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核桃凝集素的提取及其性质
冀爱青1，韩红艳1，杨红雁2，吴国良3

（1.晋中学院生物科学与技术学院，山西 晋中 030600；2.晋中市气象局，山西 晋中 030600；

3.河南农业大学园艺学院，河南 郑州 450002）

摘  要：以核桃仁为材料，对核桃凝集素的分离条件及其部分性质进行研究。结果表明：凝集活性值能准确反映凝

集素的血凝效果；核仁经PBS缓冲液（pH 7.4）浸提24 h及质量分数70%硫酸铵分级沉淀，得到的核桃凝集素粗品

能凝集人A、B、O、AB型血红细胞，且无血型专一性，其凝集活性不能被常见的单糖和寡糖抑制，但可被糖的衍

生物所抑制；凝集活性在30～50 ℃基本不变，有较广泛的pH值作用范围（5.0～8.0）；供试的5 个核桃品种中，薄

壳香粗提液的凝集活性最强，凝集活性值达到0.478。
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Abstract: The aim of this study was to investigate the extraction conditions and some characteristics of lectin from walnut 

(Juglans regia) kernel. The results indicated that the agglutinating activity (Aa) could accurately reflect blood agglutination 

efficiency. Crude lectin with strong hemagglutination activity was obtained from walnut kernel by extraction with phosphate 

buffer solution (PBS) at pH 7.4 for 24 h followed by fractional precipitation with 70% (NH4)2SO4. The lectin could 

agglutinate A, B, O and AB types of red blood cells without blood type specificity. The hemagglutination activity could be 

inhibited by saccharide derivatives, but not by monose or oligose. The lectin from walnut kernel was temperature-insensitive, 

and showed a broad reaction pH range (5.0–8.0). The hemagglutination activity of walnut kernel lectin from Baokexiang 

cultivar was the strongest among five tested walnut cultivars, which showed an Aa of 0.478.
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核桃（Juglans regia）营养价值丰富，由此被国外誉

