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摘要!为了提高硫酸软骨素的品质!采用
P1K+

A

试剂对硫酸

软骨素提取液进行脱蛋白处理!通过单因素试验和正交试验

对脱蛋白工艺进行优化!得到最佳条件为&氯仿与异戊醇体

积比
!

%

#

!

P1K+

A

试剂用量为硫酸软骨素提取液体积的
#

$

!

!

处理时间
!:*,2

!处理次数
<

#各因素对脱蛋白效果影响大

小依次为氯仿异戊醇比例
#

处理时间
#

处理次数
#

P1K+

A

试剂用量#在该最佳条件下!硫酸软骨素保留率为
597'5?

!

脱蛋白率
:!7#:?

#经
#'"

"

<:"2*

紫外扫描!未见
!5"2*

处蛋白质特征吸收峰%经红外光谱分析!硫酸软骨的构型未

发生变化!说明该方法稳定可靠!适合于工业化硫酸软骨素

的脱蛋白#

关键词!

P1K+

A

试剂%硫酸软骨素%脱蛋白%红外光谱
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硫酸软骨素广泛存在于动物组织中$是组成软骨+肌腱+

血管壁等器官所必需的黏性蛋白多糖)

#

*

%硫酸软骨素由重

复单位的葡萄糖醛酸和乙酰半乳糖胺二聚体与蛋白质核心

相连形成糖蛋白)

!

*

$具有增加骨密度)

<

*

+促进神经细胞分裂

与发育)

;

*

+消炎)

:

*与免疫)

$

*等功能$已广泛应用于医药和保

健食品等领域%硫酸软骨素可作为食品添加剂成分$也可在

临床上应用于关节炎的治疗)

9Q5

*

%

硫酸软骨素按葡萄糖醛酸和乙酰半乳糖胺的羟基硫酸

化程度分为
U

+

X

+

Z

+

(

等不同构型%其中$

U

型与
X

型硫酸

软骨素由于硫酸化程度低+活性高而受到广泛欢迎%硫酸软

骨素的多聚糖与蛋白质共价连接$工业上制备高纯度硫酸软

骨素的关键技术是在保持其天然构型的基础上尽量去除蛋

白质%多糖类物质中蛋白质去除常采用
P1K+

A

法和三氯乙

酸!

GH,8E-/H/+81G,8+8,L

$

DXU

#法等)

'Q#"

*

%其中$

DXU

法沉淀

蛋白质效果好$但该试剂会造成多糖降解且溶于水$在最终

产品中的残留难以去除)

##

*

(常规的
P1K+

A

法去除效率较

低)

#!Q#<

*

$但其去除效率仍可达
5:?

)

#;

*

$且该方法条件温和$

是脱蛋白的经典方法)

#:

*

%目前$在生产上大都采用稀碱+蛋

白酶+等电点沉淀等方法对原料进行处理$去除蛋白效果不

;5#



佳$最终产品的纯度通常在
'<?

以下%中国是硫酸软骨的生

产和出口大国$占全球产量的
5"?

)

:

*

$但国内纯化工艺水平

较低$目前也未见
P1K+

A

法去除硫酸软骨素中蛋白质的相关

报道%因此$本试验拟以硫酸软骨素提取液为原料$采用在

常温下水溶性低的
P1K+

A

试剂!氯仿和异戊醇#进行脱蛋白

处理$考察硫酸软骨素保留率与脱蛋白率$以期为硫酸软骨

素的生产工艺改进提供依据%

#

!

材料与方法
#7#

!

主要材料

#7#7#

!

试验原料

硫酸软骨素提取液"硫酸软骨素含量为
"7"$5*

A

'

*B

$

湖南伍星生物科技有限公司%

#7#7!

!

试剂与仪器

硫酸软骨素
U

标准品"生物试剂!

R̀

级#$美国
P,

A

*+

公司(

间苯三酚"分析纯$美国
P,

A

*+

公司(

&̀ H

"光谱纯$天津金贝尔科技有限公司(

其他试剂均为国产分析纯(

紫外扫描分光光度计"

C=*,2,)#!;"

型$日本岛津公司(

aD)bR

光谱仪"

%,8/-1G,P:"

型$美国热电公司(

冷冻离心机"

B:<"

型$湖南湘仪实验仪器有限公司(

电子分析天平"

UCT#!"

型$日本岛津公司(

空气恒温振荡器"

Vhg)X

型$北京东联仪器公司%

#7!

