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刀豆凝集素提取、分离及产物分析研究

王洪新，娄在祥，朱 松
(食品科学与技术国家重点实验室，江南大学食品学院，江苏 无锡      214122)

　

摘   要：以新鲜刀豆为原料，实验得出了提取刀豆凝集素的最优条件为：提取温度为 22℃，提取时间为 2.5h，
甲酸溶液中 NaCl 浓度为 0.20mol/L，甲酸浓度为 0.7mol/L，料液比为 1:50(W/V)。所得刀豆凝集素活力为 102.96HU/
g，蛋白质提取量为 11.15mg/g。提取液经硫酸铵分级沉淀、透析得到刀豆凝集素粗品，经 HPLC 分析表明，刀

豆凝集初步分离产物有多种不同分子量的蛋白质构成，分子量分布范围较广，从 150000D 到 1300D 左右。分子量

为 710000 左右的组分占 22.65%，分子量为 36000D 左右的组分占 15.55%。初步分离产物中刀豆凝集素的含量较高。
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Abstract ：Fresh sword jackbean was used as material, and the best technological conditions for the extraction of sword jackbean

lectin(SJL) were obtained in this study. The best conditions are as follows: extracting time 2.5 h, extracting temperature 22 ℃, concentration

of NaCl in formic acid solution 0.20 mol/L, formic acid concentration 0.7 mol/L and  ratio of material to water 1:50 (W/V). Under these

conditions, the hemagglutinating activity of SJL is 102.96 HU/g, and the extraction mass of protein is 11.15 mg/g. By ammonium sulfate

fractionation and dialysis,crude product of SJL is got. HPLC analysis showed that the preliminary product of SJL comprises a

number of proteins with different molecular weights, in a wide range, from about 150000 D to 1300 D. The protein with the molecular

weight of about 7100 D accounts for 22.65%, and the protein with, the molecular weight of about 36000 D accounts for 15.55%.

The results showed that the content of sword jackbean lectin in the initial isolate is high.
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Landsteiner 和 Raubitsehek 发现包括生大豆在内的许

多食用豆类的粗提物具有凝集红细胞活性，但他们并没

有意识到这种具有凝集活性物质的重要性。随后的研究

表明，凝集素(1ect in)是一类具有糖专一性，可促使细

胞凝集的蛋白质或糖蛋白[1]。他们广泛存在，并在各种

生命活动中都起着重要作用[2-3]。豆科植物凝集素具有刺

激外周血淋巴细胞 RNA 合成和有丝分裂[4]、诱发人外周

血淋巴细胞产生抗癌淋巴因子、促进巨噬细胞的吞噬作

用、使细胞凝集 [ 5 ]和使肿瘤细胞失活等生物学活性。

本实验探讨了从新鲜刀豆种子(sword jackbean)中提

取分离刀豆凝集素的条件，得到刀豆凝集素粗品，并

分析刀豆凝集素初步分离产物，以期为刀豆中活性物质

的研究和利用提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

新鲜刀豆    广东； 兔血采自新西兰大白兔，血球

经胰蛋白酶处理、戊二醛固定[6]并配成 5% 的红细胞悬液

在 4℃冰箱保存备用。

分子量标准蛋白    Sigma 公司；实验中所用其他试

剂均为国产分析纯。

高效液相色谱仪(配 Shodex 紫外检测器) Waters 公
司；台式高速冷冻离心机    Sigma 公司。

1.2 方法

1.2.1 刀豆凝集素的提取分离[7-9]
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取适量新鲜刀豆种子，加入组织捣碎机内处理

