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摘要　 [目的]确定白骨壤叶中生物碱的提取工艺和初步鉴定该物质的活性。 [方法]以生物碱的提取得率为评价指标,采用正交试验
法,优选超声提取白骨壤中生物碱的工艺,考察乙醇体积分数、超声提取时间、超声提取温度和溶液 pH 对提取工艺的影响。 采用硫酸亚
铁-水杨酸法、DPPH 反应法比较体外清除自由基作用,测定白骨壤叶中总生物碱的抗氧化活性。 [结果]影响白骨壤叶中生物碱提取率
的主要因素是提取溶液 pH,最佳提取工艺条件为乙醇体积分数 70%、提取时间 20

 

min、提取温度 70
 

℃、提取溶液 pH = 3。 优选之后的提
取工艺最佳得率为 14. 12%,方便快捷可行、稳定性好。 清除自由基的强弱为 DPPH 自由基大于羟基自由基。 [结论]该研究为生物碱的
应用提供理论依据。
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Abstract　 [Objective]The

 

research
 

aimed
 

to
 

determine
 

the
 

extraction
 

process
 

of
 

alkaloids
 

in
 

the
 

leaves
 

of
 

Avicennia
 

marina
 

and
 

the
 

prelimina-
ry

 

identification
 

of
 

the
 

activity
 

of
 

the
 

substance.
 

[Method]Taking
 

the
 

extraction
 

rate
 

of
 

alkaloids
 

as
 

the
 

evaluation
 

index,orthogonal
 

experiment
 

was
 

used
 

to
 

optimize
 

the
 

ultrasonic
 

extraction
 

of
 

alkaloids
 

from
 

Avicennia
 

marina.
 

The
 

effects
 

of
 

ethanol
 

volume
 

fraction,
 

ultrasonic
 

extraction
 

time,
 

ultrasonic
 

extraction
 

temperature
 

and
 

solution
 

pH
 

on
 

extraction
 

process
 

were
 

investigated. The
 

antioxidant
 

activity
 

of
 

total
 

alkaloids
 

in
 

Avi-
cennia

 

marina
 

was
 

determined
 

by
 

the
 

method
 

of
 

ferrous
 

sulfate-salicylic
 

acid
 

oxidation,
 

DPPH
 

reaction
 

in
 

vitro. [Result]The
 

main
 

factor
 

affect-
ing

 

the
 

extraction
 

rate
 

of
 

alkaloids
 

in
 

Avicennia
 

marina
 

leaves
 

was
 

the
 

pH
 

of
 

the
 

extraction
 

solution. The
 

optimal
 

extraction
 

conditions
 

were
 

etha-
nol

 

concentration
 

70%,
 

extraction
 

time
 

20
 

min,
 

extraction
 

temperature
 

70
 

℃ ,
 

extraction
 

solution
 

pH
 

=
 

3. The
 

optimum
 

extraction
 

rate
 

after
 

optimization
 

was
 

14. 12%,
 

which
 

was
 

convenient,
 

feasible
 

and
 

stable.
 

The
 

order
 

of
 

scavenging
 

free
 

radicals
 

was
 

DPPH
 

radical>
 

hydroxyl
 

rad-
ical. [Conclusion]The

 

study
 

provides
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

application
 

of
 

alkaloids.
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　 　 白骨壤(Aricennia
 

marina)又名海榄雌,是马鞭草科红树

植物,生长于高盐度的海岸潮间带[1] ,具有红树先锋树种称

号。 作为广西北部湾的民间传统药食同源植物,白骨壤具有

抗癌、收敛止血、敛肺止咳、涩肠止泻等功效[2] ,常用于医治

脓肿、出血、腹泻、蛇虫咬伤、溃疡、疟疾等疾病。 此外,白骨

壤在沿海地区被俗称为榄钱,用作海鲜烹饪的配菜,具有降

火解暑功效的“车螺榄钱汤”是热带沿海一带居民美味爽口

的佳肴之一。 在海南等地区,海桑和水耶的果实可以直接生

吃,也可加工制作成饮料或调味品等[3] 。 目前只见对白骨壤

果实中生物碱的研究[4] 和果实中抗氧化活性成分研究的报

道[5] ,但有关白骨壤叶中生物碱的研究及其抗氧化活性方面

的研究鲜见报道。 笔者以白骨壤叶为材料,对其中生物碱成

分提取,采用正交试验法进行提取工艺优化,通过研究筛选

出最佳提取工艺条件,并通过 DPPH 自由基、羟基自由基和

超氧阴离子这 3 个指标的测定结果与分析来探究白骨壤叶

中生物碱的抗氧化活性,为红树植物的药用价值研究提供理

论依据,也为天然抗氧化剂的应用研究提供来源和思路。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 试剂。 白骨壤叶采自广西北海红树林生态自然保护

