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摘要:以锯缘青蟹 Scylla serra1a 为研究对象，运用亲和层析、聚丙烯眈肢凝胶电泳(PAGE) 、十二皖基璜酸纳( SDS)­

PAGE 、 Western-blot 以及盼氧化酶活性测定等方法研究了锯缘青蟹血蓝蛋白的盼氧化酶活性以及几种金属离子对

其盼氧化酶活性的影响.研究结果表明，锯缘青蟹血蓝蛋白在没有任何诱导物作用的情况下表现出盼氧化酶活

性，膜蛋白酶对此活性有轻微抑制作用;与对照组相比，Ca2 + 和 Cu2 + 能使血蓝蛋白盼氧化酶活性显著增强，增强率

分别为 2819岛和 273% ;EDTA 可显著抑制 Cu2 + 对血蓝蛋白盼氧化酶活性的激活作用，抑制率达 78.5% .由此可知，

锯缘青蟹血蓝蛋白确有盼氧化酶活性，且受 Ca2 + 、Cu2 + 等金属离子作用的影响.
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Studies on Phenoloxidase Activity of Hemocyanin in Scylla serratα 
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Abstract: To investigate the phenoloxidase activity of hemocyanin from crab , Scyllα serra阳， and the 

effects of some metallic ions on it , the methods of affinity chromatography , PAGE , SDS-PAGE , Westem­

blot and phenoloxidase activity measurement were used. The results indicated that hemocyanin showed 

phenoloxidase activity without any inductor and trypsin could inhibit the activity slightly. Compared with 

control group , Ca2 
+ and Cu2 

+ could enhance its phenoloxidase activity at an enhancement rate of 281 % 

and 273 % , respectively; EDTA could inhibit the activation by Cu2 
+ remarkably at an inhibitory rate of 

78.5%. It is concluded that hemocyanin of Scylla serrata actually had phenoloxidase activity which was 

influenced by Ca2 
+ and Cu2 

+ • 
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血蓝蛋白( Hemocyanin) 是位于节肢动物和软体

动物血淋巴中的含铜呼吸蛋白，脱氧状态为元色，结

合氧状态为蓝色.一般认为，血蓝蛋白的主要生物学

功能与机体内的输氧有关，它与血红蛋白( Hemoglo­

bins) 和蜓蚓血红蛋白( Hemerythreins )并称为动物界

中的 3 种呼吸蛋白:1]. 酣氧化酶( Phenoloxidase , 

PO)是甲壳动物防御系统的重要组成部分，在识别异

物、促进血细胞吞噬、产生杀灭和排除异物等免疫功

能方面发挥着重要的作用:2]. 近年来研究发现，血
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蓝蛋白在物理化学性质、基因序列以及蛋白质结构

等方面与酣氧化酶非常相似〔35] ， BumesterM] 和 Im-

mesberger 等 [7 J 推断血蓝蛋白可能是在大约 55 亿年

前由酣氧化酶进化而来.另有研究报道，血蓝蛋白在

一定条件下可正反馈调节酣氧化酶活性问].一些研

究也证实了血蓝蛋白在一些激活剂作用下可表现出

盼氧化酶活性，如 Decker 等[9J 报道狼蛛 Tαrantula 血

蓝蛋白在膜蛋白酶或膜凝乳蛋白酶水解下可表现出

酣氧化酶活性; Pless 等口。]发现巨型深海大虱
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Bαth ynomus gigαnteus 血蓝蛋白在十二皖基璜酸纳

(Sodium dodecylsulfate , SDS) 诱导下可表现出。-双

酣氧化酶活性;严芳等[口]研究发现凡纳滨对虾

Litopenaeus vannαmei 血蓝蛋白在膜蛋白酶诱导下也

可表现出酣氧化酶活性.然而迄今为止，锯缘青蟹

Scyllα serr，αtα 血蓝蛋白是否具有酣氧化酶活性在国

内外鲜见报道.本研究以锯缘青蟹血蓝蛋白为研究

对象，采用盼氧化酶活性测定方法，探讨血蓝蛋白的

酣氧化酶活性及影响因素，为血蓝蛋白免疫学特性

的进一步研究奠定基础.

1 材料与方法

1. 1 主要材料和试剂

1. 1. 1 试验材料 锯缘青蟹购于汕头市蛇浦农贸

市场，平均体质量为(150 :t 30) g. 

