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组织研磨器细胞破碎法提取霞水母(Cyanea sp.) 

毒素的初步研究* 
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提要    采用 Mini-Beadbeater组织研磨器破碎的方法进行了提取霞水母刺丝囊细胞毒素的研究。首

先制备霞水母刺丝囊细胞, 然后研究破碎频率、破碎时间对提取霞水母刺丝囊细胞毒素浓度的影响。

结果表明, 组织研磨器能够在 2—3min 内破碎约 90%的霞水母刺丝囊细胞, 从而提高水母毒素的提

取效率。SDS-PAGE结果显示, 提取的水母毒素蛋白条带没有发生明显差异, 是一种有效提取霞水母

毒素的方法。 
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水母是一种胶质状的浮游动物, 其种类繁多, 主

要包括四大类群: 刺胞动物门的水螅水母类、管水母

类、钵水母类以及栉水母门的栉水母类(张芳等, 2005; 

张姝等, 2009)。霞水母(Cyanea sp.)属刺胞动物门、钵

水母纲、旗口水母目、霞水母科, 触须长 2—4m, 广

泛分布于我国沿海。近年来, 当夏季来临时, 大量的

水母会聚集在近海区域集中出现, 给渔业生产、生态

环境以及游泳者造成严重的影响 (仲霞铭等 , 2004; 

Jiang et al, 2008; Xian et al, 2005)。水母毒素是一类结

构新颖的海洋生物蛋白, 具有多种生物活性, 如溶血

活性、抗氧化活性、心脏血管毒性、肝脏毒性、酶活

性和神经毒性等(李翠萍等, 2008; Li et al, 2005; Kim 

et al, 2006; Radwan et al, 2000; Sanchez-Rodrıguez et 
al, 2006; Yu et al, 2007), 这为开发新型的海洋药物提

供重要的先导化合物发现途径 , 而如何有效地从水

母中提取毒素是研究毒素的结构、理化性质、生物活

性以及对水母毒素进行开发应用的前提。 

水母毒素主要存在于触手的刺丝囊细胞中 , 因

此提取水母毒素的途径主要有两种。其一, 直接对水

母触手进行破碎提取毒素(Li et al, 2005), 该方法提

取的毒素蛋白不可避免地含有大量的非毒素类蛋白; 

其二, 先制备水母刺丝囊细胞, 然后再从刺丝囊细胞

中提取水母毒素(Brinkman et al, 2007, 2008; Helm-

holz et al, 2007, 2008), 该方法在制备刺丝囊细胞过

程中能够将大多数水母触手残余除去 , 有效降低非

毒素类蛋白的引入, 从而得到更纯的水母毒素。不同

的破碎细胞方法对毒素提取效果也有较大影响 , 目

前破碎水母刺丝囊细胞的方法主要有超声波破碎法

(Radwan et al, 2001; Chung et al, 2001)和研钵研磨破

碎法, 超声波破碎的过程中会产生大量的热量, 常常

会引起部分水母毒素在破碎提取过程中结构遭到破

坏和活性丧失 , 而研钵研磨法所需要耗费的破碎时

间很长, 且提取率并不高。组织研磨器具有提取效率

高、对蛋白作用柔和等优点(Carrette et al, 2004)。到

目前为止 , 利用组织研磨器从霞水母刺丝囊细胞中

提取毒素的研究还未见报道。本文研究了利用 Mini- 

Beadbeater组织研磨器从霞水母刺丝囊细胞中提取毒

素的条件和效果 , 为霞水母毒素的深入研究和开发
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利用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料的采集 