区,并于广西高校微生物与植物资源利用重点实验室-20
 

℃
冰箱冻存。
1. 1. 2　 试剂。 苦参碱、DPPH、水杨酸、过氧化氢、邻苯三酚、
硫酸亚铁、乙醇、甲醇、NaOH、葡聚糖凝胶 LH-20(Sephadex-
LH-20)、盐酸、石油醚、氢溴酸、钼硫酸、浓硫酸、浓硝酸、碘
化汞钾、碘-碘化钾,均为分析纯。
1. 1. 3　 仪器。 DHG-914 电热恒温鼓风干燥箱;SS230-A 多

功能搅拌机;UV-1201 紫外可见分光光度计;AL104 电子天

平;JYT-2 架盘药物天平;GM-0. 33H 隔膜真空泵;Fs-450 型

超声仪器;CW-2000 型超声-微波协同萃取仪;真空干燥器。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 总生物碱含量的测定。
1. 2. 1. 1　 苦参碱标准曲线的绘制。 按照文献[6]的方法于

波长 410
 

nm 处测定吸光度,以吸光度(A)为纵坐标、标准品

浓度(C)为横坐标,绘制标准曲线,得回归方程:A= 0. 086
 

1C-
0. 030

 

3(R2 = 0. 999
 

5)。
1. 2. 1. 2　 白骨壤叶中总生物碱含量测定。 取白骨壤叶粉末

1
 

g,同“1. 2. 1. 1”标准曲线绘制方法测定吸光度,用体积分数

60%乙醇做参比。 白骨壤叶中总生物碱提取率= [(C×N) / W
×106]×V0 ×100%,式中,C 为样液浓度(μg / mL);V0 为样液定

容后的体积(mL);N 为稀释倍数;W 为称取样品白骨壤叶粉

质量(g)。
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1. 2. 2　 白骨壤叶中总生物碱提取单因素试验。 提取工艺流

程参照文献[7-9],并做部分改动,准确称取白骨壤叶粉末 1
 

g,加入一定体积分数的乙醇提取剂,超声功率为 250
 

W 进行

提取,过滤后得生物碱粗提物溶液,用石油醚除色素再次萃

取,测定吸光度,计算提取率。
1. 2. 2. 1　 乙醇体积分数的选择。 采用体积分数 50%、60%、
70%、80%、90%乙醇溶液 40

 

mL 作为溶剂,在上述基本提取

工艺条件下进行试验。
1. 2. 2. 2　 超声提取时间的选择。 超声提取时间分别为 10、
15、20、25、30

 

min,在上述基本提取工艺条件下进行试验。
1. 2. 2. 3　 超声提取温度的选择。 温度 55、60、65、70、75

 

℃ ,
在上述基本提取工艺条件下进行试验。
1. 2. 2. 4　 溶液 pH 的选择。 在溶液 pH 分别为 1、2、3、4、5(用
浓氯化氢调节)的条件下进行超声提取,在上述基本提取工

艺条件下进行试验。
1. 2. 3　 白骨壤叶中总生物碱提取正交试验。 根据白骨壤叶

中总生物碱提取单因素所确定的试验范围,从中挑出对白骨

壤叶中总生物碱提取得率影响大的因素,采用 L9(34 )正交表

进行正交试验设计,确定提取的最佳工艺条件,每个试验重

复 3 次。
1. 2. 4　 提取物的颜色反应。
1. 2. 4. 1　 碘化铋钾试验。 准确吸取 0. 5

 

mL 乙醇提取液,向
其中加入 2 滴改良碘化铋钾试剂。
1. 2. 4. 2　 碘化汞钾试验。 准确吸取 0. 5

 

mL 乙醇提取液,向
其中加入 2 滴碘化汞钾试剂。
1. 2. 4. 3　 碘-碘化钾试验。 准确吸取 0. 5

 

mL 乙醇提取液,
向其中加入 2 滴碘-碘化钾试剂。
1. 2. 5　 白骨壤叶中总生物碱抗氧化活性试验。
1. 2. 5. 1　 总生物碱清除 DPPH 自由基的能力测定。 将白骨

壤叶中总生物碱粗提物用超纯水稀释到浓度为 10、20、30、
40、50

 

μg / mL 的溶液,冷藏备用,设空白组(DPPH 无水乙醇

溶液+2
 

mL 超纯水)、试样组(DPPH 无水乙醇溶液+2
 

mL 不

同质量浓度试样溶液)和参比组(无水乙醇溶液+2
 

mL 不同

质量浓度试样溶液),加样后暗处放置 60
 

min,在波长 517
 

nm
处测定吸光度,VC 为阳性对照。

       

