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摘要：为确定白及的最佳提取工艺，以白及为试验材料，建立基于 ＨＰＬＣ指纹图谱的白及化学成分提取优化

工艺。运用指纹图谱技术对白及提取工艺方法进行最优筛选，联合应用单因素分析法以及其他统计学方法

考察了提取的甲醇浓度、温度、提取时间和药材粒度对提取效果的影响。建立了白及的指纹图谱，选择了

１６个特征峰，且确定了白及最佳提取工艺为采用过６号筛的白及粉末以８０％浓度甲醇在５５℃水浴加热

３．０ｈ。通过单因素分析以及曲线拟合的结果可以推测，甲醇浓度、温度、提取时间和药材粒度对于提取结果

均有影响。该工艺稳定可靠，简便易行，可以在一定程度上对白及的品质进行评价。
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　　 贵州珍稀道地药材白及是兰科植物白

及（犅犾犲狋犻犾犾犪狊狋狉犻犪狋犪）的干燥块茎，白及具有收敛止

血，消肿生肌功效，用于内外出血诸证及痈肿、烫

伤、手足皲裂等［１］。主产于贵州、四川、湖北等地，

以贵州产量最大，质量最好［２］。白及为名贵的止

血材料，其药理作用主要包括抗菌、活血止血、促

进创伤愈合、促进胃肠道黏膜损伤的修复、促进骨

髓造血、抗病毒、抗肿瘤等［３６］。白及的应用广泛，

其中的多糖成分现被应用于食品添加剂，美容产

品等。在贵州一些地区，白及还被用于制作白及

酒。白及的化学成分主要包括联苄类、二氢菲类、

联菲类、联菲醚类、菲并吡喃类、联苄葡萄糖苷类、

多糖类、甾体、三萜、木质素、蒽醌等［６９］，化学成分

非常丰富，种类繁多。而目前对中药白及的提取

工艺研究主要集中在白及多糖类成分的提

取［１０１２］，忽略了白及中其他类成分对白及品质的

影响，对于白及中非多糖类成分，联苄类、二氢菲

类等被认为是白及的主要有效成分，其乙醇部位，

乙酸乙酯部位，氯仿部位均被发现具有良好的药

理活性［１３１６］。

中药指纹图谱技术广泛用于中药材的质量评

价与整体性的研究，用来评价中药材中主要成分

的种类及其含量［１７１９］，而白及中的化学成分种类

繁多，类型复杂［２０２１］，单一的以一种成分或以白

及胶作为结果评价白及的提取工艺稍显不足，不

能全面地反映不同提取工艺对白及中有效成分的

富集，而基于中药指纹图谱技术对白及提取工艺

进行优化，能够全面地反映提取液中有效成分的

变化，从而确定白及的最佳提取工艺。因此，本试

验通过单因素分析和其他统计学方法考察了白及

提取工艺中的４个影响因素，建立了基于 ＨＰＬＣ

指纹图谱的白及化学成分提取优化工艺，以期进

一步提高白及中化学成分提取的生产效率。

１　材料与方法

１．１　材料

白及药材来自贵州省农业科学院现代中药材

研究所资源圃，原植物经由贵阳中医学院何顺志教

授鉴定为兰科白及属植物白及（犅犾犲狋犻犾犾犪狊狋狉犻犪狋犪）。

供试乙腈、甲醇为色谱纯，超纯水为自制。

