
第 30卷 

2 O 0 9 

第 1期 

年 2月 

渔 业 科 学 进 展 

PROGRESS IN FISHERY SCIENCES 

Vo1．3O，No．1 

Feb．。2OO9 

海蜇毒素的分离纯化及其性质的初步研究 

李联泰 高 健。 安贤惠 许 宁 张晓磊 阚 
( 淮海工学院 江苏省海洋生物技术重点实验室，连云港 222OO5) 

( 连云港职业技术学院 医药 与化学工程系 ，222O06) 

摘要 通过研究冻融海蜇触手，Sephadex 1O凝胶过滤层析脱 盐，SP Sephadex C一25离子交换层 

析等分离纯化技术 ，从海蜇 R 0 zPm口Psc zP ￡ m 触手中分离到 RE一5—6毒素，初步测定其分子量约 

为 66．2 kD并对其性质进行 了初步研究。结果表明，RE一5—6具有下列性质 。(1)对鸡血表现 出较强 

的溶血活性；(2)可大大提 高小白鼠的对热痛阈值即有 明显的镇痛效果，且镇痛作用随着注射 浓度的 

增加而加强；(3)对小白鼠皮肤和眼睛分别表现中度和轻度刺激性；(4)对革蓝氏阴性菌大肠杆菌以及 

真茵白色念珠茵等有抑制作用。但 未检测到丝氨酸蛋白酶抑制剂活性 。 
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ABSTRACT A toxin，named RE一5—6，was isolated，purified and characterized from the tenta— 

cles 0f R 0户 Ze，"n sc Ze 7 by Sephadex G一10 gel filtration and SP Sephadex C一25． The mo— 

lecular weight was 66．2 kD． RE一5—6 showed hemolytic activity to chicken blood；its analgesic 

effect to mice was significant and intensified with concentration increasing；it showed medium or 

low leve1 stimulation the skin and eyes of mice；it also inhibited the growth of E c r ch n c0Z 

and C口 口nZ6 c以 s． No serine protease inhibiting activity was revealed by the examination． 

KEY WoRDS JeUyfish R 0̂ Z n esf Z ￡ Toxin Haemolytic actiVity 

Stim1】1ative test 

生物毒素亦称天然毒素，是指动物 、植物和微生物产生 的对其他生物物种有毒害作用的化学物质，其资源 

丰富，化学结构多样，具有多种药用功能(陈红霞 2O06)。占有地球生物种群数量 80 9／6以上的海洋生物 ，因其 

复杂而独特的生态环境 ，产生了大量化学结构新颖、生物活性特异和陆地生物无法 比拟的海洋生物毒素等生物 
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活性物质(石建功等 1999，刘雪莉等 1997)，其研究发展对于农业、畜牧、医学、药物学、环境和灾害防治等多 

