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西兰苔凝集素的分离纯化及性质研究 
 

许平平，张学武 

（华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510640） 

摘要：本文采用硫酸铵沉淀法，分别以生理盐水，蒸馏水，pH=7.2 的 Tris-HCl 缓冲液，pH=7.2 的磷酸缓冲液为浸提液，对西

兰苔凝集素进行提取，然后依次利用 DEAE-52阴离子交换层析和 SephadexG-75对凝集素粗品进行分离纯化，并对纯化后的西兰苔凝

集素的部分性质进行研究。结果表明：pH=7.2的Tris-HCl 缓冲液的提取率最高，为 3.57±0.02%；纯化后的西兰苔凝集素分子量约为

27 ku，糖含量为 7.60±0.03%，其凝血活力为 28；糖抑制试验表明，西兰苔凝集素的凝集活性受 D-甘露糖和阿拉伯糖的抑制；热稳定

性实验表明 90 ℃以下凝集素的凝集活性不受温度影响，有较好的热稳定性。此外，西兰苔凝集素的最适 pH 范围是 7~8，强酸强碱

环境中其凝血活性明显下降。在含有 Ca2+的溶液中其凝集活性有所增强，表明西兰苔凝集素活性受 Ca2+影响较大。 
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Purification and Partial Characterization of Lectin from Broccolini 

XU Ping-ping, ZHANG Xue-wu 

(School of Light Industry and Food Sciences, South China University of Technology, Guangzhou 510640, China)  

Abstract: Broccolini lectin (BL) was extracted from Broccolini with normal saline, distilled water, Tris-HCl buffer and phosphate 

buffered saline (PBS), followed by ammonium sulphate precipitation, and finally purified by chromatography DEAE-52 and Sephadex G-75. 

Partial characterization of BL was also studied. The results showed that Tris-HCl buffer had the highest extraction rate of 3.57±0.02%. 

Molecular mass of BL was estimated as 27 ku by SDS-PAGE. The BL contained 7.60±0.03% sugar and its clotting activity was 28. The sugar 

inhibition test showed that its hemagglutinating activity of erythrocyte could be inhibited by D- mannose and arabinose. Moreover, the lectin 

remained stable at 20~90 ℃ and its optimum pH was 7~8. Its clotting activity was significantly decreased in strong acid and strong alkali 

environment. The lectin reaction was also influenced by divalent cations Ca2+, in which its hemagglutinating activity was increased. 
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凝集素（Lectin）是指一种糖蛋白或结合糖的蛋

白，广泛存在于各种植物、无脊椎动物和高等动物中，

因其能凝集红血球而得名。大多数凝集素存在于植物

的成熟种子中,但在叶、茎和根等组织器官中也有发现
[1~2]，凝集素最大的特点是能够识别糖蛋白和糖脂，尤

其是细胞膜中复杂的糖链结构。凝集素对糖基的结合

具有特异性，这可通过糖抑制试验进行研究[3]，此特

异性取决于凝集素中糖基结合位点的大小、形状、糖

链中决定簇的位置等[4]。 

凝集素具有细胞凝集能力，不仅能凝集红细胞，

还能凝集肿瘤细胞，淋巴细胞，精子，细菌等[5]。此

外，凝集素还能识别并结合细菌、肿瘤细胞表面的糖

结构，从而抑制它们的生长。鉴于凝集素的诸多功 
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能，它被广泛应用于病原菌的防治，癌症的治疗，细

