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我国产日本医蛙水蛙素的分离和纯化

杨 憧 李建秋 尹 平
’�

�中国科学院水生生物研究所
,

��  武汉大学生物化学系
,

武汉 � , 刃�� �

� ��刃�� �

提 要

采用离子交换柱层析与凝胶过滤柱层析的方法对从我国产的 日本医蛙 【从用�� �

��� , �� 

�� �� �� �� �� 活体中提 取出的唾液腺分泌物进行分离和纯化
,

获得 了较纯 净的水蛙 素

�场�� �� ��
。

测定结果表明� 日本医蛙唾液腺分泌物提取液中水蛙素含量为 �� � 一 � � � �
�

纯化总得率为 巧�
�

纯化后的产物比活力为 ��� ��  一 � � � 只蛋白
。

关键词 水蛙素
,

阴离子交换柱层析
,

凝胶过滤柱层析
,

凝血酶滴定法
。

��� 年 � ��� �� �� 首先发现了医用水蛙的咽部具有水溶性抗凝血物质
,

��� 科年 ��� � ��

将这种物质命名为
“

水蛙素
”

��� ��� ���
。

直至 ��  年德国的� �� ��
��� �首次从医蛙中分

离出较纯的水蛙素
,

此后水蛙素的纯化和标准化技术日臻完善
。

迄今已有不少有关的研

究报道和专利
,

绝大多数工作是利用欧洲医蛙�万而�� � ��� 认�� 台 �
�

�的头部甚至整个

身体做原料
,

经乙醇脱水
,

然后加丙酮沉淀等一系列步骤而得到水蛙素粗制品的
。

����

年 � �� �� 盯�� 采用乙醇分级沉淀
、

阳离子交换
、

凝胶过滤以及阴离子交换等步骤获得了

水蛙素纯品
。

��� � 年 � �� �� �� � 和 �盯��
� �� � 改进了纯化方法

,

采用离子交换与亲合

色谱相结合而获得了高纯度的水蛙素
。

�� �� 年 �� �� �� 
� 等人报道了一种五步纯化法

,

其中使用了高效液相色谱新技术
。

根据前人研究得知水蛙素是已知最有效的天然凝血酶抑制剂【’一��
,

它是由 �� 个氨基

酸组成的低分子量����� �多肤
,

其中谷氨酞胺和天冬酞胺的含量较高并含有 � 个二硫

键
,

等电点为 ��  
,

在 �� ℃ 以下可以保持活性
。

由于具有抗凝
、

溶栓等特性
,

在临床医

学上有着广泛的应用前景��� � ���
,

�����
。

���� 年 � �� �� ��  ! 首先报道了一种测定水

蛙素含量的方法一凝血酶滴定法
,

即根据水蛙素与凝血酶反应速度快
,

在化学计量学

上呈正相关
,

可以用抗凝血酶单位来表示水蛙素的含量
,

一个抗凝血酶单位��� 一 � �是

指在 �� ℃ 下使 � 个单位的凝血酶失活所需的水蛙素量
。

���� 年 ��
�
�� 利用水蛙素能抑

制凝血 酶从 生 色底 物 ��� � � � �� � �� ���
�一 � �� 一�� � 一 � �� 一 � � � � 中释放 生 色

� 一 � 一 ��� � � �� ��� 这一反应发展 了一种新的水蛙素检测方法
。

目前国外已有不少公司生

产并销售不同纯度的天然水蛙素制剂
。

我国医学蛙类种类繁多
,

有着丰富的资源可以利

用
,

然而至今对天然水蛙素的研究还很少
,

更无制剂的生产���
” �

。

为了摸索获得天然水

�卯�年 � 月 � 日收到 � �卯� 年 �月 � 日修回
。
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蛙素纯品的可能性以及为天然水蛙素产品的开发提供科学依据
,

