
个重要因素, 本文选用的酸性纤维素酶的最佳 pH

值范围是 415~ 515,果胶酶的 pH值最佳范围在 310

~ 415之间,胃蛋白酶最适 pH值为 210左右, pH值

过低或过高时酶的活性都不能达到最高, 甚至失活

而使多糖率下降, 综合以上因素,最佳 pH值为 510

左右。

图 4 pH值对多糖提取量的影响

3  讨论

由天冬多糖的几种提取方法结果比较可知,选

用超声与复合酶酶解方法有效结合可以使天冬多糖

的得率较高,工艺简单,提取时间短, 而且绿色环保。

通过方法比较, 可以看出单一的纤维素酶法比

单一的果胶酶法和蛋白酶法提取率高, 由于植物细

胞壁主要是由纤维素组成, 是阻碍有效成分溶出的

主要天然屏障;果胶酶和蛋白酶可以将果胶质和蛋

白质水解,使多糖产率适当的增加; 3种酶的共同作

用, 对多糖成分的溶出有较大的促进作用。超声波

法是在适当的条件下,利用超声波的空化作用引起

的湍动效应、微波效应、界面效应和聚能效应等, 产

生的强大剪切力能使植物细胞壁破裂,使细胞更容

易释放内容物,而微波效应促进溶剂进入提取物细

胞, 加速成分进入溶剂, 所以实验将超声法和复合酶

法结合起来进行工艺条件选择
1 62
。实验得到超声

复合酶的最佳工艺条件为:液料比 75B2, 超声时间

90m in,超声功率 83W, pH值 510。
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秦艽中龙胆苦苷提取工艺研究
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  摘要  目的:优选出秦艽中龙胆苦苷的最佳提取工艺。方法:采用正交试验法, 考察溶剂浓度、溶剂用量、提取

时间、提取次数对龙胆苦苷提取率的影响, 采用高效液相色谱法测定其含量。结果 :所考察的因素中, 对秦艽中龙

胆苦苷提取率的影响程度为:提取次数 >溶剂浓度 >溶剂用量 >提取时间;最佳工艺为:用 10倍量 70%的乙醇提

取 3次, 每次 115 h。结论:本提取工艺可行, 可为充分利用秦艽资源提供参考。
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中图分类号: R28412  文献标识码: A  文章编号: 100124454( 2009) 0420625203

收稿日期: 2008209217
基金项目:国家科技攻关项目 ( 0713351611)
作者简介:张兴旺 ( 19822),男,在读硕士研究生,研究方向;天然药物化学; Te:l 15897142634, E2ma i:l zxw324@ yahoo1 com1 cn。
* 通讯作者:陶燕铎,研究员,硕士生导师, Te:l 097126117264, E2mai:l tyd@ nw ipb1 ac1 cn。

  秦艽为龙胆科植物秦艽 (Gentiana macrophylla

Pall1)、麻花秦艽 (G1straminea Maxim1 )、粗茎秦艽

( G1cra ssicaulis Duthie ex Burk1 ) 或 小 秦 艽

(G1dahurica F isch1 )的干燥根
1 12
, 主产于青海、甘

肃、陕西、内蒙古、四川等地
1 22
。中药秦艽有祛风

湿、清湿热、止痹痛、行气消胀等功效
1 12
, 秦艽中含

有大量龙胆苦苷等裂环环烯醚萜苷, 为其苦味成

分
1 32
。近年来的研究表明, 该类成分具有保肝、益
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肝、抗炎镇痛等活性
1 4, 52
。为了合理利用和保护麻

花秦艽资源,最大限度地提取其有效成分,本实验选

定乙醇浓度、溶剂用量、提取时间、提取次数为考察

因素, 以龙胆苦苷的提取率为评价指标,利用正交试

验 L9 ( 3
4
)筛选乙醇提取麻花秦艽中龙胆苦苷的最

佳工艺条件,为充分利用该药材资源提供参考依据。

1  仪器、试剂与材料

111  仪器  Waters 2996 DAD检测器: Wa ters 515

高效液相色谱输液泵; W aters empower色谱工作站;

