
图 2 银杏内酯注射液的对照指纹图谱

Fig 2 HPLCReference fingerprint

of Ginkgolide Injections

种色谱柱, Thermo Hyper sil ODS ( 250 mm 4 6

mm, 5 m ) (美国 T hermo Hypersil Key stone 公

司) ; Luna C18 ( 250 mm 4 6 mm, 5 m ) (美国

Phenomenenex 公司) ; Zorbax SB C8 ( 250 mm 4 6

mm, 5 m) (美国 Agilent公司)进行实验筛选, 比

较分离度、峰型和柱效,结果 T hermo Hypersil ODS

( 250 mm 4 6 mm, 5 m)色谱柱较为适合。

流动相的选择: 选用不同比例的水/甲醇/四氢

呋喃体系和异丙醇/水体系洗脱,峰分离度不好;用

不同比例的水/甲醇体系洗脱, 分离度和峰型不佳;

故选用甲醇/乙酸铵水溶液体系为流动相,经试验确

定了溶剂比例,峰型、分离度、柱效均满意。
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正交设计优选竹节参总皂苷微波提取工艺的研究
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摘 要:目的 优选竹节人参总皂苷的微波提取工艺。方法 利用紫外分光光度法测定竹节参中总皂苷, 运用正

交试验设计,以总皂苷转移率为考察指标, 筛选最佳微波提取工艺; 并将其与加热回流提取法及超声提取法进行比

较。结果 微波提取竹节人参总皂苷的最佳提取工艺参数为: 乙醇体积分数 80% ,微波功率 400 W, 料液比 1! 18,

提取 4 次,每次提取 5 min。在此条件下,竹节人参总皂苷的转移率高达 97 77%。结论 微波提取工艺具有效率

高、时间短、能耗低、环保等优点, 为竹节人参总皂苷的工业化生产和新药开发提供了参考。

关键词:竹节人参; 总皂苷;微波提取; 正交设计;含量测定
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竹节参为五加科植物竹节参 Panax j ap onicus

C A M ey 的干燥呈竹鞭状根茎, 广泛分布于日

本及中国西南至中部地区 [ 1] ,存在羽叶三七、狭叶竹

节参及珠子参等变种
[ 2]
。其性温、味甘、微苦, 具有

滋补强壮,散瘀止痛, 止血祛痰等功效
[ 3]

,兼具我国

北药人参和南药三七的功用, 享有∀土家族神参#的

美誉。现代药理学研究表明,竹节参中研究最多、功

效最显著的为皂苷类化合物,具有抗炎、抗氧化、抗
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肿瘤以及降血糖等药理活性 [ 4 8]。微波作为天然产

