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摘 要
:

莱豆凝集 素 ( P H A )是 一种 能使动物 红 细 胞凝 集的 蛋 白

质
,

是 菜豆 中毒主要的 致毒 物
。

本文 旨在研究 P H 八 的 灭

活方 法
,

分别 用 湿 热
、

酸碱和金 属 离子 3 种 方 法 处 理
p l l A

,

研 究理化 处理 对 PH A 活 力的影 响
。

研 究表 明
,

9 5℃
、

4 Oim
n

,

1 00℃
、

3 Oim
n 或 1 0 5℃

、

1 0 nn
n 的 湿 热处理

,

可使 p H A 的活力 完全丧失
。

在 p H I
.

O一5 。 或 p H g
.

5一 13 刀

的范围内提取菜豆蛋 白 质
,

可使 P H A 活力显著丧失
。

菜

豆蛋白质抽提 液中加入 三价金属 离子和部分二价
、

一价

金属 离子也可显著降低 P H八 的活力
。
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菜豆是世界很 大一部分人 口 的 日粮蛋 白质的重

要资源
,

近些年来在文献报道 中出现 了很多 因摄食

生的和烹调不充分的菜豆而引起 中毒的报道 1 1] 。 菜豆

中毒的原因至今 尚无全面阐述
,

据研究报道
,

其主要

致毒物为血细胞凝集素 ( h ae m ag gl iut in n) zJ[
。

菜豆中的

血细胞凝集素 (hP sQ oe Z。 呱 29 万 is
,

简称 P H A )是植物

界中广泛存在的一类能够可逆地结合到特异单糖或
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。

多糖上的蛋白质
,

其相对分子量为 1 2 6 一 1 3 6 k D
a ,

含有
4 个亚基

,

每个亚基都有一个与糖结合的部位 3J[
。
P H A

的毒性主要表现在它可 以和小肠细胞表面的特定部

分发生结合作用 #[]
,

而这种结合可对肠细胞的 生理功

能产生明显的不 良影响
,

损害 胃肠细胞从 胃肠道中

吸收蛋白质
、

糖类等营养成分的功能
,

从而导致营养

素缺乏
,

生长抑制
。

因此
,

对 P H A 的灭活研究迫在眉

睫
。

由于 P H A 具有罕见的稳定性 s[]
,

其对干热钝化处

理有抗性 67[ ] ,

干热处理对 P H A 的 活力 影响较小
,

故

本研究重点探讨了 湿热
、

酸碱和金属离子三种处理

对 P H A 活力 的影响
,

旨在为菜豆食用 的安全方面提

供科学依据
。

1 材料与方法

1
,

1 实验材料

菜豆 黑龙江产
,

品种为将 军油豆 ;
兔血 采 自

本实验室 自养 的兔子
,

以生理盐水洗涤 3 次
,

配制成

浓度为 2%的红细胞悬浮液
,

置于 4℃备用 ; 其余试剂

均为分析纯
。

1
.

2 实验方法

1
.

2
.

1 蛋白质浓度测定 考马斯亮蓝法
。

1
.

.2 2 P H A 活力测定 取适量待测样品
,

用植物高

速粉碎机粉碎后
,

用 .0 8 5% 的生理盐水 4℃下浸提
,

冰箱 中过夜
,

然后 于 4℃下 以 12 O0 0 r/ im
n 冷冻离心

3 0 m i n
,

收集上清液
。

在微量 V 型血凝板上按文献方

法「8] 进行活力测定
。

以产生 5 0% 血凝作用所需 的最

低 蛋 白 质 微 克 数 为 一 个 P H A 单 位 活 力

( h
e m a g g l u t i n a t i o n u n i t

,

H U )
,

则 p H A 活 力表示为每

克菜豆抽提液中的总蛋 白数除以 PH A 单位活力 0[]
。

1
.

2 3 湿热处理 在恒温箱中
,

选用 7 0
、

7 5
、

8 0
、

85
、

9 0
、

9 5
、

10 0
、

10 5℃共 8 个温度梯 度 和 1 0
、

2 0
、

3 0
、

4 0
、

5 0
、

6 0 m in 6 个时间梯度对抽提液进行湿热处理后
,

再

进行蛋 白质浓度和 P H A 活力 测定
,

并以初始 P H A 活
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力 为 10 0 作对照进行 比较
。

1
.

