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摘要 珠子参 (Panaxjaponicu~C．A Meyervat'．major(Burk)Wu etFeng)根茎用盐溶液提 

取，透析，两次离子交换层析，凝胶过滤，分离到两个蛋白质 (ZP-I，ZP-2)，其中， 

zP一2能明显地抑制绿色木霉、麦类赤霉菌丝的生长。经 SDS—PAGE及 Sephadex G一75过 

滤，测得ZP-2的分子量分别为 55和 66kD，是由分子量非常相近的两个亚基组成。PAS反 

应表明zp一2是一个糖蛋白，经 GLC分析，中性糖含量为28．91％，由葡萄糖、甘露糖、岩 

藻糖、木糖、鼠李糖和半乳糖组成；糖醛酸含量经 应tter的方法测得为 22 76％．用 OPA柱 

前衍生氨基酸高压液相色谱法测定 zp_2的部分氨基酸组成，结果表明此蛋白质高古酸性氨 

基酸。zP-2对人红血细胞无凝集活性，也无几丁酶和 l，3-葡聚糖酶活性． 

关蝴 璺 点醴 抗真菌蛋白质 

ISoLA H 0N AND CHARACTERIZATIoN 0F AN ANTⅡ GAL 

GLYCoPRo I'EIN IN PANAX JAPoNICUS VAR．m JoR 

DU Liang--Cheng，WANG Shi-Lin，LI Ying，HU Ytm-Qian，HU Zhong 

(Kunming lBstilute Botany，Academia Sinica，Ktmming 650204) 

Abstract Two proteins named ZP—l and ZP-2 in rhizome of Panaxjaponiccts var．major were 

isolated by the procedure including saline solution extraction， dialysis， ion exchange 

chromatography，and gel filtration．On PSA media．ZP'2 inhibited obviously the growth of 

mycelia of Trichodema virMe an d F~arium graminearum．The protein contained two subunits 

(MW．27 and 28kD)，and its molecular wcigllts were 55 and 66kD respectively determined by 

SDS-PAGE and Sephadex G_75 filtration．By PAS reaction，it was shown that ZP-2 was a 

glyco protein，which contained  glucose，manno~，fu~ose,xylose，galac tose，rhamnose，and 

uronic acids The contents of neutral sugars and uronic acids were 28．91％ and 22 76％ 

respectively．The protein was rich in Asp and Ghi，but had ilo activity of hemagglutination， 

chifinase，and 一l，3-glucanase 

Key words Panaxjaponicus var major；Glyeoprotein；Antfftmgal protein 

植物中的一些蛋白质具抗真菌活性，如降解真菌细胞壁的几丁酶和 口一1，3一葡聚 
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糖酶 植物的病原相关蛋白 (PR蛋白)中许多是几丁酶和 一1．3一葡聚糖酶，它们可能 