物提取中一种非常有发展潜力的新型技术, 具有快

速、溶剂用量少、提取率高、成本较低、环保等许多优

点,引起广泛关注
[ 9 11]
。为此, 本实验拟采用正交设

计方案,以总皂苷转移率为指标,优选出竹节人参总

皂苷微波提取的工艺参数,并将其与加热回流法、超

声提取法进行比较研究, 以期为竹节人参总皂苷的

工业化生产和新药开发提供实验依据。

1 仪器与试药

SPECORD50型紫外 可见分光光度计(德国耶

拿分析仪器股份公司) ,恒温水浴锅(上海医疗器械

五厂) , M et tler 分析天平, RE52 % 98 旋转蒸发仪

(上海亚荣生化仪器厂) , NJL07 % 3 型微波提取器

(南京杰全微波设备有限公司) , KQ3200型超声波

清洗器(昆山市仪器超声有限公司)。

人参皂苷 Re 对照品(中国药品生物检定所产

品,批号为 754 9204) , 其他乙醇、甲醇、正丁醇、香

草醛、高氯酸、冰醋酸均为分析纯。竹节参药材购于

湖北恩施圣丰药业,经中南大学湘雅药学院生药教

研室李劲平副教授鉴定为竹节参的根茎, 生药中含

总皂苷为 124 32 mg/ g。

2 方法与结果

2 1 总皂苷的测定

2 1 1 检测波长的选择:人参皂苷 Re 和样品溶液

在 400~ 700 nm 波长扫描。人参皂苷 Re对照品溶

液和竹节参样品溶液显色后的吸收光谱基本一致,

在 552 nm处有最大吸收, 故选择人参皂苷 Re 为对

照品,并选用 552 nm 作为测定波长。

2 1 2 溶液的制备:精密称定人参皂苷 Re对照品

10 12 mg , 加甲醇溶解, 定容至 10 mL, 得 1 012

mg/ mL 溶液。精密称定干燥的竹节参粉末(过 30

目筛) 20 g,分别按所设置的工艺参数进行提取, 滤

过,合并提取液,定容至 500 mL。精密量取其中 50

mL,挥干溶剂,残渣用 20 mL 水分次转移至分液漏

斗中, 用石油醚萃取 2~ 3 次, 每次 20 mL, 弃去醚

层,水层再用水饱和的正丁醇萃取 5 次, 每次 20

mL,合并正丁醇液,再用正丁醇饱和的水洗涤 2次,

每次 30 mL, 最后将正丁醇液减压回收, 蒸干, 残渣

用甲醇溶解,滤过并定容至 50 mL。

2 1 3 标准曲线的制备: 用 20~ 200 L 可调微量

取样器吸取制备好的人参皂苷 Re 对照品溶液 40、

80、120、160、200 L 于 10 mL 具塞试管中, 70 & 水

浴蒸干,于每个试管中加新配制的 5%香草醛 冰醋

酸溶液 0 2 mL,高氯酸 0 8 mL,摇匀,置 60 & 水浴

上加热 15 m in,流水冷却,准确加入冰醋酸 5 mL,摇

匀,以分光光度计在 552 nm 波长测定吸光度值。

以质量为横坐标, 吸光度为纵坐标, 绘制标准曲线,

得回归方程 Y = 0 004 6 X - 0 001 3, R
2
= 0 999

7, 表明人参皂苷 Re 在40 48~ 202 40 g 与吸光度

的线性关系良好。

2 1 4 精密度试验:精密吸取 5份人参皂苷 Re对

照品溶液 120 L,按标准曲线的制备项下的方法测

定吸光度值,计算 RSD值为 0 75%。

2 1 5 稳定性试验: 精密吸取人参皂苷 Re 对照品

溶液 120 L,按标准曲线的制备项下的方法,分别在

0、10、20、30、40、50、60、90、120 min测定吸光度值,计

算 RSD值为 1 42% ,说明在 90 min内基本稳定。

2 1 6 重现性试验: 取 5份竹节参粉末各 2 00 g,

制备供试品溶液, 每份取 50 L, 测定吸光度值, 计

算质量分数的 RSD值为 1 51%。

2 1 7 加样回收率试验:分别吸取一定量的样品溶

液,加入适量人参皂苷 Re 对照品溶液,按标准曲线

的制备项下的方法测定其吸光度, 计算其回收率为

100 46%, RSD值为 1 06%。

2 1 8 样品测定:用 20~ 200 L 可调微量取样器

吸取提取纯化后样品 50 L,置于 10 mL 具塞试管

中, 70 & 水浴蒸干,于每个试管中加新配制的5%香

草醛 冰醋酸溶液 0 2 mL,高氯酸 0 8 mL, 摇匀,置

60 & 水浴上加热 15 min, 流水冷却, 准确加入冰醋

酸 5 mL,摇匀, 以分光光度计在400~ 800 nm扫描,

在 552 nm 波长处有最大吸收,记录吸光度值, 计算

竹节人参总皂苷质量浓度。

2 2 单因素试验:以溶剂体积分数、微波功率、料液

比、提取时间及提取次数作为影响竹节人参皂苷转

移率的单因素,各因素设置 4个不同的水平,分别对

20 0g 竹节参药材进行提取工艺考察, 找出不同因

素的适宜范围。

2 2 1 溶剂体积分数对皂苷提取效果的影响: 为了

研究溶剂体积分数对竹节人参皂苷提取效果的影

响,本试验设置了 4个不同的溶剂体积分数,分别为

40%、60%、80%、95%乙醇。提取功率为 300 W,温

度控制在 40~ 80 & , 料液比为 1 ! 18,每个样品提

取 3次,每次 3 m in,平行操作 3份, 测定, 计算总皂

苷的 平 均 转 移 率 分 别 为 42 73%、54 16%、

85 35%、32 48% ,结果表明 80%乙醇为最佳。

2 2 2 提取功率对皂苷提取效果的影响:为了研究

提取功率对竹节人参皂苷提取效果的影响,本试验

设置了 4个不同的提取功率,分别为 200、300、400、
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500 W。提取条件为体积分数为 80%乙醇, 温度控

