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摘要　 针对菜豆凝集素二聚体复合物的结构特征， 利用计算机辅助药物设计的方法设计抑制剂以破坏复合

物结构； 进一步采用标准的 Ｆｏｍｃ 保护氨基酸 ＮＴ氨基的固相法合成纯化了小肽抑制剂． 体外兔血红细胞凝集

实验结果表明， 该小肽对菜豆凝集素的凝血能力有一定的抑制效果． 该方法为植物凝集素凝血研究及菜豆相

关的食品安全问题提供了一个新思路．
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菜豆（Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ Ｌ．）是全球重要的食用豆类之一， 因其富含碳水化合物、 矿物质、 人体必

需氨基酸及多种维生素等［１］， 在营养缺乏的发展中国家是居民重要的植物蛋白来源， 在发达国家中则

成为改善居民膳食结构的重要食物． 菜豆是世界上栽培面积仅次于大豆的食用豆类作物， 种植面积占

全球食用豆类种植总面积的 ３８􀆰 ３％［２］ ． 作为菜豆的次级起源中心［３］， 中国是菜豆种植大国， 也是菜豆

消费大国． 菜豆除被用作新鲜蔬菜食用外， 还可通过干制、 盐渍及速冻等加工成罐头来满足市场

需求． 　 　 　 　
人类误食尚未煮熟的菜豆会出现恶心、 呕吐、 腹痛腹泻、 心慌胸闷和胃部灼烧感等中毒症状， 目

前常用的解决方法是通过高温加热破坏并分解菜豆中的有毒物质． 然而， 菜肴烹饪过程中不注意火候

温度或牲畜因食用含有凝集素的饲料而产生的中毒现象多有发生， 严重危害了人类健康并造成巨大经

济损失． 仅 ２００４～２０１３ 年全国共报告的 ６６０ 起植物性食物中毒事件中， 有 ５３􀆰 ３％的中毒事件是菜豆中

毒引起的， 中毒人数占总植物性食物中毒人数的 ６８􀆰 ８％［４］ ． 因此， 急需研发能降低菜豆毒性的抑

制剂． 　 　 　
前期研究结果表明， 菜豆中的 ４ 种抗营养因子 植物凝集素、 皂苷、 胰蛋白酶抑制剂和植酸是

引发菜豆中毒的主要毒性成分［５，６］， 且研究主要集中在菜豆植物凝集素方面， 其致毒关键在于其能与

动物小肠上皮细胞表面的糖蛋白特异性结合， 破坏小肠正常结构并引起病理性腹泻［７～９］ ． 植物凝集素

广泛存在于植物界中， 是一类可特异性结合碳水化合物及糖分子的蛋白质， 能使红细胞产生凝集现

象［１０］ ． 昆虫和高等动物的消化道表面有很多细胞膜糖蛋白， 植物凝集素与该糖蛋白的特异性结合会引

起昆虫和高等动物的不适， 从而起到保护植物的作用． 根据序列与结构特征可将植物凝集素分为

１２ 类， 且多数需要形成稳定的二聚体或者多聚体结构来实现其生物学功能［１１］ ． 目前， 科研人员正开展

通过打开植物凝集素的二聚体结构以影响其相应生物学功能的研究． 如大蒜凝集素的单体为 β⁃ｐｒｉｓｍ



结构， 单体结构的尾部插入到另外一个单体结构中通过 β 相互作用形成二聚体结构． Ｂａｎｅｒｊｅｅ 等［１２］ 将

氨基酸位点 Ｇ９８ 位突变为 Ｄ， 并插入 Ａｓｎ９９， Ｓｅｒ１００， Ａｓｎ１０１ 和 Ａｓｎ１０２ 这 ４ 个氨基酸改变其单体中尾

部的结构， 使之不能形成二聚体结构． 凝血活性检测结果表明， 未突变的大蒜凝集素能形成二聚体结

构并使兔血红细胞产生凝集现象， 而突变后的大蒜凝集素不能产生凝集现象， 也不形成二聚体． 此外，
Ｍａｒｔａ Ｊｉｍｅｎｅｚ 等［１３］通过对槲寄生中 ＡＢ⁃ｔｙｐｅ 植物凝集素上的氨基酸位点进行化学修饰， 使其不能形成

