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摘要!为解决工厂低磷脂酰胆碱"h3$含量大豆粉末磷脂的积压问题!以及获得高纯度的磷脂酰乙

醇胺"h4$!以用碱性乙醇从低h3含量大豆粉末磷脂中提取的粗 h4产品为原料!通过冷冻结晶法

纯化制备高纯度h4& 在单因素实验的基础上!以h4含量为指标!通过响应面实验对冷冻结晶纯化

条件进行了优化& 结果表明!h4的最佳冷冻结晶纯化条件为)料液比 #oJ"!冷冻时间 !#BK W!冷冻

温度$!Kp!乙醇体积分数 )Je!乙醇碱浓度为 )Je乙醇与 !Ke氨水体积比 #""o%& 在最佳条件下!

产品h4含量为 &ABKAe!h4回收率为 %#B!Ke& 因此!冷冻结晶法纯化工艺可用于制备高纯度h4&
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YD:̂=7; _WDY_WD98_8ZY>8SW 9D>h3CD;S=;Ŝ:79H798;==SW7;D9>7YRY=Z 7YSW=[7>67S=[879SD_[=_7[=W8?W $

_R[8S:h4^:<[==I8;?C[:YS7998I7S8D;B'7Y=Z D; SW=Y8;?9=<7CSD[=c_=[86=;S$ >8SW h4CD;S=;S7YSW=8;Z8C7SD[$

SW=D_S8679<[==I8;?C[:YS7998I7S8D; CD;Z8S8D;YD<h4>=[=Z=S=[68;=Z ^:[=Y_D;Y=YR[<7C=6=SWDZD9D?:7Y

<D99D>Y& YD98Z 98ER8Z [7S8D#oJ"$ <[==I8;?S86=!#BK W$ <[==I8;?S=6_=[7SR[=$!Kp$\D9R6=<[7CS8D; D<=SW7;D9

)Je$ =SW7;D979H798CD;C=;S[7S8D; "\D9R6=[7S8DD<)Je =SW7;D9SD!Ke 766D;87>7S=[# #""o%BX;Z=[SW=Y=

CD;Z8S8D;Y$ SW=CD;S=;S7;Z [=CD\=[:[7S=D<h4>=[=&ABKAe 7;Z %#B!Ke$ [=Y_=CS8\=9:BLW=[=<D[=$ SW=

<[==I8;?C[:YS7998I7S8D; _[DC=YYC7; ^=RY=Z SD_[=_7[=W8?W $_R[8S:h4B

:); <.-/*&YD:̂=7; _WDY_WD98_8ZY! _WDY_W7S8Z:9=SW7;D9768;=! <[==I8;?C[:YS7998I7S8D;

MM磷脂酰乙醇胺
#

"h4#又称脑磷脂$主要由大豆

粉末磷脂分离得到$具有非常重要的生理功能% 例

如&h4与4hN'bTN结合后$具有抗氧化功能+# $!,

$

可提高4hN和bTN的氧化稳定性!h4与蛋白质组

成凝血激酶$存在于血小板内$能促使血液凝固+.,

!

