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鱼鳔类肝素提取工艺优化及抗凝血活性研究
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摘要!以鱼鳔为原料!采用酶法提取类肝素!研究其提取工艺

参数和体外抗凝血活性#在单因素试验基础上!以加酶量"

酶解时间和温度为影响因子!类肝素得率为响应值!采用响

应曲面法优化鱼鳔类肝素&

_$̂

'提取工艺!并通过测定活化

部分凝血活酶时间&

UZMM

'"凝血酶原时间&

ZM

'和血浆凝血

酶时间&

MM

'评价其抗凝血活性#结果显示!最优提取条件

为
%+&*

碱性蛋白酶添加量
>:@.

=

(

.\

!酶解温度
>&f

!时

间
%&3

!在该条件下类肝素得率为&

':+*h&:&>

'

P

!与预测值

相差
?:%@P

$同时!所提取的类肝素具有一定的抗凝血活性!

并通过外源性凝血途径和共同凝血途径发挥作用#

关键词!鱼鳔$类肝素$酶法$抗凝血活性
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随着渔业和水产品养殖业技术的不断进步(中国水产品

的产量逐年增长)同时(水产品加工业也迅猛发展(每年产

生大量的加工下脚料)开发和利用这些加工副产品(提高水

产品综合利用价值已成为水产品加工的重要课题)鱼鳔作

为水产品加工副产物之一(富含胶原蛋白+多肽和黏多糖等

活性物质(具有补肾益精+散瘀消肿等功效(是药食两用的滋

补珍品,

'

-

)目前(国内外对鱼鳔的研究主要集中在鱼鳔蛋白

和多肽的提取+结构特性及生物活性等方面,

%S@

-

)近几年有

学者,

>S+

-发现鱼鳔多糖具有预防结肠癌+胃溃疡和缓解系统

性红斑狼疮炎症的作用(但针对的是粗多糖(且对其提取分

离工艺+多糖组成等未明确阐述)本课题组前期研究表明鱼

鳔多糖中类肝素多糖占比较高)

肝素具有较强的抗肿瘤+抗炎+抗补体等活性(但其强抗

凝活性和出血副作用限制了肝素在这些方面的应用,

,

-

%@%

)

为此(许多学者正致力于寻找低副作用并保留肝素某些活性

'>'



的类肝素化合物,

*

-

)海洋生物处于独特的生存环境(具有结

构独特+功能特异的生物活性(是筛选生物活性物质的重要

来源)如吴丽娟等,

'&

-报道了
>

种海洋类肝素具有明显的抗

乙型肝炎病毒作用且无毒副作用$有学者,

''S'%

-从凡纳滨对

虾分离出类肝素化合物(并发现其抗血管生成和抗炎活性较

强(且 抗 凝 和 出 血 性 作 用 不 明 显$红 藻 !

"

81

2.0

7DC5'

9

*?7'C

#中类肝素具有抗血栓作用并能防止副反应的

产生,

'?

-

)而关于鱼鳔类肝素的研究未见报道)因此(本试

验拟从鱼鳔提取类肝素(并通过体外试验评价其抗凝血活

性(以期为进一步阐述鱼鳔功能因子及其构效关系和提高鱼

鳔的利用价值提供理论依据)

'

!

材料与方法
':'

!

材料与仪器

鱼鳔"干制品(湛江市霞山区东风市场$

枯草杆菌中性蛋白酶!

':&i'&

>

W

*

=

#+胰蛋白酶!

%:>i

'&

>

W

*

=

#"上海源叶生物科技有限公司$

%+&*

碱性蛋白酶!

':%i'&

>

W

*

=

#+动物水解蛋白酶

!

