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刺参凝集素的分离纯化及其性质

李丹彤, 宋 亮, 钟 莉,常亚青

(大连水产学院农业部海洋水产增养殖学与生物技术重点开放实验室 ,辽宁 大连 116023)

摘要:为探寻刺参药用价值, 探索其抑制肿瘤细胞增殖, 促进淋巴细胞转化等生物功能。将刺参( Apotichopus

j aponicus )经磷酸盐缓冲溶液抽提, 20% ~ 75%硫酸铵分级沉淀, Sephadex G- 200 分子筛层析,得到刺参凝集素

( AJL)。用 Sephadex G-200 分子筛层析测得其分子量为 85 652 Da。AJL 的含糖量为 20. 9%。该凝集素可以凝

集人的 A、B、AB、O 型红细胞,且对 A 型红细胞凝集作用最强, 在对兔、鼠、鲤鱼、鸡和人的 A、B、AB、O 红细胞

的凝集作用中,对鸡的凝集作用最强。该凝集素凝集兔红细胞的作用不被 D-果糖、D-甘露糖、-球蛋白、葡萄

糖、蔗糖、甘露聚糖所抑制,而被牛甲状腺球蛋白所抑制, 其最小抑制浓度为 1. 55 mg mL - 1。该凝集素凝集兔

红细胞的作用不被二价金属离子 Ca2+ 、Mg2+ 及 EDTA所抑制。该凝集素在 pH 4. 0~ 10. 14 系列缓冲液中均有

活性,其中在 pH 4. 4~ 7. 5 范围内血凝活性最高。该凝集活性在 90 加热 30 min 后仍然对红细胞有凝集活

性,显示出较高的热稳定性。
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Isolation, purification and properties of lectin from Apotichopus japonicus

LI Dan-tong, SONG Liang, ZHONG Li , CHANG Ya-qing

(Key Laboratory of Mariculture and Biotechnology Certificated by Ministry of Agriculture,

Dalian Fisheries University , Dalian 116023, China)

Abstract: L ectin was purified from Apotichopus j aponicus Selenka by extraction with PBS, followed by 20% - 75% ammonium

sulfate fractionation and mo lecular sieve chromatography on the Sephadex G-200 . The Lectin had a mo lecular weight of 85 652 Da

on Sephadex G-200 and contained saccharied of 20. 9% . The lectin was nonspecific in agglutination for any type of human

erythrocytes, and the hemagglutinating activity for human( A) was the highest, the agglutination for chicken was the highest, among

erythrocytes of humans( A, B, AB, O ) , rabbits, mouse and common carp. The hemagglutinating activity for rabbit could not be

inhibited by D-galactose, gluco se, sucrose, mannan, gamma-globulin ( human ) , but inhibited by bov ine-thyroglobulin. The

minimum inhibitory concentration was 1. 55 mg mL - 1 . The hemagglutinating activity was not inhibited by treatment with EDTA and

Ca2+ 、Mg2+ . This lectin had the maximum hemagglutinating activity at pH 4. 4- 7. 5, with activity at pH 4. 0- 10. 14. The lectin

still showed aggllutinating activity after being treated with 90 for 30 minutes, indicating that it had a high heat resistance.
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凝集素( lectin)是一类具有糖专一性, 可促使

细胞凝集的蛋白质或糖蛋白,其研究历史已有一

百多年。早期对凝集素的研究多集中于高等植

物。对海洋生物凝集素的研究集中于藻类[ 1 , 2]、

鱼类、无脊椎动物。无脊椎动物体内的凝集素最

初是 1903 年从一种鲎( Limulus polyphemus )的体

液中检测到[ 3]。2001年, Yeaton[ 4]在 103种无脊

椎动物体内发现了凝集素的存在,并推断在所有
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无脊椎动物体内可能都有凝集素。凝集素除了