h4还能维持线粒体的形态+J,

$调控胰岛素的信号传

导+K,

% 另外$h4具有改善智力'促进大脑发育'改善

神经运动障碍综合征的功能+A,

% h4在医药领域应

用越来越广$高纯度 h4可用于制备 _T敏感脂质

体+&,

$也可作为仿生涂层$包覆于生物医用材料植

入物表面+%,

% 近年来$对h4特别是高纯度h4的市

场需求急剧扩大$工厂提取磷脂酰胆碱"h3#后的副

产物中仍含有较高含量 h4% 因此$以低 h3含量的

大豆粉末磷脂为原料$研究一种适合工业化生产高

纯度h4的方法$既能解决工厂中低h3含量大豆粉

末磷脂的积压问题$又具有很好的应用价值%

目前$常用的精制h4的方法有柱层析法+) $#",

'超

临界流体萃取法+##,

'金属离子沉淀法+#!,和化学合成

法+#.,等$但均存在生产成本高'操作复杂的问题% 而

h4通过乙醇提取后再经冷冻结晶法纯化$可除去游离

糖及糖脂等糖类物质$以及三酰基甘油等非极性脂质

和极性较小的磷脂酰肌醇"hV#

+#J,

$达到分离纯化的目

的$产品中h4含量可以达到 &"e左右+#K,

% 本研究以

低h3含量的大豆粉末磷脂提取的粗h4产品为原料$

在前期研究的基础上+#K,

$进一步拓宽因素水平范围$在

#J#
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较高碱浓度的乙醇介质中进行冷冻结晶纯化$通过单

因素实验和响应面优化实验确定最佳冷冻结晶纯化条

件$以提高h4含量和h4回收率$为工业化生产高纯度

h4提供参考%

=>材料与方法

#B#M实验材料

#B#B#M原料与试剂

大豆粉末磷脂"h4!!BK&e$h3JB".e#'h4标

准品"纯度 %&e#$江苏曼氏生物科技股份有限公

司!无水乙醇'!Ke氨水'冰醋酸均为分析纯$国药集

团化学试剂有限公司!甲醇'正己烷'异丙醇为色谱

纯$LW=[6D-8YW=[公司%

#B#B!M仪器与设备

N'#"J $P型电子天平$梅特勒 $托利多公司!

4̀0 $A"Q型电动搅拌器$常州峥嵘仪器有限公司!

*4$K!NN型旋转蒸发器$上海亚荣仪器有限公司!

b2-$A"K" 型真空干燥箱$无锡久平仪器有限公司!

'3b$!!A0+型冰箱$青岛海尔股份有限公司!N?89=;S

##""高效液相色谱"ThU3#$美国安捷伦公司%

#B!M实验方法

#B!B#M粗h4制备

准确称取一定量大豆粉末磷脂于烧杯中$按料液

比 #o!" 加入碱性乙醇"无水乙醇与 !Ke氨水体积比

#""oK#$在 J"p下搅拌提取 K" 68;$提取 !次% 提取后

过滤$滤液旋蒸浓缩$然后在 K"p下真空干燥$即得粗

h4产品"h4纯度 KKBK)e#%

#B!B!Mh4的冷冻结晶纯化

将粗 h4产品以一定的料液比溶解于一定碱浓

度以及一定体积分数的乙醇溶液中$然后放置在一

定温度的冰箱中冷冻一定时间% 取出后立刻抽滤$

滤液旋蒸浓缩后真空干燥$即得到h4产品%

#B!B.MThU3测定磷脂组分及含量

"##ThU3条件

08$A" 色谱柱"!K" 66rJBA 66rK

"

6#$柱

温 J"p!载气流速 ! UF68;!蒸发光检测器!漂移管温

度 &!p!进样量 #"

"

U!流动相 N为甲醇$水$冰醋

酸$三乙胺"体积比 %Ko#Ko"BJKo"B"K#$流动相'为

正己烷$异丙醇$流动相N"体积比 !"oJ%o.!#$梯度

洗脱程序见表 #%

表 =>梯度洗脱程序

时间F68;

流动相体积分数Fe

N 'M

流速F"6UF68;#

"" K )K #

#" K )K #

!" ." &" #

.K )K K #

.A #" )" #

J" #" )" #

MM"!#标准溶液的配制及标准曲线回归方程的

建立

将h4标准品用氯仿$甲醇"体积比 !o##溶解'

稀释和定容至质量浓度为 !" 6?F6U的 h4标准母

液% 分别吸取 "B!'"BK'"B%'#B!'#BK'!B" 6Uh4标

准母液于#" 6U容量瓶中$用氯仿 $甲醇"体积比

!o##定容$配成质量浓度分别为 "BJ'#B"'#BA'!BJ'

.B"'JB" 6?F6U的 h4标准溶液% 将不同质量浓度

的h4标准溶液进行ThU3检测$以h4峰面积的对数

9D?"E#"8#为纵坐标和h4标准溶液质量浓度的对数

9D?"2#"9#为横坐标进行线性拟合$得到h4的标准曲

线回归方程&8m"BK)# J9n!B!"# )$)

!

