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摘要： 目的　 通过酸性低共熔溶剂 （ＡＤＥＳ） 水解麦冬提取物以制备鲁斯可皂苷元。 方法　 将氯化胆碱分别与草酸、
乳酸、 顺丁烯二酸、 柠檬酸以不同比例混合， 筛选最优 ＡＤＥＳ 种类。 在单因素试验基础上， 以料液比、 水解温度、 水

解时间为影响因素， 鲁斯可皂苷元得率为评价指标， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化水解工艺。 考察 ＡＤＥＳ 可重复利用

性，１Ｈ⁃ＮＭＲ、１３Ｃ⁃ＮＭＲ 确认产物结构。 结果 　 最佳 ＡＤＥＳ 种类为氯化胆碱⁃顺丁烯二酸 （１ ∶ １）， 最佳条件为含水量

４０％ ， 料液比 １ ∶ ３４， 水解温度 ９１ ℃， 水解时间 ４􀆰 ２ ｈ， 鲁斯可皂苷元得率为 １􀆰 ９１％ 。 上述体系连续使用 ４ 次后， 产

物得率仍可达到 １􀆰 ２６％ 。 结论　 ＡＤＥＳ 水解麦冬提取物时可清洁、 方便地获取鲁斯可皂苷元， 并且该体系展现出良好

的循环使用性能， 有助于提升经济性。
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　 　 鲁斯可皂苷元为螺甾烷醇型甾体皂苷元， 主要来源于

百合科植物麦冬 Ｏｐｈｉｏｐｏｇｏｎ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ （Ｌ． ｆ．） Ｋｅｒ⁃Ｇａｗｌ． 的干

燥块根和天门冬科植物假叶树 Ｒｕｓｃｕｓ ａｃｕｌｅａｔｕｓ Ｌ．［１］ ， 具有

显著的抗肿瘤、 抗炎、 抗氧化等活性［２］ ， 近年来还发现它

对神经损伤和脑缺血再灌注具有潜在保护作用［３］ 。 目前，
含鲁斯可皂苷元的药物和保健品被用于治疗静脉功能不全、
痔疮及血液循环障碍［４⁃５］ ， 并且自从 ２０１０ 年版 《中国药

典》 至今， 麦冬药材、 饮片及其制剂中总皂苷含量均以该

活性成分计［６］ 。
鲁斯可皂苷元作为评价麦冬及相关成方制剂质量的指

标性成分［７⁃９］ ， 市场需求量大， 价格昂贵， 目前通过化学合

成法制备该活性成分较困难， 故大多采用无机酸水解麦冬

总皂苷后再分离纯化获得［１０］ 。 然而， 大量使用高浓度强酸

不仅导致废液排放量大， 还易于产生脱水副产物， 导致鲁

斯可皂苷元得率较低， 而且目标产物的分离纯化操作繁琐。
酸性低共熔溶剂 （ＡＤＥＳ） 作为新一代绿色溶剂体系，

采用天然有机酸或酸性盐作为酸性组分以提供质子参与催

化过程， 具有低挥发性、 高稳定性、 可生物降解等特性，
在制备中药活性成分方面展现出了广阔的发展潜力［１１⁃１４］ 。
因此， 本实验通过 ＡＤＥＳ 水解麦冬提取物获取鲁斯可皂苷

元， 并采用响应面法对该工艺进行优化， 以期为大量获取

该活性成分奠定了基础。
１　 材料

ＨＰ１１００ 型高效液相色谱仪 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； ＫＱ⁃

６００ＤＥ 型超声波清洗器 （昆山市超声仪器有限公司）； ＲＥ⁃
５２Ａ 型旋转蒸发仪 （上海亚荣生化仪器厂）； ＡＬ⁃１０４ 型电

子分析天平 （瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃Ｔｏｌｅｄｏ 公司）； ＤＦ⁃１０１Ｓ 型恒温

加热磁力搅拌器 （巩义予华仪器有限责任公司）； Ａｄｖａｎｃｅ
Ⅱ型 ＮＭＲ （４００ ＭＨｚ， 德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司）。 鲁斯可皂苷元