!

试验方法

#7!7#

!

硫酸软骨素制备流程

牛软骨
'

弱碱煮沸
'

冷却
'

粗过滤
'

蛋白酶水解
'

离

心
'

超滤
'

等电点沉淀
'

双氧水氧化
'

阴离子交换树脂纯

化
'

硫酸软骨素提取液

#7!7!

!

蛋白质含量与硫酸软骨素含量测定

!

#

#蛋白质含量测定"采用微量考马斯亮蓝法)

#$

*

%取

#7$*B

待测样品溶液$加入
"7;*B

考马斯亮兰
c!:"

溶液$

摇匀后静置
!*,2

$测定
$

:':

%以
!"

"

#""

&

A

的牛血清蛋白

为样品采用相同方法绘制标准曲线%

!

!

#硫酸软骨素含量测定"参照高华等)

#9

*的方法$在具

塞试管中加入
"7;*B

待测样品溶液$加入
<*B

间苯三酚溶

液$沸水浴
<"*,2

$测定
$

::5

%间苯三酚溶液配方"取
<"*B

冰醋酸+

;"*B

盐酸与
#"*B:"*

A

'

*B

的间苯三酚乙醇溶

液混合%以
"

"

#$

&

A

硫酸软骨素标准品为样品采用相同方

法绘制标准曲线%

#7!7<

!

硫酸软骨素脱蛋白
!

参照张雅利等)

#!

*的方法$采用

一定比例的氯仿异戊醇混合溶液作为
P1K+

A

脱蛋白试剂%

脱蛋白率与硫酸软骨素保留率按式!

#

#和!

!

#计算"

F
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$
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$
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$

#

W

#""?
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#

#

@
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M

!

M

#

W

#""?
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!

#

式中"

F

&&&脱蛋白率$

?

(

$

#

&&&脱蛋白前溶液中蛋白质含量$

&

A

'

*B

(

$

!

&&&脱蛋白后溶液中蛋白质含量$

&

A

'

*B

(

@

&&&硫酸软骨素保留率$

?

(

M

#

&&&脱蛋白前溶液中硫酸软骨素含量$

&

A

'

*B

(

M

!

&&&脱蛋白后溶液中硫酸软骨素含量$

&

A

'

*B

%

#7!7;

!

紫外扫描检测硫酸软骨素
!

参照
XE12

等)

#5

*的方法$

取硫酸软骨素溶液
#*B

$加入蒸馏水
!*B

$混匀后于波长

#'"

"

<:"2*

范围扫描$检测
!5"2*

处是否有蛋白质吸收峰%

#7!7:

!

红外光谱!

aDbR

#检测硫酸软骨素
!

醇沉硫酸软骨素

提取液$制备无水硫酸软骨素成品)

#'Q!"

*

"取
!""*B

硫酸软

骨素提取液$加入无水酒精使酒精体积分数达到
9:?

$搅拌

!*,2

$静置
#:*,2

后$再搅拌
!*,2

$然后静置
!E

$去掉酒

精$保留含絮状沉淀的溶液%往沉淀中加入无水酒精$使酒

精体积分数达到
'"?

$搅拌
! *,2

$静置
#: *,2

后$搅拌

!*,2

$静置
!E

%静置期间每隔
"7:E

测定酒精体积分数$当

其值低于
'"?

时$加入无水酒精至酒精体积分数达到
'"?

%

然后
:"""H

'

*,2

离心
#"*,2

$沉淀物于
55@

干燥
<7:E

$密

封包装备用%

硫酸软骨素的红外光谱检测"参照
O+2

A

等)

!#

*的方法$

将无水硫酸软骨素与
&̀ H

按质量比
#

%

#""

均匀混合$研磨

成粉末$粉末置于
!"SW+

压力压片$透射法检测$发射波长

;""

"

;"""8*

Q#

$分辨率
;8*

Q#

$扫描数
<!

%

#7!7$

!

单因素试验

!

#

#氯仿与异戊醇体积比"在
:

个锥形瓶中各加入

#:*B

的硫酸软骨素提取液$固定
P1K+

A

试剂用量
#

'

<

倍硫

酸软骨素提取液体积+处理时间
!"*,2

+处理次数
#

$分别在

氯仿与异戊醇体积比为
!