霞水母(Cyanea sp.)于 2008年 8—9月采集于青岛

第六海水浴场附近, 采集后迅速运回实验室, 人工将

带有刺丝囊细胞的触手沿口腕部剪切下 , 立即冷冻

于20℃冰箱中保存备用。 

1.2  主要仪器及试剂 

组织研磨器(Mini-Beadbeater-1, Biospec, 美国), 

凝胶成像系统(PowerLook 1120, Firewire, 美国), 荧

光倒置显微镜系统(Olympus IX70, Olympus, 日本), 

高速冷冻离心机(GL220B2Ⅱ,上海安亭科学仪器厂)等。 

考马斯亮蓝试剂, 牛血清蛋白(BSA), 分子量标

准蛋白, 0.5mm玻璃珠等, 实验试剂均为分析纯。 

1.3  霞水母刺丝囊细胞的制备 

霞水母刺丝囊细胞的制备方法参考 Bloom 等

(1998)方法, 即把冰冻的霞水母触手浸泡在纯净的海

水中, 4℃下自溶 3—4d, 期间不断更换新鲜海水并搅

拌以加速刺丝囊细胞从触手上脱落, 浸泡结束后, 缓

慢倒掉上清浸泡液, 收集下层带有沉淀的浸泡液, 然

后分别用纱布和孔径为 0.250mm 的分样筛过滤, 得

到含大量刺丝囊细胞的提取液, 4℃, 1000g冷冻离心

15min, 收集下层沉淀, 再用海水洗 2—3 次, 相同条

件下离心, 即得到较为纯净的水母刺丝囊细胞, 冷冻

干燥, 干燥后的霞水母刺丝囊细胞保存在20℃冰箱

中备用。 

1.4  霞水母刺丝囊毒素的提取 

称取 10mg刺丝囊细胞样品和移取 1.2ml pH 7.6

的磷酸缓冲液 , 加入到 6 组破碎管 , 分别用 Mini- 

Beadbeater在功率 4200、4600、4800r/min下破碎 30s、

60s、90s、120s、150s、180s, 每破碎 30s, 将破碎管

取出置于冰水中冷却 1min, 破碎完毕后于 4℃、1000g

冷冻离心 5min, 收集上层液, 作为霞水母刺丝囊毒

素 , 以牛血清白蛋白(BSA)作标准 , 用 Bradford 法

(Bradford, 1976)测定毒素的浓度。 

1.5  SDS-PAGE 
不同破碎条件下提取得到的霞水母毒素 , 其

SDS-PAGE根据 Laemmli(1970)方法, 分别采用 5%的

浓缩胶和 12%的分离胶, 标准蛋白为-半乳糖苷酶、

牛血清白蛋白、卵白蛋白、乳酸脱氢酶、REase Bsp981

蛋白、-乳球蛋白、溶菌酶, 分子量分别为 116.0、

66.2、45.0、35.0、25.0、18.4、14.4kDa, 电泳后蛋白

条带经考马斯亮蓝 R-250染色, 脱色液脱色后于凝胶

成像系统拍摄。 

1.6  显微观察破碎效果 

利用荧光倒置显微镜系统在放大倍数为 200 倍

下观察组织研磨器在功率为 4600r/min下不同破碎时

间的细胞破碎情况。具体方法为: 当细胞破碎完毕后, 

取出破碎管并摇匀, 然后用移液枪吸取 5l 破碎液滴

加到载薄片上, 缓慢加盖薄片并压匀, 于显微镜下观

察并且记录破碎时间分别为 0s、60s、120s、180s 时

的破碎效果图。 

2  结果与讨论 

2.1  不同破碎条件下水母毒素提取浓度 

如图 1 所示, 在破碎的开始阶段, 水母毒素蛋白

的提取浓度均随破碎时间的增加而迅速增加 , 但当

破碎 2min 后, 水母毒素的浓度增长速度减缓, 尤其

是 4600r/min 和 4800r/min 下水母毒素的浓度几乎不

再变化。而相同破碎时间内, 较大破碎功率时的水母

毒素提取浓度要高于较低破碎功率时的水母毒素的

提取浓度, 即: C4800r/min > C4600r/min > C4200r/min。 

 

 
 

图 1  不同破碎条件下的水母刺丝囊毒素的提取浓度 

Fig.1  Concentration of venom extracted from jellyfish nema-
tocysts under different disruption conditions 

