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摘要:以三七(Ｐａｎａｘｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ)植株为研究对象ꎬ分别对其根、茎、叶、花、整株中的三七素质量分数进行分析ꎮ 通过微波－

超声辅助提取工艺提取三七植株中三七素ꎬ用响应面优化对工艺进行优化ꎬ利用 ＨＰＬＣ 检测三七素质量分数ꎮ 结果表明ꎬ三七
花中的三七素质量分数最高ꎬ其次是叶ꎬ整株与根的质量分数接近ꎬ茎中质量分数最低ꎮ 最佳提取工艺条件是:超声时间为
２５ ｍｉｎ、微波温度为 ８０℃、料液比(ｇ / ｍＬ)为 １ ∶３１、超声功率为 １８０ Ｗ、微波时间为 １０ ｍｉｎꎬ该工艺条件下提取的三七素质量分数
为 ３０􀆰 ７７ ｍｇ / ｇꎬ将溶液浓缩冻干得到三七素冻干粉质量分数达到 ４６􀆰 ５９ ｍｇ / ｇꎮ 用 ＭＴＴ 测定提取物对细胞活力的影响以及经
ＬＰＳ 刺激后 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ＮＯ 释放量ꎮ 结果显示ꎬ三七素提取物在 １０~ ２００ μｇ / ｍＬ 质量浓度范围内可显著抑制 ＮＯ 的释放ꎬ
具有良好的抗炎活性ꎮ
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　 　 三七素化学名为 β－Ｎ－草酰－Ｌ－αꎬβ－二氨基丙

酸( β －Ｎ －Ｏｘａｌｙｌ －Ｌ －αꎬβ －ｄｉａｍｉｎｏｐｒｏｐｉｏｎｉｃａｃｉｄꎬβ －
ＯＤＡＰ)ꎬ主要来源于五加科人参属植物三七 Ｐａｎａｘ￣
ｐｓｅｕｄｏ－ｇｉｎｓｅｎｇＷａｌｌ. ｖａｒ. ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ (Ｂｕｒｋｉｌｌ) Ｈｏｏ ＆
Ｔｓｅｎｇꎬ是一种天然非蛋白质氨基酸ꎬ具有非常强的

止血功能ꎮ 现代医学研究表明ꎬ三七素具有止血、抗
炎、神经保护、弱化糖尿病和肾病损伤等药理作

用[１]ꎮ 三七素作为三七的主要止血成分ꎬ能够促进

凝血、抑制纤溶ꎬ起到止血作用[２]ꎮ 黄超等[３] 用三

七素改善了糖尿病肾损伤ꎬ通过抑制氧化应激ꎬ下调

肾细胞凋亡和纤维化相关蛋白ꎬ从而保护了肾组织

损伤ꎮ
近年来ꎬ随着三七素药用价值的不断提高ꎬ其提

取方法也趋于多样化ꎬ如超声提取、回流提取、冷浸
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提取和水煎煮法等ꎮ 张玉萍等[４] 首先应用 １０ 倍乙

醚冷浸 ６ 次ꎬ然后用适量的乙醇浸泡过夜ꎬ将残渣晾

干ꎮ 用蒸馏水浸泡 ２４ ｈ 后超声提取 ６ 次ꎬ每次

３０ ｍｉｎ 获得三七素ꎮ 谭朝阳等[５] 通过冷浸提取的

方法提取三七素ꎬ用 ５０％乙醇浸泡过夜ꎬ用 １２ 倍量

乙醇渗透提取ꎬ并将乙醇浸出液合并ꎬ再用 ７３２ 强酸

型阳离子树脂分离制得三七素ꎮ 三七素常见的检测

方法有毛细管区待电泳检测法、氨基酸分析仪分析

法和色谱－质谱检测法[６]ꎮ 赵亮等[７] 通过毛细管区

待电泳检测法检测三七素和高精氨酸ꎮ 李琳等[８]