对照品 （纯度 ９８􀆰 ０％ ， 批号 １１１９０９⁃２０１９０６， 中国食品药品

检定研究院）； 麦冬提取物 （总皂苷含量 ４􀆰 ７６％ ， 成都普

非德生物技术有限公司提供）。 乙腈为色谱纯 （美国

ＯｍｎｉＧｅｎｅ ＬＬＣ 公司）； 氯化胆碱、 草酸、 顺丁烯二酸、 乳

酸、 柠檬酸均为分析纯 （上海麦克林生化科技有限公司、
国药集团上海化学试剂有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 色谱条件 　 参照文献 ［ １５］ 报道， Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ
Ｓｈｉｅｌｄ ＲＰ Ｃ１８色谱柱 （１５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ３􀆰 ５ μｍ）； 流动相

乙腈⁃水 （ ６５ ∶ ３５）， 等度洗脱 １５ ｍｉｎ； 体积流量 ０􀆰 ８
ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２０５ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ２　 线性关系考察 　 称取鲁斯可皂苷元对照品 ４􀆰 ８０ ｍｇ，
甲醇溶解并定容至 １０􀆰 ０ ｍＬ， 制成质量浓度为 ０􀆰 ４８０ ｍｇ ／ ｍＬ
的贮备液， 二倍稀释法依次稀释至 ０􀆰 ２４０、 ０􀆰 １２０、 ０􀆰 ０６０、
０􀆰 ０３０、 ０􀆰 ０１５、 ０􀆰 ００７ ５、 ０􀆰 ００３ ７５ ｍｇ ／ ｍＬ， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔

滤膜过滤， 取续滤液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定。
以对照品质量浓度为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ）
进行回归。
２􀆰 ３　 水解工艺　 将氯化胆碱与有机酸 （草酸、 乳酸、 顺丁
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烯二酸、 柠檬酸） 按一定比例混合， 在 ８０ ℃下搅拌 １ ｈ，
形成均一透明液体， 加入适量水制成 ＡＤＥＳ 溶液。 精密称

取麦冬提取物 ０􀆰 １００ ｇ， 置于离心管中， 加入一定体积

ＡＤＥＳ 溶液， 涡旋振荡混匀， 在一定温度下恒温水浴或油

浴水解一段时间， 冰浴终止反应。
２􀆰 ４　 单因素试验　 以鲁斯可皂苷元得率 ［公式为 Ｙ ＝ （Ｃｊ×
Ｖｊ×Ｄｊ） ／ ｍ×１００％ ， 其中 Ｙ 为得率， Ｃｊ 为鲁斯可皂苷元质

量浓度， Ｖｊ 为供试品溶液体积， Ｄｊ 为稀释倍数， ｍ 为麦冬

提取物质量］ 为指标， 分别考察不同 ＡＤＥＳ 体系 ［氯化胆

碱⁃柠檬酸 （１ ∶ １）、 氯化胆碱⁃乳酸 （１ ∶ １）、 氯化胆碱⁃乳
酸 （１ ∶ ２）、 氯化胆碱⁃草酸 （１ ∶ １）、 氯化胆碱⁃草酸 （１ ∶
２）、 氯化胆碱⁃顺丁烯二酸 （ １ ∶ １） ］、 ＡＤＥＳ 含水量

（１０％ 、 ２０％ 、 ３０％ 、 ４０％ 、 ５０％ 、 ６０％ 、 ７０％ ）、 料 液 比

（１ ∶ １０、 １ ∶ ２５、 １ ∶ ５０、 １ ∶ ７５）、 水解温度 （７０、 ８０、 ９０、
１００、 １１０ ℃）、 水 解 时 间 （ １􀆰 ０、 ２􀆰 ０、 ３􀆰 ０、 ４􀆰 ０、 ５􀆰 ０、
６􀆰 ０ ｈ） 对水解效果的影响。
２􀆰 ５　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法　 在单因素试验基础上， 选择

水解时间 （Ａ）、 水解温度 （Ｂ）、 料液比 （Ｃ） 作为影响因

素， 鲁斯可皂苷元得率 （ Ｙ） 为评价指标， 采用 Ｄｅｓｉｇｎ⁃
Ｅｘｐｅｒｔ ｖ１３􀆰 ０ 软件进行设计， 包括三水平三中心点， 共 １７
组试验， 因素水平见表 １。

