
醚、石油醚等，待测液提取效果好。本实验在此基础上比较了

几种常见提取溶剂的提取效率，以乙酸乙酯作为提取溶剂时

测得峰面积较大，但有杂质干扰，第二次正交试验在乙酸乙酯

中加入石油醚，降低了杂质蛋白的干扰，且提取效率亦不低于

单用乙酸乙酯，故本实验选择乙酸乙酯 + 石油醚为提取溶剂。
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树脂法提取海洋微生物小分子代谢产物的研究

刘荣丽
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摘要:目的 采用大孔吸附树脂建立海洋微生物小分子代谢产物库的粗提取方法。方法 以吸附率、解吸率、蛋白与总糖吸附率、指纹图谱为

评价目标，对常用的 11 种不同极性的大孔吸附树脂进行筛选。结果 DM11 与 SD300 串联吸附对发酵液中化合物的吸附率达 7. 528% ，总糖与

蛋白去除率分别为 90. 98% 和 77. 69% ，且此法几乎不损失乙酸乙酯萃取部分化合物。结论 DM11-SD300 串联树脂吸附法能快速有效地提取

发酵液中的小分子化合物，为海洋微生物小分子代谢产物库的建立提供了实验基础。
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Studies on extraction of small molecule metabolites produced by marine
microorganisms with macroporous adsorption resin
LIU Ｒong-li1，LIAO Yun-li2，HUANG Hong-nan3* ，ZHOU Fen-xia1 (1. Fujian University of Traditional Chi-
nese Medicine，Fuzhou 350122，China;2. Xiamen University，Xiamen 361005，China;3. Fujian Center for
Disease Control and Prevention，Fuzhou 350001，China)

ABSTＲACT:OBJECTIVE To establish a crude extraction method for the library of small molecule metabolites
produced by marine microorganisms using macroporous adsorption resin(MAＲ) . METHEDS 11 types of MAＲs
were selected based on their adsorption rate，desorption rate，protein and polysaccharide adsorption rate. ＲESULTS
DM11 and SD300 in series，were used to extrat small chemical molecules from bacterial fermentation liquid，by

which the adsorption rate is up to 7. 528%，while the removal rate of protein and polysaccharides is 90. 98% and
77. 69% respectively. In addition， this process barely lose compounds that extracted from ethyl ace-
tate. CONCLUSION the approach of DM11-SD300 in series could extract small molecule metabolites from fermen-
tation liquid rapidly and effectively，which will make a fundation to achieve the library of small molecule metabolites
produced by marine microorganisms.
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海洋占地球表面积 71%，拥有多达 95%的生物资源。海

洋微生物因其特殊的生存环境如高盐度、高压、低营养、低温

(特别是深海) 或局部高温和无光照以及不同的生物之间的

关系等等，其代谢产物往往结构新颖、种类繁多、活性独特，是

新药及其先导结构的一个重要来源。常用的溶媒萃取法( 正

丁醇、乙酸乙酯)从微生物发酵液中提取活性物质，需将大量

发酵液进行浓缩后萃取，溶剂消耗大，很难满足快速高通量筛

选的要求。大孔吸附树脂应用于分离技术是在 20 世纪 60 年

代末发展起来的，由于其理化性质稳定，不受无机盐及强离子

低分子化合物存在的影响，吸附量大，溶剂消耗量少、易回收，

成本低，而愈加适用于稳定性较差的生物样品药物，因此近些

年来关于树脂法分离纯化抗生素的报道也屡见不鲜。王俊波

等人应用 AB-8 与 ADS-17 大孔吸附树脂串联吸附法，以流感

病毒神经氨酸酶作为抗流感病毒药物筛选的靶标建立了海洋

微生物小分子代谢产物的高通量筛选方法
〔1〕。

本实验通过对 11 种常用的大孔吸附树脂进行比较研究，

建立了快速获取海洋微生物小分子代谢产物粗提取物的串联

吸附方法，为海洋微生物小分子代谢产物库的建立提供了实

验基础。
1 材料与方法

1. 1 材料与试剂 大孔吸附树脂 ADS-7、HPD600、HPD400、
HPD 400A、HPD700、HPD750( 河北沧州宝恩吸附材料科技有

限公司);DM11 和 SD300 ( 浙江争光实业股份有限 公 司);