在植物中的诱导抗性系统中起重要作用 ⋯ 核糖体失活蛋白 (RIP)和富含羟脯氨酸 

(HRGP)的糖蛋 白对一些真菌也有抗性 Bohlmarn等人从小麦叶子中分离到一 

种Ⅱ Thionins的蛋白质，它是一类新的壁结合蛋白质，能抑制多种真菌的生长 “ 。一 

些植物中发现的蛋白酶抑制剂也可能与植物的抗病系统有关 ” 。胡忠等人从天麻中分 

离了对腐生真菌具强烈抗性的GAFP(63 这些表明，植物中可能存在着种类、功能、 

特性各异的抗真菌蛋白质。对不同植物中抗真菌蛋白质的研究，将有助于对植物中复杂 

的抗病系统的认识，为植物资源的发掘利用提供一定的基础。本文报道云南资源植物珠 

子参中的抗真菌糖蛋白的分离及其部分特性。 

材料和方法 

1．材 料 

珠子参 (PanaxjaponicusC A Meyervat．major(Burk)Wu etFeng)系采自云南丽江地区的野生 

品种，取其肉质珠状根茎，洗净，置于一70℃备用。 

2．叠 白质的攫取厦纯化 

切碎的珠子参根茎于预冷的 O．3mol／lNaC1提取液中粉碎，4℃下抽提过夜 (约 5ml／g鲜重)， 

双层纱布过滤，滤液于 10 000rpm冷冻离心 15分钟，上清液中加人(NH4)2s0|至饱和度达 80％ 

(O℃)；磁力搅拌 1小时后，同样离心 10分钟，沉蓰重藩于 50retool／1柠檬酸钠盐缓冲液中 (含 

10retool／1EDTA，14mmol／l琉基乙醇，pH5 2)，15 0001~m冷冻离心 10分钟，上清液在 20倍体 

积的蒸馏水中透析 24小时，同样离心去沉淀，上清液经浓缩后上样于 seDhadcx(1r50柱，用 

10retool／l磷酸钠盐缓冲液 (pH6 8)洗脱，得 3个峰．峰 1在适当浓缩后上样于经 10retool／l磷酸 

钠盐缓冲液 (pH6 8)平衡的 CM-Cdlulose CM-52柱，收集未吸附峰，调 pH至 7．5，上样于经 

lOmmol／l磷酸钠盐缓冲液平衡的DEAE-CelluloseDE一52柱，弃去流出液，用 50mmol／1磷酸钠 

盐缓冲液 (pH6．8)加入 0．1至 0 4tool／1NaCI作线性梯度洗脱，得 4个峰，峰 1和峰2(分别称为 

zP_1和ZP-2)经超滤浓缩后分别上样于 sephadcxG一75柱，用 lOmmol／l磷酸钠盐 (pH6．8)缓 

冲液洗脱，收集第一峰，冻干待用． 

理化性质测定 

SDS—PAGE参照 Laemmli的方法 卵 分离胶浓度为 15％，浓缩胶浓度为5％．分子量标准为 

Pharmacia试剂盒，含磷酸化酶 b、牛血清白蛋白 卵白蛋白、碳酸酥酶、大豆胰蛋白酶抑制剂和乳 

白蛋 白。非变性 PAGE采用同样方法，除了不含 SDS及分离胶浓度为 10％，浓缩胶浓度为 3％ 

PAS 反 应 (Periodic Acid， Schi s reaction) 按 照 Pharmacia Laboratory techniques 

(Uppsala， Sweden， 1984)。糖醛酸含量的测定根据改进的咔唑法进行 。中性单糖的分析参照 

Bradbury的方法 样品降解产物制备为 TMS衍生物，气相色谱检测，Se-54毛细管柱，30m， 

定温 180"C，FID检测，根据标准单糖保留时间确定样品糖组成，以肌醇为内标换算出糖含量 考虑 

到该糖蛋白结构较为复杂，降解分两步进行。首先用 2tool／l三氟醋酸 (TFA)，110℃，降解 4小 

时，玻璃纤维纸过滤，滤液氮气吹干，得降解产物 Fs。过滤后的残渣再经 6mol／1 HCI，IO0'C，降 

解24小时，过滤，滤液氮气吹干，得产物 FA。FS和 FA分别进行 GLC分析。 

粗蛋白质含量以考马斯亮蓝法测定 “∞， 
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圈 I．粗置自在 Sephadex G一50柱上的凝胶过滤 

Fig 1 Gel ffl~a6on on Sephadex G一5O column 

of crude proteins，eluted with l0 mm ol／1 80． 

dium phosphate buffer(SPB)pH 6．8． 

氨基酸组成分析参照Jarrett“”方法，用邻苯二 

甲醛和 口一琉基 乙醇进行柱前氨基 酸衍生，高压液相 

色 谱 分 析 Micropak— MCH 一 10 柱 (4．6× 

250ram)，荧 光检 测，激 发波 长 350rim， 发射波 长 

450nra，流动相 A液为甲醇：O 05tool／I醋酸钠液 

(pH6．8)(80：20，v／v)：B液为甲醇：0 05moi／l 

醋酸钠液 (pH6．8) (20：80，v／v)。梯度洗脱，A 

液从 10％至 90％，B液从 90％至 10％，梯度时间为 

45分钟，流速0．5ml／min，纸带0．2em／min。 

几丁酶活力根据 Boller等人的方法 “ 。#-J 3一 

葡聚糖活力根据从还原的昆布糖中释放的葡萄糖量来 

决定 。 

凝血活性测定时将样 品从 lmg／ml倍 比稀释直 

至 0．0005mg／ml，每 2O 1样 品加人 20~tl 5％人红血 

球悬液 (A，B，AB，O型均来 自云南省人民医院血 

库)。室温下 2小时后观察血凝情况，求得凝血的最 

低蛋白浓度 ⋯ 。 

4。抗真葺活性测定 

采用直接在 PSA (马铃薯蔗糖琼脂) 