通过 ＨＰＬＣ 检测方法并采用四丁基氢氧化铵和甲醇

为流动相检测三七素ꎮ 综上ꎬ目前提取三七素所用

方法提取时间长、提取率较低、检测过程复杂且价格

昂贵ꎮ 因此ꎬ如何高效且简便地提取和检测三七素

成为当下研究的重点ꎮ
炎症是机体对炎症因子刺激发生的局部组织防

御反应[９]ꎬ市面上的相关药物(如非甾体类抗炎药

和甾体类抗炎药)长期使用会引起多种脏器的不良

反应ꎮ 相比之下ꎬ中药在治疗炎症方面具有毒副作

用小、疗效较好等优点ꎬ已然成为当下研究的新热

点[１０]ꎮ 三七的抗炎活性多数研究集中在三七皂苷ꎬ
然而三七素的抗炎报道很少ꎬ中国药典的三七药材

质量标准不含有三七素ꎬ但是美国 ＦＤＡ 已经在三七

质量控制标准中采用了三七素[１１]ꎬ因此ꎬ笔者采用

响应面法对微波－超声联合辅助提取三七素的工艺

进行优化ꎬ并建立三七素方法学ꎮ 进一步探究了三

七抗炎活性ꎬ旨在为今后三七素进一步应用研究提

供实验数据参考ꎮ

１　 仪器与材料

１􀆰 １　 仪器

ＱＵＩＮＴＩＸ３５－１ＣＮ 电子天平ꎬ德国赛多利斯公司

生产ꎻＳＬ－１００ 高速多功能粉碎机ꎬ永康市松青五金

厂生产ꎻＸＨ－１００Ａ 微波催化合成萃取仪ꎬ北京祥鹄

科技发展技术有限公司生产ꎻＪＹ－ＩＩＤＮ 超声波细胞

粉碎机ꎬ宁波新芝生物科技股份有限公司生产ꎻ
ｅ２６９５ 型高效液相色谱仪ꎬ美国 ｗａｔｅｒｓ 公司生产ꎻ
ＩＮＦＩＮＩＴＥ－ Ｆ５０ 酶标仪ꎬ 瑞士 ＴＥＣＡＮ 公司生产ꎻ
ＳＣＩＥＮＴＺ－５０Ｆ 冷冻干燥机ꎬ宁波新芝生物科技公司

生产ꎮ
１􀆰 ２　 材料

三七素(批号:Ｎｏ.２２０３０９)标准品ꎬ北京北方伟

业计量技术研究院生产ꎻ磷酸(分析纯)、乙腈(色谱

纯)ꎬ阿拉丁试剂有限公司生产ꎻ纯净水ꎬ娃哈哈公

司生产ꎻ小鼠巨噬细胞系 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ꎬ北京中生奥邦

生物科技有限公司生产ꎻ二甲基亚砜 ＤＭＳＯꎬ美国

Ｓｉｇｍａ 公司生产ꎻ胎牛血清、０􀆰 ２５％胰酶、ＰＢＳ 磷酸盐

缓冲液、青霉素、链霉素、ＤＭＥＭ 培养基ꎬ北京中生

奥邦生物科技有限公司生产ꎻ一氧化氮(ＮＯ)检测

试剂盒ꎬ碧云天生物技术有限公司生产ꎮ

２　 方法与结果

２􀆰 １　 ＨＰＬＣ 检测方法学建立

２􀆰 １􀆰 １　 色谱条件

色谱柱:ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎ Ｃ１８ (４􀆰 ６×２５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎻ
流速:１ ｍＬ / ｍｉｎꎮ 流动相:乙腈 (Ａ) － ０􀆰 ０５％磷酸

(Ｂ)ꎬ梯度洗脱条件: ０ ~ １２ ｍｉｎꎬ ９５％ ~ ９５％ Ｂꎻ
１２􀆰 ０１~１８ ｍｉｎꎬ９５％ ~ ９０％Ｂꎻ１８􀆰 ０１ ~ ２０ ｍｉｎꎬ９０％ ~
９５％ Ｂꎮ 柱温:２５℃ꎮ 检测波长:２２０ ｎｍꎻ进样量:
１０ μＬꎮ
２􀆰 １􀆰 ２　 标准品溶液制备

用天平称量三七素标准品 ３􀆰 ２１ ｍｇꎬ置于 ２０ ｍＬ
容量瓶中ꎬ随后用纯化水溶解、定容得到标准品质量

浓度为 １􀆰 ６０５ ｍｇ / ｍＬꎬ滤膜过滤ꎬ备用ꎮ
２􀆰 １􀆰 ３　 供试品溶液制备

用药材粉碎机将晒干的三七磨碎后过 ４５ 目筛ꎬ
密封避光保存ꎮ 称量 ５􀆰 ０ ｇ 药材粉末ꎬ按料液比 １ ∶
２０ ｇ / ｍＬ 加入纯化水 １００ ｍＬꎬ倒入磨口烧瓶ꎮ 先置

