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乌鳖黑色素提取工艺及其结构性状

陈逍遥，赵琼瑜，彭振辉，宋　伟
（浙江万里学院生物与环境学院，浙江宁波３１５１００）

　　摘要：以乌鳖肌肉为原料，采用“脱脂—酶解—酸解”三步法提取乌鳖黑色素，研究脱除蛋白、分离纯化乌鳖黑色
素的工艺条件，通过扫描电镜对乌鳖黑色素纯化效果进行观察，并用傅里叶红外光谱仪对其结构进行分析。最佳脱脂

工艺为：乙醇回流脱脂８次，料液比１ｇ∶６０ｍＬ，脱脂率为９８．９９％。脱脂后用木瓜蛋白酶进行酶解，其最佳工艺为：酶
底比为１ｍｇ∶２ｇ、酶解温度６０℃、酶解时间５ｈ、料液比１ｇ∶２５ｍＬ、酶解ｐＨ值５．０，蛋白质脱除率最高；酸纯化的最
优工艺为：盐酸浓度６ｍｏｌ／Ｌ、料液比１ｇ∶１５ｍＬ、时间４ｈ、温度１００℃，蛋白质脱除率最高。在“脱脂—酶解—酸解”
条件下总杂质脱除率高达９８．９１％。通过扫描电镜可见纯化黑色素为均匀的椭圆形颗粒，颗粒表面光滑清晰，同时结
合傅里叶红外光谱具有非常典型的吲哚结构，提取的乌鳖黑色素纯度高、结构完整，可用于降解和结构研究。
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　　清溪乌鳖（Ｐｅｌｏｄｉｓｃｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓ，简称乌鳖）是从中
华鳖的体色变异个体经过扩繁得到的新品种［１］，是

浙江省特有地方品种，其典型形态特征是全身体色

乌黑，富含黑色素，具有很高的食用价值和药用价

值［２］。黑色素是目前所知唯一能保护生物体免受

辐射伤害的天然内源性生物聚合体［３］，具有很强的

生理活性，能够有效地消除自由基［４－５］，对人体具有

提高机体免疫力［６］、防止衰老［７－８］、抑制病毒［９］等

功能，因此黑色素被广泛应用于医药、食品和保健

品等领域。

目前，天然黑色素的开发研究主要集中在植物

和真菌类材料，包括黑米［１０］、山杏［１１］、黑木耳［１２］、

灵芝等［１３］，主要采用超声波辅助提取法。动物中黑

色素与蛋白质紧密相连、不易分离，要获得比较纯
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净的黑色素，就必须尽可能去除蛋白质等杂质。因

此，动物来源的黑色素研究只局限在乌骨鸡等少数

动物材料中。但国内外学者主要从形态特征［１］、养

殖性能［１４］、营养成分［１５］、同工酶［１６］、细胞水平和

ＤＮＡ分子水平［１７］等方面对乌鳖种质资源进行研

究。有关乌鳖中黑色素的研究却鲜见报道。因此，

本试验以乌鳖为研究对象，系统建立乌鳖的黑色素

提取工艺，探究乌鳖的黑色素结构性状，有利于乌

鳖的高附加值综合利用，对加快黑色食品的发展具

有十分重要的理论意义和实用价值。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
成体乌鳖，体质量约为５００ｇ，购于浙江清溪鳖

业股份有限公司。

主要仪器有ＭＥ２０４型电子天平，购自梅特勒 －
托利多公司；ＤＳ－１高速组织捣碎机，购自上海标本
模型厂；Ａｌｐｈａｌ－４ＬＳＣｐｌｕｓ冷冻干燥机，购自德国
Ｃｈｒｉｓｔ公司；５８１０大容量低温高速台式离心机，购自
德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；ＤＨＧ９２４６Ａ型电热鼓风干燥
箱，购自上海精宏实验设备有限公司；Ｃａｒｙ１００紫外
可见分光光度计，购自安捷伦科技有限公司；Ｓ－
４８００型场发射扫描电镜，购自日本日立公司。