二聚体结构．
菜豆凝集素对人体口服急性毒性表现为恶心、 呕吐、 腹胀及腹泻等［１４］， 是诱发菜豆中毒的主要有

毒物质之一［１０］ ． 基于此， 本文利用计算机辅助药物设计的方法， 针对菜豆凝集素二聚体复合物的结构

特征设计抑制其形成复合物的小肽， 并通过体外凝血活性实验检测抑制效果． 本文主要研究了菜豆凝

集素二聚体的结构特征， 设计合成了抑制剂小肽， 并检测了菜豆凝集素与抑制剂的体外凝血活性． 结

果表明， 该抑制剂部分削弱了菜豆凝集素的凝集能力， 为植物凝集素复合物抑制剂研究与相关应用提

供了一个新思路．

１　 理论与方法

１．１　 试剂、 仪器及兔红细胞的制备

Ｏ⁃苯并三氮唑⁃四甲基脲六氟磷酸酯（ＨＢＴＵ）、 １⁃羟基苯并三唑（ＨＯＢＴ）、 Ｆｍｏｃ⁃Ｖａｌ⁃ＯＨ、 Ｆｍｏｃ⁃Ｉｌｅ⁃
ＯＨ、 Ｆｍｏｃ⁃Ｐｈｅ⁃ＯＨ、 Ｆｍｏｃ⁃Ｓｅｒ（ ｔＢｕ）⁃ＯＨ 和 Ｆｍｏｃ⁃Ｓｅｒ（ ｔＢｕ）⁃Ｗａｎｇ 树脂均购于上海吉尔生化有限公司；
Ｎ，Ｎ⁃二异丙基乙胺（ＤＩＰＥＡ）、 Ｎ⁃甲基吡咯烷酮（ＮＭＰ）、 哌啶、 乙醚、 三氟乙酸（ＴＦＡ）和三异丙基硅烷

均购于 Ｓｉｇｍａ 公司； 菜豆凝集素（ＰＨＡ⁃Ｅ）标准品购自 Ｓｉｇｍａ 公司， 用 ０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸缓冲液（ＰＢＳ，
ｐＨ＝ ７􀆰 ２）配成浓度为 ０􀆰 ０５ ｍｇ ／ ｍＬ 的标准溶液备用．

ＬＣ⁃２０ＡＴ 型半制备高效反向液相色谱仪和 ＬＣ⁃２０ＡＤ 分析型高效液相色谱（日本岛津公司）； ＰＴＩ
Ｔｒｉｂｕｔｅ⁃ＵＶ 多肽合成仪（美国蛋白质科技公司）； ＭｉｃｒｏｆｌｅｘＴＭ基质辅助激光解析（ ／吸附）电离串级飞行时

间质谱仪（瑞士布鲁克公司）．
兔红细胞制备过程如下： 对雄性大白兔（由江汉大学实验动物房提供）耳缘静脉取血， 加少量阿氏

液（Ａｌｓｅｖｅｒ’ｓ）混合均匀离心， 将红细胞沉淀用 １０ 倍体积的 ＰＢＳ 缓冲液洗涤 ３ 次， 弃上层清液， 加 ＰＢＳ
缓冲液制成体积分数为 ２％的兔红细胞悬液， 于 ４ ℃冰箱中保存（不超过 １４ ｄ）． 使用前， 将兔红细胞悬

液用 ＰＢＳ 稀释后计数， 调整红细胞浓度为 ５×１０７ ～５×１０８ 个 ／ ｍＬ．
１．２　 菜豆凝集素二聚体的结构特征分析

以蛋白质结构数据库（ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ）中菜豆凝集素的实验结构（ＰＤＢｃｏｄｅ：３ＷＣＲ） ［１５］ 为研究对象，
进行序列保守性和结构特征分析． 序列比对方法为 ＣＳ⁃ＢＬＡＳＴ， 序列库为 ＵＮＩＲＥＦ９０［１６～１８］， 保守性共分