.2 4 酸碱处理 配制 p H I
.

0一 13 .0
、

级差为 .O s p H

的系列缓冲液
,

将样品与缓冲液以 l :6 比例混合
,

在

不同 p H 下于 4 ℃下抽提过夜
,

12 O 0 0 r/ im
n
冷冻离心

3 O m in 后
,

各取上清液进行蛋 白质浓度和 P H A 活力

测定
,

并以初始 P l lA 活力为 10 0 作对照进行 比较
。

1
.

.2 5 金属离子处理 在上清液 中分别加人 AI 1C
3 、

eF C 13
、

nZ C12
、

bP (N O级
、

eF S O 4 、

C u C 12
、

C aC 石
、

M g s q
、

A g N 0 3
、

K CI 共 lo 种金属盐溶液
,

使其中的金属离子浓度为

.O Ol m ol / L
,

在室温静置 h1
,

再进 行蛋 白质浓度 和

P H A 活力测定
,

并 以初始 P H A 活力为 10 0 作对照进

行 比较
。

2 结果与讨论
2

.

, 菜豆初始 尸 HA的活力

实验测得菜豆初始 P H A 的 活力 为 7 6 3 5 H U / g
,

具有很高的凝血及抗营养活性
。

因此
,

摄食生的或未

煮透 的菜豆能够使动物机体不能正常地 消化吸收蛋

白质
,

从而抑制动物的生长与代谢
,

甚 至引 起机体中

毒或生长缓
`

漫 l0[]
。

.2 2 湿热处理对 尸日A 活力的影响

不 同时 间和温度湿热处理对 P H A 活力 的影 响

见表 1
。

表 l 湿热处理对 P H A 活力的影响

温度 处理时间 ( im n)

(℃ ) 0 10 2 0 30 4 0 50 60

7 0 10 0 82
.

2 7 0
.

3 6 5
.

5 5 7
.

9 5 1
.

6 4 7
.

7

75 1 00 7 5石 63
.

1 5 6
.

2 5 0 0 4 5
.

3 3 9
.

2

80 100 6 3 3 55
.

5 4 7
.

9 4 2
,

2 37
.

8 32
.

2

85 100 52
.

7 4 5
.

1 3 9
.

8 35
.

6 3 1
.

4 2 7
.

9

9 0 100 4 1
.

0 36
.

6 3 1
.

5 27
.

8 19
.

2 12 3

9 5 10 0 32
.

1 1 8
.

7 10
.

5 0
.

0 0
.

0 0
.

0

100 10 0 16
.

5 1 1
.

2 0
.

0 0
.

0 0
.

0 0
.

0

10 5 10 0 0
.

0 0
.

0 0
`

0 0
.

0 0
.

0 0
.

0

从表 1 中可知
,

菜豆提 取物经湿热处理后
,

其

P H A 活性降低较明显
。

在同一温度下
,

随着处理时

间 的增加
,

P H A 的活性明显降低
; 在同一处理时间

下
,

随着 温度 的升高
,

P H A 活性也 明显降低
。

表明

P H A 的失活随时间 累加
,

而较高温度有利于减少灭

活 时 间
。

在 9 5℃
、

4 0 m i n
,

1 0 0℃
、

3 0 m i n 或 1 0 5℃
、

OI m in 以上时 P H A 的活力完全丧失
,

并且在这些条

件下处理菜 豆中的蛋 白质
,

也不致于过度变性而影

响其营养价值
。

因此
,

湿热处理可 以作为灭活 P H A

的有效方法
。

2
二

3 PH 对 P HA 活力的影响
p H 对 P H A 活力的影响见图 1

。

由图 1 可知
,

在 p H .S 5 一 .9 0 的范围 内
,

P H A 的活

力 基本保持不变
。

在 p H 高于 .9 0 时
,

P H A 的活力 急

速下降
,

当 p H 为 1 1
.

5 时
,

P H A 的活力完全丧失
。

在
p H 低于 5

.

