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苦瓜籽中抗真菌蛋白 MAP13的分离纯化与表征

陈 贝, 时祥柱, 汪少芸, 叶秀云, 饶平凡

(福州大学生物工程研究所, 福建 福州 350002)

摘要: 将苦瓜籽粗提液分别经阴离子色谱柱、阳离子色谱柱交换后, 得到一个具有抗真菌活性的蛋白

MAP13. 该蛋白经鉴定达到电泳纯, 相对分子量为 12. 7 kDa. 经还原剂处理后, 电泳结果表明该蛋白由分子

量分别为 7和 6 kDa的两个亚基组成, 亚基之间通过二硫键连接. 体外抑菌实验表明该蛋白对苹果轮纹病

菌、瓜果腐霉病菌和棉花枯萎病菌具有较强的抑制作用.
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Isolation and characterization of the antifungal protein from bitterm elon seeds
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( Institute of B iotechno logy, Fuzhou Un ive rs ity, Fuzhou, Fu jian 350002, Ch ina)

Abstract: An ant ifunga lprotein w as iso lated from b itterme lon seeds by ex traction w ith PBS buffer,

an ion exchange chroma tography co lumn ( DEAE- 650C ) and cation exchange chrom atography co l

umn( CM - 650C) . Itw as identified to be homogeneous by SDS- PAGE, and the re lativemo lecu

larw eight w as estimated to be abou t 12. 7 kDa. Itw as composed of tw o subun its linked by a disu l

fide bond, w hosemo lecu larw e ightw ere 6 and 7 kDa, respective ly. It show ed ant ifunga l activity a

gainstPhy salospora p iricola, F usarium oxy sporum andPy thium aphaniderma tum.
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近年来的研究发现, 从苦瓜种子中提取的各种蛋白质具有抑制真核细胞核糖体的蛋白质合成、抗

肿瘤、抗艾滋病等活性
[ 1, 2]

. 但对苦瓜籽中的有效活性成分目前还不完全清楚, 在小分子蛋白及多肽方

面的研究比较少. 1999年美籍印裔生物学家罕娜宣布从药用苦瓜种子中提取了 降糖多肽蛋白 . 2002

年傅明辉等
[ 3]
从苦瓜籽中分离出分子量小于 10 kDa的核糖体失活蛋白具有一定的抗氧化活性. 2003年

M anasiTe lang等
[ 4]
从苦瓜籽中提取得到抑制棉铃虫 (H elicoverpa arm igera ) 和斜纹夜蛾 (Spodop tera

litura )生长的蛋白酶抑制剂, 其中 BGPI- 1和 BGPI- 2是分子量分别为 3. 5和 3. 0 kDa的短肽. 本研

究采用离子交换色谱法, 从苦瓜籽粗提液中纯化出一种具有抗真菌活性的小分子蛋白 MAP13, 并对其

部分生物活性进行了表征.

1 材料与方法

1. 1 材料

苦瓜籽 (奚光增教授惠赠 ), 真菌 (香港中文大学及福建农林大学惠赠 ) , 灌注色谱工作站 ( B ioCAD

700E, PE公司 ) , DEAE- 650C柱 ( 1. 5 cm ! 20 cm, 日本 TOSOH公司 ) , CM - 650M柱 ( 1. 5 cm ! 6. 8

cm, 日本 TOSOH公司 ) , 高速冷冻离心机 ( Beckm an公司 ), 冷冻干燥机 ( ALPHA 1- 2 LD ). 所用试剂

均为分析纯.
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1. 2 方法

苦瓜籽粗提取液制备: 参考王宾香等
[ 5]
的方法, 稍作修改. 150 g去壳苦瓜籽磨碎后, 加入 300mL

2mmo l/L pH7. 2(含 0. 15mo l /L NaC l) PBS缓冲液, 于 4 ∀ 搅拌浸提 4 h后, 经 4层纱布过滤后再于 4 ∀
离心 ( 1 ! 104 r /m in, 10m in) 2次, 取上清液即为粗提液.

小分子蛋白的分离纯化: 将粗提液经 DEAE- 650C柱, 收集穿透峰, 经 CM - 650M柱重新吸附后,

用 2mmol /L的 PBS缓冲液 ( pH7. 2) , 0~ 60mmo l/L的 N aC l进行梯度洗脱. 过 DEAE- 650C柱时流速

为 1. 0mL /m in, 过 CM - 650M柱时流速为 2. 0mL /m in.

垂直板状十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS- PAGE ) : 参考 Laemm li方法
[ 6 ]
, 浓缩胶浓度

为 4%, 分离胶浓度为 12. 5%.

Tricine- SDS- PAGE: 参考王旭等
[ 7]
的方法, 浓缩胶浓度为 4% (质量浓度, 下同 ), 中间胶浓度为

10%, 分离胶浓度为 16. 5%.

蛋白质浓度测定: 采用福林酚法测定
[ 8]
.

抗真菌活性鉴定
[ 9]
: 将该蛋白冷冻干燥后用 2mmo l/L的 PBS缓冲液 ( pH 7. 2)配制成 2. 4 g /L的样

品液待用. 采用菌丝生长抑制法检测样品抗真菌活性. 将真菌接种于 9 cm的 PDA (马铃薯葡萄糖琼

脂培养基 )平板中央, 28 ∀ 培养 2~ 3 h, 在菌苔周围距离菌苔边缘 0. 5 cm处放置 3个已灭菌牛津杯, 杯

内注入样品液 ( 2. 4 g /L )各 0、100和 200 L, 再补充无菌 2mmo l/L的 PBS缓冲液至 200 L, 继续培养 1

~ 2 h, 观察抑菌情况, 以仅添加 PBS缓冲液为阴性对照. 所用真菌包括苹果轮纹病菌 (P hy salo sp ora

p iricola)、棉花枯萎病菌 (Fusarium oxy sp orum )、瓜果腐霉病菌 (Py th ium aphaniderma tum )、菜豆根腐

病菌 (Fu sar ium so lani)和花生褐斑病菌 (M ycosphaerella arachid ico la ).

