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摘要!提出了一种新的肝素钠酶解工艺"利用 '9(? 碱性蛋白酶和胰蛋白酶组合而成的复合酶催化酶解肝素钠# 以肝素总

单位数为评价指标"通过单因素实验和正交设计实验得到了复合酶酶解工艺的最佳工艺参数!'9(? 碱性蛋白酶和胰蛋白酶的

酶量比以 'v)的比例组合"温度为 "@i"盐浓度为 (;9@ 0*3U\"LY为 ?"总酶量为 (;! IU\"反应时间为 ' /# 与现有单一蛋白酶

酶解工艺相比"肝素得率提高了 <>"肝素粗品吸光度明显降低"肝素质量得到提高# 复合酶酶解肝素钠的新工艺为实际车间

生产提供了重要的参考#
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DD肝素钠是一种临床常用的抗凝血药物"是主要

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0)1

# 酶解提取法是国

内常用的猪小肠黏膜肝素提取方法"其主要工艺是

在碱性环境下"酶将小肠黏膜中的蛋白质酶解"使肝

素从肝素蛋白复合物中分离出来"然后用强碱性阴

离子交换树脂从提取液中将肝素阴离子吸附"再使

用一定浓度的盐水溶液将肝素阴离子洗脱下来"经

乙醇沉淀)干燥后即可得到肝素粗品0' C!1

# 目前肝

素钠的酶解工艺都是采用单一碱性蛋白酶进行酶

解0: C"1

"如 '9(? 蛋白酶)胰蛋白酶等# '9(? 蛋白酶

催化部位为由丝氨酸的羧基参与形成的肽键"而胰

蛋白酶只断裂赖氨酸或精氨酸的羧基参与形成的肽

键"采用单一碱性蛋白酶酶解的缺点是作用专一性"

催化部位单一"肝素钠的酶解程度有一定的限度#

为了充分解离杂质蛋白"提高肝素钠酶解效率和肝

素粗品得率"笔者提出了一种采用 '9(? 碱性蛋白酶

与胰蛋白酶复合酶解的新工艺"确定了复合酶酶解

肝素钠的最佳工艺条件"并与现有单一蛋白酶酶解

工艺进行了比较#

#?材料与方法

#@#?材料与仪器

肝素钠标准品!!"9 Ù0\" ;̀T&F/$%0$2*L,1$3

.*-J,-71*-$绵羊血浆!山东苍山向明生化助剂厂生

产$]FE?@.3树脂!c*/0$-+ Y$$6.*0L$-8生产$乙

醇等其他试剂!均为市售分析纯#

双层玻璃反应釜!T')'G型"杭州惠创仪器设备

有限公司生产$磁力搅拌油浴锅!X]C

-

型"常州澳

华仪器有限公司生产$紫外可见分光光度计!9"'[

型"上海仪电分析仪器有限公司生产$手持式 LY

计!FYGC: 型"上海仪电科学仪器股份有限公司生

产$真空干燥箱!Xo]C<(') 型"上海精宏实验设备

有限公司生产#

#@!?实验方法

);';)D粗品肝素的生产工艺流程

粗品肝素的生产工艺流程如图 ) 所示"其中酶

解是提取肝素的第一步"大多数厂家直接采用单一

碱性蛋白酶进行酶解反应# 笔者提出的肝素钠酶解

新工艺采用由 '9(? 碱性蛋白酶和胰蛋白酶 ' 种酶

*@?*
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组合而成的复合酶进行酶解反应# 将酶解液的 LY

调节为 ?"在 <(i下采用]FE?@.3树脂吸附 @ /# 吸

附结束后"收集树脂"依次用 ""i LY? 的碱液洗脱

'( 01-" ""i盐浓度为 (;@' 0*3U\的盐水洗脱

'( 01-"""i盐浓度为 :;" 0*3U\的盐水洗脱 : /"洗

脱结束后收集洗脱液"静置冷却# 将上述洗脱液用

酒精度 :" 的酒精进行沉淀"为防止在干燥过程中少

量的效价损失"将沉淀得到的固体产品置于真空干

燥箱中干燥"即得粗品肝素#

酶解
(

吸附
(

洗脱
(

沉淀
(

过滤"干燥
(

粗肝素

图 )D粗品肝素的生产工艺流程

);';'D肝素效价的测定方法

采用冷冻羊血浆法测定其效价0< C91

# 称取肝素

钠原料或量取肝素钠注射液适量"按估计效价用

(;)" 0*3U\的[$.3溶液稀释至标准溶液'@ Ù0\(

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 ! j" 个梯度"加 ) 0\绵羊血浆

和 (;(' 0*3U\的 .$.3

'

溶液 (;@ 0\"置于 '!9 s

("(i水浴 ) /"记录每管凝结程度"肝素钠效价计

算式为!

