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摘要：【目的】探讨金黄水母Ｃｈｒｙｓａｏｒａ　ｈｅｌｖｏｌａＢｒａｎｄｔ刺细胞毒液（ｎｅｍａｔｏｃｙｓｔｓ　ｖｅｎｏｍ，ＮＶ）的红细胞溶血活性特

征及可能机制。【方法】通过分光光度法测定红细胞溶解释放血红蛋白的量来确认不同条件和药物对 ＮＶ诱导

红细胞溶血行为的影响。【结果】ＮＶ诱导的红细胞溶血与其总蛋白浓度存在依赖关系。溶液ｐＨ值、大分子非

电解质渗透压保护剂ＰＥＧｓ均能显著影响其溶血活性；非电解质小分子糖类渗透压保护剂Ｄ－甘油和Ｄ－半乳糖

对溶血活性影响很小，但Ｄ－葡萄糖能显著延缓溶血。ＮＶ同时具有Ｃａ２＋依赖的弱磷酸酯酶Ａ２（ＰＬＡ２）活性，且

受组氨酸烷基化试剂ｐ－ＢＰＢ抑制。这一ＰＬＡ２ 活性可能对其红细胞溶血活性也有贡献。【结论】ＮＶ的红细胞

溶血活性可能由膜穿孔机制和所含ＰＬＡ２ 酶成分造成，并受到含葡萄糖单元结构的糖受体调节。
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Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ，ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ，ｎｅｍａｔｏｃｙｓｔｓ　ｖｅｎｏｍ，ＰＬＡ２，Ｃｈｒｙｓａｏｒａ　ｈｅｌｖｏｌａ　Ｂｒａｎｄｔ

０　引言

　 　 【研 究 意 义】金 黄 水 母 （Ｃｈｒｙｓａｏｒａ　ｈｅｌｖｏｌ－
ａＢｒａｎｄｔ）是生长于北部湾海域的一种有毒水母，隶
属刺胞动物门（Ｃｎｉｄａｒｉａ）水螅虫纲（Ｈｙｄｒｏｚｏａ）钵水
母亚纲（Ｓｉｐｈｏｎｏｐｈｏｒａｅ）游水母目（Ｐｅｌａｇｉｉｄａｅ）。成
熟Ｃ．ｈｅｌｖｏｌａ 触腕上有大量刺细胞（ｎｅｍａｔｏｃｙｓｔｓ，

ＮＣ），内含蛋白类质毒素，渔民和游人裸露皮肤与之
接触会被蛰伤，伤势轻微时被蛰处立即红肿、灼痛；严
重者皮肤溃烂，流血，甚至有人因严重蛰伤而死亡。

为公众安全鉴，有必要明确其作用机制。【前人研究
进展】据报道，水母触腕非刺细胞组织中含有与刺细
胞毒素结构相异而活性相似的化合物，而水母蛰伤人
时注入人体内的有毒物质主要来自于其刺细胞［１－５］，

有多种因素会影响水母毒液（素）的溶血活性［６－９］，如
溶液ｐＨ值和不同类型的细胞渗透压保护剂等。多
方研究认为其所研究的水母毒素能在细胞膜上形成

孔道，溶质分子等可经由此孔道进入细胞内，并破坏
细胞膜内外渗透压平衡，从而引起细胞胀裂，故渗透
压保护剂对水母毒素活性有影响［８－１２］。此外，有文献
报导水母触腕匀浆中含有ＰＬＡ２（文献［９］），ＰＬＡ２包
含多个性质不同的亚家族，其区别主要在于催化所需
的辅因子和氨基酸残基不同［１３］。【本研究切入
点】Ｃ．ｈｅｌｖｏｌａ 刺 细 胞 毒 液 （ｎｅｍａｔｏｃｙｓｔｓ　ｖｅｎｏｍ，

ＮＶ）毒害作用的物质基础、毒性类型及其作用机制
迄今未有研究报导。【拟解决的关键问题】通过测定

ｐＨ值、渗透压保护剂（ＰＥＧｓ，单糖）、ＥＤＴＡ 和ｐ－
ＢＰＢ对ＮＶ溶血活性的影响，以及ＥＤＴＡ和特异性
抑制剂ｐ－ＢＰＢ对ＮＶ的ＰＬＡ２活性的影响，研究Ｃ．
ｈｅｌｖｏｌａ刺细胞毒液的体外红细胞溶血活性特点，探
讨金黄水母毒素引发溶血的可能机制等。