于超声仪中ꎬ设置参数为超声功率为 ９０ Ｗꎬ处理

５ ｍｉｎꎮ 再置于微波提取设备中ꎬ设置微波温度为

４０℃、功率为 ６００ Ｗꎬ微波处理 １５ ｍｉｎ 后ꎬ将溶液放

入低速离心机ꎬ取上清液经 ０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤膜

过滤ꎮ
２􀆰 １􀆰 ４　 线性关系

按“２􀆰 １􀆰 １”色谱条件ꎬ取 １、２、５、１０、１５、２０、２５、
５０ μＬ 三七标准品的溶液注入 ＨＰＬＣ 仪器ꎬ标准品

色谱图如图 １ 所示ꎬ以三七素质量(Ｘ)为横坐标ꎬ峰
面积(Ｙ)为纵坐标ꎬ得到线性方程及线性范围分别

为 ｙ＝ ０􀆰 ０００ ００１ｘ＋０􀆰 ０７ꎬ其中 ｙ 的范围是:０􀆰 １６０ ５ ~
４􀆰 ０１２ ５ μｇꎮ

图 １　 三七素标准品的 ＨＰＬＣ 图

􀅰５５１􀅰
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２􀆰 １􀆰 ５　 精密度试验

取三七素标准品溶液ꎬ连续进样 ６ 次ꎬ按 ２􀆰 １􀆰 １
中色谱条件对三七素进行分析ꎬ并计算三七素峰面

积的 ＲＳＤ 值ꎬ结果 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ５９％ꎬ表明仪器的精密

度良好ꎮ
２􀆰 １􀆰 ６　 重复性试验

称量 ６ 份三七素标准品溶液ꎬ按 ２􀆰 １􀆰 １ 中色谱

条件进样并计算三七素的 ＲＳＤ 值ꎬ结果 ＲＳＤ 为

１􀆰 ６８％ꎬ表明该方法重复性良好ꎮ
２􀆰 １􀆰 ７　 检测限和定量限

取三七素对照样品溶液ꎬ稀释至一定浓度后ꎬ按
２􀆰 １􀆰 １ 中色谱条件取样ꎬ以 ３ 倍信噪比为检测限ꎬ１０
倍信噪比为定量限ꎬ得到三七素的检测限和定量限

分别为 １２􀆰 ０１ ｎｇ 和 ６０􀆰 ０５ ｎｇꎮ
２􀆰 １􀆰 ８　 加样回收率

取含量已知的三七样品溶液ꎬ按 ２􀆰 １􀆰 １ 中色谱

条件ꎬ分别添加样品溶液的 ０􀆰 ５、１、１􀆰 ５ 倍三七素标

准品ꎬ测定并计算三七素的加样回收率及 ＲＳＤ 值ꎮ
结果表明ꎬ加样回收率分别为 １０３􀆰 ２７％、１０３􀆰 ８１％、
１０３􀆰 １３％ꎻＲＳＤ 分别为 ４􀆰 ６１％、１􀆰 ８０％、２􀆰 ６３％ꎮ
２􀆰 ２　 三七药材部位筛选

