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B&4

)是一类含有唾液酸的酸性鞘糖脂!是神经细胞膜的重要组成成分!

在生物膜中起着非常重要的生理作用#文章用红外光谱'

MT

),紫外光谱'

b$

),原子力显微镜'

9FY

)分别对

以牛脑为原料!采用
F%&1P

萃取法,硅胶吸附柱层析和
Na9a-/0

)

P680W9-!,

离子交换柱层析得到的神经节

苷脂的分子官能团和多聚体结构进行了研究#实验结果表明!从
;..

K

湿组织中获得产品为
,,'!?

K

!纯度

达
+!'*#X

!其紫外光谱吸收在
;",7?

处#通过红外光谱研究证明在提纯的产品结构中含有唾液酸分子的

结构片段#利用原子力显微镜对其在水中的聚集体微观形貌进行了观察研究!发现神经节苷脂在水中呈清

晰的纳米级球状或椭球状结构!经测定(神经节苷脂多聚体的大小在
,,

"

<*.7?

之间!平均大小为'

;#*'"

]++'A

)

7?

$高度在
;'.

"

,'.7?

之间!平均高度为'

<'!,];'.;

)

7?

#该实验结果为神经节苷脂的生物活

性研究以及作为神经类药物的开发利用提供了理论和实验依据#
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B&4

)是一类含有唾液酸的酸

性鞘糖脂!主要由单唾液酸神经节苷脂'

BY

;

和
BY

<

),双

唾液酸神经节苷脂'

BN

;6

和
BN

;Q

)及三唾液酸神经节苷脂

BR

;Q

等组成!是神经细胞膜的重要组成成分!在生物膜中起

着非常重要的作用*

;

+

#

B&4

分子由亲水的寡糖链和亲脂的神

经酰胺两部分组成#神经酰胺插入膜脂双层中!构成膜组分

的一部分!亲水的寡糖链'包括唾液酸)则连在神经酰胺中丝

氨酸上!并与丝氨酸一起构成极性%头&!伸展在细胞表面的

外环境中*

!

+

#从而神经节苷脂具有感知,传递细胞内外信息

的功能#

近年来!随着对细胞膜表面糖类生理功能研究的日益重

视!

B&4

的研究也日趋受到科学界的关注!特别是它们与细

胞信号传导有着密切的关系!这已被我国的%攀登计划&列为

重点研究项目*

!

+

#临床资料报道!

B&4

在糖尿病神经病变*

<

+

!

外周神经的脊椎损伤*

#

+中能很好的促进受损伤神经的再生和

功能恢复$还可促进后期神经功能恢复*

,

+

!对脑缺血早期也

有明显的保护作用!另外
B&4

对老年性痴呆的治疗有较好的

前景*

+

+

#

随着神经生物化学和神经药理学的发展!对
B&4

的代谢

及其生物学作用研究已经成为神经科学的重要课题#

B&4

在

国内大多数依赖进口!虽然国内外已报道了多种分离纯化的

方法!但绝大多数都有操作步骤繁琐,溶剂用量大,周期长

等不足之处#目前国内外的研究主要集中于
B&4

与生物膜其

他有效成分之间的相互作用*

A-;!

+

!而对
B&4

多聚体的形貌及

结构未给予详细的报道#本文以牛脑为原料!以国产硅胶代

替进口的
M623%Q0684

大颗粒硅胶!利用萃取,凝胶层析的方

法!从牛脑中提取了较高纯度的
B&4

!用紫外和红外光谱对

其结构进行了分析!用原子力显微镜观察了其多聚体的表面

形貌和结构!对其大小进行了分析研究!为
B&4

的开发利用!

更好地发挥其药性和生物活性提供了理论依据#

;

!
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试剂与仪器



新鲜牛脑!市售$

Na9a-/0

)

P680W9-!,

购自
CP63?61:6

公司$柱层层析硅胶'

!..

"

<..

目)购自青岛麦克硅胶干燥剂

有限公司$

",X

唾液酸购自
/:

K

?6

公司$间苯二酚购自天津

市科密欧化学试剂开发中心$氯仿,甲醇及其他试剂!均为

国产分析纯#

N/-;

高速组织捣碎机'上海标本模型厂),

Nc*"-;

电动玻璃匀浆机'宁波新芝生物科技股份有限公司),

L9(BCM(B 9̂!..<

电子天平'上海精密科学仪器有限公司

天平仪器厂),

CL/-#IR

酸度计'上海康仪仪器有限公司),

IF;+TZ

型高速离心机'日本日立),柱层析仪'上海沪西分

析仪器厂有限公司),

Rb-;*;.

