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蒙古黄芪中 O种具有免疫活性的可溶性粗蛋白提取工艺优选=
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摘= =要：目的= =优选蒙古黄芪 Astragalus=membranaceus=mongholicus中 O种免疫活性蛋白 AmmoNMJNSâa~和 endmJO的最佳

提取工艺。方法= =以蒙古黄芪中所含可溶性蛋白 AmmoNMJNSâa~ 和 endmJO 二级结构的圆二色性对提取温度和提取溶剂种

类进行考察；对该 O 种蛋白提取条件进行单因素考察，并采用 iVEPQF=正交试验设计法，采用 fm~ge 凝胶图形分析软件以

AmmoNMJNSâa~ 和 endmJO 在 papJmAdb 凝胶图中的蛋白条带灰度值（峰面积）为指标，考察提取温度、料液比、提取时

间、提取溶剂（pe值）、药材粒度、提取次数对 AmmoNMJNSâa~和 endmJO蛋白条带灰度值的影响，从而确定 AmmoNMJNSâa~
和 endmJO的最佳提取工艺，辅以其免疫抑制率（CChJU法）和可溶性蛋白定量测定（_CA法）作为佐证。结果= =建立了

蒙古黄芪中 AmmoNMJNSâa~和 endmJO 的最佳提取工艺：向药材粉末（过 Q号筛）RKM= g中加入 NS倍量 qrásJeCl，在温度

QM=℃条件下恒温提取 SM=mán，以 NMM=rLmán搅拌。蒙古黄芪蛋白质提取率为 SR=mgLg，且质量浓度为 90 μg/mL 粗蛋白的免疫

抑制率为 VMKVMB。结论= =优化的提取工艺能正确反映 AmmoNMJNSâa~和 endmJO收率的最高相对量，为 AmmoNMJNSâa~和
endmJO的进一步研究提供了稳定、合理、可行的提取工艺。=
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黄芪 Astragali oadix为常用大宗药材，始载于

《神农本草经》，有补气固表、利尿消肿、托毒生肌

之功效，被广泛应用于临床各科，素有“十药八芪”

之称xNz，现代药理学研究证明黄芪具有保肝、利尿、

抗肿瘤、抗衰老、抗应激、抗溃疡、调节血糖和血

压、抑制病毒、抗菌等多种作用，不仅能增强机体

的免疫功能，还具有双向调节作用xOJUz。《中国药典》

OMNR年版xVz收载的黄芪为豆科黄芪属植物蒙古黄芪

Astragalus= membranaceus= EcáschKF= _geK= v~rK=
mongholicus= E_geKF= esá~o 或 膜 荚 黄 芪 AK=
membranaceus=EcáschKF=_geK=的干燥根。本课题组从

黄芪中已分离得到具有明显免疫抑制作用的糖蛋白

类化合物 endmxNMJNNz、AmdmJOxNOz、AmdmJPxNPz、
AmmoNMJNSâa~（NKSM×NMQ）及 endmJO（PKNM×
NMQ），药理学研究表明黄芪蛋白质对小鼠脾淋巴细

胞有抑制作用 xNQJNSz；对佐剂性关节炎（~djìv~nt=
~rthrátás，AA）模型大鼠和实验性自身免疫性脑脊

髓炎（experáment~l=~ìtoámmìne=enceph~lomóelátás，
bAb）模型小鼠有治疗作用xNTJOMz。同时淋巴细胞体

外增殖试验显示，黄芪蛋白抑制作用不同于雷公藤

甲素、雷帕霉素、氢化可的松，推测其具有独特的

作用机制xONz。本研究以 AmmoNMJNSâa~及 endmJO
的提取工艺优化为研究对象，采用圆二色谱（Ca）
法xOOJOPz考察提取温度与提取溶剂对目标蛋白结构的

