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摘要!提出了一种从肝素提取过程中产生的废蛋白中提取类肝素的工艺# 以类肝素总单位数为评价指标$通过单因素实验

和正交设计实验确定了吸附工艺最佳条件!温度为 ""i$盐浓度为 )â 1%5P;$GB为 ^a\(# 氧化工艺最佳条件为!加入双氧水

的量与待氧化的类肝素粗品溶液体积比为 (l#))$氧化时间为 O 0# 与传统的处理废蛋白的方式相比$有效地增加了其经济

价值#
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MM类肝素是指天然的"合成的和半合成的与肝素

有类似作用的物质# 类肝素能够与数百种蛋白质相

结合$从而影响蛋白质的空间构象"寿命和生物活

性%类肝素还可以和胞外基质中的多种蛋白质相结

合$控制他们的分布"转移和信息传递# 因此$类肝

素是一种重要的信息分子$能够对主体细胞的行为

如细胞的增殖"分化"结合起调控作用$并参与外来

细胞的识别和控制过程# 舒洛地特"冠心舒等类肝

素药物因安全有效性得到患者的认同,#-

#

肝素是从猪小肠黏膜中提取的黏多糖物质$具

有显著地抗凝血和防止血栓形成的作用,( IN-

$在临

床中常作为抗凝血药物# 在利用树脂吸附法提取肝

素钠的传统工艺中$由于大量的蛋白被树脂吸附$在

树脂洗脱条件单一的情况下$造成大量类肝素残留

在废蛋白中$其中主要包括硫酸软骨素"硫酸皮肤

素"硫酸乙酰肝素和少量残留肝素$从而导致资源浪

费# 笔者提出了一种从废蛋白中提取类肝素的工

艺$并确定了其最佳的工艺条件#

#B材料与方法

#N#B材料与仪器

肝素钠标准品$!"\ UP1;$U'>'W04-143%G,245

/%.&,.92%.生产%绵羊血浆$山东苍山向明生化助剂

厂生产%eWJL^/5树脂!E%014.+ B448/%1G4.:生

产%(\)L 酶$北京东华强盛生物技术有限公司生产%

双氧水$无锡市晶科化工有限公司%乙醇等其他试

剂$均为分析纯$市售#

双层玻璃反应釜!>(#(Z型$杭州惠创仪器设备

有限公司生产%磁力搅拌油浴锅!SeI

,

型$常州澳

华仪器有限公司生产%紫外可见分光光度计!\"($

型$上海仪电分析仪器有限公司生产%手持式 GB

计!WBZIN 型$上海仪电科学仪器股份有限公司生

产%真空干燥箱!S]eIO)(# 型$上海精宏实验设备

有限公司生产#

("(#(
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#N!B实验方法

#a(a#M类肝素提取工艺

类肝素提取工艺流程如图 # 所示#

图 #M类肝素提取工艺流程

首先采用 (\)L 碱性蛋白酶进行酶解$酶解时蛋

白与水体积比约为 # l($加入 (\)L 酶的酶量为

# DP;$反应温度设置为 "!i$GB为 ^a" 左右$盐浓

度为 )aO 1%5P;左右$保温时间为 ! 0# 保温结束后

升温至 ^)i$灭酶活反应 #" 12.# 吸附阶段首先加

入 )a" DP;的eWJL^/5树脂进行吸附$吸附条件为

"^i$盐浓度为 )â 1%5P;左右$GB为 ^ 左右$吸附

时间为 ^ d#) 0# 吸附结束后$收集树脂$第 # 次洗

脱依次用 ""i GBL 的碱液洗涤 () 12.$""i盐浓

度为 )â( 1%5P;的盐水洗涤 () 12.$""i盐浓度为

Na" 1%5P;的盐水洗脱 N 0$洗脱结束后收集洗脱液$

静置冷却$再将树脂放在 ""i盐浓度为 Na" 1%5P;

