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摘要： 目的　 优化黄蜀葵花黄酮类成分提取、 纯化工艺。 方法　 在单因素试验基础上， 以乙醇体积分数、 提取时间、
料液比为影响因素， 黄酮类成分 （芦丁、 金丝桃苷、 异槲皮苷、 棉皮素⁃８⁃Ｏ⁃葡萄糖苷、 杨梅素、 槲皮素⁃３′⁃Ｏ⁃葡萄糖

苷、 槲皮素） 含量为评价指标， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化提取工艺。 再以树脂型号、 洗脱剂 （乙醇） 体积分数、 上

样质量浓度、 洗脱体积为影响因素， 绘制泄漏曲线， 优化大孔吸附树脂纯化工艺。 结果 　 最佳提取工艺为 １５ 倍量

７０％ 乙醇提取 ２ 次， 每次 ６０ ｍｉｎ； 最佳纯化工艺为每 １ ｇ ＡＢ⁃８ 型树脂上样 ０􀆰 ３８ ｇ 生药， 上样质量浓度 １􀆰 ０ ｇ ／ ｍＬ， ６０％
乙醇洗脱 ３ ＢＶ， 黄酮含量达 ５１􀆰 ７８％ 。 结论　 该方法稳定合理， 简便可行， 可为提取、 纯化黄蜀葵花黄酮类成分奠定

基础。
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　 　 黄蜀葵花为锦葵科植物黄蜀葵 Ａｂｅｌｍｏｓｃｈｕｓ Ｍａｎｉｈｏｔ
（Ｌ．） Ｍｅｄｉｃ． 的干燥花冠， 其味甘、 性寒， 具有清利湿热、
消肿解毒的功效， 可治疗淋浊、 水肿等病证［１］ ， 被誉为

“疮家要药”， 黄酮类成分是其主要活性成分， 具有显著的

抗炎、 抗氧化等活性［２⁃３］ ， 可改善肾脏功能， 治疗肠道相关

疾病［４⁃５］ 。 黄葵胶囊由黄蜀葵花乙醇提取物制备而成， 在治

疗慢性肾病中具有显著效果［６⁃７］ ， 是临床常用中成药之一。
目前， 鲜有针对黄蜀葵花黄酮类成分提取、 纯化工艺

的研究。 本实验以芦丁、 金丝桃苷、 异槲皮苷、 棉皮素⁃８⁃
Ｏ⁃葡萄糖苷、 杨梅素、 槲皮素⁃３′⁃Ｏ⁃葡萄糖苷、 槲皮素 ７ 种

黄酮类成分含量［８］ 为评价指标， 采用 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面

法优化该药材黄酮类成分提取、 纯化工艺， 以期为相关产

品的质量控制和深入开发利用提供科学依据。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ 型 ＵＰＬＣ 超高效液相色谱仪， 配

置二极管阵列检测器， 购自美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 型超

纯水制备仪， 购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司； Ａｎｋｅ ＧＬ⁃１６ＧⅡ型离

心机， 购自上海安亭科学仪器厂； ＫＨ⁃５００ＤＶ 型超声波清

洗器， 购自昆山禾创超声仪器有限公司； ＢＴ１２５Ｄ 型电子分

析天平， 购自德国赛多利斯公司； ＦＷ８０ 型高速万能粉碎

机， 购自天津市泰斯特仪器有限公司； Ｂｕｃｈｉ Ｒ⁃２１０ 型旋转

蒸发仪， 购自巩义市予华仪器有限公司。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 芦丁 （批号 Ｍ０９ＨＢ１７７６９３）、 金丝桃苷

（批号 Ｊ１６ＧＢ１４３３７９）、 杨梅素 （批号 ＹＭ０３１１ＹＡ１３）、 槲皮

素 （批号 Ｃ０１Ｊ１０Ｙ９１７２７） 对照品均购于上海源叶生物科技

有限公司； 棉皮素⁃８⁃Ｏ⁃葡萄糖苷 （批号 ＣＦＮ７０４１０）、 槲皮

素⁃３′⁃Ｏ⁃葡萄糖苷 （批号 ＣＦＮ９５２７１） 对照品均购于武汉天

植 生 物 科 技 有 限 公 司； 异 槲 皮 苷 对 照 品 （ 批 号

ＦＹ０３Ｂ３０７８） 购于南通飞宇生物科技有限公司， 纯度均≥
９８％ 。 Ｄ１０１、 ＨＤＰ⁃１００、 Ｘ⁃５、 ＡＢ⁃８、 ＮＫＡ⁃９ 型大孔吸附树

脂均购于北京索莱宝科技有限公司。 黄蜀葵花 （批号

２２０３０１） 购于马鞍山井泉中药饮片有限公司， 经南京中医

药大学段金廒教授鉴定为锦葵科植物黄蜀葵 Ａｂｅｌｍｏｓｃｈｕｓ
ｍａｎｉｈｏｔ （Ｌ．） Ｍｅｄｉｃ． 的干燥花冠。 甲酸、 乙腈均为色谱

纯， 购于安徽天地高纯溶剂有限公司； 其他试剂均为分

析纯。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 黄酮类成分含量测定　 采用 ＵＰＬＣ 法。
２􀆰 １􀆰 １　 对照品溶液制备 　 精密称取对照品适量， 甲醇定

