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理化因素对大蒜凝集素生物活性的影响
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摘　要：大蒜（犃犾犾犻狌犿狊犪狋犻狏狌犿Ｌ．）鳞茎经浸取、硫酸铵分级沉淀、离子交换柱和凝胶过滤得到凝集素（犃犾犾犻狌犿

狊犪狋犻狏狌犿Ｌ．Ｌｅｃｔｉｎ，ＡＳＬ）样品。ＡＳＬ能凝集兔血红血球和鸡血红血球，使鱼血红血球发生溶血，其中对兔血红

血球的凝集活性最强。大蒜凝集素在７０℃以上的温度加热１０ｍｉｎ才失活，表明大蒜凝集素有较强的热稳定

性。凝集活性最适ｐＨ为４．５～６．４，其凝集活性部分依赖于金属离子，且大蒜凝集素的凝集活性能被变性剂

所抑制。

关键词：大蒜凝集素；理化因素；凝集活性。

中图分类号：Ｑ５１３　　　　文献标识码：Ａ　　　　　文章编号：１００４１３８９（２０１０）０４０１３８０４

犈犳犳犲犮狋狅犳犘犺狔狊犻犮狅犮犺犲犿犻犮犪犾犉犪犮狋狅狉狊狅狀狋犺犲犅犻狅犾狅犵犻犮犪犾犃犮狋犻狏犻狋狔狅犳

狋犺犲犔犲犮狋犻狀犳狉狅犿犃犾犾犻狌犿狊犪狋犻狏狌犿犔．

ＬＩＵＣｈａｏ，ＬＩＮＱｉｎ，ＦＡＮＷｅｎｊｕａｎｄＷＡＮＤｏｎｇｈａｉ
（ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＰｒｏｔｅｃｔｉｏｎａｎｄＵｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＰｌａｎｔａｎｄＡｎｉｍａｌＤｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＥｍｅｉＭｏｕｎｔａｉｎ，Ｌｅｓｈａｎ

ＮｏｒｍａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，ＬｅｓｈａｎＳｉｃｈｕａｎ　６１４００４，Ｃｈｉｎａ）

犃犫狊狋狉犪犮狋：Ｔｈｅ犃犾犾犻狌犿狊犪狋犻狏狌犿Ｌ．Ｌｅｃｔｉｎ（ＡＳＬ）ｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｔｈｅｂｕｌｂｓｏｆｔｈｅｅｄｉｂｌｅ犃犾犾犻狌犿狊犪狋犻

狏狌犿Ｌ．ｂｙｓｏａｋｉｎｇ，ｐｕｒｉｆｙｉｎｇｔｈｒｏｕｇｈｆｒａｃｔｉｏｎａｌｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｏｆａｍｍｏｎｉｕｍｓｕｌｆａｔｅ，ｉｏｎｅｘｃｈａｎｇｅｃｏｌ

ｕｍｎａｎｄｇｅｌｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＥＤＴＡ，ｍｅｔａｌｉｏｎｓ，ｖａｒｉｏｕｓｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓａｎｄｐＨｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ

ｔｈｅｉｒｅｆｆｅｃｔｓｏｎｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ＡＳＬｗａｓｓｔａｂｌｅｂｅｌｏｗ７０℃ａｎｄａｔｐＨｆｒｏｍ４．５ｔｏ６．４．ＡＳＬｗａｓａｌｓｏａｍｅｔａｌｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ．Ｈｅ

ｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｃｏｕｌｄｂｅｒｅｐｒｅｓｓｅｄｂｙｔｈｅｄｅｎａｔｕｒａｎｔ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：Ｌｅｃｔｉｎｏｆ犃犾犾犻狌犿狊犪狋犻狏狌犿Ｌ．；Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｆａｃｔｏｒｓ；Ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙ．

