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摘要!通过直接观察睡眠法#高效液相色谱法!

>VYB

"测定小

鼠海马区多巴胺!

T<

"含量$研究远志助眠的功效成分&通过

理化检测#液质联用!

>VYB*?C

"#核磁共振!

;?W

"推断助

眠有效成分的化学结构%结果表明'远志醇提物乙酸乙酯萃

取物
?BP

柱
#$̂

乙醇洗脱物是助眠的有效部分$该部分分

离得化合物
<

$检测得该化合物为
8

个互为同分异构体的皂

苷类物质$该物质含有氮元素和
"

个由
!

个糖组成的糖链%

关键词!远志&助眠&提取&成分分析
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远志又名细叶远志#是可用于保健食品的中药)

"

*

#具有

安神(祛痰(消肿等多种功效)

8

*

%据报道)

!

*

#远志主要成分为

皂苷#此外还包括糖(哐山酮类(香豆素等多类化合物%有研

究)

9Z(

*表明#生远志高剂量能协同戊巴比妥钠呈现明显的催

眠作用#同时也证明)

&

*中枢系统中#单胺类递质如多巴胺(

'*

羟色胺等在睡眠调节中起着重要的作用%但未有关于远志

起助眠作用的具体物质以及作用机制的研究%

本试验从远志药材的提取分离拟对远志醇提物的不同

萃取物助眠作用进行研究#并通过直接睡眠法和分析小鼠海

马区多巴胺含量的变化得到远志助眠的功效物质+通过

>VYB*?C

和
;?W

对该物质进行结构鉴定#为远志进一步

开发提供理论依据%

"

!

材料与方法

"5"

!

材料与仪器

"5"5"

!

材料与试剂

远志"产地山西+

PBW

小鼠"

"(

%

88

3

#南京模式动物研究所+

T<

标准品"美国
C-

3

+,

公司+

硅胶板"

A@

8'9

#山东烟台芝罘化工厂+

]6F,I16

H

.L-.

H

.

!

]TC

$填料"北京绿百草科技发展有限

公司+

?-II.1B0E7+,F7

3

E,+PL7.,F1IA1.

!

?BP

$填料"三菱化

学控股集团+

丙酮(石油醚(乙酸乙酯(正丁醇"分析纯#国药集团化学

试剂有限公司+

甲醇(磷酸氢二钠"色谱纯#国药集团化学试剂有限

公司%

"5"58

!

试验仪器

萃取罐"

W<D*"$$

型#上海锦赋实验仪器设备有限

公司+

旋转蒸发器"

i>W)*"$$8

型#广州予华仪器有限公司+

&""



摄像头"

YC*g"!$e*"

型#广东东莞市盛鼎电子科技有

限公司+

恒流泵"

CXU"$%*"$$

型#天津市科器高新技术公司+

暗箱式紫外透射仪"

R@*&$

型#上海顾村电光仪器厂+

可见分光光度计"

:*'"$$U

型#上海元析仪器有限公司+

自动部分收集器"

UC*"%$<UC*"%$<

型#上海金鹏分析仪

器有限公司+

超声波清洗器"

@Wg*"$$8D

型#杭州法兰特超声波有限

公司+

高效液相色谱仪!紫外
\

荧光检测器$!反相$"

"'8'

型#

美国沃特世公司+

液质联用仪"

?<YTPCX;<VD ?C

型#美国沃特世

公司+

核磁共振仪"

<N,261'$$?>/

型#美国
UE=Q1E

公司%

"58

!

试验方法

"585"

!

原料预处理
!

将
8$Q

3

远志粉碎#过
!$

目筛后#放入

体积为
"$$Y

的提取罐中#按料液比
"

'

"$

!

3

'

+Y

$加入

#'̂

的乙醇#

%$[

搅拌提取
!0

#取上清液后#渣重复提取
8

次%将
!

次所得上清液浓缩后得远志乙醇提取物%将乙醇

提取物和去离子水
"

'

"

!

3

'

+Y

$混合后#依次用相同体积的

石油醚(乙酸乙酯(正丁醇萃取(浓缩后得石油醚萃取物

!

&

$(乙酸乙酯萃取物!

(

$(正丁醇萃取物!

'

$以及萃余物

!

*

$#于
Z"([

保存备用%

"5858

!

远志醇提物不同溶剂萃取物的助眠作用
!

