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摘要!以赤小豆凝集素为研究对象!采用响应面试验对其

提取 工 艺 进 行 优 化#采 用 硫 酸 铵 分 级 沉 淀 法"
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阴离子交换色谱"

L̀=:

O

6&&Z̀

疏水层析

色谱和
,=

J

L4>=QB2A"

凝胶过滤色谱进一步纯化!通过

,',2̀ YB1

电泳对其蛋白质进行分析#结果表明!赤小

豆凝集素的最优提取条件为&以
[̀,

为浸提液!料液比
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3_
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J

Z$</

!持续时间
#(L

!此条件下凝集活

性为'

)$<#/d"<#/

(

Z+

%纯化后的凝集素凝集活性达

#!$Z+

!经鉴定目标凝集素具有两条亚基!分子量分别

在
AA\'4

和
!$\'4

附近#

关键词!赤小豆%凝集素%分离%纯化%电泳分析
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赤 小 豆 *

Y$

+

*% D64)::%B%

!

-L?:P<

#

VLN5 4:>

VL4ML5

+是亚洲豇豆属中的罕见亚种%由于具有丰富的营

养价值和独特的药用价值在中国被广泛食用*

#

+

&其蛋白

质含量为
!!E

%脂肪含量为
"<)E

%碳水化合物含量为

CAE

*

!

+

%还含有一定的儿茶素)表儿茶素)槲皮素
2)

0

2N2̀2

!2

鼠李糖苷和!

d

#二氢槲皮素等活性物质*

)

+

&赤小豆可

用于治疗慢性复发皮肤炎)小儿急性肾小球肾炎和一些

慢性皮肤病*

(

+

%并具有重要的营养调节功能*

A

+和药用

价值*

CU$

+

&

目前%已发现的凝集素有
A$"""

余种%其中豆科凝集

素有
#C""

多种%且有近
(""

种凝集素具有
)'

构象*

/

+

&

凝集素是一类能结合糖结构域的非免疫性糖蛋白或碳水

化合物结合蛋白*

0

+

%可用于凝集素'捕获酶联免疫吸附

试验!

_=@I5:2S4

J

I?H=1_F,Y

#中快速捕获和定量样品中

的
ZS]1#1!

抗体*

#"

+

$在病原体感染的先天免疫应答中

起重要作用并具有潜在的免疫调节活性*

##

+

$凝集素还具

有抗生物膜特性和抑菌特性%可成为治疗疾病的潜在工

具*

#!

+

&凝集素由于能特异性识别血细胞而被应用于血型

检测中*

#)U#(

+

&试验拟对赤小豆凝集素提取工艺进行优

化%以凝集活性为指标评价其分离纯化效果&通过
,',2

ỲB1

电泳)
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阴离子交换色谱)
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疏水层析色谱和
,=
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L4>=QB2A"

凝胶过滤色谱技术

进行纯化%旨在为提高赤小豆种质资源优势和豆科凝集

素的开发利用提供依据&
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材料与方法
#<#

!

试验材料

#<#<#

!

材料来源

赤小豆"大庆瑞泽丰农业技术有限公司&

#<#<!

!

仪器与试剂

快速低压液相色谱系统"

}T-Y

-X

J

H53=

J

6?M

型%美

国通用电气公司$

超微量分光光度计"

R4:G'HG

J

!"""@

型%美国赛默飞

世尔公司$

超纯水仪器"

-L=H3G,@5=:I585@[4H:MI=4>B=:̀?H=

型%美国赛默飞世尔公司$

小型垂直电泳槽"

[FV2.Y' XFRF(

型%美国伯乐

[5G2H4>

公司$

冷冻干燥机"

Y6

J

L4#2!_'

J

6?M

型%德国
SZ.F,-Y

公司$

[̀,

磷酸盐缓冲溶液)

[̀

磷酸盐缓冲液)硫酸铵)氯

化钠"分析纯%中国
[5GML4H

J

公司$

琼脂糖凝胶)苯基琼脂糖凝胶"分析纯%瑞典乌普萨

拉公司$

交联葡聚糖凝胶"分析纯%美国通用电气公司$

电泳试剂"分析纯%美国
[5G2.4>

生命医学产品有限

公司&
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试验方法
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提取条件优化

!
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#浸提液种类"料液比
#l#A

!
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Z$<A

%提

取时间
#!L

%考察浸提液种类!
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(

_

生理盐水)

"<"#3G6

(

_
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#对凝集活性的影响&

!

