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层析凝胶 DEAE Sepharose Fast Flow分离纯化 5’2混合脱氧单核苷酸
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摘要 :目的 　针对 5’2混合脱氧单核苷酸的理化特性 ,研究利用 DEAE Sepharose Fast Flow凝胶分离纯化 5’2混合脱氧单核苷

酸。方法 　上样缓冲液采用 20 mmol/L Tris, pH9. 0, 上柱量 ≤7. 5mg/mL·gel,上柱流速 5mL /m in,洗脱缓冲液采用 20 mmol/L

Tris + 0. 025mol/L NaCl, pH 9. 0,洗脱流速 0. 5mL /m in。结果 　实验结果发现 dCMP, dAMP, dTMP的收率为 95%以上 , dGMP

的收率为 85%以上 ,所获得的混合脱氧单核苷酸经高效液相色谱检测色谱纯达 98%以上。
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ABSTRACT:O BJECT IVE　According to the physical and chem ical characteristic of 5’2deoxymononucleotides, this study investiga2
ted the separating and purifying 5’2deoxymononucleotides by DEAE Sepharose Fast Flow. M ETHOD S　Take 20mmol/L Tris (pH 9. 0)

as binding buffer, samp le binding≤7. 5mg/mL·gel, flow2rate 5mL /m in; Take 20mmol/L, 0. 025mol/L NaCl ( pH 9. 0 ) as elution

buffer, flow2rate 0. 5mL /m in. RESUL TS　The chromatographic grade purity of the eluate is above 98% by HPLC, the recovery rate of

dCMP, dAMP and dTMP is above 95% , the recovery rate of dGMP is above 85%.
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　　5’2混合脱氧单核苷酸是由脱氧核糖腺嘌呤核苷酸

