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抗凝血纤维素硫酸酯制备过程的优化 
 

邱常玲，王兆梅，郭祀远，冯敏登 

（华南理工大学轻工与食品学院，广东 广州 510640） 

摘要：对抗凝血纤维素硫酸酯制备过程进行五因素二次旋转正交实验和统计优化分析。结果表明，纤维素硫酸酯制备条件为酯

化剂制备温度 20 ℃、酯化剂用量 6.8 mol/molAGU、反应温度 12 ℃、反应时间 3.5 h、pH 8.0，该条件下制备的纤维素硫酸酯对全血

复钙时间（RT）、活化部分凝血活酶时间（APTT）和凝血酶时间（TT）的延长作用最强，即纤维素硫酸酯抗凝血活性最好。 
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Abstract: The preparation of anticoagulant cellulose sulfate was investigated by five factors quadri-rotation orthogonal experiments and 

statistical optimization analysis. The results showed that the optimum preparation temperature of esterifying agent, esterifying agent dosage, 

reaction temperature, reaction time and pH value were 20.0 ℃, 6.8 mol/mol AGU, 12 ℃, 3.5 h and 8.0, respectively, under which, the cellulose 

sulfate had the highest effect on the prolongation of the RT, APTT and TT, meaning that the best anticoagulant activity of cellulose sulfate was 

achieved. 
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纤维素硫酸酯（Cellulose Sulfate，CS）是纤维素

经硫酸酯化修饰得到的半合成硫酸酯多糖。研究表明，

CS 在体外具有突出的抗凝血作用，其抗凝血活性比肝

素钠更为有效，是一种很有开发前途的类肝素抗凝血

药物[1]。但并不是所有方法制备的 CS 都具有抗凝血活

性。Groth 等人研制的 CS 抗凝血活性较突出，但由于

其方法需在超低温条件下制备中间原料，所以成本较

高[2]；以醋酸纤维素为原料，经过脱羧过程和硫酸酯

化反应制备的 CS 抗凝血活性不强[2]。许泓瑜等人的研

究表明硫酸酯化的条件影响硫酸酯的结构，从而影响

硫酸酯抗凝血活性。可见，寻找合适的纤维素原料和

硫酸酯化方法是制备具有高度抗凝血活性的 CS 的关

键。本文以微晶纤维素为原料，微晶纤维素是天然纤

维素经过稀酸水解至极限聚合度的固体产物，其分子

量分布在较窄的范围内，是较为均一的多糖。微晶纤

维素的数均分子量为 30000~50000，在抗凝血多糖类

肝素的分子量范围（5000~50000）之内，因此，是较

为理想的抗凝血药物制备原料。本文重点探讨具有抗

凝血活性 CS 的制备条件与抗凝血活性的关系，以 
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寻找制备具有高度抗凝血活性的 CS 的制备条件。 

1  实验材料与方法 

1.1  实验材料 
微晶纤维素（MC），聚合度 150，相对分子质量

3 万；氯磺酸，CP 级；N,N–二甲基酰胺（DMF），AR
级；人含钙凝血酶、兔脑凝血活酶和白陶土部分凝血

活酶，法国进口试剂；正常人血浆；枸橼酸钠、醋酸

钠、乙醇、氯化钙，AR 级，国产试剂。 
1.2  主要仪器与设备 

CA–1500 型全自动血凝仪，真空干燥箱，增力搅

拌器等。 
1.3  纤维素硫酸酯的制备 

纤维素硫酸酯的制备过程分为以下四个步骤[3]： 
（1）纤维素的浸润：将充分干燥好的纤维素，加

入一定量的无水 DMF，在一定条件下浸润。 
（2）酯化剂的制备：将带有冷凝管和机械搅拌装

置的四颈烧瓶置于盐水冰浴中，加入无水 DMF，在氮

气保护下边搅拌边缓慢滴加氯磺酸，即得到 ClSO3H- 
DMF 酯化剂。 
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（3）硫酸酯化反应：向浸润后的纤维素加入一定

量酯化剂并搅拌反应。反应完成后，将产物倒入醋酸

钠-乙醇溶液，搅拌过滤，用无水乙醇洗涤沉淀，即得

纤维素硫酸酯。 
（4）产物后处理：将制得的纤维素硫酸酯用蒸馏

水溶解，NaOH 调节 pH 后进行透析，将透析液减压

蒸发浓缩后真空下干燥即获得透明薄膜状产物，即纤

维素硫酸酯的钠盐（在下文中简称纤维素硫酸酯，用

Na-CS 表示）。 

1.4  实验设计 
本研究采用多因素二次旋转正交组合设计方法，

以临床上常用的凝血指标全血复钙时间（RT）、活化

部分凝血活酶时间（APTT）和凝血酶时间（TT）作

为评价抗凝血活性的指标[5]，选择考察的主要因素及

其范围为：酯化剂制备温度 0~40 ℃、酯化剂用量

1.5~7.5 mol/mol AGU、反应温度 0~60 ℃、反应时间

1~5 h、产物 pH 5.0~10.0。 
 

表 1 因素水平编码表 

Xj 
因素 

Z1(酯化剂制备温度/℃) Z2(酯化剂用量/mol/mol AGU) Z3(反应温度/℃) Z4(反应时间/h) Z5(pH) 

