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摘要  [ 目的] 为进一步研究刀豆凝集素提供依据。[ 方法] 从豆科植物刀豆属( Canavalia) 中 Canavalia ensifor mis ( L .) DC 的干燥成熟种子
中提取刀豆凝集素( Concanavalin A ,简称ConA) ,进行血凝活性测定,并对其部分性质作了初步研究。[ 结果] 结果表明 :采用胰蛋白酶修
饰人血( A 型) 红细胞来检测ConA 凝集活性时 ,发现其活性提高了8 倍。ConA 对人A、B、O、AB 型及供血动物( 兔 ,鸡 ,鸭,鸽 ,鲤、鲫鱼) 的
血红细胞都具有一定程度的凝集活性 ,无供体细胞专一性或血型专一性 ; D- 葡萄糖和 D- 甘露糖是ConA 的专一性结合糖。ConA 是一种
对热较稳定的凝集素 ,40 ℃以下时ConA 很稳定 , 80 ℃以上保温20 min 后 ,血凝活性完全丧失。在pH 值范围5 .8～8 .3 ,ConA 的凝集活
性较高,在pH> 11 .9 时 ,凝集活性完全丧失。变性剂脲浓度达到0 .4 mol / L 以上时 ,ConA 的凝集活性可完全丧失。[ 结论] 该研究对今后
系统阐明其生物学作用 ,扩大应用范围具有重要意义。
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Study on Deter mination of Hegglutination Ativity of the Lectinfrom Canavali a ensifor mis ( L .) DC and its Characteristics
CHENJing-yi et al  ( State Key Laboratory of Food Science and Technology ,School of Food Science and Technology ,Jiangnan University , Wuxi , Jiangsu
214122)
Abstract  [ Objective] The ai mof this research was to provide the base for studyi ngthe lectinfrom Canavalia ensifor mis ( L .) DC. [ Method] The con-
canavalin A ( ConA) was extracted fromthe dry mature seed of C . ensifor mis ( L.) DC, its hegglutination activity was determined and its part characteris-
tics were studied . [ Result] It as found the agglutinative activity of ConA coul d increase 8 ti mes when detected with human red cell treated by typsin.
ConA can aggluti nate A、B、Oand ABtypes of human blood and the erythrocytes of rabbit , chicken , duck , pigeon , common carp and crucian carp ,
without sepicificity of erythocyte agglutination. D- Gl ucose and D- Mannose were just the sugar which could band ConA specifically . ConA was a kind of
lectin stable to heat treatment . It was stable at below40 ℃,but it was completely inactive at above 80 ℃for 20 min . ConA had higher lecti n activity at
pHof 5 .8～8 .3 , but its lectin activity was inactive at pHabove 11 .9 . The lectin activity of ConA was completelyinactive whenthe denaturant urea con-
centrationreached over 4 mol/ L. [ Conclusion] This study has i mportant meaning for clarifying the biology function of ConA systematically in future and
enlarging its application range .
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  刀豆属豆科, 因豆荚形似刀而得名“刀豆”, 又因荚形似

