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［摘要］ 目的 探讨不同环境因素和处理方法对发形霞水母( Cyanea capillata) 触手提取物( tentacle extract，TE) 蛋白稳

定性及其溶血活性的影响。方法 结合蛋白浓度测定、溶血活性检测和 SDS-PAGE 分析等方法研究不同环境因素和处理方

法对 TE 蛋白稳定性及其溶血活性的影响。结果 TE 溶血活性呈明显的剂量依赖关系，其半数溶血分数 HU50 = 226 μg /ml;
40℃水浴 1 h，能去除 TE 中大量杂蛋白，但仍保持显著溶血活性; TE 在 4℃放置 28 d，其溶血活性保持稳定，25℃下 3 d 内其溶

血活性变化不明显; pH 值对 TE 溶血活性的影响呈钟形曲线，在 pH 6． 0 ～ 11． 0 之间活性相对稳定，pH 8． 0 是 TE 保持溶血活

性的最优 pH 条件; 不同缓冲液对 TE 稳定性及其溶血活性影响显著，浓度大于 26%的硫酸铵溶液对 TE 溶血蛋白具有良好的

盐析作用。结论 40℃水浴 1 h 预处理可显著减少 TE 中非活性蛋白组分，并降低样品黏性; 4℃和 pH 8． 0 是 TE 保持蛋白稳

定性和溶血活性的最适条件; 浓度大于 26%的硫酸铵盐析有利于溶血蛋白组分富集。
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Protein stability and hemolytic activity of tentacle extract from the jellyfish Cya-
nea capillata
CHANG Yinlong，XIAO liang，ZHENG Jiemin，WANG Qianqian，ZHANG Liming( Department of Marine Biotechnology，Faculty of
Naval Medicine，Second Military Medical University，Shanghai 200433，China)

［Abstract］ Objective To investigate the influencing factors of the protein stability and hemolytic activity of tentacle extract
( TE) from the jellyfish Cyanea capillata． Methods Effects of various factors and treatments on the protein stability and hemolytic ac-
tivity of TE were explored by protein detection，hemolytic assay and SDS-PAGE analysis． Ｒesults TE caused a significant and dose-
dependent hemolytic effect，and the HU50 of TE against 0． 5% erythrocyte suspensions from SD rats was 226 μg /ml． A 40℃ water bath
for 1 hour could effectively remove the contaminating proteins in TE． TE retained hemolytic activity at 4℃ for 28 days but it was unsta-
ble when kept at 25℃ over 3 days． TE was active in the range from pH 6． 0 to 11． 0 and the optimum pH was 8． 0． Various buffer solu-
tions had significantly different effects on the stability and hemolytic activity of TE，and a good salting-out effect was observed on the
hemolytic protein of TE while the concentration of ammonium sulfate solutions was greater than 26% ． Conclusion A 40℃ water bath
for 1 hour could effectively remove the contaminating proteins in TE and reduce its viscosity． The optimum conditions for maintaining
stability and hemolytic activity of TE were 4℃ and pH 8． 0． The salting-out effect from 26% and more ammonium sulfate solutions
would be conducive to the enrichment of hemolytic protein．
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水母属刺胞动物门，是一类低等的海洋浮游动

物，广泛分布于全球各海域。水母蜇伤是最常见的

海洋生物伤，可以产生多种局部或全身症状，全世界

每年被水母蜇伤的患者数以万计，致死者亦不在少

数，给滨海旅游、近海渔业和水下作业带来了极大的

困扰［1，2］。研究表明，水母毒素是结构新颖独特的

肽类毒素，具有溶血活性、酶活性、神经毒性、皮肤坏

死和肌肉毒性、肝脏毒性以及心脏毒性等多种生物

学活性［1，3-5］。由于对热不稳定和易与分离介质黏

附或自身聚集，水母毒素的分离纯化进展缓慢，明显

落后于其他常见的生物毒素。
水母毒素粗毒样品主要有触手提取物( tentacle

extract，TE) 和刺丝囊毒素( crude nematocyst venom，

cNV) 两种，其中 TE 制备简便，可大量获取，且活性

保持良好，这是其有利于毒素分离纯化的一面; 但另

一方面，TE 含有大量非毒性的组织蛋白，大大增加

了分离纯化的复杂程度。我们试图通过改变各种理

化参数，去除粗毒样品 TE 中的非毒性组织蛋白，并
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降低其黏性，以利于后续分离纯化工作的开展。本