DPPH 自由基清除率=[A0 -(Ax-Ax0)] / A0 ×100%
式中,A0 为空白组吸光度,Ax 为试样组吸光度,Ax0 为参比组

吸光度。
1. 2. 5. 2　 总生物碱清除羟基自由基(·OH)的能力测定[10] 。
将白骨壤叶中总生物碱粗提物用超纯水稀释到浓度为 10、
20、30、40、50

 

μg / mL 的溶液,冷藏备用,采用硫酸亚铁-水杨

酸法进行测定。 对羟基自由基的清除率(E)按下式计算:
E=[A0 -(Am-An)] / A0 ×100%

式中,A0 为空白对照液的吸光度,Am 为加入生物碱后的吸光

度,An 为不加 H2O2 时生物碱的吸光度。
2　 结果与分析

2. 1　 单因素试验

2. 1. 1　 乙醇浓度的选择。 由图 1 可知,随着乙醇体积分数

的增大,生物碱的提取效果增强,乙醇体积分数达到 60%时,
生物碱的提取率为 3. 89%,乙醇体积分数大于 60%时,提取

率趋于稳定,但随着乙醇体积分数的继续增大,生物碱的提

取率反而下降。 考虑到提取效率,因此选定乙醇体积分数

60%、70%、80%作为正交试验的 3 个水平。

图 1　 乙醇体积分数对生物碱提取率的影响

Fig. 1　 Effect
 

of
 

ethanol
 

volume
 

fraction
 

on
 

the
 

extraction
 

rate
 

of
 

alkaloids
 

from
 

Aricennia
 

marina

2. 1. 2　 超声提取时间的选择。 由图 2 可知,在 10 ~ 20
 

min
时,随着提取时间的增大,提取率增高,在 20

 

min 时达到最

大,最大提取率为 13. 74%;但 20
 

min 之后,提取时间越长,生
物碱提取率下降。 考虑到可能是由于白骨壤叶中生物碱含

有对热不稳定的成分,在长时间加热过程中会被破坏或分

解,因此选定提取时间 10、15、20
 

min 作为正交试验的 3 个

水平。

图 2　 超声提取时间对生物碱提取率的影响

Fig. 2　 Effect
 

of
 

extraction
 

time
 

on
 

the
 

extraction
 

rate
 

of
 

alka-
loids

 

from
 

Aricennia
 

marina

2. 1. 3　 超声提取温度的选择。 由图 3 可知,随着提取温度

的升高,生物碱的提取率不断升高,在温度为 70
 

℃时,达到

最大,最大提取率为 14. 74%;在 70
 

℃之后,随着温度的继续

升高,提取率呈下降趋势。 因此提取温度控制在 70
 

℃ 左右

较为适宜,选取 65、70、75
 

℃作为正交试验的 3 个水平。
2. 1. 4　 溶液 pH 的选择。 由图 4 可知,在 pH 为 1 ~ 2 时,随
着酸性的变弱,生物碱提取率降低;在 pH 为 2~ 3 时,随着酸

性的变弱,提取率又再次升高,并在 pH = 3 时达到最大;而后

随着酸性的变弱,提取率不断降低。 考虑到可能是由于白骨

壤叶中生物碱含有与酸发生作用的成分,在 pH = 3 时生物碱

较为稳定,因此选定溶液 pH
 

1、2、3 作为正交试验的 3 个

水平。
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图 3　 超声提取温度对生物碱提取率的影响

Fig. 3　 Effect
 

of
 

extraction
 

temperature
 

on
 

the
 

extraction
 

rate
 

of
 

alkaloids
 

from
 

Aricennia
 

marina

图 4　 溶液 pH对生物碱提取率的影响

Fig. 4　 Effect
 

of
 

pH
 

on
 

the
 

extraction
 

efficiency
 

of
 

alkaloids
 

from
 

Aricennia
 

marina

2. 2　 正交试验　 采用 L9(34 )正交表(表 1),乙醇体积分数

(A)、超声提取时间(B)、超声提取温度(C)、溶液 pH(D)作
为 4 个考察因素,选取 3 个水平进行正交试验[7] 。

表 1　 L9(34)正交试验因素水平

Table
 

1　 Factors
 

and
 

levels
 

for
 

L9(34)orthogonal
 

array
 

design

水平
Level

因素 Factor
A(乙醇体积
分数 Ethanol

 

concentration)
%

B(提取时间
Extraction

 

time)∥min

C(提取温度
Extraction

 

temperature)
℃

D(溶液 pH
 

Solution
 

pH)

1 60 10 65 1
2 70 15 70 2
3 80 20 75 3

　 　 由表 2 可知,RD >RC >RB >RA,4 个因素对白骨壤中生物

碱提取率的影响从大到小依次为溶液 pH( D)、提取温度

(C)、提取时间(B)、乙醇体积分数(A),最优组合 A2B3C2D3,
即乙醇体积分数为 70%、提取时间为

 

