
炎症早期有重要作用 ∀中性粒细胞在吞噬过程中产生大量

的 �
p#
u
及由此转化而成的 �u �u o# ��等活性氧 o活性氧在

机体抗御感染 !炎症反应和介导组织损伤等过程中起到重要

作用 ∀活性氧的积累和趋化肽 k©� �°l所致的快速 ≤¤
u n内流

是中性粒细胞表面 � ¤¦2tk≤⁄tt¥r≤⁄t{l高表达的两个重要

信号途径 ≈x  ∀

⁄�°2�¤体外对金黄色葡萄球菌 o乙型链球菌 o大肠杆

菌 o痢疾杆菌未见抑制作用 ∀这与报道的穿心莲内酯在体外

无抗菌作用相一致 ≈y  ∀
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摘要 }目的  研究血红素的纯化方法 o并对纯化后的产品进行质量检测 ∀方法  采用正交试验法 o以溶剂氨溶液浓度 !提取时

间和固液比 v个因素 o每个因素选取 v个水平进行正交试验 o并采用 � °�≤对纯化试验所得血红素纯品的含量进行分析 ∀最

终采用常规测定 ƒ 含̈量法对放大试验所得纯品进行含量确认 ∀结果  因素 �k提取时间 l和因素 ≤k固液比 l对血红素含量有

一定影响 ∀结论  最佳工艺 �v �u ≤v o即用固液比为 tΒ vx的 tqxh氨溶液提取 ts°¬±o血红素纯度大于 |yh ∀
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Τηε στυδψ ον ηεµ ε πυριφιχατιον τεχηνιθυε ανδ ιτσ θυαλιτψ αναλψσισ

���� ⁄¤±2¼¬o÷� ≥«∏¬2¬¬¤±ª(Ζηεϕιανγ Αχαδεµ ψ οφΜεδιχαλΣχιενχε, Ηανγζηου vtsstv, Χηινα)
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±¤̄¼¶¬¶·«̈ ¦²±·̈±·²©·«̈ ¬µ²±qΡ ΕΣΥΛΤΣ ×«̈ ©¤¦·²µ� ¤±§≤ «¤§¶²°¨ ©̈©̈¦·²± ·«̈ ¦²±·̈±·²©«̈ ° q̈ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ×«̈ ²³·¬2

°∏° ·̈¦«±²̄²ª¬¦¤̄ ¦²±§¬·¬²±¶«¤√¨¥̈ ±̈ ¤··¤¬± §̈¥¼ ²µ·«²ª²±¤̄ ¬̈³̈ µ¬° ±̈·¤¶©²̄ ²̄º¶} ¶²̄√ ±̈·¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ¬¶tqxh ��v �u �o µ¤·¬²²©

¶²̄¬§·² ¬̄́∏¬§¬¶tΒ vx¤±§ ¬̈·µ¤¦·¬±ª·¬°¨¬¶ts°¬±q×«̈ «̈ °¨³∏µ¬·¼ ¬¶°²µ̈ ·«¤± |yh q

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ: «̈ ° ~̈ ³∏µ¬©¬¦¤·¬²±~²µ·«²ª²±¤̄ ·̈¶·

  血红素是一种含铁的化合物 ∀由四个吡咯环通过四甲

叉桥构成的多杂环化合物称为卟吩 o卟吩的衍生物称为卟

啉 o所以血红素又称为原卟啉铁 kƒ µ̈µ¬¦³µ²·²³²µ³«¼µ¬±l∀化

学名 }tovoxo{2四甲基 2uow2二乙烯基卟吩 2yoz2二丙酸氯化

铁 o分子式 }≤vw �vu ƒ ≤̈��w �w o相对分子质量 }yxtq|y∀

  血红素除了作为生物铁治疗缺铁性贫血外 o还是治疗恶

性肿瘤的卟啉类药物和治疗急性 !慢性迁延性 !慢性活动性

肝炎的原卟啉二钠盐的前体 o因而研究制备高纯度血红素就

显得十分重要 ∀传统纯化工艺都离不开有机溶剂 o成本高 o

环境污染严重 ∀本实验采用正交试验法 o稀碱 !稀酸处理 o优

选获得了最佳工艺 o并采用 � °�≤对正交试验结果进行质量

检测 o最后对扩大试验的产品再经原子吸收光谱对其铁含量

进行常规分析 o进一步确证试验结果 ∀

1  材料与仪器

血红素粗品 k{sh含量 lo由本实验室制备 ~血红素标准

品 k≥¬ª°¤公司 l~甲醇为色谱纯 o其他试剂均为分析纯 ∀

�≤ 2|�高效液相色谱仪 k岛津公司 l∀

2  方法与结果

血红素粗品的制备技术已经比较普遍 o但纯化技术一直

较难解决 o血红素纯化一般采用有机溶剂重复提取或用硅胶

柱纯化 ≈t ∗ tt 
o这样导致生产成本高 o环境污染严重 ∀利用血

红素粗品的主要成分为血红素和珠蛋白 o血红素易溶于弱碱
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性溶液 o珠蛋白则不溶于其中的特点 o将血红素与珠蛋白分

