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Исследование функциональной  
роли лектина из мидии Mytilus trossulus  
как фактора иммунной системы моллюска

Методом твердофазного лектин-ферментного анализа показано наличие коллагеноподобного домена 
в  структуре лектина мидии M. trossulus (MTL). Показано изменение уровня MTL в ответ на заражение моллю-
сков дрожжами Pichia рastoris. Установлено, что связывание лектина с дрожжами происходит как по углевод-
связывающему сайту лектина, так и с участием его коллагеноподобного домена. MTL играет важную роль в за-
щите организма мидии от воздействия внешних патогенов, либо агглютинируя их, либо стимулируя выработку 
цитокиноподобных молекул, вовлеченных в реакции врожденного иммунитета.
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Study of the functional role of lectin from the mussel Mytilus trossulus as a factor in the immune system of the 
mollusk. А.P. FILSHTEIN (G.B. Elyakov Pacific Institute of Bioorganic Chemistry, FEB RAS, Vladivostok).

The existence of the collagen-like domain in structure of lectin from the sea mussel Mytilus trossulus (MTL) was 
shown by enzyme-linked lectin assay. It was shown the change of MTL level in response to Pichia рastoris yeast contami-
nation of the mollusks. It is established that binding of a lectin with yeast occurs through its carbohydrate recognition 
and collagen-like domains. MTL participates in protection of the invertebrate organism against influence of external 
pathogens, either agglutinating them, or stimulating production of cytokine-like molecules involved in innate immunity 
of a mussel.

Key words: lectins, marine invertebrates, innate immunity, sea mussel Mytilus trossulus.

Лектины – углеводсвязывающие белки или гликопротеины неиммунной при-
роды – способны к специфическому узнаванию и обратимому связыванию с моно-, по-
лисахаридами и гликоконъюгатами, не вызывая их химического превращения [10]. Лек-
тины являются, как правило, сложными мультидоменными белками, взаимодействуют 
с углеводными структурами лишь отдельные их участки – углеводсвязывающие сайты. 
Повсеместное существование лектинов в природе и их способность различать близкие по 
структуре углеводы в растворе и на клеточной поверхности обеспечивают неослабеваю-
щий интерес исследователей к изучению их биологических функций.

Существование огромного числа и разнообразия беспозвоночных свидетельствует 
о  наличии у них эффективных систем защиты организма. Известно, что лектины морских 
беспозвоночных играют важную роль в таких неспецифических иммунных реакциях, как 
агглютинация, опсонизация, фагоцитоз и лизис [5–7].

Исследование свойств лектинов как факторов иммунной системы беспозвоночных 
является важным этапом в изучении эволюции иммунитета высших животных, включая 
человека. При всем многообразии работ, посвященных строению и филогении различных 
лектинов, данные о динамике их концентраций в ходе ответа на введение чужеродных 
молекул и клеток, а также на действие антропогенных загрязнителей очень ограничены.

Ранее из мидии Mytilus trossulus нами был выделен Gal/GalNAc – специфичный лек-
тин (MTL), определены его основные физико-химические характеристики, углеводная 
специфичность и первичная аминокислотная последовательность, показано, что уровень 
лектина изменяется в ответ на заражение моллюска бактерией Vibrio рroteolyticus, выде-
ленной из мест обитания мидии и являющейся патогенной для нее [4]. Установлено, что 
MTL взаимодействует с бактерией через свой углеводсвязывающий сайт, агглютинирует 
ее и таким образом препятствует дальнейшему росту и патогенному влиянию.

Для дальнейшего исследования функций лектина в организме моллюска был прове-
ден эксперимент по заражению мидии дрожжами P. рastoris. Титр лектина, определенный 
методом гемагглютинации (ГА), резко снижался через 30 мин после иммунизации моллю-
сков. По всей вероятности, это связано с быстрым расходованием молекул лектина в ходе 
ответа на антиген и его удалением из организма. Через 3 ч после иммунизации концен-
трация лектина возрастала в 2,5 раза, предположительно, вследствие активации процесса 
его синтеза и механизма секреции. Через 6 ч, по мере удаления антигена из организма, 
концентрация лектина снижалась и постепенно возвращалась к исходному уровню. В кон-
трольной группе животных также отмечались небольшие колебания в титре ГА, что может 
быть обусловлено ответом на травму при иммунизации.