1. 1. 2 试剂 兔抗血蓝蛋白抗血清由汕头大学理

学院现代生物技术研究室免疫接种制备;澳化氧活

化 Sepl即ose4B : AMRESCO 公司产品; L-DOPA: Sig­

ma 公司产品，β-琉基乙醇、丙烯眈胶、双丙烯眈腊、三

起甲基氨基甲烧、SDS、考马斯亮蓝 G-250 、二氨基联

苯胶(DAB) 、丽春红 S、膜蛋白酶等试剂:购于上海

Sangon 生物工程有限公司;其他所用试剂均为国产

分析纯.

1. 2 方法

1. 2. 1 锯缘青蟹血清的制备按王雷等[12] 报道的

方法进行.将青蟹洗净擦干，剪肢放血，收集于

1. 5 mL Eppendorf 管中， 4 "c静置过夜， 3 0∞ r/min 

离心 20 min , - 20 "c保存备用.

1. 2. 2 亲和层析纯化血蓝蛋白 按 Zhang 等[归]报

道的方法进行.取血蓝蛋白抗血清适量，硫酸钱分级

沉淀，将纯化所得抗体与澳化氧活化的 Sepharase4B 

偶联(质量比为 1: 100) ，常规方法装柱，将适量锯缘

青蟹血清加入柱床，依次进行孵育、洗脱、透析、浓缩

和蛋白浓度测定，小量分装后- 20 "c保存备用.

1. 2. 3 聚丙烯耽滕凝肢电泳(PAGE) 取1. 2.2 制

备的浓缩样品 20μL(50μglmL) ，与加样缓冲液等

体积混合，采用 3% 浓缩胶、10% 分离胶按常规方法

电泳、染色和脱色.

1. 2.4 SDS-PAGE 和 Western -blot 分析取1. 2. 2 

制备的浓缩样品 20μL(50μglmL) ，按常规方法进

行 SDS-PAGE 电泳(3% 浓缩胶，8% 分离胶) ，待电泳

结束后，50 V 恒压电转过夜，丽春红 S 总蛋白显色，

TBS(20 mmoVL Tris , 150 mmoVL NaCl , pH7. 4) 充分

洗涤，ω 为 5% 的脱脂奶粉 37 "c封闭 1 h ，分别与兔

抗血蓝蛋白抗血清 (1:100) 和羊抗兔 IgG-HRP

(1: 500) 室温摇床孵育 2 和 1 h , TBS 洗涤 3 次，每次

10 自由， DAB 显色， GDS80∞PC-凝胶成像及分析系统

扫描和分析.

1. 2. 5 锯缘青蟹血蓝蛋白盼氧化酶活性的测定

参照 Ashida[14] 的方法进行.分试验组和对照组，分

别做 3 次重复.对照组以蒸馆水替代血蓝蛋白，试验

组将 80μL 0.1 mglmL 锯缘青蟹血蓝蛋白与 100μL

O. 1 moVL pH 6.0 的磷酸饵缓冲液棍匀，均经 37 "c 

水浴 30 min ，然后加入 3 mL o. 1 moVL pH 6.0 的磷

酸伺缓冲液与 1∞ μL O. 01 moVL 的 L-DOPA r昆匀，

每隔 1 min 读取 D明m 值，以试验条件下每分钟

D响m增加 0.001 为 1 个酶活力单位(U) .然后，以

O. 1 moVL pH 6. 0 的磷酸怦缓冲液替代膜蛋白酶作

为对照组，以 80μL 0.1 mglmL 血蓝蛋白与 100μL

1 mglmL的膜蛋白酶作为试验组，其他同上，测定膜蛋

白酶对锯缘青蟹血蓝蛋白酣氧化酶活性的影响情况.

