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［摘要］　目的：分离发形霞水母刺丝囊毒素（ｎｅｍａｔｏｃｙｓｔｖｅｎｏｍ，ＮＶ）与无刺丝囊触手提取物（ｔｅｎｔａｃｌｅｏｎｌｙｅｘｔｒａｃｔ，ＴＯＥ），比

较二者的溶血活性，分析其影响因素。方法：采用自溶、离心方法分离发形霞水母 ＮＶ和ＴＯＥ，比较二者的溶血活性，观察提

取物浓度、温度和ｐＨ值等因素对二者溶血活性的影响。结果：成功分离到ＮＶ与ＴＯＥ；二者浓度相关溶血活性曲线均呈“Ｓ”

形，溶血分数５０％时所对应的质量浓度（ＨＵ５０）分别为８μｇ／ｍｌ和６７μｇ／ｍｌ，前者溶血活性强度约为后者的８．４倍；温度对二

者溶血活性影响较大，最大溶血活性都出现在４０℃；ｐＨ值对二者溶血活性也有影响，在ｐＨ８处二者都具有最大的溶血活性，

但后者较前者更为敏感。结论：发形霞水母毒素分离产物ＮＶ和ＴＯＥ均具有溶血活性，且前者强于后者；二者溶血活性受浓

度、温度和ｐＨ值的影响。
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（Ｃｏｅｌｅｎｔｅｒａｔａ）钵水母纲（Ｓｃｙｐｈｏｚｏａ）旗口水母目

（Ｓｅｍａｅｏｓｔｏｍｅａｅ）霞水母科（Ｃｙａｎｅｉｄａｅ），系全球广
布性大型水母，是我国东南沿海的主要致伤水母。
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既往研究［１３］发现水母毒液具有心血管、溶血及神经
毒性，但实验所采用的毒液都是将水母触手直接匀
浆、离心后获取的上清，未将水母刺丝囊毒素
（ｎｅｍａｔｏｃｙｓｔｖｅｎｏｍ，ＮＶ）与无刺丝囊触手提取物
（ｔｅｎｔａｃｌｅｏｎｌｙｅｘｔｒａｃｔ，ＴＯＥ）分开研究。

　　溶血活性是水母毒素最为常见的一种生物学活
性。因此，本研究选择Ｃ．ｃａｐｉｌｌａｔａ水母，进行 ＮＶ
与ＴＯＥ溶血活性的比较研究，并探讨浓度、温度和

ｐＨ值等因素对二者溶血活性的影响，同时也为提取
溶血蛋白、研究溶血蛋白的分泌机制等后续工作奠
定基础。

１　材料和方法

１．１　ＮＶ和 ＴＯＥ的提取及分离　Ｃ．ｃａｐｉｌｌａｔａ样
品采自浙江三门湾（由福建集美大学水产学院洪惠
馨教授鉴定）。捕捉到水母后迅速剪下触手并于干
冰冷冻条件下运回上海，－７０℃备用。２５０ｇ样品加
入等体积自配海水（ＮａＣｌ８ｇ，ＭｇＣｌ２·Ｈ２Ｏ５ｇ，

ＫＣｌ０．８ｇ，ＣａＣｌ２１．０３３ｇ，加蒸馏水至１０００ｍｌ），自
溶４ｄ，磁力搅拌器每日搅拌２次，每次１０ｍｉｎ。１００
目细胞筛网过滤３次，滤液１００００×ｇ离心３次，每
次１５ｍｉｎ，收集上清即为ＴＯＥ，沉渣为刺丝囊（ｎｅｍ
ａｔｏｃｙｓｔ）。刺丝囊加入等体积ＰＢＳ，玻璃匀浆器匀
浆，再加入５倍体积ＰＢＳ（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４），

