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摘要　木菠萝种子经抽提、 40% ～ 60%饱和度硫酸铵沉淀和 Gal-Sepha rose 6B亲和层析 , 得到纯化的木菠萝凝

集素 ( Jaca lin)。Jacalin分子量约为 58 200, 由分子量分别是 14 000和 15 800的亚基组成 , 等电聚焦电泳显示多条

区带 , 其 p I为 5. 7～ 8. 65, Schiffs试剂染色证明它是一种糖蛋白 , N-末端为精氨酸和甘氨酸。 Jacalin能凝集除

山羊、 鸡以外的多种动物和人 A、 B、 O和 AB血型红细胞 , 凝集活性受 N-Z酰半乳糖胺 ( Ga lN Ac) 和半乳糖

( Ga l) 抑制。在 pH值为 4. 5～ 10, pH改变不影响 Jacalin凝集活性。
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Abstract　 The lectin o f Jack Frui t ( Jacalin) w as isola ted and purified f rom the seeds of the

Jack Fruit by precipi tate o f 40%～ 60% sa turation ammonium sulfa te and affinity chromatog ra-

phy on Gal-Sepha ro se 6B. Jacalin had an apparent molecular weight o f about 58 200 and is

composed of tw o kinds of subunits which had mo lecula r w eigh t 14 000 and 15 800, respectiv e-

ly. Isoelectric fo cusing on po lyacrylamide gel showed tha t Jacalin gave a spread o f components

wi th calculated iso elect ric point between 5. 7 and 8. 65. Jacalin is a glycopro tein by assay of

Schi ffs stain. The tw o N-terminals are argenine and g lynine. Jacalin could agg lutina te red

blood cells.
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　　随着对凝集素的广泛深入研究 ,凝集素作为一种

工具已广泛用于细胞表面糖链结构、 免疫学、 肿瘤、

生殖生理等诸多方面的研究
[ 1]
。自 1979年 Chat terjee

等报道木菠萝种子抽提液富含凝集素 ( Jacalin)以来 ,

对于 Jacalin的研究国外在近些年已有很多报

道 [2～ 4 ] ,但国内这方面报道极少。木菠萝 ( Artocarpus

heterophy llus )属桑科桂木属 ,为亚热带、热带植物。

我们采用 Gal-Sepharose 6B亲和层析法从广西产木

菠萝种子中纯化其凝集素 ,并对它的理化性质进行研

究 , 现报道如下:

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　木菠萝种子:从本地市场购回木菠萝鲜果 ,取

种子 , 清水洗净 , 40℃左右吹干 , 于— 15℃贮存。

1. 1. 2　人 A、 B、 O血型红细胞: 广西医科大学一附

院提供 ; 动物红细胞 ,广西医科大学动物室提供各种

动物 , 按常规采血制备 , 以阿氏液 4℃保存。

1. 1. 3　试剂和仪器: Sepha ro se 6B、 Sephadex G100、

等电点测定的标准蛋白、层析用低分子量标准蛋白均

为 Phamarcia产品 ; SDS电泳用标准蛋白为 Sigma产

品 ; 标准氨基酸、 丙烯酰胺为 Merck产品。其余均为

国产分析纯试剂。日立 835-50氨基酸分析仪、 日立

100-40型紫外分光光度计 (日本产品 ) ; 721-3型分光

光度计 (湖南益阳仪表厂产品 ) ; BS423型稳流稳压电

泳仪 (北京生化仪器厂产品 )。

1. 2　方法

1. 2. 1　 Gal-Sepharose 6B的制备: 参考 Matsumoto

等方法 [5 ] , 用环氧氯丙环活化 Sepha ro se 6B, 然后加

入半乳糖 ( Gal) , 40℃水浴振荡 24 h , 完成 Gal与
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Sepharose 6B交联 ,洗涤除去未交联的 Gal。装柱 ,以

0. 01 mol /L的 PBS ( pH值 7. 2)充分平衡 , 于 4℃下

贮存备用。

1. 2. 2　凝集活力测定与糖抑制试验: 按常规方法在

V型血凝板上操作 [ 1]。各种糖浓度均为 0. 2 mo l /L,凝

集素蛋白浓度为 0. 1 mg /mL。

1. 2. 3　 PAGE
[6 ]
: 采用 pH值 4. 3的凝胶系统 ,凝胶浓

度为 10% , 板状电泳。

1. 2. 4　 SDS-PAGE: 参阅 Sigma Chemical Company

低分子量标准蛋白电泳说明书进行。凝胶浓度 10%。

1. 2. 5　等电聚胶: 在李士鹏等方法
[7 ]
基础上加以改

进 , 以 pH值 3. 5～ 9. 3的标准蛋白作参考。

1. 2. 6　 Sephadex G100层析: 按张龙翔方法
[ 8]
。

1. 2. 7　糖蛋白染色: Schi ffs染色
[1 ]
。

1. 2. 8　 N-末端氨基酸分析: DN S-Cl法
[9 ]
。

1. 2. 9　氨基酸组成分析:用日立 835氨基酸自动分析

仪测定。

1. 2. 10　pH对凝集活力的影响 [3 ]。

2　结果

2. 1　 Jacalin的纯化

木菠萝种子粉用 0. 01 mo l /L的 PBS ( pH值 7. 2)

