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　　摘要：为了研究新疆白芸豆中凝集素的提取及纯化工艺，以凝集素特异性活力为评价指标，通过单因素及响应面
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　　凝集素（ｌｅｃｔｉｎ）是一类至少有１个非催化结构域、能非共
价地可逆结合专一性单糖或寡糖的非免疫源性、非酶本质的

糖结合蛋白，目前在动物、植物、微生物和病毒中均有发

现［１－３］。关于凝集素的免疫作用、抗营养作用（致毒作用）、

使细胞表面成分再分布、修饰细胞膜酶的活力、阻断卵受精、

对脂肪细胞具有类似胰岛素的活性等也逐渐被研究和证

实［４－５］。目前对于凝集素的研究主要集中于植物凝集素，由

于凝集素对于单糖或糖复合物特异性结合的能力，使其在如

信号转导、免疫反应、植物防御等诸多信号过程中均具有重要

作用。同时，凝集素具有细胞凝集、抗病毒、抗真菌及诱导细

胞凋亡或自噬等多种能力，因此在生命科学、医学及农业方面

均有较好的研究价值和应用前景。

在植物凝集素研究中发现，豆科植物凝集素种类最丰富，

有６００多种，其中７０多种已经被分离纯化，大多来自豆科植
物的种子，在成熟种子中占蛋白质总含量的１０％左右［６］。另

外，在其他组织，如叶、茎、果实、树皮、根中也分布着一些与种

子凝集素高度同源的凝集素［７－９］，它们虽然与种子凝集素有

类似的氨基酸序列和糖结合特异性，但仍然是由不同基因编

码的。豆科植物凝集素一级氨基酸序列和三级结构相似性很

高，但是糖专一性和四级结构却有很大的不同［１０］。因此，研

究不同豆科类来源凝集素的结构，对于豆科类凝集素在生物

学、农学和医学领域的应用具有重要的意义。

白芸豆（ｗｈｉｔｅｋｉｄｎｅｙｂｅａｎ）属豆科（Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ）蝶形花
亚科（Ｐａｐｉｌｉｏｎｏｎｉｄｅａｅ）菜豆族菜豆属［１１］。由于其营养价值丰

富（１００ｇ干豆中含碳水化合物 ３７．６％ ～４８．５％，蛋白质
１９．９％～２０．０％，脂肪１．６％～２．１％，钙１２０ｍｇ，铁１０ｍｇ），
因此可作为一种高钾低钠食品，适合高血脂、心脏病、动脉硬

化和忌盐者食用［１２］，而且食用后不会产生腹泻、乏力、厌食、

体质量反弹等现象，完全符合世界卫生组织的减肥原

则［１３－１６］。因此，自白芸豆从阿根廷、墨西哥引进并经人工栽

培驯化后已经在全国各地广泛种植。然而，目前关于白芸豆

中凝集素的研究却鲜有报道。因些，本研究以新疆白芸豆为

研究对象，通过响应面分析法优化凝集素的提取工艺，并通过

实际试验考察以验证响应面模型的正确性。利用二乙氨乙基

（ＤＥＡＥ）Ａ－５０阴离子交换层析和ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５凝胶层析
对凝集素的粗提取物进行纯化，通过十二烷基磺酸钠 －聚丙
烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）分析，确定目标凝集素的分子
量，以期为后续研究其结构及生理功能打下基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
主要材料：白芸豆，购自新疆石河子市好家乡超市。主要

试剂：牛血清蛋白（分析纯），天津市致远化学试剂有限公司；

磷酸二氢钠（分析纯）、磷酸氢二钠（分析纯），天津市福晨化

学试剂厂；氯化钠（分析纯）、分析纯乙醇（９５％），天津市永晟
精细化工有限公司；三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ，分析纯），北京
拜尔迪生物科技有限公司；考马斯亮蓝（ＣｏｏｍａｓｓｉｅＢｒｉｌｌｉａｎｔ
Ｂｌｕｅ）Ｇ－２５０（分析纯），Ｂｉｏｔｏｐｐｅｄ。
１．２　仪器与设备

