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·基础论著·

甘露糖结合凝集素清除 ＨＢＶ的相关机制研究
张影　张勇　杨爱平　张福奎

　　【摘要】　目的　探讨甘露糖结合凝集素（ＭＢＬ）清除ＨＢＶ的相关作用机制。方法　应用 ＥＬＩＳＡ
法检测甘露糖结合凝集素与ＨＢｓＡｇ的结合及补体Ｃ２、Ｃ４在ＭＢＬＨＢｓＡｇ复合物上的沉积。结果　不

同浓度ＭＢＬ重组蛋白相互作用后，ＭＢＬ与ＨＢｓＡｇ的结合呈剂量依赖性增加，ＭＢＬ处理组显著高于空

白对照组（Ｐ＜０．０１）；而在用ＢＳＡ替代ＨＢｓＡｇ包被的阴性对照组中补体水平未增加。分别用ＨＢＳＳ／
Ｃａ２＋，ＨＢＳＳ／ＥＤＴＡ和含２ｍｇ／ｍｌ聚甘露糖的ＨＢＳＳ／Ｃａ２＋溶液稀释ＭＢＬ（终浓度为１０μｇ／ｍｌ）作用后，

与ＨＢＳＳ／Ｃａ２＋组相比，ＨＢＳＳ／ＥＤＴＡ组和含２ｍｇ／ｍｌ聚甘露糖的 ＨＢＳＳ／Ｃａ２＋组中 ＭＢＬ与 ＨＢｓＡｇ的结

合显著减少，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。不同浓度ＭＢＬ重组蛋白作用后，随着ＭＢＬ与ＨＢｓＡｇ
的结合增加，ＭＢＬＨＢｓＡｇ复合物上沉积的补体Ｃ２、Ｃ４水平也显著增加（Ｐ＜０．０１），而平行对照组中

未增加。结论　ＭＢＬ以Ｃａ２＋依赖方式通过糖基识别区直接结合 ＨＢｓＡｇ，并激活补体系统，从而参与

ＨＢＶ的抑制与清除。
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　　甘露糖结合凝集素（ｍａｎｎａｎｂｉｎｄｉｎｇｌｅｃｔｉｎ，
ＭＢＬ）是一种由肝脏合成、存在于血清中的Ｃ型凝集
素，这种急性时相蛋白能选择性地识别甘露聚糖，通
过激活补体、调节吞噬作用达到清除病原体的作用。
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ＭＢＬ在ＨＢＶ感染中的作用主要与成人急性ＨＢＶ感
染后的病毒自然清除有关，然而相关作用机制尚不
清楚［１２］。研究表明 ＨＢｓＡｇ前Ｓ２区存在 ＭＢＬ识别
所必需的Ｎ乙酰葡糖胺和甘露糖等糖结构［３４］。本
研究通过体外实验测定ＭＢＬ与ＨＢｓＡｇ的结合，结合
后对补体 Ｃ２、Ｃ４沉积的影响，以探讨 ＭＢＬ清除
ＨＢＶ的相关机制。

材料与方法

一、主要试剂
重组ＭＢＬ蛋白和纯化人补体Ｃ２蛋白均为美国
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Ｒ＆Ｄ公司产品，ＨＢＶ表面抗体测定试剂盒为美国
ＤｉａｇｎｏｓｔｉｃＡｕｔｏｍａｔｉｏｎ公司产品，胎牛血清白蛋白和

