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摘= =要：目的= =采用超滤膜技术对脉络宁注射液废弃物进行资源化研究。方法= =脉络宁注射液大生产废弃醇沉物中富含石斛

多糖、牛膝多糖和金银花多糖，通过免疫活性筛选自废弃物中分离出富含多糖的有效部位。采用不同孔径超滤膜将废弃醇沉

物分离所得粗多糖分为相对分子质量＜P×NMP、P×NMP～N×NMQ、N×NMQ～P×NMQ、P×NMQ～N×NMR、N×NMR～P×NMR、＞P×
NMR共 S 个部位，分别命名为 jcmN、jcmO、jcmP、jcmQ、jcmR、jcmS；利用苯酚J硫酸比色法和考马斯亮蓝 dJORM 染

色法测定jcmN～jcmS中多糖和蛋白质的量；bipaJemiC法检测jcmN～jcmS中多糖组分；通过小鼠脾淋巴细胞增殖、

转化和小鼠单核巨噬细胞 oAtOSQKT释放 kl实验对jcmN～jcmS进行免疫活性筛选。结果= = jcmN～jcmS多糖定量测定

结果发现 jcmQ多糖的量最高且免疫活性最优，多糖的量和得率分别为 TSKUMB和 NMKUNB；jcmR免疫活性次之，其量和得

率分别为 TPKOPB和 NQKTPB；结论= = jcmQ和 jcmR是免疫活性较优的部位，具开发利用价值。超滤膜技术可用于脉络宁注

射液废弃物中多糖资源化利用，该工艺过程简便易行，成本低廉，在循环经济利用中具有独特优势。=
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and=Coomassie=brillianí=blue=dJORM=síaining=meíhodX=molósaccharides=séecies=was=analózed=bó=bipaJemiCX=fmmunocoméeíence=of=
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脉络宁注射液由金陵药业股份有限公司南京金

陵制药厂生产，由牛膝、玄参、石斛、金银花 Q味
药材经水提、醇沉、醋酸乙酯精制等工艺处理后而

得。为国家级中药保护品种，是防治血栓性闭塞性

血管病的中药复方注射液，为国家基本药物目录所

保留的 U个中药注射液品种之一，已成为全国中医

院急诊必备药品。该注射液生产过程产生的废弃物

主要有：水提取后 Q味药的混合药渣、乙醇沉淀物、

醋酸乙酯萃取后剩余物及制药过程产生的大量废

水。中药资源产业化过程中废弃的植物根系、地上

茎叶、药渣、深加工过程废弃物等不仅造成严重的

资源浪费，而且会造成严重的环境污染问题。针对

这一社会问题，探索中药废弃物的资源化利用策略

与模式势在必行xNz。根据中药废弃物的来源与组成

特征，其利用策略主要有：传统非药用部位多途径

利用、中药材与中药饮片加工过程废弃物回收利用

和中药资源深加工过程废弃物回收利用xOJPz。在本实

验室前期研究中发现，乙醇沉淀物富含多糖、蛋白

质等大分子物质，据文献报道，牛膝、金银花和石

斛多糖均有免疫活性，故本研究以大生产中所产生

的乙醇沉淀废弃物为研究对象，对其进行活性跟踪

分离，以期对其实现资源化利用xQJTz。=
水提醇沉是中药制药生产的通用技术，由此而

生成的半固体物料因含有大量糖类等大分子物质，

稠厚、黏度大，极难干燥，不但限制了其再利用，

还成为中药行业污染环境，浪费资源的共有技术难

题。采用超滤膜分离多糖，与传统的多糖分离方法

（如乙醇分级沉淀和凝胶渗透色谱法）相比，不仅分

离过程简单，省时高效，节能，无相变，能避免生

物活性成分损失xUz；同时能够提高多糖纯度，富集

有效部位。另外，在清洗使用得当时可以长期连续

使用并保持较恒定的产量和分离效果，在相当低的

压力差下仍具有高流通率。膜科学技术因具有节约、

清洁、安全等优势可作为中药废弃物资源化的重要

选择之一xVJNMz。本研究将膜技术与制药过程废弃物

资源化开发有机结合，对于提升中药产业竞争力，

促进中药产业的性能优化与升级，推进中药资源可

持续发展具有重要意义。=
N= =仪器与材料=

taíers= OSVR 高效液相色谱仪，美国 taíers 公
司，taíers= OQOQ= bipa检测器，taíers= OVVU= maA
检测器；AllegraSQo=Cenírifuge高速冷冻离心机，美