8V'U

T

=UWP

T

(U'U

0

=H

0

( ')(

式中"8为肝素钠效价" Ù0I$U

T

为标准品 )U' 凝固

度的肝素加入体积"

'

\$P

T

为标准品溶液的浓度"

Ù0\$U

0

为样品 )U' 凝固度时的样液加入体积"

'

\$H

0

为样品称取的重量"0I$U为测定样品的总

体积"0\$8为肝素钠效价" Ù0I$+为肝素钠的质

量"0I#

得到肝素的总单位为!

2总 V8W& ''(

#@A?单因素实验设计

在酶解整个工艺中"单因素包括酶解温度)LY)

盐浓度)复合酶比例0@ C?1

# 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#

#@$?复合酶酶解工艺的优化

依照单因素试验结果"利用正交软件对温度)盐

浓度)LY进行三因素正交实验#

!?结果与分析

!@#?碱性蛋白酶单因素实验

';);)D温度对粗品肝素得率的影响

在盐浓度为 (;@ 0*3U\"反应时间为 ' /"LY为

@;""'9(? 酶与胰蛋白酶总量为 (;! IU\"酶量比例

为 )v)的酶解条件下"考察温度对粗品肝素得率的

影响"结果如图 ' 所示# 由图 ' 可以看出"总单位数

随着温度的升高呈先上升后下降的趋势"在 "9i时

得率最高# 温度过低"酶活性下降# 温度过高"破坏

肝素分子结构"使得部分肝素严重失活"得率下降#

图 'D温度对肝素得率的影响

';);'D盐浓度对粗品肝素得率的影响

在温度为 "9i"反应时间为 ' /"LY为 @;""

'9(? 酶与胰蛋白酶总量为 (;! IU\"酶量比例为 )v)

的酶解条件下"考察盐浓度对粗品肝素得率的影响"

结果如图 ! 所示# 由图 ! 可以看出"总单位数随着

盐浓度的升高呈先上升后下降的趋势"在盐浓度为

(;9? 0*3U\时"得率最高#

图 !D盐浓度对肝素得率的影响

';);!DLY对粗品肝素得率的影响

在温度为 "9i"反应时间为 ' /"盐浓度为

(;9? 0*3U\"'9(? 酶与胰蛋白酶总量为 (;! IU\"酶

量比例为 )v)的酶解条件下"考察 LY对粗品肝素得

率的影响"结果如图 : 所示# 由图 : 可以看出"LY

为 ? 时"肝素得率最高#

图 :DLY对肝素得率的影响

';);:D酶比例对粗品肝素得率的影响

在温度为 "9i"反应时间为 ' /"LY为 ?"盐浓度

为 (;9? 0*3U\"'9(?酶与胰蛋白酶总量为 (;! IU\酶

*??*
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解条件下"考察 ' 种酶酶量组成比例对粗品肝素得

率的影响"结果如图 " 所示# 由图 " 可以看出"当

'9(? 酶与胰蛋白酶酶量比例为 'v)时"肝素总单位

即得率达到最高值#

图 "D酶比例对肝素得率的影响

!@!?正交实验优化酶解工艺结果

依据单因素试验结果"利用 +,61I-CZQL,%7软件

对复合酶酶解工艺的温度)盐浓度)LY进行因素

G*QCG,-/-O,-设计# 产生 )9 个试验"试验因素水

平如表 ) 所示"结果如表 ' 所示#

表 #?正交试验因素水平表

水平 温度'E(Ui 盐浓度'G(U0*3U\ LY'.(

) "" (;99 @;"

' <( (;@( ?;(

! <" (;@' ?;"

表 !?响应面分析结果

c̀ [

温度'E(U

i

盐浓

度'G(U

0*3U\

LY'.(

总单

位数U

`

显著性

#*+,3 ';(?(Zp((< ? ';!''Zp((" "";<: k(;((()

温度'E( 9:@@:;"( ) 9:@@:;"( )9;?: (;((!?