( dAMP) , 脱氧核糖鸟嘌呤核苷酸 ( dGMP)、脱氧核糖胞嘧啶

核苷酸 ( dCMP)和脱氧核糖胸腺嘧啶核苷酸 ( dTMP)四种脱

氧单核苷酸组成的 ,通常是以生物提取的脱氧核糖核酸

(DNA)为原料 , 经 5’2磷酸二酯酶水解 ,并经过分离纯化得

来的。5’2混合脱氧单核苷酸能够提供细胞和组织修复所必

需的核酸营养 ,参与体内核酸代谢过程。在临床上常用于治

疗由各种原因引起的白细胞减少症和血小板减少症、贫血及

再生障碍性贫血、各种炎症等多种疾病 [ 123 ]。

5’2混合脱氧单核苷酸的工业生产中 ,影响质量和成本

主要因素是分离纯化。目前工业上常采用 201 ×7阴离子交

换树脂 [ 3 ]或者 201 ×8阴离子交换树脂 [ 4 ]进行 ,也有用 D293

大孔阴离子交换树脂的 [ 5 ] ,还有报道用超滤法 [ 6 ]来进行纯化

的。这些方法虽然在工业上使用了几十年 ,但是存在一个共

同的缺点 :即重复性较差 ,生产中对经验的依赖性较强 ,质量

缺乏稳定性。笔者试图利用 GE公司的 DEAE Sepharose Fast

Flow层析凝胶 ,建立一种快速高效的 5’2混合脱氧单核苷酸

的分离纯化方法 ,为提高 5’2混合脱氧单核苷酸的药品质量

而奠定基础。

1　材料

核酸酶 P1采用桔青霉 penicillium citrinum M71菌株 ,经

固体培养及发酵制得。鱼精 DNA由杭州国光药业有限公司

提供 ,纯度为 66. 67%。标准品 : dCMP, dAMP, dTMP, dGMP

购自上海秋之友生物技术有限公司。769活性炭购自上海活

性炭有限公司。层析凝胶 DEAE Sepharose Fast Flow (弱阴离

子琼脂糖凝胶 ) 购自 GE 公司。色谱柱 XK26 /20 (直径

26mm)购自 GE公司。层析仪 AKTA p rime购自 GE。

2　方法

2. 1　鱼精 DNA的纯度测定

按李建武等 [ 7 ]方法进行。

2. 2　鱼精 DNA的酶解

将鱼精 DNA粉末 (纯度为 66. 67%左右 )用超纯水配成

1%的水溶液 , 90℃热变性 10m in,调 pH 5. 4,加 1 /6体积的核

酸酶 P1溶液 ,酶活为 168. 63U /mL,在 72℃水浴中保温酶解

6h。

2. 3　769活性炭的预处理

用 1mol/L的 NaOH煮沸 15m in,超纯水洗至中性 ;再用

1mol/L的 HCl煮沸 15m in,超纯水洗至 pH 3. 0,备用。

2. 4　DNA酶解液的预处理

酶解液过滤后调 pH3. 0,上炭柱 ,再洗脱、收集、旋转浓

缩 ,经 0. 45μm过滤。

2. 5　DNA酶解液于层析凝胶 DEAE Sepharose Fast Flow上

的分离纯化

取一定量层析凝胶 DEAE Sepharose Fast Flow,装于色谱

·71·中国现代应用药学杂志 2007年 2月第 24卷第 1期　　　　　　　　　　　　　　　Chin JMAP, 2007 February, Vol. 24 No. 1



