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图9    超声波提取法提取苹果多酚的动态洗脱曲线

Fig.9     Dynamic desorption curve of AP with ultrasonic extraction

糖及杂质，再用60% 乙醇洗脱，洗脱速度为0.5ml/min，

其洗脱曲线如图 9 所示。由图 9 可以看出，当洗脱体积

为38～45ml 时，洗脱液中的苹果多酚含量达到最大值。

3 结  论

在 AB-8 大孔树脂对苹果多酚的分离纯化中，当供

试液苹果多酚含量为1.648mg/ml，以60%乙醇作洗脱剂，

进样速度为1ml/min，洗脱流速为0.5ml/min，则苹果多

酚的纯度可由原来的0.759%提高到39.98%，纯度提高了

52 倍。AB-8 大孔树脂法纯化苹果多酚虽然能使其纯度得

到较大程度的提高，但还不够理想，若想得到纯度更高

的苹果多酚还需结合其他的分离纯化方法。
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微波辅助萃取冬枣环磷酸腺苷工艺研究

崔志强，孟宪军

(沈阳农业大学食品学院，辽宁 沈阳        110161)

摘   要：研究利用微波辅助萃取MAE(microwave-assisted extraction)提取冬枣中环磷酸腺苷的新方法。以高效液相

色谱法HPLC(high performance liquid chromatography)定量测定所萃取的环磷酸腺苷。采用正交试验考察浸泡时间、

处理时间、微波功率和料液比对环磷酸腺苷提取率的影响，确定最佳工艺条件为：微波功率200W、浸泡时间6h、

处理时间3min、料液比1:20。
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Study on Microwave-assisted Extraction of cAMP from Winter-Dates

CUI Zhi-qiang，MENG Xian-jun

(College of Food Science, Shenyang Agricultural University, Shenyang         110160, China)

Abstract ：The extraction technology of the cAMP from winter-dates with microwave-assisted extraction was studied, and

cAMP was analyzed by HPLC(high performance liguid chromatograly) method. Several factors, such as marinated time, extraction

time, microwave power and ratio of material and liquor were investigated and the appropriate MAE(microwave-assisted extraction)

conditions were obtained from the orthogonal test. The optimal MAE conditions are as follows: microwave power 200W, marinated
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time 6 hours, extraction time 3 minutes and ratio of material and liquor 1:20.
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环磷酸腺苷cAMP[1-2](cyclic adenosine 3',5'