W aters色谱柱恒温箱;电子分析天平; RE252旋转蒸

发仪; DZKW2C型电子恒温水浴锅。

112  试剂  龙胆苦苷对照品 (购自中国药品生物

制品检定所, 批号为 1107702200308 );甲醇为色谱

纯;新鲜娃哈哈纯净水;工业酒精。

113  材料  秦艽药材于 2008年 9月采自青海大

通县宝库乡,经中国科学院西北高原生物研究所梅

丽娟高级工程师鉴定为麻花秦艽 (Gentiana stra2

m inea Maxim1 )。

2  方法与结果

211  色谱条件  C18柱 ( 250 mm @416 mm, 5

Lm);柱温: 30e ;灵敏度: 210AUFS;流动相: 甲醇2

水 = 1B2;流速: 110 mL /m in;测定波长: 270 nm;进

样量: 10 LL。

212  样品的提取  根据预实验结果, 选定乙醇浓

度、乙醇用量、提取时间、提取次数为 4个考察因素,

每个因素分 3个水平, 以龙胆苦苷含量为考察指标,

因素、水平见表 1。
 表 1  因素水平表

水平
乙醇浓度
A /%

乙醇用量
B/倍

提取时间
C/ h

提取次数
D /次

1 50 8 1 1

2 60 10 11 5 2

3 70 12 2 3

213  对照品溶液的制备  精密称取龙胆苦苷对照

品 115mg置 10mL容量瓶中, 加适量甲醇使之溶解

并稀释至刻度,摇匀, 得浓度为 0115 mg/mL的对照

品溶液备用。

214  供试品溶液的制备  将阴干的麻花秦艽 (根 )