１００００×ｇ离心取上清即为 ＮＶ。Ｂｒａｄｆｏｒｄ法［４］测

ＮＶ与ＴＯＥ蛋白浓度。所有操作在４℃（或冰水混
合物）条件下完成，所得ＮＶ与ＴＯＥ－７０℃保存，用
前ＰＢＳ４℃透析过夜。

１．２　溶血活性分析

１．２．１　红细胞悬液的配制及总反应体系的建立　
ＳＤ大鼠股动脉插管取动脉血，等体积Ａｌｓｅｖｅｒ溶液
抗凝，ＰＢＳ漂洗数次，每次漂洗后３０００×ｇ离心５
ｍｉｎ，弃上清，直至上清清亮为止。红细胞与ＰＢＳ按

１１５００稀释（０．０６７％），保证４１４ｎｍ波长处最大
溶血光密度（Ｄ４１４）值在０．２０左右。反应总体积１．５
ｍｌ，其中红细胞悬液０．５ｍｌ，ＰＢＳ与ＮＶ或ＴＯＥ共

１．０ｍｌ。每组另设阴性对照（不加毒素）、阳性对照
（２５μｇ／ｍｌｓａｐｏｎｉｎ０．１ｍｌ）及不加红细胞的内参。
加样后３７℃水浴振荡３０ｍｉｎ，１２０ 次／ｍｉｎ，然后

３０００×ｇ离心５ｍｉｎ，测Ｄ４１４（重复３次）。溶血分
数＝［（样品管Ｄ值）－（阴性对照管Ｄ 值）－（内参
管Ｄ 值）］／［（阳性对照管Ｄ 值）－（阴性对照管Ｄ
值）］。

１．２．２　浓度、温度和ｐＨ值等因素对提取物溶血活
性的影响　ＴＯＥ０．０２～０．２０ｍｌ（ＮＶ０．００２～０．０２０

ｍｌ）等比分成１０组，并设内参、阴性对照和阳性对
照；３７℃水浴３０ｍｉｎ，３０００×ｇ离心５ｍｉｎ后测定

Ｄ４１４，计算溶血分数；ＴＯＥ取０．０２、０．０４、０．０８、０．１６
ｍｌ（ＮＶ取０．００２、０．００４、０．００８、０．０１６ｍｌ）样品管计
算 ＨＵ５０（溶血分数为５０％时所对应的溶液质量浓
度），ＨＵ５０＝ｌｏｇ－１［Ｘｍ－ｉ（∑Ｐ－０．５）］（Ｘｍ为最大剂
量组的对数值，∑Ｐ为各组溶血分数总和，ｉ为公比
的对数）。

　　ＴＯＥ取０．０８ｍｌ（ＮＶ 取０．００８ｍｌ），自０～
１００℃共分１１组，各组毒素先在各温度条件下放置

３０ｍｉｎ，再加红细胞悬液和ＰＢＳ，３７℃水浴３０ｍｉｎ，

３０００×ｇ离心５ｍｉｎ后测Ｄ４１４。

　　ＴＯＥ取０．０８ｍｌ（ＮＶ取０．００８ｍｌ），每组包括
阴性对照、阳性对照以及内参，建立ｐＨ值相关溶血
反应体系；自ｐＨ１～１２共分１２组，各组毒素先在各

ｐＨ值条件下放置３０ｍｉｎ，再加红细胞悬液和ＰＢＳ，

３７℃水浴３０ｍｉｎ，３０００×ｇ离心５ｍｉｎ后测Ｄ４１４。

１．３　统计学处理　所有数据均采用ＳＡＳ统计软件
进行分析处理，计量资料采用珚ｘ±ｓ表示。

２　结　果

２．１　ＮＶ与 ＴＯＥ的提取及分离结果　成功获取

ＮＶ与ＴＯＥ，蛋白浓度分别为１．４２ｍｇ／ｍｌ和１．４９
ｍｇ／ｍｌ。光学显微镜下观察到多种不同类型的刺丝
囊（图１Ａ），个体小、数量多的为无鞭毛刺丝囊，个体
大、带鞭毛的为鞭毛刺丝囊，而鞭毛实际上是水母捕
食或防卫时刺丝囊发出的刺丝（图１Ｂ）。