0 时
,

由于兔红细胞发生溶血
,

不能直接测

1加

10 0

000
0046

只胆5山山

O奋劝闪哄二一
, `` 一

一
~

~
-一叫曰

一- 一汕

一
石一一翔卜劝川卜心

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3
PH

图 1 p H 对 1川 A 活力 的影响

定 P l lA 的活力
,

但经 p H 为 10 .0 的 .O OZ mo U L N a Z
C氏一

N a H C O 3

缓冲液 中和至 p H 为 .7 0 后
,

仍可测定 P H A

的活力
。

与 p H 高于 .9 0 时相似
,

P H A 的活力也显著

降低
,

在 p H 为 .2 0 时
,

P H A 的活力也完全丧失
。

上述

结果与朱建标等 lz[] 在洋刀豆凝集素上 的研究结果类

似
。

由此可见
,

在极端 p H 下提取蛋 白质会造成蛋白

质品质下降
,

因此
,

采用稀酸或稀碱溶液浸提菜豆 中

的蛋 白质
,

同 时控制一定 的 p H
,

既 可显著灭活大部

分的 P H A 活力。 ’ ] ,

又能保持菜豆蛋 白质的 良好品质
。

.2 4 金属离子对 尸HA 活力的影响

金属离子对 P H A 的影响见表 2
。

表 2 金属离子对 P H A 活力的影响

金属盐 金属离子 活力

A IC 13 A 1+3 0
.

0

F
e C 13 F

e +3 0 0

Z
n
C 1

2
Z
n +2 7 9

.

2

Pb (N 0 9
: P b +2 5

·

5

F e
S氏 F户 2 .8 8

C
u
C 1

2
C
u 冬 4 9

.

6

C
a Cb C+a2 94

.

2

M声0 ;
M g+2 90

·

5

A酬 0 A g 2 .3 7

K C I K
+

1 00
.

0

对照组 无 10 .0 0

从表 2 中可知
,

3 价的 A P
干

和 F
e +3 对 P H A 有很强

的抑制作用
,

使其活力完全丧失
。

而 2 价金属离子的

处理效果却 有较 大差异
,

bP +2 能抑制 P H A 大部分活

力
,

但 C a +2
、

M g +2 则只 能抑制 P H A 少部分活力
,

其他

的 2 价金属离子的抑制作用介于它们之间
。
l 价金属

离子中
,

A g 叹寸 P H A 活力有抑制作用
,

+K无抑制作用
。

目前金属离子对 P H A 活力的非特异性抑制作 用机

理 目前还不清楚
,

可能是 由于其与 P H A 分子上的特

定位点相结合后破坏了 P H A 特定的空间 构象
,

从而

使介导血细胞凝集作用的
“

桥
”

结构不能形成而丧失

凝集活力 l3I]
。

另外
,

在 .O Ol m ol / L 金属离子浓度下
,

均

未见抽提液出现沉淀或浑浊现象
,

表明 蛋白质并未

发生变性
。

因此
,

适宜的金属离子处理也不失为灭活

P H A 的有效方法
。

3 结论
P H A 是菜豆中最主要 的致毒物之一

,

具有较好

的稳定性
,

不易失活
。

P H A 具有很强的耐热性
,

传统
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—
的干热处理并不能有效地钝化它的活力 ] [14

。

但这种稳

定性 是相对的
,

合适 的 理化处理仍 能有效地钝 化
P H A 的活力

。

本研究表明
,

采用 9 5℃
、
4 0 m in

,

1 0 0℃
、

3 0 m i n 或 1 0 5℃
、
1 0 m i n 的湿热处理

,

可使 P H A 的活

力完全丧失
。

在 p H I
.

0 一 5
.

0 或 p H .g 5一 1 3
.

0 范围 内
,

采

用一定 p H 的稀酸或稀碱溶液浸提菜豆中的蛋 白质
,

可使其中的 P H A 活力显著丧失
。

3 价 (如 1A +3
、

eF 为金

属离子也可完全抑制 P H A 的活力
,

部分 2 价金属离

子 (如 P b +)z 和少数 1 价金属离子 (如 A g +) 也能较好地

抑制 P H A 活力
。

因此可见
,

在不影响菜豆蛋白质品

质 的条件下
,

适宜的湿热
、

酸碱和金属离子处理能有

效钝化菜豆中 P H A 的活力
。
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纽甜甜 度高
,

甜味性能好
,

使用成本低
,

作为甜

味剂使用有非常好的市场前景
。

对其合成方法进行

研究
,

对该品种的产业化有十分重要的意义
。
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