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仙灵脾改善小鼠睡眠功效成分的分离鉴定
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摘要!仙灵脾提取物经大孔树脂粗分"利用小鼠助眠及自

主活动模型进行筛选#活性分离组分经
0(3

&

-.)

层析

柱进一步筛选分离有效组分得
+

个单体成分#经核磁共

振结构鉴定"

+

个单体分别为(朝藿定
(

&朝藿定&淫羊藿

苷&淫羊藿次苷#经动物试验筛选得出朝藿定
(

和淫羊

藿苷有效提高小鼠入睡率&延长睡眠时间及减少活动次

数和站立次数"并且朝藿定
(

效果更优#结果表明(仙灵

脾具有改善睡眠作用的主要功效成分为朝藿定
(

"淫羊藿

苷也具有较好助眠功能#

关键词!仙灵脾'成分分离'结构鉴定'改善睡眠
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仙灵脾又名淫羊藿$千两金$放杖草等#为小檗科淫

羊藿属多年生多种草本植物的根的统称#被卫生部确定

可用于保健食品的原料#首载于!神农本草经"#具有延缓

衰老/

#

0

$增强记忆/

!

0

$激素及免疫调节/

6

0等功效%目前国

内外对仙灵脾的报道很多#主要集中在抗疲劳方面/

+

0

#但

严金玲等/

&

0研究表明仙灵脾水提物具有中枢神经系统抑

制作用#抑制小鼠自发活动#同时缩短睡眠潜伏期#延长

睡眠时间%付立波等/

7

0利用脑立体定位技术进行仙灵脾

总黄酮)

V,*

+的侧脑室微量注射#通过多导睡眠描记术

)

a)\

+对大鼠睡眠进行观察#结果表明
V,*

可促进睡眠#

一直觉醒#即
V,*

具有明显的中枢抑制作用/

W

0

%

现有的相关研究着重于仙灵脾的粗提取物上#有关

仙灵脾助眠具体功效成分未见报道%试验旨在运用色谱

分离及小鼠睡眠/

%

0

$自主活动/

$

0试验#从仙灵脾中筛选出

助眠的功能成分#为仙灵脾作为助眠药物的开发提供理

论依据%

#

!

材料与方法

#A#

!

材料与仪器

#A#A#

!

材料与试剂

仙灵脾*市售,

无水乙醇$浓硫酸$茴香醛$冰醋酸$正丁醇$二甲亚

砜等*分析纯#国药集团化学试剂有限公司,

甲醇*色谱纯#国药集团化学试剂有限公司,

硅胶板*

\,!&+

#山东烟台芝罘化工厂,

1S:%

型大孔吸附树脂*天津南开大学化学工厂,

中压色谱分离凝胶)

0(3\*b

+填料*三菱化学公司,

(

#%

色谱柱)

-.)

+填料*日本
VCNCG

公司,

雌雄
3('

小鼠)体重
#%

"

!!

E

+*上海斯莱克动物实

验动物有限公司,

试验用水为去离子水%

#A#A!

!

主要仪器设备

龙视安摄像头*

b):9#6"_:#

型#广东东莞市盛鼎电

子科技有限公司,

磨粉机*

\b,:!"&

型#浙江省温州市创立药材器

&$!

,--./01(234*'5

第
6&

卷第
#!

期 总第
!#%

期
"

!"#$

年
#!

月
"



械厂,

萃取罐*

'1V:#""

型#无锡申科仪器有限公司,

旋转蒸发器*

':#""!

型#上海申顺生物科技有限公司

仪器厂,

数显恒温水浴锅*

22:+

型#江苏省金坛市荣华仪

器厂,

恒流泵*

)5S#"7:#""

型#天津市科器高新技术公司,

暗室紫外投射仪*

e,:$"

型#上海顾顺电光仪器厂,

核磁共振仪*

1R<DBH&""02?

型#德国
SOMIHO

公司%

#A!

!

试验方法

#A!A#

!

仙灵脾提取物制备与粗分离
!

称取仙灵脾
#"I

E

#

粉碎后过
+"

目筛#置于
#""b

提取罐#按
#

$

#"

)

E

.

;b

+

料液质量体积比加入体积分数
W"Y

乙醇#

7"[

条件下搅

拌提取
+G

#过滤#取滤液#滤渣按上述方法再次醇提#取

滤液%合并两次滤液#减压浓缩至适宜体积#即为仙灵脾

乙醇提取物#

X!"[

下冷冻保存%向仙灵脾醇提后的滤

渣中按上述方法加
#""b

去离子水#并于
W"[

条件下搅

拌
+G

#重复提取两次#过滤#取滤液减压浓缩至膏状物#

即为仙灵脾水提物%将仙灵脾醇提物和水提物合并#即

为仙灵脾混合提取物%

取适量仙灵脾混合提取物上
1S:%

型大孔树脂柱

)

#"B;h#&"B;

+

/

#"

0

#依次用水和
6"Y

#

&"Y

#

W"Y

的乙

醇进行梯度洗脱#薄层色谱法)

Vb(

+跟踪监测洗脱液中

的成分#并根据
Vb(

检测结果将具有相同成分的洗脱液

合并#将洗脱液分成
1

)水洗脱+$

S

)

6"Y

洗脱+$

(

)

&"Y

洗

脱+和
.