monophosphate)为当今分子生物学研究的重要内容之

一，c A M P 是核苷酸的衍生物，为蛋白激酶致活剂。

它是生物界普通存在的一种生物活性物质，一般含量极

微，具第二信使作用(激素为第一信使)，参与广泛的生

理生化过程的调节。基础医学研究证明至少40 多种疾病

(包括癌症、高血压、冠心病、心肌梗塞和心源性休克

等重大疾病)与 c A M P 的代谢有关，临床医学研究证明

c A M P 能舒张平滑肌、扩张血管、改善肝功能、激活

蛋白，并对心肌梗塞、冠心病、心源性休克、牛皮

癣等疾病有显著疗效。冬枣是山东、河北等地的一种

特有枣果品种，品质优良，它是枣果中的晚熟品种，

又名冻枣、雁来红。冬枣口感极佳，而且营养丰富，

不但含有较多量的 V C ，还含有钾、钙、镁、钠以及

铁、锌、铜、锰、硒等多种微量元素；另外还含有

多种氨基酸和环磷酸腺苷。

微波萃取即微波辅助萃取技术，Ganzler于 1986年

首次提出[3]，是颇具发展潜力的一种新的萃取技术，被

广泛应用于天然产物化学成分的提取。本文以微波萃

取方法，结合高效液相色谱分析技术，研究 c A M P 的

分离萃取效果，为冬枣深加工和工业化应用提供参考

依 据 。

1 材料与方法

1.1 材料

冬枣市售，充分成熟，无霉变、软化和酒化。

1.2 仪器与试剂

1.2.1 仪器

Waters 600E液相色谱仪包括Waters 2487紫外检测

器、Waters 600E 在线脱气机、Waters 600E 高压泵、

Rheodyre 7725手动进样器、Waters Millennium3.2 V3.2

色谱工作站。MAS-1微波快速制样系统    上海新仪微波

化学科技有限公司；LG10-2.4A高速离心机    北京医用

离心机厂。HH-6数显恒温水浴锅    国华电器有限公司；

JD 200-2电子天平    沈阳龙腾电子秤量仪器有限公司；

HZQ-F全温振荡培养箱    哈尔滨市东联电子技术开发有

限公司。

1.2.2 试剂

cAMP 标准品(纯度99%)    Sigma 公司；甲醇、磷

酸二氢钾(色谱纯)    迪马公司；乙醇、磷酸二氢钠、

磷酸氢二钠、柠檬酸、丙酮、氯仿均为分析纯。

1.3 方法

1.3.1 预处理

将冬枣清洗，切片，真空干燥(70℃，95kPa)，粉

碎过 6 0 目筛。

1.3.2 溶剂筛选

取水、乙醇、甲醇、丙酮、氯仿、浓度 3 0 % ～

70% 的乙醇溶液、pH3.0～8.0 的缓冲溶液进行常规浸

提，料液比为1:15，常温下浸泡12h，以 3000r/min 转

进行离心分离 5min，取其上清液置入 50ml 容量瓶中，

残渣加相应溶剂提取两次，每次 5ml，振摇 10min，用

与上述相同的条件进行离心分离，所得上清液并入上述

容量瓶中，最后定容至刻度。过 0 . 4 5μm 滤膜，进行

HPLC 测定[4]。

1.3.3 水浴法

取冬枣粉末，精密称定 1.00g，加 40ml 水，在沸

腾的水浴中加热 30min，冷却，提取液按前述方法进行

处理。过 0.4 5μm 滤膜，进行 HPL C 测定[4]。

1.3.4 微波辅助萃取

准确称取冬枣粉1.00g，放人圆底烧瓶中，并加入

适量蒸馏水混匀，按各种条件( 浸泡时间、处理时间、

功率、液固比)在冷凝回流状态下进行微波萃取，提取

液按前述方法进行处理，过 0.45μm 滤膜，进行 HPLC

检测。采用正交优化法对工艺各参数进行优化比较[5-9]。

1.3.5 色谱条件

色谱柱为Hypersil-ODS2(25cm × 4.6mm，5μm)柱，

流动相为V(甲醇):V(0.05mol/L磷酸二氢钾)=10:90，流速

1.0ml/min，紫外检测器UV254.0nm × 0.2AUFS，柱温

30℃，进样量15μl[4,10-14]。

1.3.6 标准曲线

取 c A M P 标准品适宜，精密称定，加水溶解后，

配制成浓度为 1、2、5、10、50μg/ml 的溶液。分别

取上述溶液各15μl注入液相色谱仪，在前述色谱条件下

进行分析，记录色谱峰面积。标样图谱如图 1 所示。

在1.0～50.0μg/ml浓度范围内，色谱峰面积与样品量呈

线性关系，如图 2 所示。

2 结果与分析

2.1 溶剂筛选结果

查阅相关资料[15-16]，cAMP 微溶于水，因此选择上

述溶剂进行对比试验，结果如表 1 所示。根据上述结

果，尽管pH5.0 的缓冲溶液的提取率大于水，但考虑到

成本问题，仍然选择水作为提取溶剂。
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2.2 水浴法与微波萃取法的比较

通过测定，在选择相同的溶剂水的情况下，微波

萃取法的提取率明显高于水浴法，结果如表 2 所示。

随着微波功率的增加，提取率增加，在 300W 时达到最

高值，以后功率提高，提取率反而呈现下降趋势。这

可能是高功率的微波造成 c A M P 分子的损失。综合考

虑，选择 2 0 0、3 0 0、4 0 0 W 三个水平进行正交试验。

2.3.2 浸泡时间对提取率的影响

在微波功率300W，料液比1:25，处理时间1min 的

条件下，选取 0、6、1 2、1 8、2 4 h 五个浸泡时间水

平考察对 c A M P 提取率的影响，结果如图 4 所示。随

着浸泡时间的延长，提取率增加，在 6h 时达到最高值，

以后浸泡时间延长，提取率反而呈现下降趋势。这可

能是由于过多杂质溶出，吸附 c A M P 分子造成的。综

合考虑，选择 4 、6 、8 h 三个水平进行正交试验。
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图1    cAMP 标准样品高效液相色谱图(50μg/ml)
Fig.1     HPLC spectrum of cAMP standard sample(50μg/ml)

1.800e+006
1.600e+006
1.400e+006
1.200e+006
1.000e+006
0.800e+006
0.600e+006
0.400e+006
0.200e+006
0.000e+006
-2.000e+006

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

峰
面
积

浓度(μg/ml)

