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基于低共熔溶剂分离黑种草子油中抗氧化活性物质
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摘要!制备了 #3 种低共熔溶剂"F-J$!用于分离黑种草子油中抗氧化活性物质% 以 FGGH自由基

清除能力为指标!比较了不同理化性质的 F-J 的萃取效率!通过快速制备色谱法对最优 FGGH自

由基清除能力的F-J萃取物中抗氧化活性物质进一步分离!以UGSR$o$IMPbJ 对抗氧化活性

高的流分进行成分分析% 结果表明&以F-J $'"甜菜碱 $乙酰丙酸 $水!摩尔比 #q3q!$为萃取溶

剂!所得萃取物的抗氧化活性最高!在相同生药质量浓度"37*% /B>/S$下!其对FGGH自由基的清

除率约是传统溶剂"*"E甲醇$萃取物的 !7, 倍% 经初步鉴定!F-J $' 萃取物中抗氧化活性成分

主要为 3!4 $二甲氧基$& $甲基苯基戊酸'苏葛三醇'肉桂酸'M[9\0]92'! $M$! $苯乙基 $

#
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++黑种草子为毛茛科植物腺毛黑种草"E&F155(

F5(8;"5&41$( P\=C;#的干燥成熟种子$主要分布于我

国新疆和云南$是一种维吾尔族和傣族沿用数千年

的习用药材$常用于胸闷气不足%乳肿%乳汁减少%耳

鸣%热淋%石淋%闭经等症$于 #'** 年始被收入/中华

人民共和国药典0中)#*

& 黑种草子含油量为 3"E f

3%E$黑种草子油主要含有挥发油%不饱和脂肪酸

酯%植物甾醇%酚类等成分)!*

$具有抗氧化)3*

%抗

菌)&*

%除臭)4*等生物活性$可治疗多种疾病$如类风

湿性关节炎%哮喘%糖尿病和消化系统疾病等),*

$在

化妆品%食品和保健品等领域具有很好的应用前景&

传统有机溶剂法提取黑种草子油中抗氧化活性物质
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具有溶剂毒性较大%操作过程复杂%提取效率偏低等

缺点& 因此$研究一种绿色环保%简单高效%成本低

廉的提取方法将有利于扩大黑种草子油的资源利用

及开发&

低共熔溶剂"F-J#由 (WW9]]等)**在 !""3 年首

次提出$是一种环境友好的新型绿色溶剂& F-J 是

由氢键受体"季铵盐类等#和氢键供体"多元醇%有

机酸%糖类等#以一定摩尔比混合形成均一稳定的

液体$其熔点明显低于任何单一组分的熔点)%*

&

F-J具有传统有机溶剂不具有的优势$如绿色环

保%可生物降解%溶解性优良%电化学窗口宽等独特

的物理化学性质$且制备方法简单$具有可设计性$

可以通过选择合适的组成和配比来调节其性质)'*

&

近年来$F-J 已经成为绿色化学化工的研究热点$

被广泛应用于无机材料制备%有机合成)#"*

%混合物

分离)##*

%天然产物化学和分析化学)%*等多个领域&

在天然产物化学方面$越来越多的研究利用 F-J 提

取生物体中的活性成分$包括黄酮类)#!*

%酚类)#3*

%

皂苷类)#&*

%多糖类)#4*

%萜类)#,*等化合物的提取&

本文制备了 #3 种F-J$将其用于萃取黑种草子

油中的抗氧化活性物质$通过对不同 F-J 理化性质

的分析初步探讨其萃取机制$开发基于天然 F-J 的

绿色高效萃取技术$并以快速制备色谱法进一步分

离纯化$以超高效液相色谱串联四极杆飞行时间质

谱联用法"UGSR$o$IMPbJ#分析黑种草子油中

的抗氧化活性成分$为黑种草子油在食品%保健品%

化妆品及药物领域的开发应用提供理论基础&

<=材料与方法

#7#+实验材料

#7#7#+原料与试剂

黑种草子油$江西吉安市华天宝中草药生物制

品厂!甜菜碱%#$! $丙二醇%#$3 $丙二醇%#$3 $丁

二醇%#$& $丁二醇%! $甲基 $#$3 $丙二醇%丙三

醇%葡萄糖%三"羟甲基#氨基甲烷%甲醇$(̀ $国药

集团化学试剂有限公司!苹果酸%乙酰丙酸%乳酸%蔗

糖$Ò $([0/0_公司!无水乙醇$Ò $O\=0B=;]公司!