表 １　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法因素水平

因素
水平

－１ ０ １
Ａ 料液比 １ ∶ １０ １ ∶ ２５ １ ∶ ４０

Ｂ 水解时间 ／ ｈ ３ ４ ５
Ｃ 水解温度 ／ ℃ ８０ ９０ １００

２􀆰 ６　 可重复利用性考察　 水解工艺完成后加入一定量水，
使鲁斯可皂苷元从 ＡＤＥＳ 中析出， 过滤反应液， 用水洗涤

滤渣， 合并滤液， 减压旋蒸除去水分， 再水解提取物。
２􀆰 ７　 水解产物结构鉴定　 取 “２􀆰 ６” 项下滤渣， 加入少量

二氯甲烷溶解， 载入硅胶柱进行层析， 以石油醚⁃二氯甲

烷⁃甲醇 （１０ ∶ １０ ∶ １） 洗脱， 并以其为展开剂进行 ＴＬＣ 定

性鉴别， １０％ 硫酸乙醇显色并收集目标流分， 减压回收洗

脱剂， 乙醇重结晶， 采用 ＨＰＬＣ⁃ＵＶ 法检测纯度。 再将产物

溶于 ＤＭＳＯ⁃ｄ６ 中， 以三甲基硅烷 （ ＴＭＳ） 为内标， 通

过１Ｈ⁃ＮＭＲ （４００ ＭＨｚ）、１３ Ｃ⁃ＮＭＲ （１０１ ＭＨｚ） 对其结构进

行鉴定。
２􀆰 ８　 统计学分析 　 所有实验均重复 ３ 次， 数据以 （ ｘ± ｓ）
表示， 通 过 ＳＰＳＳ ２７􀆰 ０ 软 件 进 行 单 因 素 方 差 分 析

（ＡＮＯＶＡ）， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。 若存在显

著性差异， 则通过 Ｄｕｎｃａｎ 多重范围检验进行多重比较。
３　 结果

３􀆰 １　 线性关系考察 　 方程为 Ｙ ＝ ８􀆰 ８８５ ４Ｘ＋４９􀆰 ８３１ （Ｒ２ ＝
０􀆰 ９９９ ５）， 在 ３􀆰 ７５×１０－３ ～ ０􀆰 ４８０ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良