的盐水进行第 ( 次洗脱$洗脱 ( 0# 洗脱结束后收集

一二次洗脱液混合进行醇沉$加入 L)c酒精进行沉

淀$沉淀 (N 0 后$将上清液倒去$将沉淀加入水溶

解$然后进行氧化步骤# 氧化步骤首先将 GB调至

##a" 左右$加入双氧水氧化$初加入时 GB会降低$

需进行补碱操作$氧化时间为 O 0 左右$氧化完成后

用亚硫酸氢钠中和多余的双氧水$然后将 GB调至

#â 左右$加入盐酸进行酸沉$酸沉之后离心取上清

液# 将 GB调至 " 左右$电导率调至 ") 1> 左右$然

后进行醇沉$电导率在 #) 1>左右$醇沉之后进行脱

水干燥$最终得到类肝素产品#

#a(a(M类肝素效价的测定方法

采用冷冻羊血浆法测定类肝素效价," IO-

# 称取

类肝素原料或量取类肝素注射液适量$按估计效价

用 )a#" 1%5P;的 $4/5溶液稀释至标准溶液

&^ UP1;'相当的效价浓度$根据绵羊血浆的半凝固

点分别吸取样品和标准品的 ! 到 " 个梯度$加 # 1;

绵羊血浆和 )a)( 1%5P;的/4/5

(

溶液 )â 1;$置于

&!\ x)a"'i水浴 # 0$记录每管凝结程度$类肝素

效价计算式为!

,S&I
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MM得到类肝素的总单位为!

7总 S,W4 &('

式中$,为类肝素效价$UP1D%I

>

为标准品 #P( 凝固

度的肝素加入体积$

%

;%!

>

为标准品溶液的浓度$

UP1;%I

1

为样品 #P( 凝固度时的样液加入体积$

%

;%@

1

为样品称取的质量$1D%I为测定样品的总

体积$1;%4为类肝素的质量$1D#

#NCB单因素实验设计

在吸附工艺中$单因素包括吸附温度"GB"盐浓

度," IO-

# 将现有车间工艺作为平衡工艺$使其中 #

个工艺参数进行改变$其他参数保持不变$从而得到

一个合理的参数范围#

#NDB类肝素提取工艺的优化

依照单因素试验结果$利用正交软件 +,82D. I

@FG,-9设计各个步骤的单因素进行正交实验#

!B结果与分析

!N#B废蛋白酶解实验

在肝素生产工艺中有酶解工艺$为了验证提取

类肝素工艺中是否还需进行酶解实验$将相同批次

的等量蛋白进行对比实验$第 # 组进行酶解反应$加

入 (\)L 酶的酶量为 # DP;$温度为 "!i$GB为 ^a"

左右$盐浓度为 )aO 1%5P;左右$保温时间为 ! 0#

保温结束后升温至 ^)i$灭酶活反应 #" 12.$编号

为 ## 第 ( 组不进行酶解反应$将该组吸附条件调

至与第 # 组一致$其他步骤反应条件也保持一致$编

号为 (# 得到的对比实验结果如表 # 所示#

表 #B废蛋白的性质实验对比

编号 效价P&U(1D

I#

'

吸光度 总质量PD 单位数PU 旋光度

# O#â )a)(( #)a)N(L O(#)#( (({

( O#a! )a)(N #)a#N^( O(()^" (#{

由表 # 可以看出$酶解与否对于最后得率"吸光

度"旋光度都没有显著的影响$考虑到工业生产成

本$对废蛋白的酶解步骤可以省略掉#

!N!B废蛋白吸附实验

(a(a#M吸附温度对类肝素得率的影响

吸附条件设定在 GB为 ^$盐浓度为 )â 1%5P;$

吸附时间为 ^ 0$考察吸附温度对类肝素得率的影

响$结果如图 ( 所示#

图 (M吸附温度对类肝素得率的影响

由图 ( 可见$当温度为 "Li时$类肝素的得率

(O(#(
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最高# 温度过低会影响树脂的吸附能力$温度过高

