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摘  要 : 分析了一种分子量为 24 kDa，具有免疫活性的新型家蝇蛹甘露糖结合凝集素 (MBL-1) 的结构，为深

入研究其结构与功能之间的关系提供依据。首先通过凝胶电泳及 Schiff’s 染色确定此新型家蝇蛹凝集素具有糖

链结构。通过 β-消除反应、红外光谱、原子力显微镜和蛋白 N 端测序仪对其结构进行分析。结果表明 MBL-1
是一种存在 N-糖苷键，蛋白含量为 97.20％、糖含量为 2.55％，直径 60~100 nm 的椭球状蛋白单体，肽链 N-
端封闭。MTT 实验证明 MBL-1 可以明显促进巨噬细胞的增殖且具有浓度依赖性，扫描电镜观察结果表明，

MBL-1 作用后的巨噬细胞形态呈现活化状态。可见，分离纯化出的 MBL-1 是一种具有明显的免疫调节活性的

新型凝集素，为开发天然免疫增强剂和进一步分析其结构及其作用机制提供了参考。 
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Technology, Ministry of Education, Tianjin 300457, China 

Abstract:  We purified a novel mannose binding lectin form Musca domestica pupae by affinity chromatography on Con 
A-Sepharose 4B and DEAE weak anion-exchange chromatography. By SDS-PAGE, MBL-1 yielded a single band with the 
molecular weight of 24 kDa. It was a glycoprotein detected by periodic acid-schiff’s staining reaction, with 97.36% protein 
and 2.1% oligosaccharide. Meanwhile, the results of β-elimination reaction, infrared spectroscopy, atomic force microscopy 

动物及兽医生物技术
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and protein sequencing instrument show that MBL-1 was an ellipsoidal-shaped monomer with 60−100 nm in diameter. 
N-glycoside bond linked oligosaccharide chain and the N-terminal blocked peptide chain. Further study suggested that 
MBL-1 promote the proliferation of macrophage in a concentration-dependent manner. The scanning electron microscope 
analysis shows that MBL-1 promoted the activation of macrophages. These results show that MBL-1 purified from Musca 
domestica pupae possesses immune regulation effect, serving a reference basis to develop natural immune-modulator. 

Keywords:  Musca domestica pupae, lectin, structure analysis, immunomodulation 

昆虫没有完善统一的免疫体系，缺乏 B 和 T

淋巴细胞，但许多昆虫的抗菌力却很强。最典型

的例子是家蝇，从幼虫到成虫出没于杂菌横生的

环境，却不受病原菌的侵袭，其独特的免疫防御

机制已成为国内外研究的热点[1-4]。 

凝集素是一类糖结合蛋白，在家蝇的免疫防

御系统中起着重要作用[5-8]。由于家蝇个体较小

等原因，导致对其研究大多还停留在免疫应答的

诱导、粗提物的理化生物学性质等阶段[9-11]。因

此对家蝇凝集素进行系统的分离纯化、结构分析

显得尤为重要。本文从家蝇蛹体内分离纯化出一

种具有明显免疫调节活性的新型甘露糖结合凝

集素，并对其结构和免疫调节活性进行了研究，

为进一步研究其构效关系和揭示家蝇的抗病机

理提供了一定的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料和仪器 
家蝇来自天津市卫生疾病防治中心；高速冷

