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猪喉软骨硫酸软骨素的制备和自由基清除活性
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摘!要!直接用木瓜蛋白酶水解软骨!三氯醋酸除蛋白质!乙醇沉淀干燥得硫酸软骨素粗多糖!经

345406789:;(<7=:<>=)(?离子交换层析分离纯化!高效凝胶渗透色谱和琼脂糖凝胶电泳测定其
相对分子质量和纯度!比较硫酸软骨素粗品和纯品的体外自由基清除活性"结果显示硫酸软骨素
粗品和纯品提取率分别为/.@"%A$@#%B和.2@&2A$@&1B!后者相对相对分子质量为&".&#!粗
品的3CCD#和#ED清除活性最强!随着产品纯度的提高!活性降低!而对于E!0#清除活性结
果则相反"
关键词!软骨$硫酸软骨素$分离纯化$自由基
中图分类号!F1. 文献标识码!5

4$.5&$&0-"%"(61"%*$"-0-%+#’(&0.($"74-28&$3%2.&’6&$0-’&2.
&%*)$..9&*-,&’:;+,&<.%2-%2=,0-<-0-.:

GHE+I69-:JK0)L%!,H+M97JK0N-
#6O9(()(=P((Q6OL7JO7:JQ4JKLJ77;LJK%6(->97;JR:JK>S7TJLU7;<L>N%V-WL!.#$/%%X9LJ:$

=>:0$&,0!Y97O;-Q7O9(JQ;(L>LJ<-)=:>7<?7;77W>;:O>7QZN8:8:LJ%>97JL<():>7Q:JQ8-;L=L7QZN
>;LO)(;(:O7>LO:OLQ:JQ 345406789:;(<7 P:<>P)(?L(J7WO9:JK7O()-[JO9;([:>(K;:89N@
C-;L=L7QO9(JQ;(L>LJ<-)=:>7?:<LQ7J>L=L7QZN<87O>;-[%:K:;(<7K7)7)7O>;(89(;7<L<:JQ9LK9
87;=(;[:JO7K7)87;[7:>L(JO9;([:>(K;:89N@Y97=;77;:QLO:)<0<O:U7JKLJK:O>LUL>L7<(=>97O;-Q7
O9(JQ;(L>LJ<-)=:>7O([8)7W?7;7O([8:;7Q>(>9(<7(=8-;L=L7QO9(JQ(;L>LJ<-)=:>7@Y97;7O(U7;N
;:>7(=>97O;-Q7:JQ8-;7O9(JQ;(L>LJ<-)=:>70?7;7/.@"%A$@#%B :JQ.2@&2A$@&1B%

;7<87O>LU7)N@Y97;7)7U:J>[()7O-):;?7LK9>(=>97?:<&".&#3:@ Y973CCD& :JQ &ED
<O:U7;JKLJK:O>LUL>7<(=O;-Q7O9(JQ;(L>LJ<-)=:>7< ?7;7Z7>>7;>9:J>9(<7(=>978-;L=L7Q
O9(JQ;(L>LJ<-)=:>7%Z->>97;7<-)><?7;7;7U7;<7=(;>97O:<7(=E!0*
?.3@"$*:!O:;>L):K7"O9(JQ;(L>LJ<-)=:>7"L<():>L(J:JQ8-;L=LO:>L(J"=;77;:QLO:)

!!硫酸软骨素#X96$具有降血脂’抗病毒’抗肿瘤
等重要生物功能(.)%现在对软骨的利用主要是提取
硫酸软骨素作为保健品’化妆品和药品%传统工艺
为稀碱0酶解提取法%忽略了碱提取过程中糖的去皮
反应对糖的降解%产品质量不易控制%环境污染严

重(!\/)*’()8L等报道只有大分子硫酸软骨素才能
阻止铜离子引起的低密度脂蛋白的氧化(#)*木瓜
蛋白酶肽键作用广泛%作用条件温和%不降解硫酸
软骨素%无污染*作者直接用木瓜蛋白酶水解软骨
得到硫酸软骨素粗多糖%345406789:;(<7PP分离
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纯化得到硫酸软骨素纯品!并探讨硫酸软骨素粗品
和纯品的自由基清除特性!为将来软骨硫酸软骨素
和蛋白质的综合利用提供理论依据"

A!材料与仪器

原料#猪喉软骨#无锡天鹏集团提供"
试剂#木瓜蛋白酶#上海源聚生物科技有限公

司产品$葡萄糖醛酸#P)-O:产品$硫酸软骨素 5#

6LK[:公司产品$甲苯胺蓝#北京莱博生物材料有限
公司产品$34540<789:;(<7PP#C9:[:OL:产品$三
氯乙酸%氢氧化钠和丙酮等皆为分析纯"
仪器#V:>7;<%$$高效液相色谱仪&示差折光

