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摘要： 目的　 优化甘草超滤液中总黄酮络合萃取⁃反萃取工艺。 方法　 以总黄酮萃取率为评价指标， 单因素试验筛选

络合剂种类和体积分数、 稀释剂种类、 超滤液 ｐＨ、 转速； 以总黄酮反萃取率为评价指标， 正交试验筛选反萃取剂种

类和体积分数、 反萃取时间、 转速。 结果　 最佳络合萃取条件为 １０％ 三烷基氧膦 （ＴＲＰＯ） ＋９０％ 磺化煤油在 ｐＨ ６、
转速 ２５ ｒ ／ ｍｉｎ 下萃取 １０ ｈ， 总黄酮萃取率为 ９５􀆰 ０４％ ； 最佳反萃取条件为 ０􀆰 ０９％ ＮａＯＨ 溶液在 ２５ ｒ ／ ｍｉｎ 下反萃取 １０ ｈ，
总黄酮反萃取率为 ９４􀆰 ４６％ 。 结论　 该方法可实现总黄酮从甘草超滤液到萃取剂再到反萃取剂的高效转移， 从而对其

进行分离制备。
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　 　 甘草是药食两用的传统中药， 具有补气、 调养脾胃、
缓急止痛、 调和诸药等功效［１］ ， 常用于治疗倦怠乏力、 心

气虚、 咳嗽、 痰多、 药食中毒、 脘腹疼痛等， 其所含的总

黄酮具有抗氧化［２］ 、 美白、 抗炎［３］ 、 抗病毒、 抗衰老等活

性， 是一种快速、 高效、 绿色的美白祛斑化妆品添加

剂［４⁃５］ ， 被广泛应用于食品、 医药、 美容等行业中， 具有很

大的发展前景［６］ 。
络合萃取是可逆的化学萃取过程， 可对有机物稀溶液

进行高效性和高选择性的萃取［７］ ， 近年来主要用于废水处

理， 而且已实现了工业化应用［８⁃１０］ 。 黄酮类成分的结构中

有酚羟基， 可与中性氧磷类萃取剂发生络合反应后进入到

萃取剂中。 因此， 本实验将络合萃取应用于甘草超滤液中

黄酮类成分的分离， 再采用稀碱溶液调节络合萃取体系的

ｐＨ， 利用络合萃取的可逆性将黄酮类成分从萃取剂中反萃

取到稀碱溶液中， 从而实现萃取剂的重复利用。
１　 材料

甘草苷对照品 （批号 １１１６１０⁃２０２２０９， 纯度≥９８％ ， 北

京北纳创联生物技术研究院）。 磷酸三丁酯 （ＴＢＰ， 烟台市

双双化工有限公司）； 石油醚 （天津市进丰化工有限公

司）； 磺化煤油 （２６０＃， 茂名市正茂石化有限公司）； 三烷

基氧化膦 （ＴＲＰＯ， 溧阳市凯信化工原料经营部）； 氢氧化

钾 （广州松柏化工有限公司）。 乙腈为色谱纯； 其余试剂

均为分析纯。
ＭＸ⁃ＲＬ⁃Ｐｒｏ ＬＣＤ 数控旋转混匀仪 ［大龙兴创实验仪器

（北京） 有限公司］； ＵＶＷｉｎ ６ 紫外可见分光光度计 （北京

普析通用仪器有限公司）； ＤＤ⁃５Ｍ 离心机 （湘仪离心机仪

器有限责任公司）。
甘草购自兰州市黄河中药材专业市场， 经甘肃中医药
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大学药学院魏舒畅教授鉴定为豆科植物甘草 Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ
ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｆｉｓｃｈ． 的干燥根及根茎。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 超滤液制备　 参照文献 ［１１⁃１３］ 报道， 取 ２ ｋｇ 药材