１　材料和方法

１．１　ＮＶ的提取

　　Ｃ．ｈｅｌｖｏｌａ样本采自广西北部湾海域。采集到
后立即剪下触手并以保鲜袋分装后冰镇运回实验室

处理。ＮＣ提取参照Ｂｌｏｏｍ等［１４］的方法，即按体积
比１∶１的比例加入人工海水。经缓慢搅拌后于４℃
静置自解。每２４ｈ过滤，残余固形物在４℃继续以等
体积人工海水自解。连续自解４ｄ后，３　０００×ｇ离心

收集沉淀，以真空冷冻干燥机干燥后所得即为含毒

ＮＣ。分装后置于－８０℃保存。按照质量体积比（ｇ∶
ｍＬ）１∶１００取 ＮＣ与指定ｐＨ 值的ＰＢＳ缓冲液（总
磷酸盐浓度０．０１ｍｏｌ／Ｌ）混合，冰浴下以超声波破碎
（５００Ｗ，８ｓ超声，１２ｓ间歇，９０循环）后在１３　０００×

ｇ，４℃下离心１ｈ，所得上清即为ＮＶ。置于４℃冰箱
中备用。ＮＶ的蛋白质总浓度采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ测定。

１．２　红细胞溶血活性分析

１．２．１　ＮＶ的溶血活性分析

　　抽取鸡血液，加入等体积含５％（Ｗ∶Ｗ）柠檬酸
钠的生理盐水溶液，４００×ｇ，４℃下离心５ｍｉｎ，弃去
上清并重新用生理盐水吹散。如此重复离心３次直
到上层清液无明显红色，下层即为鸡红细胞。溶血活
性测定参照Ｃｈｕｎｇ等［６］的方法：取上述红细胞并用

０．０１ｍｏｌ／Ｌ 的 ＰＢＳ溶液（ｐＨ 值为７．４）配制成

０．８％（Ｖ∶Ｖ）的悬液。取上述红细胞悬液０．３ｍＬ，

加入不同量 ＮＶ，并补充ＰＢＳ调节溶液总体积为３
ｍＬ。将此混合体系置于３７℃水浴中恒温３０ｍｉｎ后
立即取出并冰浴５ｍｉｎ，随后在４００×ｇ，４℃下离心５
ｍｉｎ。取上层清液并测定其在４１４ｎｍ 处的吸光度

Ａ。取ＰＢＳ代替ＮＶ作为空白对照，取０．１％（Ｖ∶Ｖ）

Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００的ＰＢＳ溶液代替 ＮＶ作为１００％阳性
对照。各实验用溶液的配制全部采用去离子水。

　　将样品吸光度扣除空白对照吸光度后对混合体
系中 ＮＶ的最终浓度作图。上述吸光度差值与 ＮＶ
诱导的溶血红细胞数，溶血的红细胞百分数及其释放
出来的血红蛋白的量成正比。

１．２．２　ｐＨ值和药物对ＮＶ溶血活性的影响

　　ｐＨ值的影响：制备ＮＶ及红细胞－ＮＶ混合体系
时均采用相应ｐＨ 值（５．４，６．４，７．４和８．４）的ＰＢＳ
溶液。

　　渗透压保护剂（ＰＥＧｓ，单糖）的影响：混合体系

ｐＨ值均为７．４。定容前分别加入适量高浓度的

ＰＥＧ－１０００，ＰＥＧ－２０００，ＰＥＧ－３０００和 ＰＥＧ－６０００溶
液，以及Ｄ－甘油、Ｄ－半乳糖和Ｄ－葡萄糖溶液，使其最
终浓度为２０ｍｍｏｌ／Ｌ。

　　ＥＤＴＡ的影响：混合体系ｐＨ值均为７．４。定容
前加入适量高浓度ＥＤＴＡ溶液，使其最终浓度分别
为１ｍｍｏｌ／Ｌ、５ｍｍｏｌ／Ｌ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ。取相应浓度
的ＥＤＴＡ与红细胞反应作为空白对照。

０８ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２３Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１６
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　　组氨酸烷基化试剂ｐ－ＢＰＢ的影响：预先取溶于

