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摘 　要 :目的 　考察加压技术提取红三叶草总异黄酮的试验条件。方法 　通过正交试验 ,以异黄酮得率为指标 ,优
选红三叶草异黄酮的加压提取工艺参数。结果 　当压力为 018 MPa ,乙醇体积分数为 50 % ,液固比为 15 mL/ g ,保
压时间为 5 min 时 ,红三叶草总异黄酮得率和质量分数分别达 5710 mg/ g 和 8185 %。结论 　与醇提法相比 ,加压
提取是一种快速高效的新方法 ,这一方法在中草药有效成分的提取分离中将具有很好的应用前景。
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　　红三叶草 T ri f ol i um p ratense L1 又名红车轴

草、红菽草、红爪草 ,为豆科三叶草属多年生牧草 ,原

产小亚细亚与东南欧 ,广泛分布于温带及亚热带地

区[1 ] 。红三叶草中异黄酮的量比其他豆科植物中异

黄酮的量高 10～30 倍[2 ] 。天然存在的红三叶草异

黄酮主要有芒柄花黄素 (formononetin) 、鸡豆黄素

(biochanin A) 、染料木黄酮 ( genistein) 、黄豆苷元

(daidzein)等 ,其中芒柄花黄素和鸡豆黄素是大豆中

不存在的异黄酮类化合物且量较高[3 ] 。红三叶草异

黄酮具有弱雌激素作用、能有效改善妇女更年期综

合症[ 4 ] 、预防和治疗动脉硬化[5 ] 。加压萃取技术是

用温度和压力来加速从固体或半固体提取有效成分

效率的技术。此项技术在中药提取领域仍是一种全

新的方法[6 ] ,在国内研究并不多见。由于传统的回

流提取存在提取时间长、溶剂用量多、能耗大、提取

效率不高等缺陷 ,因此本实验尝试将加压技术应用

于红三叶草异黄酮的提取上 ,以期对红三叶草异黄

酮的生产提供参考。

1 　材料和仪器

　　红三叶草于东北农业大学园艺站室外种植 ,采

于花期 ,全株晒干后用高速万能粉碎机粉碎。芒柄

花黄素、鸡豆黄素对照品 (质量分数为 99 % , Fluka

公司) ;无水乙醇为分析纯 (国药集团化学试剂有限

公司) 。

　　Mettler Toledo A G135 型电子天平[梅特勒2托
利多仪器 (上海)有限公司 ] ; FW 型高速万能粉碎机

(天津市泰斯特仪器有限公司) ;高压磁力搅拌反应

釜 (烟台高新区科立自控设备研究所) ;高效液相色

谱仪 :Waters 515 泵、Waters2487 紫外检测器 ( Wa2
ters 公司) 。

2 　方法和结果

211 　异黄酮的高效液相色谱法测定[ 7 ]

21111 　色谱条件 :Nova2Pak C18 色谱柱 (150 mm ×

319 mm) ;流动相 :60 %甲醇 ;体积流量 :110 mL/ min ;

柱温 :25 ℃;进样量 :10μL 。

21112 　标准曲线的绘制 :称取芒柄花素和鸡豆黄素

对照品各 11000 mg ,用无水甲醇定容于 10 mL 量

瓶。分别从芒柄花黄素、鸡豆黄素各对照品储备液

中吸取一定量 ,用甲醇稀释到 2、4、6、8μg/ mL 测

定 ,记录峰面积。结果芒柄花黄素、鸡豆黄素在 2～

8μg/ mL 线性关系良好 ,所得回归方程分别为 Y =

471096 X + 11163 4 ( R2 = 01999 7) 、Y = 601148 X

- 91132 ( R2 = 01999 5) 。

21113 　供试品溶液的制备 :称取 6 g 红三叶草粉

末 ,按正交试验条件提取。提取液减压滤过后转移

至量瓶 ,用 50 %乙醇定容至 100 mL 。从中精密吸

取 110 mL ,加 50 %乙醇定容至 25 mL ,再精密吸取

110 mL 加 50 %乙醇定容至 25 mL ,摇匀 ,0145μm

微孔滤膜滤过 ,即得。

21114 　测定和计算方法 :红三叶草异黄酮的得率以

芒柄花黄素和鸡豆黄素的总得率计算 ,即得率 = 提

取液中异黄酮的质量/ 红三叶草的质量。

212 　加压提取工艺流程 :加压提取包括升压、保压、

卸压 3 个过程。将红三叶草粉和 50 %乙醇放入到
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高压反应釜内 ,启动电热加热套通过升温加压 ,磁力

搅拌转速为 240 r/ min。当压力上升到所需压力时

停止升压 ,保压一段时间后 ,通冷凝水降温卸压。然

后取出提取液滤过 ,测定异黄酮的质量浓度。

213 　正交试验设计 :根据单因素预试验结果 ,每次

试验称取 6 g 红三叶草粉 ,采用 L 9 (34 ) 正交试验进

行优化 ,因素水平见表 1 ,测定结果见表 2。
表 1 　因素与水平

Table 1 　Factors and levels

水平

因　素

A 压力/

MPa

B 乙醇体积

分数/ %

C 液固比/

(mL ·g - 1)