容， 制成分别含芦丁 ５９０ μｇ ／ ｍＬ、 金丝桃苷 ６２０ μｇ ／ ｍＬ、 异

槲皮苷 ４８５ μｇ ／ ｍＬ、 棉皮素⁃８⁃Ｏ⁃葡萄糖苷 ２５０ μｇ ／ ｍＬ、 杨

梅素 ４８０ μｇ ／ ｍＬ、 槲皮素⁃３′⁃Ｏ⁃葡萄糖苷 ４７５ μｇ ／ ｍＬ、 槲皮

素 ２０５ μｇ ／ ｍＬ 的溶液， 即得。
２􀆰 １􀆰 ２　 供试品溶液制备 　 取药材提取液 １ ｍＬ， 定容至

２ ｍＬ， 混匀后离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液， 即得。
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２􀆰 １􀆰 ３　 色谱条件　 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ􀳏 ＢＥＨ Ｃ１８色谱柱 （２􀆰 １ ｍｍ×
１００ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ）； 流动相 ０􀆰 １％ 甲酸 （Ａ） ⁃乙腈 （Ｂ），
梯度洗脱（０～１ ｍｉｎ， ９５％ ～８８％ Ａ； １～２ ｍｉｎ； ８８％ ～ ８５％ Ａ；
２～４ ｍｉｎ， ８５％ Ａ； ４ ～ １０ ｍｉｎ， ８５％ ～ ８３％ Ａ； １０ ～ １３ ｍｉｎ，
８３％ ～ ８０％ Ａ； １３ ～ １５ ｍｉｎ， ８０％ ～ ７５％ Ａ； １５ ～ １８ ｍｉｎ，
７５％ ～７０％ Ａ； １８ ～ １９ ｍｉｎ， ７０％ ～ ２０％ Ａ； １９ ～ ２０ ｍｉｎ，
２０％ ～９５％ Ａ）； 体积流量 ０􀆰 ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温３５ ℃； 检测波

长 ３６０ ｎｍ； 进样量 ２ μＬ。 色谱图见图 １。

１． 芦丁　 ２． 金丝桃苷　 ３． 异槲皮苷　 ４． 棉皮素⁃８⁃Ｏ⁃葡萄糖苷

５． 杨梅素　 ６． 槲皮素⁃３′⁃Ｏ⁃葡萄糖苷　 ７． 槲皮素

图 １　 各成分 ＵＰＬＣ 色谱图

２􀆰 １􀆰 ４　 线性关系考察　 精密吸取 “２􀆰 １􀆰 １” 项下对照品溶

液适量， 依次稀释 ２、 ４、 ８、 １６、 ３２、 ６４ 倍， 在 “２􀆰 １􀆰 ３”
项色谱条件下进样测定。 以对照品峰面积 （Ｙ） 对其质量

浓度 （Ｘ） 进行回归， 结果见表 １， 可知各成分在各自范围

内线性关系良好。
表 １　 各成分线性关系

成分 回归方程 ｒ
线性范围 ／
（μｇ·ｍＬ－１）

芦丁 Ｙ＝ ９ ０２７􀆰 ９Ｘ＋５４ １６１ ０􀆰 ９９９ ８ ９􀆰 ２２～５９０􀆰 ００
金丝桃苷 Ｙ＝ ２２ ９５８Ｘ＋１５４ ９６５ ０􀆰 ９９９ ８ ９􀆰 ６９～６２０􀆰 ００
异槲皮苷 Ｙ＝ ２５ １７４Ｘ＋１４１ ９３１ ０􀆰 ９９９ ６ ７􀆰 ５８～４８５􀆰 ００

棉皮素⁃８⁃Ｏ⁃葡萄糖苷 Ｙ＝ １５ ６７７Ｘ＋３７ ０７９ ０􀆰 ９９９ ７ ３􀆰 ９１～２５０􀆰 ００
杨梅素 Ｙ＝ ３５ ３６６Ｘ＋１６３ ３２６ ０􀆰 ９９９ ８ ７􀆰 ５０～４８０􀆰 ００

槲皮素⁃３′⁃Ｏ⁃葡萄糖苷 Ｙ＝ ２４ ４２９Ｘ＋１１６ ４２０ ０􀆰 ９９９ ６ ７􀆰 ４２～４７５􀆰 ００
槲皮素 Ｙ＝ ４１ ７３２Ｘ＋１０８ ９８６ ０􀆰 ９９９ ７ ３􀆰 ２０～２０５􀆰 ００

２􀆰 １􀆰 ５　 精密度试验　 取对照品溶液适量， 在 “２􀆰 １􀆰 ３” 项

色谱条件下进样测定 ６ 次， 测得芦丁、 金丝桃苷、 异槲皮

苷、 棉皮素⁃８⁃Ｏ⁃葡萄糖苷、 杨梅素、 槲皮素⁃３′⁃Ｏ⁃葡萄糖

苷、 槲皮素峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ５２％ 、 ０􀆰 ４３％ 、 ０􀆰 ５８％ 、