影响，应用 fm~ge 凝胶图形分析软件以 AmmoNMJ=
NSâa~及endmJO在 papJmAdb胶图中的蛋白条带

灰度值（峰面积）为定量指标，采用单因素方差分

析筛选显著性单因素，采用正交试验设计筛选出优

化的提取工艺，采用 CChJU法测定正交试验设计下

各样品的免疫活性，并采用 _CA 法测定可溶性蛋

白质量来证明所筛选提取工艺的合理性，为

AmmoNMJNSâa~ 及 endmJO 的进一步研究提供稳

定、合理、可行的提取工艺。=
N= =仪器与材料=

jlpJRMM型圆二色光谱仪，法国 _áoJiogác公
司；_flJoAaPMMM型电泳系统，美国 _áoJo~d公司；

ppectr~j~x=NVM型酶标仪，美国ja公司；mepJPC
型 pe计，上海精科公司；jNRM型低温粉碎机，昆

山强威粉体设备有限公司；AJNMMMp型水流抽气机，

上海爱朗仪器有限公司；AsCJPAN型超净工作台，

新加坡艺思高科技有限公司；倒置显微镜，日本

llómpìs公司；eeKCmJNSM二氧化碳细胞培养箱，

上海姚氏仪器设备厂；_áoppectrìm凝胶成像系统，

美国 rsm公司。=
pmc级雌性 fCo小鼠，体质量 NR～NU= g；pmc

级雌性 pa大鼠，体质量 NRM～NUM= g，购自北京维

通利华实验动物技术有限公司，动物合格证号

pCuh（京）（OMNO）MMMN。=
刀豆蛋白 A（ConA），págm~公司；细胞增殖J

毒性检测试剂盒（Cell=Coìntáng=hátJU，CChJU），日

本同仁化学研究所；磷酸盐缓冲液（m_p）、牛血清

白蛋白（_pA）对照品（批号 OMNRMNN），武汉博士

德生物公司；非预染中、低相对分子质量（NKQQ×
NMQ、NKUQ×NMQ）标准蛋白j~râer，美国 qhermo公
司；omjf=NSQM培养基（eóclone改良型），赛默飞

世尔生物化学制品（北京）有限公司；胎牛血清、

青霉素J链霉素混合液（NMM×）、三羟甲基氨基甲烷

（qrás）均购自北京索莱宝科技有限公司；醋酸格拉

替雷（dA），págm~ 公司；OJEkJ吗啉代F乙烷磺酸

（jbp）、QJ羟乙基哌嗪乙磺酸（ebmbp）、十二烷基

硫酸钠（pap）和二喹啉甲酸（_CA）蛋白质定量

试剂盒，均购自武汉博士德生物公司；水为双蒸水，

试剂均为分析纯。=
蒙古黄芪购自山西浑原黄芪种植基地，经山西

中医学院刘计权副教授鉴定为 Q～R 年生豆科植物

蒙古黄芪 Astragalus=membranaceus=EcáschKF=_geK=v~rK=
mongholicus=E_geKF=esá~o的干燥根。=
O= =方法与结果=
OKN= =可溶性蛋白的圆二色性考察（定性研究）=
OKNKN= =原料预处理= =将黄芪洗净，RM=℃烘干，低温

粉碎，过筛，留 N、O、P、Q、R、S号筛粉待用。=
OKNKO= = 测定条件 = = 室温 NU～OR= ℃，相对湿度

QRB～TRB。Ca 值测试要求：供试品为 N～NMM=
mgLi，液池厚度 N=mm，起始波长 NVM=nm，终止波

长 ORM=nm，步长 N=nm，重复 N次，采集时间 N=s，
Ca 参数±（NMM～PMM）ma，Ca 单位为椭圆率，

狭缝宽度 OKM=nm。=
OKNKP= =不同提取温度的考察= =称定药材粉末（P 号

筛）共 T份，每份 RKM=g，用溶剂润湿后装纱布袋，

各加入用 m_p（pe=TKQ）RM=mi，称定，分别在 Q、
OR、QM、RR、TM、UR、NMM=℃时水浴提取 SM=mán，
Q=℃于冰箱中浸提 SM=mán，时时搅拌，冷至室温，

称定，加 m_p补足质量，将提取混悬液置于布氏漏

斗抽滤装置中抽滤，滤液过 0.45 μm 滤膜，所得滤

液作为待测溶液，分别吸取 250 μL 待测溶液置于 N=
mm石英比色池中，测定其 Ca 值，可得到 T 个谱
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（图 N），NMM=℃有明显的二级结构 Ca 谱；其他温

度的蛋白质的 Ca谱图为一条趋向于 u轴的曲线。

说明随着温度的升高，可溶性蛋白在 OMR～OQR= nm
范围内部分蛋白的二级结构在发生明显折叠变化，

Q=℃时样品的蛋白质二级结构为 αJ螺旋（OOO=nm），
NMM=℃时为 βJ转角（ONO= nm），其他温度 Ca 谱也

随温度变化 Ca值呈逐渐上升趋式，RR=℃时样品的

蛋白质二级结构居中。=

=
=
=

图 N= =不同提取温度下可溶性蛋白的 Ca谱=
cigK=N= = Ca=spectra=of=soluble=protein=at=different=extraction=
temperatures=
=
OKNKQ= =不同提取溶剂的考察= =称定药材粉末（P 号

筛）共 R份，分别加入都含有 NM= mmolLi= k~Cl的
MKMO=molLi醋酸J醋酸铵缓冲液（pe=RKM），OR=mmolLi=
jbp缓冲液（pe= SKM），OR=mmolLi=ebmbp缓冲液

（ebmbp，pe=TKM），m_p缓冲液（pe=TKQ），OR=mmolLi=
qrásJeCl缓冲液（pe=UKM）各 RM=mi，提取温度 RR=℃，

其他条件同“OKNKP”项，吸取待测溶液 250 μL 置于

N=mm石英比色池中，测定 Ca值。结果如图 O所示：

R条 Ca谱带均为趋向于 u轴的曲线，不过随着 pe=

=
=
=

图 O= =不同提取溶剂的可溶性蛋白 Ca谱=
cigK= O= = Ca= spectra= of= soluble= protein= using= different=
extraction=solvents=