供试仪器包括 Ａｇｉｌｅｎｔ１２００高效液相色谱

仪（美国安捷伦公司）、纯水机（四川优普超纯科技

有限公司）、电热套（泰斯特公司）、ＡＵＷ２２０Ｄ

ＳＨＩＭＡＤＺ电子天平、ＫＱ２２００型超声波清洗

器（昆山市超声仪有限公司）、铁架台等。
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１．２　方法

１．２．１　供试样品的制备　将白及粉末置于圆底

烧瓶中，按照表１中的因素条件水浴回流提取，依

次考察提取溶剂浓度、药材粉碎粒度、提取时间以

及提取温度对提取效果的影响。提取液补足损

耗，定容至５０ｍＬ，用０．２２μｍ滤膜过滤备用。

１．２．２　色谱条件　色谱柱为美国安捷伦色谱

柱（Ａｇｉｌｅｎｔ５ＨＣ１８２５０ｍｍ×４．６ｍｍ），流动相

为乙腈水，梯度洗脱程序：０～１５ｍｉｎ，１０％～

２８％乙腈；１５～２０ｍｉｎ，２８％～３６％乙腈；２０～

２５ｍｉｎ，３６％～３９％乙腈；２５～３０ｍｉｎ，３９％～

４５％乙腈；３０～５０ｍｉｎ，４５％～７０％乙腈；５０～

５５ｍｉｎ，７０％～１０％乙腈；进样量为１０μＬ；流速

１．０ｍＬ·ｍｉｎ１；检测波长为２７０ｎｍ；柱温为２５℃。

表１　工艺优化因素与水平

水平

Ａ

甲醇

浓度／％

Ｂ

温度／℃

Ｃ

提取

时间／ｈ

Ｄ

药材

粒度／号

１ ２０ ２５ ２．０ ２

２ ４０ ３５ ２．５ ３

３ ６０ ４５ ３．０ ４

４ ８０ ５５ ３．５ ５

５ １００ ６５ ４．０ ６

１．２．３　样品分析测定　按照表１中的因素水平，

先给定Ｂ、Ｃ、Ｄ，确定出Ａ因素的最佳条件，再在

确定Ｃ、Ｄ以及得到Ａ的最佳条件之后进行Ｂ因

素的确定，以此类推，最后确定最佳条件（表２）。

表２　各因素试验水平设计

试验代号 因素水平 试验代号 因素水平 试验代号 因素水平 试验代号 因素水平

Ｓ１ Ａ１Ｂ１Ｃ１Ｄ１ Ｓ６ Ａ４Ｂ１Ｃ１Ｄ１ Ｓ１１ Ａ４Ｂ５Ｃ１Ｄ１ Ｓ１６ Ａ４Ｂ５Ｃ２Ｄ１

Ｓ２ Ａ２Ｂ１Ｃ１Ｄ１ Ｓ７ Ａ４Ｂ２Ｃ１Ｄ１ Ｓ１２ Ａ４Ｂ５Ｃ２Ｄ１ Ｓ１７ Ａ４Ｂ５Ｃ２Ｄ２

Ｓ３ Ａ３Ｂ１Ｃ１Ｄ１ Ｓ８ Ａ４Ｂ３Ｃ１Ｄ１ Ｓ１３ Ａ４Ｂ５Ｃ３Ｄ１ Ｓ１８ Ａ４Ｂ５Ｃ２Ｄ３

Ｓ４ Ａ４Ｂ１Ｃ１Ｄ１ Ｓ９ Ａ４Ｂ４Ｃ１Ｄ１ Ｓ１４ Ａ４Ｂ５Ｃ４Ｄ１ Ｓ１９ Ａ４Ｂ５Ｃ２Ｄ４

Ｓ５ Ａ５Ｂ１Ｃ１Ｄ１ Ｓ１０ Ａ４Ｂ５Ｃ１Ｄ１ Ｓ１５ Ａ４Ｂ５Ｃ５Ｄ１ Ｓ２０ Ａ４Ｂ５Ｃ２Ｄ５

１．２．４　精密度试验　按上述方法制备好供试样

品之后，连续进样６次，得到指纹图谱。

１．２．５　稳定性试验　按上述方法制备好供试品

之后，分别在０，２，４，６，８和１２ｈ时进样，得到指

纹图谱。

１．２．６　重复性试验　分别按照上述方法平行制

备６份供试品，进样后得到指纹图谱。

１．２．７　曲线拟合　将甲醇浓度、提取温度、提取

时间和白及粒度等因素作为自变量，其对应的峰

