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〔摘要 」 目的 为了证明蝎皮对免疫功能的影响并探讨蝎皮中含有的活性成分
,

通过提取分离蝎皮中的水溶

蛋白质和角蛋白质组分
,

经过体外药理活性筛选
,

观察其对细胞或体液免疫系统的影响
,

以期获得具有生物活性的

蛋白质组分
。

方法 采用水提与盐析法获得水溶性总蛋白 盯
,

还原法获得总角蛋白 眼
,

通过 阮 凝

胶色谱对水溶总蛋白和总角蛋白进行分离
,

并对获得的各种蛋白组分进行了体外药理筛选
。

结果 发现蝎皮的蛋

白质组分在体外药理实验中显示对 淋巴细胞转化具有显著促进作用
,

但对 活性无明显作用
。

结论 蝎皮蛋

白提取组分具有一定的免疫调节生物活性
,

研究结果对蛋白质药物开发提供了基础数据
。
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一

以

全蝎是常用的中药材
,

并已作为中药材收入《中

国药典 》 年版
。

药用全蝎为节肢动物门蛛型

纲蝎 目钳蝎科东亚钳蝎 刀以丙。 月 ’ ,

在我

国分布广泛
。

现已经证明
,

全蝎具有息风镇痉
、

攻毒

散结
、

通络止痛等功效〔‘」
,

蝎毒是全蝎的主要活性成

分之一
,

其成分复杂
,

含有多种多肤图 分子质量范

围 一 和蛋 白质 〕。

蝎皮 , 。甲

是蝎子生长过程中的代谢产物
,

由于来源稀少
,

一直

没有进行研究
。

本研究从东亚钳蝎生长过程中的代

谢产物蝎皮中分离分子质量大于 以上的水溶

性蛋白和角蛋白成分进行体外药物活性筛选研究
,

发现其对 淋巴细胞转化具有显著促进作用
,

为

开发全蝎活性代谢产物
一

蝎皮中的活性蛋 白质成分

研究提供了实验依据
。

材料

药品与试剂 一 年生蝎皮由江苏海门市家

养蝎子技术咨询服务站蔡政提供
。 〕

低分

子质量标准蛋白质为中国科学院上海生物化学研究

所产品
。

伴刀豆球蛋 白 为 公 司产

品
。

脂多糖 名 购 自华美生物有限公司
。

其余试

剂均为分析纯或生化试剂
。

仪器 上海安亭科学仪器厂 一 一 型

冷冻离心机
,

中国科学院生物物理所科龙仪器厂
一 旋转蒸发器

,

美国 透析袋
,

规格

〔收稿 日期 〕 “只一扔
通讯作者 」

’