０􀆰 ３４％ 、 ０􀆰 ５１％ 、 ０􀆰 ５１％ 、 ０􀆰 ５７％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 １􀆰 ６　 重复性试验　 取药材适量， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法

平行制备 ６ 份供试品溶液， 在 “２􀆰 １􀆰 ３” 项色谱条件下进样

测定， 测得芦丁、 金丝桃苷、 异槲皮苷、 棉皮素⁃８⁃Ｏ⁃葡萄

糖苷、 杨梅素、 槲皮素⁃３′⁃Ｏ⁃葡萄糖苷、 槲皮素峰面积 ＲＳＤ
分别为 ２􀆰 ５７％ 、 ２􀆰 ７６％ 、 １􀆰 ７２％ 、 １􀆰 ９３％ 、 １􀆰 ９０％ 、 ２􀆰 ５５％ 、
１􀆰 ７３％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 １􀆰 ７　 稳定性试验　 取供试品溶液适量， 于 ０、 ２、 ４、 ８、
１２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 １􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定， 测得芦丁、
金丝桃苷、 异槲皮苷、 棉皮素⁃８⁃Ｏ⁃葡萄糖苷、 杨梅素、 槲

皮素⁃３′⁃Ｏ⁃葡萄糖苷、 槲皮素峰面积 ＲＳＤ 分别为 ２􀆰 ７１％ 、
２􀆰 ３２％ 、 ２􀆰 ３０％ 、 ２􀆰 ２６％ 、 ２􀆰 ２９％ 、 １􀆰 ７８％ 、 ２􀆰 ５５％ ， 表明

溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 １􀆰 ８　 加样回收率试验 　 取药材适量， 按 １００％ 水平精密

加入对照品， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法制备 ６ 份供试品溶液，
在 “２􀆰 １􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定， 计算回收率。 结果，
芦丁、 金丝桃苷、 异槲皮苷、 棉皮素⁃８⁃Ｏ⁃葡萄糖苷、 杨梅

素、 槲皮素⁃３′⁃Ｏ⁃葡萄糖苷、 槲皮素平均加样回收率分别为

９９􀆰 １８％ 、 ９９􀆰 ４１％ 、 １００􀆰 ４８％ 、 １００􀆰 １９％ 、 １０１􀆰 ０９％ 、 １００􀆰 １０％ 、
９９􀆰 ２５％ ， ＲＳＤ 分 别 为 ２􀆰 ２２％ 、 ２􀆰 ４６％ 、 １􀆰 ７４％ 、 ２􀆰 ７５％ 、
２􀆰 ６８％ 、 ２􀆰 ７９％ 、 ２􀆰 ７４％ 。
２􀆰 １􀆰 ９　 样品含量测定 　 平行称取 ３ 份药材粉末 （过 ４ 号

筛）， 每份 ５􀆰 ０ ｇ， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液，
在 “２􀆰 １􀆰 ３” 项色谱条件下进样测定， 计算含量。
２􀆰 ２　 单因素试验

２􀆰 ２􀆰 １　 提取方法　 参考文献 ［９］ 报道， 精密称取药材粉

末 （过 ４ 号筛） ５􀆰 ０ ｇ， 在料液比 １ ∶ １５ 条件下分别以 ７０％
乙醇超声提取 ２ 次， 每次 ２５ ｍｉｎ； ７０％ 乙醇回流提取 ２ 次，
每次 ５０ ｍｉｎ； ７０％ 乙醇回流提取 １ 次， 过滤， 药渣水煎 １
次 （各 ５０ ｍｉｎ）， 合并 ２ 次药液， 测定黄酮类成分含量， 结

果见图 ２Ａ。
２􀆰 ２􀆰 ２　 料液比 　 精密称取药材粉末 （过 ４ 号筛） ５􀆰 ０ ｇ，
７０％ 乙醇回流提取 ２ 次， 每次 ５０ ｍｉｎ， 分别在料液比 １ ∶ ８、
１ ∶ １０、 １ ∶ １５、 １ ∶ ２０、 １ ∶ ２５ 下测定黄酮类成分含量， 结

果见图 ２Ｂ。
２􀆰 ２􀆰 ３　 提取次数、 溶剂、 时间　 其他参数一致， 分别在不

同提取次数 （ １、 ２、 ３、 ４ 次）、 溶剂 （水、 ３０％ 乙醇、
５０％ 乙醇、 ７０％ 乙醇、 ９０％ 乙醇）、 时间 （３０、 ４０、 ５０、 ６０、
７０ ｍｉｎ） 下测定黄酮类成分含量， 结果见图２Ｃ～２Ｅ。
２􀆰 ２􀆰 ４　 结果分析 　 最优提取工艺为 ７０％ 乙醇回流提取

２ 次。
２􀆰 ３　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法　 在单因素试验基础上， 选择

乙醇体积分数 （Ａ）、 提取时间 （Ｂ）、 料液比 （Ｃ） 作为影

响因素， 黄酮类成分含量 （Ｙ） 作为评价指标， 设计三因

素三水平共 １７ 组试验， 因素水平见表 ２， 结果见表 ３。
采用 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件对表 ３ 数据进行回归分

