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长白山道地药材接骨木、苦碟子纤溶酶分离及活性检测

夏广清，刘　伟，秦佳梅
（通化师范学院生命科学学院，吉林通化１３４００２）

　　摘要：从具有活血化瘀功能的长白山道地药材接骨木、苦碟子中分离纤溶酶，并利用纤维平板法对分离的纤溶酶
进行活性鉴定。结果表明：从接骨木和苦碟子中可以分离到具有溶栓活性的纤溶酶，其含量分别为１８４２μｇ／ｇ及
１９７６μｇ／ｇ。尿激酶法测定其比活力分别为０．７９５Ｕ及０．８３７Ｕ，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测其大小约为３６ｋｕ，该酶在高温
下失活，在７０％～９０％硫酸铵饱和溶液中活性最高。
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　　心脑血管疾病是危害人类健康的主要疾病之一。近３０
年来，我国人群心血管疾病的发病率及危险因素水平呈不断

上升趋势。据卫生部心血管病防治中心发布的《中国心血管

疾病调查报告２０１１》：目前，我国包括冠心病、脑中风、心力衰
竭和高血压在内的心血管病病人估计已达２．３亿［１－２］。因此

研发高效、特异、安全、副作用小的溶栓药物，一直是近年来医

药界的热门课题［３］。随着对中医药认识的发展，溶栓中草药

的研究也在不断发展，已有部分中药被制成了单味注射液，如

刺五加、川芍、丹参、灯盏花、葛根素、红花等［４］；同时，一些学

者也在不断研究新的溶栓药用植物。接骨木、苦碟子作为长

白山道地药材，具有祛风、活血，治风湿筋骨疼痛，抗病毒、抗

菌、抗炎、抗氧化、抗骨质疏松及免疫活性等药理作用［５－６］，但

有关其在溶栓方面的研究尚未见相关报道。因此本研究以长

白山道地药材接骨木、苦碟子为试验材料，采用硫酸铵沉淀，

透析除去小分子物质，用纤维平板法初步判断接骨木、苦碟子

粗提物中的溶纤成分，并对其活性做初步研究，为进一步开发

具有溶栓功能的长白山道地药材提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　中草药　接骨木、苦碟子采自通化师范学院生命科学
学院实验教学基地，经生命科学学院秦佳梅教授鉴定。

１．１．２　主要试剂　纤维蛋白原、纤维蛋白溶酶原、凝血酶购
自中国药品生物制品检定所，标准尿激酶、牛血清白蛋白、胰

蛋白酶、胃蛋白酶购自天津生物化学制药厂。

１．２　试验方法
１．２．１　接骨木、苦碟子蛋白质的提取　称取接骨木、苦碟子
干粉２ｇ，浸于２００ｍＬＰＢＳ缓冲液中，４℃保存过夜，间隔时

间振荡，离心（４℃，４０００ｒ／ｍｉｎ）１０ｍｉｎ，取上清，加入８０％饱
和硫酸铵溶液，离心（４℃，８０００ｒ／ｍｉｎ）１０ｍｉｎ，沉淀用 ＰＢＳ
溶解，得到蛋白粗提液，装入透析袋用 ＰＢＳ缓冲液透析，每隔
２ｈ换１次溶液，取透析后的蛋白溶液冷冻干燥，－８０℃冰箱
中保存，备用。

１．２．２　样品蛋白提取物浓度的测定　采用考马斯亮蓝
（Ｇ－２５０）法［７］测定蛋白质含量：取待测粗酶蛋白样品溶液

０．１ｍＬ，加入５．０ｍＬ考马斯亮蓝溶液，测定５９５ｎｍ处吸光
度，计算供试样品的蛋白浓度。

１．２．３　蛋白提取物的体外纤溶活性鉴定　纤维平板的配制
及尿激酶标准曲线制作参照夏广清等的方法［８］。

１．２．３．１　判断纤溶成分是否为蛋白质　将供试品在沸水浴
中加热１０ｍｉｎ，点纤维蛋白板，若活性丧失，可初步判断起溶
纤作用的物质为蛋白质。

１．２．３．２　样品蛋白溶液酶活力测定　分别取１０μＬ接骨木、
苦碟子蛋白质提取液，加入纤维平板中，３７℃培养箱培养
１８ｈ，观察，如点样孔周围出现透明的溶圈，则证明被加样品
有溶栓效果，测量溶圈直径，对照标准曲线可得到样品溶液相