主要仪器与设备：ＰＨＳ－３Ｃ型ｐＨ计，上海仪电科学仪器
股份有限公司；ＢＩＮＤＥＲ电热恒温鼓风干燥箱，北京航鹏普瑞
技术开发中心；ＨｅｒａｅｕｓＭｕｌｔｉｆｕｇｅＸ３电动离心机，赛默飞世尔
科技（中国）有限公司；ＲＨＰ－６００高速粉碎机，浙江荣浩工贸
有限公司；ＫＱ－２００ＶＤＥ超声波清洗器，昆山市超声仪器有限
公司；ＵＶｍｉｎｉ－１２４０紫外分光光度计，岛津（中国）有限公司；
ＪＭ－Ｂ１０００２电子天平，诸暨市超泽衡器设备有限公司。
１．３　试验方法
１．３．１　原料预处理　将市场上购买的白芸豆去除杂质，准确
称取３０ｇ，在４℃冰箱中用１５０ｍＬ蒸馏水浸泡２４ｈ，捞去杂
质并沥干后，手工去皮，在３５℃烘箱中干燥后经粉碎机粉碎，
过８０目筛得到白芸豆种子粉末。将经过上述处理的样品装
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入聚乙烯袋中，４℃冰箱中保藏备用。
１．３．２　蛋白质浓度的测定　对蛋白质含量的测定采取的是
考马斯亮蓝Ｇ－２５０法。参考王孝平等的方法［１７］，略有改动。

１．３．３　白芸豆凝集素活力检测　参照李笑梅等的方
法［１８－１９］，略有改动。利用采血管抽取新鲜鸡血１０ｍＬ，抽取
２ｍＬ至肝素钠抗凝管中。将新鲜血液倒入离心管中并于
３０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，用移液枪去除上层血清，向沉淀中添
加生理盐水以清洗血红细胞。轻轻颠倒摇匀洗涤，然后再次

于３０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，去除上清液，如此重复操作洗涤３
次。根据红细胞压积，按照离心出的红细胞体积，加入生理盐

水配成浓度２％的红细胞悬液，在４℃冰箱中保存备用。在
９６孔反应板上，每孔加入５０μＬ生理盐水；在９６孔板各排第
１孔内分别加入５０μＬ样品溶液，混匀后从第１孔吸取５０μＬ
加入第２孔，混匀后再吸取５０μＬ加入第３孔，按此方法倍比
稀释到第１１孔，混匀后吸取５０μＬ弃去，以第１２孔作空白对
照；再在每孔内加入５０μＬ红细胞悬液，水平摇动，放置１．５ｈ
后观察凝集效果。凝集素的特异性活力计算方法见式（１）：

特异性活力（ＨＵ／ｍｇ）＝ 血凝滴度（２ｎ）×１０００μｇ／ｍｇ
每孔添加体积（μＬ）×凝集素或粗蛋白浓度（μｇ／μＬ）

。

（１）
式中：ｎ为样品经过倍比稀释后在９６孔“Ｖ”形板上的凝集孔
数，孔；２ｎ为凝集素的血凝滴度，指在９６孔板上使鸡血红细
胞凝集的最小稀释倍数。

１．３．４　提取条件优化单因素试验
１．３．４．１　提取剂的确定　准确称取 １０ｇ豆粉，按料液比
１ｇ∶１０ｍＬ，分别加入０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲溶液（ＰＢ，ｐＨ
值为７．６）、生理盐水、去离子水、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值为７．６），超
声波振荡２０ｍｉｎ后，在４℃冰箱中进行浸提，设定提取时间
为１８ｈ；浸提液经４层纱布过滤后，将上清液倒入离心管中，
于６０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，将得到的上清液分别用９６孔“Ｖ”
形板反应法和考马斯亮蓝Ｇ－２５０法进行血凝检测和蛋白质
含量测定，确定最佳提取液。

