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凡纳滨对虾血蓝蛋白与人红细胞的作用靶位 
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汕头大学 理学院 生物学系, 海洋生物研究所, 广东 汕头 515063 

摘要: 采用亲和层析、SDS-PAGE、Far-Western-blotting、MALDI-TOF/MS 等亲和蛋白质组学方法, 发现凡纳滨对

虾(Litopenaeus vannamei)血蓝蛋白可与人红细胞膜上一种分子量为 27 kD的膜蛋白发生特异性结合, 经 Mascot 搜

索引擎检索该蛋白与人红细胞膜蛋白——硫氧还蛋白过氧化物酶(thioredoxin peroxidase)具有高度同源性。继而运

用生物信息学技术对其相互作用进行分析, 结果显示, 硫氧还蛋白过氧化物酶与血蓝蛋白在三维结构水平可发生

特异性的对接, 且其结合位点呈现“锁−钥模型”。由此推测, 硫氧还蛋白过氧化物酶可能为对虾血蓝蛋白与人红细

胞结合靶位之一, 所获研究结果为进一步揭示血蓝蛋白的凝血、溶血作用机制等奠定了良好的基础。 
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血蓝蛋白(hemocyanin)是位于节肢动物和软

体动物血淋巴中的含铜呼吸蛋白, 脱氧状态为无

色 , 结合氧状态为蓝色 , 与血红蛋白  (hemoglo-

bin)、蚯蚓血红蛋白 (hemerythrein) 并称为动物

界中的 3种呼吸蛋白[1]。值得一提的是, 近年来人

们发现血蓝蛋白不仅具有输氧功能, 而且还与能

量的贮存、渗透压的维持以及蜕皮过程的调节有

关[23]。尤其是, 本实验室既往研究发现凡纳滨对

虾(Litopenaeus vannamei)血蓝蛋白还具有多种免

疫学活性。严芳等[45]报道, 血蓝蛋白在胰蛋白酶

诱导下可表现出一定的酚氧化物酶活性。章跃陵

等 [6]运用亲和蛋白质组学和 Western-blotting 等

分子生物学方法证实凡纳滨对虾血清中与病原菌

直接结合的主要蛋白为血蓝蛋白; 进一步实验发

现, 血蓝蛋白对大肠杆菌(Escherichia coli)K12等

细菌具有凝集活性[7], 且外膜蛋白 X OmpX 为血

蓝蛋白与大肠杆菌 K12 的凝集作用靶标[8]。尤其

是本课题组最近证实血蓝蛋白具有红细胞凝集活

性和溶血活性 [910], 但其与红细胞的作用靶标尚

不清楚, 更不消说对其作用机理的研究。为此, 本

研究以对虾血蓝蛋白和人红细胞为研究对象, 运

用 Far-Western-blotting、生物信息学等技术, 探索

血蓝蛋白与人红细胞可能的作用靶标, 为阐明血

蓝蛋白凝血、溶血作用机制奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料  

凡纳滨对虾购于汕头市华勋水产有限公司 , 

体长约 10 cm。人血采自汕头大学校医院。 

1.2  实验方法 

1.2.1  虾血清的制备 选用 1 mL 注射器从对虾围

心腔抽取血淋巴, 置 4℃ 过夜, 12 000 r/min离心

20 min, 取上清, 20 ℃保存备用。 

1.2.2  凡纳滨对虾血蓝蛋白的纯化与鉴定 按章跃
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陵等[12]报道的方法进行。 