 
2.2  SDS-PAGE 

如图 2的 SDS-PAGE所示, 利用Mini-Beadbeater

在破碎功率分别为 4200、4600、4800r/min 下, 破碎

时间均为 2min 时, 提取的水母毒素的蛋白条带并没

有发生明显的差异。 

2.3  组织研磨器破碎霞水母刺丝囊细胞显微观察 

如图 3所示, 通过显微镜在放大倍数为 200倍下

观察破碎后的提取液, 可以明显看出, 在破碎前霞水 
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母刺丝囊细胞的分布非

常密集 , 但是随着破碎

时间增加到 60s 时; 刺

丝囊细胞的密度明显降

低 , 当破碎时间达到

120s 左右时, 刺丝囊细

胞的破碎率已经接近

90%, 破碎时间增加到

180s 时, 刺丝囊细胞的

数量继续减少但变化不

是很大, 此时仅有极少数

量的刺丝囊细胞未破碎。 

根据实验结果可以

看出, 相同破碎功率下, 

霞水母刺丝囊毒素的提

取浓度随着破碎时间的

增加而增加 , 但当破碎

时间达到 2—3min 时 , 

增长速度明显减缓, 并通过显微镜观察到, 此时刺丝

囊细胞的破碎率已达到 90%左右; 而相同破碎时间

内 , 霞水母刺丝囊毒素的提取浓度随着破碎功率的

增加而增加, 通过 SDS-PAGE检测后发现, 各功率下

得到水母毒素蛋白成分几乎没有变化 , 说明在较大

功率下进行破碎时也并没有影响水母毒素。所以, 用

组织研磨器从霞水母刺丝囊细胞中提取水母毒素是

非常有效的一种提取方法。 

 

 
 

图 3  组织研磨器功率为 4600r/min不同破碎时间下刺丝囊

细胞破碎效果显微观察 

Fig.3  Observations of nematocysts after disruption under the 
power of 4600r/min by Mini-Beadbeater in different time intervals 
注: a. 破碎前, b. 破碎 60s, c. 破碎 120s, d. 破碎 180s 

3  结论 

本文研究了利用组织研磨器在不同破碎时间和

破碎功率下从霞水母(Cyanea sp.)刺丝囊细胞中提取

毒素的效果。实验结果表明 , 当在破碎功率为

4800r/min 下破碎 2—3min, 霞水母刺丝囊细胞的破

碎率可达 90%以上。该方法不仅可以避免在破碎过程

中引入过多的非毒素类杂质 , 而且能够在较短的时

间内破碎绝大多数的刺丝囊细胞 , 使毒素从刺丝囊

细胞中释放出来, 提高了毒素提取效率和浓度。通过

SDS-PAGE可以观察到, 在所研究的破碎功率和时间

下 , 提取的霞水母毒素的蛋白条带没有发生明显差

异, 说明此方法还在破碎过程中对毒素作用柔和, 破

坏较小, 是一种有效的从霞水母中提取毒素的方法, 

对今后霞水母毒素的高效提取和深入研究与开发利

用有所帮助。 
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METHODS OF EXTRACTING VENOM FROM JELLYFISH CYANEA SP. NEMATOCYST 
USING MINI-BEADBEATER 

LI Rong-Feng1, 2,  YU Hua-Hua1,  FENG Jin-Hua1,  LI Peng-Cheng1 
(1. Institute of Oceanology, Chinese Academy of Sciences, Qingdao, 266071; 2. Graduate School,  

Chinese Academy of Sciences, Beijing, 100049) 

Abstract    Extraction of venom from jellyfish Cyanea sp. nematocysts using Mini-Beadbeater under different condi-

tions was investigated. First, jellyfish nematocysts were prepared from tentacles, then concentration of nematocyst venom 

extracted in different disruption conditions, such as disruption time and power, were determined. Microscopy images of 

disrupted jellyfish nematocysts showed only taken 2—3min for Mini-Beadbeater to disrupt approximately 90% of the 

nematocysts, an improvement in yield in extracting venom in jellyfish. The protein profile showed no obvious difference 

from our SDS-PAGE results. Our extraction methodology is proven to be an effective way to extract the venom from jelly-

fish Cyanea sp. 

Key words    Mini-Beadbeater,  Cyanea sp.,  Nematocyst,  Venom extraction 

 


