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摘要! 为研究虾夷马粪海胆体液免疫机理!测定其体腔液吞噬细胞在不同介质中对不同处理

的酵母细胞的吞噬作用# 对其无细胞体腔液"从调理及非调理酵母细胞分离出的成分进行

*5*87&9,分析!同时对无细胞体腔液进行透析"*FDM3NF?98233 凝胶层析和 *5*87&9,分

析!在等渗缓冲液和酵母细胞吸附的无细胞体腔液中!测定不同调理素样分子浓度和不同反应

时间时吞噬率的变化# 结果显示!吞噬细胞在 / 种介质'等渗缓冲液"酵母细胞吸附的无细胞

体腔液和无细胞体腔液中对非调理酵母细胞吞噬率之比为 4133D4144D41:5!在等渗溶液中对

调理酵母细胞的吞噬率是非调理酵母细胞的 4184 倍&从调理酵母细胞分离出的成分在 *5*8

7&9,中显示一条调理素样分子带!分子量为 213182 U=# 经透析和 *FDM3NF?98233 凝胶层析

后!测得纯化的调理素样分子的分子量为 213182 U=&在所测试的浓度范围内!调理素样分子浓

度越大!吞噬活性越高!且 113 和 4313

!

I6:'组在各个测试时间均比对照组高# 在等渗缓冲

液中!反应 /3 :;> 时!4313 和 113

!

I6:'组与对照组均有极显著差异$:?3134%!在酵母细

胞吸附的无细胞体腔液中!反应 /3 :;> 时!4313

!

I6:'组与对照组有显著差异$:?3131%#

结果表明!在虾夷马粪海胆体腔液中发现一种调理素样分子!分子量约为 213182 U=!一定浓度

的调理素样分子能显著提高虾夷马粪海胆体腔液吞噬细胞的吞噬活性#

关键词! 虾夷马粪海胆& 吞噬活性& 调理素样分子& 吞噬细胞

中图分类号! B491& *:491566666666 文献标志码'&

6 6 虾 夷 马 粪 海 胆 # 4<$+&."-+),&<$+<'(

%&<,$=,C%'($" 又 称 中 间 球 海 胆" 棘 皮 动 物 门

#,AM;>/NFG:3E3$"海胆纲 #,AM;>/;NF3$"正形目

# -F>4GAM;>/;N3 $" 球 海 胆 科

#*EG/>I40/AF>EG/E;N3F$

(4)

"原产地是日本海域"经

过引种"现在逐渐成为我国海胆类中经济价值最

高的种类之一"因其具有较高的食用价值+药用价

值和经济价值"具有良好的发展前景
(2)

* 随着海

胆养殖规模的扩大"病害问题也日趋严重"如海胆

黑嘴病+红斑病+生殖腺黑斑病和海胆瘟疫病等"

给养殖业造成了巨大的经济损失
(/ 71)

* 因此"研

究虾夷马粪海胆的免疫机制"可为其病害防治提

供理论依据*

棘皮动物同其他无脊椎动物一样具有先天性

的免疫系统"但是没有发现脊椎动物所具有的获得

性免疫应答* 棘皮动物体内免疫应答是由参与免

疫反应的一类效应细胞///体腔细胞和多种体液

免疫因子共同参与介导的"如体腔液中的凝集素+

溶血素和调理素等共同作用于入侵病原体
(8)

* 这

些体液因子能够帮助识别和攻击外来物质* 调理

素就是其中一种"它是在机体吞噬细胞和外来病原

体间起桥梁作用的物质"有助于机体吞噬细胞对病

原体的识别和黏附
(9)

* 关于棘皮动物体腔液内调

理素样分子的研究很多"如-3>;A3EE;等
(0)

已从海参

#3+-+<>'$%* #+-%%$中发现一种分子量为 223 U= 的

体液因子"与调理素的功能相似"可以促进体腔细

胞在吞噬异物时快速聚集'W;>I 等
(:)

发现玉足海

参#3+-+<>'$%* -,')+(#%-+<*$体腔液内有分子量为



!""#!

!

