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摘要!以低磷脂酰胆碱";V$含量大豆粉末磷脂为原料!建立以碱性乙醇为溶剂结合冷冻纯化制

备高纯度磷脂酰肌醇";N$ 的方法% 在单因素实验的基础上利用响应面优化实验确定 ;N的最佳

提取条件为& 冷冻时间 #$ 7!冷冻温度%!"c!提取温度 '"c!料液比 #C!$!&1G乙醇与 !0G氨水

体积比 #""C'!提取时间 '" +-A!提取次数 ( 次% 在最佳条件下!产物 ;N含量为 1!4/!G!得率为

#'4!&G%
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KK磷脂";M#是一类脂质$包括磷脂酰胆碱";V#%

磷脂酰乙醇胺";)#%磷脂酰丝氨酸";J#和磷脂酰

肌醇";N#

(#)

& ;N由磷脂酸和肌醇构成磷脂极性基

团部分有一个六碳环状肌醇& ;N肌醇环上第 (%'%0

位羟基在相应激酶催化下磷酸化形成多种 ;N衍生

物$这些物质可作为信号前体产生第二信使$;N也

可直接参与许多细胞活动(!)

$例如跨膜转运%离子

转运%膜囊泡运输%细胞框架和细胞凋亡(()

& 由于

;N的特殊生理功能(!$' %0)

$其有望成为预防%治疗老

年痴呆症的有效天然化合物& 大豆磷脂含有丰富的

;N$是探索;N分离和精制方法的良好材料&

目前$;N的纯化方法有溶剂萃取法(/ %1)

%化学

合成法%膜过滤法%超临界流体萃取法(& %#")

%离子交

换法%柱层析法(##)等& 由于超临界流体萃取法仪器

设备成本高$金属离子沉淀存在重金属离子残留问

题$膜分离法导致膜清洗困难等问题$目前 ;N分离

纯化的研究方向主要集中在溶剂萃取和柱层析上&

王强(#!)建立以溶剂为核心的逐级纯化技术$;N含量

从 ($4#G提高到 1$4#!G$但回收率较低且溶剂消

耗大& 姜波等(#()采用硅胶柱层析法$以氯仿 %甲醇

为流动相进行等度洗脱$最终纯化得到的;N产品纯

度可达 &#40G$但采用混合溶剂洗脱$溶剂难以回

收$且溶剂消耗大& 费云芸(#')通过碱性乙醇粗提取

;N$再通过液%液萃取和金属离子沉淀进一步纯化$

最后通过 B)L)%纤维素柱层析$最终得到 ;N含量

为 &/40G产品$但过程烦琐且得率仅为 "4(0G& 因

此$开发低成本%高纯度;N制备方法$具有重要的经

济意义和社会价值&

本研究针对制备高纯度 ;N中存在的成本高%工

&!#
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艺复杂等问题$利用低 ;V含量的大豆粉末磷脂制

备 ;N$用正己烷 %乙醇溶液双溶剂对粉末磷脂中

糖类物质进行脱除$用碱性乙醇实现脱糖磷脂中

;)和 ;N的分离$再结合冷冻分提最终得到高纯

度 ;N&

67材料与方法

#4#K实验材料

#4#4#K原料与试剂

大豆粉末磷脂";N(#4!&G$;)!'4"&G$;L"磷

酸#'41'G$;V'4$G#'江苏曼氏生物科技有限公

司! ;)标准品"纯度
#

&1G#%;N标准品"纯度
#

&1G#$J-E+,公司!无水乙醇%冰醋酸%!0G氨水%乙

酸铵'分析纯!正己烷%异丙醇'色谱纯&

#4#4!K仪器与设备

])%0!L型旋转蒸发仪!IR#1R凯特离心机!

BW%#"#J集热式磁力加热搅拌器!Bli系列电热

恒温振荡水槽!X,=8@[#0!0 液相色谱仪"蒸发光散

射检测器#'美国X,=8@[公司&

#4!K实验方法

#4!4#K;N的制备

大豆粉末磷脂脱糖方法(#0)

'称取 #"4"" E大豆

粉末磷脂溶于 ("4" +M正己烷$振荡充分溶解$向三

角瓶中加入体积分数 00G乙醇溶液 /" +M$将三角

瓶放置在 ("c%转速为 #"" @F+-A的恒温水浴振荡

器中振荡 $" +-A$静置分液$上层磷脂重复脱糖 !