好。 如图 １ 所示， 提取物水解后转化为目标成分鲁斯可皂

苷元， 与其他成分分离度良好 （＞１􀆰 ５）。
３􀆰 ２　 单因素试验

图 １　 鲁斯可皂苷元 （Ａ）、 麦冬提取物水解产物 （Ｂ）
ＨＰＬＣ 色谱图

３􀆰 ２􀆰 １　 ＡＤＥＳ 体系　 如图 ２ 所示， 各体系均可水解提取物

并生成鲁斯可皂苷元， 其中氯化胆碱⁃顺丁烯二酸 （１ ∶ １）
得率最高。 研究表明， 影响 ＡＤＥＳ 水解效果的因素主要为

氢键供体 （ＨＢＤ） 酸性强弱及其与麦冬皂苷相互作用方

式［１６］ ， 本实验所用有机酸的酸性依次为草酸＞顺丁烯二酸＞
柠檬酸＞乳酸， 而 １ ∶ １ 比例下以不同 ＨＢＤ 制成的 ＡＤＥＳ 水

解得率依次为顺丁烯二酸＞草酸＞柠檬酸＞乳酸。 另外， 虽

然 ＨＢＤ 酸性更强、 Ｈ＋浓度更高时可更快速断裂麦冬皂苷

的糖苷键， 但过度酸化可能导致所产生的鲁斯可皂苷元脱

水而形成副产物， 故最终确定为氯化胆碱⁃顺丁烯二酸

（１ ∶ １）。

图 ２　 ＡＤＥＳ 体系对鲁斯可皂苷元得率的影响

３􀆰 ２􀆰 ２　 ＡＤＥＳ 含水量　 如图 ３Ａ 所示， 随着 ＡＤＥＳ 含水量增

加鲁斯可皂苷元得率先升高， 为 ４０％ 时达到最大值， 可能

与水对溶剂结构、 极性和反应介质的影响有关， 适量水分

子可破坏 ＡＤＥＳ 中过强的氢键， 降低体系黏度， 改善溶剂

流动性和渗透性， 使麦冬皂苷与酸性位点充分接触， 水解

效率提高； 但前者进一步增加时后者反而逐步降低， 这可

能是因为一方面过量水可能完全破坏 ＡＤＥＳ 固有氢键结构，
使其退化为常规水溶液， 而另一方面顺丁烯二酸的酸性被
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稀释， 导致麦冬皂苷糖苷键断裂不充分［１７］ ， 故最终确定

为 ４０％ 。
３􀆰 ２􀆰 ３　 料液比　 如图 ３Ｂ 所示， 随着料液比增加， 鲁斯可

皂苷元得率先升高后稳定， 这可能是因为大量溶剂稀释反

应体系， 降低麦冬皂苷分子之间的空间位阻， 促进其与

ＡＤＥＳ 接触， 加速糖苷键断裂； 另一方面， 料液比较低时，
鲁斯可皂苷元可能因浓度过高而发生聚集， 阻碍反应发生，
而增加溶剂体积可降低局部产物浓度， 推动反应正向进

行［１７］ ， 考虑到反应经济性， 最终确定为 １ ∶ ２５。
３􀆰 ２􀆰 ４　 水解温度　 如图 ３Ｃ 所示， 随着水解温度增加， 鲁

斯可皂苷元得率先升高， 为 ９０ ℃时达到最大值， 但前者进

一步增加时后者反而逐步降低， 这可能是因为鲁斯可皂苷

元结构在高温下不稳定而发生热降解［１８］ ； 另一方面 ＡＤＥＳ
体系中顺丁烯二酸在高温下也可能发生分解， 导致催化效

率降低， 故最终确定为 ９０ ℃。
３􀆰 ２􀆰 ５　 水解时间　 如图 ３Ｄ 所示， 随着水解时间延长， 鲁

斯可皂苷元得率先升高， 为 ４􀆰 ０ ｈ 时达到最大值， 但前者

进一步增加时后者反而逐步降低， 这可能是因为在水解反

应后期随着目标产物积累， 副反应速率逐渐加快， 而主反

应速率随着底物麦冬皂苷消耗逐渐降低， 综合考虑得率和

操作时间， 最终确定为 ４􀆰 ０ ｈ。

图 ３　 各因素对鲁斯可皂苷元得率的影响

３􀆰 ３　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法　 结果见表 ２。
　 　 对表 ２ 数据进行拟合， 得方程为 Ｙ ＝ １􀆰 ８５＋０􀆰 ２４８ ３Ａ＋
０􀆰 １２２ ８Ｂ＋ ０􀆰 １１１ ３Ｃ＋ ０􀆰 ０１８ ３ＡＢ＋ ０􀆰 ００２ ９ＡＣ－ ０􀆰 ０６８ ８ＢＣ－
０􀆰 ２００ ６Ａ２－０􀆰 ７０４ ２Ｂ２－０􀆰 ２７７ ４Ｃ２， 方差分析见表 ３。 由此可

知， 模型 Ｐ＜０􀆰 ０１， 具有高度显著性； 失拟项 Ｐ＞０􀆰 ０５， 表

明模型拟合良好； Ｒ２ 和调整 Ｒ２ 分别为 ０􀆰 ９９７ ６、 ０􀆰 ９９４ ５，
表明实测值与预测值具有高度一致性。
　 　 响应面分析见图 ４， 可知响应曲面在水解温度与水解

