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血蓝蛋白在杂色鲍各组织中的分布研究
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摘要 : 利用 Western blotting方法对血蓝蛋白 ( hemocyanin) 抗体浓度进行优化 , 进而运用免疫组化方法对杂色鲍

( Haliotis diversicolor) 血蓝蛋白在肝胰脏、外套膜、鳃、消化道、腹足中的分布规律进行了研究。免疫组织学检测

发现血蓝蛋白在杂色鲍各组织中均有分布 , 其中肝胰脏、外套膜和鳃中分布较多 , 消化道和腹足中相对较少。
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Study on distribution of hemocyanin in different tissues
of Haliotis diversicolor
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Abstract: The distribution of hemocyanin in different tissues of Haliotis diversicolor was studied by immunohistochemistry. The opti-

mum concentration of primary antibody was evaluated by Western blotting. Hemocyanin was shown to distribute in every issue, with

stronger intensity of hybridization signal in hepatopancreas, mantle and branchia than in alimentary canal and pleopod.
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  杂色鲍( Haliotis diversicolor) 属软体动物, 腹足

纲
[ 1]
。作为节肢和软体动物体内的一种多功能呼

吸蛋白
[ 2]

, 血蓝蛋白( hemocyanin) 在其血液中的含

量非常丰富, 除氧气运输
[ 3 - 4 ]
外, 还在金属离子转

运、蛋白质储存、渗透压调节、蜕皮激素载体和表

皮固化等方面发挥作用。近年越来越多的证据表

明, 它还在酚氧化酶 [ 5 - 6 ]
、细胞凝集

[ 7 - 8 ]
和抗病

毒
[ 9]
等免疫反应

[ 10]
中发挥多种多样的功能。

鲍血蓝蛋白的结构单元为十聚体, 是由十或十

的倍数亚基围成的中空圆柱状结构, 十聚体的直径

约 35 nm, 高约 18 nm
[ 11 ]
。血蓝蛋白亚基分为Ⅰ、

Ⅱ 2 个亚型, 均为 400 kDa, 是一条包含有 8 个结

构域的超长肽链, 分别由 Hc1 与 Hc2 编码, 其中每

个结构域分别结合 1 个铜离子 [ 12 ]
。孔细胞 ( Rhogo-

cyte) 是血蓝蛋白的主要合成部位, 它是一种特化

的软体动物细胞类型, 分散于各器官的结缔组织

中
[ 1 3 - 1 4] ; 软体动物孔细胞的组成、形状和结构变

化多样
[ 1 4] , 高尔基体活跃, 分泌很多囊泡 [ 15] , 电
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镜下可见其中很多晶格状血蓝蛋白分子
[ 16 ]
。孔细

胞的共同特点是细胞表面的“孔”结构, 可能是血

蓝蛋白等蛋白输出细胞的分子通道
[ 14]
。一些学者

还对血蓝蛋白的组织合成部位进行了研究, 发现不

同种类的差异较大。头足类 ( Cephalopoda) 动物的

鳃
[ 17]
和心部件

[ 13 , 18]
可能是其主要的合成代谢部

位。有学者利用全组织原位杂交方法对腹足类的耳

鲍( H. asinina) 2 个血蓝蛋白基因 ( HaH1 和 HaH2)

从担轮幼虫到稚鲍的发育表达规律进行了研究
[ 19 ]

,

发现担轮幼虫、面盘幼虫时期, 两基因主要在少量

内脏团、头和腹足区域的间质细胞中表达, HaH1

表达略早于 HaH2; 在稚鲍时期, 腹足成为 HaH1

和 HaH2 主要表达区域, HaH1 还在内脏团前中部

和中肠腺底部表达, 而 HaH2 在这些部位之间和嘴

部表达, 生殖细胞等其他组织中则没有检测到 2 种

基因的 mRNA。

上述研究主要报道了部分软体动物血蓝蛋白的

细胞和组织来源, 但血蓝蛋白作为一种重要的多功

能蛋白, 对其成熟的蛋白分子在动物各组织中的分

布情况了解较少, 进行相关研究对深入理解血蓝蛋

白分子功能多样性及软体动物对于血蓝蛋白的生理

适应性变化具有重要意义。此研究通过免疫组织化

学技术从组织水平对血蓝蛋白在杂色鲍体内的组织

定位及分布规律进行了阐述。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1. 1. 1 试验动物   采自广东省惠州市某鲍鱼养