制在 40~ 80 & , 料液比为 1 ! 18, 每个样品提取 3

次,每次 3 min, 平行操作 3份, 测定, 计算总皂苷的

平均转移率分别为 78 71%、85 56%、84 92%、

82 53%, 结果表明提取功率为 300 W为最佳。

2 2 3 料液比对皂苷提取效果的影响:为了研究料

液比对竹节人参皂苷提取效果的影响, 本试验设置

了 4个不同的料液比,分别为 1! 10、1! 14、1 !18、

1!22。提取条件为微波 300 W, 温度控制在 40~

80 & ,乙醇体积分数为 80% ,每个样品提取 3次, 每

次 3 min,平行操作 3份, 测定, 计算总皂苷的平均

转 移 率 分 别 为 82 72%、84 11%、85 47%、

85 96%, 结果表明料液比对实验影响不明显, 综合

考虑生产成本及操作可行性等因素, 选取 1 ! 18 为

最佳料液比。

2 2 4 提取时间对皂苷提取效果的影响: 为了研究

提取时间对竹节人参皂苷提取效果的影响,本试验设

置了 4个不同的提取时间,分别为每次提取 2、3、4、5

min。提取条件为微波 300 W, 温度控制在 40~ 80

& ,乙醇体积分数为 80%,料液比为 1!18, 每个样品

提取 3次,平行操作 3份,测定,计算总皂苷的平均转

移率分别为 79 64%、85 32%、87 85%、89 48%, 结

果表明提取时间以每次提取5 min为宜。

2 2 5 提取次数对皂苷提取效果的影响: 为了研究

提取次数对竹节人参皂苷提取效果的影响,本试验设

置了 4个不同的提取次数, 分别为提取 1、2、3、4次。

提取条件为微波300 W,温度控制在 40~ 80 & , 乙醇

体积分数为 80%, 料液比为 1! 18,每个样品提取 5

min,平行操作 3份,测定,计算总皂苷的平均转移率

分别为 53 29%、78 67%、89 54%、97 32%, 结果表

明提取次数以 4次时转移率最大,但是提取 3次时转

移率亦可达到85%以上,综合考虑成本、时间因素,简

化操作流程,一般选择提取 3次。

2 3 正交试验:以单因素试验结果为参考, 对乙醇

体积分数、提取功率、提取时间及提取次数进行 4因

素 3水平正交试验(表 1)。以总皂苷转移率为指标,

通过 L9 ( 34 )正交试验确定最佳提取条件。准确称取

干燥的竹节参粉末(过 30目筛) 20 g,浸渍 12 h 后,分

别按表 2的试验条件进行微波提取,每个试验条件平

行做 3份,滤过,合并滤液,转移至500 mL量瓶中,加

水稀释至刻度,摇匀,精密吸取 50 mL,测定各次提取

液中总皂苷的质量浓度,计算其平均转移率(转移率=

提取物中总皂苷质量/原药材中总皂苷质量 100%)。

结果及极差分析见表2,方差分析见表 3。

表 1 因素水平

Table 1 Factors and levels

水平
因 素

A 乙醇体积分数/ % B微波功率/ W C提取时间/ m in D 提取次数/次

1 40 300 3 2

2 60 400 4 3

3 80 500 5 4

表 2 L9 ( 34 )正交试验设计方案及结果

Table 2 Design and results of L9 ( 34 ) orthogonal test

试验号 A B C D
平均转移率/ %

( n= 3)