１．３．４．２　提取液ｐＨ值的确定　准确称取１０ｇ豆粉，按料液
比１ｇ∶１０ｍＬ，分别加入０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ值为６．４、６．８、７．２、
７．６、８．０的ＰＢ，超声波振荡２０ｍｉｎ后，在４℃冰箱中进行浸
提，设定提取时间为１８ｈ；浸提液经４层纱布过滤后，将上清
液倒入离心管中，于７０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，将得到的上清
液分别利用９６孔“Ｖ”形板反应法和考马斯亮蓝Ｇ－２５０法进
行血凝检测和蛋白质含量测定，确定最佳ｐＨ值。
１．３．４．３　料液比的确定　准确称取 １０ｇ豆粉，分别按
１ｇ∶６ｍＬ、１ｇ∶８ｍＬ、１ｇ∶１０ｍＬ、１ｇ∶１２ｍＬ、１ｇ∶１４ｍＬ的
料液比，加入 ０．０５ｍｏｌ／ＬＰＢ（ｐＨ值 ＝７．６），超声波振荡
２０ｍｉｎ后，在４℃冰箱中进行浸提，设定提取时间为 １８ｈ；浸
提液经 ４层纱布过滤后，将上清液倒入离心管中，于
６０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，将得到的上清液分别利用９６孔“Ｖ”
形板反应法和考马斯亮蓝Ｇ－２５０法进行血凝检测和蛋白质
含量测定，确定最佳料液比。

１．３．４．４　提取时间的确定　准确称取１０ｇ豆粉，按照料液
比１ｇ∶１０ｍＬ，加入０．０５ｍｏｌ／ＬＰＢ（ｐＨ值＝７．６），超声波振
荡２０ｍｉｎ后，在４℃冰箱中进行浸提，分别设定提取时间为
１６、１８、２０、２２、２４ｈ；浸提液经４层纱布过滤后，将上清液倒入

离心管中，于８０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，将得到的上清液分别
利用９６孔“Ｖ”形板反应法和考马斯亮蓝Ｇ－２５０法进行血凝
检测和蛋白质含量测定，确定最佳提取时间。

１．３．５　响应面试验设计　在单因素试验基础上，采用
Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ７．０软件应用响应面分析法，以料液比（Ａ）、
提取时间（Ｂ）和ｐＨ值（Ｃ）为主要影响因素，以特异性活力为
（Ｙ）为响应值，设计３因素３水平试验（表１），选用 Ｂｏｘ－Ｂｅ
ｈｎｋｅｎ通过试验数据拟合响应面模型，对单因素试验结果进
行响应面试验，研究工艺条件对提取效果的影响。每个试验

组合重复试验 ３次，取其平均值作为结果，试验结果采用
Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ７．０软件分析，确定最佳工艺路线。

表１　响应面分析试验因素与水平

水平
Ａ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｂ：提取时间
（ｈ） Ｃ：ｐＨ值

－１ １∶８ １６ ７．２
０ １∶１０ １８ ７．６
１ １∶１２ ２０ ８．０

１．３．６　白芸豆凝集素的硫酸铵分级沉淀法纯化　将白芸豆
豆粉与提取剂混合，置于４℃冰箱，将溶液进行超声波振荡，
抽提２４ｈ，用４层纱布过滤，弃去滤渣，滤液于１００００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ，收集上清液；向上清液中加入固体硫酸铵至
４０％饱和度，置于４℃冰箱 １２ｈ，然后于 １００００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ；收集上清液后，逐渐加固体硫酸铵至溶液７０％饱和
度，４℃静置１２ｈ后于１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收集沉淀，
将沉淀溶于提取剂，透析、冷冻干燥，得到白芸豆凝集素粗提

物，置于４℃冰箱中备用。
１．３．７　白芸豆凝集素的柱层析纯化　（１）ＤＥＡＥＡ－５０的预
处理。称取５ｇＡ－５０，悬于５００ｍＬ蒸馏水中，１ｈ后倒去上
层细粒；再按１ｇＡ－５０加１５ｍＬ０．５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ的比例，将
Ａ－５０浸泡于０．５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ中，搅匀，静置３０ｍｉｎ，反复用
蒸馏水洗至ｐＨ值呈中性；再用０．５ｍｏｌ／ＬＨＣｌ同以上操作过
程进行处理；最后用０．５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ再处理１次，放于电热
炉上煮沸３０ｍｉｎ进行脱气处理，处理完后将 Ａ－５０浸泡于
ｐＨ值７．５的ＰＢ中过夜。（２）装柱。将 ＰＢ缓冲溶液沿玻璃
棒倒入柱中约１／４高度，再倒入预处理后与上样缓冲液调成
稀糊状的Ａ－５０，待Ａ－５０凝胶沉降２～３ｃｍ厚时，开启出水
口螺旋夹，控制流速１ｍＬ／ｍｉｎ，同时连续倒入糊状 Ａ－５０凝
胶至所需高度；关闭出水口，待Ａ－５０凝胶完全沉降后，塞紧
柱上口；平衡：开启出水口螺旋夹，控制流速１２～１４ｄ／ｍｉｎ，使
约２倍体积的洗脱液流出。（３）ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５凝胶预处
理。１００ｍＬ烧杯中称取５ｇＧ－７５，加入５０ｍＬ去离子水，浸
泡溶胀２４ｈ；随后倒去ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５溶胀后凝胶上层的清
水，加入凝胶等体积的１．０ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液处理，用搅拌棒
轻轻搅动，并浸泡１ｈ后倒去上层液体，再用蒸馏水洗涤，洗
涤过程中用倾去法除去细颗粒，其方法是将凝胶搅匀（注意

