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要!采用水提醇沉法制备紫珠草粗多糖!后经活性炭脱色"

H5;.
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法脱除蛋白质"

ICJC'A!

#

KL

M

$离子交换纤维素分离纯化得到一个紫珠草多糖类物质#

NNO'PO

$%对该多糖类物质进行化

学测定和光谱分析!应用细胞溶血法进行抗补体活性的研究%结果表明!该物质主要含多糖与木质

素!分子量为
>A=@Q+

!具有明显的多糖特征峰&该物质具有较好的抗补体活性!其对经典途径和旁

路途径的
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#植物!含黄酮

类)鞣质类)多糖类)羟基化合物如倍半萜等活性成

分!具有止血)散瘀)消炎的功能!用于治疗月经不

调)烧伤)痢疾)疮疖)创伤出血)上呼吸道感染)肺

炎)支气管炎等疾病*
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&紫珠草的消炎功能!通常

可认为能够改善炎症早期的红)水肿)痛)渗出等情

况*

&
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&

补体系统是人体重要的免疫系统之一!在维持

机体内环境稳态中起着非常重要的作用&当因其他

条件的影响过度激活补体系统或出现异常调控状态

时!人体生理系统会发生紊乱!出现诸如肾脏疾病)

老年痴呆)类风湿性关节炎)系统性红斑狼疮等*
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因此!对紫珠草进行提取得多糖类物质!并对其抗补

体活性进行研究!以期为紫珠草资源的进一步开发

及找到较好的抗补体天然药物提供参考&
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材料与方法
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材料与试剂

紫珠草购置于广西国药控股广西有限公司!
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M 型#离子交换纤维素购于
Y3.2D.-

公司!苯酚)硫酸)氢氧化钠等购置于国药集团化学

试剂公司!葡萄糖标准品)木质素标准品购置于阿拉

丁试剂有限公司!
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绵羊红细胞)豚鼠血清均来自

于武汉生物制品检定所&
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主要仪器和设备

]CA!'JJ

型旋转蒸发仪"上海亚荣生化仪器

厂#(紫外可见分光光度计
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"上海美谱达仪器有

限公司#(

WC1HK]!@

傅里叶红外光谱仪"布鲁克

公司#(岛津
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液相色谱仪"岛津#(
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酶联免疫检测仪"北京普朗新科技有限公司#&
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紫珠草粗多糖的提取
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紫珠草地上部分粉碎过筛后用工业乙醇
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#浸泡
A<

&收集药材残渣!用蒸馏水"
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提取残渣
%

次!每次
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&收集提取

液浓缩!加入
%

倍体积的无水乙醇!
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沉淀过夜!

%A"",
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离心
#"D:-

弃去上清!沉淀用丙酮和

乙醚反复洗涤!
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干燥&对烘干后的粗多糖依次

进行透析)
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法脱蛋白*
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+和脱色*

(

+处理&

!"%

!

紫珠草粗多糖的精制

称取紫珠草粗多糖
&

G

!加入
!""DS

蒸馏水搅

拌溶解!离心!取上清!通过
ICJC'A!

离子交换纤

维素柱分离&依次用蒸馏水)
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洗脱!采用硫酸苯酚法*
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+检测并合

并糖含量多的洗脱部分"

NNO'PO

#!冷冻干燥后低温

保存&
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的分子量测定

测定参考孙长霞*

#"

+等的方法!适当做了调整&

色谱条件$
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&取分子量为
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系列的葡聚糖标准品进行测定!记录

对应保留时间!分子量对数值"
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;

轴!保

留时间
?

为
@

轴绘制标准曲线&

取适量的样品"

"=#

#

"=AD

G

#!用
LPaPO

"高

效凝胶渗透色谱#流动相溶解后离心取上清
!"

"

S

!

用
LPaPO

检测并记录出峰时间!根据标准曲线求

得待测多糖样品的平均相对分子质量&

色谱柱多糖保留时间与分子量的关系式$
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组成成分测定

采用硫酸苯酚法*
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!以葡萄糖溶液浓度为
@

轴!