饮片， 加入 ２４ 倍量稀氨水， 回流提取 ３ 次， 每次 １ ｈ， 合

并提取液， 在 ０􀆰 １２ ＭＰａ 压力下用 １０ ｎｍ 无机陶瓷膜进行超

滤， 即得。
２􀆰 ２　 总黄酮含量测定

２􀆰 ２􀆰 １　 对照品溶液制备　 精密称取甘草苷对照品适量， 甲

醇溶解， 制成质量浓度为 ０􀆰 １５７ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液制备 　 精密吸取甘草超滤液、 萃余液、
反萃取液各 １ ｍＬ， 置于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 纯水定容至刻度，
摇匀， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ３　 检测波长确定　 精密量取对照品溶液 １􀆰 ２５ ｍＬ， 置

于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 加入 ５ ｍＬ 甲醇、 １􀆰 ２５ ｍＬ １０％ ＫＯＨ 溶

液， 室温放置 ５ ｍｉｎ， 甲醇定容至刻度， 摇匀， 即得对照品

显色液； 精密量取供试品溶液 １􀆰 ２５ ｍＬ， 同法制备供试品

显色液； 精密量取甲醇 ６􀆰 ２５ ｍＬ， 置于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 加

入 １􀆰 ２５ ｍＬ １０％ ＫＯＨ 溶液， 室温放置 ５ ｍｉｎ， 甲醇定容至

刻度， 摇匀， 即得参比溶液。 在 ２００ ～ ６００ ｎｍ 波长范围内

对上述 ３ 种溶液进行扫描， 发现对照品、 供试品显色液均

在 ３３５ ｎｍ 处有最大吸收， 而参比液在该处无吸收。
２􀆰 ３　 方法学考察

２􀆰 ３􀆰 １　 线性关系考察 　 分别精密吸取对照品溶液 ０􀆰 ２５、
０􀆰 ５、 １􀆰 ０、 １􀆰 ５、 ２􀆰 ０、 ２􀆰 ５ ｍＬ， 置于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 加入 ５
ｍＬ 甲醇、 １􀆰 ２５ ｍＬ １０％ ＫＯＨ 溶液， 室温放置 ５ ｍｉｎ， 甲醇

定容至刻度， 摇匀， 以相应溶剂为参比溶液， 在 ３３５ ｎｍ 波

长处测定吸光度。 以甘草苷质量浓度为横坐标 （Ｘ）， 吸光

度为纵坐标 （ Ａ） 进行回归， 得方程为 Ａ ＝ ０􀆰 ０６３ ７２Ｘ ＋
０􀆰 ０８０ １１ （ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ７）， 在 １􀆰 ５７ ～ １５􀆰 ７ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性

关系良好。
２􀆰 ３􀆰 ２　 精密度试验　 精密量取 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下对照品溶液

１􀆰 ２５ ｍＬ， 按 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法测定吸光度 ６ 次， 测得其

ＲＳＤ 为 １􀆰 ７５％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ３􀆰 ３　 稳定性试验　 取 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下同一份供试品溶液，
于 １、 ４、 ８、 １２、 １６、 ２４ ｈ按 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法测定吸光

度， 测得其 ＲＳＤ 为 １􀆰 １６％ ， 表明溶液在显色 ２４ ｈ 内稳定性

良好。
２􀆰 ３􀆰 ４　 重复性试验 　 精密称取同一批药材饮片 ６ 份， 按

“２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 按 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法

测定吸光度， 测得其 ＲＳＤ 为 ２􀆰 ０１％ ， 表明方法重复性良好。
２􀆰 ３􀆰 ５　 加样回收率试验　 取黄酮含量已知的供试品溶液 ９
份， 分为 ３ 组， 分别按 ５０％ 、 １００％ 、 １５０％ 水平精密加入

甘草苷对照品， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液，
按 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法测定吸光度， 计算回收率。 结果，
甘草苷平均加样回收率为 ９９􀆰 ４８％ ， ＲＳＤ 为 ２􀆰 ８４％ 。
２􀆰 ４　 络合萃取⁃反萃取法

