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摘  要: 对白桦茸凝集素最佳提取工艺进行了研究。以 2%兔血细胞凝血效价为指标, 确定了最佳

提取缓冲液。通过正交试验对料液比、提取时间、提取液 pH 值、NaCl 浓度等因素进行了优化分

析并确定了提取工艺的最佳参数组合。结果表明, 以 TBS 和 PBS 为提取缓冲液所得的白桦茸凝集

素凝集效价分别为 64、16; 最佳提取工艺: 液料比为 50:1, 提取时间为 20 h, NaCl浓度为 0 mol/L, 缓
冲液 pH 值为 8.0, 按该最佳工艺提取白桦茸凝集素凝血效价为 256。所优化的提取工艺稳定、可

行, 为该凝集素进一步在免疫调节方面的开发应用提供一定基础。 
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Optimization of Extraction Process About Lectin from 
Phaeoporus obliquus(Pers ex Fr).J.Schroet 
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Abstract: This paper described the results of the optimal method for preparation and extraction of lectin 
from Phaeoporus obliquus(Pers ex Fr).(J.Schroet). We determined the optimal buffer solution using the ag-
glutination test with 2% hare blood cells. The optimal extraction process included the following parameters 
that were conformed by optimization analysis: material-water ratio, extraction time, concentration of sodium 
chloride and the pH value. The results are that the agglutination indexes of POL using TBS and PBS extrac-
tion buffer were 64 and 16, respectively. The optimal extraction process is that, the material-water ratio was 
1:50, the extraction time was 20 h, while the concentration of sodium chloride was 0 mol/L and pH was 8.0. 
The agglutinability of POL was 256 examined by this method. The optimized extraction process is stable and 
practicable, which may supply some basis for the application of the lectin from Phaeoporus obliquus in 
immunoregulation. 
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凝集素是一类具有糖专一性, 可促使细胞凝集
的蛋白质或糖蛋白[1]。最早的凝集素发现于蓖麻种

子, 随后在众多植物种子、动物、微生物中相继发
现凝集素。这些凝集素种类繁多, 性质、结构、功

能亦有较大差别。真菌凝集素是凝集素家族中的一

员, 其功能除具有凝集诸如血细胞、淋巴细胞等作
用外, 还参与生物体内的一些重要生理和病理过程, 
如真菌促菌丝体的生成、细胞与细胞间的信号识别
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等, 因此真菌凝集素在研究生物体内细胞癌变的分
子机制、抗癌抗病毒药物的研发、受精、分化及分

子识别等生命过程的诸多方面都有广泛的应用[2−6]。 
白桦茸 Phaeoporus obliquus(Pers ex Fr).J.Schroet, 

又名桦褐孔菌, 是一种生长在寒带的木腐菌, 在北
美、芬兰、俄罗斯及我国东北均有发现, 是民间治
疗各种癌症的常见药物[7]。本研究从白桦茸中提取

得到凝集素(POL), 并采用正交试验法对其提取工
艺进行初步研究, 为进一步纯化该凝集素并研究其
功能奠定基础。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 
D-37520 高速冷冻离心机(German Sigma Cen-

trifuge); JA5003A电子天平(上海精天电子仪器有限
公司); PHS-25数显 pH计(上海精密科学仪器有限公
司); 德国艾本德 (Eppendorf)单道移液器; UV-2100
型紫外可见分光光度计(尼龙柯 , 上海仪器有限公
司); 2003-10 数显恒温磁力搅拌器(国华电器有限公
司); 96孔 V型血凝板(姜堰市荣飞器械厂)。 

1.2  药材和试剂 
白桦茸购于黑龙江圣普公司, 其他试剂均为国

产分析纯。 

2  实验方法 

2.1  凝血效价检测 
凝血效价检测参照孙册等人的方法[8], 取 96 孔

v型血凝板, 每个孔加入 20 μL缓冲液, 然后在第 1
行各孔加入样品液 20 μL, 每列依次倍比稀释, 每种

样品做 3 个重复, 对照为不加样品的生理盐水, 最
后各加入 2%血细胞悬液 20 μL, 静置 1 h~2 h, 观察
结果。孔底有血球沉淀成点状的为无凝集反应, 孔
中血球凝集成片悬浮的为有凝集反应(图 1)。 

2.2  提取缓冲液的选择 
选择相同的条件, 即 2 g白桦茸干粉、选用 PBS 

(0.01 mol/L, pH 7.2, NaH2PO4-Na2HPO4, 含 0.15 mol/L 
NaCl)、TBS(0.01 mol/L, pH 7.2, Tris-HCl, 含  
0.15 mol/L NaCl)为提取缓冲液, 通过横向比较选用
最佳提取缓冲液来提取白桦茸凝集素。两种缓冲液

各 40 mL, 10°C 浸提 16 h, 离心(4°C, 5000 r/min, 
15 min), 上清液进行凝血效价检测。选择凝集效价
高的提取液作为本实验的提取缓冲液。 

