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正交试验法优选鹰嘴豆种子中鹰嘴豆芽素A的

提取工艺

田春元

(孝感学院生命科学技术学院，湖北 孝感      432000)

摘   要：目的：优选鹰嘴豆种子中鹰嘴豆芽素A的提取工艺。方法：采用正交试验法，以鹰嘴豆种子中鹰嘴豆

芽素A的含量为指标进行试验。 结果：优选出从鹰嘴豆种子中提取鹰嘴豆芽素A的最佳工艺：10倍于生药量的 95%

乙醇溶液热回流提取两次，每次 1.5h。 结论：该工艺可提高鹰嘴豆种子中鹰嘴豆芽素A的提取率和纯度，而且

方便、安全、无毒、成本低、效率高，可在大规模生产鹰嘴豆芽素 A 时推广应用。另外，本研究还建立了一

种新的快速、准确检测鹰嘴豆种子中鹰嘴豆芽素 A的 RP-HPLC方法。
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Orthogonal Array Design for Optimization of Extraction of Biochanin A from Chickpea Seed
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Abstract ：Orthogonal array design was used to optimize hot ethanol reflux extraction of biochanin A from chickpea (Cicer

arietinium L.) seed in this study. Results showed that an optimal compromise between biochanin A yield and purity was achieved

by two-time extraction at a material/liquid ratio of 1:10 for 1.5 h each time. This extraction method, thanks to its convenience,

safety, low cost and high efficiency, can be popularized for the large-scale production. Moreover, based on optimized hot

ethanol reflux extraction, a RP-HPLC method was developed for rapid and accurate determination of biochanin A from chickpea

seed.
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鹰嘴豆中有多种具有生物活性的成分，如亚油酸有

抗肿瘤、抗氧化、降低动物和人体胆固醇以及甘油三

酯和低密度脂蛋白胆固醇、抗动脉粥样硬化、提高免

疫力、提高骨骼密度、防治糖尿病等多种重要生理功

能 [ 1 ]；在鹰嘴豆发芽种子的胚芽部分含有异黄酮类成

分：鹰嘴豆芽素 A ( b i o c h a n i n  A )、鹰嘴豆芽素 B

(biochanin B 或 formononetin)、鹰嘴豆芽素 C(biochanin

C)以及高丽槐素等多种异黄酮成分[1-4](图 1)。特别是鹰嘴

豆芽素 A，是鹰嘴豆中的一种主要的异黄酮成分，有

多方面重要的生物活性，如抗癌，尤其是与性腺相关

的癌症，如乳腺癌[ 5 -1 0 ]、前列腺癌[ 1 1 - 1 5 ]等，抗骨质疏

松[16]，抗氧化[17-18]，降血脂[16-19]以及雌激素样活性[20-23]

等。而且，在肠道微生物的作用下，鹰嘴豆芽素 A 可

转化为具有更强生物活性的金雀异黄素(genistein)[24-25]。

所以，弄清楚鹰嘴豆芽素A在鹰嘴豆体内的分布及其含

量，并找到一种适合的提取方法，对于鹰嘴豆药材的

深度开发无疑具有重要的意义。

图1   鹰嘴豆芽素A的化学结构

Fig.1   Chemical structure of biochanin A
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本研究采用正交试验法对鹰嘴豆中鹰嘴豆芽素 A的提
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取工艺进行考察，以期找到一种能在生产中大规模提取鹰