不要过分用力搅拌以防止颗粒破碎）并放置数分钟；将未沉

淀的细颗粒随上层的水倒掉，重复３～５次，直至上层没有细
颗粒为止，再浸泡于水中至中性；将 Ｇ－７５凝胶水溶液放于
电热炉上进行煮沸脱气处理 ３０ｍｉｎ。装柱方法类似 ＤＥＡＥ
Ａ－５０阴离子柱。平衡后即可正常使用。
１．３．８　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析方法　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ采用Ｌａｅｍｍｌｉ的
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方法［２０］，不连续垂直板状凝胶电泳。白芸豆凝集素电泳条

件：浓缩胶５％，分离胶１２％。（１）试剂的配制。１０％ ＳＤＳ：将
１０ｇＳＤＳ加水定容至１００ｍＬ。１０％过硫酸铵：０．１ｇ过硫酸
铵加１．０ｍＬ水，混匀，使用前配制。丙烯酰胺单体贮液：
２９．１０ｇ丙烯酰胺＋０．９０ｇＮ，Ｎ’－甲叉双丙烯酰胺加水定容
至 １００ｍＬ，用棕色瓶于 ４℃ 保存。分离胶缓冲贮液
（１．５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ值 ８．８）：将 １８．１５ｇＴｒｉｓ溶于
８０ｍＬ水，用４ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调 ｐＨ值至８．８０，定容至１００ｍＬ，
４℃ 保存。浓缩胶缓冲贮液（１．０ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ值

６．８）：将１２．１０ｇＴｒｉｓ溶于６０ｍＬ水，用４ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调ｐＨ值
至６．８０，定容至 １００ｍＬ，４℃保存。样品缓冲液：１％ ＳＤＳ，
０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，０．０１ｍｏｌ／Ｌβ－巯基乙醇，０．１ｇ／Ｌ溴酚
蓝，１５０ｇ／Ｌ蔗糖，ｐＨ值８．０，４℃保存。电泳缓冲液：３．０ｇ
Ｔｒｉｓ＋１４．４ｇ甘氨酸（ｇｌｙ）＋１．０ｇＳＤＳ，加水定容至
１０００ｍＬ，４℃保存。脱色液：５０ｍＬ甲醇，７５ｍＬ冰乙酸，
８７５ｍＬ纯水。染色液：２．５ｇ考马斯亮蓝 Ｒ－２５０，４５４ｍＬ甲
醇，９２ｍＬ冰乙酸，４５４ｍＬ纯水。

表２　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分离胶和浓缩胶的组分

贮液
丙烯酰胺单体贮液

体积（ｍＬ）
浓缩胶缓冲贮液

体积（ｍＬ）
分离胶缓冲贮液

体积（ｍＬ）
１０％ ＳＤＳ
体积（μＬ）

Ｈ２Ｏ体积
（ｍＬ）

１０％过硫酸铵
体积（μＬ）

四甲基乙二胺

（ＴＥＭＥＤ）体积（μＬ）

分离胶（体积分数１２％） ２．００ — １．３ ５０ １．６０ ５０ ２
浓缩胶（体积分数５％） ０．１７ ０．１３ — １０ ０．６８ １０ １

　　（２）操作方法。每次电泳时，样品和 ｍａｒｋｅｒ须在沸水浴
中保持５ｍｉｎ，然后在常温下进行电泳。电泳结束后将凝胶小
心放入容器中加入染色液，染色结束后用脱色液在脱色摇床