圈 2 G一1的DEAE—Cel~los~DE-52层析 

Fig 2 Chromatography orG—l On DE一52 column．elut． 

edwith 5Ommol／1 SPBpH 6．8 

培养基上滴加样 品的方法。 当菌丝长至培 

养皿面积的2／3时，在菌丝前沿滴加不同 

浓度的样品液，置于 28'(2黑暗培养箱 中培 

养，以出现肉眼能观察到的抑苗圈作为其 

抗菌标准。 

结果和讨论 

1．抗真菌蛋白质的分离 

由于 已报道的抗真菌蛋 白质多为 

碱性，采用酸性提取液进行总蛋白质 

提取。粉碎后的珠子参很易褐化，影 

响以后的分离，用硫酸铵沉下蛋白质 

后，重溶的缓冲液中加入抗氧化剂是 

必要的。提取后每克鲜重珠子参中约 

含 3mg蛋 白质 。粗 蛋 白质上 样于 

Sephadex G一50柱进 行分级 ，得 3 

个峰 (图 1)。 

峰 1抗菌活性最好，是大分子部分 (Mw 大于 30 000)。将峰 1在接近中性时上样 

于 CM—Cellulose柱，大部分蛋白质未被吸附。因此，尽管用酸性提取液，珠子参中仍 
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l 2 

蝴【I，j 

图 3十二皖基硫酸钠乘丙烯酰胺凝脏电泳 

Fig 3 SDS-PAGE ofproteins 

I M W M arkcrs；2＆3．Zp-I；4＆5ZP--2； 

6．Crude pro旧 ns 

Eletion voiumc n 

图 5 zP一2的 Sephadex G一75凝脏过穗 

Fi g 5．Gel filtration Oil Sophadex G—75 colum n 

。rZP一2，eluted with 10mm ol／1 SPB pH 6 8 

l 2 

图 4非变性乘丙烯酰胺凝胶电泳 

Fig 4．Native—PAGE ofproteins 

I Crude pIo【e】ns；2 ZP一2 

有大量酸性蛋 白质。将 酸性部分诃至 pH7．5， 

以便更好的吸附阴离子交换柱，经NaCl线性 

梯度洗脱，得 4个峰 (图 2)。 

部 分 收 集 的 峰 1(zP_1) 及 峰 2 

(zP一2)的后半峰在 SDS—PAGE上分别显 

示单带及两条紧靠在一起的带 (图 3)。 

但在非变性凝胶电泳上，zP一2则是一条 

带 (图 41。 

这说明zP一2含两种亚基，其分子量分别 

为 27000及 28 000。为了进一步证实以上结 

果，将 zP一2与卵 白蛋白 (MW 45 000， 

Sigma) 和 一乳 白 蛋 白 (MW142 000， 

Sigma)一起混合上样于 Sephadex G一75柱 

(柱长 90cm，们 ．2cm)，得 3个峰 (图 5)。 

部分收集各个峰，各取一管进行紫外吸收 

光谱测定，与标准卵白蛋白． 一乳白蛋白、 

及 ZP-2的 吸 收 光 谱 进 行 对 比 ，证 明 

Sephadex(1广75上洗下的第一峰是 ZP-2，其后分别为卵自蛋白及 一乳白蛋白 (图 

6)。 

因此，ZP一2的分子量是三者中最大 的。由于 zP一2和卵白蛋 白的洗脱峰很靠近 

根据计算，分子量为66 000。因此 zP一2是二聚体，而非多聚体。 
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图 6 F一1、2，3的紫外吸收光谱 