胞的分型，含糖基生物大分子的检测等方面。 

西兰苔，又称小小西兰花、芦笋型青花菜、青花

笋，属十字花科芸薹属，由西兰花与芥蓝杂交选育而

成，据美国权威机构检测，其抗癌物质含量比普通蔬

菜高出五到十倍，其抗肿瘤物质种类也多，张学武，

杨艳婧 [6]研究了西兰苔籽中异硫氰酸盐的抗肿瘤活

性，结果显示异硫氰酸盐能有效地抑制卵巢癌细胞

OVCAR-3 生长，且抑制率随药物浓度增大而增大，

呈明显的剂量关系。且半抑制率为 78.3 μg/mL。王晓

琴[7]等对西兰苔叶黄酮的抗癌活性进行了研究，发现

西兰苔叶黄酮对 SW480、HepG2、Hela 和 A549 这 4

种癌细胞的生长均有抑制作用，西兰苔中其他的抗癌

物质还有待发掘。 

近年来，国内外对凝集素的研究很多，越来越多

的凝集素被发现，凝集素的生物学功能备受关注。但

是西兰苔是一种新型蔬菜，目前国内外对它的研究甚

少。本文首次对西兰苔凝集素进行分离纯化，并对它
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的部分性质研究，为西兰苔凝集素的结构鉴定及生物

活性研究以及凝集素类药物开发提供研究资料。 

1  材料与方法 

1.1  仪器、材料与试剂 

1.1.1  仪器 

F-90粉碎机，浙江台州粮仪厂；78-1 磁力搅拌器，

常州澳华仪器有限公司；Savant Modulyod 冷冻干燥

器，美国Thermo公司；FC-16C 高速离心机，方统生

物科技公司；UV2300 紫外分光光度计，上海天美科

学仪器有限公司；HH-S 数显恒温水浴锅，江苏省金

坛市医疗仪器厂；DBS-100 自动部分收集器，上海沪

西分析仪器厂；HL-2B恒流泵，上海精科实业有限公

司；RE-52旋转蒸发仪，上海荣生有限公司；PowerPac 

Basic 电泳仪，美国 Bio-Rad 公司。 

1.1.2  材料 

西兰苔（购自广州市蔬菜研究所），鸡血（市售活

鸡抽取）。 

1.1.3  试剂 

生理盐水，蒸馏水，Tris-HCl 缓冲液（pH=7.2，

0.02 mol/L，含 0.2 mol/L NaCl），磷酸缓冲液（pH=7.2，

0.02 mol/L，含 NaCl 0.2 mol/L），抗凝剂（1%肝素钠），

TBS（pH=7.4，0.15 mol/L NaCl，0.01 mol/L Tris-HCl），

TBS-Ca2+（TBS 含 CaCl2 0.1 mol/L），葡萄糖，麦芽糖，

D-甘露糖，D-木糖，阿拉伯糖，蔗糖，D-葡萄糖美国，

均购自Sigma 公司，SDS-PAGE用各种缓冲液等，所

有试剂均为分析纯。 

1.2  试验方法  

1.2.1  西兰苔凝集素的分离纯化 

凝集素的粗提取 

参照 CHEN Bei[8]等的方法。将新鲜的西兰苔洗

净，切碎，冻干后粉粹，准确称取 4 份干粉，每份 50.0 

g，分别加入 200 mL 生理盐水，蒸馏水，pH=7.2 的

Tris-HCl缓冲液，pH=7.2 的磷酸缓冲液，置于 4 ℃冰

箱中 24 h，三层纱布过滤，滤液以4 ℃，5000 r/min

离心 20 min，收集上清液，于磁力搅拌器上，缓慢加

入硫酸铵晶体至饱和度为 20%，溶解后置于 4 ℃冰箱

中过夜，4 ℃，5000 r/min 离心 20 min，弃沉淀，每份

上清液分别加入硫酸铵晶体至饱和度为 80%，4 ℃冰

箱中过夜，离心弃上清，将每份沉淀加入适量的浸提

液进行溶解，依次用浸提液和蒸馏水透析 24 h，冷冻

干燥即为凝集素粗品，按下式：提取率(%)=凝集素粗

品的质量/西兰苔干粉的质量×100%，计算不同浸提液

的提取率。 

DEAE-52 纤维素柱层析[4] 