面积作为因变量，在ＳＰＳＳ２２．０软件中进行线性

函数、对数函数、二次函数、三次函数、幂函数、Ｓ

函数、增长函数和指数函数的拟合。

１．２．８　数据分析　运用ＳＰＳＳ２２．０软件，以不同

处理条件得到的各指纹图谱特征峰的总面积为因

变量，进行单因素ＡＮＯＶＡ分析。

２　结果与分析

２．１　不同提取工艺下的白及指纹图谱

本试验得到的指纹图谱方法稳定可靠，精密

度试验特征峰的峰面积 ＲＳＤ％是０．０６～０．０９。

特征峰保留时间的ＲＳＤ％是０．１５～２．３１，表明该

方法精密度良好；稳定性试验特征峰峰面积

ＲＳＤ％是 ０．０８～０．６６。特征峰保留时间的

ＲＳＤ％是０．２６～２．７１，表明该方法稳定性良好；重

复性试验特征峰的峰面积ＲＳＤ％是０．０４～０．２６。

特征峰保留时间的ＲＳＤ％是０．２６～１．７７，表明该

方法重复性良好。

分别由２０个样品得到的结果如图１，其中，

Ｓ１～Ｓ５为提取甲醇浓度的考察，Ｓ６～Ｓ１０为提取

温度的考察，Ｓ１１～Ｓ１５为提取时间的考察，Ｓ１６～

Ｓ２０为白及粒度的考察。在经过比较之后发现，

８０％甲醇浓度，５５℃水浴加热３．０ｈ，提取粒度为

能过６号筛的白及粉末最终得到的指纹图谱特征

峰最多，且特征峰的峰面积大（图２），得到了优化

提取工艺之后的白及指纹图谱以及１６个特征峰。

各因素对白及指纹图谱特征峰总面积影响结

果如图３所示，各因素峰总面积平均数和标准差

详见表３，可以发现温度对应的峰面积最小，但是

标准差较其他因素较大，说明温度的组内变异较

大，可以推测温度的改变对峰面积影响会有较大

的差异性，而时间对应组的标准差远小于其他组，

说明时间的组内变异较小，可以推测提取时间的

长短对峰面积影响较小。
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图１　不同提取工艺条件下白及的 ＨＰＬＣ指纹图谱

图２　白及提取工艺优化后指纹图谱

表３　各因素特征峰总面积平均数和标准差

因素 特征峰总面积

浓度 ３５１９．９６±１０１０．５４

温度 ２５９４．６５±１３８９．９６

时间 ３９４４．１９±４１８．３４

粒度 ３９３６．６２±１１７８．９７

　　由图３可以看出，时间因素对峰面积的影响

较小，与表３结果一致，而温度和粒度因素出现了

峰面积先低后高的情况，甲醇浓度因素出现了先

高后低的情况，因此可以推测，在工艺优化的过程

中，温度、粒度、甲醇浓度等因素对提取结果的影

响非简单的线性关系。基于此对工艺优化的４个

因素的结果进行了曲线的拟合，由表４拟合结果

可以看到，温度、粒度、甲醇浓度因素都是在二次

函数和三次函数的拟合结果较好，可以推测，在一

定程度内温度越高提取效率越高，但是由于白及
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成分复杂，且多糖类成分含量较高，在特定温度