%

#

$

<

%

#

$

;

%

#

$

:

%

#

$

$

%

#

的条件

下$测定上相溶液的蛋白质和硫酸软骨素含量$计算脱蛋白

率和硫酸软骨素保留率%

!

!

#

P1K+

A

试剂用量"在
:

个锥形瓶中各加入
#:*B

硫

酸软骨素提取液$固定氯仿与异戊醇体积比
<

%

#

+处理时间

!"*,2

+处理次数
#

$分别在
P1K+

A

试剂用量
#

$

#

'

<

$

#

'

;

$

#

'

:

$

#

'

$

倍硫酸软骨素提取液体积条件下$测定上相溶液的蛋白

质和硫酸软骨素含量$计算脱蛋白率和硫酸软骨素保留率%

!

<

#处理时间"在
:

个锥形瓶中各加入
#:*B

硫酸软骨

素提取液$固定氯仿与异戊醇体积比
<

%

#

+

P1K+

A

试剂用量

#

'

<

倍硫酸软骨素提取液体积+处理次数
#

$分别在处理时间

#:

$

!"

$

!:

$

<"

$

<:*,2

条件下$测定上相溶液的蛋白质和硫酸

软骨素含量$计算脱蛋白率和硫酸软骨素保留率%

!

;

#处理次数"在锥形瓶中加入
#:*B

硫酸软骨素提取

液$固定氯仿与异戊醇体积比
<

%

#

+

P1K+

A

试剂用量
#

'

<

倍

硫酸软骨素提取液体积+处理时间
!"*,2

$以上试验分别做

#

$

!

$

<

$

;

$

:

次$测定上相溶液的蛋白质和硫酸软骨素含量$计

算脱蛋白率和硫酸软骨素保留率%

#7!79

!

正交试验
!

通过单因素试验$选取
P1K+

A

试剂中氯仿

与异戊醇体积比+

P1K+

A

试剂用量+处理时间+处理次数为考

察因素$以硫酸软骨素脱蛋白率和硫酸软骨素损失率为考察

指标$设计
;

因素
<

水平正交试验$采用综合加权法评分优

选工艺条件$设脱蛋白率和硫酸软骨素保留率
!

项指标各占

"7:

权重$然后以最佳条件进行验证%

:5#

开发应用
!

!"#9

年第
9

期



#7<

!

数据处理

数据采用
*1+2e PZ

!

([<

#表示$采用
PWPP#'7"

的

单向方差分析进行差异比较!

W

$

"7":

#!

BPZ

法#$以小写字

母标注显著性差异%

!

!

结果与分析
!7#

!

蛋白质及硫酸软骨素含量标准曲线方程

!7#7#

!

蛋白质标准曲线
!

以牛血清蛋白浓度
T

!

&

A

'

*B

#为

横坐标$吸光度为纵坐标$绘制蛋白质标准曲线见图
#

$得到

蛋白质含量测定的回归方程为"

+

["7"";!TQ"7""#<

$相关

系数
P

!

["7''$!

%

图
#

!

蛋白质标准曲线

a,

A

4H1#

!

PG+2L+HL84HK1/J

M

H/G1,2

!7#7!

!

硫酸软骨素标准曲线
!

以硫酸软骨素浓度
T

!

&

A

'

*B

#

为横坐标$吸光度为纵坐标$绘制硫酸软骨素标准曲线见

图
!

$得到硫酸软骨素含量测定的回归方程为"

+

["7"<$9T\

"7""$<

$相关系数
P

!

["7''$'

%

图
!

!

硫酸软骨素标准曲线

a,

A

4H1!

!

PG+2L+HL84HK1/J8E/2LH/,G,264-J+G1

!7!

!

单因素试验结果分析

!7!7#

!

氯仿与异戊醇体积比对硫酸软骨素脱蛋白的影响

由图
<

可知$氯仿与异戊醇体积比为
<

%

#

时$硫酸软骨

素保留率最高$为
5"7$:?

$而此时脱蛋白率仍达到
;"7;$?

$

但随着氯仿比例的上升$脱蛋白的效果急剧变差$氯仿与异

戊醇体积比为
;

%

#

时$脱蛋白率仅为
!;7;;?

%可能是分离

时振荡频率较高$异戊醇用量少会产生泡沫影响了蛋白质变

性效果%氯仿与异戊醇体积比为
:

%

#

和
$

%

#

时$脱蛋白率

却略有上升$但与
;

%

#

时相比均无显著差异%因此采用氯

仿与异戊醇体积比为
<

%

#

%

!7!7!

