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摘  要: 采用微波辅助提取法提取石蒜中的石蒜碱、力可拉敏和加兰他敏生物碱, 建立了微波辅助提取 /HPLC

测定石蒜中这 3种生物碱的分析方法。用正交试验设计结合单因素试验优化了样品颗粒度、提取温度、提取

时间、固液比等微波提取条件。采用三乙胺水溶液 ( pH 91 0) -乙腈 -甲醇作为流动相对石蒜碱、力可拉敏和

加兰他敏进行 H PLC测定, 方法的线性范围为 510~ 400 m g /L, 检出限分别为 510、511、101 2 ng, RSD分别为

21 2% 、 51 7% 和 414% 。与传统的溶剂回流法比较, M AE提取法快速、高效。用本法分析了 10个不同产地石

蒜中石蒜碱、力可拉敏和加兰他敏。
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Determ ination of A lka lo ids inLycoris rad iata w ith M icrow ave-assisted Extraction
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Abstrac:t Lycorine, lycoram ine and galan tham ine in Lycoris radiata w erem icrow ave-assisted ex tracted

(MAE ) and determ ined by H PLC using triethy lam ine aqueous solution ( pH 9100) - acetonitrile -

m ethano l as them ob ile phase. TheMAE operat ing condit ions w ere opt im ized by the orthogonal test de-

sign com bined w ith them ono- factor tes.t The linear ranges o f the ca libration curves for lycorine, lycora-

m ine and galantham inew ere 510- 400 m g /L, respect ively. The ir detection lim its were 510, 511 and

1012 ng, respect ive ly and the RSD w ere 212% , 517% and 414% , respect ively. Com pared w ith the

resu lts ob tained by the conventional so lvent reflux extraction m ethod, theMAE w as t im e sav ing and

m ore effic ien .t Them ethod w as successfu lly applied to the ex traction and determ ination of Lycorine, ly-

coram ine and galantham ine in 10 Ly coris rad ia ta sam ples from d ifferent reg ions.

Key words: M icrow ave-assisted ex traction; H PLC; Lycoris rad iata; Lycorine; Lycoram ine; G alan-

tham ine

石蒜科石蒜属 ( amaryllidaceae)植物, 含有石蒜碱、力可拉敏和加兰他敏 (图 1)等生物碱, 具有镇静、镇

痛、解热、降压、抗炎、催吐、抗病毒、抗癌等作用
[ 1]
。目前石蒜生物碱的提取主要采用溶剂回流法

( SRE), 但 SRE提取效率低、耗时、耗溶剂, 而且有效成分易被破坏
[ 2- 3]
。微波辅助提取法 (MAE)是利用微

波与介质的离子和偶极子分子的相互作用, 具有加热快速、高效等特点, 因此 MAE应用于植物有效成分的

图 1 石蒜碱、力可拉敏和加兰他敏的化学结构
F ig1 1 Chem ical structures o f lycor ine, lyco ram ine and ga lantham ine

提取, 可缩短提取时间、减少污染、提

高效率
[ 4- 5]
。张俊梅等

[ 6]
采用 TLC鉴别

石蒜生物碱, 用 HPLC测定生物碱中

加兰他敏的含量, K reh等
[ 7]
报道采用

GC- M S分析石蒜生物碱, 由于热分解

未得到较好的结果。栾伟等
[ 8]
采用

MAE提取石蒜中加兰他敏, 与 SRE比

较显示了 MAE法的优势。
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  本文建立了 MAE提取 /H PLC分析石蒜中石蒜碱、力可拉敏和加兰他敏生物碱分析方法, 用正交