上脱色，其间更换脱色液３～４次直到条带清晰。凝胶的组分
见表２，胶板大小为８０ｍｍ（Ｗ）×７３ｍｍ（Ｈ）×０．７５ｍｍ（Ｔ）。

２　结果与分析

２．１　提取条件优化单因素试验
２．１．１　不同提取剂对白芸豆凝集素特异性活力的影响　由
图１可见，提取液种类的不同对白芸豆凝集素特异性活力有
明显影响，ＰＢ组的凝集素特异性活力明显高于Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ组、
生理盐水组、去离子水组，这可能与凝集素是一种水溶性的蛋

白质或者糖蛋白有关，蛋白质在具有一定离子强度的浸提剂

中的溶解度要高于在去离子水中的溶解度，而 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ组
有更多的杂蛋白溶解出来，对进一步的分离纯化造成负担，导

致凝集素含量下降。因此，确定ＰＢ作为提取液。
２．１．２　ｐＨ值对白芸豆凝集素特异性活力的影响　由图２可

见，ｐＨ值从６．４增加至７．６过程中，随 ｐＨ值的不断上升，白
芸豆凝集素的特异性活力值也逐渐增大，这可能是由于凝集

素作为一种蛋白质，是一种两性解离的物质，当提取剂 ｐＨ值
接近凝集素的等电点时，会使凝集素发生沉淀，导致对应的特

异性活力值较低；当 ｐＨ值为７．６时，特异性活力达到最大
值，为１１７９．６６１ＨＵ／ｍｇ，说明在此ｐＨ值条件下，有利于更多
的凝集素溶出。因此，确定 ｐＨ值为 ７．６为最佳提取液
ｐＨ值。
２．１．３　料液比对白芸豆凝集素特异性活力的影响　从图３
可见，随着料液比的增加，凝集素的特异性活力也发生明显的

变化，总体呈先提高后降低趋势；在料液比１ｇ∶１０ｍＬ时白
芸豆凝集素的特异性活力达到峰值，在料液比较低的时候，白

芸豆凝集素的特异性活力较低。究其原因，可能是当料液比

较低时，由于提取剂的浓度不够，导致蛋白质不能完全被提

取，随着料液比的增加，传质动力增加，蛋白质的提取率也就

随之上升，相应的凝集素特异性活力提高。因此，从原料的成

本考虑，选择提取料液比１ｇ∶１０ｍＬ比较适宜。

２．１．４　提取时间对白芸豆凝集素特异性活力的影响　从图
４可见，随着提取时间的延长，凝集素活力先上升后下降，时
间为１８ｈ时，达到峰值。说明利用提取剂提取豆粉中的凝集
素时，时间的延长有利于凝集素的溶出；但是，提取时间并不

是越长越好，过度的时间延长可能会导致豆粉中的一些酶类

将蛋白质分解，同时由于微生物的存在，它们的生长繁殖也会

消耗一些蛋白质，而这些损失掉的蛋白质中有可能含有凝集

素；此外，时间越长，成本越高，因此选择凝集素活力表现最佳

的阶段进行提取。由此可见，提取时间为１８ｈ比较合适。
２．２　响应面法优化提取条件
２．２．１　响应面曲面试验设计与结果　在单因素试验的基础
上，以特异性活力（Ｙ）为响应值，根据 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ７．０的
中心组合设计原理，设计３因素３水平响应面分析试验，以料
液比（Ａ）、提取时间（Ｂ）、ｐＨ值（Ｃ）为主要影响因素，响应面
试验设计见表１，结果见表３，对该回归模型及系数进行显著
性检验的结果见表４。
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表３　响应面分析试验设计及结果

