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醇溶液提取，省却了传统薄层色谱法中的不同极性

溶剂提取分离、多次萃取等繁琐“清洗”步骤，而所得

薄层图像明亮清晰，各成分分离很好。因此可大胆推

测，由于微乳溶液的组成特点，决定了微乳薄层色谱

可省略多数供试液的前处理“清洗”步骤，大大节省

实验时间和提高结果的重现性。

薄层色谱有别于其他色谱技术，除了都有固定

’相和流动相外，还存在气相。气相会对分离结果产生

显著影响。常规薄层色谱多采用几种有机溶剂组成

的混合溶剂，各种有机溶剂的挥发性不同，使得展开

过程更加复杂。在甘草微乳薄层展开过程中，进行了

单槽和双槽展开缸、未饱和与饱和30～80 min的比

较实验。实验结果表明，展开室的形状和饱和情况对

甘草各成分的分离几乎没有影响。关于甘草微乳薄

层色谱展开特点的原因探究，笔者认为可能是因为

微乳作为展开剂时，主要成分为水，表面活性剂形成

的微乳挥发性不大，微乳展开剂长期放置亦可保持

成分稳定。而展开过程亦因为展开剂成分的稳定，所

以展开室的形状和饱和情况对分离效果没有什么影

响。另外，也考察了温度和湿度对展开效果的影响。

实验结果表明，30％～90％相对湿度的分离效果几

乎没有差异。这一特点和微乳展开剂大量水分组成

相联系，亦可以很容易得到鳃释。温度考察在15～30

℃进行，设置了4个温度水平：15、20、25、30℃，结

果显示温度对甘草微乳薄层影响不大。

微乳薄层色谱具有明显的荧光增强增稳效

应岛3，而色彩鲜明的荧光信息对薄层色谱具有特别

突出的意义。在甘草的微乳薄层鉴别中，由于微乳的

荧光增强效应，无需衍生即可根据丰富的荧光信息

进行鉴别。而甘草的传统薄层色谱则需要硫酸乙醇

喷雾、加热等步骤才能得到荧光图像。’

综上所述，微乳薄层色谱由于在供试品制备、展

开、衍生等步骤所表现出来的优于传统薄层色谱的

优点，使其重现性大大提高。微乳薄层色谱用于不同

种类的甘草鉴别，方法简单经济，图像形象直观，无

需衍生即可区分《中国药典》收录的3种甘草药材。

本研究样品收集得到厦门大学一开元区高新技

术研究开发基地王文慎经理的帮助，以此表示感谢。
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丹参不同提取工艺的研究

于沈晶，殷文广，修志龙’

(大连理工大学环境与生命学院生物科学与工程系，辽宁大连 116024)

丹参是唇形科鼠尾草植物丹参Salvia miltior-

rhiza Bunge的于燥根和根茎，具有祛瘀止痛、活血

通经、清心除烦之功效，主治冠心病、心绞痛、心烦不

眠、月经不调、经闭、痛经等症[1]。丹参中主要含有以

丹参酮和丹参醌为主的脂溶性二萜类化合物和以丹

参酚酸为主的水溶性多聚酚酸类化合物。现有的丹

参有效成分提取工艺，如水醇法、蒸馏法、石硫醇法、

透析法、离子交换法，往往只注重考察某种单一成分

的量，忽略了多种成分的复合作用。本研究考察了不

同的提取方法对丹参提取液体外抗氧化作用和体内

耐缺氧能力的影响，希望能为丹参提取工艺的选择

提供一些参考。

1材料与仪器

丹参药材购于大连美罗大药房(产地：安徽毫
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州)，经大连理工大学李晓晖副教授鉴定；18～22 g