紫外
-

可见分光光度计'北京

普析通用仪器),

Ta-,!99

旋转蒸发仪'上海亚荣生化仪器

厂),

9&

)

P6&-#

真空冷冻干燥机'德国
IP3:42

公司),傅里叶变

换红外光谱仪'德国
V3H1P03

公司),

[aR-/CY-",..̂<

原子

力显微镜'日本岛津公司)#

(';

!

方法

;'!';

!

B&4

的粗提方法

采用潘颖等*

;

+的方法称取
<,.

K

新鲜牛脑!以
;.

倍体积

的氯仿
k

甲醇混合液'

;k;

!

4

)!在电动匀浆机匀浆!在
#j

下搅拌提取过夜#过滤或离心'

A,..3

"

?:7

@;

!

;,?:7

)取上

清液#沉淀物用上述混合液再次匀浆!反复提取
<

次!合并

各次上清液#

#.j

旋转蒸发浓缩至原体积的
;

-

#

!置
@!.j

冰箱过夜#将以上过夜后的浓缩液过滤!按滤液
;

-

,

体积加

入
,X (6I&k

甲醇'

;k;

!

4

)混合液进行
F%&1P

*

;<

+分配!使

B&4

转入水相!收集上层液!下层多次进行分配!合并上层

液#置
#.j

旋转蒸发浓缩去处甲醇!浓缩液
#j

蒸馏水透析

至无
I&

@为止!冷冻干燥得粗提
B&4

#

;'!'!

!

B&4

的纯化方法

'

;

)硅胶吸附柱层析!称取
,.

K

已活化好的柱层析用硅

胶'

!..

"

<..

目)!加入适量氯仿浸泡过夜#用玻璃棒搅拌硅

胶使之悬浮于氯仿中!成为糊状浆料#然后将浆料沿着层析

柱壁慢慢地倒入层析柱中'

;1?g#.1?

)!边加边搅拌!一次

加完!同时将层析柱下面的旋塞打开!以便于硅胶沉降#此

时应注意不要有气泡产生!倾倒至离柱顶
,1?

处时!停止加

料!并关掉旋塞!静置一夜!让硅胶完全沉降#翌日!打开旋

塞!用
!

"

<

倍柱体积的氯仿液流过层析柱以保证平衡!调整

好滴速#当氯仿液面恰好到达硅胶床层顶面时!立即关上旋

塞#用一支注射器沿柱壁将样品溶液慢慢铺在床层顶面上!

以减少对床层的扰动#然后!再打开旋塞!慢慢排出下部流

出液!使样品进入顶面!再用氯仿小心地洗涤上部柱壁!直

到柱层上面有'

;

"

!1?

)的溶液#首先用
;.

倍柱体积的氯仿

洗去磷脂以及硫脂类!而后用
;,

倍柱体积的氯仿
k

甲醇
k

双蒸水'

<.k+.k!.

!

4

)洗出组织鞘糖脂!收集第二段!加入

少许异丁醇减压蒸干*

;#

+

#

'

!

)

Na9a-/0

)

P680W9-!,

离子交换柱层析!醋酸型树脂

的制备参照了
cH

等的方法*

;,

+

(

Na9a-/0

)

P680W-9!,

混悬

于
;.

倍量的
I

-

Y

-

.'*?%&

"

O

@;

(691

'

<.k+.k*

!

4

)混合

液中!搅拌
<.?:7

以上!过滤#如上重复
<

次!末次让树脂

在混合液中
#j

过夜#再混悬于
;.

倍量
I

-

Y

-

[

'

+.k<.k

*

!

4

)混合液中!搅拌
<.?:7

以上过滤#如上重复
<

次!以除

去过剩的
91-

离子#醋酸型
Na9a-/0

)

P680W9-!,

混悬于
I

-

Y

-

[

'

+.k<.k*

!