２􀆰 ２􀆰 １　 三七药材部位筛选设计

用药材粉碎机将晒干后的三七根、茎、叶、花、整
株磨碎后过 ４５ 目筛ꎬ称量 ５􀆰 ０ ｇ 药材粉末ꎬ按料液

比 １ ∶２０ ｇ / ｍＬ 加入 １００ ｍＬ 纯化水ꎬ倒入三口烧瓶ꎮ
先置于超声仪器中ꎬ设置超声功率为 ９０ Ｗꎬ处理

５ ｍｉｎꎮ 再置于微波提取设备中ꎬ设置微波温度为

４０℃、功率 ６００ Ｗꎬ选择微波时间 ５、１０、２５、３０ ｍｉｎ
后ꎬ将溶液放入离心机中ꎬ取上清液经 ０􀆰 ４５ μｍ 微

孔滤膜过滤后ꎮ 按 ２􀆰 １􀆰 １ 中色谱条件进样ꎬ并计算

样品中三七素质量分数ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 三七药材部位筛选结果

三七素在三七不同部位的质量分数如表 １ 所

示ꎮ 由表 １ 可知ꎬ三七各个部位均有三七素分布ꎬ其
中三七素在花中质量分数最高ꎬ其次是叶ꎬ整株与根

中三七质量分数接近ꎬ结果表明ꎬ提取三七素原料选

用三七花ꎮ
表 １　 微波时间对三七不同部位的三七素质量分数的影响

ｍｇ / ｇ

时间 / ｍｉｎ 三七叶 三七根 三七花 三七茎 三七整株

５ ２１􀆰 ８６ ８􀆰 ８９ ２１􀆰 ７４ ５􀆰 ６４ ９􀆰 ０４

１０ ２１􀆰 ４６ ８􀆰 ９６ ２８􀆰 １３ ５􀆰 ９７ ９􀆰 ２１

２５ ２０􀆰 ５３ ８􀆰 ９５ ３２􀆰 ５８ ５􀆰 ８３ ９􀆰 ０８

３０ ２０􀆰 ５８ ８􀆰 ８９ ３２􀆰 １３ ５􀆰 ８４ ８􀆰 ８５

２􀆰 ３　 单因素试验

２􀆰 ３􀆰 １　 单因素试验设计

称量 ５ ｇ 三七粉ꎬ初始工艺参数为:加入药材

２０ 倍量的纯化水ꎬ设置超声时间为 ５ ｍｉｎ、功率为

９０ Ｗꎻ设置微波时间为 １５ ｍｉｎ、功率为 ６００ Ｗ、温度

为 ４０℃ꎮ 在上述初始工艺相同情况下ꎬ分别考察微

波时间(５、１０、１５、２０、２５、３０ ｍｉｎ)、微波温度(３０、４０、
５０、６０、 ７０、 ８０℃)、 超声功率 ( ９０、 １８０、 ２７０、 ３６０、
４５０ Ｗ)、料液比(１ ∶１０、１ ∶１５、１ ∶２０、１ ∶２５、１ ∶３０、１ ∶３５
ｇ / ｍＬ)、超声时间(５、１５、２０、２５、３０ ｍｉｎ)对微波－超
声辅助提取工艺的影响ꎮ 微波萃取完成后ꎬ将溶液

放入离心机ꎬ取上清液备用ꎬ记录提取液体积ꎮ 根据

２􀆰 １􀆰 １ 中色谱条件进样ꎬ并代入 ２􀆰 １􀆰 ４ 中线性方程

中ꎬ计算三七素总质量分数:
三七素质量分数(ｍｇ / ｇ) ＝

∑ 三七素质量(ｍｇ) / 三七药材粉末质量(ｇ) (１)

２􀆰 ３􀆰 ２　 单因素试验结果

各单因素试验结果如表 ２ ~表 ６ 所示ꎮ 在单因

素试验中ꎬ随着微波时间的增加ꎬ三七素质量分数呈

现先增后降的趋势ꎮ 在微波时间 ２０ ｍｉｎ 时三七素

质量分数最高ꎬ大于 ２０ ｍｉｎ 总质量分数下降ꎮ 由于

微波时间过长ꎬ杂质分子吸收足够能量随之析出ꎬ稀
释三七素ꎬ考虑经济效益ꎬ选择微波时间 １０ ｍｉｎ 较

为适合ꎮ 当微波温度较低时ꎬ溶剂没有渗入药材ꎬ不
能充分提取三七素ꎮ 当微波辐射增大ꎬ溶质吸收热

量ꎬ产生的热应力加速使三七素成分溶出ꎬ在微波温

度为 ６０℃时达到高峰ꎮ 然而ꎬ过高温度会破坏有效

成分结构ꎬ三七素质量分数开始减少ꎮ 因此ꎬ选择微

波温度为 ６０℃ꎮ 超声功率为 ２７０ Ｗ 时ꎬ三七素质量

分数最高ꎬ随着功率的增大ꎬ质量分数略微下降ꎮ 声

强过高产生大量的气泡ꎬ这些气泡会将声波反射出

去ꎬ从而降低能量的传输ꎮ 此外ꎬ超声功率对总质量

分数影响并不显著ꎬ考虑经济效益ꎬ选择超声功率为

１８０ Ｗꎮ 由于超声波产生的效应会加速细胞壁破

碎ꎬ在 ２５ ｍｉｎ 时三七素质量分数最高ꎬ但时间增加

到一定程度ꎬ高能量会使皂苷结构分解ꎬ导致质量分

数出现下降ꎬ所以选择超声时间为 ２５ ｍｉｎꎮ 当液料

　 　 　 　 　 　 　表 ２　 微波时间对三七素质量分数的影响

微波时间 /
ｍｉｎ

三七素质量分数 /

(ｍｇ􀅰ｇ－１)

微波时间 /
ｍｉｎ

三七素质量分数 /

(ｍｇ􀅰ｇ－１)

５ ２４􀆰 １７ ２０ ２６􀆰 ７８

１０ ２６􀆰 １２ ２５ ２６􀆰 ２８

１５ ２６􀆰 ３７ ３０ ２６􀆰 ２２

􀅰６５１􀅰
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表 ３　 微波温度对三七素质量分数的影响

微波温度 /
℃

三七素质量分数 /

(ｍｇ􀅰ｇ－１)

微波温度 /
℃

三七素质量分数 /

(ｍｇ􀅰ｇ－１)