为 ９ 个等级， 保守性≤３ 表示该氨基酸序列趋向于变异， 保守性≥７ 表示该氨基酸序列趋向于保守． 在

菜豆凝集素的动态结构特征分析中， 采用分子动力学模拟软件 ＧＲＯＭＡＣＳ（力场为 Ａｍｂｅｒ０３， 水模型为

ＴＩＰ３Ｐ）， 模拟时间为 ５０ ｎｓ［１９～２１］ ．
１．３　 菜豆凝集素抑制剂的设计

菜豆凝集素主要通过 β 折叠结构之间的相互作用形成二聚体， 本文利用已知的 β 折叠结构设计抑

制剂与菜豆凝集素的另外一个单体发生竞争， 从而降低菜豆凝集素二聚体的形成几率． 首先， 对 β 折

叠结构相互作用区域进行结构特征分析， 找到潜在的抑制剂结合口袋（预测方法为 ＤｏＧＳｉｔｅＳｃｏｒｅｒ） ［２２］；
其次， 针对菜豆凝集素二聚体结构， 分析二聚体接触界面上的空腔口袋分布与结构特征； 然后， 根据

二聚体接触面的结构特征对 β 折叠结构（ＧＬＵ１８２⁃ＡＳＰ２１７）进行删减， 得到潜在的抑制剂； 最后， 用分

子对接方法对潜在抑制剂进行验证．
１．４　 小肽的合成及鉴定

１．４．１　 小肽的合成　 采用 Ｆｍｏｃ 保护氨基酸 ＮＴ氨基的固相法合成小肽［２３］ ． 将 Ｆｍｏｃ⁃Ｓｅｒ（ ｔＢｕ）⁃Ｗａｎｇ 树

脂（１􀆰 ２ ｇ， ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ）用 ５ ｍＬ ＮＭＰ 溶胀 １ ｈ， 用 ３ ｍＬ 哌啶 ／ ＮＭＰ（体积分数 ２０％）处理 ５ ｍｉｎ 脱除树脂

的 Ｆｍｏｃ 保护基（用 ＵＶ 监测反应）， 连接第一个氨基酸缬氨酸； 将 Ｆｍｏｃ⁃Ｖａｌ⁃ＯＨ（１􀆰 ７ ｇ， ５ ｍｍｏｌ），

６８１１ 高 等 学 校 化 学 学 报 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｖｏｌ．３８　



ＨＢＴＵ（２􀆰 ０ ｇ， ５ ｍｍｏｌ）和 ＨＯＢｔ（０􀆰 ６７５ ｇ， ５ ｍｍｏｌ）溶于 ３ ｍＬ ＤＩＰＥＡ ／ ＮＭＰ（０􀆰 ４ ｍｏｌ ／ Ｌ）溶液中， 将混合

液加入已脱除 Ｆｍｏｃ 保护基的 Ｗａｎｇ 树脂中， 搅拌 ２０ ｍｉｎ， 抽干后用 ＮＭＰ（４ ｍＬ）洗涤 ３ 次， 再用 ３ ｍＬ
哌啶 ／ ＮＭＰ（体积分数 ２０％）处理 ５ ｍｉｎ 脱除氨基酸上的 Ｆｍｏｃ 保护基（用 ＵＶ 监测反应）， 采用相同方法

依次连接异亮氨酸、 苯丙氨酸和丝氨酸．
１．４．２　 树脂裂解和去保护　 将已连接 ５ 个氨基酸的多肽从多肽合成仪的反应器中取出， 放入 ２０ ｍＬ 的

圆底烧瓶中， 加入 １０ ｍＬ 预先配好的裂解液（三氟乙酸＋三异丙基硅烷＋水， 体积分数分别为 ９５％，
２􀆰 ５％和 ２􀆰 ５％）， 密闭反应 ２ ｈ． 反应结束后， 将反应液过滤， 收集滤液． 再以 １ ｍＬ 三氟乙酸洗涤剩余树

脂 ２ 次， 收集滤液． 将滤液平均放入 ２ 个 ５０ ｍＬ 的离心管中， 分别加入 ４０ ｍＬ 预先冷冻的乙醚， 以

２５００ ｒ ／ ｍｉｎ 转速离心 １０ ｍｉｎ， 得到的固体再用冷冻的乙醚洗涤 ３ 次， 收集所得固体．
１．４．３　 多肽的纯化　 将得到的粗产品溶于 ４ ｍＬ 三氟乙酸（体积分数 ０􀆰 ０５％） ／乙腈溶液中， 利用岛津