人挟剑横斜,故又名“挟剑豆”。刀豆性味甘、温 ,功效温和中

下气,益肾补元, 治虚寒呃逆、呕吐、腹胀、肾虚腰痛、痰喘[ 1] 。

刀豆种子内含伴刀豆球蛋白( Concanavalin A, 简称 ConA) 、脲

酶( Urease) 、L- 刀豆 氨酸( L- Canavanine) 、胰蛋 白酶抑 制剂

( Trypsin inhibitors) 等物质。其中,ConA 是一种植物血球凝集

素( Phytohemagglutin) , 其本质是一类多价的、非免疫来源的、

对糖及其缀合物高度专一识别的蛋白质。它在植物体内的

作用是促进种子的成熟和发芽, 储存蛋白质, 转移糖 ,防御病

原微生物 ,促进细胞生成等。它通过各种机制对动物产生抗

营养作用 ,为刀豆种子中的抗营养因子。在刀豆种子中 ,

ConA 的含量较为丰富 ,占总蛋白的1 %～3 % [ 2 - 3] 。

ConA 最初用于免疫学研究。随着 ConA 纯化方法的发

展及性质研究的日益深入,ConA 应用的范围亦越来越广。

除应用于临床诊断、治疗外,ConA 已成为化学、生物化学、生

物学、免疫学及医学等领域中有用的研究工具。提取的刀豆

凝集素可以制成多种防癌、抗肿瘤保健食品及抗癌药物。它

能对肿瘤和癌症患者的治疗起到积极的作用[ 3] 。笔者以刀

豆种子为材料,提取了具有血凝活性的刀豆凝集素( ConA) ,

并对其理化性质、生物活性进行了初步探究, 为进一步研究

该凝集素提供了依据。

1  材料与方法

1 .1 材料  洋刀豆种子产自福建, 购于无锡市北塘种子公

司; 戊二醛25 %水溶液, 纯度等级 BR, 上海生化试剂公司生

产;糖抑制试验中所用的糖: D- 葡萄糖、D- 甘露糖、半乳糖、
�
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乳糖、海藻糖、鼠李糖、N- 乙酰乳糖胺( Gal NAc) 、N- 乙酰葡

萄糖胺( GlcNAc) 、蔗糖、麦芽糖, 均为Sigma 产品; 凝集素的凝

血试验作用的人血 A、B、O、AB 型血, 由无锡市红十字中心血

站赠送; 兔、鸡、鸭、鸽、鲤鱼、非洲鲫鱼等动物血液, 采自无锡

市崇安农贸市场; 胰蛋白酶为Merck 产品;试验所用分析试剂

均为分析纯。

1 .2 方法

1 .2 .1 红细胞悬液的制备。取50 ml 人血( A 型) , 用预冷的

0 .01 mol/ L 等渗磷酸缓冲液( pH 值7 .4) ( 以下均使用这种缓

冲液,简称等渗PBS) 离心洗涤红细胞3～5 次, 除尽血浆, 然

后将红细胞以 PBS 配制成10 % 红细胞悬液, 再加入等体积

4 %戊二醛( PBS 配制) , 立即混匀, 室温搅拌固定过夜之后再

用PBS 洗涤3～5 次,除去未作用的戊二醛 ,洗净的红细胞以

PBS 配成5 %悬液, 加0 .02 % 叠氮钠后于4 ℃冷藏。考虑到

红细胞的沉降、溶血、器壁吸附等因素可能影响测定结果, 该

悬液应于测定当天新鲜配制[ 4 - 5] 。

1 .2 .2 刀豆凝集素的提取。取100 g 刀豆种子 ,用微型植物

组织捣碎机粉碎过80 目筛, 以800 ml 预冷石油醚( bp 30 ～

60 ℃) 脱脂 ,室温下使溶剂自然挥发至气味消失 , 后用0 .01

mol/ L PBS 溶液800 ml ,4 ℃下搅拌提取8 h ( 10 000 g , 离心20

min) ,取上清液即得ConA 粗品。

1 .2 .3 血凝活性的测定。按孙册等的方法[ 1] ,以人血( A 型)

红细胞悬液为介质, 以红细胞凝集为标准, 检测刀豆种子凝

集素的活性。在96 孔“V”型凝血板上 , 每孔加入50 μl 血球

缓冲液后, 每排的第1 孔中加入样品浸提液50μl , 混合均匀

后倍比稀释,每块血凝板保留1 排作空白对照。为了防止植

物中皂甙和鞣质的干扰,也保留1 排。在加入浸提液的孔中

加入5 %人血( A 型) 血球悬浮液, 静置2 h 后肉眼观察凝集素
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活性。不同的凝集程度表示如下:“# ”表示红细胞凝集沉