作者用广泛分布我国的

吸血水蛙—
日本医蛙做了以下水蛙素的分离和纯化研究

。

� 材料与方法

�
�

� 主要 仪 器 � � 一 �� 一 �� 型 核 酸蛋 白检测 仪
、

� � 一 �� 贝 克 曼分 光 光 度计

�� � 一 � � �� � � � � � ���� �� � ��� �� � ���� �和 � �  分光光度计
、

柱层析装置� �
·

��� � ��� �
,

�� � � �阮� �
、

浓缩用透析袋
、

分析天平
、

微量进样器和滴定板
。

�
�

� 实验材料和试剂 我国产的吸血水蛙—
日本医蛙采 自湖北省武汉市郊区的稻

田
,

在室内充氧条件下让其充分饥饿
,

采用一种独特的技术从活体水蛙体内提取出唾液

腺分泌物
,

置冰箱中冰冻待用
。

使用的主要试剂 � �� � �
,

�
�

� � � � � 的 �� 
�一 � � 缓冲

液 � �
�

�� � � � � � �� � � � � �
·

�
,

�
·

�� � � � � 柠檬酸钠缓冲液 � �
·

�� � � � � � �� � 一

�
�

� � � � � � �� 混合液 � ��  � �� � � � �
� ��� � �� �而 凝血酶溶液 � ��  � 血纤维蛋

白原溶液�必须在使用前临时配制�� 甘油 �分析纯 �
�
牛血清白蛋白溶液��� � �而 �� 双

缩脉试剂�每升溶液中含 �
�

�� � �� ��
�

·

��户 和 �
·

� � �� � � ��
�

·

� � �
,

���
�� � � � 二

乙 基 氨 基 乙 基 纤 维 素 阴离 子交 换 剂 �� �� � 一 �
��
� � 交 联 葡 聚 糖 离 子 交 换 剂

�� � � �� � � 一 �
二
�

。

�
�

� 分离和纯化 唾液腺分泌物的制备是将 ��� 一 ��� 而从活体日本医蛙体内提取出的

唾液腺分泌物提取液中加 � 倍置冰箱中预冷的含水 巧� 的丙酮
,

搅拌后置冰箱中过

夜
,

吸出上清丙酮并离心
,

在沉淀中加入预冷的三氯乙酸�约 �� � �� 使其溶解
,

离心除

去残渣
,

待上样进行柱层析
。

阴离子交换柱层析 取适量 � �� � 一 � 加蒸馏水使其膨胀
,

按常规方法依次用

�
�

�� � � � � � � � � 一 � �� 混合液
、

�
·

�� � � � � � � 及 �
·

�� � � � � � � � � 一� �� 混合液各

浸泡 ���  � 后用蒸馏水洗涤 至中性
。

装柱 ���  ! ∀#沁m ) 至所需高度
,

用 pH 4. 6 的

0
.
lm of /L 柠檬酸 一 柠檬酸钠缓冲液平衡

,

s m l 的唾液腺分泌物浓缩液或上述三氯乙酸

溶液上样进行梯度洗脱并用记录仪绘出洗脱曲线
,

分段收集洗脱液
,

流速为 3伽m l / ho

经检测
,

将有活力部分集中于透析袋中用甘油浓缩
,

再用双缩脉法测总蛋白含量
,

继续

以下的柱层析
。

凝胶过滤柱层析 取适量 的 SeP hadex 一 G
25
加蒸馏水浸泡 4h

,

按常规方法用

0. 5 m of /L N aO H 一 0. 5 m of / L N a O 混合液浸泡 0. 5h
,

抽滤除去碱液并用蒸馏水洗涤

至中性
,

加热煮沸除去气泡
。

装柱(L sc m
x 50C m )至所需高度

,

用 pH 7. 4 的 0. 1 m of /L

T ris 一 H O 一 N a O 缓冲液平衡
,

将上述有活力洗脱液的浓缩液上样
、

洗脱并用记录仪绘

出洗脱曲线
,

分段收集洗脱液
,

流速为 901111 /h
。

分别检测活力
,

将有活力部分集中于

透析袋中用甘油浓缩
。

再测活力后
,

待用 D U 一 70 贝克曼分光光度计在 2(X) nm 至 4仪)
nIn

波长范围内扫描
。

1

.

