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试品溶液中仍然有与聚乳糖酸结合的粉防己碱，随

着时问的推移，逐渐将防己碱释放出来，导致溶液中

粉防己碱的测量值升高。提示在今后研究中，应当在

供试溶液稳定后再取样测定，以免产生误差。

粉防己碱对照品在190～400 nm作光谱扫描，

最大吸收波长有2个，分别为224 nlTl和282 nm。由

于282 nm处干扰少，故选择282 nm作为粉防己碱

的检测波长。
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漆酶提取黄芪中黄芪皂苷的研究

蒲军，郭梅。杜连祥。，路福平

(天津科技大学生物工程学院工业微生物重点实验室，天津300222)

漆酶是一种含铜的多酚氧化酶，是最主要的3

种术质素降解酶之一，可以催化氧化酚类化合物脱

去羟基上的电子或质子，形成自由基，导致酚类及木

质素类化合物裂解，有效的降解木质素。近年来，有

关漆酶的研究越来越受到国际上的重视，它在保护

环境、造纸工业、食品工业及其他领域均有很大的研

究价值和应用潜力。

中药中的杂质大多为淀粉、果胶、蛋白质等，可

选用合适的酶予以分解除去。目前，应用较多的是纤

维素酶。大部分的中药材的细胞壁是由纤维素构成，

植物的有效成分往往包裹在细胞壁内，用纤维素酶

酶解破坏植物细胞壁，有利于有效成分的提取。将漆

酶等木质素降解酶应用于中药提取的报道较少。本

实验将漆酶用于黄芪中有效成分的提取，以期达到

提高提取率、缩短提取时间、减少能耗和有效保存中

药有效成分生物活性的目的。

1材料

漆酶生产菌来自杂色云芝Coriolus versicolor

(Fr．)Quel，购自中国科学院；黄芪甲苷对照品，购

自中国药品生物制品检定所，批号0781—9908{黄芪

饮片购自天津中新药业公司，经本校王海宽鉴定为

蒙古黄芪Astragalus membranaceus(Fisch．)Bge．

var．mongholicus(Bge．)Hsiao的干燥根l其他试

剂均为国产分析纯。

2方法

2．1漆酶粗酶液的制备：取保藏的杂色云芝斜面进

行活化培养，挑取适量菌丝转接于PDA培养基平

板上，25℃静置培养6 d；用打孔器取直径为8 mm

琼脂块按一定的接种量接入三角瓶中，25℃振荡培

养(150 r／min)，定期检测酶活；到第13天下摇床，

发酵液经8层纱布滤过后于12 000 r／rain离心2

min，取上清液，测定酶活后一70℃保存，使用前再

测酶活。

2．2黄芪饮片的水浸提取及酶解浸提“]：将黄芪饮

片粉碎后过40目筛，称取l g加入适量水混匀，置

于一定温度的水浴锅中，保温水浸提取一定时间后

滤过，取滤液。同样取1 g黄芪粉加入适量水混匀，

用盐酸将pH值调至漆酶反应的最适pH值，温度调

至漆酶反应的最适温度，单独加入漆酶粗酶液处理

一定时间，然后浸提，滤过，取滤液。

2．3供试品溶液的制备o。]；取全部滤液用15 mL

水饱和正丁醇萃取3次，合并萃取液，用15 mL

40％氨试液洗涤2次，用15 mL正丁醇饱和水洗涤

2次，于70℃旋转蒸干正丁醇，用2 mL甲醇溶解残

渣，即得。

2．4标准曲线的制备“]：称取5 mg黄芪甲苷对照
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品，用无水乙醇溶解并定容至10 mL，分别吸取