析， 得方程为 Ｙ ＝ ４􀆰 ５１ ＋ ０􀆰 ５２Ａ ＋ ０􀆰 ０１４Ｂ － ０􀆰 １７Ｃ ＋ ０􀆰 １１ＡＢ ＋
０􀆰 ０７５ＡＣ－０􀆰 ０１ＢＣ－１􀆰 ６１Ａ２－０􀆰 １９Ｂ２ －０􀆰 ０９０Ｃ２ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９４３ ２），
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图 ２　 单因素试验结果

方差分析见表 ４。 由此可知， 模型 Ｐ＜０􀆰 ０５， 具有高度显著

性， 拟合度良好； 失拟项 Ｐ＞０􀆰 ０５， 表示模型能较准确地预

测响应值； 各因素影响程度依次为 Ａ＞Ｃ＞Ｂ， 其中 Ａ 有极显

著影响 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而 Ｂ、 Ｃ 无显著影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 响应

面分析见图 ３。
表 ２　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法因素水平

水平 Ａ 乙醇体积分数 ／ ％ Ｂ 提取时间 ／ ｍｉｎ Ｃ 料液比

⁃１ ５０ ５０ １ ∶ １５
０ ７０ ６０ １ ∶ ２０
１ ９０ ７０ １ ∶ ２５

表 ３　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法设计与结果

试验号
Ａ 乙醇体积

分数 ／ ％
Ｂ 提取时间 ／

ｍｉｎ
Ｃ 料液比

Ｙ 黄酮类成分

含量 ／ ％
１ ７０ ７０ １ ∶ ２５ ４􀆰 ２９
２ ９０ ５０ １ ∶ ２０ ３􀆰 ２５
３ ９０ ６０ １ ∶ １５ ４􀆰 ９１
４ ９０ ７０ １ ∶ ２０ ２􀆰 ６４
５ ７０ ６０ １ ∶ ２０ ３􀆰 ７３
６ ５０ ５０ １ ∶ ２０ ４􀆰 １５
７ ５０ ７０ １ ∶ ２０ １􀆰 ７３
８ ７０ ７０ １ ∶ １５ ４􀆰 ７８
９ ９０ ６０ １ ∶ ２５ ４􀆰 ２１
１０ ７０ ６０ １ ∶ ２０ ４􀆰 ２２
１１ ５０ ６０ １ ∶ ２５ ４􀆰 ３３
１２ ５０ ６０ １ ∶ １５ ２􀆰 １８
１３ ７０ ５０ １ ∶ １５ ３􀆰 １２
１４ ７０ ６０ １ ∶ ２０ ４􀆰 ２７
１５ ７０ ５０ １ ∶ ２５ ３􀆰 ０２
１６ ７０ ６０ １ ∶ ２０ ２􀆰 ３８
１７ ７０ ６０ １ ∶ ２０ ４􀆰 ３０

表 ４　 方差分析结果

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 １３􀆰 ９０ ９ １􀆰 ５４ １２􀆰 ９１ ０􀆰 ００１ ４
Ａ ２􀆰 １９ １ ２􀆰 １９ １８􀆰 ３４ ０􀆰 ００３ ６
Ｂ ０􀆰 ００１ ５ １ ０􀆰 ００１ ５ ０􀆰 ０１３ ０􀆰 ９１３ ６
Ｃ ０􀆰 ２２ １ ０􀆰 ２２ １􀆰 ８２ ０􀆰 ２１９ ３
ＡＢ ０􀆰 ０４６ １ ０􀆰 ０４６ ０􀆰 ３９ ０􀆰 ５５４ ０
ＡＣ ０􀆰 ０２３ １ ０􀆰 ０２３ ０􀆰 １９ ０􀆰 ６７７ ６
ＢＣ ０􀆰 ０００ ４ １ ０􀆰 ０００ ４ ０􀆰 ００３ ３ ０􀆰 ９５５ ５
Ａ２ １０􀆰 ９５ １ １０􀆰 ９５ ９１􀆰 ５１ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ２ ０􀆰 １５ １ ０􀆰 １５ １􀆰 ２４ ０􀆰 ３０２ ２
Ｃ２ ０􀆰 ０３４ １ ０􀆰 ０３４ ０􀆰 ２９ ０􀆰 ６０９ ０

残差 ０􀆰 ８４ ７ ０􀆰 １２ — —
失拟项 ０􀆰 ４４ ３ ０􀆰 １５ １􀆰 ５１ ０􀆰 ３４１ ８
纯误差 ０􀆰 ３９ ４ ０􀆰 ０９８ — —
总离差 １４􀆰 ７４ １６ — — —

　 　 最终确定， 最优工艺为乙醇体积分数 ７２􀆰 ９２％ ， 料液比

１ ∶ １５􀆰 ７１， 提取时间 ６１ ｍｉｎ， 黄酮类成分含量为 ４􀆰 ６２％ ，
结合实际情况并方便实验操作， 将其修正为料液比 １ ∶ １５，
提取时间 ６０ ｍｉｎ， 乙醇体积分数 ７０％ 、 ７５％ 。 再按上述优