值的升高，每条谱带的 Ca值呈逐渐下降趋式。在

OMR～OQM=nm，醋酸J醋酸铵缓冲液所提取可溶性蛋

白 Ca值最大，依次为jbp、m_p、qrásJeCl缓冲

液，ebmbp所得可溶性蛋白 Ca值最小。=
其他因素（料液比、提取时间、药材粒度、提

取次数）对可溶性蛋白的 Ca值影响很小，故文中

不再列出具体考察结果。=
OKO= = AmmoNMJNSâaa 和 endmJO 蛋白质提取单因

素考察=
OKOKN= = 精密度试验 = = 按仪器标准操作方法测定

j~râer= NKQQ×NMQ、NKUQ×NMQ 标准蛋白（非预染中

低分子量标准蛋白 j~râer）的灰度值，其 opa 分

别为 OKOB、OKMB，表明仪器精密度良好。=
OKOKO= =稳定性试验= =分别计算正交试验 wP 组蛋白

中 AmmoNMJNSâa~和 endmJO蛋白提取样品在 R、
NM、NR、OM、OR、PM、PR、QM、QR=mán的灰度值，

计算得其 opa分别为 OKMB、OKOB，表明 QR=mán内
样品稳定性良好。=
OKOKP= =重复性试验= =取 S份供试蛋白样品（正交试

验 wP组蛋白），对其中 AmmoNMJNSâa~和 endmJO
蛋白进行灰度值测定，结果其 opa 分别为 NKSB和

OKNB，证明该方法重复性良好。=
OKOKQ= =提取温度对AmmoNMJNSâa~和endmJO蛋白

收率的影响= =称量蒙古黄芪药材粉末（P号筛）共 T
份，每份 RKM=g，溶剂润湿后装入纱布袋，各加入用

m_p（pe=TKQ）RM=mi，称定，分别在 Q、OR、QM、
RR、TM、UR、NMM=℃时水浴提取 SM=mán，Q=℃于冰

箱中浸提 SM=mán，时时搅拌，冷至室温，称定，加

m_p补足质量，将提取混悬液置于布氏漏斗抽滤装

置中抽滤，滤液过 0.45 μm 滤膜，所得滤液作为待

测溶液。配制 NRB分离胶、RB浓缩胶，加样 10 μL、
Marker 7.0 μL，电泳条件为 UM～NOM=s电压，采用

fm~ge软件与 pmpp=NTKM统计学软件（实验中所有结

果用 –x s表示，两组间均数比较采用 t检验，各组

分间的差异比较用 lneJw~ó 检验）对 AmmoNMJ=
NSâa~ 和 endmJO 蛋白条带进行分析，与对照组

NKQQ×NMQ 蛋白（非预染中低分子量标准蛋白

j~râer）条带灰度值比较，m＜MKMR为显著性差异，

m＜MKMN为极显著性差异（n＝P）。=
如图 P所示，随着温度的升高，AmmoNMJNSâa~

和 endmJO蛋白质色带依次变浅，蛋白质杂色带依

次也变浅；如表 N所示，AmmoNMJNSâa~和 endmJO
蛋白质条带的灰度值由高依次降低，依据表 N灰度=

NJ= = Q=℃=
OJ==OR=℃=
PJ==QM=℃=
QJ==RR=℃=
RJ==TM=℃=
SJ==UR=℃=
TJNMM=℃=

NVM= = = = = = OMM= = = = = = ONM= = = = = = OOM= = = = = = OPM= = = = = = OQM= = = = = = ORM=
λLnm=

N=

P=

S=R=
Q=

O=

T=

Ca
参
数
Lm
a
=

OM=
=

NM=
=
M=
=

−NM=
=

−OM=
=

−PM=

NVM= = = = = = OMM= = = = = = ONM= = = = = = OOM= = = = = = OPM= = = = = = OQM= = = = = = ORM=
λLnm=

NJ醋酸J醋酸铵缓冲液=
OJjbp缓冲液=
PJebmbp缓冲液=
QJm_p缓冲液=
RJqrásJeCl缓冲液=

V=
=
S=
=
P=
=
M=
=

−P=
=

−S=
=

−V=
=

−NO=

Ca
参
数
Lm
a
=

R=

Q=
O=

P=

N=
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图 P= =不同提取温度下提取的 AmmoNMJNSâaa 和 endmJO=
papJmAdb电泳图=
cigK=P= = papJmAdb=blectrophoresis=of=AmmoNMJNSâaa=and=
endmJO=at=different=extraction=temperatures=

值的显著性与图 N中 Ca值考察结果，故提取温度

的选择水平定为 QM、RR、TM=℃。=
OKOKR= =料液比对目标黄芪蛋白得率的影响= =称定药

材粉末（P号筛）共 S份，每份 RKM=g，分别加入 m_p=
PM、QM、RM、SM、TM、UM=mi，称定，于 RR=℃时水

浴提取，其他条件同“OKOKQ”项，以 AmmoNMJNSâa~
和endmJO在 papJmAdb胶图中的蛋白条带灰度值

（峰面积）为定量指标，经体积换算后，研究料液比

对目标蛋白得率的影响。如图 Q和表 N所示，随着

料液比的逐渐增大，AmmoNMJNSâa~蛋白质条带的

灰度值依次升高后降低，endmJO 蛋白质条带的灰

度值依次降低后升高，依据显著性所示，故料液比

水平选择 N∶NO、N∶NQ、N∶NS。=
OKOKS= =提取时间对目标黄芪蛋白得率的影响= =称定=

=
表 N= = =蒙古黄芪中 AmmoNMJNSâaa和 endmJO蛋白质提取条件单因素灰度值分析= E x±sI=n=Z=PF=

qable=N= = pingle=factor=test=analysis=of=gray=value=of=extraction=conditions=of=AmmoNMJNSâaa=and=endmJO=in=Ajj=E x ±sI=n=Z=PF=