于孔壁呈伞状( 100 % 凝集) ;“+ + +”表示与上基本相同, 但

边缘不整齐 ,红细胞有下沉倾向( 75 % 凝集) ;“+ +”表示红

细胞部分凝集, 未凝集红细胞沉积于孔底 ,呈小圆点状( 50 %

凝集) ;“- ”表示红细胞呈圆盘状沉于孔底, 液体清亮。一般

以“+ +”作为判定的终点, 计算凝集效价。其中, 凝集效价

以血凝滴度2 n( n 为孔的位孔数) 表示。

1 .2 .4 胰蛋白酶修饰人血红细胞( A 型) 对ConA 凝集活性的

影响。取胰蛋白酶( 3 .5 U/ mg) , 用0 .01 mol/ L PBS 缓冲液配

制成3 .5、1 .75、0 .35、0 .175、0 .035、0 .017 U/ ml 酶液。用上述

胰蛋白酶液处理人血( A 型) 红细胞,即在37 ℃培养箱中温育

15 min , 离心去上清液( 2 500r/ min ,10 min) ,以0 .01 mol/ L PBS

洗涤3 次,最后检测凝集活性。

1 .2 .5  热稳定性的测定。按施炜星等的方法。将 ConA 初

始浓度配成2 mg/ ml 。在水浴中进行加热处理, 以20 ℃为起

点, 每升高10 ℃保持5 min ,取出凝集素液, 室温下冷却, 在 V

型微量血凝板上经倍比稀释, 测定其凝集活性。

1 .2 .6 酸碱稳定性测定。在 pH 值3 .7 ～13 .0 的缓冲系统

中, 分别用不同pH 值的缓冲液将 ConA 配制成初始浓度2 .5

mg/ ml ,室温下静置2 h , 经倍比稀释后, 用人血( A 型) 红细胞

测定不同pH 值条件的血凝活性。pH 值3 .7～5 .8 , 采用0 .1

mol/ L NaCl- HAc 缓冲液; pH 值 6 .2 ～7 .8 , 采 用 0 .1 mol/ L

NaH2PO4- Na2HPO4 缓冲液; pH 值8 .3 ～9 .1 , 采用0 .1 mol/ L

Tris- HCl 缓冲液; pH 值 9 .5 ～10 .8 , 采用0 .1 mol/ L Na2CO3-

NaHCO3 缓冲液;pH 值11 .2～11 .9 , 采用0 .1 mol/ L Na2HPO4-

NaOH缓冲液;pH 值12 .2～13 .0 ,采用0 .1 mol/ L KCl- NaOH 缓

冲液。

1 .2 .7 糖专一性抑制试验。参考孙册等的方法[ 7] 。将供试

糖配制成500 mmol/ L 的母液, 加50μl 于96 孔血凝板1 号孔 ,

2～9 号孔加入50μl 0 .01 mol/ L PBS, 将糖做系列2 倍稀释, 第

10 号孔以PBS 为对照。在每孔中加入50 μl 凝集素溶液, 室

温下放置30 min 后,加入50μl 5 %人血( A 型) 血细胞悬液,2

h 后观察血凝情况。所用的糖分别是 D- 葡萄糖、D- 甘露糖、

半乳糖、乳糖、海藻糖、鼠李糖、N- 乙酰乳糖胺、N- 乙酰葡萄

糖胺、蔗糖、麦芽糖。

1 .2 .8 人类不同血型和动物血液的专一性测定。参考孙册

等的方法。所选用的血红细胞有: ①人的 A 型、B 型、O 型、

AB 型, 配制成5 % 的红细胞悬液 ;②兔、鸡、鸭、鸽、鲤鱼、非洲

鲫鱼等动物血液, 配制成2 %的红细胞悬液。用上述人血和

动物血的红细胞悬液与凝集素进行血凝反应。

1 .2 .9 不同浓度脲对ConA 凝血活性的影响。以0 .01 mol/ L

PBS 缓冲液为溶剂, 配制6、4、2、1 和0 mol/ L 的脲浓度梯度。

4 ℃放置12 h 后,经0 .01 mol/ L PBS 缓冲液透析12 h , 检测凝

血活性。

2  结果与分析

2 .1  胰蛋白酶修饰人血红细胞( A 型) 对 ConA 凝集活性的

影响 凝集素具有糖结合专一性 ,而细胞膜上分布着各种糖

基, 但是许多糖基紧密连在膜的脂质双分子层中, 被连接于

膜的糖蛋白包围, 因而影响了凝集素的桥梁作用。而胰蛋白

酶能水解这些糖蛋白, 去除伸出脂质双分子层的部分, 使得

糖基暴露出来, 从而容易与相应的凝集素结合 ,并产生细胞

凝集[ 6] 。

  从表1 可以看出, 对于ConA 来说,1 .75 U/ ml 胰蛋白酶即

可使凝集活性达到最大 ;当胰蛋白酶的浓度升到3 .5 U/ ml ,

凝集效价( 血凝滴度) 并不增加; 当胰蛋白酶浓度低于0 .035

U/ ml , 对凝集活性已无影响。采用胰蛋白酶修饰人血红细胞

( A 型) 检测ConA 凝集活性时 ,发现其活性提高了8 倍, 增加

了血红细胞的敏感性、稳定性以及凝集素活性检测的灵

敏度。

表1 胰蛋白酶修饰人血红细胞( A型) 对ConA 凝集活力的影响

Table 1 Effects of humanerythrocytes ( A group ) modified by trypsinase

onthehemagglutination activity of ConA

胰蛋白酶

Trypsin

U/ ml

血凝滴度Hemagglutinationtiter( T)

21 22 23 24 25 26 27 28 29 210

未处理Untreated + + + + + - - - - -

 3 .50 + + + + + + + + - -

1 .75 + + + + + + + + - -

0 .35 + + + + + + + - - -

0 .175 + + + + + + - - - -

0 .035 + + + + + - - - - -

0 .017 + + + + + - - - - -

 注 :“+”、“- ”分别表示凝集和不凝集。下同。

 Note :“+”,“- ”indicate hemagglutination and no- hemagglutination ,resp . .

