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双水相体系萃取甘草酸盐的研究

林　强 ,霍　清 

(北京联合大学化学工程学院 ,北京　 100023)

摘　要: 目的　研究从甘草中提取甘草酸盐的新工艺。方法　采用与水互溶的有机溶剂的新型双水相体系萃取。结
果　提取甘草酸盐的最佳溶剂为乙醇 /磷酸氢二钾双水相体系 ,此体系的两相分配完全 ,分配系数达 12. 8,收率为

98. 3%。 结论　此方法简单易行 ,是从甘草提取液中制备甘草酸单铵盐的新工艺。
关键词: 有机溶剂 ;双水相萃取体系 ;甘草酸单铵盐
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　　近年 ,双水相萃取 ( Aqueous Tw o-phase, ATP)

技术因设备投资少 ,操作简单 ,引起了人们极大的重

视 ,并且被广泛用于生物化学 ,细胞生物学和生物化

工等领域。该类双水相体系多为聚乙二醇 /葡萄糖和

聚乙二醇 /无机盐两种
[1 ]
。但水溶性聚合物形成的双

水相萃取体系存在着粘度高、分析困难及需要反萃

取。事实上 ,普通的能与水互溶的有机溶剂在无机盐

的存在下也可形成双水相体系
[2 ]
。 基于与水互溶的

有机溶剂和盐水相的双水相萃取体系具有价廉、低

毒、较易挥发等特点 ,本实验根据对双水相体系中不

同种类盐分相能力及不同种类有机溶剂的分相情况

开展研究 ,并应用于甘草提取主要成分甘草酸中 ,确

定乙醇 /磷酸氢二钾双水相体系萃取甘草有效成分

的工艺。

1　试剂与仪器

试剂均为分析纯。甘草酸单铵盐 (呼和浩特制药

厂 ,纯度≥ 98% ) ,甘草饮片 (北京同仁堂股份公司饮

片厂出品 )。 800型离心沉淀器 ( 4 000 r /min,上海医

用器械十厂 ) ; 721紫外可见光分光光度计 (北京瑞

利分析仪器厂 )。

2　实验方法

2. 1　双水相体系的配制: 双水相体系按体积配制 ,

各组分浓度用毫升数表示 ,系统总量为 10 mL,置于

10 mL离心试管中 ,加入一定体积的有机溶剂 ,加水

至 10 mL,再加入一定量的盐 ,甘草酸单铵盐加入量

为 0. 2 g。振荡 2 min,放置片刻 ,待溶液分相完全 ,

以 2 000 r /min离心 5 min,读取上下相体系 ,分别

取样分析上下相中甘草酸单铵盐的含量。

相比 R= V t /Vb　V t、Vb分别是上、下相体积

分配系数 K= Ct /Cb　Ct、Cb分别是上、下相甘

草酸单铵盐的浓度

收率 Y= 1 / ( 1+ 1 /RK )

2. 2　甘草浓缩液的制备:将甘草粗粉 ( 40目左右 ) ,

加入少量氨水 ,浸泡 , 100℃煎煮 30 min后 ,过滤 ,

滤液浓缩至 1 /3,得甘草浓缩液 ,低温保存备用。

2. 3　利用双水相乙醇 /磷酸氢二钾体系从甘草中提

取甘草酸:称取 1. 5 g磷酸氢二钾溶于 4 mL甘草浓

缩液中 ,搅拌使溶解 ,并与 6 mL无水乙醇混合 ,倒

入 10 mL的离心试管中 ,以 2 000 r /min离心 3

min,形成两相 ,用分液漏斗将两相分开 ,分别向两

相中缓慢逐滴加入浓硫酸 ,析出大量甘草酸沉淀

( p H= 2) ,停止加酸。放在冰水浴中冷却 10 min,使

沉淀完全析出 ,用无水乙醇洗涤沉淀 ,称量并记录

数据。

2. 4　分析方法:甘草酸单铵盐的含量测定采用紫外

可见分光光度计在 253 nm下测定
[ 4]
。
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3　结果

