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摘要： 目的　 考察不同提取和测定方法对蟾酥蛋白提取率和含量的影响。 方法　 分别采用碱提醇沉法、 Ｔｒｉｓ⁃ＮａＣｌ 溶液

法、 ＰＢＳ 溶液法、 丙酮沉淀法提取蛋白， 测定其提取率。 分别采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法、 ＢＣＡ 法测定蛋白含量。 结果 　 Ｔｒｉｓ⁃
ＮａＣｌ （ｐＨ ７􀆰 ８） 溶液法提取率最高， Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法、 ＢＣＡ 法所得结果无显著差异。 结论　 Ｔｒｉｓ⁃ＮａＣｌ （ｐＨ ７􀆰 ８） 溶液法为

蟾酥蛋白最佳提取方法， Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法、 ＢＣＡ 法可用于该成分含量测定。
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ｔｈｉｓ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ．
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　 　 蟾酥是蟾蜍科动物中华大蟾蜍 Ｂｕｆｏ ｂｕｆｏ
ｇａｒｇａｒｉｚａｎｓ Ｃａｎｔｏｒ 或黑眶蟾蜍 Ｂｕｆｏ ｍｅｌａｎｏｓｔｉｃｔｕｓ
Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ 的干燥分泌物［１］， 作为一味重要的传统

中药， 其化学成分复杂， 临床用途较广， 具有解

毒、 止痛、 开窍醒神功效， 在麝香保心丸、 六神丸

等中起着重要的作用。 随着对蟾酥研究的逐步深

入， 其小分子化学成分及药理活性机制日益清晰，
主要用于抗肿瘤、 强心、 抗菌、 镇痛等方面［２⁃５］，
甚至局部麻醉， 而且疗效显著。

生物大分子药物由于具有高活性、 强特异性、
低毒性和生物功能明确等特点而受到重视， 但对动

物类中药中蛋白类大分子成分的研究较少。 近年

来， 人们对天然来源大分子， 例如核酸、 蛋白质的

替代药物越来越感兴趣［６］， 它们与中药中的小分

子次级代谢产物共同发挥有效作用。 研究天然产物

中蛋白质的结构和功能时， 首先要得到高纯度的蛋

白， 故高效的提取分离方法是基础。
以往对蟾酥的研究集中在蟾酥甾烯等小分子成

分上［７］， 而对其大分子成分关注较少。 本实验分

别采用碱提醇沉法、 Ｔｒｉｓ⁃ＮａＣｌ 溶液法、 ＰＢＳ 溶液

法、 丙酮沉淀法提取蟾酥鲜浆中蛋白， 并通过优化

提取溶液的 ｐＨ 值来改善提取效果， 提高蛋白提取

率。 另外， 蛋白质含量的准确测定也至关重要， 通

常有凯氏定氮法［８］、 福林酚法 （Ｌｏｗｒｙ 法） ［９］、 双

缩脲法［１０］、 考马斯亮蓝法 （Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法） ［１１］、 ２，
２′⁃联喹啉⁃４， ４’ ⁃二羧酸法 （ＢＣＡ 法） ［１２］、 紫外⁃
可见分光光度法［１３］ 等， 本实验分别采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ
法、 ＢＣＡ 法测定蟾酥蛋白含量， 旨在为该类成分

含量测定提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 药材与试剂　 蟾酥鲜浆 （用于蛋白提取和含

量研 究， 上 海 金 蟾 健 康 科 技 有 限 公 司， 批 号

２０１７０４１９； 用于不同来源药材蛋白含量比较， 产地

汉中、 山东、 浙西、 江西、 安皖、 临沂小、 临沂

大、 皖北、 上海、 河南）。 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂

盒 （上海碧云天生物技术有限公司）； Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋

白浓度测定试剂盒 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）。
ＮａＯＨ、 Ｔｒｉｓ、 氯化钠、 乙醇、 丙酮、 ＰＢＳ 溶液均为