取
'$

只

PBW

小鼠#

"$

只'组#共
'

组#分别进行灌胃%

&

(

(

(

'

(

*

9

组试验小鼠的灌胃剂量均为
"

3

'

Q

3

9

Ue

#对照组给等量生

理盐水#

"

次'
I

%

"

周后#观察灌胃
!$+-2

内小鼠的睡眠率(

灌胃结束后
"80

内小鼠的睡眠时间%

"585!

!

乙酸乙酯萃取物的分离
!

将远志醇提物的乙酸乙酯

萃取物上
?BP

!

'6+S"$$6+

$柱#依次用不同体积分数的乙

醇溶液!

!$̂

#

'$̂

#

#$̂

#

&'̂

$洗脱#通过薄层色谱法

!

DYB

$检测洗脱液中的成分#根据
DYB

检测结果合并相同

成分的洗脱液#分成
<

!

!$̂

洗脱$(

U

!

'$̂

洗脱$(

B

!

#$̂

洗

脱$(

T

!

&'̂

洗脱$

9

个部分%将其分别减压浓缩#于
Z"([

保存备用%

"5859

!

乙酸乙酯萃取物不同分离组分的助眠效果
!

取
'$

只

PBW

小鼠#

"$

只'组#共
'

组#分别给药灌胃%

<

(

U

(

B

(

T9

组

小鼠的剂量为
'$$+

3

'

Q

3

9

Ue

#对照组!

Bf

$小鼠给等量生

理盐水#

"

次'
I

%

"

周后#观察灌胃
!$+-2

内小鼠的睡眠率(

灌胃结束后
"80

内小鼠的睡眠时间%

"585'

!

测定脑组织多巴胺含量

!

"

$制备匀浆"使用异弗烷麻醉小鼠后进行经心灌注%

将小鼠断头处死#迅速剥取全脑#置冰盘中#分离出小鼠左(

右海马区#

Z($[

冰冻保存备用)

&

*

%

称取海马区
$58

3

#加入
$5"+7.

'

Y

的高氯酸
!$$

$

Y

后

置于冰盘上碾碎
"+-2

%以
"'$$$E

'

+-2

离心
'+-2

#取上清

液过
$588

$

+

滤膜后#进样分析)

"$

*

%

!

8

$色谱条件"根据文献)

""

*修改如下#

O

>!5$

+流速

"5$+Y

'

+-2

+检测波长
8($

%

!8$2+

+柱温
"$ [

+进样量

"'

$

Y

%

"585%

!

远志助眠活性部位的成分分离
!

将
"5859

中助眠效果

好的组分减压浓缩后上样到
?BP

柱!

'6+S"$$6+

$#依次

用不同体积分数的乙醇洗脱#薄层色谱层析法检测洗脱液中

的成分#并根据结果将相同成分合并#浓缩后重复过
?BP

!

'6+S"$$6+

$柱#得到主要成分的较纯化合物
<

%

"585#

!

远志助眠活性部位的成分检测

!

"

$发泡性试验"皂苷能降低水溶液表面张力#产生的

泡沫不因加热而消失)

"8

*

%取
$5'

3

化合物
<

#加水
'+Y

溶

解#煮沸
"$+-2

后滤出水溶液%

!

8

$氯仿
Z

硫酸反应"取
$5'

3

样品溶于氯仿#加入浓硫

酸后分层#氯仿层呈红色#硫酸层显绿色荧光%通过上述现

象则可判断为皂苷%

!

!

$

Y-1M1E+,2*U=E60,EI

反应"将试样溶于氯仿#加入浓

硫酸
*

乙酐!

"

'

8$

$数滴#呈黄
&

红
&

蓝
&

紫
&

绿色的变化

后#观察最后的成色%

!

9

$结构检测"使用液质联用仪!

>VYB*?C

$推断样品

的结构成分%

>VYB*?C

检测条件"检测波长
8$$

%

9$$2+

+分析柱为

U)>B

"(

柱!

85"++S"'$++

#

"5#

$

+

$+流动相"

$5"̂

甲酸

洗脱
9$+-2

&

乙腈和
$5"̂

甲酸混合液!体积比
!

'

#

$洗脱

9'+-2

&

乙腈和
$5"̂

甲酸混合液!体积比
(

'

8

$洗脱

'$+-2

&

"$$̂

乙腈洗脱
''+-2

&

$5"̂

甲酸洗脱
!'+-2

+

柱温
9'[

+流速
$5!+Y

'

+-2

+进样量
'

$

Y

%

!

'

$核磁共振分析"以二甲基亚砜
*I

%

!

T?C*I

%

$为溶剂#

四甲基硅烷!