!

#料液比"以
[̀,

为浸提液%

J

Z$<A

%提取时间

#!L

%考察料液比*

#lA

%

#l#"

%

#l#A

%

#l!"

%

#l!A
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#+对凝集活性的影响&

!

)
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J

Z

"以
[̀,

为浸提液%料液比
#l!"

!

;

(

3_

#%提

取时间
#!L

%考察
J

Z

!

C<"

%

C<A

%

$<"

%

$<A

%

/<"

#对凝集活性

的影响&

!

(

#浸提时间"以
[̀,

为浸提液%料液比
#l!"

!

;
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3_

#%

J

Z$<A

%考察浸提时间!

(

%

/

%

#!

%

#C

%

!"L

#对凝集

活性的影响&

#<!<!

!

响应面优化试验
!

在单因素试验的基础上%以料

液比)

J

Z

和提取时间为试验因素%以凝集活性为响应值%

运用
'=M5

;

:1Q

J

=HI/<"

设计三因素三水平响应面试验&

#<!<)

!

硫酸铵分级沉淀
!

根据文献*

#AU#C

+修改如下"

向粗提液中加入饱和硫酸铵溶液%分别调节饱和硫酸铵

浓度至
)AE

%

("E

%

(AE

%

A"E

%

AAE

%

C"E

%

CAE

%

$"E
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$AE

%

/"E

%

/AE

&

( a

静 置
(L

%

##"""H

(

35:

离 心

#"35:

%分别收集沉淀和上清液&不同饱和浓度下的沉

淀物以
>>Z

!

V

复溶%并充分透析!

#(\'4

%

)C33

#%测定

复溶液凝集活性%选取硫酸铵分级沉淀范围&

#<!<(

!

凝集活性测定
!

参照
4̀H\

等*

#$

+的方法&按

式!

#

#计算凝集活性&

I

J

!

*

,

K

Y

% !

#

#

式中"

I

'''凝集活性%

Z+

$

*

'''凝集孔的最大数量$

,

'''蛋白浓度%

3

;

(

3_

$

Y

'''样品体积%

%

_

&

#<!<A

!

丙烯酰胺凝胶电泳
!

根据文献*

#/U#0

+修改如

下"凝胶以
A 3

;

(

#"" 3_

堆叠在上层%下部凝胶为

#!3

;

(

#""3_

$起始电压
/"]

%保持
#A35:

$分离标记后

将电压调至
#!"]

%连续运行
)" 35:

$用考马斯亮蓝

.2!A"

振荡染色
#A 35:

$使用
A 3_

(

#"" 3_

乙醇和

#"3_

(

#""3_

乙酸混合溶液脱色&

#<!<C

!

蛋白质浓度测定
!

使用
R4:G'HG

J

!"""S

测定蛋

白质浓度%

[̀,

溶液为空白组%选取
!

%

_

样品&

#<!<$

!

离子交换色谱
!

缓冲溶液
Y

!

!"33G6

(

_-H5M2

ZS6

J

Z$</

#溶解样品%用预平衡的阴离子交换柱
i

,=

J

L4HGM=h_

!

ih_#3_

#和缓冲溶液
[

!

#3G6

(

_R4S6D

!"33G6

(

_-H5M2ZS6

%

J

Z$</

#对蛋白质进行梯度洗脱

!