国贝克曼库尔特有限公司；iibro=AbiJQMpj十万分

之一电子分析天平，日本岛津公司；bnpéire酶标仪，

美国 merkinblmer公司；切向流过滤系统，美国 db
公司；超滤膜，美国 db 公司；材质 mbp，截留相

对分子质量（jt）为 P×NMP、N×NMQ、P×NMQ、N×
NMR、P×NMR，滤膜有效面积为 MKN=mO。=

脉络宁注射液乙醇沉淀物来源于金陵药业股份

有限公司南京金陵制药厂。VUB浓硫酸，批号 UNMMT，
上海凌峰化学试剂有限公司；RB苯酚，广州金华大

化学试剂有限公司，批号 OMNRMNNV；无水葡萄糖对

照品，批号 T_UiJORTw，中国食品药品检定研究院；

omjf=NSQM培养液，批号 dQMPMT，上海源培生物科

技有限公司；ajbj 培养液，批号 hQMPMU，上海

源培生物科技有限公司；红细胞裂解液，_iosharé
公司，批号 SRMVUMNM；双抗（批号 eOMONM）、胰酶

（批号 _QMPMN）、胎牛血清（批号 gCPMNPN），pigma
公司；CChJU试剂盒，sazóme公司，批号 APNNJMO；
_CA蛋白质浓度测定试剂盒（批号 mMMNO）、kl测

定试剂盒（批号 pMMON），上海碧云天生物技术有限

公司；氯仿、无水乙醇、正丁醇（分析纯）；水为超

纯水。雄性昆明种小鼠，pmc级，体质量（OM±O）
g，由上海杰思捷动物有限公司提供，合格证号

pCuhOMNRJMMMS。oAt=OSQKT细胞株，由中国科学

院细胞库提供。=
O= =方法与结果=
OKN= =脉络宁注射液乙醇沉淀物粗多糖的超滤膜分离=
OKNKN= =预处理= =取一定量冻干的脉络宁注射液乙醇

沉淀物，加蒸馏水溶解稀释制备成质量浓度为 OM=
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mgLmi的溶液，R=MMM=rLmin离心 NM=min，取上清液

即得富含多糖的溶液（以下简称为jcm）。=
OKNKO= =不同jt区段jcm样品的制备= =按参考文献

的方法xNNJNOz，在 OR=℃，入口压力 MKP=jma，出口压

力 MKN=jma下，分别用截留jt=P×NMR、N×NMR、P×
NMQ、N×NMQ、P×NMP的超滤膜将 jcm 分离为不同

jt 区段多糖，共得 jcmN（jt＜P×NMP）、jcmO
（jt= P×NMP～N×NMQ）、jcmP（jt= N×NMQ～P×
NMQ）、jcmQ（jt=P×NMQ～N×NMR）、jcmR（jt=N×
NMR～P×NMR）、jcmS（jt＞P×NMR）S个部位。各

部位分别浓缩，冷冻干燥，称定质量，计算得率（ω）。=
ω＝tMLt=

tM为各 jt段多糖的质量，t为超滤前多糖的质量=

OKO= =多糖的定量测定=
采用苯酚J硫酸法xNPz测定不同 jt区段 jcm 样

品中多糖的量，各分离部位 jcmN～jcmS 中的多

糖测定结果见表 N。=
OKP= =蛋白质的定量测定=

采用考马斯亮蓝 dJORM染色法xNQz测定不同 jt
区段jcm样品的蛋白质的量，各分离部位jcmN～
jcmS 中蛋白质测定结果见表 N。由表 N 的研究结

果可知，jcmP、jcmQ、jcmR= P 部分多糖得率较

高，其多糖的量也较其他部分较高，说明脉络宁复

方多糖的 jt多分布在 N×NMQ～P×NMR。=
=

表 N= =各分离部位的成分测定结果=
qable=N= =Composition=results=of=different=separation=parts=of=
jcm=

部位= jt= ωLB= 多糖LB= 蛋白质LB=

jcmN= ＜P×NMP= = OKNQ= RQKPV= MKVU=

jcmO= P×NMP～N×NMQ= = SKTQ= TNKMU= NKPN=

jcmP= N×NMQ～P×NMQ= NQKMS= TQKUN= OKPP=

jcmQ= P×NMQ～N×NMR= NMKUN= TSKUM= RKVT=

jcmR= N×NMR～P×NMR= NQKTP= TPKOP= PKPP=

jcmS= ＞P×NMR= = SKTQ= ROKRR= UKOS=
=
OKQ= = emiC法检测多糖组分=
OKQKN= = 色谱条件 xNRz= = 色谱柱是 qskJgel= dQMMM=
mtuiM（PMM= mm×TKU= mm）柱（Column= koK=
AMMMOS）；柱温 PM=℃；流动相为 NMMB超纯水；等

