛋白或胎球蛋白偶

联到 ≤ 活化的琼脂糖凝胶

上 ∀也有人将血细胞膜基质作为亲

和层析的配体 将其偶联到柱上 ∀

吸附和洗脱过程则是利用凝集素

在与配体的结合过程中需要 ≤

这一特性来完成的 ∀一般来说 亲

和层析柱先用合适 下的含有

≤ 的缓冲液平衡 上样 洗下未

结合上的蛋白质后再用不含有

≤ 的缓冲液洗脱凝集素 ∀另外

在某些情况下 温度的升高和

的变化会影响凝集素的结合 ∀有些

凝集素就是利用 的改变来进

行洗脱的 ∀当然 也有使用唾液酸

溶液进行洗脱的 ∀例如 ∂

年利用多聚乙酰神经氨酸 2

琼脂糖作为亲和层析柱填料 用

⁄2 洗脱从鳌虾的血淋巴中

纯化出一种凝集素 ∀

凝集素活性的检测方法

一般来说 凝集素的活性是通

过它与动物红细胞凝集反应的效

价来测定的 这种方法很简单 !易

行 ∀首先 将凝集素放在血凝板上

进行倍比稀释 然后逐一添加适当

体积 动物红细胞悬液 在室温

下放置 ∗ 后观察 以能产生可

见凝集的凝集素最大稀释度的倒

数作为凝集素的效价 ∀亦可用分光

光度法测定 根据血球下沉的速度

与凝集素浓度存在比例关系 凝集

素与血球反应一定时间后 在

处测吸光值 测定未下沉细胞

悬液的光吸收 以光吸收值计算凝

集素的凝集活力 ∀但是这两种方法

只能定性地表征它的活性 由于实

验操作等人为因素的影响 往往造

成实验结果的偏差 ∀

ƒ 等 年研究出一种

用 °∞ 定量测定凝集素与糖

蛋白结合的方法 ∀唾液酸与含

标记的胎球蛋白作用形成凝集素 2

糖蛋白复合物 然后加入 °∞

以稳定结合复合物 测定沉淀

复合物的放射强度即可定量测定

凝集素与糖蛋白的结合专一性

了 ∀这种方法的灵敏度较高 可以

检测到 凝集素 ∀

另外 还可以通过物理化学的

方法 如 分光荧光测定法 !旋光分

光法和沉淀反应等 测定凝集素的

糖结合常数 ∀但是仅有几种凝集素

的结合常数已知 ∀

唾液酸专一性凝集素

的大分子特性

大部分唾液酸专一性的凝集

素都有很高的分子量 一般包含几

个分子量在 ∗ ⁄ 的亚基 有

一些甚至包含 ∗ 个亚基 ∀对于

这些亚基的特性以及相互作用以

形成天然蛋白质等方面了解得不

是很多 ∀酸性氨基酸的含量较高似

乎是这些凝集素的普遍特征 ∀其中

约有 的氨基酸是天冬氨酸和

谷氨酸以及它们的酰胺化物 ∀但是

这些凝集素的等电点范围变化是

很大的 如 ∏

∗

出现碱性范围的 值

很可能是因为酸性氨基酸的酰胺

化 ∀大部分的这些凝集素在 ∗

保持稳定以及生物活性也不发生

变化 ∀它们在室温条件下都很稳

定 在 ε 可以保存 ∗ 个月 ∀

唾液酸含量的测定方法

在研究过程中发现 在牡蛎 !斑

节对虾等生物体中自由唾液酸 其

含量足以抑制体内唾液酸专一性

凝集素的作用 ∀这说明唾液酸自身

参与了唾液酸专一性凝集素的调

节 ∀所以研究生物体中自由唾液酸

的含量对于理解不同生物体中凝

集素的作用方式有很大的作用 ∀以

下列出了几种比较经典的唾液酸

含量测定方法 ∀

× 分析法

此方法为最广泛采用的唾液酸

测定法 ∀样品先过离子交换层析柱

以去除相互作用的单糖 洗脱液在

ε 黑暗中用氧化 然后加入 2

≥ 和 离心 ∀上清液中加入

× 室温下反应 加入 ƒ 2
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≤ 剧烈震荡 后加入蒸馏