方面亦有重要意义。本研究以海蜇触手为材料，分离纯化海蜇毒素 ，并对其部分性质进行探讨，以期为海蜇的 

综合开发利用提供基础资料。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

海蜇 R 0̂ zP n P c“Ze f“ 采集于江苏省盐城陈港海域 ，小自鼠购于南京医科大学实验动物中心 。 

1．2 指示菌 

指示菌 1：鳗弧菌 Ⅵ6，． o口 g“ r 、嗜水气单胞菌 APr0 0 口s r0 iZn和鲁克氏耶尔森氏菌 r5 一 

r“c是Pr 。指示菌 2：大肠杆菌 E5c矗er f̂ f0Z 、枯草芽孢杆菌 Bnc “s s“ s、金黄色葡萄球菌 S z0一 

c0fc“s n rP“s和白色念珠菌 Cn” n口 c删s。上述菌种均由本实验室保存 。 

1．3 层析填料 

Sephadex G一1O、SP Sephadex C一25均为 Amersham产品。 

1．4 方法 

1．4．1 海蜇触手样品(以下简写 RE)制备 

参照 Hir0s hi等(2O02)的方法(略有改动)。在盐城陈港海域捕捞海蜇若干，迅速剪取触手，塑料袋包装， 

置填有冰块的泡沫箱快速送 回实验室，一50℃冻存 。用前 37℃快速解冻(尚有少量冰时拿出)，纱布粗过滤， 

将滤液在 12 0O0 r／min，4℃离心 20 min，取上清 ，冷冻干燥浓缩备用。 

1．4．2 Sephadex G一10除盐 

凝胶 Sephadex G 10按李建武等(1994)方法处理、装柱(凝胶体积约 18 m1)，上样，超纯水平衡洗脱，流速 

O．3 ml／min，连接核酸蛋白检测仪，检测 ，收集 A 。大于 O．03的部分。 

1．4．3 SP—sephadex C25离子交换层析 

凝胶 SP—sephadex C25按李建武等(1994)方法处理、装柱(12 mm×15 mm)，连接 Biologic Duoflow蛋白 

质层析系统 ，缓冲液 A：O．O5 mol／L Tris-HCl，pH 7．8。缓冲液 B：含 O．8 mol／L NaCl的缓冲液 A。流速 1．0 

m1／min，平衡，自动进样 ，梯度洗脱，根据预实验结果，出现峰时 Ho1d(即在该盐浓度时保持一定时间)，至峰谷 

时继续 ，各峰单独收集。 

1．4．4 2 7／5红细胞制备 

参考刘善庭等(2OO3)的方法，取新鲜鸡血置于含柠檬酸钠 (终质量分数为 O．38 )的离心管 中，2 OO0 

r／min，4。C离心 5 min，将沉淀反复用生理盐水洗涤若干次，至上清液不再呈现红色为至，将洗涤好的红细胞 

加生理盐水稀释成 1O ～10。个／ml的悬浮液备用。 

1．4．5 溶 血 活 性 检 测 

参照刘善庭(2O03)的实验方法，检测每次分离收集的各峰的溶血活性。取红细胞悬浮液 1O0 1，样品溶液 

3O l，用生理盐水补足至 1．6 ml，37℃保温3O min，2 OOO r／min离心 5 min，取上清液 4oO 1于 24孔Costar 

孔酶标板，重复 3次，在 BioTek synergy HT酶标仪上测定其 54O nm吸光值(以生理盐水替代样品为对照)。 

溶血活性 以 A 大小来表示，AⅢ越大 ，说明溶血活性越强。 

1．4．6 小白鼠刺激性实验 

购买 25日龄小白鼠，体重 18～22 g，均为雌性 。小白鼠的热痛觉、皮肤刺激和眼睛刺激等实验方法及评判 

标准均参考王心如等(2oO3)的方法 ，每个处理 3只小白鼠。 

(1)小自鼠的热痛觉实验 将一大烧杯置于 55± 0．5℃恒温水浴锅中预热 10 min，再把小白鼠放入烧杯 
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底部同时秒表记时，观察小白鼠的活动，记录小白鼠自放入烧杯至添后足所需时间即为该小 白鼠的痛 阈值，实 

