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五味子油超声辅助提取工艺优化及其护肝作用
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摘要!以提油率为指标!通过单因素试验及正交试验对五味

子种籽油的超声提取工艺进行筛选$采用高效液相色谱法分

析五味子种籽油中五味子甲素"五味子乙素和五味子醇甲的

含量$建造小鼠
\\/

:

肝损伤模型!测定小鼠肝组织中
UY[

"

RW'

"

Ỳ W

指标!

[*

染色观察肝脏病理学改变#结果表

明!五 味 子 种 籽 油 的 最 佳 提 取 工 艺 为'料 液 比
&

"

&P

%

3

(

,V

&"超声功率
!%f

!提取时间
$1

!提取温度
P%^

!五

味子种籽油提取率为
$)6):]

$油中五味子甲素含量为

:6%%]

!五味子乙素含量为
&6)P]

!五味子醇甲含量为

%6&#]

$五味子种籽油高"中"低剂量组均可显著降低肝组织

RW'

含量%

_

#

%6%P

或
_

#

%6%&

&!升高
Ỳ W

和
UY[

水平

%

_

#

%6%&

&!

[*

染色结果显示五味子种籽油可显著改善小鼠

肝细胞水肿"坏死等病理损伤#

关键词!五味子$籽仁油$超声辅助提取$木脂素$保肝
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UY[

%

_

#

%6%P

&

6K17[*DC-.2.2

3

B7D4/CDD1<I78C1-CD91.D-28B-

D778<./9<4/8D.

3

2.F.9-2C/

E

.21.M.CC17787,--28279B<D.D<FC17,.97

/.G7BD6

89

:

;<5=-

'

49-7=-<67A'<$%59$1

$

D778<./

$

4/CB-D<428+-DD.DC787J+

CB-9C.<2

$

/.

3

2-2D

$

17

L

-C.9

L

B<C79C.<2

肝损伤是常见的临床疾病之一&中国是肝病大国%多

种急慢性肝病在中国均有较广分布%并且发病率呈逐年上

升的趋势(

&

)

&近年来%从植物中提取天然性成分护肝成为

研究的热点(

$

)

&五味子为木兰科植物五味子或华中五味子

的干燥果实%具有收敛固涩*益气生津*补肾宁心的功能(

#

)

&

研究(

:dP

)表明%五味子对化学性*药物性*酒精性等不同类

型的肝损伤具有不同程度的保护作用&白慧媛等(

"

)研究了

五味子对氯氮平致小鼠肝损伤的保护作用%结果表明%五味

子能减轻肝细胞的损伤%降低由氯氮平引起的
'YK

和
'VK

增高&张锦楠等(

(

)的研究表明五味子果汁可以显著提高大

鼠肝微粒体
\h_:P%

水平%增强肝脏代谢功能&汪丽君

等(

!

)研究表明%五味子中的木脂素成分!包括五味子醇甲*

五味子酯甲*五味子甲素和五味子乙素等$具有改善肝功

能*减轻肝细胞脂质过氧化损伤的作用%是保肝作用的主要

物质基础&丁传波等(

)

)从五味子藤茎中提取的木脂素能够

有效缓解
\\/

:

造成的小鼠急性肝损伤%其高剂量组的改善

作用与联苯双酯相近&宋影影等(

&%

)对五味子籽压榨油的

成分及对酒精肝损伤的保护作用进行了研究%但关于五味

子种籽油的提取工艺及种籽油对急性肝损伤的保护作用鲜

有报道&本试验以五味子种籽为原料%用单因素和正交试

验筛选最优种籽油的超声辅助提取工艺%高效液相色谱法

分析其中木脂素成分的含量%并考察五味子种籽油对小鼠

P#&



急性肝损伤的保护作用%为五味子的进一步开发提供理论

依据&

&

!

材料与方法

&6&

!

材料与仪器

&6&6&

!