化工艺分别进行 ３ 批验证试验， 结果见表 ５， 可知 ２ 种体积

分数乙醇提取时黄酮类成分含量相近， 而且均与预测值

４􀆰 ６２％ 接近， 表明该工艺稳定可行， 具有实际应用价值，
考虑到生产成本， 最终选择 ７０％ 乙醇进行提取。
２􀆰 ４　 纯化工艺优化

２􀆰 ４􀆰 １　 树脂预处理 　 取 ＮＫＡ⁃９、 ＨＤＰ⁃１００、 Ｄ１０１、 ＡＢ⁃８、
Ｘ⁃５ 型树脂适量， ９５％ 乙醇浸泡 ２４ ｈ， 待其充分溶胀后用纯

水不断冲洗至无醇味， 抽滤。
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注： Ａ、 Ｂ、 Ｃ 分别为乙醇体积分数、 提取时间、 料液比。 左图

为三维曲面图， 右图为等高线图。

图 ３　 各因素响应面图

表 ５　 提取工艺验证试验结果 （ｎ＝３）

试验号
黄酮类成分含量 ／ ％

７０％ 乙醇提取 ７５％ 乙醇提取

１ ４􀆰 ４０ ４􀆰 ４４
２ ４􀆰 ４１ ４􀆰 ２９
３ ４􀆰 ３７ ４􀆰 ２４

平均值 ４􀆰 ３９ ４􀆰 ３２

２􀆰 ４􀆰 ２　 树脂筛选　 采用静态吸附实验， 称取经预处理的 ５
种树脂各 ５􀆰 ０ ｇ， 置于 １００ ｍＬ 锥形瓶中， 分别加入 １０ ｍＬ
药液 （生药量 １􀆰 ０ ｇ ／ ｍＬ）， 在水平摇床上振摇 ２４ ｈ， 过滤，
在滤出树脂中加入 ２０ ｍＬ ７０％ 乙醇， 在水平摇床上振摇

２４ ｈ， 测定滤液中黄酮类成分含量， 计算吸附率和解吸率。
结果见表 ６。 由此可知， ＡＢ⁃８ 型树脂吸附、 解吸性能均较

好， 故选择其进行后续研究。
表 ６　 吸附率、 解吸率测定结果

型号 极性 吸附率 ／ ％ 解吸率 ／ ％
Ｄ１０１ 非极性 ６８􀆰 ４８ ７２􀆰 ４２

ＨＤＰ⁃１００ 非极性 ７５􀆰 ０４ ７５􀆰 １７
Ｘ⁃５ 非极性 ７４􀆰 ６７ ７４􀆰 ４０
ＡＢ⁃８ 弱极性 ７５􀆰 ９７ ８１􀆰 ０２
ＮＫＡ⁃９ 强极性 ６２􀆰 １５ ７３􀆰 ７４

２􀆰 ４􀆰 ３　 洗脱剂体积分数筛选　 称取 ＡＢ⁃８ 型树脂５􀆰 ０ ｇ， 置

于锥形瓶中， 加入 ５ ｍＬ 药液 （生药量 １􀆰 ０ ｇ ／ ｍＬ）， 在水平

摇床上振摇 ２４ ｈ， 过滤， 分别加入 １０％ 、 ２０％ 、 ３０％ 、
４０％ 、 ５０％ 、 ６０％ 、 ７０％ 、 ８０％ 、 ９０％ 乙醇２０ ｍＬ， 在水平

摇床上振摇 ２４ ｈ， 测定解吸液中黄酮类成分含量， 结果见

图 ４。 由此可知， 乙醇体积分数小于 ６０％ 时解吸率呈上升

趋势， ８０％ 时黄酮类成分含量最高， 但 ６０％ 、 ８０％ 时解吸

率接近， 考虑到实验成本和安全性， 最终选择 ６０％ 作为洗

脱剂体积分数。

图 ４　 洗脱剂体积分数对解吸率的影响

２􀆰 ４􀆰 ４　 上样质量浓度筛选　 取等量 ＡＢ⁃８ 型树脂至锥形瓶

中， 分别精密加入 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ７５、 １􀆰 ０、 １􀆰 ２５、 １􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ 药液

１５、 １０、 ７􀆰 ５、 ６、 ５ ｍＬ （生药量均为 ７􀆰 ５ ｇ， 黄酮类成分

含量为 ３４４􀆰 ４５ ｍｇ）， 在水平摇床上振摇 ２４ ｈ， 收集滤液，
加入 ７０％ 乙醇， 在水平摇床上解吸， 收集滤液， 测定黄酮

类成分含量， 结果见图 ５。 由此可知， 上样质量浓度为

１􀆰 ０ ｇ ／ ｍＬ时黄酮类成分解吸率最高， 可能是由于上样质量

浓度过低时不利于该类成分吸附， 但过高时容易提早泄漏，
导致吸 附 效 果 下 降， 甚 至 造 成 柱 床 堵 塞， 最 终 选 择

１􀆰 ０ ｇ ／ ｍＬ作为上样质量浓度。

图 ５　 上样质量浓度对解吸率的影响

２􀆰 ４􀆰 ５　 洗脱体积筛选 　 称取 ＡＢ⁃８ 型树脂 ３０􀆰 ０ ｇ， 湿法装

柱， 取 １􀆰 ０ ｇ ／ ｍＬ 药液 ５􀆰 ０ ｍＬ， 上样， ３ ＢＶ 水除杂， ７０％
乙醇洗脱 （体积流量 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ）， 洗脱液以 １ ＢＶ 为 １ 份进