4

)混合液'

9

液)中!装玻璃层析柱'柱床

先有少许
9

液)#

平衡,上样,洗脱及收集!待溶剂全部流出后用
9

液平

衡柱床#将硅胶层析出的鞘糖脂用
9

液超声溶解'

.',?%&

"

K

@;

)!直接滴加上柱!速度
.',?O

"

?:7

@;

#待样品液面流

至与柱床表面在同一平面时!任其放置过夜#翌日!先用
;.

倍体积的
9

液洗脱!再用
!.

倍体积的
.',?%&

"

O

@;的醋酸

钾甲醇溶液洗脱!洗脱速度为
.',?O

"

?:7

@;

!第一次洗脱

为中性糖鞘脂!第二次洗脱为神经节苷脂#收集第二段洗脱

液!对蒸馏水透析
#*P

!

#

"

+P

换水一次!加入少许正丁醇

恒温
#.j

减压蒸干!得纯化的
B&4

*

;#

+

#

;'!'<

!

紫外
-

可见吸收光谱法与红外光谱法定性分析

称取
;?

K

纯化后的
B&4

!定容至
;.?O

!稀释至
.'.;

?

K

"

?O

@;

#从中吸取
#?O

测量其吸收光谱!波长范围为

;".

"

#..7?

#采用
JV3

固体压片法!在
#..

"

#...1?

@;区

间内对神经节苷脂进行红外光谱扫描*

;+

+

#

;'!'#

!

脂结合唾液酸含量!

OV/9

"的测定

利用
/U07703P%&?

*

;A

+以唾液酸'含量为
",X

)为标准品!

配置系列标准溶液!其唾液酸含量为
,

!

;.

!

;,

!

!.

!

!,

!

<.

和
<,

&

K

#按照以下方法进行(各管用双蒸水补足至
!?O

后!各加显色剂
!?O

!

;..j

煮沸
;,?:7

!流水冷却!加正

戊醇
,?O

!强烈震荡!置水浴
;,?:7

#取出蓝色上清液!用

紫外可见分光光度计测定系列标准液在
,*.7?

的吸收值!

作浓度
-

吸收值标准曲线#被测样品配成一定浓度的溶液#将

被测液的吸收值!通过标准曲线计算出被测样品中脂结合唾

液酸含量!并换算成
B&4

含量#

;'!',

!

原子力显微镜的观测方法

采用旋转涂层方法!配置
.';?

K

"

?O

@;

B&4

水溶液!

在云母片上制备
B&4

膜#为了得到薄的吸附层!多余材料用

水洗方法移去#样品置于日本岛津
/CY-",..̂<

原子力显微

镜上测量#测量在室温进行!湿度为
,.X

"

+.X

#探针为

/:

<

(

#

!最大扫描范围为
;!,

&

?g;!,

&

?

!探针微悬臂长
!..

7?

!悬臂弹性系数为
.'.+(

"

?

@;

!对
B&4

膜的作用力控制

在
;.

@*以内!所有图像数据在恒力模式下获得#

!

!

结果与讨论

;'(

!

$3.,6

分配次数与上层水相中
.̂5

含量的关系

进行
F%&1P

分配时多次提取是必要的!但是并不是次数

越多越好!据文献报道*

;*

+在用兔,猪,狗肝提取
B&4

时!要

进行至少五次
F%&1P

分配#本实验中!共进行了四次
F%&1P

分配!用间苯二酚法测定其脂结合唾液酸含量!结果见表
;

#

由表
;

可以看出!分离
B&4

时!进行
<

次
F%&1P

分配就可达

到较好的萃取效果#

;';

!

.̂5

含量及纯度测定结果

!'!';

!

唾液酸标准曲线

图
;

以标准唾液酸浓度为横坐标!以
8

,*.

值'

9V/

)为纵

坐标!绘制标准曲线#在
;,

"

;.,

&

K

的
B&4

测量范围中!吸

光值'

9V/

)与脂结合唾液酸含量的变化呈良好的线性关系'

Z

f""'"#

)#

+#.;
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$%

&

'(

!

8*%</*%3+,B*R/345%1.%,1,%0

!'!'!

!

B&4

含量

B&4

的提取按照
cH

的方法*

;,

+稍加改进!在实验中增加

了
@!.j

冷藏过夜!此步骤的目的是除去中性脂类!有利于

节省后续步骤中的溶剂用量和提取时间!并提高
B&4

的含

量*

;

+

#本实验投入原料为
<,.