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

1 期 张6颖"等!虾夷马粪海胆体腔液中调理素样分子的研究 66

23 U= 的调理素样蛋白"该蛋白能够明显增强海参

体腔吞噬细胞的吞噬作用'麦康森等
(43)

发现仿刺

参#I#+(<%)>+#'(L*#+&%)'($体腔液中存在一种分

子量为 40 U= 调理素样分子'&08*M3G;V等
(44)

发现紫

球海胆#4<$+&."-+),&<$+<'(#'$#'$*<'($体腔细胞中

存在补体 -/ 的同系物"即 *D-/"分子量为 243 U=*

关于虾夷马粪海胆体腔液中的调理素样分子研究

国内外未见报道*

本实验在不同条件下测定虾夷马粪海胆体腔

液中吞噬细胞的吞噬活性"并对体腔液和从调理

及非调理酵母细胞分离出的成分进行 *5*87&9,

分析"以及对纯化后的调理素样分子进行功能测

定"旨在更深入了解虾夷马粪海胆体液免疫机理"

以期为虾夷马粪海胆绿色养殖提供基础理论

依据*

46材料与方法

$%$&实验材料

实验动物66虾夷马粪海胆购于大连市旅顺

柏岚子太平洋渔业有限公司"平均体质量为 511/

I"水温为 4/ <49 Q": 只实验虾夷马粪海胆暂养

于 /33 '充气水槽中#433 A:B13 A:B83 A:$"

连续充气"日换水 4 次 #40!33$"换水量 /3J<

53J"实验前暂养 5 周'

酵母细胞悬液

#4$酵母细胞悬液制备*

将适量酵母 #433 :I$悬于 311 :'溶液中

#413 ::/06'%3-0"43 ::/06'D+913 磷酸盐缓

冲液$"加入的液体要保证沸水浴过程中缓冲液

不会蒸发致干"放入沸水浴中 /3 :;> 加热致死酵

母细胞"然后用 7K*冲洗 8 次"冲洗过程中加入

的 7K*不要超过离心管的 26/"5 333 G6:;> 离心

43 :;>"离心 8 次* 将离心冲洗后的酵母细胞悬

液用 7K*按体积比 4D:3 稀释*

#2$酵母细胞的计数* 血细胞计数板上计数

酵母细胞
(42)

"保证细胞数为 43

9

<43

:

个6:'*

吞噬细胞66采用新鲜海胆体腔液制备吞噬

细胞"即从健康的海胆围口膜处注射 4J无菌海

水 433

!

'"42 M 后采集体腔液"以 2 333 G6:;> 离

心"弃去上清液"将沉淀物中的吞噬细胞以无菌海

水稀释成 43

0

个6:'"5 Q冰箱贮存备用
(4/)

*

无细胞体腔液66海胆体腔液经过 3122

!

:

滤膜重复过滤 5 <1 次得无细胞体腔液"上清液取

43

!

'"镜下检测是否将细胞过滤完全*

酵母细胞吸附的无细胞体腔液66将制备好

的酵母细胞悬液与无细胞体腔液共同培养"浓度

为 43

0

个酵母细胞6:'无细胞体腔液* 室温培养

4 M 后"0 333 G6:;> 离心 43 :;>"上清液即为酵母

细胞吸附的无细胞体腔液"下层沉淀即为受调理

的酵母细胞#调理酵母细胞是在海胆体腔液里培

养"吸附了调理素的酵母细胞$*

$%'&实验方法

不同反应介质中吞噬率的检测66将虾夷马

粪海胆吞噬细胞悬于不同反应介质中进行吞噬细

胞对酵母细胞吞噬率的测定*

#4$分别向 2 :'等渗缓冲液+无细胞体腔液

和经酵母细胞吸附的无细胞体腔液中加入 2 :'

吞噬细胞'

#2$取制备好的酵母细胞悬液 4 :'"分别加

入上述反应介质和 2 :'的等渗缓冲液中'

#/$将上述各混合液在室温下培养"每隔

311 M震荡一次试管"培养 2 M 后"检测吞噬率*

#5$吞噬率计算公式
(42)

!吞噬率 A吞噬酵母

的吞噬细胞数6433 个吞噬细胞 B433J*

*5*87&9,66根据 *3:OG//U 等
(45)

的方法

进行 *5*87&9,"共进行以下 / 种样品的电泳分

析!#4$从已经受调理的酵母细胞中分离出来的

成分#存在调理素样分子$"用等渗缓冲液将已经

被调理的酵母细胞洗涤一次"然后加入到 233

!

