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(C一4)，128．1(C一5)，67．0(C一6)，65．8(c一7)。以上数

据与文献报道01基本一致。

4讨论

色谱分离方法的选择：紫玉盘醇和大花紫玉盘

醇G为一对同分异构体，仅C一6的绝对构型不同，

极性十分相近，普通方法很难将它们分离开。由于紫

玉盘醇和大花紫玉盘醇G的极性较小，适合用正相

HPLC分离．但正相色谱试剂要求较高，价格昂贵，

故采用反相HPLC分离制备单体，正相HPLC鉴定

质量分数。

制备条件的选择：紫玉盘醇和大花紫玉盘醇G

的极性小，性质相近，实验起初采用ODS柱，甲醇一

水(75 l 25)为流动相，流量2 mL／min，120 rain出

峰，未分离开。根据它们的性质，考虑改用苯基柱分

离制备单体，经摸索采用甲醇一水(70 t 30)为流动

相，可将它们基本分开，时间虽J然稍长，但每次制备

量较大，基本达到半制备目的。

致谢：感谢贵州省林业研究所邓朝义研究员采集植

物材料，军事医学科学院陈舍兵和薛燕等同志代洲

NMR和MS谱。
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象皮与拟替代品黄牛皮、水牛皮中蛋白的研究

李蓥1，李秀兰3，张燕玲1。石 森2，王昊1，李惠芬”

(1．天津医科大学，天津300070；2．天津市天津医院。天津300210；3．天津市安定医院，天津300052)

象皮屑象科动物亚洲象Elephas maacimus Lin-

naeus．的皮，具有止血敛疮、祛腐生肌作用。其主要

成分为蛋白质、氨基酸及微量元素“]。以象皮为君药

的生肌象皮膏可以促进表皮细胞的增生、分化，对巨

噬细胞膜Fc及C。b受体有明显的增强作用，还可以

使伤口的pH值变化过程加快，促进伤口愈合o]。但

是《中华人民共和国野生动物保护法》已将大象列为

国家一级保护动物。为寻找替代品，本实验选择与象

皮具有相似药效作用的黄牛皮和水牛皮作为比较对

象，将3种样品提取液中蛋白质的量及组成进行对

比分析。

1仪器与材料

日本日立U一3310分光光度计，DYY—I型电

泳仪(北京六一仪器厂)。

象皮由天津医院骨研所组织工程室李秀兰研究

员提供，经天津医科大学药学院周晔副教授鉴定。黄

牛皮、水牛皮采自河北省承德市郊区，属于壮年期4

岁的牛，该年龄的牛其后背皮中的蛋白质的量较高，

宰杀放血直至放尽后取该部位的皮。对照品人胎盘

血蛋白由天津医科大学检验系生化教研室张燕玲教

授提供。丙烯酰胺(Act，电泳级)、甲叉丙烯酰胺

(Bis)、葡聚糖凝胶树脂(中国医药集团上海化学试

剂公司)，其余试剂均为分析纯。

2方法与结果

2．1双缩脲法口“3测定蛋白质

2．1．1供试品溶液的提取[．．5]：精密称取象皮、黄牛

皮、水牛皮粉末各1 g，加聚山梨酯80与少许石英砂

于研钵中冰浴研磨10 min，加0．01 tool／L Tris—HCI

缓冲液300 mL，于冰浴条件下超声混匀2 h，0～4

℃冰箱中放置过夜使之充分溶胀。次日冰浴超声提

取6 h后，4 000 r／min离心15 min，转移上清液，下

层沉淀加缓冲液300 mL，重复操作4次，弃去沉淀，

合并上清液，加固体(NH。)。SO．至100％饱和度，

4 000 r／min离心15 rain，沉淀以Tris—Hcl缓冲液

溶解定容50 mL量瓶，得初提液，0～4℃冰箱中短

期保存。

警銎是首：笑鼙等1畜；科学基金蕈点资助项目(。338。2911)
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2．1．2供试品溶液的透析[6’7]：量取初提液各4 mL

于透析袋中，置Trls—HCl缓冲液中纯化，每30 rain

换1次透析液，以萘试剂颜色反应检识透析液，直至

无颜色反应。已透析好的溶液在O～4℃冰箱中短期

保存。

2．1．3对照品溶液的制备：精密称取人胎盘血蛋白

18 mg，用Tris—HCI缓冲溶液溶解定容于5 mL量

瓶，O～4℃冰箱中短期保存。

2．1．4回收率试验：精密移取象皮、黄牛皮、水牛皮

提取液各4 mL，分别加人人胎盘血蛋白14．4 mg，

制备供试品溶液，平行制备6份，测定，结果平均回

收率分别为101．儿％、99．84％、100．83％。

2．1．5样品测定：采用2005年版《中国药典》附录

双缩脲法测定蛋白质。制备象皮、黄牛皮、水牛皮供

试品溶液，每批各6份。分别精密量取供试品溶液与

对照品溶液各4 mL置玻璃试管中，分别加入双缩

脲试剂3 mL，混匀，置37℃水浴中30 min，照紫外一

可见分光光度法，在波长540 nm处测定吸光度。另

精密量取Tric—HCL缓冲溶液4 mL，同法操作，作

为空白对照。测定样品的吸光度值，计算其质量分

数，结果见表1。

寰1蠹皮、水牛皮和黄牛皮中蛋白质的测定结果(n一6)

Table 1 Determination of protein In Corium Elcphantls

Corium Bubati．and Corium Bos(n=6)

