
书书书

刘　主，肖仔君，何智丹，等．草菇凝集素ＶＬ－２的分离纯化及其凝血活性研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（５）：２７３－２７５．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．０５．０９１

草菇凝集素 ＶＬ－２的分离纯化及其凝血活性研究
刘　主１，肖仔君２，何智丹１，黄绍明１

（１．韶关学院英东生命科学学院，广东韶关５１２００５；２．韶关学院英东食品科学与工程学院，广东韶关 ５１２００５）

　　摘要：以草菇子实体为材料，通过ＰＢＳ浸提、硫酸铵沉淀、ＤＥＡＥ－５２纤维素离子交换层析、ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５凝胶
过滤层析等步骤，分离获得草菇凝集素单一成分 ＶＬ－２。在此基础上，开展了 ＶＬ－２对仓鼠、小白鼠、猪、狗、猫、驴、
鸭、鸽子、兔、蛙、蛇、鸡等１２种动物血红细胞的凝血活性试验，结果发现ＶＬ－２对上述前１１种动物凝血活性的效价分
别为１０２４、１０２４、５１２、４０９６、４０９６、１０２４、６４、６４、１２８、６４、２０４８Ｕ／ｍｇ，而对鸡血红细胞没有凝血活性。
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　　凝集素（ｌｅｃｔｉｎ）是一种非免疫起源、不具有酶活性、可凝
集细胞或沉淀糖复合物的蛋白质或糖蛋白，该蛋白可专一识

别糖并与之非共价、可逆地结合［１－２］。它对血细胞、淋巴细

胞、恶性细胞均有凝集作用，具有鉴定血型及微生物、抗感染、

抗炎症、抗血栓，促进细胞分裂、免疫调节等功效，已成为相关

领域的特效工具［３－４］。

食用菌凝集素是食用菌中重要的药理成分之一，研究显

示：食用菌凝集素在大多数食用菌子实体的杀虫活性方面起

重要作用，且不受蛋白酶及热的影响，是一种良好的杀虫剂候

选材料，有可能成为一种抵抗害虫的基因源［５］。食用菌凝集

素除了具有与植物凝集素相似的功能外，它还在促进菌丝分

化、子实体形成等方面具有活性［６－７］。近几年来，国内外对食

用菌凝集素的研究不断升温，食用菌凝集素已成为继食用菌

多糖之后的另一活性物质而成为研究热点［８］。双孢蘑菇凝

集素ＡＢＬ对人上皮细胞及恶性结肠细胞具有抗增生作用，且
无明显细胞毒性，此特性赋予它作为抗赘生药物的重要治疗

潜能［９］，目前双孢蘑菇凝集素已经进入了商业化生产。本试

验从草菇子实体中提取凝集素，建立草菇凝集素的分离纯化

方法并进行凝血活性试验，旨在为草菇凝集素性质研究和开

发应用奠定良好基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
草菇（Ｖｏｌｖａｒｉｅｌｌａｖｏｌｖａｃｅａ）购于韶关市一市场。
固体培养基（ＰＤＡ）：新鲜马铃薯２００ｇ／Ｌ，葡萄糖２０ｇ／Ｌ，

磷酸二氢钾３ｇ／Ｌ，硫酸镁１．５ｇ／Ｌ，琼脂２０ｇ／Ｌ。
透析袋（２７ｍｍ，３５００ｕ；Ｓｐｅｃｔｒｕｍ，美国），２－巯基乙醇

（Ａｍｒｅｓｃｏ，美国），聚乙二醇２００００（Ｓｉｇｍａ，美国），ＤＥＡＥ－５２

纤维素（Ｗｈａｔｍａｎ，英国），ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５（ＧＥ，美国），丙烯酰
胺、甲叉双丙烯酰胺、Ｔｒｉｓ均为进口分装，其他试剂均为国产
分析纯。