３０ ２１􀆰 ４６ ６０ ２６􀆰 ３６

４０ ２４􀆰 ７８ ７０ ２４􀆰 ５１

５０ ２５􀆰 ３５ ８０ ２２􀆰 ７６

表 ４　 超声功率对三七素质量分数的影响

超声功率 /
Ｗ

三七素质量分数 /

(ｍｇ􀅰ｇ－１)

超声功率 /
Ｗ

三七素质量分数 /

(ｍｇ􀅰ｇ－１)

９０ ２６􀆰 ４０ ３６０ ２６􀆰 ７８

１８０ ２６􀆰 ７０ ４５０ ２６􀆰 ７２

２７０ ２６􀆰 ８０ 　 　

表 ５　 超声时间对三七素质量分数的影响

超声时间 /
ｍｉｎ

三七素质量分数 /

(ｍｇ􀅰ｇ－１)

超声时间 /
ｍｉｎ

三七素质量分数 /

(ｍｇ􀅰ｇ－１)

５ ２５􀆰 ５５ ２５ ２８􀆰 １７

１５ ２６􀆰 ３７ ３０ ２８􀆰 ０３

２０ ２７􀆰 ５３ 　 　

表 ６　 料液比对三七素质量分数的影响

料液比 /

(ｇ􀅰ｍＬ－１)

三七素质量分数 /

(ｍｇ􀅰ｇ－１)

料液比 /

(ｇ􀅰ｍＬ－１)

三七素质量分数 /

(ｍｇ􀅰ｇ－１)

１ ∶１０ ２１􀆰 ３９ １ ∶２５ ２８􀆰 ２５

１ ∶１５ ２６􀆰 ３５ １ ∶３０ ２８􀆰 ３３

１ ∶２０ ２７􀆰 ３６ 　 　

比过低时ꎬ不利于成分扩散ꎬ料液比为 １ ∶３０ 时三七

素质量分数最高ꎬ此后变化不大ꎬ这是由于三七素扩

散很快达到了平衡ꎬ但剂量过高会导致成本增加ꎮ
因此ꎬ选择液料比 １ ∶２５ ｇ / ｍＬꎮ
２􀆰 ４　 响应面试验

２􀆰 ４􀆰 １　 响应面试验设计

根据 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ 测试设计原理ꎬ以三七素作

为响应面进行超声时间、微波温度和料液比优化比

较试验ꎬ自变量因素变化水平设计结果如表 ７ 所示ꎮ
表 ７　 三七素的响应面试验的因素与水平

水平
超声时间

(Ａ) / ｍｉｎ
微波温度

(Ｂ) / ℃

料液比(Ｃ) /

(ｇ􀅰ｍＬ－１)

－１ ２０ ４０ １ ∶１０

０ ２５ ６０ １ ∶２５

１ ３０ ８０ １ ∶４０

２􀆰 ４􀆰 ２　 三七素响应面试验结果

采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ Ｖ８􀆰 ０􀆰 ６ 软 件 中 的 Ｂｏｘ －
Ｂｅｈｎｋｅｎ 方法设计测试ꎬ结果如表 ８ 和表 ９ 所示ꎮ
自变量超声时间(Ａ)、微波温度(Ｂ)、料液比(Ｃ)和
三七素质量分数(Ｙ)的二次多项式回归方程是对表

８ 试验结果进行拟合分析得到:
Ｙ ＝ ２９􀆰 ４７ ＋ ０􀆰 １４３６Ａ ＋ ０􀆰 ４６６３Ｂ ＋ ３􀆰 ７４Ｃ － ０􀆰 １６５２ＡＢ －

０􀆰 １３５１ＡＣ － ０􀆰 ３６８６ＢＣ － ０􀆰 ６２４２Ａ２ ＋ ０􀆰 １２５１Ｂ２ － ４􀆰 ０２Ｃ２(２)

表 ８　 三七素的 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ 试验设计与结果

序号
超声时间

(Ａ) / ｍｉｎ

微波温度

(Ｂ) / ℃

料液比(Ｃ) /

(ｇ􀅰ｍＬ－１)

三七素质量分数 /

(ｍｇ􀅰ｇ－１)

