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除了两性霉素B是通过与麦角甾醇特异性结合，破坏

真菌细胞膜结构，从而起到抗真菌作用外，其余都是

麦角甾醇的生物合成抑制剂。这类药物虽然作用于麦

角甾醇生物合成过程中的不同环节，但最终都能使真

菌中的麦角甾醇的质量分数下降。

用于检测细胞膜中麦角甾醇的方法有薄层色谱

法、高效液相色谱法等o]。反相高教液相色谱分析法

具有分析速度快、分离效能高、自动化程度好的特点

面被广泛使用。本实验以酮康唑为阳性对照，采用反

相液相色谱法测定了肉桂醛、柠檬醛作用烟曲霉后

细胞膜中麦角甾醇的变化。实验中发现，一定浓度的

药物作用后烟曲霉细胞膜中麦角甾醇较阴性对照组

减少，随着药物浓度的增加，麦角甾醇也随之减少。

表明药物影响了细胞膜中麦角甾醇的生物合成，从

而抑制了烟曲霉的生长繁殖。至于药物抑制了麦角

甾醇生物合成的哪一个环节或多个环节，还有待进

一步研究。通过测定真菌中麦角甾醇，有助于探讨抗

真菌药物的作用机制，为中药活性成分的体外抗真

菌作用研究提供了新方法。
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正交试验法优选酸枣仁中自桦脂酸的提取工艺
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摘要：目的优化酸枣仁中自桦脂酸的提取工艺。方法以白棒脂酸和于浸膏得率为检测指标，采用l。s(3‘)正交

试验，考察乙醇体积分数、溶剂用量、提取时间和提取次数4个影响因素，采用高效液相色谱法进行白桦脂酸测定。

结果乙醇体积分数对提取物中自桦脂酸有显著影响，其他因素影响不显著，最佳提取工艺条件为3倍量95％乙

醇热回流3次，每次2 h。结论优选得到的工艺稳定、方法可行。
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酸枣仁为鼠李科植物酸枣zi,：iphus jujuba