ＬＣ⁃２０ＡＴ 半制备高效反向液相色谱仪进行分离提纯． 选用 Ｉｎｅｒｔｓｉｌ ＯＤＳ⁃ＳＰ Ｃ１８ 反向色谱柱（１５ μｍ，
２０ ｍｍ×２５ ｃｍ）， 流动相组成： Ａ 液为三氟乙酸（体积分数 ０􀆰 ０５％） ／水； Ｂ 液为三氟乙酸（体积分数

０􀆰 ０５％） ／ 乙腈； 梯度设置： Ｂ 液 ５％→６５％（体积分数）， 时间 １ ｈ， 流速 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 进样量 ０􀆰 ５ ｍＬ． 采用

４８６ 检测器检测 ２２０ ｎｍ 处的吸收峰， 并分段收集． 注意主峰出现的位置、 峰形， 收集主峰析出液． 将收

集的样品溶液倒入 ５０ ｍＬ 离心管中， 利用液氮将其冷冻成固体状态， 用冷冻干燥机冻干．
１．４．４　 多肽纯度的鉴定 　 取少量纯化的多肽溶于三氟乙酸（体积分数 ０􀆰 ０５％） ／乙腈中， 利用岛津

ＬＣ⁃２０ＡＤ 分析型高效液相色谱柱进行纯度鉴定． 选用 Ｉｎｅｒｔｓｉｌ ＯＤＳ⁃ＳＰ Ｃ１８反向色谱柱（５ μｍ， ４􀆰 ６ ｍｍ×
２５０ ｍｍ）， 流动相组成： Ａ 液为三氟乙酸（体积分数 ０􀆰 ０５％） ／水； Ｂ 液为三氟乙酸（体积分数 ０􀆰 ０５％） ／
乙腈； 梯度设置： Ｂ 液 ５％→６５％（体积分数）， 时间 １５ ｍｉｎ， 流速 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 进样量 １０ μＬ． 采用 ４８６ 检

测器检测 ２２０ ｎｍ 处的吸收峰． 粗产物经 ＨＰＬＣ 分离纯化， 验证其纯度为 １００％， 再经质谱分析确证其

分子量．
１．５　 小肽的抑制凝血活性检测

将纯化后的小肽用 ＰＢＳ 缓冲液配成 ０􀆰 ０５ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液． 凝集素的活性检测采用血凝法． 参照文献

［２４］方法， 先进行菜豆凝集素标准溶液的倍比稀释： 向 ９６ 孔“Ｖ”型血凝板中每孔中加入 ２５ μＬ ＰＢＳ 缓

冲液， 然后吸取 ２５ μＬ 的菜豆凝集素标准溶液加入到“Ｖ”型血凝板的第一孔， 混合后吸取 ２５ μＬ 混合

液加入到第二孔， 混合后取出 ２５ μＬ 加入到第三孔， 以此类推作倍比稀释．
向作为阳性对照组的菜豆凝集素倍比稀释液中， 每孔再加入 ２５ μＬ ＰＢＳ 缓冲液， 小肽处理样品组

则每孔加入 ２５ μＬ 的小肽溶液． 微微摇动血凝板使凝集素与小肽充分接触， 静置 ３０ ｍｉｎ， 最后向每孔中

加入 ２５ μＬ 兔红细胞悬液（体积分数 ２％）， 继续摇动血凝板 １ ｍｉｎ， 室温下放置 １ ｈ 后， 肉眼观察对照

组与小肽处理组中红细胞的凝集反应情况． 无凝集时红细胞自然沉降于 Ｖ 型板底部， 呈一小圆点； 如

发生凝集红细胞则相互聚集呈膜状附于液面．

２　 结果与讨论

２．１　 菜豆凝集素结构及动态结构特征分析

以 ２０１３ 年通过 Ｘ 射线晶体衍射结晶的菜豆凝集素二聚体复合物（Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ： ０􀆰 ２５ ｎｍ） ［１５］ 为例分

