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［摘要］’ 将横纹东方豚卵巢与醋酸乙醇溶液混合匀浆，经离心，加热，沉淀，脱脂等处理，制得粗提液，活性炭
吸附粗提液得到粗毒液；以壳聚糖为载体合成亲和微珠分别来分离纯化粗提液和粗毒液，用传统的小鼠生物法

检测 (()毒素量#潮湿活性炭对 (()的吸附量约为 " !* + *，潮湿亲和微珠吸附量约为 !$ !* + *；亲和微珠吸附提

取粗毒液，回收率达 ,!-，直接吸附粗提液，回收率达到 .$-，同时蛋白也得到有效的去除#
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;< 引言
横纹东方豚体内的河豚毒素（ G=GB8O8G8P<>，(()）是寄生的产毒菌在生长过程中所分泌并积累的一种非蛋白

的神经毒素［!］，具有极高的经济价值和医疗价值，常用于镇痛、局麻、松弛肌肉痉挛，国内外目前的临床应用有

将毒素用于晚期癌症止痛，效果良好，且未见成瘾，河豚毒素针剂可代替吗啡和杜冷丁用于治疗神经痛，起效比

吗啡、杜冷丁慢，但镇痛持续时间可长达 !" X "3 7，用于冬季皮肤痒症、痒疹、癣疥、皮炎等，可以止痒而促进其
痊愈，对胃痉挛及其它肌肉痉挛有效，对破伤风痉挛被认为是特效药，可治疗气喘、百日咳、遗尿症、阳萎等；

(()能特异性的阻断钠离子通道，而对其它离子如钙和钾离子基本上无影响；在生理研究上，已成为机制研究
的工具药，为神经细胞膜研究必不可少的参照药物［"—3］#初期国内外学者多采用 19"Y0 柱层析、马铃薯及硅藻

土混合的分配层析、硅藻土和活性炭混合的吸附层析、圆形滤纸层析、弱酸性阳离子交换树脂法提取和纯化
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!!"，现在采用 #$%&与离子交换树脂相结合，微滤、超滤、纳滤和反渗透等多种前沿膜分离技术，微生物发酵
与超滤的技术相结合等提取高纯度的河豚毒素［’—(］，以上操作较为复杂，回收率较低)我们以壳聚糖为材料，制
备了机械强度较好的壳聚糖微珠，并以壳聚糖微珠为载体、物质 *为配基，合成了直径为 +,, - .,, !/的 !!"
亲和吸附微珠，进行 !!"的分离纯化，迄今未见有关此类研究报道)

!" 材料和方法
!# !" 材料
0 0（+）试验试剂：壳聚糖（1) 2），小牛标准血清白蛋白（13*），!!" 标准品（购自河北省水产研究所），其它
所用试剂均为分析纯或生化试剂)
（.）实验仪器：!4 5+(,, 紫外可见光分光光度计，扫描电子显微镜 637———’8+,%9（3:7），&;<=>.? 型真
空冷冻干燥机)试验动物：体重 ., @ +A 左右的雌雄健康昆明种小鼠（购自南京医科大学动物实验中心），横纹
东方豚卵巢（购自江苏扬中市）)
!# $" 方法
（+）蛋白质含量测定根据考马斯亮蓝 B.’, 法［C］测定)
（.）小鼠生物曲线的制作和毒素含量的计算表示)
按文献［+,］和［++］的方法，稍作修改，绘制如图 + 的小鼠生

物曲线，预实验确定试验浓度)用 ’ 只体重 ., A 左右小鼠，分别腹
腔注射 ,D ? /% !!" 液，观察并记录死亡时间，求取死亡时间平均
值，由平均死亡时间结合小鼠生物曲线求出毒素含量，并计算毒素