D?C

$为内标物#将得到的化合物经氢谱和碳谱

等光谱数据分析#确定其结构%

"585(

!

统计学方法
!

采用
CVCC885$

进行分析%组间差异

比较采用单因素方差分析#

V

#

$5$'

为有显著性差异%

8

!

结果与讨论

85"

!

远志醇提物的不同溶剂萃取物的助眠作用

由表
"

可知#在不同溶液的萃取物中#远志乙酸乙酯萃

取物的试验小鼠睡眠率(睡眠时间均为最佳#助眠效果最显

著#且与空白小鼠存在显著性差异!

V

#

$5$"

$+远志正丁醇萃

取物试验小鼠的睡眠时间与空白小鼠也有显著性差异!

V

#

$5$'

$#但明显低于乙酸乙酯萃取物的小鼠睡眠时间%

试验中远志醇提物不同溶剂萃取物明显延长各组小鼠

睡眠时间和睡眠率的现象#与北五味子多糖)

"!

*能够显著延

长小鼠睡眠时间的现象一致#由此推断远志醇提物有助眠作

用#且有效成分为远志醇提物乙酸乙酯萃取物%

858

!

乙酸乙酯萃取物不同组分对小鼠的助眠作用

由表
8

可知#远志醇提物乙酸乙酯萃取物
?BP

柱
#$̂

乙醇洗脱物的试验小鼠的睡眠率最高#为
($̂

#同时平均睡

眠时间最长#为
'$&5%+-2

#且明显高于其他各组的#同时具

有显著性差异!

V

#

$5$'

$%

$8"

提取与活性
!

8$"(

年第
(

期



表
"

!

不同萃取物对小鼠睡眠率和时间的影响`

D,M.1"

!

P2G.=12617G1JFE,6FL72L.11

O

E,F1,2IF-+17G+-61

组别 数量'只 剂量'!

3

9

Q

3

Z"

9

Ue

$

!$+-2

后入睡数量'只 睡眠率'
^

平均睡眠时间'
+-2

延长率'
^

Bf "$

等量生理盐水
8 8$ !%'59a&5( $5$

&

"$ " 9 9$ !#&5#a"&5' !5&

(

"$ " ( ($ 9##5(a""58

M

!$5(

'

"$ " ! !$ 9$85$a'59

,

"$5$

*

"$ " ! !$ !(%59a"!5$ '5#

!!!!

`

!

,5

与对照组相比在
V

#

$5$'

水平差异显著+

M5

与对照组相比在
V

#

$5$"

水平差异显著%

表
8

!

?BP

洗脱物对小鼠睡眠率和时间的影响`

D,M.18

!

P2G.=12617G1.=12F7G?BPE1L-272L.11

O

E,F1,2IF-+17G+-61

组别 数量'只 剂量'!

3

9

Q

3

Z"

9

Ue

$

!$+-2

后入睡数量'只 睡眠率'
^

平均睡眠时间'
+-2

延长率'
^

Bf "$

等量生理盐水
9 9$ !(85'a(5' $5$

< "$ $5' 9 9$ 9""58a&5"

,

#5'

U "$ $5' ! !$ !(!5$a"95! $5"

B "$ $5' ( ($ '$&5%a%5'

M

!!58

T "$ $5' ' '$ !&(58a""5"

,

95"

!!!!

`

!

,5

与对照组相比在
V

#

$5$'

水平差异显著+

M5

与对照组相比在
V

#

$5$"

水平差异显著%

!!

分析图
"

#组别为远志醇提物乙酸乙酯萃取物
?BP

柱

#$̂

乙醇洗脱物的小鼠海马区
T<

含量最高#与空白组相比

效果最明显!

V

#

$5$"

$%组别为远志醇提物乙酸乙酯萃取物

?BP

柱
8$̂

乙醇洗脱物(

'$̂

乙醇洗脱物(

&'̂

乙醇洗脱物的

小鼠海马区
T<

含量与空白组相比差异显著!

V

#

$5$'

$#明显

低于远志醇提物乙酸乙酯萃取物
?BP

柱
#$̂

乙醇洗脱物的

试验组小鼠海马区
T<

含量#同时具有显著性差异!

V

#

$5$'

$%

!!