下，这些多糖类成分相互作用，形成致密的结构，

阻碍内容物的溶出，降低提取效率。同样的，在一

定范围内粒度越细溶出率越高，但是在特定粒径

大小下，容易被多糖类成分粘黏成块，阻碍内容物

的溶出，降低提取效率。而对于甲醇浓度而言，白

及中成分复杂，由于相似相溶的原理，过高或过低

的浓度只能提取出某一极性段的成分，所以在甲

醇水比例合适的情况下，才能够溶出更多的成分，

增加提取效率。

２．２　工艺验证

按上述方法，取白及过６号筛粉末２ｇ，加入

８０％甲醇水溶液４０ｍＬ，水浴５５℃加热３．０ｈ，趁

热过滤，过０．２２μｍ滤膜，平行３组，测得峰面积

ＲＳＤ％为０．９８，表明该方法稳定可靠。

图３　不同因素下白及指纹图谱特征峰总面积

表４　各因素特征峰曲线拟合结果

　　注：深色区域为曲线拟合强相关，浅色区域为曲线拟合相关，无色为曲线拟合不相关。

２．３　单因素结果分析

由表５ＡＮＯＶＡ 分析结果可知，犉值为１．７８２，

犘值为０．１９１，大于０．０５，说明几个因素之间没有

显著性差异，表明提取浓度、提取时间、提取温度

和粒度在一定程度上对最终的提取结果影响无统

计学差异，ＬＳＤ检验结果如表６所示，除了时间

与温度以及时间与粒度之间的犘值接近０．０５以

外，其余组间均无显著性差异，可见在优化提取工

艺的时候，每一个因素对最后的结果均有一定程

度上的影响。

表５　单因素ＡＮＯＶＡ分析结果

项目 平方和 自由度 均方 犉 犘

组间 ６０４００１７．１３５ ３ ２０１３３３９．０４５ １．７８２ ０．１９１

组内 １８０７２７９８．９９０ １６ １１２９５４９．９３７

总计 ２４１１２８１６．１３０ １９

表６　ＬＳＤ检验结果

（Ｉ）分组 （Ｊ）分组 平均值差值 标准误差 犘
９５％置信区间

下限 上限

浓度 温度 －４２４．２３４００ ６７２．１７５５５ ０．５３７ －１８４９．１８２５ １０００．７１４５

时间 ９２５．３１０００ ６７２．１７５５５ ０．１８８ －４９９．６３８５ ２３５０．２５８５

粒度 －４１６．６６７２０ ６７２．１７５５５ ０．５４４ －１８４１．６１５７ １００８．２８１３

温度 浓度 ４２４．２３４００ ６７２．１７５５５ ０．５３７ －１０００．７１４５ １８４９．１８２５

时间 １３４９．５４４００ ６７２．１７５５５ ０．０６２ －７５．４０４５ ２７７４．４９２５
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表６（续）