填料的活化：称取 10.0 g DEAE-52 纤维素，蒸馏

水浸泡过夜，以布氏漏斗加尼龙纱布进行抽滤，依次

用 0.5 mol/L HCl和 0.5 mol/L NaOH溶液浸泡 0.5 h，

蒸馏水洗至中性，用旋转蒸发仪除去填料中的空气，

备用。 

装柱：选择 2×20 的玻璃层析柱，洗净，剪一与

层析柱内径一致的圆形滤纸片置于底部，将柱下端连

接好细塑料管，固定在铁架台上，倒入Tris-HCl缓冲

液至 1/3 柱高，再将填料沿玻璃棒缓慢倒入柱中，如

有气泡应排除或重装。拧开下端螺旋夹，使流速至

1mL/5 min，待缓冲液接近纤维素面时，继续倒入填料，

用玻璃棒搅拌表面层，以免形成分界层，通过恒流泵

调节流量，至柱床体积不变为止。剪一与柱内径大小

一致的圆形滤纸，从柱的上端轻轻放入，使其沉接于

纤维素柱床表面，最后检查柱面是否平整、无气泡、

不分层。继续平衡，至柱面高度不变及流出液与流入

液的 pH值一致为止。 

上样：称取凝集素粗品100 mg，加 2 mL Tris-HCl

缓冲液溶解，用吸管将纤维素柱上面的缓冲液吸出，

只留一薄层液面，沿玻璃棒缓缓加入样品。拧开下端

的螺旋夹，使样品进入填料中，待样品进入后用少量

Tris-HCl缓冲液冲洗柱壁。 

洗脱收集：采用含 0.05 mol/L、0.1 mol/L、0.2 

mol/L、0.3 mol/L、0.4 mol/L NaCl的 Tris-HCl缓冲液

进行浓度梯度洗脱，调节流速至为 0.5 mL/min，每管

收集 8 min，每个浓度洗脱至 OD280≤0.02，收集蛋白

峰，检测出具有凝血活性的蛋白峰，依次用 Tris-HCl

缓冲液、蒸馏水透析 36 h，每8 h换一次透析液，冻

干保存。 

SephadexG-75 分子筛层析 

填料的活化：称取 8.0 g SephadexG-75，加入 150 

mLTris-HCl 缓冲液，加热煮沸 1 h，期间不断搅拌，

冷却后倾去上清液，再加入Tris-HCl缓冲液，轻轻搅

拌，静置 20 min，倾去上清液，如此反复洗涤至液面

无悬浮杂质即可。 

装柱：与 DEAE-52 纤维素柱层析同。 

上样：称取 50 mg 待纯化的样品溶于 2 mL 

Tris-HCl缓冲液中，其余步骤与DEAE-52 纤维素柱层

析同。 

洗脱收集：采用Tris-HCl缓冲液进行洗脱，其余

步骤同 DEAE-52 纤维素柱层析。 

1.2.2  糖含量的测定 

采用蒽酮-硫酸法测定，将葡萄糖标准品配成 0、
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20、40、60、80、100 μg/mL的溶液各 2 mL，同时将