1.2.3  人红细胞膜蛋白的提取 参照肖毅等报道的

方法进行[12], 取抗凝人血 4℃, 3 000 r/min离心 20 

min, 以 3倍体积预冷 PBS(pH 7 .4) 洗涤 3次(4℃, 

5 000 r/min, 15 min), 预冷 Tris-HCl(0.01 mol/L, 

pH 7.2)与红细胞(V︰V=40︰1)混合, 4℃放置 2 h, 

再以 9 000 r/min 离心 20 min, 预冷 PBS(0.01 

mol/L, pH 7 .4)洗涤 3 次。沉淀以适量预冷 PBS 

(0.01 mol/L, pH 7 .4)悬浮, 小量分装保存备用。 

1.2.4  血蓝蛋白与人红细胞膜蛋白相互作用研究 

取适量红细胞膜样品按常规方法进行 SDS-PAGE

电泳  (5%浓缩胶 , 12%分离胶), 待电泳结束后 , 

50 V 恒压电转过夜, 丽春红 S (Ponceau S) 总蛋

白显色, TBS ( 0.02 mol/L Tris, 0.15 mol/L NaCl, 

pH 7.4) 充分洗涤, 5 % 脱脂奶粉室温封闭 1h, 

TBS 洗膜 5 min×3 次, 与适量血蓝蛋白孵育 2 

h 后, TBS 洗膜 5 min×3 次, 兔抗血蓝蛋白(1∶ 

200)孵育 2 h, TBS 洗膜 10 min×3 次, HRP-羊抗

兔 IgG (1∶500) 孵育 1h, TTBS 洗膜 10 min×3 

次, DAB 显色。 

1.2.5  质谱鉴定 采用 Zhang 等报道的方法进行[7]。

用洁净刀片直接从 SDS-PAGE凝胶上切取待测蛋

白条带, 依次进行胶内蛋白酶解、MALDI-TOF/ 

MS 肽指纹图谱分析和 Mascot 搜索引擎检索

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?
file=../data/20110303/FttmrnenL. dat&hit=4  
1.2.6  生物信息学分析 采用 PDB(http://www.rcsb. 

org/pdb/home/home.do)、SWISS-MODEL(http://swis- 

smodel.expasy.org/)、 Hex6.3、 POCKET-FINDER 

(http://www.modelling.leeds.ac.uk/pocketfinder/)等

在线软件预测硫氧还蛋白过氧化物酶与血蓝蛋白

的三级结构、活性中心及相互作用位点。 

2  结果与分析 

2.1  亲和层析纯化血蓝蛋白的鉴定 

如图 1 所示, 亲和层析纯化后所得血蓝蛋白

SDS-PAGE 电泳表现为 75、77 kD 两条带, 与凡

纳滨对虾血蓝蛋白相关报道相符[10]。继而分别以

兔抗血蓝蛋白抗血清和羊抗兔- HRP 为一抗和二

抗进行 Western-blotting 分析, 结果发现血蓝蛋 

 
 

图 1  亲和层析纯化血蓝蛋白 SDS-PAGE和 Western- 

blotting分析 

1. 蛋白质 Markers; 2、3. 分别为血蓝蛋白 SDS-PAGE和

Western-blotting分析 

Fig. 1  SDS-PAGE and Western-blotting analysis of hemocyanin 
purified from L. vannamei by affinity chromatography 

Lane 1: Protein markers; Lanes 23: SDS-PAGE and West-
ern-blotting analysis of hemocyanin, respectively. 

 
白两个亚基条带均显色, 与预期结果一致。由此说

明, 所纯化的蛋白确实为血蓝蛋白, 且成分单一。 

2.2  血蓝蛋白与人红细胞膜蛋白相互作用分析 

取适量人红细胞膜蛋白进行 SDS-PAGE 和

Far-Western-blotting 分析。结果如图 2 所示, 红

细胞膜蛋白 SDS-PAGE 表现为分子量为 23~200 

kD 的 9条带, 其中分子量为 27 kD的一种膜蛋白

与血蓝蛋白孵育后, 与兔抗血蓝蛋白抗血清呈明

显阳性(图 2)。由此说明, 27 kD的红细胞膜蛋白

可能为血蓝蛋白与红细胞的作用靶标。   

2.3  血蓝蛋白与人红细胞作用靶标的鉴定 

为了进一步鉴定上述与血蓝蛋白相结合的人

红细胞膜蛋白, 取其蛋白条带, 胰蛋白酶胶内酶

切后进行肽质量指纹图谱检测 (图 3) 和 Mascot 

搜索引擎检索(表 1)。结果发现, 该 27 kD蛋白与

人红细胞硫氧还蛋白过氧化物酶(pI 5.44)具有高

度同源性。由此推测, 血蓝蛋白与红细胞结合靶

位可能为硫氧还蛋白过氧化物酶。 

2.4  血蓝蛋白与硫氧还蛋白过氧化物酶相互作用

分析 

为了更深入了解硫氧还蛋白过氧化物酶与血 
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图 2  Far-Western-blotting分析 

1. 蛋白质 Markers; 2. 人红细胞膜蛋白 SDS-PAGE分析;    