材料与试剂

五味子"北五味子%陕西镇安瑞琪药材有限公司+

昆明白小鼠"

Y_S

级%中国人民解放军第四军医大学实

验动物中心+

五味子醇甲*五味子甲素*五味子乙素对照品"纯度

))6:"]

%成都曼斯特生物科技有限公司+

甲醇"色谱纯%天津科密欧化学试剂有限公司+

乙酸乙酯*无水乙醇*正己烷*石油醚*四氯化碳"分析

纯%天津富宇精细化工有限公司+

花生油"压榨一级%山东鲁花集团有限公司+

UY[

*

RW'

*

Ỳ W

试剂盒"南京建成科技有限公司+

肝泰乐"每片
&%%,

3

%北京太洋药业有限公司&

&6&6$

!

主要仪器设备

万分之一电子分析天平"

'V\+$&%6:

型%赛多利斯科学

仪器!北京$有限公司+

超声波清洗器"

QkP$%%*

型%昆山市超声仪器有限

公司+

低速大容量离心机"

KWV+P+'

型%上海安亭科学仪器制

造厂+

高效液相色谱仪"

'

3

./72CK791+&$"%

型%安捷伦科技有

限公司+

旋转蒸发仪"

O$%&V

型%上海申生科技有限公司+

酶标仪"

R4/C.DH-2U<

型%赛默飞世尔科技有限公司+

循环水式真空泵"

Y[j+W

!

.

$型%巩义市予华仪器有限

公司+

紫外可见分光光度仪"

\'Oh+"%

型%安捷伦科技!中国$

有限公司&

&6$

!

五味子籽仁油超声辅助提取工艺的优化

&6$6&

!

五味子种籽的前处理
!

将干燥的五味子果实放入

!%^

的热水中浸泡
$1

%搓出种籽去除果肉并清洗干净%阴

干%将适量五味子种籽粉碎过
&"

目筛%备用&

&6$6$

!

五味子种籽油的提取及提油率的测定
!

精密称取粉

碎后的已称重五味子种籽!记为
J

$加入
&%%,V

锥形瓶中%

加入提取溶剂%超声一定时间&取一已称重!记为
J

&

$的干

燥洁净的圆底烧瓶%将提取得到的溶液抽滤后转移至圆底烧

瓶中%旋转蒸发除去溶剂得五味子种籽油%并将烧瓶和油称

重%记为
J

$

%提油率按式!

&

$计算"

8V

F

J

$

G

J

&

J

H

&%%]

% !

&

$

式中"

8V

'''提油率%

]

+

J

&

'''烧瓶和油总质量%

3

+

J

$

'''烧瓶质量%

3

+

J

'''五味子种籽的质量%

3

&

&6$6#

!

提取工艺的优化

!

&

$单因素试验"以提油率为指标%依次考察溶剂种类

!无水乙醇*乙酸乙酯*石油醚*正己烷$*料液比(

&

"

&%

%

&

"

&$

%

&

"

&P

%

&

"

&!

%

&

"

$%

!

3

#

,V

$)*提取时间!

%6P

%

&6%

%

$6%

%

#6%

%

:6%1

$*提取温度!

$%

%

#%

%

:%

%

P%

%

"% ^

$*超声功率!

:%

%

"%

%

!%

%

&%%

%

&$%f

$

P

个因素对提油率的影响&当选定某一

因素进行单因素试验时%其余各个因素的条件为"提取溶剂

为正己烷%料液比
&

"

&P

!

3

#

,V

$%提取时间
$1

%提取温度

#%^

%超声功率
!%f

&

!

$

$正交试验设计"根据单因素试验的结果%以提油率

为考察指标%采用四因素三水平的正交试验优化提取工艺&

&6$6:

!

五味子种籽油中木脂素含量的测定
!

采用高效液相

色谱法测定木脂素含量%测定方法根据文献(

&&

)修改如下"

绘制标准曲线"分别制备
P(6%%

#

3

#

,V

的五味子甲素对照

液*

$"6$P

#

3

#

,V

的五味子乙素对照液*

:6!%

#

3

#

,V

的五味

子醇甲对照液%各精密吸取上述
#

份对照品液
%6%

%

&6%

%

$6%

%

#6%

%

:6%,V

于
P,V

容量瓶中%用甲醇定容%得一系列浓度

的对照品溶液&吸取上述溶液
$%

#

V

注入高效液相色谱仪%

色谱条件为"

W.-,<28\

&!

柱!