存在于甲壳动物、软体动物等无脊椎动物的血清

中[ 5] , 也常常吸附在血细胞的细胞膜上[ 6]。

刺参作为海参纲的一种, 其壁厚味美, 营养

丰富, 且有滋补强身和药用功能。据 本草纲木

拾遗 记载中列为补益药物, 具有 补肾精、益精

髓、消痰延、摄小便、生血、壮阳, 治疗溃疡生俎

的功效。刺参又是中医治疗瘟热病方剂中重要

成分。近年有人以刺参治疗某些晚期癌症,病人

癌体缩小, 体质改善的功效。迄今为止, 有关养

殖刺参凝集素( AJL)的研究未见报道。本研究采

用4种动物的红细胞和人的 4 种血型红细胞对

刺参凝集素的凝集活性进行检测,并进行了分子

量、含糖量、最适 pH、耐热性等性质的研究,以期

为探索其药用价值提供科学的依据。

1 材料与方法

1. 1 材料

实验用养殖刺参于 2003年 1月采自山东荣

城海域,实验兔、鼠购于大连医科大学实验动物

中心; 实验鲤购于大连黑石礁市场。

Sephadex G-200( Pharmacia 进口分装) , 蓝葡

聚糖( blue dextran 2000) (上海泊奥生物科技有限

公司 ) , 牛甲状腺球蛋白 ( Sigma ) , -球蛋白

( gamma-globulin, human, serva ) , 甘 露 聚 糖

( Sigma) ,细胞色素 C( Sigma) , 卵清蛋白(上海化

学试剂公司) , 生理盐水 (大连德泽制药有限公

司) ,氯化钠为国产优级纯,其它均为国产分析纯

或生化试剂。

1. 2 方法

AJL 粗提液的制备 刺参采回后立即用

过滤海水洗净, 在冰块上进行解剖, 取体壁, 剪

碎,用捣碎机捣碎分装到塑料袋中, 放入- 20

冰箱中冷冻, 然后将 150 g 置于冷冻干燥机中

冻干 , 研磨后 , 称重为 14. 8773 g , 从中称取

14 g 粉末于 0. 15 mol L - 1 NaCl 的 PBS( 0. 015

mol L
- 1

Na2HPO4- NaH2PO4 ( 1 20) , pH 7. 2) 280

mL 浸泡 16 h,离心( 4 , 4500 r min
- 1

, 60 min) ,

取其上清液 206 mL, 即为粗提液。

AJL 硫酸铵盐析分级范围的判定 取 80

mL 粗提液平均分成 4份, 分别放入 4个小烧杯

中, 选择 20% ~ 75%、35% ~ 85%、50%、75% 4

个硫酸铵分级范围进行盐析,选择纯化倍数最高

的盐析范围作为硫酸铵分级范围。

AJL 20% ~ 75% 硫酸铵分级和透析 在

冰水浴条件下向粗提液( 20 mL)中加入研磨好的

固体硫酸铵达 20%饱和度, 边加边缓慢搅拌, 然

后过夜( 4 )。经离心(同上) ,弃沉淀取上清液。

在冰水浴条件下向上清液中加入研磨好的固体

硫酸铵至 75% 饱和度, 过夜 ( 4 ) , 再离心 (同

上) , 弃上清,收集沉淀于适量蒸馏水中, 对蒸馏

水透析至无 SO4
2- , 再对 PBS 充分透析 , 得透

析液5. 45 mL。

Sephadex G- 200分子筛层析 层析柱为

1. 6 cm 90. 0 cm ,洗脱液为含 0. 02%叠氮化钠

的生理盐水, 流速 19. 5 mL h- 1, 每管 3. 5 mL。

用兔红细胞检测活性, A280nm测定蛋白含量。

1. 3 刺参凝集素( AJL)性质

蛋白含量的测定 以 A280nm表示,以牛血

清白蛋白作对照