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

柱 XK26 /20,平衡凝胶用 5倍柱体积上样缓冲液 (20 mmol/L

Tris, pH 9. 0 )、5倍柱体积洗脱缓冲液 ( 20 mmol/L Tris +

0. 025 mol/L NaCl, pH 9. 0)、5倍柱体积上样缓冲液以一定

的流速冲洗凝胶。凝胶平衡完毕后 ,将经过预处理的混合脱

氧单核苷酸酶解液溶解于上样缓冲液中 ,以一定的流速上

柱 ,再以上样缓冲液冲洗柱子 ,直到基线达平稳状态 ,然后用

洗脱缓冲液以一定的流速进行洗脱 ,洗脱完毕 ,用 20 mmol/L

Tris + 1. 5mol/L NaCl溶液冲洗凝胶进行再生。在柱的出口

处定时取样测定浓度 ,得到洗脱曲线。

2. 6　5’2混合脱氧单核苷酸的纯度测定及收率计算

按陈妙芬等 [ 8 ]方法对洗脱液中 5’2混合脱氧单核苷酸进

行纯度测定 ,并测定上柱液和层析柱洗脱流出液中 4种脱氧

单核苷酸的浓度 ,然后分别根据上柱液体积和洗脱流出液体

积计算上柱液和洗脱流出液中脱氧单核苷酸的含量 ,从而得

到混合脱氧单核苷酸的收率。

3　结果与讨论

3. 1　DNA酶解液于层析凝胶 DEAE Sepharose Fast Flow上

的分离纯化

图 1是利用层析凝胶 DEAE Sepharose Fast Flow对 DNA

酶解液进行离子交换层析时的洗脱曲线。峰 1是上样流出

液 ,基本是杂质 ,但上样量超载时会有 5’2混合脱氧单核苷酸

流出。峰 2是 0. 025mol/L NaCl洗脱峰 , 5’2混合脱氧单核苷

酸在此时洗脱 ,该峰收集液经高效液相色谱测定 ,纯度达

98% (图 2)。峰 3是在同样 0. 025mol/L NaCl条件下洗脱的

杂质峰。峰 4是用 1. 5mol/L NaCl对柱子进行彻底洗脱时的

洗脱峰 ,为杂质峰。5’2混合脱氧单核苷酸的纯度分析见

图 2。

图 1　层析凝胶 DEAE Sepharose Fast Flow对 DNA酶解液进

行离子交换层析时的洗脱曲线

F ig 1　Elution curve of utilizing DEAE Sepharose Fast Flow to

purify enzyme digest of DNA

峰 1:上样流出液 ;峰 2: 0. 025mol/L NaCl洗脱液前一峰 ( 5’2混合脱

氧单核苷酸峰 ) ;峰 3: 0. 025mol/L NaCl洗脱液后一峰 ;峰 4: 1. 5mol/

L NaCl洗脱液

Peak 1: effluent in loading; Peak 2: the p revious eluate of 0. 025mol/L

NaCl; Peak 3: the later eluate of 0. 025mol/L NaCl; Peak 4: eluate of

1. 5mol/L NaCl

　　因此 ,利用层析凝胶 DEAE Sepharose Fast Flow对 DNA

酶解液直接一步离子交换层析就可以得到纯度大于 98%的

5’2混合脱氧单核苷酸。

图 2　5’2混合脱氧单核苷酸峰的纯度分析 HPLC图谱

F ig 2　The chromatigram of HPLC of 5’2Deoxymononucleotides

C, A, T, G分别代表 dCMP, dAMP, dTMP, dGMP

　　中国药典对 5’2混合脱氧单核苷酸的纯度要求是 70% ,

而且对杂质成分没有做任何规定。临床应用时 ,混杂的蛋白

质成分有可能带来过敏反应等不良反应。如果能够建立一

种高效的分离纯化方法 ,提高产品的质量水平 ,修订产品的

质量标准 ,对提高疗效减少不良反应有积极的意义。目前生

产工艺和质量标准制订于 20年前 ,在这 20年里生物分子的

分离纯化技术已经有了很大的发展 ,本研究就是在这样一个

基础上 ,利用新型层析凝胶 DEAE Sepharose Fast Flow,一步

法直接对 DNA酶解液进行离子交换层析 ,结果提示产品 5’2
混合脱氧单核苷酸有提高质量水平的潜力。

3. 2　讨论

3. 2. 1　最佳上样量的选择 　层析凝胶 DEAE Sepharose Fast

Flow具有一定的动态交换容量 ,一旦超过此凝胶的动态交换

容量 ,凝胶对于样品的吸附以及随后的洗脱的结果会失去原

有的良好特性。为此 ,在上样液 pH 及上样流速一定的情况

下 ,考察不同上样量对 5’2脱氧单核苷酸上柱率、收率及纯度

的影响。见表 1。

表 1　上样量对上柱率、收率和纯度的影响

Tab 1　 Influence of loading capacity of samp le on purity, recov2
ery rate and binding rate

上柱量 / (mg/mL·gel) 上柱率 /% 收率 /% 纯度 /%

1. 03 100 94. 00 98. 56
1. 21 100 93. 43 98. 53
2. 25 100 93. 23 98. 43
2. 43 100 92. 31 98. 26
5. 00 100 92. 25 98. 47
5. 07 100 92. 85 98. 38
5. 07 100 92. 79 98. 11
7. 41 100 91. 42 98. 26
8. 06 67. 58 61. 95 74. 11
9. 60 49. 00 44. 86 47. 53

10. 13 40. 97 38. 64 40. 90
15. 67 33. 65 30. 21 53. 36
16. 31 31. 00 28. 74 73. 79
19. 90 20. 11 17. 93 54. 00

　　由表 1可知 ,当上样量 ≤ 7. 5mg/mL·gel左右 , 5’2脱氧

单核苷酸的上柱率、收率、纯度均保持在理想的水平 ;一旦上
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样量 > 7. 5mg/mL·gel, 5’2脱氧单核苷酸的上柱率和收率大