3. 人红细胞膜蛋白与血蓝蛋白孵育后 Far- Western-blotting 

分析; 4. 阴性对照 

Fig 2  Far-Western-blotting analysis 
Lane 1: Protein markers; Lane 2: SDS-PAGE analysis of mem-

brane proteins of human erythrocyte; Lane 3: Far-Western-blotting 
analysis after human erythrocyte membrane proteins incubating 

with hemocyanin; Lane 4: Negative control 

蓝蛋白的相互作用关系, 在预测两者三维结构及

其表面分子所在范围、活性位点(图 4 A−D)等的基

础之上, 运用 Hex6.3 软件分析两者对接模型(刚

性对接), 在充分考虑两者的结合角度、方向、及

形状和静电贡献等综合因素的情况下, 从 2 000 个

连接模型中优选出一个最合理的对接模型(图 4 

E)。在此模型中, 硫氧还蛋白过氧化物酶与血蓝

蛋白共形成 134个氢键, 总分子能减少 1 J。其相

互作用位点处在两者表面分子范围内, 且包含硫

氧还蛋白过氧化物酶活性中心, 呈现经典的“锁

−钥模型”。由此说明, 血蓝蛋白与硫氧还蛋白过

氧化物酶应该可以相互作用并形成较稳定的结构。 

3  讨论 

现代分子免疫学研究表明 ,  天然免疫分子

主要通过识别或结合那些微生物表面保守的、而 

 

 
 

图 3  27 kD蛋白 MALDI- TOF/MS 肽质量指纹图谱 

Fig. 3. MALDI- TOF/ MS peptide mass fingerprint (PMF) spectra in gel tryptic digest of 27 kD protein 
 

表 1  肽质量指纹图谱 Mascot 搜索引擎( NCBInr 数据库) 检索结果 
Tab.1  Homologous search results of 27 kD hprotein by its PMF using Mascot search engine of NCBInr database 

m/z Mr (expected) Mr (calculated) miss ppm start – end sequence 

1863.1300 1862.1227 1862.0625 1 32 91 – 108 R.KEGGLGPLNIPLLADVTR.R 

1735.0300 1734.0227 1733.9676 0 32 92 – 108 K.EGGLGPLNIPLLADVTR.R 

1891.1400 1890.1327 1890.0687 1 34 92 – 109 K.EGGLGPLNIPLLADVTRR.L 

1179.8200 1178.8127 1178.6295 1 155 109 – 118 R.RLSEDYGVLK.T 

1211.7200 1210.7127 1210.6670 0 38 139 – 149 R.QITVNDLPVGR.S 
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图 4  血蓝蛋白和硫氧还蛋白过氧化物酶三级结构、活

性位点及相互作用预测 

(A、B)分别为血蓝蛋白、硫氧还蛋白过氧化物酶三级结构预

测图; (C、D)分别为血蓝蛋白、硫氧还蛋白过氧化物酶活性

位点预测; (E)硫氧还蛋白过氧化物酶与血蓝蛋白结合预测图, 

a：硫氧还蛋白过氧化物酶, b：血蓝蛋白. 通过 Hex6.3预测

硫氧还蛋白过氧化物酶与血蓝蛋白相互作用位点, (E)图为  

2 000个预测对接结构中最合理的一个. (C)图和(D)图中阴影

部分为活性位点. 

Fig. 4  Tertiary structure, active sites and interaction predic-
tion of hemocyanin and thioredoxin peroxides 

A−B: The tertiary structure of hemocyanin and hioredoxin 
peroxides, respectively; C−D: The predicting active sites of 
hemocyanin and hioredoxin peroxides, respectively; E: The 

interaction prediction of hemocyanin and thioredoxin  
peroxides, a: thioredoxin peroxides, b: hemocyanin. The 

shadow part of Fig. C and Fig. D are active site. 
 

在宿主中又不存在的病原相关分子模式(pathogen 

associated molecular pattern, PAMP)而发挥免疫学

活性。揭示天然免疫分子与病原微生物的作用靶

标被认为是阐明天然免疫分子作用机制的前提和

基础。Chandrabala 等[13]发现血清麦芽糖 A(serum 

amyloid A, SAA) 能特异性结合大肠杆菌(E. coli)