上星号臂(r=2) 40 7.5 60 5 10.0 

上水平(+1) 30 6.0 45 4 8.8 

零水平(0) 20 4.5 30 3 7.5 

下水平(-1) 10 3.0 15 2 6.3 
下星号臂(r=-2) 0 1.5 0 1 5.0 

1.5  统计分析方法 
为了寻找抗凝血活性最佳且具有一定实施频率的

Na-CS 制备条件，本研究拟用统计频数的优化方法（简

称统计寻优）。根据文献中有关统计寻优的思想[4]，在

各因素的实验编码区间范围内，对所建立的回归模型，

按一定的步长进行计算机模拟试验，然后参照试验结

果和实际需要，设定一定的指标范围，对模拟试验结

果进行分析，统计满足所设定指标要求的试验次数，

再将设定指标范围内试验参数组合按各因素下每个编

码的大小和次数分别加以统计，求取各因素的平均编

码值及其 95%的置信编码区间，最后经过编码转换，

得到既能满足所设定指标要求、又有一定实施频率的

各因素优化范围。 
1.6  Na-CS 的抗凝血活性分析 

血浆的制备：取健康人血置于放有 8%枸橼酸钠

溶液的容器中，按 1（枸橼酸钠）:19（血液）的体积

比混合，轻摇后在 2500 r/min 下离心 10 min，取上层

液—血浆，于-20 ℃下冻结贮存。 
（1）RT 的测试：取小试管若干支，分别加入

0.02%的待测样品-生理盐水溶液 0.3 mL，另取 ACD
全血，分别在每支小试管内注入 1.0 mL，立即混匀，

将小试管置于恒温水浴（37±0.5 ℃）中孵育 1 min 后，

加入 0.025 mol/L 的氯化钙 0.1 mL，记录各管的血液

凝固时间，即为添加待测样品后的全血复钙时间

RT[5]。 
（2）APTT 的测试：将待测样品用生理盐水配制

成 0.001%的溶液，取 0.05 mL 于塑料试管中，向各管

中加入 0.5 mL 血浆，混匀后放入血凝仪，吸取血浆混

合液0.1 mL和白陶土部分凝血活酶试剂0.1 mL，37 ℃
下孵育 3 min，再加入 0.025 mol/L CaCl2溶液 0.1 mL，
混合后自动记录血浆凝固时间，即为添加待测样品后

血浆的 APTT[5]。 
（3）TT 的测试：按照（2）制样，仪器自动吸取

0.2 mL 血浆混合液，37 ℃下孵育 2 min，再加入已孵

育好的人类含钙凝血酶试剂 0.2 mL，混合后自动记录

血浆凝固时间，即为添加待测样品后血浆的 TT[5]。 
RT、APTT 和 TT 是独立的基础性凝血途径筛查

指标。在 ACD 全血和血浆中加入抗凝血物质，如果

RT 超过正常值 180 s，APTT 大于正常值 7 s 或 TT 大

于正常值 3 s，则均可认为添加物能延长凝血时间，即

具有抗凝血作用。且 RT、APTT 和 TT 值越大，表明

所添加物质的抗凝血活性越强[5]。 
1.7  纤维素硫酸酯的结构表征 

用 0.06 mol/L 巴比妥缓冲液（pH8.5）分别配制浓

度为 25 mg/L 的天青 A 溶液和 2 mg/L 的样品溶液，

吸取样品液 40 μL 于试管中，边振摇边加入 2 mL 天

青 A 溶液，混匀后，以蒸馏水作空白，用紫外-可见

分光光度计在 450~650 nm 波长范围内进行扫描测试
[6]。 

取少量干燥的样品与 KBr 粉末混匀，研磨后抽真

空，压片，然后在 500~4000 cm-1范围内进行红外光谱

（IR）测试[6]。 

2  结果与讨论 
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2.1  制备纤维素硫酸酯的多因素实验结果 
根据五因素五水平二次旋转正交组合设计 1/2 实