　　凝集素是一类具有糖专一性、可使细胞凝集

的糖蛋白［１］，它能与糖专一性、非共价可逆结合，

广泛存在于植物、动物等生物细胞膜上、细胞质内

和细胞外基质中，与细胞间的粘着、细菌的感染宿

主、受体介导的胞饮、宿主巨噬细胞清除入侵细

菌、胚胎发育和机体代谢的调节控制、精子与卵细

胞的识别、分子或离子的传递、雌性受粉、共生固

氮、植物防御病原体入侵和保护造血干细胞［２６］

等生理过程密切相关。

大蒜（犃犾犾犻狌犿狊犪狋犻狏狌犿Ｌ．）属百合科葱属，为

多年生宿根草本植物，具有消毒和杀菌作用。孙

册［７］从大蒜鳞茎中分离出能够凝集哺乳动物兔等

红血球的甘露糖或甘露糖复合物专一性含糖凝集

素，由４７．５ｋＤ和２６．５ｋＤ的两个亚基组成，富含

Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｖａｌ、Ｔｙｒ、Ｌｅｕ等氨基酸，等电点ｐＩ为

６．０。

本文参照孙册［７］方法略加改动，采用硫酸铵

沉淀、离子交换和分子筛层析分离出大蒜凝集素，

并研究物理和化学因素对凝集素生物学活性的影

响，为揭示凝集素生物活性与其分子学构象的关

系和进一步开发利用大蒜资源提供理论基础。
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１　材料与方法