２􀆰 ４􀆰 １　 络合萃取法　 将甘草超滤液与络合萃取剂按 １ ∶ １

比例混匀， 加到 ５０ ｍＬ 离心管中， 密塞， 置于旋转混匀仪

上， 在一定转速下萃取 １０ ｈ 后 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 上

层为有机相， 下层为萃余相， 取下层萃余液， 测定总黄酮

质量浓度［１４⁃１５］ ， 采用差减法计算总黄酮含量， 计算其萃取

率， 公式为萃取率＝ ［ （超滤液中总黄酮质量浓度－萃余液

中总黄酮质量浓度） ／超滤液中总黄酮质量浓度］ ×１００％ 。
２􀆰 ４􀆰 ２　 反萃取法　 在络合萃取基础上， 往负载萃合物的萃

取剂中加入一定量反萃取剂， 混匀后离心， 上层为有机相，
下层为负载目标溶质的反萃取液， 测定后者中总黄酮质量

浓度， 计算反萃取率， 公式为反萃取率 ＝ ［反萃取液中总

黄酮质量浓度 ／ （超滤液中总黄酮质量浓度－萃余液中总黄

酮质量浓度） ］ ×１００％
２􀆰 ５　 络合萃取工艺优化　 采用单因素试验。
２􀆰 ５􀆰 １　 络合剂种类筛选　 选择对酸性化合物具有络合萃取

作用的中性氧磷类物质 ＴＲＰＯ 和 ＴＢＰ 作为络合剂， 磺化煤

油作为稀释剂［１６⁃１７］ ， 按 “２􀆰 ４􀆰 １” 项下方法 ２５ ｒ ／ ｍｉｎ 萃取

１０ ｈ， 计算萃取率， 结果见表 １。 由此可知， ＴＲＰＯ 对总黄

酮的萃取率较 ＴＢＰ 高， ４％ ＴＲＰＯ＋９６％ 磺化煤油对其有较好

的萃取效果， 故选择 ＴＲＰＯ。
表 １　 络合剂种类对总黄酮萃取率的影响 （ｎ＝３）

萃取剂

总黄酮质量浓度 ／

（ｍｇ·ｍＬ－１）
超滤液中 萃余液中

总黄酮

萃取率 ／ ％
ＲＳＤ ／ ％

４％ ＴＢＰ＋９６％ 磺化煤油 １􀆰 ５０２ ６ ０􀆰 ９５７ ５ ３６􀆰 ２８ ０􀆰 ９３
４％ ＴＲＰＯ＋９６％ 磺化煤油 １􀆰 ５０２ ６ ０􀆰 ８８１ ０ ４１􀆰 ３７ ０􀆰 ７７

２􀆰 ５􀆰 ２　 稀释剂种类筛选　 ＴＲＰＯ 黏度大， 流动性小， 萃取

过程中容易产生乳化现象， 故在络合剂中加入一定量稀释

剂可解决此问题， 同时其对萃合物的溶解性还可提高萃取

效率。 以正辛醇、 磺化煤油、 石油醚为稀释剂， ＴＲＰＯ 为

络合剂， 按 “２􀆰 ４􀆰 １” 项下方法 ２５ ｒ ／ ｍｉｎ 萃取 １０ ｈ， 计算萃

取率的影响， 结果见表 ２。 由此可知， 以磺化煤油为稀释

剂时总黄酮萃取率最高， 而以正辛醇为稀释剂时最低， 故

选择磺化煤油。
表 ２　 稀释剂种类对总黄酮萃取率的影响 （ｎ＝３）

萃取剂

总黄酮质量浓度 ／

（ｍｇ·ｍＬ－１）
超滤液中 萃余液中

总黄酮

萃取率 ／ ％
ＲＳＤ ／ ％

４％ ＴＲＰＯ＋９６％ 石油醚 １􀆰 ５０２ ６ ０􀆰 ９５７ ５ ３６􀆰 ２８ １􀆰 ７６
４％ ＴＲＰＯ＋９６％ 磺化煤油 １􀆰 ５０２ ６ ０􀆰 ８８１ ０ ４１􀆰 ３７ ０􀆰 ８７
４％ ＴＲＰＯ＋９６％ 正辛醇 １􀆰 ５０２ ６ １􀆰 ０６５ ９ ２９􀆰 ０６ １􀆰 ０２