研究以容易检测的溶血活性为追踪手段，结合蛋白

浓度测定、SDS-PAGE 分析等方法，改变样品所处的

理化条件，以观察发形霞水母( Cyanea capillata) TE
的蛋白稳定性，优化其保存和使用条件，为活性蛋白

的分离纯化提供基础数据资料。

1 材料与方法

1． 1 发形霞水母触手提取物的制备 新鲜发形霞

水母( 由集美大学水产学院洪惠馨教授鉴定) 样品

于 2011 年 6 月采自浙江省三门湾。TE 的制备方法

见文献［6］，Bradford 法测定 TE 的蛋白浓度［7］。
1．2 溶血活性测定和 SDS-PAGE分析 SD 大鼠( 200 ～
250 g) ，用 25%乌拉坦腹腔注射麻醉( 1． 2 g /kg)。抽取

大鼠尾静脉血，等体积 50 U 肝素生理盐水抗凝，用

PBS 洗涤数次，每次洗涤后 1 000 × g 离心 5 min，弃

上清液，直至上清液清亮为止。红细胞与 PBS 按体

积比 1∶200( 0． 5% ) 稀释成红细胞悬液。反应总体

积 0． 2 ml，红细胞悬液 0． 1 ml，加入 0． 1 ml TE( 或处

理后 TE) 样品，另设加 0． 1 ml PBS 的阴性对照组与

加 0． 1 ml 0． 2 mg /ml SDS 的阳性对照组。37℃水浴

30 min，1 000 × g 离心 5 min，吸取上清液 150 μl 用

酶标仪检测 A415，计算溶血分数。溶血分数 = ( 样品

管 A415 － 阴性对照 A415 ) / ( 阳性对照 A415 － 阴性对

照 A415 ) × 100%。
将 TE 及其处理后的样品、蛋白标准 Marker 进

行 SDS-PAGE 电 泳，凝 胶 分 别 采 用 5% 积 层 胶 和

12%分离胶，单孔上样 20 μl，积层胶和分离胶电压

分别采用 80 V 和 160 V，考马斯亮蓝快速染色法染

色，0． 25 mol /L KCl 溶液脱色。
1． 3 不同环境因素和处理方法对 TE 溶血活性的
影响
1． 3． 1 TE 溶血活性的剂量反应关系 TE 浓度梯

度为 0． 043、0． 086、0． 172、0． 257、0． 343、0． 515、
0. 687、0． 858、1． 030、1． 202、1． 373、1． 545 和 1． 717
mg /ml，测定不同浓度 TE 样品的溶血活性。
1． 3． 2 温度对 TE 蛋白稳定性及其溶血活性的影

响 将 TE 分别在 4、25、40、60、80 以及 100℃ 条件

下放置 60 min，然后 10 000 × g 离心 10 min，收集

上清液，检测上清液的蛋白浓度、溶血活性并进行

SDS-PAGE 分析。
1． 3． 3 放置时间对 TE 蛋白稳定性及其溶血活性的

影响 在 4℃和 25℃条件下，将 TE 分别放置 1、2、4、
6、12、24 h 及 2、3、7、14、21 和 28 d，然后 10 000 × g 离

心 10 min，收集上清液，检测上清液的蛋白浓度、溶血

活性并进行 SDS-PAGE 分析。

1 ． 3 ． 4 pH 值对 TE 蛋白稳定性及其溶血活性的

影响 将等量的 TE 分别在不同 pH 值( 2． 0、3． 0、
4． 0、5． 0、6． 0、7． 0、8． 0、9． 0、10． 0、11． 0、12． 0 ) 的