试验设计结合单因素试验优化了 MAE提取条件, 以三乙胺水溶液 ( pH 910) -乙腈 -甲醇作为 H PLC的

流动相, 在 232 nm处进行检测。与传统的溶剂回流法进行了比较研究, 结果表明 MAE法快速、高效。

该法被应用于 10个不同产地石蒜中石蒜碱、力可拉敏和加兰他敏生物碱的提取和分析。

1 实验部分

111 主要仪器与试剂

MARX-X微波炉 (美国 CEM公司 ) ; LC-2010C液相色谱仪 (日本岛津公司 ); XMTA数显恒温水浴

(余姚市远东数控仪器厂 ) ; E-201C型 pH酸度计 (上海精密科学仪器公司 )。

石蒜碱、加兰他敏 ( S igm a公司 )和力可拉敏标准品 (广东天普药业有限公司提供 ) ; 甲醇、乙腈 (色

谱纯, M erk公司 ); 三乙胺、无水甲醇、 95% ( U)乙醇、氯仿、HC l、氨水 (分析纯, 广州化学试剂厂 )。

标准溶液: 将石蒜碱、力可拉敏和加兰他敏分别配制成 018、014和 018 g /L的甲醇溶液。

017%三乙胺水溶液 (U, pH = 910): 取 315 mL三乙胺于 500 mL水中, 用醋酸调节至 pH为 910。

112 实验方法

11211 MAE提取石蒜生物碱  将石蒜剥开、自然凉干、粉碎、过筛, 得到 0143~ 0113 mm不同粒度

的样品, 备用。

MAE提取: 准确称取 210 g粒度为 0118 mm样品于微波萃取罐中, 加入 30 mL 95% ( U)乙醇, 放

入搅拌子, 在微波功率 300 W、温度 80 e 、搅拌速度中速、提取时间 10 m in下进行 MAE的提取。

SRE提取: 准确称取 210 g粒度为 0118 mm样品于烧瓶中, 加入 30 mL 95% ( U)乙醇, 装上回流冷

凝管, 于 80 e 恒温水浴中溶剂回流 10 m in进行提取。

提取液净化: 将 MAE或 SRE提取液减压蒸发至近干, 用 10 mL 2% ( U) HC l溶液浸取, 用 10 mL

氯仿萃取 3次除去杂质; 调节水相至碱性, 用 10 mL氯仿萃取 3次, 合并氯仿液, 减压蒸发至近干,

用甲醇溶解、定容; 再通过 0145 Lm滤膜, 进行 H PLC测定。

11212 HPLC测定条件  色谱柱: 250 @ 416 mm Luna 5 L C18( 2) 100A (美国 Phenom enex公司 ) ; 检

测波长: 232 nm; 柱温: 40 e ; 流动相: 017% ( U)三乙胺水溶液 (A ) -乙腈 ( B) -甲醇 ( C ); 流速: 1

mL /m in; 进样量: 10 LL, 4 m in后开始检测。

梯度洗脱程序: 0~ 20 m in, A与 B的体积比为 85 B15至 80 B20; 20~ 40 m in, A、B、C的体积

比为 80 B20 B0至 70 B15 B15; 40~ 50 m in, 100% B。

2 结果与讨论

211 溶剂的选择
本文分别以水、甲醇、 95% ( U)乙醇、乙醇、乙酸乙酯、丙酮、乙醚和正己烷作为溶剂, 研究了

不同溶剂对石蒜中石蒜碱、力可拉敏和加兰他敏提取率的影响。

实验结果表明, 极性较大的水、甲醇和乙醇, 生物碱的提取率较高; 极性较小的乙酸乙酯、丙酮和

乙醚生物碱的提取率明显较低, 而在非极性的正己烷提取液中检测不到生物碱。由于 3种生物碱含有胺

基和羟基, 主要以盐的形式存在于细胞中, 因此选择极性溶剂有利于微波的吸收和生物碱的提取。水提

取液颜色深、粘稠、混浊、杂质多, 不利于后续的净化和分析; 而乙醇尽管提取率略低于甲醇, 但无毒、

污染小、价格低, 本文选择 95% (U)乙醇作为提取溶剂。

表 1 微波辅助提取 L9 ( 34 )正交实验设计表

Tab le 1 The L9 ( 34 ) o rthogona l test des ign forM AE

Factor

level

A

Rat io

B

Extracting t im e

t /m in

C

T emp erature

H/e

D

Particle s ize

l /mm

1 1 B 20 20 90 0. 43

2 1 B 15 10 70 0. 25

3 1 B 10 5 50 0. 18

212 微波辅助提取条件的优化

21211 微波提取条件的正交试验优化  采用正交试验

设计四因素三水平 L9 ( 3
4