嘴豆芽素 A 时安全、无毒、低耗、简便有效的生产方

法，为鹰嘴豆芽素A 的进一步开发利用提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

鹰嘴豆种子购自黑龙江泰来县，经上海中医药大学

中药学院生药教研室周秀佳教授鉴定。

鹰嘴豆芽素A对照品    美国 Sigma公司；甲醇(色

谱纯)；95% 乙醇溶液(分析纯)。

1100高效液相色谱仪  美国安捷伦公司；FA2004N

型电子天平(精确到 0.1g)    上海精密科学仪器有限公司；

AG135型电子天平(精确到 0.01g)    Mettler Toledo公司。

1.2 方法

1.2.1 色谱条件

色谱柱：Hypersil ODS柱(250mm× 4.6mm，5μm)；

流动相：甲醇 -水(72:28，V/V)；流速：1mL/min；柱

温：3 5℃；检测波长：2 5 4 n m。

1.2.2 对照品溶液的配制

精密称取鹰嘴豆芽素 A对照品 2.20mg，用 95%乙

醇溶液定容至 10mL容量瓶中，配制成 0.22mg/mL的标

准溶液。

1.2.3 检测波长的选择

因鹰嘴豆芽素 A 为异黄酮，而一般情况下多数异

黄酮类植物成分只在 250～270nm波长间有一个强吸收

峰[26 ]。因此，本实验选择较常用的 254nm波长作为鹰

嘴豆芽素 A 的检测波长。

1.2.4 检测方法建立

1.2.4.1 标准曲线绘制

取上述对照品标准溶液分别稀释 100倍和 10倍，然

后分别以稀释 100倍的标准溶液 5.0μL和稀释 10倍的标

准溶液 5.0μL以及原标准溶液 1.0、2.0、5.0、10.0μL

进样，按上述色谱条件，测定吸收峰面积。以吸收峰

面积为纵坐标，以对照品进样量(μg)为横坐标作图，绘

制标准曲线。

1.2.4.2 精密度实验

精密吸取同一供试品溶液 2.0μL，重复进样 5次，

按上述色谱条件分别测定吸收峰面积。

1.2.4.3 重现性实验

平行取同一样品 6 份，用 95% 乙醇溶液回流 1h，

过滤，浓缩并定容至 2mL，用 0.45μm微孔滤膜过滤，

精密吸取各份样品续滤液 20.0μL进样，用上述色谱条

件测定吸收峰面积。

1.2.4.4 回收率实验

取同一已知含量的脱脂鹰嘴豆种子粉末，精密称取

6份，分别准确加入一定量的不同质量浓度的鹰嘴豆芽

素 A对照品溶液。按 1.2.4.3节方法制备样品，用上述

色谱条件测定吸收峰面积，并按下式计算平均回收率。

　　    
              加标测得值－样品测得值

回收率 /%＝————————————× 100

　　                        
            加标量

1.2.5 鹰嘴豆芽素 A提取工艺优选

1.2.5.1 提取方法的选择

取鹰嘴豆种子 30g磨成细粉，全部过 40目筛，在

索氏提取器中用石油醚(60～90℃)脱脂；脱脂后置 105℃

电热恒温干燥箱中干燥。精确称取 0.5g和 1.0g干燥至质

量恒定的脱脂鹰嘴豆粉各两份，分别按表 3所列方法制

备样品，提取液过滤浓缩。最后，用 95% 乙醇溶液定

容于 10mL容量瓶中。用上述色谱条件测定各样品的吸

收峰面积，并计算鹰嘴豆芽素 A 的含量。

1.2.5.2 提取工艺的优选

精确称取 2.0g上述干燥至质量恒定的脱脂鹰嘴豆粉

9 份，以乙醇溶液体积分数、乙醇溶液用量、回流提

取时间和次数为考察因素，按 L9(34)正交试验表(表 1)进

行试验，测定鹰嘴豆芽素 A 的含量。

水平
                     因素

A乙醇溶液体积分数/% B乙醇溶液用量 /倍 C提取时间 /h D提取次数

1 75 10 0.5 1

2 85 20 1.0 2

3 95 30 1.5 3

表1   正交试验因素水平表

Table 1   Factors and levels in orthogonal array design for

optimizing compromise between biochanin A yield and purity

under different extraction conditions

2 结果与分析

2.1 标准曲线的绘制

              进样量 /μg
项目

0.011 0.11 0.22 0.44 1.1 2.2

保留时间 /min 7.124 7.142 6.970 6.985 7.014 8.719

峰面积 /mAU 153.98 1004.6 2188.14 4366.61 10336.4 21042.5

表2   标准品的进样量与相应的峰面积

Table 2   Data of injection amount and peak area for preparation

of RP-HPLC standard curve of biochanin A

标准品进样量及相应峰面积测定结果见表 2。回归

方程为 y=9519.5x+40.52，R=0.9999。表明鹰嘴豆芽素 A

进样量在 0.011～2.20μg范围内线性关系良好(图 2)。在
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此基础上，每批样品都采用检测当天通过两点法校正的

标准曲线计算样品中鹰嘴豆芽素 A 的含量。

样品 质量 /g 提取方法 含量 /(μg/g)