!

P1K+

A

试剂用量对硫酸软骨素脱蛋白的影响
!

由图
;

可知$

P1K+

A

试剂用量逐渐减少$硫酸软骨素保留率逐渐上

升$但脱蛋白的效果变差%

P1K+

A

试剂用量较大时$脱蛋白效

果较好$但可能会使共价连接的蛋白质变性$造成硫酸软骨

不同字母表示差异显著!

W

$

"7":

#

图
<

!

氯仿与异戊醇体积比对硫酸软骨素脱蛋白的影响

a,

A

4H1<

!

(JJ18G/JL,JJ1H12GH+G,/6/J8E-/H/J/H*G/

,6/+*

I

-+-8/E/-/2L1

M

H/G1,2,N+G,/2

不同字母表示差异显著!

W

$

"7":

#

图
;

!

P1K+

A

试剂用量对硫酸软骨素脱蛋白的影响

a,

A

4H1;

!

(JJ18G/JL,JJ1H12G+*/42G6/JP1K+

A

H1+

A

12G

/2L1

M

H/G1,2,N+G,/2

素保留率下降%因此采用的
P1K+

A

试剂用量为硫酸软骨素

提取液体积的
#

'

<

%

!7!7<

!

处理时间对硫酸软骨素脱蛋白的影响
!

由图
:

可知$

处理时间越长$脱蛋白越彻底$但硫酸软骨素的保留率越低$

可能是处理时间延长时蛋白质变性形成的胶絮状物与蛋白

多聚糖共沉淀$硫酸软骨素保留率下降)

#!

*

%当处理时间大

于
!:*,2

时$随着处理时间的延长$硫酸软骨素保留率显著

下降$而其脱蛋白率差异不显著%因此处理时间采用

!:*,2

%

!7!7;

!

处理次数对硫酸软骨素脱蛋白的影响
!

由图
$

可知$

随脱蛋白次数的增加$硫酸软骨素保留率呈下降趋势$脱蛋

白率呈上升趋势%脱蛋白次数超过
<

次时$硫酸软骨素保留

不同字母表示差异显著!

W

$

"7":

#

图
:

!

处理时间对硫酸软骨素脱蛋白的影响

a,

A

4H1:

!

(JJ18G/JL,JJ1H12G1.GH+8G,/2G,*1/2

L1

M

H/G1,2,N+G,/2
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率开始急剧下降%脱蛋白次数达到
:

次时$脱蛋白率达到

$<7!$?

$但硫酸软骨素保留率仅为
!;75$?

%每次去除蛋白

时$不可避免地造成了糖蛋白的损失(硫酸软骨素保留率急

剧下降的原因可能是经过多次脱除蛋白的操作$游离蛋白质

沉淀后$多聚糖蛋白与氯仿的分子接触机率增大蛋白变性加

剧)

!!

*

%因此处理次数采用
!

次%

不同字母表示差异显著!

W

$

"7":

#

图
$

!

处理次数对硫酸软骨素脱蛋白的影响

a,

A

4H1$

!

(JJ18G/JL,JJ1H12G1.GH+8G,/2G,*16/2

L1

M

H/G1,2,N+G,/2

!7<

!

正交试验结果

根据单因素的试验结果设计的正交试验因素水平见

表
#

$正交试验结果见表
!

%

!!

通过表
!

直观分析显示$

P1K+

A

法脱蛋白的最佳条件为

表
#

!

正交试验因素水平设计

D+F-1#

!

a+8G/H6+2L-1K1-6J/H/HGE/

A

/2+-G16G

水平
U

体积比
`P1K+

A

试剂用量

X

处理时间'

*,2

Z

处理次数

# !

%

# #

'

! !" #

! <

%

# #

'

< !: !

< ;

%

# #

'

; <" <

表
!

!

正交试验结果j

D+F-1!

!

R164-G6/J/HGE/

A

/2+-G16G

试验

号
U ` X Z

脱蛋白

率'
?

硫酸软骨素

保留率'
?

加权综

合评分

# #

!!

#

!!

#

!!

#

!!

<!7'! 5"7:$ "75$!