冻离心机 (Eppendorf)；凝胶成像仪 (Bio-Rad)；

酶联检测仪 (FL340)；红外光谱 (德国布鲁克)；

原 子 力 显 微 镜  (JEOL) ； 蛋 白 测 序 仪  (AB 

I491A)；SU1510 扫描电镜 (日本日立)；CO2 培

养箱 (Thermo)。 

1.2  试剂 
考马斯亮蓝 R 2250 (USB) ；希夫试剂 

Schiff’s Reagent (Sigma)；MTT (Sigma)；单糖标

准品 (Genview)；其他试剂均为国产分析纯。 

1.3  家蝇蛹凝集素的分离纯化 
参照本实验室前期研究方法[12]粗提家蝇蛹

血淋巴，通过 Con A-Sepharose 4B 亲和层析，在

亲和层析中，先用结合缓冲液以 1 mL/min 的流

速冲洗，直至基线水平为零。将洗脱液换成

0.2 mol/L 的 D-甘露糖溶液，对凝集素进行解吸

附。收集 Con A-Sepharose 4B 亲和层析后的甘露

糖洗脱峰，利用 DEAE 弱阴离子交换层析进行进

一 步 分 离 纯 化 ， 梯 度 洗 脱 条 件 依 次 为 ：

0.005 mol/L，0.01 mol/L，0.02 mol/L NaCl 溶液

为梯度洗脱液，每梯度洗脱时间为 30 min。利用

MTT 实验检测分离各组分的免疫调节活性。 

1.4  SDS-PAGE 电泳 
取适量家蝇蛹凝集素加入上样缓冲液，煮沸

5 min，8 000 r/min 离心 5 min，备用。参照

SDS-PAGE 电泳步骤，采用 12％分离胶，5％浓

缩胶，蛋白质标准样与样品在 80 V，2 h 条件下

电泳。凝胶分别用考马斯亮蓝 R 2250 和 periodic 

acid-schiff’s (PAS) 染色，糖蛋白染色参考相关文

献方法[13]。 

1.5  家蝇蛹凝集素蛋白和糖含量测定 
采用考马斯亮蓝 G 2250 法，以牛血清白蛋

白 (BSA) 为标准蛋白。经考马斯亮蓝工作液处

理后，检测 595 nm 的吸光值，绘制 OD595 标准
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蛋白浓度曲线。取 1 mg 样品经考马斯亮蓝工作