主要试剂有黑色素标准品（Ｍ２６４９），购自Ｓｉｇｍａ
公司；木瓜蛋白酶，购自生工生物工程（上海）股份

有限公司；无水乙醚、石油醚、无水乙醇、盐酸、氢氧

化钠等，均为国药分析纯。

１．２　试验方法
１．２．１　乌鳖肌肉主要成分的测定　乌鳖肌肉中水
分含量测定参考 ＧＢ５００９．３—２０１６《食品安全国家
标准　食品中水分的测定》中１０５℃干燥恒重法；
粗蛋白含量测定参考 ＧＢ５００９．５—２０１６《食品安全
国家标准　食品中蛋白质的测定》自动凯氏定氮仪
法；粗脂肪含量测定参考ＧＢ５００９．６—２０１６《食品安
全国家标准　食品中脂肪的测定》索氏抽提法；灰
分含量测定参考 ＧＢ５００９．４—２０１６《食品安全国家
标准　食品中灰分的测定》中５５０℃马弗炉干法灰
化法。

１．２．２　乌鳖肌肉预处理　在实验室活体宰杀后剥
离肌肉，在高速组织匀浆机中打碎成肉糜，于冷冻

干燥机中冻干，－２０℃密封保存备用。
１．２．３　脱脂工艺的优化　（１）单因素试验。精确
称取样品置于索氏提取器中，在不同溶剂（无水乙

醚、石油醚、无水乙醇）、回流次数（４、５、６、７、８、９）、
料液比（１ｇ∶５０ｍＬ、１ｇ∶６０ｍＬ、１ｇ∶７５ｍＬ、
１ｇ∶１００ｍＬ、１ｇ∶１５０ｍＬ）等因素下测定脱脂效果。
脱脂反应结束后，滤液真空浓缩，得乌鳖油脂，滤渣置

于干燥箱中以６０℃干燥至恒质量，称质量，计算脱脂
率，评价各条件对乌鳖肌肉脱脂效果的影响。

乌鳖油脂脱除率＝乌鳖油脂质量（ｇ）
乌鳖粗脂肪含量（ｇ）×１００％。

　　（２）正交试验设计。通过单因素试验的优化，
以无水乙醇为脱脂浸提试剂，选择料液比（Ａ）、回流
次数（Ｂ）作为试验因子，采用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件
设计Ｌ９（３

２）正交试验条件，以脱脂率作为评价指

标，筛选最佳脱脂工艺。

１．２．４　 酶解制备黑色素的工艺优化　（１）单因素
试验。精确称取一定量的脱脂样品，将其置于蛋白

酶反应液中，在不同蛋白酶［木瓜蛋白酶（５５℃，ｐＨ
值５．５）、胃蛋白酶（３７℃，ｐＨ值 ２．５）、胰蛋白酶
（３７℃，ｐＨ 值 ８．０）］、料液比 （１ｇ∶１０ｍＬ、
１ｇ∶２０ｍＬ、１ｇ∶２５ｍＬ、１ｇ∶３０ｍＬ、１ｇ∶４０ｍＬ）、
ｐＨ值（５．０、５．５、６．０、６．５、７．０）、温度（５０、５５、６０、
６５、７０、７５℃）、酶底比［１ｍｇ∶４ｇ、１．５ｍｇ∶４ｇ、
２ｍｇ∶４ｇ、３ｍｇ∶４ｇ、４ｍｇ∶４ｇ（质量比，下同）］、
酶解时间（３、４、５、６、７ｈ）单因素下测定蛋白脱除效
果。将样品置于干燥箱中以６０℃干燥至恒质量，称
质量，计算蛋白质脱除率，评价各条件对乌鳖肌肉

脱蛋白效果的影响。

蛋白质脱除率＝乌鳖干肉（ｇ）－酶解残渣质量（ｇ）
乌鳖干肉质量（ｇ） ×１００％。

　　（２）正交试验设计。以单因素试验筛选的酶解
温度（Ｃ）、酶解时间（Ｄ）、料液比（Ｅ）和酶解 ｐＨ值
（Ｆ）作为试验因子，采用Ｌ９（３

４）正交试验条件，以蛋

白质脱除率为评价指标，筛选最佳工艺。

１．２．５　酸法纯化黑色素的工艺优化　（１）单因素试
验。精确称取一定量的黑色素粗品，将其置于盐酸反

应液中，在不同时间（１、６、１２、２４、４８ｈ）、温度（２５、６０、
７０、８０、９０、１００℃）、盐酸浓度（１、３、６、９、１２ｍｏｌ／Ｌ）、料
液比（１ｇ∶１０ｍＬ、１ｇ∶２０ｍＬ、１ｇ∶５０ｍＬ、
１ｇ∶１００ｍＬ、１ｇ∶２００ｍＬ）单因素下测定黑色素纯
化效果。酸纯化反应结束后，将样品置于干燥箱中

