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碱—酶法提取硫酸软骨素的工艺研究

吴枫楠
(吉林龙谷生物科技有限公司 , 吉林 132101)

摘　要 : 研究以猪软骨组织为原料 ,采用碱液提取和酶解相结合的方式提取硫酸软骨素。通过对

影响碱液提取效率和酶解效果因素的研究 ,确定了碱液提取的最佳条件为 :碱液的体积分数

715 %、提取温度为 50 ℃、提取时间 2 h、提取 2次。酶解的最佳条件为 :采用木瓜蛋白酶和胰蛋白

酶的混合酶 1∶1 (w∶v) 、添加质量分数 110 % ,p H值 8、提取 36 h。
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Extraction of Sulphuric Acid Cartilage Biotin by Alkali2Enzyme Process

WU Feng2nan
(Rongoo Jilin Biological Technology Co. Ltd. , J ilin 132101 ,China)

Abstract : This aims of t his st udy is to develop an efficient ext raction process of chondroitin

sulfate f rom pig cartilage by Alkali2enzyme hydrolysis. For t his , t he optimum conditions were

determined and listed as follows : Density 715 % , Temperature 50 ℃, Time 2 h , two times. t he

optimum conditions to ext racted enzyme are as follow : Mixed enzyme wit h quince protein enzyme

and t ryp sin (1∶1) 、Additive Quantity : 110 % , p H = 8、Extracting 36 h.
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　　硫酸软骨素 ( Chondroitin Sulfate ,简称 CS)是

存在于动物软骨组织中的多种酸性多糖的混合物 ,

主要通过共价键与核心蛋白质相连 ,以蛋白聚糖的

形式存在。具有多种同分异构体 ,根据硫酸基在半

乳糖上的位置不同主要分为硫酸软骨素 A ( CSA)

和硫酸软骨素 B (CSC) [1 ]。

硫酸软骨素具有多种生物活性。由于硫酸软

骨素具有降低血脂、抗病毒、提高免疫力、抗衰老等

功能 ,被广泛应用于临床和生物医学中。

硫酸软骨素的提取方法主要有 :高温高压、中

性盐法、碱法、酶解法等 ,本文采用碱法和酶解法相

结合的办法 ,着重对影响提取的关键步骤进行了研

究 ,从而得到一条优化的生产途径。

1　材料与方法

1. 1　主要材料与设备

猪软骨组织 (市售) ,活性炭 ,胰蛋白酶 (活力

1∶250) ,木瓜蛋白酶 (活力 1 ∶3 000) ,胃蛋白酶

(活力 1∶3 000) 。

721 型分光光度计 :上海第三分析仪器厂 ;

D H G206型系列电热恒温鼓风干燥箱 :武汉海声达

仪器设备有限公司 ; H H22 数显恒温水浴锅 :江苏



金坛市荣华仪器制造有限公司 ; LD4_2A 型电动离

心机 :北京医用离心机厂 ; P HS—25 型酸度计 :上

海雷磁仪器厂 ;抽滤机 ,J A2002电子天平。

1. 2　试验方法

1 . 2 . 1　生产工艺流程

　　猪软骨组织→预处理→粉碎→碱液浸

　　清液 1—————————————清液 2
　　　↑ ↓

泡→粗滤→残渣→二次碱提→过滤混合

→酶解→活性炭吸附→纯化→脱水干燥→成品。[2 ]