20
 

min、提取温度
 

70
 

℃ 、提取溶液 pH= 3。
2. 3　 验证试验　 按最优组合 A2B3C2D3 条件进行 3 次平行

试验,发现白骨壤叶中生物碱提取率平均值为 14. 12%,高于

表 2 中每一项试验结果,故 A2B3C2D3 为最优提取工艺。
2. 4　 颜色反应试验　 碘化铋钾试验立刻出现砖红色的沉

淀;碘化汞钾试验立刻出现浅黄色沉淀;碘-碘化钾试验立刻

出现棕色沉淀。 3 种颜色反应表明提取的物质含有生物碱类

化合物。

表 2　 正交设计试验及结果

Table
 

2　 Orthogonal
 

array
 

design
 

and
 

results
 

试验号
Test

 

number

因素 Factor

A B C D

提取率
Extraction

 

rate
 

∥%
1 1 1 1 1 7. 96
2 1 2 2 2 11. 58
3 1 3 3 3 12. 06
4 2 1 2 3 13. 85
5 2 2 3 1 10. 03
6 2 3 1 2 12. 36
7 3 1 3 2 9. 24
8 3 2 1 3 11. 26
9 3 3 2 1 12. 31
k1 10. 53 10. 35 10. 53 10. 10
k2 12. 08 10. 96 12. 58 11. 06
k3 10. 94 12. 24 10. 44 12. 39
R 1. 55 1. 89 2. 14 2. 29

2. 5　 白骨壤叶中总生物碱抗氧化活性试验

2. 5. 1　 清除 DPPH 试验。 由图 5 可知,在一定范围内,白骨

壤叶中总生物碱提取物和 VC 对 DPPH 自由基清除率均逐渐

增强,说明白骨壤叶中总生物碱和 VC 对 DPPH 自由基的清

除能力存在着一定的量效关系。 在相同质量浓度下,白骨壤

叶中总生物碱提取物对 DPPH 自由基具有较好的清除作用,
白骨壤叶中总生物碱清除效果显示略低于 VC 对 DPPH 自由

基的清除能力。

图 5　 总生物碱和 VC 对 DPPH的清除作用

Fig. 5　 Total
 

alkaloids
 

and
 

VC
 scavenging

 

effect
 

on
 

DPPH

2. 5. 2　 清除羟基自由基试验。 由图 6 可知,在一定范围内,
白骨壤叶中总生物碱提取物对羟基自由基清除率均逐渐增

强,但随着浓度的逐渐增大,清除效果趋于平缓,说明白骨壤

叶中总生物碱和 Vc 对羟基自由基的清除能力存在着一定的

量效关系。 在相同质量浓度下,总生物碱的清除效果明显高

于 VC。
3　 结论

该试验采用正交试验法优选得出白骨壤叶中生物碱最

佳提取工艺条件:乙醇体积分数为 70%、提取时间为
 

20
 

min、
提取温度

 

70
 

℃ 、提取溶液 pH= 3,在此工艺条件下,得到白骨

壤叶中生物碱提取率为 14. 12%。 利用超声波提取方法,可
以极大地缩短提取时间,且能达到较高的提取效率。 因此,
　 (下转第 13 页)
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清单,完成批量程序化数据归类(图 11)。

图 11　 三类空间地表覆盖数据归类

Fig. 11　 Three
 

types
 

of
 

space
 

surface
 

coverage
 

data
 

classification

5　 结论

在分析“十三五”市县经济社会发展规划改革创新的指

导意见后,结合各规划部门的指导思想下,依托于“多规合

一”理论,以国情普查成果数据和基础测绘数据及相关部门

相关数据作为数据基础,研究底图数据的数据结构和应用需

求,以 ArcGIS
 

Engine
 

+
 

Microsoft
 

Visual
 

Studio 作为开发平台,
研究了一套为空间规划服务的数据处理系统,构建了“多规

合一”的底图数据,为制定发展战略与规划、合理调配资源、
优化空间开发格局等提供了一定的理论支持,也为规划管理

者提供了数据参考。
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图 6　 总生物碱对羟基自由基的清除作用

Fig. 6　 Scavenging
 

effect
 

of
 

total
 

alkaloids
 

on
 

hydroxyl
 

radicals

超声波提取法是一种较为理想的提取方法,具有省时、高效、
节能的优点。 同时,该试验结果显示,白骨壤叶中生物碱对

DPPH 自由基和羟基自由基也都具有很好的清除作用。 因

此,白骨壤叶中生物碱是一种很好的天然抗氧化活性物质,
进一步完善了白骨壤作为一种中草药的药用价值,也为白骨

壤研发成为抗氧化和降血压等功能性食品和药品提供理论

基础。
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