m"B))A %%

".#样品中h4含量的测定

准确称取样品 !"B" 6?$用氯仿$甲醇"体积比

!o##溶解'定容至 #" 6U$样品液摇匀后用 "BJK

"

6

滤膜过滤至进样瓶$然后进行 ThU3检测% 根据标

准品的保留时间对样品中 h4组分定性% 根据标准

曲线回归方程计算样品中 h4含量$并计算 h4回

收率%

?>结果与分析

!B#M单因素实验

!B#B#M料液比对h4含量及回收率的影响

在冷冻温度 $!"p'冷冻时间 #A W'乙醇碱浓

度为无水乙醇与 !Ke氨水体积比 #""oK 的条件下$

考察料液比对h4含量及回收率的影响$结果如图 #

所示%

图 =>料液比对SI含量及回收率的影响

MM由图 #可见$随着料液比的增加$h4含量先上升

后下降$h4回收率不断上升% 这可能是因为在一定

温度下$h4'磷脂酰肌醇"hV#等组分在溶剂中的饱和

浓度是固定的$在实验所用料液比范围内$hV等其他

组分的浓度差"初始浓度 $低温下饱和浓度#比 h4

的浓度差大$因此析出的hV等杂质组分比h4多$h4

含量提高% 在料液比为 #oKK 时$析出的hV与析出的

h4之间差值达到最大$所以此时h4含量最高%

在一定温度下$h4在溶剂中的饱和浓度是固定

的$料液比越大$溶剂量越大$冷冻时溶解的 h4越

!J#
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多$相应析出的 h4越少$因此 h4回收率随着料液

比的增加而增加% 综合考虑 h4含量和回收率$最

适料液比为 #oKK%

!B#B!M冷冻时间对h4含量及回收率的影响

在料液比 #oJ"'冷冻温度 $!"p'乙醇碱浓度

为无水乙醇与 !Ke氨水体积比 #""oK 条件下$考察

冷冻时间对 h4含量及回收率的影响$结果如图 !