NKA-Ⅱ(南开大学化工厂);AB-8( 安徽三星树脂科技有限公

司);D101(天津市海光化工有限公司)。主要试剂:葡萄糖、
氢氧化钠、亚硫酸氢钠、酒石酸钾钠、3，5-二硝基水杨酸、盐

酸、磷酸、无水乙醇、甲醇均为分析纯;考马斯亮蓝 G250( 国药

集团化学试剂有限公司);BSA 标准蛋白溶液( 天根生化科技

有限公司，批号 lot#k9819)。发酵液:由国家海洋局第三海洋

研究所提供。
1. 2 仪器 普通层析柱(3. 6cm i. d. × 20cm，上海楚定分析

仪器有限公司);JA4103 电子天平(上海舜宇恒平科学仪器有

限公司);UV-9100 型紫外分光光度计( 奥生源科技有限责任

公司);美国 Waters 2695 型高效液相色谱仪系统，配 Waters
2998 型二极管阵列检测器，Empower 色谱工站;ELSD-UM500
(上海通微分析技术有限公司)，N2000 工作站;GL10MD 型大

容量高速冷冻离心机(湘仪离心机仪器有限公司);平板超滤

膜，截留分子量 30 万(上海名列化工科技有限公司)。
1. 3 方法

1. 3. 1 总糖含量的测定:3，5-二硝基水杨酸比色法
〔2〕，以葡

萄糖为标准品。
1. 3. 2 蛋白含量的测定:考马斯亮蓝法

〔3〕，以牛血清蛋白为

标准品。
1. 3. 3 HPLC-PDA/ELSD 色谱条件:色谱柱为 Eurospher 100-
5 C18柱(4. 6mm × 250mm，5μm);流动相:A(甲醇)，B(水);梯

度洗脱:0 ～ 5min，5% A，5 ～ 25min，5%→35% A，25 ～ 40min，

35%A→100%A，40 ～ 50min，100% A;流速 0. 8mL·min －1;柱

温 30 ± 5℃ ;进样量 20μL，二极管阵列检测器扫描波长为 210
～ 600nm。蒸发光散射检测器条件为:蒸发温度 35℃，空气流

量 2. 5L·min －1。
1. 3. 4 树脂预处理:大孔吸附树脂先用乙醇浸泡 24h，充分

溶胀，以除去树脂中醇溶性杂质。湿法装柱，树脂装至柱高

2 /3 处，用 95%乙醇以 2BV·h －1
的流速通过树脂层，洗至流

出液加水不变为白色浑浊为止，最后用去离子水以 2BV·h －1

的流速洗尽乙醇。
1. 3. 5 静态吸附树脂筛选实验:破碎后的发酵液经 8000r·
min －1

离心除去菌丝体，过截留分子量为 30 万的超滤膜得澄

明溶液作为原液。在 250mL 锥形瓶中，加入 5. 00g 预处理过

的树脂和 150mL 发酵液原液，用玻璃纸封口，置于摇床振摇

(200r·min －1，20℃ )24h 后取出，过滤得残余液。将过滤后

的大孔吸附树脂置于 250mL 锥形瓶中，分别加入 50% 甲醇溶

液和纯甲醇 150mL 封口后放入摇床上振摇 (200r·min －1，

20℃ )24h 进行解吸，过滤，合并两部分滤液为解吸液，常温干

燥恒重后的解吸物用不同浓度甲醇定容至 20mL，取 1mL 过

0. 22μm 有机滤膜后进行色谱分析。各指标计算如下:吸附

率% =
m － mr

m × 100，解吸率% =
md

m － mr
× 100，蛋白吸附率%

=
p － pr

p × 100，总糖吸附率% =
s － sr
s × 100。式中:m-发酵液

原液常温干燥恒重后的质量，g;mr-残余液常温干燥恒重后的

质量，g;md-解吸液常温干燥恒重后的质量，g;p-发酵液原液

中蛋白质含量，g;Pr-残余液中蛋白质含量，g;s-发酵液原液中

总糖含量，g;sr-残余液中总糖含量，g;