The same as below.

2 .2 热稳定性 ConA 是一种对热较稳定的凝集素。从表2

可以看出,当温度在40 ℃以下时,ConA 稳定, 保持全部的凝

血活性;当温度升到50 ℃时 ,保温20 min 后虽经缓慢冷却, 但

其凝集活性也有部分丧失, 血凝滴度下降了3 个数量级 ; 到

60 ℃时剩下23 的血凝滴度,70 ℃时只剩下22 的血凝滴度, 当

在80 ℃以上保温20 min 后血凝活性完全丧失。

表2 温度对ConA 活性的影响

Table 2 Effects of temperature onthe activity of ConA

温度

Temperature ∥℃

血凝滴度Hemaggluti nationtiter( T)

21 22 23 24 25 26 27 28

  20 + + + + + + + +

30 + + + + + + + +

40 + + + + + + + +

50 + + + + + - - -

60 + + + - - - - -

70 + + - - - - - -

80 - - - - - - - -

90 - - - - - - - -

100 - - - - - - - -

2 .3 酸碱稳定性 从表3 可以看出 ,在pH 值为3 .7 时, 人血

红细胞发生溶血, 不能具体测定 ConA 凝集活力。但若经

NaHCO3 中和后 ,则ConA 在该pH 值下也有一定的凝集活力。

在pH 值为5 .8～8 .3 ,ConA 的凝集活性较高; 当pH 值> 8 .3

时,ConA 的凝集活性下降; 在pH 值为11 .9、12 .2 和13 .0 时 ,

ConA 的凝集活性完全丧失。其原因在于: 在中性pH 值附

近, 静推斥能量小于其他稳定蛋白质相互作用的能量, 因此

ConA 是稳定的,然而在极端pH 值高静电荷引起的强烈分子
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静电推斥导致ConA 蛋白质分子的肿胀和展开, 部分埋藏在

蛋白质分子内部的羧基、酚羟基和巯基离子化 ,这些离子化

集团将自己暴露在水环境中, 从而造成多肽链的散开, 使得

ConA 的空间结构发生根本性转变[ 8] ,ConA 产生不可逆变性 ,

活力丧失。

2 .4  糖专一性抑制 植物凝集素与糖分子的结合往往表现

出一定的专一性, 即其凝集活性往往被某一种或某一类单糖

或寡糖所抑制。在半抗原抑制反应中, 有最强抑制作用的糖

定义为凝集素专一性糖[ 9] 。

表3 pH值对ConA活性的影响

Table 3 Effects of pH valueonthe activity of ConA

pH值pHvalue
血凝滴度Hemaggl utinationtiter(T)

21 22 23 24 25 26 27 28 29

  3 .7 H H H H H H H H H

5 .8 + + + + + - - - -

6 .2 + + + + + + + + -

7 .8 + + + + + + + - -

8 .3 + + + + + - - - -

9 .1 + + + + - - - - -

9 .5 + + + - - - - - -

10 .8 + + - - - - - - -

11 .2 + - - - - - - - -

11 .9 - - - - - - - - -

12 .2 - - - - - - - - -

13 .0 - - - - - - - - -

 注 :H 表示溶血。

 Note : H means hemolysis .

