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摘 要:目的 优化超声-酶法提取两面针中芝麻素的工艺条件。方法 采用 HPLC测定芝麻素提取率,流动相乙腈-
水-磷酸-三乙胺(60∶40∶0.2∶0.25),检测波长287nm。通过单因素试验考察提取溶剂加酸和酶解预处理对芝麻素提

取率的影响,利用正交试验优化超声功率、提取次数和溶剂量,通过动态过程优化超声提取时间。结果 最佳工艺条件

为:复合酶预处理后,以体积分数60%乙醇(含盐酸1%)超声(功率250W)提取3次,第1次以7倍量溶剂提取21min,

第2次以6倍量溶剂提取18min,第3次以5倍量溶剂提取15min,芝麻素提取率为95.40%。结论 该工艺经济、高

效、节能、省时,可为开发利用两面针中芝麻素提供实验基础。
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  Abstract: Objective Tooptimizethetechnologicalconditionsofultrasonicwave-enzymesextractionfor
L-sesaminfromZanthoxylumnitidum (Roxb.)DC. Methods Ahighpressureliquidchromatography
(HPLC)techniquewasemployedtodetecttheextractionrateofL-sesaminwithmobilephaseofacetonitrile-
water-phosphoricacid-triethylamine(60∶40∶0.2∶0.25)anddetectionwavelengthat287nm.Extraction
withacidicsolventandpretreatmentwithenzymeswerecomparedbysinglefactortest.Theeffectsofultrason-
icpower,extractiontimesandsolventvolumeonextractionperformanceswereoptimizedbyorthogonaltest.
Extractiontimewasoptimizedindynamicprocess. Results Theoptimalprocesswasasfollowings:Zan-
thoxylumnitidum (Roxb.)DC.powderwaspretreatedwithcellulaseandpectinase,andthenextracted3
timesbyultrasonic-wave(250W)withvolumefractionof60%ethanol(containing1%hydrochloride)assol-
vent,extracted21minwith7timesasthatofsolventvolumeatthefirsttime,extracted18minwith6times
asthatofsolventvolumeatthesecondtime,extracted15minwith5timesasthatofsolventvolumeatthe
thirdtime.TheextractionyieldofL-sesaminwas95.40%. Conclusion Theoptimizedprocessiseconomic,

highlyefficient,savingenergyandtime,whichcanprovideexperimentalbasisforexploitationandutilizationof
L-sesaminfromZanthoxylumnitidum (Roxb.)DC..
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  两面针[Zanthoxylumnitidum (Roxb.)DC.],

又名钉板刺(福州)、入山虎、麻药藤、入地金牛、叶下穿

针、红倒钩簕、大叶猫爪簕(广东、广西)等,系芸香科花

椒属植物,主要分布于我国的广西、广东、云南、贵州、

福建、海南及台湾等地[1],主治风湿骨痛、跌打损伤、胃
痛、牙痛、喉痹、瘰疬、毒蛇咬伤和汤、火烫伤等多种病

症[2],2015年版《中国药典》收载,其中含有较丰富的

芝麻素(L-芝麻脂素)。芝麻素有抗肿瘤、抗菌等多方

面活性[3],具有开发利用价值。刘华钢等[4]以芝麻素、

氯化两面针碱和乙氧基白屈菜红碱的提取效率为指标

来优化提取工艺,认为最佳工艺是用60倍量氯仿回流

3次,每次120min。不过,从雷欣潮等[5]的实验数据

看,芝麻素的最佳提取溶剂为60%。已有研究[6-9]表

明,用纤维素酶、果胶酶预处理两面针药材,在提取溶

剂中加盐酸,可以提高氯化两面针碱、总生物碱和某些

其他成分的提取效率,但能否促进芝麻素的提取还不

清楚。近年来,超声波技术日益广泛应用于中药有效

成分的提取[10-11]。因此,本实验探索用超声-酶法从两

面针中提取芝麻素的工艺,明确纤维素酶、果胶酶和酸

对其提取的影响,寻求高效节能的芝麻素提取技术,为
芝麻素的开发利用提供理论依据。

1 仪器与试药

1.1 仪器 LC-20AT型高效液相色谱仪(日本岛

津),SPD-20A 型紫外检测器(日本岛津),LabSolu-
tions色谱数据处理软件,DFY-800打粉机(温岭市林

大机械有限公司),KQ-250DE型数控超声波清洗器

(昆山市超声仪器有限公司),101-3型电热鼓风干燥

箱(上海齐欣科学仪器有限公司),FA2004N型电子天

平(上海民析精密科学仪器有限公司)。

1.2 试药 芝麻素对照品(中国药品生物制品检定

所,批号:110836-201005),纤维素酶(10000U·g-1,

广西 南 宁 东 恒 华 道 生 物 制 品 有 限 公 司,批 号

14070811),果胶酶(10000U·g-1,广西南宁东恒华道

生物制品有限公司,批号14030805),甲醇、乙腈、磷酸

为HPLC级,水为哇哈哈纯净水,三乙胺等其他试剂

为分析纯。两面针药材购自广西贵港市绿之源种养发

展有限公司中药饮片厂,经广西中医药研究院赖茂祥

研 究 员 鉴 定 是 两 面 针 [Zanthoxylum nitidum
(Roxb.)DC.]的根和茎。

2 方法与结果

2.1 芝麻素的测定方法[12-13]