3min，称取 1g, 加适量含有 NaCl 的甲酸溶液，水浴搅

拌抽提、过滤，取滤液 5000r /min 离心 30min，得上

清液，上清液采用硫酸铵分段盐析，取饱和度为

40%～70% 的沉淀，溶解、透析充分、30℃减压浓缩、

2 8 ℃真空干燥，得刀豆凝集素粗品。

1.2.2 蛋白质浓度测定

采用考马斯亮蓝 G - 2 50 法，以牛血清白蛋白为标

准。所得回归方程为：y=1.5318A+0.0408，(R2=0.9998)。

1.2.3 凝集素活力的测定

采用 Liener 法[8-9]，但是将工作溶液改用 pH7.2 等

渗 P B S。

1.3 刀豆凝集素初步分离产物的分子量分布分析

将刀豆凝集素粗品经微孔过滤膜过滤后，上

Shodex PROTEIN KW-802.5 色谱柱，以甲状腺球蛋白

(VB12MW:669000)、醛缩酶蛋白(MW:158000)、牛血清白

蛋白(MW:67000)、卵清蛋白(MW:43000)、过氧化物酶蛋

白(MW:40200)、腺苷酸激酶蛋白(MW:32000)、肌红蛋白

(MW:17000)、核糖核酸酶(MW:13700)、抑肽酶蛋白(MW:
6500)、VR12(MW:1350)为标准品，测定初步分离产物的

分子量分布。

分析条件：高效液相色谱仪，Waters 600(配 Shodex
紫外检测器)；色谱柱 Shodex PROTEIN KW-802.5；流

动相 50mmol/L 磷酸盐缓冲液(pH7.0)+0.3mol/L NaCl；检

测 UV220nm；流速 1.0ml/min；柱温 25℃。

2 结果与分析

2.1 提取溶剂的选择

选择甲酸溶液、pH7.2 磷酸缓冲液、NaCl 溶液作

为提取溶剂在相同条件下分别进行实验，对刀豆凝集素

的提取结果如图 1 所示。可以看出，甲酸溶液作为溶剂

时，蛋白质提取质量和所得凝集素的活力都最高，因

此宜选择甲酸溶液作为提取溶剂。

2.3 提取温度的选择

以甲酸溶液为提取溶剂，在提取时间为 2 . 5 h，甲

酸溶液中 NaCl 浓度为 0.1mol/L，甲酸浓度为 0.5mol/L，
料液比为 1:50(W/V)的条件下，提取温度对刀豆中凝集

素提取的影响如图 3 所示。由图 3 看出，随着温度的升

高，蛋白质提取质量和凝集素活力增大，在 2 5℃时，

两者均取得最大值，温度高于 2 5℃时，凝集素活力受

到影响，蛋白质提取量和凝集素活力都开始减小，所

以，刀豆凝集素的最佳提取温度为 2 5℃。

图1   提取溶剂对SJL提取的影响

Fig.1   Effects of extracting solution on SJL yield
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图2   提取时间对SJL提取的影响

Fig.2   Effects of extracting time on SJL yield
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2.2 提取时间的选择

以甲酸溶液为提取溶剂，在提取温度为 25℃，甲酸

溶液中 NaCl 浓度为 0.1mol/L，甲酸浓度为 0.5mol/L，料

液比为 1:50(W/V)的条件下，选择 7 个时间 1、1.5、2、
2 . 5、3、3 . 5、4 h 进行实验，确定最佳提取时间。提

取结果如图 2 所示。可以看出，在 2 . 5 h 时，蛋白质提

取量和凝集素活力均达到最大，继续增大提取时间时，

凝集素活力开始下降，因此，提取时间选择 2.5h 为佳。

图3   提取温度对SJL提取的影响

Fig.3   Effects of extracting temperature on SJL yield
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图4   甲酸浓度对SJL提取的影响

Fig.4   Effects of formic acid concentration on SJL yield
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2.4 甲酸浓度的选择