以６０℃干燥至恒质量，称质量，计算杂质脱除率，评
价各条件对乌鳖肌肉黑色素纯化效果的影响。

杂质脱除率＝酶解残渣质量（ｇ）－酸化残渣质量（ｇ）
酶解残渣质量（ｇ） ×１００％。

　　（２）正交试验设计。选择盐酸浓度（Ｇ）、时间
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（Ｈ）、温度（Ｉ）和温度（Ｊ）作为试验因子，采用
Ｌ９（３

４）正交试验条件，以杂质脱除率为评价指标，

对结果进行方差分析和显著性分析，筛选最佳脱除

工艺。

１．２．６　乌鳖黑色素的结构性状　（１）电镜扫描。
将样品均匀散布在导电胶上，置于金属载物台，用

常规真空喷镀法喷金９０ｓ，放置于扫描电镜下观察，
选取有代表性的视野进行显微拍摄。（２）傅里叶红
外扫描。称取１ｍｇ乌鳖黑色素样品、１ｍｇ乌骨鸡
黑色素样品和１ｍｇ黑色素标准品，将样品分别与
０．１ｇ溴化钾混合，在玛瑙研钵中研成细粉，混合均
匀，用红外压片机压片。测定样品在 ４００～
４０００ｃｍ－１范围内的红外吸收光谱。

２　结果与分析

２．１　乌鳖肌肉基本成分分析
乌鳖肌肉中测定的水分含量为７７．７６％，干物

质含量为２２．２４％。乌鳖肌肉干物质的营养成分如
表１所示，粗蛋白的含量高达７７．５６％，脂肪比例为
１６．８５％，灰分比例为５．５９％。可见，乌鳖肌肉中主
要成分为蛋白质，其含有的脂肪含量也较高。因

此，要对乌鳖肌肉组织进行有效的脱脂和脱蛋白

工艺。

表１　乌鳖肌肉干物质的基本营养成分

成分 粗蛋白 粗脂肪 灰分

含量（％） ７７．５６±０．９９ １６．８５±０．９０ ５．５９±１．２６

　　注：ｎ＝６。

２．２　脱脂工艺优化结果
２．２．１　乌鳖肉脱脂工艺优化的单因素试验　在料
液比为１ｇ∶７５ｍＬ、回流温度为９０℃、回流８次的
初始条件下进行脱脂单因素试验，研究溶剂种类、

料液比、回流次数对乌鳖肉脱脂率的影响，结果如

图１所示，乌鳖肌肉在无水乙醇中回流８次、料液比
为１ｇ∶６０ｍＬ时的脱脂率最高。

２．２．２　乌鳖肉脱脂工艺优化的正交试验　乌鳖肌
肉乙醇脱脂的正交试验结果及方差分析如表２、表３
所示。根据极差Ｒ值大小，２个因素的主次顺序为
Ｂ（回流次数）＞Ａ（料液比）。结合 ｋ值可知乌鳖肌
肉脱脂率最高 （９８．９９％）的条件是：料液比
１ｇ∶６０ｍＬ、回流次数 ８次。在９个试验中８号试
验组为这一组合，因此 Ａ３Ｂ２组合为最优组合。根
据方差分析结果可知，各因素在正交试验所选水平

下对乌鳖肌肉脱脂率都有影响，但回流次数和料液

比对其影响不显著（Ｐ＞０．０５）。
２．３　酶法制备黑色素工艺优化结果
２．３．１　乌鳖肉蛋白质脱除工艺优化单因素试验　
在酶底比１ｍｇ∶４ｇ、料液比１ｇ∶１０ｍＬ、酶解时间
４ｈ的初始条件下进行黑色素酶解单因素试验。蛋
白酶种类、料液比、酶解ｐＨ值、酶解温度、酶底比、