施表，本试验共分 36 次[4]，每次试验做一个平行，试

验结果为两次结果的平均值。 
将试验结果用 SPSS 数理统计软件作回归分析，

得到相应的回归系数，剔除影响不显著的因素后，将

回归系数代入二次回归方程通式： 
Y=B0+B1X1+B2X2+B3X3+B4X4+B5X5+B12X1X2+B13X1X3+B14

X1X4+B15X1X5+B23X2X3+B24X2X4+B25X2X5+B34X3X4+B35X3X5+B11

X1
2+B22X2

2+B33X3
2+B44X4

2+B55X5                     （1） 

其中，Y 表示指标测试结果；Xi 代表因素编码；

Bi为回归系数。得到以下回归方程： 
Y1=1785.89-128.75X1+272.50X2-149.58X3+102.08X4+40.42

X5+75.63X1X2-20.63X1X3-6.88X1X5-236.88X2X3+8.13X2X5-6.88X3

X4+41.88X4X5-33.85X1
2-36.35X2

2-143.85X3
2 -133.85X4

2-27.60 X5
2 

                                              （2） 

Y2=80.61-6.53X1+3.68X2-3.99X3+5.92X4+0.60X5-0.77X1X2-

0.96X1X3+0.60X1X5+1.03X2X3-0.61X2X4+0.54X2X5-1.42X3X4-0.61

X3X5+0.93X4X5+1.05X1
2+1.19X2

2-0.67X3
2-1.37X4

2         （3） 

Y3=15.76-0.55X1-0.40X2-2.06X3-0.67X4+0.06X5+0.11X1X2-0.

24X1X3+0.31X1X4+0.06X1X5-0.09X2X3+0.06X2X4+0.13X2X5-0.09X

3X5-0.09X4X5+0.06X1
2+0.84X2

2+0.59X3
2-0.43X4

2-0.08 X5
2     （4） 

其中，Y1代表 RT；Y2代表 APTT；Y3代表 TT。F
检验表明（结果见表 2），以上各指标的回归模型均达

到显著水平，并拟合较好，这表明，以上模型可用于

定性描述各指标随因素的变化规律。 
表2 回归方程的F检验 

 F 计算 F0.01(20,15) F0.05(20,15)  

式（2） 2.302 3.09 2.20 F 计算> F0.05

式（3） 2.823 3.09 2.20 F 计算> F0.05

式（4） 6.189 3.09 2.20 F 计算> F0.01

2.2  纤维素硫酸酯制备条件的优化与验证 
为寻找具最佳抗凝血活性且有一定实施频率的

Na-CS 制备条件，用统计频数的优化方法。在各因素

的实验编码区间范围内，按一定的步长进行计算机模

拟试验，参照试验结果和实际需要，设定一定的指标

范围，对结果进行分析，得到既能满足设定指标要求

而又有一定实施频率的各因素优化范围。 
选择 X1~X5的编码区间在[-2,2]范围内，以 1 为步

长，设定 2000<Y1<2500，95<Y2<115，20<Y3<30，对

式（2）~（4）的回归模型在计算机上模拟试验，由

此得出每个指标所对应的因素优化编码区间，如表 3
所示。 

 
表3 模拟试验统计结果及优化编码值 

条件

次数 

2000<Y1<2500 95<Y2<115 20<Y3<30 

X1 X2 X3 X4 X5 X1 X2 X3 X4 X5 X1 X2 X3 X4 X5 

-2 54 0 84 12 33 289 81 192 18 97 225 305 573 203 160 

-1 56 0 113 40 48 172 75 155 55 104 188 137 212 223 174 

0 55 0 51 82 52 67 88 109 116 116 153 108 40 200 180 

1 43 110 0 72 58 34 142 73 184 129 151 116 22 168 181 

2 40 138 0 42 57 26 202 59 215 142 154 205 24 77 176 
N 248 588 871 
⎯Xi -0.165 1.556 -1.133 0.371 0.234 -1.129 0.525 -0.592 0.889 0.196 0.206 -0.254 -1.479 -0.353 0.045

S⎯xi 0.087 0.032 0.046 0.069 0.086 0.060 0.059 0.055 0.045 0.058 0.049 0.054 0.031 0.055 0.047

注：N 指合计次数；⎯Xi指平均编码值；S⎯xi指标准误。 

由表 3 可进一步算出各指标所对应因素优化值的

95%置信区间，再将因素优化编码区间进行相应的编

码转化，得到各指标的优化结果，列于表 4。 
表4 制备纤维素硫酸酯的优化结果 

指标 
酯化剂制 

备温度/ºC 

酯化剂用量 

/mol/mol AGU

反应温度 

/℃ 

反应时间

/h 
pH 

RT (16.6,20.0) (6.7,6.9) (11.7,14.4) (3.2,3.5) (7.6,8.0)
APTT (7.5,10.0) (5.1,5.5) (19.5,22.7) (3.8,4.0) (7.6,7.9)