PBS 中透析 10 h，然后 10 000 × g 离心 10 min，收

集上清液，检测上清液的蛋白浓度、溶血活性并进

行 SDS-PAGE 分析。
1． 3． 5 缓冲液对 TE 蛋白稳定性及其溶血活性的影

响 将等量的 TE 分别用 20 mmol /L Tris-HCl ( pH
8. 0) 、20 mmol /L Na2HPO4 ( pH 8． 0) 、20 mmol /L HAc
( pH 6． 0) 、20 mmol /L NH4Ac ( pH 6． 0) 、50 mmol /L
Na2HPO4 +1． 5 mol /L ( NH4 ) 2SO4 ( pH 7. 0) 、H2O 等 6
种不同缓冲液透析 24 h，然后10 000 × g 离心10 min，

收集上清液( 上清液一) 、沉淀，向沉淀加入等量 PBS
溶液，用移液器反复吹吸、混匀，所得样品用 PBS 再透

析 24 h，10 000 × g 离心 10 min，收集上清液( 上清液

二) ，沉淀再加入等量 PBS 重悬( 沉淀复溶物) ，检测

上清液一、上清液二和沉淀复溶物的蛋白浓度、溶血

活性并进行 SDS-PAGE 分析。
1． 3． 6 硫酸铵溶液对 TE 蛋白稳定性及其溶血活

性的影响 将等量的 TE 分别用浓度为 15%、20%、
22%、24%、26%、28%、30%、35% 的硫酸铵溶液透

析 24 h，10 000 × g 离心 10 min，收集上清液，沉淀加

入等量 PBS 重悬，再用 PBS 透析 24 h 后，检测上清

液和沉淀复溶物的蛋白浓度、溶血活性并进行 SDS-
PAGE 分析。
1． 4 数据分析 所有数据均使用 SPSS 18． 0 统计

软件分析处理。计量资料以 珋x ± s 表示，两组之间的

比较采用 t 检验，多组之间在方差齐性的基础上采

用单因素方差分析，不同时相点和组间差异的整体

比较采用重复测量设计的方差分析。

2 结果

2． 1 TE 溶血活性的剂量反应关系 发形霞水母

TE 对大鼠红细胞有明显溶血活性，且随着 TE 蛋白

浓度增加而溶血分数逐渐增大，溶血活性剂量反应

曲线呈“S”形( 图 1) 。

图 1 TE 溶血活性的剂量反应曲线
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TE 的半数溶血分数 HU50 为 226 μg /ml，TE 蛋

白浓度为 515 μg /ml 时，溶血分数达到最大值。但

由于检测样品溶血活性时，测定阳性对照 SDS 的吸

光度值低于样品的吸光度值，因此，按溶血分数公式

计算会得到溶血分数大于 100%的数值。
2．2 温度对 TE蛋白稳定性及其溶血活性的影响 图

2( A、B) 是温度对 TE 蛋白稳定性及其溶血活性的影

响。4、25℃条件下放置 60 min 对 TE 蛋白浓度和溶

血活性无影响; 40℃ 条件下放置 60 min，TE 蛋白浓

度显著下降而溶血活性变化不大; 60℃ 条件下放置

60 min ，TE 蛋白浓度显著下降，其溶血活性也降低

近一半; 80、100℃条件下放置 60 min，TE 蛋白浓度

下降幅度较 40、60℃ 时小，但溶血活性显著降低甚

至丧失。SDS-PAGE 分析( 图 2C) 表明，当温度高于

40℃时，相对分子质量 ＞ 72 000 的蛋白条带较 4、
25℃时明显减少。

图 2 温度对 TE 蛋白稳定性及其溶血活性的影响

A． 蛋白浓度测定; B． 溶血活性检测; C． SDS-PAGE 分析( n = 3，1) P ＜ 0． 05，2) P ＜ 0． 01，与对照组比较)

