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摘要  菜用豆中的豆科凝集素主要存在于豆粒中 , 加工不当易引起食用者中毒。通过血凝试验对7 种菜用豆中凝集素的活性进行了测
定和比较 , 确定了凝集素提取液中的凝集素最适检测浓度。结果表明 ,7 种菜用豆中凝集素的活性各不相同 , 刀豆样品中凝集素活性最
强 , 凝集效价为27 , 蚕豆样品最弱 , 为23 。
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Comparisionof the Activity of Phytohemagglutininin Seven Kinds of Kidney Beans
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Abstract  Kidney beans were richin nutrition and taste , so that they had become a widespread and pleasant vegetable in many countries . However , they
contained some toxic substances such as hemagglutini n and saponin. In this experi ment the phytohemaggl utinins of 7 kinds of beans were extracted and
made to react with the erythrocytes to determine its content and compare their hemagglutinative activitities i n hopes of provi ding the scientific methods for
their processing and production for food .
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  凝集素是一类具有高度特异性糖结合活性的蛋白质[ 1] ,

存在于许多植物的种子和营养器官中, 其中豆科植物种子的

含量尤为丰富。到目前为止 , 已发现了多种不同的凝集素 ,

在生理生化及分子生物学方面对其进行了许多研究, 特别是

近年来, 克隆了许多植物凝集素基因, 对多种植物凝集素进

行了蛋白质结构晶体的研究[ 2] , 对植物凝集素的生物学功能

有了更深的认识[ 3] 。现在, 凝集素是研究生物体内细胞癌

变、受精、分化及分子识别等生命过程极其有用的工具, 而且

凝集素在临床医学检验、治疗等方面有重要的地位。

在豆科植物中, 植物凝集素是一种有毒物质[ 4] 。部分豆

类凝集素除凝血作用外 , 还具有刺激肠壁、妨碍消化吸收营

养物质以及影响小肠黏膜细胞代谢、肠道内细菌生态及免疫

机能等不良作用。菜用豆科植物中的凝集素主要在豆粒中 ,

且较耐热, 在加工过程中温度与时间不足会使凝集素不能被

彻底破坏, 从而引起中毒[ 5 - 6] 。笔者拟测定7 种菜用豆科植

物样品中凝集素的活性[ 7] , 并进行比较, 为确定各种菜用豆

的安全加工方法提供依据, 也为研究菜用豆食品的监测和安

全控制措施建立基础, 以减少或避免相关中毒事件的发生。

1  材料与方法

1 .1  试验材料 ①新鲜豆类。样品:1 利马豆 ,2 红花菜豆,3

刀豆,4 宽叶菜豆 ,5 豇豆,6 豌豆,7 蚕豆( 均为苏州市卫生局

提供, 产地广东) ; ②新鲜兔血。采于江南大学动物房, 静脉

取血; ③溶液。PBS 磷酸缓冲液( pH 7 .2 ,0 .02 mol/ L ,0 .1

mol/ L NaCl) ; 抗凝剂( 0 .1 mol/ L 柠檬酸钠溶液) ; ④仪器。96

孔V 型血凝板( 南京瑞麦科技公司) ; 组织捣碎机( 上海帅佳

电子科技有限公司) ; TDL-4 型离心机( 上海安亭科学仪器

厂) ; 真空干燥厢( 巩义市英峪予仪器厂) ; 循环水式多用真空

泵( 郑州郑甫仪器厂) 。

1 .2 试验方法 红细胞悬液配制→凝集素提取→检测。 �
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1 .2 .1 红细胞悬液的制备。选择健康兔子 , 静脉采血, 按1∶