)方法, 对石蒜颗粒度、提取温

度、提取时间和固液比等 MAE提取条件进行了优化, 试

验设计见表 1。

根据石蒜碱、力可拉敏和加兰他敏的提取率进行直

观分析和方差分析, 其正交优化提取条件分别是
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A 2B2 C2D2、A 2B1C2D3和 A2 B1C1D3, 其中提取温度是最显著的影响因素。由于是多目标的正交试验,

影响因素较多, 在实验次数较少的情况下正交试验往往不能得到最优条件, 因此在此实验基础上进行

了单因素试验, 进一步考察了 3种生物碱在上述因素不同水平下的微波提取行为。

21212 提取温度和提取时间的影响  根据正交试验结果, 提取温度是影响较大的因素, 但提取温度

和提取时间密切相关。本文进一步研究了在 70、 80和 90 e 下不同提取时间对 3种生物碱提取率的影

响, 结果见图 2。

图 2 提取温度和提取时间的影响
F ig12 E ffec ts o f ex traction temperature and tim e on theMAE y ie lds

A. 石蒜碱 ( Lycorin e) ; B. 力可拉敏 ( Lycoram in e) ; C. 加兰他敏 ( Galan th am in e) ; ( u ) 70 e ; (p ) 80 e ; (w ) 90 e

  由图 2可知, 当提取时间一定时, 加兰他敏、石蒜碱和力可拉敏的提取率随着温度升高而提高,

且温度越高, 所需的提取时间越短, 这可能是因为微波的 /体加热 0 方式有利于细胞内提取物的扩

散, 缩短了扩散平衡的时间。当温度一定时, 随着提取时间增加, 提取率迅速达到最大, 增加提取时

间有利于提高提取物的传质
[ 9]
。但当超过一定提取时间后, 提取率反而降低, 可能化合物不稳定发生

了分解, 因此选择合适的温度和提取时间尤为重要。本文选择提取温度 80 e , 提取时间 10 m in。

图 3 石蒜碱、力可拉敏和加兰他敏
标准溶液 ( 100 m g /L) ( A )和 MAE提取

液 ( B)的色谱图

F ig1 3 The chrom atog ram s o f the standard

so lutions( 100 m g /L ) ( A ) and

the ex tract( B)
1. Lycorine; 2. Lycoram ine; 3. G alan tham in e

21213 颗粒度和固液比的影响  本文试验了样品颗粒度、固液比及微波功率对石蒜碱、力可拉敏和

加兰他敏提取率的影响。

结果表明, 3种生物碱的提取率随着颗粒度的减小

而增大, 当颗粒度大于 0125 mm时, 提取浓度逐渐达到

恒定, 因此选择样品颗粒度 0118 mm。

固液比在 1 B10~ 1 B20之间提取率高。增加溶剂用

量有利于传质和提高溶解度, 但用量太多微波能与质量比

会减小, 也会影响提取效果, 故选择固液比为 1 B15。

另外在选择微波功率时, 功率不易过高, 否则容易

产生过热, 而导致温度 /超载 0。
综合考虑石蒜碱、力可拉敏和加兰他敏的提取, 优

化的提取条件为: 微波功率 300 W, 固液比 1 B15, 提

取温度为 80 e , 提取时间为 10 m in, 石蒜颗粒度为

0118 mm。

213 HPLC分析

21311 HPLC色谱分析条件的选择  以 017% (U)三乙

胺水溶液 -乙腈 - 甲醇体系作为流动相, 将水相 pH控

制在 910, 采用梯度洗脱, 在 232 nm处进行紫外检测,

石蒜碱、力可拉敏和加兰他敏的色谱保留时间分别为

10106、 13141和 19188 m in。色谱图见图 3。

21312 方法的线性范围、检出限、回收率和精密度  

分别配制石蒜碱、力可拉敏和加兰他敏标准溶液系列,

绘制标准工作曲线, 并取 3份样品按实验方法进行了加

标回收实验和重复性实验, 其结果见表 2。
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表 2 标准工作曲线、线性范围、检出限、回收率和精密度
Tab le 2 The ca libration curves, detection lim its, linear ranges, recoveries and prec ision of a lka lo ids