液同样处理后，测定 595 nm 处的吸光值，并在

标准曲线上找出对应的蛋白质浓度，计算待测样

品的浓度，得出蛋白的含量。 

采用苯酚-硫酸法[14]对家蝇蛹凝集素中糖含

量进行测定。 

1.6  家蝇蛹凝集素的 β-消除反应 
2 mg 家蝇蛹凝集素溶于 2 mL 0.2 mol/L 

NaOH 溶液中，于 45 ℃下保温 30 min。通过全波

长扫描测定碱处理前后紫外吸收光谱的变化[15]。 

1.7  家蝇蛹凝集素的红外光谱检测 
称取 1 mg 样品，加入 150 mg 干燥的 KBr

粉末，在红外灯下于玛瑙研钵中充分研磨均匀，

装入压片模具中，用油压机在抽真空状态下以

27 MPa 的压力压制 2 min，然后用镊子小心取下

厚度约 1 mm 的压片，装入样品架；将样品架置

于样品窗口，进行红外扫描测定。 

1.8  原子力显微镜 (Atomic force microscope，
AFM) 扫描分析家蝇蛹凝集素 

取云母片，剪成适宜大小，撕去云母片表层

直至出现光亮平整的表面。用超纯水配制浓度为

50 μg/mL 的凝集素溶液，滴加至云母片表面，于

干燥器中室温晾干。原子力显微镜下观察，选择

轻敲模式并记录结果。 

1.9  家蝇蛹凝集素的蛋白 N-端测序 
10 μg 的家蝇蛹凝集素样品经过 SDS-PAGE

后显示为一条较清晰的条带，经过染色、转膜

等预处理经蛋白质测序仪测定 N-末端氨基酸的

序 列 ， 采 用 Edman 降 解 法 [16] ， 在 ABI 

PROCISETM494cLC 蛋白测序仪中完成序列测

定。本过程由中国科学院上海蛋白质组研究分析

中心完成。 

1.10  家蝇蛹凝集素的基质辅助激光解吸电离

飞行时间质谱 (MALDI-TOF-MS)  
电泳后的胶条用胰蛋白酶进行水解，取

0.75 μL 与基质 (现配现用的 10 mg/mL 的 α-氰

基-4-羟基肉桂酸) 等体积混合，将其点在靶上，

室温干燥。将靶装入质谱仪中进行检测。本过程

由上海基康生物技术有限公司完成。 

1.11  MBL-1 对巨噬细胞增殖及吞噬活性的

影响 
取 96孔板，每孔中加入 100 μL的 5×105个/mL

巨噬细胞悬液。5％CO2、37 ℃培养贴壁 4 h，弃

上清，每孔加入不同浓度的 MBL-1，每孔终体积

为 200 μL，MBL-1 的终浓度分别为 0、5、10、

20、40、80 μg/mL，每一浓度 6 个复孔。并设空

白对照组及阳性对照组，阳性对照组加入终浓度

为 5 μg/mL的脂多糖 (LPS) 。置于 5％CO2、37 ℃

培养 48 h。培养结束后，每孔加入 20 μL 5 mg/mL

的 MTT 溶液，于 5％CO2、37 ℃继续培养 4~6 h。

结束后，弃去上清，每孔加入 150 μL 二甲基亚

砜 (DMSO)，振荡 10 min，结晶物完全溶解后，

测定 OD570。 

不同浓度的 MBL-1 处理细胞培养 48 h 后，

弃上清后每孔加入过膜后的 100 μL 0.1％中性红

生理盐水溶液，继续培养 4 h，倾去上清，室温

PBS 洗涤 3 遍。然后每孔加入 200 μL 细胞裂解

液 (体积分数为 50％的乙酸和体积分数为 50％

的无水乙醇)。室温静置 1 h，待细胞溶解后检

测 OD540。 

1.12  MBL-1 作用巨噬细胞后的扫描电镜分析 
将无菌处理后的盖玻片平放于 6孔细胞培养

板中，加入细胞密度为 1×105/mL 的鼠腹腔巨噬

细胞，贴壁后加入 MBL-1，给药浓度为 40 μg/mL，
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培养 48 h 后取出盖玻片，PBS 洗涤 2 次，用

2.5％的戊二醛于 4 ℃固定 1 h，PBS 洗涤 3 次，

1％锇酸固定 1 h，逐级酒精脱水，叔丁醇干燥，

离子喷镀仪喷金后进行扫描电镜观察[17]。 

2  结果 

2.1  家蝇蛹凝集素的分离纯化 
家蝇蛹经研磨，浸提后进行亲和层析，由于

D-甘露糖溶液与Con A-Sepharose 4B上结合的凝

集素竞争性洗脱，且 D-甘露糖与凝集素结合能

力大于 Con A-Sepharose 4B，亲和组分被洗脱下

来。大约在 100~108 min 时出现洗脱峰，收集洗

脱峰，利用 10 kDa 的滤膜进行超滤处理并低温

冷冻干燥得家蝇蛹凝集素粗品。 

通过 SDS-PAGE 电泳及高效液相色谱法结

果显示 Con A-Sepharose 4B 亲和层析后的家蝇蛹

凝集素粗品成分并不单一，因此通过 DEAE 弱阴

离子层析进行进一步分离纯化。分离结果如图 2 
 

 
图 1  家蝇蛹提取液的 Con A-Sepharose 4B 亲和层析图 
Fig. 1  Affinity chromatography of crude extract of Musca domestica pupae on Con A-Sepharose 4B. 

 
图 2  家蝇蛹凝集素分离纯化的 DEAE-离子交换图 
Fig. 2  Anion exchange chromatography of Musca domestica pupae lectin on DEAE-Sepharose. 
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所示，收集 3 个洗脱峰分别命名为 MBL-1、

MBL-2、MBL-3，以 10 kDa 超滤膜进行脱盐后，

低温冷冻干燥。 

为进一步确定研究组分，通过 MTT 检测

MBL-1、MBL-2、MBL-3 三个组分的活性，结果

显示 MBL-1 的免疫调节活性较其他两个组分要

高，因此选择 MBL-1 来进行进一步的研究分析。 

2.2  MBL-1 的电泳分析 
MBL-1 的 SDS-PAGE 电泳检测结果如图 3

所示，为单一蛋白条带，说明 MBL-1 不含有亚

基结构，MBL-1 表观分子质量约为 24 kDa。 

目前分离到的大多数凝集素都带有糖链，为

验证 MBL-1 是否含有糖类成分，对其进行了希

夫试剂糖染色实验。如图 4 所示，电泳后凝胶经

过希夫试剂染色后，可看到有明显的红色，说明

MBL-1 含有糖链，是一种糖蛋白。 

2.3  MBL-1 的蛋白含量和含糖量测定 
通过考马斯亮蓝蛋白测定试剂盒于分光光 

 