ＤＭＳＯ的ｐ－ＢＰＢ与ＮＶ在２５℃下分别共孵育２ｈ，

ｐ－ＢＰＢ的浓度分别为０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ、０．１ｍｍｏｌ／Ｌ和

１ｍｍｏｌ／Ｌ。随后以０．２２μｍ孔径的半透膜过滤去除

ｐ－ＢＰＢ，滤液用于测定ＮＶ的溶血活性。取相应浓度
的ｐ－ＢＰＢ与红细胞反应作为空白对照。

　　其余方法与１．２．１节同。各实验用溶液的配制
全部采用去离子水。

１．２．３　磷酸酯酶Ａ２（ＰＬＡ２）活性的测定

　　ＰＬＡ２ 活性测定采用ｓＰＬＡ２ 试剂盒（Ｃａｙｍａｎ，

＃７６５００１）进行。ＰＬＡ２ 酶能水解特异性底物ｄｉｈｅｐ－
ｔａｎｏｙｌ　ｔｈｉｏ－ＰＣ（ＤＨＰＥ）ｓｎ２位置上的脂肪酸而释放
巯基。该巯基与５，５－ｄｉｔｈｉｏｂｉ（２－ｎｉｔｒｏｂｅｎｚｏｉｃ　ａｃｉｄ）
（ＤＴＮＢ）反应生成在４０５ｎｍ处有特征性光吸收的化
合物。通过测定吸光度增加的速率可以计算得到反
应的速率。

　　测定时先向９６孔板每孔中加入含有１０μＬ　ＤＴ－
ＮＢ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ溶液（０．４ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ
值为 ８．０），１０μＬ　ＮＶ 和 ５μＬ 测试缓冲液 （１０
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＣａＣｌ２，１００ ｍｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ，０．３ ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００，２５ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ值为７．５），
最后加入２００μＬ含１．６６ｍｍｏｌ／Ｌ　ＤＨＰＥ的测试缓
冲液启动反应。振荡５ｓ后立即用酶标仪（Ｉｎｆｉｎｉｔｅ
? Ｍ２００ＰＲＯ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）测定反应体系２５℃下在

４０５ｎｍ处的吸光度，每分钟测定一次，每样品连续测
定不低于１５次。阳性对照采用试剂盒提供的蜂毒

ＰＬＡ２（１００μｇ／ｍＬ），空白对照以测试缓冲液代替

ＮＶ。测定所得ＰＬＡ２ 活性表观速率常数ｋ以ＮＶ中
每克总蛋白每分钟水解的磷脂胆碱的微摩尔数表示。

１．２．４　Ｃａ２＋ 和特异性抑制剂ｐ －ＢＰＢ对 ＮＶ 的

ＰＬＡ２活性的影响

　　Ｃａ２＋的影响：方法同１．２．３节所述，但所采用测
试缓冲液不含ＣａＣｌ２，其它实验用溶液的配制全部采
用去离子水。ＮＶ在测试前分别滴加ＥＤＴＡ溶液至

１０ｍｍｏｌ／Ｌ和２０ｍｍｏｌ／Ｌ，并在２５℃下混匀孵育３０
ｍｉｎ，使 ＮＣ 带入的痕量 Ｃａ２＋ 被不同程度地螯合
屏蔽。

　　ｐ－ＢＰＢ的影响：向ＮＶ中滴加预先溶于ＤＭＳＯ
的ｐ －ＢＰＢ，使 ｐ －ＢＰＢ 的最终浓度分别达 ０．１
ｍｍｏｌ／Ｌ和１ｍｍｏｌ／Ｌ。２５℃下混匀并分别孵育２ｈ
后代替 ＮＶ用于ＰＬＡ２活性测试。方法同１．２．３节
所述。

２　结果与分析

２．１　ＮＶ的溶血活性

　　金黄水母ＮＶ诱导的鸡红细胞溶血如图１所示。
图１显示吸光度与混合体系中 ＮＶ的浓度之间存在
依赖关系，并表现为典型的Ｓ型曲线。根据曲线计算
表明引起红细胞半数溶血的 ＮＶ 总蛋白浓度为
（４．６±０．２０）μｇ／ｍＬ。

图１　ＮＶ诱导的红细胞溶血效应

Ｆｉｇ．１　Ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ　ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ＮＶ