时间两侧较陡峭， 表明它们均对鲁斯可皂苷元得率具有较

大影响， 而且其等高线图呈椭圆形， 即交互作用显著； 响

应曲面在水解温度与料液比、 水解时间与料液比两侧也较

陡峭， 表明它们对鲁斯可皂苷元得率也具有较大影响， 但

其交互项的等高线图均呈近圆形， 即交互作用不显著。 最

　 　 　 表 ２　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法设计与结果

试验号 Ａ 料液比 Ｂ 水解温度 ／ ℃ Ｃ 水解时间 ／ ｈ
Ｙ 鲁斯可皂苷

元得率 ／ ％
１ １ ∶ ２５ ８０ ３ ０􀆰 ５６６
２ １ ∶ ４０ ８０ ４ １􀆰 ０６
３ １ ∶ ２５ ９０ ４ １􀆰 ８５
４ １ ∶ ２５ ９０ ４ １􀆰 ８５
５ １ ∶ ２５ ９０ ４ １􀆰 ８７
６ １ ∶ ４０ ９０ ５ １􀆰 ７０
７ １ ∶ １０ １００ ４ ０􀆰 ７８５
８ １ ∶ ４０ １００ ４ １􀆰 ３７
９ １ ∶ ２５ １００ ５ １􀆰 ０２
１０ １ ∶ ２５ ９０ ４ １􀆰 ８５
１１ １ ∶ １０ ９０ ５ １􀆰 ２４
１２ １ ∶ １０ ９０ ３ １􀆰 ０４
１３ １ ∶ ２５ ８０ ５ ０􀆰 ９３９
１４ １ ∶ １０ ８０ ４ ０􀆰 ５５２
１５ １ ∶ ２５ １００ ３ ０􀆰 ９２６
１６ １ ∶ ４０ ９０ ３ １􀆰 ４８
１７ １ ∶ ２５ ９０ ４ １􀆰 ８０

表 ３　 方差分析结果

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ３􀆰 ５１ ９ ０􀆰 ３９０ ５ ３２３􀆰 ３７ ＜０􀆰 ０００ １
Ａ ０􀆰 ４９３ ２ １ ０􀆰 ４９３ ２ ４０８􀆰 ４４ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ ０􀆰 １２０ ６ １ ０􀆰 １２０ ６ ９９􀆰 ８６ ＜０􀆰 ０００ １
Ｃ ０􀆰 ０９９ １ １ ０􀆰 ０９９ １ ８２􀆰 ０５ ＜０􀆰 ０００ １
ＡＢ ０􀆰 ００１ ３ １ ０􀆰 ００１ ３ １􀆰 １１ ０􀆰 ３２６ ７
ＡＣ ０ １ ０ ０􀆰 ０２８ ６ ０􀆰 ８７０ ４
ＢＣ ０􀆰 ０１９ １ ０􀆰 ０１９ １５􀆰 ７ ０􀆰 ００５ ４
Ａ２ ０􀆰 １６９ ４ １ ０􀆰 １６９ ４ １４０􀆰 ２５ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ２ ２􀆰 ０９ １ ２􀆰 ０９ １ ７２９􀆰 １３ ＜０􀆰 ０００ １
Ｃ２ ０􀆰 ３２４ １ １ ０􀆰 ３２４ １ ２６８􀆰 ３６ ＜０􀆰 ０００ １

残差 ０􀆰 ００８ ５ ７ ０􀆰 ００１ ２ — —
失拟项 ０􀆰 ００５ ８ ３ ０􀆰 ００１ ９ ２􀆰 ９７ ０􀆰 １６０ １
纯误差 ０􀆰 ００２ ６ ４ ０􀆰 ０００ ７ — —
总和 ３􀆰 ５２ １６ — — —

终确定， 最优工艺为料液比 １ ∶ ３４􀆰 ３７， 水解时间 ４􀆰 １９ ｈ，
水解温度 ９０􀆰 ８６ ℃， 鲁斯可皂苷元得率为 １􀆰 ８７％ ， 根据实

际可操作性， 将其修正为料液比 １ ∶ ３４， 水解时间 ４􀆰 ２ ｈ，
水解温度 ９１ ℃。
３􀆰 ４　 验证试验　 按上述优化工艺进行 ３ 批验证试验， 测得