检测器’$美国+LO()7>+7W-<PY0H]傅立叶变换红
外光谱仪$美国安捷伦液相色谱仪&5KL)7J>..$$’"

B!实验方法

BCA!软骨水解
猪喉软骨"预处理"石油醚脱脂"风干粉碎

制成风干样品"木瓜蛋白酶提取"表面活性剂%三
氯乙酸除蛋白质"抽滤"离心&#$$$;([LJ!.$
[LJ’"真空旋转浓缩"乙醇沉淀"离心收集沉淀!
低温真空干燥挥发乙醇"透析"冷冻真空干燥!得
到硫酸软骨素粗多糖"

BCB!硫酸软骨素的纯化
将34540<789:;(<7PP预处理后填充!@"O[

^#$O[封口层析柱!用8D"@"$!浓度$@$"[()(_
乙酸钠缓冲液平衡层析柱!首先用$@$"[()(_乙
酸钠缓冲液洗脱!后用$!![()(_氯化钠梯度洗
脱!体积流量./$[_(9!/[LJ(管收集!苯酚硫酸法
监测多糖"收集各洗脱峰!#‘透析/%9!冷冻真空
干燥"

BCD!己糖醛酸的测定
间羟基联苯法)"*"

BCE!氨基酸分析
精确称取一定量样品于特制水解管底部!加%

[()(_盐酸!&..$A.’‘水解!#9!上安捷伦液相
色谱仪测定水解氨基酸含量"

BCF!相对分子质量的测定和纯度鉴定

BCFCA!琼脂糖凝胶电泳!见文献)"*"

BCFCB!高效凝胶渗透色谱!DCICX"!标准品为
葡聚糖&37W>;:J’!葡萄糖测定!>!蓝色葡聚糖测定

!$"

BCG!紫外光谱和红外光谱分析
将样品配成一定浓度进行紫外扫描$红外光谱

为溴化钾压片!波数#$$$(O[!#$$(O[扫描"

BCH!体外自由基清除活性
超氧阴离子自由基&E!0+’和羟基自由基

&+ED’的清除活性
抑制率&B’a&"$\"#’("$ .̂$$B

式中#"$为空白发光值!"#为样品发光值"以样品
浓度对抑制率作图!根据拟合方程求出抑制率为

"$B时所需要样品的浓度"即半数抑制浓度

HX"$)%\&*"

D!结果和分析

DCA!产品得率及己糖醛酸分析
木瓜蛋白酶肽键作用广泛!能裂解精氨酸%赖

氨酸%苯丙氨酸%G0氨基酸残基!能降解软骨基质内
胶原%连接蛋白及蛋白聚糖核心蛋白!释放软骨硫
酸软骨素!提取率高&见表.’"糖醛酸含量在!#B
以上可用于制药!!$B可用于化妆品添加剂!本产
品完全可以用来做药剂%保健品或者化妆品原
料)1\2*"传统工艺提取率为.$B!.#B!引入碱
后!还要脱色!提取时间长!工序复杂).$*"本工艺有
望取代传统工艺稀碱0胰酶法提取硫酸软骨素"

表A!产品得率和己糖醛酸质量分数测定

I&>JA!9.,"<.$3$&0."(5$"*#,0:&%*,"%0.%0"(1.K#$"%-,

&,-*

样品名称
硫酸软骨素
得率(B

己糖醛酸
质量分数(B

粗品 /.@"%A$@#% !&@./A$@!&

纯品3 .2@&2A$@&1 /"@."A$@#.

DCB!LM=M;:.51&$":.))离子交换柱层析
硫酸软骨素类糖胺聚糖含有丰富的羧基和硫

酸基!因此利用阴离子交换树脂可以将其与非电负
性的物质分离$同时多糖中的羧基和硫酸基的取
向%类型和数量有差异!可以利用不同离子强度的
氯化钠溶液梯度洗脱!同时34540<789:;(<7PP具
有良好的分子筛效应!本文利用 34540<789:0
;(<7PP分离纯化硫酸软骨素糖胺聚糖!各组分得到
分离!洗脱曲线见图."上样后!起始缓冲液直接洗
出前两个组分!梯度洗脱后!洗出X和3峰!其中峰

3与甲苯胺蓝反应呈阳性!进一步将3进行琼脂糖
凝胶电泳判断是否为硫酸软骨素"

DCD!相对分子质量的测定和纯度鉴定
从电泳图!可知3为硫酸软骨素!其移动速度

比6LK[:公司硫酸软骨5标准稍快!可能是因为该
硫酸软骨素含有少量氨基酸!负电荷增多!移动速
度加快"
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图A!硫酸软骨素粗品的 LM=M;+.51&$":.))洗脱

曲线

)-2JA!M’#0-"%5&00.$%"(,$#*.,1"%*$"-0-%:#’(&0."%

LM=M;+.51&$":.))