验选用痛阈值在 3 s到 3O s之间的个体。腹腔注射样品(以生理盐水为对照)0．5 mI，分别在给药后 15 s、30 s 

和 60 s测定其痛阈值，当痛阈值超6O s时记 6O s。再计算用药后痛阈值提高百分率。 

痛阈值提高的百分率／ 一(用药后的痛阈值一用药前的痛阈值)／用药前的痛阈值 ×1OO 

痛阈值提高百分率比对照组提高 10O 以上为有明显镇痛效果。 

(2)小白鼠的皮肤刺激实验 用药前 24 h剪掉小白鼠脊柱右侧毛发，去毛范围约 8 mm×8 mm，观察记录 

小白鼠皮肤情况 ，正常个体将 O．1 ml样品溶解液(对照组用生理盐水，采用异体对照)直接涂抹在去毛皮肤上， 

用 1 cm×1 cm的玻璃纸覆盖，再用无刺激性胶布加以固定 ，敷用 4 h后用温水清除处理部位残 留受试物，之后 

分别在 1、6和 12 h时观察处理部位皮肤反应状况 。 

(3)小白鼠的眼刺激实验 用药前先观察并记录小 白鼠角膜 、虹膜及结膜情况。正常个体将样品 2O l滴 

入小 白鼠右眼结膜囊 内(对照组用生理盐水，采用异体对照)，使受试物后小 白l鼠眼睛被动闭合 8～1O s，观察给 

样品后 6、12和 24 h，小 白鼠眼的局部反应情况。 

1．4．7 丝氨 酸蛋 白酶抑 制剂 活性检测 

参照安贤惠等(2oO6)方法 ，依次在 24孔 costar孔酶标板上加入 Tris—HCl(O．O5mol／L pH 7．8)410 l， 

胰蛋白酶(Tripsin)5O l，样品 20 l，室温下准确静置 5 min，加发色底物苯甲酰一L_精氨酸硝酸还原酶氢氯化 

物(NBLAN)40 l，迅速震荡均匀 ，用酶标仪在 4O5 nm处扫描 3 min，每 3O s检测 1次，观察酶促动力学变化。 

以缓冲液代替样品为对照，通过比较趋势线斜率检测丝氨酸酶抑制剂活性。当样品趋势线斜率小于对照组时 

表明有该活性 ，反之则无 。 

1．4．8 抗 茵活性检测 

采用抑菌圈法(沈 萍等 1999)。将 7种指示菌制成约 A6o0—0．O6的菌悬液，然后分别取 1OO I指示 

菌 1和指示菌 2涂布于 2216E和 LB培养基上 ，用微量移液器取 2O l的样品浸润滤纸(直径 4 mm、2层)，将 

滤纸片放于涂有菌悬液的培养基上 ，以无菌水为对照 。指示菌 1和指示菌 2分别置 28℃和 37℃培养 ，6 h后 

及时观察抑菌效果。抗菌活性用抑菌圈直径表示(数值等于抑菌圈外径减滤纸直径)，当抑菌圈直径分别小于 

0．3、0．3～O．5、O．5～1．O、1．1～1．5和大于 1．5 mm时分别记为“+／一”，“+”，“++”，“+++”和“+++ 

+”，无抗菌活性用“D”表示 。 

1．4．9 分子量测 定 

参照周先碗等(2O03)SDS广聚丙烯酰胺凝胶电泳 ，电泳条件有改进。 

2 结果 

2．1 海蜇触手制备液(RE)经 SP Sephadex C-25 

离子交换层析分离结果 

将 G一1O脱盐后 的样品经抽滤 、脱气，用 SP 

Sephadex C一25离子交换树脂层析分离 ，结果如 

图1。共收集 7个峰，分别标记为 1、2、3、4、5、6 

和 7。 

2．2 RE经 SP Sephadex C-25分离峰溶血活性检 

测 结果 

海蜇触手处理液经 SP Sephadex C一25分离 

得到的 7个峰 ，其溶血活性检测结果如表 1。 

图 1 RE经 SP Sephadex C_25离子交换层 析分离结果 

Fig．1 The peaks achieved from R o户 ZP7 n 

esf“Z f口by Sp Sephadex C|_25 

由表 1可见 ，第 5个分离峰(命名为 RE一5)具有较强的溶血活性 ，经 SPSS11．O软件分析 ，RE一5的溶血活性 

与对照、其他峰相比达到极显著水平 ，进而对其继续分离纯化。 
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2．3 RE一5经 SP Sephadex C一25离子交换层 

析再分离结果 

制备 RE一5浓缩 、脱盐后 ，再经 SP Seph— 

adex C一25离子交换层析分离 ，结果如 图 2。 

共收集 7个峰，分别命名为 RE一5—1、RE一5—2、 

RE一5—3、RE一5—4、RE一5—5、RE一5—6和 RE一5—7。 

图 2中简写为 1、2、3、4、5、6和 7。 

2．4 RE一5经 SP Sephadex c_25离子交换层 

析分离峰溶血活性检测结果 

RE一5再次经 SP Sephadex C一25分离后 

收集到 7个峰，其溶血活性检测结果如表 2。 

O．O4O 

0．o35 

0．O3O 

0．025 

O 020 

0．O15 

0．O10 

0．oo5 

0．o0O 

0．OO5 

M in Tbnth 

图 2 RP5经 SP Sephadex C125离子交换层析分离结果 

Fig．2 The peaks achieved from RE 5 by SP Sephadex C一25 

表2 RE-5经 sP sephad c一25分离峰溶血活性检测结果 

Table 2 Hemolytic activity of different peaks of RE一5 by SP Sephadex C一25 

由表 2可见，RE一5—6具有较强的溶血活性 ，RE一5—4、RE一5—5和 RE一5—7也有一定溶血活性。SPSS11．0分 

析表明，RE一5—6的溶血活性极显著高于其他峰，RE一5—4、RE一5—5和 RE一5—7极显著高于对照。 

2．5 RE一5—6对小白鼠热痛觉的影响 

收集 RE一5—6，冷冻干燥 ，生理盐水溶解备用。将小白鼠随机分为 3组，其中 1组为对照。两个实验组给药 

浓度(RE一5—6溶液蛋白质含量)分别为 0．39和 O．78 mg／ml，每组 3只，结果如表 3。 
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从表 3中可以看出，注射 RE一5—6后小 鼠的痛阈值明显提高 ，表明 RE一5—6可使小 鼠对热痛反应变得迟钝 ， 