（Ｉ）分组 （Ｊ）分组 平均值差值 标准误差 犘
９５％置信区间

下限 上限

粒度 ７．５６６８０ ６７２．１７５５５ ０．９９１ －１４１７．３８１７ １４３２．５１５３

时间 浓度 －９２５．３１０００ ６７２．１７５５５ ０．１８８ －２３５０．２５８５ ４９９．６３８５

温度 －１３４９．５４４００ ６７２．１７５５５ ０．０６２ －２７７４．４９２５ ７５．４０４５

粒度 －１３４１．９７７２０ ６７２．１７５５５ ０．０６３ －２７６６．９２５７ ８２．９７１３

粒度 浓度 ４１６．６６７２０ ６７２．１７５５５ ０．５４４ －１００８．２８１３ １８４１．６１５７

温度 －７．５６６８０ ６７２．１７５５５ ０．９９１ －１４３２．５１５３ １４１７．３８１７

时间 １３４１．９７７２０ ６７２．１７５５５ ０．０６３ －８２．９７１３ ２７６６．９２５７

３　结论

不同的提取条件对白及指纹图谱的特征峰影

响较大，说明该指纹图谱可以很好地评价白及中

的化学成分，也为白及的品质及质量控制提供试

验基础。

在工艺优化的过程中发现，溶剂浓度的改变

对白及中提取出的化学成分种类改变影响较大，

从指纹图谱Ｓ１～Ｓ５中可以明显看到甲醇浓度低

时，提取液的指纹图谱中的特征峰与非特征峰数

量明显少于高浓度甲醇的提取液，而其他因素对

白及提取液中特征峰与非特征峰的含量影响较

大，对于白及提取工艺而言，影响因素非常多，是

综合多因素的最终结果，这与上述统计学分析结

果也相符。

不同的提取工艺对白及中不同类型化学成分

有较大影响，而本研究所确定的提取工艺稳定可

靠，并且可以较好地对白及中的化学成分进行

评价。
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黑龙江农业科学２０２１（１０）：１１２１１６
ＨｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ

ｈｔｔｐ：／／ｈｌｊｎｙｋｘ．ｈａａｓｅｐ．ｃｎ

ＤＯＩ：１０．１１９４２／ｊ．ｉｓｓｎ１００２２７６７．２０２１．１０．０１１２

陈思宇，芮蕊，王澍．乙酸和丙酸对玛咖种子萌发的影响［Ｊ］．黑龙江农业科学，２０２１（１０）：１１２１１６．

乙酸和丙酸对玛咖种子萌发的影响

陈思宇１，芮　蕊２，王　澍１

（１．西南林业大学 园林园艺学院，云南 昆明６５０２２４；２．西南林业大学 土木工程学院，云南

昆明６５０２２４）

摘要：为研究不同酚酸物质对玛咖发芽的影响，本试验以黑色和黄色玛咖为试材，用不同浓度的乙酸（５，１０和

１５ｍｍｏｌ·Ｌ１）和丙酸（０．５，１．０，２．０和４．０ｍｍｏｌ·Ｌ１）溶液对玛咖种子进行处理，分别测量玛咖种子的发芽

率、发芽势、发芽指数和胚芽生长情况。结果表明：与ＣＫ相比，经乙酸处理的黑色和黄色玛咖种子，随乙酸浓

度的增加抑制种子萌发的作用逐渐增强、芽长变短。同时，低浓度的丙酸（０．５～１．０ｍｍｏｌ·Ｌ１），对玛咖的发

芽率有一定的促进作用，随着丙酸浓度的逐渐增大，玛咖种子的发芽率逐渐下降、芽长生长受到抑制。另外，

黑色与黄色玛咖相比，黄色玛咖芽长的生长对乙酸的适应性更强，而黑色玛咖芽长的生长对丙酸的适应性

更强。

关键词：黑色玛咖；黄色玛咖；乙酸；丙酸；种子萌发

　　玛咖（犔犲狆犻犱犻狌犿犿犲狔犲狀犻犻Ｗａｌｐ）属十字花科

独行菜属，一年生或二年生草本植物［１］。前人研

究发现，玛咖营养成分丰富且药用价值强，含有对

收稿日期：２０２１０６２０
基金项目：云南省农业基础研究联合专项农业联合青年项

目（０１８ＦＧ００１０７３）。

第一作者：陈思宇（１９９４－），女，在读硕士，从事花卉理化特

性的研究。Ｅｍａｉｌ：２７５５４３３７３＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：王澍（１９８０－），男，博士，教授，从事土壤微生物研

究。Ｅｍａｉｌ：６１３６３６６１＠ｑｑ．ｃｏｍ。

人体健康有利的不饱和脂肪酸［２］。不同种类的玛

咖均含有玛咖烯和玛咖酰胺，具有抗疲劳、调节内

分泌［３］等作用，并对呼吸疾病、抑郁症等有很好的

治疗效果［４６］。

酚酸类物质是目前公认的化感物质［７８］（如香

草酸、阿魏酸、丁香酸、香豆酸等）对植物生长有不

同的影响。不同浓度的酚酸类物质对种子萌发的

影响存在差异。杨延杰等［９］研究发现，邻苯二甲

酸会促进萝卜种子萌发，且随着浓度的增大，促进
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