Чтобы понять характер действия MTL на дрожжи, был проведен эксперимент по свя-
зыванию лектина с клетками P. pastoris, меченными флуоресцентной меткой. Для этого к 
суспензии FITC-меченых дрожжей добавляли MTL, результат оценивали с помощью флу-
оресцентного микроскопа. Как видно из рис. 1, лектин вызывает агглютинацию микроор-
ганизмов, т.е. взаимодействует с их клеточной поверхностью.

Для выяснения характера связывания был поставлен эксперимент по ингибированию 
взаимодействия лектина с дрожжами специфичным моносахаридом Gal, для контро-
ля использовали неспецифичный моносахарид Glc. Glc не оказывал никакого влияния 
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(рис.  2А), в то же время в присутствии Gal наблюдается частичное разрушение агрегатов 
(рис. 2Б). Возможно, взаимодействие MTL с клеточной поверхностью дрожжей обуслов-
лено не только связыванием углеводсвязывающего сайта лектина с моносахаридами, при-
сутствующими в гликоконъюгатах клеточной стенки, но и каким-либо другим механиз-
мом.

Известно, что MTL образует олигомеры при увеличении его концентрации или при 
длительном хранении. Некоторые лектины, например галактозидсвязывающие лектины  – 
галектины, образуют олигомеры за счет гидрофобного взаимодействия их коллагенопо-
добных доменов друг с другом [9]. Полипептидная цепь MTL содержит участки, богатые 
пролином, глицином и тирозином, что характерно для коллагеноподобных доменов, по-
этому мы предположили наличие такого же домена в его структуре. Чтобы подтвердить 
эту гипотезу и установить роль коллагеноподобного домена в процессе самоассоциации 
лектина, методом твердофазного лектин-ферментного анализа было исследовано взаи-
модействие MTL с белками, содержащими коллагеноподобный (коллаген-I, желатин) и 
коллагенсвязывающий (фибронектин) домены. Для этого на полистирольный планшет 
в  одинаковой концентрации наносили растворы коллагена, фибронектина, желатина (де-
натурированный коллаген). В качестве отрицательного контроля использовали раствор 
бычьего сывороточного альбумина (БСА), в качестве положительного контроля – раствор 
PSM (porcine stomach mucin), в отношении которого лектин проявляет наибольшую свя-
зывающую активность за счет большого количества Gal/GalNAc-содержащих углеводных 

Рис. 1. Агглютинация клеток P. pastoris MTL. А - клетки 
в растворе с PBS (контроль), Б - клетки в растворе с MTL

Рис. 2. Ингибирование моносахаридами связывания MTL с клетками P. pastoris. А – клетки в растворе с MTL 
и  Glc, Б – клетки в растворе с MTL и Gal
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цепей. К адсорбированным белкам добавляли конъюгат лектина с ферментной меткой 
(пероксидазой хрена). Ферментативную активность определяли, добавляя субстрат для 
пероксидазы – тетраметилбензидин (ТМБ). Для определения аффинности MTL к иссле-
дуемым соединениям рассчитывали константы ассоциации, используя двойные обратные 
координаты [2].