２􀆰 ５􀆰 ３　 超滤液 ｐＨ 筛选　 在不同 ｐＨ 下黄酮类成分在超滤

液中的存在状态有所差异， 当其以分子形式存在时更容易

被络合萃取［１８］ 。 以 ４％ ＴＲＰＯ ＋ ９６％ 磺化煤油为萃取剂，
１０％ ＨＣｌ 分别调节超滤液 ｐＨ 至 ２、 ３、 ４、 ５、 ６、 ７， 计算

萃取率， 结果见表 ３。 由此可知， 随着超滤液 ｐＨ 增加萃取

率升高， 为 ７ 时开始降低； 小于 ４ 时超滤液中产生沉淀，
总黄酮含量降低， 故选择 ６。
２􀆰 ５􀆰 ４　 络合剂体积分数筛选　 为了进一步提高总黄酮萃取
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　 　 　 　 　表 ３　 超滤液 ｐＨ 对总黄酮萃取率的影响 （ｎ＝３）

ｐＨ
总黄酮质量浓度 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１）
超滤液中 萃余液中

总黄酮

萃取率 ／ ％
ＲＳＤ ／ ％

２ ０􀆰 ７４５ ２ ０􀆰 ５３３ ８ ２８􀆰 ３７ １􀆰 ７３
３ １􀆰 ０２４ ９ ０􀆰 ７０４ ２ ３１􀆰 ２９ １􀆰 ０８
４ １􀆰 ５０２ ６ ０􀆰 ８２５ ５ ４５􀆰 ０６ １􀆰 ３３
５ １􀆰 ５０２ ６ ０􀆰 ７０９ ９ ５２􀆰 ７５ １􀆰 ３８
６ １􀆰 ５０２ ６ ０􀆰 ５１４ ６ ６５􀆰 ７５ ０􀆰 ９８
７ １􀆰 ５０２ ６ ０􀆰 ７０３ １ ５３􀆰 １２ １􀆰 １７

率， 考察络合剂体积分数对其的影响， 结果见表 ４。 由此

可知， 随着 ＴＲＰＯ 体积分数增加萃取率升高， 可能与络合

剂结合的溶质变多有关； 大于 １０％ 后萃取率变化不显著，
表明萃取已趋于饱和， 为了降低成本， 故选择 １０％ ＴＲＰＯ＋
９０％ 磺化煤油。

表 ４　 络合剂体积分数对总黄酮萃取率的影响 （ｎ＝３）

萃取剂

总黄酮质量浓度 ／

（ｍｇ·ｍＬ－１）
超滤液中 萃余液中

总黄酮

萃取率 ／ ％
ＲＳＤ ／ ％

６％ ＴＲＰＯ＋９４％ 磺化煤油 １􀆰 ５０２ ６ ０􀆰 ４００ １ ７３􀆰 ３７ １􀆰 ２１
８％ ＴＲＰＯ＋９２％ 磺化煤油 １􀆰 ５０２ ６ ０􀆰 ２３６ １ ８４􀆰 ２９ １􀆰 ０９
１０％ ＴＲＰＯ＋９０％ 磺化煤油 １􀆰 ５０２ ６ ０􀆰 １０４ ３ ９３􀆰 ０６ ０􀆰 ７７
１２％ ＴＲＰＯ＋８８％ 磺化煤油 １􀆰 ５０２ ６ ０􀆰 ０７８ ９ ９４􀆰 ７５ ０􀆰 ７４
１４％ ＴＲＰＯ＋８６％ 磺化煤油 １􀆰 ５０２ ６ ０􀆰 ０７３ ３ ９５􀆰 １２ ０􀆰 ９８

２􀆰 ５􀆰 ５　 转速筛选　 以 １０％ ＴＲＰＯ＋９０％ 磺化煤油为萃取剂，
超滤液 ｐＨ 为 ６， 萃取 １０ ｈ 后分别在转速 １５、 ２５、 ３５ ｒ ／ ｍｉｎ
下计算萃取率， 结果见表 ５。 由此可知， 随着转速增加萃

