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摘要    决明子是一种传统中药, 具有降低血清胆固醇的作用. 通过凝胶排阻及离子交换层析

技术从决明子中分离出一种具有抑制胆固醇合成作用的新蛋白 PeakⅡ-3, 将之命名为新决明子

蛋白. 质谱分析表明该蛋白分子量为 19.7 kD, 等电聚焦(IEF)电泳结果显示其等电点为 4.80. 
SDS-PAGE 及等电聚焦电泳的结果均为单一条带, 表明新蛋白为均一组分. 对该蛋白 N-端进行

测序, 结果为 IPYISASFPLNIEFPSE, 用 BLAST 在 NCBI-BLASTP 库中搜索没有找到同源蛋白. 
圆二色谱结果显示该蛋白具有 12.5%的α螺旋, 55.6%的β折叠, 31.9%的无规卷曲. 
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心血管疾病是引起世界人口死亡的主要原因之

一, 而血清中胆固醇过高又是导致动脉粥样硬化及

其他心血管疾病的主要病因. 动脉粥样硬化、冠心病

等心血管疾病与脂质代谢障碍具有一定的相关性 . 
决明子能降低血清总胆固醇(total cholesterol, TC)和
甘油三酯(triglyceride, TG)的水平, 延缓和部分逆转

动脉硬化斑块的形成, 从而明显降低心血管疾病的

发病率和死亡率[1]. 
在中医治疗中, 决明子(Cassia obtusifolia L.seeds)

治疗高脂血症和高血压具有很好的应用价值[2]. 决明

子具有清肝明目、祛风散热、抗应变[3]和抗氧化的功

效[4]. 决明子含有一系列具有生物活性的蒽醌类物质, 
如大黄素[5]、大黄酸、大黄素葡萄糖甙等[6]. 大黄素

葡萄糖甙、大黄素蒽酮、大黄素能显著降低血浆中TC
和TG的含量, 并能抑制血小板凝集[7].

决明子中全部蛋白占其总量的 18.56%~22.93%.

研究表明, 决明子粗蛋白可明显降低高脂血症大鼠

血清的TG, TC和LDL-C(低密度脂蛋白胆固醇)含  量
[8]. 但对其具体的组成及其作用机制却了解甚少. 为

深入研究决明子蛋白的生化性质及其功能, 本实验

对决明子粗蛋白进行分离纯化, 并对其化学性质进

行了测定. 

1  材料与方法 

1.1  材料 

决明子购于广州药房, 产自安徽. 层析柱分子筛

Superdex 75和离子交换柱Resource Q购于Amersham 
Pharmacia 生物技术公司. 所用生化试剂均为分析纯, 
购于 Sigma 公司. 

1.2  粗蛋白的提取 

决明子(1000 g)充分碾碎后用石油醚浸泡 24 h
脱脂, 回收溶剂, 挥干后以 1 g: 10 mL的体积浸泡于

50 mmol/L KH2PO4-NaOH (pH 8.0)的缓冲液 10 h,  
4℃, 重复 3次, 合并提取液. 提取液于 4℃, 12000×g 
高速离心 20 min, 上清液边搅拌边加入硫酸铵至

50%的饱和度 . 与上述相同条件离心 , 沉淀物脱盐

后于冷冻干燥仪中冷冻干燥, 粉末状样品(粗蛋白)
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储于−20℃冰箱中. 

1.3  决明子粗蛋白的分离与纯化 

(1) 缓冲液. 分子筛 Superdex75 柱子的缓冲液为

0.15 mol/L NaCl, 20 mmol/L Tris-HCl (pH 7.0). 离子

柱 Resource Q 的缓冲液包括 A 和 B, 缓冲液 A 为 20 
mmol/L Tris-HCl (pH 7.0), 缓冲液 B 为 A 液中加入 1 
mol/L NaCl. 