昆明种小鼠购于大连医科大学实验动物中心；新鲜

猪血购于大连市肉联厂；SOD与MDA检测试剂盒

(南京建成生物工程研究所)；丹参素钠(批号55—

200102)、原儿茶醛(批号110810—200205)对照品均

贿于中国药品生物制品检定所。

LC一1500型高效液相色谱(Jasco，Japan)，721

分光光度计(上海精密科学仪器有限公司)，RE一52

旋转蒸发器(上海亚荣生化仪器厂)，台式高速离心

枧(上海医用分析仪器厂)，JAl003型电子天平(上

海天平仪器厂)，中空纤维素膜(Nissho Corpo-ra—

tion，Japan)。

2方法与结果

2．1不同提取方法所得供试品溶液的制备：取5份

丹参药材，各30 g，分别用300 mL不同的提取溶剂

提取：①水冷浸(室温)24 h；②水加热提取2次，每次

1 h；③50％乙醇加热回流提取2次，每次1 h；④水和

95％乙醇各加热提取6 h；⑤95％乙醇和水各加热提

取I h。合并各种提取方法中两次提取液，滤过，减压

浓缩至200 mL，分别记作1～5号供试品溶液。

2．2丹酚酸水解液供试品溶液的制备：称取50 g

丹参药材，加人500 mL水于室温下浸泡24 h，放于

冰箱中，4℃保存，过夜；滤过，弃药渣，将滤液减压

浓缩至40 mL将无水乙醇缓缓的加到浓缩液中，边

加边搅拌，使溶液总体积达150 mL，静置，沉淀，放

于冰箱中，4℃保存，过夜；取上清液，减压浓缩至20

mL，将浓缩液分成4等份，分别编号为l一1、1—2、

1-3、1-4号溶液。将后3种溶液放于高压灭菌锅中

(19l℃，o．1 MPa)，分别加热0．5、1、2 h，待其自然

冷却后，将溶液过孔径为0．22 t*m的膜后作为供试

品溶液。

2．3总酚酸的测定[2]

2．3．1对照品溶液的配制：精密称取5．1 mg原儿

茶醛，于小烧杯中用70％乙醇溶解，并转移至50

mL量瓶中，稀释至刻度，摇匀。精密吸取5 mL，置

50 mL量瓶中，加70％乙醇稀释至刻度，摇匀即得

(原儿茶醛lO．2弘g／mL)。

2．3．2 标准曲线的绘制：精密吸取对照品溶液

0．0、0．5、1．0、1．5、2．0、2．5、3．0 mL置25 mL量瓶

中，70％乙醇稀释至5 mL，再各加0．3％十二烷基

磺酸钠溶液2 mL，0．6％铁氰化钾溶液1 mL，0．9％

三氯化铁溶液1 mL，摇匀，暗处静置5 min，用0．1

mol／L盐酸稀释至刻度，暗处静置30 min。．以零号

管作对照，置1 cm比色皿中，720 nm下测定吸光

度，绘制标准曲线。标准曲线为y一0．799 13 X，，．一

0．999 2线性范围为：0．204～1．224 Jug／mL。

2．3．3测定：吸取供试品溶液各2 mL，用70％乙

醇稀释至25 mL，摇匀，再从中取2 mL，用70％乙

醇稀释至25 mL，摇匀，即得稀释液，备用。取稀释液

1 mL，及原儿茶醛对照品溶液(10。2芦g／mL)4 mL，

用70％乙醇稀释至5 mL，各加0．3％十二烷基磺酸

钠溶液2 mL，0．6％铁氰化钾溶液1 mL，0．9％三氯

化铁溶液1 mL。摇匀，暗处静置5 min。用0．1 mol／

L盐酸稀释至刻度，在暗处静置30 min，在720 nm

处测其吸光度。把吸光度值代人标准曲线计算总酚

酸的质量。结果水冷提、水热提、50％乙醇提、水+

95％乙醇提、95％乙醇+水提所得总酚酸分别为

0．010 8、0．020 2、0．017 3、0．015 6、0·014 2 g。

可以看出：水热提可使丹参提取液中总酚酸达

到最高值，其次是50％乙醇提，然后是水+95％乙

醇提、95％乙醇+水提，水冷提的最低，这可能是因

为热水有助于大分子丹酚酸的溶出并加速其水解，

而乙醇的加入使丹参中的部分蛋自沉淀在丹参表

面，阻碍了丹酚酸的溶出。

2．4体外抗氧化作用试验[31

2．4．1 红细胞悬浮液的制备口]：取20 mL枸橼酸

三钠抗凝的猪血，3 000 r／min离心15 min，吸取上

清液，收集血红细胞，用3倍体积的生理盐水洗涤3

次，再将其用生理盐水配制质量分数为0．5％的红

细胞悬浮液。

2．4．2不同提取液对猪血红细胞中的SOD活力和

MDA量的影响[4]：取350弘L枸橼酸三钠抗凝的猪

血充入盛有】4 mL生理盐水的试管中，混匀；取此

混匀液6份各2 mL，放人离心管中，2 000 r／rain离

心3 min；用玻璃毛细管吸去上清液，留沉淀红细

胞；加入冰双蒸水0．2 mL，混匀；向其中5份中加入

1～5号供试品溶液各15弘L，另一份加去离子水15

_“L作为对照，然后按照SOD试剂盒的方法检测

SOD活力。另取6份各1 mL红细胞悬浮液放入试

管中，向其中的5支试管中加入1～5号供试品溶液

的稀释液(去离子水稀释1 000倍)各1 mL，第6支

试管中加1 mL去离子水作为对照，然后按照MDA

试剂盒的方法检测MDA的量。结果水冷提、水热

提、50％乙醇提、水+95％乙醇提、95％乙醇+水提、

对照中SOD活力和MDA的水平分别为33．6、

84．0、69．4、67．2、45．9、13．4 U／mL和0．313、

0．179、0．209、0．224、0．254、0．448 mol／L。可以看

出与对照组相比各种方法得到的丹参提取液都可显
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著提高猪血红细胞中SOD的活力，降低硫酸亚铁和