2.1.1 色谱条件 色谱柱为LunaC18(2)(250mm
×4.6mm,5μm),流动相为乙腈-水-磷酸-三乙胺(60
∶40∶0.2∶0.25),流速1ml·min-1,检测波长287
nm,柱温箱30℃。

2.1.2 标准曲线的制备 精密称取芝麻素对照品

11.8mg,甲醇溶解定容至100ml得储备液。精密吸

取储备液0.1ml、0.2ml、0.4ml、0.6ml、0.8ml、1.2
ml、1.6ml和2ml,以甲醇定容至10ml,取20μl进

样,重复测定3次,以质量浓度为横坐标,积分峰面积

平均值为纵坐标,求得回归方程为Y=1.406×104X
+1.145×103(r=0.9993,线性范围1.18~23.60μg
·ml-1)。

2.1.3 样品测定方法 取提取液2ml,以甲醇定容

至10ml,0.45μm微孔滤膜滤过,取续滤液20μl进

样,重复测定2次,以积分峰面积平均值根据回归方程

计算芝麻素的提取率(提取率=提取所得的芝麻素质

量/药材中芝麻素质量×100%)。

2.1.4 精密度试验 取5.90μg·ml-1的芝麻素对照

品溶液反复测定6次,以积分峰面积计算,RSD为

0.97%。

2.1.5 稳定性试验 取一样品供试液,依法分别于0
h、4h、8h、16h、24h、48h测定,计算芝麻素浓度,

RSD为1.29%。

2.1.6 重复性试验 取一样品制备供试液,平行进行

5份试验,依法测定,计算芝麻素浓度,RSD为1.62%。

2.1.7 加样回收率试验 取已知芝麻素浓度的样品

溶液适量,平行进行5份试验,加入芝麻素对照品适

量,依法测定,计算芝麻素浓度,结果平均加样回收率

为101.18%,RSD为1.76%。

2.2 药材中芝麻素含量的测定 粉碎两面针药材(50
目),精密称取5g,装入索氏提取器中,加入95%乙醇

100ml(其中含质量浓度0.50%盐酸),90℃水浴回流

4h至提取液无色,滤过,滤液以95%乙醇定容至100
ml,依2.1法测得该药材中芝麻素含量为0.0912%。

2.3 药材酶解预处理 称取两面针粉末(50目)100

g,加 入3倍 量 pH5的 醋 酸-醋 酸 钠 缓 冲 液(0.1
mol·L-1醋酸∶0.1mol·L-1醋酸钠=1∶2),用纤维

素酶和果胶酶(酶底物质量比均为1∶250)于室温(≥
30℃)下预处理30min,100℃烘干(部分实验不烘

干,直接加入计算量无水乙醇配成相应提取溶剂)后进

行以下超声提取实验[12-13]。
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2.4 超声工艺的优化

2.4.1 提取溶剂的选择 取经酶解预处理的两面针

粉末(50目)100g,分别以正丁醇、丙酮、不同浓度乙

醇等溶剂超声(功率250W)提取3次,每次提取均用

6倍量溶剂,每次超声时间均为20min,滤过,合并滤

液,以相应溶剂定容至2000ml,取样依法测定,各种

溶剂的芝麻素提取率如表1所示。最佳提取溶剂为

60%(体积分数)乙醇。

表1 不同溶剂的芝麻素提取率

溶剂 提取率(%)