"E

"

#""E

#%流速
"<A3_

(

35:

%洗脱体积
!"3_

&收集

洗脱组分用于凝血活性检测和
,',2̀ YB1

分析&

#<!</

!

疏 水 层 析 色 谱
!

缓 冲 溶 液
S

!

!<( 3G6

(

_

!

RZ

(

#
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,V

(

D!"33G6

(

_-H5M2ZS6
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J
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#用于平衡色

谱柱
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!
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J
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# 3_

#%缓冲溶液
Y

!

!"33G6

(

_ -H5M2ZS6

#梯度洗脱柱上蛋白质 !

"E

"

#""E

#%流速
"<A3_

(

35:

%洗脱体积
!"3_

&收集洗脱组

分用于凝血活性检测和聚丙烯酰胺凝胶!

,',2̀ YB1

#电

泳分析&

#<!<0

!

凝胶过滤色谱
!

将富集的组分加载到已用缓冲溶

液
Y

!

!"33G6

(

_-H5M2ZS6

%

J

Z$</

#平衡的
,=

J

L4>=QB2

A"

凝胶过滤层析柱上%流速
"<A3_

(

35:

&收集洗脱组分

用于凝血活性检测和
,',2̀ YB1

分析&

#<!<#"

!

数 据 处 理
!

运 用
VH5

;

5:/<"

)

,̀ ,,#0<"

)

X4Qi?4:I#<C<#<"

)

H̀53=]5=NA<"

和
'=M5

;

:1Q

J

=HI/<"

软件对数据进行分析和数据图像处理&

!

!

结果与分析
!<#

!

单因素试验

!<#<#

!

浸提液对凝集素提取效果的影响
!

由图
#

可知%

生理盐水组和
[̀,

组的凝集活性明显高于其他组%其中

[̀,

组的更高%可能与
[̀,

缓冲液具有较强的缓冲作用

有关%能更好地维持凝集素的结构和活性%与苏艳玲等*

!"

+

的研究结果一致&因此%

[̀,

溶剂为赤小豆凝集素的最

"&!

提取与活性
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图
#

!

浸提液种类对凝集素提取效果的影响
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优提取剂&

!<#<!

!

料液比对凝集素提取效果的影响
!

由图
!

可知%

凝集活性随料液比的增加呈先增加后降低趋势&随着料

液比的增加%可溶性蛋白传质动力增加%蛋白质溶解度增

大*

!#

+

$当可溶性蛋白浓度达最大值后%料液比的增加反而

会使蛋白质浓度降低*

!!

+

&故选择料液比为
#l!"

!

;

(

3_

#进行赤小豆凝集素粗提取&

!<#<)

!J

Z

对凝集素提取效果的影响
!

凝集素具有两性

解离性质%溶液
J

Z

与蛋白等电点会影响凝集活性*

!)

+

&

豆科植物凝集素等电点多为
A<(

"

C<A

%当提取剂
J

Z

接近

赤小豆凝集素等电点时%凝集素聚沉凝集活性降低%偏离

等电点后凝集素逐渐溶解%凝集活性增大*

!(

+

&由图
)

可

知%当
J

Z

为
C<"

"

C<A

时%凝集活性较低且变化不明显%

图
!

!

料液比对凝集素提取效果的影响
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;
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!
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f
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=88=@IG86=@I5:

图
)

!J

Z

对凝集素提取效果的影响
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!
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J

ZG:=QIH4@I5G:=88=@IG86=@I5:

当
J

Z

值继续增大至偏离凝集素等电点时%凝集素逐渐溶

解%凝集活性逐渐上升%并在
J

Z$<A

附近达最大值&因

此%选择
J

Z$<A

作为赤小豆凝集素浸提液的最佳
J

Z

值&

!<#<(

!

提取时间对凝集素提取效果的影响
!

由图
(

可

知%凝集活性随提取时间的延长呈先上升后下降趋势%当

浸提时间为
#CL

时%凝集活性达到峰值!