&$"-D

波长测得吸光度值为
;

轴绘制葡萄糖标

准曲线!并测定样品中的中性糖含量&

采用改良乙酰溴法*
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!以木质素溶液浓度作
@

轴!吸光度"

!("-D

波长#值作
;

轴绘制木质素标准

曲线并测定样品中木质素含量&

依照考马斯亮蓝法*
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!以蛋白溶液浓度为
@

轴!吸光度"

A$A-D

波长#值为
;

轴绘制牛血清白蛋

白标准曲线并测定样品中蛋白含量&

采用四硼酸钠硫酸
'

间羟联苯法*

#%

+

!以半乳糖

醛酸的量为
@

轴!吸光度"

A!"-D

波长#值为
;

轴

绘制糖醛酸标准曲线并测定样品中糖醛酸含量&
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的红外光谱分析

将
#=&

得到的
NNO'PO

样品干燥至恒重!并称

取
!D

G

该样品!将
!D

G
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均匀分布在
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D
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溴化钾中!然后将混合粉末压片!在
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#

&""

FD

M#下扫描处理后的该样品!观察扫描到的红外光

谱图&
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的单糖组成
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标品衍生化
!

称取标准品甘露糖)鼠李糖)

阿拉伯糖)葡萄糖)半乳糖)葡萄糖醛酸及半乳糖醛

酸各
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!配制成浓度为
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G
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DS

的混标溶液&

取
"=#DS

上述混标!加
"=%DS"=>D*/

%

S1.KL

和
"=&DS"=AD*/

%

SPXP

溶液!

@"_

反应
#""

D:-

!反应完毕后迅速冷却!加
"=>DS

的
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S

#混匀后!加去离子水至
!DS

!用等体积的氯

仿进行萃取
%

次!所得水相过
"=!!

"

D

滤膜后用高

效液相色谱仪测定&

#=(=!

!

样品的水解及衍生化
!

称取
&D

G

待测样

品置于反应管中!加
!D*/

'

S

M#

W7J&

#

>DS

!充

1

!

后密封!

#!"_

反应
#""D:-

后!冷却至室温!加

入少量甲醇!减压浓缩至干!重复多次至完全除去

W7J

&水解后的样品用
"=ADS

蒸馏水溶解!按上

述方法进行衍生化!过
"=!!

"

D

滤膜!

LPSO

测

定*
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色谱测定条件
!
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!A"DD

#(磷酸缓冲溶液"
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#!流速为
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!进样量
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紫外检测器!检测波长
!&A-D

!

柱温
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&

!".

!
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的抗补体活性分析

#=$=#

!

抗补体经典途径
!

采用细胞溶血法测定

NNO'PO

经典途径的抗补体活性*
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+

&

补体经典溶血系统的建立$取补体"豚鼠血清#

按照
#̂ &

)

#^(

)

#^#>

)

#^%!

)

#^>&

)

#^#!(

)

#^

A$#

第
!

期 徐玉洁 等$紫珠草多糖类物质的初步表征及抗补体活性研究
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用巴比妥缓冲液对倍稀释成相对应浓度的溶

液&参照文献*

#>

+中方法!筛选达到相似高溶血率

的最低补体浓度作为临界补体浓度&

取确定的临界浓度的补体与供试品混匀!

%@_

水浴
#"D:-

!按表
#

加入对应试剂!

%@_

水浴
%"

D:-

后离心"

&_

!

A""",

'

D:-

M#

!

#"D:-

#!移液枪

取上清
!""

"

S

至
$>

孔板中!酶标仪设置
&"A-D

波

长后测其吸光度&同时设置全溶血组)补体组和多

糖对照组&

a,.

U

3P.<P,:6D

软件进行数据处理!作

图时将
@

轴表示为供试品浓度!因此相对应的!

;

轴是溶血抑制率!根据该图计算
OL

A"

&

表
:

!