'

4J*5*中"沸水浴中保持 1 :;>"5 333 G6:;> 离

心 1 :;>"弃去下面的沉淀"上清液中含有从受调

理酵母细胞中分离的成分'#2$从非调理的酵母

细胞中分离出来的成分#不含有调理素样分子$"

制备方法同上述受调理酵母细胞'#/$海胆无细

胞体腔液#存在调理素样分子和其他蛋白$'蛋白

标准为高分子量蛋白 23GUFG"分子量范围 5513 <

23313 U="浓缩胶浓度为 1J"分离胶浓度为

43J"起始电压为 83 ."当样品跑至浓缩胶与分

离胶分界处时"将电压调至 433 ."当样品跑至距

分离胶底部 311 A:时停止电泳"用时 5 <1 M* 用

考马斯亮蓝 $8213 染色*

调理素样分子的纯化及 *5*87&9,66将抽

取的虾夷马粪海胆体腔液通过透析膜#截留分子

量为 /11 U=$透析脱盐"放置在 5 Q冰箱中透析

83 M"缓冲液为 3134 :/06'CG;<8+-0"31331 :/06

'-3-0

2

"D+013"在透析的过程中"每 41 小时更

4:8
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换一次透析液"共更换 5 次"经过透析的无细胞体

腔液经 *FDM3NF?98233 凝胶层析
(41)

#418 A:B

:3 A:$"平衡液为上述缓冲液"再用同样的缓冲

液以 40 :'6M 的流速洗脱"每管 / :'"203 >:波

长下进行紫外检测"然后对峰 4 进行 *5*87&9,

分析"条件同上述 *5*87&9,的条件*

调理素样分子功能的测定66将制备好的吞

噬细胞在室温下平衡 411 M* 取 5 支试管"编号分

别为 3+O+A和 N* 其中 3加入 213 :'等渗缓冲

液作为对照"O <N 分别加入 413 :'等渗缓冲液

再依次加入等体积的 413+113 和 4313

!

I6:'纯

化的调理素样分子'另取 5 支试管"编号分别为

F+V+I 和 M* 其中 F加入 213 :'经酵母细胞吸附

的无细胞体腔液作为对照"V<M 分别加入 413

:'"再依次加入等体积的 413 +113+4313

!

I6:'

纯化的调理素样分子'依次在上述两组试管中加

入 413 :'吞噬细胞"再分别添加 4 :'处理好的

酵母细胞悬液"混合均匀"每隔 41 :;> 震荡一次

试管"室温下培养2 M"在不同的反应时间下"显微

镜观察并计算吞噬率*

数据处理66采用 *7**4/13 软件对实验数

据进行单因素方差分析":?3131 表示差异显著"

:?3134 表示差异极显著*

26结果

'%$&不同反应介质中吞噬细胞的吞噬活性

在等渗缓冲液+酵母细胞吸附的无细胞体腔

液和无细胞体腔液中进行吞噬细胞对酵母细胞的

吞噬活性检测"结果显示这 / 种介质中吞噬细胞

都具有吞噬酵母细胞的能力* / 种介质中对非调

理酵母细胞的吞噬率之比为 4133D4144D41:5"这

表明在虾夷马粪海胆体腔液中可能存在调理素样

分子可提高其吞噬活性* 而等渗缓冲液中吞噬细

胞对调理酵母细胞的吞噬率是对非调理酵母细胞

吞噬率的 4184 倍"这可能是由于酵母细胞被无细

胞体腔液中的调理素样分子所作用"从而提高了

吞噬细胞对酵母细胞的吞噬率#图 4$*

'%'&S(S\U*ZI分析

对不同的组分进行 *5*87&9,分析"受调理

的酵母细胞吸附了海胆体腔液中的调理素样分

子"电泳结果显示"约 213182 U= 处呈现一个条带

#图 283$'非调理的酵母细胞没有吸附调理素样

分子"在调理素样分子的对应位置没有条带 #图

28O$'无细胞体腔液中存在调理素样分子"约在

213182 U= 处出现条带"但其中也含有其他蛋白"

所以会出现多个条带#图 28A$* / 组成分进行对

比"说明海胆体腔液中存在一种调理素样分子"其

分子量为 213182 U=*

图 $&不同反应介质中吞噬细胞对非调理与

受调理酵母细胞的吞噬活性

41等渗缓冲液 =非调理酵母细胞' 21酵母细胞吸附的无细胞

体腔液 =非调理酵母细胞' /1等渗缓冲液 =调理酵母细胞'

51无细胞体腔液 =非调理酵母细胞

@3;%$&U<,;.C:5843723998/875/8,C53.70823, 9./

/8;61,537; ,727.7\/8;61,537; :8,45C8114

41)</E/>;AO=VVFG= >/>8GFI=03E;>I 4F3<EAF00<' 21-F00VGFF

A/F0/:;AV0=;N O4 4F3<EAF003N</GDE;/> =>/>8GFI=03E;>I 4F3<E

AF00<' /1)</E/>;AO=VVFG=GFI=03E;>I 4F3<EAF00<' 51%/>8AF00

A/F0/:;AV0=;N =>/>8GFI=03E;>I 4F3<EAF00<

图 '&虾夷马粪海胆体腔液中调理

素样分子的 S(S\U*ZI分析

21蛋白质 23GUFG' 31从受调理酵母细胞中分离出来的成分'

