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三叶木通可溶性蛋白及同工酶分析

"

!黄佩蓓#

!曹岚!彭海琳!欧阳永伟!!江西中医学院!南昌 ""###$"

摘要!采用聚丙烯酰胺凝胶电泳技术对三叶木通可溶性蛋白及同工酶进行初步研究! 结果表明"各样品的蛋白质#同工酶酶

谱有共有带"但酶带数量与活性强度有差异$%&'同工酶差异明显"可作为品种鉴定的生化指标!
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!!三叶木通!-D8B62:46C/062:2E/67A,"为木通科木

通属落叶木质藤本植物#是&中华人民共和国药典'

收载的珍稀濒危中药材原植物(J)

#广泛分布于江

西*浙江*湖南*四川*贵州*湖北等省(*)

+ 其根*茎

有清热利尿*通经活络*止血止带作用%果实*果皮有

疏肝补肾及理气止痛功效+ 中药上配伍很广#能治

疗多种疾病+ 但长期野生#作为濒危*紧缺中药材#

为扩大药源#近年逐渐由野生转变为人工栽培(")

+

本研究采用聚丙烯酰胺凝胶电泳#对其可溶性蛋白*

%&'*K&'同工酶进行了初步研究#以其为引种驯化

栽培提供理论依据+

J!材料与方法

J,J!材料

栽培三叶木通新鲜叶片采自江西南昌市抚生路

江西中医学院科技学院植物园#*##L 年 . 月采集的

新叶片记为,抚新-%*##L 年 JJ 月采集的老叶片记

为,抚老-%野生三叶木通新鲜叶片采自江西南昌市

梅岭风景区#共 " 个样品#*##) 年 . 月采集的新叶

片记为,梅 J 新-*,梅 * 新-*,梅 " 新-#*##L 年 JJ

月采集的老叶片记为,梅 J 老-%,梅 J 新-和,梅 J

老-为同一植株叶片+ 叶片冷冻保鲜+ 究植物基因

表达调控与生+

J,*!蛋白质电泳(")

J,*,J!样品制备!取新鲜叶片 #,M 9#除叶柄剪碎

置于研钵中#加 J 50;NL,L 的电极缓冲液研磨成匀

浆#再加缓冲液 * 50#室温下放置半小时后#"### 4O

56@离心 JM 56@#取上清液#加入等体积的 .#P蔗糖

溶液#再加入 JOM 体积的溴酚蓝指示液#摇匀放人冰

箱中保存待用+

J,*,*!电泳与染色(")

!采用 .P 浓缩胶与 J.P分

离胶制备凝胶板+ 吸取样品提取液 "#

!

0#缓缓注入

样品槽底部#电泳开始时稳压 JM# Q#样品进入分离

胶后#稳压 *M# Q#待示踪指示剂行至距琼脂层约 J

35时#停止电泳+ 胶板浸于考马斯亮蓝染色液中#

"+R 染色 J S* <#至谱带清晰+

J,"!%&'同工酶电泳(.)

J,",J!样品制备!取新鲜叶片 #,M 9#除叶柄剪碎

置于研钵中#加 J 50预冷的电极缓冲液!;NL,""#

在冰裕上研磨成匀浆#再加缓冲液 * 50#冰浴中放置

半小时后#在 #R条件下 J# ### 4O56@ 冷冻离心 JM

56@#取上清液#分别加入等体积的 .#P蔗糖溶液#

再加入 JOM 体积的溴酚蓝指示液#摇匀放人冰箱中
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保存待用+

J,",*!电泳与染色!.P浓缩胶与 L,MP分离胶制

备凝胶板+ 电泳方法同上+ 采用抗坏血酸G联苯胺

染色法#先出现清晰的蓝色谱带#随时间延长#过氧

化物酶谱变为红褐色+

J,.!K&'同工酶电泳

J,.,J!样品制备!称取新鲜叶片 #,M 9#除叶柄剪

碎置于研钵中#加 J 50预冷的 #,#M 5/0OX磷酸缓冲

液!;N+,L"#在冰浴上研磨成匀浆#然后再加缓冲液

使终体积为 M 50#在 #R条件下 J# ### 4O56@冷冻离

心 *# 56@#取上清液#分别加入等体积的 .#P蔗糖

溶液#再加入 JOM 体积的溴酚蓝指示液#摇匀放人冰

箱中保存待用+

J,.,*!电泳及染色!.P浓缩胶与 J#P分离胶制

备凝胶板+ 电泳方法同上+ 采用负染色法+

*!结果与分析

三叶木通叶片可溶性蛋白出现 J. 条谱带#谱带

的迁移率处于 #,#J) S#,)*M 之间+ 不同种源和不

同发育时期各样品叶片可溶性蛋白电泳谱带基本相

似#但存在谱带数量和蛋白质量上的差异+ !见图

J#表 J"