2 结果与讨论

2. 1 静态树脂筛选实验结果 海洋微生物发酵液中的物质

复杂多样，为获得小分子代谢产物应尽量除去其中的蛋白、多
糖等大分子物质，故树脂应具备较高的吸附率与解吸率，而对

蛋白、多糖的吸附率低。极性树脂 SD300，非极性树脂 DM11，

中极性树脂 HPD400 在发酵液的吸附中具有较大优势( 见表

1)。
2. 2 液相指纹图谱分析 大孔吸附树脂是一种非离子型共

聚物，它能借助范德华力从溶液中吸附各种有机物质。根据

“类似物容易吸附类似物”的原则，一般非极性吸附剂适宜于

从极性溶剂( 例如，水) 中吸附非极性物质。相反，高极性吸

附剂适宜从非极性溶剂中吸附极性化合物，而中等极性吸附

剂则对上述两种情况均具有吸附能力
〔4〕。

图 1a 为极性树脂解吸物指纹图谱，从吸附范围来比较

SD300≈NKA-Ⅱ ＞ HPD600 ＞ ADS-7，可见 ADS-7 树脂吸附能

力极强，难以在甲醇中解吸，SD300 与 NKA-Ⅱ对具有紫外吸

收的化合物的吸附基本一致，均集中于极性部分。但 SD300
解吸质量高于 NKA-Ⅱ，主要表现其对无紫外吸收化合物的吸

附，具体(见图 1b)，这可能与 SD300、NKA-Ⅱ在孔径和比表面
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积上的差异有关。此外，在实验过程中发现 SD300 的残余液

呈无色，说明该树脂具有良好的脱色能力，这已被相关报道所

证实
〔5〕。比较弱极性树脂 AB-8 与非极性树脂 D101、DM11

的指纹图谱基本一致(见图 1c)，皆集中于对中等极性至弱极

性化合物的吸附，对极性物质的吸附明显弱于极性树脂。

图 1d 显 示 了 中 极 性 树 脂 对 发 酵 液 的 吸 附 指 纹 图 谱，

HPD400 对化合物的吸附明显优于其他 3 种树脂。但总体来

讲中性树脂的吸附能力弱，吸附量较低，同时也容易被解吸，

这可能与其树脂骨架为甲基丙烯酸酯类有关。

表 1 大孔树脂的物理性质与静态吸附筛选实验结果

名称 树脂类型
平均孔径

/nm
比表面积
/m2·g － 1

吸附率
/%

解吸率
/%

蛋白吸附率
/%

总糖吸附率
/%

ADS-7 强极性 27. 5 100 18. 6 0. 758 76. 3 9. 57
HPD600 极性 8 550 13. 7 3. 33 85. 0 2. 55
NKA-Ⅱ 极性 15 200 22. 5 3. 35 34. 4 13. 0
SD300 极性 6 800 33. 0 6. 43 48. 2 12. 6
AB-8 非极性 13. 5 500 17. 3 4. 73 71. 5 13. 2
D101 非极性 10. 5 400 17. 3 3. 67 83. 0 13. 4
DM11 非极性 8 800 17. 4 4. 77 85. 4 9. 36
HPD400 中极性 8 500 21. 7 3. 76 88. 1 2. 77
HPD400A 中极性 8. 5 500 15. 5 3. 20 88. 9 4. 89
HPD700 中极性 8. 5 650 12. 8 4. 66 92. 1 18. 7
HPD750 中极性 8. 5 650 21. 9 2. 99 98. 0 8. 72

图 1 树脂解吸液指纹图谱

a 极性树脂;b SD300 和 NKA-Ⅱ解吸液 ELSD 图谱;c 非极性树

脂;d 中极性树脂

2. 3 串联树脂吸附 为最大化获取代谢产物，将筛选出的非

极性 树 脂 DM11 与 极 性 树 脂 SD300 串 联，与 中 极 性 树 脂

HPD400 在相同条件下对发酵液进行吸附解吸对比。结果显

示，HPD400 的解吸质量仅为 DM11-SD300 串联吸附解吸量的

31. 90%，且指纹图谱(见图 2) 表明 DM11-SD300 串联吸附的

化合物更全面。此外，DM11-SD300 串联树脂的蛋白与总糖

去除率分别高达 77. 69%和 90. 98%。

图 2 DM11-SD300(1)与 HPD400(2)解吸液指纹图谱

图 3 串联树脂解吸液(A)、发酵液(B)、吸附残余液(C)经乙酸

乙酯萃取后的指纹图谱比较

图 4 串联树脂解吸液(A)、发酵液(B)、吸附残余液(C)经乙酸

乙酯萃取后的 ELSD 指纹图谱比较

为进一步证明 DM11-SD300 串联树脂对发酵液中各种化
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合物的吸附质量，将这种串联树脂洗脱液、发酵液原液、残余

