
道" 关于
$

型胶原抑制脂肪细胞分化的具体机制及

其影响因素尚需深入研究"

本研究首次发现
$

型胶原抑制脂肪细胞分化进程!

其机制可能与降低脂肪细胞分化转录因子OOM>

,

和2L

(0O

#

的表达有关!是否存在其他机制共同作用!目前尚

不明确!进一步深入探讨将为肥胖症的发病机制提供新

的理论依据!并可能成为肥胖症治疗的新的药物靶点"
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紫外 3可见分光光度法测定巴豆中可溶性蛋白的含量

古炳明!曾!宝!熊艺花!易智彪!蔡海群!肖祖平!袁!捷

!!基金项目(国家科技部重大新药创制专项基金资助项目-%&&"lc&"'&$ P$FF. )广东省科技计划基金资助项目-%&&"M&$&'&&&'H.

作者单位(E'&&&G!广州中医药大学-古炳明#曾宝#熊艺花#易智彪#蔡海群#肖祖平#袁捷. )E%$F&F!东莞!广州中医药大学中医药数理工程

研究院-熊艺花.

通讯作者(袁捷!研究员!硕士生导师!电子信箱(A63)m+,'GFF'GFFY<+DI;5TI/5T

摘!要!目的!建立巴豆中可溶性蛋白含量的测定方法!为其质量评价提供理论依据" 方法!采用紫外 P可见分光光度

-aWPW]..法!检测波长为 E"$)T" 结果!巴豆中可溶性蛋白在 &I&'&$ Q&I'&$&T*LT7范围内线性关系良好 -doFI&F#'c\

&I'##E!%o&I"""'!+ oG.!平均回收率为 "FI$#J!>.9为 'I&'J" 结论!本方法简单#方便#专属性强!可为巴豆药材的质量控

制提供参考"

关键词!巴豆!紫外 P可见分光光度法!可溶性蛋白
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水消肿#祛痰利咽#外用蚀疮!主治寒积便秘#乳食积

滞#水肿臌胀#二便不通#喉风#喉痹#恶疮疥癣
/'0

"

文献报道称从巴豆中分离出巴豆毒蛋白质巴豆毒素

$

#
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$

#
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.

/%0

"

蛋白质是一类重要的高分子化合物!存在于所有

的动植物中" 近年来!随着基因工程学#分子生物学

和现代分离技术的快速发展!蛋白质也成了一项中药

质量和资源评价的指标" 从中药蛋白质类成分中寻

找新的药用活性物质是今后一个重要的发展方向!已

有的研究表明植物蛋白具有多方面的生物活性" 从

蓖麻中分离得到的具有凝集素活性的毒蛋白!为最强

烈天然毒素之一" 蓖麻毒蛋白对所有哺乳动物真核

细胞都有毒害作用!而对某些恶性肿瘤细胞毒性更

强" 这使它在医学上成为用于杀伤肿瘤细胞的首选毒

素之一
/$0

" 巴豆毒蛋白和其他植物毒蛋白一样!也具

有抑制真核细胞蛋白合成的作用!属于核糖体失活蛋

白
/%0

" 然对巴豆可溶性蛋白的研究却鲜有报道!故本

文建立紫外 P可见分光光度法测定巴豆可溶性蛋白含

量的方法!旨在为巴豆可溶性蛋白的进一步研究奠定

基础!并为巴豆的合理应用提供一定的科学依据"

材料与方法

'I仪器(ZaP'F'& 紫外可见分光光度计-北京普析通用

仪器有限责任公司.!1(ZZ_(>Zh_(9hM0%&H P=电子分析

天平-十万分之一!塞多利斯科学仪器北京有限公司.! ]VM

新型 Z%E 数 显 高 速 匀 浆 机 - ]VM Z%E R+*+;37a_Z>M P

Za>>Mc.!_PE$& 多管架自动离心机"

%I试验药品('& 批巴豆药材分别来源于四川#广西#云南

$ 个主产区!经广州中医药大学赖小平研究员鉴定为大戟科

植物巴豆-/-5;5) ;+*7+6T_I.的干燥成熟果实" 牛血清白蛋白

-.+*T3公司!批号(%&''&E'G.!考马斯亮蓝 @P%E& -批号(

G'&H PEF P'.!"EJ乙醇#磷酸二氢钠#磷酸氢二钠#磷酸#氢

氧化钠均为分析纯!水为自制超纯水"

$I含量测定方法(取牛血清白蛋白制成一定浓度梯度的

标准品溶液!照 aWPW]. 法-中国药典 %&'& 版附录
2

M.!全

波长扫描后在最大吸收峰作处测定吸光度并绘制标准曲线"

另取供试品制成供试品溶液!同法测定!计算即得"

HI供试品溶液的制备(取不同产地共 '& 批干燥巴豆种

子!去壳后种仁粉碎!精密称取 '*!加入适量 O0. 缓冲液在转

速为 F&&&-LT+) 高速匀浆提取 %&T+)" -离心 'ET+)#H&&&-L

T+).!抽滤!定容备用"

EI对照品溶液的制备(精密称取牛血清白蛋白 '&$T*!溶

于蒸馏水并定容至 '&&T7!配制成 'I&$T*LT7的牛血清白蛋白

标准溶液"

GI显色剂的制备(精密称取考马斯亮蓝 @P%E& '&&T*

用 "EJ乙醇 E&T7溶解!加入 FEJ C

$

Oh

H

'&&T7摇匀后!用蒸

馏水定容至 '&&&T7!常温避光保存"

#I测定波长的选择(精密吸取标准曲线项下供试品溶液

与精密度考察项下对照品溶液各 'T7!分别加入重现性考察项

下显色剂!涡旋均匀" 于 H&& QF&&)T处进行全波长扫描"

FI标准曲线的绘制(精密吸取精密度考察项下对照品溶

液 &I'#&I%#&IH#&IG#&IF#'I&T7用蒸馏水定容至 '&&T7!使其

浓度为 &I&'&$#&I&%&G#&I&H'%#&I&G'F#&I&F%H#&I'&$&T*L

T7" 分别取 'T7加入 $T7重现性考察项下显色剂!涡旋均匀"

结!!果

'I测定波长(按显色稳定性考察方法于 H&& Q

F&&)T处进行全波长扫描!对照品与供试品在 E"$)T

处均有最大吸收!选为测定波长!结果见图 '"

图 +,紫外 3可见吸收图谱

'I牛血清白蛋白溶液)%I供试品溶液!