K

新鲜牛脑!所得提取物
B&4

为
;'.*<!

K

#经测定脂结合唾液酸含量为
;;'<*X

!这与潘

颖等*

;

+的实验结果一致!而未经冷藏过夜处理的
B&4

!只能

达到
*X

"

;.X

#利用柱色谱技术对粗提
B&4

进行了纯化!

得到
.';"<<

K

纯品#每
;..

K

新鲜牛脑组织中可提取物
B&4

.'.,,!

K

#经检测
OV/9f!.'",X

!相当于
B&4

含量为

+!'*,X

!实验结果表明此方法能有效地提取纯度较高的

B&4

#

;'D

!

纯化
.̂5

的紫外光吸收曲线

图
!

显示
B&4

的最高吸收峰位于
;",7?

附近!本法分

离所得
B&4

的紫外光吸收曲线与文献报道*

;"

+的吸收曲线的

吸收峰相同!所以本方法分离纯化
B&4

取得了较满意的效

果#

$%

&

';

!

8B*R/34B.<*1R%3./<1>53*

-

<%3+

;'E

!

纯化
.̂5

的红外吸收光谱

B&4

是一类含有唾液酸的酸性鞘糖脂#因此为了验证从

牛脑里提纯出来的产品是否含有唾液酸!本研究对纯化的

B&4

与标准唾液酸的红外光谱进行了比较#实验采用
JV3

压

片的方法进行红外光谱测量#实验测定的标准唾液酸特征官

能团的吸收峰位与纯化的
B&4

的吸收峰位的红外光谱!如图

<

所示(峰位
;

处'

<<#!'+.1?

@;

)出现了一宽峰!是
D

5

L

的伸缩振动!峰位
!

处'

;A!,'."1?

@;

)和峰位
,

处

'

;#<#'<"1?

@;

)为
//

I D

的伸缩振动!峰位
<

处'

;+,#'+!

1?

@;

)为酰胺键
//

I D

伸缩振动!峰位
#

处'

;,<;'<*1?

@;

)

为酰胺键
(

5

L

弯曲振动峰!峰位
+

处'

;!+,'!!1?

@;

)为酰

胺键
#

级伸缩振动峰#从红外光谱分析比较可知!标准唾液

酸分子中特征官能团红外吸收峰!在纯化
B&4

中均能找到!

且峰位和峰形一致!故纯化
B&4

中含有标准唾液酸!与唾液

酸含量测定实验结果相匹配#

$%

&

'D

!

#]5

-

/,<*134512

-

./

H

(

/:6&:161:8

$

-

(

C3%8H12

;'V

!

.̂5

的原子力显微镜分析

9FY

的探针在
B&4

的吸附层扫描时!探针与表面的相

互作用力应该非常小!这样得到的图像最具有代表性*

!.

!

!;

+

#

对于生物样品!施加力应该在
;.

@;.

"

;.

@*

(

#当施加力大于

;.

@*

(

时!样品表面可能出现大的损伤#当施加力在此之间

时!将获得理想的
B&4

微观形貌图*

!!

+

#当探针在样品表面扫

描时!样品表面形状以形貌图被记录下来#形貌图不仅显示

样品形状特征!而且也受到样品柔软性的影响*

!<

+

#我们将这

一技术应用到
B&4

!在纳米范围得到
B&4

真实结构图像#

原子力显微镜对
B&4

的扫描过程可以概述为(当
B&4

被

吸附在云母片膜上时!分子间通过
U67803[6&&4

力,离子静

电作用以及亲水-疏水相互作用形成多聚体!这些聚集体呈

球形或扁椭圆形*

!#

+

#当
9FY

的探针开始在吸附
B&4

层的表

面扫描时!探针遇见
B&4

的聚集体时!开始相互作用#当探

针与
B&4

的聚集体相互作用力达到某临界值时!探针跳过

B&4

多聚体#随后!上述过程重新开始!探针又跳过第二个

B&4

多聚体#我们观测到!在探针力的作用下!扫描范围内发

现了一些大小不同的球形或椭球形颗粒!这意味着在
B&4

分

子多聚体中!这些球形或椭球形颗粒可能与吸附在云母表面

上的多聚体有关#

!',';

!