大下降 ,洗脱液的纯度也出现下降。实验结果也发现 ,当上

样量 > 7. 5mg/mL·gel时 ,上样流出液中 dCMP, dAMP, dT2
MP, dGMP的含量急剧增加 ,大大超过了超载的上样量 ,导致

上柱率和收率的急剧下降 ,而且 ,在随后的洗脱过程中 ,凝胶

的洗脱特性也发生改变 ,较低离子强度的洗脱液即能洗脱在

正常情况下不被洗脱的杂质 ,严重降低洗脱液的纯度。综合

考虑凝胶利用率、上柱率、收率及洗脱液纯度 ,层析凝胶 DE2
AE Sepharose Fast Flow的最佳上样量为 7. 5mg/mL·gel。

3. 2. 2　最佳 pH 的选择 　层析凝胶 DEAE Sepharose Fast

Flow在 Tris为缓冲溶液的条件下 , pH工作范围在 8到 9之

间 ,由于 pH对 5’2脱氧单核苷酸的解离度有较大的影响 ,为

此 ,在上样量和上柱流速一定的情况下 ,考察此 pH范围下层

析凝胶吸附 5’2混合脱氧单核苷酸的最佳 pH,见表 2。

表 2　pH对上柱率的影响

Tab 2　 Influence of pH of binding buffer on binding rate

样品溶液 pH 上柱率 /%

8. 0 90. 18%

8. 5 94. 36%

9. 0 100%

　　由表 2可知 ,在 pH 8～9之间 ,上柱率随着 pH的升高而

升高 ,这是由于脱氧单核苷酸带有磷酸基 ,在碱性环境下 ,磷

酸基解离而带负电荷 ,随着 pH的升高 ,磷酸基解离增加 , 5’2
脱氧单核苷酸带负电荷量增加 ,与阴离子凝胶之间的结合力

增强。因此 ,在此凝胶正常工作的 pH范围内 ,利于样品吸附

的最佳上样液 pH为 9. 0。

3. 2. 3　洗脱缓冲液中最佳 NaCl浓度的选择 　样品吸附于

凝胶后 ,通过增加 NaCl浓度以增强洗脱强度 ,从而对吸附于

凝胶上的具有不同吸附强度的物质进行洗脱 ,为此考察了不

同 NaCl浓度对洗脱液纯度的影响 ,见图 3。

图 3　NaCl浓度对洗脱液纯度的影响

F ig 3　 Influence of the concentration of NaCl on the purity of el2
uate

　　由图 3可知 ,洗脱液的纯度随着 NaCl浓度的升高而下

降。而实验过程发现 , NaCl浓度过低 ,洗脱强度不够 ,洗脱不

完全 ,尤其是 dGMP浪费严重 ,降低回收率。因此 ,选择洗脱

缓冲液为 20 mmol/L Tris + 0. 025 mol/L NaCl(pH 9. 0) ,在此

NaCl浓度下 ,既可很好的洗脱 dCMP, dAMP, dTMP, dGMP,又

可获得高纯度的洗脱液 ,从而保证洗脱液中混合脱氧单核苷

酸的收率和纯度均达到理想的水平。

3. 2. 4　最佳洗脱流速的选择 　洗脱时 ,流速过快 ,洗脱峰之

间会出现重叠交叉现象 ,造成 dGMP和紧随其后的杂质不能

分开的问题。但另一方面 ,流速过低 ,工艺过程时间太长 ,不

适宜于工业化生产的要求 ,而且柱内液体易出现纵向返混现

象。在洗脱液 NaCl浓度及 pH一定的情况下 ,考察不同洗脱

流速对洗脱液纯度的影响 ,结果见图 4。

图 4　洗脱流速对洗脱液纯度的影响

F ig 4　 Influence of flow2rate of eluent on purity of eluate

　　由图 4可知 ,洗脱液纯度随着洗脱流速的升高而下降。

在 0. 5mL /m in的洗脱流速下 ,洗脱液纯度为 98. 65% ,当流

速从 0. 5下降到 0. 3mL /m in,纯度略有提高 ,不过很有限 ,考

虑到工艺过程时间 ,选择洗脱流速以 0. 5 mL /m in为宜。

4　结论

利用层析凝胶 DEAE Sepharose Fast Flow分离纯化 5’2
混合脱氧单核苷酸的条件为 :上样缓冲液为 20 mmol/L Tris ,

pH 9. 0,上柱量 ≤7. 5 mg/mL·gel,上柱流速 5mL /m in,洗脱

缓冲液采用 20 mmol/L Tris + 0. 025 mol/L NaCl, pH9. 0,洗

脱流速 0. 5mL /m in, dCMP, dAMP, dTMP的收率为 95%以上 ,

dGMP的收率为 85%以上 ,所获得的混合脱氧单核苷酸经高

效液相色谱检测色谱纯达 98%以上。

利用层析凝胶 DEAE Sepharose Fast Flow对 DNA酶解液

直接一步离子交换层析就可以得到纯度大于 98%的 5’2混
合脱氧单核苷酸 ,此方法再现性好 ,回收率高 ;而且 ,此凝胶