以甲酸溶液为提取溶剂，在提取时间为 2.5h，提取

温度为 25℃，甲酸溶液中 NaCl 浓度为 0.1mol/L，料液比

为 1:50(W/V)的条件下，考察甲酸浓度对刀豆中凝集素提

取影响(见图 4)。由图 4 看出，当甲酸浓度为 0.5mol/L 时，

蛋白质提取量达到最大，甲酸浓度高于 0.5mol/L 时，蛋

白质提取量开始下降，凝集素活力虽有上升，但是不明

显；同时过大的甲酸浓度会使提取溶剂 pH 值过低。综

合考虑，甲酸浓度选择 0.5mol/L 为佳。

2.5 NaCl 浓度的选择

以甲酸溶液为提取溶剂，在提取时间为 2 . 5 h，提

取温度为 25℃，甲酸溶液中甲酸浓度为 0.5mol/L，料液

比为 1:50(W/V)的条件下，考察 NaCl 浓度对刀豆中凝集

素提取的影响如图 5 所示。可以看出，当 NaCl 浓度达

到 0.2mol /L 时，蛋白质提取量和凝集素活力都不再增

大，因此，最佳 NaCl 浓度为 0 .2mol /L。

表2   试验结果分析表(Ⅰ)

Table 2   Analysis table of results of test (Ⅰ)

A B C D
K1 23.522 19.969 20.03 17.640
K2 21.378 23.829 27.811 21.623
K3 19.785 20.887 16.844 25.422
k1 7.841 6.656 6.677 5.88
k2 7.126 7.943 9.270 7.208
k3 6.595 6.962 5.615 8.474
R 3.737 3.860 10.967 7.782

2.6 料液比的选择

以甲酸溶液为提取溶剂，在提取时间为 2.5h，提取

温度为 25℃，甲酸溶液中甲酸浓度为 0.5mol/L，NaCl 浓
度为 0.1mol/L 的条件下，考察料液比对刀豆中凝集素提取

影响如图 6 所示。可以看出，当料液比达到 1:50(W/V)
时，蛋白质提取量和凝集素活力的增长趋于平缓，因

此，最佳料液比为 1:50(W/V)。

2.7 刀豆凝集素提取工艺优化

影响刀豆凝集素提取效果的因素很多，本实验探讨

了其中的主要影响因素：提取温度、提取时间、甲酸

浓度、N a C l 浓度、料液比等。然后，在单因素试验

的基础上，以蛋白质提取量、凝集素活力为指标，选

择主要的、需要进一步优化的因素(提取温度、提取时

间、甲酸浓度、N a C l 浓度)，设定实验方案，对刀豆

凝集素提取工艺条件进行优化。

在单因素试验的基础上，按表 1 的设定方案，通

过正交试验，寻找最佳提取条件。以蛋白质提取量为

指标时，结果如表 2 所示。以 k 1、k 2、k 3 为纵坐标，

分别对 A、B、C、D 作图得出蛋白质提取质量与 4 个

因素的关系如图 7 所示。

表1   试验方案的确定

Table 1   Project of test

因素
水平

A提取时间(h) B提取温度(℃) C   NaCl浓度(mol/L) D甲酸浓度(mol/L)
1 22 2.0 0.15 0.3
2 25 2.5 0.20 0.5
3 28 3.0 0.25 0.7

图6   料液比对 SJL 提取的影响

Fig.6   Effects of ratio of material to water on SJL yield
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图5   NaCl浓度对 SJL 提取的影响

Fig.5   Effects of NaCl concentration on SJL yield
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由表 2 极差分析表明，提取温度、提取时间、甲

酸浓度、NaCl 浓度对刀豆蛋白质提取量均有不同程度的

影响，各种因素对蛋白质提取量影响的大小顺序为：C
＞ D ＞ B ＞ A，刀豆中蛋白质提取的最优水平组合为

A1B2C2D3，即提取温度 22℃，提取时间 2.5h，甲酸溶

液中 NaCl 浓度 0.20mol/L，甲酸浓度 0.7mol/L。

图7   蛋白质提取量随提取条件变化曲线

Fig.7   Relationship between protein mass and extracting conditions
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亚基。这说明初步分离产物中刀豆凝集素的含量较高，

