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揖Abstract铱 Objective To isolate and purify agglutinin from Oncomelania hupensis snail and determine its
molecular weight. Methods Agglutinin was preliminarily isolated from snail tissue homogenate by 0%-40% saturated
ammonium sulfate袁 and then successively purified with Sephadex G鄄75 gel filtration and Sepharose 4B affinity chro鄄
matography. Bradford assay was used to determine the protein content. The agglutination activity was determined by rab鄄
bit erythrocytes. The purity of agglutinin preparations was assessed by SDS鄄PAGE. The molecular weight of agglutinin
subunit was determined by Sephadex G鄄75 gel filtration. Results The specific activity of snail tissue homogenate was
21.74 titer/mg. After ammonium sulfate precipitation袁 Sephadex G鄄75 gel filtration and Sepharose 4B affinity chromatogra鄄
phy袁 the specific activity of snail agglutinin from the homogenate solution increased to 61.93 titer/mg袁 75.89 titer/mg and
963.86 titer/mg袁 respectively. SDS鄄PAGE analysis indicated that snail agglutinin 渊Mr 53 000冤 was purified by Sephadex
G鄄75 gel filtration and Sepharose 4B chromatography. The molecular weight of the snail agglutinin produced by Sephadex
G鄄75 gel filtration was Mr 78 000. Conclusion Combined use of salt fractionation袁 gel filtration and affinity chro鄄
matography can be efficient for extraction and purification of agglutinin from Oncomelania hupensis species. The snail ag鄄
glutinin is characterized as monosubunit protein with a molecular weight of Mr 78 000.
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湖北钉螺凝集素分离纯化及相对分子质量的测定
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揖摘要铱 目的 分离尧 纯化湖北钉螺渊Oncomelania hupensis冤体内凝集素袁 测定其相对分子质量遥 方法 用饱和度

为 0耀40%的硫酸铵对钉螺腹足部软体组织匀浆液进行分离袁 对其沉淀物先后采用 Sephadex G鄄75 凝胶过滤层析和
Sepharose 4B亲和层析进行纯化遥 采用 Brandford法测定纯化后凝集素的蛋白质含量袁 红细胞凝集试验测定其凝集活性袁
并计算比活力遥 用十二烷基硫酸钠鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳 渊SDS鄄PAGE冤检测凝集素的纯化效果袁 并测定其亚基相对
分子质量遥 利用 Sephadex G鄄75凝胶层析测定钉螺凝集素的相对分子质量遥 结果 饱和度为 0耀40%硫酸铵对钉螺凝
集素组织匀浆液进行分离袁 比活力从组织匀浆液的 21.74 titer/mg提高到了 61.93 titer/mg遥 经 Sephadex G鄄75 凝胶层
析和 Sepharose 4B 亲和层析袁 钉螺凝集素的比活力分别提高到 75.89 titer/mg和 963.86 titer/mg遥 对凝胶过滤层析和
亲和层析纯化后的凝集素进行 SDS鄄PAGE 分析袁 可见单一清晰条带袁 凝集素亚基的相对分子质量约为 Mr 53 000遥
凝胶层析测定钉螺凝集素的相对分子质量约为 Mr 78 000遥 结论 盐析法尧 凝胶层析和亲和层析联合应用可对湖北钉
螺凝集素进行有效的分离纯化遥 湖北钉螺凝集素为单亚基蛋白遥

揖关键词铱 湖北钉螺；凝集素；分离；纯化；相对分子质量

Isolation and Purification of Oncomelania hupensis Agglutinin and
Determination of its Molecular Weight
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湖北钉螺渊Oncomelania hupensis冤是日本血吸虫
渊Schistosoma japonicum冤的惟一中间宿主袁 控制钉螺
对日本血吸虫病防治具有非常重要的作用咱1暂遥 湖北钉
螺隶属于软体动物门腹足纲袁 软体动物缺乏后天获
得的特异性免疫功能袁 不产生免疫球蛋白袁 但有先
天性的非特异性免疫系统袁 能够识别和有效清除入
侵的微生物和寄生虫等异物咱2暂遥 起主要识别和清除异
物作用的是模式识别分子 渊pattern recognition
molecule冤袁 作为模式识别分子之一的凝集素在免疫
应答早期阶段发挥着积极的作用袁 构成了机体免疫
防御的第一道防线咱3暂遥 对钉螺凝集素的研究可以更进
一步了解钉螺的免疫系统袁 有助于灭螺药物开发或
钉螺无害化研究遥 目前袁 国内外对钉螺凝集素的研
究报道较少遥 本文在前期对钉螺凝集素提取及其活
性初步研究的基础上 咱4暂袁 对其进行分离纯化并测定
相对分子质量遥