盐浓度'G( );()<Zp((< ) );()<Zp((< ':!;:< k(;((()

LY'.( "@<"!;)' ) "@<"!;)' ):;(" (;((9'

EG @?!(;'" ) @?!(;'" ';): (;)@<?

E. )"((<;'" ) )"((<;'" !;<( (;(??@

G. )!<?;(( ) )!<?;(( (;!! (;"@:9

E

'

!;@@'Zp((" ) !;@@'Zp((" ?!;(! k(;((()

G

'

);"@<Zp((" ) );"@<Zp((" !@;() (;((("

.

'

!;9:?Zp((" ) !;9:?Zp((" @?;@: k(;((()

残差 '?')!;(" 9 :)9!;'? D D

失拟项 '9@?@;'" ! ?'??;:' '@;'? (;<)'"

误差项 )!):;@( : !'@;9( D D

总和 ';))?Zp((< )< D D D

DD注!Jf(;??! )"J

$+H

'

f(;?@< "#

从表 ' 中可看出"选用的酶解液总单位数回归

模型具有高度的显著性'4k(;((( )(#

失拟项在
!

f(;("水平上不显著'4f(;<)' " r

(;("("其校正决定系数为 (;??! )"表明此模型可解

释 ??;!)>响应值的变化"仅有 (;<?>的总变异不

能由此模型进行解释# 复相关系数为 (;?@< ""说明

该模型拟合程度良好"试验误差小# 同时从 1值和

4值可以看出"温度)盐浓度)LY! 因素对酶解效果

的影响均显著'4k(;()(#

!@A?正交实验优化工艺参数的试验验证

利用 ';' 节构建的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 ! 所示#

表 A?响应参数值与真实实验值的关系

编号 温度Ui LY

盐浓度U

'0*3*\

C)

(

总单位数 Ù

预测值 实际值

) "< @;? (;9@ !:)?9 !:())

' <( ?;( (;99 !:)?< !:(')

! "@ ?;( (;9@ !:'!? !:)?@

相关性 D D D

J

'

f(;??99

D

由表 ! 可以看出"在优化条件下"酶解总单位数

的预测值与实际值有很好的相关性"可利用上述模

型对实际酶解过程进行预测和控制# 碱性复合蛋白

酶酶解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 (;9@ 0*3U\"LY为 ?"

酶量为 (;! IU\"酶的酶量比例''9(? 蛋白酶v胰蛋

白酶(为 'v)"反应时间为 ' /#

优化后的新的肝素工艺与现有的肝素工艺通过

实验进行验证比较"采用等量相同浓度的黏膜液进

行肝素提取反应"结果如表 : 所示#

表 $?不同工艺条件下肝素提取结果

总单位数 Ù 吸光度

现有工艺 !<9@9 );@))

优化工艺 !@?@9 );)('

从表 : 中可以看出"复合酶催化酶解肝素钠的

效果明显优于现有单一酶酶解工艺"肝素得率提高

约 <>"且吸光度下降明显"产品质量得到了提升#

A?结论

首次提出了一种新的肝素钠酶解工艺"由 '9(?

碱性蛋白酶和胰蛋白酶的酶量以 'v)的比例组合的

DDDD !下转第 )(' 页#
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再用其对二次纳米自组装E3

'

W

!

进行均匀浸渍# 在

)((i下烘干":((i焙烧"即得反向胶束大孔纳米自

组装催化剂#

);';'D正向胶束法

向含 (;) j";( 0*3钼)(;(" j);" 0*3U\镍的

钼镍磷活性金属溶液中加入共浸剂'吐温C@(("得

到活性金属质量分数为 !">的正向胶束浸渍液#

以其对二次纳米自组装 E3

'

W

!