2 结果与讨论

2. 1 抗真菌蛋白 MAP13的分离与纯化

苦瓜籽粗提液稀释后上样到 DEAE- 650C阴离子交换柱上, 在 2mmo l/L PBS ( pH7. 2)缓冲体系中

用 0~ 1mol /L N aC l梯度洗脱, 流速为 1. 0mL /m in, 280 nm检测, 得到 1个穿透峰和 2个洗脱峰, 穿透

峰 D具有抗真菌的活性.

将收集到的穿透峰 D上 CM - 650M柱. 用 0~ 60mmol /L NaC l梯度洗脱, 所用缓冲液为 2mmol /L

的 PBS( pH 7. 2). 图 1为经 CM - 650M柱的色谱图. 其中峰 1具有抗真菌活性. 收集峰 1后用重蒸水进

行透析, 冻干后得到 14. 2mg的终蛋白.

2. 2 抗菌蛋白的纯度鉴定及分子量测定

活性峰峰 1经 SDS- PAGE电泳检验, 为一条带, 说明其已达到电泳纯 (见图 2) .
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由图 2可知, MAP13蛋白的分子量低于 14 kDa, 为了较准确测定其分子量, 采用 Tric ine- SDS- PAGE

(图 3) . 样品分 2组, 分别为添加还原剂 DTT(二硫苏糖醇 )和不添加 DTT. 在电泳胶上测量标准蛋白和染

料 (前沿 )移动距离, 计算出迁移率, 以相对分子质量的对数对迁移率作图, 绘制出标准蛋白的标定曲线

(图 4) . 结果显示该蛋白的分子量为 12. 7 kDa, 添加 DTT后, 该蛋白的二硫键断裂, 拆分为 2个分子量不

同的亚基, 分别为 7和 6 kDa.

2. 3 抗真菌活性

实验以苹果轮纹病菌 (P hy sa lospora p iricola )、棉花枯萎病菌 (F usarium oxysporum )、瓜果腐霉病菌

(Py thium aphanidermatum )、菜豆根腐病菌 (Fusarium so lan i) 和花生褐 斑病菌 (Mycosphaerella

arachid ico la)为研究对象, 研究了该蛋白的抗真菌活性. 结果表明该蛋白对苹果轮纹病菌、瓜果腐霉病菌

和棉花枯萎病菌有较强的抑制活性 (图 5) , 对菜豆根腐病菌和花生褐斑病菌的抑制活性不明显. 这一结果

说明该抗菌蛋白可能作为植物天然的防御蛋白, 在防止植物受一些致病菌侵染上起到一定的作用.

图 5 苦瓜籽抗真菌蛋白的抑菌活性

F ig. 5 Inh ib itory act iv ity of the antifunga l protein from b itterme lon seeds

2. 4 讨论

蛋白 MAP13对苹果轮纹病菌 (P hy salo sp ora p ir ico la )、棉花枯萎病菌 ( Fusarium oxy sp orum )、瓜果

腐霉病菌 (Py th ium aphaniderma tum )的生长表现出明显的抑制效果. 已知苦瓜籽中的  MMC、!MMC

与 MAP30均具有抗菌活性
[ 5, 14]

. 本实验纯化得到的 MAP13, 有助于更加全面、系统地研究苦瓜籽中活
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表 1 苦瓜籽中的活性蛋白组

Tab. 1 Active proteome from bitterm elon seeds

活性蛋白 M r /kDa N端氨基酸序列

 m omorcha rin[ 10] 29 DVSFRLSGADPRSYGMFIKD

! m omorcha rin[ 10] 29 DVNFDLSTATAKTYTKFIED

∀m om orchar in[ 11] 30 DVNFGLA

MAP30[ 12] 30 DVNFDLSTATAKTTTKFIED

#m om orchar in[ 11] 24

∃m om orchar in[ 13] 11. 5

MAP13 12. 7

性蛋白 (表 1)之间的相互关系及协同作

用机理.

研究表明, 不同类型的具抗菌作用

的物质如过氧化氢酶、裂解酶、次生代

谢物质以及抗菌蛋白和抗菌肽等在植物

中广泛存在
[ 15]
. 不同植物来源的抗菌蛋

白和抗菌肽, 对不同的植物致病菌的抑

制效果也不同
[ 16]
. 更多的研究表明, 植

物体内的抗菌蛋白具有某种协同作用,

当植物受到病原微生物的侵染时, 植物

免疫反应是多种酶和蛋白、糖类和脂类化合物协同作用的结果. 如某些植物防御蛋白如几丁质酶、葡聚

糖酶, 与核糖体失活蛋白一起协同作用于真菌时, 其抑制真菌的能力就会增加, 因为前两种酶具有破坏

真菌细胞壁的作用, 从而有利于核糖体失活蛋白进入真菌细胞发挥作用
[ 17 ]
. 小分子蛋白的抗真菌机

理、生化特性, 及其与苦瓜籽中其它抗菌组分的协同作用还有待进一步研究.
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