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摘 要:目的 为充分利用大戟科叶下珠资源, 优选叶下珠有效成分总多酚的提取工艺。方法 以总多酚含量考

察为指标,使用酶法进行提取, 采用正交设计法对工艺条件进行优化, 普鲁士蓝法进行总多酚含量测定。结果

总多酚最佳提取工艺:时间为 2 h、温度为 60  、加酶量为 1 5%、pH 5 5、液料比为 50, 总多酚提取率 9 74%。结

论 方法简单可行,优于传统的溶剂提取法, 可作为叶下珠总多酚的提取工艺。
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叶下珠 Phy l lanthus ur inar ia L 为大戟科柚

柑属植物,是我国广西、福建等地特有的野生植物资

源。叶下珠中所含的没食子酸、短叶苏木酚酸和鞣

云实精等多酚[ 1 3] 类化合物是其主要的药用成分, 具

有较强的抗乙肝病毒和保肝作用[ 4 6]。2002年 8月,

广西医科大学完成了!抗乙肝表面抗原中草药的筛
选∀工作,对 200种中药进行体外、体内实验研究证实

只有叶下珠对乙肝表面抗原有效[ 7]。目前叶下珠有

效成分提取多采用传统溶剂提取法
[ 8]
。本研究以纤

维素酶辅助提取叶下珠的有效成分,旨在探索一种更

有效地从叶下珠中提取出其多酚类物质的方法。

1 仪器与材料

UV # 1201紫外分光光度计 (北京瑞利仪器有

限公司)。叶下珠由南宁元桂中药饮片有限责任公

司提供,经广西药用植物研究所吕慧珍副研究员鉴

定为大戟科柚柑属植物叶下珠 P ur inar ia L 干

品;纤维素酶由上海源聚生物科技有限公司提供, 活

力 750 U/ mg; 其他试剂和药品均为分析纯。

2 方法与结果

2 1 叶下株总多酚的普鲁士蓝法测定
[ 2]

2 1 1 对照品溶液的制备:精密称取没食子酸标准

品25 mg 于 50 mL 容量瓶中, 用30%甲醇水溶液溶

解并加至刻度, 得到 0 5 mg/ mL 对照品溶液。精

密吸取该溶液 1 mL 于 10 mL 量瓶中, 再加入 30%

甲醇水至刻度, 配成 50 g/ mL 对照品溶液。

2 1 2 供试品溶液的制备:取叶下珠提取物 0 1 g,

精密称量, 加入 40 mL 30%甲醇水溶液, 置水浴中微

沸浸提 15 min后, 趁热抽滤, 冷却后定容至100 mL。

2 1 3 标准曲线的制作:分别精密吸取上述对照品

溶液 0 2、0 4、0 6、0 8、1 0 mL 于 25 mL 容量瓶

中, 依次加入 0 100 mol/ L 三氯化铁溶液 0 5 mL、

0 008 mo l/ L 铁氰化钾溶液 0 5 mL 和 0 10 mo l/ L

盐酸溶液 0 5 mL,定容, 得到不同浓度的对照品溶

液。同时在 25 mL 量瓶中加入 0 100 mol/ L 三氯

化铁溶液 0 5 mL、0 008 mo l/ L 铁氰化钾溶液 0 5

mL 和 0 10 mol/ L 盐酸溶液 0 5 mL, 定容后得到

空白溶液。随行空白, 在 700 nm 波长处测定吸光

度。以质量浓度为纵坐标, 吸光度为横坐标, 绘制标

准曲线, 得线性回归方程 C= 2 106 1 A - 0 061 2,

r= 0 999 2,结果没食子酸在 0 4~ 2 0 g/ mL 时,质

量浓度与吸光度呈良好的线性关系。

2 1 4 测定:称取干燥(过 40目)叶下珠 5 0 g ,按

正交表所列条件,进行酶法提取。减压抽滤并用正

丁醇萃取、蒸干,用 30%甲醇定容于 25 mL 量瓶中,

量取 5mL 样品,测定吸光度, 计算提取率(提取率=

溶出成分质量/干料质量∃ 100% )。

2 2 单因素试验

2 2 1 时间对总多酚提取率的影响: 在液料比为

40% 1 (叶下珠与水的质量比) , 加酶量为叶下珠质

量的 2%、pH 4 5、提取温度为 50  条件下,每隔半

小时提取 1次,测定提取液中总多酚的量,做出时间

与提取率的关系曲线, 结果见图 1。可知随着提取

时间的增加,总多酚的量逐渐增加, 但在 2 5 h 后,

量基本不变。选择 30~ 60 min为提取时间。

2 2 2 温度对总多酚提取率的影响: 在液料比为

40% 1、加酶量为叶下珠质量的 2%、pH 4 5、提取时

间为 2 5 h, 考察温度对提取率的影响,测定提取液

中总多酚的量,结果见图 2。可知提取温度在30~
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图 1 时间对多酚提取率的影响