且有随着样品浓度的增加其作用增强的趋势 。 

2．6 RE一5—6对小白鼠的皮肤刺激效果 

实验选用皮肤表皮完好，均无红斑 ，水肿 ，隆起 ，焦痂等异常现象的小 鼠，结果见表 4。 

表 4 RE一5—6对小白鼠皮肤刺激得分及强度评价 

Tabk 4 Irritant degree of RE一5—6 to mice skin 

从表 4中可以看出，RE一5—6对小白鼠皮肤具有刺激作用 ，且刺激作用随着样 品浓度 的升高而增强 ，在 RE 

5—6溶液蛋白质含量为 0．39和 O．78 mg／m1时分别表现为轻度和中毒刺激 。 

2．7 RE一5—6对小 白鼠的眼刺激效果 

选用角膜、虹膜及结膜完好 ，均无混浊 ，充血 ，肿胀 ，分泌物等异常现象的小白鼠，结果如表 5。 

表 5 RE-5一+6对 小自鼠眼刺激得分及 强度评价 

Table 5 Irritant degree of RE一5—6 to mice eyes 
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由此可见 ，RE一5—6对小 白鼠眼有微弱的刺激作用，但在低浓度时无刺激作用。 

2．8 RE一5—6的抑菌活性 

按方法 1．4．8检测 RE一5—6的抑菌 

活性，结果见表 6。 

2．9 RE一5—6的丝氨酸蛋白酶抑制剂活 

性检测 

本研究未检测到 RE一5—6的丝氨酸 

蛋白酶抑制剂活性(数据略)。 

2．10 RE一5—6的分子 量测定 

SDS一聚丙烯 酰胺凝胶 电泳 图谱如 

图 3，由此可见 RE一5—6分子量约为 66．2 

kD。 

3 讨论 

表 6 RE一5—6的抑菌活性 

Table 6 Antimicr0bial activity of RE 5—6 

指示菌株 

Microbes 

RE 5 6抑菌活性 

Antimicrobial activity of RE一5—6 

大肠杆菌 EsĉPr ĉ f0￡ 

枯草芽孢杆菌 Bdf洲“ s“6 5 

金黄色葡萄球菌 S￡n ￡oc0ff“s彻rP“ 

白色念珠菌 C口 如 口z6 c 

鲁克 氏耶尔森菌 r r“c Pr 

嗜水气单胞菌 APr0m0"dŝ dro 

鳗 弧菌 Ⅵ6r 0 r“m 

+ ++ + 

i一 

+ + + 

(1)本研究通过 Sephadex G一1O除盐和两次 SP—sephadex C25分离 

纯化，得到了在 SD PAGE中显示单一条带的毒素 RE一5—6，表明该方法 

可以得到纯度较高 的产品。同 Yu等(2O07)、Sanchez等(2O06)、Bai1ey 

等 (2O05)、Wiltshire等 (2OO0)、Carrette等 (2OO4)和 Ramasamy等 

(2o05)在海蜇毒素研究中所用方法相比，作者所用技术简便经济，效果 良 45． 0kD 

好 。 

(2)实验发现，通过 SP—sephadex C25从海蜇触手分离出来的溶血毒 35 okD 

素 RE一5—6不仅具有明显的镇痛作用而且对革兰氏阴性、阳性菌以及真菌 

等表现出程度不一的抑菌活性。这在其他毒素蛇毒、蜂毒和蝎毒等动物 ⋯ 。 

毒素(余晓东 2oO1a)以及芋螺毒素、海葵毒素和海洋藻类毒素等海洋生 

物毒素(余晓东 2OOllb；傅余强等 2OO2；尹伊伟等 2O04)中未见报 

道，说明该毒素具有开发为抑制疼痛和抗微生物感染药物的潜能。当然 kD 

本研究还有许多工作尚待进一步深入 ，如鉴定该毒素的结构、功能及作用 l4．4kD 

机理、有效剂量等。 

(3)海蜇在我国江苏等地建立了规模较大的养殖基地，为人们提供了 ⋯ 曼。．REI5．。 电泳． 
很好的食用海蜇资源 。而 目前对海蛰的利用一般只限于对海蛰皮腌制后 

的食用 ，对其他部分则任由其分化流失 ，既污染了环境(尤其是海洋水环境)，又造成 了生物资源的浪费。水母 

的触手上分布着刺丝囊 ，是腔肠动物所特有的，其中含有大量的毒素成分(宋杰军等 1996；于华华等 2OO3)， 

对其提取、鉴定、改性并应用于水产生物药物(如杀虫、杀菌和抗病毒等)，对提高水产品质量、提高农业生物资 

源利用率和减少污染等均具有重要意义。 
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