材料与方法

1 材料

实验用钉螺采自安徽省芜湖市鲁港镇龙窝湖江

滩袁 系湖北钉螺袁 肋壳钉螺袁 壳高 5耀8 mm袁 未接触
灭螺药袁 逸蚴试验阴性遥 兔红细胞悬液参照文献[4]方
法制备遥

2 主要试剂和仪器

葡聚糖凝胶 G鄄75 渊Sephadex G鄄75冤和琼脂糖凝
胶 4B 渊Sepharose 4B冤购自美国 Pharmacia 公司袁 硫
酸铵购自安启生物科技有限公司袁 聚乙二醇 20000
和蓝色葡聚糖鄄2000购自德国 Merck公司袁 标准蛋白
质混合液和蛋白质标志物购自上海佳伦生物科技有

限公司遥 紫外分光光度计渊U鄄8000冤为日本 Hitachi公
司产品袁 稳压稳流型电泳仪渊BG鄄Power 600i冤为北
京百晶生物技术有限公司产品袁 蛋白核酸检测仪
渊HD鄄2000冤为上海嘉鹏科技有限公司产品袁 层析谱数
据分析系统 渊DB鄄3冤为南京高校园生物技术研究所产
品袁 凝胶图像分析软件为珠海市黑马医学仪器有限
公司产品遥

3 方法

3.1 钉螺凝集素的初步分离 参照文献 [4]的方法制
备钉螺腹足部软体的组织匀浆液袁 采用饱和度为 0耀
40%硫酸铵初步分离钉螺凝集素遥 按文献[4]的方法检
测组织匀浆液尧 硫酸铵沉淀分离液对兔红细胞的凝集
活性袁 采用 Brandford法测定其蛋白浓度袁 并计算比
活力袁 公式为比活力= [渊总体积/0.025冤 伊活性滴度] /

蛋白质含量遥
3.2 Sephadex G鄄75凝胶层析 参照文献 [5]的方法袁
采用 Sephadex G鄄75层析柱渊1.6 cm伊50 cm冤对上述凝
集素分离液进行分离纯化遥 取 3 ml凝集素分离液上
样袁 用自动收集器收集洗脱液遥 应用 DB鄄3层析谱数
据分析系统采集层析图谱袁 测定各峰收集的蛋白质对
兔红细胞的凝集活性遥 取具有凝集活性峰的洗脱液袁
以聚乙二醇 20000浓缩至 3 ml袁 -20 益保存备用遥 测
定浓缩液的红细胞凝集活性和蛋白浓度遥
3.3 Sepharose 4B亲和层析 采用 Sepharose 4B亲
和层析柱渊3.5 cm伊20 cm冤对钉螺凝集素进行亲和层析
纯化遥 取方法 3.2 获得的浓缩样品 2.5 ml 上样袁 用
PBS液洗脱杂质蛋白遥 用 0.3 mol/L D鄄半乳糖解吸附袁
测定其吸光度渊A 280值冤袁 根据层析图谱收集蛋白峰的
洗脱液遥 将所收集的洗脱液在超滤水中透析 12 h袁 去
除糖和盐袁 以聚乙二醇 20000在 4 益下浓缩袁 测定红
细胞凝集活性和蛋白浓度袁 -20 益保存备用遥
3.4 十二烷基硫酸钠鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳渊SDS鄄
PAGE冤分析 参照文献 [6] 的方法进行 SDS鄄PAGE分
析袁 经考马斯亮蓝 R鄄250和 Schiff忆s试剂染色 2 h遥 用
蛋白凝胶电泳图像分析软件测定相对迁移率袁 以蛋白
质标志物的对数为纵坐标袁 相对迁移率为横坐标作
图袁 制作标准曲线回归方程袁 测定样品的相对迁移
率袁 依据标准曲线的回归方程计算出钉螺凝集素亚基
的相对分子质量遥
3.5 钉螺凝集素相对分子质量的测定 采用凝胶过

滤法测定钉螺凝集素的相对分子质量遥 按照方法 3.2
进行凝胶过滤层析袁 先将 0.5 ml蓝色葡聚糖鄄2000上
柱袁 用 PBS溶液洗脱袁 测定洗脱体积 渊Vo冤遥 将 1 ml
标准蛋白质混合液上柱袁 用 PBS溶液洗脱遥 根据洗
脱峰位置袁 测定每种蛋白质的洗脱体积 渊Ve冤遥 以蛋
白质相对分子质量的对数渊lgMr冤为纵坐标袁 Ve为横坐
标袁 制作标准曲线遥 将待测样品溶液上柱袁 用 PBS
溶液洗脱袁 测定洗脱体积袁 代入标准曲线的回归方程
计算钉螺凝集素的相对分子质量遥