1 . 2 . 2　最佳工艺条件的确定方法

1) 碱液提取条件的确定方法 　由于硫酸软骨

素通过共价键与核心蛋白相连接 ,以蛋白糖的形式

存在 ,因此需以某种方法使共价键断裂 ,从而使硫

酸软骨素释放出来 ,而碱液可较好的使共价键破

裂 ,而且硫酸软骨素分子上的硫酸基比较稳定 ,在

碱液作用下硫酸软骨素分子结构和分子质量一般

不会发生变化 ,因此本实验采用加入碱液的办法提

取硫酸软骨素。实验中以影响碱提效果的主要因

素 :碱液浓度 ,提取时间 ,提取次数 ,提取温度为试

验因子 ,采用正交试验对提取工艺进行优化。

2) 酶解条件的确定方法 　为进一步提高硫酸

软骨素的提取效果 ,同时提高产品的纯度 ,本实验

采用外加蛋白酶的办法去除蛋白质。首先通过单

因素试验确定最佳的分解酶 ,然后在酶确定的基础

上 ,通过以影响酶解的主要因素 :酶解温度、p H、酶

的添加量、酶解时间为试验因子进行正交试验 ,对

试验条件进行优化[3 ]。

3) 活性炭吸附 　酶解后酶解液 p H 值在 8 左

右 ,滴加盐酸调节水解液 p H 值至 615～710 ,温度

控制在 50℃,在搅拌下 1 ∶1 ( W/ V)加入颗粒状活

性炭 ,搅拌吸附 1h ,然后用盐酸调节 p H值为 510～

515 ,并加入 2 g/ dL 量的氯化钠 ,升温近至 (85 ℃左

右)保温 30 min ,趁热用 8层纱布过滤 ,滤液再用滤

纸过滤两次得澄清的硫酸软骨素液。

4) 纯化脱色　在经活性炭吸附后的溶液中加

入乙醇 , 使乙醇体积分数达到 65 %～70 %并静置

过夜 ,次日可得胶状沉淀。所得沉淀用无水乙醇及

丙酮各洗涤 2～3 次 ,然后过滤 ,滤渣置 60～65℃的

真空干燥箱中干燥 ,即得白色的硫酸软骨素粉[ 4 ]。

113　分析方法

蛋白质含量的测定 : Folin2酚试剂法
产品总得率 ( %) = (干品硫酸软骨素的质量

(g) /干燥猪软骨组织的质量 (g) ×100 %[5 ]

游离氨基酸总量 :茚三酮比色法[6 ]

2　结果与讨论

211　碱液提取条件的确定

准确称取 9份 50g∕份的软骨组织粉末于 500

mL 的烧杯中 ,在料液比为 1 ∶2 的基础上 ,以碱液

浓度、提取时间、提取温度、提取次数 4个因素进行

正交试验 (见表 1 ,2) 。

由表 1 ,2 可知 :影响碱液提取的因素依次为 :