适量 BL用 2 mL Tris-HCl缓冲液溶解，再分别加入 8 

mL 蒽酮试剂，冰水浴中冷却后沸水浴加热 15 min，

冷却后在 625 nm 下测吸光值，然后以吸光值为纵坐

标，以葡萄糖浓度为横坐标，得到的标准曲线方程为：

y=0.0025x+0.0177，R2=0.9972，根据标准曲线计算凝

集素的糖浓度，利用如下公式计算糖含量： 

糖 含 量 (%)= 糖 浓 度 (μg/mL)/ 凝 集 素 浓 度

(μg/mL)×100% 

1.2.3  2%鸡红细胞悬液的制备 

取新鲜鸡血 5 mL，加入 1 mL抗凝剂，2000 r/min

离心 10 min，弃上清，加入适量TBS 洗涤，1000 r/min，

离心 3 min，弃上清，重复 4 次，按红细胞挤压体积

用 TBS-Ca2+配成 2%红细胞悬液。 

1.2.4  凝血试验 

参照 LIN Peng 等 [9]的方法。用 TBS-Ca2+配置

1.071 mol/L的凝集素溶液，首先在 V型 96 孔板各孔

中加入 25μL TBS-Ca2+，然后在各行首孔中加入 25 μL

凝集素粗品溶液，混匀后从第一孔吸取 25 μL加入第

2 孔，接着从第二孔吸取25 μL加入第 3 孔，以此类

推，最后一孔吸弃 25 μL，最后每孔加入 25 μL 2%红

细胞悬液，混匀，并以 TBS-Ca2+作空白对照，室温放

置 30 min，观察凝集现象。 

无凝集现象时，红细胞沉于 V型板的孔底部，呈

一光滑小圆点；有凝集现象时，红细胞相互聚集成一

片絮状物，不下沉。红细胞的凝集活力以有凝集现象

产生时的最大稀释倍数表示，本文用 2n 表示（n 表示

样品倍比稀释次数）。 

1.2.5  SDS-PAGE 

表 1 SDS-PAGE 制胶各溶液使用量 

Table 1 The formula of SDS -PAGE 

溶液 
5 mL 15%分离 

胶用量/mL 

2 mL 5%浓 

缩胶用量/mL 

蒸馏水 0.5 1.4 

30%丙烯酰胺 2.5 0.33 

1 M Tris-HCl，pH 8.8 1.9 0.25 

10%SDS 0.05 0.02 

10%过硫酸铵 0.05 0.02 

TEMED 0.002 0.002 

配胶：按表 1 所示配方先制分离胶，胶加入凝胶

板后在胶面上灌满聚乙二醇，静置 30 min 后倾去聚乙

二醇，用超纯水清洗胶面，用滤纸吸干水分；再按配

方制浓缩胶，溶液加完后将梳子小心插入胶中，静置

30 min 后将梳子轻轻拔下，卸掉玻璃板，安装到电极

支架上，再将电极支架装配到电泳槽上，在槽中加入

电泳缓冲液，准备电泳。 

上样：上样前将凝集素样品中加入等体积的

2×Lading Buffer，混匀后于 95 ℃热处理10 min，用

移液枪将凝集素样品（20 µL）和 Marker（5 µL）依

次加入梳子孔中。 

电泳：装配好电极，在恒压 60 V下，电泳 30 min，

使溴酚蓝条带迁至分离胶，再将电压升到 120 V，约

35 min 后，溴酚蓝条带接近凝胶下缘，关闭电源，结

束电泳。 

染色及脱色：将玻璃板取出后小心将凝胶剥离下

来，放入装有考马斯亮蓝 R-250 的染色盒中，于摇床

上振荡染色 1 h；将染色完毕的凝胶换到脱色液中振荡

脱色，更换脱色液至背景无色，蛋白条带清晰可见为

止。 

1.2.6  糖抑制试验[10] 

配置0.2 mol/L各种糖溶液和1.071 mg/mL的纯化

后的凝集素溶液，首先于 96 孔 V 型血凝板上每孔加

入 25 μL TBS-Ca2+缓冲液，再各行首孔中分别加入 25 

μL凝集素溶液，并倍比稀释，最后一孔吸弃 25 μL，

各行再分别加入 25 μL各种糖溶液，最后每孔加入 25 

μL 2%鸡红细胞悬液，混匀。室温下放置 0.5 h 后观察。

以 TBS-Ca2+溶液作对照。 

1.2.7  热稳定性试验 

参照唐海淑等[11]的方法。将 96 孔 V 型血凝板各

孔加 25 μL TBS-Ca2+缓冲液，把纯化后的凝集素溶液

于分别置于温度为 20 ℃~110 ℃（以10 ℃为梯度）水

浴中处理30 min，将不同温度处理的凝集素溶液25 μL

分别加入各行首孔中，并作倍比稀释，末孔吸弃 25 

μL，最后每孔加入 25 μL 2%鸡红细胞悬液，混匀。室

温下放置 0.5 h 后观察，以未处理的凝集素溶液作对

照。 

1.2.8  金属离子稳定性试验 

参照唐海淑等[11]的方法。配置 0.05 mol/L 的各

种金属离子溶液和 1.071 mg/mL的纯化后的凝集素溶

液，其余步骤与糖抑制试验同。 

1.2.9  酸碱稳定性试验[12] 