抽提 ,粗提液经 40% ～ 60%饱和度硫酸铵沉淀 ,少量

PBS溶解沉淀 , 对 PBS充分透析 , 上 Gal-Sepharose

6B柱 , 先用平衡液洗脱直到 A280降至 0. 05以下后换

0. 2 mol /L的 Cal继续洗脱 (表 1、 图 1)。活力集中在

Gal洗脱峰 , 凝集素回收率为 71. 2% , 纯化近 6倍。

2. 2　纯度

Jacalin电泳后经考马斯亮兰染色出现一条较粗

的主带。在粗带上方有一条很弱的细带。如经 Schif fs

碱染色 , 这两条带均着红色。说明它们均为糖蛋白

(图 2)。

　图 1　木菠萝凝集素在 Gal-Sepharo se 6B柱上洗脱曲线

　 Fig. 1　 Elution pr ofile o f Artocarpus heteroph yllus lectin

on Ga l-sepharo se 6B co lum n

　图 2　 a纯化木菠萝凝集素的聚丙烯酰胺凝胶电泳

( p H值 4. 3)

b木菠萝凝集素糖蛋白染色图谱

Fig . 2　 a. Electropho r etog ram of Artocar pus heteroph yllus

lectin on PAGE ( p H= 4. 3)

b. Ph oto g raphy of Artocarpus heterophy llus lec tin on

stain of g lycopro tein

表 1　木菠萝凝集素的纯化

Table 1　 Pur if ication of Artocarpus heterophyllus lectin

成　　分
Fraction

总蛋白

To tal

pro tein
( mg )

凝集活力

Hemagg lutinating

activity
( ug )

总活力

Tota l

activity

比活力

Specific activ ity
( Activity

/mg Pro tein)

纯化倍数

Purification

fo ld

回收率
Recovery

(% )

粗提液 Crude ex t ract 2880 0. 047 6. 13× 107 2. 13× 104 1

40% ～ 60% ( N H4 ) 2 SO4沉淀液

40% ～ 60% ( N H4 ) 2 SO4 Precipita te
806 0. 015 5. 37× 107 6. 67× 104 3. 1 87. 7

半乳糖洗脱峰

Eleution peak o f Gal
349 0. 008 4. 36× 107 1. 25× 105 5. 9 71. 2

* 凝集活力以 50%人红细胞发生凝集所需的凝集素微克数表示 The hemagglutinating activity is expressed a s amount in micr o-

g rams of lectin r equir ed fo r 50% agg lutina tion o f fresh h uman ery th rocy te.
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2. 3　 Jacalin的理化性质

2. 3. 1　分子量。将层析用低分子量标准蛋白及 Ja-

calin分别上 Sephadex G100进行层析 ,据其洗脱体积

求出分子量为 58 200。在含或不含巯基乙醇条件下进

行 SDS-PAGE,均得到两条蛋白质带 (图 3) ,粗带分

子量为 14 000, 细带为 15 800, 其中两者比例约为

3 1。推测该 Jacalin可能是由 3个分子量为 14 000的

亚基和 1个分子量为 15 800的亚基组成的四聚体。

　　图 3　木菠萝凝集素及标准蛋白的 SDS-PAGE

　　 Fig . 3　 SDS-PAGE of Artocarpus heteroph yllus lectin

and Calibra tion Kit

a. 乳清蛋白 (α-lactalbumin, 14 200); b. 胰蛋白酶抑制剂

( Tr ypsin inhibito r, 20 100) ; c. 胰蛋白酶原 ( Tr ypsinogen,

24 000); d. 碳酸酐酶 ( Carbonic anhydra se , 29 000); e. 3磷

酸甘油醛脱氢酶 ( Gly ceraldehyde-3-pho sphate dehydro ge-

na se , 36 000) ; g . 牛清蛋白 ( Bovine albumin, 66 000); f. 卵

清蛋白 ( Egg albumin, 45 000) .