试验号
Ａ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｂ：提取时间
（ｈ） Ｃ：ｐＨ值 特异性活力

（ＨＵ／ｍｇ）

１ １∶１０ １８ ７．２ １１２８．６８１
２ １∶１２ ２０ ７．２ １１０６．５７８
３ １∶８ １８ ７．６ １１４３．１３３
４ １∶１０ １８ ７．６ １１７９．６６１
５ １∶１０ ２０ ７．６ １０１７．４８９
６ １∶８ ２０ ７．２ １０９０．５２８
７ １∶１２ １６ ８．０ ９４４．３６３
８ １∶８ １６ ８．０ ９４０．１４３
９ １∶１０ １８ ７．６ １０６９．０７３
１０ １∶１２ １６ ７．２ ９６２．７２５
１１ １∶１０ １８ ７．６ １０８６．１５５
１２ １∶１０ １８ ８．０ １０５１．４９２
１３ １∶８ １６ ７．２ ８８０．４１３
１４ １∶８ ２０ ８．０ ９３９．９１４
１５ １∶１２ １８ ７．６ １０７１．４９０
１６ １∶１０ １６ ７．６ ９９１．２１２
１７ １∶１２ ２０ ８．０ ９８０．８８５

　　运用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ７．０数据统计分析软件对表３试验
结果进行多元回归拟合，得到多元二次回归方程：

　　Ｙ＝４１１．１３＋７．１９Ａ＋４１．６５Ｂ－３１．２１Ｃ－３．６９ＡＢ－
６．６５ＡＣ－３９．７１ＢＣ－３．４５Ａ２－１０６．４１Ｂ２－２０．６７Ｃ２。
　　由表４可看出，模型 Ｐ值 ＝０．０２１２＜０．０５，该模型是显
著的；失拟项Ｐ值＝０．７９１６＞０．０５，差异不显著；残差均由随

机误差引起，表明所建立的回归二次模型成立，此模型可用作

预测和分析白芸豆凝集素提取工艺参数。依据回归系数模型

显著性检验可知，在选定的范围内，影响蛋白质提取率的主次

因素为Ｂ＞Ｃ＞Ａ，即提取时间＞ｐＨ值 ＞料液比；模型的Ｒ２＝
０．８６８，模型拟合程度很好。

表４　回归方程方差分析结果

方差来源 平方和 自由度 方差 Ｆ值 Ｐ值＞Ｆ值
模型 １００２９３．４８ ９ １１１４３．７２ ５．１３ ０．０２１２
Ａ ５１７．１０ １ ５１７．１０ ０．２４ ０．６４０６
Ｂ １７３５０．３９ １ １７３５０．３９ ７．９８ ０．０２５６
Ｃ ９７４２．３９ １ ９７４２．３９ ４．４８ ０．０７２０
ＡＢ １０８．８６ １ １０８．８６ ０．０５ ０．８２９３
ＡＣ ３５３．３９ １ ３５３．３９ ０．１６ ０．６９８８
ＢＣ １２６１４．６８ １ １２６１４．６８ ５．８１ ０．０４６８
Ａ２ ３１．８７ １ ３１．８７ ０．０１ ０．９０７０
Ｂ２ ３０３３７．２２ １ ３０３３７．２２ １３．９６ ０．００７３
Ｃ２ １１４５．１３ １ １１４５．１３ ０．５３ ０．４９１４
残差 １５２１０．６１ ７ ２１７２．９４
失拟项 ８１２２．３２ ５ １６２４．４６ ０．４６ ０．７９１６
纯误差 ７０８８．２９ ２ ３５４４．１５
总和 １１５５０４．０９ １６

２．２．２　响应面分析　为进一步研究相关变量之间的交互作
用，通过Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ７．０统计软件绘制响应面曲面进行直
观分析。从图５－Ａ中可以看出，料液比对凝集素特异性活
力的影响呈现线性关系，而提取时间呈二次影响；随着料液比

的不断升高，凝集素特异性活力没有表现明显的变化；而随着

提取时间的不断增加，凝集素特异性活力呈现出先增强后减

弱的趋势。从图５－Ｂ中可以看出，料液比对凝集素特异性
活力的影响呈现线性关系，而ｐＨ值呈二次影响；随着料液比
的不断升高，凝集素特异性活力没有表现明显的变化；而随着

ｐＨ值的不断上升，凝集素特异性活力呈现出先提高后降低的
趋势。从图５－Ｃ中可以看出，ｐＨ值和提取时间对凝集素特
异性活力都呈二次影响，随着提取时间的增加，凝集素特异性