分别用 0.015 mol/L Na2CO3-NaHCO3 缓冲液、

0.015 mol/L Tris-HCl缓冲液、0.015 mol/L磷酸盐缓冲

液、0.015 mol/L 柠檬酸-Na2HPO4 缓冲液配制 pH 

11.0~12.0、pH 9.0~10.0、pH 6.0~8.0、pH 3.0~5.0的不

同 pH缓冲液，再进行凝血试验，在加入 2％鸡红细胞

悬液前加入各行先分别加入等量各不同 pH 值的缓冲

液，观察凝集现象。 

1.3  数据分析 
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所有数据均用 Excel 软件处理，结果用平均值±

标准偏差表示。 

2  结果与讨论 

2.1  不同浸提液的提取率 

由表 1 可知，不同浸提液的提取率有所不同，其

中 Tris-HCl 缓冲液的提取率最高为 3.57%，磷酸缓冲

液次之，蒸馏水的提取率最低，仅为 2.01%，因此从

提取效率来看，Tris-HCl 缓冲液是最佳浸提液，且凝

血试验表明Tris-HCl缓冲液提取的凝集素粗品的凝集

活力可达 23。 

表 2 不同浸提液的提取率（ x ±s, n= 5) 

Table 2 Extraction rate of different extract solutions  

浸提液种类 凝集素粗品的质量/g 提取率/% 

蒸馏水 0.101±0.03 2.02±0.04 

生理盐水 0.113±0.02 2.26±0.03 

Tris-HCl缓冲液 0.179±0.01 3.57±0.02 

磷酸缓冲液 0.162±0.01 3.23±0.04 

2.2  DEAE-52阴离子交换层析 

 
图 1 DEAE-52 阴离子交换层析图 

Fig.1 DEAE-52 anion exchange chromatography 

 
图 2 L1 的 SDS-PAGE 图 

Fig.2 SDS-PAGE of L1 

将冻干的凝集素粗品溶于Tris-HCl缓冲液中，然

后用 DEAE-52 阴离子交换柱进行层析，经洗脱分离

收集，得到 3 个不同的组分，分离效果如图 1 所示。

凝血试验表明，组分 1（L1）具有较高凝集活性，将

L1 进行聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）得到两条

带（如图 2 所示），表明 L1 中含有两种物质，还需进

一步纯化。 

2.3  SephadexG-75分子筛层析 

L1 经 SephadexG-75 分子筛层析后，得到两个不

同的组分（如图 3），这与 L1 的电泳结果一致；凝血

试验表明只有第一个组分（BL）具有凝血活性，与生

理盐水对照组（第三组）相比其凝血活力很强，可达

28，如图 5 所示；将 BL 进行 SDS-PAGE 检测发现只

有一条带（如图 4），说明 BL是单一物质，即西兰苔

凝集素，其分子量约为27 ku。 

 

图 3 SephadexG-75 分子筛层析 

Table 3 Effect of sugar on BL hemagglutinating activity 

 
图 4 BL 的 SDS-PAGE 图 

Fig.4 SDS-PAGE of BL 

 

图 5 BL 凝血试验 

Fig.5 Agglutination test of BL 

2.4  糖抑制试验 
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糖抑制试验表明，除在蔗糖溶液中 BL 的凝集活