(2) 方法. 整个分离纯化过程均在4℃条件下进行

(图 1). 粗蛋白冻干粉充分溶解于 20 mmol/L Tris-HCl 
(pH 7.0)的缓冲液中, 上样前在 12000×g, 4℃条件下离

心 20 min, 分子筛 Superdex 75 层析柱用 0.15 mol/L 
NaCl, 20 mmol/L Tris-HCl (pH 7.0)的缓冲液平衡. 
 

 
 

图 1  决明子新蛋白分离纯化示意图 

 

收集 Superdex 75 层析柱的Ⅱ号峰部分, 脱盐, 

进一步纯化. Resource Q柱首先用缓冲液A进行平衡.
上样后, 采用 0~1.0 mol/L 的 NaCl 梯度的缓冲液 B 进

行洗脱, 在 NaCl 浓度约为 0.3 mol/L 处分离得到 Peak
Ⅱ-3. 

1.4  电泳 

样品进行电泳时分离胶浓度为 15％, 蛋白采用

考马斯亮蓝 G250 进行染色. 等点聚焦电泳用于测定

蛋白的等电点(pI), 采用平板进行, 载体两性电解质

(pharmalyte)pH 范围为 2.5~5.0, 标准品 pH 范围为

2.5~6.5. 

1.5  质谱分析、N-端测序及圆二色光谱预测蛋白
二级结构 

MALDI-TOF 质谱测定 PeakⅡ-3 的分子量. 样品

用双蒸水充分脱盐, 经SDS-PAGE后用垂直板法电转

移到 PVDF 膜上, 在蛋白测序仪上测定 N-端序列. 
圆二色谱在CD光谱仪上进行测定 , 被测样品

PeakⅡ-3 蛋白浓度为 5 μg/mL, 采用 100 μL液池. 灵

敏度 100 mdeg, 清晰度 1 nm, 带宽 1.0 nm, 190~260 
nm扫描累加 3 次. 二级结构的比例按Microcal Origin
软件计算而得[9]. 

1.6  决明子粗蛋白及其组分对胆固醇合成的影响 

两性霉素B细胞模型法用于检测粗蛋白及其组

分在胆固醇合成中的作用, 细胞模型根据韩峰和顾

振纶[10]及本实验室的方法改进而成. 
(1) 细胞培养液的配制. A 液: RPMI1640 培养基

(含谷氨酰胺 300 μg/mL 及 10％小牛血清); B 液: A 液

去除小牛血清加入 10％无脂蛋白血清; C 液: B 液加入

不同剂量待测样品及阳性对照新伐他汀(Simvastatin); 
D 液: B 液加入两性霉素 B 300 μg/mL. 

(2) 分组. 实验分 7 个组进行, 每组设 6~7 个复

孔. 第一组为阴性对照组(加入等量培养液), 第二组

为阳性对照组(Simvastatin, 0.5 mg/mL), 第 3~7 组分

别为决明子粗蛋白, PeakⅠ, PeakⅡ, PeakⅢ和 Peak 

Ⅱ-3, 每个样品设不同剂量. 

(3) 细胞培养. 中国仓鼠卵细胞(CHO)直接用 A  
液稀释调整细胞浓度为 2×104 个/mL, 每孔 100 μL 接

种于 96 孔板中, 于 37℃, 5％CO2/95％O2 中培养. 待

细胞贴壁后换 B 液(200 μL). 第 2 天换 C 液(200 μL), 
继续培养 24 h, 无脂蛋白血清清洗 3 次. 加入 D 液

(200 μL)培养 8 h 后, 无脂蛋白血清清洗 3 次. 加入 5 
mg/mL MTT 10 μL, 继续培养 4 h, 加入酸化的 10％

SDS 100 μL 终止反应. 以岛津 UV-1206 分光光度计

在 570 nm 处检测吸光值. 光密度值越高, 表示细胞

存活越多, 样品抑制胆固醇生物合成的作用越强. 