度洗脱；体积流量 MKR= miLmin；进样量 20 μL；漂

移管温度 SM=℃；载气为氮气；气体压力为 OTRKUM=
kma（QM=ési）；增益：NM；色谱图见图 N。=
OKQKO= =供试品的制备= =精密称定 NM=mg样品，溶于=

=

=

=

=

=

=

=
=
=
图 N= = jcm 及其各分离部位 jcmN～jcmS 多糖的

emiCJbipa图=
cigK=N= = emiCJbipa=chromatogram=of=jcm=and=jcmN— 

jcmS=
=
O=mi纯水中，充分溶解，过 0.45 μm 滤膜，即得。=
OKQKP= = 样品测定= =分别将 jcm 及其各分离部位

jcmN～jcmS按“OKQKO”项下条件处理，按“OKQKN”
项色谱条件进样分析，jcm 及 jcmN～jcmS 的多

糖 emiC图见图 N。由图 N的研究结果可知，jcm
主要包括组分 N、O，组分 N= jt高于组分 O。经超

滤膜分离后，jcmN～jcmQ 组分 O 为对称峰，经

maA检测无紫外吸收，jcm、jcmS和jcmR的组

分 O 为非对称单峰，经 maA 检测发现有蛋白质存

在。结果表明截留 jt大于 N×NMR的超滤膜基本能

去除蛋白。jcm组分 N包含多种高jt多糖，jcmN、
jcmO、jcmP组分 N基本无吸收，说明高 jt多糖

的量很低，jcmQ、jcmR和jcmS组分 N中多糖逐

渐分开，jcmS 组分 N 能明显看到有 P 种高 jt多

组分 N=

组分 O= jcmN=

组分 O=

组分 N=

jcmO=

组分 N=

组分 O= jcmP=

组分 N=

组分 O= jcmQ=

组分 N=

组分 O= jcmR=

组分 O=

组分 N=

jcmS=

组分 N=

组分 O=

M= = = = = = = = = = NM= = = = = = = = = OM= = = = = = = = = PM= = = = = = = = = QM=
tLmin=

jcm=
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糖的分离，说明对小分子杂质去除率较好。可见超

滤膜不仅能实现蛋白质等杂质的去除，也能实现高

jt多糖的分离和富集。=
OKR= =各分离部位的体外免疫活性筛选=
OKRKN= =小鼠脾淋巴细胞的制备= =取 S周龄左右小鼠

脱臼处死，TRB乙醇浸泡 O～P=min，无菌条件下取

脾脏，用 m_p 缓冲液冲洗 N～O次，将脾脏研磨后

过 OMM目筛网，收集滤液，N=MMM=rLmin离心 R=min，
弃上清，加入红细胞裂解液，静置 NR= min，N= MMM=
rLmin离心 R=min，弃上清，分别用 m_p和omjf=NSQM
培养基各洗 N次，弃上清，加入含 NMB胎牛血清的