次$最后将分液得到的上层物质旋蒸即得脱糖

磷脂&

;N的制备'称取 04"" E脱糖磷脂于烧瓶中$按

一定的料液比加入碱性乙醇溶液$加热搅拌一段时

间$离心$取上清液$在一定温度下冷冻一定时间$取

出立即离心" ' """ @F+-A$#" +-A#$收集下层沉淀

物用氮气吹干$即为;N产品&

#4!4!KU;MV测定磷脂组分及含量

样品溶液配制'精确称取样品 #"4"" +E$溶于

流动相$定容至 04"" +M$充分摇匀后经 "4!!

!

+滤

膜过滤至样品瓶$进行U;MV分析&

U;MV条件'J-%/" 色谱柱"!0" ++d'4/ ++$

0

!

+#!流速 #4"" +MF+-A!柱温 ("c!蒸发光散射

检测器$载气流速 ! +MF+-A$温度 /0c!进样量 #"

!

M!流动相L为正己烷%异丙醇%#G乙酸"体积比

1C1C##$流动相>为异丙醇%正己烷 %乙酸铵""40

+EF+M#"体积比 '""C/""C#!#$梯度洗脱程序见表

#& 将;)%;N标准品分别单独进样$记录出峰时间$

根据磷脂标准品保留时间对样品磷脂进行定性$采

用外标法定量&

表 67梯度洗脱程序

时间F+-A

流动相体积分数FG

L >

流速F

"+MF+-A#

"" #"" " #

"$ #"" " #

"$4# #0 10 #

#0 #0 10 #

!" #"" " #

0" #"" " #

87结果与讨论

!4#K单因素实验

!4!4#K冷冻时间对;N含量的影响

设定冷冻温度 %#0c%料液比 #C!"%无水乙醇

与 !0G氨水体积比 #""C!%提取时间 '" +-A%提取温

度 '"c%提取次数 ( 次$考察冷冻时间对 ;N含量的

影响$结果如图 # 所示&

图 67冷冻时间对9_含量的影响

KK由图 # 可见$随着冷冻时间的延长;N含量先上

升后下降$ ;N得率不断增加而 ;)含量先下降后上

升& 由于碱性醇溶物中;N先结晶析出$且结晶析出

速度大于;)$在 #/ 7内达到最大值$随着冷冻时间

继续延长 ;)沉淀开始增多$;N含量随之减少& 因

此$选择最佳冷冻时间为 #/ 7&

!4!4!K冷冻温度对;N含量的影响

设定冷冻时间 #/ 7%料液比 #C!"%无水乙醇与

!0G氨水体积比 #""C!%提取时间 '" +-A%提取温度

'"c%提取次数 ( 次$考察冷冻温度对 ;N含量的影

响$结果如图 ! 所示&

图 87冷冻温度对9_含量的影响

KK由图 ! 可见$;N含量随冷冻温度下降呈先上升

"(#
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后略下降的趋势$但升高趋势缓慢$而 ;)含量及;N

得率随冷冻温度下降而增加$温度突然降低样品中

;N易结晶析出$且温度越低析出量越大$ %!"c时

;N析出量最大$而后 ;)随着冷冻温度继续降低析

出速度大于;N$使得 ;N含量降低& 综合考虑$选择

最佳冷冻温度为%!"c&

!4!4(K料液比对;N含量的影响

设定冷冻时间 #/ 7%冷冻温度 %!"c%无水乙

醇与 !0G氨水体积比 #""C!%提取时间 '" +-A%提取

温度 '"c%提取次数 ( 次$考察料液比对 ;N含量的

影响$结果如图 ( 所示&

图 =7料液比对9_含量的影响

KK由图 ( 可见$随着料液比的增加$;N含量先增

加后略下降$;N得率不断增加而 ;)含量先减少后

增加& 随着料液比的增大$物料均匀地分散在碱性

乙醇体系$;)%;N溶解量增大$料液比在 #C!0 p#C("