活力呈现先增强后减弱的趋势；随着ｐＨ值的增加，凝集素特
异性活力同样呈先增强后减弱趋势，说明两者的交互作用对

蛋白质的提取率均有影响。

　　综合分析图５－Ａ、图５－Ｂ、图５－Ｃ可以看出，提取时间
和ｐＨ值变化时，响应值变化较大，表现为曲线较陡；提取时
间和ｐＨ值对凝集素的特异性活力影响较明显，料液比影响

不大。

２．２．３　验证试验　对回归模型进行参数优化，分析得到白芸
豆凝集素提取最优工艺参数为料液比１ｇ∶１０ｍＬ，ｐＨ值７．５，
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提取时间２０ｈ，特异性活力可达到１２０９．０４ＨＵ／ｍｇ。为了验
证试验预测结果，用以上优化参数重复试验３次，平均特异性
活力为１１９３．６２ＨＵ／ｍｇ，与理论值偏差１．３％，没有明显差
异，试验结果证明，响应面分析法对工艺优化是非常有效的。

２．２．４　ＤＥＡＥＡ－５０阴离子交换层析　离子交换层析利用
带电分子之间的电荷差异来进行分离。蛋白质是一种两性电

解质，当蛋白质所处环境的 ｐＨ值发生变化时会引起蛋白质
本身所带电荷的变化。当蛋白质所处的环境ｐＨ值 ＞等电点
（ｐＩ）时，带负电；当环境的ｐＨ值＜ｐＩ时带正电。凝集素的ｐＩ
约在５．５～６．０之间，因此采用ｐＨ值为７．５的磷酸缓冲液作
为洗脱液，选用阴离子交换层析法进行凝集素的分离。

将凝集素粗品溶液用水系膜除杂，用 ｐＨ值 ７．５、
０．０５ｍｏｌ／ＬＰＢ作为上样缓冲液，紫外检测器检测平稳后开始
工作。上样量为３ｍＬ，经缓冲溶液洗脱获得第１个吸收峰。
然后按照ＮａＣｌ浓度０．０５、０．２０、０．５０ｍｏｌ／Ｌ的变化梯度进行
梯度洗脱。各浓度梯度洗脱后得到的洗脱结果见图６，其中
峰１为 ＰＢ洗脱液直接洗脱获得的穿透峰，峰 ２为添加
０．０５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的ＰＢ洗脱峰，峰３为添加０．２０ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ
的ＰＢ洗脱峰，峰１具有凝集能力，其余的则不含有凝集素，
因此将经过洗脱后获得的峰１溶液保存备用。

２．２．５　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５分子筛　分子筛层析是依据样品中
物质分子的差别而进行分离的，洗脱时分子量大的物质直接

被冲洗下来，而分子量小的在洗脱时会进入凝胶孔内增加运

行的距离，使得大分子量的先洗脱下来，小分子量的后洗脱下

来，从而实现目标产物的分离。将 ＤＥＡＥＡ－５０纯化后的溶
液过水系膜后上 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５分子筛柱。用 ｐＨ值７．５、
００５ｍｏｌ／ＬＰＢ作为上样缓冲液，上样量５ｍＬ。得到如图７所
示的洗脱结果，经血红细胞检测表明，该凝集素具有凝集活力。

２．２．６　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测分析　通过对比标准分子量蛋白各
条带对应的分子量，得知目标蛋白的分子量大小在３０～４０ｋｕ
（图８）。

３　结论

用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ７．０统计软件，根据单因素试验和响应
面分析试验对白芸豆粗凝集素提取工艺进行优化，采用响应

面法对白芸豆凝集素提取方法进行优化，得到拟合方程：Ｙ＝
４１１．１３＋７．１９Ａ＋４１．６５Ｂ－３１．２１Ｃ－３．６９ＡＢ－６．６５ＡＣ－
３９７１ＢＣ－３．４５Ａ２－１０６．４１Ｂ２－２０．６７Ｃ２，以及提取最优条件：
料液比１ｇ∶１０ｍＬ，ｐＨ值７．５的０．０５ｍｏｌ／ＬＰＢ，提取时间