)A<#"Z+

#%说

明提取时间的适当延长有利于赤小豆凝集素的提取&因

此%选择
#CL

作为赤小豆凝集素提取的最优浸提时间&

!<!

!

响应面优化试验

!<!<#

!

试验设计与结果分析
!

根据单因素试验结果%以

凝集活性为响应值%根据
[GQ2[=:L:\=:

中心组合原理进

行响应面设计%试验因素水平见表
#

%试验设计与结果见

表
!

&

!<!<!

!

模型的建立及显著性检验
!

使用
'=M5

;

:1Q

J

=HI/<"

软件对表
!

的结果进行多元回归分析%得凝集活性!

I

#的

二次多项式回归方程"

Ij)(80#D!800O

#

DC8#)O

!

U)8$!O

)

U"8/AO

#

O

!

D

#8A#O

#

O

)

UC8#0O

!

O

)

U#8((O

#

!

U/8/(O

!

!

UA8)/O

)

!

&

!

!

#

对回归模型进行方差分析%结果见表
)

&由表
)

可

知%模型具有极显著性%

P

!

j"<00((

%

P

!

Y>

9

j"<0/$!

%表明

方程拟合度好%可用于赤小豆凝集素提取工艺的参数模

型分析&各因素对凝集活性的影响顺序为
J

Z

&

浸出时

间
&

料液比&

!<!<)

!

交互作用分析与验证
!

由图
A

可知%料液比与
J

Z

之间对凝集活性的影响不显著)料液比与浸提时间之间

对凝集活性的影响显著)

J

Z

与浸提时间之间对凝集活性

的影响极显著%说明各因素间的交互作用极显著%与方差

图
(

!

浸提时间对凝集素提取效果的影响

&5

;

?H=(

!

188=@IMG8I53=G:=QIH4@I5G:=88=@IG86=@I5:

表
#

!

响应面因素水平表

-4P6=#

!

.=M

J

G:M=M?H84@=I=MI84@IGH6=K=6@G>5:

;

I4P6=

水平
h

#

液料比!

3_

(

;

#

h

!

J

Z h

)

浸提时间(
L

U# #A $<" #!

" !" $<A #C

# !A /<" !"

#&!

"

]G6<)C

"

RG<$
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分析结果一致&该模型得到的凝集素最佳提取工艺参数

为料液比
#l!!<0C

!

;

(

3_

#%

J

Z$<$C

%浸提时间
#)<$$L

%

该条件下凝集活性预测值为
)/<"/Z+

&结合实际%将各

因素修正为料液比
#l!)

!

;

(

3_

#%

J

Z$</

%浸提时间

#(L

%实测凝集活性为!

)$<#/d"<#/

#

Z+

!

*j)

#%与预测

表
!

!

响应面试验设计结果

-4P6=!

!

'=M5

;

:4:>H=M?6IMG8H=M

J

G:M=M?H84@=

=Q

J

=H53=:I

试验号
h

#

h

!

h

)

凝集活性(
Z+

# U# U# " #(<!0d"<$"

! # U# " !!<C(d#<(!

) U# # " !/<)#d#<!)

( # # " ))<!Cd#<$!

A U# " U# )"<)#d#<()

C # " U# )!<A0d#<#C

$ U# " # !"<ACd"<A(

/ # " # !/<0"d#<#!

0 " U# U# #!<($d"<CC

#" " # U# )$<"Cd#<)C

## " U# # #C<$#d#<()

#! " # # #C<A(d"<(/

#) " " " )A<)Ad#<C$

#( " " " ))<"#d#<!C

#A " " " )A<()d"<C)

#C " " " )A<)0d"<$A

#$ " " " )A<)0d#<//

表
)

!

二次模型的方差分析c

-4P6=)

!

Y:46

O

M5MG8K4H54:@=8GHIL=

f

?4>H4I5@3G>=6

方差来源 平方和 自由度 均方
;

值
`

值 显著性

模型
##(!<(0 0 #!C<0( #)/<"0

#

"<"""#

''

h

#

$#<A! # $#<A! $$</"

#

"<"""#

''

h

!