１ １ ０ １ ２８􀆰 ５５

２ １ ０ －１ ２１􀆰 １７

３ ０ ０ ０ ２８􀆰 ７８

４ －１ １ ０ ２８􀆰 ８７

５ １ １ ０ ２９􀆰 ０６

６ ０ －１ １ ２８􀆰 ６５

７ ０ －１ －１ ２０􀆰 ６２

８ ０ ０ ０ ２８􀆰 ８７

９ ０ ０ ０ ２９􀆰 ５６

１０ －１ －１ ０ ２８􀆰 ５６

１１ １ －１ ０ ２９􀆰 ４１

１２ －１ ０ １ ２８􀆰 ７７

１３ ０ １ １ ２９􀆰 ８０

１４ ０ ０ ０ ２８􀆰 ８２

１５ ０ １ －１ ２３􀆰 ２４

１６ ０ ０ ０ ３１􀆰 ３４

１７ －１ ０ －１ ２０􀆰 ８５

由表 ９ 可知ꎬ模型相关系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９６４ ９ꎬＲ２
ａｄｊ ＝

０􀆰 ９１９ ８ꎬ模型 ｐ<０􀆰 ０１ꎬ表明回归模型拟合程度较

好ꎬ三七素的提取率与各自变量之间的回归关系

极显著ꎬ试验误差小ꎬ失拟项 ｐ＝ ２>０􀆰 ０５ꎬ影响不显

著ꎬ说明该试验数据和模型符合程度显著ꎬ可以用

该模型分析和预测微波－超声辅助三七素的提取ꎮ
从 Ｆ 值可知ꎬ各因素对三七素提取率的影响顺序

为 Ｃ>Ｂ>Ａꎬ即料液比>微波温度>超声时间ꎻＣ 和

Ｃ２ 通过因素显著性分析得出显著性ꎮ 不同影响因

素的三维响应面图如图 ２ 所示ꎮ 从图 ２ 可知ꎬ料液

比和微波温度、超声时间和微波温度 ２ 组交互作

用最强ꎮ

􀅰７５１􀅰
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表 ９　 三七素的响应面方差分析及显著性检验

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ 值 ｐ 值

模型 １８５􀆰 ３４ ９ ２０􀆰 ５９ ２１􀆰 ３８ 　 ０􀆰 ０００３∗∗

Ａ ０􀆰 １６５１ １ ０􀆰 １６５１ ０􀆰 １７１３ ０􀆰 ６９１３

Ｂ １􀆰 ７４ １ １􀆰 ７４ １􀆰 ８１ ０􀆰 ２２０９

Ｃ １１１􀆰 ６９ １ １１１􀆰 ６９ １１５􀆰 ９３ <０􀆰 ０００１∗∗

ＡＢ ０􀆰 １０９２ １ ０􀆰 １０９２ ０􀆰 １１３３ ０􀆰 ７４６３

ＡＣ ０􀆰 ０７３１ １ ０􀆰 ０７３１ ０􀆰 ０７５８ ０􀆰 ７９１

ＢＣ ０􀆰 ５４３４ １ ０􀆰 ５４３４ ０􀆰 ５６４ ０􀆰 ４７７１

Ａ２ １􀆰 ６４ １ １􀆰 ６４ １􀆰 ７ ０􀆰 ２３３２

Ｂ２ ０􀆰 ０６５９ １ ０􀆰 ０６５９ ０􀆰 ０６８４ ０􀆰 ８０１２

Ｃ２ ６７􀆰 ９９ １ ６７􀆰 ９９ ７０􀆰 ５８ <０􀆰 ０００１∗∗

残差 ６􀆰 ７４ ７ ０􀆰 ９６３４ 　 　

失拟项 ２ ３ ０􀆰 ６６６５ ０􀆰 ５６２ ０􀆰 ６６８２

误差项 ４􀆰 ７４ ４ １􀆰 １９ 　 　

总和 １９２􀆰 ０８ １６ 　 　 　

　 　 注:∗代表差异显著(ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ∗∗代表差异极显著(ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ

(ａ)超声时间与微波温度对三七素质量分数影响的响应面

(ｂ)超声时间与料液比对三七素质量分数影响的响应面

(ｃ)微波温度与料液比对三七素质量分数影响的响应面

图 ２　 不同影响因素的三维响应面图

２􀆰 ４􀆰 ３　 响应面最佳工艺验证

经 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔＶ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件优化后三七素的最

佳工艺条件:超声时间为 ２５ ｍｉｎ、微波温度为 ８０℃、
料液比为 １ ∶３１ ｇ / ｍＬꎬ在该条件下验证最优工艺ꎬ得
出与模型预测值相近三七素质量分数为 ３０􀆰 ５５ ｍｇ / ｇꎬ
表明建立的模型良好ꎬ将三七素溶液制成冻干粉得