%:&i'&

@

W

*

=

#"南宁庞博生物工程有限公司$

风味蛋白酶"

%:&i'&

@

W

*

=

(诺维信!中国#生物技术有限

公司$

大孔阴离子交换树脂"

TZU*,!1

型(罗门哈斯!中国#

公司$

UZMM

+

ZM

和
MM

试剂盒"上海太阳生物技术有限公司$

盐酸+氯化钠等"分析纯(广东光华科技股份有限公司$

紫外可见分光光度计"

WA)>'&&

型(上海元析仪器有限

公司$

F

_

计"

Z_$)?-

型(上海雷磁仪器厂$

旋转蒸发仪"

B)'?&&R)N̂

型(东京理化公司$

高速冷冻离心机"

_#

*

M%&̀ `

型(湖南赫西仪器装备

有限公司$

真空冷冻干燥机"

TR,>&,

型(韩国
"\$_"B

公司)

':%

!

试验方法

':%:'

!

类肝素提取工艺流程
!

参考文献,

,

-

>&S>?并稍作

调整"

鱼鳔干粉
*

酶解
*

灭酶
*

离心取上清液
*

大孔阴离子

交换树脂吸附洗脱
*

醇沉
*

离心收集沉淀
*

无水乙醇洗涤
%

次
*

透析
*

冷冻干燥
*

鱼鳔类肝素&

_$̂

'

':%:%

!

基本成分测定
!

!

'

#类肝素含量测定"采用阿利新蓝法,

'@

-

(以肝素为标

准品)

!

%

#蛋白质含量测定"采用福林
)

酚法,

'>

-

(以牛血清蛋白

为标准品)

!

?

#肝素效测定"采用天青
U

法,

'(

-

(以肝素为标准品)

!

@

#糖醛酸含量测定"采用咔唑
)

硫酸法,

'+

-

(以葡萄糖醛

酸为标准品)

!

>

#氨基己糖含量测定"采用改进的
N/

=

54<

法,

',

-

(以

葡萄糖胺为标准品)

!

(

#硫酸基含量测定"采用
/̂!1

%

)

=

41

比浊法,

'*

-

(以硫酸

钾为标准品)

':%:?

!

鱼鳔种类的筛选
!

分别取黄花鱼鳔+金龙鱼鳔+鳘鱼

鳔+鳙鱼鳔+白花鱼鳔和鲈鱼鳔各
%&

=

(加入
@&&.\

蒸馏水+

(:&.

=

*

.\

氯化钠和
>:&.

=

*

.\

的
%+&*

碱性蛋白酶(在酶

解液
F

_,

+温度
>& f

条件下酶解
,3

后(沸水浴灭酶

'&.05

(冷却后离心!

,&&&<

*

.05

(

%&.05

#)取上清液测定

类肝素化合物+糖醛酸和蛋白质的得率)各指标得率按

式!

'

#计算"

/

R

![$

Q

U

'&&&

U

'&&P

( !

'

#

式中"

/

'''某指标的得率(

P

$

!

'''酶解液中某指标的浓度(

.

=

*

.\

$

[

'''酶解液的体积(

.\

$

$

'''稀释倍数$

Q

'''鱼鳔干粉的质量(

=

)

':%:@

!

蛋白酶的选择
!

取
>

份鱼鳔干粉各
%&

=

(加入

@&&.\

蒸馏水(分别加入
@:&i'&

>

W

的枯草杆菌中性蛋白

酶+

%+&*

碱性蛋白酶+风味蛋白酶+胰蛋白酶+动物水解蛋白

酶)在各种酶的最适条件下!见表
'

#(酶解
,3

(其他操作同

':%:?

)

表
'

!

>

种蛋白酶酶的酶活与最适酶解条件

M/714'

!

T/28;<6/5914L41605<46

F

;5646D<H/249460

=

5

酶种类 酶活*!

i'&

@

W

2

=

S'

# 温度*
f

F

_

枯草杆菌中性蛋白酶
'' @> +:&

%+&*

碱性蛋白酶
'& >& ,:&

风味蛋白酶
> >& +:&

胰蛋白酶
%> @& ,:&

动物水解蛋白酶
'& >& +:&

':%:>

!

单因素试验
!

!