Оказалось, что во всех случаях связывание MTL с белками и гликопротеинами зависит 
от концентрации, только с БСА оно происходит на уровне неспецифического взаимодей-
ствия. Порядок констант связывания (105) свидетельствует о высокой аффинности MTL 
к  исследуемым соединениям. Для определения характера взаимодействия MTL с лиган-
дами (белок-белковое или углевод-белковое) изучали ингибирование связывания специ-
фичным моносахаридом лектина – Gal. Gal хорошо ингибирует связывание лектина с PSM 
(IС50 = 3,14 мM), следовательно, связывание MTL с этим гликопротеином происходит по 
лектинному пути с участием углеводсвязывающего сайта. В то же время связывание MTL 
с фибронектином, желатином и коллагеном не ингибируется галактозой, следовательно, 
оно осуществляется за счет белок-белкового взаимодействия гидрофобного коллагенопо-
добного домена лектина и гидрофобных участков белков-лигандов.

Вероятно, взаимодействие MTL c фибронектином идет по коллагенсвязывающему до-
мену фибронектина, а с коллагеном – по коллагеноподобному домену. Полученные ре-
зультаты позволяют предположить, что лектин наряду с углеводсвязывающим сайтом со-
держит и коллагеноподобный домен, за счет которого происходит его самоассоциация, 
и  агглютинацию дрожжей P. рastoris вызывает не только углеводсвязывающий сайт лек-
тина, но и его коллагеноподобный домен. В геномах разных дрожжей обнаружены после-
довательности, гомологичные генам коллагена высших эукариот в области кодирования 
спирального домена. Одним из мест локализации белков с коллагеноподобными последо-
вательностями является клеточная стенка дрожжей [1].

Влияние коллагеноподобного домена лектина на реакции, связанные с врожденным 
иммунитетом мидии, подтверждается стимуляцией MTL продукции провоспалительных 
цитокинов. Ранее было показано, что MTL индуцирует синтез цитокинов клетками пери-
ферической крови человека [3]. Цитокины представляют собой группу полипептидных 
медиаторов, участвующих в формировании и регуляции защитных реакций организма, 
осуществляя взаимосвязь между неспецифическими защитными реакциями и специфиче-
ским иммунитетом. В иммунном узнавании у беспозвоночных участвуют клетки и гумо-
ральные факторы, которые, наряду с лектинами, включают и цитокины, присутствующие 
в гемолимфе [8]. Для изучения механизма действия лектина на клетки крови был постав-
лен эксперимент по ингибированию индукции цитокинов специфичным моносахаридом 
Gal и коллагеном. Установлено, что добавление Gal ингибирует стимуляцию INF-γ на 
30  %, что свидетельствует о взаимодействии лектина с клетками крови через углевод-
связывающий сайт. Добавление Gal ингибирует и синтез TNF-α на 22 %, но и коллаген 
снижает уровень цитокина на 51 %, что свидетельствует об участии в индукции цитоки-
на как углеводсвязывающего сайта, так и коллагеноподобного домена MTL. Стимуляция 
синтеза IL-6 лектином происходит при участии его коллагеноподобного домена, так как 
только добавление коллагена уменьшает продукцию цитокина на 25 %. Лектин из голо-
турии Cucumaria echinata (CEL-I) не только индуцировал синтез цитокинов мышиными 
макрофагами, но и связывался с их клеточной поверхностью. Добавление специфическо-
го моносахарида GalNAc приводило лишь к частичному ингибированию связывания и 
стимуляции синтеза цитокинов [12]. Агглютинин из растения Abrus precatorius, который 
полностью терял углеводсвязывающую активность после денатурирующего прогревания, 
продолжал стимулировать синтез TNF-α и IL-1 мышиными макрофагами [11]. Полагают, 
что наряду с углеводсвязывающими сайтами эти лектины содержат какие-то неизвестные 
функциональные домены, которые вовлечены в индукцию цитокинов.

На основании полученных результатов можно предположить, что одним из таких до-
менов может быть коллагеноподобный домен лектина, который не только ответственен за 
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самоассоциацию MTL, но и выполняет важные биологические функции в организме жи-
вотных. Лектин участвует в защите организма беспозвоночного от воздействия внешних 
патогенов, либо агглютинируя их, либо стимулируя выработку цитокиноподобных моле-
кул, вовлеченных во врожденный иммунитет мидии.
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