1( V/ V) 加入抗凝剂 ;PBS 洗涤,3 500 r/ min 离心8 min , 重复3

次; 将沉淀的红细胞配制成5 % 的红细胞悬液备用[ 8] 。现配

现用, 不宜保存。

1 .2 .2  植物凝集素的提取。7 种菜用豆分别取种籽部分适

量, 分别加入组织捣碎机内捣碎3 min , 各称取1 g , 加入沸程

30～50 ℃的石油醚20 ml ,25 ℃水浴回流抽提10 h , 每隔2 h

搅拌1 次, 过滤。取滤渣加20 ml 的PBS,25 ℃水浴搅拌抽提

10 h , 过滤, 取滤液于5 000 r/ min 离心30 min , 得上清液 , 即植

物凝集素粗提液, 定容到20 ml , 制成样品溶液 , 备用。

1 .2 .3 凝集素的检测。在96 孔 V 型血凝板中 , 用微量移液

器向每孔中加入50 μl pH 值7 .2 的血球缓冲液。取某一样品

溶液50 μl 加入第1 孔, 混匀后取出50 μl 加入第2 孔, 混匀后

亦取出50 μl 加入第3 孔。依此类推, 作倍比稀释 , 加至第8

孔[ 9] 。其他待测样品也按上述步骤操作。然后每孔加入50

μl 5 % 红细胞悬液,37 ℃恒温0 .5 h。

1 .2 .4 最适稀释度的选择。取备用样品溶液1 ml , 进行倍比

稀释, 选择稀释次数分别为1、2 、3、4、5 次。得到的溶液浓度

分别为原来的1/ 2 、1/ 4、1/ 8 、1/ 16 、1/ 32。取稀释得到的溶液

分别进行实验, 确定合适的稀释倍数, 并测得各个样品中凝

集素的凝集效价。

1 .2 .5 结果判读及效价计算。根据凝集程度以“# 、+ +

+ 、+ + 、- ”记录结果。根据结果, 凡是样品稀释度最高而

有显著凝集现象( + + ) ( 即为产生50 % 血凝作用时) 的孔的

凝集效价, 即可判定为该样品的凝集效价。记录为2 n , 其中

n 为血凝板上该样品产生凝集现象的最大稀释倍数。

1 .2 .6 凝集素粗品干燥工艺。分别取7 个样品的植物凝集

素粗提液 , 进行减压浓缩( 37 ℃) , 得稠液, 放入真空干燥机干

燥( 36 ℃,6 h) 。

2  结果与分析

2 .1  最适稀释浓度的确定 取稀释得到的溶液分别进行试

验, 结果表明( 表1) , 当稀释溶液的浓度为原来样品溶液的

1/ 2、1/ 4 时 , 凝集素的血凝效果十分明显, 血凝板上各个稀释
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样品的第8 孔仍然是全凝集或多半凝集 , 无法判断出稀释样