组别= 试验号=
灰度值=

提取温度= 料液比= 提取时间= 提取溶剂= 粒度= 提取次数=

对照= —= NNP=NVT±PRM NQP=NQS±RRM NOV=NSM±PUM NNN=UVV±OUM TQ=PSO±NPU NOP=ORR±QVM 

AmmoNMJNS=âa~= N= NQ=RQP±ORMGG NR=OOU±ONMGG NN=QPS±NPUGG SVN±NOVGG T=SSV±NOUGG NN=OPQ±POUGG 

= O= NP=NQV±ORRGG NU=OOU±OOOGG NN=NQN±NQOGG P=RPU±NMVGG V=NPV±NMTGG O=PMO±OUVGG 

= P= NO=RVQ±ORVGG OP=QTQ±NUVGG NO=TTN±NQRGG Q=RRS±NNVGG NN=SSP±NOOGG N=NUM±OMTGG 

= Q= V=USQ±OMRGG OQ=QMO±NPUGG V=TMR±NRNGG Q=TVS±NONGG NT=TUN±NOVGG — 

= R= Q=SRT±OSUGG OT=STR±NQQGG V=OTM±NUMGG Q=VTU±NQVGG NP=QNQ±NRTGG — 

= S= O=SMV±NQTGG OP=TQT±NSTGG S=UMM±NRRGG — NP=MSM±NSNGG — 

= T= VQV±NRVGG — R=UVQ±NOTGG — — — 

endmJO= N= NR=MTR±NPUGG NS=MNV±OMNGG NM=QSQ±ONNGG Q=RVR±NUSGG T=PVO±NOVGG V=SSV±ONNGG 

= O= NO=TRP±NQSGG NR=SUS±NUVGG V=VOO±NTNGG T=SSN±NORGG T=TPU±NRTGG N=QUR±NUVGG 

= P= NN=OMO±NVVGG NR=SQS±NTTGG NM=VRS±OMVGG NM=MOS±NTOGG U=MUM±NUOGG TRO±NUVGG 

= Q= U=PUP±NTOGG NT=VOQ±NUTGG U=MPQ±ONMGG NO=STO±NRVGG NR=MOS±OMNGG — 

= R= R=TMN±NRRGG NV=RTO±NVTGG U=PNV±NSVGG V=QTO±NMTGG NM=UMQ±OMVGG — 

= S= Q=UMV±NSTGG NV=VUO±NRSGG Q=QST±NROGG — NN=NRT±NUVGG — 

= T= N=SSU±NTTGG — P=VVT±NNNGG — — — 

与对照组比较：GGm＜MKMN=
GGm=Y=MKMN=vs=control=groìp=

=
药材粉末（P号筛）共 T份，每份 RKM=g，各加入 m_p=
RM= mi，于 RR=℃水浴提取 PM、QM、RM、SM、TM、
UM、VM=mán，其他条件同“OKOKQ”项，以 AmmoNMJ=
NSâa~和endmJO在 papJmAdb胶图中的蛋白条带

灰度值（峰面积）为定量指标，研究料液比对目标

蛋白得率的影响。如图 R和表 N所示，随着提取时

间的延长，AmmoNMJNSâa~和 endmJO蛋白质色带

先深后浅，灰度值先升高后降低，依据显著性所示，

故提取时间水平选择 QM、RM、SM=mán。=
OKOKT= =溶剂种类对目标黄芪蛋白得率的影响= =称定

药材粉末（过 P号筛）R份，每份 RKM=g，分别加入

都含有 NM=mmolLi=k~Cl的 MKMO=molLi醋酸J醋酸铵

缓冲液（pe=RKM），OR=mmolLi=jbp缓冲液（pe=SKM），
OR=mmolLi=ebmbp缓冲液（pe=TKM），m_p缓冲液（pe=
TKQ），OR=mmolLi=qrásJeCl缓冲液（pe=UKM）各 RM=mi，
提取温度 RR=℃，其他条件同“OKOKQ”项，测定=

N= = = O= = = = P= = = Q= = = = R= = = = S= = = = T=

j~râer=Q= = = OR= = = QM= = = RR= = = TM= = = UR= = NMM=
提取温度L℃=

=
NKNS×NMR=
SKSO×NMQ=
QKRM×NMQ=
PKRM×NMQ=
PKNM×NMQ=
OKRM×NMQ=
NKUQ×NMQ=
NKSM×NMQ=
NKQQ×NMQ=
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图 Q= =不同料液比下提取的 AmmoNMJNSâaa和 endmJO的
papJmAdb电泳图=
cigK=Q= = papJmAdb=blectrophoresis=of=AmmoNMJNSâaa=and=
endmJO=at=different=solidJliquid=ratios=