对尿激酶活力。

１．２．３．３　蛋白提取物的溶纤比活力测定　蛋白比活力
（Ｕ／ｍｇ）＝相对尿激酶活力（Ｕ）／［蛋白浓度（ｍｇ／ｍＬ）×点样
体积（ｍＬ）］。
１．２．４　接骨木、苦碟子纤溶酶的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测　按汪家
政等的方法［９］，对蛋白质进行１２％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测，考马斯
亮蓝Ｇ－２５０染色。

２　结果与分析

２．１　接骨木、苦碟子粗酶提取液蛋白质含量的测定
根据标准蛋白的吸光度，绘制蛋白质浓度的标准曲线

（图１），由标准曲线得到蛋白质浓度的计算公式为：ｙ＝
０．００７４ｘ－０．０１０２。依据公式通过吸光度测得接骨木、苦碟
子粗酶蛋白含量分别为１８４２μｇ／ｇ及１９７６μｇ／ｇ。
２．２　接骨木、苦碟子粗酶提取物蛋白成分鉴定及溶纤活力、
比活力

　　根据尿激酶溶圈直径的平方绘制尿激酶标准曲线（图
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２），由标准曲线得到酶活力计算公式为ｙ＝０．０１０２ｘ＋０．０３２。
根据公式，由样品蛋白在纤维平板上的溶圈直径计算出接骨

木及苦碟子粗提物蛋白比活力为分别０．７９５Ｕ及０．８３７Ｕ。

２．３　接骨木、苦碟子粗酶提取物硫酸铵分级沉淀及体外溶栓试验
由图３－Ａ可见，从接骨木、苦碟子中可以分离出具有溶

纤活性的纤溶蛋白。硫酸铵沉淀试验结果表明，当硫酸铵饱

和度在０～４０％时，沉淀物无纤溶活性；当硫酸铵饱和度在
５０％～６０％时，沉淀物活性较低；而当硫酸铵饱和度为
７０％～９０％，沉淀物活性最高（图３－Ｂ），因此，后续试验均采
取７０％～９０％饱和硫酸铵沉淀。

２．４　接骨木、苦碟子粗酶提取物蛋白成分鉴定
将提取到的接骨木、苦碟子粗酶提取物在沸水中煮沸

５ｍｉｎ，将煮沸后的样品进行溶纤试验，纤维平板上未见任何
溶解现象，表明接骨木、苦碟子中具有溶栓作用的为蛋白质。

２．５　接骨木、苦碟子纤溶酶的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测
对得到的接骨木、苦碟子粗酶进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，结

果表明，从这２种长白山道地药材中可分离到分子量为１５～
４５ｋｕ的蛋白质（图４），经离子交换层析后，得到分子量大约
为３６ｋｕ的明显条带（图５），因此，初步判断接骨木、苦碟子
纤溶蛋白酶的分子量大约为３６ｋｕ。

３　讨论

随着人们生活水平的不断提高，血栓性疾病已成为常见

病、多发病，尤其是心脑血管疾病，严重影响人类的健康和寿

命。目前预防和治疗血栓性疾病主要有３种方式：一是针对
一些有高凝状态的病人用药物预防血栓；二是对已有血栓形

成的患者给予抗凝治疗，以防止血栓的延伸、扩大，避免栓塞

并发症；三是采用手术或服用溶栓药物，消除血栓，疏通血管，

恢复正常血液流动，减少组织和脏器的损伤。前２种方式对
于已经形成的血栓无法消除，而手术取血栓技术的难度和风

险都较大，所以在临床上多采用溶栓药物法。溶栓药物以溶

解纤维蛋白多聚体为主，使血栓纤维蛋白降解，形成可溶性的

纤维蛋白降解产物，及时使血管再通，减轻脏器损害的范围和

程度，大大提高病人的存活率。纤溶系统对纤维蛋白的溶解、

对血液的循环有重要的影响，纤溶酶活性的降低是导致血栓

形成的主要原因之一。目前纤溶酶主要来源于动物和微生

物，源于植物的纤溶酶很少［１０］。本试验从接骨木、苦碟子中

分离得到纤溶酶并对其酶学性质进行了初步研究，表明可以

从接骨木、苦碟子中分离出分子量约为３６ｋｕ的具有溶栓活
性的纤溶酶，有望将其开发成新型的溶栓类药物。
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β－环糊精辅助提取葛根黄酮的工艺研究
朱德艳