吕扬
,

侧 。
,

门坦
· ·

一 , ,

日本 凡
,

二 即 一 冷冻干燥机
,

天津血液研

究所葡聚糖凝胶 欣甲 填料
,

北京市六一仪

器厂 一 稳压稳流电泳仪 、℃ 一 型垂直

板电泳槽
,

德国 公司产 微板多功能测定

仪
。

动物和细胞株 丑 小鼠
,

雌性
,

体重
,

购 自中国医学科学院动物研究所繁育场
。

细胞 小鼠 敏感细胞株
,

购自中国医学科学院

基础医学研究所细胞中心
。

实验方法

蝎皮水溶性总蛋白的提取 将《 蝎皮经粉

碎机粉碎
,

加人 《 〕 蒸馏水
,

磁力搅拌器温和

搅拌 ℃
,

约 溶液呈过饱和状
,

将溶液静置分

层
,

取出上层淡黄色提取液
,

经在 一 ℃条件下

《 〕
·

而
一 ’离心 而 取上清液进行抽滤

,

得淡

黄色透明液体
。

加水抽提重复实验直到硫酸钱盐析

实验呈阴性为止
。

用旋转蒸发仪将总蛋白质溶液浓

缩适量
。

按比例在总蛋白溶液中加人硫酸馁盐析进

行蛋白质纯化实验
,

其饱和浓度应达到 卯
。

℃

条件下 静置后
,

得到淡黄色絮状沉淀
。 一

℃条件下 仪叉〕
·

而
一 ’离心 而 收集蛋 白沉淀

物
,

用一定比例的蒸馏水溶解蛋白沉淀物
,

在 ℃

条件下温和搅拌 促溶
,

待蛋 白质溶解完全后离

心
,

收集上蛋白清液
。

将剩余沉淀物加人蒸馏水继

续溶解
,

搅拌促溶
、

离心
,

收集上层蛋白溶液
,

弃去杂

质沉淀
。

合并上清蛋 白溶液
,

℃下透析除盐
,

·
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,

创

后经钡盐检验证实透析完全
。

用旋转蒸发仪 ℃

条件下充分浓缩透析后 的蛋白溶液
,

经冷冻干燥后

最终获得 蝎皮水溶性总蛋白质粉末
。

蝎皮总角蛋 白的提取 本实验使用蝎皮水溶

性蛋白质提取后的残渣进行了角蛋白的提取川
。

将

蝎皮水溶性蛋白粗提物残渣经 ℃烘干后得到淡

黄色粉末
,

分别加人 琉基乙酸
· 一 ’ 、

尿素
· 一 ’ 和蒸馏水至 以洲〕

。

用

调节溶液 至
,

℃条件下搅拌
。

倒

出上清液
, 一 ℃条件下 仪

·

而
一 ’离心 而

并抽滤
,

滤液用醋酸调节 至 中性后透析去除尿

素
,

每天换水 次
,

后透析完全
,

旋转蒸发仪充分

浓缩蛋白溶液
。

冷冻干燥
,

最终获得 总角蛋

白粉末
。

柱凝胶色谱分离 分别取蝎皮水溶性总蛋 白

质和总角蛋白各
,

用蒸馏水溶解并分多次加样到
、 。 。 凝胶色谱柱上

,

蛋白

质为 ’
一 ‘。

用蒸馏水洗脱
,

流速
·

而
一 ’。

洗脱组分用紫外检测仪 处检测
,

按检测峰不

同部分收集各流出组分
,

所得组分经冷冻干燥后
,

最

终获得蝎皮各不同蛋白质组分
。

一

以 电泳 电泳方法采用不连续胶系

统川
,

浓缩胶和 分离胶
,

考马斯亮蓝法染

色
,

标准分子量蛋白为兔磷酸化酶
,

牛

血清白蛋白 切
,

兔肌动蛋 白
,

牛碳酸

醉酶
,

胰蛋白酶抑制剂
,

鸡蛋清溶

菌酶
。

以检测蝎皮各蛋白质组分蛋 白质

分子量的分布情况
。

淋巴细胞转化实验 常规无菌取

小鼠的脾脏经研磨棒轻轻研磨后
,

过 目钢网
,

用

《 培养液洗 次
,

以
·

而
一 ’离心 而

,

细胞沉

淀用双蒸水
、

双盐水各洗 而 破坏红细胞
,

离心弃

上清
。

用 粼 培养液调细胞浓度至 护
· 一 ‘ ,

拼口孔
,

种于 孔板
,

同时加 认 终含量
·

一 ’或 终含量
· 一 ‘ , 拼口孔

。

加样品

拼 孔
,

另设阴性对照孔 加诱导剂
,

未加药
、

空

白对照孔 未加诱导剂
,

未加药 ℃
,

仇 孵育
,

培养结束前
,

加刃天青 拜 终含量 川
· 一 ’ ,

培养结束后
,

测定荧光强度 激发波长
,

发射波长 卯
,

并按下列公式计算淋巴细胞

转化率
。

淋巴细胞转化率 样品孔荧光值
一

阴性对照孔荧
·

光值 阴性对照孔荧光值
一

空白对照孔荧光值

杀伤活性测定 取小 鼠脾细胞同上
,

吞钊

培养液调整细胞含量至 护
· 一 ’,

另取
一 ,

双〕培养液调整细胞密度至
· 一 ’,

分别种于

孔板
。

设以下组别 效应细胞组 脾细胞
, 拜

孔
、

靶细胞组 石
一

细胞
, 拌 孔

,

效应细胞和

靶细胞实验组 脾细胞 和
一

细胞
,

各 拜

孔
。

℃
,

仇 孵育 后
,

培养结束前 加

终含量
· 一 ’ ,

培养结束后测 值
。

按

以下公式计算杀伤率

杀伤率 二 效应细胞 十 靶细犷 实脸组 靶细胞 的

结果

柱凝胶色谱 分别取 水溶性总蛋白和总

角蛋白上样
,

用 凝胶

色谱柱
,

蒸馏水洗脱
,

水溶性总蛋 白质获得 个
一 , 一

无紫外吸收部分和 个
一 ,

紫外吸收峰部分 图
,

每个紫外吸收峰按上下

两部分分段收集
,

最终将水溶性总蛋 白质分成 个

组分
。

总角蛋白质获得 个
一

无紫外吸收部

分和 个
一 ,

程
一 , 一

紫外吸收峰部分 图
,

每个紫外吸收峰按上下两部分分段收集
,

最终将

总角蛋白质分成 个组分
。

其每种总蛋白质的回收

率分别为 和
。

在双缩脉反应中
,

个

蛋白质组分的碱性溶液与铜离子相互作用
,

产生紫

色的络合物
,

证明分离获得的各组分中均含有蛋白

质成分
。

一

,

,
一

叨 父

洗脱体积 八

图 水溶总蛋白质柱色谱凝胶分离图谱

, 。

竹
一

晌 门 目

‘

一曰一
贝

洗脱体积 洲 止

图 总角蛋白质柱色谱凝胶分离图谱
一

电泳 将凝胶色谱所得蛋白质组分
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〔加血 皿业目 已论 侧加加 州肠山