粉末称取 10 g,用 L9 ( 3
4
)正交表安排试验 (见表 2),

回流提取,过滤, 将滤液在旋转蒸发仪上蒸干, 干浸

膏用甲醇超声溶解, 转移到 100 mL容量瓶中, 用甲

醇定容,再精密吸取 1mL转移至 50mL容量瓶中用

甲醇定容,作为供试液。

215  标准曲线的制备  精密吸取龙胆苦苷对照品

溶液 6、8、10、12、14 LL,在 / 2110项色谱条件下依次

进样,以进样量 (X )横坐标,峰面积 (Y)为纵坐标得

回归方程: Y= 4972470X - 9634018, r = 019991。结

果表明龙胆苦苷在 019~ 211 Lg范围内成良好的线

性关系。

216  正交试验及结果  取样品溶液, 过直径为

0145 Lm的微孔滤膜, 分别进样 10 LL,结果见表 2。

由表 2知影响因素的大小顺序为 D> A> B> C, 最

佳提取工艺是 A3B2C2D3, 即用 10倍量 70%的乙醇,

提取 3次,每次 115 h。
 表 2  L9 ( 3

4 )正交试验表及结果

试验号 A B C D
龙胆

苦苷提取率 /
%

1 1 1 1 1 5101

2 1 2 2 2 6124

3 1 3 3 3 6158

4 2 1 2 3 6189

5 2 2 3 1 5178

6 2 3 1 2 6140

7 3 1 3 2 6179

8 3 2 1 3 7194

9 3 3 2 1 6132

K1 17183 18168 19135 17112
K
2 19108 19197 19145 19143

K3 21105 19130 19115 21142

R 3122 1129 0130 41 30

217  方差分析  方差分析结果见表 3,表 3表明乙

醇浓度 (A )、提取次数 (D )对提取率有极显著影响。
 表 3  方差分析结果

方差
来源

离均差
平方和

自由度 均方 F P

A 11 758 2 01 879 1131 046 < 01 01

B 01 269 2 01 134 171 290 > 01 05

C 01 016 2 01 008 1 2

D 31 088 2 11 544 1981 520 < 01 01

  注: F 0105 ( 2, 2) = 19100, F0101 ( 2, 2) = 99100

218  验证试验  为了保证提取工艺的重现性和可

行性,对优选的方案进行验证试验,结果龙胆苦苷的

平均提取率为 7167% , RSD为 1137% (n = 3), 可见

该工艺稳定可行,重现性好。

3  讨论

311  中药提取工艺条件的筛选, 评价指标的选择

十分关键。龙胆苦苷是秦艽的主要有效成分, 也是

秦艽药材质量的重要标准, 药理研究表明龙胆苦苷

对化学性及免疫性肝损伤具有保护作用
1 62
, 此外还

有利胆、健胃、抗炎、升血糖等活性
142
。本实验以龙

胆苦苷的提取率为评价指标,通过 L9 ( 3
4
)正交试验

优选的最佳工艺为:用 10倍量 70% 的乙醇提取 3
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次,每次 115 h,经验证条件可行,可为有效利用秦艽

药材资源和工业生产提供参考。

312  提取龙胆苦苷样品时, 要尽可能远离有 NH3

的环境。特别是龙胆苦苷的水溶液更应远离 NH 3,

因为有 NH 3和 H2O存在时,龙胆苦苷极易转化为秦

艽甲素
1 72
。
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  摘要  目的:对通塞脉微丸低极性成分进行 GC2MS分析。方法:以 GC2MS结合保留时间鉴定低极性成分,采

用面积归一化法测定它们在样品中的相对含量。结果:微丸中 50多种成分被分离, 36种成分被鉴定。结论:通塞

脉微丸的制备工艺是合理的,能较好地保留对脑中风有治疗作用的物质基础 ) ) ) 当归超临界萃取物。
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  通塞脉微丸是由黄芪、当归、金银花、玄参、石

斛、甘草等多种中药组成的现代复方制剂,具有清热

养阴、活血化瘀的功效,用于血栓闭塞性脉管炎、静

脉血栓形成、动脉硬化闭塞症、脑血栓形成及其后遗

症等
1 12
。为了全面研究通塞脉微丸的化学成分,本

实验运用 GC2MS联用技术对其低极性组分进行分

析研究,旨在进一步揭示其药效物质基础。

1  材料与仪器

111  药品  通塞脉微丸 (批号: 031016),由南京中

医药大学药业公司提供。

112  仪器  HP26890GC /5973N MS气 2质联用系统

(美国安捷伦公司 )。

2  方法与结果

211  样品制备  取通塞脉微丸 015 g, 加入蒸馏水

20 mL超声提取 30m in,等量乙醚萃取 5次,合并乙

醚萃取液, 挥干乙醚,正己烷溶解定容至 10 mL,供

GC2MS分析用。

212  测试条件

21211  色谱条件:色谱柱 HP21Methyl S iloxane, 柱

长: 17m, 液膜厚度: 0110 Lm,内径: 012 mm;载气:

H e;流速: 018 mL /m in;柱温:程序升温 70 ~ 260e

( 8e /m in),恒温 25 m in;柱前压: 8218 kPa;进样量

2 LL。

21212  质谱条件:分流模式进样,分流比 50B1;进

样口温度: 200e , 辅助线温度: 280e , 离子源温度:

230e ,四极杆: 150e ;电离方式: E I;电子能量: 70

eV, 电子倍增管电压; 1482 kV, 溶剂延迟时间为 2

m in, 采集方式: 扫描; 扫描质量范围: 50 ~ 550

am u。

213  结果  按上述测试条件进行了 GC2MS分析,

对每个色谱峰的化合物给出特定的 MS峰, 经计算

机贮存信号的检索及质谱图进行解析确定化合物,

并用峰面积归一法测定各成分相对百分含量, 成分

鉴定结果见表 1。
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