到三七素的质量分数达到 ４６􀆰 ５９ ｍｇ / ｇꎮ
２􀆰 ５　 体外抗炎活性研究

２􀆰 ５􀆰 １　 细胞活力检测

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞在含有 ＤＭＥＭ 培养基(１０％胎

牛血清和 １％青霉素 /链霉素抗生素)、３７℃、５％二

氧化碳下培养ꎮ 加入 １５０ μＬ １􀆰 ２×１０４ 个细胞至 ９６
孔板培养 １２ ｈꎮ 三七素提取物浓缩后制成冻干粉样

品ꎬ用 ＤＭＳＯ 配成 ２ ｍｇ / ｍＬ 的储备液ꎬ使用时用

ＤＭＥＭ 培养基稀释ꎮ 测试分为空白组 ( ＤＭＥＭ)、
ＬＰＳ 组(１０ μｇ / ｍＬ)、阳性对照组(ＬＰＳ１０ μｇ / ｍＬ＋地
塞米松 ０􀆰 ０５ ｍｇ / ｍＬ)、三七素组(ＬＰＳ １０ μｇ / ｍＬ＋
１０、２５、５０、７５、１００、１５０、２００ μｇ / ｍＬ 三七素提取物)ꎮ
当细胞贴壁后ꎬ弃去旧的培养基ꎬ每孔加入 １５０ μＬ
培养基ꎬ３７℃培养箱孵育 ２４ ｈ 后ꎬ每孔加入 ２０ μＬ
ＭＴＴ(５ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ培养箱孵育 ４ ｈꎬ弃去上清液加入

２００ μＬ ＤＭＳＯꎬ酶标仪 ４９２ ｎｍ 检测 ９６ 孔板的 ＯＤ
值ꎬ以细胞存活率表示毒性大小:

细胞存活率 ＝ [(给药组 ＯＤ 值 － 空白组 ＯＤ 值) /
空白组 ＯＤ 值] × １００％

２􀆰 ５􀆰 ２　 ＮＯ 释放量检测

种板步骤按 ２􀆰 ５􀆰 １ 项ꎬ每孔 １５０ μＬ１􀆰 ２×１０４ 个

细胞 至 ９６ 孔 板 培 养 １２ ｈꎮ 试 验 分 为 空 白 组

(ＤＭＥＭ)、ＬＰＳ 组 ( １０ μｇ / ｍＬ)、阳性对照组 ( ＬＰＳ
１０ μｇ / ｍＬ＋地塞米松 ０􀆰 ０５ ｍｇ / ｍＬ)、三七素组(ＬＰＳ
１０ μｇ / ｍＬ＋１０、２５、５０、７５、１００、１５０、２００ μｇ / ｍＬ 三七

素提取物)ꎮ 每孔加入 １５０ μＬꎬ培养温度为 ３７℃ꎬ在
二氧化碳体积分数为 ５％的条件下培养 ２４ ｈꎮ 用培

养基稀释亚硝酸盐(ＮａＮＯ２)标准品ꎬ采集室温静置

５ ｍｉｎ 的 ９６ 孔板细胞上清液 ５０ μＬꎬ分别加入 ５０ μＬ
Ｇｒｉｅｓｓ 试剂 Ｉ 和 ５０ μＬ Ｇｒｉｅｓｓ 试剂Ⅱꎬ测量 ９６ 孔板

在 ５４０ ｎｍ 处的 ＯＤ 值ꎬ并带入 ＮａＮＯ２ 对照曲线计算

产生的 ＮＯ 量ꎮ
２􀆰 ５􀆰 ３　 三七素提取物对细胞活力影响

采用 ＭＴＴ 法考察三七提取物在不同质量浓度

下对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞存活率的影响ꎬ结果如表 １０
所示ꎮ 从表 １０ 中可以看出ꎬ三七素质量浓度在 １０~
２００ μｇ / ｍＬ 范围内与 ＬＰＳ 组对比对存活率的影响无

显著差异ꎬ说明在此质量浓度范围内三七素对细胞

无毒性ꎮ 结果表明ꎬ选择 １０ ~ ２００ μｇ / ｍＬ 质量浓度

范围进行后续试验ꎮ
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表 １０　 三七素提取物对细胞的存活率