,

目

,

进行 检测
,

其中 个样 品 一
,

,

几
一

组分含量太少
,

故未无法进行

电泳实验
。

其他 个组分包括 个水溶性蛋白质

组分
一 ,

盯
一 , 一 , 一

和
一

和

个角蛋白质组分 弓几
一 ,

几
一 ,

一
,

几
一

和

引巴
,

其 电泳实验结果分别见图
、

图

所示
。

毒
,

全蝎和蝎毒一直被认为是其药物活性所在
,

其研

究结果较多
,

但未见对于蝎子的代谢产物蝎皮成分

研究的报道
。

蝎子一生中大约需要褪皮六七次
,

这

些物质一直没有得到有效利用
。

实验选择 一 年生东亚钳蝎蝎皮作为研究对

象
,

使用 月加 样品中经过水提和还原分别实验获

得分子量在 切 以上的水溶性总蛋白质 和

总角蛋 白质
,

种总蛋 白质 的收率分别为

和 。
。

蝎皮样品中蛋白质成分收率较低

说明在蝎皮壳中蛋白质主要是其结缔及保护性的功

能蛋白质
,

因而水溶性蛋白质和角蛋白质含量较低
。

使用 种总蛋白质样品各 经 阮灿目

凝胶色谱初级分离共得到 个蛋白组分
,

其中水溶

性蛋白质组分 个
,

收率为
。

角蛋白质组分

个
,

收率为
。

通过 电泳实验证实水溶性蛋 白质

分子质量主要成分集中在 切 以下 而角蛋白中

的蛋白质成分的分子量则比较分散
,

其中 几
一 ,

竹
一

组分含有的蛋白主要成分在 以上
。

在角蛋白质组分的 电泳实验中发

现 肌
一

月几
一

和 田
一

条带具有连续分布性

质
,

故怀疑这些组分中含有色素成分
,

影响了蛋白质

成分的显色
。

‘ 通过双缩脉实验反应证实分离获得蝎皮的

个蛋白质组分中均含有蛋白质成分
。

体外药理筛选实验结果表明
,

蝎皮中的水溶性

蛋白质组分和角蛋 白质组分均对于 淋 巴细胞

转化显示显著的促进作用
,

特别是其中的 盯
一

和
一

组 分 对 细 胞 淋 转 率 高 达 卯 和
。

本项 目研究选择蝎皮中分子质量 以】以上的

蛋白质组分作为研究对象
,

分别对水溶性蛋白质与

角蛋白质组分进行药理活性筛选研究
。

研究结果表

明
,

除已知的全蝎和蝎毒具有药用价值外
,

蝎皮作为

蝎子的一种代谢产物
,

其中的蛋白质组分可能对人

体的细胞免疫和体液免疫具有一定的促进作用
,

具

有一定的药用价值
。

本研究将对以蝎皮蛋白质药物

的开发提供实验证据
。

〔参考文献 〕
「月 中国药典 一部 以幻

【 」周新华 蝎毒的生化研究及临床应用 生物化学与生物物理

进展
, ,

闷
,

图 水溶总蛋白质 冬 电泳结果

标准分子质量蛋白 图 同

。翎咖翎
引加

图 角蛋白质 口导 电泳结果

蝎皮组分体外对免疫系统的影响 选择经

电泳实验的 个蛋白质组分样品进行淋

巴细胞转化实验和 活性杀伤实验
,

筛选实验结

果见图
,

图中给出各蛋白组分对于 淋巴细胞

转化情况
,

结果显示它们均对 淋巴细胞转化存

在显著的促进作用
,

特别是组分
一

和 几
一

的 细胞淋转率高达 和
, ,

但各组

分对 细胞杀伤活性则无明显改善
。

图 蝎子皮中蛋白质组分对免疫系统

的影响
, 无 土

讨论
人类对东亚钳蝎的研究主要集中在全蝎与蝎

· ·