:6",,e$P%,,

%

P

#

,

$+流动

相甲醇
+

水!体积比为
!%

"

$%

$+流速
&6%,V

#

,.2

+检测波长

$P:2,

+进样量
$%

#

V

+柱温
#%^

&记录色谱图%进行线性

回归%计算样品中木脂素的含量&

&6#

!

保肝作用及机制研究

&6#6&

!

试验分组
!

昆明白小鼠
:!

只%体重
&!

"

$$

3

%随机分

为
"

组%每组
!

只%雌雄各半&试验分组"五味子种籽油高剂

量组!五味子种籽油
$

3

#

H

3

$*中剂量组!五味子种籽油

&

3

#

H

3

$*低剂量组!五味子种籽油
%6P

3

#

H

3

$*阳性药物对照

组!肝泰乐
P6(,

3

#

,V

$*肝损伤模型组以及正常对照组&

&6#6$

!

试药的配制

!

&

$

%6$] \\/

:

花生油溶液的配制"精密量取
\\/

:

%6$

3

于
&%%,V

烧杯中%加花生油定容%得
%6$] \\/

:

花生油溶液&

!

$

$

$:,

3

#

,V

肝泰乐混悬液的配制"取肝泰乐片剂

$%

片!重量为
&6:$(

3

$%研成细粉&精密称取肝泰乐粉末

#:$6P,

3

于
&%,V

容量瓶中%用蒸馏水定容%用前充分摇

匀%得浓度为
P6(,

3

#

,V

的药物溶液&

!

#

$五味子种籽油花生油溶液的配制"分别称取五味子

种籽油
$6%

%

&6%

%

%6P

3

于
&%,V

容量瓶中%加入花生油定容%

摇匀%得浓度分别为
$%%

%

&%%

%

P%,

3

#

,V

的五味子种籽油花

生油溶液&

&6#6#

!

肝损伤模型的建立
!

在人工控制昼夜
&$1

%温度

$%6#

"

$#6&^

%压差
$%_-

!进风
&!%_-

%出风
&"%_-

$%相对

湿度
:%]

"

"%]

的饲养条件下%先将小鼠进行
&

周的适应性

喂养%然后进行连续
(8

的给药%于给药的第
&

*

:

*

(

天灌喂

%6$] \\/

:

花生油溶液造肝损伤模型%灌喂量为第
&

*

(

天

&%,V

#

H

3

%第
:

天为
P,V

#

H

3

&

&6#6:

!

给药方案

!

&

$五味子种籽油高*中*低剂量组给药方法"分别每天

灌喂
$%%

%

&%%

%

P%,

3

#

,V

五味子种籽油花生油溶液%灌喂量

为
&%,V

#

H

3

%按
&%,V

#

H

3

灌喂蒸馏水作为空白组%并于给

"#&

提取与活性
!

$%&!

年第
&

期



药的第
&

*

:

*

(

天灌喂
%6$] \\/

:

花生油溶液&

!

$

$阳性药物对照组给药方法"每天灌喂
$:,

3

#

,V

肝

泰乐混悬液
&%,V

#

H

3

%每次灌喂时充分摇匀%同时灌喂花生

油
&%,V

#

H

3

作为对照%并于给药的第
&

*

:

*

(

天灌喂
%6$]

\\/

:

花生油溶液&

!

#

$肝损伤模型组"每天灌喂花生油
&%,V

#

H

3

*蒸馏水

&%,V

#

H

3

作对照%并于给药的第
&

*

:

*

(

天灌喂
%6$]\\/

:

花

生油溶液&

!

:

$正常对照组"每天灌喂花生油
&%,V

#

H

3

%蒸馏水

&%,V

#

H

3

%并于给药的第
&

*

:

*

(

天补灌其他组
%6$] \\/

:

花

生油溶液等量的花生油&

&6#6P

!

组织匀浆制备
!

最后一次灌喂
\\/

:

%

&"1

后将小鼠

断颈处死取出肝脏%于
%6)]

生理盐水中清洗去除剩余血液%

切一小部分称重%按
&

"

)

!

3

#

,V

$比例加入生理盐水%在冰

水浴中匀浆%充分匀浆后转移至离心管中
P%%%B

#

,.2

离心

&%,.2

%取上清液备用&

&6#6"

!