柠檬酸%奎诺二甲基丙烯酸酯"I\929a#$Ò $上海阿

拉丁生化科技股份有限公司!尿素$(̀ $上海麦克林

生化科技有限公司!#$# $二苯基 $! $苦基肼自由

基"FGGH#$HGSR级$梯希爱"上海#化成工业发展

有限公司!去离子水$无锡江大教育文化服务有限

公司&

#7#7!+仪器与设备

P(#,"& 型数显电子分析天平$上海天平仪器

厂!FP$#"#J集热式恒温加热磁力搅拌器$巩义市

予华仪器有限责任公司!gM̀ I-p3 涡旋仪$德国

TL(公司!Lo$3""F-数控超声波清洗器$昆山市

超声仪器有限公司!4&!4 离心机$德国 -XX=;[9\:公

司! -̀$4!((旋转蒸发器$上海亚荣生化仪器厂!

XH计$瑞士 b=]]2=\$I92=[9公司!Ug$#%"" 紫外>

可见分光光度计$翱艺仪器 "上海# 有限公司!

FH̀ $3 旋转流变仪$美国 I(公司!T;:1;1]=!""

G̀M多功能微孔板酶标仪$瑞士 I=80; 公司!T_92=\0

快速制备色谱仪$瑞典 )19]0B=公司!N1892=],*"" 全

反射傅里叶红外光谱仪$美国 IK=\/9P1_K=\公司!

超高效液相色谱串联四极杆飞行时间质谱联用仪$

美国D0]=\_公司&

#7!+实验方法

#7!7#+F-J的制备

将氢键受体%氢键供体和水依次加入样品瓶$于

%"i水浴加热搅拌$直至形成均匀稳定的澄清透明

液体$即F-J& F-J $# 由甜菜碱%#$! $丙二醇和水

以摩尔比 #q3q! 组成!F-J $! 由甜菜碱%#$3 $丙二

醇和水以摩尔比 #q3q! 组成!F-J $3 由甜菜碱%

#$3 $丁二醇和水以摩尔比 #q3q! 组成!F-J $& 由

甜菜碱%#$& $丁二醇和水以摩尔比 #q3q! 组成!

F-J $4 由甜菜碱%! $甲基$#$3 $丙二醇和水以摩

尔比#q3q! 组成!F-J $, 由甜菜碱%丙三醇和水以

摩尔比 #q3q! 组成!F-J $* 由甜菜碱%苹果酸和水

以摩尔比 #q#q4 组成!F-J $% 由甜菜碱%柠檬酸和

水以摩尔比 #q#q4 组成!F-J $' 由甜菜碱%乙酰丙

酸和水以摩尔比 #q3q! 组成!F-J $#" 由甜菜碱%乳

酸和水以摩尔比 #q3q! 组成!F-J $## 由甜菜碱%葡

萄糖和水以摩尔比 #q#q4 组成!F-J $#! 由甜菜碱%

蔗糖和水以摩尔比 #q#q4 组成!F-J $#3 由甜菜碱%

尿素和水以摩尔比 #q#q! 组成&

#7!7!+F-J黏度%XH%红外光谱%极性测定

使用 FH̀ $3 旋转流变仪测定 F-J 在 !" f

,"i范围内黏度随温度变化的曲线&

使用 XH计在室温下检测F-J的 XH&

使用带有(Ì 元件的N1892=],*"" 全反射傅里

叶红外光谱仪测定F-J 在 & """ f44" 8/

$#波数范

围的红外光谱"分辨率 & 8/

$#

$扫描次数 3!#&

参考G01̂0等)'*的方法$使用尼罗红染料作为

溶剂变色探针测定F-J的极性& 制备 # B>S尼罗红

乙醇溶液$&i避光储存$使用时稀释 #" 倍& 将 #""

!

S尼罗红溶液添加到 '""

!

SF-J中$采用紫外>可

见分光光度计在 &"" f*"" ;/波长进行光谱扫描$

记录最大吸收波长& 按下式计算F-J极性"G

Ǹ

#&
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式中'H为普朗克常数!#为光速!E

(

为阿伏加

德罗常数!