Fig 1 Effect of time on total polyphenols yield

图 2 温度对多酚提取率的影响

Fig 2 Effect of temperature on total polyphenols yield

60  ,总多酚量逐渐增加并达到最大值, 但在 60  

以后总多酚含量急剧下降。选择 30~ 60  为提取

温度。

2 2 3 加酶量对总多酚提取率的影响:在液料比为

40% 1、pH 为 4 5、提取时间为 2 5 h、温度为 60  条

件下,考察加酶量对提取率的影响, 并做出加酶量与

提取率的关系曲线, 结果见图 3。可知当加酶量在

0 5~ 2%时,总多酚含量逐渐增加,而加酶量达 2%以

后,总多酚量趋势平缓。选 0 5~ 2%为加酶量。

图 3 加酶量对多酚提取率的影响

Fig 3 Effect of cellulase amount on total polyphenols yield

2 2 4 pH 值对总多酚提取率的影响: 在液料比为

40% 1,加酶量为 2%, 提取时间为 2 5 h, 温度为 60

 条件下,考察溶液 pH 值的影响,从图 4可知 pH

值从 3 5升至 5 5时,总多酚量增加并达最大,然后

下降。选择 pH 值 4 0~ 5 5进行总多酚的提取。

2 2 5 料液比对总多酚提取率的影响:在液料比为

图 4 pH值对多酚提取率的影响

Fig 4 Eff ect of pH value on total polyphenols yield

40 %1, 加酶量为 2% ,提取时间为 2 5 h,温度为 60

 , pH 值为 5 5条件下,探讨料液比对提取率的影

响,结果见图 5。可知料液比在 50 % 1时总多酚量

达最大。故选择 20~ 50倍料液比为适宜料液比。

图 5 液料比对多酚提取率的影响

Fig 5 Eff ect of liquid/ solid on total polyphenols yield

2 3 正交试验: 在上述单因素试验的基础上,再考

察各因素之间的相互影响, 选用 5 个因素 4个水平

进行 L16 ( 4
5
)正交试验, 以进一步确定适宜的提取条

件。选取因素水平见表 1,实验结果及分析见表 2。

表 1 因素水平

Table 1 Factors and levels

水平
因 素

A 温度/  B pH 值 C料液比 D 加酶量/ % E时间/ h

1 30 4 0 1%20 0 5 2 5

2 40 4 5 1%30 1 0 1 0

3 50 5 0 1%40 1 5 1 5

4 60 5 5 1%50 2 0 2 0

根据极差分析结果, 确定影响因素的主次为:

A> C> D> B> E。最佳组合为 A 4B3 C4D3 E 4 , 即最

佳提取工艺条件为:提取温度为 60  、时间为 2 h、

pH 值为 5 5、加酶量为 1 5%、料液比为 50, 结果与

单因素的基本一致,最佳提取率为 9 742%。

2 4 验证试验:根据正交试验优选结果对酶解工艺

进行 3次重复试验, 同时在不加酶的条件下按优选

的正交试验条件提取工艺进行 3次试验,结果见表 3。
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表 2 正交试验结果

Table 2 Design and results of orthogonal test

试验号 A B C D E 提取率/ %

1 1 1 1 1 1 5 371

2 1 2 2 2 2 5 914

3 1 3 3 3 3 7 574

4 1 4 4 4 4 7 909

5 2 1 2 4 3 6 694

6 2 2 1 3 4 6 242

7 2 3 4 2 1 7 130

8 2 4 3 1 2 6 639

9 3 1 3 2 4 7 964

10 3 2 4 1 3 7 357

11 3 3 1 4 2 7 553

12 3 4 2 3 1 8 525

13 4 1 4 3 2 9 597

14 4 2 3 4 1 9 418

15 4 3 2 1 4 9 742

16 4 4 1 2 3 8 268

k1 26 768 29 626 27 434 29 372 30 444

k2 26 705 28 931 31 138 29 276 29 703

k3 31 399 32 262 31 595 31 938 29 893

k4 37 288 31 341 31 993 31 574 31 854

R 10 520 2 636 4 559 2 662 2 151

可见,两种工艺重现性良好,但是加酶工艺比不加酶

提取率高 63 5%。

3 讨论

本实验探索利用紫外光谱分析叶下珠有效成分

方法,实验结果表明,使用普鲁士蓝法测定叶下珠多

酚数据溶液体系均一,工作曲线线性良好。用纤维

表 3 验证试验

Table 3 Test of verification

加酶组 提取率/ % 未加酶组 提取率/ %

1 9 746 1 5 959

2 9 739 2 5 953

3 9 750 3 5 965

素酶酶解可以较温和地破坏植物 D 葡萄糖键,将

细胞壁破坏,使植物组织得以分解,加速有效成分的

释放,从而提高得率。通过验证试验发现,酶法提取

可以提高提取率 63 5%。酶法提取,不使用有机溶

剂,对环境友好,易于实现绿色工业化生产。
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HPLC法测定酸枣仁黄酮片中斯皮诺素
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摘 要:目的 建立酸枣仁黄酮片剂中斯皮诺素的测定方法。方法 ODS C18柱( 150 mm∃ 3 9 mm, 5 m) ; 流动相:

乙腈 水( 0 1%醋酸) ,梯度洗脱;体积流量: 0 8 mL/ min;柱温: 25  ;进样量: 20 L ,检测波长: 335 nm。结果 斯皮诺

素在 4~ 20 g/ mL 呈良好的线性关系, 平均加样回收率为 97 98% , RSD为 2 58%。结论 该方法快速简便、精密度

好、灵敏度高,可用于测定酸枣仁黄酮片中斯皮诺素。

关键词:酸枣仁黄酮片; 斯皮诺素;高效液相色谱

中图分类号: R286 02 文献标识码: A 文章编号: 0253 2670( 2010) 10 1653 03

酸枣仁为鼠李科枣属植物酸枣 Ziz iphus j uj uba

Mill var sp inosa ( Bunge) Hu ex H F Chou 的

干燥种子,宁心安神、益阴敛汗, 为镇静安神的传统

药物之一 [ 1]。黄酮类化合物是酸枣仁功效表现的主

要部位之一, 历来受到较多重视。酸枣仁总黄酮提

取物具有镇静安眠作用
[ 2]
。为进一步开发我国丰富
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