粗提
B&4

与纯化
B&4

的
9FY

影像比较分析

B&4

的吸附膜被放在
9FY

的探针下!用接触模式扫描

后!在扫描范围内观察到一些大大小小的球形或扁椭球形!

它们可能是一些大小和形状不同的
B&4

多聚体#本研究分别

对粗提
B&4

和纯化
B&4

进行了原子力显微镜观测#从图
#

'

6

)

中可以看出!粗提
B&4

表面比较杂乱!分布很不均匀!存在

大大小小的混合微团!而且可见一些链状物#除此之外!我

们还可看到很多杂乱无章的物质#这些杂乱无章的物质可能

是硫脂类和磷脂类杂质#链状物可能是
B&4

本身或神经节苷

脂之间形成的混合微团#图
#

'

Q

)是对图
#

'

6

)中链状物'箭头

A#.;

第
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所示)的高分辨率放大图像#图
,

中可见纯化
B&4

以较均匀

的形式存在!较图
#

有明显不同!未出现杂乱无章的物质!

图
,

'

Q

)是图
,

'

6

)中所选区域的高分辨率放大图像!可见在

水溶液中
B&4

形成具有高度规律性的椭球形'长箭头所示)或

者球形'短箭头所示)聚合体!这与文献报道基本一致*

!#

+

!说

明纯化效果较好#
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Q
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B&4

多聚体的
9FY

观测

用原子力显微镜观察到
B&4

多聚体!图
+

为
;.

&

?g;.

&

?

范围内
B&4

多聚体大小的原子力显微镜观测结果#图
+

'

6

)是
;.

&

?g;.

&

?

扫描范围内选定的
;!+

个
B&4

多聚体#

从图中可以看出!我们选中了扫描范围内大部分的
B&4

多聚

体#图
+

'

Q

)是
;!+

个
B&4

多聚体的大小分布图#从中可见!

B&4

多聚体的大小多数在
;..

"

;*.7?

范围内!有极少数的

多聚体大小在
<..

"

<,.7?

之间!大小在
<.

"

;..7?

以及

;*.

"

<..7?

也有适当的分布#应用
/C//;.'.

版统计软件

分析可知!

B&4

多聚体的平均大小为'

;#*'"]++'A

)

7?

#在

;.

&

?g;.

&

?

扫描范围内选定
+.

个
B&4

多聚体对其进行高

度测量!应用
/C//;.'.

版统计软件分析可知!

B&4

多聚体的

平均高度为'

<'!,];'.;

)

7?

#

$%

&

'X

!

)3.

H

2/*%,1

&&

*/

&

1</534

&

1+

&

.%35%0/53>5/*R/0
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K$J%+<6/1*/134(P
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6
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KK
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K

&:%4:80440&01208:72P06306%_;.
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N:6?02038:423:QH2:%7P:42%

K
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KK

30

K

6204%_

K

67-

K

&:%4:804

<

!

结
!

论

!!

从牛脑中用
F%&1P

萃取法获得
B&4

!用硅胶柱层析和

Na9a-/0

)

P680W9-!,

离子交换柱层析对
B&4

进行分离纯化!

实验测得
;..

K

湿组织中获得产品为
,,'!?

K

!纯度达

+!'*#X

!其紫外光谱吸收在
;",7?

处#通过红外光谱研究

证明在提纯的
B&4

中含有唾液酸分子的结构片段#

用原子力显微镜对粗提
B&4

和纯化后
B&4

聚集体表面形

貌进行了观察研究!实验发现
B&4

多聚体在水中呈清晰的纳

米级球状或椭球状结构!其大小分布在
,,

"

<*.7?

之间!

平均大小为'

;#*'"]++'A

)

7?

$高度在
;'.

"

,'.7?

之间!

平均高度为'

<'!,];'.;

)

7?

#

通过使用柱层析技术对
B&4

进行提取!得到了一定量的

且纯度较高的
B&4

!通过紫外光谱和红外光谱对其结构进行

分析!用
9FY

对
B&4

多聚体的形貌进行观测!在纳米范围

内得到了较为清晰的表面形貌图!这对探索生物膜的结构和

功能具有一定的作用和意义#
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