过氧化氢诱导的红细胞脂质过氧化产生的MDA的

量，程度由强到弱依次为水热提>50％醇提>水+

95％醇提>95％醇+水提>水冷提>对照组的样

品，这与总酚酸质量的测定结果保持一致。

2．5丹参素和原儿茶醛的HPLC测定

2．5．1进样溶液的前处理：将1～5号和1—1～1—4

号供试品溶液过孔径为0．45弘m的醋酸纤维素膜，

再用中空纤维素膜(截留相对分子质量5 000)进行

超滤，即得。
‘

2．5．2 色谱条件：色谱柱：Hypersil ODS(250

mm×4．6 mm，10弘m)(大连依利特科学仪器有限

公司)；流动相：0．5％醋酸水溶液一甲醇(95：5)(丹

参素)、0．5％醋酸水溶液一甲醇(80：20)(原儿茶

醛)；体积流量：1 mL／min；检测波长：281 nm；进样

量：20_uL。

2．5．3标准曲线的建立：精密称取丹参素钠对照品

1．4 mg(相当于丹参素1．26 rag)，置于10 mL棕色

量瓶中，加甲醇至刻度，即得0．126 mg／mL丹参素

对照品溶液。分别取丹参素对照品溶液2．5、5．0、

7．5、10．O、12．5弘L进样，测得峰面积。以峰面积对

进样量做图，得丹参素标准曲线：Y=

96 188．502 86 X一9 249．476 19，r=0．999 9。

精密称取原儿茶醛对照品6．5 mg，置于25 mL

棕色量瓶中，加甲醇至刻度，即得0．26 mg／mL原儿

茶醛对照品溶液。分别取原儿茶醛对照品溶液2．5、

5．0、7．5、10．0、12．5、15．0肛L进样，测得峰面积。以

峰面积对进样量做图，得原儿茶醛的标准曲线：y=

1．130 63X106 X一22 OZ4．714 29，7-=0．999 9。

2．5．4测定：采用标准曲线法。结果见表1，2。可以

看出，提取方法中丹参素的质量分数：水热提>95％

醇提+水>水+95％乙醇提≈50％醇提>水冷提；

原儿茶醛的质量分数：水热提>水+95％醇提≈

95％醇+水提>50％醇提>水冷提；对于1—1～1～4

号样品丹参素和原儿茶醛的质量浓度随加热时间的

增加而提高。

2．6常压耐缺氧试验[5’6]：将1～5号和1—1～1—4

号样品分别过0．22弘m膜，作为1～5号和1—1～1—4

号注射液。

取正常成年雄性小鼠30只，体重18～22 g，随

机分为6组，每组5只，其中1组为生理盐水对照

组，其他5组为1～5号注射液组，每只ip 0．2 mL，

连续注射5 d，每天1次，于末次注射40 min后，将

各组小鼠分别放人1 50ral磨口广口瓶内(每瓶1

襄1 1～5号样品中丹参素和原几茶醛的比较

Table 1 Comparison of danshensu and protocate-

ehualdehyde in samples No．1--5

提取方法
质量分数／['mg·(50 g生药)“]

丹参素 原儿茶醛

表2 1-l～1-4号样品中丹参素和原儿茶醛的比较

Table 2 Comparison of danshensu and protocate—

chualdehyde in samples No．1-1—1—4

样品
质量浓度／(mg·mL_1)

丹参素 原儿茶醛

只)，每瓶放5 g碱石灰，用凡士林封瓶口，盖严，使

之不漏气，立即计时，以呼吸停止为指标，观察小鼠

因缺氧而死亡的时间。

取正常成年雄性小鼠25只，体重18～22 g，随

机分为5组，每组5只，其中1组为生理盐水对照

组，其他4组为1—1～1—4号供试品组，每只ip 0．2

mL，连续注射2 d，每天1次，于末次注射40 min

后，将各组小鼠分别放人150 mL磨口广口瓶内(每

瓶1只)，每瓶放5 g碱石灰，用凡士林封瓶口，盖

严，使之不漏气，立即计时，以呼吸停止为指标，观察

小鼠因缺氧而死亡的时间。

结果见表3和表4。可以看出，与用生理盐水对

照相比，水热提的样品和95％醇+水提的样品(5

号)都可显著延长小鼠在缺氧条件下的存活时间，其

他样品也可延长小鼠在缺氧条件下的存活时间，但

差异无显著性。与对照组相比，1—1～1—4号供试品

都可显著延长小鼠在缺氧条件下的存活时间。

表3丹参不同提取方法对小鼠常压耐缺氯能力的影响

(厅=5)