时$;)溶解量大于 ;N$;N含量开始降低& 因此$选

择最佳料液比为 #C!0&

!4!4'K无水乙醇与 !0G氨水体积比对 ;N含量的

影响

设定冷冻时间 #/ 7%冷冻温度 %!"c%料液比

#C!0%提取时间 '" +-A%提取温度 '"c%提取次数 (

次$考察无水乙醇与 !0G氨水体积比对 ;N含量的

影响$结果如图 ' 所示&

图 >7无水乙醇与 8?J氨水体积比对9_含量的影响

KK由图 ' 可见$;N含量随无水乙醇与 !0G氨水体

积比的增加而增加后趋于平稳$;)含量先减小后上

升$而 ;N得率先增加后减小& 与无水乙醇相比$含

氨乙醇可以明显增加 ;)%;N溶解度$无水乙醇与

!0G氨水体积比 #""C( 时$;N含量最大& 因此$最佳

无水乙醇与 !0G氨水体积比为 #""C(&

!4!40K提取温度对;N含量的影响

设定冷冻时间 #/ 7%冷冻温度 %!"c%料液比

#C!0%无水乙醇与 !0G氨水体积比 #""C(%提取时间

'" +-A%提取次数 ( 次$考察提取温度对 ;N含量的

影响$结果如图 0 所示&

图 ?7提取温度对9_含量的影响

KK由图 0 可见$随着提取温度的升高$;N含量呈

先增大后减小的趋势$在 '"c时$;N含量及得率达

到最大值$同时;)含量随提取温度升高变化不大$

说明提取温度对 ;)的选择影响不大& 因此$选择

最佳提取温度为 '"c&

!4!4/K提取时间对;N含量的影响

设定冷冻时间 #/ 7%冷冻温度 %!"c%料液比

#C!0%无水乙醇与 !0G氨水体积比 #""C(%提取温度

'"c%提取次数 ( 次$考察提取时间对 ;N含量的影

响$结果如图 / 所示&

图 @7提取时间对9_含量的影响

KK由图 / 可见$;N含量随提取时间延长呈先上升

后下降趋势$;N得率及 ;)含量总体呈上升趋势&

提取时间为 '" +-A时$;N在碱性乙醇相中溶解速率

达到最大值$且溶解速率大于 ;)& 随提取时间延

长$;)溶解率增加而;N含量减少& 综合考虑$选择

最佳提取时间为 '" +-A&

!4!4$K乙醇体积分数对;N含量的影响

设定冷冻时间 #/ 7%冷冻温度 %!"c%料液比

#C!0%乙醇与 !0G氨水体积比 #"" C(%提取温度

'"c%提取时间 '" +-A%提取次数 ( 次$考察乙醇体

积分数对;N含量的影响$结果如图 $ 所示&

#(#
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图 A7乙醇体积分数对9_含量的影响

KK由图 $ 可见$随着乙醇体积分数增加$;N含量

呈现先上升后下降的趋势$;N得率及 ;)含量随着

乙醇体积分数的增加而增加& 由于磷脂具有一定的

亲水性$体系中水对;)%;N含量及得率的影响$一方

面水与磷脂形成胶体析出!一方面水的存在可提高

乙醇相的极性$有利于 ;N等极性物质的溶解& 而

;)的极性小于;N$与无水乙醇相比$含水乙醇对 ;N

的选择性大& 乙醇体积分数低于 &'G时$磷脂与水

凝结成块析出$不利于搅拌提取& 综合考虑$选择最

佳乙醇体积分数为 &1G&

!4!41K提取次数对;N含量的影响

设定冷冻时间 #/ 7%冷冻温度 %!"c%料液比

#C!0%&1G乙醇与 !0G氨水体积比 #""C(%提取温度

'"c%提取时间 '" +-A$考察提取次数对 ;N含量的

影响$结果如图 1 所示&

图 B7提取次数对9_含量的影响

KK由图 1 可见$随着提取次数增加$;N得率和 ;N

含量逐渐增加$而 ;)含量不断下降& 因为提取次

数的增加使得体系中 ;)溶解度达到极限$溶解到

碱性乙醇中 ;)含量不断减小$ ;N含量增加$;N得

率上升& 从生产周期考虑$选择最佳提取次数为

( 次&

!4!K响应面优化实验

!4!4#K响应面实验结果与分析

根据>6̂%>87A<8A中心组合实验设计原理$综

合单因素实验结果$在冷冻温度 %!"c%提取温度

'"c% 提取时间 '" +-A%提取次数 ( 次的基础上$选

取料液比".#%冷冻时间"/#%&1G乙醇与 !0G氨水

体积比"0#对提取效果影响显著的 ( 个因素$进行

三因素三水平的响应面分析实验& 因素水平见表

!$响应面实验设计及结果见表 (&

表 87因素水平

水平 . /F7 0

# #C!" #! #""C(

! #C!0 #/ #""C'