只要进一步纯化就可以得到高纯度的凝集素。

图9   刀豆凝集素提取分离产物液相图谱

Fig.9   Liquid chromatogram of raw extracts of sword jackbean lectin
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由表 3 极差分析表明，提取温度、提取时间、甲

酸浓度、NaCl 浓度对提取所得的刀豆凝集素的活力均有

不同程度的影响，各种因素对凝集素活力影响的大小顺

序为：D ＞ A ＞ C ＞ B。以凝集素活力为指标时，提

取的最优水平组合为 A3B2C1D3，即提取温度为 28℃、提

取时间为 2.5h、甲酸溶液中 NaCl 浓度为 0.15mol/L、甲

酸浓度为 0.7mol/L。
结合提取刀豆中蛋白质的最优条件进行分析，提取

温度取 2 2℃和 2 8℃时，所得凝集素的活力相差较小；

当 NaCl 浓度为 0.15mol/L 和 0.20mol/L 时，凝集素活力的

变化与蛋白质提取量的变化相比，幅度很小，因此提

取刀豆凝集素的最优条件应该为：提取温度为 22℃，提

取时间为 2.5h，甲酸溶液中 NaCl 浓度为 0.20mol/L，甲

酸浓度为 0.7mol/L。 经实验验证，在该条件下，所得

到的蛋白质的提取量和凝集素活力都是最高的，因此该

条件是提取刀豆凝集素的最优条件。

2.8 刀豆凝集素初步分离产物分子量分析

刀豆凝集素提取分离产物的分子量分布如图 9 所

示。可以看出，刀豆凝集初步分离产物的组分较为复

杂，有多种不同分子量的蛋白质构成，分子量分布范

围较广，从 150000D 到 1300D 左右。分子量为 71000D
左右的组分占 22.65%，分子量为 36000D 左右的组分占

15.55%；这两个组分应该是刀豆凝集素或者是它的一个

3 结  论

以新鲜刀豆种子为原料，提取刀豆中凝集素的最佳

溶剂是甲酸溶液，凝集素提取的最优工艺条件为：提取

温度为 22℃、提取时间为 2.5h、甲酸溶液中 NaCl 浓度

为 0.20mol/L、甲酸浓度为 0.7mol/L、料液比为 1:50(W/
V)。提取所得刀豆凝集素活力为 102.96HU/g、蛋白质提

取量为 11.15mg/g。
凝集素提取液经硫酸铵分级沉淀、透析等处理后得

到刀豆凝集素(SJL)粗品。经 HPLC 分析表明，刀豆凝

集初步分离产物的组分较为复杂，有多种不同分子量的

蛋白质构成，分子量分布范围较广，从 150000D到 1300D
左右。分子量为 71000D 左右的组分占 22.65％，分子量

为 36000D 左右的组分占 15.55％。这说明初步分离产物

中刀豆凝集素的含量较高。
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表3   试验结果分析表(Ⅱ)

Table 3   Analysis table of results of test (Ⅱ)

A B C D
K1 229.521 207.608 220.901 125.055
K2 176.408 223.686 204.357 254.536
K3 234.647 209.282 215.318 257.985
k1 76.507 69.203 73.634 41.685
k2 58.803 74.562 68.119 84.845
k3 78.216 69.761 71.773 85.995
R 58.239 16.078 16.544 132.93

图8   刀豆凝集素活力随提取条件变化曲线

Fig.8   Relationship between SJL hemagglutinating extracting
conditions activity and extracting conditions
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在单因素试验的基础上，按表 1 的设定方案，以

刀豆凝集素活力为指标时，正交试验结果如表 3 。以

k 1、k 2、k 3 为纵坐标，分别对 A 、B 、C 、D 作图得

出凝集素活力与 4 个因素的关系如图 8 所示。