行收集， 测定黄酮类成分含量， 结果见图 ６。 由此可知，
洗脱体积为 ３ ＢＶ 时洗脱液中黄酮类成分基本洗脱完全， 最

终选择 ３ ＢＶ 作为洗脱剂体积。
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图 ６　 洗脱体积对黄酮类成分含量的影响

２􀆰 ４􀆰 ６　 泄漏曲线绘制 　 称取 ＡＢ⁃８ 型树脂 ２０􀆰 ０ ｇ， 湿法装

柱， 取 ０􀆰 ２５ ｇ ／ ｍＬ 药液 ７０ ｍＬ， 上样， 每 １０ ｍＬ 收集 １ 管流

出液， 测定黄酮类成分泄漏量， 绘制泄漏曲线 （以 ５％ 为

界限）， 结果见图 ７。 由此可知， 上样液为 ４０ ｍＬ （４ ＢＶ）
时黄酮类成分开始大量泄露， 扣除树脂间水分 １ ＢＶ， 最终

确定上样量为 ３ ＢＶ。

图 ７　 泄漏曲线

２􀆰 ４􀆰 ７　 验证试验　 根据上述结果， 确定最优工艺为每 １ ｇ
ＡＢ⁃８ 型树脂上样 ０􀆰 ３８ ｇ 生药， 上样质量浓度 １􀆰 ０ ｇ ／ ｍＬ， 用

３ ＢＶ 水洗除杂后 ６０％ 乙醇洗脱 ３ ＢＶ。 称取 ３ 份经预处理的

ＡＢ⁃８ 型树脂， 每份 １００ ｇ， 湿法装柱， 按上述优化工艺纯

化， 结果见表 ７， 可知该工艺富集效果明显， 稳定可行，
可用于黄蜀葵花黄酮类成分的纯化。

表 ７　 纯化工艺验证试验结果 （ｎ＝３）

试验号 黄酮类成分含量 ／ ％ 得率 ／ ％
１ ５０􀆰 ８２ ９􀆰 ６６
２ ５２􀆰 ７３ ９􀆰 ７２
３ ５１􀆰 ８０ ９􀆰 ６４

平均值 ５１􀆰 ７８ ９􀆰 ６７

３　 讨论与结论

黄酮为黄蜀葵花主要活性成分， 其提取方法包括超声

提取、 加热回流、 常温温浸等［１０⁃１２］ ， 其中乙醇回流法最常

用［８，１３⁃１４］ 。 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法具有试验精度高、 模型预

测性好等优点［１５⁃１６］ ， 本实验采用该方法得到最优提取工艺

为 １５ 倍量 ７０％ 乙醇提取 ２ 次， 每次 ６０ ｍｉｎ； 最优纯化工艺

为每 １ ｇ ＡＢ⁃８ 型树脂上样 ０􀆰 ３８ ｇ 生药， 上样质量浓度 １􀆰 ０
ｇ ／ ｍＬ， ６０％ 乙醇洗脱 ３ ＢＶ， 黄酮含量达 ５１􀆰 ７８％ 。 另外，
大孔吸附树脂对黄酮类成分的分离纯化效果显著［１７⁃２０］ ， 本

实验发现， 弱极性的 ＡＢ⁃８ 型树脂在吸附、 解吸黄蜀葵花该

类成分时具有较好的效果， 同时它具有可回收循环使用、
价格低等特点［２１］ 。

本实验在优化黄蜀葵花黄酮类成分提取、 纯化工艺过

程中， 选择与该药材功效相关联的 ７ 种黄酮类成分作为评

价指标， 相较于总黄酮或单一成分更客观全面， 所优化的

工艺参数更科学、 合理、 可行， 可为其相关制剂质量控制

及工业化生产提供科学依据与技术支撑。
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ｔｏｘｉｃｉｔｉｅｓ ｏｆ Ａｂｅｌｍｏｓｃｈｕｓ ｍａｎｉｈｏｔ Ｌ．： Ａ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｒｅｖｉｅｗ
［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２０， １１： １０６８．