1 1 1 1 1 36 43 ∋ 0 87

2 1 2 2 2 48 21 ∋ 1 38

3 1 3 3 3 69 45 ∋ 0 73

4 2 1 2 3 73 56 ∋ 1 32

5 2 2 3 1 58 26 ∋ 0 81

6 2 3 1 2 53 33 ∋ 1 34

7 3 1 3 2 89 42 ∋ 0 96

8 3 2 1 3 94 57 ∋ 1 39

9 3 3 2 1 72 29 ∋ 0 99

K 1 154 09 199 41 184 33 166 98

K 2 185 15 201 04 194 06 190 96

K 3 256 28 195 07 217 13 237 58

R 34 06 1 99 10 93 23 53

表 3 方差分析表

Table 3 Analysis of variance

方差来源 离差平方和 自由度 均方 F 值 P值

A 1 829 67 2 914 83 1 099 03 P< 0 01

B 6 35 2 3 17 3 81 P< 0 05

C 189 19 2 94 60 113 64 P< 0 01

D 859 20 2 429 60 516 10 P< 0 01

误差 22 47 27 0 83

F0 05 ( 2, 27)= 3 35 F 0 01( 2, 27) = 5 49

由表 2的极差可知,各因素对竹节人参总皂苷

转移率影响大小顺序为 A(乙醇体积分数) > D(提

取次数) > C(提取时间) > B(微波功率)。表 3的方

差分析表明,乙醇体积分数、提取次数及提取时间均

对竹节人参总皂苷转移率具有极显著影响,微波功

率对竹节人参总皂苷的转移率存在明显影响。从试

验结果来看,竹节人参总皂苷微波提取的最佳工艺

条件为 A 3B2C3D3 , 即乙醇体积分数为 80%, 微波功

率 400 W,每次 4 m in,提取 4次。

按上述最佳提取工艺进行 3批药材的验证试

验, 竹节人参总皂苷的转移率分别为 98 28%、

97 16%、97 87% , RSD为 0 58%, 表明本提取工艺

较为稳定可靠,且提取率较高。

2 4 不同方法提取竹节人参总皂苷工艺的比较:将

本实验优选的微波提取工艺与文献所优选出的加热

回流提取工艺及超声提取工艺进行比较, 进行不同

提取方法的优选。
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2 4 1 加热回流提取法: 取竹节参药材粉末 20 0

g,精密称定,加 10倍量60%乙醇溶液, 浸泡 2 h后,

加热回流提取 3次, 每次 3 h,滤过, 合并提取液, 减

压浓缩后定容至 500 mL, 测定, 计算总皂苷的转移

率为 80 51%。

2 4 2 超声提取法:取竹节参药材粉末 20 0 g, 精

密称定,置具塞锥形瓶中,按固液比 1 !20加入适量

乙醇,于 50 & 提取 4次, 每次提取 40 min, 滤过, 合

并提取液,定容至 500 mL,测定,计算总皂苷的转移

率为 94 81%。

2 4 3 微波提取法:取竹节参药材粉末 20 0 g, 精

密称定, 预先浸渍 2 h,按正交试验优选的工艺参数

进行微波提取, 滤过, 合并提取液,定容至 500 mL,

测定,计算总皂苷的转移率为 97 77%。

结果表明, 微波提取与加热回流提取及超声提

取比较,竹节人参总皂苷的转移率有所提高, 且提取

时间大大缩短了,相比较之下,微波提取竹节人参总

皂苷具有提取率高、时间短、能耗低等优点。

3 讨论

微波能在短时间内穿透竹节参细胞组织内部,

使其内部分子极化迅速升温, 达到提取效果。但在

提取过程中,因乙醇沸点较低,加之皂苷具有较强表

面活性,在加热时易产生大量泡沫。故应控制好温

度范围和时间, 避免浸提溶媒沸腾逸出和有效成分

随乙醇蒸气带出,从而影响其提取。

中药材含水量的多少, 直接影响到微波提取的

效果,药材细胞内含水量充足,才能吸收足够的微波

能,细胞壁才能被击破,细胞内容物才能够得以释放

出来, 故应注意预先浸渍。此外药材粒度对微波提

取也有一定的影响。充分考虑到微波提取工艺工业

化大生产的具体操作可行性,建议在提取前将人参

原药材粉碎成药材粗粉(过 16目筛) ,浸泡于提取溶

媒中 12 h,让药材粗粉充分接触溶媒且促进溶媒渗

透于药材粗粉细胞组织内部,产生有效的体积分数

梯度,以利于有效成分的浸出,提高提取效率。

本实验以竹节人参总皂苷的转移率为指标,优

选微波提取的最佳工艺为: 乙醇体积分数为 80%,

微波功率 400 W, 料液比 1 ! 18, 提取 4次, 每次提

取 5 min。相对加热回流工艺及超声提取工艺而

言,微波提取竹节人参总皂苷的工艺提取时间短,提

取含量高,可以降低生产成本, 提高提取效率,且较

环保,具有明显的优势。而且微波提取细粉不会出

现传统提取方法的糊化、堵塞等问题,适宜大生产。
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