总量)
（E）!!"亲和微珠的制备)
将一定量的干壳聚糖粉溶于适量的 .F乙酸中搅拌混匀，静置

+ >后离心取其上清液，将上清液抽真空脱去其中的空气泡，用
+,F的 GHI#溶液调节上清液 J#值至出现大量灰白色沉淀)离心
弃上清，收集沉淀，取少量沉淀进行常规水分测定)将液体石蜡等四种液体以一定比例均匀混合作为有机相，取
+., /%有机相放入圆底烧瓶中，再取一定量的表面活性剂 KLMM< 5 8, 加入有机相中，在 ?,N水浴中 + ,,, O P /Q<
搅拌 ., /Q<，然后加入 +’ /%的含致孔剂和羧甲基壳聚糖的壳聚糖乙酸溶液，+ ’,, O P /Q< 搅拌 8, /Q<，使其充
分分散为均匀的小液滴)将水浴温度升至 ’’N，+ ’,, O P /Q<搅拌，,) ’ /Q<加入 ., /% ’F的 GHI#溶液调节体
系的 J#至微碱性) ’ /Q< 后 ’,, O P /Q< 搅拌，溶液颜色由浅黄变为乳白，最后变为深褐色时，停止搅拌)将溶液
通过 .’, 目的尼龙膜过滤，用四氯化碳洗涤有机杂质，再用乙醚除去四氯化碳，最后用蒸馏水冲洗多次，得到棕
褐色壳聚糖微珠)壳聚糖微珠加适量蒸馏水，在 .’F戊二醛存在下，加入配基 *，常温搅拌 .? R，获得的产物再
与 S1#? 在碱性条件下搅拌反应，将残存的醛基还原为羟基，水洗后放入 ,D + /;T P % 的盐酸中，浸泡 ?, /Q< 左
右，除去致孔剂，然后水洗至中性制得 !!"亲和微珠)取部分湿的亲和微珠，室温干燥后备用)扫描电镜观察鉴
定（图 .、E）)

（?）!!"亲和微珠机械强度的测定［+.］)
将一定粒数的壳聚糖微珠放入烧杯，加入适量蒸馏水，搅拌 ( R，转速为 . ,,, O P /Q<，根据微珠破碎的数目
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多少计算完好率，测其搅拌稳定性；取另一定粒数的微珠放入离心管中 ! """ # $ %&’离心 (" %&’，计算完好率，方
法同上，测其离心稳定性)
完好率（*）+未破碎微珠数目 $总微珠数目 , -""*
（.）//0分离纯化的步骤)
取横纹东方豚卵巢 ."" 1，捣碎后，加入 ( 倍体积的 "2 -*醋酸 3"*乙醇液一起匀浆抽提毒素，匀浆液经 (

""" 4 ! """ # $ %&’离心 5" %&’，沉淀物再用以上方法重复抽提 5 次)合并 5 次抽提液，将抽提液置于 6"7水浴
锅中不断搅拌，(" %&’后室温冷却，! """ # $ %&’冷冻离心 5" %&’取上清液，将适量无水乙醇加入到上清液中搅
拌沉淀蛋白，再次离心取上清，减压浓缩去除乙醇)用少量氯仿进行多次脱脂，除去氯仿后制得 6" %8 液体，称
此为 //0粗提液)小鼠试验检测毒素含量，考马斯亮蓝法测残存蛋白，!7储存备用，然后分离纯化)

活性炭处理毒素制取粗毒液［-"］，真空减压浓缩到 5" %8，用考马斯亮蓝法测残存蛋白，小鼠试验检测毒素
含量)

//0亲和微珠进行湿法装柱，用 9: 62 ; 的氨水充分平衡亲和吸附柱，再用蒸馏水大量冲洗亲和吸附柱)将
//0粗毒液 5" %8稀释 . 倍后，每次上样 5" %8，流速为 - %8 $ %&’，用 5 倍柱体积蒸馏水冲洗未被吸附的 //0
并收集流出液，检测流出液中毒素含量，计算毒素通过亲和吸附存在于微珠上的量)然后改用 9: !2 " 的醋酸溶
液洗脱，流速为 - %8 $ %&’，结合小鼠试验检测，收集有毒性的部分，测定毒素含量)将吸附后的微珠用 3.*乙醇
冲洗后，再用蒸馏水水洗多次至中性，按上述吸附试验的方法多次做吸附试验，确定吸附量及回收率的差异)收
集合并洗脱收集的毒素，减压浓缩到 5" %8，检测毒素含量)将粗提液 . %8稀释后进行亲和吸附，方法同上，比
较活性炭和 //0亲和微珠吸附能力的差异)
（;）纯化液的处理［.—6］)
用 .*的氨水调节纯化液至 9:<2 " 以上，放置于低温冰箱中，静置 - 周后出现白色沉淀，将沉淀物真空冷

冻干燥得 //0冻干粉，取 //0 冻干粉溶于少量 .*醋酸中溶解，滤除不溶物，重复以上操作多次，可以得到较
纯的 //0)