Com pound C alib ration curve*
Correlat ion

coefficien t

Lin ear range

Q/ (m g# L- 1 )

Detection lim it

m /ng

Recovery

R /%

RSD

s
r
/%

Lycorine A = 6 904 Q- 6 092 0. 999 9 5. 0~ 400 5. 0 85 2. 2

Lycoram ine A = 11 557 Q+ 50 825 0. 999 2 5. 0~ 400 5. 1 91 5. 7

G alan tham ine A = 13 376 Q- 2 827 0. 999 6 5. 0~ 400 10. 2 92 4. 4

 * A is peak area, Q is conten t, mg /L

图 4 MAE与 SRE法提取率的比较

F ig14 Compar ison of the ex trac tion y ie lds

o f a lkalo ids obta ined w ith MAE and SRE
sam ple m ass: 210 g; part icle s ize: 0118 mm;

solven t volum e: 30 mL; tem perature: 80 e ;

extract ion t im e: 10 m in

214 微波辅助提取法与溶剂回流提取法的比较

采用 SRE法与 MAE法在相同提取条件下比较研究了石

蒜碱、力可拉敏和加兰他敏的提取率, 结果见图 4。

  结果表明, 石蒜碱、力可拉敏和加兰他敏的提取率

SRE法约为 MAE法的 2 /3, SRE要达到相当的提取率则要

30 m in以上。与传统的 SRE法相比, 在具有搅拌装置的密

闭微波系统中进行提取, 溶剂和细胞内的极性物质在微波

作用下迅速 /体加热 0, 因而溶剂回流效果、传热效率以及

提取的重复性更高, 因此采用 MAE提取石蒜中生物碱, 快

速、高效。

215 样品分析
本文对湖南、广东等 10个不同地区的石蒜样品按实验方

法提取石蒜碱、力可拉敏和加兰他敏生物碱, 然后采用 HPLC法测定了它们的含量, 结果分别见表 3。

结果表明, 不同产地的石蒜提取液颜色深浅各不相同, 其石蒜碱、力可拉敏和加兰他敏含量相差较大,

分别在 0123~ 1143、 0109~ 0176和 0103~ 0123 m g /g之间, 这与石蒜的生长、气候及环境有关。

表 3 样品分析结果 ( n= 3)

Table 3 The ana lytical resu lts o f samp les from d ifferen t reg ions( n = 3)

Orig in

Lycorin e

Determ ined va lue

w / (m g# g- 1 )

RSD

sr /%

Lycoram in e

D eterm in ed value

w / ( m g# g- 1 )

RSD

sr /%

G alan tham ine

Determ ined value

w / (m g# g- 1 )

RSD

sr /%

Q itoup ing(企头坪 ) 0. 49 2. 9 0. 29 6. 4 0. 03 4. 7
H uangpu(黄圃 ) 0. 23 0. 5 0. 09 3. 5 0. 11 1. 2
Yangshan(阳山 ) 1. 00 1. 1 0. 57 0. 9 0. 05 3. 2
X iu shu i(秀水 ) 1. 17 4. 6 0. 60 0. 5 0. 04 1. 4
Shanx i(三溪 ) 0. 33 3. 0 0. 10 2. 4 0. 23 2. 6
Q ingyun(庆云 ) 0. 34 0. 6 0. 48 4. 0 0. 10 1. 5
Pingsh i(坪石 ) 1. 43 3. 0 0. 76 2. 2 0. 07 4. 1
H un an(湖南 ) 1. 03 5. 1 0. 56 1. 9 0. 18 2. 6
Guangdong(广东 ) 0. 97 1. 4 0. 46 2. 7 0. 09 3. 8
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