( #C(" !" #""C0

表 =7响应面实验设计及结果

实验号 . / 0 ;N含量FG

# %#K %#K " /&40$

! # %#K " $14/1

( %#K # " $04"0

' # # " 1#4!#

0 %#K " %#K $!41"

/ # " %#K 1#4##

$ %#K " # $04$'

1 # " # 1"4!$

& " %#K %#K 1"4/#

#" " # %#K $&41&

## " %#K # 1#4("

#! " # # 1!4!'

#( " " " 1#4"$

#' " " " 1(4!"

#0 " " " 1(4#!

#/ " " " 1!4#(

#$ " " " 1(40#

KK由表 (得到二次多项回归方程';N含量e1!4/#g

(40#.g#4"(/g"4/'0%"4$'./%"4&0.0g"4'#

/0%04"".

!

%#4'$/

!

%"4#!0

!

& 对二次多项回归

方程进行方差分析和显著性检验$结果见表 '&

表 >7方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 3 4 显著性

模型 !(/4#0 & "!/4!' #'4$0 "4""" & 极显著

. "&14$$ # "&14$$ 0040! "4""" # 极显著

/ ""14'$ # ""14'$ "'4$/ "4"/0 0

0 ""(4(" # ""(4(" "#41/ "4!#0 (

./ ""!4#1 # ""!4#1 "#4!! "4("0 '

.0 ""(40$ # ""(40$ "!4"# "4#&& '

/0 """4/& # """4/& ""4(& "400( 0

.

!

#"04'' # #"04'' 0&4!/ "4""" # 极显著

/

!

""&4#0 # ""&4#0 "04#' "4"0$ $

0

!

"""4"/ # """4"/ ""4"' "410/ $

残差 "#!4'0 $ ""#4$1

失拟项 ""14'( ( ""!41# "!41" "4#$! &

纯误差 ""'4"! ' ""#4"#

总离差 !'14/" #/

K注'4f"4"# 表示极显著!4f"4"0 表示显著&

!(#
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由表 ( 可知$失拟项4e"4#$! & h"4"0$失拟项

不显著$说明建模成功& 各因素中一次项.%二次项

.

! 是极显著的& 相关系数 5

!

e&'4&&G$校正决定

系数5

!

L9q

e11400G$说明响应值的变化有 &'4&&G

源自于所选变量$即该模型与实际实验拟合良好$实

验误差小$并且回归方程可以较好地描述各因素与

响应值之间的真实关系& 由 3可得各因素影响度

为 .h/h0$即料液比 h冷冻时间 h&1G乙醇与

!0G氨水体积比&

!4!4!K验证实验

按照优化后的条件$结合实际情况$得到 ;N最

佳提取条件为冷冻时间 #$ 7%冷冻温度 %!"c%提

取温度 '"c%料液比 #C!$%&1G乙醇与 !0G氨水体

积比 #""C'%提取时间 '" +-A%提取次数 ( 次& 在最

佳条件下平行做 ( 次验证实验$所得到碱性醇沉物

中;N平均含量为 1!4/!G$平均得率为 #'4!&G$其

中;N含量与预测值"1(4$"G#相差 #4"1 个百分点&

!4(K产品U;MV图谱

冷冻醇沉物U;MV图谱如图 & 所示&

图 C7冷冻醇沉物的V9OS图谱

KK经过冷冻处理后$;N含量由大豆粉末磷脂中的

(#4!&G提高到 1!4/!G$说明溶剂萃取结合冷冻纯

化效果明显&

=7结7论

由单因素实验和响应面实验结果可知$以碱性

乙醇为溶剂结合冷冻法提取;N的最佳工艺条件为'

冷冻时间 #$ 7$冷冻温度%!"c$提取温度 '"c$料

液比 #C!$$&1G乙醇与 !0G氨水体积比 #""C'$提取

时间 '" +-A$提取次数 ( 次& 在最佳条件下$产品

;N含量由原料的 (#4!&G 提高到 1!4/!G$得率为

#'4!&G& 这为工业化生产高纯度;N与较高含量;N

提供了两种新的方法&
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