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为 倒叮 为 犯 恤如血

,

胭卫

,

万

【 王 琳
,

魏俊杰
,

张红军
,

等 东亚钳蝎蝎毒蛋白的分离纯化

白求恩医科大学学报
, ,

〔」 拍 ,

溯
,

沉
, 已 心 说幽 耐 瑰 刻曲曲曰 砰创

·

即 众抓皿曰
, ,

卯 习

防〕 汪 家政
,

范 明 蛋 白质技术手册 北京 科学 出版杜
,

以

廿 功 ’妞 ’” 叮亩 雌哪

, , 缸 , 山

加山吻 赫功朗必 及几击阅
, 尸泌￡叮 之厅砚如 及拒记位耐 肠价罗 山以 ‘为沁期 的细护妙 月‘山 记砚巴 ,

及萨昭 仍
,

乙陇朋

〔 内 , 〕《划“为祀 由朗山喀 园 如 创叻
,

, ‘飞 团玩 叮毗 场旅此而而而朋

汕 加晚土目 恤 卜刻词日 以 灯 切叨 场山日曲曰 别沈 记 耐司石呼 心 记
,

初遨 烧面 几 场 面

山 石 姗山记 跳 抽凶欲 、 鱿过 的坛 声众 仆 田碗 咖印 司巨 场 明内硫盆 山

喇测司 仆 说 玩 币 邝阿 饥以面切脸面 击 衍 目众阳 , 五 加 叩邵此

丘℃ 山 团 理山犯 加 印 昭阵 己 阂
, 旧 巍 卿 】

以 面卿

〔灯 切 如 」即呷“ 姆创叨 川 仕田想扬斑面 朋 间 姗
〔资任编辑 李 禾

薄荷化学成分的研究

刘 颖
,

张援虎
芳 ,

石任兵
北京中医药大学 中药学院

,

北京

〔摘要 」 目的 对薄荷非挥发性成分进行研究
。

方法 利用色谱技术进行分离
,

波谱技术等方法鉴定结构
。

结

果 从薄荷中分离鉴定 个化合物
,

分别为大黄素
、

大黄酚
、

大黄素甲醚
、

苯甲酸
、

反式桂皮酸
、

各谷幽醇
、

芦荟大黄素 现
、

熊果酸 珊 和胡萝 卜昔
。

结论 化合物 工
, , , ,

姐为首次从薄荷中

分离鉴定
。

〔关链词 〕薄荷 化学成分

【中圈分类号 」 〔文献标识码 」 〔文章编号 」的 今 佣吞

薄荷为唇型科植物薄荷 瓜 爪矽阮硬斌降

的干燥地上部分
,

是一味常用解表中药
,

具有宣散风

热
,

清头 目
,

透疹等功能
,

多用于风热感 冒
,

风温初

起
,

头痛
,

目赤
,

喉痹
,

口疮
,

风疹
,

麻疹
,

胸胁胀闷〔’〕。

现代药理研究发现薄荷的非挥发性成分具有抗炎
,

抑菌等功效川
,

因此作者对薄荷的非挥发性成分进

行了研究
,

并从中分离鉴定了 个化合物
,

其中化合
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物 工
, , , ,

姐为首次从薄荷中分离鉴定
。

这些

化合物中
,

个葱醒类物质及熊果酸
,

桂皮酸有抑菌

抗病毒活性
,

同时还有保肝利胆
,

进行肝损伤保护的

作用 , 〕
。

熊果酸
,

桂皮酸
, 一

谷 幽醇具有抗炎活

性
一 。

这些活性成分与薄荷的功效相关联
。

仪器与材料

显微熔点仪 温度计未校正
一 型和 正 一

联
一 型核磁共振

仪 一 扰 型和 一 型质谱仪
。

薄层

色谱和柱色谱硅胶均为青岛海洋化工厂产 阮

一 为上海化学试剂采购供应站分装厂产 妞
一