4 凝血酶滴定法检测水蛙素含量 用微量进样器将 5如l未知水蛙素含量的待测溶液

加至溶有 0
.
5% 牛血纤维蛋白原的 200 川p H 7

·

4 的Tr is 一 H O 一 N a a 缓冲液中
,

混合均匀

后以 1川/而n的速度递次加人 100 IH /m l标准凝血酶稀释液并及时搅拌
,

让其与牛血

纤维蛋白原 一 水蛙素混合液充分混合均匀
,

当出现胶冻状凝块时即为滴定终点
。

从滴
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定的凝血酶量
,

可以推算出被测溶液中水蛙素的活力单位数
。

5 双缩服法测总蛋白含量 取一系列试管分别加人 0
,

0. 4

,

0. 8

,

1

.

2

,

1

.

6

,

2. 伽rn l标准牛

35鱿舫双巧d05以乐氏认认。仓

血清白蛋白溶液(6m
g /m l)

,

用水补足至 2m l
,

然后分别

加人 4m l双缩脉试剂在室温下放置 30m in
,

用 721 分光光

度 计在 540 nln 处 比色
,

光密度分别 为 0
,

0. 0
66

,

0. 1
35

· 。

0. 21 0, 0. 28 5, 0. 340
。

以光密度为纵坐标
,

牛血清白蛋 白益
(Bs A )含量为横坐标绘出标准曲线( 图 1)

。

取 2. 0m
l样品集

按上述方法测 A *
,

便可在标准曲线上查到对应的蛋白质

含量微克数
。

用测得的蛋白质含量结合用凝血酶滴定测得

的数据
,

便可求算出样品中水蛙素的比活力
。

1

.

6 D U 一 70 贝克曼分光光度计检测产物纯度 将经过

D E A E 一 C S:和 Se phadex 一 G 25 两种沉析柱的最后洗脱液有水

蛙素活力部分集中
,

用透析袋和甘油浓缩
,

再用 D U 一 70

0.4 0.8 1.2 1
.
6 2

.0 2
.4

蛋白质含t e
on tent o f protein (m g )

图 1

Fi g
牛血清白蛋白标准曲线
Stan d盯d c 1Jrv e

of bo
v ine

se r
uln

al b
um

ine (B sA )

贝克曼分光光度计在 Zoo lun
至 《刃n m 波长范围内扫描

,

便能确定所得产物的纯度
。

2 结果

2
.
1 唾液腺分泌物提取液中的水蛙素含最 共做过数十次唾液腺分泌物提取液的凝血酶

滴定
,

在试剂可靠和温度适宜的情况下
,

水蛙素含量的绝大多数数据都很稳定
,

其结果

为 4A
T 一 U / m l

。

2

.

2 分离和纯化结果 用浓缩五倍含有 100 A T 一 U 水蛙素的 snil 唾液腺分泌物提取液

或前述方法制备的三氯乙酸溶液上样
,

先经 Se phad ex 一 G
25
柱层析后经 D EA E 一 C

52
柱层

析
,

或先经 D EA E 一 C
S:
柱层析后经 Se pha dex 一 G 25 柱层柱

,

共做实验数次
,

取得了可以

重复的结果(图 2一 3)
,

凝血酶滴定证实中央的大峰均具有水蛙素活力
。

经过第二次柱

层析的洗脱液有水蛙素活力部分被浓缩为 2
.
5而 水蛙素含量 6A

T 一 U /而 的浓缩液
,

其

总得率为
2
.
sm lx 6A T 一 U / m l

10 0 A T 一 U

x 100 % = 巧%
。

经过多次测定蛋白质含量
,

便可算出所

得产物中水蛙素比活力的平均值为 6708 A T 一 U / m g 蛋白
。

。留
V侧嗽脚

o匆N
V采侧脚

2

时间 T im
es (h )