图 3  MBL-1 的 SDS-PAGE 电泳图 
Fig. 3  SDS-PAGE electrophoresis of MBL-1. 1: 
sample in the presence of β-mercaptoethanol; M: protein 
marker. 

 

图 4  MBL-1 Native-PAGE 电泳图 
Fig. 4  Native-PAGE electrophoresis of MBL-1. 1: 
sample stained by CR-250; 2: sample stained by periodic 
acid-shiff’s reagent. 

度计测得空白管 OD 值为 0.258，标准管 OD 值

为 0.364，测定管 OD 值为 0.441，计算得出 MBL-1

蛋白含量为 97.20％。 

通过苯酚-硫酸法测定 MBL-1 的含糖量，样

品 所 测 得 的 吸 光 度 为 0.224 ， 样 品 浓 度 为

4 mg/mL，依据标准曲线可以算出 MBL-1 糖含量

为 2.55％。 

2.4  MBL-1 的 β-消除反应 
形成 O-糖苷键的苏氨酸和丝氨酸上的糖链

经稀碱处理后很容易解离，且解离后的苏氨酸和

丝氨酸形成 α-氨基丁烯酸和 α-氨基丙烯酸，这两

种氨基酸衍生物在 240 nm 均存在特征吸收。没

有和糖链相连的苏氨酸和丝氨酸在经过稀碱处

理后则不会形成这两种氨基酸衍生物，在 240 nm

处就不会产生特征吸收。而 N-糖苷键不会被稀

碱从蛋白上解离，因此通过检测稀碱处理后的蛋

白质部分是否含糖，可间接判断有无 N-糖若键

的存在[18-19]。结果如图 5 所示，与碱处理前相比

处理后的 MBL-1 的光密度值整体因糖的水解而

增加，但在 240 nm 处并没有突然明显的增大趋 
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图 5  NaOH 处理前后 MBL-1 的紫外吸收状况 
Fig. 5  UV absorption of MBL-1 before and after treated with NaOH. (A) Before being treated with NaOH. (B) After 
being treated with NaOH.  

 
势，即未出现羟基不饱和氨基酸的特征吸收，因

而可推断 MBL-1 中不含 O-糖苷键，经 β-消除反

应后的凝集素通过苯酚硫酸法检测含有糖成分，

推断 MBL-1 中糖肽的结合方式为 N-糖苷键。 

2.5  MBL-1 的红外光谱测定 
红外光谱测定结果见图 6，参考文献[20-21]对

其进行分析，3 298 cm-1 附近的一个较宽的吸收

峰为 O-H 的伸缩振动吸收峰，且存在着分子间氢

键；2 962 cm−1 附近的一组峰为 C-H 键的特征吸

收；1 656 cm−1 处较强的吸收峰及 1 400 cm−1 到

1 200 cm−1 间一些较弱的吸收是多糖的特征吸

收；1 398 cm−1 附近的一些峰是 C-H 的变角振动；

1 656 cm−1 处较强的吸收峰及 1 539 cm−1 处较弱

的吸收峰为蛋白质的特征吸收，1 600~1 700 cm−1

处吸收峰为酰胺Ⅰ谱带，通过 Peakfit 软件分析

其结构主要为 β-折叠。 

2.6  MBL-1 的原子力显微镜扫描分析 
与红外光谱、核磁共振、色质联用、X 射线

衍射等现代测试技术相比，原子力显微镜可得到

上述方法无法获得的生物大分子表面形态学直

观信息。原子力显微镜扫描结果如图 7 所示， 

 

图 6  MBL-1 的红外光谱分析 
Fig. 6  IR analysis of MBL-1 sample. 

