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不同干燥与提取方式处理的人源胎盘防治贫血活性差异研究
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摘 要：目的 评价经不同干燥与提取方式处理后的人源胎盘样品对斑马鱼贫血模型的影响。方法 取健康产妇新鲜胎盘，经

−40 ℃冷却后于真空冷冻干燥机中冷冻干燥，研磨成粉，制成胎盘冻干粉；取健康产妇的新鲜胎盘，于 90 ℃热风循环烘箱中烘

干，研磨成粉，制成胎盘烘干粉。胎盘冻干粉或烘干粉分别经胰蛋白酶酶解提取、梯度溶剂（依次为水、50%乙醇水、无水乙醇、

二氯甲烷）提取。发育至 56 h（56 hpf）的健康野生型AB系斑马鱼分为对照组、模型组、给药组，对照组给予斑马鱼养殖水，模

型组给予 0.1 μg·mL−1苯肼溶液制备贫血模型，给药组给予苯肼与胎盘冻干粉或烘干粉各提取样品，样品质量浓度分别

为 10、20、50、100 μg·mL−1，培养至 3 dpf，采用O-dianisidine染色法对斑马鱼进行红细胞染色。结果 与对照组比较，模型组红

细胞染色积分吸光度显著下降（P＜0.001）。与模型组比较，胎盘冻干粉酶解样品100 μg·mL−1组，水提样品10、20、50、100 μg·mL−1组，醇提样

品 20、100 μg·mL−1组，50%醇提样品 10、20 μg·mL−1组，二氯甲烷提取样品 10、20、50、100 μg·mL−1组红细胞染色积分吸光度显

著增加（P＜0.05、0.001）；胎盘冻干粉酶解样品 20 μg·mL−1组，水提样品 10、20 μg·mL−1组，醇提样品 20、50、100 μg·mL−1组，二氯

甲烷提取样品 50、100 μg·mL−1组红细胞染色积分吸光度显著增加（P＜0.05、0.01、0.001）。经酶解、水提取及二氯甲烷提取的

胎盘冻干粉样品和经水提取、醇提取及二氯甲烷提取的胎盘烘干粉样品作用呈浓度相关性，其中冻干粉水提取样品100 μg·mL−1效果最佳，

染色后的红细胞积分吸光度达到对照组的94.77%。结论 人源胎盘样品处理方式可优先选择冻干技术结合水提取方式。
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Abstract: Objective To explore the anti-anemia activity of human placenta from different drying and extraction methods. Methods

Fresh placentas from healthy mothers were taken, cooled at −40 ° C, freeze-dried in a vacuum freeze-dryer, ground into powder, and

made into placenta freeze-dried powder. The fresh placenta of healthy puerpera was dried in a hot air circulation oven at 90 ℃ and

ground into powder to make placenta baking powder. Placenta freeze-dried powder or baking powder were extracted by trypsin

enzymolysis and gradient solvent (water, 50% ethanol water, anhydrous ethanol, dichloromethane). The healthy wild type AB
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zebrafish of 56 h post fertilization (56 hpf) were divided into control group, model group and administration group. The control

group was given zebrafish culture water, the model group was given 0.1 μg·mL−1 phenylhydrazine solution to prepare anemia model,

and the administration group was given phenylhydrazine and placenta freeze-dried powder or baking powder extract samples. The

sample concentrations were 10, 20, 50 and 100 μg·mL−1 respectively, and cultured to 3 dpf. O-dianisidine staining was used to stain

zebrafish red blood cells. Results Compared with control group, the optical density of erythrocyte staining integral in model

group decreased significantly (P < 0.001). Compared with model group, the optical density of erythrocyte staining integral of

placenta freeze-dried powder enzymolysis sample 100 μg·mL−1 group, water extraction 10, 20, 50, 100 μg·mL−1 group, alcohol

extraction 20, 100 μg·mL−1 group, 50% alcohol extraction 10, 20 μg·mL−1 group and dichloromethane extraction 10, 20, 50 and

100 μg·mL−1 group were significantly increased (P < 0.05, 0.001). Compared with model group, the optical density of erythrocyte

staining integral of placenta baking powder enzymolysis sample 20 μg·mL−1 group, water extraction 10, 20 μg·mL−1 group, alcohol

extraction 20, 50, 100 μg·mL−1 group, and dichloromethane extraction 10, 20, 50 and 100 μg·mL−1 group were significantly

increased (P < 0.05, 0.01, 0.001). The effect of enzymolysis, water extraction and dichloromethane extraction of placenta freeze-

dried powder, and water extraction, alcohol extraction and dichloromethane extraction of baking powder was correlated with dose.