)

W"Y

洗脱+

+

个部分%分别减压浓缩后#

X!"[

下冷冻保存备用%

#A!A!

!

仙灵脾粗分物改善睡眠的作用
!

试验
#""

只
)a,

级
3('

小鼠#雌雄兼用#体重为)

#%^+

+

E

#许可证编号

)5g8

)苏+

!"#7:""+&

%适应性饲养
#

周后#随机分为

&

组#每组
!"

只%试验组以
#A"

E

.

I

E

2

S_

剂量分别一次

性灌胃
1

$

S

$

(

$

.

#空白组灌胃同体积蒸馏水#连续灌胃

#+L

后#展开试验%试验在
!+

"

!&[

安静环境下进行%

)

#

+自主活动仪测试试验*于末次给药
6";=D

后#将

小鼠置于自主活动仪内#适应
&;=D

后测定小鼠
#";=D

内活动次数#自主活动记录仪记录小鼠活动次数及站立

次数#作为评价小鼠活动情况的指标/

##

0

%

)

!

+直接睡眠试验*参照胡超群等/

#!

0的方法进行直

接睡眠试验%自主活动试验
!+G

后进行直接睡眠试

验/

#6

0

#于末次给药
6";=D

后观察动物是否出现睡眠现

象#记录
6" ;=D

内各组入睡动物数及
#!G

小鼠睡眠

时间%

#A!A6

!

大孔树脂洗脱活性组分的分离
!

将含有改善睡眠

功效的
S

组分上样到
0(3

柱)

&B;h#""B;

+#依次用

!"Y

#

6"Y

#

+"Y

的乙醇进行梯度洗脱#流速
%;b

.

;=D

#

自动收集器每管
!";b

收集洗脱液#用
Vb(

法跟踪检测

洗脱液中的成分/

#+

0

#根据
O

C

值和显色反应的结果#分析

合并相同组分#得到
b

)

!"Y

+$

0

)

6"Y

+和
4

)

+"Y

+

6

个

组分%

#A!A+

!

0(3

柱各洗脱组分改善睡眠活性的检测
!

按
#A!A!

方法对
0(3

柱分离得到的
b

$

0

$

4

进行动物试验#分析

各组分改善睡眠的作用%

#A!A&

!

改善睡眠活性成分的分离与鉴定
!

将具有改善睡

眠活性的
0

组分反复上样到
-.):.

柱)

6B;h#""B;

+$

-.):1

柱 )

6B;h#""B;

+和
-.):19

柱 )

6B;h

#""B;

+#直至得到
+

个单体成分#用氘代二甲亚砜溶解

进行#

2 40'

和#6

( 40'

等光谱数据分析#确定其

结构%

#A!A7

!

单体成分改善睡眠的功效
!

将
+

个单体成分按
!A!

的方法进行动物试验#判定
+

个单体成分的改善睡眠

功效%

#A!AW

!

统计学处理
!

试验结果以
)a))!+A"

软件进行统

计学分析#试验数据用)

H Ê

+表示#采用
-DH_<

@

:14-:

Z1

检验#直接睡眠试验以入睡动物计数资料并经
H

!

检验%

!

!

结果与分析

!A#

!

大孔树脂粗分物改善睡眠活性分析

经灌胃
#+L

后#大孔树脂粗分物各组小鼠睡眠率$睡

眠时间及自主活动情况的测定结果见表
#

%由表
#

可知#

各给药组中#

S

组较空白组
6";=D

入睡率有显著提高

)

a

'

"A"&

+#睡眠时间明显延长)

a

'

"A"&

+#延长率达到

#WA6%Y

,在自主活动方面#

S

组小鼠活动次数和站立次数

显著低于空白组)

a

'

"A"&

+#其中雄鼠活动次数极显著减

少)

a

'

"A"#

+%说明
S

)大孔树脂
6"Y

乙醇洗脱组分+组具

有改善睡眠的活性成分#并且该组分对雌雄鼠都具有一

定的作用%因此#对大孔树脂
6"Y

乙醇洗脱物进一步分

离纯化%

!A!

!

0(3

柱各洗脱组分改善睡眠活性的检测

大孔树脂
6"Y

乙醇洗脱物
0(3

分离后的各组分改

善睡眠功效见表
!