0．1、0．2、0．3、0．4、0．5 mL，并用无水乙醇补足体积

至0．5 mI，，然后分别吸取100止用香草醛一硫酸比

色法测定其吸光度值。以吸光度值为纵坐标，黄芪甲

苷质量为横坐标绘制标准曲线，回归方程为：Y=

3．136x+0．015 8，R2—0．998 3；线性范围：0．05～

0·25mg。

2．5黄芪皂苷的测定01；以香草醛一硫酸比色法测

定黄芪皂苷。取适量样品挥干溶剂，加入新配制的

8％香草醛0．5 mL摇匀，置冰浴中缓缓加入72％硫

酸5 mL摇匀，62℃水浴保温20 min，冰浴中止反

应，于538 nm处测吸光度。

2．6漆酶活力的测定：在3 mL 10 mmol／L磷酸缓

冲液(pH 4．5)和i00 pL 0．5 mmol／L丁香醛连氮

(醇溶)中加入50 pL粗酶液，于25℃准确反应5

min，冰浴终止反应，在525 D．m处测定吸光度值。漆

酶活力单位的定义：以1 min内催化氧化1 pmol底

物的酶量为1个酶活单位。(525 nm处丁香醛连氮

的摩尔消光系数￡s25—65 000 L·mol_1·cm_1)

3结果

3．1黄芪水浸提取条件的确定：根据预试验，取1 g

黄芪加水50 mL，100℃煎煮90 rain，测得黄苠皂苷

为2．587 mg／g。

3．2黄芪酶解条件研究

3．2．1漆酶的加入量对提取率的影响：加入不同量

的漆酶粗酶液(83 U／L)对黄芪进行酶解，考察漆酶

对提取效果的影响，结果见表1。由表1可知：加入

漆酶可以有效的提高黄芪皂苷的提取效果，并且提

取效果随着漆酶粗酶液加人量的递增而呈递增趋

势，考虑到lO mL和15 mL相差不大，故选择最佳

漆酶粗酶液加入量为10 mL。

裹1漆酶加入量对黄苠甲苷提取率的影响

Table 1 Effect of laccase volume on extraction

of astragaloslde

漆酶加入量／IIlL 黄芪甲苷／(rng·g

2．579

3 423

4 281

4．298

3．2．2漆酶酶解条件正交试验：采用L。(43)正交表

进行试验，因素与水平设计见表2，试验安排和结果

见表3。结果表明：影响黄苠皂苷提取率的主要因素

是反应温度，其次是pH和反应总体积，影响最小的

是时间，所以优选最佳工艺为：A。B-CsD，。按此最佳

条件试验，测得黄芪皂苷提取率为4．322 mg／g。本

实验添加漆酶时需将pH值调至3．5，所以必须考察

不加漆酶而在pH 3．5酸性条件下对黄芪提取率的

影响。为此以优化的漆酶酶解工艺条件，不加入漆酶

的情况下，测得黄芪皂苷为2．987 mg／g。结果表明

黄芪经过酸处理后提取率有一定的提高，但与经漆

酶酶解的提取率相比相差很大，所以漆酶才是提取

率提高的主要因素。

裹2漆酶酶解因素与水平

Table 2 Factor and level of lacease enzymolysis

裹3漆酶酶解正交试验安排和结果

Table 3 Orthogonal test design and results of

laccase enzymolysis

试验号 A B C D 黄芪皂苷／(rng·g_)

4讨论

将黄芪经漆酶酶解处理后再进行提取可以有效

的提高黄苠皂苷的提取率。这是因为木质素包裹纤

维素、半纤维素等物质形成的木质纤维素是植物类

中药材的主要成分，植物类药材的有效成分往往被

包裹在其中，由于木质素结构复杂、难以降解，从而

影响了中药有效成分的提取利用。而漆酶可以有效

地降解木质素，将其应用于中药的提取可以解脱木

质素的束缚，大大增进中药有效成分的释放，如果再

加入纤维素酶和果胶酶将中药材中的相应杂质酶解

掉，更可大幅度提高中药的提取效率。

本实验结果提示，其他植物类中药材均可通过

漆酶酶解提取法来提高其有效成分的提取效率，尤

其是以木质纤维素为主要成分的中药材。将中药材

经漆酶酶解后，除了水浸提取外还可对其他的提取

方法进行研究，如乙醇回流、渗漉、超声波、微波等提

取方法，考察漆酶处理对提取率的影响。
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某些中药用酶法提取时收率明显提高，具有较