为“大力士食品”、“益智果”，而在国内又享有“万

岁子”、“长寿果”的美称。据《本草纲目》、《神农

本草经》记载，核桃的药用价值很高，中医应用广泛，而

现代营养分析表明核桃坚果内核仁的成分主要是脂肪和蛋

白质，目前，国内对其营养的研究偏重于油脂方面，对蛋

白资源的研究报道只限于一些核桃蛋白饮料[1-2]。植物凝

集素是一类能凝集细胞和沉淀糖蛋白的非免疫源性的非

酶蛋白质，在植物界广泛存在，在种子、根、茎、叶、

皮、果实等各种组织器官中均有发现[3]。植物凝集素具有

凝集血细胞、诱使细胞或机体代谢发生改变、抗病毒、

防御等多种生物学活性，因此在细胞生物学、免疫学及

基因工程方面呈现出较好的研究价值和应用前景[4]。植物

凝集素存在于多种食品中，可与血细胞表面的抗原结合

引起细胞破坏，影响免疫系统功能。如研究显示麸质面

包含麦胚凝集素，长期食用可致麸质过敏；大豆凝集素

如果食用过量，可致生长缓慢，甚至引起中毒[5]。核桃作

为四大干果之一，受到人们的青睐，但国内外学者对核

桃化学成分的研究只限于与人体医疗保健作用有关的生

理活性物质方面[6-9]，而核桃凝集素作为其另一类生理活

性物质[10]的研究鲜见报道。本实验以5 个核桃品种坚果

为材料，提取核桃凝集素粗提液（Juglans regia Lectin，

JRL），并对其部分性质进行了研究，为今后核桃凝集素

的研究和毒性评价提供理论依据。
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1 材料与方法

1.1 材料与试剂

薄壳香、绿波、辽核、晋香一号和清香5 个核桃品

种均采自河南农业大学园艺学院核桃园；人的A、B、

O、AB型血样采集于晋中市四处医院化验科（采血管

为浅蓝色头盖的枸橼酸钠凝血试验管）；NaCl、KCl、

(NH4)2SO4、NaOH均为分析纯 西安维利化工公司。

1.2 仪器与设备

DS-1型组织捣碎机、DZKW-4数显恒温循环水浴锅   

上海乔跃电子有限公司；DL-6000B离心机 江苏捷达离

心机制造有限公司；FA1004型电子天平 上海精密科学

仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 核桃坚果凝集素粗提液的制备  

去除核桃的外壳，取出核仁用体积分数75%酒精漂

洗，蒸馏水冲洗3 次，捣碎、研磨并称质量后放入锥形

瓶，以1∶30（g/mL）的比例加入石油醚，在30 ℃条件

下，用水浴振荡器摇床脱脂5 h。将脱脂后的溶液抽滤，

将滤渣放在培养皿中，在通风橱中晾干。晾干后，称取

样品1 g加入30 mL浸提溶液，搅拌后放入4 ℃冰箱浸提。

浸提后，4 800 r/min转速离心35 min，弃去沉淀。上清液

中加入硫酸铵进行梯度分级沉淀，4 ℃过夜，4 800 r/min 

转速离心 3 5  m i n，弃上清。沉淀溶于 P B S溶液， 

4 000 r/min转速离心20 min，取上清液在PBS溶液透析

过夜，然后换成蒸馏水透析除盐5～6 h，用0.1 mol/L的

BaCl2溶液检测直至无白色沉淀为止，离心去除不溶物，

得到JRL。

1.3.2 体积分数2%人血红细胞悬浮液的制备

血样带回实验室用质量分数0.9%生理盐水反复洗涤

4～6 次，每次1 000 r/min转速离心5 min，弃上清，沉淀

红细胞用PBS溶液配成体积分数2%的红细胞悬浮液。

1.3.3 凝集实验

凝胶实验采用96 孔V型血凝板，先在每一孔中加

入50 μL的浸提液，后在每排的第1孔加入凝集素粗提液

50 μL，混匀后，取出50 μL加入第2孔，以此类推，作自

1∶2起至1∶2n为止的倍比稀释。同时设浸提液PBS溶液为

对照，每种样品设一个重复。轻轻混匀，加入50 μL体积

分数2%的人血红细胞悬浮液，静置30 min，观察记录凝

集结果。如无凝集时，红细胞沉于底形成一个光滑的小

圆点；如发生凝集时，红细胞呈网络状扩散。凝集效价

以2n（n为使血红细胞凝集的最末孔数，也就是血红细胞

产生凝集现象的最大稀释倍数）表示。本实验统计数据

时为计算方便，对凝集效价进行量化，其加权平均数作

为量化的凝集活性（agglutinating activity，Aa）[11]。

Aa ∑A Wi i 1 2 3 n
i 1

n

式中：A为待测液凝集反应赋值；Wi为凝集活性权

重，Wi= 2－i；n为倍比稀释次数。

凝集效价赋值见表1。

表 1 凝集效价赋值

Table 1 Value assignment for agglutinating titers

分类 ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ －

凝集程度 80%～100% 60%～80% 40%～60% 20%～40% ＜20% 不凝集

赋值A 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0

1.3.4 JRL提取最佳条件的优化

参照其他植物果实凝集素的提取方案[12-15]，确定了影

响JRL提取的3 个主要因素：浸提时间、浸提溶液种类和

硫酸铵质量分数。以薄壳香品种粗提液对人血红细胞A型

的凝集活性为指标，设计三因素三水平的L9（34）正交试

验，筛选出JRL提取的最优条件，因素水平见表2。

表 2 正交试验因素水平表

Table 2 Coded levels for independent variables used in orthogonal 

array design factors and levels of orthogonal tests

水平
因素

A浸提时间/h B浸提溶液种类 C硫酸铵质量分数/%

1 12 0.9%生理盐水 40

2 24 PBS缓冲液（pH 7.4） 70

3 48 蒸馏水 90

1.3.5 JRL性质的测定

1.3.5.1 热稳定性

在小型离心管中加50 μL  JRL与等量PBS缓冲液

（pH 7.4）后，分别在30～90 ℃（梯度为10 ℃）恒温水

浴中保温10 min，取出冷却至室温，在V型血凝板上进行

倍比稀释，用体积分数2%的B型人血红细胞检测其血凝

活性。

1.3.5.2 pH值稳定性

在小型离心管中加50 μL JRL，分别用缓冲液将其pH

值调到3.5、5.0、6.5、7.8、8.0、9.2和10.5，放置2 h，加入

等量体积分数2%的B型血细胞悬浮液，测定血凝活性。

1.3.5.3 糖专一性

在小型离心管中加50 μL JRL和50 μL PBS（pH 7.4）

混匀，倍比稀释后，分别加入0.05 mol/L D-甘露糖、 

D-（＋）岩藻糖、N-乙酰-D-葡萄糖胺、N-乙酰-D-半乳

糖胺、唾液酸、麦芽糖6 种糖溶液，放置10 min，再加入

等量体积分数2%的B型血细胞悬液，测定核桃凝集素粗

提液的糖结合专一性。

1.3.6 不同品种JRL活性测定

将绿波、薄壳香、辽核、晋香一号和清香5 个核桃

品种坚果按照优化的凝集素提取方法得到JRL，分别对人

的A、B、O、AB型抗凝血进行凝血效果检测。
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2 结果与分析

