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　　摘要：对三疣梭子蟹（Ｐｏｒｔｕｎｕｓｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓ）血清凝集素的凝集特性进行了研究。结果表明：三疣梭子蟹血清凝
集素对鲫鱼、中华鳖、草鱼、鸡和人类Ａ、Ｂ、Ｏ型血细胞没有凝集作用，但是对小鼠、兔的血细胞表现出较强的凝集活
性，其中对小鼠血细胞的血凝活性达到２１０，对兔血细胞的血凝活性达到２８；盐度对其凝集活性有较大影响，ＮａＣｌ浓度
在０．６ｍｏｌ／Ｌ以上时基本失活；凝集素活性最适ｐＨ值为６．０～７．４；血清凝集素对 Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋离子有明显的依赖性，
ＥＤＴＡ可以明显抑制其凝集活性；糖抑制结果表明，血清凝集素活性能被Ｎ－乙酰葡萄糖胺及Ｎ－乙酰甘露糖胺特异
性抑制；对血清凝集素进行硫酸铵分级沉淀分离后，发现凝集素活性主要分布在２５％饱和度硫酸铵沉淀区；聚丙烯凝
胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）结果表明，主要蛋白条带在７２～９５ｋｕ。
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　　三疣梭子蟹（Ｐｏｒｔｕｎｕｓｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓ）是一种重要的海洋
经济动物，隶属甲壳纲（Ｃｒｕｓｔａｃｅａ）、十足目（Ｄｅｃａｐｏｄａ）、梭子
蟹科（Ｐｏｒｔｕｎｉｄａｅ）、梭子蟹属（Ｐｏｒｔｕｎｕｓ），广泛分布于中国、日
本等海域［１］，因其具有生长快、肉质好的特点，深受国内外消

费者的喜爱。近年来随着育苗和养殖技术的日臻成熟，梭子

蟹养殖面积和养殖产量逐年增加，目前已成为沿海各省海水

养殖的主导产品。然而由于梭子蟹养殖规模的逐年增加，养

殖环境的变化等已对其免疫防御系统造成了影响，导致梭子

蟹自身抗病力下降，对病害的易感性增加。例如近年来由弧

菌引起的“牙膏病”“乳化病”给梭子蟹带来较大危害，也造成

了该产业重大经济损失，严重制约了梭子蟹养殖业的持续健

康发展［２－３］。目前水产养殖户多用抗生素防治病害，但从使

用抗生素等药物的安全性、抗药性以及对水环境的不良影响

等方面考虑，研究梭子蟹的免疫机制，有效提高蟹本身的抗病

能力，显得越来越重要。

三疣梭子蟹属于甲壳类动物，无特异性免疫应答，非特异

性免疫包括细胞免疫和体液免疫，凝集素是甲壳类动物体液

免疫中的一种重要免疫因子［４］，其作用就相当于脊椎动物中

的抗体［５－６］，具有重要的免疫作用，例如可对外来病原菌具有

选择性凝集作用，可通过调理和介导血细胞发挥吞噬外来物

质的作用，能够协同机体的其他免疫因子抵御外来病原入

侵［７］。随着甲壳类养殖的增加及病害的增多，对养殖对虾、

贝类以及鲎的凝集素研究已有较多报道［８－１４］，但对三疣梭子

蟹凝集素的研究较少［１５－１６］，而同属蟹类的中华绒螯蟹（Ｅｒｉｏ
ｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）、锯缘青蟹（Ｓｃｙｌｌａｓｅｒｒａｔａ）的报道很多［１７－２２］。本

研究对三疣梭子蟹血清凝集素开展相关研究，包括其血凝谱、

凝集条件、影响因素及凝集素的盐析纯化等，旨在为深入研究

三疣梭子蟹血清凝集素类型、分布、功能，阐明凝集素在三疣

梭子蟹免疫中的作用机制提供基础资料。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试动物及血液　三疣梭子蟹取自浙江省宁波象山
鑫亿鲜活水产品有限公司，体质量１５０ｇ左右；新西兰大白
兔、ＩＣＲ小鼠购自浙江省医学院动物中心；鲫鱼、草鱼、鸡、中
华鳖购自浙江省湖州市农贸市场，人的Ａ、Ｂ、Ｏ型血由湖州市
中心血站提供。

