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摘　要 : 利用微波辅助萃取 (MAE)技术对何首乌中磷脂类化合物的萃取条件进行研究 , 并通过液相色谱法分

离测定。通过对 MAE影响因素的考察 , 确定萃取溶剂为氯仿 -甲醇 (体积比 1 ∶2)的混合溶剂 , 固液比为

1 ∶20, 萃取时间 15 m in, 温度 45 ℃。在 HPLC中 , 采用 Nucleosil 10025硅胶色谱柱 (250 mm ×416 mm i1d1,
5μm) , 甲醇为流动相 , 流速 018 mL /m in, 进样量 15μL, 蒸发光散射检测器。
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Ab s trac t: Phospholip ids in Polygonum m ultif lorum Thunb were extracted using m icrowave assisted

extraction (MAE ) and then analyzed by high performance liquid chromatography ( HPLC ) in this

study. In MAE, chloroform - methanol(1 ∶2, by volume) was selected as the extraction solventwith

the solid to liquid ratio of 1 ∶20, extraction time of 15 m in and the temperature of 45 ℃. Phospho2
lip ids were separated on a Nuclesil 10025 column (250 mm ×416 mm i1d1, 5μm ) with methanol as

the mobile phase at a flow rate of 018 mL /m in and detected by a evaporative light2scattering detector.

The method was effective and suitable for quality control of Polygonum m ultif lorum Thunb and related

p reparations.

Key wo rd s: m icrowave assisted extraction; high performance liquid chromatography; Polygonum

m ultif lorum Thunb; phospholip ids

何首乌为蓼科植物 Polygonum m ultif lorum Thunb的干燥块根 , 是一味传统的滋补良药。何首乌中所

含的磷脂类化合物是其有效成分之一 , 在抗衰老、降血脂、调节神经和智力开发方面有重要作用 [ 1 ]。

常见的磷脂类化合物的提取方法有回流法 [ 2 - 3 ]、超声波提取法 [ 4 ]、超临界提取法 [ 5 - 6 ]等 , 微波萃取法

很少见报道。微波辅助萃取技术 (MAE)具有选择性高、操作时间短、溶剂消耗少、有效成分收率高的

特点 , 已被成功运用于药材的浸出、中药活性成分的提取方面 [ 7 - 8 ]。

本文采用高效液相色谱 /蒸发光散射分离测定了 4种磷脂类化合物 , 结合 MAE, 建立了 MAE /

HPLC法分析磷脂类化合物的新方法 , 并成功应用于实际样品的分析 , 为有效利用何首乌提供了依据。

1　实验部分

111　仪器与试剂

MDS22002AT型微波消解 /萃取仪 (上海新仪微波化学科技有限公司 ) ; W aters 2695高效液相色谱仪
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(美国 W aters公司 ) , A lltech ELSD 2000蒸发光散射检测器 (美国 A lltech公司 ) ; Op tima25300DV型电感

耦合等离子体发射光谱仪 (美国 PE公司 ) ; 消解电热板 ; M illi2Q纯水器。
磷脂酰胆碱 ( PC)、溶血磷脂酰胆碱 (LPC)、磷脂酰乙醇胺 ( PE)、磷脂酰甘油 ( PG)标准品均购自

美国 Sigma公司 ; 磷标准溶液 (100 mg/L) ; 氯仿、甲醇、乙酸乙酯 , 均为色谱纯 ; HNO3 (优级纯 ) ; 去

离子水。

何首乌 , 产地四川 , 由安徽亳州永刚饮片厂提供 , 经鉴定符合 2000年版 《中华人民共和国药典》

质量标准。样品粉碎后 , 过 01187 5 mm筛 , 以四分法制得粉状药品 , 50 ℃烘干 48 h, 放置干燥器

中备用。

112　实验方法

11211　色谱条件　色谱柱为 Nucleosil 10025硅胶色谱柱 (250 mm ×416 mm i1d1, 5μm ) ; 甲醇作流动

相 , 流速 018 mL /m in, 等度洗脱 ; 蒸发光散射检测器参数 : 漂移管温度 66 ℃, 气体流速为 118 L /m in;