2． 3 放置时间对 TE 蛋白稳定性及其溶血活性的
影响 4℃条件下( 图 3A、B) ，随着放置时间的延长

TE 蛋白浓度逐渐降低，至 28 d 时，降低约 20%，但

TE 溶血活性几乎保持不变，SDS-PAGE( 图 3C) 显示

其蛋白条带无明显变化。25℃ 条件下( 图 4A、B) ，

随 着 放 置 时 间 的 延 长TE蛋 白 浓 度 逐 渐 降 低 ，至

28 d 时，降低约 69%，其溶血活性在 3 d 内保持不

变，3 d 后开始降低，至 7 d 时，TE 基本无溶血活性，

SDS-PAGE 显示其蛋白条带的数量和密度 7 d 后都

略有下降( 基本同图 3C) 。

图 3 4℃条件下放置不同时间对 TE 蛋白稳定性及其溶血活性的影响

A． 蛋白浓度测定; B． 溶血活性检测; C． SDS-PAGE 分析( n = 3，1) P ＜ 0． 05，2) P ＜ 0． 01，与对照组比较)

图 4 25 ℃条件下放置不同时间对 TE 蛋白稳定性及其溶血活性的影响

A． 蛋白浓度测定; B． 溶血活性检测( n = 3，1) P ＜ 0． 05，2) P ＜ 0． 01，与对照组比较)
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2． 4 pH 对 TE 蛋白稳定性及其溶血活性的影响
在不同 pH 值条件下( 图 5) ，TE 的蛋白浓度与溶血

活性均呈钟形曲线。pH 6． 0 ～ 11． 0 范围内，TE 的

溶血活性变化不大，pH 2． 0 ～ 5． 0 以及 pH 12． 0 时

溶血活性显著下降甚至完全丧失，pH 8． 0 是 TE 保

持溶血活性的最优 pH 条件。强酸尤其是强碱性条

件下，TE 蛋白浓度显著下降。

图 5 pH 值对 TE 蛋白稳定性及其溶血活性的影响

A． 蛋白浓度测定; B． 溶血活性检测; C． SDS-PAGE 分析( n = 3，1) P ＜ 0． 05，2) P ＜ 0． 01，与对照组比较)

2． 5 缓冲液对 TE 蛋白稳定性及其溶血活性的影
响 图 6 ( A、B) 是缓冲液对 TE 上清液一蛋白稳定

性及其溶血活性的影响。经 6 种缓冲液透析 24 h
后，TE 蛋 白 浓 度 都 明 显 下 降，其 中 50 mmol /L

Na2HPO4 + 1． 5 mol /L ( NH4 ) 2SO4 ( pH 7． 0 ) 缓冲液

透析后的 TE 浓度下降最为明显，蛋白浓度趋向于 0
( 0． 056 mg /ml) 。各组缓冲液透析后的上清液一均

无溶血活性。图 6C 为上清液一的 SDS-PAGE 图。

图 6 不同缓冲液对 TE 蛋白稳定性及其溶血活性的影响

A、D、G． 蛋白浓度测定，B、E、H． 溶血活性检测，C、F、I． SDS-PAGE 分析; 图中 1、2、3、4、5、6 分别代表 20 mmol /L Tris-HCl pH 8． 0、20 mmol /L

Na2HPO4 pH 8． 0、20 mmol /L HAc pH 6． 0、20 mmol /L NH4Ac pH 6． 0、50 mmol /L Na2HPO4 + 1． 5 mol /L ( NH4 ) 2 SO4 pH 7． 0 和 H2O( n = 3，
1) P ＜ 0． 05，2) P ＜ 0． 01，与对照组比较)
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图 6 ( D、E) 是缓冲液对 TE 上清液二蛋白稳定

性及其溶血活性的影响。经 6 种缓冲液透析、离心

等 处 理 获 得 的 上 清 液 二 ，它 们 的 蛋 白 浓 度

范围为 0. 2 ～ 0． 5 mg /ml; 溶 血 活 性 以 20 mmol /L
Tris-HCl ( pH 8. 0 ) 组 最 强，其 次 是 50 mmol /L
Na2HPO4 + 1. 5 mol /L ( NH4 ) 2SO4 ( pH 7． 0) 组，再次