2.3  白桦茸凝集素提取的单因素试验[9] 

分别检测液料比、提取时间、NaCl浓度、提取
缓冲液 pH 值等单因素对桦褐孔菌凝集素凝血效价
的影响。 

2.4  白桦茸凝集素提取的正交试验设计 
通过以上单因素试验结果, 从各单因素中选出

提取的最适条件及与最适条件相临的 2 个水平(共 3
个水平)进行四因素三水平的正交试验[10]。根据以上

单因素试验确定用于正交试验的各单因素水平如表

1所示。 

3  结果与分析 

3.1  提取缓冲液的选择 
在 PBS与 TBS两种提取缓冲液的浸提下, 所得

白桦茸凝集素的凝集效价如表 2 所示。凝集效价标
准[8]参照图 1。 

 
图 1  肉眼观察的 POL 凝集红细胞结果 
Fig. 1  Hemagglutinating activity by eyes 

注: −: 无凝集; +: 少量凝集; ++: 正常凝集; +++: 大片凝集; ++++: 高度凝集. 
Note: −: No agglutination; +: A spot of agglutination; ++: Normal agglutination; +++: A mass of agglutination; ++++: Maximum agglutination. 
 

表 1  正交试验因素水平表 
Table 1  Factor and level table of orthogonal experiment 

水平 
Level 

A液料比(mL: g) 
Material-water ratio 

B时间(h) 
Time 

C pH值 
pH 

D NaCl (mol/L) 
NaCl concentration 

1 20:1 8 7.2 0.000 

2 40: 1 16 8.0 0.125 

3 60: 1 20 8.8 0.250 
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表 2  不同提取缓冲液提取白桦茸凝集素凝血效价 
Table 2  The agglutinability of POL through different buffer solution 

提取缓冲液 
Buffer solution 

2 4 8 16 32 64 128 256 

PBS ++++ +++ ++ + - - - - 

TBS ++++ ++++ +++ +++ ++ + - - 

注: +: 有凝集活性; −: 无凝集活性. 
Note: +: Agglutination; −: No agglutination. 

 
由表 2 可以看出, 在 PBS 和 TBS 两种缓冲液

的浸提下, 所得 POL 对兔血细胞凝集效价分别为
16和 64, 经 TBS提取得到的 POL对兔血的凝集效
价明显高于经 PBS 提取得到的 POL, 故本实验选
择 TBS 作为提取缓冲液, 后续实验均用 TBS 进行
提取。 

3.2  各单因素对 POL 提取液凝血效价的影响 
3.2.1  不同液料比对 POL 提取液凝血效价的影响:  
称取白桦茸干粉 2 g, 按不同液料比加入 TBS 提取
缓冲液(pH 7.2, 0.01 mol/L), 10°C浸提 16 h, NaCl浓
度为 0.25 mol/L, 期间不停搅拌, 离心(5000 r/min, 
15 min, 4°C), 上清液进行凝血效价检测。因 2.1中
凝血效价检测时采取倍比稀释的办法, 原始提取液
的体积必将影响凝血效价, 故应将得到的不同体积
的提取液通过稀释或冷冻浓缩的办法调至同一个体

积即 40 mL后再检测不同液料比对提取液凝血效价
的影响。不同液料比对白桦茸凝集素提取液凝血效

价的影响结果见图 2。 
从图 2可以看出, 液料比是影响 POL提取的一

个主要因素, 当液料比在 20以上时凝血效价增加较
大, 液料比在 40 以上后变化不大, 所以液料比可以
选择在 40左右。 
3.2.2  不同提取时间对 POL 提取液凝血效价的影

响: 按不同时间, 选择液料比 40:1, 其余条件及处
理方法同 3.2.1。结果见图 3。 
 

 

图 2  液料比对 POL 提取液凝血效价的影响 
Fig. 2  Effects of different material rate on extraction effect 
of POL 

 

图 3  提取时间对 POL 提取液凝血效价的影响 
Fig. 3  Effects of different time on the extraction effect of 
POL 

从图 3可看出, 提取时间是影响 POL提取的重

要因素, 凝血效价在 8 h~16 h之间迅速提高, 但在

16 h 后增加不明显 , 故提取时间可以选择为 16 h

左右。 

3.2.3  提取缓冲液不同 pH 对 POL 提取液凝血效价

的影响: 按不同 pH, 选择液料比 40:1, 其余条件及

处理方法同 3.2.1。结果见图 4。 
 

 

图 4  提取液 pH 对 POL 提取液凝血效价的影响 
Fig. 4  Effects of different pH on the extraction effect of 
POL 

从图 4 可以看出 , pH 值在 8.0 左右凝血效价

较高。  

3.2.4  不同 NaCl 浓度对 POL 提取液凝血效价的影

响: 按不同 NaCl 浓度, 选择液料比 40:1, 其余条件

及处理方法与 3.2.1相同。结果见图 5。 
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图 5  NaCl 浓度对 POL 提取液凝血效价的影响 
Fig. 5  Effects of different concentration of sodium 
chrol on the extraction effect of POL 
 