%I标准曲线(按测定波长的选择方法于 E"$)T

波长处测定吸光度" 以对照品溶液浓度-2!

1

*LT7.

为横坐标!吸光度-M.为纵坐标绘得标准曲线!得回

归方程为 doFI&F#'c\&I'##E-%o&I"""'!+ oG."

结果表明!总蛋白浓度在 &I&'&$ Q&I'&$&T*LT7范围

内与吸光度呈良好的线性关系"

$I精密度考察(取对照品 ' 份!按对照品溶液制

备制备对照品溶液!按含量沉淀方法连续 G 次测定吸

光度! >.9o'IFJ!表明精密度良好"

HI重现性考察(称取供试品 G 份!按供试品溶液

制备供试品溶液后!平行制备 G 份" 按含量沉淀方法

分别测定吸光度!>.9o%I'J!表明重现性良好"

EI显色稳定性考察(取供试品 ' 份!按供试品溶

液制备操作制备供试品溶液!按含量沉淀方法操作!

每隔 'ET+) 测定 ' 次吸光度!>.9o%I"J!表明在 %^

内显色稳定性良好"

GI加样回收试验(精密称取批号为 %&'&&H%& 的

四川万县巴豆供试品 %&&T*!分别加入一定量的对照

品" 加入适量的 O0. 在转速为 F&&&-LT+) 高速匀浆

提取 %&T+)" 离心 'ET+) -H&&&-LT+).!抽滤!定容备

用" 按供试品溶液制备方法测定!结果见表 '"

*HH*
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表 +,加样回收率试验结果-+ oG.

序号
取样量

-T*.

样品中

含量

-T*.

对照品

加入量

-T*.

测得量

-T*.

回收率

-T*.

平均回

收率

-J.

>.9

-J.

' %&& '$I&F '$ %EIF% "FI&&

% %&& '$I'$ '$ %EIFF "FI&F

$ %&& '$I'H '$ %GI&E ""I$'

H %&& '$I'' '$ %EIGF "GIG"

E %&& '$I'G '$ %GI&% "FI"%

G %&& '$I&E '$ %EI"E ""I%$

"FI$# 'I&'

#I样品测定(取不同批号的巴豆按供试品溶液

制备操作制备成供试品溶液后!按含量沉淀方法操作

对样品进行含量测定!结果见表 %"

表 J,样品中可溶性蛋白含量-+ o'&.

序号 批号 产地 购买公司
可溶性蛋

白含量-J.

' %&'&&H'F 四川宜宾 四川成都市五块石药市 "IFH

% %&'&&H%& 四川万县 四川成都市五块石药市 GIEH

$ %&'&&H%$ 四川宜宾 四川宜宾县观音镇 $IG%

H %&'&'''F 四川 云南向辉生物科技有限公司 EI%F

E %&'&''%E 四川 安徽亳州药市 EI$E

G %&'&''%F 四川 安徽亳州中药材总公司 $I"'

# %&'&'%&' 云南 广西玉林国际中药港 #IFG

F %&'&'%%& 云南 安徽亳州中药材总公司 $I'G

" %&'&''&F 广西 河北安国同利中药材公司 "I%#

'& %&'&'%&H 广西 安徽亳州中药材总公司 "I$H

讨!!论

近年来巴豆研究主要集中在生物碱和脂肪油方

面!蛋白质作为生物大分子将会是今后中药活性成分

研究的重要发展方向" 据文献报道!巴豆毒蛋白为核

糖体失活蛋白里只具有 M链活性的单链蛋白!对完

整细胞毒性低!但在无细胞系统或进入细胞内-如注射

等.对蛋白质的合成具有强烈的抑制作用
/E0

" 由于核

糖体失活蛋白生物医学界具有抗增殖#抗肿瘤#抗病

毒#抗孕#抗真菌#抗昆虫#免疫调节及神经系统毒性作

用!具有重要的理论和应用价值!结合更多#更高效的

免疫毒素的研制!将会给人类带来意想不到的收获"

可与单克隆抗体结合制成免疫毒素!可以专一地杀伤

肿瘤细胞或病毒感染细胞!具有广泛的药用价值"

本文建立了紫外1可见分光光度法测定巴豆可

溶性蛋白的方法!并对来自不同产地的 '& 批药材进

行了含量测定!发现产地不同!巴豆可溶性蛋白的含

量有较大的差异" 最高含量是最低含量的 %I# 倍"

另外本研究还对果壳#种皮和种仁中可溶性蛋白的含

量进行了对比!发现巴豆可溶性蛋白主要存在与果仁

之中!果壳和种皮中含量极少"

巴豆蛋白作为核糖体失活蛋白具有较大的开发价

值!测定巴豆蛋白的含量!完善巴豆品质评价体系" 本

实验建立测定巴豆可溶性蛋白含量的方法!样品制备简

单!测定结果准确!回收率#线性#精密度均符合中药分析

要求!且方法简单#快速准确且灵敏!为以后开发利用巴

豆可溶性蛋白奠定基础!可作为巴豆药材的质量控制"
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