开 ∀利用血红素不溶于水和醋酸的特性 o将碱性溶液酸化 o

血红素重新析出 o再将析出的血红素过滤 !干燥 !获得纯品 ∀

预试验已经基本清楚纯化血红素的主要影响因素是三个 o即

氨浓度 !提取时间及固液比 ∀我们采用正交表 o即三因素三

水平共试验九次来选择最佳纯化条件 ∀

2q1  正交试验条件设计

选用 �| kv
w
l正交方案 o以血红素含量为指标系统考察了

氨浓度 !提取时间和固液比 v个因素 o每个因素 v个水平设

计试验方案 o见表 t∀正交试验结果见表 u∀

表 1  因素水平表

Ταβ 1  ×«̈ ©¤¦·²µ¶¤±§¯̈ √¨̄¶²©²µ·«²ª²±¤̄ §̈ ¶¬ª±

因素水平
�

氨浓度 kh l

�

提取时间 k°¬±l

≤

固液比

t sqx x tΒ tx

u tqs ts tΒ ux

v tqx tx tΒ vx

表 2  正交试验结果

Ταβ 2  ×«̈ µ̈¶∏̄·¶²©²µ·«²ª²±¤̄ ·̈¶·

试验号
t

�

u

�

v

≤

w

空
血红素含量 rh

t t t t t {|

u t u u u |x

v t v v v |y

w u t u v |t

x u u v t ||

y u v t u |s

z v t v u |y

{ v u t v |y

| v v u t |t

� t u{s uzy uzx uz| × � ρ
|

¬�t
¼¬� {wv

� u u{s u|s uzz u{t

� v u{v uzz u|t u{v

°t |vqv |uqs |tqz |vqs

°u |vqv |yqz |uqv |vqz ¼
p
� × r| � |vqz

°v |wqv |uqv |zqs |wqv

�极差 v tw ty w

≥¬ uqsss wsqyyz xsqyyz uqyyz ≥总 � |yqsst

  正交试验的极差分析显示 o影响血红素含量的诸多因素

的主次关系依次为固液比 k≤l!提取时间 k�l和氨浓度 k�l∀

2q2  正交试验的方差分析

为进一步判断上述 v类受控制的因素对试验结果的影

响 o将正交试验数据进行方差分析 o结果见表 v∀

表 3  方差分析表

Ταβ 3  ×«̈ √¤µ¬¤±¦̈ ¤±¤̄¼¶¬¶²©²µ·«²ª²±¤̄ ·̈¶·

方差来源
变动平

方和
自由度

平均

变动
ƒ值 显著性

�氨浓度 kh l uqsss u tqsss

�提取时间 k°¬±l wsqyyz u usqvvw tzqwv 3

≤固液比 xsqyyz u uxqvvw utqzt 3 3

误差 wqyyz w uqvvv

  正交试验的方差分析结果表明 }固液比的差异高度显著

kƒ≤ � ƒkuow~sqstllo提取时间也呈显著水平 kƒ� � ƒkuow~

sqsxllo说明固液比和提取时间对纯化产品中血红素含量起

主要作用 ∀氨浓度则没有显著性差异 o即氨浓度因素对最后

结果的影响最小 ∀最终得到血红素纯化的最佳纯化条件是

�v �u ≤v o即 tqxh氨溶液 ots°¬±的提取时间和固液比为 tΒ

vx∀

2q4  纯品血红素含量分析

2q4q1  色谱分离条件  检测波长 }wsx±°~色谱柱 }≤{ 2xΛ°

柱 ktxs±° ≅ wqw±° �q⁄l~流动相 }乙腈 2甲醇 2醋酸 2吡啶 kuws

Β uwsΒ tΒ wsl~流速 }t°�r°¬±∀

2q4q2  对照品溶液的制备  精密称取血红素对照品 ux°ªo

置于 ux°�量瓶中 o加 sqt°²̄ ���甲醇溶液超声溶解并稀

释至刻度 o作为对照品溶液 ∀

2q4q3  样品溶液的制备  同对照品溶液制备方法 ∀

2q4q4  样品测定  准确吸取样品溶液和对照品溶液各

tsΛ�o注入高效液相色谱进行分离 o以其标准溶液峰的保留

时间进行定性 o利用峰面积求出样液中待测物质的含量 ∀

2q4q5  计算

÷ �
≥t ≅ ≤ ≅ ∂

≥u ≅ ° ≅ tsss
≅ tss

式中 }÷为样品中血红素的含量 kh l~≥t为样品峰面积 ~≤为