分析纯 （国药集团化学试剂有限公司）。
１􀆰 ２ 　 仪 器 　 ５８１０Ｒ 离 心 机 （ 德 国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司）； Ｕｌｔｒａｃｅｌ 􀅺⁃３Ｋ 超滤管（德国 Ｍｅｒｃｋ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司）；Ｐａｒａｄｉｇｍ 􀅺酶标仪（美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ
公司）；９６ 孔板 （美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 蟾酥蛋白提取

２􀆰 １􀆰 １　 碱提醇沉法　 取－８０ ℃冷冻蟾酥鲜浆 ５ ｇ，
各 ３ 份， 分别置于 ３ 个烧杯中， 室温解冻 １ ｈ。 为

考察提取液碱性强弱对蛋白提取率的影响， 在加入

１００ ｍＬ 去离子水后用 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 溶液分别调节

３ 份提取液 ｐＨ 至 ７􀆰 ８、 ９􀆰 ０、 １０􀆰 ２， 加去离子水至

最终体积为 ２００ ｍＬ， 烧杯中加入搅拌子， 室温提

取 ５ ｈ， 静置， 将上清液转移至若干个 ５０ ｍＬ 离心

管中， ３ ９００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １ ｈ， 取上清液， ０􀆰 ２２ μｍ
微孔滤膜过滤， 合并滤液， 加入 ２００ ｍＬ 冰乙醇［１４］

（－２０ ℃放置 ２ ｈ）， 离心收集沉淀， ２００ ｍＬ 溶液

（含 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ、 １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， ｐＨ７􀆰 ８）
复溶。
２􀆰 １􀆰 ２　 Ｔｒｉｓ⁃ＮａＣｌ 溶液法　 取－８０ ℃冷冻蟾酥鲜浆

５ ｇ， 各 ３ 份， 分别置于 ３ 个烧杯中， 室温解冻１ ｈ。
为考察 Ｔｒｉｓ⁃ＮａＣｌ 提取液酸碱性对蛋白提取率的影

响， 分别于 ３ 个烧杯中加入 Ｔｒｉｓ⁃ＮａＣｌ （含 ２５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ、 ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， ｐＨ５􀆰 ４ ） 溶液、
Ｔｒｉｓ⁃ＮａＣｌ （含 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ、 ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ，
ｐＨ７􀆰 ８） ［１５］ 溶液、Ｔｒｉｓ⁃ＮａＣｌ（含 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ、５００
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ，ｐＨ１０􀆰 ２）溶液至最终体积为 ２００ ｍＬ。
烧杯中加入搅拌子，室温提取 ５ ｈ，静置，将上清液转
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移至若干 ５０ ｍＬ 离心管中，３ ９００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １ ｈ，上
清液经 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤，合并滤液。
２􀆰 １􀆰 ３　 ＰＢＳ 溶液法　 取－８０ ℃冷冻蟾酥鲜浆 ５ ｇ，
置于烧杯中， 室温解冻 １ ｈ。 由于 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ
（ｐＨ７􀆰 ０） 溶液前期被优选用于蛋白提取［１６］， 故在

烧杯中加入该溶液至最终体积为 ２００ ｍＬ， 烧杯中

加入搅拌子， 室温提取 ５ ｈ， 静置， 将上清液转移

至若干个 ５０ ｍＬ 离心管中， ３ ９００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １ ｈ，
上清液经 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤， 合并滤液。
２􀆰 １􀆰 ４　 丙酮沉淀法　 取－８０ ℃冷冻蟾酥鲜浆 ５ ｇ，
置于烧杯中， 室温解冻 １ ｈ， 加入磷酸缓冲溶液

（２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ８􀆰 ０） 至最终体积为 ２００ ｍＬ， 烧

杯中加入搅拌子， 室温提取 ５ ｈ， 静置， 上清液转

移至若干个 ５０ ｍＬ 离心管中， ３ ９００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心１ ｈ，
取上清液， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤， 合并滤液， 加

入 ２００ ｍＬ 冰丙酮［１７⁃１８］（－３０ ℃放置２ ｈ）， 离心收集

沉淀， ２００ ｍＬ 溶 液 （ 含 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ、 １５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， ｐＨ７􀆰 ８） 复溶。
２􀆰 ２　 超滤去除小分子　 在 ４ ℃、 ３ ９００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件