'

#氯化钠添加量对类肝素得率的影响"设定料液比

'

#

%&

!

=

*

.\

#+加酶量
>:& .

=

*

.\

+酶解液
F

_ ,

+温度

>&f

+酶解时间
,3

(分别考察氯化钠添加量为
&:&

(

(:&

(

'%:&

(

',:&

(

%@:&.

=

*

.\

时类肝素得率的变化)

!

%

#料液比对类肝素得率的影响"设定氯化钠添加量

(:&.

=

*

.\

+加酶量
>:&.

=

*

.\

+酶解液
F

_,

+温度
>&f

+酶

解时间
,3

(分别考察料液比为
'

#

>

(

'

#

'&

(

'

#

'>

(

'

#

%&

(

'

#

%>

(

'

#

?&

!

=

*

.\

#时类肝素得率的变化)

!

?

#蛋白酶添加量对类肝素得率的影响"设定氯化钠添

加量
(:&.

=

*

.\

+料液比
'

#

%&

!

=

*

.\

#+酶解液
F

_,

+温度

>&f

+酶解时间
,3

(分别考察
%+&*

蛋白酶添加量为
&:&

(

':&

(

?:&

(

>:&

(

+:&

(

*:&.

=

*

.\

时类肝素得率的变化)

!

@

#酶解液
F

_

对类肝素得率的影响"设定氯化钠添加

量
(:&.

=

*

.\

+加酶量
>:&.

=

*

.\

+料液比
'

#

%&

!

=

*

.\

#+

温度
>&f

+酶解时间
,3

(分别考察酶解液
F

_

值为
(

(

+

(

,

(

*

(

'&

时类肝素得率的变化)

!

>

#酶解温度对类肝素得率的影响"设定氯化钠添加量

(:&.

=

*

.\

+加酶量
>:&.

=

*

.\

+酶解液
F

_,

+料液比
'

#

%&

!

=

*

.\

#+酶解时间
,3

(分别考察酶解温度为
?>

(

@>

(

>>

(

(>

(

%>'

提取与活性
!

%&',

年第
+

期



+>f

时类肝素得率的变化)

!

(

#酶解时间对类肝素得率的影响"设定氯化钠添加量

(:&.

=

*

.\

+加酶量
>:&.

=

*

.\

+酶解液
F

_,

+温度
>&f

+料

液比
'

#

%&

!

=

*

.\

#(分别考察酶解时间为
'&

(

'%

(

'@

(

'(

(

',

(

%&

(

%%

(

%@3

时类肝素得率的变化)

':%:(

!

响应曲面试验
!

根据单因素试验结果(选取加酶量+

酶解温度和酶解时间为影响因素(以类肝素得率为响应值(

采用
;̂X)̂435J45

试验设计和响应曲面分析优化鱼鳔类肝

素的提取)

':%:+

!

体外抗凝血试验
!

静脉取血法取
$R

大鼠血于抗凝

试管中(并于
@f

(

?&&&<

*

.05

离心
'>.05

后(取上层血浆

备用)活化部分凝血活酶时间!

UZMM

#+凝血酶原时间!

ZM

#

和血浆凝血酶时间!

MM

#的测定采用试剂盒法)

':?

!

数据处理

所有试验重复
?

次(结果以平均值
h

标准偏差表示(采

用
R460

=

5 -X

F

4<8,:&>

统 计 软 件 进 行 响 应 曲 面 分 析(

0̀2<;6;H8-X241%&&?

和
O<0

=

05,:>

软件作图)

%

!

结果与分析
%:'

!