[ 7]
。

糖含量的测定 以 A490nm表示, 以葡萄糖

标准液作对照,采用硫酸- 酚法[ 8]。

分子量的测定 采用 Sephadex G-200 分

子筛层析法[ 9] ,层析柱为 1. 6 cm 90. 0 cm, 洗脱

液为含 0. 02%叠氮化钠的生理盐水, 流速 19. 5

mL h
- 1

, 每管 3. 5 mL。

血凝活性的测定 先将注射器针头消毒

(煮沸法) , 然后用 1%的肝素钠润洗针头,针筒

及离心管;兔耳后静脉用 75%酒精消毒,抽取兔

血,用生理盐水洗涤离心 4次( 4 000 r min- 1, 10

min) , 最后用生理盐水配成 2% 的红细胞悬

液
[ 10]
。在 96孔V 型血凝板上用 40 L 凝集素溶

液与等量生理盐水系列倍比稀释后, 加入 2%红

细胞悬液 40 L, 振匀, 室温静置 2 h 后, 肉眼观

察,无凝集现象时红细胞沉积在V 型孔底部成大

红点状, 有凝集现象时成网状不下沉。血凝活

性以产生凝集现象时的最小凝集素的量或凝集

素最大稀释倍数表示。

热稳定性试验 将浓度为 23. 8 g L- 1刺

参凝集素分成若干份,每份 1 mL,分别在 25~ 90

的不同条件下温育, 于 10 min、30 min不同时

间取样,冷却, 测定血凝活性。

pH 对血凝活性的影响 参照 Ahmed 和

Chatterjee
[ 11]
方法配制 pH 4. 0~ 10. 14 的系列缓

冲液, 测定不同条件下血凝活性。刺参凝集素浓

度为 23. 8 g L - 1。pH 4. 0~ 6. 0采用 0. 015 mol
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L
- 1
的柠檬酸-Na2HPO4 缓冲液; pH 6. 50~ 7. 50采

用0. 015 mol L
- 1
磷酸盐缓冲液; pH 8. 0~ 9. 0采用

0. 015 mol L- 1的 Tris-HCl 缓冲液; pH 9. 51~ 10.

14 采用 0. 015 mol L - 1的 Na2CO3-NaHCO3 缓冲

液。

EDTA及二价金属离子对血凝活性的影响

在 96 孔 V 型血凝板中, 加入 40 L EDTA,

CaCl2, MgCl2 溶液, 用生理盐水进行倍比稀释,

然后加40 L 入能凝集兔红细胞的最小浓度 2倍

的凝集素( 2. 98 g L
- 1

) , 静置 15 min(室温) , 再

加入 40 L 2% 兔红细胞振匀, 静置 2 h, 观察

EDTA及二价金属离子抑制兔红细胞凝集的最小

浓度。

糖抑制试验 在 96孔 V型血凝板中加入

糖或糖蛋白溶液 40 L, 用生理盐水进行倍比稀

释,然后加入 40 L 能凝集兔红细胞的最小浓度

2倍凝集素( 2. 98 g L- 1) , 静置 15 min(室温) ,再

加入 40 L 2%兔红细胞悬液振匀, 静置2 h,观察

糖抑制兔红细胞凝集的最小浓度。

2 结果

2. 1 刺参凝集素( AJL)的分离纯化

刺参凝集素硫酸铵盐析分级范围 比较

不同硫酸铵饱和度分级透析液的纯化倍数及回

收率,确定硫酸铵盐析分级范围为 20% ~ 75%

(表 1)。

AJL 的纯化分为3个步骤 ( 1)冷冻干燥,

PBS浸泡,离心得墨绿色粗提液; ( 2) 20% ~ 75%

硫酸铵分级沉淀得到黄绿色硫酸铵分级液; ( 3)