 

图 7  MBL-1 的原子力显微镜分析 
Fig. 7  AFM analysis of MBL-1. 
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MBL-1 为椭球状蛋白单体，其蛋白直径约在

60~100 nm 之间，可能由于糖链较短，图上并不

能看到明显的糖链结构。 

2.7  MBL-1 蛋白 N-端测序 
蛋白质测序仪测得 MBL-1 的结果如图 8 所

示，其中图 8B 为标准的 PTH 氨基酸色谱图，标

明了 20 种标准氨基酸的保留时间，图 8A 是

MBL-1 的 PTH 氨基酸色谱图，但图中并没有出

现任何的信号峰，因此，推测 MBL-1 肽链 N-端

封闭。 

2.8  MBL-1 的 MALDI-TOF-MS 检测 
由图 9 和表 1 可知，MBL-1 的肽段序列与来

源为家蝇的谷胱甘肽硫转移酶 1 (GST-θ) 具有较

高的相似性。其分子量为 24 kDa，蛋白等电点为

7.63。谷胱甘肽转硫酶是一组多功能同工酶，广

泛分布于哺乳动物、植物、鸟类、昆虫、寄生虫

及微生物体内，其主要功能是催化某些内源性或

外来有害物质的亲电子基团与还原型谷胱甘肽

的巯基进行偶联，通过增加其疏水性使其易于穿

越细胞膜。 
 

 
图 8  MBL-1 肽链 N-末端测定色谱图 
Fig. 8  Chromatograms of MBL-1 peptide chain N-terminal. 1: a chromatogram of sample PTH amino acid; 2: a 
chromatogram of standard PTH amino acid. 

 
图 9  MBL-1 的肽指纹图谱分析 
Fig. 9  PMF analysis of MBL-1. 
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表 1  肽段匹配表 
Table 1  Match of peptide sequences from MBL-1  

 Name Taxonomy Mass Score Expect Calculated 
pI value 

Sequence 
coverage (%)

gi|121696 Glutathione 
S-transferase 1 

Musca 
domestica 23 636 262 1.3e-020 7.63 37 

gi|409146 glutathione transferase Lucilia cuprina 23 700 254 8.1e-020 6.09 31 

gi|1346214 Glutathione 
S-transferase 1-1 Lucilia cuprina 23 629 253 1e-019 6.31 31 

gi|194742606 GF17053 Drosophila 
ananassae 26 479 171 1.6e-011 5.32 19 

gi|195391380 GJ24386 Drosophila 
virilis 24 780 168 3.2e-011 4.88 16 

 

2.9  MBL-1对巨噬细胞增殖及吞噬活性的影响 
通过 MTT 法检测 MBL-1 对小鼠腹腔巨噬细

胞增殖活性的影响 (图 10)，不同浓度的 MBL-1

作用于鼠腹腔巨噬细胞，作用 48 h，随着 MBL-1

浓度的增加，细胞增殖活性不断增强，说明在一

定范围内，鼠腹腔巨噬细胞的增殖活性与 MBL-1

的剂量浓度呈依赖关系。且与空白对照组相比，

MBL-1 在浓度为 5 μg/mL 时对巨噬细胞的增殖

即有极显著的作用。由于 80 μg/mL 与 40 μg/mL

时作用效果相差不大，选择 40 μg/mL 为最佳作

用浓度。 

 

图 10  MBL-1 作用浓度对巨噬细胞增殖指数的影响 
Fig. 10  Effect of MBL-1 concentation on proliferation 
index of macrophages. LPS (5 μg/mL) as the positive 
control. 0 μg/mL as a control; ** P≤0.01 vs control 

group. 