1.7  蛋白浓度测定及数据统计与分析 

蛋白浓度测定采用考马斯亮蓝法. 数据分析应

用 SPSS 10.0 统计软件, 统计结果用 M±SD 表示, 显
著性检验采用 t 检验, P<0.05 为显著性差异. 
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2 结果 

2.1  粗蛋白的分离与纯化 

决明子粗蛋白充分溶解于 20 mmol/L Tris-HCl  
(pH 7.0)的缓冲液中, 12000×g, 4℃条件下高速离心 20 
min. 粗蛋白经分子筛和离子交换柱层析得到纯化 . 
粗蛋白经分子筛分离得到 5 个 peaks(图 2(a)), 收集

PeakⅡ, 脱盐后进一步用离子交换柱进行纯化. 使用

NaCl 线性梯度洗脱(0~1.0 mol/L), 在盐浓度约为 0.3 
mol/L处洗下主峰. 洗脱过程由 280 nm的吸光值作为

监测(图 2(b)). 

2.2  质谱分析、等电点测定、N-端测序及 CD 预
测决明子新蛋白 PeakⅡ-3 的二级结构 

SDS-PAGE 和 IEF 电泳均显示 PeakⅡ-3 为一条

均一的蛋白带(图 3 和图 4), 分子量为 19.7 kD, 等电

点约为 4.80. 
质谱显示 PeakⅡ-3 的分子量为 19680, N-端氨基

酸测序结果为 IPYISASFPLNIEFLPSE, 通过 BLAST
在 NCBI-BLASTP 库中进行搜索, 没有找到同源蛋白

存在, 表明 PeakⅡ-3 是一种新蛋白, 本研究将 Peak

Ⅱ-3 命名为决明子新蛋白. 

圆二色谱分析(CD)结果表明新蛋白的α螺旋比

例为 12.5%, β折叠比例为 55.6%, 无规卷曲为 31.9% 

(图 5). 

2.3  决明子蛋白及其组分对中国仓鼠卵细胞中胆
固醇合成的影响 

结果见表 1. 阳性对照 Simvastatin组 A570 (0.270± 
0.011)明显高于对照组的(0.037±0.006) (P<0.01). 

决明子粗蛋白以及其组分 PeakⅡ, PeakⅢ, Peak

Ⅱ -3(新蛋白 )的 A570 均显著比对照组高 (P<0.05, 

P<0.01), 且随着样品剂量的增大, A570 也升高, 具有

明显的量效关系, 以 PeakⅡ的吸光值最高. 结果表明

决明子粗蛋白及其组分 PeakⅡ, PeakⅢ, PeakⅡ-3 均

能抑制中国仓鼠卵细胞中胆固醇的合成. 
虽然 PeakⅡ-3 是从 PeakⅡ中分离而来, 且其纯

度也高于 PeakⅡ, 但 PeakⅡ-3 的 A570 却显著低于

PeakⅡ的(P<0.05), 提示 PeakⅡ-3 可能需要与其他物

质结合才完全显示其在细胞内胆固醇合成中的抑制

作用. 实验中发现粗蛋白及其组分均呈现出棕褐色, 
且随着样品纯度的提高, 颜色逐渐变浅. 

3  讨论 
本实验从决明子中分离出一种新的蛋白即 Peak 

 

 
 

图 2  决明子粗蛋白的分离纯化 
(a) 分子筛柱层析. 粗蛋白上样前 Superdex 75 先用缓冲液 0.15 mol/L NaCl, 20 mmol/L Tris-HCl, pH 7.0 进行平衡; (b) 离子交换柱层析.  
Superdex 75 收集的 PeakⅡ脱盐后上样于离子交换柱 Resource Q, 上样前柱子先用缓冲液 20 mmol/L Tris-HCl, pH 7.0 平衡, 在盐浓度约为 