平衡盐溶液（ＨＢＳＳｈａｎｋ’ｓｂａｌａｎｃｅｄｓａｌｔｓｏｌｕｔｉｏｎ）均
购自美国 ＧＩＢＣＯ公司，纯化人补体 Ｃ４蛋白和小鼠

抗人单克隆Ｃ２、Ｃ４抗体均为美国 Ｑｕｉｄｅｌ公司产品，

小鼠抗人单克隆 ＭＢＬ抗体为丹麦 Ａｎｔｉｂｏｄｙｓｈｏｐ公

司产品，聚甘露糖为美国Ｓｉｇｍａ公司产品。

二、ＭＢＬ与ＨＢｓＡｇ结合实验
ＨＢｓＡｇ包被的９６孔板采用含１％ ＢＳＡ／ＰＢＳ室

温下封闭２ｈ，弃去液体，每孔加入用 ＨＢＳＳ／Ｃａ２＋稀
释的不同浓度重组 ＭＢＬ蛋白（０、２．５、５、７．５、
１０μｇ／ｍｌ），体系为 １００μｌ，同时为了研究 ＭＢＬ与
ＨＢｓＡｇ的天然结合特征，９６孔板中分别加入 ＨＢＳＳ／
Ｃａ２＋、ＨＢＳＳ／ＥＤＴＡ和含２ｍｇ／ｍｌ聚甘露糖的ＨＢＳＳ／
Ｃａ２＋溶液稀释的重组ＭＢＬ蛋白作为对照，其终浓度

为１０μｇ／ｍｌ，体系为１００μｌ。室温下孵育２ｈ，将板

中液体弃去，０．５％ Ｔｒｉｔｏｎ／ＨＢＳＳ清洗 ３次，加入
５０μｌ生物素标记的抗ＭＢＬ（１∶２００），３７℃ 孵育２ｈ。
弃去液体，ＨＢＳＳ漂洗 ３次后，加入 ８０μｌ链亲和

素ＨＲＰ（８０μｌ／孔），轻 轻 振 荡 混 匀，３７℃ 温 育
３０ｍｉｎ。弃去液体，ＨＢＳＳ漂洗３次，加入 ＴＭＢ底物

溶液（５０μｌ／孔），１０ｍｉｎ后加入终止液，底物由蓝色

变为黄色，酶标仪４５０ｎｍ波长测定吸光度值（Ａ）。
以ＢＳＡ包被的９６孔板作为阴性对照；不添加 ＭＢＬ
孔作为空白对照。

三、补体Ｃ２、Ｃ４沉积实验
ＨＢｓＡｇ包被的９６孔板用含１％ＢＳＡ的 ＰＢＳ室

温下封闭２ｈ，弃去液体，每孔加入用 ＨＢＳＳ／Ｃａ２＋稀
释的不同浓度重组 ＭＢＬ蛋白（０、２．５、５、７．５、
１０μｇ／ｍｌ），体系为１００μｌ，４℃过夜，将板中液体弃

去，０．５％ Ｔｒｉｔｏｎ／ＨＢＳＳ清洗３次，加入５０μｌ生物素

标记的抗ＭＢＬ（１∶２００），３７℃，孵育２ｈ。弃去液体，

ＨＢＳＳ漂洗３次后，加入纯化人重组补体 Ｃ２、Ｃ４蛋

白（１００μｌ／孔），终浓度分别为５μｇ／ｍｌ和４μｇ／ｍｌ，
轻轻振荡混匀，３７℃温育 ９０ｍｉｎ，弃去液体，０．５％

Ｔｒｉｔｏｎ／ＨＢＳＳ清洗３次，然后每孔分别加入抗Ｃ２和

抗Ｃ４，终浓度分别为５μｇ／ｍｌ和４μｇ／ｍｌ，轻轻振荡

混匀，３７℃温育 ９０ｍｉｎ，弃去液体，０．５％ Ｔｒｉｔｏｎ／
ＨＢＳＳ清洗３次，然后加入１００μｌＨＲＰ标记的抗小鼠
ＩｇＧ（１∶１０００），轻轻振荡混匀，３７℃温育３０ｍｉｎ。弃

去液 体，ＨＢＳＳ漂 洗 ３次，加 入 ＴＭＢ底 物 溶 液
（５０μｌ／孔），１０ｍｉｎ后加入终止液，底物由蓝色变为

黄色，酶标仪 ４５０ｎｍ波长测定吸光度值（Ａ）。以
ＢＳＡ包被的９６孔板作为平行对照。以 ＨＢＳＳ替代
ＭＢＬ作为阴性对照。补体 Ｃ２、Ｃ４的相对沉积率 ＝
（Ａ４５０－阴性对照的Ａ４５０）／阴性对照的Ａ４５０。