１．１．２　试验药品及试剂　Ｎ－乙酰基氨基葡萄糖（Ｎ－ａｃｅｔｙｌ－
Ｄ－ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ，ＧｌｃＮＡｃ）、Ｎ－乙酰氨基甘露糖（Ｎ－ａｃｅｔｙｌ－
Ｄ－ｍａｎｎｏｓａｍｉｎｅ，ＭａｎＮＡｃ）、葡萄糖、木糖、蔗糖、海藻糖、甘露
糖、乳糖、Ｄ－半乳糖、果糖均为 Ｓｉｇｍａ进口分装。Ａｌｓｅｒｖｅｒｓ
抗凝剂、ｐＨ值７．４Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ＴＢＳ－Ⅰ 含Ｃａ２＋，ＴＢＳ－Ⅱ不含
Ｃａ２＋）等按文献［２３］方法配制。
１．２　方法
１．２．１　三疣梭子蟹血清制备　用剪刀剪断三疣梭子蟹的步
足关节柔软处，收集血淋巴于玻璃平皿中，室温静置２～３ｈ，
４℃ 冰箱过夜，将其分装于离心管中，６０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心
１０ｍｉｎ，吸取上层血清，－８０℃保存备用。
１．２．２　动物血细胞制备　以Ａｌｓｅｒｖｅｒｓ抗凝剂润洗注射器抽
血，小鼠和中华鳖为心脏采血，兔为耳静脉采血，鸡为翅下静

脉采血，鲫鱼和草鱼为尾静脉采血。抗凝血液保存于４℃冰
箱中，用前３０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，取血细胞以０．８５％生理盐
水洗３次后，配制成 ２％（体积比）血细胞悬液，用于凝集
试验。
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１．２．３　血清凝集素凝集谱的测定　在９６孔微量血凝板中进
行测定血清凝集素凝集谱。每孔加入 ２５μＬＴＢＳ－Ⅰ，取
２５μＬ血清样品进行连续２倍稀释，再加入２５μＬ２％血细
胞，室温静置１～２ｈ，按文献［２４］方法观察记录红细胞凝集
情况。

１．２．４　盐度对血凝效价的影响　配制不同盐度的 ＴＢＳ－Ⅰ
（０．１５～１．３５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ），各取２５μＬ加至微量板中，再以２
倍梯度稀释待测三疣梭子蟹血清样品，加入相同体积的２％
小鼠血细胞，按上述方法测定血清凝集效价。

１．２．５　ｐＨ值对血凝效价的影响　分别用１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ和
１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ将ＴＢＳ－Ⅰ的 ｐＨ值调为３．０、４．０、５．０、６．０、
７０、７．４、８．０、９．０、１０．０，取不同ｐＨ值的ＴＢＳ－Ⅰ２５μＬ分别
加至微量板中，再以２倍梯度稀释待测血清样品，加入等量的
２％小鼠血细胞，室温静置１～２ｈ，测定血清凝集效价。
１．２．６　Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、ＥＤＴＡ对血凝效价的影响　分别以ＴＢＳ－
Ⅱ配制含２０ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋、２０ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋、２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ
的３种溶液，另设１组对照，分别取上述４种溶液２５μＬ加至
微量板中，再以２倍梯度稀释待测三疣梭子蟹血清样品，加入
等体积２％小鼠血细胞，测定血清凝集效价。
１．２．７　糖抑制试验　分别以ＴＢＳ－Ⅰ配制２００ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄
糖、木糖、蔗糖、海藻糖、甘露糖、乳糖、Ｄ－半乳糖、果糖、
ＧｌｃＮＡｃ溶液以及２００、４００ｍｍｏｌ／ＬＭａｎＮＡｃ溶液，分别取各溶
液２５μＬ加至微量板中，再以２倍梯度稀释待测三疣梭子蟹
血清样品，先在３７℃中温育３０ｍｉｎ，加入 等体积的２％小鼠
血细胞，测定血清凝集效价。

１．２．８　血清的饱和硫酸铵溶液分级沉淀　取血清样品
１０ｍＬ，用ＰＢＳ溶液稀释至２倍，置于电磁搅拌器上搅拌，逐
滴加入饱和硫酸铵溶液６．７ｍＬ，边加边搅拌，４℃沉淀过夜。
第２天把沉淀溶液分装于７ｍＬ离心管，４℃、４０００ｒ／ｍｉｎ离
心３０ｍｉｎ。将所得沉淀加入适量的 ＰＢＳ溶解，转移到透析袋
中，透析２ｄ（间隔６～８ｈ换１次ＰＢＳ溶液），最后得到的溶液
就是血清经２５％饱和硫酸铵沉淀的盐析成分。然后根据离
心后上清液的量，加入适量饱和硫酸铵溶液，用相同方法分别

得到３０％、４０％、５０％、６０％的饱和硫酸铵沉淀的血清盐析成
分，用蛋白测定仪分别测定各组分蛋白浓度。

１．２．９　不同盐析组分的凝集特性及糖抑制特性　分别按照
“１．２．３”节、“１．２．７”节的方法测定饱和硫酸铵溶液沉淀的各
盐析组分对不同动物血细胞凝集效价及其糖抑制特性。

１．２．１０　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳　按照 Ｌａｅｍｍｌｉ方法［２５］，灌注

