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甘肃棘豆中苦马豆素提取工艺改进初报
Ξ

刘志滨, 赵兴华, 余永涛, 王建华
(西北农林科技大学 动物科技学院, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　用 40 kH z 超声波水媒处理甘肃棘豆草粉 1. 5 kg, 代替传统的索氏提取法或溶剂冷浸法, 水提液浓

缩除杂后, 用正丁醇萃取, 正丁醇萃取液用稀酸水萃取, 浓缩后的稀酸水萃取液用氨性氯仿萃取, 浓缩氨性氯仿萃

取液成浸膏, 此浸膏经石蜡油浴升华得到 24 m g 白色晶体, 经薄层层析检验, 可初步鉴定为苦马豆素。此法不用柱

层析, 简化了苦马豆素提取的步骤, 提取率为 16 m gökg。
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　　自 Co legate 等[1 ]首次报道从灰苦马豆中分离

出苦马豆素以来, 国内外相继报道从若干种植物和

菌类材料中分离出了苦马豆素[223 ]。目前, 从甘肃棘

豆中提取苦马豆素时, 草粉处理大多采用索氏提取

法或溶剂冷浸法, 其提取液再依次经酸水、碱水萃取

和硅胶柱层析纯化, 最后对纯化物在 100 ℃条件下

进行减压油浴升华。该方法步骤繁琐, 周期长, 且需

消耗大量有机溶剂。

超声波协助提取技术与传统的索氏提取法和溶

剂冷浸法相比, 具有能耗低、时间短、效率高等优

点[425 ] , 在植物有效成分提取方面, 有很好的应用前

景。关于超声波协助提取技术应用于甘肃棘豆中苦

马豆素提取的研究, 尚未见报道。为此, 本试验用 40

kH z 的超声波处理甘肃棘豆草粉, 建立了小批量提

取苦马豆素的工艺流程, 为建立周期短、节省试剂、

提取率高的苦马豆素提取方法进行有益的探索。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　甘肃棘豆为 2002 年在甘肃省采集的甘肃棘豆

(花期) 的地上部分, 干燥并粉碎后过孔径为 0. 36

mm 的筛, 备用; 正丁醇, 分析纯, 天津市登峰化学试

剂厂产品; 三氯甲烷, 分析纯, 天津市化学试剂六厂

产品; 苦马豆素标准样品, 由西北农林科技大学动物

科技学院生物毒素与分子毒理实验室提供。

1. 2　主要实验仪器

KQ 2500D 型医用数控超声清洗器, 频率 40

kH z, 功率 500 W , 昆山市超声仪器有限公司生产;

FA 1104 型电子天平, 上海民桥精密科学仪器有限

公司生产; LD Z522 型低速自动平衡离心机, 北京医

用离心机厂生产;WM ZK201 型温度指示控制仪, 上

海华辰医用仪表有限公司产品; SHB 2Ë 型循环水式

多用真空泵, 郑州长城科工贸有限公司。

1. 3　方　法

1. 3. 1　简易流程　甘肃棘豆草粉→加入蒸馏水→

超声波处理→电炉加热浓缩→离心除杂→正丁醇萃

取→酸水萃取→氨性氯仿萃取→浓缩成膏→油浴升

华。

1. 3. 2　具体操作过程　取 1. 5 kg 甘肃棘豆草粉,

加入 10 L 蒸馏水中, 在超声清洗器中浸渍 12 h, 然

后用 40 kH z 超声波 50 ℃处理 1 h, 过滤后草粉按上

述方法再处理 1 次, 共收集得 18 L 水提液。将此水

提液用电炉加热浓缩至 2 L , 1 500 röm in 离心 10

m in, 除去固体杂质, 然后在水浴锅上 95 ℃继续浓

缩至 1 L。加入适量氨水调pH 值至 8～ 10, 用 1 L 正

丁醇萃取此浓缩液, 反复 5 次; 用 300 mL 0. 2

mo löL 稀硫酸萃取正丁醇萃取液; 稀硫酸萃取液浓

缩成膏状, 再用 1～ 2 L 氨性氯仿萃取; 浓缩氨性氯

仿萃取液得 0. 35 g 浸膏; 最后, 浸膏于- 0. 09 M Pa

条件下在石蜡油浴中进行升华。

1. 4　薄层层析检查

在操作过程中, 每步均取少量样品用于监测其

成分。常规方法制备硅胶板, 将每步所得样品及苦马

豆素标准样品用少量甲醇溶解, 用毛细管吸取少量
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溶液点于硅胶板上, 以V 氯仿∶V 甲醇∶V 氨水∶V 蒸馏水=