１．１　材 料

试验用大蒜和动物血液采自四川乐山市农贸

市场。ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ、ＣＭＳｅｐｈａｒｏｓｅ和Ｓｅｐｈ

ａｃｒｙｌＳ２００来自Ｓｉｇｍａ公司国内分装试剂，其余

试剂均为分析纯。所用溶剂均为双蒸水配制。

１．２　方 法

１．２．１　大蒜凝集素样品的制备　参照孙册
［７］方

法改动，并参照文献［８］的方法将大蒜鳞茎经匀

浆、浸取（０．８５％生理盐水）、硫酸铵分级沉淀、阴

离子交换层析（ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ柱，ｐＨ８．０磷

酸缓冲溶液，０～０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ梯度洗脱）、阳

离子交换层析（ＣＭＳｅｐｈａｒｏｓｅ，ｐＨ４．６ＴｒｉｓＨＣｌ

缓冲溶液，０～０．５ｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ梯度洗脱）和

ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ２００分子筛层析（ｐＨ７．４磷酸缓冲溶

液洗脱）得到凝集素样品，用生理盐水稀释，４℃保

存备用。

１．２．２　血细胞悬液的制作　取动物血样，加少许

抗凝剂，用生理盐水混匀离心（２５００ｒ／ｍｉｎ，１５

ｍｉｎ）洗涤３次，去上清液，红细胞沉淀用生理盐

水稀释至２％，４℃保存备用。

１．２．３　大蒜凝集素凝集活性的测定　在９６孔

“Ｖ”型血凝板上倍比稀释法
［８］测定，检查凝集活

性［９］。

１．２．４　温度对大蒜凝集素凝集活性的影响　按

１０℃温度梯度在３０～１００℃范围内，恒温３０ｍｉｎ后

用冰水迅速冷却至室温，倍比稀释测定凝集活性［１０］。

１．２．５　ｐＨ 对大蒜凝集素凝集活性的影响　大

蒜凝集素样品在不同的ｐＨ缓冲液中（ｐＨ＝２．０，

２．５，３．５，４．０，４．５，５．８，６．０，６．４，７．２，８．０）充分透

析２ｈ后测定凝集活性
［１０］。

１．２．６　金属离子对凝集素凝集活性的影响 　用

０．０２ｍｏｌ／Ｌ的ＥＤＴＡ对大蒜凝集素进行充分透

析，检测其对兔血红细胞的凝集活性；于重蒸水透

析去ＥＤＴＡ后分别加入０．０１ｍｏｌ／Ｌ的 Ｍｇ
２＋、

Ｚｎ２＋、Ｃａ２＋、Ｃｕ２＋、Ｍｎ２＋，再检测凝集活性
［１１］。

１．２．７　变性剂对大蒜凝集素凝集活性的影响　

用生理盐水配制１ｍｏｌ／Ｌ盐酸胍及０．０１ｍｏｌ／Ｌ

的ＳＤＳ溶液。在倍比稀释后的大蒜凝集素中分

别加入盐酸胍和ＳＤＳ溶液，静置４ｈ后，检测凝

集活性［１２］。

２　结果与分析

２．１　大蒜凝集素对不同种类代表动物血红细胞

凝集活性的影响

表１表明，大蒜凝集素对不同血红细胞的凝

集活性不同，大蒜凝集素对兔等哺乳动物血红细

胞的敏感性最高，凝集性最强，与孙册［７］研究结果

一致。而对鸟类鸡血红细胞的凝集活性稍低，鱼

血红细胞遇到大蒜凝集素发生溶血现象。细胞凝

集是高度复杂的反应，凝集素识别细胞表面的特

异性糖基团，选择性地使不同种类的细胞凝集。

可能由于兔血红细胞中的受体数量更多或者兔血

红细胞表面具有特定的甘露糖结构成分［８］，所以

大蒜凝集素对兔血红细胞的凝集活性高于对鸡血

红细胞的凝集活性。

表１　凝集素在不同动物血红细胞中的凝集活性

犜犪犫犾犲１　犎犲犿犪犵犵犾狌狋犻狀犪狋犻狀犵犪犮狋犻狏犻狋犻犲狊狅犳犾犲犮狋犻狀狊犪犿狆犾犲狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犪狀犻犿犪犾犲狉狔狋犺狉狅犮狔狋犲狊

红血球来源

Ｏｒｉｇｉｎｏｆｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ

大蒜凝集素的质量浓度／（μｇ／ｍＬ）Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ犃犾犾犻狌犿狊犪狋犻狏狌犿Ｌ．ｌｅｃｔｉｎ

５００ ２５０ １２５ ６２．５ ３１．５ １５．３ ７．６． ３．８ １．９ ０．９５ ０．４８ ０．２４

兔Ｒａｂｉｔ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － －

鸡Ｃｈｉｃｋｅｎ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋ － － － － － － － －

鱼Ｆｉｓｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ

注Ｎｏｔｅ：“＋＋＋”．最强凝集活性Ｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙ；“＋＋”．强凝集活性 Ｈｉｇｈｅｒｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙ；“＋”．凝

集活性 Ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙ；“－”．不凝集 Ｗｉｔｈｏｕｔｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙ；“Ｈ”．溶血 Ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ。下同Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ．

２．２　不同温度对大蒜凝集素凝集活性的影响

试验结果表明（图１），在３０～８０℃这一梯度

内，随着温度的上升，大蒜凝集素的凝集活性下

降，当温度上升到７０℃、８０℃时，凝集素完全失

活。表明大蒜凝集素和其他凝集素［１１１３］一样具有

较强的热稳定性。当高温加热的凝集素进行检测

时还有大量的红细胞沉淀，此时所表现的不是凝

集活性，而是表现出大量蛋白质变性，而产生的沉

降，空间结构的改变使原有的蛋白失去活性。

２．３　不同狆犎对大蒜凝集素凝集活性的影响

表２表明，当ｐＨ在４．０～７．２范围内时，大

蒜凝集素均有一定的凝集活性，其中在ｐＨ为５．８
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时，凝集活性最强。当ｐＨ为６．０时，凝集活性降