取率升高， 为 ３５ ｒ ／ ｍｉｎ 时达到最大值， 但此时乳化现象严

重， 萃取剂与超滤液不易分层， 离心后出现三相， 导致萃

取剂损失， 故选择 ２５ ｒ ／ ｍｉｎ。
表 ５　 转速对总黄酮萃取率的影响 （ｎ＝３）

转速 ／

（ ｒ·ｍｉｎ－１）
总黄酮质量浓度 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１）
超滤液中 萃余液中

总黄酮

萃取率 ／ ％
ＲＳＤ ／ ％

１５ １􀆰 ５０２ ６ ０􀆰 １４９ ５ ９０􀆰 ０５ １􀆰 ３７
２５ １􀆰 ５０２ ６ ０􀆰 ０９４ ２ ９３􀆰 ７３ １􀆰 ２９
３５ １􀆰 ５０２ ６ ０􀆰 ０７２ ３ ９５􀆰 １９ １􀆰 １１

２􀆰 ６　 反萃取工艺优化　 采用正交试验。
２􀆰 ６􀆰 １　 反萃取剂种类筛选 　 以 ０􀆰 １％ ＮａＯＨ 溶液、 １０％ 氨

水、 纯水为反萃取剂， 考察其对反萃取率的影响， 结果见

表 ６。 由此可知， 以 ０􀆰 １％ ＮａＯＨ 溶液反萃取时萃取率较高，
故选择该溶液。
２􀆰 ６􀆰 ２　 试验设计　 以反萃取剂体积分数 （Ａ）、 转速 （Ｂ）、
反萃取时间 （Ｃ） 为影响因素， 总黄酮反萃取率 （Ｙ） 为评

价指标， 进行 Ｌ９ （３４） 设计， 因素水平见表 ７， 结果见表

　 　 　 　

表 ６　 反萃取剂种类对总黄酮反萃取率的影响 （ｎ＝３）

反萃取剂
总黄酮质量浓度 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１）

萃取剂中 反萃取剂中

总黄酮反

萃取率 ／ ％
ＲＳＤ ／
％

１０％ 氨水 １􀆰 ３９８ ３ ０􀆰 １７６ ０ １２􀆰 ５９ １􀆰 ９６
纯水 １􀆰 ３９８ ３ ０ ０ ０

０􀆰 １％ ＮａＯＨ 溶液 １􀆰 ３９８ ３ １􀆰 １３９ ７ ８１􀆰 ５１ １􀆰 ０７

８， 方差分析见表 ９。 由此可知， 各因素影响程度依次为 Ａ＞
Ｃ＞Ｂ； 因素 Ａ、 Ｃ 有显著性影响 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂ 无显著影响