殖场的壳长 0. 4 ～0. 8 cm健康杂色鲍。

1. 1. 2 试剂及仪器   一抗 ( 实验室自制兔抗杂

色鲍血蓝蛋白多克隆抗体
[ 20 ] ) , AP标记的山羊抗

兔 IgG( Sigma) , 免疫组化试剂盒 SP-0023 ( 北京博

奥森生物技术有限公司出品) , 0. 22 μm PVDF杂

交膜( Waterman) , PageRuler Plus蛋白预染 Marker

( Fermentas) 等。离心机 ( Sigma 3k30 )、电泳仪

( BIO-RAD) 、脱水机 ( Leica TP 1020 )、包埋机

( Leica EG 1160) 、切片机( Leica RM 2135) 等。

1.2 试验方法

1. 2. 1 抗体浓度试验   划开杂色鲍腹足, 取血

淋巴, 按 1�1 加入 4 ×SDS Loading Buffer, 涡旋振

荡混匀, 沸水浴加热 5 min, 灰度分析法计算蛋白

浓度, 调整上样量为 10 μg后电泳。电泳结束后进

行Western杂交 [ 20 ] , 显色后拍照。

1. 2. 2 免疫组化  取壳长 0. 4 ～0. 8 cm杂色鲍

幼苗直接放入 10%福尔马林固定液中, 固定 24 h

以上。石蜡切片脱蜡复水后, PBS浸泡 5 min; 高

压热修复法进行抗原修复; PBS洗 3 min ×3 次;

3% H2 O2 去离子水 37 ℃孵育 10 min; PBS洗 3 min

×3 次; 滴加试剂 A( 封闭用正常山羊血清工作

液) , 37 ℃孵育 10 min, 倾倒掉, 勿洗; 滴加 PBS

稀释 12 000 倍的一抗工作液, 4 ℃过夜, 同时以

PBS代替一抗作为阴性对照; 将 4 ℃孵育一抗过夜

的切片从冰箱中拿出, 室温放置约 45 min; PBS洗

5 min ×3 次; 滴加试剂 B( 生物素化二抗工作液

IgG/Bio) , 37 ℃孵育 30 min; PBS洗 5 min×3 次;

滴加试剂 C( 辣根酶标记链霉卵白素工作液 S-A /

HRP) , 37 ℃孵育 30 min; PBS洗 5 min×3 次; 使

用新鲜配置的 DAB显色剂显色( 可在切片下放一张

白纸, 方便观察显色 ) , 在显微镜下观察显色效

果, 杂交处应为棕色, 观察到杂交处与背景对比明

显后将切片放入超纯水中终止显色; 苏木素复染,

脱水, 中性树脂封片。染色后的切片采用 EVOS倒

置显微镜观察并拍照。

2 结果

2.1 杂交抗体浓度的优化

杂色鲍血淋巴中血蓝蛋白含量很高, 450 kDa

处的蛋白条带为完整血蓝蛋白分子, 其下方为降解

后的各种大小的血蓝蛋白肽段
[ 20 ]

( 图 1) 。Western

结果显示, 在上样量一致 ( 10 μg) 的情况下一抗

1�12 000 的稀释度所见清晰条带最多; 一抗稀释

度为 1�3 000 时所有杂交信号连成一片, 完全不

能辨认出条带; 一抗稀释度为 1�40 000 和 1�

80 000条件下可清晰辨认条带, 但与 1�12 000 相

比一些低丰度蛋白无法杂交出来。故在以后的试验

中选择 1�12 000 的一抗稀释度。

在一抗稀释度为 1�12 000 条件下, 不同上样

量( 1 μg、2 μg、4 μg和 8 μg) Western结果见图 2,

不同上样量的杂交条带都比较清晰, 上样量较多时

低丰度蛋白条带更清晰, 说明 1�12 000 的一抗稀

释度适合较宽上样量范围。

2.2 血蓝蛋白的组织分布

经免疫组织化学染色的鲍各组织中均可看到黄

褐色或棕色血蓝蛋白杂交信号, 说明血蓝蛋白在鲍

的各组织中均有分布, 但杂交信号强弱不一。

杂色鲍消化道由粘膜层、粘膜下层、肌层和基
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图 1 不同一抗稀释度血淋巴 Western杂交

a. 1�3 000 ; b. 1�12 000 ; c. 1�40 000;

d. 1�80 000; M. 蛋白 Marker

Fig. 1 Western blotting of hemolymph total protein using

different primary antibody dilutions

a. 1�3 000 ; b. 1�12 000 ; c. 1�40 000;

d. 1�80 000; M. protein Marker

图 2 血淋巴不同上样量 Western杂交

不同泳道上样量 : 105. 1 μg; 206. 2 μg; 307. 4 μg; 408. 8 μg

Fig. 2 Western blotting of hemolymph total protein

with different loading quantities

loading quantity in different channels: 105. 1 μg;