（荆楚理工学院生物工程学院，湖北荆门４４８０００）

　　摘要：为研究β－环糊精辅助提取葛根黄酮的新工艺，以β－环糊精（β－ＣＤ）为辅助材料，提取葛根中葛根黄酮，
同时测定葛根黄酮的提取率，并与传统提取工艺进行比较。结果表明，β－ＣＤ辅助提取新工艺的葛根黄酮提取率明显
优于传统提取工艺。β－ＣＤ辅助提取新工艺具有安全性高、无污染、成本低等特点，具有广阔的应用前景。
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　　葛根含有葛根苷、葛根苷元、葛根素等黄酮类物质，具有
抗菌、活血化瘀、扩张冠状动脉血管和脑血管、降低心肌耗氧

量、改善心肌收缩功能、促进血液循环、增强机体免疫力等药

理与保健作用［１－３］。葛根黄酮作为许多药物与保健品的主要

功能成分，具有重要的价值，其提取与功能应用的研究是目前

的热点之一。为了增加葛根黄酮在水中的溶解性能，本试验

采用β－环糊精来作为葛根黄酮类水提取辅助剂。β－环糊精
是由７个葡萄糖残基以－１，４－糖苷键连接成环状，呈上宽下
窄、两端开口、中空“桶状”结构，葛根黄酮类可以进入β－环糊
精的筒状结构内形成溶解度较大的包合物，有文献报道，采用

β－环糊精作为辅助性材料提取银杏、金银花、沙棘、丹参、虎杖
和广枣等物质中的黄酮成分，取得了较好的结果［４－９］。

１　材料与方法

１．１　试验材料与化学试剂
葛根来自湖北省仙之灵食品有限公司（自然晾干，粉

碎）；β－环糊精，化学纯（河南省孟州市华兴生物化工有限责
任公司）；芸香苷标准品（中国药品生物制品检定所），批号为

１０００８０—２００７０７，其他试剂均为分析纯。
１．２　主要仪器与设备

７５４Ｅ型紫外 －可见分光光度计（上海第三分析仪器
厂）；电子天平（北京赛多利斯仪器系统有限公司）；电热恒温

鼓风干燥箱（上海精宏实验设备有限公司）。

１．３　试验方法
１．３．１　总黄酮含量的测定　芸香苷标准溶液的配制［１０］：精

确称取干燥至恒重的无水芸香苷对照品１０．０ｍｇ，置于５０ｍＬ
量瓶中，加３０％乙醇适量，超声波使其溶解，放冷后加３０％乙
醇至刻度，摇匀，即得浓度为２００μｇ／ｍＬ的芸香苷标准溶液。

供试品溶液的制备：取葛根粗粉 ２ｇ，加 ６０％乙醇溶液
４０ｍＬ，加热回流２ｈ，提取２次，过滤，合并２次滤液，用６０％
乙醇定容至１００ｍＬ，即得供试品溶液。

测定波长的选择：取芸香苷标准溶液２．０ｍＬ，加３０％乙
醇至６ｍＬ，加５％亚硝酸钠溶液１．０ｍＬ，摇匀，放置１０ｍｉｎ，
加１０％硝酸铝溶液１．０ｍＬ，摇匀，放置１０ｍｉｎ，再加１０％氢氧
化钠溶液１０ｍＬ，加３０％乙醇至２５ｍＬ，摇匀，放置１０ｍｉｎ，以
相应试剂作空白，于分光光度计在３７０～７００ｎｍ波长范围进
行扫描，结果表明在５００ｎｍ处有最大光吸收。

标准曲线的绘制：精确量取芸香苷标准溶液０、１．０、２．０、
３．０、４．０、５．０、６．０ｍＬ，分别置于２５ｍＬ量瓶中，各加３０％乙
醇至６．０ｍＬ，加５％亚硝酸钠溶液１．０ｍＬ，混匀，放置６ｍｉｎ，
加１０％硝酸铝溶液１．０ｍＬ，摇匀，放置６ｍｉｎ，加１０％氢氧化
钠溶液１０ｍＬ，摇匀，放置１０ｍｉｎ，以３０％乙醇溶液为空白，按
照紫外－可见分光光度法，在５００ｎｍ处测定吸光度，以吸光
度为横坐标，浓度为纵坐标，绘制标准曲线。

供试品溶液中总黄酮含量的测定：吸取供试品溶液

１ｍＬ，置于２５ｍＬ量瓶中，按照标准曲线制备项下的方法测
定吸光度，利用标准曲线计算出供试品溶液中总黄酮含量。

１．３．２　β－环糊精对葛根总黄酮提取率的影响　取葛根粗

—７１３—江苏农业科学　２０１４年第４２卷第１１期