=
图 R= =不同提取时间下提取的 AmmoNMJNSâaa 和 endmJO
的 papJmAdb电泳图=
cigK=R= = papJmAdb=blectrophoresis=of=AmmoNMJNSâaa=and=
endmJO=at=different=extraction=time=
=
AmmoNMNSâa~和 endmJO在 papJmAdb胶图中的

蛋白条带灰度值（峰面积），并采用 _CA法测定正

交试验及其显著性单因素的可溶性蛋白的量，研究

溶剂对目标蛋白得率的影响。如图 S和表 N所示，

AmmoNMJNSâa~的蛋白质条带的灰度值依次升高，

蛋白质色带依次加深，灰度值依次增大，endmJO
的先升高后降低，依据表 N 灰度值的显著性与图 O
中 Ca值考察结果，故提取溶剂选择 ebmbp、m_p、
qrásJeCl。=
OKOKU= =药材粒度对目标黄芪蛋白得率的影响= =称定

N～S号筛药材粉末各 RKM=g，各加入 m_p=RM=mi，提

取温度 RR=℃，其他条件同“OKOKQ”项，以 AmmoNMJ=
NSâa~和endmJO在 papJmAdb胶图中的蛋白条带

灰度值（峰面积）为定量指标，研究药粉粒度对目

标蛋白得率的影响。如图 T和表 N所示，随着粉末=

=
=
=
图 S= =不同溶剂种类提取的 AmmoNMJNSâaa和 endmJO的
papJmAdb电泳图=
cigK=S= = papJmAdb=blectrophoresis=of=AmmoNMJNSâaa=and=
endmJO=using=different=extraction=solvents=

=
=
图 T= =不同药材粒度提取的 AmmoNMJNSâaa和 endmJO的
papJmAdb电泳图=
cigK=T= = papJmAdb=blectrophoresis=of=AmmoNMJNSâaa=and=
endmJO=by=different=powder=particle=sizes=
=
粒度的减小，AmmoNMJNSâa~和 endmJO蛋白质色

带先深后浅，灰度值先增大后减小，Q 号筛粉末的

灰度值最大，故选用 Q号筛粉末。=
OKOKV= =提取次数= =称定药材粉末（过 Q号筛）RKM=g，
提取温度 RR=℃，其他条件同“OKOKQ”项，提取 P
次，每次滤液单独放，以 AmmoNMJNSâa~和 endmJO
在 papJmAdb胶图中的蛋白条带灰度值（峰面积）

为定量指标，研究提取次数对目标蛋白得率的影响。

如图 U和表 N所示，随着提取次数的增多，AmmoNMJ=
NSâa~和 endmJO蛋白质色带由深至浅，灰度值由

大变小，提取 N次即可将大部分蛋白浸提出来，故

在规模生产中，提取 O次即可。=
OKP= =蒙古黄芪粗蛋白提取工艺的优化=
OKPKN= =正交试验设计= =在上述单因素试验的基础

上，以具有显著性的提取温度（A）、料液比（_）、
浸提时间（C）和提取溶剂（a）为考察因素，设计=

N= = = O= = = = P= = = Q= = = = R= = = = S= = = T=
=
=
NKNS×NMR=
SKSO×NMQ=
QKRM×NMQ=
PKRM×NMQ=
PKNM×NMQ=
OKRM×NMQ=
NKUQ×NMQ=
NKSM×NMQ=
NKQQ×NMQ=

j~râer=PM= = = QM= = = RM= = = SM= = = TM= = = UM= = = VM=
提取时间Lmán=

NKNS×NMR=
SKSO×NMQ=
QKRM×NMQ=
PKRM×NMQ=
PKNM×NMQ=
OKRM×NMQ=
NKUQ×NMQ=
NKSM×NMQ=
NKQQ×NMQ=

j~râer= = N= = = = = O= = = = = P= = = = = Q= = = = = R=
提取溶剂（与图 O相同）=

=
=
NKNS×NMR=
SKSO×NMQ=
QKRM×NMQ=
PKRM×NMQ=
PKNM×NMQ=
OKRM×NMQ=
NKUQ×NMQ=
NKSM×NMQ=
NKQQ×NMQ=

j~râer= = N= = = = = O= = = = = P= = = = = Q= = = = = R= = = = = S=
筛号=

N= = = = O= = = = P= = = Q= = = = R= = = = S=

j~râer=N∶S=N∶U=N∶NM=N∶NO=N∶NQ=N∶NS=
料液比=

=
=
NKNS×NMR=
SKSO×NMQ=
QKRM×NMQ=
PKRM×NMQ=
PKNM×NMQ=
OKRM×NMQ=
NKUQ×NMQ=
NKSM×NMQ=
NKQQ×NMQ=
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图 U= =不同提取次数时AmmoNMJNSâaa和endmJO的 papJ=
mAdb电泳图=
cigK=U= = papJmAdb=blectrophoresis=of=AmmoNMJNSâaa=and=
endmJO=for=different=extraction=times==
Q 因素 P 水平的正交试验，以 AmmoNMJNSâa~ 和