)""<$# # )""<$# )!$<##

#

"<"""#

''

h

)

##"<(A # ##"<(A #!"<#(

#

"<"""#

''

h

#

h

!

!</$ # !</$ )<#! "<##0C

h

#

h

)

0<#$ # 0<#$ 0<0$ "<"#C"

'

h

!

h

)

#A)<!/ # #A)<!/ #CC<$(

#

"<"""#

''

h

#

!

/</" # /</" 0<A/ "<"#$A

'

h

!

!

)!0<!) # )!0<!) )A/<#)

#

"<"""#

''

h

)

!

#!#<$! # #!#<$! #)!<(#

#

"<"""#

''

残差
C<() $ "<0!

----------------------

失拟项
#<0# ) "<C( "<AC "<C$

纯误差
(<A) ( #<#)

总离差
##(/<0) #C

!

c

!'

表示显著!

`

#

"<"A

#%

''

表示极显著!

`

#

"<"#

#$

P

!

j

"<00((

%

P

!

Y>

9

j"<0/$!

&

值接近%表明优化的工艺条件可靠%方程拟合良好%具有

实际应用价值&

!<)

!

硫酸铵分级沉淀

由表
(

可知%当混合液中硫酸铵饱和度提高到
(AE

时%开始出现凝集活性!

"<"CZ+

#%且随混合液中硫酸铵

饱和度的增加出现两个凝集活性增加区间!

(AE

"

CAE

和
$"E

"

/AE

#%直至混合液中硫酸铵饱和度为
/AE

时达

到最大!

#$/<)!Z+

#$当混合液中硫酸铵饱和度由
CAE

增加至
$"E

时%凝集活性下降!

#$<((Z+

#%说明在此分

级区间内有更多杂蛋白被沉淀出来$为保证凝集素含量

并减少试剂用量%选择赤小豆凝集素的硫酸铵分级沉淀

范围为
(AE

"

/"E

&

!<(

!

离子交换色谱

由图
C

可知%相比于
'1Y1

填料%

i,=

J

L4HGM=h_

填

料具有更好的分离效果&经
i,=

J

L4HGM=h_

层析分离出

图
A

!

各因素交互作用响应面曲面图

&5

;

?H=A

!

.=M

J

G:M= M?H84@=

J

6GI G85:I=H4@I5G: G8

K4H5G?M84@IGHM

$&!
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表
(

!

硫酸铵分级沉淀结果

-4P6=(

!

-L=H=M?6IG8433G:5?3M?684I=

饱和硫酸铵浓度(
E

凝集活性(
Z+

凝集活性梯度差(
Z+

"

"

)A "<"" "<""

"

"

(" "<"" "<""

"

"

(A "<"C "<"C

"

"

A" )(<!$ )(<!#

"

"

AA )$<$( )<($

"

"

C" $0<// (!<#(

"

"

CA #()<$# C)</)

"

"

$" #!C<!$ U#$<((

"

"

$A #CA<(" (A<C)

"

"

/" #$#<0" C<A"

"

"

/A #$/<)! #!<0!

具有凝集活性的组分
&#

和
&!

%其中组分
&!

的凝集活性

更高%而
&)

未观察到凝集现象&因此%收集组分
&#

和
&!

的峰部分%富集后用于疏水层析色谱进一步分析&

!<A

!

疏水层析色谱

由图
$

可知%经疏水层析梯度洗脱分离出了两个具

有凝集活性的组分
&(

和
&A

%其峰型变化趋势与凝集活性

变化趋势相同%说明组分
&(

与
&A

中可能存在两种具有

不同疏水性质的凝集素&凝集素种类的多样性可能是

表
(

中出现两个凝集活性增加区间的原因&对比
,',2

ỲB1

电泳%组分
&A

中的蛋白组成更为复杂%因此重复

提取并富集组分
&(

中的第
#A

管用于进一步分析&

!<C

!