下用超滤管［１９］ 离心浓缩蟾酥提取物溶液， 使蛋白

与小分子分离， 将滤液弃去， 合并浓缩液， 用相应

条件下提取液溶解浓缩物后继续超滤， 重复 ５ 次，
最后将浓缩物用相应的提取液或复溶溶液溶解并定

容至 １００ ｍＬ， 在－８０ ℃下保存。
２􀆰 ３　 蛋白含量测定

２􀆰 ３􀆰 １　 ＢＣＡ 法　 参考文献 ［２０］ 报道， 取 １􀆰 ２ ｍＬ
蛋白配制液， 加到蛋白标准液 （含 ３０ ｍｇ ＢＳＡ）
中， 充分溶解后制成 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 标准品溶液， 取 ２０
μＬ， 稀释液稀释至终质量浓度为 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ。 分

别吸取 ０、 １、 ２、 ４、 ８、 １２、 １６、 ２０ μＬ， 加到 ９６
孔板的标准品孔中， 加稀释液至最终体积为 ２０
μＬ， 质量浓度分别为 ０、 ２５、 ５０、 １００、 ２００、 ３００、
４００、 ５００ μｇ ／ ｍＬ， 见表 １。 取不同提取方法得到的

样品 （５０ 倍稀释） 各 ２０ μＬ， 加到 ９６ 孔板中， 加

入 ２００ μＬ ＢＣＡ 工作液 （将 ５ ｍＬ ＢＣＡ 试剂 Ａ 和

１００ μＬ ＢＣＡ 试剂 Ｂ 充分混匀， 即得， 室温 ２４ ｈ 内

稳定）， 室温放置 １２０ ｍｉｎ， 酶标仪测定 ５６２ ｎｍ 波

长处吸光度。 以标准品质量浓度为横坐标 （Ｘ），
吸光度为纵坐标 （ Ａ） 进行回归， 得方程为 Ａ ＝
０􀆰 ００１ ０Ｘ＋０􀆰 １０３ １ （ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ４）， 计算蛋白含量和

提取率， 公式为蛋白浓度 ＝ 吸光度值－截距
斜率×１ ０００

、 蛋白

含量 ＝ 蛋白浓度×稀释因子
１ ０００

、 提取率 ＝ 蛋白含量
样品质量

×

１００％ ， 结果见表 ２。
表 １　 标准曲线加样 （ＢＣＡ 法）

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｓａｍｐｌｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅｓ（ＢＣＡ ｍｅｔｈｏｄ）

序号
０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ
ＢＳＡ ／ μＬ

标准品稀释

液 ／ μＬ

ＢＳＡ ／

（μｇ·ｍＬ－１）
ＯＤ５６２

０ ０ ０ ０ ０􀆰 １０１
１ １ １９ ２５ ０􀆰 １２２
２ ２ １８ ５０ ０􀆰 １５８
３ ４ １６ １００ ０􀆰 ２１７
４ ８ １２ ２００ ０􀆰 ３１５
５ １２ ８ ３００ ０􀆰 ４０５
６ １６ ４ ４００ ０􀆰 ５１９
７ ２０ ０ ５００ ０􀆰 ６２６

表 ２　 蟾酥蛋白含量测定结果 （ＢＣＡ 法）
Ｔａｂ􀆰 ２ 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ

Ｂｕｆｏｎｉｓ Ｖｅｎｅｎｕｍ （ＢＣＡ ｍｅｔｈｏｄ）
提取
方法

样品质量 ／ ｇ 吸光度
蛋白质量浓度 ／
（ｍｇ·ｍＬ－１）

蛋白含
量 ／ ｇ

提取
率 ／ ％

Ｅ１ ５􀆰 ０ ０􀆰 ３０９ ０􀆰 ２０６ １􀆰 ０３ ２０􀆰 ６

Ｅ２ ５􀆰 ０ ０􀆰 ３００ ０􀆰 １９７ ０􀆰 ９８ １９􀆰 ７

Ｅ３ ５􀆰 １ ０􀆰 ３１７ ０􀆰 ２１４ １􀆰 ０７ ２１􀆰 ０

Ｅ４ ４􀆰 ９ ０􀆰 ３１１ ０􀆰 ２０８ １􀆰 ０４ ２１􀆰 ２

Ｅ５ ５􀆰 ０ ０􀆰 ３５０ ０􀆰 ２４７ １􀆰 ２３ ２４􀆰 ７

Ｅ６ ５􀆰 ０ ０􀆰 ３３８ ０􀆰 ２３５ １􀆰 １７ ２３􀆰 ５

Ｅ７ ５􀆰 ０ ０􀆰 ３００ ０􀆰 １９７ ０􀆰 ９８ １９􀆰 ７

Ｅ８ ５􀆰 ０ ０􀆰 ２６７ ０􀆰 １６４ ０􀆰 ８２ １６􀆰 ４
　 　 注： Ｅ１ 为碱提醇沉法， ｐＨ７􀆰 ８； Ｅ２ 为碱提醇沉法， ｐＨ９􀆰 ０；
Ｅ３ 为碱提醇沉法， ｐＨ１０􀆰 ２； Ｅ４ 为 Ｔｒｉｓ⁃ＮａＣｌ 溶液法， ｐＨ５􀆰 ４； Ｅ５
为 Ｔｒｉｓ⁃ＮａＣｌ 溶液法， ｐＨ７􀆰 ８； Ｅ６ 为 Ｔｒｉｓ⁃ＮａＣｌ 溶液法， ｐＨ１０􀆰 ２； Ｅ７
为 ＰＢＳ 溶液法； Ｅ８ 为丙酮沉淀法。
２􀆰 ３􀆰 ２　 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法　 ＢＳＡ 蛋白标准液（２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ）
用 ０􀆰 ９％ ＮａＣｌ 溶液稀释至１ ０００ μｇ ／ ｍＬ， 按表 ３ 方

法进行稀释， 配制 ＢＳＡ 标准品 （０ 号管为空白对

照）。 将 １０ μＬ 标准品及不同提取方法得到的样品

稀释 ５０ 倍， 置于 ９６ 微孔板孔中， 每孔加入 ２５０
μＬ 考马斯亮蓝试剂， 微孔板振荡器混合 ３０ ｓ， 取

出微孔板， 室温孵育 １０ ｍｉｎ， 酶标仪测定 ５９５ ｎｍ
波长处吸光度。 以标准品质量浓度为横坐标 （Ｘ），
吸光度为纵坐标 （ Ａ） 进行回归， 得方程为 Ａ ＝
０􀆰 ００１ ２ Ｘ＋０􀆰 ３５０ ８ （ ｒ＝ ０􀆰 ９９７ ５）， 计算蛋白含量，
结果见表 ４。
　 　 再比较碱提醇沉法、 Ｔｒｉｓ⁃ＮａＣｌ 溶液法、 ＰＢＳ
溶液法、 丙酮沉淀法对蟾酥蛋白提取率的影响， 结

果见图 １。 由此可知， 碱提醇沉法提取率较低， ｐＨ
值对其影响不大； Ｔｒｉｓ⁃ＮａＣｌ 溶液法提取率较高，
在 ｐＨ 为 ７􀆰 ８ 时更明显； ＰＢＳ 溶液法、 碱提醇沉法

提取率相差不大， 丙酮沉淀法提取率最低； 采用

ＢＣＡ 法、 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测定蟾酥蛋白含量时， 所得结

果大致相同。
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表 ３　 标准曲线加样 （Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法）
Ｔａｂ􀆰 ３ 　 Ｓａｍｐｌｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅｓ （ Ｂｒａｄｆｏｒｄ

ｍｅｔｈｏｄ）

管号 １×ＰＢＳ ／ μＬ １ ０００ μｇ ／ ｍＬ ＢＳＡ ／ μＬ ＢＳＡ ／ （μｇ·ｍＬ－１） ＯＤ５９５

０ ２００ ０ ０ ０􀆰 ３４２
１ ７８０ ２０ ２５ ０􀆰 ３７１
２ １７５ ２５ １２５ ０􀆰 ４９５
３ １５０ ５０ ２５０ ０􀆰 ６４５
４ １００ １００ ５００ ０􀆰 ９７３
５ ５０ １５０ ７５０ １􀆰 １８９