经 Sephadex G-200 凝胶层析, 得到活性物质; 收

集活性最大部分,透析,冷冻干燥得白色样品,纯

化结果有关数据见表 2。

表 1 刺参凝集素盐析分级范围的确定

Tab. 1 Determination of the fractional range on salting out of AJL

实验步骤
fract ionation

总蛋白( mg)
mgtotal protein

血凝活力( g)
hemagglutinating

act ivity

总活力( U)
total activity

比活力( U mg- 1)
specific act ivity

纯化倍数
purif icat ion fold

回收率%
yield

粗抽提 crude extrac 476. 2 59. 51 8. 00 103 16. 80 1 100

20% ~ 75% ( NH4) 2SO4 154. 89 17. 76 8. 72 103 56. 29 3. 35 109

35% ~ 85% ( NH4) 2SO4 181. 58 20. 19 9. 01 103 49. 53 2. 95 113

50% (NH4) 2SO4 63. 14 17. 42 1. 10 103 17. 42 1. 04 13. 7

75% (NH4) 2SO4 115. 23 103. 25 1. 12 103 9. 69 0. 58 14

表 2 刺参凝集素的纯化

Tab. 2 Purification of the lectin from A. j aponicus

实验步骤
f ractionation

总糖( % , w /w )
total saccharide

总蛋白(mg)
total protein

血凝活力( g)
hemagglutinating

act ivity

总活力( U)
total activity

比活力( U mg- 1

specific act ivity
纯化倍数

purif icat ion fold
回收率( % )

yield

粗抽提
crude extract

2. 34 476. 2 59. 51 8. 00 103 16. 80 1 100

20% ~ 75%
( NH4) 2SO 4

154. 89 17. 76 8. 72 103 56. 29 3 109

sephadexG- 200 20. 9 1. 859 2. 66 6. 99 102 375. 94 22 9

2. 2 AJL的分子量

刺参凝集素的 20% ~ 75%硫酸铵分级抽提

液经 SephadexG-200凝胶层析,得到一个蛋白峰,

经血凝活性检测, 得到两个活力峰(图 1)。用细

胞色素 C ( MW12384D) , 卵清蛋白( MW45000D) ,

-球蛋白 ( MW165000D) 为标准绘制标准曲线

(图2)。根据AJL 最大活力峰的Kav求得分子量

为 85 652 Da。

2. 3 糖含量测定

用硫酸- 酚法测得粗提液糖含量为 2. 34% ,

层析液中糖含量为 20. 9%(表 2)。
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图 1 AJL 在 SephadexG-200 柱上的凝胶层析图