Ｊ２－ＭＣ微控高速冷冻离心机（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ，美国），
Ｕｌｔｒｏｓｐｅｃ２０００分光光度计（ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒａｍａｃｉａＢｉｏｉｅｃｈ，瑞
士），ｍｉｎｉＶＥＣｏｍｐｌｅｔｅ微型垂直电泳槽（ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒａｍａ
ｃｉａＢｉｏｉｅｃｈ，瑞士），ＥＰＳ３５０１电泳仪（ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒａｍａｃｉａ
Ｂｉｏｉｅｃｈ，瑞士），ＡＬＰＨＡ１－２ＬＤＰＬＵＳ冻干机（Ｃｈｒｉｓｔ，德国）。
１．２　试验方法
１．２．１　草菇凝集素的粗提　所有提取步骤均在４℃下操作，
取新鲜的草菇子实体１０００ｇ，在１０００ｍＬ浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ
的磷酸缓冲液（ＰＢＳ）（ｐＨ值８．０，含０．１％的２－巯基乙醇）
中匀浆，静置３ｈ。匀浆液在３５００ｒ／ｍｉｎ下离心２０ｍｉｎ。取
上清液并用９０％的硫酸铵沉淀，１００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，沉
淀溶于 １０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＰＢＳ（ｐＨ值 ８．０）中。透析除盐 ３６～
４８ｈ，聚乙二醇２００００浓缩得草菇凝集素粗品［１０］。

１．２．２　草菇凝集素的分离纯化　ＤＥＡＥ－５２纤维素经碱—
酸—碱处理，湿法装柱，柱长２．５ｃｍ×２０ｃｍ。洗脱程序为：分
别采用 ＰＢＳ及含 ０．１、０．２、０．３、０．４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的 ＰＢＳ
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值８．０）溶液进行不连续梯度洗脱。洗脱流速
２ｍＬ／ｍｉｎ，每８ｍＬ收集１管，每种洗脱液收集１２管。对收集
的每管溶液分别进行凝血活性测定，并在２８０ｎｍ下测定每管
溶液Ｄ值，作出洗脱曲线。收集具有凝血活性的洗脱峰，透析
除盐３６～４８ｈ，聚乙二醇２００００浓缩得草菇凝集素半纯品。

将 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５装柱（１．５ｃｍ×１００ｃｍ），流速
０．４ｍＬ／ｍｉｎ，１０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ值８．０）洗脱，３．０ｍＬ体积分
部收集。对收集的每管溶液分别进行凝血活性测定，并在

２８０ｎｍ下测定每管溶液Ｄ值，作出洗脱曲线。收集具有凝血
活性的洗脱峰，透析除盐３６～４８ｈ，聚乙二醇２００００浓缩，真
空干燥得到草菇凝集素纯品。

１．２．３　ＳＤＳ－聚丙烯酰凝胶电泳法纯度检验　采用不连续
ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳，分离胶浓度为１０％，浓缩胶浓度
为３％，点样量为３０μｇ，１０ｍＡ预电泳约３０ｍｉｎ，待样品进入
分离胶后，调电流至２０～２５ｍＡ，待溴酚蓝至凝胶底部边沿
１ｃｍ时停止电泳。
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１．２．４　草菇凝集素的凝血活性测定
１．２．４．１　血红细胞悬浮液的制备及凝血活性测定　用
ＥＤＴＡ作抗凝剂采集小白鼠血液，离心，除去血浆，用 ＰＢＳ洗
涤３～５次，使血红细胞悬浮于 ＰＢＳ液中，浓度为２％。在微
量Ｖ型血凝板上按文献［１１］方法进行活力测定：取５０μＬ的
草菇凝集素提取液与等体积的 ＰＢＳ在 Ｖ型血清微量稀释板
上进行倍比稀释，然后加入５０μＬ２％的小白鼠血红细胞悬
液，振荡摇匀后，室温放置２ｈ，检查凝集结果，最后以对凝集
素最大倍稀释倍数（２ｎ）来表示凝集效价。即１个单位的凝
血活性（Ｕ）定义为能使２％的动物血红细胞产生完全凝集现
象所需凝集素样品的最高稀释倍数的倒数［１２］。