The effect of water extraction of placenta freeze-dried powder 100 μg·mL−1 group was the best, and the integrated optical density of

red blood cells after staining reached 94.77% of control group. Conclusion Freeze-drying followed by water extraction process was

the preferred recommended production process to obtain better anti-anemia activity.

Key words: human placenta; anemia; zebrafish; freeze-drying; baking; aqueous extraction

伴随国内外学者对动物胎盘药效的深入研究，

尤其是针对人源胎盘的生物活性评价，胎盘的多种

功效不断显现，以补血、抗衰老、抗氧化、提高免疫

力等生物活性为主［1-2］。人源胎盘作为哺乳动物胎

盘的主要研究对象，其入药历史久远。《本草纲目》

称其具有“安神养血、补气、益精、解毒、改善造血”

的作用，对“疲劳、消瘦、衰弱者”有奇效，“久服者，

耳聪目明，须发黑，延年益寿，有夺造化之功”，可通

过单独或配伍入药等方式，达到最佳疾病预防或治

疗效果［3］。传统中医理论与实践均指出由人源胎盘

制备得到的紫河车，在防治贫血领域具有显著疗效。紫

河车发挥该功效可能与其含有丰富的细胞因子、微量元

素、激素、酶、免疫因子等活性物质有关，已被广泛应用。

传统制药中，胎盘处理方式以烘干和炮制技术

为主，然而，高温易导致其营养元素流失严重，影响

药效。比较烘干技术，冻干技术是在低温真空环境

下使产品脱水冻干，较少破坏组织内生物分子的分

子结构与活性，很好地保留了产品原有的功效［4-5］。

此外，不同提取方式如酶解、水提、醇提等，对药品

药效也具有一定的影响［6-8］。

本研究对经过不同干燥技术（冻干技术、烘干

技术）与提取方式（水提取、50% 乙醇水提取、醇提

取、二氯甲烷提取、酶解后提取）得到的人源胎盘样

品，开展防治贫血活性评价，旨在优化与筛选出具

有更好贫血活性功能的胎盘干燥技术与提取方式。

1 材料

1.1 实验动物

6月龄成年野生AB型斑马鱼，由山东省科学院

生物研究所斑马鱼药物筛选平台提供，雌雄斑马鱼

在照明 14 h/黑暗 10 h的恒温（28±0.5）℃环境下分

开饲养；在斑马鱼使用过程中，严格遵照齐鲁工业

大学（山东省科学院）动物保护和使用委员会的规

定，符合齐鲁工业大学（山东省科学院）生物研究所

实验动物福利伦理委员会（实验动物伦理批号

3701027331728）要求。

1.2 药物及主要试剂

所有胎盘均来自山东省妇幼保健院产妇捐献，

捐献及后续组织处理均已获当事人知情同意。在

人源胎盘使用过程中，严格遵照《卫生部关于产妇

分娩后胎盘处理问题的批复》（卫政法发〔2005〕123

号）相关规定 ，规范使用人源胎盘。苯肼、O-

dianisidine染色试剂盒等购自 Sigma公司，脱模剂、

甲基纤维素、培养板、玻璃片等均购自鼎国昌盛生

物科技有限公司。

1.3 主要仪器

SZX16型荧光显微镜及DP2-BSW图像采集系

统（日本Olympus公司）；Forma 3111型水套式恒温

培养箱（美国Forma公司）；斑马鱼养殖饲养设备（北

京爱生科技公司）；GZL-3型真空冷冻干燥机（北京

松源华兴科技发展有限公司）。

2 方法

2.1 冻干粉、烘干粉制备

2.1.1 胎盘冻干粉制备 取健康产妇新鲜胎盘，经

低温冷链运输至实验室。去除胎盘羊膜及周边组

织，以生理盐水反复清洗数次，并搅碎后置于托盘。

经−40 ℃冷却后，于真空冷冻干燥机中冷冻干燥。
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将干燥后的胎盘组织研磨成粉，制成胎盘冻干粉，备用。