力无变化外，在其他糖溶液中均有所下降，其中在 D-

甘露糖和阿拉伯糖溶液中下降幅度最大，说明这两种

糖能够与红细胞竞争性结合 BL，由此推测 BL上这两

种糖的结合位点较多，具体实验结果见表3。 

表 3 糖溶液对 BL 凝集活力的影响 

Table 3 Effects on hemagglutinating activity of BL by sugars  

 葡萄糖 麦芽糖 D-甘露糖 D-木糖 阿拉伯糖 蔗糖 D-葡萄糖 

凝集活力 27 27 25 27 25 28 26 

最小凝集浓度/(mg/mL） 0.008 0.008 0.032 0.008 0.032 0.004 0.016 

2.5  糖含量的测定 

测得 BL的 4 次吸光值的均值为0.112±0.08，根据

标准曲线方程计算得 BL 的糖浓度为 38.0±0.034 

μg/mL，其含糖量为 7.60±0.025%。 

2.6  温度、缓冲液 pH及金属离子的影响 

表 4 pH 对 BL 凝集活力的影响 

Table 4 Effect of pH on BL hemagglutinating activity 

 pH 

 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

凝集活力 24 25 26 26 28 28 27 26 25 25 

最低凝集/(mg/mL) 0.064 0.032 0.016 0.016 0.004 0.004 0.008 0.016 0.032 0.032 

由上表可知，西兰苔凝集素 BL的凝集活性受 pH

的影响，在强酸强碱中凝集活性大幅下降，其最适 pH

范围是 7~8。 

表 5 温度对 BL 凝集活力的影响 

Table 5 Effect of temperature on BL hemagglutinating activity 

 温度/℃ 

 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 

凝集活力 27 28 28 27 26 26 26 25 25 24 

最低凝集/(mg/mL) 0.008 0.004 0.004 0.008 0.016 0.016 0.016 0.032 0.032 0.064 

由表可知，在温度低于 90 ℃时，BL的凝集活性

几乎基本保持不变，只有在温度上升到 90 ℃时，其

活力才有所下降，说明高温破坏了 BL的蛋白质结构，

致使其凝集活性降低。 

表 6 金属离子对 BL凝集活力的影响 

Table 6 Effect of metal ions on BL hemagglutinating activity 

 金属离子 

 Cu2+ Zn2+ Ni2+ K2+ Ca2+ Mn2+ Mg2+ Na2+ Ba2+ Hg2+ 

凝集活力 28 27 26 28 210 28 28 27 29 28 

最低凝集/(mg/mL) 0.004 0.008 0.016 0.004 0.01 0.004 0.004 0.008 0.002 0.004 

上表表明，不同金属离子对西兰苔凝集素的凝集

活性影响不同，在含有 Ca2+的溶液中其凝集活性最强，

在含 Ni2+的溶液中凝集活性最弱，表明凝集素 BL 受

Ca2+影响较大。 

3  结论 

本文以新型蔬菜西兰苔为原料，对其凝集素进行

分离纯化及部分性质研究，得出以下结论：pH=7.2 的

Tris-HCl 缓 冲 液 为 最 佳 浸 提 液 ， 提 取 率 为

3.57±0.022%；粗品经 DEAE-52 柱层析得到的 3 个组

分中只有一个组分具有凝血活性；此组分进行

SDS-PAGE得到两条带；SephadexG-75分子筛层析得

到两个组分，第一个组分（BL）比第二个组分凝集活

性高很多，且电泳显示单一条带，分子量约为 27 ku；

蒽酮-硫酸法测得 BL含糖量为 7.6±0.025%；凝血试验

显示 BL具有较强的凝血活性，最低凝集浓度为 0.004 

mg/mL；pH在 7~8 范围内 BL的凝集活性最强，强酸

强碱会使其活性大幅下降；在含 Ca2+的溶液中 BL 的

凝集活力有所增强，表明其凝集活性受 Ca2+的影响；

此外，西兰苔凝集素还具有较好的热稳定性，在

20 ℃~90 ℃范围内，凝集活性几乎没有变化，高于

90 ℃时，其凝集活性大幅下降，可能是由于高温破坏
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了蛋白质的结构。后期本文还将对西兰苔凝集素的结

构、抑菌活性及抗肿瘤活性进行研究。 
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