正丁醇 4.83
丙酮 12.41
无水乙醇 22.76
80%乙醇 34.38
60%乙醇 74.72
40%乙醇 35.56
20%乙醇 28.80

2.4.2 溶剂酸碱度对芝麻素提取的影响 分别把质

量浓度为0.50%的盐酸、硫酸和乙酸加到60%乙醇

中,按2.4.1法提取、测定,所得芝麻素提取率依次为

93.41%、91.64%、80.12%,均比不加酸时有所提高,

表明酸性条件有利于两面针中芝麻素的提取,且加盐

酸效果最佳。另将60%乙醇中盐酸的质量浓度调整

为0.10%、0.20%、1.00%、2.00%,按2.4.1法提取、

测定,所得芝麻素提取率依次为80.37%、86.82%、

95.41%、95.22%,表明1.00%盐酸可获得良好提取

率。

2.4.3 酶解预处理对芝麻素提取的影响 称取两面

针粉末(50目,未经酶解预处理)100g,以60%乙醇

(其中含1%盐酸)为溶剂,按2.4.1法提取、测定,所
得芝麻素提取率为80.23%,比经酶解预处理时低。

证明酶解预处理有利于两面针中芝麻素的提取。

2.4.4 正交试验 依据以上所得结果,取经酶解预处

理的两面针粉末(50目)100g,以60%乙醇(其中含

1.00%盐酸)为溶剂进行超声提取,每次超声时间均为

20min,依照L9(34)正交试验,考察超声功率(A)、提

取次数(B)及溶剂量(C)等因素对芝麻素提取的影响,

各因素的水平见表2。考虑到药材经3倍量缓冲液的

酶解预处理后,直接加入4.2倍量无水乙醇正好可以

配成7倍量的60%乙醇,所以设计各次提取的溶剂量

配比为12=7+5=7+3+2,18=10+8=7+6+5,24
=13+11=9+8+7。

  将各次提取的滤液合并,以溶剂定容至2000ml,

取样测定。为减少随机误差,重复试验1次,以测定结

果的平均值进行统计,直观分析结果见表3,方差分析

结果见表4。通过分析表3、表4可以认为,各因素的

影响大小顺序为B>A>C,3个因素都有显著性的影

响,同时因为C因素各水平的差异主要体现在水平1
与2之间,以A3B3C2 为最佳条件,即9号试验:超声

功率为250W,以18倍量60%乙醇(其中含1%盐酸)

为提取溶剂,提取3次(各次提取的溶剂量依次为7、6
和5倍量)。

表2 超声提取两面针中芝麻素因素水平

水平
因素

A功率(W) B提取次数 C溶剂量(倍)

1 150 1 12
2 200 2 18
3 250 3 24

表3 超声提取两面针中芝麻素的L9(34)

正交试验结果

No. A B C D
芝麻素提

取率(%)
1 1 1 1 1 64.23
2 1 2 2 2 78.31
3 1 3 3 3 85.74
4 2 1 2 3 76.84
5 2 2 3 1 86.57
6 2 3 1 2 81.93
7 3 1 3 2 80.20
8 3 2 1 3 82.09
9 3 3 2 1 95.24
k1 76.09 73.76 76.08 82.01
k2 81.78 82.32 83.46 80.15
k3 85.84 87.64 84.17 81.56
R 9.75 13.88 8.09 1.86

 注:表中A为功率/W,B为提取次数,C为溶剂量/倍,D为空

白

表4 超声提取两面针中芝麻素的方差分析

方差来源 SS f F P

A 143.911 2 25.332 <0.05
B 294.274 2 51.800 <0.05
C 120.358 2 21.186 <0.05
D 5.68 2

 注:表中 A为功率/W,B为提取次数,C为溶剂量/倍,D为

误差,F0.05(2,2)=19.000

2.4.5 动态过程优化提取时间[12-13] 按正交试验确
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定的条件进行超声提取,超声时间30min,在提取过

程中每隔3min抽取提取液5ml,同时补足相同体积

的60%乙醇(其中含1%盐酸)。测定各样品液中芝麻

素浓度,结果见表5。可见,第1次提取稳态期为21
min,第2次提取稳态期为18min,第3次提取稳态期

为15min,这就是各次提取最佳超声时间。

表5 两面针超声提取各时间点提取液中芝麻素浓度

提取时间

(min)

第一次提取

(mg·L-1)

第二次提取

(mg·L-1)

第三次提取

(mg·L-1)
3 24.4 8.7 5.7
6 38.5 13.8 9.4
9 54.1 18.4 12.1
12 75.6 25.7 15.7
15 91.3 31.4 17.5
18 105.0 35.8 16.9
21 111.6 35.2 18.2
24 113.4 36.3 17.8
27 112.6 34.7 18.0
30 113.5 36.2 18.4

2.5 最佳工艺条件的验证 根据以上试验确定的最

佳工艺条件平行进行3份实验,取样测定,结果芝麻素

平均提取率为95.40%,RSD为1.47%。

3 讨论

对于两面针中芝麻素的提取,单纯的超声法、索氏

提取法都不如回流法[5]。本实验通过多种辅助手段提

高超声法、索氏提取法的效率。一方面,本实验通过加

盐酸来促进芝麻素的提取。加0.50%盐酸即可最大

限度提高氯化两面针碱和两面针总生物碱的提取

率[9],而两面针中芝麻素提取率的提高需要加1.00%
盐酸,这是因为芝麻素与生物碱共存于两面针药材中,

盐酸优先与生物碱反应成盐,过量的盐酸继续与芝麻

素中的醚键反应成盐,增加其水溶性,提高其提取率。

另一方面,本实验通过酶解预处理两面针药材来提高

芝麻素的提取率。纤维素酶可以辅助水解植物细胞壁

上纤维素中的糖苷键,促使细胞壁松弛、破裂,从而使

得细胞内容物更易于溶出,对芝麻素的结构没有影响,

因此酶解预处理可以提高其产率。

原文献用4倍量缓冲液对两面针进行酶解预处

理[7-8],本研究把缓冲液减少至3倍量,就可以在预处

理后不经滤过或烘干,直接加入适量的无水乙醇即可

进行超声提取,让整个工艺流程更简便更节能。最后,

动态过程优化超声提取时间,能够在保证提取效率前

提下,把每次提取的时间压缩至最小限度,使提取工艺

进一步节省时间和能量。
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