［ ３ ］ 　 黎晶晶， 徐柏颐． 黄蜀葵花黄酮类化合物的化学成分及药

理作用研究进展 ［ Ｊ］ ． 安徽农业科学， ２０１７， ４５ （ ７ ）：
１２０⁃１２４．

［ ４ ］ 　 杨淑惠， 李成曦， 李建萍， 等． 基于肠道菌群测序及非靶向

脂质组学分析黄蜀葵花对炎症性肠病小鼠菌群稳态及脂质

代谢的影响［Ｊ］ ． 药学学报， ２０２２， ５７（１２）： ３５４６⁃３５５６．
［ ５ ］ 　 王颖异， 李建萍， 陆静波， 等． 黄葵减轻慢性肾病模型大鼠

体内尿毒素蓄积的作用及机制研究［ Ｊ］ ． 药学学报， ２０１９，
５４（１２）： ２２６７⁃２２７６．

［ ６ ］ 　 Ｌｉ Ｎ， Ｔａｎｇ Ｈ Ｔ， Ｗｕ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ， ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｅｆｆｉｃａｃｙ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ
Ａｂｅｌｍｏｓｃｈｕｓ ｍａｎｉｈｏｔ ｆｌｏｗｅｒｓ ｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］ ．
Ｐｈｙｔｏｔｈｅｒ Ｒｅｓ， ２０２１， ３５（１）： １９８⁃２０６．

［ ７ ］ 　 王福平， 张　 蕾， 吕　 健， 等． 基于 Ｍｅｔａ 分析与整合生物信

息学探究黄葵胶囊治疗慢性肾脏病的有效性、 安全性及其

机制［Ｊ］ ． 中国中药杂志， ２０２３， ４８（１６）： ４４９３⁃４５０７．
［ ８ ］ 　 陆林玲， 钱大玮， 郭建明， 等． 一测多评法测定黄蜀葵花中

７ 个黄酮类成分 ［ Ｊ］ ． 药物分析杂志， ２０１３， ３３ （ １２）：
２０８２⁃２０８７．

［ ９ ］ 　 项　 想， 孙成静， 宿树兰， 等． 丹参茎叶酚酮有效部位的提

取纯化工艺研究［Ｊ］ ． 中草药， ２０１８， ４９（１）： １２０⁃１２７．
［１０］ 　 钱　 平， 刘志辉． 常温浸泡法提取黄蜀葵花总黄酮的研究

［Ｊ］ ． 现代中药研究与实践， ２０１０， ２４（５）： ５２⁃５４．
［１１］ 　 许朝且， 江群艳， 蒋启航， 等． 黄芩茎叶总黄酮制备工艺优

化研究［Ｊ］ ． 南京中医药大学学报， ２０２０， ３６（５）： ５９３⁃５９９．
［１２］ 　 殷圣鑫， 魏丽芳， 梅余琪， 等． 超快速液相色谱⁃三重四极杆 ／

线性离子阱质谱法同时测定黄蜀葵花药材中的多元活性成

分［Ｊ］ ． 中国中药杂志， ２０２１， ４６（１０）： ２５２７⁃２５３６．
［１３］ 　 夏昆瑜， 张春磊， 曹征宇， 等． 黄蜀葵花的化学成分研究

［Ｊ］ ． 海峡药学， ２０１９， ３１（９）： ５８⁃６１．
［１４］ 　 李佳慧， 拱健婷， 赵丽莹， 等． 黄蜀葵花总黄酮提取工艺

［Ｊ］ ． 国际药学研究杂志， ２０１６， ４３（２）： ３７０⁃３７３．
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［１５］ 　 阿孜古丽·阿里木， 王启文， 刘　 阳， 等． 高效液相色谱结

合 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优选新疆鼠尾草根萜类成分提取

纯化工艺［Ｊ］ ． 中国医院药学杂志， ２０２３， ４３（８）： ８５５⁃８６２．
［１６］ 　 陶彩霞， 肖锟钰， 涂济源， 等． Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化

姜半夏产地加工炮制一体化工艺［ Ｊ］ ． 中国医院药学杂志，
２０２２， ４２（１９）： ２００２⁃２００７．

［１７］ 　 Ｈａｍｅｄ Ｙ Ｓ， Ａｂｄｉｎ Ｍ， Ａｋｈｔａｒ Ｈ Ｍ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ ｍａｃｒｏｓｐｏｒｅｓ ｒｅｓｉｎ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ Ｍｏｒｉｎｇａ ｏｌｉｅｆｅｒａ ｌｅａｖｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｓ Ａｆｒ Ｊ Ｂｏｔ，
２０１９， １２４： ２７０⁃２７９．

［１８］ 　 李淑芳， 王淑美， 梁生旺， 等． ＡＢ⁃８ 大孔吸附树脂纯化双黄

连中金银花、 连翘提取物工艺［ Ｊ］ ． 中国实验方剂学杂志，
２０１２， １８（２）： ４⁃７．

［１９］ 　 于鹤云， 刘汉清， 刘　 嘉， 等． Ｄ⁃１０１ 型大孔吸附树脂纯化

黄蜀葵花总黄酮的工艺研究［ Ｊ］ ． 中成药， ２０１４， ３６（ ３）：
５２０⁃５２５．

［２０］ 　 粟　 敏， 汤　 婷， 唐玮蔚， 等． 大孔树脂富集纯化黄蜀葵花

总黄酮的工艺研究［Ｊ］ ． 中药材， ２０１７， ４０（６）： １４０２⁃１４０５．
［２１］ 　 马小琴， 王晓敏， 周　 凡． 大孔吸附树脂法分离纯化葡萄籽

中原花青素［Ｊ］ ． 食品研究与开发， ２０１７， ３８（１６）： ５４⁃５７．

厚朴中厚朴酚与和厚朴酚的超临界 ＣＯ２ 提取工艺优化

黄红琴１， 　 冉小青１， 　 杨　 欢２， 　 谈文林３， 　 陈　 坤１， 　 李　 敏１∗

（１． 达州中医药职业学院， 四川 达州 ６３５０００； ２． 重庆市粮油质量监督检验站， 重庆 ４０００２６； ３． 达州职

业技术学院， 四川 达州 ６３５０００）
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作者简介： 黄红琴 （１９８７—）， 女， 硕士， 讲师， 研究方向为天然产物分析与检测。 Ｔｅｌ： （ ０８１８） ３３１９９５５， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ７５７７３８１４５＠