B > A > C > D ,即碱液浓度对提取的影响最大 ,提取

温度次之 ,而提取时间和提取次数对提取的影响相

对较小。在料液比为 1 ∶2时碱液提取的最佳组合

为 A 2 B2 C2 D1即 :提取温度 50 ℃、碱液体积分数

715 %、提取 2次、提取时间 24 h。
表 1　碱液提取的因素水平表

Tab. 1　Factors and levels form of alaklin extraction

水平

因 素
提取
温度/ ℃

A

碱液
体积分数/ %

B

提取
次数

C

提取
时间/ h

D

1 40 5. 0 1 24

2 50 7. 5 2 36

3 60 10 3 48

表 2　碱液提取的正交试验表

Tab. 2　Orthogonal test table of alkali extraction

序号
因素

A B C D
得率/ %

1 1 1 1 1 6. 13

2 1 2 2 2 6. 65

3 1 3 3 3 5. 18

4 2 1 2 3 6. 77

5 2 2 3 1 7. 16

6 2 3 1 2 5. 72

7 3 1 3 2 5. 62

8 3 2 1 3 5. 97

9 3 3 2 1 5. 56

K1 5 . 99 6. 17 5 . 94 6. 28

K2 6 . 55 6. 59 6 . 33 6. 00

K3 5 . 72 5. 49 5 . 99 5. 97

R 0. 83 1. 1 0. 39 0. 31

212　酶解条件的确定

21211　酶种类的选择　硫酸软骨素与核心蛋白以

共价键相连。碱液提取后 ,为进一步将蛋白质降

解 ,使硫胺素释放出来 ,本实验采用各种不同的蛋

白酶进行降解试验 ,从而确定最佳分解酶。准确称

量 4份 50∕份的软骨组织粉末于 500 mL 的烧杯

中 ,在 p H值 810、温度 55 ℃、酶添加量为 115 %的

情况下提取 24 h ,然后采用茚三酮与游离氨基酸的

显色反应确定蛋白质的降解程度。
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表 3　酶种类的选择

Tab. 3　The selccf ion of enzyme

酶种类 胃蛋白酶 木瓜蛋白酶 胰蛋白酶 混合酶

显色结果 ﹣ ﹢ ﹢ ﹢﹢

　注“+”号表示颜色深浅 ,混合酶指木瓜蛋白酶和胰蛋白

酶 (1 :1)混合酶

　　由表 3 可知 :在相同的作用条件下 ,木瓜蛋白

酶和胰蛋白酶混合酶作用效果最好 ,而木瓜蛋白酶

和胰蛋白酶的作用效果次之且相似 ,胃蛋白酶的效

果较差。因此本实验采用添加木瓜蛋白酶和胰蛋

白酶混合酶 (1∶1)的方法提取硫酸软骨素。

21212　酶解条件的确定

在酶的种类确定的情况下 ,准确称取 9份 50g∕份

的软骨组织粉末于 500 mL 的烧杯中 ,以影响酶解

的四个因素 :酶解温度、p H、添加量、酶解时间进行

正交试验 (见表 4 ,5) 。

由表 4 ,5可知 :各因素对酶解的影响依次为 : A

> B > C > D ,即酶解的温度对酶解效果的影响最

大 ,酶的添加量次之 ,酶解的 p H和酶解时间影响相

对较小。通过极差分析得最佳的酶解条件为 A 1 B2

C1 D2 ,即酶解温度为 45 ℃、混合酶添加量为 110 %、

酶解 p H为 8、酶解时间 36 h。
表 4　酶解正交试验因素水平表

Tab. 4　Factors and levels from of enzyme hydrolysis

水平

因 素
酶解
温度/ ℃

A

酶质量
分数/ %

B

酶解
p H

C

酶解
时间/ h

D

1 45 0. 5 8 24

2 50 1. 0 9 36

3 55 1. 5 10 48

表 5　酶解的正交试验表

Tab. 5　Orthogonal test of enzyme hydrolysis

序

号

因 素

A B C D

蛋白质

质量分数/ %

1 1 1 1 1 2. 42

2 1 2 2 2 2. 30

3 1 3 3 3 2. 67

4 2 1 2 3 2. 96

5 2 2 3 1 2. 72

6 2 3 1 2 2. 62

7 3 1 3 2 2. 83

8 3 2 1 3 2. 51

9 3 3 2 1 3. 01

K1 2. 46 2. 74 2. 52 2. 72

K2 2. 77 2. 51 2. 76 2. 58

K3 2. 78 2. 77 2. 74 2. 71

r 0. 32 0. 26 0. 24 0. 14

3　结　语

1) 本文研究以猪软骨组织为原料 ,通过预处理

等工序制得软骨组织粉末 ,然后在不同的条件下进

行提取试验 ,从而确定了碱液提取的最佳条件为 :碱

液体积分数 715 %、提取温度 50 ℃、提取时间 24 h ,

提取 2次 ,酶解的最佳条件为 :以木瓜蛋白酶和胰蛋

白酶混合酶为降解酶 ,在温度为 45 ℃、p H值为 8、混

合酶添加质量分数为 110 %的条件下酶解时间 36 h。

2) 最终产品呈白色、略带咸味、无臭 ,具有较强

的吸水性 ,加热不凝结 ,易溶于水并形成粘稠溶液 ,

不溶于酒精、乙醚、丙酮等有机溶剂。

3) 主要检测结果为产品总得率为 2414 %、硫

酸软骨素质量分数 92 %、蛋白质质量分数 2135 %、

含水质量分数为 8172 %、酸碱度为 615。
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