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毛发水解液中混合氨基酸的分离富集方法研究 技术方法

Study on the separation and enrichment of mixed amino acids in hair hy-

drolysate

张　莉 ,李　文 ,肖正华 ,张世德　　 (第三军医大学医学检验系分析化学教研室 ,重庆 400038)

　　【提要】　目的: 研究毛发水解液中混合氨基酸的分离富集方法。 方法:本文采用离子交换法 U S双柱串

联的方式使除盐和氨基酸的富集同时完成。结果:混合氨基酸成品纯度大于 99% ,回收率为 54. 21%。结论:

离子交换法是一种较简便有效的分离富集混合氨基酸的方法。

　　国内有毛发水解生产胱氨酸厂近百家 ,生产中产

生的母液含色素、铵盐、菌体蛋白、金属离子和 10几种

游离 L-氨基酸。 为了更合理的利用资源 ,减少环境污

染 ,必须对其进行深度开发。经絮凝、脱色处理后的水

解液中氨基酸的含量较高 ,但同时存在约 15%的

N H4Cl,使氨基酸的提取十分困难。目前国内外常用的

从水解液中除盐制备混合氨基酸的方法有膜分离

法 [1 ]、电化学法 [2, 3 ]和离子交换法 [4 ] ,本文采用了离子

交换法 ,它的生产成本较低、操作简便有效。

1　基本原理

　　在一定 p H值的溶液中 ,根据氨基酸等电点的不同 ,它们能

以阳离子或阴离子的形式在溶液中存在 ,对强酸性阳离子交换

树脂而言 ,氨基酸的碱性越强 ,树脂对它的选择性越高 ,树脂与

氨基酸间的亲和力越大。调节上柱液 pH值 ,使各种氨基酸均以

阳离子形式存在 ,从而与阳离子交换树脂发生交换反应 ,此时

水解液中的 N H+
4 和氨基酸富集在树脂柱上 , Cl-随流出液流

出。根据质量作用定律 ,选择适当浓度的氨水作洗脱剂 ,因氨基

酸的亲和力小于 N H+
4 ,所以被氨水洗脱下来 ,而 N H+

4 仍留在

树脂柱内。 洗脱液中有混合氨基酸和 N H3 ,直接进行减压浓缩

除氨 ,最后的浓缩液经结晶、精制就可得混合氨基酸成品。

　　该过程反应如下:

　　交换: R- SO3 H+ AN+ = R- SO3 AN+ H+

R- SO3 H+ N H+
4 = R- SO3N H4+ H+

　　洗脱: R- SO3 AN+ N H3 H2O= R- SO3 N H4+ AN+ + O H-

　　式中 AN+ —— 氨基酸阳离子:

R- SO3 H—— 氢型强酸性阳离子交换树脂。

　　作者简介:张　莉 ,女 , 26岁 ,助教 ,硕士
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2　材料与方法