结 果

1 硫酸铵沉淀分离和红细胞凝集活性

结果显示袁 组织匀浆液的凝集活性为 25遥 经硫酸
铵分离获得的凝集素分离液的总活力为组织匀浆液

的 52%袁 比活力是组织匀浆液的2.85倍渊表 1冤遥

2 各级分离纯化蛋白质的含量和活性变化

各级分离纯化蛋白质含量尧 总活力和比活力变
化如表 1所示遥 经 0耀40%饱和度硫酸铵沉淀的蛋白
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质含量为组织匀浆液的 62%袁 总活力为组织匀浆液
的 52%袁 比活力是其 2.85倍遥 经Sephadex G鄄75 凝
胶层析纯化的蛋白质含量降至 12.7 mg袁 总活力为
组织匀浆液的 30%袁 比活力为其 3.49倍遥 Sepharose
4B亲和层析纯化的蛋白质含量仅为 0.8 mg袁 总活力
为组织匀浆液的 25%袁 但比活力为其 44.33倍遥

3 Sephadex G鄄75凝胶层析
钉螺凝集素 Sephadex G鄄75层析图谱显示袁 共有

3个蛋白质峰渊图 1冤遥 兔红细胞凝集试验测得第 2个
峰有红细胞凝集活性遥

4 Sepharose 4B亲和层析
钉螺凝集素 Sepharose 4B层析图谱渊图 2冤显示袁

PBS 液尧 0.3 mol/L D鄄半乳糖洗脱的蛋白质吸光度

渊A 280值冤峰值分别为 0.22和 0.62遥 经兔红细胞凝集试
验证实袁 上述两峰的洗脱液袁 前者无红细胞凝集活
性袁 后者具有红细胞凝集活性遥

5 钉螺凝集素的纯化效果和亚基相对分子质量测定

SDS鄄PAGE结果显示袁 依纯化的次序袁 蛋白质条
带数量逐渐减少袁 经 Sepharose 4B亲和层析的样品
为单一清晰条带渊图 3冤遥
应用凝胶图像分析软件对 SDS鄄PAGE电泳图谱进

行分析袁 绘制标准曲线袁 求得回归方程院 Y=-1.328X+
5.200遥 钉螺凝集素亚基相对迁移率为 0.35袁 相对分
子质量约为 Mr 53 000遥

6 钉螺凝集素相对分子质量测定

采用凝胶过滤法测定钉螺凝集素的相对分子质

表 1 钉螺凝集素的纯化
Table 1 Purification of Oncomelania snail agglutinin

组织匀浆液
Tissue homogenate
硫酸铵沉淀
Ammonium sulfate
precipitate
凝胶层析
Sephadex G鄄75 gel
filtration chromatography
亲和层析
Sepharose 4B gel
filtration chromatography

体积/ml
Volume/ml

10

5.2

3

2.5

蛋白含量/mg
Protein content/mg

147.2

91.6

12.7

0.8

总活力/titer
Total activity/titer

3 200

1 664

960

800

活力回收率/%
Recovery rate/%

100

52

30

25

比活力/titer窑mg-1

Specific activity/titer窑mg-1

21.74

61.93

75.89

963.86

纯化倍数
Purification fold

1

2.85

3.49

44.33

0.8

0.6

0.4

0.2

0 100 120 140 160 180 200
洗脱体积/ml

Elution volume/ml
图 1 钉螺凝集素 Sephadex G鄄75层析图谱

Fig. 1 Sephadex G鄄75 chromatomap of Oncomelania snail agglutinin
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图 2 钉螺凝集素 Sepharose 4B层析图谱
Fig. 2 Sepharose 4B chromatomap of Oncomelania snail agglutinin
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量袁 获得回归方程为院 Y =0.007X+2.885渊图 4冤遥 钉螺
凝集素洗脱体积为 290 ml袁 计算出钉螺凝集素的相对
分子质量为 Mr 78 000遥

讨 论

在同一种动物体内可能存在多种凝集素咱7暂遥 王新
生等咱8暂对褶纹冠蚌渊Cristaria plicata冤凝集素的研究表

明袁 其血清凝集素和肌肉凝集素是两种不同的凝集
素袁 其凝集活性存在明显的差异遥 钉螺的个体较小袁
体内血淋巴液含量少袁 按照文献 [9] 所述方法收集的
血淋巴液袁 不能达到蛋白提取量的要求遥 本研究提取
的钉螺凝集素主要是钉螺腹足部软体组织匀浆后的沉

淀袁 应主要为钉螺肌肉凝集素遥
蛋白质分离与纯化的方法在不断更新袁 从较为简

单的盐析法发展到较为先进的高效液相色谱袁 目前可
用的方法有数十种 咱10暂遥 不同凝集素间的性质差异很
大袁 因而分离纯化的方法也有很大的差别遥 但经典的
蛋白分离纯化的方法仍是凝集素分离最基本的方法遥
目前大多数凝集素的分离纯化方法主要是盐析法与亲

