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牛 肺 中 肝 素 的 提 取

摘 要 肝素是从牛肺或猪小肠中提取的一类化学物质! 它是由

"#葡萄糖胺、$#艾杜糖醛酸、葡萄糖醛酸交替组成的粘

多糖硫酸酯，其分子量在 %&&&’(&&&&!平均 )*&&&。采用水

浸、离子交换、洗脱、醇沉、磺化、洗涤、精制等方法，最后

得到较为理想的产品。
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肝素因其最初取自肝脏 而 得 名（./01234），现 肝

素多是从猪肠粘膜或猪、牛肺中提取得到。它是由

5)葡萄糖胺、6)艾杜糖醛酸及葡萄糖醛酸交替组成

的粘多糖硫酸酯，其分子量为 &$$$7,$$$$，平均分子

量 (+$$$ 左右，带有大量的负电荷，这与其抗凝作用

有关。近年来，发现低分子量肝素（689:）分子量在

($$$7(#$$$ 之间，平均分子量 +$$$，是一种较为理

想的抗栓药;(<。

$ 材料与方法

$#$ 材料与设备

氯化钠、氢氧化钠、=+>的乙醇、乙醚、盐酸、氯磺

酸、浓硫酸 均为分析纯；树脂 5#$, 杭州争光化

工集团。

0:")# 型酸度计，离子交换柱，?@)#$$ 紫外)
可见分光光度计（日本岛津），A!)#B 真空冷冻干燥

机 （德 国 产 ），6’CDED!’,$$$ 旋 转 蒸 发 器 （ 德 国

:/3FGH0.）。

$#! 肝素的提取

(%#%( 浸提 取牛肺 ($IJ，加水 ,IJ 搅拌均匀，再加

#$>K1LH 溶液 ,$$$MH 搅拌均匀N浸提 #.。

(%#%# 酶 解 将 上 述 浸 提 液 用 #$>K1D: 溶 液 调

0:=%$N加热至 +$O，加入 ,$J 胰蛋白酶N同时不断搅

拌并保持温度 P.。

(%#%& 灭酶、离心、过滤 酶解后的牛浆液经巴氏灭

菌后离心，离心后的渣滓再用 +>K1LH 溶液洗涤，再

离心，最后弃渣。合并二次离心液N过滤其滤液即为肝

素的浸提液。

$#% 离子交换树脂的收集与洗脱

(%&%( 离子交换树脂的洗涤、活化与测定 树脂的

洗涤与活化是提高树脂交换效率的关键，本实验采

用 ,>稀酸洗———水洗至中性———,>稀碱洗———水

洗至中性，如此重复三次。

洗涤后的树脂进行交换容量的测定 ;#<，树脂含水

量的测定（按国标 AC+-+-)P* 的方法测定）。

(%&%# 肝素的收集与洗脱

(%&%#%( 吸附 将收集的肝素滤液通过大孔型吸附树

脂（5#$,），肝素几乎全部被树脂所吸附 N 其滤液不

含有肝素，弃掉滤液。

(%&%#%# 洗脱 吸附了肝素的树脂N 用其体积 $%+ 倍

量的 ,MGH Q 6 的氯化钠溶液洗脱 #.；按每升洗脱液补

充 +$J 的氯化钠固体，继续洗脱 (.，再向树脂中加入

$%+ 倍量 ,MGH Q 6 的氯化钠 # 次，每次洗脱 #.，合并数

次洗脱液，得浅黄色滤液。

$#& 肝素的精制与磺化

(%,%( 精制 将洗脱液用盐酸调 0: 至 #%+，过滤后，

迅速调至中性，浓缩至一定的体积后加入 (%# 倍量的

=+>乙醇沉淀 (#.，待澄清后，过滤弃掉上清液；其沉

淀 按 +>浓 度 溶 于 $%P> K1LH 溶 液 中 ， 用 &MGH Q 6
K1D: 调 0: 至 ((，过滤，滤液再以 #MGH Q 6 的 :LH 调

0:#7,，过滤，取上清液；滤液用 &MGH Q 6 K1D: 调

0:*%+，加入 #%# 倍量 =+>乙醇静置过夜，沉淀脱水

后，真空干燥即得较为纯净的提取物肝素。

(%,%# 肝素的磺化 提取物进一步磺化是提高肝素

活化能力;&，,<的关键，其具体步骤如下：

(%,%#%( 混合酸的配制 将浓硫酸与浓氯磺酸按体

积比 #R( 混合即为混合酸。
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!"#"$"$ 肝素的磺化 称取提取物 %&’，在 &(时加