品的凝集效价。当稀释溶液的浓度为原来样品溶液的1/ 8

时, 血凝板上各个稀释样品在适当的孔出现了半凝集, 可初

步判断出各个稀释样品的凝集效价。当稀释溶液的浓度为

原来样品溶液的1/ 16、1/ 32 时, 血凝板上最后1 个稀释样品

在第1 孔出现了半凝集, 这样无法判断出它的凝集效价。因

此, 稀释溶液的浓度为原来样品溶液的1/ 8 是合适的稀释浓

度, 即选择的稀释次数为3。

  表1 不同稀释浓度对凝集程度的影响

稀释浓度

原浓度
样品

血凝板孔数

1 2 3 4 5 6 7 8

稀释1 次 1 # # # # # # # #
(1/ 2) 2 # # # + + + + + + + + + + + + + + +

3 # # # # # + + + + + + + + +

4 # # # # # + + + + + + + + +

5 # # + + + + + + + + + + + + + + + + + +

6 # # # # # # + + + + + +

7 # # # # # # # + + +

稀释2 次 1 # # # # + + + + + + + + + + + +

(1/ 4) 2 # # # # # # # + + +

3 # # # # # + + + + + + + + +

4 # # # # # + + + + + + + + +

5 # # # # # + + + + + + + + +

6 # # # # + + + + + + + + + +

7 # # + + + + + + + + + + + + + + + +

稀释3 次 1 # # # + + + + + + + + + +

(1/ 8) 2 # # # # + + + + + + + + +

3 + + + + + + + + + # + + + # + + + +

4 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

5 # # # + + + + + + + + + + + +

6 + + + + + + + + + + + + + + + + + +

7 + + + + + + + + + + + + + + + + + +

稀释5 次 1 + + + + + + + + + + + + + + + + + +

( 1/ 16) 2 # + + + + + + + + + + + + + + + + +

3 # + + + + + + + + + + + + + + + + + +

4 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

5 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

6 + + + + + + + + + + + + + + + + +

7 + + + + + + + + + + + + + + + +

 注: # 为全凝集 , + + + 为多半凝集 , + + 为半凝 , - 为不凝集 , 下表同。

图1 7 种菜用豆种籽中凝集素的活性

2 .2 7 种菜用豆种籽样品中凝集素凝集活力的确定 稀释3

次得到合适的稀释浓度 , 即 : 稀释溶液的浓度为原样品溶液

浓度的1/ 8 。此时, 各样品中凝集素的凝集效价见图1 。由图

1 可见, 各样品中凝集素的活性各不相同; 其中, 样品3( 刀

豆) 的凝集素的活性最强, 为27 样品7( 豌豆) 中凝集素的活

性最弱 , 为22 。

各稀释样品中凝集素活性的验证结果表明( 表2) , 验证

试验得出的凝集素的凝集效价与前面所测得的结果一致, 试

验确定的凝集素活性合理。

2 .3 凝集素粗品性状  试验表明 ,7 个样品的凝集素粗品均

为淡黄色( 近乎白色) , 粉末状, 无明显差异;7 个样品的凝集

素粉末均略带豆香味。经检验, 均具有血凝活性。

  表2 各稀释样品中凝集素活性的验证结果

样品

浓度

血凝板孔数

1 2 3 4 5 6 7 8

1(1/ 32) + + + + + + + + + + + + + + + + + +

2(1/ 32) # + + + + + + + + + + + + + + + +

3(1/ 32) + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

4(1/ 32) + + + + + + + + + + + + + + + + + +

5(1/ 32) + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

6(1/ 8) # + + + + + + + + + + + + + + +

7(1/ 8) + + + + + + + + + + + + + + + + +

3  结论与讨论

凝集素能和含有其结合位点互补的糖基的任何细胞结

合, 由于所有细胞和许多亚细胞结构都能与之结合, 细胞凝

集是细胞表面的糖分子结合, 在细胞表面形成许多相互交叉

的“桥“的结果。影响凝集反应的因素除了植物凝集素的自

身性质和细胞表面特征外, 外界条件如pH 值、离子强度及温

度等对其有较大的影响[ 10] 。该试验用含有0 .1 mol/ L NaCl

的 PBS 磷酸缓冲液( pH 7 .2 ,0 .02 mol/ L) 配制红细胞悬液和

提取凝集素, 从而确保凝集素的血凝活性, 便于研究。豆类

凝集素在很低浓度时即具有兔红细胞凝集能力, 为了获得客

观的试验结果, 该试验首先确定了样品溶液最适稀释浓度。

因此在样品浓度较大时, 可能由于微量移液器移液嘴外壁上

的残留 , 容易产生误差。

根据血凝结果得出, 刀豆样品中凝集素的活性最高 , 凝

集效价为27 , 蚕豆样品的最弱, 为22 , 各个样品的凝集素的活

性由强到弱依次为: 刀豆> 红花菜豆≥豇豆> 宽叶菜豆> 利

马豆> 豌豆> 蚕豆。结果表明, 不同菜用豆品种种籽中的凝

集素的活性不同, 且同一品种不同产地的菜用豆中凝集素的

活性也不尽相同; 这说明不同种籽中凝集素对人体的影响不

同, 因此对不同种籽中的凝集素应采取不同的处理方式, 在

加工时对凝集素活性高的菜用豆尤其要注意。

不同品种的菜用豆中凝集素的活性不同, 这可能是由于

其凝集素的含量不同, 也可能是由于其含有的凝集素种类、

性质不同。在农业生产中, 应该尽量淘汰所含凝集素活性高

的品种, 筛选培育并扩大种植活性低的品种, 以减少对人体

健康的影响。对所含凝集素活性高的品种, 亦可用以分离制

取高纯度的凝集素产品 , 适应医疗、科研及工农业等领域对

其的迫切需要。
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如在DNA 合成过程中, 与多种生物活性物质起烷化反应而