1 0.4995 25mL 95%乙醇溶液超声 1h 7.7768

2 1.0025 50mL 95%乙醇溶液热回流 4h 2.7572

3 1.0022 100mL 95%乙醇溶液热回流 4h 4.1866

4 0.5031 25mL甲醇冷浸 48h 5.0807

表3   鹰嘴豆芽素A提取方法比较

Table 3   Comparison of extraction of biochanin A from chickpea

seed by different methods

试验号 A B C D 鹰嘴豆芽素 A含量 /(μg /g)

1 1 1 1 1 1.3457

2 1 2 2 2 0.8926

3 1 3 3 3 2.1102

4 2 1 2 3 1.8218

5 2 2 3 1 2.6115

6 2 3 1 2 1.9227

7 3 1 3 2 4.1068

8 3 2 1 3 3.0062

9 3 3 2 1 2.5718

K1 4.3484 7.2743 6.2746 6.5290

K2 6.3560 6.5102 5.2862 6.9221

K3 9.6848 6.6047 8.8285 6.9382

R 5.3364 0.7641 3.5422 0.4091

表4   鹰嘴豆芽素A提取正交试验结果

Table 4   Arrangement and experimental results of orthogonal

array design for optimizing compromise between biochanin A yield

and purity under different extraction conditions

2.2 精密度实验结果

按色谱条件分别测定 5 次进样的吸收峰面积为

16851.60、16536.20、16159.40、16723.50、16637.90，

计算得 RSD为 1.59%，说明该方法的精密度较好。

2.3 重现性实验结果

用上述色谱条件测定的吸收峰面积分别为 4588.87、

4446.83、4165.68、4318.47、4422.73、4620.23，RSD

为 3 .83%。表明该方法的重现性较好。

2.4 加样回收率实验

用上述色谱条件测定吸收峰面积分别为 1454.78、

1448.08、4412.28、4422.90、4636.61、1474.34，计算

得平均回收率为 92.06%，RSD为 2.46%。平均加样回

收率和 RSD值均在允许范围之内。

2.5 提取方法的选择

由表 3 可知，超声提取效果最好，其次是甲醇冷

浸和用高倍量乙醇热回流，但考虑到生产上大规模提取

时工艺上的可行性以及安全、无毒和成本等因素，选

择用乙醇热回流作为从鹰嘴豆种子中提取鹰嘴豆芽素 A

的提取方法。

2.6 提取工艺的优选

由表 4可知，影响鹰嘴豆芽素A提取的因素主次顺

序为乙醇溶液体积分数＞提取时间＞乙醇溶液用量＞提

取次数。其中，乙醇体积分数和提取时间对鹰嘴豆芽

素A的提取有显著影响，而乙醇溶液用量和提取次数对

鹰嘴豆芽素 A无显著影响。最佳提取条件为 A3B1C3D3，

但由于D3与D2相差甚微，故可取 A3B1C3D2作为从鹰嘴

豆粉中提取鹰嘴豆芽素A的最佳条件，即用 10倍于生药

量的 95%乙醇溶液提取两次，每次 1.5h。这样既可以节

省时间，减少溶媒用量，降低成本提高效率，又可以基

本提尽鹰嘴豆芽素 A。

3 讨  论

3.1 从安全、无毒、成本和效率角度考虑，超声法从

鹰嘴豆粉中提取鹰嘴豆芽素 A 的效果最好，效率最高。

但大规模生产时，恐有工艺上的困难，而要在实验室小

规模制备鹰嘴豆芽素 A 时，超声无疑是最佳方法。

3.2 通过正交试验，对从鹰嘴豆种子粉末中提取鹰嘴

豆芽素 A 的提取工艺进行了筛选，结果显示用 10倍于

生药量的 95%乙醇溶液热回流提取两次，每次 1.5h，提

取效果最好。

3.3 在参考前人[27-31]检测鹰嘴豆芽素A、金雀异黄素等

异黄酮方法的基础上，本实验建立了一种新的快速、准

确检测鹰嘴豆芽素A的RP-HPLC方法，即选择Hypersil

ODS柱 (250mm× 4.6mm，5μm)作为检测鹰嘴豆芽素A

的色谱柱，用甲醇 -水(72:28，V/V)作为流动相，流速

1mL/min，柱温 35℃，检测波长 254nm。该方法精密

度高，重现性和线性关系好，而且保留时间短，流动

相仅为甲醇和水，便宜易得，是一种值得推广的检测

鹰嘴豆芽素 A 的好方法。
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