２．２　溶液ｐＨ值对ＮＶ溶血活性的影响

　　鉴于人体血液的正常ｐＨ值约为７．４，其它大部
分组织的正常生理ｐＨ值为４．０～８．４，我们测定ｐＨ
值分别为５．４，６．４，７．４和８．４时ＮＶ诱导鸡红细胞
溶血的效果而不考虑极端ｐＨ值。结果如图２所示，
在所测ｐＨ值范围内，ＮＶ均能诱导鸡红细胞溶血。
相应ｐＨ值条件下ＮＶ诱导鸡红细胞的半数溶血浓
度分别为（３．１±０．３）μｇ／ｍＬ、（４．５±０．６）μｇ／ｍＬ、
（４．６±０．２）μｇ／ｍＬ和（６．２±０．９）μｇ／ｍＬ。即ＮＶ
的溶血活性随环境ｐＨ值的降低而增强。

图２　溶液ｐＨ值对ＮＶ红细胞溶血效应的影响

　　Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｐＨ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ　ｈｅｍｏｌ－

ｙｓｉｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ＮＶ

２．３　渗透压保护剂（ＰＥＧｓ、单糖）对ＮＶ溶血活性的
影响

　　ＰＥＧｓ能显著影响 ＮＶ的溶血活性。分子量最
小的ＰＥＧ－１０００虽然不能完全抑制 ＮＶ诱导的红细
胞溶血，但不同浓度 ＮＶ诱导的溶血被强烈抑制；更
大分子量的ＰＥＧ－２０００，ＰＥＧ－３０００和ＰＥＧ－４０００则能
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完全抑制ＮＶ诱导鸡红细胞溶血（图３ａ）。Ｄ－甘油和

Ｄ－半乳糖对 ＮＶ诱导的鸡红细胞溶血影响较小，当

２０μｇ／ｍＬ的Ｄ－甘油、Ｄ－半乳糖存在时，ＮＶ诱导半
数红细胞溶血的浓度分别为（７．３±０．５）μｇ／ｍＬ和
（５．８±０．２）μｇ／ｍＬ。２０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｄ－葡萄糖能强烈
抑制较低浓度的ＮＶ诱导的红细胞溶血，但随ＮＶ浓
度升高，Ｄ－葡萄糖对红细胞溶血的抑制作用逐渐减
弱。在所测ＮＶ浓度范围内，高浓度的ＮＶ仍可诱导
全部红细胞溶血。当２０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｄ－葡萄糖存在时，

ＮＶ诱导半数红细胞溶血的浓度为（１１．２±０．７）

μｇ／ｍＬ（图３ｂ）。

图３　ＰＥＧｓ和小分子量左旋糖对ＮＶ溶血效应的影响

　　Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＰＥＧｓ　ａｎｄ　Ｄ－ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｅ－

ｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ　ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ＮＶ

２．４　ＮＶ的ＰＬＡ２ 活性

　　如图４所示，ＮＶ能诱使反应混合物的吸光度不
断增大，表明ＮＶ确实具有ＰＬＡ２ 活性；但 ＮＶ使反
应混合物吸光度增大的速率相对阳性对照很小，表明

ＮＶ的ＰＬＡ２ 活性远低于蜂毒ＰＬＡ２ 酶的活性。计

图４　ＮＶ的ＰＬＡ２ 活性

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ＰＬＡ２ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ＮＶ

算结果表明，ＮＶ 的ＰＬＡ２ 活性表观速率常数ｋ＝
（１２６７．０±１２．６）μｍｏｌ·ｍｉｎ

－１·ｇ－１蛋白。

２．５　Ｃａ２＋和ｐ?ＢＰＢ对ＮＶ的ＰＬＡ２活性影响

　 　 对 比 无 ＥＤＴＡ 的 ＮＶ，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ 和 ２０
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ存在时，反应混合物吸光度增加的速
率显著降低；且随ＥＤＴＡ浓度升高，降低的程度增大
（图５ａ）。计算结果表明，１０ｍｍｏｌ／Ｌ和２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ存在时，ＮＶ的ＰＬＡ２活性的表观反应速率常
数ｋ分别为（３６７．４±５．３）μｍｏｌ·ｍｉｎ