（Ｐ＞０􀆰 ０５）； 最优工艺为 Ａ２Ｂ２Ｃ２， 即反萃取剂体积分数

０􀆰 ０９％ ， 转速 ２５ ｒ ／ ｍｉｎ， 反萃取时间 １０ ｈ。
表 ７　 正交试验因素水平

水平

因素
Ａ 反萃取剂

体积分数 ／ ％
Ｂ 转速 ／ （ ｒ·ｍｉｎ－１）

Ｃ 反萃取

时间 ／ ｈ
１ ０􀆰 ０４ １５ ８
２ ０􀆰 ０９ ２５ １０
３ ０􀆰 １４ ３５ １２

表 ８　 正交试验设计与结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ（空白）
Ｙ 总黄酮

反萃取率 ／ ％
１ １ １ １ １ ７８􀆰 ７３
２ １ ２ ２ ２ ８４􀆰 ６２
３ １ ３ ３ ３ ８５􀆰 ９１
４ ２ １ ２ ３ ９２􀆰 ２４
５ ２ ２ ３ １ ９４􀆰 １６
６ ２ ３ １ ２ ８９􀆰 ６３
７ ３ １ ３ ２ ８５􀆰 ３７
８ ３ ２ １ ３ ８３􀆰 ２９
９ ３ ３ ２ １ ８７􀆰 ８６
Ｋ１ ８３􀆰 ０８７ ８５􀆰 ４４７ ８３􀆰 ８８３ ８６􀆰 ９１７ —
Ｋ２ ９２􀆰 ０１０ ８７􀆰 ３５７ ８８􀆰 ２４０ ８６􀆰 ５４０ —
Ｋ３ ８５􀆰 ５０７ ８７􀆰 ８００ ８８􀆰 ４８０ ８７􀆰 １４７ —
Ｒ ８􀆰 ９２３ ２􀆰 ３５３ ４􀆰 ５９７ ０􀆰 ６０７ —

表 ９　 方差分析结果

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

Ａ １２７􀆰 ７７６ ２ ６３􀆰 ８８８ ２２２􀆰 ０２７ ０􀆰 ００４
Ｂ ９􀆰 ３８３ ２ ４􀆰 ６９１ １６􀆰 ６７１ ０􀆰 ０５７
Ｃ ４０􀆰 １６７ ２ ２０􀆰 ０８４ ７１􀆰 ３６８ ０􀆰 ０１４

Ｄ（误差） ０􀆰 ５６３ ２ ０􀆰 ２８１ — —

２􀆰 ７　 验证试验　 取超滤液 ３ 份， 按 “２􀆰 ５” 项下优化工艺

络合萃取， 再按 “２􀆰 ６” 项下优化工艺反萃取， 结果见表

１０。 由此可知， 总黄酮平均萃取率为 ９５􀆰 ０４％ ， 平均反萃取

率为 ９４􀆰 ４６％ ， ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ７４％ 、 ０􀆰 ４８％ ， 表明该工艺稳

定可靠， 重复性良好。
表 １０　 验证试验结果 （ｎ＝３）

超滤液体积 ／ ｍＬ
总黄酮质量浓度 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１）

超滤液中 萃取剂中 反萃取剂中
总黄酮萃取率 ／ ％ 总黄酮反萃取率 ／ ％

１５ １􀆰 ５０２ ６ １􀆰 ４３９ ５ １􀆰 ３５２ ８ ９５􀆰 ８０ ９３􀆰 ９８
１５ １􀆰 ５０２ ６ １􀆰 ４２６ １ １􀆰 ３４７ ６ ９４􀆰 ９１ ９４􀆰 ５０
１５ １􀆰 ５０２ ６ １􀆰 ４１８ ７ １􀆰 ３４６ ２ ９４􀆰 ４２ ９４􀆰 ８９
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３　 讨论与结论

络合萃取在分离极性有机物稀溶液时具有高选择

性［１９］ 。 本实验将络合萃取应用于分离甘草超滤液中的黄酮

类成分， 对络合萃取和反萃取工艺进行了研究， 确定了络

合萃取反萃取分离甘草超滤液中总黄酮的最佳工艺条件，
为黄酮类化合物的分离提供了一种新方法。

在络合萃取中， 首要的是络合剂和稀释剂。 其中， 络

合剂与被萃取溶质应能通过化学键结合成萃合物， 而且键

能大小要适宜， 本实验选择分离酚酸类物质常用的中性氧

磷类物质 ＴＢＰ 和 ＴＲＰＯ， 发现后者对总黄酮萃取效果更高，
这是因为其 Ｐ ＝Ｏ 结构对该类成分中酚羟基的氢键缔合能力

更强［２０］ ； 稀释剂可改变络合萃取体系的物性参数， 减小体

系黏度， 促使萃合物向萃取相中转移［２１］ ， 本实验确定为磺

化煤油。
在不同超滤液 ｐＨ 下黄酮类成分在超滤液中的存在形式

有所差异， 而络合萃取时萃取溶质主要是以分子形式被萃

取。 本实验发现， 超滤液 ｐＨ 为 ６ 时总黄酮萃取率最高， 表

明此时该类成分主要以分子形式存在于超滤液中， 而络合

萃取后存在于有机相中， 故可利用络合萃取的可逆性将其

反萃出来。
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