谷胱甘肽!

UY[

$含量测定
!

采用微量酶标法&通过

谷胱甘肽还原酶把氧化型谷胱甘肽!

UYYU

$还原成还原型谷

胱甘肽!

UY[

$%而
UY[

可以和生色底物
WK=T

反应产生黄

色的
K=T

和
UYYU

(

&$

)

&于
:%P2,

处测定吸收度%计算

UY[

含量&

&6#6(

!

丙二醛!

RW'

$含量测定
!

过氧化物脂质降解产物中

的
RW'

可与硫代巴比妥酸缩合%形成红色复合物%分光光

度计
P#$2,

处比色%计算
RW'

含量(

&$

)

&

&6#6!

!

超氧化歧化酶!

Ỳ W

$活性测定
!

黄嘌呤及黄嘌呤氧

化酶反应系统产生超氧阴离子%后者氧化羟氨形成亚硝酸

盐%在显色剂作用下呈现紫红色%而
Ỳ W

则抑制此反应%分

光光度计
PP%2,

处比色%计算
Ỳ W

活性(

&#

)

&

&6#6)

!

肝脏病理检测
!

将标本进行石蜡包埋%制成
:,

石蜡

切片&经二甲苯脱蜡及梯度乙醇复水后%进行苏木素
+

伊红

!

[*

$染色%再进行梯度乙醇脱水%脱水后将组织切片中的乙

醇用二甲苯置换出来&最后滴加中性树胶封片%显微镜下观

察*拍照&

$

!

结果与分析
$6&

!

提取工艺的优化结果

$6&6&

!

溶剂种类对五味子种籽油提取率的影响
!

图
&

结果

表明%以正己烷为溶剂时五味子种籽油的提取率最高%因此

选定正己烷为提取溶剂进行后续研究&

图
&

!

溶剂种类对提油率的影响

S.

3

4B7&

!

*FF79C<FD</G72CC

EL

7D<27JCB-9C.<2B-C7

<FD778<./

$6&6$

!

料液比对五味子种籽油提取率的影响
!

由图
$

可知%

当溶剂达到饱和量后%提油率不再上升%继续增加溶剂量只

会造成溶剂的浪费%因此%选定料液比为
&

"

&P

!

3

#

,V

$进行

后续研究&

图
$

!

料液比对提油率的影响

S.

3

4B7$

!

*FF79C<FC17B-C.<<FD</.8C</.

N

4.8<27JCB-9C.<2

B-C7<FD778<./

$6&6#

!

超声功率对五味子种籽油提取率的影响
!

由图
#

可

知%随着超声功率的增大%提油率逐渐增大%但当超声功率达

到一定限度后%提油率下降&推测原因是超声功率过大%使

得很多无效成分被提出%这些成分对油可能具有吸附作用%

使油难以被提出&选择超声功率
!%f

进行后续研究&

图
#

!

超声功率对提油率的影响

S.

3

4B7#

!

*FF79C<FC174/CB-D<2.9

L

<I7B<27JCB-9C.<2

B-C7<FD778<./

$6&6:

!

提取时间对五味子种籽油提取率的影响
!

由图
:

可

知%超声时间对提油率影响较明显%但当提取时间到达一定

限度后%继续延长提取时间提油率不再上升%因此选择提取

时间为
$1

进行后续研究&

图
:

!

提取时间对提油率的影响

S.

3

4B7:

!

*FF79C<FC177JCB-9C.<2C.,7<27JCB-9C.<2

B-C7<FD778<./
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$6&6P

!

提取温度对五味子种籽油提取率的影响
!

由图
P

可

知%在整个温度范围内%五味子种籽油的提取率变化不大%从

提油率结果和实际应用角度考虑%选择
:% ^

为最优提取

温度&

图
P

!

提取温度对提油率的影响

S.

3

4B7P

!

*FF79C<FC17C7,

L

7B-C4B7<27JCB-9C.<2

B-C7<FD778<./

$6&6"

!

正交试验
!

根据单因素筛选得到的最优条件%以料液

比*超声功率*提取时间*提取温度为因素%建立四因素三水

平的正交试验%因素水平表见表
&

%正交试验及结果见表
$

%

方差分析表见表
#

&

!!