１．２．４．２　动物血红细胞凝血试验　分别采集仓鼠、小白鼠、
猪、狗、猫、驴、鸭、鸡、鸽子、兔、蛙、蛇的血液，按“１．２．４．１”节
方法制备血红细胞悬浮液及进行凝血试验，测定其凝血活性。

２　结果与分析

２．１　草菇凝集素的分离纯化
草菇凝集素粗品经ＤＥＡＥ－５２纤维素柱层析分离纯化，结

果见图１。由图１可知：经 ＤＥＡＥ－５２纤维素柱层析洗脱后，
可得５个峰，其中峰 １、峰２、峰３分别为 ＰＢＳ、０．１ｍｏｌ／Ｌ的
ＮａＣｌ、０．２ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＣｌ所洗脱，具有凝血活性。其中峰２凝
集效价最高，而Ｄ２８０ｎｍ相对较低，且峰型较好，故收集峰２。透
析除盐，聚乙二醇２００００浓缩得草菇凝集素半纯品ＶＬ－２。

半纯品ＶＬ－２经ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５柱层析纯化，结果见图
２。由图２可知：半纯品ＶＬ－２经ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５柱层析洗脱
有２个峰，其中峰１具有凝血活性。收集峰１，透析除盐，聚乙
二醇２００００浓缩，真空干燥得到草菇凝集素纯品 ＶＬ－２。

２．２　草菇凝集素ＶＬ－２纯度
将纯品ＶＬ－２经不连续ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳检验

纯度，结果见图３。泳道１、２、３均为单一条带（箭头所指条

带，泳道１、２、３上样均为纯品ＶＬ－２），说明纯品ＶＬ－２已经
得到了纯化。

２．３　草菇凝集素ＶＬ－２的凝血试验
分别采集仓鼠、小白鼠、猪、狗、猫、驴、鸭、鸡、鸽子、兔、

蛙、蛇的血液，测定草菇凝集素 ＶＬ－２对这些动物血红细胞
的凝血活性（表１）。

从表１中可以看出，凝集素ＶＬ－２对１２种动物血液凝血
作用存在明显差异，其中对狗和猫血红细胞的凝集效价最高，

均为４０９６Ｕ／ｍｇ；对鸭、鸽子、蛙的血红细胞的凝集效价较
低，均为６４Ｕ／ｍｇ，而对鸡血红细胞没有凝血活性。

表１　凝集素对１２种动物的凝血试验

动物名称
凝集效价

（Ｕ／ｍｇ） 动物名称
凝集效价

（Ｕ／ｍｇ）

仓鼠 １０２４ 鸭 ６４
小白鼠 １０２４ 鸡 ０
猪 ５１２ 鸽子 ６４
狗 ４０９６ 兔 ２０４８
猫 ４０９６ 蛙 ６４
驴 １０２４ 蛇 １２８

３　讨论与结论

食用菌凝集素分布广泛，具有许多潜在功能，且稳定、专

一［１３］，具有良好的开发与应用前景。近年来，虽然有关食用

菌凝集素的研究越来越多、越来越深入，但是目前已被研究人

员分离纯化和进行性质研究的并不多，能进入商业化生产的

食用菌凝集素更是寥寥无几。因此，仍有很多食用菌凝集素

有待进一步研究和开发利用。

通过ＰＢＳ浸提、硫酸铵沉淀、离子交换层析、凝胶过滤层
析等步骤，从草菇子实体中分离得到草菇凝集素纯品ＶＬ－２。
ＶＬ－２对仓鼠、小白鼠、猪、狗、猫、驴、鸭、鸽子、兔、蛙、蛇等
１１种动物的血红细胞的凝集效价分别为１０２４、１０２４、５１２、
４０９６、４０９６、１０２４、６４、６４、１２８、６４、２０４８Ｕ／ｍｇ，而对鸡血红细
胞没有凝血活性。草菇生长迅速、产量高，本试验从草菇子实

体中提取凝集素，并建立了草菇凝集素ＶＬ－２的分离纯化方
法，并对一些动物血红细胞进行凝血活性试验，为草菇凝集素

特性研究及开发利用奠定了基础。
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免疫芯片法追溯检测克伦特罗用药史研究