影响DNA 的复制, 干扰 RNA 的转录过程, 使得转录 RNA 在

肽链延长时提前释放肽链而无法合成完整的肿瘤蛋白。同

时通过影响 DNA 拓扑异构酶Ⅱ的活性。促进该酶介导的

DNA 断裂引起肿瘤细胞死亡。对多种动物肿瘤及人肝癌、胃

癌及肺癌细胞株具有较好的抑制作用[ 28] 。同时许多真菌多

糖对小鼠S-180 肉瘤、艾氏腹水瘤等多种移植性肿瘤有明显

抑制作用。真菌多糖抗肿瘤作用有以下2 个特点: ①多数均

无直接细胞毒性, 在体外均不能抑制肿瘤细胞生长。②宿主

中介性抗肿瘤作用, 即是通过机体的抗肿瘤免疫机制实

现的。

2 .4 .5 抗病毒作用。真菌多糖在体内外都具有抗病毒作

用。具体表现为抑制体内外病毒繁殖 , 保护细胞免于感染 ,

提高被感染动物存活率[ 29] 。王志沾等研究发现黄芪多糖对

HSV 株直接杀灭、感染阻断、增殖抑制等治疗效果显著。在

抗肝炎病毒的研究中, 发现真菌多糖可强化 HBV 的抗原刺

激, 打破病毒损伤机体免疫系统造成的免疫耐受, 提高免疫系

统对HBV 的识别, 从而提高临床疗效。硫酸化螺旋藻多糖能

抑制有包膜病毒的复制, 其中形成钙离子鳌合物和硫酸根是其

具有抗病毒效果所必需的。红藻多糖对于人免疫缺陷病毒复

制具有明显的抑制作用, 其抑制率达85 % 以上, 与抗爱滋病毒

药物———叠脱氧胸腺��近似, 相似率达89 .52 % 。

2 .4 .6 抗氧化防衰老作用。许多真菌多糖都具有提高抗氧

化酶活性, 清除自由基, 抑制脂质过氧化, 从而保护生物膜的

作用。关于其作用机理有以下4 个方面: ①加强DNA 的复制

与合成, 提供必需的微量元素与营养来延长动物的生长期。

②提高动物对非特异性刺激的抵抗力以达到强壮作用。③

通过调节和增强免疫功能达到抗衰老作用。④调节蛋白质、

核酸、糖、脂质代谢, 抗脂质过氧化 , 提高机体SOD 比活力, 清

除LPO 和 MOA , 抑制 MAOB 的活性作用以抗衰老。

2 .4 .7 降血糖、降血脂与抗血栓作用。密环菌多糖能使正

常小鼠的糖耐量增强, 能抑制四氧��糖尿病小鼠血糖升

高。从今耳的子实体中用热水提取的一种酸性多糖, 它对正

常小鼠和2 种类型的糖尿病小鼠( 链尿佐菌素诱导和遗传

的) 均有明显的降血糖活性。银耳多糖可降低高胆固醇血症

小鼠血清胆固醇含量 , 并随剂量加大而增强。香菇多糖可促

进胆固醇代谢而降低其在血清中的含量。灵芝水提物能防

止注射肉毒毒素诱发弥漫性血管内凝血大鼠的血小板和纤

维蛋白减少, 延长前凝血酶原时间, 增加纤维蛋白降解产物 ,

防止肝静脉血栓形成[ 30] 。

2 .4 .8 健胃保肝。香菇多糖, 树舌提取物有保肝并增强排

毒能力, 降低血清转氨酶水平。猴头菌多糖可增加胃液分

泌, 稀释胃酸, 保护溃疡面 , 促进黏膜再生, 对胃癌、慢性萎缩

性胃炎、食道癌、十二指肠溃疡有显著疗效。云芝多糖对慢

性肝炎、乙型肝炎均有防治作用。
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