表 ４　 蟾酥蛋白含量测定结果 （Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法）
Ｔａｂ􀆰 ４ 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ

Ｂｕｆｏｎｉｓ Ｖｅｎｅｎｕｍ （Ｂｒａｄｆｏｒｄ ｍｅｔｈｏｄ）
提取

方法

样品质

量 ／ ｇ
吸光度

蛋白质量浓度 ／

（ｍｇ·ｍＬ－１）

蛋白含

量 ／ ｇ
提取率 ／ ％

Ｅ１ ５􀆰 ０ ０􀆰 ５６１ ０􀆰 １７５ ０􀆰 ８８ １７􀆰 ５
Ｅ２ ５􀆰 ０ ０􀆰 ５７０ ０􀆰 １８３ ０􀆰 ９１ １８􀆰 ３
Ｅ３ ５􀆰 １ ０􀆰 ５８８ ０􀆰 １９８ ０􀆰 ９９ １９􀆰 ４
Ｅ４ ４􀆰 ９ ０􀆰 ５８６ ０􀆰 １９６ ０􀆰 ９８ ２０􀆰 ０
Ｅ５ ５􀆰 ０ ０􀆰 ６２５ ０􀆰 ２２９ １􀆰 １４ ２２􀆰 ９
Ｅ６ ５􀆰 ０ ０􀆰 ６１５ ０􀆰 ２２０ １􀆰 １０ ２２􀆰 ０
Ｅ７ ５􀆰 ０ ０􀆰 ５７３ ０􀆰 １８５ ０􀆰 ９３ １８􀆰 ５
Ｅ８ ５􀆰 ０ ０􀆰 ５３６ ０􀆰 １５４ ０􀆰 ７７ １５􀆰 ４

　 　 注： Ｅ１ 为碱提醇沉法， ｐＨ７􀆰 ８； Ｅ２ 为碱提醇沉法， ｐＨ９􀆰 ０；
Ｅ３ 为碱提醇沉法， ｐＨ１０􀆰 ２； Ｅ４ 为 Ｔｒｉｓ⁃ＮａＣｌ 溶液法， ｐＨ５􀆰 ４； Ｅ５
为 Ｔｒｉｓ⁃ＮａＣｌ 溶液法， ｐＨ７􀆰 ８； Ｅ６ 为 Ｔｒｉｓ⁃ＮａＣｌ 溶液法， ｐＨ１０􀆰 ２； Ｅ７
为 ＰＢＳ 溶液法； Ｅ８ 为丙酮沉淀法。

注： Ｅ１ 为碱提醇沉法， ｐＨ７􀆰 ８； Ｅ２ 为碱提醇沉法， ｐＨ９􀆰 ０；
Ｅ３ 为碱提醇沉法， ｐＨ１０􀆰 ２； Ｅ４ 为 Ｔｒｉｓ⁃ＮａＣｌ 溶液法， ｐＨ５􀆰 ４；
Ｅ５ 为 Ｔｒｉｓ⁃ＮａＣｌ 溶液法， ｐＨ７􀆰 ８； Ｅ６ 为 Ｔｒｉｓ⁃ＮａＣｌ 溶液法，
ｐＨ１０􀆰 ２； Ｅ７ 为 ＰＢＳ 溶液法； Ｅ８ 为丙酮沉淀法。

图 １　 蟾酥蛋白不同提取方法比较

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｂｕｆｏｎｉｓ Ｖｅｎｅｎｕｍ

２􀆰 ３􀆰 ３　 对比试验　 分别采用 ＢＣＡ 法、 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法