鲁斯可皂苷元平均得率为 （ １􀆰 ９１ ± ０􀆰 ０３）％ ， 与预测值

１􀆰 ８７％ 接近， 表明该工艺稳定可行。
３􀆰 ５　 可重复利用性　 如图 ５ 所示， 随着 ＡＤＥＳ 重复使用次

数增加， 鲁斯可皂苷元得率逐渐降低， 但 ４ 次时仍为

１􀆰 ２６％ ， 达到第 １ 次的 ６５􀆰 ８％ ， 表明氯化胆碱⁃顺丁烯二酸

在较高温度下 （９１ ℃） 具有较好的重复利用性， 是一种性

能良好的绿色催化剂。 在 ＡＤＥＳ 反复利用过程中， 鲁斯可

皂苷元得率降低的原因可能包括 （１） 反应副产物 （如糖

类、 脱水苷元） 在体系中逐渐积累， 通过物理吸附或化学

键合作用来占据催化活性位点， 导致后续反应中催化效率
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注： Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 Ｙ 分别为料液比、 水解温度、 水解时间、 鲁斯可皂苷元得率。

图 ４　 各因素响应面图

明显降低； （２） 酸性组分在催化过程中发生不可逆化学转

化， 原有氢键供体与受体之间的配位环境遭到破坏， 这种

结构变化往往表现为溶剂氢键网络的重排和部分解离， 进

而影响溶剂体系的稳定性和催化活性； （３） 催化过程中质

子被持续消耗， 导致酸性氢键供体的解离平衡发生偏移，
不仅降低体系酸性强度， 还可能改变溶剂对特定底物的选

择性。

图 ５　 氯化胆碱⁃顺丁烯二酸重复利用次数对

鲁斯可皂苷元得率的影响

３􀆰 ６　 水解产物结构鉴定　 将 ＡＤＥＳ 水解提取物所得产物经

硅胶柱层析分离纯化， 并经重结晶， 得到白色针状结晶，
ＨＰＬＣ⁃ＵＶ 检测其纯度≥９５％ 。

１Ｈ⁃ＮＭＲ （４００ ＭＨｚ， ＤＭＳＯ⁃ｄ６） δ： ０􀆰 ７４ （３Ｈ， ｓ， Ｈ⁃
１８）， ０􀆰 ９４ （ ３Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ６􀆰 ５ Ｈｚ， Ｈ⁃２７）， １􀆰 ０１ （ ３Ｈ， ｄ，
Ｈ⁃１９）， ３􀆰 １９～３􀆰 １０ （１Ｈ， ｍ， Ｈ⁃２１）， ３􀆰 ７９ （１Ｈ， ｄｄ， Ｊ ＝
２􀆰 ７ Ｈｚ、 ８􀆰 ５ Ｈｚ， Ｈ⁃３）， ５􀆰 ４２ （ １Ｈ， ｄ， Ｊ ＝ ５􀆰 ４ Ｈｚ， Ｈ⁃
６）；１３Ｃ⁃ＮＭＲ （１０１ ＭＨｚ， ＤＭＳＯ⁃ｄ６） δ： ７７􀆰 １ （Ｃ⁃１）， ４３􀆰 ０
（Ｃ⁃２）， ６７􀆰 １ （ Ｃ⁃３）， ４２􀆰 ８ （ Ｃ⁃４）， １４０􀆰 １ （ Ｃ⁃５）， １２３􀆰 ８
（Ｃ⁃６）， ３２􀆰 １ （ Ｃ⁃７）， ３１􀆰 ９ （ Ｃ⁃８）， ５０􀆰 ７ （ Ｃ⁃９）， ４２􀆰 ５
（ Ｃ⁃１０ ）， １７􀆰 ５ （ Ｃ⁃１１ ）， ３９􀆰 ９ （ Ｃ⁃１２ ）， ３２􀆰 ６ （ Ｃ⁃１３ ），
５６􀆰 ４ （ Ｃ⁃１４ ）， ２６􀆰 ９ （ Ｃ⁃１５ ）， ８０􀆰 ７ （ Ｃ⁃１６ ）， ６２􀆰 ４ （ Ｃ⁃
１７）， １６􀆰 ４ （ Ｃ⁃１８）， １３􀆰 ６ （ Ｃ⁃１９）， ４２􀆰 １ （ Ｃ⁃２０）， １５􀆰 ０
（Ｃ⁃２１ ）， １０９􀆰 ３ （ Ｃ⁃２２ ）， ２６􀆰 １ （ Ｃ⁃２３ ）， ２３􀆰 ６ （ Ｃ⁃２４ ），
２５􀆰 ９ （Ｃ⁃２５）， ６４􀆰 ７ （Ｃ⁃２６）， １６􀆰 ６ （Ｃ⁃２７）， 以上数据与文