  从表4 可以看出, D- 葡萄糖、D- 甘露糖能强烈抑制 ConA

与人血( A 型) 细胞的凝集反应, 是ConA 的专一性抑制糖; 鼠

李糖、蔗糖、麦芽糖、N- 乙酰葡萄糖胺( Glc NAc) 对凝血反应也

具有部分抑制作用。

表4 糖对ConA 凝集活性的抑制作用

Table 4 Inhibition of sugar onthehemagglutination activity of ConA

糖Sugar
浓度Concentration∥mmol/ L

500 250 125 62 .5 31 .2 15 .6 7 .8 3 .9
D- 葡萄糖
D-glucose

+ + + + + + + -

D- 甘露糖
D- mannose

+ + + + + + - -

半乳糖
Galactose

+ + + - - - - -

乳糖
Lactose

+ + + - - - - -

海藻糖
Trehalsoe

+ + + + - - - -

鼠李糖
Rhamnose

+ + + + + - - -

N- 乙酰乳糖胺
N-acetylgalactosamine

+ + + + - - - -

N- 乙酰葡萄糖胺
N-acetylglucosamine

+ + + + - - - -

蔗糖
Sucrose

+ + + + + - - -

麦芽糖
Maltose

+ + + + + - - -

2 .5 血凝集活性 对于不同的动物, 红细胞膜表面的寡糖

成分和结构是不一样的。只有当红细胞膜表面的糖与凝集

素分子中糖的结合部位构象相吻合时, 才能引起凝集[ 9] 。有

些凝集素能区分人的 A、B、O、AB 血型, 有些还能区分人类血

型的亚型。从表5 可以看出,ConA 并无人红细胞血型专一

性,对人的A、B、O、AB 型血的红细胞均能发生凝集, 血凝滴

度为28 ;对供血动物种属也无专一性, 对禽类血红细胞的血

凝滴度为23～25 ,对鱼类血红细胞的血凝滴度为22。

2 .6  不同浓度脲对 ConA 凝血活力的影响  从表6 可以看

出, 低浓度的脲( 0 .1 和0 .2 mol/ L) 使ConA 凝集人血( A 型) 红

细胞的活性部分丧失, 但当脲浓度达到0 .4 mol/ L 以上时 ,

ConA 的凝集活性则完全丧失。

表5 ConA的血凝活力

Table 5 Haemagglutinationactivity of ConA

红细胞来源

RBCsources

血凝滴度

Hemagglutinationtiter

红细胞来源

RBCsources

血凝滴度

Hemagglutinationtiter
人血型

Human bloodtype
A 28 兔

Rabbit
210

B 28 鸡
Chicken

23

O 28 鸭
Duck

25

AB 28 鲤鱼
Carp

22

鸽
Pigeon

24 鲫鱼
Carassius auratus

22

表6 脲浓度对ConA 凝血活力的影响

Table 6 Effects of urea concentration on the hemagglutinating activity of

ConA

脲

Urea∥mol/ L

血凝滴度Hemaggluti nationtiter( T)

21 22 23 24 25 26 27 28

    0 + + + + + + + +
0 .1 + + + + + + - -
0 .2 + + + + - - - -
0 .4 - - - - - - - -
0 .6 - - - - - - - -

3  结论

( 1) 凝集素能与多种细胞结合, 并使细胞发生凝集, 如红

细胞、脾细胞、淋巴细胞、精子等[ 1] 。通常采用血红细胞 , 检

测凝集素的活性。这是一种简单、快捷的方法。但是, 用正

常的血红细胞检测分布于豆科植物种子的凝集素时, 发现大

多数种子仅表现出极弱的凝集能力。这给对凝集素的进一

步研究带来了困难。为此,笔者试图采用胰蛋白酶来修饰人

血( A 型) 红细胞, 获得较强的凝集效果, 以提高凝集活性检

测的灵敏度。

( 2) 作为一种凝集素,ConA 具有与糖专一的、可逆结合的

特性。而与 ConA 特异结合的糖( D- 甘露糖和 D- 葡萄糖) , 可

利用含有 D- 甘露糖基和吡�葡萄糖基以及类似结构残基的

天然或修饰的聚糖作亲和吸附剂来分离纯化 ConA。

(3) 由酸碱稳定性试验可知, 在极端pH 值条件下,ConA

产生不可逆变性, 活力丧失。因此 ,在今后进行刀豆凝集素

的灭活方面研究时, 可采用稀碱溶液浸提, 并控制一定的pH

值, 从而灭活大部分的ConA 活力。
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5  展望

小麦种子活力的研究已经取得一定的成就, 目前应加强

对小麦种子活力测定方法和遗传机制的研究,特别是在分子

水平研究桔梗种子活力的遗传决定因素,从理论上提供种子

活力保持的可能途径及活力提高的有效措施。种子活力是

种子生理学的一个新领域, 应把种子生理学与植物发育学、

植物分子生物学及植物生理生化上较前沿的理论 - 胞间信

号传导联系起来。从纵横2 个方面拓宽种子生理研究内容 ,

必将大大推动种子活力的理论研究和实际应用。
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