会破坏类肝素的稳定性$影响得率#

(a(a(M吸附 GB对类肝素得率的影响

吸附条件设定在温度为 "Li$ 盐浓度为

)â 1%5P;$吸附时间为 ^ 0$考察吸附 GB对类肝素

得率的影响$结果如图 ! 所示# 由图 ! 可以看出$

GB为 ^a" 时$类肝素得率最高#

图 !M吸附 GB对类肝素得率的影响

(a(a!M吸附盐浓度对类肝素得率的影响

吸附条件设定在温度为 "Li$GB为 ^a"$吸附

时间为 ^ 0$考察吸附盐浓度对类肝素得率的影响$

结果如图 N 所示# 由图 N 可以看出$盐浓度为

)a\ 1%5P;时$类肝素得率最高#

图 NM吸附盐浓度对类肝素得率的影响

(a(aNM正交实验优化吸附工艺结果

依据单因素试验结果$利用 +,82D.I@FG,-9软件

对废蛋白吸附工艺的温度"盐浓度"GB进行因素

Z%FIZ,.0.R,.设计# 产生 #\ 个试验$试验因素水

平如表 ( 所示$结果如表 ! 所示#

表 !B正交试验因素水平表

水平 温度&J'Pi 盐浓度&Z'P&1%5(;

I#

'

GB&/'

# N" )aO \a"

( "" )â ^a"

! O" # #)

从表 !中可看出$选用的废蛋白中提取类肝素总

单位数回归模型具有高度的显著性&;v)a))) #'#

失拟项在
"

)̀a)" 水平上不显著&; )̀a)") # u

)a)"'$其校正决定系数为 )aLL! )$表明此模型可解

释 LLa!)c响应值的变化$仅有 )a\)c的总变异不

能由此模型进行解释# 复相关系数为 )aL^! L$说明

该模型拟合程度良好$试验误差小# 同时从 F值和

;值可以看出$温度对提取效果的影响显著&;v

)a)#'#

表 CB响应面分析结果

平方和 自由度 均方 F值 ;值

*%+,5 OaO!O@s))^ L \a!\N@s))\ #)LaLO v)a)))#

温度&J' NaO(#@s))O # NaO(#@s))O O#âL v)a)))#

盐浓度&Z' !!(#a#! # !!(#a#! NaL"!@I

))!

)aLN"L

GB&/' #a!L\@s))" # #a!L\@s))" )a(# )aOO()

JZ LaN(^@s))" # LaN(^@s))" #aN# )a(\NN

J/ !a(O)@s))" # !a(O)@s))" )aNL )a")^#

Z/ #a((L@s))O # #a((L@s))O #â! )a(#\L

J

(

"a)L!@s))^ # "a)L!@s))^ \"LaN\ v)a)))#

Z

(

"aO^)@s))\ # "aO^)@s))\ ^Na\) v)a)))#

/

(

Na"#)@s))\ # Na"#)@s))\ O\a(" v)a)))#

残差 NaOLN@s))O \ Oa\)O@s))" M M

失拟项 !aL)N@s))O ! #a!)#@s))O Oa"L )a)")#

误差项 \aL)N@s))" N #aL\O@s))" M M

总和 OaO^!@s))^ #O M M M

MM注!8 )̀aLL! )$8

(

4+Q

)̀aL^! L#

(a(a"M正交实验优化工艺参数的试验验证

利用构建的类肝素总单位数回归模型进行模拟

得到不同的最优工艺路线$不同工艺路线模拟值与

真实值比较结果如表 N 所示#

表 DB响应参数值与真实实验值的关系

编号
温度P

i

GB

盐浓度P

&1%5(;

I#

'

总单位数PU

预测值实际值

# "" ^a\( )â !(NO#( !("!#(

( O" \a\ )aO !)^\N) !)^^#(

! O" \a" )a\ !)^N\) !)^")#

N N" \a" )aO !)^!"( !)^N)L

相关性 M M M

8

(

)̀aLL^)

M

从表 N 可以看出$在优化条件下$类肝素总单位

数的预测值与实际值具有很好的相关性$可利用上

述模型对实际吸附过程进行预测和控制# 类肝素吸

附工艺经过优化实验后$最佳工艺参数最后确定为!