!" 结果
!# $" 小鼠生物曲线：

! " "2 -6" ( = "2 "!; ".#，$ " "2 <<; 33
%轴为 //0浓度，!轴为平均死亡时间倒数，$为相关系数)

!# !" %%&亲和微珠的部分理化性质
//0亲和微珠直径为大约 -"" 4 5"" !%左右，形状多为球形及椭球形，粒度分布较均匀，有少量拖尾和碎

片，在微珠表面存在许多空隙、凹槽、沟道及微孔，这种表面结构十分有利于吸附)在转速为 5 """ # $ %&’ 的情况
下，搅拌 //0亲和微珠 6 >，完好率达到 <"*，说明微珠有较好的机械强度；离心干燥微珠几乎无破碎，进一步
说明其较好的稳定性)
!# ’" %%&分离纯化结果
将活性炭吸附粗提液得到的粗毒液再经 //0亲和微珠的吸附，进一步分离纯化，或用 //0 亲和微珠直接

吸附粗提液，其结果比较见表 -、5)
表 $" 活性炭处理粗提液与 %%&亲和微珠分离提纯粗毒液的比较

测试液 体积 $ %8 毒素量 $ %1 回收率 $ * 残存蛋白 $ %1

粗提液 5" -2 . - "2 -"!
粗毒液 5" "2 < ;"* "2 ".(
纯化液 5" "2 3;. .-* "2 "-;
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表 !" 活性炭与 ##$亲和微珠吸附粗提液的比较

分离介质 吸附量 ! !" ! " 毒素量 ! #" 回收率 ! $ 残存蛋白 ! #"

湿活性炭 % &’ ( )&$ &’ &*+
湿珠 ,& ,’ % -&$ &’ &%.

/ / 从表 , 和表 % 的数据可以看出，活性炭吸附量低于 001亲和微珠吸附量，001亲和微珠提纯粗毒液，回收
率达 *,$，残存蛋白少，与活性炭可吸附蛋白有关；001 亲和微珠直接处理粗提液，回收率达 -&$，残存蛋白
相对于处理粗毒液稍高2
!% &" 壳聚糖微珠非特异性吸附
同 ,’ %’ + 法制得无配基 3的壳聚糖微珠，进行吸附 001试验2结果表明，没有 3 配基存在的壳聚糖微珠，

对 001几乎无特异性吸附2另外 001亲和微珠分离提纯 001具有操作稳定性，在相同试验条件下，经 4 5 - 次
重复使用（, 次 ! %6），吸附力没有下降，符合亲和吸附剂的要求2

’" 讨论
横纹东方豚卵巢经 &’ ,$醋酸 4&$乙醇抽提，离心，-&7水浴加热，无水乙醇沉淀蛋白质等操作除去可绝

大部分的蛋白，再经过活性炭吸附和微珠亲和吸附后，残存蛋白被进一步除去，但同时毒素损失较多；如果用微

珠直接处理粗提液，回收率显著提高2微珠对 001 的吸附量达到 ,&!" ! "（湿壳聚糖亲和吸附微珠），且步骤简
单，避免了提取过程中毒素的损失，为河豚毒素的大规模提取及药用价值的开发提供了实践支持2在整个操作
过程中不使用常用的抽提试剂（如甲醇等），使用乙醇，相对比较安全和经济2粗提液中若残存蛋白太多可用无
水乙醇多次沉淀，对于毒素回收率几乎无影响2纯化液中的残存蛋白是否可通过再一次上柱分离纯化或者结晶
而减少，能否联合其它分离方法而提高 001的纯度和回收率，亲和吸附的吸附和洗脱条件有没有更佳的等问
题有待今后进一步研究2
根据 001的分子结构中含有一个碳环，一个胍基，六个羟基，具有较强的极性，89: 值为 -’ 4)，呈弱碱

性［,+］等特点，选择配基 3合成了亲和微珠，目前针对于 001而合成亲和吸附微珠未见报道2本法具有制备简
单、原料成本低，机械强度较高，有很好的应用前景2在纯化 001过程中，对 001 的特异性吸附较强，可较大限
度地提高河豚毒素的回收率，同时也能有效地除去一些蛋白质，可重复使用多次2实验也表明，不含配基 3 的
微珠对 001不具有吸附性2
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