四、统计学处理

应用ＳＰＳＳ１１．５软件包进行统计学分析。数据

采用 珋ｘ±ｓ表示，多组数据间的比较采用单因素方差

分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），两组数据间的比较采用 ｔ
检验，以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

结　　果

一、ＭＢＬ与ＨＢｓＡｇ的结合

不同浓度 ＭＢＬ重组蛋白作用后，随着 ＭＢＬ浓

度的增加，Ａ４５０呈剂量依赖性增加，ＭＢＬ处理组的
Ａ４５０显著高于空白对照组（蓝色线条），差异具有统

计学意义（Ｐ＜０．０１；ｔ２．５＝－１０．２３５，ｔ５＝－１７．５３１，
ｔ７．５＝－２６．６６９，ｔ１０＝－３４．９３８）。相反，在用 ＢＳＡ替

代ＨＢｓＡｇ包被的阴性对照组中，ＭＢＬ与 ＨＢｓＡｇ的

结合未增加（红色线条），各组间差异无统计学意义
（Ｆ＝１．６１８，Ｐ＝０．２４４）。为明确天然状态下 ＭＢＬ
与ＨＢｓＡｇ的结合特征，分别将用ＨＢＳＳ／Ｃａ２＋，ＨＢＳＳ／
ＥＤＴＡ和含２ｍｇ／ｍｌ聚甘露糖的 ＨＢＳＳ／Ｃａ２＋溶液稀

释的 ＭＢＬ，使其终浓度为 １０μｇ／ｍｌ，结果发现与
ＨＢＳＳ／Ｃａ２＋组比较，ＨＢＳＳ／ＥＤＴＡ组和含２ｍｇ／ｍｌ聚
甘露糖的ＨＢＳＳ／Ｃａ２＋组中 ＭＢＬ与 ＨＢｓＡｇ的结合显

著减 少 （Ｐ＜０．０１；ｔ聚甘露糖 ＝ ２１．４７３，ｔＥＤＴＡ ＝
２３．０６１），提示ＭＢＬ以Ｃａ２＋依赖方式结合ＨＢｓＡｇ，这
一结合可被聚甘露糖所阻断，见图１。

图１　ＭＢＬ与ＨＢｓＡｇ的结合
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图２　补体Ｃ２和Ｃ４的沉积率

　　二、补体Ｃ２和Ｃ４的沉积率

为验证 ＭＢＬ与 ＨＢｓＡｇ结合后能否激活补体系
统，本研究应用 ＥＬＩＳＡ法检测补体 Ｃ２和 Ｃ４在
ＭＢＬＨＢｓＡｇ复合物上沉积率，结果表明随着 ＭＢＬ
浓度的增加，ＭＢＬＨＢｓＡｇ复合物上沉积的补体 Ｃ４
以剂量依赖方式增加（蓝色线条），且差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０１；ｔ２．５＝－６．７０８，ｔ５＝－９．８９９，ｔ７．５＝
－１６．４８７，ｔ１０＝－２４．９６８）；ＭＢＬＨＢｓＡｇ复合物上沉

积的补体Ｃ２也以剂量依赖方式增加（蓝色线条），

且差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１；ｔ２．５＝－５．８５０，
ｔ５＝－１０．７５３，ｔ７．５＝－２４．４５７，ｔ１０＝－３１．１６４）。相

反，用ＢＳＡ替代ＨＢｓＡｇ包被的阴性对照组中补体水
平并未增加（红色线条），各组间比较无统计学意义
（Ｆ＝１．９１１，Ｐ＝０．１８５），见图２。

讨　　论

ＭＢＬ是Ｃａ２＋依赖的血清Ｃ型凝集素，具有胶原
样区和ｌｅｃｔｉｎ区域，其基因由４个外显子组成，分别
编码 Ｎ端富含半胱氨酸区、胶原区、颈区和糖基识
别区，其间被３个内含子所间隔。糖基识别区形成
球状结构，此结构是ＭＢＬ发挥生理效应的基础。通
过与病原微生物表面的糖基识别区结合，介导补体
激活 ＭＢＬ途径，是机体天然免疫应答的关键分