0.3 mol/L 处洗脱下 PeakⅡ-3
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图 3  决明子各蛋白成分 SDS-PAGE 电泳图 
M: 分子量标记; 泳道 1: PeakⅠ; 泳道 2: PeakⅡ; 泳道 3: PeakⅢ; 

泳道 4: PeakⅣ; 泳道 5: PeakⅤ; 泳道 6: PeakⅡ-1; 泳道 7: PeakⅡ-2; 

泳道 8: PeakⅡ-3 

 

 
 

图 4  PeakⅡ-3 的等电聚焦电泳(IEF)图 

两性电解质的 pH 范围为 2.5~5.0, 标准品 pH 范围为 2.5~6.5 
 

Ⅱ-3 组分. 新蛋白、决明子粗蛋白及其他组分如 Peak

Ⅱ, PeakⅢ可抑制中国仓鼠卵细胞中胆固醇的合成,

以 PeakⅡ的抑制作用最强. 虽然新蛋白是从 PeakⅡ

中分离而来, 纯度也高于 PeakⅡ, 但其对胆固醇合成

的抑制作用却不如 PeakⅡ. 这可能是 PeakⅡ-3 需要与

其他小分子物质结合才能完全发挥其对胆固醇合成的

抑制作用. 新蛋白的这种特性符合中草药的特点. 中
草药活性的发挥通常需要与其他物质结合. 纯化过程

中发现决明子粗蛋白及其组分如 PeakⅠ, PeakⅤ,  

 
 

图 5  决明子蛋白 PeakⅡ-3(新蛋白)圆二色谱图 

 
表 1  决明子粗蛋白及其不同组分对胆固醇合成的影响 a) 

组别 剂量 (%) n A570 (M±SD) 

对照 0 7 0.037±0.006 

Simvastain 5 7 0.270±0.011** 

粗蛋白 1 7 0.033±0.008 

 2 7 0.047±0.010 

 5 7 0.056±0.012 

 10 7 0.077±0.007* 

PeakⅠ 1 7 0.036±0.007 

 2 7 0.046±0.005 

 5 7 0.049±0.010 

 10 7 0.045±0.003 

PeakⅡ 1 7 0.113±0.011* 

 2 7 0.156±0.014** 

 5 7 0.182±0.018** 

 10 7 0.172±0.015** 

PeakⅢ 1 7 0.068±0.009* 

 2 7 0.065±0.009* 

 5 7 0.091±0.012* 

 10 7 0.104±0.007* 

PeakⅡ-3 1 6 0.042±0.012# 

 2 6 0.038±0.014# 

 5 6 0.069±0.021# 

 10 6 0.089±0.018*# 

a)与对照组比较, ** P<0.01, * P<0.05; 与 PeakⅡ组比较, #  

P<0.05. 蛋白浓度为 0.5 mg/mL 
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成的研究中 , 主要集中在机制及临床应用方面 [11]. 
Anderson等人[12]的实验结果表明摄入大豆蛋白能显

著降低血清中的总胆固醇、低密度酯蛋白及甘油三酯

的水平. 此外, 大豆蛋白对实验性高脂血症动物模型

确有显著的降脂功效[13]. 而决明子属于豆科植物. 因
此推测, 从决明子中分离的新蛋白对于治疗高脂血

症具有重要的应用价值. 

PeakⅡ-1, PeakⅡ-2 及 PeakⅡ-3 均带有棕褐色, 随着

样品纯度的提高, 样品颜色逐渐变浅. 所以, 本研究

推测 PeakⅡ-3 可能需要与某些带有颜色的小分子结

合才完全发挥其药效作用, 这种带有颜色的小分子

可能是新蛋白发挥降脂功能的辅助因子. 
大豆蛋白具有一系列的生物功能, 例如降低胆

固醇的合成、减低体重等. 在大豆蛋白降低胆固醇合 

致谢    感谢中国军事医学科学院质谱中心对质谱分析、北京大学生命科学学院对蛋白质 N-端测序的帮助. 
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