endmJO在 papJmAdb电泳图中的蛋白条带灰度值

（峰面积）为定量指标，从 AmmoNMJNSâa~ 和

endmJO 蛋白得率及纯度角度出发，对黄芪粗蛋白

提取工艺进行优化。=
OKPKO= =供试品溶液的制备= =称定药材粉末（过 Q号
筛）V份，各 RKM=g，分别向粉末中各加入提取溶剂=

为 a 的 _ 倍量缓冲液，称定，在温度 A 的条件时

水浴提取 C=mán，每 NM=mán搅拌 N次，静置片刻，

冷至室温，称定，补足减失的质量。取以上提取液，

同“OKOKQ”项方法抽滤，所得滤液作为待测溶液。=
OKPKP= =加样= =加样14.0 μL，同时加入Marker 7.0 μL。=
OKPKQ= =蒙古黄芪中AmmoNMJNSâa~和endmJO最佳

提取工艺确定= =正交试验设计及结果见表 O和图 V，
方差分析见表 P。=

由表 O可知 V组试验组合中AmmoNMJNSâa~和
endmJO 各因素的最佳搭配为实验最佳水平组合为

AN_PCPaP；直观分析得出：各因素对AmmoNMJNSâa~
和 endmJO 提取影响的程度均依次为 A＞a＞_＞
C；AmmoNMJNSâa~的 A因素中 hN＞hO＞hP，a因

素中 hP＞hO＞hN，_因素中 hP＞hO＞hN，C因素中

hP＞hN＞hO；endmJO的 A因素中 hN＞hO＞hP，a
因素中 hP＞hN＞hO，_因素中 hP＞hO＞hN，C因素

中 hN＞ hO＞ hP；因此得出最佳水平组合为

AN_PCPaP。=
由表 P可知，以极差最小的因素 C为误差项进

行方差分析，结果发现因素 A、a具有显著性差异，

因素 _、C则无显著性影响，按方差分析法的观点，=
=

表 O= =蒙古黄芪中 AmmoNMJNSâaa和 endmJO蛋白质提取条件正交试验分析=
qable=O= = lrthogonal=test=analysis=of=extraction=conditions=of=AmmoNMJNSâaa=and=endmJO=in=Ajj=