子［５６］。ＭＢＬ功能的发挥依赖于合适的ＭＢＬ单体的
多聚化水平，而 ＭＢＬ的血清水平和其结构则影响
ＭＢＬ功能的发挥。ＭＢＬ在 ＨＢＶ感染中的重要作用
已得到广泛研究，主要与成人急性 ＨＢＶ感染后病毒

的清除有关；血清 ＭＢＬ水平下降与成人 ＨＢＶ感染
者的持续性病毒复制、疾病进展、暴发性肝炎的病死
率增加显著相关［７９］，然而ＭＢＬ在ＨＢＶ感染中如何
发挥病毒清除的相关作用机制仍不清楚。当前认为
可能类似于 ＨＩＶ感染时，ＭＢＬ能与 ＨＩＶｇｐ１２０蛋白

上高表达的甘露糖基结合，结合后通过激活补体活

化的 ＭＢＬ途径，从而抑制和清除 ＨＩＶ［１０１２］，ＨＢｓＡｇ
前Ｓ２区有ＭＢＬ识别所必需的 Ｎ乙酰葡糖胺和甘
露糖等糖结构，因此，认为这种清除机制也有可能发
生于ＨＢｓＡｇ与ＭＢＬ直接结合后。

目前，ＭＢＬ功能实验主要检测的是对吞噬的调
理作用和对补体的活化作用。调控吞噬实验非常繁
琐，且只能半定量，目前很大程度上已被补体活化实
验所代替。补体活化作用可用 ＥＬＩＳＡ法检测 ＭＢＬ
补体活化途径的产物在固相载体上的沉积情况，以
反映ＭＢＬ的功能活性［１３１４］。本研究采用 ＥＬＩＳＡ法
测定 ＭＢＬ与 ＨＢｓＡｇ结 合 及 补 体 Ｃ２和 Ｃ４在
ＭＢＬＨＢｓＡｇ复合物上的沉积，结果表明ＭＢＬ可以结
合ＨＢｓＡｇ，这种结合是 Ｃａ２＋依赖方式，聚甘露糖可
以阻断此结合，证实ＭＢＬ能够与ＨＢｓＡｇ结合并经糖
基识别区，提示 ＭＢＬ可在功能上作为 ＨＢＶ的一种
调理素，发挥其调节吞噬的作用。

ＭＢＬ作为补体激活 ＭＢＬ途径中的识别分子，
ＭＢＬ在补体激活过程中发挥着重要作用。ＭＢＬ结
合ＭＲＳＰ２，激活补体 Ｃ４和 Ｃ２，产生补体 Ｃ３聚合酶
Ｃ４ｂ２ａ，将补体 Ｃ３转化为 Ｃ３ｂ，激活补体系统［１５］。

为研究ＭＢＬ与ＨＢｓＡｇ结合形成的复合物在补体激
活中的作用，本研究采用ＥＬＩＳＡ法检测经ＭＢＬ作用
后补体Ｃ２和Ｃ４在ＭＢＬＨＢｓＡｇ复合物上的沉积率，

结果表明ＭＢＬ与ＨＢｓＡｇ结合可增加补体 Ｃ４和 Ｃ２
在ＭＢＬＨＢｓＡｇ复合物上沉积，提示 ＭＢＬ通过糖基
识别区结合 ＨＢｓＡｇ，且结合后能够活化补体 ＭＢＬ
途径。

本研究证实体外 ＭＢＬ以 Ｃａ２＋依赖方式通过糖
基识别区直接结合 ＨＢｓＡｇ，这种结合还可增强补体
Ｃ２和Ｃ４的沉积，表明ＭＢＬ可以通过调节吞噬作用
和ＭＢＬ途径激活补体，进而参与 ＨＢＶ的清除和抑
制作用，为下一步的深入研究提供理论依据。
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