睡眠是中枢神经系统发生的一个主动过程#与脑内神经

递质#尤其是单胺类递质#如多巴胺(五羟色胺的动态变化有

着极大的关联#

T<

作为中枢神经递质中最重要的组成部分#

在睡眠
Z

觉醒过程中起着极其重要的作用)

&

#

"9Z"%

*

%因此#

组别为远志醇提物乙酸乙酯萃取物
?BP

柱
#$̂

乙醇洗脱物

的小鼠海马区
T<

含量的显著提高有利于该组小鼠睡眠率

的提高(睡眠时间的延长#故推断该部分为远志助眠的功效

部位%

,5

与空白对照组比较在
V

#

$5$'

水平差异显著+

M5

与空白对照组比

较在
V

#

$5$"

水平差异显著

图
"

!

不同组别小鼠海马区中多巴胺!

T<

"的积分峰面积

@-

3

=E1"

!

D01

O

1,Q,E1,L7GI7

O

,+-21-2I-GG1E12F

3

E7=

O

L7G

+7=L10-

OO

76,+

O

=LE1

3

-72

!!

综合表
8

和图
"

可知#远志醇提物乙酸乙酯萃取物中具

有助眠作用的功效成分主要集中在
?BP

柱
#$̂

乙醇洗脱

物中%

85!

!

乙酸乙酯萃取物
?BP

柱
#$̂

乙醇洗脱部分成分纯化

及分析

85!5"

!

远志助眠活性成分的理化分析
!

#$̂

乙醇洗脱部分

具有很好的助眠作用#分离后得一个单体化合物
<

#其理化

检测结果见表
!

%

从表
!

可知#单体化合物
<

的各项理化检测均呈现皂苷

具有的性质#故推断该化合物为皂苷类物质%

表
!

!

各项检测结果及其分析

D,M.1!

!

W1L=.FL,2I-2G1E1261L7GI-GG1E12F

O

0

H

L-6,.F1LFL

,2I601+-6,.,2,.

H

L-L

试验 结果 结果分析

发泡性试验
振荡后产生持泡沫#

"' +-2

内几乎无减少#加热不消失

呈现皂苷具有

的性质

氯仿
*

硫酸反应
硫酸层呈红色#氯仿层有绿

色荧光

呈现皂苷具有

的性质

Y-1M1E+,2*U=E60,EI

反应
溶液显红色

呈阳性#初步判

断为三萜皂苷

85!58

!

>VYB*?C

检测
!

图
8

为
>VYB

图谱#图
!

%

'

为主

要化合物的质谱图%

图
8

中主要有
!

个峰#即该部分主要有
!

种化合物组

成#含量最多的化合物保留时间为
%5&&+-2

!图
'

$#其与保留

时间为
%5&!+-2

!图
9

$的化合物为同分异构体#对应的分子

量均为
"'#!

#由于分子量为奇数#可以推断化合物含有氮%

85!5!

!

核磁共振分析
!

化合物
<

的"!

B*;?W

和
"!'I1

O

F

图

谱见图
%

%从图
%

中可以看出化合物
<

不纯#结合
>VYB*

"8"

第
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?C

检测可以看出该组分含有
8

个同分异构体#使用常规的

色 谱方法难以将其分离%但图
%

!

,

$中可以看出在化学位移

图
8

!

?BP

柱
#$̂

乙醇洗脱物液相色谱图
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3

=E18

!

D0160E7+,F7

3

E,

O

0

H

7G1.=F-72GE,6F-727G#$̂

1F0,27.-2?BP-2>VYB

图
!

!

保留时间为
%5#%+-2

化合物的质谱图
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图
9

!

保留时间为
%5&!+-2

化合物的质谱图
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图
'

!

保留时间为
%5&&+-2

化合物的质谱图
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3
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!

?,LLL

O

16FE7

3
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O

7=2IK-F0

F01E1F12F-727G%5&&+-2

图
%

!

化合物
<

的"!

B*;?W

和
"!'I1

O

F

图谱

@-

3

=E1%

!

"!

B*;?WL

O

16FE=+,2I"!'I1

O

FL

O

16FE=+7G<

为
8$

%

%$

时#有明显的皂苷信号#但为何种皂苷无法确定#

同时也可看出在化学位移为
%$

%

"$'

时有
!

个糖残基#说明

化合物含有
"

个由
!

个糖组成的糖链#其详细结构还在继续

研究中%

!

!

结论
本试验结果表明#远志助眠功效部位为远志醇提物乙酸

乙酯萃取物
?BP

柱
#$̂

乙醇洗脱物+经分离纯化后所得的

较纯化合物
<

为
8

个互为同分异构体的皂苷类物质#该物质

分子量为
"'#!

#且含有氮元素和
"

个由
!

个糖组成的糖链%

本研究为远志功能成分的开发提供了依据%但化合物
<

的

具体结构仍需进一步研究%
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