鱼鳔种类的筛选

类肝素在生物体内一般以糖蛋白的形式存在(酶解可以

将鱼鳔中的蛋白质降解为易于去除的小分子多肽和氨基酸(

使类肝素从糖蛋白中释放出来)糖醛酸是类肝素的基本组

成之一(其含量可以反映类肝素的含量$蛋白质是鱼鳔主要

成分(又是类肝素提取物的主要杂质之一)因此(糖醛酸和

类肝素得率越高+蛋白质得率越低(提取效果越理想)

(

种

鱼鳔的糖醛酸+类肝素和蛋白质的得率见图
'

)鲈鱼鳔+黄花

鱼提取物的糖醛酸和类肝素得率明显比其他
@

种鱼鳔高$蛋

白质得率也比其他
@

种鱼鳔低)另外(类肝素化合物应是白

色固体,

,

-

*'

(本试验所制备的鲈鱼鳔的提取物颜色为白色(其

他鱼鳔的提取物呈不同程度的暗黄色)故本试验选取鲈鱼

鳔提取类肝素)

%:%

!

蛋白酶的选择

类肝素在温热的稀酸和强碱中会失活(在中性及弱碱性

条件下较稳定,

,

-

@+S@,

)为选择合适的蛋白酶(本试验取
>

种

图
'

!

鱼鳔种类对得率的影响

T0

=

D<4'

!

-HH428;H6G0..05

=

71/994<6

F

42046;5

4X8</280;5

I

0419

适宜
F

_

范围在
+

"

,

的蛋白酶(并比较其对鱼鳔类肝素得

率的影响)如图
%

所示(

%+&*

碱性蛋白酶的提取效果最好(

所得到的鱼鳔类肝素得率量最高(其次是中性蛋白酶(另外
?

种酶的提取效果较低)此外(碱性条件可以破坏蛋白质与类

肝素之间的共价键(使类肝素从中释放出来)

%+&*

碱性蛋

白酶所适宜的酶解条件具有较好的碱提效果(因此其提取类

肝素的效果优于其他最适
F

_

为中性的蛋白酶)故本试验

选择
%+&*

碱性蛋白酶提取类肝素)

图
%

!

蛋白酶种类对提取率的影响

T0

=

D<4%

!

-HH428;H

F

<;84/646

F

42046;54X8</280;5

I

0419

%:?

!

单因素试验

%:?:'

!

氯化钠对类肝素得率的影响
!

在肝素的工业生产中(

常在酶解液中添加氯化钠)但各文献报道氯化钠的最适添

加量都有所差异)因此(有必要探究酶解时氯化钠的添加

量)如图
?

所示(添加氯化钠有助于提高类肝素得率)这可

能是低浓度的中性盐可以提高蛋白质的溶解度,

%&

-

(从而提

高酶解效率(促进多糖从糖蛋白中分离)另外(钠离子可以

与带负电荷的类肝素结合(促进更多类肝素的释放)当氯化

钠添加量分别为
(:&

(

'%:&

(

',:&

(

%@:&.

=

*

.\

时(所得类肝素

得率之间相差小于
>P

(差异并不显著)因此(本试验选取氯

化钠的添加量为
(:&.

=

*

.\

)

%:?:%

!

料液比对类肝素得率的影响
!

由图
@

可见(随着料液

比的增加(类肝素得率显著上升$当料液比为
'

#

'&

!

=

*

.\

#

时(类肝素得率达到最大值!

':@*P

#$当继续增加料液比到

'

#

>

!

=

*

.\

#时(类肝素得率又有所下降)这符合酶解动力

图
?

!

氯化钠浓度对提取率的影响

T0

=

D<4?

!

-HH428;H6;90D.231;<094;54X8</280;5

I
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学规律(在一定范围内(随着底物浓度的增大其酶解效率增

加(当底物浓度到达饱和时(酶解效率趋于平缓)此外(料液

比太高会增加酶解液的黏稠度(不利于酶解工艺的进行)料

液比在
'

#

>

(

'

#

'&

!

=

*

.\

#时对类肝素得率的影响无显著

差异(为提高资源利用率(选取料液比为
'

#

'&

!

=

*

.\

#进行

类肝素的提取)

图
@

!

料液比对提取率的影响

T0

=

D<4@

!

-HH428;H./84<0/1)10

[

D09;54X8</280;5

I

0419

%:?:?