析菜豆凝集素的三级结构与动力学特征． 图 １（Ａ）示出了菜豆凝集素三级结构， 可见菜豆凝集素为 ２ 个

单体结构组成的复合物结构． 理论分析表明， 菜豆凝集素三级结构的骨架拓扑结构非常保守， 糖结合

位点区域因特异性识别功能有较多突变［１１］ ． 菜豆凝集素必须形成稳定的二聚体结构才能发挥生物学功

能， 因此二聚体结合区域的三级相互作用稳定性对菜豆凝集素生物学活性非常关键． 图 １（Ａ）中红色结

构区域为菜豆凝集素二聚体接触面（ＧＬＵ１８２⁃ＡＳＰ２１７）， 其中 ３ 个 β 片结构（ＡＬＡ１８４⁃ＡＳＰ１９１， ＬＥＵ１９６⁃
ＴＹＲ２０３ 和 ＴＨＲ２０８⁃ＴＨＲ２１５）通过与另一单体的 β 片三级结构（ＧＬＵ１８２⁃ＡＳＰ２１７）相互作用形成稳定的

二聚体结构． 图 １（Ｂ）和表 １ 示出了该 β 片区域的保守性分析结果， 变异性较强的氨基酸用蓝色表示

（保守性≤３）． 结果表明， 该 β 片结构片段中只有 １３􀆰 ８％的氨基酸序列趋向于变异， 并多分布在 β 片之

间的 Ｌｏｏｐ 区域．
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Ｆｉｇ．１　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｂｅａｎ ｌｅｃｔｉｎ ｄｉｍｅｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
（Ａ） Ｃｏｍｍｏｎ ｂｅａｎ ｌｅｃｔｉｎ ｄｉｍｅｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ（ＰＤＢ ｃｏｄｅ： ３ＷＣＲ， ｃｈａｉｎ Ａ， ｃｈａｉｎ Ｂ， β ｓｔｒａｎｄ ａｎｄ ＮＡＧ ａｒｅ ｃｏｌｏｒｅｄ ｉｎ ｇｒｅｅｎ，
ｃｙａｎ， ｒｅｄ ａｎｄ ｍａｇｅｎｔａ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）； （Ｂ） β ｓｔｒａｎｄ ｉｎｔｅｒｆａｃｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ（ＧＬＵ１８２⁃ＡＳＰ２１７， ｌｅｓｓ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｏｒ ｖａｒｉａｂｌｅ
ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｒｅ ｃｏｌｏｒｅｄ ｉｎ ｂｌｕｅ） ．

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ｂｅａｎ ｌｅｃｔｉｎ ｄｉｍｅｒ ｉｎｔｅｒｆａｃｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ Ｒｅｓｉｄｕｅ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ Ｐｏｓｉｔｉｏｎ Ｒｅｓｉｄｕｅ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ Ｐｏｓｉｔｉｏｎ Ｒｅｓｉｄｕｅ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ

１８２ ＧＬＵ ３ １９４ ＴＨＲ ７ ２０６ ＬＥＵ ２
１８３ ＡＳＮ ５ １９５ ＬＹＳ ６ ２０７ ＬＹＳ ２
１８４ ＡＬＡ ７ １９６ ＬＥＵ ５ ２０８ ＴＨＲ ６
１８５ ＧＬＵ ５ １９７ ＬＥＵ ８ ２０９ ＳＥＲ ６
１８６ ＶＡＬ ８ １９８ ＶＡＬ ７ ２１０ ＰＨＥ ４
１８７ ＬＥＵ ３ １９９ ＡＬＡ ８ ２１１ ＩＬＥ ６
１８８ ＩＬＥ ９ ２００ ＳＥＲ ６ ２１２ ＶＡＬ ５
１８９ ＴＨＲ ６ ２０１ ＬＥＵ ７ ２１３ ＳＥＲ ７
１９０ ＴＹＲ ９ ２０２ ＶＡＬ ５ ２１４ ＡＳＰ ３
１９１ ＡＳＰ ６ ２０３ ＴＹＲ ５ ２１５ ＴＨＲ ４
１９２ ＳＥＲ ７ ２０４ ＰＲＯ ４ ２１６ ＶＡＬ ８
１９３ ＳＥＲ ５ ２０５ ＳＥＲ ６ ２１７ ＡＳＰ ８