低，在ｐＨ为６．４时凝集活性又增强，根据这一现

象推测，由于凝集素等电点为６．０
［７］，为此当ｐＨ

高于或低于６．０时，侧链基团的碱性或酸性氨基

酸解离，对凝集活性有促进作用，也有可能是因为

凝集素中的蛋白质成分在环境ｐＨ 低于等电点

时，会引起自身非特异性凝集，即酸凝集［１４］。而

当ｐＨ≤３．５或ｐＨ≥８．０时，大蒜凝集素没有活

性，甚至发生溶血现象。

图１　温度对凝集素活性的影响

犉犻犵．１　犜犺犲犲犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狊狅狀狋犺犲

犺犲犿犪犵犵犾狌狋犻狀犪狋犻狀犵犪犮狋犻狏犻狋犻犲狊狅犳犾犲犮狋犻狀

２．４　金属离子对大蒜凝集素凝集活性的影响

图２显示，大蒜凝集素的凝集活性在很大程

度上可被０．０２ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ抑制，说明大蒜凝

图２　金属离子对大蒜凝集素凝集活性的影响

犉犻犵．２　犜犺犲犲犳犳犲犮狋狅犳犪犱犱犻狋犻狅狀１０犿犿狅犾／犔犆犪
２＋，

犕狀２＋，犕犵
２＋，犆狌２＋犪狀犱犣狀２＋犻狅狀狊狅狀狋犺犲

犺犲犿犪犵犵犾狌狋犻狀犪狋犻狀犵犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犾犲犮狋犻狀

集素分子中具有维持活性所必须的金属离子，表

现出对金属离子的依赖性。经ＥＤＴＡ透析后的

大蒜凝集素中加入 Ｍｇ
２＋、Ｚｎ２＋、Ｃａ２＋、Ｃｕ２＋后，凝

集活性有不同程度的恢复，说明大蒜凝集素对

Ｍｇ
２＋、Ｚｎ２＋、Ｃａ２＋、Ｃｕ２＋有不同程度的依赖性，这

与不同ｐＨ对凝集活性的影响结果一致，表现在

氨基酸侧链基团的解离对凝集活性有促进作用。

其中对 Ｍｇ
２＋、Ｚｎ２＋、Ｃａ２＋的依赖性较强，也无明

显的选择性。对 Ｃｕ２＋ 的依赖性很低，而加入

Ｍｎ２＋后，凝集素的凝集活性没有恢复，说明大蒜

凝集素对 Ｍｎ２＋不具有金属依赖性。

表２　狆犎对大蒜凝集素凝集活性的影响

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狅犳狆犎狏犪犾狌犲狅狀狋犺犲犺犲犿犪犵犵犾狌狋犻狀犪狋犻狀犵犪犮狋犻狏犻狋犻犲狊狅犳犾犲犮狋犻狀

ｐＨ

大蒜凝集素的质量浓度／（μｇ／ｍＬ）Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ犃犾犾犻狌犿狊犪狋犻狏狌犿Ｌ．ｌｅｃｔｉｎ

５００ ２５０ １２５ ６２．５ ３１．５ １５．３ ７．６ ３．８ １．９ ０．９５ ０．４８ ０．２４

２．０ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ ＿－ － － － －

２．５ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ － － － － － －

３．５ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ － － －

４．０ ＋ ＋ ＋＋ ＋ ＋ － － － － － － －

４．５ ＋ ＋ ＋ ＋＋ ＋ － － － － － － －

５．８ ＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋ ＋ ＋ － － － －

６．０ ＋＋ ＋ ＋ － － － － － － － － －

６．４ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ － － － － － －

７．２ ＋＋ ＋ ＋ － － － － － － － － －

８．０ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ － － － － － －

表３　变性剂对大蒜凝集素凝集活性的影响

犜犪犫犾犲３　犈犳犳犲犮狋狅犳犱犲狀犪狋狌狉犪狀狋狊狅狀狋犺犲犺犲犿犪犵犵犾狌狋犻狀犪狋犻狀犵犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犾犲犮狋犻狀

变性剂

Ｄｅｎａｔｕｒａｎｔ

大蒜凝集素的质量浓度／（μｇ／ｍＬ）Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ犃犾犾犻狌犿狊犪狋犻狏狌犿Ｌ．ｌｅｃｔｉｎ

５００ ２５０ １２５ ６２．５ ３１．５ １５．３ ７．６ ３．８ １．９ ０．９５ ０．４８ ０．２４

无变性剂Ｎａｔｉｖｅ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋ － － － －

盐酸胍

Ｇｕａｎｉｄｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ
＋ － － － － － － － － － － －

十二烷基磺酸钠ＳＤＳ － － － － － － － － － － － －

·０４１· 西　北　农　业　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　　１９卷



２．５　变性剂对大蒜凝集素凝集活性的影响

从表３可以看出，盐酸胍与ＳＤＳ能使大蒜凝

集素的活性几乎完全丧失，说明大蒜凝集素对变

性剂的稳定性较差，不如其他凝集素，如黄精凝集

素［１１］只有当盐酸胍浓度达到６ｍｏｌ／Ｌ时才会失

去活性。

３　结 论

大蒜凝集素ＡＳＬ能凝集哺乳动物兔等血红

血球。凝集素在７０℃以下具有凝集活性，表明大

蒜凝集素有较强的热稳定性。凝集活性最适ｐＨ

为４．５～６．４，其凝集活性部分依赖于金属离子，

对变性剂的稳定性较差。
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