是 20 mmol /L Na2HPO4 ( pH 8． 0 ) 组和 20 mmol /L
NH4Ac( pH 6． 0) 组，但 20 mmol /L HAc( pH 6． 0) 组

几乎没有溶血活性。SDS-PAGE ( 图 6F) 显示，6 组

上清液二的高亮蛋白条带与 TE 基本一致。
图 6 ( G、H) 是缓冲液对 TE 沉淀复溶物蛋白稳

定性及其溶血活性的影响。6 组沉淀复溶物的蛋

白浓度都 ＜ 0． 36 mg /ml; 除 50 mmol /L Na2HPO4 +
1． 5 mol /L ( NH4 ) 2SO4 ( pH 7． 0 ) 组外，其他沉淀复

溶物 都 有 很 强 的 溶 血 活 性; SDS-PAGE ( 图 6I) 显

示，6 组沉淀复溶物的高亮蛋白条带与 TE 分布一

致，但条带总数明显减少。
2． 6 硫酸铵溶液对 TE蛋白稳定性及其溶血活性的
影响 图 7( A、B) 是硫酸铵溶液对 TE 上清液蛋白稳

定性及其溶血活性的影响，硫酸铵浓度在 15% ～24%
之间，上清液溶血活性随着硫酸铵浓度的增加而增

强，当硫酸铵浓度达到 26%时，上清液蛋白浓度突然

显著下降，此时溶血活性也几乎消失。28% ～35%硫

酸铵溶液透析获得的上清液基本无蛋白条带。硫酸

铵溶液对 TE 沉淀蛋白浓度和溶血活性的影响则正好

与上清液相反( 图 7D、E、F) 。综合分析可知，浓度 ＞
26%的硫酸铵溶液对 TE 中的溶血蛋白具有良好的盐

析作用。

图 7 15% ～ 35%硫酸铵溶液对 TE 蛋白稳定性及其溶血活性的影响

A、D． 蛋白浓度测定，B、E． 溶血活性检测，C、F． SDS-PAGE 分析; 图中 1、2、3、4、5、6、7、8 分别代表浓度为 15%、20%、22%、24%、26%、

28%、30%、35%的硫酸铵溶液( n = 3，1) P ＜ 0． 01，与对照组比较)

3 讨论

水母粗毒样品主要有刺丝囊毒素和触手提取

物两种。刺丝囊毒素是水母蜇伤中毒的直接毒性

成分，常用于水母蜇伤中毒机制及其防治研究［8］。
本课题组提出触手提取物可作为刺丝囊毒素替代

品［6］，用于水母蜇伤中毒、水母毒素纯化与鉴定等

研究。通过改变所用处理条件，可以降低触手提

取物杂蛋白浓度和黏性，使其样品量大、活性易于

保持的特点突显出来，从而为水母毒素活性蛋白

组分的分离纯化、水母蜇伤防治研究提供一条新

的途径。
在 0． 52 mg /ml 浓 度 以 内，TE 的 溶 血 活 性 呈

“S”形曲 线，具 有 明 显 的 剂 量 依 赖 性，与 冯 金 华

等［9］报道的剂量反应关系一致。温度对水母毒素

的溶血活性影响显著，比如从箱形水母( Carybdea
alata，也称海黄蜂) 中提取的毒液，其溶血活性在

45℃时急剧下降，煮沸后活性消失［10］; 37℃ 时，地

中海水母 Ｒhopilema nomadica 的毒液没有溶血活

性［11］，因此，Nomura 等［12］报道，箱水母( Carybdea
alata) 蜇伤中毒后最有效的现场处理方法是用热

水浸泡蜇伤部位。温度对 TE 稳定性影响的观察

结果耐人寻味，40℃ 水浴 60 min 时，TE 溶血活性

变化不大，但蛋白浓度降低显著，SDS-PAGE 显示

几条高亮的大分子蛋白条带密度明显下降，说明

40℃水浴 1 h 预处理可以减少 TE 中非活性蛋白组
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分，并降低 样 品 黏 性。温 度 低 于 40℃ 时，溶 血 活