O1从非调理酵母细胞中分离出来的成分' A1虾夷马粪海胆无

细胞体腔液

@3;%'&S(S\U*ZI,7,1:434.9.B4.737\13O80.18C61837

C.81.03C91632.9B/()30'10;(*+

217G/EF;> :3GUFG' 31CMF;>IGFN;F>E<FDFG3EFN VG/: GFI=03E;>I

4F3<EAF00<' O1CMF;>IGFN;F>E<FDFG3EFN VG/:>/>8GFI=03E;>I 4F3<E

AF00<' A1%/>8AF00A/F0/:;AV0=;N /V40%&<,$=,C%'(

'%+&调理素样分子的纯化

将虾夷马粪海胆无细胞体腔液透析后+经

*FDM3NF?98233 凝胶层析"出现 2 个峰值#图 /$*

对峰 4 进行 *5*87&9,分析"在 213182 U= 处出

2:8
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现蛋白条带#图 5$*

图 +&调理素样分子的 S8B<,28J Z\'WW 层析柱分析

@3;%+&"<8,7,1:434.9S8B<,28J Z\'WW C.1607.7

5<8B6/39382.B4.737\13O80.18C618

图 K&纯化的海胆体腔液调理素样分子

S(S\U*ZI分析

21标准蛋白 23GUFG' 41纯化的调理素样分子 23

!

'#浓度为

4113 :I6:'$

@3;%K&S(S\U*ZI,7,1:434.9B6/39382.B4.737\13O8

0.18C61837C8111\9/88C.81.03C91632.9B/()30'10;(*+

217G/EF;> :3GUFG' 417=G;V;FN /D</>;>80;UF:/0FA=0F23

!

'

#A/>AF>EG3E;/>!4113 :I6:'$

'%K&调理素样分子功能测定

在等渗缓冲液和酵母细胞吸附的无细胞体腔

液中"不同调理素样分子浓度和不同时间中测定

调理素样分子对吞噬作用的影响* 在等渗缓冲液

和经酵母细胞吸附的无细胞体腔液中"113 和

4313

!

I6:'组的吞噬率都比对照组高 #图 1 $*

由两种介质的吞噬率变化可知"一定浓度的调理

素样分子可以提高吞噬细胞的吞噬率"并且经酵

母细胞吸附的无细胞体腔液中的吞噬率比等渗缓

冲液中的高"说明海胆体腔液中除了调理素样分

子"也许还存在某种对调理素的调理作用必不可

少的其他物质*

'%T&不同调理素样分子浓度及不同作用时间对

吞噬活性的影响

在 / 种调理素样分子浓度及不同的反应时

间下"测定虾夷马粪海胆体腔吞噬细胞对酵母

细胞的吞噬率"结果表明!一定浓度的调理素样

分子对于虾夷马粪海胆的体腔吞噬细胞的吞噬

率有 显 著 的 影 响" 其 中 两 种 介 质 113 和

4313

!

I6:'组的吞噬率均比对照组高#图 8"图

9$ * 等渗缓冲液中"反应 /3 :;> 时" 113 和

4313

!

I6:'组与对照组有极显著差异 # :?

3134$ #图 8 $ * 在经酵母细胞吸附的无细胞体

腔液中"/ 种调理素浓度组均在 /3 :;> 出现吞

噬率的最大值"随后吞噬活性开始下降* 反应

/3 :;>"时 4313

!

I6:'组与对照组有显著差异

#:?3131$ #图 9$ *

图 T&不同反应介质及不同浓度调理素样分子下

吞噬细胞对酵母细胞的吞噬情况

#3$等渗缓冲液#对照$ ' # O$等渗缓冲液 =413

!

I6:'纯化

调理素样分子' #A$等渗缓冲液 =113

!

I6:'纯化调理素样

分子' # N$等渗缓冲液 =4313

!

I6:'纯化调理素样分子'

#F$经酵母细胞吸附的无细胞体腔液 #对照$ ' #V$经酵母细

胞吸附的无细胞体腔液 =413

!

I6:'纯化调理素样分子'

# I$经酵母细胞吸附的无细胞体腔液 =113

!

I6:'纯化调理

素样分子' # M$经酵母细胞吸附的无细胞体腔液 =4313

!