凝胶过滤色谱

由图
/

可知%经凝胶过滤色谱分离出了具有高凝集

活性!

#!$Z+

#的组分
&C

&目标蛋白在
,',2̀ YB1

电泳

中显示
!

条电泳条带%分子量在
AA\'4

和
!$\'4

附近%

图
C

!

离子交换色谱

&5

;

?H=C

!

FG:=Q@L4:

;

=@LHG34IG

;

H4

J

L

O

H=M?6IM

图
$

!

疏水层析色谱

&5

;

?H=$

!

Z

O

>HG

J

LGP5@@LHG34IG

;

H4

J

L

O

H=M?6IM

%&!

"

]G6<)C

"

RG<$
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图
/

!

凝胶过滤层析色谱

&5

;

?H=/

!

B=6856IH4I5G:@LHG34IG

;

H4

J

L

O

H=M?6IM

与
H̀4>5

J

等*

!A

+的研究结果相似&

,',2̀ YB1

电泳中%十

二烷基硫酸钠通过断裂凝集素与其他分子间的非共价键

使蛋白分子去折叠%强还原剂!巯基乙醇#能通过断裂半

胱氨酸残基间的二硫键!

,

'

,

#使凝集素分子解聚成多肽

链*

!C

+

&因此%凝胶过滤色谱的单一峰型表明目标蛋白纯

化水平较高%并且在溶液中以稳定的多聚体形式存在*

!$

+

$

结合
,',2̀ YB1

凝胶电泳和凝集活性可以说明%纯化的

蛋白是单体蛋白%在具有强还原剂条件下%蛋白中的二硫

键断裂解聚为两条亚基并且该亚基具有凝集活性&纯化

结果表明%赤小豆凝集素的两条亚基分子量为
AA\'4

和

!$\'4

左右&

)

!

结论
以赤小豆为原料提取凝集素%利用单因素结合响应

面试验得到赤小豆凝集素的最优粗提条件为"以
[̀,

磷

酸盐缓冲液为浸提剂%料液比
#l!)

!

;

(

3_

#%

J

Z$</

%浸

提时间
#(L

$粗提物经
CAE

"

/"E

饱和硫酸铵分级沉淀)

i,=

J

L4HGM=h_

阴离子交换层析)

J

L=:

O

6&&Z̀

疏水层

析)

,=

J

L4>=QB2A"

凝胶过滤层析后获得赤小豆凝集素&

其中%

i,=

J

L4HGM=h_

阴离子层析填料比
'1Y1

阴离子

层析填料更适合赤小豆凝集素的初步分离$聚丙烯酰胺

凝胶电泳表明%赤小豆凝集素的两条亚基分子量分别在

AA\'4

和
!$\'4

附近&后续还需从以下几个方面开展

研究"

#

通过液相色谱'串联质谱方法对赤小豆凝集素

进行蛋白质鉴定$

$

探究赤小豆凝集素基础理化特性%如

金属离子特异性)细胞凝集特异性和糖特异性等&
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Ỳ.B1. X*<'588=H=:I54I5G:G8H=::=I8HG3GIL=H356\2

@6GII5:

;

=:7

O

3=MP

OJ

G6

O

4@H

O

6435>=

;

=6=6=@IHG

J

LGH=M5M

*

*

+

<

*G?H:46G8IL=YMMG@54I5G:G8V885@546Y:46

O

I5@46SL=35MIM

%

#0$$

!

C"

#"

C<

*

!$

+张家源%陈舜胜%张洪才
<

暗纹东方鱼精蛋白的纯化及抑

菌活性研究*

*

+

<

食品与机械%

!"!"

%

)C

!

#

#"

#$#2#$(<

**"

开发应用
'1]1_V̀ X1R- W Ỳ _̀FSY-FVR
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