具有优良的物理化学稳定性和流动特性 ,耐高压加热灭菌 ,

可在较高的流速下操作 ,柱上再生方便 ,易于放大生产 , 具

有很好的工业应用前景。
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火麻油软胶囊润肠通便作用的实验研究
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摘要 :目的 　研究火麻油软胶囊对正常鼠的润肠通便作用。方法 　应用肠管在体实验法 ,观察比较小鼠或大鼠的肠炭粉推进

百分率、排泄量、小肠容积、回肠蠕动和黏膜充血情况等指标。结果 　排粪便数增多 ,排便时间提前 ,小肠推进率提高 ,增加小

肠容积 ,回肠蠕动增强 ,肠黏膜无充血变红现象、油光明显。结论 　火麻油软胶囊具有较好的润肠通便作用。
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ABSTRACT:O BJECT IVE　To study the effect of the soft cap sule of Cannabis oil on moisturizing the intestine and defecation in

m ice and rats. M ETHOD S　 In vivo intestine experiments were app lied, intestinal content p ropelling ratio and the first defecation

time, dejection amounts, intestinal volume, ileum movement and mucous hyperem ia was observed after oral adm inistration of the soft

capcule of cannabis oil. RESUL TS　The soft cap sule of Cannabis oil increased dejection amounts, shortened the first defecation time

and increased mucous hyperem ia, intestinal peristalsis and intestinal volume, and p romoted ileum movement. CO NCL US IO N　The

soft cap sule of Cannabis oil has the action of moisturizing the intestine and defecation.
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　　火麻仁 [1 ] ,又名大麻仁、大麻子、麻仁、火麻子、麻子仁 ,为

桑科植物大麻 Cannabis sativa L.的果实或除去果皮的种仁 ,始

载于《神农本草经》,其性味甘平 ,归脾 ,胃、大肠经 ,具有润燥、

滑肠、通淋、活血的作用。火麻仁临床上用于治疗胃癌、血虚

津亏、肠燥便秘、热淋、风痹、痢疾、月经不调、疥疮等 ,但其中

含有大麻酚等成瘾性成分和毒性成分 [2 ] ,为此我们希望将火

麻油软胶囊开发为火麻仁的代用品。为了证实火麻油软胶囊

润肠通便的作用 ,弄清其作用机制 ,我们应用在体肠管实验法

对鼠进行了实验研究 ,为其进一步的开发利用提供依据。

1　材料

1. 1　药品

受试药物 :火麻油软胶囊 (400mg/粒 ,内容物约 0. 42mL,

广西 医科 大 学第 一附 属医 院新 药 中心 研制 , 批 号 :

20031225) ;空白对照 :生理盐水 ;阳性对照药 :大黄 (购于南

宁医药公司 ,经广西食品药品检验所黄捷副主任中药师鉴

定 ,为掌叶大黄 Rheum palm atum 的根茎 ) ,实验前将其粉末

加 10倍量的水煎煮 30m in,共 2次 ,合并煎煮液、浓缩至每

1mL含 1. 0g生药的溶液 ,冰箱保存备用。

1. 2　动物

W istar大鼠 ,体重 200～220g,雌雄各半 , SPF级 ;昆明系

小鼠 ,体重 20～22g,雌雄各半 , SPF级 ,均由广西医科大学实

验动物中心提供。实验动物使用许可证号 : SYKG桂 2003～

0005;实验动物生产许可证号 : SCXKG桂 2004～2004。动物

室温度 : (25 ±2) ℃,相对湿度 : (60 ±2) %。
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