1.2.6 血蓝蛋白盼氧化酶活性影响因素分析 试

验方法同1. 2. 5 ，以血蓝蛋白加入 O. 1 moVL pH 6.0 

的磷酸伺缓冲液作为对照组，以血蓝蛋白分别加人

5 mmoVL 的 Cu2 + 、 Ca2 + 、 Mg2 + 和 Zn2 + 等金属离子作

为第 1 试验组，经 37 "c水浴适量时间后，加人 3 mL 

O. 1 moVL pH 6. 0 的磷酸伺缓冲液与 100μL

0.01 moVL 的 L-DOPA，棍匀后读取 D喇阳，分析血

蓝蛋白酣氧化酶活性的变化情况.在此基础上，以血

蓝蛋白分别加人 5 mrr口molνIL 的 Cu2 + 、工Ca2 + 以及 2却O 

口mrr口mo

验组，其他同上，分析血蓝蛋白盼氧化酶活性的变化

情况.

把对照组的酣氧化酶活性水平定为 100% ，在此

基础上，试验组所表现出的酣氧化酶活性水平即为

其酣氧化酶的相对活性.

1.2.7 统计分析 所有测定结果均以平均数±标

准差 (n ~3) 表示，采用 t-检验进行统计学显著性

分析.

2 结果与分析

2.1 血蓝蛋白的纯化与鉴定

由图 1 可知，亲和层析纯化蛋白 PAGE 电泳表

现为单一条带，说明运用亲和层析纯化的蛋白成分

单一.为了进一步对该纯化产物进行鉴定，紧接着进

行 SDS-PAGE 和 Western-blot 分析，结果如图 2 所示，

纯化产物表现为相对分子质量为 98 400 、 83 200 、

79400 、75900 和 64600 的 5 个条带，说明此蛋白含

5 个不同的亚基，且与兔抗血蓝蛋白抗血清呈显著阳

性，即可以发生特异性结合.说明，该纯化蛋白确实
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图 3 锯缘青蟹血蓝蛋白盼氧化酶活性动力学曲线

Fig. 3 Kinetic curve of phenoloxidase activity of Scylla serrata' s 

hemocyanin 

1:标准蛋白质(牛血清白蛋白 );2:亲和层析纯化蛋白

图 1 锯缘青蟹血清的亲和层析纯化蛋白 PAGE 分析

Fig. 1 PAGE ana1ysis of protein purified by affinity chromatogra­

phy from Scylla se厅创αserum
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膜蛋白酶对锯缘青蟹血蓝蛋白盼氧化酶活性影响的动

力学曲线

Fig. 4 Kinetic curve of phenoloxidase activity of ScyUa serrata' s 

hemocyanin under trypsin 

图 439200 

26600 

锯缘青蟹血蓝蛋白酣氧化酶活性影晌因素分

析

2.3 

以 Cu2 + 、 Ca2 + 、 Mg2 + 、 Zn2 + 等为效应物，测定金

属离子对血蓝蛋白酣氧化酶活性的影响(图 5) .结

果发现，不同金属离子对血蓝蛋白酣氧化酶活性有不

同的影响，其中 Ca2 + 和 Cu2 + 能使血蓝蛋白酣氧化酶

活性显著增强，增强率分别为 2819毛和 273%. 经 t-检

验， Ca2+组与对照组之间具有极显著性差异 (P < 

0.01) ， Cu2 + 组与对照组之间具有显著性差异 (P < 

O. 臼) ;Zn
2 +使该酶活性稍有增强， Mg2 + 对该酶活性

有轻微抑制作用，但两者的作用均不显著(P >0. 05). 

为了进一步分析 Ca2 + 和 Cu2 + 对锯缘青蟹血蓝

蛋白酣氧化酶活性的激活作用，本研究选用 EDTA

对其进行考察，结果如图 6 所示，与只加 Ca2 + 、 Cu2 +

的组相比，添加 EDTA 后可不同程度地抑制 Ca2 + 和

1:标准蛋白质(牛血清白蛋白 );2: 亲和层析纯化蛋白 5D5·PAGE;

3:亲和层析纯化蛋白 Westem-b1ot 分析

困 2 锯缘青蟹血清的亲和层析纯化蛋白 SDS-PAGE 和

Westem-blot 分析

SDS-PAGE and Westem-blot ana1ysis of protein purified 

by affinity chromatography from ScyUa serrata serum 

锯缘青蟹血蓝蛋白酣氧化酶活性的测定

由图 3 可知，在以蒸馆水替代血蓝蛋白作为对

照组和不加任何诱导剂的条件下，锯缘青蟹血蓝蛋

白经 37 "c水浴 30 min 过程中其D明m不断上升.经

t-检验，试验组的酣氧化酶活性与对照组之间具有极

显著'性差异(P < O. 01 ) .说明锯缘青蟹血蓝蛋白不

需要任何诱导剂即可表现出较强的盼氧化酶活性.