所示%

图 ?>冷冻时间对SI含量及回收率的影响

MM由图 ! 可见$随着冷冻时间的延长$h4含量先

增加后下降$h4回收率不断下降% 这可能是因为粗

h4产品中含有较多hV杂质$冷冻时 hV的结晶沉淀

速度大于h4$因此h4含量不断增加!!" W 后 hV达

到沉淀平衡$而 h4继续沉淀析出$因此 h4含量又

下降% 随着冷冻时间延长$h4呈不断结晶析出的趋

势$因此h4回收率不断下降% 综合考虑h4含量和

回收率$最适冷冻时间为 !" W%

!B#B.M冷冻温度对h4含量及回收率的影响

在料液比 #oJ"'冷冻时间 #A W'乙醇碱浓度为无

水乙醇与 !Ke氨水体积比 #""oK条件下$考察冷冻温

度对h4含量及回收率的影响$结果如图 .所示%

图 B>冷冻温度对SI含量及回收率的影响

MM由图 . 可见$在冷冻温度 $& f$!"p范围内$

h4含量变化不大$这可能是因为在此温度范围内$

h4结晶沉淀的速度与hV等杂质组分结晶沉淀的速

度相当% 当冷冻温度为$!Kp时$hV等杂质结晶沉

淀速度大于h4的且 hV结晶沉淀量达到最大$故此

温度下h4含量最高% 继续降低冷冻温度$h4结晶

析出量增大$因此 h4含量又下降% 冷冻温度降低$

h4在碱性乙醇溶液中溶解度不断降低$因此回收率

不断下降% 综合考虑 h4含量和回收率$最适冷冻

温度为$!Kp%

!B#BJM乙醇体积分数对h4含量及回收率的影响

在料液比 #oJ"'冷冻温度 $!"p'冷冻时间

#A W'乙醇碱浓度为不同体积分数乙醇与 !Ke氨水

体积比 #""oK 的条件下$考察乙醇体积分数对h4含

量及回收率的影响$结果如图 J 所示%

图 C>乙醇体积分数对SI含量及回收率的影响

MM由图 J 可见$随着乙醇体积分数的增加$h4含

量先上升后下降再上升$h4回收率则先上升后下

降% 研究表明$一方面水会与磷脂形成胶体结晶析

出$另一方面水可以提高乙醇溶液对 h4的选择性$

这两种作用同时存在+#A,

% 因此$随着含水量的减

少$这两种作用同时降低$在不同阶段降低的幅度不

同% 当乙醇体积分数低于 )!e时$前一种起主要作

用$因此含水量减少会导致磷脂结晶析出减少$h4

含量和回收率都上升!当乙醇体积分数在 )!e f

)%e时$后一种起主要作用$因此含水量减少会导致

h4在醇溶液中溶解度降低$ h4含量与回收率下

降% 无水乙醇体系中$磷脂不会与水形成胶体$因此

h4含量上升% 综合考虑 h4含量和回收率$最适乙

醇体积分数为 )!e%

!B#BKM乙醇碱浓度对h4含量及回收率的影响

在料液比 #oJ"'冷冻温度 $!"p'冷冻时间

#A W'乙醇体积分数 #""e的条件下$考察乙醇碱浓

度对h4含量及回收率的影响$结果如图 K 所示%

图 D>乙醇碱浓度对SI含量及回收率的影响

MM由图 K 可见&当乙醇碱浓度为无水乙醇与 !Ke

氨水体积比 #""o"B% f#""oK 时$溶液 _T增加$h4

和hV在乙醇相中的溶解度均增大$导致h4产品中杂

.J#
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质含量增多$因此h4含量略有下降!h4回收率在乙

醇碱浓度为无水乙醇与 !Ke氨水体积比 #""o"B% f

#""o. 时不断增加$在乙醇碱浓度为无水乙醇与

!Ke氨水体积比 #""o. f#""oK 时略有下降% 当乙

醇碱浓度为无水乙醇与 !Ke氨水体积比 #""o% 时$

hV已达到溶解平衡$而 h4溶解度继续增加$因此

h4含量和回收率都快速上升!在乙醇碱浓度为无水

乙醇与 !Ke氨水体积比 #""o#! 时$由于加入氨水

过多$导致体系含水量过多$从而导致h4'hV等磷脂

与水形成胶体析出$因此 h4含量和回收率又下降%

综合考虑h4含量和回收率$最适乙醇碱浓度为无

水乙醇与 !Ke氨水体积比 #""o%%

!B!M响应面优化实验

根据单因素实验的结果$固定冷冻温度为

$!Kp$以h4含量"##为指标$选择料液比"I#'冷

冻时间",#'乙醇体积分数"K#和乙醇碱浓度"不同

体积分数乙醇与 !Ke氨水体积比# "N#为考察因

素$进行响应面实验% 响应面实验因素水平如表 !

所示$响应面实验设计及结果如表 . 所示%

表 ?>响应面实验因素水平

水平 料液比 冷冻时间FW 乙醇体积分数Fe 乙醇碱浓度

$# #oJ" #A )" #""oK

""" #oKK !" )! #""o%

""# #o&" !J )J #""o##

表 B>响应面实验设计及结果

实验号 I , K N #Fe

"# $# $# " " AKBJA

"! # $# " " AKB"K

". $# # " " A)B#"

"J # # " " AABK)

"K " " $# $# &#B&!

"A " " # $# &JB&!

"& " " $# # &"BK)

"% " " # # &#BJ&

") $# " " $# &#B#A

#" # " " $# &JB..

## $# " " # &JBAA

#! # " " # A)B"%

#. " $# $# " A)BA)

#J " # $# " A"B""

#K " $# # " A"B%"

#A " # # " &!B..

#& $# " $# " &.BJ&

#% # " $# " &!B&%

#) $# " # " &ABAJ

!" # " # " &KB#"

!# " $# " $# AAB%"

续表 B

实验号 I , K N #Fe

!! " # " $# A&BA#

!. " $# " # AKB"A

!J " # " # AJB.!

!K " " " " &&B..

!A " " " " &KB&.

!& " " " " &JBK!

!% " " " " &KB"J

!) " " " " &.B.)