图 J!蛋白质电泳图谱

图 *!%&'同工酶电泳图谱

图 "!K&'同工酶电泳图谱

J,抚老-*,抚新-",梅 " 新-.,梅 * 新-M,梅 J 新-$,梅老-+,抚

老-

三叶木通叶片 %&'同工酶出现 J# 条酶带#谱

带的迁移率处于 #,JMJ S#,".. 之间#其中 (

C

值分

别为 #,JMJ*#,J+**#,*"+ 和 #,*ML 的带活性强#色

深*较稳定#染色时最先出现#(

C

值为 #,"*" 和

#,".. 酶带活性较弱+ 老叶片出现 ) 条酶带#栽培

老叶片比野生老叶片少一条(

C

值为 #,JMJ 的酶带%

新叶片酶带数明显比老叶片的少#普遍只出现 M S$

条活性相对强的酶带#而活性相对弱的酶带在老叶

中出现在新叶中则没有出现%并且不同种源除栽培

,抚新-与野生,梅 " 新-酶谱相同外#其余种源新鲜

叶片,梅 J 新-*,梅 * 新-*,梅 " 新-%&'酶谱特征

各不相同#相互可以区别开来+ !见图 *#表 J"

三叶木通叶片 K&'同工酶出现 . 条酶带#其迁

移率处于 #,"#$ S#,.## 之间#其中 (

C

值分别为

#,"". 和 #,"$+ 的带活性强#色深*带宽+ (

C

值为

#,"".*#,"$+*#,.## 的三条酶带为所有种源共有#

栽培老叶片与野生老叶片酶谱特征相同#栽培新叶

片与野生新叶片酶谱特征相同#但所有老叶片都比

新叶片多一条 (

C

值为 #,.## 的酶带+ !见图 "#表

J"

表 J!三叶木通各样品叶片可溶性蛋白#%&'#K&'(

C

值比较

类型
酶带
编号

(

C

值
种源

抚老 梅 J老 梅 J新 梅 *新 梅 "新 抚新 抚老

可溶性蛋白 J #,#J) Y Y Y Y Y Y Y

* #,#"" Y Y Y Y Y Y Y

" #,#)# Y U U Y U Y Y

. #,J#L Y Y Y Y Y Y Y

M #,J*" Y U Y Y Y Y Y

$ #,J.* Y Y Y Y Y Y Y

+ #,J+# Y Y U Y Y Y Y

L #,JL) Y U Y Y U U Y

) #,*.J Y U Y U U Y Y

J# #,"JJ Y Y Y Y Y Y Y

JJ #,.." Y Y Y Y Y Y Y

J* #,M$$ Y Y Y Y Y Y Y

J" #,$#. Y Y Y Y Y Y Y

J. #,)*M Y U Y Y U U Y

%&' J #,JMJ Y U U Y Y Y Y

* #,J+* Y Y Y Y Y Y Y

" #,*#. Y Y U U U U Y

. #,*"M U U U Y U U U

M #,*"+ Y Y U Y Y Y Y

$ #,*ML Y Y Y Y Y Y Y

+ #,*L# Y Y Y Y Y Y Y

L #,"#J Y Y Y U U U Y

) #,"*" Y Y Y U U U Y

J# #,".. Y Y U U U U Y

K&' J #,"#$ Y Y U U U U Y

* #,".. Y Y Y Y Y Y Y

" #,"$+ Y Y Y Y Y Y Y

. #,.## Y Y Y Y Y Y Y

"!小结

从结果可以看出$不同种源和不同发育时期各

样品叶片可溶性蛋白电泳谱带基本相似#但存在谱

带数量和蛋白质量上的差异%三叶木通叶片%&'同

工酶活性比 K&'同工酶的强%不同发育时期同一生

.$..
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黄芩苷纳米粒制备方法的初步研究#

"

!卢燕香J

##

!张海燕J

!郭兆荣J"*

!付丽娜J

!陈晓燕J

!张明令J

!杨明J

###

!!J,江西中医学院现代中药

制剂教育部重点实验室 南昌 ""###.%*,赣南医学院 赣州 ".J###"

摘要!目的%建立乳化溶剂挥发法制备黄芩苷纳米粒的方法! 方法%以聚乳酸G羟基乙酸&%XZ-'为材料"采用乳化溶剂挥发法"

对黄芩苷原料药进行包合制备纳米粒并对制备工艺进行了初步的研究! 结果%以浓度为 J# 59O50的聚合物";N值 +,# 的磷

酸盐缓冲液作为内水相"油相中加入丙酮制成的纳米粒粒径可控#包封率可达 M#P以上! 结论%该方法制成的纳米粒较稳定"

重复性好"可作为制备黄芩苷纳米粒的一项新工艺!

关键词!黄芩苷纳米粒$乳化溶剂挥发法$制备工艺
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境三叶木通各样品叶片的%&'同工酶差异明显#酶

谱带数先少后多#充分体现了同工酶具有阶段特异

性%同一发育时期不同生境下三叶木通各样品叶片

%&'同工酶也有明显差异#反映其对不同生态环境

的适应性#%&'可作为品种鉴定的生化指标%同一

发育时期不同生境三叶木通各样品叶片的 K&'同

工酶酶谱表现一致#不同发育时期同一生境下三叶

木通各样品叶片 K&'同工酶酶谱有些微差异#也即

三叶木通各样品叶片的 K&'同工酶较稳定+

聚丙烯酰胺凝胶电泳技术操作简便#重现性好#

电泳谱带稳定可靠#可应用于三叶木通的种质分析+
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