2. 1　仪器和试剂
　　主要仪器: d 30 mm× 130 mm离子交换柱两支 ;减压蒸馏

装置一套 ; pHS-3C型酸度计。

　　试剂: 732强酸性阳离子交换树脂 ,按国家标准 GB5476

-85, GB1288-92进行预处理和再生 ; P-2改性聚合铝和聚丙烯

酰胺 ;粉末活性炭 (食用级 )。

　　水解液: 提取胱氨酸后的毛发水解液 ,由胱氨酸生产厂提

供。

2. 2　样品的制备
　　取水解液调 pH5～ 9后 ,分别加入 0. 025% ～ 0. 1%的 P-2

改性聚合铝和聚丙烯酰胺进行连续絮凝 ,使水解液中的菌体蛋

白和大部分金属离子絮凝沉降后过滤 ,弃去渣滤。 滤液在 pH

3. 5～ 4. 0、温度为 50°C～ 55°C下 ,加入 3% ( W /V )活性炭 ,搅

拌脱色 3次 ,得浅黄色样液 ,备用。

2. 3　实验方法
　　将已处理好的氢型 732树脂各 140 ml装入两支离子交换

柱中 ,两柱串联。取样液调 p H后上柱 ,然后用蒸馏水冲洗 ,以除

去树脂柱内未发生交换的氨基酸、 N H+
4 、 Cl-等 ,最后用氨水洗

脱 ,收集洗脱液至茚三酮反应转阴。 洗脱液经减压蒸馏、结晶、

精制即可得混合氨基酸成品。

2. 4　氨基酸的分析测试方法
2. 4. 1　定性分析方法　　利用茚三酮作显色剂 ,测试时取少

量试液滴于滤纸上吹干除尽溶剂 ,再滴 0. 1%茚三酮无水丙酮

溶液 1滴 ,充分吹干后若呈紫色则表明试液中含氨基酸。

2. 4. 2　定量分析方法 [5 ]　　应用甲醛法可定量测定氨基酸中

的氨基氮 ,对于毛发水解后用氨水或碳铵中和沉降胱氨酸的生

产工艺 ,水解液中含大量氯化铵 ,它和氨基酸与甲醛会发生相

似反应 ,甲醛法实质上测得的是水解液中氨基酸和铵盐的总氮

含量 ,蒸馏法可测定未经消解的水解液中铵盐的氮含量。 将甲
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醛法测得的总氮量和蒸馏法测得的铵盐氮含量进行差减 ,可得

到水解液中氨基酸总氮量。

3　讨论

3. 1　上柱方式
　　在离子交换法中有正上柱和反上柱两种上柱方式 ,正上柱

法的交换容量比反上柱时大 ,若上柱液中含较多菌体蛋白等固

形物 ,易堵塞树脂柱 ,这时应采用反上柱方式。由于水解液已经

过絮凝处理除去了菌体蛋白 ,所以采用正上柱方式。 水解液中

含约 15% N H+
4 和少量未被絮凝沉降的金属离子 ,它们对氨基

酸的交换容量影响较大 ,为充分发挥树脂的交换能力 ,提高氨

基酸的纯度和浓度 ,应用双柱串联法 ,第一个柱主要交换 N H+
4

和金属离子 ,在第二个柱上交换氨基酸。

3. 2　上柱条件
　　对上柱效果影响较大的因素有上柱液的 p H值和上柱流

速 ,用氨基酸的交换吸附效果为考查指标 ,以上柱率表示 ,分别

对两种因素进行考查 ,结果见表 1。

　　 (注:上柱率=
C1- C2

C1
× 100%　式中 C1—— 上柱液中氨基

酸氮含量 , g· L- 1 ; C2—— 流出液中氨基酸氮含量 , g· L- 1。 )

表 1　上柱条件与氨基酸交换吸附效果关系

实验号 1 2 3 4 5

p H值 1. 5 2. 5 3. 5 4. 5 5. 0

上柱率 (% ) 79. 82 92. 30 72. 23 64. 24 63. 21

流速 ( ml· min- 1 ) 3. 0 4. 0 5. 0 6. 0 7. 0

上柱率 (% ) 89. 72 92. 30 84. 07 82. 83 78. 65

　　 p H值对离子交换效果的影响有两方面 ,一是对树脂交换

基团离解的影响 ;二是对水解液中氨基酸的存在形式有影响。

上柱时 ,流速过小就增加了上柱时间 ;流速过大 ,交换过程还未

达到平衡水解液就向下移动 ,不能充分发挥树脂的交换能力。

由实验发现 ,当 p H2. 5的水解液以 4. 0 m l· min- 1的流速上柱

时 ,氨基酸的交换效果最佳。

3. 3　洗脱条件
　　对洗脱效果影响较大的因素有洗脱剂浓度和洗脱流速 ,以

氨基酸的回收率作为考查指标 ,分别对它们进行优化实验 ,实

验结果见表 2。

表 2　洗脱条件与氨基酸洗脱效果关系

实验号 1 2 3 4 5

浓度 ( mol· L- 1) 1. 0 2. 0 3. 0 4. 0 5. 0

回收率 (% ) 32. 54 59. 17 81. 07 63. 91 51. 48

流速 ( ml· min- 1 ) 2. 0 3. 0 4. 0 5. 0 6. 0

回收率 (% ) 66. 27 74. 56 82. 15 61. 54 50. 89

　　洗脱剂的浓度是根据被洗脱离子与树脂间的亲和力大小

等情况来决定的 ,一般而言 ,洗脱剂浓度高些 ,被洗脱下来的离

子比较集中 ,但若其浓度过高 ,就会使洗脱剂消耗过多 ,造成浪

费 ;如果浓度过低 ,又会使洗脱时间加长。最后由实验确定洗脱

剂氨水浓度为 3. 0 mol· L- 1 ,流速为 4. 0 ml· min- 1。

3. 4　浓缩与精制
　　洗脱液的碱性较强 ,氨基酸在碱性条件下受热易引起构型

的变化而失去生物活性 ,因此利用减压蒸馏法进行浓缩 ,在得

到混合氨基酸粗品的同时除去洗脱液中的氨。 粗品经溶解、脱

色、减压浓缩后结晶 ,晶体在 60°C～ 80°C下干燥 1～ 2 h可得混

合氨基酸成品 ,呈白色晶体状。

4　结论

　　由双柱串联的离子交换法分离富集混合氨基酸的

方法 ,其最大的优点是在除去 N H+
4 、 M g2+ 、 Ca2+ 、 Cl-

等离子的同时 ,得到杂质含量少的混合氨基酸洗脱液 ,

再经浓缩、精制即可得混合氨基酸成品。本文通过实验

确定该方法的各种条件 ,为最终实现提取胱氨酸后毛

发水解液的综合利用提供了可能 ,并为今后进一步分

离提取单一氨基酸创造了条件。
　　关键词　氨基酸 ;分离富集
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一种多用小动物离体心脏灌流装置的研制及应用