　 　 分子动力学模拟可以从分子层次描述生物分子在水溶液中的运动情况和动力学特征． 因此， 对菜

豆凝集素进行了分子动力学模拟和关联性分析． 动力学关联性的取值范围为－１～ １， 其中－１～ －０􀆰 ４ 表

示运动方向相反， －０􀆰 ４～０􀆰 ４ 表示运动方向无关联， ０􀆰 ４ ～ １ 表示运动方向相同， 有较高的运动协同性．
图 ２ 示出了菜豆凝集素分子动力学模拟中接触面 β 片结构（ＧＬＵ１８２－ＡＳＰ２１７）的动力学关联性分析结

果， 动力学关联性大于 ０􀆰 ４（橘色）表明氨基酸残基之间有较高的运动协同性． 图中大部分氨基酸之间

的关联性大于 ０􀆰 ４（红色）， 表示该结构之间有较高的运动一致性， β 片结构之间的三级相互作用使菜

豆凝集素在动力学模拟过程中紧密结合．

Ｆｉｇ．２　 Ｄｙｎａｍｉｃ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｆａｃｅ
ｒｅｓｉｄｕｅｓ （ ＧＬＵ１８２⁃ＡＳＰ２１７ ） ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｗｏ
ｍｏｎｏｍｅｒｓ

Ｆｉｇ．３　 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｏｃｋｅｔ ａｔ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｆａｃｅ
ｆｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｄｅｓｉｇｎ

ＰＤＢ ｃｏｄｅ： ３ＷＣＲ， ｃｈａｉｎ Ａ， ｃｈａｉｎ Ｂ ａｎｄ ｐｏｃｋｅｔ ａｒｅ ｃｏｌｏｒｅｄ ｉｎ
ｇｒｅｅｎ， ｃｙａｎ ａｎｄ ｒｅｄ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

２．２　 菜豆凝集素界面分析与抑制剂设计

序列与动力学分析结果表明， 菜豆凝集素二聚体接触面对形成复合物十分重要． 图 ３ 中球形结构
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区域示出了菜豆凝集素二聚体接触面区域空腔口袋的分布情况， 其体积为 ０􀆰 ３４ ｎｍ３， 表面积为

８􀆰 ２５ ｎｍ２ ． 抑制剂如果结合在红色靶点区域， 将直接与菜豆凝集素的另外一个单体发生竞争， 从而直

接降低菜豆凝集素二聚体的形成几率， 降低菜豆凝集素的生物学活性． 菜豆凝集素通过 ２ 个 β 折叠结

构单元的相互作用形成二聚体结构， 根据二聚体接触面的结构特征对 β 折叠结构（ＧＬＵ１８２⁃ＡＳＰ２１７）进
行删减， 并用分子对接方法进行验证． 结果表明， 小肽 Ａｃ⁃ＳＦＩＶＳ⁃ＮＨ２（丝氨酸⁃苯丙氨酸⁃异亮氨酸⁃缬氨

酸⁃丝氨酸）会结合在靶标位置， 可作为潜在的抑制剂．
２．３　 小肽 Ａｃ⁃ＳＦＩＶＳ⁃ＮＨ２ 的表征

对小肽 Ａｃ⁃ＳＦＩＶＳ⁃ＮＨ２ 采用高效液相色谱和质谱进行表征． ＨＰＬＣ 条件： Ｃ１８柱， λ＝ ２１４ ｎｍ， ５ 肽浓

度 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ， 进样量 ５０ μＬ； 流动相 Ａ 为 Ｈ２Ｏ（体积分数 ９９􀆰 ９％） ／ ＴＦＡ（体积分数 ０􀆰 １％）； 流动相 Ｂ
为 ＣＨ３ＣＮ（体积分数 ７０％） ／ Ｈ２Ｏ ／ ＴＦＡ（体积分数 ０􀆰 ０９％）．

