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蒜头果蛋白的提取及凝血活性测定
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摘要：从云南、广西濒危植物蒜头果中分离、纯化出一种新的蛋白质
!

蒜头果蛋白，并分别用鸡、兔的红细胞悬液

检测其凝血活性．结果表明，蒜头果蛋白对鸡、兔的红血球都具有凝集作用，是一种凝集素，有开发利用价值．
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　　植物凝集素是来源于植物的一类能凝集细胞
和沉淀单糖或多糖复合物的非免疫来源的非酶蛋

白质，广泛存在于大戟科、百合科、石蒜科、豆科、

茄科和禾本科等植物中，具有与抗病毒、抗真菌、

凝集细胞、自噬、免疫反应及诱导细胞凋亡等多种

生物学活性［１］．目前，植物凝集素在生命科学、医
学及农业等方面均有较高的研究价值和广阔的应

用前景．
蒜头果（ＭａｌａｎｉａｏｌｅｉｆｅｒａＣｈｕｎｅｔＳ．Ｌｅｅ）属于铁

青树科蒜头果属，仅分布在广西西部和云南东南部

的狭窄地带，是我国特有的单种属濒危植物，属于国

家二级保护树种，广西重点保护的野生植物［２－３］．蒜
头果蛋白是从蒜头果中分离出的一种新的植物蛋白

质［４］，是一种糖蛋白，中性糖质量分数为３７５％［５］．
本文从蒜头果种仁中提取蒜头果蛋白并测定其凝血

活性，期望能为蒜头果蛋白作为凝集素的开发利用

奠定基础．

１　材料与方法

１１　材料
蒜头果种子（购于云南省文山州广南县）；红血

球分别从鸡血和兔血中提取．
１２　方法
１２１　蒜头果蛋白分离

捣碎蒜头果种仁，４℃抽提过液，纱布过滤，离
心（８０００ｒ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ，４℃），上清液用 ３０％ ～
１００％（质量分数）硫酸铵沉淀，离心（同上），沉淀用
２０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳｐＨ７２（含２５ｍｏｌ／Ｌ（ＮＨ４）２ＳＯ４）的
缓冲液溶解，过滤后上蛋白质纯化系统（Ａｍｅｒｓｈａｍ
?ＫＴＡｅｘｐｌｏｒｅｒ１００），层析柱为疏水预装柱 ＨｉｐｒｅｐＴＭ

ｐｈｅｎｙｌＦＦ（Ｈｉｇｈｓｕｂ，２０ｍＬ），并用 ｄｄＨ２Ｏ（去离子
水）按０％ ～１００％线性梯度洗脱，紫外检测器在
２８０ｎｍ处检测，按峰收集［６－７］．
１２２　血红细胞悬液制备

分别采集新鲜的鸡血、兔血，以３８％（质量分



数）的柠檬酸钠作抗凝剂，比例为：Ｖ（血）∶Ｖ（抗凝
剂）＝１∶１，用０９％（质量分数，下同）ＮａＣｌ溶液洗
涤，离心（１５００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），重复用０９％ ＮａＣｌ
溶液洗涤 ２～３次，直至上清液透明，弃上清，用
０９％ ＮａＣｌ溶液配成 ２％ （体积分数）的红细胞悬
液，置于４℃冰箱中暂存［８－９］．
１２３　凝血活性测定

将蒜头果蛋白配成质量浓度为２ｍｇ／ｍＬ的溶
液，０２２μｍ滤膜过滤后与鸡、兔的红细胞悬液分别
以１∶１等体积混合，用微量进样器吸５０μＬ加入凹
面载玻片上，盖上盖玻片，静置１５～３０ｍｉｎ后，在低
倍显微镜（１０×）下观察其凝集现象，同时以０９％
ＮａＣｌ溶液作为空白对照［１０］．

２　结果与分析

２１　蒜头果蛋白的纯化
以洗脱体积为横坐标，２８０ｎｍ下光吸收值（Ａ）

为纵坐标，得到４个蛋白质峰，按峰收集后做 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳检测．结果表明，在２８０ｎｍ紫外检测下，
吸收值最大的峰ＩＶ即为蒜头果蛋白溶液，如图１所
示．纯化后的蒜头果蛋白的得率为２５９３％．