Fig 6．UV sl~ctrum of F—l，2，3，ia 10 mmol／】 

SPB pH 6．8．F_l：ZP一21 F_2 Ovalbumint F_ 

a-Lactalbumth 

2．抗真菌蛋白质的特性 

分离的zP一1对真菌抗性很弱，zP一2则 

表现 较好 的抗 性 。在 PSA 平板 培养基 上， 

10．ul的 lmg／1 zP一2溶液即对绿色木霉，麦 

类 赤霉菌丝 的生长有明显 的抑制作 用 (图 

7)。这表明ZP-2对腐生和寄生真菌都有抑制 

作用 考虑到相对于其它抗真菌蛋 白质， 

ZP-2分子量 较大 ，我们进行 了 PAS测定 ， 

结果 zP一2在 PAGE板上被染成一条红带， 

表明 ZP-2是一个含糖 的蛋白质。经改进的咔 

唑法测定，其 中糖醛酸含量为 22．76％，反应 

产物经光谱扫描，具有标样半乳糖醛酸所示的 

特 征 峰 (52Ohm 处 的最 大 吸 收 峰 )，说 明 

ZP-2中确有 糖 醛酸 。 用肌 醇作 内标 ，经 

GLC分 析 ，测 得 ZP-2的 中性 糖 含 量 为 

28．9％。两步降解产物 FA 和 Fs的中性糖组 

成较大差异 (表 1)。2tool／1三氟醋酸的降解 

物 (FS) 中含 5种糖， 且绝大 部分是葡 萄 

糖；经 6mol／1HC1降解后 (FA)有 6种糖 

(多出半乳糖)，虽然仍有大量葡萄糖，但其它 

5种单糖的总量已超过中性糖量的一半 。以上 

结果表明，zP一2为含糖量较高的糖蛋白，具有较复杂 的结构，ZP一2分子外围主要是 

葡萄糖，蛋白质降解后 (6mol／1HCI)，裸露出的内核部分，其糖组成更复杂。因此， 

用 SDS法和凝胶过滤法分别测得的分子量相差较大，SDS法测得的分子量应 比实际分 

子量小。 

图 7 ZP-2对真菌菌丝生长的抑f6I 

Fig 7 Inhibition of myeelia growth of fungi ZP一2(1 mg／m1)．A Trichodema viride B．Fusarmm 

graminearum：1 IO,ul oflOmmol／lAPB pH 6 8； 2．10Ⅲ ofZP一2【n10mmo]／】SPB pH 6．8{ 3
． 15．ulofZP一2in 

10retool／1SPB pH 6 8； 4 20儿1 ofZP一2in10mmol／1 SPB pH 6．8 
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用 OPA柱前氨基酸衍生高压液相色谱分析 ZP-2的部分氨基酸组成，结果表明 

ZP一2中含有大量酸性氨基酸，Asp和 Glu的含量均超过 10％。由于邻苯二甲醛不与 

脯氨酸或羟脯氨酸反应，与半胱氨酸及赖氨酸反应不完全，色氨酸在 6mol／l HCI水解 

24小时后，大部分被破坏，因此，表 2只列出了 zP一2的部分氨基酸组成。 

寰 2． ZP-2的部分氯基t组成(％) 

Table 2 Composition ofpartial amino acids ofZP-2 f％) 

Chitimase‘ B一1．3一Glucanas~‘ 

Chitinasa：ABS at 585nm in 0 2ml lmg protein／ml samples．Glucanase~ABS at 620nm in 20ul lmg 

protein／ml samples }}Snailase and laminarinase as,standard samples were from Sigma Co． 

由于ZP一2是一个具抗真菌活性的分子量较大的糖蛋白，而在小麦中已经证明麦胚 

凝集素 (WGA)并无抗真菌活性，起作用的是几丁酶 ””，因此，有必要对 zP一2进 

行一定的功能分析。当 zP．_2的浓度从 0．0005mg／ml至 lmg／ml，对人 4种血型的红 

细胞 悬 液均无 凝集作 用 。 比较 ConA，wGA，RCA，它 们的 凝血浓度均 在 

0．001mg／ml以下，可以认为 zP一2并无血凝集活性。对 ZP-2进行几丁酶和 #-1，3- 

葡聚糖酶活性测定，结果证明 zP一2并无这两种酶活性 (表 3) 所 以，zP一2不同于小 
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麦中的情况。ZP-2是由分子量在 30 000左右的两条链组成，这与双链核糖体失活蛋白 

(如 Ricin，Abrin)类似，但其中糖古量很高，糖组成复杂，无凝集活性，也无水解酶 

活性 一般抗真菌蛋白多为碱性蛋白质，而 zP_2中酸性氨基酸含量很高。因此， 

ZP-2的抗菌机理可能比较特殊，还需有待对其结构与功能的关系进行深入研究 

致谢 本研究得到昆明植物所所长择优基金的资助 
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