!

蛋白酶添加量对类肝素得率的影响
!

由图
>

可见(类

肝素得率随着蛋白酶添加量的增加显著上升$当蛋白酶添加

量达
>:&.

=

*

.\

以上时(类肝素得率上升平缓)在其他条

件不变的情况下(随着酶浓度的增加(鱼鳔与蛋白酶的接触

概率增加(从而使多糖从糖蛋白快速分离出来$当底物逐渐

到达饱和时(继续提高酶用量对得率影响不大)因此选取

>:&.

=

*

.\

为响应曲面设计中蛋白酶添加量的
&

水平)

图
>

!

蛋白酶添加量对提取率的影响

T0

=

D<4>

!

-HH428;H

F

<;84/642;52458</80;5;5

4X8</280;5

I

0419

%:?:@

!F

_

对鱼鳔类肝素得率的影响
!F

_

不仅影响酶解的

效率(还会影响提取物的结构和活性)因此(合适的
F

_

对

天然产物的提取至关重要)如图
(

所示(当
F

_

为
,

时(类肝

素的得率达到最大$此时随着
F

_

上升或下降(其得率逐渐

下降)该蛋白酶的最适
F

_

值为
,

(偏离此
F

_

值会减低酶

解效率)其次(一定量的碱可以使类肝素从糖蛋白中解离(

从而提高得率)再次(

F

_

值过高或过低都会破坏类肝素的

结构和活性)因此(本试验选取该酶的最适
F

_

为
,

)

%:?:>

!

酶解温度对类肝素得率的影响
!

由图
+

可知(类肝素

得率随着温度的上升而提高(当温度至
>>f

时达最高值(

图
(

!F

_

对提取率的影响

T0

=

D<4(

!

-HH428;H

F

_;54X8</280;5

I

0419

图
+

!

温度对提取率的影响

T0

=

D<4+

!

-HH428;H84.

F

4</8D<4;54X8</280;5

I

0419

随后温度越高得率越低)增加温度可以提高酶解反应速率$

但温度太高又会减低酶活性(也会影响类肝素的结构和活

性)故选取
>>f

为响应曲面设计中酶解温度的
&

水平)

%:?:(

!

酶解时间对类肝素得率的影响
!

如图
,

所示(随着时

间的延长(类肝素得率逐渐上升(而后又出现下降的趋势)

在反应的初级阶段(随着酶解时间的延长(得率快速上升(到

%&3

时达到最大值(随后又迅速下降)相同条件下(酶解时

间过长会导致类肝素结构发生变化(甚至降解(从而降低了

得率)故选取
%&3

为响应曲面设计中酶解时间的
&

水平)

%:@

!

响应曲面试验

%:@:'

!

试验设计与结果
!

根据以上单因素试验结果(选取加

酶量+酶解时间和酶解温度为影响因子(类肝素得率为响应

值(采用
;̂X)̂435J45

模型进行鱼鳔类肝素提取的响应面试

验)试验因素水平见表
%

(结果见表
?

)

图
,

!

酶解时间对提取率的影响

T0

=

D<4,

!
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表
%

!

;̂X)̂435J45

试验因素及水平表

M/714%

!

T/28;<6/5914L41605<46

F

;5646D<H/249460

=

5

水平
U

酶用量*!

.

=

2

.\

S'

#

^

酶解温度*
f !

酶解时间*
3

S' ?:& @> '(

& >:& >> %&

' +:& (> %@

表
?

!

响应面试验分析方案及试验结果

M/714?

!

#46

F

;5646D<H/249460

=

5/<</5

=

4.458/59

4X

F

4<0.458/1<46D186

试验序号
U ^ !

类肝素得率*
P

' S' ' & ':',

% ' ' & ':>(

? S' S' & &:@,

@ ' S' & &:+?

> S' & S' &:,%

( ' & S' ':'(

+ S' & ' &:,,

, ' & ' ':'&

* & S' S' ':??