MM以h4含量"##为响应值$对表 . 实验数据进行

回归拟合$得到回归方程&#m&K+!" $"+A.In"+K),

n#+"&K$"+).N$"+K.I,$"+!#IK$!+#)INnK+.",K

$"+.),N$"+K.KN$"+JKI

!

$%+"!,

!

$"+)AK

!

$#+).N

!

%

对回归模型进行方差分析$ 结果如表 J 所示%

表 C>方差分析

方差来源 平方和M 自由度 M均方 M* (

模型 K)AB&% #J J!BA. !)B!#

k"B""" #

!!

I JB&A # JB&A .B!A k"B")! .

, JB#) # JB#) !B%& k"B##! .

K #.BA% # #.BA% )B.&

k"B""% K

!!

N #"B.% # #"B.% &B##

k"B"#% J

!

I, #B#" # #B#" "B&A k"B.)) J

IK "B#% # "B#% "B#! k"B&." !

IN #)B#J # #)B#J #.B#!

k"B""! %

!!

,K ##!BK& # ##!BK& &&B#K

k"B""" #

!!

,N "BA" # "BA" "BJ# k"BK.# K

KN #B#! # #B#! "B&& k"B.)K !

I

!

#B!) # #B!) "B%% k"B.A. J

,

!

J#&BJ# # J#&BJ# !%AB"A

k"B""" #

!!

K

!

KB)& # KB)& JB") k"B"A! &

N

!

!JB!J # !JB!J #ABA#

k"B""# #

!!

残差 !"BJ. #J #BJA

失拟项 ##B%K #" #B#% "BKK k"B&)A &

纯误差 %BK% J !B#K

总离差 A#&B!" !%

M注&

!!

表示极显著"(k"B"##!

!

表示显著"(k"B"K#

由表 J 可见$模型极显著"(k"+""" ##$失拟项

不显著"(l"+"K#% 该回归模型的总决定系数")

!

#

为 "+)AA )$修正决定系数")

!

NZG

#为 "+).. %$说明该

回归模型与实验数据的误差较小$拟合程度比较高$

可信度高% 各因素对 h4含量的影响大小次序为

KlNlIl,$即乙醇体积分数l乙醇碱浓度l料液

比l冷冻时间% 另外$K'IN',K',

!

'N

!的影响达到

极显著水平$ N的影响达到显著水平%

JJ#

3TVPN V̀U0 NPb-NL0MMMMMMMMMMMMMM!"!! aD9gJ& PDg#!



经b=Y8?; $4c_=[S软件模拟分析$得到乙醇冷

冻结晶纯化h4工艺的最佳条件$即料液比 #oJ"$冷

冻时间 !#BK) W$乙醇体积分数 )Je$乙醇碱浓度为

)Je乙醇与 !Ke氨水体积比 #""o%BJJ% 最佳条件

下h4含量的预测值为 &&B"Je% 在实验过程中为

了方便与可控$将最佳条件修正为料液比 #oJ"'冷

冻时间 !#BK W'乙醇体积分数 )Je'乙醇碱浓度为

)Je乙醇与 !Ke氨水体积比 #""o%$在此条件下重

复 . 次实验$h4含量的平均值为 &ABKAe$与预测

值只差 "BJ% 百分点$说明用响应面模型得到的预测

值与实际值吻合度高$用此模型对冷冻结晶纯化条

件进行优化是合理可行的$结果是可靠的% 经计算$

最佳条件下h4回收率为 %#B!Ke%

B>结>论

通过单因素实验和响应面优化实验$确定了料

液比'冷冻时间'冷冻温度'乙醇体积分数和乙醇碱

浓度对h4含量及回收率均有较大影响$其中乙醇

体积分数和乙醇碱浓度对 h4含量有极显著和显著

影响% h4的最佳冷冻结晶纯化工艺条件为料液比

#oJ"'冷冻时间 !#BK W'冷冻温度 $!Kp'乙醇体积

分数 )Je'乙醇碱浓度为 )Je乙醇与 !Ke氨水体

积比 #""o%$在此条件下 h4含量可达 &ABKAe$h4

回收率为 %#B!Ke% 本实验在提高 h4含量的基础

上$可明显提高h4的回收率$因此对工业生产具有

较大意义%
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