大的应用潜力，但该技术同时也存在着一定的局限

性。酶法提取对实验条件要求较高，为使酶发挥最大

作用，需先通过实验确定通过最适温度、pH及最适

作用时间等。能否将其用于工业化的中药提取中，还

需综合考虑酶的浓度、底物的浓度、抑制剂和激动剂

等对提取物有何影响，故有待进一步深入研究探讨。
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茵陈蒿汤颗粒的质量标准研究

刘晟，徐宇。，李芳，边原，王谦

(四川大学华西药学院，四川成都610041)

菌陈蒿汤出自于《伤寒论》，以茵陈蒿、大黄、山

栀子3味药材组成，具有清热、利湿等作用，主治湿

热黄疸、面目俱黄、I=1中渴以及各种肝胆疾患n]。番

泻苷A为大黄中所含的具有泻下作用的有效成分。

为了更简便、快速、准确地控制产品质量，本实验对

该制剂中的茵陈蒿、大黄、山栀子进行了定性鉴别，

并采用HPLC法对该制剂中的有效成分番泻苷A

进行测定。

1仪器和材料

日本岛津LC一9A高效液相色谱仪：sPD一

6AV紫外可见光检测器；sIL一6B自动进样器；c—

R4A数据处理机；瑞士Buchi旋转薄膜蒸发仪；

SB3200超声波仪。

硅胶G预制板(20 C／D_×10 cln)；番泻苷A对照

品(日本松浦药业股份公司，04Q4)；乙腈(色谱纯)；

高纯水；茵陈蒿、大黄、山栀子对照药材均由四川大

学华西药学院生药教研室王天志教授鉴定，茵陈蒿

为茵陈蒿Artemisia capillaris Thunb．的干燥地上

部分，大黄为药用大黄Rheum officinale Baill．的干

燥根及根茎，山栀子为栀子Gardenia血sm{Hoi出s

Ellis的干燥成熟果实；茵陈蒿汤颗粒(贵州省宏宇

药业有限公司)；其他试剂均为分析纯。

2定性鉴别

2．1供试品溶液的制备：取茵陈蒿汤颗粒2．0 g，加

甲醇20 mL，超声提取30 rain，滤过，滤液减压浓缩

至干，残留物用甲醇5 mL溶解，即得供试品溶液

I。取本品5．5 g，按供试品溶液I的制备方法同样

操作，得供试品溶液Ⅱ。

2．2对照药材溶液的制备：分别称取各味对照药

材，加10倍量水提取2次(0．5、1 h)，浓缩，喷雾干

燥，得各味药材的浸膏粉。分别取茵陈蒿浸膏粉1．0

g、大黄浸膏粉0．5 g、山栀子浸膏粉1．0 g，按供试品

溶液I的制备方法同样操作，分别得茵陈蒿、大黄、

山栀子的对照药材溶液。

2．3空白对照溶液的制备：按处方比例称取生药，

并依次去掉其中一味生药提取，加10倍量水提取，

浓缩，喷雾干燥，得各味生药的空白对照干浸膏粉。

分别取茵陈蒿空白干浸膏粉1．0 g，大黄空白干浸膏

粉6．5 g，山栀子空白干浸膏粉1．2 g。按供试品溶液

I的制备方法同样操作，分别得茵陈蒿、大黄、山栀

子的空白对照溶液。

2．4 TLC鉴别

2．4．1茵陈蒿的鉴别；取供试品溶液I、茵陈蒿对

照药材溶液和茵陈蒿空白对照溶液各5 pI，，点样于

器蒌品羿：强骼-晟02(-119180一)，男，四川绵阳三台县人，正攻读药物分析专业的硕士学位，研究方向为中药质量标准化和中药新药研究
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