由表
$

可知%影响超声提取五味子种籽油提取效果的因

素排序为
T

$

'

$

W

$

\

+由方差分析结果可知%超声功率对

表
&

!

因素水平表

K-M/7&

!

S-9C<BD-28/7G7/D

水平
'

料液比

!

3

#

,V

$

T

超声功率#

f

\

提取时间#

1

W

提取温度#

^

& &

"

&$ "% & #%

$ &

"

&P !% $ :%

# &

"

&! &%% # P%

表
$

!

正交试验及结果

K-M/7$

!

V

)

"

#

:

#

<BC1<

3

<2-/C7DC-288-C-

L

B<97DD.2

3

编号
' T \ W

提油率#
]

& & & & & $:6%

$ & $ $ $ $"6!

# & # # # $!6#

: $ & $ # $"6%

P $ $ # & $"6:

" $ # & $ $!6!

( # & # $ $"6%

! # $ & # $(6:

) # # $ & $)6&

X

&

$"6#"( $P6### $"6(## $"6P%%

---------------------

X

$

$(6%"( $"6!"( $(6#%% $(6$%%

X

#

$(6P%% $!6(## $"6)%% $(6$##

V &6&## #6:%% %6P"( %6(##

表
#

!

方差分析表

K-M/7#

!

'2-/

E

D.D<FG-B.-297

因素 偏差平方和 自由度
4

比
4

临界值 显著性

' %6%$% $ :6%%% &)6%%%

T %6&(: $ #:6!%% &)6%%%

*

\ %6%%P $ &6%%% &)6%%%

W %6%&% $ $6%%% &)6%%%

提油率具有显著影响!

_

#

%6%P

$+最佳的工艺条件为
'

#

T

#

\

$

W

#

%

即料液比
&

"

&!

!

3

#

,V

$*超声功率
!%f

*提取时间
$1

*提取

温度
P%^

&

$6&6(

!

验证实验
!

精密称取
$

3

同一批五味子种籽
#

份%分

别置于
#

个锥形瓶中%按上述最优提取工艺%得到提油率分

别为
$)6!"]

%

#%6%]

%

$)6)P]

%平均提油率为
$)6):]

%

OYW

值为
%6$P]

%提取率高%工艺稳定&五味子种籽油中五味子

甲素含量为
:6%%]

%五味子乙素含量为
&6)P]

%五味子醇甲

含量为
%6&#]

%与文献(

&:

)中报道的数据相比%木脂素总含

量高于五味子果实%具有较高的商业开发价值&

$6$

!

护肝作用研究

$6$6&

!

五味子种籽油对小鼠肝组织
UY[

*

Ỳ W

及
RW'

活

性的影响
!

\\/

:

在肝细胞色素
_:P%

氧化酶作用下%生成

\\/

#

-和
\/

-%

\\/

#

-导致的脂质过氧化过程%被认为是引

发肝损伤的主要机制(

&P

)

&自由基过度累积会引起细胞膜完

整性和功能的丧失&

Ỳ W

和
UY[+_J

是组成生物体体内酶

促防御体系重要的抗氧化酶%它们能有效地清除活性氧自由

基并终止自由基链式反应(

&"

)

&当肝细胞受到自由基攻击

时%

Ỳ W

*

UY[

会因过度消耗而逐渐减少&

RW'

是体内自

由基攻击脂质产生脂质过氧化物的代谢终产物%

RW'

水平

的高低可以反映细胞氧化损伤的程度(

&(

)

&由表
:

可知%与

空白对照组比较%肝损伤模型组小鼠肝组织
UY[

和
Ỳ W

水

平显著降低!

_

#

%6%&

$%

RW'

水平显著升高!

_

#

%6%&

$%表明

\\/

:

肝损伤模型造模成功%小鼠肝脏抗氧化能力降低%氧化

应激增加&与肝损伤模型组比较%五味子种籽油低*中*高剂

量和肝泰乐保肝药均可显著降低肝组织
RW'

含量!

_

#

%6%&

$%升高
Ỳ W

和
UY[

水平!

_

#

%6%&

$%提示五味子种籽油

可显著改善小鼠肝脏的氧化应激状况%推测其保护作用的机

制是通过清除氧自由基实现的&

$6$6$

!