图2    cAMP 标准曲线

Fig.2      Standard curve of cAMP

溶剂 水 30% 乙醇 40% 乙醇 50% 乙醇 60% 乙醇 70% 乙醇 pH3.0缓冲溶液 pH4.0缓冲溶液

结果(μg/g枣粉) 129.08 90.15 未检出 未检出 未检出 未检出 76.94 52.68

溶剂 pH5.0缓冲溶液 pH6.0缓冲溶液 pH7.0缓冲溶液 pH8.0缓冲溶液 乙醇 丙酮 氯仿 甲醇

结果(μg/g枣粉) 155.76 108.83 95.11 72.86 未检出 未检出 未检出 未检出

表1   提取结果

Table 1     Extraction results

注：上述缓冲溶液采用磷酸氢二钠 - 柠檬酸按比例配制。

提取方法 水浴法 微波辅助萃取

提取率(μg/g枣粉) 139.10 239.30

表2    提取结果

Table 2      Extraction results

2.3 微波辅助萃取工艺

选择微波功率、浸泡时间、处理时间和料液比四

个因素进行单因素试验，在此基础上进行L9(34) 正交试

验，确定最佳提取条件。

2.3.1 微波功率对提取率的影响

在料液比1:25，浸泡时间12h，处理时间1min 的

条件下，选取 20 0、3 0 0、4 0 0、5 0 0、6 0 0 W 五个功

率水平考察对 c A M P 提取率的影响，结果如图 3 所示。
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图3    微波功率对提取率的影响

Fig.3      Effects of microwave power on extraction rate
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图4    浸泡时间对提取率的影响

Fig.4      Effects of marinated time on extraction rate

2.3.3 处理时间对提取率的影响

在微波功率 300W，料液比 1:25，浸泡时间 6h 的

条件下，选取 1、2、3、4、5 m i n 五个处理时间水平
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表3    正交试验结果及极差分析

Table 3     Result of orthogonal test and range analysis

                   因素

试验号 1 2 3 4 试验结果

料液比 功率 浸泡 处理时间

1 1 1 1 1 217.06

2 1 2 2 2 180.72

3 1 3 3 3 205.75

4 2 1 2 3 239.30

5 2 2 3 1 190.81

6 2 3 1 2 201.00

7 3 1 3 2 220.63

8 3 2 1 3 221.91

9 3 3 2 1 194.07

均值1 201.177 225.663 213.323 200.647

均值2 210.370 197.813 204.697 200.783

均值3 212.203 200.273 205.730 222.320

极差 11.026 27.850 8.626 21.673
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图5   处理时间对提取率的影响

Fig.5     Effects of extraction time on extraction rate
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图6    料液比对提取率的影响

Fig.6      Effects of ratio of material to liquor on extraction rate

2.3.4 料液比对提取率的影响

在微波功率 300W，浸泡时间 6h，处理时间 2min

的条件下，选取1:5、1:10、1:15、1:20、1:25 五个料

液比水平考察对 c A M P 提取率的影响，结果如图 6 所

示。随着料液比的上升，提取率增加，1: 1 5 后，提取

率变化趋于平稳。综合考虑，选取 1:15、1:20、1:25

三个水平进行正交试验。

对 c A M P 提取率的影响，结果如图 5 所示。随着处理

时间的延长，提取率逐渐增加，在 2mi n 后，提取率变

化趋于平稳。综合考虑，选取 1、2、3 m i n 三个水平

进行正交试验。

二信使，引起一连串的胞内反应并产生生理效应。因

此 cAMP 属于胞内的一种活性物质，而微波所特有的细

胞破碎作用，无疑可以加速胞内 c A M P 的释放。这一

点可以解释微波法的提取率远高于水浴法。

微波萃取冬枣中 cAMP 的最优化条件为：微波功率

200W、浸泡时间 6h、处理时间 3min、料液比 1:20。

在此条件下，cAMP 的提取率为 239.30μg/g 枣粉。
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2.3.5 正交试验

按L9(34)正交表安排试验，结果及数据处理见表3。

由极差分析可知，各因素对 cAMP 提取率影响的大小排

序为：功率＞处理时间＞料液比＞浸泡时间。微波萃取

的最优化条件为：微波功率 2 0 0 W 、浸泡时间 6 h、处

理时间3min、料液比 1:20。

3 结论与讨论

根据Sutherland提出的第二信使学说[16]：激素作为

“第一信使”与靶细胞膜上的受体结合，再通过激活

效应酶腺苷环化酶催化 AT P 产生 cA M P，c A M P 作为第