2.1.2 胎盘烘干粉制备 取健康产妇的新鲜胎盘，

经低温冷链运输至实验室。去除胎盘羊膜及周边

组织，以生理盐水反复清洗数次，并搅碎后置于托

盘。胎盘组织于 90 ℃热风循环烘箱中烘干。将干

燥后的胎盘组织研磨成粉，制成胎盘烘干粉，备用。

2.2 提取方法

2.2.1 酶解提取样品 称取胎盘冻干粉或烘干粉

各 20 g ，按 10 000 U · g−1 酶 底 比 加 入 胰 蛋 白

酶 80 mg（酶活力为 2 500 U·kg−1），加入 500 mL水。

采用 1 mol·L−1 NaOH 溶液调节溶液 pH 值至 7.5，于

45 ℃超声酶解 5 h。以 100 ℃水浴终止反应，离心

取上清，减压浓缩即得。冻干粉与烘干粉的提取率（提取

物干物质量/原料投样量）分别为68.54%、59.48%。

2.2.2 梯度溶剂提取样品 ①水提样品：称取胎盘冻干

粉或烘干粉各20 g，加入20倍量蒸馏水，于室温条件下静

置12 h。离心后，上清液减压浓缩即得，滤渣备用。冻干

粉与烘干粉的提取率分别为28.54%、18.43%。

②50%醇提样品：取经水提取后的胎盘冻干粉

或烘干粉滤渣，加入 15倍量 50%乙醇水，于 45 ℃超

声提取 2次，每次 2 h。离心后，上清液合并，减压浓

缩即得，滤渣备用。冻干粉与烘干粉的提取率分别为

4.68%、3.66%。

③醇提样品：取经 50%乙醇水提取的胎盘冻干

粉或烘干粉滤渣，加入 15倍量无水乙醇，于 45 ℃超

声提取 2次，每次 2 h。滤过，滤液减压浓缩即得，滤

渣备用。冻干粉与烘干粉的提取率为4.25%、3.35%。

④二氯甲烷提取样品：取上述所得的胎盘冻干

粉或烘干粉样品滤渣，加入 15 倍量二氯甲烷，于

45 ℃超声提取 2次，每次 2 h。滤过，滤液减压浓缩

即得。冻干粉与烘干粉的提取率为0.81%、0.87%。

2.3 活性评价方法

斑马鱼养殖方式按本实验室规范方法［9-11］。选

取发育至 56 h（56 hour post fertilization，56 hpf）的健

康野生型AB系斑马鱼，脱膜后转移至 24孔板，分为

对照组、模型组、给药组。对照组给予斑马鱼养殖

水，模型组给予 0.1 μg·mL−1苯肼溶液［12-14］，给药组给

予 0.1 μg·mL−1苯肼与胎盘冻干粉或烘干粉各提取样

品，提取样品质量浓度分别为10、20、50、100 μg·mL−1，每

组 12 条。置于 27.0～28.5 ℃的恒温培养箱中培养

至 3 dpf。以斑马鱼养殖水清洗斑马鱼 3次，采用O-

dianisidine 染色法对斑马鱼进行红细胞染色［15］，染

色 15 min。染色结束后于显微镜下观察、拍照，以

Image J 软件测量红细胞染色积分吸光度，利用

Excel、Origin Pro 8.0 及 Photoshop 等软件进行相关

图表制作与统计学分析，数据以 x̄ ± s的形式表示，

统计学分析采用One-Way-ANOVA及 t-test检验。

3 结果

3.1 胎盘冻干粉各提取样品防治贫血情况

与对照组比较，模型组红细胞染色积分吸光度

显著下降（P＜0.001）；与模型组比较，胎盘冻干粉酶

解样品100 μg·mL−1组，水提样品10、20、50、100 μg·mL−1

组，醇提样品 20、100 μg·mL−1组，50%醇提样品 10、

20 μg·mL−1组，二氯甲烷提取样品10、20、50、100 μg·mL−1

组红细胞染色积分吸光度显著增加（P＜0.05、

0.001）。经酶解、水提取及二氯甲烷提取的胎

盘冻干粉样品防治贫血作用呈浓度相关性，其

中水提取样品 100 μg·mL−1效果最佳，染色后的红

细胞积分吸光度达到对照组的 94.77%。此外，

100 μg·mL−1胎盘冻干粉 50% 醇提样品引起斑马鱼

死亡。结果见图1。

3.2 胎盘烘干粉各提取样品防治贫血情况