%

/0a

为最大吸收波长&

#7!73+基于 F-J 萃取黑种草子油中抗氧化活性

物质

将黑种草子油和制备的 F-J 分别置于水浴锅

中$,"i水浴预热& 取 ! /S离心管$加入 "7% /S

预热的黑种草子油和 "7% /SF-J$充分涡旋振荡$

,"i超声"&" @HA#萃取 3" /1;& 随后将两相混合

物在 #" """ \>/1;下离心 ! /1;$得到F-J萃取物&

#7!7&+基于传统溶剂"*"E甲醇#萃取黑种草子油

中抗氧化活性物质

将黑种草子油置于水浴锅中$,"i水浴加热&

取 ! /S离心管$加入 "7% /S黑种草子油和 "7% /S

*"E甲醇$充分涡旋振荡$,"i超声"&" @HA#萃取

3" /1;& 随后将两相混合物在 #" """ \>/1; 下离心

! /1;$取上清"*"E甲醇萃取物#$旋蒸蒸干$使用

4"E乙醇定容至 "7% /S&

#7!74+萃取物FGGH自由基清除活性测试

FGGH自由基清除活性实验参考 )\0;[ $

D12210/_等)#**的方法& 取 &"

!

S经 4"E乙醇稀释

4" 倍的样品>样品溶剂$加入 #,"

!

SFGGH>FGGH

溶剂$振动 ," _$3*i避光反应 3" /1;$用微孔板酶

标仪于 4#* ;/波长下测定吸光度& 阳性对照为

#!"

!

/92>SI\929a& 通过下式计算 FGGH自由基清

除率"I#&

Ij)-

8

$"-

_

$-

W

#*>-

8

k#""E "!#

式中'-

_

为样品与 FGGH反应后溶液的吸光

度!-

W

为样品与 FGGH溶剂反应后溶液的吸光度!

-

8

为样品溶剂与FGGH反应后溶液的吸光度&

#7!7,+萃取物抗氧化活性成分的分离

以T_92=\0快速制备色谱仪分离萃取物中抗氧

化活性物质& 收集不同流分$减压旋蒸至干后分别

以无水乙醇定容至 #" /S$测定各流分的 FGGH自

由基清除活性&

色谱条件'反相R

#%

色谱柱"JN(GR

#%

," B#!流

动相溶剂 (为超纯水$)为甲醇$梯度为 " f! Rg

&"E)$! f* Rg*"E)$* f#" Rg%"E)$#" f#3 Rg

'"E)$#3 f#, Rg#""E)!流速 3" /S>/1;!全波长

"!"" f*"" ;/#监测$监测阈值 &" /(U!进样量

#" /S&

#7!7*+萃取物抗氧化活性成分的鉴定

采用UGSR$o$IMPbJ对抗氧化活性较好的

流分进行成分分析&

液相色谱条件')-HR

#%

色谱柱"#4" //k!7#

//$#7*

!

/#!流速 "73 /S>/1;!柱温 &4i!进样量

4

!

S!流动相 (为乙腈$)为 "7#E甲酸水溶液$梯

度为 " f"7# /1; !4E($"7# f!" /1; !4E f'"E

($!" f!4 /1; '"E f#""E($!4 f!* /1; #""E($

!* f!*7# /1; #""E f!4E($!*7# f3" /1; !4E(&

质谱条件'毛细管电压 374 @g$锥孔电压 3" g$

离子源温度 #""i$脱溶剂气温度 &""i$脱溶剂气

流量 *"" S>K$锥孔反吹气流量 4" S>K$碰撞能量

!" =g&

#7!7%+数据处理

萃取物FGGH自由基清除活性实验进行 3 组平

行样测定$利用 JGJJ !!7" 软件对实验数据进行单

因素方差分析"(NMg(#及 FV;80; 检验$分析样本

差异性&

>=结果与讨论

!7#+F-J理化性质

为探索F-J 理化性质和黑种草子油中抗氧化

活性物质萃取效率之间的关系$对按 #7!7# 法以甜

菜碱为氢键受体和不同类型的氢键供体以及少量的

水为体系制备的一系列F-J 的理化性质进行测定$

结果见表 #&

表 <=不同!$J的理化性质

F-J

黏度

"!4i#>

"G0(_#

黏度

","i#>

"G0(_#

XH

"!4i#

G

Ǹ

>

"@Z>/92#

F-J $# "7",4 "7"#% *7&* !#&7"3!

F-J $! "7"4& "7"#% *7"* !##7'*&

F-J $3 "7#", "7"!, *7'4 !#37#"%

F-J $& "7"%3 "7"!4 *7!& !#37#"%

F-J $4 "7#&! "7"3& *7"' !#37&%,

F-J $, "73&, "7",! *74# !"'7!"!

