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鲨鱼降钙素的分离纯化及性质研究
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照组的 ∀充分显示了 × ± 的抗油脂氧化作

用 ∀同时 鲍饲料中添加 的 × ± 在一定程

度上降低了储藏过程中 ∂ 值和 ×∂ 值 ∀
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降钙素 ≤ ≤× 是 ≤ 在 年发现并

命名的 ∀随后研究发现 降钙素广泛存在于哺乳动物

的甲状腺 !甲状旁腺 !胸腺以及肾上腺组织和鱼类的

鳃后体组织中 ∀在各种降钙素中鱼类的活性最高 且

半衰期最长 ∀鲑鱼降钙素的活性是人降钙素活性的几

十倍 半衰期比人的长 ∗ 倍 ∀降钙素的主要生理作

用是调节体内钙 !磷的代谢 它不仅是治疗变形性骨

炎 ° 氏病 的首选药物 而且还能治疗各种原因

引起的高血钙症 尤其是近年发现在治疗老年性骨质

疏松方面的疗效显著 给降钙素临床应用带来更广泛

的前景≈ ∀人 !鲑鱼 !鸡的降钙素已经在临床上使用多

年 ∀在国外已有降钙素商品出售 ∀我国这方面的工作

到目前为止尚未见报道 ∀本研究以黑印真鲨为原料

初步建立了分离纯化天然来源鲨鱼降钙素的方法 并

对其性质进行了研究 这对深入了解降钙素结构和性

质以及为医学上的临床应用提供理论依据 ∀

材料与方法

材料与试剂

黑印真鲨 Χαρχηαρηινυσ µενισορραη) 鳃后体由厦

门农贸市场购买 ∀葡聚糖凝胶 ≥ ¬ 2 为

° ≤ 产品 ≤ 2≤ ∏ 2 为 ≤ 产

品 ∀标准降钙素为 ≥ ≤ 产品 维生素 和细胞

色素 ≤ 产品 胰高血糖素和促肾上腺皮质激

素为 ≥ ≤ 产品 ∀其他化学试剂均为国产

级 ∀

方法

活力检测 采用大鼠血清钙降低实验

• 胸性大白鼠 重量为 ∗ 禁食过夜 不

限饮水 ∀将待测样品 或标准样品 溶于 醋

酸钠的缓冲液为对照 同时进行尾静脉注射 ∀给药

后 乙醚麻醉大鼠 腋静脉取血 离心 取血清 ∀血钙浓

度由 °∞2 型原子吸收分光光度法测定 ∀以鲑鱼降

钙素为标准 比活力以每毫克蛋白含有 ≤

≤ ∏ ∏ 为单位 ∀

国家自然科学基金资助项目 号 高等学校博士

点专项科研基金项目 ∀
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≥ ∂

次 除去脂肪 沉淀部分以 倍

降钙素分离纯化 取黑印真鲨鳃后体组织

适量 制成匀浆 ε 下加入冷丙酮洗涤 离心 体积

丁醇 2醋酸 2水 Β Β 于 ε 下抽提 次 离

心 取上清液加丙酮 离心 沉淀

物于 ε 用少量 ≤ 抽提 经冷冻干燥后

即得酸性提取物 粗制品 ∀将粗制品溶于

甲酸氨水缓冲液 中 进行 ≥ ¬ 2 柱层

析 柱经缓冲液预平衡 用平衡洗脱 合并所有活力

部分得溶液 透析 超滤浓缩 膜包截留相对分子

量为 保留滤过液 ∀继续进行 ≤ 2≤ ∏ 2 柱

层析用相同缓冲液洗脱 合并活力峰 超滤浓缩 膜包

截留相对分子量为 保留截留下的样品 冷冻

干燥 即得 ≤×结晶样品 保留于 ε 备用 ∀

蛋白质测定 根据 ƒ 2酚试剂法 ≈

法 测定蛋白质浓度 以牛血清白蛋白为标

准 ∀

分子量测定 采用葡聚糖凝胶层析法≈

测定 ∀

高效液相色谱测定 采用美国 •

公司 型高效液相色谱仪 紫外检测器和 ≤