－１·ｇ－１总蛋白
和（１０３．６±１．２）μｍｏｌ·ｍｉｎ

－１·ｇ－１总蛋白，表明

ＥＤＴＡ能够显著抑制 ＮＶ的ＰＬＡ２活性。这可能是
因为ＥＤＴＡ螯合了可能由ＮＣ带入ＮＶ中的痕量生
物Ｃａ２＋，也进一步说明 ＮＶ中含有的ＰＬＡ２可能是

Ｃａ２＋依赖的。如图５ｂ所示，与不同浓度组氨酸烷基
化试剂ｐ－ＢＰＢ孵育相同时间后，ＮＶ的ＰＬＡ２活性均
有显著降低。计算结果表明，分别与０．１ｍｍｏｌ／Ｌ和

１ｍｍｏｌ／Ｌ的ｐ－ＢＰＢ共孵育２ｈ后，ＮＶ的ＰＬＡ２活
性的表观反应速率常数ｋ变为（９５０．１±０．５）μｍｏｌ·

ｍｉｎ－１·ｇ－１总蛋白和（７０９．４±０．６）μｍｏｌ·ｍｉｎ
－１·

ｇ－１总蛋白，即ｐ－ＢＰＢ也可抑制ＮＶ的ＰＬＡ２活性。

　　图５　ＥＤＴＡ和ｐ－ＢＰＢ对ＮＶ的ＰＬＡ２活性的影响

　　Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＥＤＴＡ　ａｎｄ　ｐ－ＢＰＢ　ｏｎ　ｔｈｅ　ＰＬＡ２ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆ　ＮＶ

２．６　ＥＤＴＡ和ｐ?ＢＰＢ对ＮＶ溶血活性的影响

　　如图６ａ所示，不同浓度的ＥＤＴＡ存在时，ＮＶ
仍旧具有强烈的溶血活性。计算结果表明，当存在０
ｍｍｏｌ／Ｌ，１ｍｍｏｌ／Ｌ，５ｍｍｏｌ／Ｌ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＥＤ－
ＴＡ时，ＮＶ 的半数溶血浓度分别为（４．６±０．２）

μｇ／ｍＬ，（４．７±０．４）μｇ／ｍＬ，（５．９±０．３）μｇ／ｍＬ和
（７．６±０．８）μｇ／ｍＬ。这说明ＥＤＴＡ对ＮＶ的溶血活
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性具有较弱的抑制作用，且抑制作用随着ＥＤＴＡ浓
度的升高而增强。由图６ｂ可知，不同浓度的ｐ－ＢＰＢ
存在时，ＮＶ表现出强烈的溶血活性，但溶血活性的
改变与ｐ－ＢＰＢ的浓度之间无明确关系。

　　图６　ＥＤＴＡ和ｐ－ＢＰＢ对ＮＶ的溶血效应的影响

　　Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＥＤＴＡ　ａｎｄ　ｐ －ＢＰＢ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ
ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ＮＶ

３　讨论

　　多数有毒水母毒液均能诱导红细胞溶血。这一
现象既可用于初步评估水母是否有毒，也可用于比较
不同水母毒性强弱，还可以用于快速检测和追踪毒液
或毒素成分。此外，红细胞溶血还可用于探讨水母毒
液（素）的作用机制，是一种非常有价值的研究模型。

　　水母毒素均为蛋白质。而溶液的ｐＨ 值能显著
影响到蛋白质的荷电状态，也极有可能影响其活性。
因人体被水母叮蛰不同组织部位的ｐＨ值存在差异，
本文选择在常见生理ｐＨ 值范围内考察溶液ｐＨ 值
对 ＮＶ 溶血活性的影响。结果发现随ｐＨ 值降低

ＮＶ的溶血活性增强。这表明在Ｃ．ｈｅｌｖｏｌａ叮蛰后，
应避免采用酸性物质处理伤口以免恶化伤势，或用碱
性溶液清洗，缓解毒素的伤害。同时这一结果与李鹏
程等［９］对Ｃｙａｎｅａ　ｎｏｚａｋｉｉ　Ｋｉｓｈｉｎｏｕｙｅ水母毒液溶血
活性的研究结果相反，表明南北方两种不同水母所含
毒素存在性质上的巨大差异。

　　本文选择考察并比较了两种不同类型的渗透压
保护剂对金黄水母ＮＶ的溶血活性的影响，一为高分
子聚合物类型的聚乙二醇（ＰＥＧ－１０００，ＰＥＧ－２０００，

ＰＥＧ－３０００和ＰＥＧ－６０００），一为几种常用小分子量的

Ｄ构型糖（Ｄ－甘油，Ｄ－半乳糖，Ｄ－葡萄糖）。结果表明，
高分子类渗透压保护剂能强有效地抑制 ＮＶ诱导的
红细胞溶血。虽然分子量最低的ＰＥＧ－１０００仅能部
分抑制溶血，但更高分子量的ＰＥＧｓ则可完全抑制溶
血。而３种小分子量糖类渗透压保护剂中，Ｄ－甘油和