var．spinosa(Bunge)Hu ex H F．Chou的干燥成

熟种子，具有养心安神的功效，是较为常用的镇静催

眠中药“]。其中自桦脂酸(betulinic acid)的质量分

数较高o]。白桦脂酸及其衍生物具有明显抗炎活性，

白桦脂酸对白血病细胞P388具有较强的抑制作

用口]，因此具有良好的开发前景。

本实验采用正交试验设计结合高效液相色谱法

(HPLC)，以自桦脂酸的质量分数和干浸膏得率为

检测指标对诸影响酸枣仁中自桦脂酸的提取工艺因

素进行了考察。

1仪器与试剂

惠普(安捷伦)Agilent 1100高效液相色谱仪；

Agilent Serial泵及VwD检测器；Sepu3000工作站；

TGl6—11台式离心机(长沙平凡仪器有限公司)。

无水乙醇、95％乙醇均为分析纯，HPI。C用试剂

均为色谱纯。酸枣仁购于武汉天成大药房，经本院生

药教研室张长弓教授鉴定，取酸枣仁适量，按1：3

加水煮沸30 min，共煮3次，于80、C烘干，粉碎，备

用。白桦脂酸对照晶购于德国Aldrich公司，质量分

数大于90％。

2方法与结果

2．1正交试验设计：选用L。(34)正交表进行正交试

验设计，因素水平安排见表1。

表1因素水平

Table 1 Factors and levels

2．2供试品溶液的制备：将酸枣仁粗粉于80℃干

燥至恒重，精密称取9份，按I～9进行编号，按照正

交试验要求进行操作。合并滤液，定容至100mL。精

密量取5 mL，挥干溶剂，用适量甲醇溶解，定容至

25 ml。，取续滤液1．5 mL，离心(3 500 r／rain)10

min，取上清液，即得。

2．3干浸膏得率的计算：精密量取供试品溶液25

mL，置已干燥至恒重的蒸发皿上，水浴挥干溶剂，

105 C干燥至恒重，称质量，计算干浸膏得率。

2．4白桦脂酸测定

2．4．1色谱条件：色谱柱Hypersil CJ8(250 mmx

4．6 mm，5”m)；流动相：乙腈一水一冰醋酸(70：

30：0．08)；检测波长：307 am；柱温：40 C；体积流

量：1 mL／min。

2．4．2线性关系考察：精密称取干燥至恒重的白桦

脂酸对照品4．40 mg，甲醇溶解，转移并定容于25

mL量瓶中，摇匀。精密吸取适量对照品溶液配成系

列质量浓度，按上述色谱条件测定，重复进样(”=

3)，20“L／次。以平均峰面积为纵坐标，质龟浓度为

横坐标绘制标准曲线，并进行回归分析。结果得回归

方程：Y一10 905 X一26 788，r一0．999 1，表明白桦

脂酸在7．04～176}*g／mL内线性关系良好。

2．4．3精密度试验：精密吸取同一质量浓度白桦脂

酸对照品溶液，进样测定，20 t-tL／次。自桦脂酸峰面

积的RSD为o．1 6％(n一5)。

2．4．4稳定性试验：取新制备的酸枣仁供斌品溶

液，分月0在0、2、4、8、1 2、24 h分别进样20 p1，。结果

测得酸枣仁中自桦脂酸的平均质量分数为

0．248％，RSD为1．29％，表明供试品溶液中白桦脂

酸在24 h内稳定。

2．4．5重现性考察：精密称取干燥至恒重的原料粗

粉5份，制备供试品溶液，进样测定，20 pI。／次，结果

白桦脂酸面积的RSD为0．83％。

2．4．6加样回收率试验：精密称取干燥至恒重的、

含白桦脂酸0．247％10份3 g的原料粗粉，其中9

份中每3份按80％、100％、120％水平加5．93、

7．41、8．89 mg的白桦脂酸对照品，另1份作为空白

对照，制备供试品溶液，重复进样“一3)，20 pI，／次，

测定。结果平均回收率为99．96％，RSD为0．62％。

2．4．7测定：取供试品溶液，重复进样(n一3)，20

,uL／次，测定按外标两点法计算。

2．5结果：色谱图见图l。正交设计见表2，方差分

析见表3、4。

I

㈠
—J、—————、，、／L一

*-白榉脂酸

*be￡u]inic acid

图l 自桦脂酸对照品(A)和酸枣仁提取翱(B)的

HPLC图谱

Fig．1 HPLC Chromatograms of betullnlc acid

reference substance(A)and Semen

Ziz扣hi Spinosae extract(B)
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表2正交试验结果与分析

Table 2 Results of orthogonal test and analysis

表3以干浸膏得幸为指标的方差分析

Table 3 Variance analysis based on dry

extract rate as index

f^o，tZ·Z)一19-00 Fm^If2，2)=99，00

表4以白桦脂酸为指标的方差分析

Table 4 Variance analysis based OH betulinic acid aS index

误差来源 离均羞平方和自由度均方 F值 显著性

A 0．1 92 2 0 096 64 P<0．05

B 0 003 2 0 001 5 1

D 0 018 2 0．009 6

误差(C)0 003 2 0．001 s

Fo 05(2，2)一1 9 00 FcⅢ旺．2)=99 00

极差分析表明，4个因素对酸枣仁中自桦脂酸

提取率影响的顺序为：以干浸膏得率为检测指标：

A>D>B>C；以白桦脂酸为检测指标：A>I)>B>

C；方差分析表明，因素A对提取工艺有显著影响，

而且随着乙醇体积分数升高，出膏率有所降低。考虑

到工业生产上操作简便、省时、经济，最终选定

A。B。C：D。，即95％乙醇，3倍量×3次，每次2 h为最

佳提取工艺。

3讨论

试验及文献报道“’“，酸枣仁中提取分离白桦脂

酸关键在于除去其中的酸枣仁皂苷A和B及脂肪

油等杂质的干扰。笔者采用水煮酸枣仁饮片3次，除

去了大部分皂苷类、糖类、鞣质类等易溶于水，极性

大的物质，而白桦脂酸没有损失。

曾设计乙醇体积分数为65％、80％、95％，但各

影响因素之间没有显著性差异，重新调整乙醇体积

分数为35％、65％、95％，结果各影响因素I训存在显

著性差异，而且乙醇体积分数影响显著。

确定最佳工艺后．笔者实验室进行r 3批平行

实验并到我院生药实验室放大生产r 3批，以白桦

脂酸的量和干浸膏得率为考察指标，结果稳定、可

靠、重现性好，证明该工艺稳定、可行。
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