色谱柱 ≅ 进行分析 ∀准确称取最终

纯化的冷冻干燥样品和鲑鱼降钙素标准品各

于小烧杯中 溶解后移入 棕色容量瓶中 用 石

英玻璃蒸馏器蒸馏两次 蒸馏水定容至刻度 以微量

进样器分别移取 Λ 进行分析 ∀

结果

鲨鱼降钙素的分离纯化

鲨鱼降钙素的纯化主要有 个步骤 正丁醇

2醋酸 2水抽取的粗品 ≥ ¬ 2 柱层析 ∀粗品

经 ≥ ¬ 2 柱层析 每管洗脱液均用紫外分光

光度计于波长 处测紫外吸收值 得 个峰

形 ∀经活力测定表明 降钙素的活力部分在峰 和峰

∂ 如图 所示 ∀合并活部分 经透析 !超滤浓缩 获得

初级纯化 ≤×样液 ∀ 将初级纯化的 ≤×样液 继续

进行 ≤ 2≤ ∏ 2 柱层析 洗脱结果显示单一峰

如图 经测定显示其活力较强 ∀将这一部分洗脱液

再度进行超滤以脱盐 !浓缩 并除去相对分子量小于

的杂质 保留截留下的样品 冷冻干燥 即得白

色结晶 ∀有关各部分结果见表 ∀

图 ≥ ¬ 2 柱层析洗脱图谱

柱规格 ≅ 洗脱液用 甲酸氨水

缓冲液 流速为 每 收集一管

图 ≤ 2≤ ∏ ∏ 2 柱洗脱图谱

柱规格 ≅ 用氨水醋酸缓冲液的线性梯度洗脱液

从 到 流速为 每

收集一管

鲨鱼降钙素纯化倍数 第三步比活力 第一步比活

力 倍

鲨鱼降钙素的分子量

经 ≥ ¬ 2 分子筛层析测定该降钙素的分

子量为 见图 ∀
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图 ≥ ¬ 2 柱层析洗脱体积对分子量对数作图

维生素 • 胰高血糖素 • ≤ 促肾

上腺皮激素 • ⁄ 细胞色素 • ∞ 样品 ∀

图 降钙素高效液相色谱

分析柱为 Λ ≅ 流动相为

的醋酸铵缓冲液 流速为 柱温 ε 压力

∗ ° 进样量 Λ 紫外检测波长为 ∀

高效液相色谱分析

合并 ≤ 2≤ ∏ 2 柱层析的活力峰 经过超滤

浓缩冷冻干燥后的样品和鲑鱼标准品按上述条件进

行了 ° ≤分析 ∀结果表明 图 样品在

处有一显著吸收峰 与标准样品 ≥ 保留时间

处的吸收峰基本一致 ∀积分面积比保留时

间为例表明纯度为 因此 可以确认 样品含

有与鲑相似的降钙素 ∀

讨论

降钙素是人体内调节钙磷代谢的一种重要激

素 可维持内环境稳定通过抑制骨细胞作用 达到降

低血清中游离氨基酸的水平 从而起到保护骨骼的作

用 ∀根据文献≈ 报道 到目前为止 降钙素可分为

四类 灵长类 如人 和啮齿类 如大鼠 偶蹄类 如

猪 !狗和羊 以及硬骨鱼类 如鲑鱼和鳗鱼 ∀它们都

是由 个氨基酸组成 氨基末端有保守的 位半

胱氨酸生成的二硫键 羧基末端为脯氨酰胺的肽激

素 ∀种内较保守 而种间差异较大 四类降钙素之间只

有几个氨基酸是相同的 与抗体反应也不具备交叉免

疫原性 ∀虽然来自不同动物的降钙素的氨基酸顺序有

差异 对人体却有效 不存在种属特异性 而且鲑降钙

素的生物活性比人降钙素高 倍左右 ∀本研究以鲨

鱼后鳃体为原料 从天然的废弃物中进行分离纯化和

性质研究 ∀实验结果表明 本提取物对大鼠血清钙的

调节有显著的降低作用 它的分子量与人 !鲑和鸡的

降钙素相接近 ∀因此可以初步确定本研究已经分离获

得了具有一定纯度的活性鲨鱼降钙素 ∀
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表 1  鲨鱼降钙素纯化结果

步骤
蛋白 活力

≤

比活力

≤

正丁醇2醋酸2水 Β Β

抽提物 酸性粗制品

≥ ¬ 2

≤ 2≤ ∏ 2