由图 4 可知，与不加膜蛋白酶的对照组相比，锯缘青

蟹血蓝蛋白在膜蛋白酶诱导下的酣氧化酶活性有所

下降，经 t-检验，抑制作用不显著(P >0. 05). 

Fig.2 

2.2 
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Cu2 + 对血蓝蛋白酣氧化酶活性的激活作用，抑制率

分别为 8% 和 78.5% .经 t-检验，添加了 EDTA 的

Cu2 + 组的抑制作用非常显著(P<O.Ol) ， 添加了 ED­

TA 的 Ca2 + 组的抑制作用不显著(P >0. 05). 
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图 5 不同金属离子对锯缘青蟹血蓝蛋白盼氧化酶活性的影响

Fig.5 EfIect of difIerent metallic ions on phenoloxidase activity 

of Scylla serrata' s hem∞Ymirl 
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(20 mmoVL) 

图 6 EDTA 对不同金属离子激活锯缘青蟹血蓝蛋白盼氧化

酶活性作用的影响

Fig. 6 EfIect of EDT A on difIerent metallic ions' phenoloxidase 

activation of Scylla se厅ata' s hemocyanin 

3 讨论与结论

近年来研究表明，位于节肢动物和软体动物血

淋巴中的血蓝蛋白是一种多功能蛋白，它不仅具有

输氧功能，而且具有免疫防御功能以及酣氧化酶活

性[弘川5]. 为此，血蓝蛋白的免疫学活性尤其是酣氧

化酶活性的研究目前正引起学术界的高度关注.本

研究选用锯缘青蟹为研究对象，在分离、纯化和鉴定

其血蓝蛋白的基础上，采用酣氧化酶活性测定方法

考察其血蓝蛋白的酣氧化酶活性.发现锯缘青蟹血

蓝蛋白确实具有酣氧化酶活性，与既往研究报道一

致[9-11 ，旧B]. 但本研究发现锯缘青蟹血蓝蛋白在没有

任何诱导剂的条件下即表现出酣氧化酶活性，而在

膜蛋白酶诱导下，其酣氧化酶活性反而有所下降，与

Decker 等[9] 以及严芳等[11] 报道的膜蛋白酶可激活

血蓝蛋白酣氧化酶活性的结论不一致.这可能与血

蓝蛋白的种属差异有关，也可能是一种新的作用机

制，还可能是膜蛋白酶对其酣氧化酶活性中心进行

了水解，从而引起其空间构象发生变化使其活性中

心的活性降低所致，至于其确实情况还有待于进一

步研究和探索.

本试验结果表明， Cu2 + 和 Ca2 + 对锯缘青蟹血蓝

蛋白酣氧化酶的活性均有显著影响，其中 ， ci+ 能使

血蓝蛋白的酣氧化酶活性极显著地增强，此结果与

陆宏达等[19] 及杨进孙等[却]的报道相吻合; Cu2 + 也能

使血蓝蛋白的酣氧化酶活性显著增强，这与汪小锋

等[21] 以及 Liu 等问]的研究结果不一致，可能是血蓝

蛋白发挥酣氧化酶活性与酣氧化酶发挥活性的作用

机制不同所致.

本试验还发现， EDTA 可显著抑制 Cu2 + 对血蓝

蛋白酣氧化酶活性的激活作用，而对 Ca2 + 引起的激

活作用仅有轻微的抑制作用.提示， EDTA 作为一种

代表性的二价阳离子整合剂，对 Cu2 + 的络合力可能

远远大于对 Ca2 + 的络合力，导致血蓝蛋白对 Cu2 + 的

竞争处于劣势，而生成的 EDTA-铜盐严重抑制了含

铜呼吸蛋白一一血蓝蛋白的酣氧化酶活性.

综上所述，锯缘青蟹血蓝蛋白在没有任何诱导物

的作用下即表现出酣氧化酶活性，且 ci+ 、Cu2 + 等能

显著增强锯缘青蟹血蓝蛋白的酣氧化酶活力，可为青

蟹养殖中免疫增强剂的研发与使用提供参考.
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