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[摘要 ] 目的 研究败酱草多糖的脱蛋白工艺。方法 采用 Sevag法、三氯乙酸法、酶法对败酱草多糖进行脱蛋白研究。

结果 酶法脱蛋白效果明显好于 Sevag法, 三氯乙酸法的多糖损失较多。在木瓜蛋白酶用量 4% (W /V )、pH 值 6. 0、温度

55 、酶解时间 2. 5 h的条件下, 败酱草多糖的蛋白脱除率为 51. 65% ,多糖损失率为 7. 93%。结论 用酶法脱蛋白效果较好。
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Removing protein from polysaccharide inH erba patriniae
WANG Ke jun, WANG L i q in ( Yao jie Coa lG roup Genera lH ospita ,l L anzhou 730080, Ch ina)

[ Abstract] Objective To study the techno log ica l process ing o f rem ov ing prote ins ofH erba patriniae po lysacchar ide. Methods

Sevag, tr ich loroaceticac id and enzym atic hydro lysism ethods were used to remove protein from po lysacchar ide extrac t o fH erba patr in i

ae. R esu lts The resu lts show ed schem e of enzym ew as bette r than others. W hen the po lysacchar ide so lution w as enzym atic hydro lysis

for 2. 5 hours in 55 w aterw ith pH 6. 0 by adding 4% papain, 51. 65% pro tein o f po lysacchar ide ex tract cou ld be removed, the loss

ra te of polysacchar ide was 7. 93% . Conclu sion Enzym atic hydro lysis of remov ing pro te ins was be tter than o thers.
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败酱草 H erba pa triniae为败酱科多年生草本植

物白花败酱 Patrinia villosa Juss、黄花败酱 Patrinia

sca biosaefo lia Fisch或其近缘植物的带根全草, 全国

大部分地区有分布。其中白花败酱草因其含有各种

氨基酸、维生素和矿物质等有益成分而被人们广泛

食用
[ 1]
。在临床上, 败酱草具有清热利湿、解毒排

脓、活血化瘀、宁心安神、促进肝细胞再生、改善肝功

能、增强抑菌和抗病毒等作用
[ 2]
。目前, 国内对败

酱草多糖的研究较少,国外几乎没有,作为败酱草的

主要活性成分之一, 张凤梅等
[ 3]
的研究表明败酱草

多糖具有抗病毒、增强免疫力的作用。朱加进等
[ 4]

仅对其提取工艺做了研究, 对其纯化的研究尚不多

见。用水提取的多糖,常含有一定量的蛋白质,蛋白

质的去除是多糖精制的重要步骤, 也是提高产品生

物活性的有效方法。因此,为了提高其活性,得到纯

化多糖,同时为进一步研究多糖生物活性和结构之

间的关系提供物质原料, 本实验分别采用 Sevag法、

三氯乙酸法、酶法 3种方法,对败酱草多糖中的脱蛋

方法进行了初步的探讨。

1 材料与方法

1. 1 仪器 CR22G 型离心机 (日本日立 ); UV

1700型紫外仪 (日本岛津 ); LABCONCO型真空冷

冻干燥仪 (日本岛津 ) ; KQ 400DB型超声清洗仪 (昆

山市超声仪器有限公司 ) ; RE 52型旋转蒸发器 (上

海亚荣生化仪器厂 )。

1. 2 材料 败酱草购于兰州黄河药材市场, 经兰州

大学药学院生药研究所马志刚教授鉴定为败酱科白

花败酱 Patrinia villosa Juss带根全草。

1. 3 试剂 木瓜蛋白酶 (酶活力 60万 U )、牛血清

白蛋白、考马斯亮蓝 G 250(西安周鼎国生物技术有

限责任公司 ); 葡萄糖对照品 (中国药品生物制品检

定所 ) ;其它试剂均为分析纯。

1. 4 实验方法

1. 4. 1 败酱草多糖的提取 称取 100 g败酱草, 在

用 100 水提取 2次,料液比为 1 20, 以 4 000 r /

m in离心 15 m in后, 合并上清液, 加入 3倍体积的

无水乙醇,于 4 静置过夜, 离心所得沉淀冷冻干

燥即为败酱草粗多糖。

1. 4. 2 多糖含量的测定 准确称取干燥的标准葡萄

糖 20mg,用 100 m l蒸馏水定容,分别稀释成浓度为

30、60、90、120、150、190 g /m l的溶液,取该溶液各

0. 2m l置于 10m l试管中,加入 50 g /L苯酚溶液 0. 4

m l混合后,迅速加入 2m l浓硫酸, 混合均匀后, 室温

放置 30m in,空白对照以蒸馏水代替糖溶液, 在波长

490 nm测定吸光度,以糖浓度和吸光度为坐标, 回归

方程: Y= 6. 722 6X - 0. 005 3,相关系数: r= 0. 999 3。

1. 4. 3 蛋白质标准曲线的制备 称取牛血清白蛋
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白 10 mg, 加水定容于 25 m l容量瓶中。分别吸取