献 ［１９⁃２０］ 报道基本一致， 故鉴定为鲁斯可皂苷元。

４　 讨论与结论

与化学合成法及传统酸水解相比， ＡＤＥＳ 污染低， 操

作简便， 具有绿色环保、 经济性好等诸多优点。 另外， 本

实验连续使用 ＡＤＥＳ 体系 ４ 次后， 鲁斯可皂苷元得率仍可

达 １􀆰 ２６％ （第 １ 次水解时为 １􀆰 ９１％ ）， 表现出良好的可重

复利用性。
中药所含的苷元类活性成分较多， 包括薯蓣皂苷元、

淫羊藿素、 黄芩素等， 近年来备受关注， 其绿色制备技术

是当下研究热点之一。 本实验通过 ＡＤＥＳ 水解麦冬提取物

以获取鲁斯可皂苷元， 并采用响应面法优化该工艺，１Ｈ⁃
ＮＭＲ、１３Ｃ⁃ＮＭＲ 确定产物结构， 取得了理想的效果， 表明该

技术从中药提取物中获取该类成分具有良好的发展潜力。
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摘要： 目的　 优化僵蚕醇溶蛋白质制备血管紧张素转换酶 （ＡＣＥ） 抑制肽工艺。 方法　 以菠萝蛋白酶为工具酶， 在

单因素试验基础上， 以酶解时间、 酶解 ｐＨ、 酶解温度、 酶底比为影响因素， 酶解产物 ＡＣＥ 抑制率为评价指标，
Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化制备工艺， 并对酶解产物进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析、 分子量分布检测及 ＩＣ５０测定。 结果 　 最

优条件为酶底比 ６􀆰 １％ ， 酶解温度 ５０􀆰 ０ ℃， 酶解时间 ７２􀆰 ０ ｍｉｎ， 酶解 ｐＨ ６􀆰 ３４， 酶解产物 ＡＣＥ 抑制率为 ８０􀆰 ４３％ ，
ＩＣ５０为 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ。 在酶解产物中， ７６􀆰 ４５％ 肽段的分子量低于 ５００ Ｄａ。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于制备高活性

ＡＣＥ 抑制肽， 为僵蚕治疗高血压、 高血脂的药效物质基础研究提供依据， 也为其他动物类药材蛋白质的开发应用

提供思路。
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　 　 僵蚕具有息风止痉、 祛风止痛、 化痰散结等功效， 临

床常用于治疗肝风夹痰、 惊痫抽搐、 小儿急惊等症状［１］ 。
周仲瑛、 朱良春等名老中医的临床实践表明， 僵蚕可治疗

高血压高血脂或其所致头胀痛剧烈、 视物模糊、 目赤抽搐、
呕吐烦躁、 神志不清［２⁃３］ ， 但由于其现有化学成分研究存在

局限性， 治疗高血压的有效物质尚未被揭示［４⁃５］ 。
血管紧张素转化酶 （ＡＣＥ） 可促血管紧张素Ⅱ生成，

并使缓激肽失活， 导致血压升高， 故抑制其活性可有效防

治高血压及相关疾病［６⁃７］ 。 研究表明， 酸性蛋白酶、 风味蛋

白酶、 碱性蛋白酶等可水解中华鳖、 仿刺参、 玉米胚芽、
南极磷虾、 核桃粕、 桑叶、 牡丹籽、 酸枣仁等来源蛋白质，
释放 ＡＣＥ 抑制肽， 为开发安全有效、 低副作用的相关抑制

剂提供了重要思路［８⁃１６］ 。 由于僵蚕可溶性蛋白质是否含有

ＡＣＥ 抑制肽尚无研究， 本实验探讨以菠萝蛋白酶水解僵蚕

醇溶蛋白质制备 ＡＣＥ 抑制肽的可行性， 并优化其制备工

艺， 以期为其他动物类药材蛋白质的开发应用提供思路。
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