'& & ' S' &:+(

'' & S' ' ':>'

'% & ' ' &:(?

'? & & & ':+'

'@ & & & ':+@

'> & & & ':+>

'( & & & ':+(

'+ & & & ':+%

%:@:%

!

二次回归方程和方差分析
!

通过软件
R460

=

5)-X

F

4<8

,:&:(:'

对各因素进行多元回归拟合(得到的二次回归方

程为"

/aS%&:,+'(%k'%:>,+>,k&:?,@',@k&:*+',+!S

&:&'(%>,@ S&:&?+>,!S&:&&'*?+>@!S'&:%,

%

S

&:?@@

%

S&:?@!

%

) !

%

#

对试验数据进行方差分析(结果见表
@

)根据
E

值和
Z

值可得出(

?

个因素对鱼鳔类肝素得率的影响为
^

(

U

(

!

(

其中
U

和
^

为极显著因素(

!

为不显著因素$

Û

和
U!

交互

作用显著(

!̂

交互作用极显著!

Z

'

&:&'

#$方程二次项中

U

%

+

^

%和
!

%的系数都为负值(且
Z

值都小于
&:&&&'

(说明各

因素对类肝素得率的影响为抛物线关系(且抛物面开口向

下(有极大值点)

表
@

所示(回归模型
Z

'

&:&&&'

(即模型极显著$失拟项

Za&:?,&?

(

&:&>

(不显著(说明该二次回归方程有效)该回

归方程的相关系数
N

%

a&:**,*

(校正决定系数
N

%

U9

K

a

&:**+>

$变异系数为
':&,P

'

'&P

$精密度为
+%:+'@

(

@

$说

明试验的重复性较好(方程拟合度较高)因此(利用该模型

来优化鱼鳔类肝素的提取工艺是可行的)

表
@

!

_$̂

提取参数
UBOAU

分析结果Q

M/714@

!

UBOAU;H8342;568<D2849<4

=

<4660;5.;941;H

=

1

I

2;6/.05;

=

1

I

2/56/.

F

14

方差来源 平方和 自由度 方差
E

值
Z

值 显著性

模型
?:',&& * &:?>&&

!

+',:+(

'

&:&&&'

&&

U &:',&& ' &:',&& ?>*:(,

'

&:&&&'

&&

^ ':''&& ' ':''&& %%>>:>@

'

&:&&&'

&&

! &:&&&? ' &:&&&? &:(? &:@>'+

Û &:&&@% ' &:&&@% ,:>, &:&%%&

&

U! &:&&?( ' &:&&?( +:?' &:&?&@

&

!̂ &:&%@& ' &:&%@& @,:,% &:&&&%

&&

U

%

&:+&&& ' &:+&&& '@%@:',

'

&:&&&'

&&

^

%

&:@*&& ' &:@*&& **':*?

'

&:&&&'

&&

!

%

&:@,&& ' &:@,&& *++:@'

'

&:&&&'

&&

残差
&:&&?@ + &:&&&>

"""""""""""""""""""""""

失拟项
&:&&'+ ? &:&&&( ':?@ &:?,&?

绝对误差
&:&&'+ @ &:&&&@

总离差
?:'*&& '(

!

Q

!&&

Z

'

&:&'

为极显著$

&

Z

'

&:&>

为差异显著)

%:@:?

!

响应曲面和等高线分析
!

各交互因素的响应曲面图

和等高线图见图
*

)图
*

中(加酶量和酶解温度交互作用+加

酶量和酶解时间交互作用的等高线图呈椭圆形+响应曲面比

较偏平(说明交互作用显著$酶解温度和酶解时间交互作用

的等高线图呈扁长椭圆形且响应曲面较陡直(说明交互作用

更显著)该结论与以上方差分析得出的结果一致)加酶量

与酶解温度和酶解时间的交互作用相比较弱可能是因为试

验设计所选取酶解温度的最低水平!