试验号= AL℃= _= CLmán= a=
灰度值= 可溶性粗蛋白=

提取率LEmg·g−NF=AmmoNMJNSâa~= endmJO=

N= QM=ENF= N∶NO=ENF= QM=ENF= ebmbp缓冲液= ENF= QOV=QSQKTOQ= NMS=SNTKRSM= RS±N=

O= QM=ENF= N∶NQ=EOF= RM=EOF= m_p缓冲液= EOF= QSU=STMKROV= NMR=VNVKNUP= SN±N=

P= QM=ENF= N∶NS=EPF= SM=EPF= qrásJeCl缓冲液= EPF= TTS=RMVKUQU= NRQ=NVQKTVU= SP±N=

Q= RR=EOF= N∶NO=ENF= RM=EOF= qrásJeCl缓冲液= EPF= RTQ=UUNKPQR= = UR=MNTKNQM= RS±N=

R= RR=EOF= N∶NQ=EOF= SM=EPF= ebmbp缓冲液= ENF= PQS=OQSKPVR= = PT=VUTKUUP= RP±O=

S= RR=EOF= N∶NS=EPF= QM=ENF= m_p缓冲液= EOF= PSU=VOPKTON= = TM=ONRKQQN= RP±N=

T= TM=EPF= N∶NO=ENF= SM=EPF= m_p缓冲液= EOF= NNP=TQNKOVR= = NS=TQVKMUQ= QT±N=

U= TM=EPF= N∶NQ=EOF= QM=ENF= qrásJeCl缓冲液= EPF= QPS=SNUKOMP= = TR=NVMKUNV= RM±N=

V= TM=EPF= N∶NS=EPF= RM=EOF= ebmbp缓冲液= ENF= NNM=RPNKSOT= = QU=PSQKQVU= QU±N=

hN= RRU=ONRKMPQ= PTO=SVRKTUU= QNN=SSUKUUP= OVR=QNQKOQV= —= —= — 

= NOO=OQPKUQT= = SV=QSNKOSN= = UQ=MMTKVQM= = SQ=POPKPNQ= —= —= — 

hO= QPM=MNTKNRQ= QNT=NTUKPTS= PUQ=SVQKRMM= PNT=NNNKUQU= —= —= — 

= = SQ=QMSKUON= = TP=MPOKSOU= = TV=TSSKVQM= = SQ=OVQKRSV= —= —= — 

hP= OOM=OVTKMQO= QNU=SRRKMSR= QNO=NSRKUQS= RVS=MMPKNPO= —= —= — 

= = QS=TSUKNPQ= = VM=VOQKVNO= = SV=SQPKVOO= NMQ=UMMKVNV= —= —= — 

o PPT=VNTKVVO= = QR=VRVKOTT= = OT=QTNKPQS= PMM=RUUKUUP= —= —= — 

= = TR=QTRKTNP= = ON=QSPKSRN= = NQ=PSQKMNU= = QM=RMSKPRM= —= —= — 

j~râer= = N= = = = = O= = = = = P=
次数=

=
=
=
NKNS×NMR=
SKSO×NMQ=
QKRM×NMQ=
PKRM×NMQ=
PKNM×NMQ=
OKRM×NMQ=
NKUQ×NMQ=
NKSM×NMQ=
NKQQ×NMQ=
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图 V= =正交试验中各样品的 papJmAdb电泳图=
cigK= V= = papJmAdb= blectrophoresis= of= each= sample= in=
orthogonal=test=
=
表 P= = AmmoNMJNSâaa和endmJO蛋白质提取条件方差分析=
qable= P= = AklsA= on= extraction= conditions= of= AmmoNMJ=
NSâaa=and=endmJO=

方差来源= 偏差平方和= 自由度= c值= 显著性=

A= NKTR×NMNN= O= NNTKTU= m＜MKMN=

VKPR×NMV= O= = OUKSO= m＜MKMR=

_= QKMV×NMV= O= = = OKTS= =

TKVQ×NMU= O= = = OKQP= =

C=E误差F= NKQU×NMV= O= = = NKMM= =

PKOT×NMU= O= = = NKMM= =

a= NKSV×NMNN= O= NNPKTP= m＜MKMN=

PKOU×NMV= O= = NMKMQ= =

cMKMREOI=OF=Z=NVKMM= = cMKMNEOI=OF=Z=VVKMM=
=
只需对有显著影响的因素选择最佳水平，而其他对

试验结果影响较小的因素，则可按实际需要选择适

当的水平，选择最佳提取工艺条件为 AN_PCPaP，即

向药材粉末（过 Q 号筛）中加入 pe 值为 UKMM 的

qrásJeCl缓冲液 NS倍，在温度 QM=℃条件下常压水

浴提取 SM=mán，时时搅拌（NMM=rLmán）。=
OKPKR= =验证试验= =分别取 P份药材粉末 vN、vO、vP
（过 Q号筛）各 RKM=g，各加入 NS倍量 qrásJeCl，在

