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红胆�关键词 胆绿素 � � �
,

牛脾胆绿素还原酶
,

� �� � � �� � � ���� � �� � � �� � ,

� � � �� �� � �� �� �� � � � � �� � � � � � �� � �� � � � � ��

制备胆绿素
,

有人根据 � � �� � � � �� � � � ��  ! � 方法 �� 
,

先把毗咙血红素和抗坏血酸偶联氧化为四种

胆绿素异构体的二甲酷
,

再按 �’� �� �� � � � � ��� �� � � 方法 ��� 用薄层层析进一步纯化各种异构体
。

也有人

根据 � � � � �� � 法用结晶胆红素氧化 �再分离胆绿素
。

研究表明
,

胆绿素是鱼类
、

两栖类
、

爬行类和鸟类动

物体中血红素之分解终产物及排泄物 �� �
。

因此
,

可以利用这些动物的胆汁和血液等分离提纯胆绿素
,

再

把胆绿素转变为胆红素
。

这是广开材料来源
,

制备更多名贵药用胆红素的途径之一
。

本文报告用硅胶

柱分离纯化淡水草鱼胆汁中的胆绿素 � � � 及其光学特性
。

� 材料与方法

�
�

� 主要试荆 � �� � � � ��一�� �� � � � � � � �� 一 �� 是瑞典产品
,

余为国产 �
�

�
�

或 �
�

�
�

试剂
。

� � 草鱼胆来源 取自广州市场
,

清洗后即用或贮于 � ℃ 冰箱中待用
。

�
�

� 胆绿素 �� � 之分离提纯 淡水草鱼鲜胆汁 �� �� �
,

上� � � � � � ��一�� � 柱 ��
�

� � �� � � �
,

用 �� � � � �

� � �� � �� �� � � � �
�

�� 洗柱
,

以便洗去未知的色素等
。

洗毕
,

改用稍具极性的洗脱液 � � ��� � �� �� � �

� � , � ��  �� � � � �
�

�
�

�� 洗脱黑绿色的胆绿素 � � �
,

收集其中在薄层层析上只有一个点的胆绿素 �� �

洗脱液
。

于 ��一�� ℃减压蒸发胆绿素 � � � 洗脱液中之溶剂
,

另加 �� � � � � 溶解其中之色素
,

再加 ��

� � ��� � � 沉淀之
。

用离心收集沉淀
,

并用蒸馏水洗涤数次除去盐类
,

冷冻干燥
。

所得胆绿素 �� � 粉末

贮存于 �℃的黑暗环境中
。

� � 胆绿素 �� � 之薄层层析 薄层层析分析在 �� � �� � 板上进行
,

此板先用于 �� ℃活化 �� 的

�
中山大学科学基金资助项目

。

�� �  年 � 月 � 日收到
。
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� � �� � �� �一 �� 涂数层至 �
�

� �� � 厚
,

再点上纯胆绿素 �� � 样品
,

用 � � �� � � �� �� � � �� ��� � �

�
� � � ��

�

�
�

�� 展开时
,

只有一个点
,

�� 值是 �
�

�� 一� 】
�

��
。

�
�

� 胆绿素 �� � 之浓度测定 把 �一 �� � 纯胆绿素 �� � 溶于 约 � � � � �
�

�� � �� � � �  中
,

并 用

�
�

�� � � � 磷酸钾缓冲液 (P H 7
.
4) 稀释至约 o

.
Zm ol / L

。

溶液中胆绿素 IX a 的精确浓度以 67 0
nm 波长

吸收峰测定
。

2 结果与讨论

2
.
1 胆绿素 Ix a之光学特性

用本法制备的纯胆绿素 IX a 经过薄层层析分析和光谱吸收测定
,

结果与标准胆绿素相同
。

如果在

总体积为 1
.
gm l的反应混合物中

,

含 20 如m ol / L 磷酸钾缓冲液(pH 7
.
4)

,

Z m g 牛血清白蛋白
,

1 4 雌 纯牛

脾胆绿素还原酶和 10月m o l / L 胆绿素 IX a
,

于 37℃保温 sm in 后
,

再加人 10 0粼m o l / L N A D P H 启动还

原反应
,

则胆绿素 IX a在还原反应中
,

于 384nm 和 670nm 波长表现两个吸收峰(图 1)
。

如果还原反应

完成后
,

用丁醇抽提其中之反应产物
,

其光谱吸收如 图 2 所示
。
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图 l 胆绿素 IX
a 的吸收光谱
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图 2 在丁醇中的胆绿素 IX
a 还原产物之吸收光谱

F lgZ T he a bsorPtio n sPectrurn o f the biliverd in

IX a reaetio n Prod uet extrac ted fr om th e reaetlon m ix
-

tures w ith b utan ol afl er eo m P letion o f the red uction in

N A D P H
.