表２　Ｌ９（３２）正交试验方案及结果

试验号 Ａ Ｂ
（次）

脱脂率

（％）

１ １（１ｇ∶５０ｍＬ） １（７） ８７．４８

２ １ ２（８） ８９．７９

３ １ ３（９） ８７．１２

４ ２（１ｇ∶６０ｍＬ） １ ８３．１５

５ ２ ２ ９２．４６

６ ２ ３ ８２．２０

７ ３（１ｇ∶７０ｍＬ） １ ９５．４９

８ ３ ２ ９８．９９

９ ３ ３ ８２．７９

ｋ１ ８８．１３ ８８．７１

ｋ２ ８５．９４ ９３．７５

ｋ３ ９２．４２ ８４．０４

Ｒ ６．４８ ９．７１
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表３　正交试验结果方差分析

方差来源 偏差平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

Ａ ６５．３２０ ２ ３２．６６０ １．８０７ ０．２７６

Ｂ １４１．４９５ ２ ７０．７４７ ３．９１３ ０．１１４

酶解时间因素对乌鳖肌肉蛋白脱除效果的影响如

图２所示，木瓜蛋白酶在料液比为１ｇ∶２５ｍＬ、ｐＨ
值为５．５、温度为６０℃、酶底比为２ｍｇ∶４ｇ、酶解时
间为６ｈ条件下可较大限度去除蛋白质。

２．３．２　蛋白质脱除工艺优化正交试验　根据单因
素试验结果，选择木瓜蛋白酶和酶底比为２ｍｇ∶４ｇ
为固定条件，以酶解温度（Ｃ）、酶解时间（Ｄ）、料液
比（Ｅ）、酶解ｐＨ值（Ｆ）为试验因子设计Ｌ９（３

４）正交

试验，所得结果见表４。９组试验结果中６号试验蛋
白质脱除率最高，高达９５．９０％，相应的水平组合为
Ｃ２Ｄ３Ｅ２Ｆ１。根据数据的极差 Ｒ值分析结果，主次因
素依次为Ｅ（料液比）＞Ｃ（酶解温度）＞Ｆ（酶解ｐＨ）＞
Ｄ（酶解时间）。结合 ｋ值进行分析可知，Ｃ２Ｄ１Ｅ２Ｆ１
的组合较优异，该组合条件为：酶解温度６０℃、酶解
时间５ｈ、料液比１ｇ∶２５ｍＬ、酶解ｐＨ值５．０。在此
条件下，蛋白脱除率为９５．９８％。因此Ｃ２Ｄ１Ｅ２Ｆ１为最
优组合。方差分析结果（表５）表明，各因素在正交试
验所选水平下对乌鳖肉的蛋白脱除率都有影响，酶解

温度、酶解时间、料液比和ｐＨ值对其影响显著（Ｐ＜
００５）。
２．４　 酸法纯化工艺优化结果
２．４．１　杂质脱除工艺优化单因素试验　酸化时间
（Ｇ）、酸化温度（Ｈ）、盐酸浓度（Ｉ）和料液比（Ｊ）对乌

表４　蛋白质脱除工艺优化Ｌ９（３４）正交试验方案及结果

试验号
Ｃ
（℃）

Ｄ
（ｈ）

Ｅ
（ｇ∶ｍＬ） Ｆ 蛋白质

脱除率（％）

１ １（５５） １（５） １（１∶２０） １（５．０） ９４．４８

２ １ ２（６） ２（１∶２５） ３（６．０） ９４．０９

３ １ ３（７） ３（１∶３０） ２（５．５） ９２．４４

４ ２（６０） １ １ ３ ９４．００

５ ２ ２ ３ ２ ９４．７６

６ ２ ３ ２ １ ９５．９０

７ ３（６５） １ ２ ２ ９５．５９

８ ３ ２ ３ １ ９４．２８

９ ３ ３ １ ３ ９３．０６

ｋ１ ９３．６７ ９４．６９ ９３．８５ ９４．８９

ｋ２ ９４．８９ ９４．３８ ９５．１９ ９４．２６

ｋ３ ９４．３１ ９３．８０ ９３．８３ ９３．７２

Ｒ １．２２ ０．８９ １．３６ １．１７

鳖黑色素粗品杂质脱除率的影响如图 ３所示，
９ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液、温度１００℃、料液比１ｇ∶２０ｍＬ
条件下磁力搅拌２４ｈ，乌鳖黑色素的杂质脱除率最
大。但盐酸浓度为９ｍｏｌ／Ｌ及以上时，易爆塞、溶液
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表５　蛋白质脱除工艺优化正交试验结果方差分析