The preparation and application of a device for in vitro heart perfusion of

small animal

万子兵 ,肖家思 ,闫淑枝　　 (第三军医大学基础医学部生理学教研室 ,重庆 400038)

　　【提要】　目的: 探讨一种新的多用小动物离体心脏灌流装置。方法: 通过 26例大鼠同时离体左室顺行灌

流两鼠双心脏 ,探讨该灌流装置的适用性。结果: 灌流心脏在 0～ 3 h内各心功能指标均无明显变化。结论:本

多用小动物离体心脏灌流装置满足医学科研实验的要求 ,具有极高的推广应用价值。

　　自 Lang endo rf f创建离体心脏满足流技术 [ 3]以

来 ,用于离体心脏灌流的装置也应运而生。国外早有定

型配套的灌流装置出售 ,但由于其结构复杂、造价昂

贵 ,致使国内许多医学科研工作者不敢问津而代之以

就便器材临时组装 ,不符合科研实验的要求。我室根据

Langendorf f等离体心脏灌流模型
[3 ]

,结合本室科研实

际进行改造 ,研制出了一种多用小动物离体心脏灌流

装置。

1　材料与方法

1. 1　仪器配备
　　仪器配备: 温度控制器 (自制 ) ,二道生理记录仪。

1. 2　方法
　　以本装置利用本室建立的离体左室顺行灌流技术 [5] ,以台

氏改良液 [6]对 26例大鼠行同时灌流两鼠双心脏 ;采用双心灌

流技术 [7] ,对 15例大鼠进行同一大鼠离体心脏左右心室同时

灌流 (双心灌流 )。

1. 3　灌流液流程示意图
灌流液→氧合池加温氧合→前负荷调节器　

　　　　　↑　　　　　　　　　　↑　　

　后负荷调节器←心脏←缓冲池←蛇形管

1. 4　统计学处理
　　数据用 x-± s表示 ,行配对 t检验。

2　结果

　　左室顺行灌流两鼠双心脏的心功能变化见表 1。

表 1　左室顺行灌流两鼠双心脏的心功能变化

Time( min- 1 ) AP( k Pa) LV P(k Pa) + dp /dt ( k Pa· s- 1)- d p /dt (k Pa· s- 1 ) CF( ml· min- 1) CO(m l· min- 1 ) HR( beat· s- 1 )

0 8. 2± 1. 7 8. 8± 1. 2 130. 2± 16. 8 102. 4± 16. 2 12. 0± 2. 3 29. 3± 12. 3 205± 12

30 8. 0± 1. 2 9. 0± 1. 4 148. 6± 13. 2 118. 3± 13. 6 11. 2± 3. 1 29. 4± 10. 1 215± 10

60 8. 3± 1. 4 9. 6± 1. 4 153. 2± 14. 0 119. 4± 15. 4 10. 9± 4. 9 39. 8± 9. 2 228± 9

90 8. 1± 1. 3 9. 5± 1. 6 150. 1± 13. 6 117. 3± 15. 2 10. 8± 5. 3 31. 6± 10. 3 219± 12

120 7. 8± 1. 7 9. 3± 1. 2 148. 6± 12. 7 109. 6± 13. 4 11. 4± 3. 5 30. 3± 8. 6 218± 16

150 7. 9± 1. 2 9. 1± 1. 5 136. 3± 11. 8 107. 8± 13. 6 11. 2± 4. 2 29. 6± 7. 3 209± 14

180 7. 6± 1. 8 8. 9± 1. 8 128. 2± 12. 4 99. 3± 15. 7 10. 9± 3. 0 29. 2± 11. 8 201± 6

前负荷: 1. 4 kPa H2 O;后负荷: 6. 5 k Pa H2 O; AP: 主动脉压 ; LV P: 左室内压 ;± dp /dt: 室内压最大上升和下降速

率 ; CF: 冠脉流量 ; CO: 心输出量 ; HR:心率。 ( P > 0. 05)
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