70∶26∶2∶2 的混合液为展开剂, 上行法展开。取

出后挥干溶剂, 显色时先喷过氧化氢, 置于 115 ℃加

热 10 m in, 取下放凉, 再喷体积分数 10% 醋酸酐无

水乙醇液, 置于同样温度环境中, 待闻不到酸味时,

取下放凉, 最后喷 Eh rlichπs 试剂显色 10 m in。记录

各板颜色, 计算R f 值。

2　结果与分析

2. 1　苦马豆素的鉴定

　　最后所得的浸膏以薄层层析法检查, 结果显示

紫色、桃红色、淡红色 3 个斑点, R f 值分别为 0. 45,

0. 68 和0. 78。第一个斑点显示紫色, 其形状及R f 值

与苦马豆素标准样品相符; 正丁醇萃取液和酸水萃

取液薄层层析检查所示与上述结果相似, 但颜色淡,

脱尾较严重; 而水提液显色极不明显。

将升华所得白色结晶和苦马豆素标准样品用 3

种不同的展开剂在相同条件下展开, 二者的斑点形

状和颜色相同, R f 值相近, 可初步断定此白色结晶

为苦马豆素, 详细结果见表 1。

2. 2　苦马豆素的提取率

将 1. 5 kg 甘肃棘豆草粉按上述流程提取, 结果

得白色结晶 24 m g, 提取率为 16 m gökg。

表 1　白色结晶与苦马豆素标准品在展开系统中的展开结果

T able 1　Comparison betw een the w h ite crysta l and the criterion sw ainson ine

展开系统
Sp reading system

标准样品 Standard 白色结晶 Samp le

Rf 颜色 Co lo r Rf 颜色 Co lo r

V 氯仿∶V 甲醇∶V 氨水∶V 蒸馏水= 70∶26∶2∶2
V chlo rofo rm∶V m ethano l∶V ammonia∶V distilled w ater= 70∶26∶2∶2 0. 45 紫色

Purp le
0. 46 紫色

Purp le

V 甲醇∶丙酮∶蒸馏水∶氨水= 1∶6∶1∶1
V m ethano l∶V acetone∶V distilled w ater∶V ammonia= 1∶6∶1∶1 0. 50 紫色