omjf=NSQM完全培养液悬浮细胞，得到细胞悬液，

培养 Q= h后收集非贴壁细胞xNSJNTz。取纯化后的细胞

悬液，台盼蓝染色法检测细胞活力大于 VRB，并调

整细胞浓度为 N×NMS个Lmi。=
OKRKO= =体外刺激小鼠脾淋巴细胞增殖实验= =将 N×
NMS个Lmi淋巴细胞悬液加入 VS孔细胞培养板对照

孔和样品孔中，每孔 100 μL，置 PT=℃、含 RB=ClO
培养箱中连续培养 OQ=h后，于空白对照孔、阳性对

照孔和样品孔中分别加入 omjf=NSQM培养基、imp
（终质量浓度 5 μg/mL）和设有不同质量浓度梯度的

jcm、jcmN、jcmO、jcmP、jcmQ、jcmR、jcmS
（终质量浓度分别为 SOKR、NORKM、ORMKM、RMMKM=

μg/mL），每组设 P个复孔。连续培养 QU=h后，加入

CChJU溶液，培养 O=h后，酶联免疫检测仪于 QRM=nm
下测吸光度 AQRM值，计算各组相对增殖率（pf）xNUz。=

pf＝A 样品LA 空白对照=

OKRKP= =刀豆蛋白 A（ConA）诱导的小鼠脾淋巴细胞

体外转化实验= =将 N×NMS个Lmi淋巴细胞悬液加入

VS孔细胞培养板对照孔和实验孔中，每孔 100 μL，
置 PT=℃、含 RB=ClO培养箱中连续培养 OQ= h后，

于对照孔和实验孔均加入诱导剂 ConA 10 μL（终质

量浓度 5 μg/mL）xNVz，并分别加入 omjf=NSQM培养

基和设有不同质量浓度梯度的jcm、jcmN、jcmO、
jcmP、jcmQ、jcmR、jcmS（终质量浓度分别为

SOKR、NORKM、ORMKM、500.0 μg/mL），每组设 P个复

孔。连续培养 QU=h后，按“OKRKO”项所述方法测定

各细胞培养孔 AQRM值，并计算各组的 pf值。=
OKRKQ= =统计学分析= =采用 pmpp= NSKM软件进行统计

分析，结果以 ±x s表示，t检验采用 pmpp=NV统计

软件完成。=
OKRKR= =不同多糖部位对小鼠脾淋巴细胞增殖、转化

的影响= =为考察不同质量浓度的不同jt=jcm免疫

活性，以促进小鼠脾淋巴细胞的增殖作为考察分析

的根据，考察其免疫促进功能，jcmN～jcmS对小

鼠脾淋巴细胞增殖结果见图 O。ConA是小鼠脾淋巴

q 细胞分裂原，多糖与其协同作用能刺激小鼠脾淋

巴细胞转化xOMz，jcmN～jcmS对 ConA诱导的小鼠

脾淋巴细胞转化结果见图 P。由图 O、P的研究结果

可知，jcm、jcmQ、jcmR和jcmS能显著促进小

鼠脾淋巴细胞的增殖和转化（m＜MKMR、MKMN），高

质量浓度的jcmN和jcmO反而有抑制作用。表明=

=
=

与空白对照组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN，下同=
Gm=Y=MKMR= = GGm=Y=MKMN=vs=conírol=grouéI=same=as=below==

图 O= =不同质量浓度 jcm 及 jcmN～jcmS 对小鼠脾淋巴

细胞增殖的影响= E x±sI=n=Z=PF=
cigK=O= =bffects=of=different=centrations=of=jcm=and=jcmN— 

jcmS=on=proliferation=of=mouse=spleen=lymphocytes=E x±sI=
n=Z=PF==

=
=
图 P= =不同质量浓度 jcm 及 jcmN～jcmS 对 ConA 诱导

的小鼠脾淋巴细胞转化的影响= E x±sI=n=Z=PF=
cigK=P= =bffects=of=different=centrations=of=jcm=and=jcmN—=
jcmS= on= transformation= of=mouse= spleen= lymphocytes=
E x±sI=n=Z=PF=

空白对照=imp= = = jcm= = jcmN==jcmO= =jcmP= =jcmQ= =jcmR==jcmS=
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促进小鼠脾淋巴细胞增殖部位主要分布在jt＞P×
NMQ区段，其中，jt=P×NMQ～N×NMR区段多糖促进

作用最为显著，jt=N×NMR～P×NMR区段多糖次之。=
OKRKS= = 不同多糖部位对小鼠单核巨噬细胞 oAt=
OSQKT释放kl能力的影响= =将巨噬细胞oAt=OSQKT
以 R×NMR个Lmi 的浓度接种到 VS 孔培养板中，每

孔 100 μL，置 PT=℃、含 RB= ClO培养箱中连续培

养 OQ=h后更换细胞培养液。于空白对照孔、阳性对

照孔和实验孔中分别加入 ajbj完全培养基、imp
对照药（终质量浓度 5 μg/mL）和设有不同质量浓

度梯度的 jcm、jcmN、jcmO、jcmP、jcmQ、
jcmR、jcmS（终质量浓度均分别为 PNKOR、SOKR、
NORKM、ORMKM、500.0 μg/mL），每组设 P个复孔。作

用巨噬细胞 oAt=OSQKT= OQ= h后收集各孔中的细胞

培养上清xONz，按照 kl 测定试剂盒操作步骤测定

kl的生成量。kl作为一种多功能的内源性生物信

息分子，其在免疫系统的多种生理过程中均发挥着

重要作用，是巨噬细胞发生免疫激活反应的重要因

子xOOz。不同 jt区段jcm体外刺激巨噬细胞 kl生

成的实验结果见图 Q。由图 Q 可知，与空白对照组

相比，jcm 和 jcmQ 能显著促进巨噬细胞 oAt=
OSQKT释放 kl（m＜MKMR、MKMN），高质量浓度的jcmN
对 kl的释放具抑制作用，说明促进小鼠单核巨噬