图B!硫酸软骨素的琼脂糖凝胶电泳

)-2JB!=2&$":.2.’.’.,0$"51"$.:-:"(61:

!!分离纯化后的纯品3的 DCICX!见图/"#相
对分子质量为&".&#$这比一般碱提取的相对分子
质量!相对分子质量%$$$!!$$$$左右"大#这主要
是因为以往提取有碱的存在#会发生"消除反应#使
糖链发生降解$从图谱中可以看出该峰对称性好#
成分单一#纯度达22@$2B#但是在>a!#@$1/时#
有一个极小峰出现#这可能是溶剂峰#也可能是由
于糖胺聚糖类物质吸水作用极强#有小分子钠盐存
在$

图D!硫酸软骨素的N4O46

)-2JD!+.5,0$&"(N4O46"(61:

DCE!样品L的紫外光谱红外光谱
图#示显示出在!.$!!!$J[处有肽键吸收

峰#!1$J[处没显示出蛋白质存在吸收峰#说明该
产品中含有肽键#但不存在大分子蛋白质#!%$J[
处无紫外吸收#与琼脂糖电泳04b染色结果一致#说
明无核酸存在$硫酸软骨素的红外光谱图"与6LK0
[:公司的硫酸软骨素5吸收曲线一致#2!&%O[和

1"$%O[处有典型的硫酸软骨素5的吸收特征$

图E!硫酸软骨素的紫外光谱图

)-2JE!PQ:5.,0$#7"(61:

图F!硫酸软骨素的红外光谱

)-2JF!R9:5.,0$#7"(61:

DCF!硫酸软骨素的氨基酸分析
硫酸软骨素粗品中含有相当数量的肽或者

55#纯品中也含有!@!&B共价结合的 55!表!"#
这部分55的存在可能影响硫酸软骨素空间结构#
致使其自由基清除活性不同$

DCG!自由基清除实验
多糖对超氧阴离子自由基!E!0&"和羟基自由

基!&ED"的清除活性对&ED 清除活性强弱依次
为硫酸软骨素乙醇沉淀粗品’初步透析粗品和硫酸
软骨素纯品#半数抑制质量浓度!HX"$B"分别为

$@1’/@"和1@2[K%[_#但是对于 E!0&硫酸软骨
素乙醇沉淀粗品在.$[K%[_质量浓度范围内皆
没有活性#硫酸软骨素初步透析粗品和纯品的

HX"$B分别为&@"和$@2[K%[_#说明直接用木瓜
蛋白酶提取的X96粗品和纯品对E!0&和&ED的
清除活性机理可能不同#有待将硫酸软骨素和肽进
一步分离纯化进行抗氧化活性探讨$

E!结!论

木瓜蛋白酶水解猪喉软骨得硫酸软骨素粗多

糖#经34540<789:;(<7PP离子交换柱层析分离纯
化#得 到 高 纯 度 的 硫 酸 软 骨 素$其 粗 多 糖 的

3CCD&和&ED清除活性优于纯品#而E!0&清除
活性相反#推测软骨中除硫酸软骨素多糖外#蛋白
质水解物!肽或者氨基酸"也可能存在抗氧化活性#
在以后的研究中#需要进一步分别纯化软骨多糖和
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蛋白质肽!并进行活性探讨!充分利用软骨多糖和 蛋白质资源"

表B硫酸软骨素粗品和纯品的氨基酸分析

I&>JB!R%*-<-*-&’==,"%0.%0:"(,$#*.&%*5#$-(-.*61+

非必需氨基酸名称
质量分数#$K#cK%
粗品 纯品

必需氨基酸名称
质量分数#$K#cK%
粗品 纯品

天冬氨酸$5<8% ..@12 .@%1 缬氨酸$’:)% !@%/ $@%1

谷氨酸$I)-% !$@%% !@2# 蛋氨酸$d7>% $@#! $@!!

丝氨酸$67;% %@%. /@%# 苯丙氨酸$C97% .@2! .@2$

组氨酸$DL<% !@1$ $@%% 亮氨酸$_7-% /@"& .@"$

甘氨酸$I)N% /#@.# !@.% 异亮氨酸$H)7% .@%1 .@$!

精氨酸$5;K% !$@$! $@"$ 赖氨酸$_N<% 1@.2 $@.&

胱氨酸$XN<\XN<% $@22 $@./ 苏氨酸$Y9;% !@%$ .@..

酪氨酸$YN;% $@1% $@.$ 丙氨酸$5):% 2@2$ .@!1

脯氨酸$C;(% 2@/2 /@$$ 羟脯氨酸2@21 \ \

总非必需氨基酸量 .!&@!# .%@$2 总必需氨基酸量 !.@$. %@%$

氨基酸总量 .#1@!" !!@%2
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