温度 QM=℃条件下恒温提取 SM=mán，时时搅拌（NMM=
rLmán）。取以上提取液，同“OKOKQ”项方法抽滤，

所得滤液作为待测溶液。对所得 P份黄芪粗蛋白样

品分别制作 papJmAdb胶图，加样同“OKPKP”项方

法，并测定可溶性蛋白提取率。结果见表 Q，结果

证明该提取工艺稳定性良好。=
OKQ= =蒙古黄芪粗蛋白的体外免疫抑制活性测定=
OKQKN= =样品处理= =黄芪粗蛋白样品在 Q=℃下透析=

表 Q= =验证试验=
qable=Q= = salidation=test=

样品=
灰度值= 可溶性粗蛋白=

提取率LEmg·g−NF=AmmoNMJNSâa~= endmJO=

vN= TVS=SSSKMMS= NSS=OMQKQRS= SS=

vO= TUV=OPSKRRS= NRV=OOTKPPN= SR=

vP= TTN=OOMKMTV= NRS=OOQKMMT= SQ=

opaLB= NKST= PKNV= NKRQ=

=
（透析袋截留相对分子质量 PKR×NMP）过夜，蛋白得

率 VMB～VRB，经 papJmAdb跑胶得蛋白条带数量

未有改变，纯化倍数（以小鼠为基准）是 MKVQ。=
OKQKO= =免疫抑制活性测定= =采用 CChJU 法测定正

交试验中 V组黄芪粗蛋白的体外免疫抑制活性，正

交实验中的 V 组取终质量浓度为 10 μg/mL 蛋白样

品，最优组合为 NM、PM、RM、TM、90 μg/mL 5 个终

质量浓度梯度。常规制备小鼠用脾淋巴细胞xOQz，调

节细胞悬液密度为 P×NMVLi，并用台盼蓝染色检测

细胞活力＞VVB。于 VS孔细胞培养板中每孔加入制

备好的细胞悬液 100 μL 及 ConA 5 μL（终质量浓度

5 μg/mL），将培养板在培养箱中预培养 OQ=h（PT=℃，

RB=ClO），用完全培养基稀释样品成不同质量浓度，

每孔加入 8 μL 上述质量浓度的含样品培养基至终

质量浓度，空白组加入不含细胞的培养基，阴性对

照加入含有细胞的培养基，阳性对照组加入醋酸格

拉替雷（dA）至终质量浓度为 30 μg/mL，每个组 S
个重复孔，将细胞培养板置于 PT=℃、RB=ClO培养

箱孵育 QU=h。将细胞培养板取出后，向每孔加入 NM=
μL CCKJU溶液，将其置于培养箱内孵育 Q=h，用酶

标仪测定在 QRM=nm处的吸光度（A）值。=
细胞形态观察：采用倒置显微镜观察样品抑制

率最高的脾细胞形态变化。结果如表 R所示，由正

交试验的 V组实验数据可知，正交试验 P的抑制率

最高，其次为正交试验 Q组，样品对 pa大鼠和 fCo
小鼠脾淋巴细胞的抑制作用差距不大，正交试验 P
组样品对脾淋巴细胞的抑制率随着浓度的增加而增

加，呈现出明显的量效关系，在最高质量浓度 VM=
μg/mL 时抑制率为 VMKVMB，与阳性对照醋酸格拉替

雷的抑制率相接近。=
在上述实验中，样品对 fCo小鼠脾淋巴细胞的

抑制率最高，故选择对黄芪粗蛋白较敏感的 fCo小

鼠脾淋巴细胞进行形态学观察，黄芪粗蛋白在不同

质量浓度（NM、PM、RM、TM、90 μg/mL）条件下对=

j~râer=N= = = = O= = = = P= = = = Q= = = = R= = = = S= = = = T= = = = U= = = = V=
次数=

=
NKNS×NMR=
SKSO×NMQ=
QKRM×NMQ=
PKRM×NMQ=
PKNM×NMQ=
OKRM×NMQ=
NKUQ×NMQ=
NKSM×NMQ=
NKQQ×NMQ=
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表 R= =蒙古黄芪粗蛋白对 pa大鼠与 fCo小鼠脾淋巴细胞的

抑制作用= E x±sI=n=Z=PF=
qable=R= = fnhibitory=effect=of=crude=protein= from=Ajj=on=
lymphocyte=in=spleen=of=pa=rats=and=fCo=mice=E x ±sI=n=Z=PF=

组别=
质量浓度L=

(μg·mL−NF=

脾淋巴细胞抑制率LB=

pa大鼠= fCo小鼠=

阴性对照组= = M= —= —=

阳性对照组=

（醋酸格拉替雷）=

PM= VPKVS±NKMP VSKOP±NKPU 

正交试验= N= NM= PRKTN±MKTV PTKTV±NKST 

= O= NM= QUKMV±NKMV RNKTM±NKSM 

= P= NM= RVKPR±OKTS SQKNM±OKVQ 

= Q= NM= RTKOT±NKUV SOKSO±MKNO 

= R= NM= PRKVU±OKOP PVKVM±NKMU 

= S= NM= QSKUU±NKMT QVKRM±NKQT 

= T= NM= PVKMN±MKVV QMKTP±MKNQ 

= U= NM= PQKUV±NKTU PTKOQ±OKMO 

= V= NM= POKNN±OKMN PQKMR±NKSV 

正交试验 P=
（抑制率最高组合）=

VM= UUKTN±OKTTG VMKVM±QKUQG 

TM= TUKTU±OKSNG UOKMQ±NKOOG 

RM= TMKRS±OKSRG TRKPO±NKTTG 

PM= SRKOO±PKSNGG TMKNU±PKQNG 

NM= RTKOO±PKMNGG SOKMT±OKROGG 

正交试验 P（未透析）= NM= SMKPP±PKQNGG= SSKMP±2KMTGG=

与对照组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
Gm=Y=MKMR= = GGm=Y=MKMN=vs=control=groìp=

=
小鼠脾淋巴细胞均有影响，阴性对照组的脾淋巴细

胞的形态完整、数量众多，阳性对照组（醋酸格拉

替雷）和 90 μg/mL 的脾淋巴细胞急剧减少、细胞的

完整性受到损坏、出现明显的细胞碎片和细胞集聚

现象，细胞的受损程度与浓度有相关性。=
P= =讨论=

在自身免疫性疾病和器官移植抗排异反应的治

疗中，免疫抑制剂的使用量较大，只是化学药类免

疫抑制剂毒副作用大，中药历来以药效广泛、毒副

作用小为优点，可弥补化学药的不足，尤其对于长

期用药的慢性排异、自身免疫性疾病。目前，国内

研究成熟的中药免疫抑制剂只有雷公藤多苷xORz，国

外有日本研发的冬虫夏草提取物修饰产品 cqv=
TOMxOSz，显示出中药免疫抑制剂的开发意义非常大。=

本实验在以往黄芪可溶性蛋白提取及纯化的基

础上 xNMJNPIOTJOVz，进一步提出以提高目标蛋白

AmmoNMJNSâa~和 endmJO的提取率及降低其纯化

难度为目标，对提取温度、料液比、提取时间、提

取溶剂、药粉粒度、提取次数 S因素进行考察，以

显著性单因素做正交试验。其中，提取温度的筛选，

采用 Ca 法进行考察，与所得纯品 AmmoNMJNSâa~
和 endmJO（质量分数＞VRB）的蛋白质二级结构

进行比照，如果纯品 AmmoNMJNSâa~和 endmJO的
蛋白质二级结构拟合于αJ螺旋，则提取温度≤QM=℃
更合理，反之则＞QM=℃更合理；以各因素 papJ=
mAdb 电泳图的蛋白条带灰度值为指标选出显著性

单因素；分析正交试验所得的蛋白条带灰度值和可

溶性蛋白对脾淋巴细胞的免疫抑制活性结果，说明

以目标蛋白的收率为指标所优化的提取条件更科学

合理。=
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