ｑｑ．ｃｏｍ
∗通信作者： 李　 敏 （１９７８—）， 女， 硕士， 教授， 研究方向为天然药物化学。 Ｔｅｌ： （０８１８） ７２３２１６６， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｉｍｉｎｈ７８１２＠ １６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 优化厚朴中厚朴酚与和厚朴酚的超临界 ＣＯ２ 提取工艺。 方法　 在单因素试验基础上， 设计四因素三水平

Ｌ９ （３４） 正交试验， 根据极差比较分析， 得到最优提取实验条件。 结果　 最佳实验条件为萃取温度 ５０ ℃， 萃取压力

３５ ＭＰａ， 萃取时间 ３ ｈ， 料液比 １０ ∶ １４。 厚朴酚、 厚朴酚平均萃取率分别为 １􀆰 ４７％ 、 ２􀆰 ６３％ ， ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ４２％ 、
１􀆰 ７４％ 。 结论　 该方法可用于厚朴中厚朴酚与和厚朴酚的大量提取。
关键词： 厚朴； 厚朴酚； 和厚朴酚； 超临界 ＣＯ２ 提取工艺； 正交试验

中图分类号： Ｒ２８４􀆰 ２　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２４）０５⁃１６３６⁃０４
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２４􀆰 ０５􀆰 ０３６

　 　 厚朴为木兰科植物厚朴 Ｍａｇｎｏｌｉａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｒｅｈｄ． ｅｔ
Ｗｉｌｓ． 或凹叶厚朴 Ｍａｇｎｏｌｉａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｒｅｈｄ． ｅｔ Ｗｉｌｓ． ｖａｒ．
ｂｉｌｏｂａ Ｒｅｈｄ． ｅｔ Ｗｉｌｓ． 的干燥干皮、 根皮及枝皮［１⁃２］ ， 主产

于四川、 重庆、 湖北和浙江［３］ 。 据 《本草纲目》 记载， 厚

朴味苦辛、 性温， 具有行气化湿、 温中止痛、 降逆平喘的

功效［４⁃６］ ， 主要活性成分为木脂素类厚朴酚与和厚朴

酚［７⁃８］ ， 两者互为同分异构体。 ２０１５ 年版 《中国药典》 规

定， 厚朴中厚朴酚与和厚朴酚的含量不得少于 ２􀆰 ０％ ［９］ 。
厚朴酚具有较强的抗氧化活性， 同时具有抗菌、 抑制血小

板凝集和抗肿瘤等作用［１０⁃１２］ 。 和厚朴酚具有抗焦虑活性，
同时对肿瘤细胞有很好的疗效， 可抑制癌细胞生长， 并诱

导癌细胞凋亡［１３⁃１５］ 。 因此， 对厚朴中的厚朴酚与和厚朴酚

进行提取研究， 具有重要的应用前景。
目前， 厚朴酚与和厚朴酚的提取方法主要有溶剂浸提

法、 索氏提取法、 超声提取法、 微波提取法等［１６⁃１９］ ， 但存

在提取时间长、 提取温度高、 厚朴酚与和厚朴酚容易氧化

变质、 提取效率低等缺点。 超临界 ＣＯ２ 萃取技术作为一种

新型天然产物提取技术， 适合含有酚羟基等易氧化、 热敏

性物质的萃取分离［２０⁃２２］ 。 本研究采用超临界 ＣＯ２ 提取厚朴

中的厚朴酚与和厚朴酚， 正交试验获得最优提取工艺， 为

两者提取及进一步深入研究提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＳＦＥ⁃６５０Ｍ 超临界萃取仪 ［适安佳 （北京） 生

物科技有限公司］； ＬＣ⁃２０ＡＴ 高效液相色谱仪 （日本岛津

公司）； ＲＥ⁃５２９９ 旋转蒸发器 （上海耀特仪器设备有限公

司）； ＳＨＺ⁃Ｄ （Ⅲ） 循环水真空泵 （郑州华辰仪器有限公

司）； ＡＢ１３５⁃Ｓ 电子分析天平 ［梅特勒⁃托利多仪器 （上海）
有限公司］； ＢＺＦ⁃３０ 真空干燥箱 （上海博迅医疗生物仪器

股份有限公司）； ＢＪ⁃２５００Ａ 拜杰多功能粉碎机 （浙江德清

拜杰电器有限公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 厚朴 （四川省龙森中药业有限公司）
经达州中医药职业学院唐荣伟教授鉴定为正品。 厚朴酚、
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