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甘肃棘豆中苦马豆素的分离与鉴定
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陕西 杨陵

〔摘 要 用升华法从甘肃棘豆中分离到一种白色细针状结晶
,

经
、 、 、

鉴定分析确定为苦马豆

素
,

经计算甘肃棘豆中的提取率为 限
。

〔关键词 〕 疯草 甘肃棘豆 ,苦马豆素 升华法

中图分类号 〕 文献标识码 〕 〔文章编号 〕
一 一 一

年美国首次报道 疯草病
,

年 川试验证实了动物采食兰伯氏棘豆

和密柔毛黄蔑引起中毒
。

在随后的 多年里
,

人们

试图分离疯草毒素
,

但只有两项研究相对成功
,

一是

从兰伯氏棘豆分离出一种物质
,

他描述这种

物质是一种稳定的多经基含氮有机化合物
,

具有吸

湿性
,

易溶于水而不溶于氯仿
、

乙醚和烃类溶剂
,

在

实验条件下可引起猫的疯草病图 二是 阁对密

柔毛黄蔑进行了广泛的化学成分研究
,

并分离出一

种碱性
、

吸湿性强的不纯物质
,

称为
,

这种物

质的乙酞化产物及其酒石酸盐
、

柠檬酸盐都可以引

起疯草病
,

但生物碱试剂检查没有得到肯定结果
。

年
‘〕将灰苦马豆与斑荚黄蔑

、

绢毛棘

豆进行毒性比较试验
,

结果发现动物中毒后
,

不仅临

床症状一致
,

而且病理组织学变化也没有明显差异
,

都表现出神经细胞和内脏细胞空泡变性
。

而动物灰

苦马豆中毒在形态学和生物化学方面的变化同安哥

斯牛和人类的一种甘露糖贰酶缺乏引起的遗传性溶

酶体贮积病—甘露糖过多症 十分

相似
。

年 等 〕用甘露糖贰酶作为工

具
,

从灰苦马豆中分离出叫噪兹定生物碱—苦马
豆素

, 。

年 等
‘〕以

分离到的 为标准品从斑英黄茂中分离

出
。

国内 年曹光荣等闺首次从黄花棘豆中

分离出
,

并测定出它的含量为 。 丁伯

良 测定出甘肃棘豆中也含有
,

但是迄今尚未

从甘肃棘豆中分离到
。

近年来随着研究的深人

进行
,

人们还发现 具有抗癌活性图
。

本研究试图

从甘肃棘豆中分离出
,

为进一步研究动物疯草

中毒和 的抗癌作用奠定基础
。

材料与方法

材 料

甘肃棘豆
,

年 月采集于青海省泽库县西

卜沙乡
,

自然干燥后粉碎
,

置阴凉干燥处保存备用
。

标准品
,

由美国农业部西部农业研究中心和有

毒植物研究所 。 博士和

博士提供
。

方 法

甘肃棘豆中总生物碱的提取 称取甘肃棘

豆粉
,

用甲醇浸泡 次
,

每次
,

合并甲醇

液
,

℃减压浓缩至浸膏
,

溶解后过

滤
,

滤液上 强酸性阳离子交换树脂
,

先用去离子

水洗脱
,

弃去洗脱液
,

后用 洗脱
,

收集洗脱液
,

并挥发至干
,

即得总生物碱
。

的分离 将总生物碱用甲醇反复溶解
,

过滤
,

挥干滤液后用氨性氯仿溶解
,

回收氯仿
,

残留

物与 拜 硅胶研磨均匀后上硅胶 拜

柱
,

氯仿
、

甲醇
、

氨水
、

水体积比为
, ,

混

合溶剂洗脱
,

每 收集 管
,

共 管
,

薄层层

析结合抑制
一

甘露糖贰酶活性监测
,

合并同类部

分
,

挥干后在 ℃
,

一 真空条件下升华
。

薄层 层析 硅 胶 湿法铺 于
。 。 玻璃板

,

活化后点样
,

氯仿
、

甲醇
、

氨

水
、

水体积比为 上行法展开
。

自然干

燥
,

先喷乙醉液
,

在加热板上加热约 直到闻不

到乙醉味
,

取下薄板再喷 , 液
,

加热到出现
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紫红色斑点为止
,

计算 值
,

并与标准品对照
。

一

甘寡糖武酶活性抑制试验 用蒸馏水将

分析纯的对
一

硝基酚配成 的母液
,

再用蒸

馏水配成
, , ,

⋯⋯
, “ 个梯度

浓度的对
一

硝基酚标准液
,

比色
,

制作标准曲

线
。 拌 羊血清

、
拌 反应缓冲液 乙

酸缓冲液
, 、

拌 收集液和 拌 底物溶

液 对
一

硝基苯基
一 。一 一

甘露糖贰 混匀
,

℃ 水 浴
,

加 人 终 止 缓 冲 液

甘氨酸
一

氢氧化钠缓冲液
, ,

每管设对照
,

对照管除底物溶液在终止反应后加外