五味子种籽油对小鼠肝脏病理形态的影响
!

由图
"

可知%空白对照组肝组织结构正常%肝小叶结构完整%肝细胞

条索排列规则%细胞形态正常%细胞质均匀红染%细胞核清

晰%未见明显肿胀变性%枯否氏细胞分布均勾%未见周围大量

聚集(图
"

!

-

$)&

\\/

:

模型组肝小叶界限模糊%肝细胞索紊

乱%肝细胞轮廓模糊%肝上皮细胞细胞核浓缩*溶解%有一些

大片状肝细胞坏死灶(图
"

!

M

$)&阳性对照组肝细胞形态基

本恢复正常(图
"

!

9

$)%细胞轮廓较为清晰&低剂量组肝细胞

形态较为正常%但仍有部分干细胞轮廓模糊%门管区仍能观

测到炎症细胞浸润(图
"

!

8

$)+中*高剂量组大多数肝脏结构

较
\\/

:

模型组恢复明显%肝小叶结构完整%细胞排列紧密%肝

细胞形态基本接近于空白对照组%肝窦恢复正常%肝索呈放

射状排列(图
"

!

7

$*!

F

$)&

!#&

提取与活性
!

$%&!
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&
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表
:

!

Ỳ W

'

RW'

'

UY[

含量测定结果b

K-M/7:

!

O7D4/CD<FỲ W

(

RW'

(

UY[9<2C72C

组别
剂量#

!

,

3

-

H

3

d&

$

UY[

#

!

Z

-

,

3

d&

-

_B<C

$

Ỳ W

#

!

Z

-

,

3

d&

-

_B<C

$

RW'

#

!

,,</

-

,

3

d&

-

_B<C

$

空白对照组
&$(6#!c&(6$# ()6#:c(6"% (6:Pc%6)#

肝损伤模型组
P%6$#c"6::

-

&#6&&c&6)!

-

&(6PPc&6"(

-

阳性对照组
&%P6P"c&P6%P

9

"!6#:c(6!(

9

)6"(c%6)P

9

五味子种籽油低剂量组
P%% ):6:Pc&%6$&

9

P#6)"c!6P#

9

&:6::c&6:P

M

五味子种籽油中剂量组
&%%% &%#6P"c&$6!P

9

P)6:!c"6PP

9

&&6#:c%6!!

9

五味子种籽油高剂量组
$%%% &&&6!(c&#6)P

9

""6:PcP6"(

9

)6"Pc%6:)

9

!

b

!

-6

与正常对照组相比%差异极显著!

_

#

%6%&

$+

M6

与肝损伤模型组相比%差异显著!

_

#

%6%P

$+

96

与肝损伤模型组

相比%差异极显著!

_

#

%6%&

$&

图
"

!

小鼠肝脏病理形态图%

[*

染色!

e$%

&

S.

3

4B7"

!

K17

L

-C1</<

3

.9-/F.

3

4B7D<F/.G7B

%

[*DC-.2.2

3

!

e$%

&

#

!

结论
采用单因素试验及正交试验对五味子种籽油的超声提

取工艺 进 行 优 化%得 最 佳 提 取 工 艺 为"料 液 比
&

"

&P

!

3

#

,V

$*超声功率
!%f

%提取时间
$1

%提取温度
P%^

%验

证实验表明工艺稳定%提油率高&

[_V\

法分析五味子种籽

油中木脂素成分的含量%得五味子甲素含量为
:6%%]

%五味

子乙素含量为
&6)P]

%五味子醇甲含量为
%6&#]

&保肝试验

结果表明%五味子种籽油高*中*低剂量组均可显著降低肝组

织
RW'

含量!

_

#

%6%P

或
_

#

%6%&

$%升高
Ỳ W

和
UY[

水平

!

_

#

%6%&

$%说明五味子种籽油可显著改善小鼠肝脏的氧化

应激状况&

[*

染色结果显示五味子种籽油可改善小鼠肝

细胞水肿*坏死%修复肝损伤&与肝功能相关的血液生化学

指标的变化及超声辅助提取工艺的中试放大试验还有待进

一步研究&
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