@>f

#在蛋白酶最适温

度内$且酶解时间最低水平为
'(3

(相对于前人,

?

-所用的酶

解时间来说较长)而酶解温度和酶解时间交互作用是极显

著的)因为当加酶量一定时(提高温度就可以相应地缩短提

取时间$降低温度一方面可以减少对所提取化合物结构和活

性的破坏(另一方面又延长了酶解时间(降低了提取效率)

%:@:@

!

验证实验
!

通过响应曲面分析得到鱼鳔类肝素最佳

提取条件为"

%+&*

碱性蛋白酶添加量
>:@& .

=

*

.\

(温度

@*:(+f

(时间
%&:&&3

)此条件下(鱼鳔类肝素得率的预测

值为
':,>P

)考虑到实际操作的可行性(将提取工艺修整

为"

%+&*

碱性蛋白酶添加量
>:@.

=

*

.\

(温度
>& f

(时间

%&3

(在该条件下类肝素得率为!

':+*h&:&>

#

P

(与预测值相

差
?:%@P

(进一步说明该模型可行)

%:>

!

_$̂

组成成分

采用
':%:'

所示工艺提取的鲈鱼鳔类肝素的基本理化指

标见表
>

)

_$̂

中类肝素含量较高(为!

,(:?>h':%'

#

P

$而

肝素效价较低(为!

@:*@h&:??

#

W

*

.

=

)文献报道的类肝素

效价普遍偏低(

U<D.D

=

/.

,

%'

-用一种海螺!

:D??'>.;;00>>.2(

D0>0

#提取类肝素(其效价是
'(W

*

.

=

$

/̂1/.D<D

=

/5

等,

%%

-从

乐谱芋螺!

!*2DC7DC'5DC

#提取的类肝素效价为
'%W

*

.

=

$

而从肝素钠下脚料提取的类肝素效价则较高(为
?&

"

>&W

*

.

=

,

%?S%@

-

)
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图
*

!

各因素交互作用对
_$̂

得率影响的等高线图和响应面图

T0

=

D<4*

!

#46

F

;5646D<H/24/592;58;D<

F

1;8663;G05

=

8340584</280;54HH4286;HH/8;<6;58344X8</280;5

I

4019;H_$̂

表
>

!

_$̂

组成成分

M/714>

!

M34./05234.02/12;.

F

;6080;5;H_$̂

类肝素*
P

肝素效价*!

W

2

.

=

S'

# 蛋白质*
P

糖醛酸*
P

己糖胺*
P

硫酸基*
P

,(:?>h':%' @:*@h&:?? ':'*h&:&? %*:(@h&:', ??:>,h':@* '+:+'h&:*&

!!

从表
>

可知(

_$̂

的蛋白质含量较低(说明该提取方法

能较好地将类肝素与蛋白质+多肽等分离开来)

_$̂

的糖

醛酸和己糖胺含量相近(这符合类肝素的结构特征)

_$̂

的硫酸基含量较高(为!

'+:+'h&:*&

#

P

)据报道,

%>

-多糖的

硫酸基含量与活性密切相关(一定范围内硫酸基的含量越

高(生物活性越强)

Y1;<0/

等,

%(

-的研究也发现硫酸化的卡拉

胶抗凝血活性提高了
?&

倍$有学者,

%+

-用海鳌虾壳提取类肝

素的硫酸基含量为!

%?:&&h&:&?

#

P

(并具有较强的抗凝血和

抗细胞增殖作用)而
_$̂

是否也具有较高的生物活性有待

进一步研究)

%:(

!

体外抗凝血活性

鱼鳔类肝素的体外抗凝血三项指标见图
'&

)

ZM

+

UZMM

和
MM?

个指标分别反映外源性凝血系统+内源性凝

血系统和共同凝血途径)由图
'&

可知(

_$̂

的
UZMM

和

MM

值随着样品浓度的上升缓慢提高$而
ZM

值在该样品浓

度范围内变化不大(保持在
'(

"

'*6

(与阴性对照!生理盐

水#的无显著差异)

_$̂

浓度在
'

"

'&.