在经典溶血测定中使用的每种组分的体积

W.V/5#
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[*/+D5*05.F3F*D
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*-5-2+65<:-F/.66:F./

35D*/
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6:6.66.
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6 DS

分组 补体组
平行

试验组
NNO'PO

测定组
完全

溶血组

NNO'PO

,

"=# "=#

,

补体
"=#

,

"=#

,

!\H]eO "=#

,

"=# "=#

溶血素
"=#

,

"=#

,

eeH "=% "=A "=!

,

三蒸水 , , ,

"=A

#=$=!
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抗补体旁路途径
!

采用细胞溶血法测定

NNO'PO

旁路途径的抗补体活性*

#@

+

&

补体旁路溶血系统的建立$用
JP

稀释液将补

体"人血清#配制成
#^!

的溶液!然后按
#^&

)

#^

(

)

#̂ #>

)

#̂ %!

)

#̂ >&

)

#̂ #!(

用
eeH

对倍稀释成

相应浓度的溶液&参照文献*
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+中方法!筛选达到

相似高溶血率的最低补体浓度作为临界补体浓度&

取确定临界浓度的补体与供试品混匀!操作同

经典途径的抗补体活性测定步骤!按表
!

加入试剂&

a,.

U

3P.<P,:6D

软件进行数据处理!作图时将
@

轴表示为供试品浓度!而
;

轴则用浓度相对应的溶

血抑制率值!根据该图计算
JP

A"

&

表
;

!

在旁路途径测定中使用的每种组分的体积

W.V/5#
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DS

分组 补体组
平行

试验组
NNO'PO

测定组
完全

溶血组

NNO'PO

,

"=#A "=#A

,

补体
"=#A

,
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"=A\]C "=!"
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JP

稀释液
"=#A "=%A

, ,

三蒸水 , , ,

"=%"

!

!

结果与分析
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的纯化

经
ICJC'A!

型离子交换纤维素纯化!在
"=!

D*/

'

S

M#

1.O/

浓度条件下洗脱出较多的糖分物

质!经
LPaPO

检测!如图
#

所示!出现窄的对称峰!

说明为分子量均一的多糖*

#(

+

&

#"#

!

''()*(

的分子量

由高效凝胶渗透色谱 "

LPaPO

#测得
NNO'PO

的出峰时间为
%(=@A&D:-

!计算得
NNO'PO

的分子

量为
>A=@QI.

&

图
:

!

LPaPO

鉴定
NNO'PO

图谱

7:

G
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!

LPaPOF3,*D.2*

G

,.D*0NNP'PO

#"$

!

''()*(

的组成成分

对
NNO'PO

中中性糖)木质素)蛋白质及糖醛酸

的含量进行了测定!明确了该多糖物质的组成成分!

测定结果如表
%

所示&

表
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!

NNO'PO

的组成测定结果
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6:6*0NNO'PO \

样品 中性糖 木质素 蛋白质 糖醛酸

NNO'PO %A=>R%=#% A>=$RA=>$ &=(R#=%! (=!R!=(#
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的红外分析

由图
!

观察可知!在
#>%!FD

M#处可看到
#

个

较强的吸收峰!此处是由结构中的
ObK

产生的振

动吸收&另外在
%%$%FD

M#处可观察到
#

个明显的

由羟基"

'KL

#的伸缩振动而产生的宽的强吸收峰!

并且在此吸收峰附近
!$%%FD

M#处还可观察到由亚

甲基"

O'L

#而产生吸收峰!说明组分中存在此结构&
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的红外光谱
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的单糖组成

@

种单糖标准品的出峰顺序依次是甘露糖)鼠

李糖)葡萄糖醛酸)半乳糖醛酸)葡萄糖)半乳糖)阿

拉伯糖*

#$

+

&图
%

为标准品与
NNO'PO

的
LPSO

对

比图&通过对比标准品的保留时间和多糖样品的保

留时间确定了该样品所含单糖的种类以及比例!结

果如表
&

所示!该多糖样品主要含有甘露糖)鼠李

糖)葡萄糖)半乳糖)阿拉伯糖&

注$
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甘露糖)

!=

鼠李糖)

%=

葡萄糖醛酸)
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半乳糖醛酸)

A=

葡萄糖)

>=

半乳糖)

@=

阿拉伯糖&
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单糖的
PXP

衍生物高效液相色谱

7:

G

=%

!