和层析法咱11袁12暂遥 为减少钉螺凝集素活性的改变袁 本研
究用饱和度为 0耀40%硫酸铵对钉螺组织匀浆液进行
分离袁 虽然总活力为钉螺组织匀浆液的 52%袁 但比活
力为其 2.85倍袁 说明硫酸铵盐析法适用于湖北钉螺凝集
素的初步分离袁 Naganuma等咱12暂对企鹅珍珠贝渊Pteria pen鄄
guin冤凝集素采用盐析法初步分离也获得较为满意的
结果遥 本研究在硫酸铵盐析法的基础上袁 先后采用
Sephades G鄄75凝胶层析和 Sepharose 4B亲和层析对
钉螺凝集素进行纯化袁 钉螺凝集素的比活力分别提高
到 75.89和 963.86 titer/mg遥 该结果说明 Sepharose 4B
亲和层析的纯化效果优于 Sephades G鄄75 凝胶层析袁
对钉螺凝集素的纯化更具有特异性遥 SDS鄄PAGE分析
结果显示袁 Sepharose 4B亲和层析后杂质蛋白明显减
少袁 再次验证了亲和层析对钉螺凝集素纯化的特异性遥
已有研究者对其他软体动物体内凝集素相对分子

质量和亚基组成进行了研究遥 Yoshino等咱13暂采用硫酸铵
盐析和凝胶层析等技术研究光滑双脐螺渊Biomphalaria
glabrata冤凝集素 袁 其相对分子质量为 Mr 32 000遥
Shigeru等咱14暂报道褐云玛瑙螺渊Achatina fulica冤肌肉凝
集素的相对分子质量为 Mr 350 000袁 由多个 Mr 76 000
亚基组成袁 属于高分子凝集素遥 钉螺凝集素与其他动
物的凝集素的相对分子质量和亚基相对分子质量大小

不同袁 这可能是不同的物种之间的凝集素存在差异或
不同部位的凝集素不完全相同遥
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N鄄乙酰半胱氨酸对日本血吸虫病小鼠肝组织中
丙二醛和超氧化物歧化酶的影响

揖研究简报铱文章编号院1000鄄7423渊2011冤鄄06鄄0457鄄04

范志刚 1袁 李凯杰 2袁 张玲敏 3 *

揖提要铱 将 90只小鼠随机分为健康对照组 渊18只冤尧 感染对照组 渊18只冤尧 长期服药组 1 渊18只冤尧 长期服药组 2
渊18只冤尧 短期服药组 1 渊9只冤 和短期服药组 2 渊9只冤袁 共 6组遥 除正常对照组外袁 余各组小鼠经腹部皮肤感染日本血
吸虫尾蚴 30 条遥 于感染的同时给长期服药组 1 和长期服药组 2 小鼠分别灌胃 200 mg/kg尧 400 mg/kg N鄄乙酰半胱
氨酸渊N鄄acetylcysteine袁 NAC冤渊溶于 0.2 ml蒸馏水冤袁 2次/d袁 共 56 d曰 短期服药组 1和短期服药组 2小鼠在感染的第 42
天开始分别灌胃 200 mg/kg尧 400 mg/kg NAC 渊溶于 0.2 ml蒸馏水冤袁 2次/d袁 共 14 d遥 正常对照组和感染对照组小鼠于
感染同时灌胃 0.2 ml生理盐水袁 2次/d袁 共 56 d遥 正常对照组尧 感染对照组尧 长期服药组 1和长期服药组 2小鼠分别在
感染后第 42天和 56天各处死 9只曰 短期服药组 1和短期服药组 2于感染后第 56天全部处死遥 观察各组小鼠肝组织中
日本血吸虫单个虫卵肉芽肿个数和面积尧 血清和肝组织中丙二醛渊MDA冤含量和超氧化物歧化酶渊SOD冤的活性遥 结果表
明袁 小鼠肝组织中炎症细胞浸润程度为 野+冶 级单个虫卵肉芽肿个数以长期服药组 1最少袁 平均为 3.04依0.25个袁 其次为短
期服药组 1袁 平均为 4.87依0.19个遥 长期服药组 2 小鼠肝组织中 MDA 的水平渊9.2~9.3 nmol/mg冤显著低于长期服药组 1
渊12.15~12 . 20 nmol/mg冤渊P约0.05冤遥 长期服药组 1和短期服药组 1小鼠肝组织 SOD 活性处在同一水平 [170.00~190.00
U/渊g窑pro冤]渊P跃0.05冤袁 长期服药组 2 小鼠第 42 天也处于这一水平 渊P跃0.05冤袁 但第 56 天与短期服药组 2 在同一水平
渊P跃0.05冤遥 因此袁 NAC可减缓日本血吸虫病小鼠肝组织中单个虫卵肉芽肿形成袁 调节日本血吸虫病小鼠肝组织内 MDA
含量和 SOD活性遥
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