细胞 oAtOSQKT 释放 kl 部位主要分布在 jt= P×
NMQ～N×NMR区段。=

综上所述，采用不同孔径超滤膜对醇沉废弃物

中多糖进行分离，分离所得 S个部位多糖的量和种=

=
=
图 Q= =不同质量浓度 jcm 及 jcmN～jcmS 对小鼠单核巨

噬细胞 oAtOSQKT释放 kl能力的影响= E x±sI=n=Z=SF=
cigK=Q= =mroduction=of=nitric=oxide=after=different=centrations=
of= jcm= and= jcmN—jcmS= acting= on= macrophage=
oAtOSQKT=E x±sI=n=Z=SF=

类不同，采用 P 种典型的免疫活性评价指标对

jcmN～jcmS 的免疫活性进行初步评价xOPJOQz。其

中，jcmN（jt＜P×NMP）多糖的量较少，可能主

要为单糖、低聚糖及色素富集的部位，未检测到免

疫活性。jcmO（jt=P×NMP～N×NMQ）和jcmP（jt=
N×NMQ～P×NMQ）虽富含多糖，但免疫活性较弱，不

作为后续多糖资源化的主要部位。jcmQ（jt= P×
NMQ～N×NMR）和jcmR（jt=N×NMR～P×NMR）得率

较高，与 jcm 相比免疫活性提高，故作为后续多

糖资源化考察的主要部位。jcmS（jt＞P×NMR）
为大 jt多糖和蛋白质富集的部位，也具免疫活性。=
P= =讨论=

推行清洁生产、实现减废减毒是废弃物资源化

的必然选择。膜科学技术符合建设资源节约型和环

境友好型社会，以及循环经济的发展思路。目前膜

技术研究已逐渐深入，在工业上已成熟应用于废水

处理、气体处理、化工产品生产、发酵工业等，基

于筛分效应的超滤和微滤可在 jt范围对物质进行

切割，是国际公认的最有发展前途的，也是我国中

药制药工业亟需推广的高新技术。=
牛膝、玄参、石斛、金银花均为临床常用中药，

根据中国药材市场网报道，Q 味中药的供应日趋紧

张，价格逐年上扬。本实验研究对象 jcm 是 Q 味

药材经水提醇沉之后的混合多糖，本实验室前期研

究发现jcm能提高雏鸡的免疫能力，但无显著性，

超滤法分离jcm旨在找到活性最优部位，而jcmQ
和jcmR的体外免疫活性均优于jcm。本实验室后

期会对 jt= N×NMR～P×NMR区段多糖深入考察其免

疫活性，并对其主要多糖成分进行分离与鉴定，欲

将其开发为一种免疫调节剂，作为禽类动物的饲料

添加剂，显著提高禽类动物的免疫能力。故本研究

结果不仅为 jcm 的再利用找到途径，还可为中药

资源产业化过程中醇沉物利用提供示范。=
目前，中药废弃物的综合利用技术尚处于初级

阶段，研究领域具有明显局限性，围绕农业种植业、

养殖业方向的居多，其次是建筑业，在其他领域的

利用研究较少，特别是中药资源深加工过程废弃物

资源化在医学上的研究更是凤毛麟角。本研究及其

后续研究将围绕国家中药保护品种——脉络宁注射

液的废弃物资源化，以中医药学、民族医药学与资

源学理论为指导，通过利用生物学价值发现技术如

药效评价、保健功能评价、兽药活性评价、农药效

应评价等，发现大生产过程产生的非药用部位、加

空白对照= imp= = = jcm= = jcmN==jcmO= =jcmP= =jcmQ= =jcmR= =jcmS=

G=
G=G=

G=
GG=PNKOR=μg·mi−N=
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ORMKM=μg·mi−N=
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工过程形成的废弃物，以及中药材深加工产业过程

中形成的废弃部分可利用价值，基于现代分离技术，

实现废弃物的多途径、多层次综合利用，探索成本

可控的中药废弃物资源化循环利用经济模式，提升

资源利用效率。促进中药资源产业化过程中由传统

工艺向生态工艺转化，实现中药资源产业的可持续

发展xORJOSz。=
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