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提� 要� 采用高效离子交换色谱法对经初步分离的皖南尖吻蝮蛇毒活性成分进行进一步的分离纯化∀采用线

性梯度洗脱o得到蝮蛇毒活性组分纯品o并用峰面积归一化法计算其含量为wx wth 左右o纯度在|sh 以上∀

关键词� 高效离子交换色谱法o皖南尖吻蝮蛇毒o活性组分

分类号� � yx{ � |v

�� 前言

蝮蛇毒液中含有丰富的蛋白质和酶�t ∀它的活

性组分中既有出血毒素�u �类凝血酶样酶和抗凝组

分�v o也有能作用于纤维蛋白原和纤维蛋白的纤溶

组分∀这些活性组分具有降解纤维蛋白原和纤维蛋

白�降低血液粘度的作用o有着重要的医学价值�w ∀

但蛇毒的组分非常复杂o因此对单一活性成分的分

离纯化比较困难∀我们用高效离子交换色谱法对经

初步分离的皖南尖吻蝮蛇毒进行了色谱条件的筛选

和优化分离o得到一活性组分∀经鉴定o纯度在|sh

以上o并能降解人纤维蛋白原和纤维蛋白o具有很好

的应用前景∀

�� 实验部分

u t� 仪器与试剂

� ¤·̈µ¶yxs 高效液相色谱仪k美国 � ¤·̈µ¶公

司lo�µ²·̈¬± ���
��

��� � {� � 离子交换色谱柱

ktss s°° ≅ ts s°° ¬q§qo美国 � ¤·̈µ¶公司lo��

� 电泳仪k上海康达电子仪器厂lo岛津 � � |vs薄层

色谱扫描仪k日本岛津公司l∀

皖南尖吻蝮蛇毒干粉k购于皖南山区lo丙烯酰

胺�甲叉双丙烯酰胺k美国 �¬ª°¤公司lo实验室其它

试剂均为国产分析纯∀

� � � 实验方法

� � �� 样品预处理

蛇毒经离子交换色谱和凝胶排阻色谱初步分离

后o再对其中具有纤溶活性的组分脱盐处理o得到蛋

白浓度约wª �的样品∀经电泳鉴定有三条主带∀

� � �� 色谱条件的选择

由于待分离样品为酸性蛋白o因而固定相选用

离子交换色谱柱 ��� � {� � kxΛ° lo流动相选用

� µ¬¶� � ¯缓冲系统o其中o流动相 � }s su° ²̄ �

� µ¬¶� � ¯缓冲液k³� { slo流动相 �}s su° ²̄ �

� µ¬¶� � ¯缓冲液k³� { sl s x° ²̄ ��¤� ∀̄梯度洗

脱程序见表t∀

表� � 梯度洗脱程序

Ταβλε �� Γ ραδιεντ ελυτιον SρογραP

τ °¬± � kh l �kh l

sqs tss s

xqs tss s

xqst |s ts

ysqss s tss

zsqss s tss

分离图谱见图to其中第v个峰即为我们所需的

活性组分o与电泳鉴定结果相符o分离效果很好∀

图� � 色谱分离图谱
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� � �� 样品的测定与少量纯样的制备

取上述预处理的样品o按� u u u项�下的色谱条

件分离纯化o用峰面积归一化法计算含量o结果见表

u∀表u的数据表明方法重现性好o活性组分的含量约

为wx wth ∀

表�� 高效液相离子交换色谱法分离活性组分

Ταβλε �� Τηε ισολατιον οφ τηε αχτιϖε χοP Sονεντ

φροP σνακε ϖενοP βψ ηιγη SερφορP ανχε

ιον-εξχηανγε λιθυιδ χηροP ατογραSηψ

序号

�²q

活性组分峰面积

� µ̈¤²©¤¦·¬¹¨

¦²°³²± ±̈·

k≅ tsp zl

总峰面积

� ²·¤̄ ¤µ̈¤

k≅ tsp {l

含量

� ²±·̈±·

kh l
Ξ
p

" Ρ
kh l

t |qyv{ uqs{s wyqvw

u {qssu tq{sw wwqvy

v |qw{x uqszy wxqy| wxqwt"