性、蛋白浓度以及 SDS-PAGE 蛋白条带变 化 都 不

大; 温度高于 40℃ 时，溶血活性迅速下降，60℃ 水

浴 60 min 溶血活性下降一半，至 80、100℃ 时几乎

消失，但此时蛋白浓度反而高于 40℃ 时的浓度值。
笔者推测，40℃ 时蛋白浓度下降最为明显的原因

可能与触手组织中含有大量的蛋白酶有关，40℃
可能是这些蛋白酶催化作用的适宜温度。4℃ 条

件下放置 28 d 蛋白浓度略有下降，但溶血活性几

乎没有下降，25℃ 条件下放置 28 d 时蛋白浓度较

4℃放置下降明显，溶血活性在 3 d 内基本保持不

变，提示 水 母 溶 血 蛋 白 在 一 定 时 间 内 可 在 常 温

( 25℃ ) 进行纯化，不必担心温度条件所致的溶血

蛋白活性消失。pH 值对 TE 溶血活性的影响呈钟

形曲线，pH 8． 0 是 TE 保持溶血活性的最优 pH 条

件，pH 6． 0 ～ 11． 0 范围内，TE 的溶血活性变化不

大。另外，强酸尤其是强碱性 pH 会导致 TE 大量

的蛋白沉淀出现，SDS-PAGE 显示，沉淀去除的主

要部分是相对分子质量( M r ) 为 26 000 ～ 43 000 的

蛋白，而对溶血蛋白的影响并不明显。
改变 TE 所处的缓冲液环境会导致大量的蛋

白沉淀出现，说明 TE 蛋白易受缓冲液的影响而不

稳定，水母毒素蛋白的不稳定性是阻碍其分离纯

化的主要难点之一［4］。本研究组采用的 6 种透析

缓冲液全部都出现沉淀，并且溶血蛋白也一并沉

淀下来，采用 PBS 复溶后部分沉淀重新溶解，遗憾

的是大部分溶血蛋白不能够被重新溶解，仍存在

沉淀 中。尽 管 沉 淀 部 分 溶 血 活 性 非 常 强 烈，且

SDS-PAGE 显示沉淀中的蛋白条带要比 TE 少很

多，但如何在保持溶血活性的前提下有效重新溶

解蛋白沉淀，进入下一步的色谱分离仍是个难题。
李荣锋等［13］利用硫酸铵分级沉淀法对沙蜇( Sto-
molophus meleagris ) 毒 素 粗 提 液 进 行 初 步 分 离 纯

化，从 50% 硫酸铵沉淀中纯化得到抗氧化活性蛋

白 SmP90。本 研 究 中 一 个 有 趣 的 现 象 是 缓 冲 液

50 mmol /L Na2HPO4 + 1． 5 mol /L ( NH4 ) 2SO4 ( pH
7. 0 ) 可以将溶血蛋白“沉淀”，但又可以被 PBS 很

好地重新溶解，笔者利用硫酸铵分级沉淀和透析

相结合的方法处理 TE，通过“沉淀”作用实现大量

富集溶血蛋白组分，发现浓度 ＞ 26% 的硫酸铵溶

液对 TE 中的溶血蛋白具有良好的盐析作用。
总之，TE 蛋白稳定性及其溶血活性受各种环

境因素的影响显著，40 ℃ 水浴 1 h 预处理可以减

少 TE 中非活性蛋白组分，并降低样品黏性; 4 ℃和

pH 8． 0 的理化环境是 TE 保持蛋白稳定性和溶血

活性的最适条件; 浓度 ＞ 26% 的硫酸铵溶液可大

量富集溶血蛋白组分，纯化前的预处理和纯化过

程中保持最适理化条件，有利于进一步分离纯化

溶血蛋白。
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