与 模 型 组 比 较 ，胎 盘 烘 干 粉 酶 解 样 品

20 μg·mL−1组 ，水提样品 10、20 μg·mL−1 组，醇提

样品 20、50、100 μg·mL−1 组，二氯甲烷提取样品

50、100 μg·mL−1 组红细胞染色积分吸光度显著增

加（P＜0.05、0.01、0.001）。经水提取、醇提取及二氯

甲烷提取的胎盘烘干粉样品作用呈浓度相关性，其

中醇提样品 50 μg·mL−1效果最佳，斑马鱼红细胞染

色积分吸光度达到对照组水平的 88.43%，但仍弱于

冻干技术与水提取条件下的改善效果。此外，高浓

度的胎盘烘干粉酶解、水提、50% 醇提样品会引起

斑马鱼死亡。结果见图2。

经冻干技术与水提取方式获取的样品防治贫

血效果最佳。此外，冻干技术结合二氯甲烷提取，

烘干技术结合水提取、醇提取或二氯甲烷提取方

式，其胎盘样品也具备一定的防治贫血功能。

4 讨论

紫河车为健康人的干燥胎盘，在中医临床应用

中已有上千年的入药历史。关于紫河车防治贫血

的功能，《本草拾遗》《本草纲目》等中医药著作中均

有记载。为弘扬传统中医文化，优化中药提取工

艺，中药材功效的深挖掘、新表征、再评价成为中药

迈向规范与科学、走向现代化发展的重要一步。

本实验发现通过不同样品干燥技术与提取方

式获得的胎盘冻干粉与烘干粉样品，对苯肼造成的

斑马鱼贫血症状均具有显著的改善作用，即上述样

品具备防治贫血功能。实验结果显示，胎盘先后经
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与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05 ***P＜0.001
###P < 0.001 vs control group；*P < 0.05 ***P < 0.001 vs model group

图1 胎盘冻干粉对斑马鱼红细胞染色的影响（x
—

±s，n=12）

Fig. 1 Effects of freeze-dried placenta sample on erythrocyte staining of zebrafish (x
—

±s, n=12)

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05 **P＜0.01 ***P＜0.001
###P < 0.001 vs control group；*P < 0.05 **P < 0.01 ***P < 0.001 vs model group

图2 胎盘烘干粉对斑马鱼红细胞染色的影响（x
—

±s，n=12）

Fig. 2 Effects of baked placenta sample on erythrocyte staining of zebrafish (x
—

±s, n=12)
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冻干技术与水提取方式处理后，防治贫血效果最

佳。此外，冻干技术结合二氯甲烷提取方式，烘干

技术结合水提取、醇提取或二氯甲烷提取方式，胎

盘样品也具备一定的防治贫血活性。

冻干技术过程中，首先将含水物质冻结成固

态，然后在低温下使其中的水分以固态升华到气

态，达到干燥和后续保存的目的。该工艺将保持物

体体积与形状，尤其是能保持小分子物质的活性，

具备高温烘烤工艺不具有的保持物质活性特点。

水提取技术具有环保、经济、安全等特点，适合提取

极性大的化合物，如苷类、多肽类、多糖、有机酸盐

类、生物碱盐等。上述水溶性化合物被摄入体内

后，易被吸收，进而发挥生物活性。本研究中，冻干

技术与水提取方式工艺下的胎盘制品具有最佳的

补血效果，在生产工艺选取上为类似的研究与应用

提供了指导性建议。
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