2．2聚丙烯酰胺凝胶电泳法o“分析

2．2．1 胶板制备：取一定量琼脂粉溶于蒸馏水中，

加热使其黏稠，均匀涂在电泳专用玻璃板周边，使其

成袋状，冷却备用。将配制好的分离胶与浓缩胶胶液

于冰箱中冷却，待其较黏稠时置于袋状玻璃板中，并

在瑗璃板上方插入梳子，夹紧，冷却．备用。

2．2．2样品上样：将聚合好的胶板放入电泳槽中夹

紧，上，下槽分别加人适量电泳缓冲液，小心拔去梳

子，将蔗糖与溴酚蓝混合液分别加入对照品溶液和

供试品溶液中混匀，用可调式移液器吸取混合对照

品溶液10止、混合供试品溶液30 pL，上样。

2．2．3电泳过程及显色：先调节电泳仪电压至100

V，电泳2h后再调节电压至140 V，再电泳2 h，取

出胶板。将胶板置于盛有考马斯亮蓝染色液的染缸

中染色2 h。取出放入考马斯亮蓝脱色液中脱色，1 h

更换1次洗脱液，直至胶板染色完全被洗脱，取出并

记录图像，见图l。其中相对分子质量1．2×105对应

肌动结合蛋白ABP一120及胶原蛋白，9．74×10‘

对应辅肌动蛋白，7．4×10‘对应肌动蛋白结合蛋

白，6．4×10‘对应血红蛋白，4．7×1矿对应肌球蛋

白，4．3×10‘对应肌动蛋白[1“。

1一供试品z-人胎盘血置白

1一sample Z—human placenta Bei'Um

圈1象皮(A)、水牛皮(B)、黄牛皮(C)和人胎盘血蛋白

的电泳谱围

Fig．1 Electrophoregram or proteins of Corium EIe-

．鼻妇“fi|(A)，Corlum Bubali(B)，and Corium

Bos(C)with human placenta serum

2．3醋酸纤维索薄膜电泳法[s,93分析

2．3．1薄膜制备：取醋酸纤维素薄膜(8 cm×2

era)，将无光泽面向下浸入pH8．6巴比妥一巴比妥钠

缓冲液中，待完全浸透取出，夹于滤纸中以吸去多余

的缓冲液，备用。

2．3．2样品上样：取样品液分别采用葡聚糖凝胶树

脂和透析法脱盐纯化。取溶液于膜条一端2 cm处条

状点样，上样量为2～3．uL。

2．3．3电泳过程及显色：将已点样的醋酸纤维素薄

膜置于盛有巴比妥一巴比妥钠缓冲液的电泳架上，

100 V电压条件下电泳1 h，电泳后的薄膜以氨基红

溶液染色2～3 min，漂洗数次，直至脱去底色为止。

结果见图2。透析法纯化的蛋白溶液浓度较高，出现

明显的红色电泳带，而葡聚糖凝胶树脂法纯化的蛋

白无明显的电泳带，分析原因可能是在分离过程中

葡聚糖凝胶树脂吸附了蛋白，致使其浓度较低。

3讨论

由于炮制后的象皮十分坚硬，其细粉经石英砂

研磨后加入聚山梨酯80呈黏团状，且不易被缓冲液

溶胀并分散，故需超声分散并溶胀过夜，又因高温易

使蛋自质变性，故实验操作需O～4℃球浴超声提

取，提取液以茚三酮试剂检识蛋白质是否提取完全，

根据茚三酮试剂的颜色反应判断每次提取6 h方能
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比色法测定阿诺宁脂肪乳注射剂中总内酯

潘小平，吴萍，林立东。

(中国科学院华南植物园，广东广州 510650)

阿诺宁是我园从国产番荔枝科植物番荔枝An—

nona squa，，zosa种子中发现的一个具有高抗癌活性

的番荔枝内酯有效部位药物。该药是由质量分数大

于90％的5～6个番荔枝内酯化合物和质量分数小

于IO％的未知成分组成o]。阿诺宁的活性部位为番

荔枝内酯，含有一个不饱和五元内酯环，在碱性溶液

中，双键转位形成活性次甲基，从而能够与Kedde

试剂反应而显色口]，在534 nm波长下有最大吸收

值，可用于总内酯的测定o]。因此本实验建立比色法

测定阿诺宁脂肪乳注射剂中番荔枝总内酯的方法。

1试剂与仪器

Kedde试剂：193，5-二硝基苯甲酸溶于50 mL

无水乙醇中，缓慢加入S0 mL 1 mol／L N日OH，摇匀

待用(新鲜配置)。阿诺宁脂肪乳注射剂由桂林三金

制药有限公司生产，squamocin对照品(华南植物园

植物化学实验室制备)，Lambda 25 Uv／Vis紫外分

光光度计，PerKinElmer公司。

2方法与结果

2。1对照品储备液的制备：精密称取squamocin约

24．5 mg，置于5 mL量瓶中，加甲醇至刻度，制得对

照品储备液(4．9 mg／mL)。

2．2供试品溶液的制备：精密移取阿诺宁脂肪乳注

射剂5 mL，加人少量无水乙醇，用旋转蒸发仪浓缩，

得淡黄色透明油状物。加入约4 mL氯仿溶解，过2

g硅胶柱(内径：8 mm，100～200日柱色谱硅胶，青

岛海洋化工厂)，再用15 mL氯仿洗脱油脂后，用30

mL氯仿一甲醇(95·5)洗脱，收集洗脱液，用旋转蒸

发仪浓缩蒸去溶剂后，加入1 mL乙醇溶解，即得。

收藕日期：2006—12—08尊耋纂荏挚镳紊’铺％燃{盟：蹴鼎怒晋”。5”E’md⋯”Ⅱ@小s“一
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