Purp le 0. 49 紫色
Purp le

V 甲醇∶V 乙酸乙酯= 1∶4, 加少量氨水
V m ethano l∶V ethyl actate= 1∶4,w ith lit t le ammonia

0. 53 紫色
Purp le

0. 55 紫色
Purp le

3　讨　论

3. 1　苦马豆素的性质与作用

　　苦马豆素 (SW ) 从化学结构上分析属于多羟基

吲哚里西啶生物碱[6 ] , 为白色针状结晶, 熔点 144～

145 ℃, 分子式为 C 8H 15NO 3, 相对分子质量为 173,

易溶于水和乙醇、乙醚、丙酮、氨性氯仿等有机溶剂,

酸离解常数 (Pka)为 7. 4。

苦马豆素是疯草 (豆科黄芪属和棘豆属的有毒

植物) 的主要毒性成分, 家畜采食疯草后, 可导致低

聚糖在溶酶体内蓄积, 引起中毒、死亡、流产等, 给畜

牧业造成很大损失。疯草生命力顽强, 不断蔓延, 使

草地结构劣变, 生态恶性演替[7 ]。目前对疯草的治理

主要采取机械防除和化学防除 2 种方法, 但效果均

不佳。童德文等[829 ]通过化学合成法将 SW 与牛血清

蛋白 (BSA ) 结合为 SW 2BSA , 作为疫苗免疫接种动

物, 获得初步成功。

近年来, 苦马豆素作为一种新的抗癌药物受到

极大关注, 有关苦马豆素抗肿瘤的实验国内外已多

次报道。苦马豆素可抑制溶酶体内 Α2甘露糖甙酶É
和高尔基体内 Α2甘露糖甙酶Ê 的活性, 其作用特点

是既具有杀伤癌细胞作用, 又具有免疫调节作

用[10 ]。

苦马豆素可制成疫苗, 预防疯草中毒病的发生,

同时又具有极大的开发为抗肿瘤药物的潜力, 其市

场应用前景广阔。但无论是人工合成还是从植物及

真菌中提取苦马豆素, 其步骤均较繁琐, 且需要消耗

大量的人力、物力[11212 ] , 从而使价格非常昂贵, 限制

了对其的深入研究。本试验所建立的提取方法, 提高

了苦马豆素的生产效率, 降低了产品成本, 对深入研

究动物疯草中毒病或苦马豆素的开发利用均有重要

意义。

3. 2　苦马豆素的超声波协助提取

超声波是指频率为 0. 02～ 50 M H z 的弹性波,

不能引起人的听觉, 其在介质中主要产生 2 种形式

的振荡, 即横向振荡 (横波)和纵向振荡 (纵波)。横波

只能在固体中产生, 纵波可在固体、液体、气体中产

生。超声波协助提取植物有效成分的基本原理是超

声波的空化作用、热作用和机械作用。超声波的空化

作用能使液体内部产生无数个小气泡, 小气泡内部

可达几千度的高温和几千个大气压的高压, 可使植

物细胞壁破裂。超声波的机械作用可在液体中形成
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有效的搅动, 加速细胞内的物质溶解于介质, 这种作

用是低频机械搅动无法比拟的[13214 ]。

超声波协助提取植物有效成分的影响因素包括

超声波频率、强度、作用时间、预浸渍时间、温度、料

液比、溶剂浓度以及处理次数等。通常认为超声波最

佳作用条件为频率 20 kH z, 温度 40～ 60 ℃, 预浸渍

10 h 以上。

本试验在相同条件下将升华所得白色结晶与苦

马豆素标准样品在 3 种不同的展开系统中展开,

Eh rlichπs 试剂显色, 结果显示二者斑点的颜色、形

状相同, R f 值相近, 可初步确定为苦马豆素。至于超

声波处理甘肃棘豆草粉的最佳工艺, 还有待进一步

研究。

3. 3　苦马豆素的提取率

甘肃棘豆的采集时间、地点和年份均会对其苦

马豆素的含量造成影响, 提取过程中的萃取时间、次

数和升华时间等均会影响苦马豆素的提取率。童德

文等[15 ]报道, 用传统方法从甘肃棘豆中提取苦马豆

素的提取率为 14 m gökg。本试验应用 40 kH z 的超

声波处理甘肃棘豆草粉代替传统的索氏提取法或溶

剂冷浸法, 提取率为 16 m gökg。本方法虽可提高提

取率, 节约有机溶剂, 但其水提液与甲醇或者乙醇提

取液相比, 沸点高, 不易浓缩, 试验中采用电炉加热

的方法浓缩水提液, 费时、费电。另外, 加热温度是否

会对苦马豆素的提取率造成影响仍待探讨。

与传统方法相比, 不需经过柱层析是本提取方

法的最大优点。柱层析技术对于甘肃棘豆化学成分

的系统分析效果虽然较好, 但是要消耗大量的试剂,

步骤繁琐, 技术要求较高, 不适于批量提取苦马豆

素。本提取方法省掉了柱层析过程, 明显提高了苦马

豆素的提取效率, 为苦马豆素批量提取工艺流程的

设计做好了铺垫。
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C lon ing and sequencing ana lysis of Ch inese yak Β2glob in gene
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Abstract: Yak Β2glob in is amp lif ied by p rim ers designed from cat t le Β2glob in gene. T he clon ing and se2
quencing resu lts ind ica te that they have very h igh homo logy w ith cat t le Β2glob in gene w ith a value of above

97%. Tw o alleles, Β73A sn and Β135A sn ,w ere detected at Β2glob in locu s in Ch inese yak. T he samp le 67 has these

tw o alleles, w h ile individual 64 has allele Β135A sn and individual 1078 has allele Β73A sn. T he allele Β135A sn is the

characterist ic of Ch inese yak after residue b last ing. It is suggested that the Β135 A sn of th is a llele cou ld re2
duce the oxygen aff in ity of yak hemoglob in.
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P relim inary study on im p roving the ex tract ion techno logy

of the Sw ain son ine from O xy trop is kansuensis
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(Colleg e of A n im al S ci2T ec,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: 1. 5 kg O xy trop is kansuensis pow der w as dispo sed w ith 40 kH z u lt rasound in w ater to sub st i2
tu te the trad it ional soxh let ex tract ion techno logy o r the ex tract ion in co ld so lven t. A fter concen tra t ion and

removal of the impu rity, n2bu tano l ex tracted by sparse acid w as emp loyed. T he concen tra ted acid liqu id w as

ex tracted w ith ammon ia ted ch lo rofo rm ,w h ich w as then concen tra ted to residue. T he residue w as sub lim ed

in 100 ℃ o lefin and 24 m g w h ite crysta l,w h ich w as p relim inary determ ined as sw ain son ine w as co llected.

T h is m ethod simp lif ied the ex tract ion and the ex tract ion ra te reached 16 m gökg.
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