和 绿脓假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)等革兰

氏阴性细菌的外膜蛋白 A (OmpA), 并进一步发

现该外膜蛋白 A 能增强巨噬细胞的吞噬作用及

TNF-和  IL-10 的合成; Yang 等发现栉孔扇贝

(Chlamys farreri )C-type lectin (CfLec-1) 能与脂

多糖、β-甘露糖和肽聚糖 3 种病原相关分子模式

结合, 从而引发抗病原菌的免疫反应[14]。本课题

组既往研究结果显示, 对虾血蓝蛋白与病原菌凝

集作用靶标为 OmpX [8]。最近我们研究发现, 对

虾血蓝蛋白可以与异种动物红细胞相结合而发挥

凝集、溶血活性[911]。但其与红细胞的作用靶标尚

不清楚, 有待进一步研究。 

近年来, 后基因组学的快速发展为寻找蛋白

质之间的相互作用关系、建立相互作用关系网络

图等提供了重要手段。其中以蛋白质复合物亲和

纯化、二维电泳、生物质谱和生物信息学等为主

要研究方法的亲和蛋白质组学是研究蛋白质相互

作用的主要技术路线 [15]。Delphine 等 [17]采用 

HPLC 和生物质谱等蛋白质组学方法从两种对虾

(P. vannamei和 P. stylirostris)血浆中分离并鉴定出

3 种新的血蓝蛋白抗菌降解片段[17]。Christopher  

等[17]利用 PDB等蛋白数据库, 预测美洲鲎(Limulus 

polyphemus)血蓝蛋白活性中心附近存在磷脂酰丝

氨酸(phosphatidylserine, PS)连接位点, 且 PS 可

增强血蓝蛋白酚氧化酶活性; Xue 等[19]通过构建

三维定量构效关系模型和  FlexX 柔性对接 , 阐

明了酚氧化酶及其抑制剂—4-丁基苯甲醛氨硫脲

的相互作用机理。本研究运用亲和蛋白组学和生

物信息学技术路线, 发现分子量约为 27 kD 人

红细胞膜蛋白——硫氧还蛋白过氧化物酶可与血

蓝蛋白发生特异性结合, 两者结合位点呈现“锁

−钥模型”。由此提示, 对虾血蓝蛋白与红细胞的

结合靶标有可能为硫氧还蛋白过氧化物酶。 
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一般认为, 硫氧还蛋白过氧化物酶是过氧化

还原酶超家族的一员, 其与 NADPH 组成硫氧还

蛋白系统, 其主要功能为抗氧化作用。值得关注

的是, 近年来人们发现硫氧还蛋白过氧化物酶还

具有促细胞生长、抗细胞凋亡和调节转录因子活

性等多种功能, 同时在寄生虫与宿主相互作用中

发挥主要作用, 并具备较强的免疫原性[1921]。值

得关注的是, 本研究发现人红细胞硫氧还蛋白过

氧化物酶还可作为一种 PAMP分子与对虾血蓝蛋

白发生特异性结合。不难推测, 血蓝蛋白之所以

选择膜蛋白作为作用靶标, 可能主要是由于血蓝

蛋白与其结合后可抑制红细胞生长、促进红细胞

凋亡, 从而达到清除异种动物红细胞的目的。课

题组前期研究显示, 对虾血蓝蛋白发挥凝血、溶

血活性的主要构象分别为十二聚体、二聚体(或三

聚体), 溶血作用机制为胶体渗漏机制, 且在血蓝

蛋白对红细胞发挥溶血反应的过程中可观察到凝

血现象的发生[9]。因此, 本研究所发现的血蓝蛋白

与红细胞的作用靶标——硫氧还蛋白过氧化物酶, 

究竟与对虾血蓝蛋白发挥凝血活性有关, 还是溶

血活性有关, 抑或与两者均相关还有待于进一步

研究和探索。相信, 随着对虾血蓝蛋白抗红细胞

作用机制研究的进一步深入, 其在免疫反应中的

地位和作用必将被彻底揭示。 
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Identification of interaction target of human erythrocyte recognized by 
Litopenaeus vannamei Hemocyanin  

CAO Jinsong, TANG Junrong, ZHANG Yueling, GUO Lingling, CHEN Chuandao, CHEN Jiehui 

Department of Biology and Marine Biology Institute, College of Science, Shantou University, Shantou 515063, China 

Abstract: Shrimp hemocyanin possesses erythrocyte hemagglutinative and hemolytic properties. We used affinity 
chromatograph, SDS-PAGE, far-western-blotting, MALDI-TOF/MS, and bioinformatics to determine the target of 
hemocyanin binding. Hemocyanin bound specifically to an ~27 kD human erythrocyte membrane protein. The 
protein shared high homology with human erythrocyte thioredoxin peroxide. Shrimp hemocyanin bound to human 
thioredoxin peroxide following the “lock - key model” at the tertiary structure level. Together, our data suggest 
that thioredoxin peroxide mediates, at least in part, the interaction between erythrocytes and shrimp hemocyanin. 
Our observations provide insight into the mechanism of hemocyanin hemagglutination and hemolysis. 

Key words: shrimp; hemocyanin; thioredoxin peroxides; interaction target 
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