入 )&&*+ 混合酸搅拌 !,，升温到 $%(，继续搅拌 !,；

按体积比 !-. 加入乙醚/冰水浴 !,，用 0# 漏斗过滤；

回收的沉淀用 $&12345 溶解，调 65 至 %7.，加水稀

释至 !&&&*+（若颜色较深加 5$4$）；将上述稀释液用

冰水浴，通过 0) 漏斗过滤，再将滤液冰水浴/用 0) 漏

斗过滤，保留滤液；如此反复数次，直到漏斗过滤时

无沉淀为止。

!"#") 肝 素 的 提 纯 将 磺 化 后 的 滤 液 进 行 真 空 浓

缩，直到有沉淀析出为止；加入 $"8 倍 9%1乙醇洗脱/
静止过滤，将回收的沉淀用水溶解至近饱和状态，再

继续加入 $"8 倍 9%1乙醇洗脱/静止过滤，回收沉淀；

如此反复数次，得到较为理想的肝素为止。

!"#"# 样品的干燥 将上述沉淀脱水、冷冻干燥即

得到所需的高纯度肝素。

!"#"% 工艺流程

! 分析与讨论

!#$ 酶解条件的控制

酶解条件的控制:%;是提高肝素浸提率的关键，其

中温度和 65 是两个主要因素，其具体变化如图 !、

图 $。

从图 !、图 $ 可以看出，温度在 %&7%%(，65 9"&
左右时，酶能保持较好的生物学特性，浸提效果最

好，由于温度热惯性较大，控制起来比较困难，因此

我们把温度控制在 %&<$(，65 9"&，肝素的提取效果

较为理想。

!#! 大孔型吸附树脂（%!"&）理论交换容量与实际

交换容量的关系’!()(*+

理论交换容量相当于总交换容量，是指经干燥

至 恒 重 的 单 位 重 量（!’）或 单 位 体 积（!*+）树 脂 在

水 中 所 具 有 的 可 交 换 的 离 子 的 当 量 数 ； 实 际 交 换

容 量 是 指 在 某 一 工 作 条 件 下 树 脂 所 表 现 出 来 的 交

换 容 量 。 由 于 生 物 大 分 子 所 具 有 的 特 性 ： 分 子 量

大 ，树 脂 孔 道 对 其 空 间 排 阻 作 用 大 ，使 之 不 能 与 所

有 的 离 子 交 换 活 性 中 心 接 触 ； 被 吸 附 的 生 物 分 子

会 妨 碍 其 它 未 被 吸 附 的 分 子 与 离 子 交 换 基 团 发 生

作 用 ；分 子 本 身 带 多 价 电 荷 ，可 与 多 个 离 子 交 换 基

团发生作用。因此，树脂的实际交换容量一般都低

于 总 的 交 换 容 量 。 我 们 在 肝 素 提 取 时 采 用 大 孔 型

吸 附 树 脂 是 为 了 减 少 生 物 分 子 的 非 特 异 性 吸 附 ，

使 生 物 大 分 子 容 易 进 入 离 子 交 换 剂 内 部 ， 以 提 高

树 脂 的 实 际 交 换 容 量 ， 其 实 际 交 换 容 量 能 达 到 总

交换容量的 =&1以上。

, 结论

牛肺的浸提需要在高渗溶液中进行/ 其 23>+ 溶

液的浓度应保持在 !&1左右。酶解的条件根据蛋白

酶工作的最佳条件及活性单位来确定，加入量一般

为理论值的 !"% 倍。

树脂的交换容量应是理论交换容量的 $ 倍/以提

高肝素的得率，因为牛肺中的脂肪会给树脂造成污

染/降低树脂的交换能力。

磺化是提高肝素活性的关键步骤/控制好磺化条

件/反应需在冰水浴中进行，要反复提纯磺化后的产

物/要真空干燥或冷冻干燥。

参考文献

! 冯仁田/王福清"低分子肝素的作用机制及其临床研究进展"
中国生化药物杂志/!998/!9?%@
$ 何炳林/黄文强主编"离子交换与吸附树脂"上海科技教育出

版社/!99%/$
) 肝素生物活性的鉴定" 中华人民共和国药典?9%@第二部，附

录!A
# 夏旭东"低分子量肝素钠活性测定方法的探讨" 中国生化

药物杂志/!998/!9?%@
% 陈石根/周润琦编著"酶学"上海-复旦大学出版社/$&&!/$
. 孙彦编著" 生物分离工程"北京-化学工业出版社/!998/!&
= 俞俊棠/ 唐孝宣主编" 生物工艺学" 华东理工大学出版社/
!99=/#

牛肺!绞碎!盐水浸提! 酶解液!

离心液!滤液! 吸附柱!洗脱液!

浓缩液!沉淀!提取物!肝素

!"# $"%&’() 胰蛋白酶酶解 离心

过滤 离子交换树脂 洗脱 浓缩

醇沉 干燥 磺化

工 艺 技 术 工艺技术

--