Ｄ－半乳糖几乎不能抑制溶血的发生。因两类渗透压
保护剂均为非电解质，所用溶液均为稀溶液，它们的
活度系数可近似为１，根据 Ｖａｎ’ｔ　Ｈｏｆｆ的非电解质
稀溶液渗透压理论［１５］，它们使溶液渗透压升高的量
相等，故红细胞内外渗透压平衡／失衡导致细胞胀裂
说并不足以解释两类不同渗透压保护剂保护效果的

差异。

　　Ｍａｒｉｎｏ等［８，１２］指出ＰＥＧｓ等高分子化合物在水
溶液中以无规线团形式存在，可以“堵”住水母毒素蛋
白在细胞膜上形成的“孔”，阻止溶质分子等进入细
胞，从而制止红细胞因内压过大而胀裂溶血。从两类
不同分子量范围的渗透压保护剂的实际效果看，这一
假设具备一定的合理性。但分子量为２　０００～８　０００
的ＰＥＧｓ也是良好的蛋白沉淀剂，它们通过破坏蛋白
质的水化层，减少蛋白质与水结合的能力使蛋白聚
沉［１６］，也经常用于蛋白质沉淀富集。若水母毒素蛋
白是一种膜结合蛋白，可预期该蛋白为高度疏水的分
子，被ＰＥＧｓ破坏水化后更易于聚沉而极大降低其在
溶液中的浓度。这一机制也可解释本研究观察到的

ＰＥＧ对ＮＶ溶血活性的抑制作用。总而言之，ＰＥＧｓ
对水母刺细胞毒液和毒素蛋白溶血活性的机制仍旧

有待进一步设计实验检验和讨论。

　　进一步比较Ｄ－葡萄糖和Ｄ－半乳糖对ＮＶ红细胞
溶血活性的影响可知：Ｄ－葡萄糖和Ｄ－半乳糖化学式
和分子量相同，分子结构相似，大小相近，区别仅为Ｃ
（２）和Ｃ（４）位置的旋光异构不同，但相同浓度下它们
对ＮＶ溶血活性的影响存在显著区别。这也是渗透
压机制和孔径堵塞机制所不能解释的。同时，这也与
李鹏程等［９］对我国北方水母Ｃｙａｎｅａ　ｎｏｚａｋｉｉ　Ｋｉｓｈｉ－
ｎｏｕｙｅ毒液的研究结论相反，再次显示Ｃ．ｈｅｌｖｏｌａ与
上述北方水母的毒性差异。

　　本文拟用一个新假设来解释葡萄糖对金黄水母

ＮＶ溶血活性的抑制，即ＮＶ中所含毒素蛋白与红细
胞的相互作用需要由含糖链的受体分子来介导，糖链
中的葡萄糖单元是Ｃ．ｈｅｌｖｏｌａ毒素和受体识别与结
合的关键结构。Ｃ．ｈｅｌｖｏｌａ毒素蛋白首先通过该葡萄
糖单元与受体识别并结合，再与红细胞膜相互作用。
这一假设可较好地解释Ｄ－葡萄糖对ＮＶ溶血活性的
影响。当溶液中存在游离葡萄糖分子时，它将与红细
胞表面受体竞争结合 ＮＶ中的毒素蛋白分子。ＮＶ
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浓度较低时，因大部分毒素蛋白与溶液中的葡萄糖分
子结合，与红细胞结合的毒素蛋白较少，导致溶血红
细胞也减少，溶血被抑制。随着 ＮＶ浓度升高，溶液
中的葡萄糖逐步被饱和，过量的毒素蛋白分子与红细
胞结合，从而导致溶血红细胞逐渐增多。

　　本文首次在Ｃ．ｈｅｌｖｏｌａ 的 ＮＶ 中检测出ＰＬＡ２
活性，这确证Ｃ．ｈｅｌｖｏｌａ的ＮＶ中含有ＰＬＡ２，对ＮＶ
所含ＰＬＡ２ 的活性进行初步探讨发现，在无Ｃａ２＋条
件下（无Ｃａ２＋反应液或以ＥＤＴＡ螯合可能由 ＮＣ带
入ＮＶ中的痕量生物Ｃａ２＋）ＮＶ的ＰＬＡ２ 活性被大幅
削弱，削弱程度随ＥＤＴＡ浓度增大而提高，这表明