方差来源 偏差平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

Ｃ ６．６７ ２ ３．３３ ３３．１４ ０．０００１

Ｄ ３．７２ ２ １．８６ １８．４９ ０．０００１

Ｅ ２．９９ ２ １．５０ １４．８６ ０．０００２

Ｆ １４．５２ ２ ７．２６ ７２．１８ ０．０００１

溅出，危险性大，因此选择６ｍｏｌ／Ｌ。
２．４．２　杂质脱除工艺优化正交试验　杂质脱除工
艺优化的正交试验结果如表６所示，方差分析见表
７，９组中以２号蛋白质脱除率最高（７１．５２％），相应
的组合为Ｇ２Ｈ１Ｉ２Ｊ３，即盐酸浓度为６ｍｏｌ／Ｌ、料液比
为１ｇ∶１５ｍＬ、时间为４ｈ、温度为１００℃。通过对

表６　杂质脱除工艺优化的Ｌ９（３４）正交试验方案及结果

试验号
Ｇ

（ｍｏｌ／Ｌ）
Ｈ

（ｇ∶ｍＬ）
Ｉ
（ｈ）

Ｊ
（℃）

蛋白质

脱除率（％）

１ ２（６） ３（１∶２５） １（３） ２（９０） ５９．１３

２ ２ １（１∶１５） ２（４） ３（１００） ７１．５２

３ １（５） ３ ３（５） ３ ６５．５３

４ ３（７） ２（１∶２０） １ ３ ６２．５２

５ ３ １ ３ ２ ６８．２７

６ ３ ３ ２ １（８０） ６４．０３

７ １ ２ ２ ２ ６０．１８

８ ２ ２ ３ １ ５８．２６

９ １ １ １ １ ６８．１２

ｋ１ ６４．６１ ６９．３０ ６３．２６ ６３．４７

ｋ２ ６２．９７ ６０．３２ ６５．２４ ６２．５３

ｋ３ ６４．９４ ６２．９０ ６４．０２ ６６．５２

Ｒ １．９７ ８．９８ １．９９ ４．００

数据极差Ｒ值分析可知，影响脱除率的的主次因素
依次为Ｈ（料液比）＞Ｊ（酸化温度）＞Ｉ（酸化时间）＞

Ｇ（ＨＣｌ浓度）。结合 ｋ值分析结果可知，Ｇ３Ｈ１Ｉ２Ｊ３
的组合更佳，经验证，该组合的蛋白质脱除率为

７１８４％，与Ｇ２Ｈ１Ｉ２Ｊ３的脱除率差异较小，同时考虑
到盐酸浓度越高，其腐蚀性越强，操作时对人体的

危险系数大，因此最佳组合选择 Ｇ２Ｈ１Ｉ２Ｊ３。根据方
差分析结果（表７）可知，在正交试验所选水平下，各
因素对黑色素粗品杂质脱除率都有显著影响 （Ｐ＜
０．０５）。

表７　杂质脱除工艺优化的正交试验结果方差分析

方差来源 偏差平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

Ｇ １９．７３４ ２ ９．８６７ １３７．５６９ ０．０００

Ｈ ３８３．１０６ ２ １９１．５５３２６７０．６２１ ０．０００

Ｉ １８．１４２ ２ ９．０７１ １２６．４７１ ０．０００

Ｊ ７９．２２０ ２ ３９．６１０ ５５２．２４０ ０．０００

２．５　乌鳖黑色素结构表征的分析结果
２．５．１　乌鳖黑色素的形态分析　通过扫描电镜观
察乌鳖黑色素的超显微结构（图４），发现乌鳖酶解
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粗黑色素和纯化黑色素在形态上存在差异，粗黑色