,

其他与测定管相同
,

充分混匀后
,

测定光密度
,

结果

查标准曲线
。

的鉴定 方法同
、

熔点
,

熔点测定仪测定
、

红外光谱
,

澳化钾压

片
、

质谱
,

直接进样
,

汽化温度 ℃
,

扫描 次
。

结 果

和 。
一

甘露糖贰酶活性抑制试验结果

检测结果表现为
, 、液显色后

,

管 工 的洗脱 液有一紫色斑点
,

值为
· 。

一 管 的洗脱液有一紫红色斑点
,

值为
,

与标准品的斑点颜色和 值完全一

致
。

管 , 的洗脱液有一紫红色斑点
,

值为
。 一

甘露糖贰酶活性抑制试验结果表现

为
,

硅胶柱层析洗脱液
、

部分对
一

甘露糖贰酶

活性有较强的抑制作用
,

而 皿部分的抑制作用相对

较弱
。

升华 部分得到白色细针状结晶
,

植物

中的提取率为 拌 。

的鉴定结果

和 鉴定结果 、液显色

后
,

在 值为 处有一紫红色斑点
,

与标准品完

全一致
。

测定的 为
’ 。

鉴定结果 压片
, 一‘

,

一 吸 收 峰
,

,

吸 收 峰

一 吸收

峰 图
。

图 中

说明样品中存在着 一 吸收
,

与

的两环结构相符合
,

的其他基团的吸收
,

如经

基
、

碳氢
、

碳氧吸收峰在图 中均可见到
。
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图 甘肃棘豆中分离出的白色细针状结晶的
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鉴定结果 分子离子

峰 一 一 一

一
, , ,

均为母核裂解峰 图
。

质子裂解合理
,

而且与 等 和曹光荣

等川报道的质谱图相符
。

经
、 、 、

鉴定分析
,

确定所分离到

的结晶为
。

‘。。

〕
。 拐。

司
口

里
。

刁
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图 甘肃棘豆中分离出的白色细针状结晶的

的抗癌活性奠定了基础
。

等 〕首次报道分离 的方法是
,

用

热乙酸乙醋索氏提取
,

水溶部分上强酸性阳离

子交换柱
,

收集稀氨水洗脱部分
,

浓缩后的残留物上

药用琼脂糖凝胶
一 ,

用氯化钠梯度洗脱
,

产物用

氨性氯仿提取
,

回收溶剂后用氯仿 乙醚结晶和重结

晶
,

得到白色针状结晶
。

在国内
,

曹光荣等川报道的

方法是
,

将植物样品用酸水浸泡 次
,

每次
,

酸

滤液过阳离子交换柱
,

倾出树脂
,

用去离子水洗至中

性
,

晾干后用体积分数 氨水调
,

然后

上柱
,

先用氯仿后用丙酮洗脱
,

浓缩丙酮洗脱液的总

生物碱
。

总生物碱经硅胶柱层析
,

用氯仿
、

丙酮
、

体积

分数 氨水体积比为 洗脱
,

每

收集 份
,

结合
一

甘露糖贰酶活性抑制试

验结果
,

合并同类并浓缩
,

分离出苦马豆素单体
。

本

研究用升华法首次从甘肃棘豆中分离得到 纯

品
,

提取率为 拌 ,

并通过
、 、 、

对

其结构进行了鉴定
,

为进一步研究动物疯草中毒和

关于 抑制
一

甘露糖贰酶活性的作用机制
,

等 〕的研究认为
,

的阳离子同甘露糖基

的阳离子在构型上的相似性及其对
一

甘露糖贰酶

的高度亲和性
,

从而抑制了
一

甘露糖贰酶的活性
,

结果使大量的低聚糖聚积在溶酶体内
,

导致细胞
、

特

别是神经细胞的空泡变性
,

动物出现一系列神经症

状
。

本研究在监测硅胶柱层析后洗脱液时
,

选用了以

对
一

硝基苯基
一 一 一

甘露糖贰为底物的
一

甘露糖贰酶

活性抑制试验
,

结果发现
,

氨性氯仿提取物过硅胶柱

分离
,

检测到
、 、

个单体成分
,

值分

别为
,

和
,

其中
、

部分对
一

甘露

糖贰酶活性有较强的抑制作用
,

而 皿部分的抑制作

用相对较弱
。

部分经过鉴定为
,

其余两部分可

能是柱层析分离时有交叉
,

还含有
,

检测不

出
,

而
一

甘露糖贰酶活性检测较为敏感
,

体现出有

抑制作用的缘故
。

至于这两部分的结构有待于进一

步纯化和鉴定
。
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