水 处测吸光值 ∀

荧光光度分析法

由于在吡哆醇和 存在

下 Α2氨基酸和 Α2氨基糖与吡哆醛

反应会产生一种荧光产物 通过测

量这种荧光产物的量可以推之唾

液酸的含量 ∀但这种方法只能测定

自由唾液酸以及由糖蛋白上水解

下来的唾液酸 ∀

酶解法

利用神经氨酸酶和醛缩酶等

因为神经氨酸酶和醛缩酶可以将

全部唾液酸酶解下来 以测定总量

唾液酸 而只加入醛缩酶则只能得

到自由唾液酸 ∀通过比较两者量上

的差异 可以得到结合在糖蛋白上

的唾液酸的量 ∀

另外 可以利用 ° ≤
≈ 精确

测定唾液酸含量 ∀

凝集素的可能作用方式

凝集素如果要起到/ 免疫0的功

能 那么它就需要能识别自我和非

我物质 ∀但是 一方面 没有确实的

证据证明在无脊椎动物中 它参与

了自身识别 另一方面 无脊椎动

物只能识别有限量的不同碳水化

合物 这就很难解释这些有限数目

的凝集素是怎样识别病原表面千

差万别的结构的 怎样起到脊椎动

物体内免疫球蛋白的作用的 ∀

猜测可能是天然状态下的配

体结合与实验室中颗粒或细胞的

凝聚作用方式不同 ∀也可能是血清

中存在多种凝集素 只是目前的研

究方法所限 还未能研究证实 ∀

凝集素的结合位点有很强的

灵活性 ∀ 和 年提

出 / 多样性产生理论0 认为不同的

凝集素 单体以随机的方式聚合

或解聚 从而产生了一定范围内的

不同专一性 ∀从已经研究过的无脊

椎动物凝集素来看 大多数正是带

有相互结合位点的多聚体 一般有

个亚基 多的有 多个亚基

并有可能进一步形成大的聚合

物 ∀但现在还不知道 血细胞应激

反应会释放完整的凝集素 还是亚

基 ∀

年指出 由于/多体

性0 的凝集素与抗原的结合可以通

过弱的多位点相互作用得以进

行 ∀这样 对异己的多重弱相互作

用可以不断累加 当超过一定阈值

时 就会产生对异己的识别 ∀尽管

对于自身血细胞来说 凝集素只有

很低的亲和力 但当大量凝集素沉

积到外来致病源上时 亲和力就会

增大到足以同血细胞发生反应的

程度 ∀由于凝集素的糖识别专一

性 很多学者认为凝集素是作为一

种调理素 介导病原和血细胞之间

的识别 ∀一个比较重要的证据是无

脊椎动物体内的某些凝集素类似

于脊椎动物的 ≤ ° ≤2 √ ° 2
≈ ∀

≤ 对凝集素的影响

很多凝集素发生凝集的一个必

不可少的条件就是 ≤ 的存在 ∀在

∏ 中需要 ≤ 以类钙调素的

方式进行 而在 Αντηοχιδαρισ χρασ2

σισπινα中 凝集素则是需要 ≤ 影

响它们的分子构型 ≤ 影响牡蛎

Χρασσοστρεα γιγασ 凝集素 则

是通过改变蛋白质构型 而不是直

接参与配体结合 当然配体的结合

也同样会影响凝集素的构型 ∀

⁄ ≥ 年认为 ≤

的这种作用可以解释为它通过离

子键与羧基等作用 以稳定结构增

强氢键和疏水相互作用 ∀

结语

从国外一些学者的报道和本实

验室的工作证实凝集素具有某些

糖结合的特性 即使病原微生物能

粘附或凝集在海洋水产动物的细

胞表面 从而被细胞表面的分泌物

杀死 这说明凝集素具有一定的免

疫防病功能 ∀基于这种观点 深入

研究海洋无脊椎动物凝集素分泌 !

激活和免疫功能 有助于揭示海洋

无脊椎动物免疫防病机理 为治疗

预防海洋养殖的无脊椎动物病害

提供理论依据 ∀
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