图１　Ｃ．ｃａｐｉｌｌａｔａ触手不同种类的刺丝囊

Ｆｉｇ１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｎｅｍａｔｏｃｙｓｔｓｆｒｏｍ

Ｃ．ｃａｐｉｌｌａｔａｔｅｎｔａｃｌｅｕｎｄｅｒｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
Ａ：Ｖａｒｉｏｕｓｋｉｎｄｓｏｆｎｅｍａｔｏｃｙｓｔｓａｎｄｔｈｅｎｅｍａｔｏｃｙｓｔｗｉｔｈｕｎｅｍｉｔｔｅｄ

ｔｒｉｃｈｉｔｅ；Ｂ：Ｔｈｅｎｅｍａｔｏｃｙｓｔｓｗｉｔｈｅｍｉｔｔｅｄｔｒｉｃｈｉｔｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎ：×４００

２．２　提取物浓度对溶血活性的影响　ＮＶ与ＴＯＥ
都对大鼠红细胞有明显溶血活性，且随着毒素浓度
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增加而溶血分数逐渐增大，溶血活性曲线都呈“Ｓ”形
（图２）；ＴＯＥ与 ＮＶ的 ＨＵ５０分别为６７μｇ／ｍｌ和８

μｇ／ｍｌ，对比 ＨＵ５０可知 ＮＶ的溶血活性更大，约为

ＴＯＥ的８．４倍。

图２　Ｃ．ｃａｐｉｌｌａｔａ提取物ＮＶ（Ａ）及

ＴＯＥ（Ｂ）浓度相关溶血活性曲线

Ｆｉｇ２　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｈａｅｍｏｌｙｔｉｃ

ｃｕｒｖｅｏｆＣ．ｃａｐｉｌｌａｔａＮＶ（Ａ）ａｎｄＴＯＥ（Ｂ）

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　温度对溶血活性的影响　不同温度条件下溶
血活性各不相同（图３），但两者反应趋势相似，最大
溶血反应出现在４０℃，３０～５０℃溶血活性较大，小
于３０℃溶血活性下降缓慢，５０～７０℃时溶血反应下
降剧烈，大于８０℃活性变化趋于平缓。

图３　Ｃ．ｃａｐｉｌｌａｔａ提取物ＮＶ与

ＴＯＥ温度相关溶血活性曲线

Ｆｉｇ３　Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｃｕｒｖｅｏｆ

Ｃ．ｃａｐｉｌｌａｔａＮＶａｎｄＴＯＥ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．４　ｐＨ值对溶血活性的影响　不同ｐＨ值条件下
溶血活性有变化（图４），ＴＯＥ与 ＮＶ变化趋势有明
显差异，ＴＯＥ变化更为明显，而 ＮＶ变化则相对缓
和。ＴＯＥ最大溶血反应出现在ｐＨ８时，从ｐＨ１～
８，溶血活性随ｐＨ增加而增大；ｐＨ８～１０，溶血活性
剧烈下降，ｐＨ 超过１０变化趋于平缓。ＮＶ最大溶
血反应也出现在ｐＨ８时，最小溶血活性出现在ｐＨ
１时，此时溶血分数也达６１．９６％，从ｐＨ１～８溶血
活性缓慢增加，而ｐＨ 值超过９溶血活性则缓慢下
降，总的趋势各组溶血反应变化均不大。

图４　Ｃ．ｃａｐｉｌｌａｔａ提取物ＮＶ与

ＴＯＥｐＨ相关溶血活性曲线

Ｆｉｇ４　ｐＨｖａｌｕｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｃｕｒｖｅｏｆ

Ｃ．ｃａｐｉｌｌａｔａＮＶａｎｄＴＯＥ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　水母毒素中普遍含有溶血活性组分，因此溶血