F-J $* "7!"* "7"4! !73' !"37#',

F-J $% "73!, "7#3! !7&" !"!7%,"

F-J $' "7#"& "7"!% 373% !#!7#&!

F-J $#" "7"'4 "7"!' !7&! !"*7'&!

F-J $## "7&,# "7#&3 ,7#& !",7%4"

F-J $#! "7%!! "7!'4 *744 !",7%4"

F-J $#3 "7"*" "7"!" #"7!% !"'7!"!

++由氢键受体"氯化胆碱%甜菜碱等#与氢键供体

"多元醇%有机酸%糖类等#以一定摩尔比组成$经加

热搅拌%真空蒸发%冷冻干燥等方法制备的 F-J 黏

度较高$可能是因为化合物之间组成了很强的氢键

网络$限制了F-J内自由物种的迁移)#%*

$加入少量

的水可以显著降低其黏度$但过量的水会降低其氢

键作用$使萃取效率降低)#'*

& 由表 # 可知$#3 种

,&
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F-J的黏度相差较大$但均随着温度的上升显著降

低& F-J的 XH受氢键供体影响较大$甜菜碱 $多

元醇$水%甜菜碱$糖类$水体系的 F-J 为弱酸性

到弱碱性$甜菜碱 $有机酸 $水体系的 F-J 为酸

性$甜菜碱$尿素$水体系的 F-J 为碱性& F-J 极

性与氢键供体极性大小呈正相关$甜菜碱 $多元

醇$水体系"除F-J $,#和甜菜碱 $乙酰丙酸 $水

体系的 F-J 极性相对较小$甜菜碱 $糖类 $水体

系%甜菜碱$有机酸$水体系和甜菜碱 $尿素 $水

体系的F-J极性相对偏大&

!7!+不同黑种草子油F-J萃取物抗氧化活性比较

FGGH法具有检测时间短%实验可行性强%成本

低等优点$被广泛用于评价化学物质的抗氧化活

性)!"*

& 本实验以 FGGH自由基清除率为指标比较

不同黑种草子油F-J萃取物的抗氧化能力$并与传

统溶剂 *"E甲醇的萃取物对比$结果见图 #&

+注'# f#3 分别为F-J $# fF-J $#3$#& 为 *"E甲醇萃取

物$#4 为 I\929a!不同字母表示存在显著性差异$/h"7"4&

下同

图 <=不同溶剂萃取物的!HHU自由基清除活性

++由图 # 可知$黑种草子油 F-J $' 萃取物抗氧

化活性最强$显著强于 *"E甲醇萃取物$在相同生

药质量浓度"37*% /B>/S#下$F-J $' 萃取物的

FGGH自由基清除率约为 *"E甲醇萃取物的 !7,

倍$可能是因为在 ,"i的萃取温度下$F-J $' 的黏

度为 "7"!% G0(_$较低$利于 F-J $黑种草子油两

相传质$黑种草子油中抗氧化活性物质在低黏度的

F-J中更易于扩散和富集$同时$黑种草子油中抗

氧化活性物质在偏酸性条件下可能更易于溶出$如

F-J $#%F-J $!%F-J $3%F-J $&%F-J $4 和

F-J $#3的黏度虽均与 F-J $' 接近$但它们的 XH

均在 * 以上$所得萃取物的 FGGH自由基清除率均

在 &4E以下$F-J $#3 萃取物的 FGGH自由基清除

率更低$仅为 '73E& 另外$F-J的 XH过低时$也不

利于黑种草子油中抗氧化活性物质的溶出$如

F-J $*$与F-J $, 的黏度和极性相近$但 F-J $*

XH仅为 !73'$可能导致二者萃取物间抗氧化活性

差异显著& 另外$依据极性相似相溶原理$F-J 的

极性对黑种草子油中抗氧化活性物质的萃取率也有

一定的影响& 综上$选择 F-J $' 用于萃取黑种草

子油中抗氧化活性物质&

!73+萃取物中抗氧化活性成分的分离

按 #7!7, 方法使用快速制备色谱仪对 F-J $'