2. 3. 2　等电聚焦　纯化的 Jacalin经等电聚焦电泳

及考马斯亮兰染色后 ,与在相同条件下电泳的标准蛋

白比较 ,出现 6条蛋白区带 ,在 pH值 5. 7～ 8. 65之间 ,

6条区带相应的 pI分别是 5. 7、 6. 4、 8. 0、 8. 35、 8. 45

和 8. 65。

2. 3. 3　 N-末端及氨基酸组成分析　样品经 DN S-Cl

标记后 ,于恒沸盐酸中抽真空、 110℃水解、蒸干、用

双蒸水溶解后进行聚丙烯酰胺薄膜层析。以同样条件

层析 DN S-Cl标记的标准氨基酸。比较二者 , 结果显

示 Jacalin含两个 N-末端: 精氨酸和甘氨酸。氨基酸

的组成结果见表 2。

2. 4　 Jacalin的血凝活性及 pH的影响

Jacalin能凝集人 A、 B、 O、 AB血型及大、 小白

鼠 , 牛 , 猪 , 鸭等动物红细胞 ; 而对山羊、 鸡的红细

胞不发生凝集。表明其有种属专一性。向凝集素溶液

中加入 0. 2 mol /L的各种单糖 ,测定每种糖对 Jacalin

凝集红细胞的影响 ,结果显示 GalN Ac、 Gal较强抑制

血凝活性。各种糖抑制作用大小如下: GalN Ac> Gal

> 棉子糖> GlcN Ac。D-木糖、岩藻糖、乳糖和葡萄糖

无抑制作用。制备 pH级差为 0. 5系列的缓冲液 ,测定

不同 pH条件下 Jacalin凝集红细胞的活力。结果提

示在 pH值> 10时 ,活性明显下降。pH值 < 4. 5时 ,红

细胞发暗变黑 , 难以观察结果。
表 2　木菠萝凝集素的氨基酸组分分析

Table 2　 Amino acid composition of Artocarpus heterophyllus

lect in ( Jacalin)

氨基酸

Amino acid

蛋白百分含量

Pro tein

( g /100 g )

残基数 /分子

Residues

/Molecule

Asp 10. 04 51 ( 50. 77)

Th r 6. 97 40 ( 40. 12)

Ser 7. 95 53 ( 53. 13)

Glu 8. 46 38 ( 38. 13)

Pr o 3. 60 22 ( 21. 57)

Gly 8. 10 83 ( 82. 60)

Ala 2. 13 17 ( 17. 44)

Cy s 1. 19 7 ( 6. 17)

Va l 7. 19 42 ( 42. 20)

Met - -

Ile 6. 51 33 ( 33. 48)

Leu 6. 45 33 ( 33. 17)

Tyr 9. 39 33 ( 33. 49)

Phe 8. 69 34 ( 34. 36)

Ly s 6. 69 30 ( 30. 37)

His 0. 54 2 ( 2. 29)

Arg 1. 60 6 ( 5. 96)

T rp 1. 72 5 ( 5. 38)

N H3 2. 63 90 ( 90. 03)

To tal 100. 00 529

* 木菠萝凝集素分子量为 58 200。

The mo lecula r w eigh t of Jaca lin is 58 200.

— 未检出 No t detected.

3　讨论

　　目前对凝集素的分离纯化主要采用亲和层析的

方法 ,制备亲和层析主要通过溴化氰活化和环氧氯丙

环活化的方法。一般认为采用环氧氯丙环活化制备的

亲和层析更稳定并具有较高亲和力 [ 10]。Vijayakumar

等
[ 2]
采用环氧氯丙环活化法制备 GalN Ac-Bio-Gel亲

和层析柱来分离纯化 Jacalin, 凝集素回收率为 75%。

由于 GalN Ac价格昂贵 , 一般实验室难以承受。Gal

和 GalN Ac均是 Jacalin特异结合的糖 , 虽然 Gal结

合力略低于 GalN Ac, 但 Gal价钱便宜得多 , 适合大

量制备之用。故我们采用环氧氯丙环活化的 Gal-

37广西科学　 1996年 2月　第 3卷第 1期



Sepharose 6B亲和层析柱 ,结果显示纯化效果二者相

差不大。白桂木、 红桂木与木菠萝同属桂木属 , 红细

胞的凝集作用都受 GalN Ac和 Gal抑制 ,我们用 Gal-

Sepharose 6B分离纯化白桂木和红桂木 , 结果也较

好。因此 Ga l-Sepharo se 6B是一种分离纯化 GalN Ac

和 Gal糖特异性凝集素较好的一种亲和吸附剂。

Ahmed等
[3 ]报道 Jacalin分子量为 42 000,由 4个相同

的分子量为 11 400的亚基组成的四聚体。而 Au-

couturier等
[4 ]
报道 Jacalin分子量为 54 000, 由 3个分

子量为 12 000的亚基和 1个分子量为 15 000的亚基组

成的四聚体。我们的结果与前者有一定差异 , 而

和 Aucouterier报道的相似。这种差异可能是由于木

菠萝产地不同 ,品种差异致使凝集素的组成有差异之

故。PAGE显示纯化的凝集素主要为一区带 , 但等电

聚焦电泳 Jacalin确实出现 6条区带 , 显示出不均一

性。可能的原因是: 其一 , 该凝集素由两种不同的亚

基构成 ,在组成四聚体时可能有多种组合 ,但由于亚

基分子量相差不大 ,从总的分子量反映不出它们的差

异 ; 其二 , 可能存在同工凝集素。故在 PAGE上还不

能显示但在分辩率高的等电聚焦电泳就显示出来了。

氨基酸组分分析表明 Jacalin不含 Met, Cys含量极

低 , SDS-PAGE中 ,加或不加巯基乙醇均可使凝集素

亚基解离 , 这表明各亚基之间以非共价键结合的。

凝集素在临床医学上有很大应用潜力。通过对木

菠萝凝集素纯化及性质的研究 ,可为对其作进一步研

究提供基础资料。
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