ＨＰＬＣ 谱图出峰时间为 １０􀆰 ２４７ ｍｉｎ， 面积为 １００％； 其质谱图中 ｍ ／ ｚ ５５２􀆰 ４５ 为 ５ 肽， 分子量与小肽

Ａｃ⁃ＳＦＩＶＳ⁃ＮＨ２ 理论分子量一致．
２．４　 小肽的抑制凝血活性分析

植物凝集素二聚体会结合红细胞表面的糖分子， 产生凝集现象； 植物凝集素单体不会使红细胞产

生凝集现象， 在 Ｖ 型血凝版中静置后， 红细胞发生自然沉降成为一个小红点位于孔中央． 因此， 凝血

活性分析实验能快速检测植物凝集素的生物学活性． 在 ９６ 孔 Ｖ 型血凝板中对菜豆凝集素标准品倍比

稀释后， 加入同等体积的小肽溶液， 待其与凝集素充分反应 ３０ ｍｉｎ 后， 测定对兔血红细胞的凝集效果．
小肽处理组中的试剂成分为 ２５ μＬ 的菜豆凝集素 ＰＨＡ⁃Ｅ 溶液（从左至右依次倍比稀释）＋２５ μＬ 小肽溶

液（０􀆰 ０５ ｍｇ ／ ｍＬ）＋２５ μＬ 兔红细胞溶液（体积分数 ２％）． 阳性对照组中的试剂成分为 ２５ μＬ ＰＨＡ⁃Ｅ（从
左至右依次倍比稀释）＋２５ μＬ ＰＢＳ 溶液＋２５ μＬ 兔红细胞溶液． 阴性对照组中的试剂成分为 ２５ μＬ 的小

肽溶液＋２５ μＬ ＰＢＳ 溶液＋２５ μＬ 兔红细胞溶液． 空白对照组中仅为 ５０ μＬ ＰＢＳ 溶液＋２５ μＬ 兔红细胞

溶液．
由图 ４ 可见， 阴性对照组中的小肽自身对兔红细胞无凝集作用， 静置后红细胞发生自然沉降成

为一个小红点位于孔中央． 阳性对照组中起始浓度为 ０􀆰 ０５ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＰＨＡ⁃Ｅ 标准品在横排倍比稀释至

第 ４ 孔（稀释 １ ／ １６）处时， 仍能凝集红细胞并使其聚集呈膜状附于液面； 而相同浓度下的 ＰＨＡ⁃Ｅ 标

准品在加入 ０􀆰 ０５ ｍｇ ／ ｍＬ 的小肽后对红细胞的凝集作用减弱， 红细胞部分发生沉降（黑色箭头指示），
此时产生抑制效果的菜豆凝集素 ＰＨＡ⁃Ｅ 浓度为 ３􀆰 １２×１０－３ ｍｇ ／ ｍＬ， 小肽浓度为 ０􀆰 ０５ ｍｇ ／ ｍＬ． 由此推

测小肽与菜豆凝集素单体结合降低了二聚体的形成几率， 进而阻止红细胞凝集影响凝集素的凝集

能力．

Ｆｉｇ．４　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ｉｎ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ

传统的药物筛选或药物设计方法是通过实验检测药物分子库中药物与已知靶标蛋白的抑制效果．
该方法不但研发周期长， 且耗时费力． 利用计算机辅助药物设计通过分析蛋白质实验结构与序列信息

等特征， 可高通量筛选、 设计抑制剂或相关药物分子， 极大降低了药物的研发周期与成本［２５～２８］ ． 菜豆

凝集素的二聚体接触面较大， 仅依靠小分子的小肽通过竞争作用来打开庞大的二聚体复合物仍是一项

艰巨的工程．
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３　 结　 　 论

通过分析菜豆凝集素二聚体的结构和序列特征， 尝试设计小肽来抑制凝集素二聚体复合物的形

成， 从而降低菜豆凝集素的活性， 解决菜豆植物性食物中毒的食品安全问题． 结果表明， 菜豆凝集素需

要形成稳定的二聚体或多聚复合物结构实现其生物学功能； 二聚体结构接触面上氨基酸较为保守， 可

利用其结构与序列特征设计抑制其形成复合物的小肽； 体外凝血实验表明， 该小肽对菜豆凝集素凝集

红细胞有一定的抑制效果， 间接证明了小肽对菜豆凝集素二聚体复合物形成的抑制作用．
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