从图 5 可以看出 NaCl 是 POL 提取液凝血效价
的负面影响因素, 且在NaCl浓度大于 0.25 mol/L后, 
POL的凝血效价下降剧烈。因此, NaCl浓度选择应
低于 0.25 mol/L。 

3.3  正交试验结果分析 
正交试验结果分析如表 3所示。 
由 SPSS13.0软件[10]分析得出如表 4所示结果。 

正交试验极差(R)结果表明, 影响因素: D(NaCl

浓度)>B(时间)>A(料液比)>C(pH 值), 以 NaCl 浓度

影响最大。表 4方差分析表明, 料液比、提取时间、

NaCl 浓度及缓冲液 pH 值均具有显著影响。最佳提

取条件为: A3B3C2D1, 即液料比为 50:1, 提取时间为

20 h, 提取缓冲液 pH值为 8.0, NaCl浓度为 0 mol/L。 

4  讨论 

大量的研究表明许多蘑菇具有预防或治疗癌

症、病毒性疾病、高胆甾醇病和高血压的作用[14,15], 

发挥功能的多为其中的多糖类及糖蛋白类分子。一

些具有免疫调节、抑制肿瘤、抗真菌及降血压活性

的蘑菇蛋白亦被纯化出来 [11−16], 例如类泛素蛋白

酶、蛋白聚糖、核糖体钝化蛋白、抗真菌蛋白和凝

集素等。目前已纯化的真菌凝集素有糙皮侧耳、茶树

菇、水粉杯伞、灵芝、牛肝菌、香菇、双孢蘑菇、蜜

环菌等凝集素[11−21], 主要集中于担子菌纲的伞菌科、 

 
表 3  正交试验结果 

Table 3  Results of orthogonal experiment 
凝血效价 

Agglutination 试验号码 
Number 

A B C D 
重复 1 

Repeat 1 
重复 2 

Repeat 2 
1  1 1 1 64 64 

2 1 2 2 2 64 64 

3 1 3 3 3 32 32 

4 2 1 2 3 32 32 

5 2 2 3 1 128 128 

6 2 3 1 2 128 64 

7 3 1 3 2 64 32 

8 3 2 1 3 64 64 

9 3 3 2 1 256 256 

K1 320 288 448 896   

K2 512 512 704 416   

K3 736 768 416 256   

R 416 480 288 640   

 
表 4  方差分析结果 

Table 4  Variance analusis of orthogonal experiment 
方差来源 

Variance origin 
平方和(SS) 

Sum of squares 
自由度(V) 
Freedom 

均方(MS) 
Mean square 

统计量(F) 
Statistics 

显著性因子(P) 
P-value 

显著性 
Significance 

A 14450 2 7225 25.4 0.0002 有 

B 19228 2 9614 33.8 0.0001 有 

C 8306 2 4153 14.6 0.0015 有 

D 36978 2 18489 65 0.0000 有 

Error 2560 9 284.4    
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多孔菌科等, 这些真菌凝集素除表现出单糖结合特
异性外, 在结构性质功能上差异也较大, 有的是单
体蛋白, 有的是二聚体蛋白; 有的对酸碱及温度的
耐受性较差, 而有的则表现出较强的耐酸碱及抗高
温能力; 除各别供试凝集素表现出对人类的负作用
(如引起肾脏血栓)之外, 其余很多均表现出具有抗
肿瘤、免疫调节、抑制病毒、促有丝分裂、抗虫等

积极的作用。虽然这些真菌凝集素的免疫调节机理

有待于进一步研究, 但是这些具有肿瘤杀伤能力的
真菌凝集素的进一步研发及在肿瘤临床治疗上的应

用, 将为人类攻克癌症治疗的难关提供一些可借鉴
的信息, 同时也具有广阔的市场前景。 

我国的药用真菌资源丰富, 研究历史悠久。经
戴玉成和杨祝良整理的药用真菌就有 473种之多[22], 
这些真菌的药用功能是否由凝集素引起也有待于进

一步探查。目前我国已经纯化的真菌凝集素只有茶

树菇、糙皮侧耳、金顶侧耳、红菇、灵芝、银耳、

金针菇、香菇、猴头菌、口蘑和黄绿蜜环菌等, 尚
有许多真菌凝集素未被发现, 而且有些真菌中凝集
素的含量及效价都较低, 如何通过优化提取方法为
纯化凝集素并进一步研究其功能做好准备工作成为

开发功能凝集素研究内容的重要部分。本文通过优

化白桦茸凝集素提取方法为白桦茸凝集素的纯化利

用做了一定的铺垫; 其他相关的凝集素提取及纯化
方法中添加 NaCl 是有利因素, 本研究发现 NaCl 的
添加是负面因素, 其原因有待于进一步研究。 
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