0. 2、0. 4、0. 6、0. 8、1. 0 m ,l加水稀释至 1m ,l向各管

中加入 5 m l考马斯亮蓝 G 250溶液, 混合均匀后,

静置 5m in,以蒸馏水为空白, 在 595 nm波长处测定

吸光度,以蛋白质含量和吸光度为坐标, 回归方程:

Y= 1. 203 9X + 0. 135 4,相关系数: r= 0. 998 3。

1. 4. 4 脱蛋白方法

1. 4. 4. 1 Sevag法 在粗多糖溶液 ( 4 g /L )中加入

占该溶液体积的 1 /5倍氯仿和 1 /25倍正丁醇, 反应

30 m in,经离心去除沉淀后,水相用其 3倍体积的无

水乙醇沉淀,沉淀冷冻干燥后, 测蛋白质含量和多糖

含量。

1. 4. 4. 2 三氯乙酸法 ( TCA )
[ 5]

在与 Sevag法相

同的粗多糖溶液中加入多糖溶液等体积的 5%三氯

乙酸, 低温 ( 4 )剧烈振摇 30 m in,离心除去沉淀

后,水相用其 3倍体积的无水乙醇沉淀,沉淀冷冻干

燥后, 测蛋白质含量和多糖含量。

1. 4. 4. 3 酶法 在与 Sevag法相同的粗多糖溶液

中加入木瓜蛋白酶水解, 酶解液用其 3倍体积的无

水乙醇沉淀,沉淀冷冻干燥后, 测蛋白质含量和多糖

含量。

2 结果与分析

2. 1 Sevag法脱蛋白 结果见图 1,用 Sevag法脱蛋

白 1次后,粗多糖中的蛋白质含量下降不明显, 在重

复 7次后,蛋白脱除率为 53. 36%, 而多糖含量变化

较多, 损失率为 31. 56%。 Sevag法脱蛋白效率不

高,次数多, 有机溶剂的大量使用对环境和人体有一

定的损害,而且相当一部分多糖夹杂在蛋白质中被

同时去除。

图 1 样品用 Sevag法处理后结果

! ∀ ! :蛋白脱除率 (% ) ; ! # ! :多糖损失率 (% )

2. 2 三氯乙酸法脱蛋白 结果见图 2,三氯乙酸法

脱蛋白效果较好,但多糖损失较多,在去除蛋白质的

过程中,和蛋白质结合紧密的部分多糖随着蛋白质

的沉淀而损失。在重复 2次后, 蛋白脱除率为

59 89%,多糖损失率为 16. 89%。

图 2 样品用 TCA法处理后结果

! ∀ ! :蛋白脱除率 (% ) ; ! # ! :多糖损失率 (% )

2. 3 酶法脱蛋白 在单因素试验基础上, 选取温

度、时间、酶用量、pH值 4个因素的水平见表 1。根

据表 1做 L9 ( 3
4
)正交试验, 其结果见表 2。试验采

用综合加权评分法
[ 6]

,权重系数均为 0. 5, 分别把 2

项中最大的指标定为 100分,其它各号按下式评分:

综合评分 = (蛋白脱除率 /51. 99) ∃ 100 ∃ 0. 5+ (多

糖损失率 /7. 89) ∃ 100 ∃ 0. 5。

综合蛋白脱除率和多糖损失率二方面的因素,

由极差分析可以看出,酶法脱蛋白的影响因素大小

顺序为 B> D > A > C。正交优化条件为 A3 B3C1D 1,

即酶用量 4% ,温度 55 ,时间 2. 5 h, pH值 6. 0,此

组合正交表中没有,以此组合做验证试验得蛋白质

脱除率为 51. 65% ,多糖损失率 7. 93%。

表 1 败酱草多糖酶法脱蛋白正交试验因素水平表

水平
A因素

酶用 (% )

B因素

温度 ( )

C因素

时间 ( h)

D因素

pH值

1 2 45 2. 0 6. 0

2 3 50 2. 5 6. 5

3 4 55 3. 0 7. 0

3 讨论

3. 1 本实验比较了酶法、Sevag法和三氯乙酸法 3

种方法对败酱草多糖脱蛋白的效果, 酶法脱蛋白效

果明显优于 Sevag法和三氯乙酸法, 除次数少,效率

高, 多糖回收率也高, 一次处理后蛋白脱除率为

51 65%,多糖损失率为 7. 93% ,这可能是由于酶能

与蛋白质特异性的结合,使与糖结合的化学键断裂,

将糖释放出来,从而提高了蛋白的脱除率,减少了多

糖的损失。对于 Sevag法,在重复 7次后,蛋白脱除

率为 53. 36% ,多糖损失率为 31. 56%, 增加脱除次

数是造成多糖与蛋白质凝聚共沉淀而部分损失的原

(下转第 480页 )
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15.药品分装可能会带来哪些问题 (多选 )