孙来玉，钱　坤，杨金田，邵朝纲，尹　莉
（湖州师范学院生命科学学院，浙江湖州３１３０００）

　　摘要：以雄性皖浙花猪毛发、尿液为检测材料，以免疫芯片为检测手段，考察克伦特罗残留规律。结果表明，免疫
芯片法检测动物毛发样品的检测限和定量限分别为０．１５、０．５０ｎｇ／ｇ，回归方程为：ｙ＝－０．３９１ｘ３＋１２．５７６ｘ２－１４１．８８ｘ＋
８６７．８４，ｒ２＝０．９９９４，线性范围为０．５～１６．０ｎｇ／ｇ，回收率为６５．２％～８１．４％，休药期４２ｄ仍能检测出毛发中克伦特罗残
留。免疫芯片法检测动物尿液样品的检测限和定量限分别为 ０．２０、０．６０ｎｇ／ｍＬ，回归方程为：ｙ＝－０．１０７１ｘ３＋
６１７９５ｘ２－１１０．３３ｘ＋８３９．３７，ｒ２＝０．９９２３，线性范围为０．６～１６．０ｎｇ／ｍＬ，回收率为６１．５％～７２．２％，休药期７ｄ基本
不能检测出克伦特罗残留。免疫芯片法检测动物毛发克伦特罗残留快速、简单、准确，适合规模化检测，可用于克伦特

罗用药史追溯性检测。
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作者简介：孙来玉（１９７４—），男，安徽无为人，实验师，研究方向为生
物医药与食品安全。Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｕｎｌｙ＠ｈｕｔｃ．ｚｊ．ｃｎ。

　　盐酸克伦特罗（ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣＬ－Ｈ）别称
“瘦肉精”，在药理学上属人工合成的β２受体激动剂，可用于
治疗支气管哮喘［１］。克伦特罗（ＣＬ）易在动物可食组织中残
留蓄积，引发食品安全事件。２００２年１２月２４日中华人民共
和国农业部第２３５号公告明确规定动物性食品中不得检出克
伦特罗。国内外报道 ＣＬ残留检测的文献颇多，其分析测试
方法主要包括化学分析法［２］、色谱法［３－７］、毛细管电泳

法［８－９］、免疫学分析法［１０－１３］、电化学分析法［１４］、生物传感器

法［１５－１６］等。免疫芯片法检测药物残留具有规模化检测的优

点，现已成为高通量检测药物残留技术的一种。克伦特罗具

有促进动物生长、提高瘦肉率、减少脂肪等效果，因此市场上

经常出现添加克伦特罗饲养后休药一段时间再出售猪，致使

猪屠宰前尿检不能检出克伦特罗的情况；因此建立克伦特罗

用药史追溯检测方法具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
试验动物：雄性皖浙花猪。试药：免疫芯片，辣根过氧化

酶（ＨＲＰ，ＣａｎＡｇＣｏ．，Ｌｔｄ）；９８．５％盐酸克伦特罗（美国 Ｓｉｇ
ｍａ公司）；辣根过氧化酶标记的克伦特罗 （ＣＬ－ＨＲＰ，用经典
的过碘酸反应制得）；化学发光 ＡＢ检测液（Ｌｕｍｉｎｏｌ－Ｈ２Ｏ２，
Ｐｉｅｒｃｅ）；０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，ｐＨ值为 ６．９）；１０
倍洗液（８．５ｇＮａＣｌ，１２．１ｇＴｒｉｓ，７ｍＬＨＣｌ，１ｍＬＴｗｅｅｎ－２０，
稀释至１０００ｍＬ，ｐＨ值为７６）；双蒸水（自制）；其他试剂均
为分析纯试剂。仪器：ＨＫ－２００１Ａ芯片阅读仪（上海数康生
物科技有限公司）；ＨＺ－９３１０摇床（江苏太仓华利达实验设
备有限公司）；ＰＨＳ－３ＣｐＨ计（上海虹益仪器仪表有限公
司）；ＳＫ７２００Ｈ超声清洗器（上海科导超声仪器有限公司）；
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