206. 2 μg; 307. 4 μg; 408. 8 μg

膜 4 个部分组成。血蓝蛋白阳性信号主要集中在消

化道基膜处, 而在消化道的腔面一侧几乎没有血蓝

蛋白杂交信号(图 3 - a、b) 。

杂色鲍肝胰脏由肝小管和肝小体 2 个部分组

成。免疫组化结果显示, 血蓝蛋白阳性信号主要集

中在肝小管中央的管腔以及肝小体中央的微管腔,

其中管腔区域的血蓝蛋白分布特别丰富, 肝小体中

有少量血蓝蛋白阳性信号(图 3 - c、d) 。

杂色鲍的外套膜包裹了整个内脏团并延伸至贝

壳边缘, 可分为 3 层: 内外表皮、疏松结缔组织和

肌肉纤维。外套膜有大量血蓝蛋白杂交信号, 而且

这些信号主要集中在外套膜边缘区域 ( 图 3 - e、

f) 。

杂色鲍的鳃位于外套腔内, 心脏之前, 以长条

状的鳃轴为中心, 两边分布许多排列整齐的鳃叶,

呈波浪形, 鳃丝由柱状上皮细胞及其围成的血腔构

成。鳃丝血腔中血蓝蛋白杂交阳性信号很强, 说明

鳃丝血腔中有大量血蓝蛋白存在( 图 3 - g、h) 。

杂色鲍腹足肌肉发达, 从外向内由表皮、结缔

组织和肌肉组成, 最内层的肌纤维和致密结缔组织

构成腹足的主体。免疫组化染色显示, 腹足肌肉中

血蓝蛋白阳性信号较少( 图 3 - i、j) 。

3 讨论

血蓝蛋白分子量超过 400 kDa, 抗原决定簇众

多, 由于研究所用血蓝蛋白抗体效价很高
[ 18]

, 且

为多克隆抗体, 为了降低免疫组化的假阳性, 有必

要对一抗使用浓度进行优化, Western杂交结果显

示 1�12 000 的抗体稀释度最适合此研究。

笔者研究发现, 血蓝蛋白主要存在于杂色鲍的

肝胰脏、外套膜和鳃组织中。肝胰脏是杂色鲍物质

合成和能量代谢最主要的器官, 能够分泌大量的酶

类
[ 2 1]
。RUTH等 [ 22 - 23]

认为肝胰脏是鹦鹉螺 ( Nauti-

lus pompilius) 血蓝蛋白的主要合成组织, 也有一些

学者分别用氨基酸标记法和 Northern blotting 法发

现甲壳动物肝胰脏 F-细胞是血蓝蛋白的主要合成

部位
[ 2 4]
。由此可见, 肝胰脏很可能也是杂色鲍血

蓝蛋白的重要合成组织。杂色鲍的外套膜作为机体

的一道重要免疫屏障, 包裹了整个内脏团, 延伸至

贝壳的边缘, 其上皮细胞间夹有大量的嗜中性和嗜

酸性颗粒细胞
[ 21 ]

, 因受水流冲击较大还含有丰富

的粘液细胞
[ 25] , 推测贝类粘液细胞分泌的粘液与

鱼类粘液具有相同作用, 即免疫、防护、润滑

等
[ 2 6]
。血蓝蛋白除具携氧功能外还具有诸如: 酚

氧化酶、抗菌肽、细菌凝集和抗病毒等多种免疫活

性, 是无脊椎动物中的一种重要的先天性免疫分

子。在外套膜分布的血蓝蛋白可能主要参与了机体

的免疫防御反应, 从而阻挡海水等外环境中的病原

等有害物质进入机体内。对欧洲鲍 ( H. tuberculata)

外套膜的免疫组化研究也发现
[ 13 ]