A. 使原包装标签的防伪措施失效 B. 为过期药品、假药、伪药进入药品分销系统提供方便

C. 缩短药品有效期 D. 使药品名称无法识别 E. 增加销售成本

16.药房采购人员及药师在获得药品过程中可采取哪些措施来控制获得假劣药品的风险 (多选 )

A. 确认供货批发商的合法性

B. 对未有过业务往来的二级批发商保持警惕

C. 对供应紧缺药品或超低价药品的批发商保持警惕

D. 严格执行医院药品采购规定

E. 经常学习医院药物与治疗学委员会制定的药品获得政策。

17.当患者出现哪些情况时,药师需要进行调查,以确定是否是假药或有缺陷药品所致 (多选 )

A. 非典型的不良反应 B. 异常副作用 C. 无法解释的治疗失败

D. 用药剂量需要不断加大 E. 患者不愿继续治疗

18.患者的哪些反馈有助于发现药品销售系统中的假药 (多选 )

A. 药品标识发生变化 B. 药品效果有变化 C. 口服药的口味有变化

D. 注射剂注射时有疼痛感 E. 药品价格发生变化

(上接第 430页 )

因,而且有机溶剂对人体和环境都有一定的损伤。

对三氯乙酸法,一次处理能达到较好的脱蛋白效果,

脱除率为 44. 54%,但因其酸性较强, 会破坏多糖的

结构, 而且与蛋白质结合紧密的部分多糖会随着蛋

白质的沉淀而损失。

3. 2 3种方法脱蛋白后仍含少量蛋白质, 可能是部

分蛋白质与多糖结合形成了糖复合物,如需要获得

纯多糖制品,还需要经过其它一系列提纯工序。

表 2 败酱草多糖正交试验结果

实验号 A B C D 蛋白脱除率 (% ) 多糖损失率 (% ) 综合评分

1 1 1 1 1 49. 08 6. 13 86. 05

2 1 2 2 2 50. 89 6. 33 89. 05

3 1 3 3 2 50. 62 6. 89 92. 34

4 2 1 2 3 50. 88 5. 45 83. 46

5 2 2 3 1 51. 99 6. 56 91. 57

6 2 3 1 2 51. 12 7. 02 93. 64

7 3 1 3 2 49. 56 6. 03 85. 87

8 3 2 1 3 49. 89 6. 89 91. 64

9 3 3 2 1 50. 15 7. 89 98. 23

k1 267. 44 255. 38 271. 33 275. 85

k2 268. 67 272. 26 270. 44 268. 56

k3 275. 74 284. 21 269. 78 267. 44

k1 89. 15 85. 13 90. 44 91. 95

k
2 89. 56 90. 75 90. 15 89. 52

k
3 91. 91 94. 74 89. 93 89. 15

R 2. 76 9. 61 0. 51 2. 80

优方案 A 3 B3 C1 D1

%参考文献&

[ 1 ] 彭金咏,范国荣,吴玉田. 白花败酱草化学成分的分离与结构

鉴定 [ J] .药学学报, 2006, 41( 3 ) : 236

[ 2 ] 杨丁友. 败酱草善治白塞病 [ J].中医杂志, 2003, 44 ( 1 ): 12.

[ 3 ] 张凤梅,刘 璐,李 鑫,等. 败酱草多糖提取、纯化、鉴定及

其体外抗 RSV作用研究 [ J] .中药材, 2008, 31( 12 ) : 1879

[ 4] 朱加进. 苦菜中可溶性多糖提取工艺研究 [ J] .农业工程学

报, 2002, 18( 1) : 138

[ 5] 孙晓雪,孙卫东,史德芳,等. 仙人掌多糖提取过程中脱蛋白

方法的研究 [ J] .天然产物研究与开发, 2007, 19( 122 ) : 117

[ 6] 贾淑珍,王成忠,于功明. 香菇多糖脱蛋白工艺的研究 [ J ].

中国酿造, 2008, 5: 24

[收稿日期 ] 2009 11 04

[修回日期 ] 2009 11 24

480

药学实践杂志 2010年 11月 25日第 28卷第 6期

Journa l of Pharm aceutica l P ractice, Vo .l 28, No. 6, November 25, 2010