上述胆绿素 Ix a 之光学特性与Bl an ckear t等181报告的很相似
。

2. 2 鱼胆之处理

从理论上说
,

只有进行体外氧化时
,

血红素才氧化分解为胆绿素 IX a
、

刀
、

夕及 占四种异构体
。

而酶促

血红素分解或用血红蛋白或用肌红蛋白作底物进行偶联氧化时
,

则只生成胆绿素 IX a
。

天然存在的胆

绿素
,

除了某种蝶之一种绿色色素 (胆绿素 Ix r) 为唯一例外
,

其余动物之天然胆绿素皆是 Ix
a
型l5]

。

虽

然均是从鱼胆汁中提取天然胆绿素 IX a
,

实验发现其提取率和纯度与鱼胆之处理相关
。

以下是放在 4℃

冰箱冰冻贮存一段时间后解冻的鱼胆和鲜鱼胆 W akog el 提取的 比较试验结果 (表 1)
。

结果表明
,

用鲜鱼胆提取胆绿素 IX a最好
,

其产率及纯度都最高
,

分别为0
.
0495 % 和 88

.
3%

。

冰冻

鱼胆之产量及 质量都降低
,

尤以冰冻 20d 的降低较明显 (产率下降 7
.
1% ,

纯度降低 0
.
5% )

,

其后趋缓
。

对冰冻鱼胆来说
,

由于胆绿素Ix a 之水溶性[6]
,

及其仍在胆汁中而贮存于有氧和不时亮灯的冰箱内
,

所以

它不可能被还原为胆绿素而影响胆绿素 IX a 之量与质
。

不过
,

胆绿素 IX a 可能会被氧化分解或逆行生

成胆绿素一铁错盐和未知的 688 nm 物质
,

从而影响胆绿素 IX a 之提取率与纯度
.
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可见
,

从理论和实践分析
,

均是用鲜鱼胆提取胆绿素IX a 为最佳
。

表 l 冰冻胆汁对制备胆绿素 IX
a 的影响

T ab
.
1 C om Parlso ns on b一llv e r d i n I X

a e x t r a e t s fr
o
m fr

e s
h

a n
d
e o o

l i
n
g b

1
l
e s

处处理方法法 胆汁汁 胆绿素 IX
::: 胆绿素 IX 以 厂胆 汁汁 纯度度 下降率 D

eeline rate (% )))

TTT reating m eansss B ileee B iliverd , nnn
B
一
li
v e r

d
z n I X

a
/ B il

eee
P
u r 一t yyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyooo

f b il
eee

( m l))) I X
a

(g ))) ( % ))) ( % ))) 产 率率 纯 度度

PPPPPPPPPPPPPro ductivityyy P urityyy

鲜鲜 胆胆 10000 O乃4 9 555 0
.
0 4 9 555 8 8

.
333 000 000

FFF re sh b ileee 10 000 0
.
0 4 9 000 0

.
0 4 9000 8 8

.
111 1

.
000 0

.
222

444℃ 10 ddd 10 000 0乃4 6 000 0
.
0 4 6000 8 7

.
999 7

.
111 0

.
555

444 oC Z O ddd 10 000 0
.
0 4 6 111 0

.
0 4 6 111 8 7

.
999 6

.
888 0

.
555

444℃ 30 ddd 10 000 0
.
0 4 5 999 0

.
0 4 5999 87

.
888 7

.
333 0

.
666

444℃ 4 0 ddddddddddddddd

2. 3 胆绿素 IX a 之提取方法

实验表明
,

自鱼胆汁中分离提纯胆绿素 IX a 之产率和纯度与提取方法紧密相关
。

本文除了用上述

的 W
akogel 法和薄层层析法直接从鱼胆汁中提取胆绿素 IX a 外

,

又根据胆绿素 IX a 之结构与性质
,

设

计了沉淀 一
W ak og el 法

,

即先用 乙醇
、

丙酮等从鱼胆汁中沉淀胆绿素
,

洗抽滤后用少量毗吮悬浮
,

溶于

C H C L 3:C H 3C O O H (v / v 97
:3)中

,

再通过 W akogel法纯化
。

实验结果如表 2 所示
。

表 2 不同纯化方法对制备胆绿素 IX
a
的影响

Tab
.
2 C om P arisons o n biliverdin IX a ex tr acts o btained w ith diffe

ren tPu rifi ca tio n m ethod s

提提纯方法法 同批胆汁 (m l))) 胆绿素 IX
a(g))) 胆绿素 IX

a / 胆汁 (% ))) 纯度(% ))) 相当于 100 % 胆绿素IX
a
卿卿

PPPurlfieationnn Bile offf Biliverdinnn Biliverdin IX a / Bileee Purityyy Equalto 100%%%

mmm ethodsss SanleSOUrCCCC IX aaaaaaa biliverd土n I X aaa

WWW
a k o g e l法法 10000 0刀4 9 555 0刃4 9 555 8 8

.
333 0

.
0 4444

沉沉淀一 w
a k o g el 法法 10000 0

.
046000 0

.
046000 89

.
111 0

.
04 111

DDD eP osition一W a k o g elll 10 000 0 0 4 8 000 0
.
0 4 8 000 8 7

.
777 0

.
04 222

薄薄层层析法法法法法法法

TTT hin 一L a y e rrrrrrrrrrrrr

eee h ro m a to g ra P h yyyyyyyyyyyyy

实验结果表明
,

就产率而言
,

w ak

o

ge
l 法 > 薄层层析法 > 沉淀一w

a k og el 法
,

w

a
k

og
el 法之提取率最

高
,

达 0. 0495 %
。

就纯度而言
,

沉淀一
W

a
ko ge l 法> W ak oge l法 > 薄层层析法

,

沉淀一W ak
o
ge l法之产物

纯度最高
,

为 89
.
1%

。

由此可 见
,

W ak

o
g el 法提取胆绿素 IX a

,

不但产量高
,

而且产品质量较好
。

还应该

指出的是
,

该法所需设备简单
,

操作方便
,

易于批量自动化分离提纯胆绿素IX a
,

是目前较好之方法
.
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