I6

:'纯化调理素样分子

@3;%T&U<,;.C:5.434.9:8,45C8114-: B/()30'10;(*+

B<,;.C:5843723998/8750823, ,72

23998/875C.7C875/,53.7.9.B4.737\13O80.18C618

#3$;</E/>;AO=VVFG#A/>EG/0$ ' # O$;</E/>;AO=VVFG=413

!

I6:'

D=G;V;FN /D</>;>80;UF:/0FA=0F' #A$ ;</E/>;AO=VVFG=113

!

I6

:'D=G;V;FN /D</>;>80;UF:/0FA=0F' # N$;</E/>;AO=VVFG=4313

!

I6:'D=G;V;FN /D</>;>80;UF:/0FA=0F' #F$ AF00VGFFA/F0/:;A

V0=;N O4 4F3<EAF003N</GDE;/>#A/>EG/0$ ' #V$AF00VGFFA/F0/:;A

V0=;N O4 4F3<EAF003O</GDE;/> =413

!

I6:'D=G;V;FN /D</>;>8

0;UF:/0FA=0F' # I $ AF00VGFFA/F0/:;AV0=;N O4 4F3<EAF00

3N</GDE;/> =113

!

I6:'D=G;V;FN /D</>;>80;UF:/0FA=0F' # M$

AF00VGFFA/F0/:;AV0=;N O4 4F3<EAF003O</GDE;/> =4313

!

I6:'

D=G;V;FN /D</>;>80;UF:/0FA=0F

/:8
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图 G&调理素样分子在等渗缓冲液中对虾

夷马粪海胆吞噬细胞吞噬率的影响

@3;%G&"<830B,C5.9.B43.7\13O80.18C618.7

B/()30'10;(*+B<,;.C:53C/,5837

34.5.73C-6998/

图 Y&调理素样分子在经酵母细胞吸附的无细胞

体腔液中对虾夷马粪海胆吞噬细胞吞噬率的影响

@3;%Y&"<830B,C5.9.B43.7\13O80.18C618.7

B/()30'10;(*+B<,;.C:53C/,5837

C8119/88C.81.03C91632-: :8,45C811,-4./B53.7

/6讨论

棘皮动物的体内免疫主要依靠吞噬作用来完

成"是参与免疫应答的主要方式"并与脊椎动物的

吞噬作用相类似"即吞噬细胞的吞噬作用是通过

趋化+接触+内化和消化 5 个连续步骤对入侵病原

体进行杀伤吞噬
(48)

"这一连续过程是机体清除异

物的主要途径之一"也被广泛用于衡量棘皮动物

机体健康状况及在恶性环境或病原体存在下的免

疫防御能力* 张峰
(49)

阐明外界环境中有细菌或

者其他异源物质进入棘皮动物体内时"可引起一

系列的免疫反应"此时体液中的吞噬细胞对病原

菌等异物主要作用机制就是利用氧自由基发挥杀

菌作用* 此外棘皮动物的免疫应答还由体腔液中

存在的其他多种体液免疫因子"如凝集素+溶血素

和调理素等共同并直接作用* 5MF;004 等
(40)

研究

证明"紫海胆体内吞噬作用在自身免疫应答中占

主导地位"可对外来物质进行搜索+捕获和破坏*

-0/@等
(4:)

在紫海胆中发现一种新调理素样分子

*D-/"具有同脊椎动物调理素相似的功能*

本研究中分离出虾夷马粪海胆体腔液中的调

理素样分子"分子量大约为 213182 U="与紫海胆

中所分离出的调理素样分子 243133 U= 接近* 在

等渗缓冲液+无细胞体腔液和酵母细胞吸附的无

细胞体腔液这 / 种介质中"吞噬细胞对调理和非

调理酵母细胞的吞噬作用不同"这与麦康森等
(43)

对仿刺参的 / 种介质的分析结果一致"即在无细

胞体腔液中的吞噬率最高"因其存在调理素样分

子"又存在一种同调理素样分子共同起作用的物

质"这种未知物质需要进一步研究* 虾夷马粪海

胆体腔液中的调理素样分子经过分离纯化"可在

体外促进吞噬细胞的吞噬作用"使吞噬细胞的活

性增强"这可能是由于在体外介质中"调理素样分

子与酵母接触后"酵母细胞便吸附了调理素样分

子"即发生一定的调理作用"这有利于吞噬细胞对

酵母细胞的吞噬* 并且"在相同介质中"随着调理

素样分子浓度的升高吞噬率增加"这就更进一步

说明了调理素样分子具有促进吞噬作用的功能*

进一步研究这种调理素样分子作用机制"可更好

地了解虾夷马粪海胆的免疫机制"丰富无脊椎动

物的免疫学理论*
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