活性的检测是水母毒素活性检测的首选方法。自

２０００年Ｎａｇａｉ等［１，５］首次从Ｃ．ｒａｓｔｏｎｉｉ分离出溶血

活性蛋白ＣｒＴＸＡ和ＣｒＴＸＢ以来，世界各地的科

学家从不同水母中提取到多种不同的溶血毒素，并

对部分毒素蛋白进行了测序。Ｃｈｕｎｇ等［６］利用阴离

子交换树脂结合ＳＤＳＰＡＧＥ成功分离到相对分子

质量为４２０００的溶血毒素ＣＡＨ１，并测定其Ｎ末端

序列 ＸＡＡＤＡＸＳＴＤＩＤＤ／ＧＩＩＧ；ＳａｎｃｈｅｚＲｏｄｒｉｇｕｅｚ
等［２］利用低压液相色谱法对Ｃ．ｍａｒｓｕｐｉａｌｉ毒液进

行分离，成功提取出１种神经毒素和３种溶细胞毒

素，相对分子质量分别是１２００００、２２００００、１３９０００、

３６０００。对于溶血活性的作用机制，一般认为是由

于水母毒液中含有磷脂酶、皂素等溶血素直接作用

引起的；而Ｉｓｈｉｋａｗａ等［７］研究发现溶血毒素可能通

过补体的激活，在红细胞膜上形成补体复合物而产
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生溶血效应。也有学者认为水母毒素可以在细胞膜

上形成膜通道复合物而导致细胞的溶解［８９］，其具体

的作用机制仍有待进一步的研究探讨。

　　Ｙｕ等［１０１１］研究了温度、ｐＨ 值、二价阳离子等

因素对中国北方沿海广泛分布的水母Ｒ．ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ
毒素溶血活性的影响，但其研究的水母毒素是将整

个触手直接匀浆、离心后的上清，并未将 ＮＶ 与

ＴＯＥ区别开来。而且，人们一直认为水母触手毒素

即指ＮＶ，ＴＯＥ对于触手毒性没有影响。但近年的

研究［３］表明ＴＯＥ具有多种生物学活性，包括与ＮＶ
相同或不同的活性。本研究对Ｃ．ｃａｐｉｌｌａｔａ分离物

ＮＶ和ＴＯＥ的溶血活性分别进行了相关影响因素

的研究，结果发现ＮＶ和ＴＯＥ对大鼠红细胞均具有

较强的溶血活性，且 ＮＶ 的溶血活性更强，约为

ＴＯＥ的８．４倍。

　　本研究在采用阴离子交换树脂分离、纯化

Ｃ．ｃａｐｉｌｌａｔａ溶血毒素的过程中发现，ＮＶ和ＴＯＥ都

至少存在２个溶血组分（数据另文报道）；在更低剂

量（ＮＶ≤９．９×１０－４ ｍｇ／ｍｌ，ＴＯＥ≤９．５×１０－３

ｍｇ／ｍｌ）的溶血反应中，样品管光密度值比阴性对照

组要小，表明Ｃ．ｃａｐｉｌｌａｔａ毒素中可能存在低浓度的

溶血负调节因素；１００℃煮沸３０ｍｉｎ后ＮＶ和ＴＯＥ
的溶血活性并不完全丧失，将煮沸后的ＮＶ和ＴＯＥ
放置在４℃条件一段时间后，其溶血活性可部分恢

复，表明Ｃ．ｃａｐｉｌｌａｔａ存在耐热溶血组分并可以部分

复性。

　　总之，Ｃ．ｃａｐｉｌｌａｔａ分离物 ＮＶ和 ＴＯＥ中都存

在多个不同的溶血组分，值得进一步研究，其溶血活

性的检测为后续研究奠定了基础。
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