D 保压时间/

min

1 014 60 10 3

2 016 40 15 5

3 018 50 20 7

表 2 　正交试验设计与结果

Table 2 　Design and results of L9 ( 43 ) orthogonal test

试验号 A B C D 得率/ (mg ·g - 1)

1 1 1 1 1 311 45

2 1 2 2 2 411 24

3 1 3 3 3 411 73

4 2 1 2 3 461 43

5 2 2 3 1 431 19

6 2 3 1 2 511 90

7 3 1 3 2 531 47

8 3 2 1 3 441 09

9 3 3 2 1 551 35

K1 114142 1311 65 1271 44 129199

K2 141152 1281 52 1431 02 146161

K3 152191 1481 98 1381 39 132145

k1 38114 431 88 421 48 43133

k2 47117 421 84 471 67 48187

k3 50197 491 66 461 13 44115

R 12183 61 82 51 19 3103

　　从极差分析结果得出影响红三叶草总异黄酮提

取效率的因素主次顺序为 A > B > C > D ,即压力、乙

醇体积分数、液固比 ,保压时间影响不显著。最佳组

合为 A3B3 C2 D2 ,即压力为 018 MPa ,乙醇体积分数

为 50 % ,液固比为 15 mL/ g ,保压时间为 5 min。

　　以优化试验所得的条件放大 10 倍进行 3 次验

证试验 ,结果红三叶草异黄酮的平均得率为 5710

mg/ g。

214 　对比试验 :分别取 60 g 红三叶草粉以优化工

艺参数进行加压提取和传统回流提取。精密吸取

1010 mL 提取液于恒重的蒸发皿中 ,真空干燥至恒

重 ,得其固形物质量 ,计算其中异黄酮的质量分数

(异黄酮的质量分数 = 固形物中异黄酮的质量/ 固形

物质量 ×100 %) ,比较结果见表 3。可知与回流浸

提法相比 ,加压法提取红三叶草总异黄酮得率和质

量分数都有很大提高 ,而且乙醇体积分数和液固比

都小于溶剂浸提法 ,另外提取时间大大缩短 ,说明采

用加压提取红三叶草总异黄酮省时节能 ,高率。
表 3 　对比试验结果

Table 3 　Results of contrast test

方　法
乙醇体积

分数/ %

液固比/

(mL ·g - 1)

提取时间

/ min

得率/

(mg ·g - 1)

质量分

数/ %

加压法 50 15 5 　　 5710 81 85

回流提法 [7 ] 80 20 90 　　 1813 31 65

3 　讨论

　　实验中发现压力对加压萃取红三叶草异黄酮的

影响最大 ,其原因可能是提高压力可以增加溶质的溶

解度及扩散速度 ,另外也可以减小溶液的黏度以减小

阻力 ,同时有压力下的渗透可能把红三叶草颗粒的某

些细胞壁破坏 ,这些都有利于异黄酮的渗出。由于本

实验是通过升温加压 ,当压力达到 112 MPa 时 ,温度

过高 ,导致红三叶草颗粒部分碳化溶液浑浊。从得率

及节能综合考虑 ,选取压力为 018 MPa。

　　加压提取不同于传统的加热回流提取 ,加压提

取是压力在液体媒介的作用下传递的过程 ,不论提

取对象是液体还是固体 ,均可受到均匀一致的压力

作用。传统的溶剂回流提取由于回流过程要与环境

有较大的能量交换 ;而加压提取在保压时间内几乎

没有能耗 ,其作用效果迅速、均匀且能量消耗较少。

将加压提取用于红三叶草异黄酮的提取上 ,是红三

叶草异黄酮提取手段的一种新的探索 ,可以提高有

机溶剂对异黄酮的提取效率 ,这对红三叶草异黄酮

的生产利用具有十分重要的意义。
参考文献 :

[ 1 ] 　陈学颍 ,张永忠 ,况 冲 1 红三叶草异黄酮及其代谢研究进展
[J ]1 中草药 ,2007 ,38 (11) :1741217441

[ 2 ] 　Edmund K G1 Met hods of cholesterol reduction using isofla2
vones [ P ]1 United States Patent : 200401707131

[ 3 ] 　Graham K1 Treat mengt prevention of menopausal symptoms
and osteoporosis [ P]1 United States Patent : 20020035071

[ 4 ] 　Peter H M , Weijer S , Barent sen R1 Isoflavones f rom red clo2
ver ( promensil ) significantly reduce menopausal hot flush
symptoms compared wit h placebo [J ]1 M aturitas , 2002 , 42 :
18721931

[ 5 ] 　于立娜 ,张永忠 ,辛　禹1 红三叶草异黄酮在保健食品和医药
中应用的研究进展 [ J ]1 氨基酸和生物资源 , 2005 , 27 ( 4) :
652681

[ 6 ] 　Zhang S Q , Zhu J J , Wang C Z1 Novel high pressure ext rac2
tion technology [J ]1 I nt J Pharm , 2004 , 278 : 47124741

[7 ] 　于丽娜1 红三叶草异黄酮的提取纯化及生物活性的研究[ D ]1
哈尔滨 :东北农业大学 ,20061

·7041·中草药　Chinese Traditional and Herbal Drugs 　第 40 卷第 9 期 2009 年 9 月