１ｍｍ厚５％浓缩胶和１２％分离胶的不连续 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ胶，
根据浓度稀释各样品，并分别加入４×上样缓冲液，煮沸３～
５ｍｉｎ，用微量取样器取１０～２０μｇ蛋白上样，垂直电泳槽恒
压８０Ｖ电泳，待跑至分离胶后，再将电压调至１１０Ｖ。电泳结
束后用考马斯亮蓝快速染色液染色蛋白条带，观察结果并

拍照。

２　结果与分析

２．１　血清凝集素对动物红细胞的凝集谱
由表１可知，三疣梭子蟹血清凝集素对小鼠、兔、鲫鱼、中

华鳖、草鱼、鸡和人类Ａ、Ｂ、Ｏ型血细胞均有不同程度凝集，其
中以对小鼠血细胞的凝集效价最高，达２１０；其次是兔血细胞，

表１　三疣梭子蟹血清及饱和硫酸铵沉淀组分血凝谱

血细胞来源

凝集效价

血清
２５％
组分

３０％
组分

４０％
组分

５０％
组分

６０％
组分

鲫鱼 ２０ ２０ ２０ ２０ ２０ ２０

中华鳖 ２０ ２０ ２０ ２０ ２０ ２０

草鱼 ２０ ２０ ２０ ２０ ２０ ２０

鸡 ２０ ２０ ２０ ２０ ２０ ２０

小鼠 ２９ ２１０ ２３ ２４ ２１ ２０

兔 ２８ ２４ ２４ ２４ ２０ ２０

人类Ａ型 ２０ ２４ ２０ ２０ ２０ ２０

人类Ｂ型 ２０ ２６ ２０ ２０ ２０ ２０

人类Ｏ型 ２０ ２５ ２０ ２０ ２０ ２０

为２８；对其他７种血细胞的凝集效价则是２０。因此，选取小
鼠血细胞作为后续试验的指示红细胞。

２．２　盐度对血凝效价的影响
由图１可知，在 ＮａＣｌ浓度是０．１５ｍｏｌ／Ｌ时凝集活力最

高；而随着盐度升高，凝集活力逐渐下降；当盐度达到

０．６ｍｏｌ／Ｌ以上时，凝集活性被强烈抑制，凝集素已基本失去
凝集活性。

２．３　ｐＨ值对血凝效价的影响
由图２可知，三疣梭子蟹血清在ｐＨ值为 ６．０～７．４时凝

集效价最高，为２９；ｐＨ值低于６．０时凝集效价逐渐下降，ｐＨ
值为４．０时凝集活性被强烈抑制，凝集素已基本失去凝集活
性；ｐＨ值为８．０时凝集效价是２８，ｐＨ值为９时凝集效价急剧
下降，为２０，基本处于失活状态。

２．４　Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、ＥＤＴＡ对血凝效价的影响
测定了在三疣梭子蟹血清中分别添加Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、ＥＤＴＡ

对其凝集活力的影响，结果表明分别添加２０ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋、
２０ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋均对其凝集活力具有增强作用，其凝集效价
由２８提高到２９；但是添加２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ后，血清凝集效价
降为２３，几乎失去活性。这表明 ＥＤＴＡ能够在血清环境下强
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烈抑制凝集素的凝集活性，三疣梭子蟹血清凝集素对 Ｃａ２＋、
Ｍｇ２＋有明显的依赖性。
２．５　糖抑制试验结果

由表２可知，葡萄糖等９种常见糖对三疣梭子蟹血清的
凝集活性有不同程度的抑制作用，其中 Ｎ－乙酰基葡萄糖胺
（ＧｌｃＮＡｃ）和Ｎ－乙酰甘露糖（ＭａｎＮＡｃ）对三疣梭子蟹凝集素
的抑制作用最强，２００ｍｍｏｌ／Ｌ浓度即能完全抑制其凝集活
性；其次为乳糖、Ｄ－半乳糖、果糖、木糖、蔗糖、Ｄ－海藻糖，
２００ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖对血清凝集素的抑制作用较小。从表２
还可见，各沉淀组分和 ＧｌｃＮＡｃ或 ＭａｎＮＡｃ结合时，受到的抑
制作用最强。表明三疣梭子蟹的血清凝集素对 ＧｌｃＮＡｃ和
ＭａｎＮＡｃ有特异性的结合能力。