2.1 JRL提取正交试验优化

薄壳香凝集素粗提液对人A型抗凝血的凝集效果见表3。

浸提液对照组呈阴性，而正交试验的9 个处理凝集素粗

提液的凝集效价均在24以上，其中处理2、4、5和9凝集

效价达到29；处理5、7、8凝集效价分别达到24、27、28，

而处理1和3凝集效价达到26。以Aa值为指标，处理2最高

（Aa=0.487），处理5最低（Aa=0.188）。比较二指标得

出，Aa值能准确反映不同凝集素提取液的血凝效果。

正交试验结果显示JRL提取的最优水平组合为处理2

（A2B2C2），即PBS缓冲液（pH 7.4）浸提24 h、质量分

数70%硫酸铵分级沉淀提取的核桃凝集素Aa值最高，可

达0.487；极差分析结果得知，浸提时间（A）、浸提溶

液种类（B）和硫酸铵质量分数（C）对提取的凝集素的

Aa值均有不同程度的影响，其顺序为B＞C＞A。表4方差

分析可知，因素B、C对核桃凝集素的凝集活性影响达到

显著水平，因素A的影响不显著。

表 4 方差分析表

Table 4 Variance analysis

变异来源 平方和 自由度 均方 F值 F0.05（2，2） F0.01（2，2）

A  0.001 7 2 0.000 8 0.667 19.00 99.00

B  0.051 6 2 0.025 8 21.500*

C  0.012 4 2 0.006 2 5.167*

误差 0.002 4 2 0.001 2

注：*. 差异显著（P ＜ 0.05）。

2.2 JRL性质

2.2.1 热稳定性

核桃凝集素粗提液在不同温度条件下的凝集反应实

验表明，核桃凝集素具有一定的热稳定性（表5），血凝

活性在50 ℃以下基本稳定，50～90 ℃范围内，随着温度

的升高，凝集效价逐渐下降，90 ℃时完全丧失活性。

表 5 温度对凝集活性的影响

Table 5 Effect of temperature on hemagglutination activity of  

walnut kernel lectin

温度/℃ 对照 30 40 50 60 70 80 90

凝集效价 29 28 28 28 25 23 21 —

注：—. 无凝集现象。下同。

2.2.2 pH值稳定性

核桃凝集素粗提液的pH值稳定性实验结果见表6。

核桃凝集素的凝集活性对pH值的变化不敏感，在pH 

5.0～8.0的缓冲范围内，pH值的改变基本不影响JRL的凝

集效价。因此JRL具有一定的酸碱稳定性，凝集反应对酸

碱条件的要求不高。

表 6 酸碱度对凝集活性的影响

Table 6 Effect of pH on hemagglutination activity of walnut kernel lectin

pH 3.5 5.0 6.5 7.8 8.0 9.2 10.5

凝集效价 — 29 29 29 29 21 —

2.2.3 糖专一性

核桃凝集素粗提液对所供试的6 种糖中，可与N-乙

酰-D-葡萄糖胺和N-乙酰-D-半乳糖胺专一性结合，结果如

表7所示，表明JRL可以识别一些乙酰化的糖链，而对其他

4 种单糖和寡糖不敏感，即JRL对糖的衍生物有明显的抑

制作用，而其他单糖和寡糖对JRL的凝集活性影响不大。

表 7 糖对凝集活性的抑制作用

Table 7 Inhibitory effect of saccharides on hemagglutinatiion activity 

of walnut kernel lectin 

糖类 对照 D-甘露糖 D-（＋）岩藻糖 N-乙酰-D-葡萄糖胺 N-乙酰-D-半乳糖胺 麦芽糖 唾液酸

凝集效价 29 27 25 25 25 29 29

2.3 不同核桃品种凝集素的血凝活性测定

如表8所示，绿波、薄壳香、辽核、晋香一号和清香

5 个早实核桃品种均能凝集人血红细胞，但其凝集活性

略显差异。通过比较可以看出，薄壳香对人血细胞的凝

表 3 JRL提取的正交试验设计及结果

Table 3 Orthogonal array design with results for extraction of walnut kernel lectin tests for the optimization of extraction of JRL 

试验号 A浸提时间
B浸提溶液

种类
C硫酸铵
质量分数

凝集效价
Aa

21 22 23 24 25 26 27 28 29

1 1 1 1 ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） －（0） －（0） －（0） 0.372