O3,*D.2*

G

,.D6*0D*-*6.FF3.,:<5PXP<5,:;.2:;56

表
=

!

NNO'PO

的单糖组成成分
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的抗补体活性

!=>=#

!

抗补体经典途径
!

取补体"豚鼠血清#按照

#̂ &

)

#̂ (

)

#̂ #>

)

#̂ %!

)

#̂ >&

)

#̂ #!(

)

#̂ !A>

用

巴比妥缓冲液对倍稀释成相对应浓度的溶液!然后

将其应用到溶血测定中并观察实验结果"以上所用

补体为
A

个批次#&结果可从图
&

数据显示得出!在

补体稀释浓度为
#̂ &

)

#̂ (

)

#̂ #>

)

#̂ %!

时!溶血

率的值约为
#

!表示此状态下体系可认为已达全溶

血&以次为依据确定
#̂ %!

的稀释浓度作为该途径

的临界补体浓度&其宗旨是确保该系统是可溶血

的!并且提高了药物筛选方法的灵敏度&

在临界补体浓度下测定
NNO'PO

的经典抗补体

活性!结果如图
A

所示!

NNO'PO

的经典途经抗补体

活性
OL
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#=$AR"=#

#

D
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%
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&

!=>=!

!

抗补体旁路途径
!

补体旁路途径溶血效价

的评价$用
JP

稀释液将补体"人血清#配制成
#^!

的溶液!然后按
#^&

)

#^(

)

#^#>

)

#^%!

)

#^>&

)

#̂ #!(

用
eeH

对倍稀释成相应浓度的溶液!将其应

用到溶血测定中并观察试验结果"以上所用补体为

A

个批次#&如图
>

所示!在
#^!

)

#^&

)

#^(

的稀

释浓度时!溶血率的值约为
#

!可认为体系在此时为

完全溶血状态&该系统在实现全溶血的先决条件

下!同时提高了药物筛选方法的灵敏度!以此为依据

选择稀释浓度
#̂ (

为临界补体浓度&

图
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豚鼠血清在各稀释浓度下经典途径的效价"
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经典途径下
NNO'PO

的抗补体活性
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人血清在各稀释浓度下旁路途径的效价"
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在临界补体浓度下测定
NNO'PO

的旁路抗补体

活性!结果如图
@

所示!

NNO'PO

的旁路途径抗补体

活性
JP
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!

结论

利用水提醇沉法对紫珠草进行提取!制得有效

成分
NNO'PO

!并开展相对应试验对
NNO'PO

组分进

@$#

第
!
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图
A

!

旁路途径下
NNO'PO

的抗补体活性
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8

行表征!包括基本结构&活性试验经
!

种途径测定

该组分的抗补体活性&对紫珠草粗糖经活性炭吸附

法除去色素!

H5;.

G

5

法脱除蛋白!

ICJC'A!

"

KL

M

#

离子交换树脂纤维素分离纯化得到纯度较高的紫珠

草多糖类物质
NNO'PO

&采用
LPaPO

法测得该物

质的相对分子量为
>A=@QI.

&分析其红外光谱结

果!可观察到多糖特征峰!得出
NNO'PO

组分具备多

糖结构&此外!对
NNO'PO

组分做了经典和旁路
!

种途径的抗补体活性测试!结果也显示出该物质相

当不错的抗补体活性&说明
NNO'PO

组分!既能有

效抑制抗原
'

抗体复合物激活所引起的补体系统紊

乱!也可以在初期的细菌性感染发生时!尚未产生特

异性抗体时就发挥重要的抵抗感染功能&这些结果

为
NNO'PO

组分在抗补体药物中的应用提供了基础

的科学依据!同时提供了开发紫珠草资源新的途径&
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