Fig . 1 Gel filtration pattern of

AJL on SephadexG-200

柱: 1. 6 cm 90 cm, 流速: 19. 5 mL h- 1, 每管 3. 5 mL

column : 1. 6 cm 90 cm, f lowing rate: 19. 5 mL h- 1, 3. 5 mL

per tube

A 280, 血凝活性 hemagglutinat ing activity

图 2 AJL在 SephadexG-200 柱上的分子量测定

Fig. 2 Molecular weight determination of

AJL on SephadexG-200

1. 细胞色素 C, 2. 卵清蛋白, 3. -球蛋白, 4.刺参凝集素

1. cytochrome C( MW 12 384 Da) , 2. egg albumin ( 4 5000 Da) ,

3. gamma- globulin ( human) ( MW 165 000 Da) , 4.AJL

2. 4 AJL血凝活性及环境因素对 AJL血凝活性
的影响

血凝活性 刺参凝集素对 8种红细胞进

行血凝活性试验(表 3)。

热稳定性 将刺参凝集素进行热稳定性

试验,结果表明:在 90 30 min热处理后仍然对

兔红细胞显示出血凝活性, 活性下降 50%。在

25~ 70 保温 30 min,活性均未见改变(表 4)。

表 3 刺参凝集素血凝活性

Tab. 3 Hemagglutinating activity of A. j aponicus lectin

兔
rabbit

鲤
common

carp

鸡
chicken

鼠
mouse

人 human

A B O AB

血凝活性
hemagglutinating

activity
24 20 27 24 25 24 24 24

表 4 刺参凝集素的热稳定性

Tab. 4 Thermal stability of the A. japonicus lectin

温度( )
temperature

25 30 35 40 50 60 70 80 90

血凝活性
hemagglutination

activity
24 24 24 24 24 24 24 23 23

pH对 AJL 血凝活性的影响 刺参凝集素

在pH 4. 0~ 10. 14缓冲系统中, 25 静置 2 h, 用

兔红细胞测定其血凝活性,当 4. 0< pH< 7. 5时,

活性为 24,当 pH 8. 0或 pH 4. 0时,活性为 23,

下降了50%。

EDTA及金属离子对 AJL 血凝活性的抑制

作用 AJL 浓度为 2. 98 g L- 1, 用浓度为 100

mmol L- 1的 EDTA, CaCl2, MgCl2 做抑制实验,

结果 AJL 对兔红细胞的凝集活性保持不变, 并未

发生凝集抑制现象。

糖抑制试验 AJL 浓度为 2. 98 g L- 1,用

兔红细胞进行糖抑制试验,结果表明 AJL 不被所

测试的单糖、二糖、聚糖及部分糖蛋白所抑制,仅

被牛甲状腺球蛋白抑制, 最小抑制浓度为 1. 55

mg mL
- 1

(表 5)。

表 5 糖和糖蛋白对 AJL血凝活性的抑制作用

Tab. 5 Inhibition of hemagglutinating activity of

the AJL by sugars and glycoproteins

起始浓度
initial concentration

最小抑制浓度
minimum inhibitory

concentration

糖 sugars

D-galactose 500 mmol L- 1 -

D- fructose 10 mmol L- 1 -

glucose 10 mmol L- 1 -

sucrose 10 mmol L- 1 -

mannan 46. 5 mg mL- 1 -

糖蛋白 glycoproteins

- globulin 80 mg mL- 1 -

bovine thyroglobulin 24. 8 mg mL- 1 1. 55 mg mL- 1

注: - 表示无抑制作用

Notes: - indicates absence of inhibition
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3 讨论

用 20% ~ 75%饱和度的硫酸铵分级沉淀,得

到的分级液提纯倍数为粗提液的 3倍, 总活力回

收率为 109%, 超过 100%, 其原因可能是粗提液

中含有抑制剂, 如多聚糖, 它可以抑制凝集素的

活性或阻碍凝集素与红细胞的结合,甚至抢占红

细胞膜上凝集素的结合位点。

用 Sephadex G- 200 凝胶层析进行纯化,

以 0. 9% NaCl洗脱得到一个蛋白峰值, 经血凝

活性检测得到两个活力峰。用 Sephadex G-200

凝胶层析只是纯化过程其中的一步,要得到纯化

的刺参凝集素尚需进一步实验。

该分子量测定用 Sephadex G-200凝胶层析,

测得 AJL 的分子量为 86 397 Da, 与文献[ 12]报道

的中国鲎凝集素的分子量 92 000 Da 较相似。而

中国鲎凝集素 M1部分用 SDS- PAGE测定得到

两个亚基单位,因此, 推测 AJL 可能含有亚基单

位,结果有待证实。

从纯化的 AJL 的糖含量与蛋白质含量测定

结果看, AJL 可能是一种糖蛋白。实验证明, 刺

参凝集素, 可以凝集多种脊椎动物的红细胞。

AJL 对 3种动物及 4 种人红细胞均具有凝集活

性,但不凝集鲤鱼红细胞。这是由凝集素的多价

构型及对特定细胞多糖的亲和力所决定的[ 3]。

其凝集结果为:鸡> 人( A) > 鼠= 兔= 人( B= O

= AB)。有关动物和人的红细胞对凝集素的敏

感程度,随凝集素的不同而不同, 兔红细胞通常

比较敏感[ 10] , 可作为凝集素筛选的首选红细胞

据已有的报道。但本实验结果表明,鸡的红细胞

较兔敏感, 与牟海津等[ 13]研究结果一致。

该凝集素在 25~ 70 活力不变, 在 70~ 90

处理 30 min 后仍保留 50%血凝活性, 表现出

强的热稳定性。AJL 具有广泛的 pH作用范围。

EDTA及二价金属离子 Ca2+ 、Mg2+ 对 AJL

的血凝活性无影响。这一实验结果与 无脊椎动

物凝集素在进行凝集活动时,常常需要一些二价

金属离子参与 [ 3]不同。糖抑制实验表明, AJL

不被所测试的单糖、二糖、聚糖、-球蛋白所抑

制,而仅被牛甲状腺球蛋白抑制, 最小抑制浓度

是1. 55 mg mL - 1。推测可能该凝集素所识别的

特定糖苷键为 Man ( 1- 4) Man, 此推测尚需进

一步试验证明。
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