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羊胎盘免疫调节活性因子( SPIF��)的分离纯化和鉴定研究
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摘� 要: 为探讨研究羊胎盘的活性组分, 将羊胎盘绞碎通过匀浆、冻融、超虑等步骤制备羊胎盘提取液, 经

Sephadex G�50 和 Sephadex G�25凝胶过滤、Sephadex G�10凝胶柱脱盐, 反相高效液相色谱纯化出单一组分并进行

理化性质、生物活性初步研究。结果得到紫外特征吸收峰为 273 nm、分子质量为 303. 8 的羊胎盘免疫调节活性

因子�� ( Sheep placental immunoreglating activity factor�� , SPIF�� )。体外生物学活性试验证明, SPIF��能显著影响

小鼠脾淋巴细胞增殖分裂,具有明显的剂量�效应依赖关系。SPIF��是羊胎盘提取液中一种具有免疫调节的小

分子活性多肽.
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Abstract:The sheep placental immunoreglating activity factor�� ( SPIF�� ) that one of the components of sheep placenta was

isolated and purified from sheep placenta extract by ultrafiltration, Sephadex G�50, Sephadex G�25 and Sephadex G�10 gel fil�

tration chromatography . SPIF�� exhibited a molecular mass of 303. 8 by ESI�MS, and its abstract summit of ultraviolet ray was

273 nm. The results of biologicol activity showed that SPIF�� specifically increased the proliferative respond of mitogen ConA�

induced mouse splenocytes. That SPIF�I was a small chain peptide with immunoreglating activity of sheep placenta extract.
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� � 胎盘具有补气养血益精等功效,作为民间中药

已有多年历史。现代生物学及医学研究表明, 提取

胎盘中的多种生物活性物质制成的胎盘提取液是一

种非常理想的免疫调节剂和营养美容保健品[ 1�3]。

近年来有关胎盘提取液的研究主要集中在功能和应

用方面,对从中分离纯化出单一活性组分的研究报

道甚少[ 4�8, 11]。本文从以羊胎盘为材料制备的羊胎

盘提取液中分离出羊胎盘免疫调节活性因子��
(SPIF�� )并进行鉴定,为以后开发羊源性生物制品

提供材料。

1 � 材料与方法

1. 1 � 材料与仪器
羊胎盘原材料由本校动物中心羊场养殖基地提

供,置于�20  冰箱保存; Sephadex G�50, Sephadex G�
25和 Sephadex G�10均为 Pharmacia 公司产品; 噻唑

篮 (Thiazolyl blue, MTT) , 刀豆蛋白 A ( Concanavalin

A , ConA) 和二甲基亚砜( Dimethyl Sulfoxide, DMSO)

为 Sigma 公司产品; 胸腺肽注射液( Thymopeptidum ,

TP)为西安迪赛生物药业有限责任公司, 其余试剂

为国产分析纯。

BFM�6B222型研磨混炼机,济南倍力粉技术工

程有限公司; CR22G型高速冷冻离心机, Hitachi KoKi

Co.Ltd. ; LW型中空纤维超滤器,北京市旭成超滤设

备厂;Agilent 1100 型高效液相色谱( high performance

liquid chromatography, HPLC)仪, 美国惠普公司; 8453

型紫外分光光度计, Agilent公司; API2000型质谱仪,

美国waters公司; 550型酶标仪, Bio�Rad公司。
1. 2 � 羊胎盘提取液的制备

将冷冻羊胎盘绞碎,超微粉碎制成浆液,加入灭

菌双蒸水混匀并反复冻融 3次, 18~ 20  12000 rpm

离心15 min,取上清超滤, 得到分子质量在 5000以



下的超滤液。将超滤液在无菌环境中过滤除菌 2次

后冻干4  保存。

1. 3 � SPIF��的分离纯化
超纯水稀释羊胎盘提取液冻干粉,以 20 mg/ mL

浓度依次经 Sephadex G�50凝胶柱、Sephadex G�25凝
胶柱层析, Sephadex G�10 凝胶柱脱盐并用反相
HPLC(色谱检测的各项参数参照文献