通过测定小鼠腹腔巨噬细胞吞噬中性红的

能力，可以判定 MBL-1 对巨噬细胞吞噬能力的

影响。如图 11 所示，巨噬细胞在 MBL-1 的作用

下，吞噬能力明显增强，随着作用浓度的增加，

巨噬细胞的吞噬活性也显著增加。结果表明

MBL-1 可以刺激小鼠腹腔巨噬细胞，使其进一步

分化成熟，吞噬能力明显增强。 

2.10  巨噬细胞在 MBL-1 作用后的扫描电镜

分析 
加入 40 μg/mL 的 MBL-1 培养 48 h 后，通过

扫描电镜观察巨噬细胞的外部形态，如图 12 所 

 

图 11  MBL-1 作用浓度对巨噬细胞吞噬活性的影响 
Fig. 11  Effect of MBL-1 concentation on phagocytic 
activity of macrophages. LPS (5 μg/mL) as the positive 
control. * P≤0.05; ** P≤0.01 vs control group. 
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示，MBL-1 可以激活巨噬细胞，激活的巨噬细胞

和未激活的巨噬细胞之间存在着明显差异。如

图 12A 所示，未激活的巨噬细胞一般呈圆形、椭

圆形等，鲜少有突起。激活的巨噬细胞体积增大，

胞体铺展，呈椭圆、菱形或梭形等不规则的形状，

表面突起可呈叶状或皱摺状，表现出了更大的膜

活性 (图 12B)，实验结果表明巨噬细胞在 MBL-1

作用下，外部形态已经呈现明显的活化特征。 
 

 

图 12  MBL-1 作用巨噬细胞的电镜扫描 
Fig. 12  Scanning electron micrographs of macrophages treated with MBL-1. 1: control group; 2: macrophages treated 
with 40 μg/mL MBL-1 for 48 h. 
 

3  讨论 

MBL-1 是本研究室分离纯化得到的一种具

有明显免疫调节活性的凝集素，分子量为

24 kDa。对兔血红细胞的凝集效价为 256，其凝

血活性在 0~40 ℃和 pH 6.0~9.0 范围内保持相对

稳定，D-甘露糖是其凝血活性的糖抑制剂，表明

MBL-1 是一种 D-甘露糖结合的凝集素。该类凝

集素还未见相关报道，因此是一种新型家蝇蛹凝

集素。 

由于是一种新的凝集素，需要进一步研究其

可能的生理功能，因此我们有必要对其结构进行

分析。实验结果表明 MBL-1 是一种糖蛋白，分

析氨基酸组成的测试是蛋白质化学的重要内容。

真核生物中约有 80％的可溶性蛋白质是 N-末端

封闭的，Tasumia 等[22]在测定凝集素 AJL-1 的 N-

末端序列时也出现了 N 端封闭的情况。所谓 N

端封闭，仅仅是对 Edman 测序原理而言的，常

常是由于氨基末端的谷氨酸暴露于酸性环境中

所形成。由于 MBL-1 的蛋白测序结果为 N-端封

闭，我们后期拟寻求更合理有效的测序方法，如

可将蛋白质化学降解或酶切分离后分析。测得家

蝇蛹凝集素的碱基序列后可通过分子生物学方

法对其进行克隆，使其在微生物体内表达，省去

大规模饲养和诱导的不便[23]。 

糖链在其发挥生理功能方面起着重要作用，

结果表明 MBL-1 是一种存在 N-糖苷键，原子力

显微镜扫描结果显示 MBL-1为椭球状蛋白单体，

可能由于糖链较短，图上并不能看到明显的糖链

结构。 

家蝇缺乏特异性很高的免疫系统，凝集素在

其非专一性免疫防御与异体识别机制中起着重
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要的作用，参与了细胞免疫和体液免疫，与家蝇

的抗菌作用密切相关。因此研究家蝇凝集素的免

疫调节活性对于认识家蝇蝇免疫防御的分子机

理有着重要意义。巨噬细胞遇到外源性因素作用

时其形态、功能会受到影响[24-25]，MBL-1 能够明

显促进鼠巨噬细胞的增殖，并使巨噬细胞形态呈

现明显的活化特征，表明其具有较强的免疫调节

活性，至于其具体的免疫调节作用分子机理，还

有待于进一步深入研究。 
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