素为块状，颗粒状不明显，与纯化黑色素相比具有

更多黏连性。纯化黑色素为均匀的椭圆形颗粒，颗

粒表面光滑清晰。

２．５．２　乌鳖黑色素的傅里叶红外扫描分析　 图５
是黑色素的红外光谱图，从２种黑色素共同的吸收
峰来看，在３４００ｃｍ－１处较强的吸收峰是由 Ｏ—Ｈ
和吲哚的Ｎ—Ｈ伸缩振动产生的，是黑色素的一个
特征吸收峰；２９３０～２８５０ｃｍ－１处附近存在相对较
弱的吸收峰，推测为烷烃结构的 Ｃ—Ｈ吸收区；在
１６００ｃｍ－１处附近由因芳香环骨架振动引起的较

强的吸收峰，说明结构中吲哚环占比较大，属于黑

色素典型的苯醌类结构；乌鳖黑色素在１５２８ｃｍ－１

附近的吸收峰和标准品在１３８０ｃｍ－１附近的吸收峰
由因吸收ＣＯＯ—的变形振动或Ｃ—Ｃ变形振动归属
于苯并噻嗪环，说明乌鳖黑色素具有非常典型的吲

哚结构。

３　讨论与结论

黑色素（ｍｅｌａｎｉｎ）是由吲哚或多酚类氧化聚合
而成的含氮高聚物，一般呈现黑色、棕色或褐色，普

遍存在于许多植物、动物以及微生物体内［１８］。传统

提取动物黑色素所使用的原料主要来自乌骨

鸡［１９－２３］、乌骨羊［２４］等陆源性动物的皮肤、骨等组

织。但由于禽流感等流行性疾病问题，陆源性黑色

素的开发和利用受到很大限制。寻找新来源的黑

色素是当前急须要解决的重要课题。乌鳖为浙江

省特有地方品种，典型特征是腹部乌黑，富含黑色

素。但至目前为止，有关乌鳖黑色素提取的研究尚

未见报道。

　　目前，水生动物黑色素提取主要集中在泥
鳅［２５］、大鲵［２６］、海参［２７］、牡蛎［２８］等动物中。张莲姬

等通过盐酸水解法提取泥鳅鱼皮黑色素，提取率为

２．２３％［２５］；杨慧等利用碱法提取大鲵皮肤黑色素，

提取率达 ０．６５％［２６］；王建波等以酶水解结合碱液

法提取海参黑色素，提取率最高为 ２．８０％［２７］。从

以上提取率上可以看出蛋白质脱除不彻底，杂质含

量较高。为了获得纯净的动物黑色素，必须尽可能

地将黑色素周围的蛋白质、脂肪等杂质去除。目
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前，提取动物黑色素的方法主要包括蛋白酶提取

法、盐酸提取法及酶水解结合碱液提取法等，但这

些方法都存在不足，提取获得的黑色素纯度仍然不

够高，不能满足研究黑色素化学结构的要求。黄宇

玫等在这些方法基础上提出了“脱脂—酶解—酸

解”三步法精制乌骨鸡黑色素，减少了多余蛋白质

对乌骨鸡黑色素结构分析的影响［２３］。

本试验在黄宇玫等“脱脂—酶解—酸解”三步

法的基础上进行优化，提取纯化乌鳖肌肉中黑色

素。在最佳脱脂工艺（乙醇回流 ８次、料液比
１ｇ∶６０ｍＬ）、酶解工艺（木瓜蛋白酶的酶底比为
１ｍｇ∶２ｇ）、酶解温度６０℃、酶解时间５ｈ、料液比
１ｇ∶２５ｍＬ、酶解ｐＨ值 ５．０）、酸解工艺（盐酸浓度
６ｍｏｌ／Ｌ、料液比３ｇ∶５０ｍＬ、酸解时间４ｈ、酸解温
度 ９０℃）的条件下获得的乌鳖杂质脱除率高达
９８９１％。此外，扫描电镜下观察到的纯化黑色素为
规则的椭圆形颗粒，边缘清晰平滑，表明获得的乌

鳖黑色素周围无明显蛋白质附着；乌鳖黑色素和标

准品黑色素傅里叶红外扫描图谱显示均具有非常

典型的吲哚结构，结构完整。这些结果表明，本试

验提取的乌鳖黑色素纯度高、结构完整，可为乌鳖

黑色素的结构分析等进一步深入研究提供纯净的

原材料。
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