萃取物进行分离纯化$并分别进行 FGGH自由基清

除活性测试$进一步确定抗氧化活性部位$结果见图

! f图 3&

图 >=黑种草子油!$JFQ 萃取物经快速制备

色谱分离所得流分

图 ?=不同流分的!HHU自由基清除活性

++由图 ! 可知$最终收集到 & 个流分$编号依次为

F-J $' $#%F-J $' $!%F-J $' $3%F-J $' $&$经

旋蒸后质量分别为 #"7*'%&,7#%3*7* /B和 #&7*

/B& 其中流分F-J $' $# 经旋蒸后得到无色透明

液体$经红外光谱分析$其红外吸收特征峰与F-J $

' 萃取物未见差异 "见图 &#& 由图 3 可知$流分

F-J $' $3 的 FGGH自由基清除率显著高于流分

F-J $' $#%F-J $' $! 和F-J $' $&$说明萃取物

中抗氧化活性物质主要集中在F-J $' $3& F-J $

' 经快速制备色谱分离纯化黑种草子油F-J萃取物

中分离并回收的抗氧化活性物的回收率为 '473E&

图 @=流分!$JFQ F< 和!$JFQ 的红外光谱图

*&
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!7&+萃取物中抗氧化活性成分的初步鉴别

UGSR$o$IMPbJ 具有高灵敏度%高分辨率

及高质量精度特点$可用于药物代谢分析%天然物鉴

定%代谢组学分析%食品安全分析%环境安全分析%未

知物鉴定等方面)!#*

& 图 4 为流分 F-J $' $3 的

UGSR色谱图&

图 A=流分!$JFQ F? 中抗氧化活性物质的VHGO

谱图#

"

S>AB 1*$

++经o$IMPbJ分析$根据各化合物的相对分子

质量信息和特征吸收波长$并参照文献)!!*对筛选

出的化学成分进行鉴别$结果见表 !& 由表 ! 可知$

初步鉴定出黑种草子油F-J $' 萃取物中的抗氧化

活性成分主要为 3$4 $二甲氧基 $& $甲基苯基戊

酸%苏葛三醇%肉桂酸%M[9\0]92%! $M$! $苯乙基$

#

$D$吡喃葡萄糖苷%百里醌%藏花酸%鼠尾草酸&

其中 , 号峰百里醌为流分 F-J $' $3 中的主要物

质& 以快速制备色谱仪对 *"E甲醇萃取物在相同

的色谱条件下进行了分离纯化$再进行 UGSR$o$

IMPbJ分析$结果发现$两种溶剂所得萃取物的化

学组成非常相似$但鉴别出来的活性成分含量不同$

F-J $' 可以更高效地萃取出黑种草子油中的抗氧

化活性物质&

表 >=VHGOFWFL"XKJ鉴定的流分!$JFQ F? 中抗氧化活性成分

峰号 保留时间>/1; 化合物 化学式 6>7 质谱峰

# !74' 3$4 $二甲氧基$& $甲基苯基戊酸 R

#&

H

!"

M

&

!*"7#*3 ,

beNH

&

! &7&* 苏葛三醇 R

#4

H

!&

M

3

!*"7!"* '

beNH

&

3 47!' 肉桂酸 R

'

H

%

M

!

#&'7",! 4 beH

& ,7"# M[9\0]92

R

#*

H

#%

M

4

3"37#!! ' beH

4 %7#3 ! $M$! $苯乙基$

#

$D$吡喃葡萄糖苷 R

#&

H

#%

M

*

!''7##* * beH

, ##7&& 百里醌 R

#"

H

#!

M

!

#,47"', # beH

* #&7*" 藏花酸 R

!"

H

!&

M

&

3!'7#*, ' beH

% #4743 鼠尾草酸 R

!"

H

!%

M

&

3337!"* # beH

?=结=论

本文制备了 #3 种低共熔溶剂"F-J#用于分离

黑种草子油中抗氧化活性物质& 对比 #3 种 F-J 的

分离效果$结果发现$不同 F-J 从黑种草子油中萃

取抗氧化活性物质的能力存在明显差异$由于

F-J $'"甜菜碱 $乙酰丙酸 $水$摩尔比#q3q!#具

有黏度低%XH偏酸性%极性较小的理化特性$在所选

的 #3 种甜菜碱基低共熔溶剂中$最适合萃取黑种草

子油中的抗氧化活性物质$在相同生药质量浓度

"37*% /B>/S#下$其对FGGH自由基的清除率约是

传统溶剂"*"E甲醇#萃取物的 !7, 倍& 经 UGSR$

o$IMPbJ初步鉴定$F-J萃取物中抗氧化活性成

分主要为 3$4 $二甲氧基$& $甲基苯基戊酸%苏葛

三醇%肉桂酸%M[9\0]92%! $M$! $苯乙基 $

#

$D$

吡喃葡萄糖苷%百里醌%藏花酸%鼠尾草酸&
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