表２　血清及硫酸铵沉淀组分糖抑制试验结果

糖种类
浓度

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
凝集效价

血清 ２５％ ３０％ ４０％
ＴＢＳ－Ⅰ ２００ ２９ ２１０ ２５ ２５

葡萄糖 ２００ ２６ ２７ ２４ ２４

乳糖 ２００ ２４ ２７ ２２ ２４

Ｄ－半乳糖 ２００ ２４ ２６ ２４ ２３

木糖 ２００ ２４ ２６ ２３ ２４

蔗糖 ２００ ２４ ２５ ２３ ２３

Ｄ－海藻糖 ２００ ２４ ２６ ２３ ２３

果糖 ２００ ２４ ２５ ２３ ２３

ＧｌｃＮＡｃ ２００ ０ ２３ ２３ ２３

ＭａｎＮＡｃ ２００ ０ ２３ ２３ ２３

ＭａｎＮＡｃ ４００ ０ ２３ ２２ ２３

２．６　饱和硫酸铵分级沉淀各组分的血凝谱
研究了２５％、３０％、４０％、５０％、６０％饱和硫酸铵沉淀组

分对动物血细胞的凝集活性，结果发现２５％沉淀组分的凝集
活性最高，显示三疣梭子蟹凝集素主要在２５％硫酸铵饱和度
析出。与血清的血凝谱相比，在３０％、４０％组分时凝集活性
已经较低，而到５０％和６０％组分时已经基本没有凝集活性
（表１）。
２．７　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳结果

各盐析组分样品以１０μｇ蛋白上样，用考马斯亮蓝快速
染色液染色蛋白条带。由图３可见，各泳道均有大量蛋白存
在于７２～９５ｋｕ，还须进一步纯化得到单一凝集素条带。

３　结论与讨论

目前关于三疣梭子蟹凝集素特性的研究较少，仅有报道

比较了包括三疣梭子蟹在内的３种梭子蟹血清凝集素的细胞

凝集活性［１６］。本研究较为系统地研究了三疣梭子蟹血清凝

集素的特性，结果表明：三疣梭子蟹血清凝集素对鲫鱼、中华

鳖、草鱼、鸡和人类Ａ、Ｂ、Ｏ型血细胞没有凝集作用，但是对小
鼠、兔的血细胞具有较高的凝集活性，其中对小鼠血细胞的凝

集活性高达２１０，这与梁青龙等的报道［１６］一致，但该文没有选

择小鼠红细胞，测出兔细胞的凝集活性最高。本研究结果也

与郝珂等报道的有关锯缘青蟹血清凝集素的凝集特性［２１－２２］

相似。因此，选择小鼠红细胞作为研究三疣梭子蟹血清凝集

素特性的指示细胞，三疣梭子蟹凝集活性随着盐度的升高而

降低，在盐度大于０．６ｍｏｌ／Ｌ时基本失活；凝集素作用的最适
ｐＨ值为 ６．０～７．４。已有研究表明，无脊椎动物的血细胞凝
集素在发挥凝集活动作用时，常须要一些二价金属离子的参

与［５］，本研究选择常见的二价金属离子Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋，结果表明
梭子蟹的血清凝集素对 Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋有明显依赖性，而且金属
离子螯合剂ＥＤＴＡ可以明显抑制其凝集活性，说明在三疣梭
子蟹血清凝集素的凝集活动中，二价金属离子是必不可少的。

甲壳类动物血清凝集素可与多种糖类发生特异性结合，

凝集红细胞的特性实际是和糖基位点发生作用，所以其结合

也会被相应的糖类所抑制。本研究分析了三疣梭子蟹血清凝

集素对９种常见糖的敏感性，发现ＧｌｃＮＡｃ、ＭａｎＮＡｃ可特异性
抑制血清凝集素的活性，表明梭子蟹凝集素的主要识别位点

为ＧｌｃＮＡｃ、ＭａｎＮＡｃ，该结果与文献报道的Ｎ－乙酰基糖类和
唾液酸类糖蛋白是甲壳类动物体内凝集素具有特异性结合的

主要２种糖基位点的结果［２６］一致。

本研究采用（ＮＨ４）２ＳＯ４分级沉淀法对梭子蟹血清进行
了初步分离，发现其凝集素的活力区主要在 ２５％饱和
（ＮＨ４）２ＳＯ４ 区，具有很高的凝集活性，并且对 ＧｌｃＮＡｃ、
ＭａｎＮＡｃ有特异性结合。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结果表明，纯化蛋白集
中存在于７２～９５ｋｕ。５０％饱和（ＮＨ４）２ＳＯ４区蛋白含量特别
高，蛋白大小区域与２５％饱和（ＮＨ４）２ＳＯ４区差不多，但其凝
集活性很低，效价仅为２１，推测该部分主要为梭子蟹的血蓝
蛋白成分。这与以往报道的虾类血蓝蛋白具有一定的凝集活

性，可与脊椎动物红细胞产生凝集反应的结果［２７］有些不一

致。本研究结果为进一步分离纯化提取三疣梭子蟹血清凝集

素及研究其特性和功能奠定了良好基础。
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８１５－８２１．

（上接第２１３页）
　　本试验采用的方法可为其他犬类动物行为试验研究提供
参考，且德国牧羊犬与史宾格犬的性情测试结果也可为今后

的研究打下基础。
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