进样量为 15μL。

11212　 IC P - AES测定总磷脂含量 　准确称取约 110 g何首乌样品于溶样杯中 , 加入一定量萃取溶

剂 , 把溶样杯放入罐体中 , 组装好罐体后放入微波制样系统中 , 插入温度探针 , 设置萃取压力、萃取

时间、温度。萃取完毕后 , 将样品过滤 , 滤液定容至 25 mL。

准确移取 2010 mL提取液于高脚烧杯中 , 置于电热板上 , 挥去有机溶剂 , 加适量浓 HNO3消解。

消解完冷却后用 5% (体积分数 ) HNO3定容至 25 mL, 用 ICP - AES法测定无机磷的含量 (仪器工作参

数 : 检测波长为 2131617 nm, 射频功率为 112 kW , 雾化气流量为 018 L /m in, 辅助气流量为 012 L /m in,

冷却气流量为 15 L /m in, 观测方向为 Axial, 溶液提升量为 115 L /m in) , 再根据公式 [ 9 ]
w (mg/g) =

25 ×10 - 3
x /m (式中 w为总磷脂的含量 , m为样品质量 ( g) , x为磷的质量 (μg) , 25为磷脂转换系数

(以卵磷脂计 ) )换算成总磷脂的含量。

11213　样品制备　准确称取约 110 g何首乌样品于溶样杯中 , 加入 20 mL萃取溶剂 (氯仿与甲醇体积

比为 1 ∶2) , 把溶样杯放入罐体中 , 组装好罐体后放入微波制样系统中 , 插入温度探针。设置萃取压

力为安全压力 (115 MPa) , 萃取时间 15 m in, 温度为 45 ℃。微波萃取完毕后 , 将样品过滤。滤液用体

积为滤液总体积 1 /4的 8 g/L氯化钠溶液萃取 2次 , 收集有机相。将有机相旋转浓缩至近干 , 用甲醇定

容至 10 mL。取样品溶液 3 mL用甲醇稀释至 10 mL, 过 0145μm微孔滤膜 , 待测。

11214　标准溶液的配制　准确称取一定量的 PG、PE、PC、LPC标准品分别置于 2 mL容量瓶中 , 加

甲醇溶解并定容至刻度 , 摇匀 , 得各磷脂化合物标准储备液的质量浓度为 PG: 3188 g/L, PE: 2150 g/L,

PC: 5115 g/L , LPC: 7115 g/L。分别移取一定量的各磷脂类化合物标准储备液于 2 mL容量瓶中 , 用

甲醇定容 , 作为混合标准溶液。

2　结果与讨论

211　MAE条件的选择

21111　萃取溶剂的种类　实验考察了甲醇、乙酸乙酯、氯仿 -甲醇 (体积比 1 ∶1, 1 ∶2, 2 ∶1) 5种

溶剂对微波萃取效率的影响。由实验结果可知 , 以氯仿 -甲醇 (体积比 1 ∶2)混合溶剂对总磷脂萃取率

最高 , 因此选择该混合溶剂为萃取溶剂。

21112　固液比的考察　选择 V氯仿 ∶V甲醇 = 1 ∶2的混合溶剂为萃取溶剂 , 分别考察不同的固液比对何

首乌中总磷脂萃取率的影响 , 结果表明 , 当固液比为 1 ∶20时 , 萃取率较高。

21113　萃取时间的选择　萃取率通常随萃取时间的延长有所增加 , 但当萃取时间达到一定值后 , 再

延长萃取时间 , 萃取率增长幅度很小。固定其它条件 , 分别考察了萃取时间为 5、10、15、20、25、

30 m in时总磷脂的萃取率。当萃取时间为 15 m in时 , 萃取效率高且节约时间 , 故实验选择萃取时间为

15 m in。

21114　微波温度的考察　由于磷脂类化合物在高于 60 ℃时会发生分解 , 且所用萃取溶剂的沸点在 65

℃左右。因此 , 本实验在不改变其它萃取条件的情况下 , 考察 40～60 ℃范围内的萃取率。结果发现最

佳萃取温度为 45 ℃。
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图 1　标准品色谱图
Fig11　Chromatogram s of a m ixed

phospholip id standards
1. PG, 2. PE, 3. PC, 4. LPC

212　HPLC条件的优化

分别考察了甲醇、乙腈、甲醇 -水、乙腈 -水、甲醇 -乙腈 -

水等不同组合及比例的流动相下 4种磷脂类化合物的分离情况 , 最

终选定甲醇为流动相。

分别改变流动相的流速为 014、016、018、110、112 mL /m in,

考察流速的变化对各组分的分离度、信号强度及出峰时间的影响 ,

最后确定甲醇的流速为 018 mL /m in。

在上述优化的色谱条件下 , 磷脂类化合物标准品色谱分离情况

见图 1。

213　标准曲线的绘制

将 “11214”中制备的各磷脂的标准储备液用甲醇稀释 , 配制

成一系列的标准工作液 , 在选定的色谱条件下进行测定。以峰面积

的自然对数 ( Y)对标准溶液浓度的自然对数 (X )进行线性回归 , 得

到各磷脂类化合物的线性方程及相关系数 , 见表 1。

表 1　不同磷脂组分的线性方程和检出限
Table 1　The linear regression equations of different phospholip ids

Phospholip ids L inear rangeρ/ ( g·L - 1 ) Regression equation Correlation coefficient r Detection lim itρ/ (mg·L - 1 )

PG 01038 8～01388 Y = 1138X + 7122 01999 5 117

PE 01050 0～01250 Y = 1144X + 6177 01999 6 215

PC 01010 3～01165 Y = 1153X + 6101 01999 7 514

LPC 01010 3～01343 Y = 1153X + 5171 01999 8 511

图 2　何首乌样品的色谱图
Fig12　Chromatogram s of a Polygonum

m ultif lorum Thumb samp le
1. PE

214　精密度

将 “11214”中配制的混合标准溶液按选定的色谱条件进行测

定 , 重复测定 6次 , 各磷脂类化合物峰面积的 RSD值分别为 PG:

0107% , PE: 0139% , PC: 0181% , LPC: 0105% , 表明该仪器分

析的精密度良好。

215　样品测定

准确称量一定量的何首乌样品按 “11213”的方法处理 , 在

“11211”的色谱条件下进行测定 , 平行测定 6次 , 结果 PE的含量

为 1138 mg/g。样品的色谱图如图 2所示。

216　加标回收率

在何首乌样品中分别加入不同浓度的各磷脂标准溶液 , 按 “11213”的实验方法制备并进行检测 ,

结果见表 2。
表 2　加标回收结果 ( n = 6)

Table 2　Sp iked recoveries of different phospholip ids( n = 6)

Phospholip ids O riginal mO /μg Added mA /μg Found m F /μg Recovery R /% RSD sr / %

PG - 19140, 38180 20126, 36154 104, 94 1123, 0189

PE 41146 40100, 80100 79176, 12011 96, 98 1162, 2107

PC - 16148, 32196 15171, 33165 95, 102 1112, 0194

LPC - 17116, 34132 16162, 35135 97, 103 0197, 1121
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