%以
6";=D

内入睡动物为计数资料#

结果经
H

!检验#只有
0

组与空白组有显著性差异)

a

'

"A"&

+%经
-DH:_<

@

14-Z1

检验#发现仅
0

组较空白

组睡眠时间增长#有极显著性差异)

a

'

"A"#

+%且
0

组与

空白组活动次数及站立次数相比较#呈现显著性差异

)

a

'

"A"&

+%其他各组较空白组均无显著性差异)

a

9

"A"&

+%雌雄鼠均无差异%故可判定仙灵脾改善睡眠功效

成分主要存在于
0(3

柱层析
6"Y

乙醇洗脱物中%

!A6

!

单体成分的鉴定

!!

0(3

柱层析分离得到具有助眠活性的
0

组分#经进

'$!

"

ZC>A6&

"

4CA#!

侯云飞等!仙灵脾改善小鼠睡眠功效成分的分离鉴定



表
#

!

仙灵脾各组分对小鼠睡眠和活动情况的影响m

V<K>H#

!

*JJHBFNCJR<O=CMNBC;

Q

CDHDFNCJH

Q

=;HL=M;CDN>HH

Q

<DL<BF=R=F

@

=D;=BH

组别 小鼠 动物只数.只 睡眠只数.只 睡眠时间.
;=D

活动次数.次 站立次数.次

空白

1

组

S

组

(

组

.

组

雄
#" 6 !&WA%̂ #%A6 !#!A!̂ 6&A! #&#A%̂ 6WA$

雌
#" ! !+6A!̂ #&A& !6"A#̂ +#A6 #76A#̂ !WA$

雄
#" 6 !7%A+̂ !#A7 #$%A%̂ !$A$ #!%A7̂ !$AW

雌
#" + !&&AŴ #WA6 !!6A$̂ 6+A! #+WA!̂ 6$A%

雄
#" % 6"!A7̂ #&A%

;

#&7A#̂ +#A!

;;

%6A$̂ !#A6

;

雌
#" W !$WA&̂ #%A+

;

#76AŴ 6"A%

;

$"A%̂ !&A+

;

雄
#" + !W6AŴ !"A! #%%A7̂ 6#AW #!#A#̂ 6#A7

雌
#" 6 !7WA+̂ #6AW !#7A&̂ !#A! #&#A6̂ +#A!

雄
#" ! !&"A#̂ #!A6 !"#A%̂ !WA7 #6WA!̂ +&A#

雌
#" 6 !+$A$̂ #7A% !!7A"̂ 6%AW #&&A7̂ 66A6

!!!!!

m

!;

A

与空白组相比差异显著)

a

'

"A"&

+,

;;

A

与空白组相比差异极显著)

a

'

"A"#

+%

表
!

!

仙灵脾各组分对小鼠睡眠和活动情况的影响m

V<K>H!

!

*JJHBFNCJR<O=CMNBC;

Q

CDHDFNCJH

Q

=;HL=M;CDN>HH

Q

<DL<BF=R=F

@

=D;=BH

组别 小鼠 动物只数.只 睡眠只数.只 睡眠时间.
;=D

活动次数.次 站立次数.次

空白

b

组

0

组

4

组

雄
#" 6 !7WA&̂ !6A# !"#AŴ !+A# #&WA6̂ !$A#

雌
#" ! !&&A+̂ 6#A! !!WA6̂ 6WAW #&$A$̂ 6%A$

雄
#" 6 !W%A!̂ 6"A7 #W#A6̂ 6#A% #!"A+̂ 6!A!

雌
#" + !W"A!̂ !$A6 #%$A6̂ !$A% #"#A"̂ !$A#

雄
#" $ 6&#A!̂ !&A%

;;

#+6A#̂ 6"A#

;

W$A+̂ 66A&

;

雌
#" W 6+$A#̂ !!A6

;;

#&WA7̂ !$A!

;

%%A+̂ 6+A$

;

雄
#" & !%7A+̂ !$AW #$!A#̂ !%AW ##!A#̂ +"A!

雌
#" 6 !W#A$̂ 66A! !"$A+̂ 6+A$ #"WA#̂ 6"A+

!!!!!

m

!;

A

与空白组相比差异显著)

a

'

"A"&

+,

;;

A

与空白组相比差异极显著)

a

'

"A"#

+%

一步分离得到
+

个主要成分单体%成分
/

为黄色粉末

状#可溶于水$乙醇和甲醇,成分
#

黄色粉末状#可溶于

水$乙醇和甲醇,成分
*

黄色粉末状#可溶于水$乙醇和甲

醇,成分
0

黄色粉末状#可溶于水$乙醇和甲醇%

由表
6

可知*

)

#

+成分
/

*

(

WA$7

#

WA#W

各有
!2

#形成
11ySSy

系

统#表明含有苯环对位取代#

(

7A7%

为单峰
2

#

(

&A+6

#

&A!#

#

&A#%

为糖的端基
2

信号#说明成分含有
6

个糖基#

(

6A$"

为
-0H

#

(

#AW&
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