w {q{ux tq|zx wwqy{ sq{x

x |q|wx uqtyv wxq|{

� � 采用加大进样量和提高样品溶液浓度的方法o

可以在该高效离子交换色谱柱上制得毫克级纯样∀

所得到的活性组分纯品经初步鉴定o可作用于纤维

蛋白原和纤维蛋白o具有很好的降解纤维蛋白原和

纤维蛋白的作用∀

� � �� 活性组分纯度鉴定

经聚丙烯酰胺凝胶电泳k�� ��l鉴定o该活性

组分的纯度在|sh 以上k见图ul∀

�� 讨论

ktl分离纯化生物活性物质o必须注意保护其生

物活性o这里流动相的选择是关键o其中包括

³� 值�缓冲液浓度等因素的选择∀当 ³� 值接近等

电点时o容易引起生物活性物质的沉淀而不利于分

离∀由于待测物在 ³� { s左右生物活性最高o故选

择 � µ¬¶� � ¯缓冲体系的 ³� 值为{ s∀而缓冲液浓度

过高时o对分离条件不利o样品未经交换即下柱o故

选择 � µ¬¶� � ¯缓冲液浓度为s su° ²̄ �∀

kul用高效离子交换色谱法分离分析样品时o必

须注意色谱柱的清洗和再生o待色谱柱在起始流动

相中达到平衡后才上样o否则样品不易与色谱柱结

合而被冲洗下来∀

图�� 聚丙烯酰胺凝胶电泳扫描图谱

Φιγq� ΧηροP ατογραP οφ τηε ρεσυλτσ οφ ΠΑΓ Ε

参 考 文 献

t� 叶智彰 动物学研究ot|{tou}vv∗ vy

u� 黄婉治o王� 淳 中国科技大学学报ot|{totykvl}tsu∗

tsx

v� 王� 淳o黄婉治 动物学研究ot|{toukwl}{|∗ |t

w� 王� 淳 蛇毒纤溶组分的纯化和性质鉴定 中国黄山国

际两栖类爬行动物学学术会议论文集 黄山ot||v t{u

∗ t{x

Ισολατιον ανδ Πυριφιχατιον οφ τηε Αχτιϖε

ΠρινχιSλε φροP Αγκιστροδον Αχυτυσ Σνακε ς ενοP

βψ Ηιγη ΠερφορP ανχε Ιον-Εξχηανγε Λιθυιδ ΧηροP ατογραSηψ

� ¬¤± � ¤º ±̈o �«²̧ � ¬¤²«¤¬o � «̈ ±ª � ¬± ¤±§� ¤±ª� «̧ ±

k∆ εSαρτP εντ οφ Βιολογψo Υνιϖερσιτψ οφ Σχιενχε ανδ Τ εχηνολογψ οφ Χηιναo Η εφειo ������l

Αβστραχτ� � «̈ ¤¦·¬¹¨¦²°³²± ±̈·©µ²° � ª®¬¶·µ²§²± ¤¦̧ ·̧¶¶±¤®¨¹ ±̈²° º ¤¶©̧ µ·«̈ µ³̧ µ¬©¬̈§¥¼ «¬ª« ³̈ µ©²µ

°¤±¦̈ ¬²± »̈¦«¤±ª̈ ¬̄́ ¬̧§ ¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¼ ²¹ µ̈ ¤ �µ²·̈¬± ���
��

��� � {� � ¦²̄ °̧ ± kts s°° ¬q§q ≅

tss°°lq � «̈ ¨̄ ·̧¬²± º ¤¶²³̈ µ¤·̈§ º¬·« ¤ ¬̄± ¤̈µªµ¤§¬̈±·©µ²° tsh ·² tssh �¤� ¯ s su° ²̄ � � µ¬¶� � ¯

¥̧ ©©̈ µk³� { slq� «̈ ´̧ ¤±·¬·¤·¬¹¨µ̈¶̧ ·̄¶º µ̈̈ ¦¤̄¦̧ ¤̄·̈§¤¶wx wth ¥¤¶̈§²± ³̈ ¤® ¤µ̈¤±²° ¤̄¬½¤·¬²± ¤±§·«̈

³̧ µ¬·¼ ²©·«̈ ¤¦·¬¹¨¦²°³²± ±̈·º ¤¶|sh §̈ ·̈µ°¬± §̈¥¼ ¨̄ ¦̈·µ²³«²µ̈¶¬¶q

Κεψ ωορδσ� «¬ª« ³̈ µ©²µ°¤±¦̈ ¬²± »̈¦«¤±ª̈ ¬̄́ ¬̧§¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¼o � ª®¬¶·µ²§²± ¤¦̧ ·̧¶¶±¤®¨¹ ±̈²° o ¤¦·¬¹¨

¦²°³²± ±̈·

�uyu� 色� � � � 谱 ty卷