! # ! ! ! ;:7!: 5$7!; #7"""

< # < < < ;<7'9 9'7$: "7'<'

; ! # ! < :$79# 9#7;' "7'9;

: ! ! < # #$7!: 5#7<: "79;#

$ ! < # ! <57$5 $;79; "795:

9 < # < ! #$7!; 9!79: "7$9$

5 < ! # < ;#7:; ;57:5 "7$5;

' < < ! # !97'9 9!7$$ "79$;

O

#

!75""5!7:##;!7<<#5!7<$9:

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

O

!

!7:"";!7;!:5!79<9'!7;$#<

O

<

!7#!;$!7;55$!7<:$#!7:'9"

P "7!!:;"7"!5$"7#<:;"7"9$:

!

j

!

加权综合评分以脱蛋白率与硫酸软骨素保留率之和最大值的试验

行作为参照计算%

U

#

`

#

X

!

Z

<

$影响脱蛋白效果的因素大小为氯仿与异戊醇体

积比
#

处理时间
#

处理次数
#

P1K+

A

试剂用量%

以极差值最小的
`

因素为误差项)

!<

*

$对表
!

结果进行

方差分析和
R

检验$发现氯仿与异戊醇体积比+处理时间各

水平存在显著性差异$

P1K+

A

试剂用量+处理次数的影响不显

著!见表
<

#%

表
<

!

正交试验方差分析j

D+F-1<

!

=+H,+281+2+-

I

6,6/J/HGE/

A

/2+-G16GH164-G6

因素 偏差平方和 自由度
R

比 显著性

U "7"99 ! :$7'5

+

`

+

"7""# !

X "7"<: ! !:799

+

Z "7""' ! $7$! Q

误差
"7""# !

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

!!

j

!

+

表示误差列(

+

表示差异显著(

Q

表示差异不显著!

3["7":

#%

!!

在优化的工艺条件下$进行
<

次验证实验$脱蛋白率为

!

:!7#:e#7#5

#

?

$硫酸软骨素保留率为!

597'5e#7<$

#

?

$加

权综合评分达
#7"$$

%

!7;

!

紫外扫描与
aDbR

检测验证

将脱蛋白后的硫酸软骨素用蒸馏水稀释
!

倍$在波长

#'"

"

<:"2*

扫描$发现
!5"2*

处无蛋白特征吸收峰

!图
9

#$说明该条件下脱蛋白效果良好%

图
9

!

脱蛋白后硫酸软骨素溶液紫外光谱

a,

A

4H19

!

C=6

M

18GH4*/J8E/2LH/,G,264-J+G1

+JG1HL1

M

H/G1,2,N+G,/2

!!

将无水硫酸软骨素成品进行
&̀ H

压片$

aDbR

透射法检

测吸收光谱%

aDbR

光谱检测显示$

<:""

"

<!""8*

Q#的宽

峰为
_

&

V

伸缩振动$

<"""

"

!5""8*

Q#的峰为糖的
X

&

V

伸缩振动)

!;

*

(

#<""

"

'""8*

Q#的峰为
P_

<

的特征光谱$其

中$稍弱的峰为
P_

<

的反相伸缩振动$稍强的峰为
P_

<

的同

相伸缩振动(

'<"

$

5:#

$

9!;8*

Q#为硫 酸 软 骨 素 的 特 征

峰)

!:Q!$

*

$见图
5

%由图
5

可知$脱蛋白前与脱蛋白后的硫酸

软骨素
P_

<

的特征光谱图一致$而且硫酸软骨素的特征峰强

度增大$说明经
P1K+

A

试剂脱蛋白后$硫酸软骨素的构型没

有发生变化$硫酸软骨素纯度增大%

<

!

结论
本试验以单因素试验为基础$结合正交试验及方差分

析$得到了
P1K+

A

试剂对硫酸软骨素提取液脱蛋白处理的最

佳工艺条件%在该试验条件下$脱蛋白率达到
:!7#:?

$硫酸

95#

开发应用
!

!"#9
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图
5

!

硫酸软骨素的
aDbR

检测光谱

a,

A

4H15

!

aDbR6

M

18GH+/J8E/2LH/,G,264-J+G1

软骨素保留率达到
597'5?

$硫酸软骨素的构型没有变化$品

质有所提高$说明
P1K+

A

法不仅适用于去除蛋白多糖中的杂

蛋白)

!!

*

$而且适用于去除糖胺聚糖硫酸软骨素中的杂蛋白%

本试验得出的最佳工艺参数在高纯度硫酸软骨素的开发中

具有重要的参考价值%
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