２０ｈ，白芸豆凝集素特异性活力为 １１９３．６２ＨＵ／ｍｇ。白芸豆
凝集素粗品，经过 ＤＥＡＥＡ－５０、ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５分子筛及
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析后表明，初步分离产物中白芸豆凝集素的分
子量在３０～４０ｋｕ，含量较高。
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基于多颜色通道组合的 ＵＶＩ空间农作物阴影去除方法
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　　摘要：为了有效地解决基于机器视觉的农业机器人在作业任务中受阴影对农作物识别造成的干扰问题，提出一种
基于组合的颜色空间，通过较简单的分割方法可以在组合空间中消除阴影。该方法首先将ＲＧＢ颜色空间下的图像转
换到ＬＡＢ、ＹＵＶ和ＨＳＩ中，获得图像在每个颜色空间中的分量；然后利用直方图、熵值、均方误差和峰值信噪比分析各
颜色通道特性，选择合适的颜色通道进行组合。对组合颜色空间进行仿真数据分析，筛选出适合于农田环境下阴影去

除的ＵＶＩ空间。通过与包含阴影的不同颜色空间中的图像进行对比试验，说明颜色空间可以经较简单的算法实现图
像中阴影的去除，证明该颜色空间对农田环境下阴影去除的有效性、抗干扰性。

　　关键词：颜色空间；阴影去除；熵值；峰值信噪比；直方图；均方误差
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作者简介：岳有军（１９７０—），男，天津人，博士，教授，硕士生导师，主
要研究方向为智能控制。Ｅ－ｍａｉｌ：ｂａｋｅｒｙｕｅ＠ｔｊｕｔ．ｅｄｕ．ｃｎ。

通信作者：赵文佳，硕士，主要研究方向为控制工程。Ｅ－ｍａｉｌ：
４６０６１４６０４＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　基于视觉的农业机器人是当前农业机械化、精确化发展
的趋势，其核心是对采集到的农田图像进行快速、准确的分

析。在自然条件下，由于植株相互遮挡以及太阳入射角的影

响，复杂的农田环境对采集图像常常产生很多干扰，阴影是农

田环境下目标识别的主要干扰因素，使得农田中植株识别、颜

色提取和阴影区杂草去除等作业任务困难化，从而降低图像

中识别的准确性，同时影响机器人工作效率。因此，有必要对

自然状态下获取的图像进行预处理、阴影检测并去除图像中

的阴影［１］。

针对环境中阴影干扰农作物识别的难题，国内外许多学

者都进行了相关的研究。常见的阴影去除算法有基于某一颜

色空间下，在该颜色空间下研究阴影区与其周围非阴影区的

特性［１］，通过对这些特性进行分析，来达到消除阴影的目的。

Ｆｉｎｌａｙｓｏｎ等提出了基于二维积分的阴影去除算法来获得消除

阴影的图像［２－３］，其优势在于很好地保留阴影区域的细节，有

较好的视觉效果，但不足之处在于运算复杂度高，而且造成部

分细节失真，导致人为干扰因素［４］。部分学者通过阴影补偿

方法，将图像中独立阴影区与周围的非阴影区进行区域匹配，

来完成消除阴影［５］。张华南等提出在单一 ＹＵＶ颜色空间下
进行阴影检测与去除，在获得Ｙ通道强度的情况下采用闭值
法寻找阴影区域，对该区域光照强度补偿，然后返回 ＲＧＢ颜
色空间中消除阴影［６］。该方法没有去除阴影区的边缘效应，

在目标识别中仍然存在干扰。张杰等认为阴影区与非阴影区

像素点的ＲＧＢ值之比是一个常量［７］，Ｂａｒｎａｒｄ等提出了基于
颜色比率的阴影去除方法［８－９］，该算法虽然在阴影去除上得

到一定的效果，但是由于其算法较复杂，在背景纹理复杂的情

况下，容易造成识别错误。综合以上几种不同的方法，可以看

出，针对图像中存在阴影去除问题取得了一定研究成果，但是

仍然存在许多不足之处：算法复杂性、实时性差和阴影区域图

像细节丢失等缺陷问题，所以有必要对阴影问题加深研究。

对于农田中阴影区域下的农作物的识别问题，本研究采

用了一种简单的方法来实现去除阴影。该方法是将单一颜色

空间下的图像转换到多颜色空间中，在不同颜色通道中获取

图像特性；利用直方图、熵值、均方误差和峰值信噪比得到仿

真数据来分析颜色通道特性，构造出适合农田场景下的阴影
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