TT (21,23) (4.0,4.3) (6.9,8.7) (2.5,2.8) (7.4,7.7)

从表 4 的优化结果可以看出，RT 所对应的优化条

件范围为：酯化剂制备温度 16.6 ℃~20.0 ℃、酯化剂

用量 6.7~6.9 mol/mol AGU、反应温度 11.7 ℃
~14.4 ℃、反应时间 3.2 h~3.5 h、pH 7.6~8.0。其它凝

血指标所对应的优化条件也都示于表 4 中。按照以上

三个指标各自的优化条件范围，选择最佳条件组合，

进行 Na-CS 制备试验，每组条件重复一次，取其平均

值，进行优化结果验证，结果见表所 5 示。 
经验证，各指标所对应的优化条件下，试验结果

与所设定的指标范围吻合，如按表 4 中 RT 的优化条

件范围，选择酯化剂制备温度 20 ℃、酯化剂用量 6.8 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2007, Vol.23, No.11 

 57

mol/mol AGU、反应温度 12 ℃、反应时间 3.5 h、pH 
8.0，在此反应条件下，RT 为 2680 s，在所设定的指

标范围[2500 s，3000 s]以内，说明优化结果可靠。其

它指标的优化与验证结果见表 5。经验证，各指标的

优化与验证结果吻合，说明优化结果可靠。 

表5 制备纤维素硫酸酯优化结果的验证 

优化条件 验证结果 

酯化剂制备 

温度/℃ 

酯化剂用量

/mol/mol AGU 
温度/℃ 时间/h pH RT /s APTT/s TT/s 

20 6.8 12 3.5 8.0 2680 83.1 17.6 

8 5.5 20 4.0 7.8 2350 101.2 16.5 
22 4.2 7.0 2.5 7.5 2120 77.2 25.6 

2.3  纤维素硫酸酯的结构表征 
根据以上优化结果，选取 APTT 最佳条件下制备

的 Na-CS，对其结构进行表征。 

0
0.4
0.8
1.2
1.6

2
2.4

450 500 550 600 650
λ/nm

A

 
图1 纤维素硫酸酯和天青A的紫外-可见吸收谱图 

研究证实，GAGs（糖胺聚糖）的阴离子特性使

之与碱性染料发生特异性的静电结合，从而引起染料

溶液光吸收性质的改变，这种改变主要表现在两个方

面：不含硫酸基的 GAGs，如透明质酸、软骨素等可

引起染料特征吸收变弱，即所谓减色性；含有硫酸基

的 GAGs，如硫酸软骨素、肝素等除了减色外，还会

在较短波长处产生新的吸收峰，即为异染性，其结果

是溶液吸收峰的位移[7]。 
图 1 为 Na-CS 与天青 A 结合的产物以及天青 A

分别在 450~650 nm 波长范围内的扫描谱图。由图 1
可知，天青 A 在 595 nm 处出现最大吸收值 1.97，而

Na-CS 与天青 A 复合物的最大吸收波长为 510 nm，最

大吸收值比天青 A 小。由此可见，Na-CS 能使天青 A
产生减色和异染现象，表明 Na-CS 中含有带负电荷的

硫酸酯基。 
图 2 为 Na-CS 和 MC 的红外吸收谱图。从图 2 可

以看出，与原料 MC 相比，Na-CS 在 γOH=3600~3200 
cm-1的羟基伸缩振动峰减弱，说明在硫酸酯化过程中，

MC 中的部分羟基被取代，Na-CS 在 γ=850~820 cm-1

和 γ=1240 cm-1 处出现了新的吸收峰，它们分别代表

C-O-S 和 S=O 的伸缩振动，这表明，MC 经过硫酸酯

化修饰后，其 AGU（葡萄糖单元）中的羟基被硫酸酯

基团取代。 

 
图2 纤维素硫酸酯和微晶纤维素的IR谱图 

3  结论 

（1）酯化剂制备温度、酯化剂用量、硫酸酯化反

应温度、反应时间和产物 pH 均为影响纤维素硫酸酯

抗凝血活性的主要因素，通过多因素实验和统计优化

分析得出最佳制备工艺参数：酯化剂制备温度

20.0 ℃、酯化剂用量 6.8 mol/mol AGU、反应温度

12 ℃、反应时间 3.5 h、pH 8.0。该条件下制备的纤维

素硫酸酯对 RT、APTT 和 TT 的延长作用最强，即抗

凝血活性最好。 
（2）利用紫外-可见吸收光谱、IR 检测分析，表

明 MC 中 AGU 上的羟基发生了硫酸酯化取代。 
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