液在相同条件下经乙酸乙酯等体积萃取 3 次，浓缩称重后，用

乙酸乙酯定容至相同体积并进行 色 谱 分 析。结 果，DM11-
SD300 串联吸附法对发酵液中化合物的提取率为 7. 528% ，远

远高于乙酸乙酯萃取法的提取率 0. 5940% ，且 HPLC-PDA/
ELSD 分析表明(见图 3、4)，吸附法几乎能够获得乙酸乙酯萃

取部分的所有化合物。
3 结论

本文对目前常用的 11 中不同极性大孔吸附树脂进行了

筛选，通过考察其吸附率、解吸率、蛋白与总糖吸附率以及

HPLD-PDA/ELSD 指纹图谱分析，筛选出了极性树脂 SD300、
非极性树脂 DM11 和中极性树脂 HPD400。再通过 DM11-
SD300 串联树脂吸附与中极性树脂 HPD400 以及报道较多的

乙酸乙酯萃取法进行比较研究，证明了 DM11-SD300 串联吸

附法能最大化、有效地提取发酵液中的小分子代谢产物，此法

对海洋微生物发酵液中化合物的吸附率达 7. 528% ，蛋白去

除率为 90. 98% ，总糖去除率为 77. 69% ，且其吸附几乎不损

失乙酸乙酯萃取部分化合物，这将为海洋微生物小分子资源

库的建立提供实验基础。
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3 种喹诺酮类药物治疗急性膀胱炎的成本-效果分析

李正平(福建省平潭县医院药剂科 平潭 350400)

摘要:目的 探讨左氧氟沙星、依诺沙星、氟罗沙星等 3 种喹诺酮类药物治疗急性膀胱炎的成本-效果。方法 90 例急性膀胱炎随机分为 3

组，A 组给予盐酸左氧氟沙星治疗，B 组给予葡萄糖酸依诺沙星治疗，C 组给予氟罗沙星治疗，疗程均为 5d。并进行成本-效果分析。结果 A、
B、C 3 组的有效率分别为 60%、83%、86%。成本-效果比分别为 4. 73、7. 01 、3. 70。在 A 组基础上每增加一个单位疗效，B 组所追加的成本为

12. 96 元，C 组所追加的成本为 1. 34 元。结论 氟罗沙星组较为经济合理。
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急性膀胱炎
〔1，2〕

是一种常见的感染性疾病，一般抗感染

治疗。第三代、第四代喹诺酮类抗菌药物
〔3，4〕

具有抗菌谱广，

抗菌力强，组织浓度高，与其它常用抗菌药物如头孢类如无交

叉耐药性，不良反应少等优点，目前广泛运用于急性膀胱炎的

治疗。但喹诺酮类抗菌药物品种众多，选择既经济又有效的

药物研究偏少。本研究运用药物经济学的原理，对左氧氟沙

星、依诺沙星、氟罗沙星这 3 种喹诺酮类抗菌药物治疗急性膀

胱炎进行成本-效果分析，以期寻找有效、安全、经济的药物。
1 一般资料

1. 1 一般资料 选取 2011 年 1 月 ～ 2011 年 12 月在本门诊

治疗的急性膀胱炎患者 90 例，所有患者均符合人卫版第 7 版

内科学教科书
〔5〕

中的急性膀胱炎诊断标准
〔4〕。排除标准:①

对喹诺酮类药物过敏者;②严重心、肺、肝、肾功能损害者。其

中男 30 例，女 50 例，年龄 22 岁 ～ 60 岁，病程 1d ～ 7d。患者

随机分为 3 组(A 组、B 组、C 组)，每组各 30 例。3 组患者在

年龄、性别、病程上无统计学差异(P ＞ 0. 05)，具有可比性。
1. 2 治疗方法 A 组给予盐酸左氧氟沙星(由扬子江药业集

团有限公司生产，规则为 0. 1g /支，价格为 14. 20 元 /支)0. 4g
静脉滴注，1 日 1 次;B 组给予葡萄糖酸依诺沙星( 由福建闽

东力捷迅有限公司生产，规则为 0. 1g /支，价格为 29. 10 元 /
支)0. 4g 静脉滴注，1 日 1 次;C 组给予氟罗沙星( 由扬子江药

业集团有限公司生产，规则为 0. 2g /支，价格为 31. 90 元 /支)

0. 4g 静脉滴注，1 日 1 次。3 组疗程均为 5d。
1. 3 疗效评定 按国家卫生部颁发的《抗菌药物临床研究指

导标准》进行操作，依临床症状、体征、实验室检查、细菌学检

查进行综合评价以确定临床疗效，按痊愈、显效、进步、无效四

级评定。痊愈指的是症状、体征、实验室检查及细菌学检查均

恢复正常。显效指的是上述 4 项中有一项未完全恢复正常。
进步指的是用药后病情有所好转，但不够明显。无效指的是

用药 3 天后病情无明显进步甚至有所加重。有效率(% ) =

·671·
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