, 外套膜孔细胞

内集中的血蓝蛋白量要远远高于血淋巴中的含量,

原位杂交也进一步证实, 在这些孔细胞中含有血蓝

蛋白 mRNA。图 3 - e 显示杂色鲍外套膜的边缘区

域有很多血蓝蛋白分布, 上述结果与欧洲鲍的结果
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图 3 杂色鲍各组织血蓝蛋白免疫组化结果

黑色箭头所指为血蓝蛋白免疫组化阳性信号 ; a. 消化道试验组 ( 200 ×) ; b. 消化道对照组 ( 200 ×) ; c. 肝胰脏试验组 ( 400 ×) ; d. 肝胰脏

对照组 ( 400 ×) ; e. 外套膜试验组 ( 400 ×) ; f. 外套膜对照组 ( 400 ×) ; g. 鳃试验组 ( 400 ×) ; h. 鳃对照组 ( 400 ×) ; i. 腹足试验组

( 400 ×) ; j. 腹足对照组 ( 400 ×) ; CA. 腔面 ; BM. 基膜 ; HT. 肝小管 ; HC. 肝小体 ; ML. 微管腔 ; BF. 鳃丝 ;

Fig. 3 Immunohistochemical localization of hemocyanin in different tissues of H. diversicolor

black arrows show positive signals of hemocyanin; a. alimentary canal experimental group ( 200 ×) ; b. control group of alimentary canal ( 200 ×) ;

c. experimental group of hepatopancreas ( 400 ×) ; d: control group of hepatopancreas ( 400 ×) ; e. experimental group of mantal ( 400 ×) ;

f. control group of mantal ( 400 ×) ; g. experimental group of branchia ( 400 ×) ; h. control group of branchia ( 400 ×) ; i. experimental

group of pleopod ( 400 ×) ; j. control group of pleopod ( 400 ×) ; CA. cavity; BM: basement membrane; HT. hepatopancreas tubules;

HC. hepatopancreas corpuscle; ML. micro lumen; BF. branchial filament;

一致, 这表明外套膜也是杂色鲍血蓝蛋白的重要合

成组织。鳃作为杂色鲍的呼吸器官, 主要作用是进

行气体交换, 其血腔中分布有大量的血淋巴, 免疫

组化检测到血蓝蛋白在鳃中也有大量的分布, 主要

集中在鳃丝的血腔中, 这些阳性杂交信号很可能是

血淋巴中游离的、用于气体交换的血蓝蛋白。同样

利用免疫组化的技术, 卢君辉等 [ 27 ]
发现中国明对

虾( Fenneropenaeus chinensis)的鳃轴血腔和鳃丝腔内

遍布血蓝蛋白阳性信号, 上述证据均表明鳃是血蓝

蛋白集中分布的组织。

血蓝蛋白在消化道和肌肉组织中的含量较少,

其中消化道的作用是储存及消化食物, 杂色鲍消化

道的腔面一侧几乎没有血蓝蛋白分布, 而在基膜处

有杂交信号 ( 图 3 - a) , 主要原因可能是基膜下的

薄层结缔组织中分布较多的孔细胞及血窦
[ 28]
。有

研究发现中国明对虾的中肠壁纵肌层与结缔组织间

隙的血窦中也有血蓝蛋白。利用电镜观察消化道结

缔组织中的孔细胞, 发现细胞周围的血腔中也有大

量的血蓝蛋白分子
[ 1 3]
。由此可见, 胃肠道基膜下

结缔组织的血窦担负储存和运输营养物质的功能,

血窦中的这些血蓝蛋白为消化道的持续蠕动提供了

充足的氧气。鲍的腹足主要由肌纤维组成, 较少见
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到孔细胞, 因此腹足中血蓝蛋白分布较少。但由于

鲍是开放式的循环系统, 腹足中检测到的血蓝蛋白

很可能是渗透的血淋巴中所携带的血蓝蛋白。

综上所述, 笔者运用免疫组化方法对杂色鲍血

蓝蛋白各组织的分布规律进行了研究, 发现血蓝蛋

白在鲍各组织中广泛分布, 其中在外套膜、肝胰腺

和鳃中血蓝蛋白分布较多, 消化道和腹足中分布较

少。血蓝蛋白是一种重要的多功能蛋白, 其广泛的

组织分布与其多样的生物学功能密切相关。此研究

的结果可为深入了解血蓝蛋白的生物学功能以及鲍

的生理学特征提供参考。
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