[ 9]
)检测分析

各脱盐洗脱峰,将含 SPIF��的洗脱峰收集冻干, 最

后经反相HPLC纯化, 收集目标成分峰,冻干备用。

1. 4 � 质谱分析与紫外吸收光谱检测
将 SPIF��以超纯水稀释后进行紫外光扫描并

用API2000型质谱仪测定其分子量。

1. 5 � 淋巴细胞增殖实验

采用MTT 法,参照文献
[ 10, 11]

常规制备小鼠脾淋

巴细胞,并用含 10%小牛血清的 1640培养液调细胞

浓度至 0. 5 ! 106~ 1 ! 106 个/ mL,依次向 96孔细胞

培养板中加入淋巴细胞 100 �L , 20 �g/ mL 的刀豆蛋

白( ConA) 和不同浓度的 SPIF��各 50 �L, 每组设五

个复孔,阴性对照组与阳性对照组分别以 1640培养

液和胸腺肽注射液代替 SPIF�� , 37  5% CO2培养

箱温育44 h后,每孔加入 30 �L MTT 溶液,继续温育

4 h,加入 100 �L DMSO, 吹打匀均溶解沉淀, 酶标仪

550 nm测 OD 值。

1. 6 � 统计学处理

淋巴细胞增殖实验数据以 x ∀ s 表示, 并用

SPSS 11. 0 统计软件包对数据进行 t检验。

2 � 结果

2. 1 � SPIF��的分离纯化
2. 1. 1 � 羊胎盘提取液Sephadex G�50凝胶层析

羊胎盘提取液经用 Sephadex G�50 凝胶柱( 1 cm

! 100 cm)层析, pH 7. 4浓度为 0. 01 mol/ L 的 Tris�
HCl缓冲液以 0. 5 mL /min 流速洗脱。结果出现一

个M峰(图 1)。各洗脱峰经反相HPLC 检测分析发

现洗脱峰 B 含组分较少, 只有两个主要成分峰(图

3) ,便于进一步分离。

2. 1. 2 � 洗脱峰 B冻干粉 Sephadex G�25凝胶柱层析
多次重复 Sephadex G�50凝胶柱层析, 收集洗脱

峰 B后经 Sephadex G�25凝胶柱( 1 cm ! 60 cm)层析,

pH7. 4浓度为 0. 01 mol/ L 的 Tris�HCl缓冲液以 0. 5

mL/ min流速洗脱, 结果同样出现一个 M 峰(图 2)。

反相HPLC检测分析发现此次层析恰好将洗脱峰 B

中的两个主要成分峰分开。将洗脱峰 C 收集经

Sephadex G�10凝胶柱( 1. 5 cm! 30 cm)脱盐, 浓缩后

再经 HPLC柱纯化, 紫外全波长检测显示(图 4) 其

纯度达 98. 8%(纯度以液相色谱图谱中洗脱峰的峰

面积与所有峰总面积百分比计算) ,将目的成分峰收

集,浓缩冻干即为羊胎盘活性因子��( SPIF��)。

图 1� Sephadex G�50 凝胶柱层析

Fig�1� Sephadex G�50 gel filtration of sheep placent extract

图 2� 洗脱峰 B Sephadex G�25凝胶柱层析

Fig�2 � Sephadex G�25 gel filtration of peak B

图 3� 洗脱峰 B 液相色谱图谱

Fig�3� RP�HPLC results of peak B

图 4 � 羊胎盘活性因子��液相色谱检测

Fig�4� RP�HPLC measure for SPIF�� after Sephadex G�15 gel

filtration.
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2. 2 � 分子量测定

经ESI�MS 质谱分析(图 5)。SPIF��为单一组
分, m/ z 304. 8为其单电荷峰[ M+ H ]