标准溶液浓度 k°ªr°�l~≥u为标准溶液峰面积 ~∂ 为样品定

容体积 k°�l~°为称取固体样品的质量 kªl∀

3  放大试验

以 tssª粗品血红素为原料用上述确定的纯化条件即 t

Β vx的固液比 !tqxh的氨溶液 !提取 ts°¬±进行了三批样品

的试验 ∀经浙江省方园检测股份有限公司 k原浙江省标准计

量局 l测试表明含铁量分别为 {qxo{qw|o{qw|h ok血红素理

论含铁量为 {qyh lo折合血红素实际含量为大于 |{h o完全

符合本技术要求 ∀

4  讨论

4q1  该纯化方法采用稀碱 !酸处理 o具有流程简单 !生产周

期短 !成本低 !无污染等优点 o为血红素纯化提供了一条新的

工艺思路 ∀

4q2  本工艺已从 tsª血红素为底物的实验室小试扩大到了

tssª血红素为底物的中试 o因此可进一步扩试 o为工业化生

产所用 ∀
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摘要 }目的  分离纯化库拉索芦荟多糖并建立含量测定方法 ∀方法  醇沉法提取库拉索芦荟多糖 o≥ ³̈«¤§̈ ¬ �2tss凝胶柱色
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量为 {tqtth o测定平均回收率为 tssqvh ∀结论  该方法可从库拉索芦荟中提取分离纯度较高的多糖 o含量测定方法简便 !
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  芦荟为百合科多年生肉质草本植物 o广泛分布于热带 !

亚热带地区 ∀芦荟种类繁多 o其中具有代表性的药用品种有

库拉索芦荟 kΑλοε βαρβαδενσισ � ¬̄̄ µ̈l!木立芦荟 kΑλοε αρβορεσ2

χενσ� ¬̄̄ µ̈l!中华芦荟 kΑλοε ϖερα �q √¤µq χηινενσισl等 ∀据国

内外的研究报道 o芦荟所含的主要生物活性成分为蒽醌类物

质和多糖 ∀多糖是芦荟叶凝胶部分除去水分外的主要成分 o

具有免疫调节作用及抗肿瘤 !抗病毒 !抗衰老等功效 ≈t ∗ w  ∀

本实验以 � ¦�±¤̄¯̈ ¼冷处理法提取库拉索芦荟多糖 o用葡聚

糖凝胶柱色谱进行纯化 o并建立其含量测定方法 ∀

1  仪器与试剂

zxvs型紫外可见分光光度计 k上海第三分析仪器厂 l~

高效凝胶柱色谱 k°«¤µ°¤¦¬¤l~�≥ p tss�自动部分收集器

k上海精科实业有限公司 l∀葡聚糖凝胶 ≥ ³̈«¤§̈ ¬ � p tss

k°«¤µ°¤¦¬¤l~无水乙醇 k中国成都金山化工试剂厂 o�� l~硫

酸 k上海化学试剂有限公司 o�� l~苯酚 k上海试剂一厂 o�� ~

重蒸后使用 l~∆2甘露糖 k上海试剂二厂 o�� l~⁄2葡萄糖 k中

国医药上海试剂公司 o�� l∀其他试剂均为分析纯 o水为二

次蒸馏水 ∀

2  方法

2q1  库拉索芦荟粗多糖的提取

取已成熟的新鲜芦荟叶片 o洗净 o去刺 o剥皮 o分离凝胶

部分粉碎匀浆 o浆液过 tss目筛除去纤维质 ∀过筛液汁中加

入无水乙醇至 {sh owε 放置过夜 oxsssµr°¬±离心得多糖沉

淀 o冷冻干燥后得浅灰褐色芦荟粗多糖 ∀

2q2  库拉索芦荟多糖的纯化

≥ ³̈«¤§̈ ¬ �2tss凝胶充分溶胀后装柱 o用蒸馏水平衡

w{«∀取芦荟粗多糖溶于蒸馏水中 o离心除去不溶物 o上清液

上柱分离 o用蒸馏水洗脱 o洗脱速度 x°�rus°¬±o自动收集器

收集 x°�r管 ∀检测并收集主要峰部分 o冷冻干燥得白色芦

荟多糖 �∀

2q3  苯酚 2硫酸法

精密称取甘露糖 tssqs°ª置 tss°�量瓶中 o蒸馏水溶解

并定容至刻度 o摇匀 o制得 tqsss°ªr°�甘露糖标准贮备液 ∀

准确移取甘露糖标准贮备液 sqxsotqssotqxsouqssouqxso
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