=

*

.\

时(浓度与

UZMM

时间存在正相关性$此后(

UZMM

时间随着浓度的提

(>'
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高无明显上升(保持在
@,6

左右$阳性对照!

&:&'.

=

*

.\

肝

素钠#的
UZMM

值为
@&6

)同样(

_$̂

浓度在
'

"

,.

=

*

.\

时(浓度与
MM

时间存在正相关性$此后(

MM

值随着浓度的

提高 无 明 显 上 升(稳 定 在
>, 6

左 右$而 阳 性 对 照

!

&:&'.

=

*

.\

肝素钠#的
MM

值为
+'6

)由此看出(与肝素

相比(

_$̂

抗凝血活性较弱(并通过外源性凝血途径和共同

凝血途径发挥作用)

图
'&

!

_$̂

抗凝血三项指标

T0

=

D<4'&

!

M3<440594X46;H/5802;/

=

D1/58/280L08

I

;H_$̂

!!

低抗凝活性的类肝素副作用较小(适合开发其非抗凝活

性)如
Y0D10/55/

等,

%,

-从海蟹!

-*2'*

1

C'C2<D458/8/

#中提取

一种类肝素(其抗凝活性低(且无出血副作用)

C;

I

24

等,

%*

-

研究发现(低抗凝肝素比未分级肝素更安全(且有望成为治

疗急性肺损伤和急性呼吸窘迫综合征替代药物$有学

者,

''S'%

-从凡纳滨对虾分离出低抗凝的类肝素化合物(并发

现其抗血管生成和抗炎活性较强(且出血性作用不明显)因

此(可以进一步发掘
_$̂

的生物活性(将其开发成低副作用

的药品或保健品)

?

!

结论
本研究从多种鱼鳔中选取鲈鱼鳔作为原料提取类肝素(

并通过响应曲面对其提取工艺进行优化(得到最佳提取工艺

条件为"

%+&*

碱性蛋白酶添加量
>:@.

=

*

.\

(温度
>&f

(时间

%&3

(此时鱼鳔类肝素得率是!

':+*h&:&>

#

P

)该提取物为白

色粉末(类肝素含量为!

,>:%>h&:(?

#

P

)抗凝血活性测定结果

显示(

_$̂

的抗凝血作用较肝素钠缓和(利于开发和利用其他功

能活性)今后将进一步分析鱼鳔类肝素结构特征和探究其他生

物活性(以期为鱼鳔的高值化利用提供一定的理论依据)
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回收率平均值为
@+:'P

$优化后(设备稳定运行的烟丝回收

率平均值提升为
>(:'P

(同时整丝回收率基本不变(设备运

转稳定)长期稳定运行的烟丝平均回收率低于短期试验中

最优结果(说明长期运行工况更为复杂(可能仍有其他影响

因素需要综合考察(该工艺过程优化仍存在进一步改进的

空间)

?

!

结论
本研究通过响应曲面试验设计对

$@&&

残烟回收工艺进

行了优化(研究了主要工艺参数的影响(充分考虑各因素之

间的交互作用(结果表明"

#

在考察工艺条件范围内(蒸汽

压力对烟丝回收率的影响不显著$

$

通过响应变量优化器

优化得到的主要工艺参数的优化组合为"带输送机频率

%>_V

(

*

级风机频率
>?:@_V

(

+

级风机频率
?>_V

$

%

应用

优化工艺参数后残烟机稳定运行的烟丝回收率显著改善(由

@+:'P

提高到
>(:'P

)上述研究结果对残烟处理机
$@&&

的

工艺优化提供了重要依据(利于进一步改进卷烟加工过程(

促进企业降本增效)但应用优化参数后的烟丝回收率略低

于理论预测值(说明该工艺过程优化可能仍存在进一步改进

的空间)
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残烟机的烟丝回收工艺优化
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