2

时间 T
lrn es(h )

图 2 第一次(Sephad ex 一 C
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)柱层析洗脱曲线
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2
.
3 D U 一 70 贝克曼分光光度计测定 在 180 lun 至 598 lun 波长范围对从活体日本医蛙

体内提取到的唾液腺分泌物以及经过两种柱层析之后所得洗脱液有活力部分的浓缩液分

别进行了扫描
。

图 4 说明唾液腺分泌物提取液在 41 0nm 波长附近有一杂质峰
,

而在

190一 30( In n
1
波长附近的大峰则包含有水蛙素以及具有相近吸收光谱的成分

。

在图 5 中

只出现一个明显的峰
,

说明水蛙素产物基本上是纯净的
。

连
�吕么l。二

1
.>uo-倒“�o伏

‘
3

.

2

口
归. 叫

目
>

划
歌

彭

石今L

uol�江�o‘山V玛絮澎

。
·

低 292 394 496
波长 W

ave le ngths (n m ) 200 240 280 320

波 长 w
ave le ngths (n m )

图4 活体日本医蛙唾液腺分泌物提取液在

l卯一 59 8n m 波长范围的吸收峰
。

Fi
g 4 A 忱orp tion P eak

s of eontents o f sal ivar y

gi an d
secretions fr om an all

ve leeeh ,

厅
n
lPP , lca

in wav e le
ngt hs be t we

en l如一 5死 nm

图 5 纯化产物在 180 一 320n m 波长范围的

吸收峰

Fi g
.
5 A be orp tion Peak of Pur ified Prod uc t i

n

w av c kngths be twe
cn 180 一 3为 nIll

3 讨论

3
.
1 在此项研究中采用了一种独特的技术从活体 日本医蛙体内直接将唾液腺分泌物提

取出来
,

然后再进行分离和纯化
。

这种技术系根据 El hot t 发现 的医蛙取食行为化

学感受特异功能发展起来的
。

由于一条医蛙可 以重复提取 7 一 8 次
,

这就更有效地

提高了对材料动物的利用
,

也简化了提取和纯化的步骤
,

节省了试剂
,

并获得较多纯
口
口口 。

3

.

2 凝血酶滴定法是一种简易
、

省时
、

准确
、

稳定的水蛙素活力测定方法
,

然而测定结果

受到环境温度和凝血酶活力的影响很大
,

也受到操作人员对方法掌握的熟练程度的影

响
。

气温太高或太低
、

凝血酶活力丧失以及试剂稀释度不恰当
,

均能造成测定结果的较

大偏差
。

在 20 ℃ 以下的低温条件下测定结果偏高
,

而在高于 37 ℃ 的高温条件下凝血

酶变性或受到破坏
,

从而不能测到结果
。

根据在不同温度下的数次测定结果
,

可以得出

凝血酶滴定法的最适温度范围应是 25 一 37 ℃
。

3

.

3 用 D U 一 7 0 贝克曼分光光度计进行测定时
,

需用标准品进行标定方可得出准确数

据
。

由于未能获得较纯的水蛙素标准品
,

只能从扫描的吸收峰得知纯化产物的纯度
。
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3. 4 在实验 过程 中
,

作者 发现 纯化步 骤 中先 经过 D EA E 一 C S: 柱层 析
、

后 经 过

se Ph ad ex
一 G

25
柱层析与先经过 Se pha de

x 一 G 25 柱层析
、

后经过 D EA
E 一

q 的效果几乎一

样
,

最后产物的比活力和总得率也都相差不大
。

3

.

5 天然水蛙素具有活性高
、

结构稳定
、

不易失活以及后期纯化成本低的优点
,

是开发

抗凝
、

溶栓新药的理想原料
。

然而要使日本医蛙实现规模化的饲养
、

繁殖来满足制药原料

的大量需求
,

并不是一件容易的工作
,

仍需多方面的研究和探索
。
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