2 2 2 2 ＋＋＋（0.6） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） 0.487

3 3 3 3 ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） －（0） －（0） －（0） 0.297

4 1 2 3 ＋＋＋（0.6） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） －（0） 0.474

5 2 3 1 ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） －（0） －（0） －（0） －（0） －（0） 0.188

6 3 1 2 ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） 0.387

7 1 3 2 ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） －（0） －（0） 0.298

8 2 1 3 ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） －（0） 0.387

9 3 2 1 ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） －（0） －（0） －（0） －（0） 0.369

k1 0.381 0.354 0.351

k2 0.382 0.443 0.261

k3 0.310 0.391 0.386

R 0.030 0.182 0.081
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集活性最高（0.478），晋扁1号最低（0.312），其中绿

波对AB型血的凝集活性达到0.543，而晋扁1号对A和B型

血的凝集活性仅为0.150。此外，不同类型的人血红细胞

对核桃凝集素的敏感程度不同，其中AB型血红细胞最敏

感，5 个品种的凝集活性平均可达0.497，而A型血红细胞

的敏感程度最低，平均值为0.329。

3 结 论

本实验在探究提取核桃凝集素粗提液工艺基础上

对其性质进行了研究，结果表明：核桃凝集素粗提液对

人的A、B、O、AB型血细胞均有一定的凝集作用，说

明核桃坚果中存在一定含量凝集素，而且品种间凝集活

性存在差异，推测核桃凝集素对红细胞的凝集作用具有

品种专一性；JRL表现出较强的热稳定性，在30～50 ℃

凝集活力基本不变，且具有广泛的 p H值作用范围

（5.0～8.0）；其凝集活性可被糖的衍生物如N-乙酰-D-

葡萄糖胺和N-乙酰-D-半乳糖胺抑制，推测在JRL的亚基

上有结合这类糖衍生物的受体，以此来抑制依赖糖衍生

物增殖的病原菌的生长。

关于核桃坚果中凝集素的分离及相关性质的研究未见报

道。JRL为抗营养因子，可根据它的理化性质使其灭活，如

温度超过50 ℃的热处理或强酸（pH＜5.0）强碱（pH＞8.0）

处理使其活力丧失，也可用糖的衍生物来抑制JRL的活力，

从而保证核桃制品的食用安全性。此外，核桃具有消炎杀

菌、防癌抗癌的作用，可能与其凝集素的抗增殖和抗肿瘤

功能有关，这对抗肿瘤药物的开发可能有潜在的意义，这

与已报道[16-20]的一些植物凝集素有相似之处。目前，关于

JRL的纯化与性质的进一步研究正在进行之中。
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表 8 JRL对人血红细胞的凝集活性

Table 8 Agglutination activity of walnut kernel lectin towards human red blood cells

品种 血型
凝集效价 Aa Aa平均值

21 22 23 24 25 26 27 28 29

绿波

A ＋＋＋（0.6） ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） —（0） —（0） —（0） —（0） —（0） 0.444 

0.428
B ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） —（0） —（0） —（0） —（0） —（0） 0.294 
O ＋＋＋（0.6） ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） —（0） —（0） —（0） —（0） 0.447

AB ＋＋＋（0.6）＋＋＋（0.6） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） 0.543 

薄壳香

A ＋＋＋（0.6） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） 0.487 

0.478
B ＋＋＋（0.6） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） 0.487 
O ＋＋＋（0.6） ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） —（0） —（0） —（0） —（0） 0.444 

AB ＋＋＋（0.6） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） 0.493 

辽核

A ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） —（0） —（0） —（0） —（0） 0.294 

0.432
B ＋＋＋（0.6） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） 0.475 
O ＋＋＋（0.6） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） —（0） —（0） 0.473 

AB ＋＋＋（0.6） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） —（0） —（0） 0.486 

晋扁

1号

A ＋（0.2） ＋（0.2） —（0） —（0） —（0） —（0） —（0） —（0） —（0） 0.150 

0.312
B ＋（0.2） ＋（0.2） —（0） —（0） —（0） —（0） —（0） —（0） —（0） 0.150 
O ＋＋＋（0.6） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） 0.475 

AB ＋＋＋（0.6） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） —（0） —（0） 0.473 

清香

A ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） —（0） —（0） —（0） —（0） —（0） —（0） 0.275 

0.396
B ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） —（0） —（0） —（0） —（0） —（0） 0.288 
O ＋＋＋（0.6）＋＋＋（0.6） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） —（0） 0.537 

AB ＋＋＋（0.6） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋＋（0.4） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） ＋（0.2） —（0） 0.487 