Table 3 Effect of S．miltiorrhiza extacted by various

methods oil antihypoxic eapaeity of mice

at normal pressure(一=5)

组别

对照
1

2

3

4

5

死亡时间(x+s)／min

18．69士1．57

19．93士1．81

22．58土2．80。

19．34士1．91

20．16士1．44

25．56士2．70。。

与对照组比：。P<O．05’。P<O．01

。P<O．05一P<O．01∞control group
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表4不同丹酚酸水解液对小鼠常压耐缺，氧能力的影响

Q一5)

Table 4 Effect of various phenolic acidity hydrolysate

on antihypoxic capacity of mice at normal

pressure(拜一5)

组别

对照

1-1

1-2

1—3

1—4

死亡时间(x+s)／min

ZO．36士I．5Z

Z6．83士1．85’’

37．74士2．70。’

39．91士2．54+’

43．41土3．02’。

与对照组比：一P<O·01

。+P<O．01"05 control group

3讨论

通过考察不同提取方法对丹参提取液中丹参

素、原儿茶醛及总酚酸以及体内和体外的抗氧化作

用效果的影响，推测：丹参素和原儿茶醛的质量浓度

随加热时间的增加而提高，这说明它们是大分子丹

酚酸的水解产物，且高温有助于丹酚酸的水解；根据

提取液与体外猪血红细胞作用后SOD活力和

MDA的量测定结果，可以看出水热提的提取液抗

氧化能力最强，其次是50％乙醇提，接着是水+

95％乙醇提和95％乙醇+水提，水冷提的最低，这

与总酚酸的测定结果保持一致，说明总酚酸的量直

接关系到抗氧化能力，丹参提取液中总酚酸的量越

高，抗氧化能力越强；常压耐缺氧试验结果表明：水

热提和95％醇+水提以及水冷提液水解反应得到

的样品均可显著延长小鼠在缺氧条件下的存活时

间，其他的样品(水冷提、50％醇提、水+95％醇提)

也可延长小鼠在缺氧条件下的存活时间，但无显著

差异。可见，用水热提和95％醇+水提及对水冷提

液进行加热处理的方法提取丹参的有效成分都可明

显提高机体的有氧代谢能力。但这一结果并没有与

样品中总酚酸的测定结果呈现出明显的相关性，可

能是因为样品中还有脂溶性的丹参酮等成分，它们

在动物体内也起了一定的作用，而对样品中水溶性

的丹酚酸而言，丹参素和原儿茶醛的量越高，小鼠的

耐缺氧能力越强。
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正交试验优选獐牙菜的提取工艺

田 薇1，张喜民2，陈朝晖2，陈立仁3，李永民3

(1．浙江林学院食品与药学学院，浙江杭州 311300；2．甘肃省药物研究所，甘肃兰州 730070；

3．中国科学院兰州化学物理研究所，甘肃兰州 730070)

龙胆科植物抱茎獐牙菜Swertia franchetiana

H．Smith是一种多年生草本植物，全草人药。有清

热解毒、舒肝利胆之功效，主治各种肝胆疾病，临床

对急性黄疸性肝炎、慢性肝炎、慢性胆囊炎等症疗效

显著[I]。其主要有效成分为环烯醚萜类、碳键黄酮苷

类和汕酮苷类成分[2~5]。目前，中药提取工艺筛选试

验中常用化学法、生物学法及有效浸出物综合评价

的方法。用一种评价指标筛选提取工艺条件往往不

够全面邙]。现行的标准中对獐牙菜属药材的质量控

制仅限于鉴别和检查[7]。鉴于獐牙菜中环烯醚萜类

收稿日期：2006—08—15

与劬酮类苷性成分的不同药理活性口’8]，本实验选择

醇浸膏得率及以獐牙菜苦苷、龙胆苦苷、獐牙菜苷和

獐牙菜mil酮苷为代表的总苷提取率为评价指标，采

用L。(34)正交试验筛选醇提取工艺条件，同时考察

了不同工艺条件对总苷、獐牙菜苦苷和獐牙菜口山酮

苷的提取率的影响，可为研究和利用獐牙菜药材资

源提供参考依据。

1材料与仪器

岛津高效液相色谱仪：SPD—loAvp泵系统，

SPD—M10Avp二极管阵列检测器，SIL一10ADVP

  