实验组 细胞存活率 / ％ ＳＤ 值

ｃｏｎｔｒｏｌ ０􀆰 ９４ ０􀆰 ０５

ＬＰＳ ０􀆰 ７５ ０􀆰 １２

ＬＰＳ＋地塞米松 ０􀆰 ７７ ０􀆰 ０８

ＬＰＳ＋１０ μｇ / ｍＬ ０􀆰 ７０ ０􀆰 ０５

ＬＰＳ＋２５ μｇ / ｍＬ ０􀆰 ６９ ０􀆰 ０８

ＬＰＳ＋５０ μｇ / ｍＬ ０􀆰 ７０ ０􀆰 ０３

ＬＰＳ＋７５ μｇ / ｍＬ ０􀆰 ７４ ０􀆰 ０７

ＬＰＳ＋１００ μｇ / ｍＬ ０􀆰 ７３ ０􀆰 ０７

ＬＰＳ＋１５０ μｇ / ｍＬ ０􀆰 ８３ ０􀆰 ０８

ＬＰＳ＋２００ μｇ / ｍＬ ０􀆰 ７７ ０􀆰 ０９

２􀆰 ５􀆰 ４　 三七素提取物对 ＮＯ 释放量的影响

根据 Ｇｒｉｅｓｓ 法测定上清液中炎症介质 ＮＯ 的浓

度ꎬ结果如表 １１ 所示ꎮ 由表 １１ 可知ꎬ与对照组相

比ꎬＮＯ 的释放的细胞经 ＬＰＳ 处理后有显著增加ꎮ
三七素提取物与 ＬＰＳ 组相比ꎬ三七素提取物能明显

抑制 ＮＯ 的释放量ꎬ并且随着质量浓度的增加ꎬＮＯ
释放量呈现减少趋势ꎮ 当三七素质量浓度为

１５０ μｇ / ｍＬ 时与阳性对照接近ꎬ说明三七素提取不

具有良好的抗炎活性ꎮ
表 １１　 三七素提取物对 ＬＰＳ 诱导后的 ＮＯ 释放量

实验组 ＮＯ 质量浓度 / (μｇ􀅰ｍＬ－１) ＳＤ 值

ｃｏｎｔｒｏｌ ２􀆰 ３０ ０􀆰 ４７

ＬＰＳ ７􀆰 ９０ ０􀆰 ８９

ＬＰＳ＋地塞米松 ４􀆰 ０２ ０􀆰 ２７

ＬＰＳ＋１０ μｇ / ｍＬ ７􀆰 １７ ０􀆰 ６０

ＬＰＳ＋２５ μｇ / ｍＬ ６􀆰 ５７ ０􀆰 ９０

ＬＰＳ＋５０ μｇ / ｍＬ ５􀆰 ４９ ０􀆰 ３２

ＬＰＳ＋７５ μｇ / ｍＬ ５􀆰 ３１ ０􀆰 ７１

ＬＰＳ＋１００ μｇ / ｍＬ ４􀆰 ６４ ０􀆰 ８８

ＬＰＳ＋１５０ μｇ / ｍＬ ３􀆰 ５７ ０􀆰 ５５

ＬＰＳ＋２００ μｇ / ｍＬ ３􀆰 ４８ ０􀆰 ３９

３　 结论

采用微波－超声辅助提取工艺对三七中三七素

进行提取可有效缩短提取时间ꎬＨＰＬＣ 检测三七素

检测过程灵敏、准确性高、分析过程简便ꎬ获得主要

结论如下:

(１)以三七为原料ꎬ采用微波－超声联合辅助提

取三七素ꎬ通过三七部位筛选发现三七素中花中的

质量分数最高ꎬ其次是三七叶ꎬ其中三七整株与三七

根质量分数接近ꎬ三七茎的质量分数最低ꎮ
(２)最优工艺参数由单因素和 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ 响

应面法得到:超声时间为 ２５ ｍｉｎ、微波温度选择

８０℃、料液比 １ ∶３１ ｇ / ｍＬꎬ在该条件下进行最优工艺

的验证ꎬ得到三七素质量分数为 ３０􀆰 ５５ ｍｇ / ｇꎬ与模

型预测值 ３０􀆰 ７７ ｍｇ / ｇ 相近ꎬ表明模型建立良好ꎬ将
溶液浓缩冻干得到三七素冻干粉质量分数达到

４６􀆰 ５９ ｍｇ / ｇꎮ
(３)ＬＰＳ 是一种重要炎症反应的致病因子ꎬ可

与 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞表明抗原受体相合刺激细胞ꎬ引
起机体严重的炎症反应ꎮ 使用 ＭＴＴ 测定提取物对

细胞活力的影响ꎬ明确无毒性范围ꎬ经 ＬＰＳ 刺激后

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细 胞 ＮＯ 释 放 量ꎮ 结 果 表 明ꎬ １０ ~
２００ μｇ / ｍＬ 的三七素提取物能抑制 ＮＯ 的释放量ꎬ
呈现一定剂量关系ꎬ并对细胞存活率无显著性影响ꎮ
证明三七素一定程度上可以通过抑制 ＮＯ 的释放量

来抵抗炎症且对细胞无毒性ꎮ 综上ꎬ三七素有良好

开发以及利用前景ꎮ
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