测定 Ｔｒｉｓ⁃ＮａＣｌ 溶液法 （ ｐＨ７􀆰 ８） 所提取蟾酥蛋白

含量各 ６ 次， 结果见表 ５。 由此可知， ２ 种方法重

复性 均 良 好； Ｆ ＝ １􀆰 ８６， Ｆ ＜ Ｆ０􀆰 ０５，５，５ （ Ｆ０􀆰 ０５，５，５ ＝
５􀆰 ０５）， 表明 ２ 种方法精密度接近； ｔ ＝ ０􀆰 ６７， ｔ ＜
ｔ０􀆰 ０５，１０ （ ｔ０􀆰 ０５，１０ ＝ ２􀆰 ２３）， 表明 ２ 种方法所得结果无

显著差异。

表 ５　 ＢＣＡ 法、 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测定蟾酥蛋白含量比较（ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ

Ｂｕｆｏｎｉｓ Ｖｅｎｅｎｕｍ ｂｙ ＢＣＡ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ Ｂｒａｄｆｏｒｄ
ｍｅｔｈｏｄ （ｎ＝６）

方法 蟾酥蛋白 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１） 平均值 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１） ＲＳＤ ／ ％
ＢＣＡ 法 １２􀆰 １

１２􀆰 ５
１２􀆰 ４
１２􀆰 ８
１２􀆰 １
１２􀆰 ７

１２􀆰 ４ ２􀆰 ３７

Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法 １２􀆰 ６
１２􀆰 ５
１２􀆰 ３
１２􀆰 ２
１２􀆰 ４
１２􀆰 ８

１２􀆰 ５ １􀆰 ７３

２􀆰 ３􀆰 ４　 不同来源蟾酥鲜浆中蛋白含量　 采用 Ｔｒｉｓ⁃
ＮａＣｌ 溶液法 （ｐＨ７􀆰 ８） 提取 １０ 个产地蟾酥鲜浆蛋

白， 测定其提取率， 结果见表 ６。 由此可知， 提取

率均在 ２０％ 左右， 表明该提取方法稳定可靠。
表 ６　 不同产地蟾酥鲜浆蛋白提取率测定结果

Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎ Ｂｕｆｏｎｉｓ Ｖｅｎｅｎｕｍ ｆｒｅｓｈ ｐｕｌｐ ｆｒｏｍ ｖａｒｉｏｕｓ
ｇｒｏｗｉｎｇ ａｒｅａｓ

编号 产地 提取率 ／ ％
１ 汉中 ２０􀆰 ２
２ 山东 ２１􀆰 ３
３ 浙西 １９􀆰 ５
４ 江西 １８􀆰 ６
５ 安皖 １９􀆰 ９
６ 临沂小 ２１􀆰 １
７ 临沂大 ２１􀆰 ６
８ 皖北 ２０􀆰 ２
９ 上海 ２２􀆰 ３
１０ 河南 ２３􀆰 ５

３　 讨论

本实验发现， 不同提取方法下蟾酥中蛋白提取

率有差异， 其中丙酮沉淀法最低， Ｔｒｉｓ⁃ＮａＣｌ 溶液

法 （ｐＨ７􀆰 ８） 最高， 提取率为 ２４􀆰 ７％ ， 并且该方法

操作简单， 对活性蛋白质破坏作用极小， 适用于不

同产地的样品基质， 并且提取后的蛋白溶液可以根

据临床应用、 生产的特殊要求进行缓冲液置换， 满

足临床应用和生产的需求。 常用蛋白含量的测定方

法都存在一定局限性， 例如凯氏定氮法灵敏度较

低， 操作繁琐， 实验周期较长； Ｌｏｗｒｙ 法因干扰物

质较多， 所得结果通常不准确； 双缩脲法、 紫外分

光光度法虽然简便快速， 但前者灵敏度低， 后者仅

适用于纯化蛋白质的检测。 本实验分别采用 ＢＣＡ
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法、 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测定蟾酥蛋白含量， 两者灵敏度

高， 操作快速简便， 并且前者所用试剂及其形成的

颜色复合物稳定性良好， 干扰物质较少， 而后者还

具有成本低的优势， 结果表明， 这 ２ 种方法重复性

理想， 精密度高， 所得数据无显著差异， 均可作为

蟾酥蛋白含量的测定方法。
综上所述， 本实验可为蟾酥蛋白提取工艺和含

量检测方法研究提供参考， 也能为其蛋白纯化和活

性功能考察提供依据。
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