进行饱和均匀浸渍"

在 )((i下烘干":((i焙烧"即得正向胶束大孔纳

米自组装催化剂#

#@A?催化材料的表征与评价

);!;)D催化材料的物性与VcX表征

利用美国麦克公司生产的 ETEF':(" 型吸附

仪"采用低温 [

'

物理吸附法分析催化剂的比表面

积)孔容#

利用日本理学生产的XU'"(( 型V光射线衍射

仪作为仪器进行分析"具体参数为!铜靶$光源波长

为 );": -0$管工作电压为 :( O_$管电流为 @( 0E$

扫描范围为 )( j9(u#

);!;'D催化材料的Y

'

CAFc表征

利用美国 #12%*0,%17126公司生产的 E57*./,0

'?)( 型全自动化学吸附分析仪进行分析"采用微量

的催化剂样品"在室温至 ?((i之间对其进行测定"

表征了其还原性质#

#@$?催化材料的活性评价

活性评价在固定床渣油微型反应器中进行"催

化材料用量为 '( 0\'按其体积计(# 进行加氢反应

前用质量分数为 '>的硫化油进行预硫化"在 '!(i

下将催化材料预硫化! /"在!:(i预硫化" /$反应时

温度为 !?(i"压力为 ):;( #F$"空速为 (;': /

C)

"氢

油比为 @((v)"原料油采用 ]̀c生成油"原料油的基

本性质如表 ) 所示#

表 #?原料油的性质

项目
残炭U

>

碱性氮U

'

'

I*

I

C)

(

总硫U

'

'

I*

I

C)

(

饱和份

质量分

数U>

芳香份

质量分

数U>

胶质量

分数U

>

沥青质

质量分

数U>

数据 :;9@ '))( "!(( "(;?( !;(9 !;(9 (;'9

!?结果与讨论

!@#?纳米自组装催化剂活性金属分散参数%EC<&

使用不同的共浸剂"催化剂中的活性金属在载

体上会有不同分散方式"相应地"催化剂相对于载体

会表现出不同的比表面积变化# 活性金属分散参数

'6=5(的定义是催化剂的比表面积与载体的比表面

积乘以载体在催化剂中的质量分数所得积之比0)1

"

用其来表征催化剂中活性金属在载体孔道中的分散

状况# 活性金属分散参数'6=5(与一般意义的分散

度不同# 分散度是指催化剂中暴露在表面的组分占

全部负载组分的比0'1

"当活性金属的聚集程度发生

变化时"其分散度也会发生变化$当活性金属的分散

度达到最大时"说明其为单层分散# 此外"[TE与

分散度的灵敏度也有差别# 当活性金属质量分数较

少时"其分散状况发生改变时催化剂的比表面积变

化不太明显"此时用分散度表示更为准确$但当活性

金属质量分数较高时"分散度和 6=5均能表现出活

性金属的分散状况变化# 为了更好地分析纳米自组

装催化剂活性金属的分散情况"以 6=5来表征催化

剂活性金属的分散"估算活性金属在载体表面是呈

单层分散还是有聚集现象发生

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%
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复合酶进行酶解反应# 通过单因素试验与正交试验

优化"确定了复合酶酶解的最优工艺条件"即温度为

"@i"盐浓度为 (;9@ 0*3U\" LY 为 ?" 酶量为

(;! IU\"反应时间为 ' /# 新的复合酶解工艺与现

有的单一酶解工艺相比"肝素得率)产品质量均得到

提高"对实际生产工艺有很好的参考价值#

参考文献

0)1 李红心&精品肝素钠的制备及效价分析0g1&陕西科技大学学

报!自然科学版"'((<"'!'"(!!' C!:&

0'1 陈自然&从猪小肠粘膜中提取肝素钠的生产技术改进0g1&川北

教育学院学报"'((:"))')(!"" C"9&

0!1 徐俊涛&酶解法制备肝素钠关键工艺技术研究0X1&郑州!河南

农业大学"'()'&

0:1 海文英"万端极"吴正奇"等&酶法结合膜技术制备高效价肝素钠

的工艺研究0g1&科学技术与工程"'()!"'))(!!(<? C!(9'&

0"1 海文英&酶法结合膜技术制备精品肝素钠的工艺研究0X1&湖

北!湖北工业大学"'()'&

0<1 孟长虹"陆益红&肝素钠及其制剂效价测定方法的改进0g1&中

国生化药物杂志"'((@"'?'"(!!!9 C!!?&

091 方井晋&肝素钠有关物质检测方法学研究及效价的快速测定

0X1&浙江!浙江大学"'()'&

0@1 游永豪"温爱玲&几种单因素实验设计在体育科学中的应用研究

0g1&体育科技"'():"')(!9) C9!&

0?1 徐俊涛"王玉芬"谢华"等&粗品肝素钠精制工艺优化研究0g1&

食品与机械"'()'"':(!'(< C'(@&

!

*'()*