ＮＶ中含有的ＰＬＡ２可能是Ｃａ２＋依赖的。ＰＬＡ２ 的特
异性抑制剂———组氨酸烷基化试剂ｐ－ＢＰＢ也能有效
抑制ＮＶ的ＰＬＡ２ 活性。这表明ＮＶ中含有的ＰＬＡ２
是依赖于组氨酸催化其反应的。

　　但有关水母ＰＬＡ２ 对溶血活性的贡献迄今未见
有讨论。众所周知，ＰＬＡ２ 能够水解磷脂从而破坏细
胞膜，多种生物毒液中含有的ＰＬＡ２ 均能诱导红细胞
溶血［１３］。本文分别比较以 ＥＤＴＡ 和ｐ －ＢＰＢ抑制

ＰＬＡ２ 活性后ＮＶ溶血活性的变化。在ＥＤＴＡ抑制

９０％的ＰＬＡ２ 活性时，ＮＶ 的半数溶血浓度从４．６

μｇ／ｍＬ增加到７．６μｇ／ｍＬ，这表明 ＮＶ 所含ＰＬＡ２
对其溶血活性有部分贡献，ＮＶ还含有除ＰＬＡ２ 之外
的其它溶血因子。此外，由于ＥＤＴＡ可螯合溶液中
的绝大多数二价金属离子，这也表明ＮＶ诱导红细胞
溶血可能不需要二价金属离子如Ｃａ２＋等的辅助。但

ｐ－ＢＰＢ抑制实验表明，抑制 ＮＶ的ＰＬＡ２ 活性对其
溶血活性似乎无明确关联。有关 ＮＶ所含ＰＬＡ２ 酶
对其红细胞溶血活性的贡献仍需进一步研究。

４　结论

　　本文对金黄水母Ｃ．ｈｅｌｖｏｌａ刺细胞毒液的溶血
活性进行研究，讨论ｐＨ值和两种不同类型的渗透压
保护剂对该刺细胞毒液溶血活性的影响。结果表明，

Ｃ．ｈｅｌｖｏｌａ刺细胞毒液具有浓度依赖的溶血活性和弱

ＰＬＡ２ 活性，其溶血活性在正常生理ｐＨ 值范围内随

ｐＨ值降低而增强，高分子非电解质渗透压保护剂

ＰＥＧｓ对溶血具有显著的抑制作用，但小分子糖类非
电解质渗透压保护剂Ｄ－甘油和Ｄ－半乳糖对溶血影响
很小，而Ｄ－葡萄糖能显著延缓溶血。Ｃ．ｈｅｌｖｏｌａ刺细
胞毒液的ＰＬＡ２ 催化中心以组氨酸残基为催化基团，
需钙离子辅助。ＥＤＴＡ抑制实验表明该ＰＬＡ２ 活性
对溶血活性具有部分贡献。这提示Ｃ．ｈｅｌｖｏｌａ 刺细
胞毒液中可能含有除ＰＬＡ２ 外的其它溶血成分，为快
速测定和跟踪，以及分离纯化刺细胞毒液中的溶血活

性蛋白提供必要知识。
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ｃｉｎｅ　ｅｘｔｒａｃｔｓ［Ｊ］．Ｌｉｓｈｉｚｈｅｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　ａｎｄ　Ｍａｔｅｒｉａ　Ｍｅｄｉ－

ｃａ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２０１１，２２（２）：４２５－４２６．
［１４］　解军波，李萍．冬青属植物化学成份及药理活性研究进

展［Ｊ］．中草药，２００２，３３（１）：８５－８８．

ＸＩＥ　Ｊ　Ｂ，ＬＩ　Ｐ．Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　ｒｅｓｅａｒｃｈ　ｏｆ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ

ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｉｌｅｘ　Ｌ．［Ｊ］．Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ　ａｎｄ

Ｈｅｒｂａｌ　Ｄｒｕｇｓ，２００２，３３（１）：８５－８８．

（责任编辑：米慧芝）　　

５８广西科学　２０１６年２月　第２３卷第１期