温度为 ""i$盐浓度为 )â 1%5P;$GB为 ^a\(#

!NCB粗品类肝素的氧化提纯

废蛋白经过吸附后$再经过脱附"醇沉步骤后$

(\(#(
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可以得到类肝素粗品$但由于杂质很多$效价很低$

旋光度"吸光度都达不到质量要求$因而需要进行氧

化提纯#

(a!a#M双氧水的量对类肝素得率的影响

将类肝素粗品按照质量比为 #l#" 用水进行溶

解$GB调至 ##a"$均分为 O 份$加入不同量的双氧

水进行氧化$分别是体积比 #l#))"(l#))"!l#))"Nl

#))""l#))"Ol#))$对应为 O 组# 氧化时间为 O 0$氧

化结束后将 GB调至 \$加入亚硫酸氢钠除去多余的

双氧水$之后将 GB调至 #â$进行酸沉$离心除去固

体$取上清液$进行醇沉# 醇沉终点控制在电导率为

#) 1>左右$醇沉时间为 #( 0$结束后将固体烘干$

得到类肝素产品# 结果如图 " 所示#

图 "M双氧水的量对类肝素得率的影响

从图 " 可以看出$双氧水浓度过低"过高都会导

致类肝素得率下降# 这是因为过低时$杂质没有完

全氧化$影响到效价%而过高时$双氧水会破坏类肝

素分子# 当双氧水体积比为 (l#)) 时$类肝素得率

最高#

(a!a(M氧化时间对类肝素得率的影响

实验条件同 (a!a# 中一样$当双氧水体积比为

(l#)) 时$氧化时间&("N"O"#)"#""(N 0'对类肝素

得率的影响如图 O 所示#

从图 O 可以看出$氧化时间为 O 0 时$类肝素得

率最高# 类肝素得率不会随着氧化时间的增加而提

升$这是因为类肝素存在的形式是与其他物质结合

在一起$时间越久$解离率越高$有效成分被氧化的

越多$得率越低#

图 OM氧化时间对类肝素得率的影响

因此$在提取类肝素的工艺中$最佳氧化条件为

加入双氧水量的体积比为 (l#))$氧化时间为 O 0#

CB结论

提出了从肝素提取过程中产生的副产物废蛋白

里提取类肝素的工艺$通过单因素试验与正交试验

优化确定了吸附工艺的最佳条件!温度为 ""i$盐

浓度为 )â 1%5P;$GB为 ^a\(# 氧化工艺最佳条件

为!加入双氧水的量的体积比为 (l#))$氧化时间为

O 0# 该工艺使废蛋白变为类肝素$对现有的肝素企

业也有很好的参考价值#
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科思创与M)()*3+6携手研发生物基热塑性聚氨酯

MM()#" 年 L 月 (L 日消息$科思创已与E,&,-+24达成协

议$双方将共同研发并推广生物基热塑性聚氨酯&=WU'#

科思创将在其 S,81%G4.

=*品牌生物基热塑性聚氨酯生

产中使用E,&,-+24公司的生物基丁二酸=*

$进而满足制

鞋行业和消费性电子产品等行业的需要#

生物基丁二酸=*采用 E,&,-+24公司的低 GB酵母科

技$于 ()#( 年投入商业规模生产# 利用该产品$科思创

将把其位于台湾生产工厂的生物基热塑性聚氨酯生产

提升至工业规模# 目前$生物基 S,81%G4.

=*产品可适用

于多个硬度级别$比如邵氏硬度 Ĵ"度"JL"度和SO)度#

E,&,-+24进行的一项模拟测验显示$与使用化石燃

料产品相比$使用生物基热塑性聚氨酯可减少高达 O"c

的碳排放量# 不同硬度条件下$S,81%G4.

=*品牌生物基

热塑性聚氨酯的质量分数分别为 O"c &邵氏硬度

Ĵ" 度'""(c &邵氏硬度 JL" 度'和 N(c &邵氏硬度

SO) 度'# !王丽华$

(^(#(