+
, 所以 SPIF�

�的分子量为 303. 8。

图 5 � 羊胎盘活性因子��的质谱分析

Fig� 5� EMI�MS spectra of SPIF�� illustrating m/ z 304. 8 as

the protonated molecule [ M+ H] + of SPIF�� .The re�

sult displayed by the molecular weight of SPIF�� was

303. 8

2. 3 � 紫外吸收光谱测定

将SPIF��在波长 100~ 400 nm 进行紫外扫描,

结果显示在273 nm处有单一特征吸收峰(图 6)。

图 6� 羊胎盘活性因子��紫外扫描检测

Fig� 6� Ultraviolet ray measure for SPIF�� .The result displayed

by that abstract summit of Ultraviolet ray was 273 nm

2. 4 � SPIF��对淋巴细胞分裂增殖的效应

表1 � SPIF��对小鼠淋巴细胞分裂增殖的影响

Table 1 � Effect of SPIF�� activity on the proliferation of ConA

� induced mouse splenocytes in MTT

组别 Group 浓度 Concentrat ion(�g/ mL) OD550( x ∀ s)

Negative control阴性对照 - 0. 371∀ 0. 032

Posit ive control阳性对照 1! 103 0. 469 ∀ 0. 015 #

0. 1875 0. 387∀ 0. 027

0. 375 0. 394∀ 0. 033

0. 75 0. 416 ∀ 0. 041 ∃

SPIF� � 1. 5 0. 483 ∀ 0. 037 #

3. 0 0. 452 ∀ 0. 026 ∃

6. 0 0. 368∀ 0. 019

� � 注:与阴性对照组比较 #P < 0. 01; ∃ P < 0. 05

� � Note: #P< 0. 01; ∃ P < 0. 05, compared with negative control group

3 � 讨论

由Tab1可知适当浓度的 SPIF��能显著促进小
鼠脾淋巴细胞的分裂增殖, 并具有明显的剂量- 效

应依赖关系. 与胸腺肽注射液相比, 1. 5 �g/mL 的

SPIF��与 1 mg/ mL的胸腺肽(文献报道[ 10, 11]的胸腺

肽最适作用浓度)对小鼠脾淋巴细胞的分裂增殖影

响效应相当。

胎盘具有宜气养血、补肾益精之功效,在我国入

中药已有几千年历史。由胎盘制备成的胎盘提取液

经现代研究表明含有丰富的生物活性成分,具有广

泛的免疫学活性, 对提高机体细胞免疫功能,尤其是

对淋巴细胞的活化、增殖及发挥其细胞免疫功能有

着重要意义,是一种较理想的免疫调节剂
[ 1�4, 11]

。羊

胎盘提取液组分复杂, 经液相色谱、柱层析及薄膜层

析检测, 均显示其为小分子多肽与核酸组成的混合

物[ 5, 12]。关于羊胎盘提取液中究竟哪些成分在免疫

调节中起主导作用及如何从中分离纯化出单一活性

组分等方面的研究一直未见报道。本文从羊胎盘提

取液中分离的SPIF��紫外特征吸收峰为 273 nm、分

子质量为 303. 8 。根据质谱与紫外吸收光谱检测图

谱分析 SPIF��组分单一,纯度较高。

SPIF��的生物学活性研究显示该组分能显著促进
小鼠脾淋巴细胞分离增殖, 具有明显的剂量�效应依
赖关系,在低浓度时促进淋巴细胞成熟, 当剂量过高

时反而具有抑制作用。实验结果表明 SPIF��是羊胎
盘提取液中一种具有免疫调节的小分子活性多肽。

现代生物制药的一个很大发展前景就是从动植

物、微生物的生物体或其新陈代谢产物中提取天然

生物活性因子研发免疫调节多肽药物。我国具有非

常丰富的羊品种资源优势, 羊胎盘来源比较方便,

SPIF��在生物学活性实验中, 在较低浓度时有较高

免疫活性,所以SPIF��具有较高的进一步研发出类
似转移因子、胸腺素[ 10]等免疫调节类生物药品的价

值。此外羊胎盘中含有的生物活性组分非常丰

富[ 5, 12] ,本文分离纯化得到的 SPIF��仅是其中的一
种,如何运用其它分离方法从羊胎盘肽中提取其它

活性组分也是值得下一步探讨的问题。
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