２．２　血凝效果测定
从图２、图３可以看出，蒜头果蛋白对鸡、兔的

红细胞的都具有非常好的凝集效果，说明蒜头果蛋

白是一种凝集素．

　　　阴性对照１０×　　　　　　　蒜头果蛋白１０×

图２　蒜头果蛋白对鸡红血球的凝集活性

　　　阴性对照１０×　　　　　　　蒜头果蛋白１０×

图３　蒜头果蛋白对兔红血球的凝集活性

３　结论

植物凝集素作为一种重要的天然产物，种类繁

多，随着生命科学、医学及农业等方面的发展，以及

对其理化性质、生物学活性和作用机制的深入研究，

植物凝集素将会在细胞生物学、免疫学、肿瘤、生殖

生理等方面提供新的研究手段和技术［１１］．
结果证实，研究从蒜头果种仁中提取的蒜头果

蛋白对鸡、兔的红血球都具有凝集作用，是一种植物

凝集素，为蒜头果蛋白作为凝集素的开发利用提供

了科学依据．而蒜头果蛋白作为一种植物凝集素的
生物学活性及作用机制尚需进一步探究．

［参考文献］

［１］侯玉芳，李继昌，张德显，等．凝集素的提取纯化及其在兽医临床
上的应用［Ｊ］．中国兽医杂志，２０１０，４６（２）：６２－６４．

［２］丘华兴，林有润．中国植物志：第二十四卷［Ｍ］．北京：科学出版
社，１９８８．

［３］广西林业局保护站．广西壮族自治区重点保护野生植物资源调
查报［Ｒ］．南宁：广西壮族自治区林业局，２００１．

［４］袁燕，戴晓畅，段玲燕，等．蒜头果中一种新的植物蛋白（ｍａｌａｎｉｎ）
的分离纯化［Ｊ］．云南大学学报：自然科学版，２００９，３１（４）：４２８
－４３２．

［５］袁燕，戴晓畅，郭丽红，等．蒜头果蛋白性质的鉴定及其中性糖含
量的测定［Ｊ］．安徽农业科学，２００９，３７（３１）：１５０９７－１５０９８．

［６］ＹＡＮＹｕａｎ，ＤＡＩＸｉａｏｃｈａｎｇ，ＷＡＮＧＤｅｂｉｎ，ｅｔａｌ．Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｃｈａｒ
ａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｍａｌａｎｉｎ，ａｎｏｖｅｌｐｌａｎｔｔｏｘｉｎｆｒｏｍｔｈｅ
ｓｅｅｄｓｏｆＭａｌａｎｉａｏｌｅｉｆｅｒａ［Ｊ］．Ｔｏｘｉｃｏｎ，２００９，５４：１２１－１２７．

［７］袁燕，袁再美，岑晓江，等．蒜头果凝集素的提取及血凝效果研究
［Ｊ］．中国农学通报，２０１１，２７（２１）：１４４－１４６．

［８］王庆忠，张鹭，吴耘红，等．１４种蔬菜中凝集素的提取和生物活性
研究［Ｊ］．中国热带医学，２００８，５（８）：７４９－７５７．

［９］王昌梅，张丽芬，杨明洁，等．大白芸豆凝集素毒性研究［Ｊ］．安徽
农业科学，２００９，３７（２８）：１３６３９－１３６４０．

［１０］赵则海，肖小琼，邱卓荣，等．四棱豆叶中凝集素的提取及其凝
集活性研究［Ｊ］．现代食品科技，２０１０，２６（１２）：１３４１－１３４４．

［１１］舒晓燕，阮期平，侯大斌．植物凝集素的研究进展［Ｊ］．现代中药
研究与实践，２００６，２０（６）：５３－５６．

２４ 　　　　　　　　　　　　　　昆明学院学报　　　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１２年６月