3. 1　确定萃取甘草酸单铵盐适合的双水相体系:在

V有机溶剂 = 4 mL, V水 = 6 m L条件下 ,盐的加入量为

1. 5 g,对比异丙醇 /硫酸铵、异丙醇 /磷酸氢二钾、乙

醇 /硫酸铵、乙醇 /磷酸氢二钾、丙酮 /硫酸铵、丙酮 /

硫酸氢二钾双水相体系中甘草酸单铵盐的分配情

况 ,发现丙酮 /硫酸铵、丙酮 /磷酸氢二钾体系形成的

双水相不稳定。乙醇 /磷酸氢二钾体系的 K较大 ,达

25. 6,甘草酸单铵盐主要在上层乙醇中 ,而 R= 4. 27

说明与丙酮和异丙醇相比 ,乙醇有较强的水化能 ,所

以确定乙醇 /磷酸氢二钾为萃取甘草酸单铵盐适合

的体系。结果见表 1。
表 1　不同双水相体系的分配系数和相比

　双水相组成 分配系数 K 相比 R

异丙醇 /硫酸铵 15. 27 0. 90

异丙醇 /磷酸氢二钾 1. 91 5. 25

乙醇 /硫酸铵 11. 81 1. 29

乙醇 /磷酸氢二钾 25. 60 4. 27

3. 2　乙醇 /磷酸氢二钾体系中乙醇加入量的确定:

磷酸氢二钾在乙醇 /磷酸氢二钾体系中 ,改变磷酸氢

二钾的加入量 ,测定磷酸氢二钾用量对乙醇相体积

变化的影响。 由图 1可见: 初始乙醇溶剂量小时 ,分

相所需无机盐的量较大。在这种富盐氛围中 ,少量有

机溶剂的水和分子滞留其中。当盐的浓度进一步增

加 ,盐夺取了水分子 ,有机溶剂分子才被释放出来。

初始乙醇溶剂量大时 ,分相所需无机盐的量较小。对

于上述几个初始的乙醇溶剂量 ,随着盐的量的增加 ,

V始 /V终趋近于 1,说明双水相的分相过程是一个有

机溶剂与无机盐争夺水分子的过程。 V乙醇 = 5 mL

时 , V始 /V终 趋近于 1所需盐量较大 , V乙醇 = 7 mL,

V始 /V终趋近于 1的所用盐量比 V乙醇 = 6 mL时的盐

量并没明显减少。 故选用 V乙醇 = 6 mL和 V乙醇 = 7

m L作为乙醇初始体积。

A-V始= 2　 B-V始= 3　 C-V始= 4

D-V始 = 5　 E-V始 = 6　 F-V始 = 7

图 1　磷酸氢二钾用量对乙醇相体积的影响

3. 3　乙醇 /磷酸氢二钾体系中磷酸盐含量的确定:

当 V乙醇 = 6 mL, V水 = 4 mL时 ,改变磷酸氢二钾的

加入量 ,考察它对分配系数及收率的影响 (见表 2)。

由表 2可见 ,加入 1. 5 g的盐效果最好 ,分配系数

K= 12. 8最大 ,收率 Y= 98. 3% 。当磷酸氢二钾量为

1. 5 g时 ,虽然 Y较大 ,但 K不大。 且相比 R过大 ,

对今后处理甘草粗品时 ,甘草酸单铵盐的纯化率不

宜提高。
　　表 2　磷酸氢二钾的加入量对分配系数

及收率的影响 (V乙醇 = 6 mL)

磷酸氢二钾 ( g ) 相比 R 分配系数 K 收率 Y (% )

0. 5 21. 2 　　　 4. 02 98. 9

1. 0 7. 5 4. 0 96. 8

1. 5 4. 4 12. 80 98. 3

2. 0 3. 8 11. 13 97. 7

　　当 V乙醇 = 7 m L, V水 = 3 mL时 ,改变磷酸氢二

钾加入量 ,考察它对分配系数及收率的影响 (见

表 3)。
　　表 3　磷酸氢二钾的加入量对分配系数

及收率的影响 (V乙醇 = 7 mL)

磷酸氢二钾 ( g ) 相比 R 分配系数 K 收率 Y (% )

1. 0 7. 25 0. 43 75. 7

1. 5 5. 31 0. 95 83. 5

2. 0 4. 78 1. 31 86. 2

　　对比表 2, 3发现 , V乙醇 = 7 mL时 ,K、 Y值不如

V乙醇 = 6 mL理想 ,所以选择乙醇 /磷酸氢二钾体系

萃取甘草有效成分时 ,当总量为 10 mL, V乙醇 = 6

mL,磷酸氢二钾的量为 1. 5 g时 ,分配系数 K =

12. 8最大 ,收率 Y= 98. 3% 。

3. 4　乙醇 /磷酸氢二钾双水相体系萃取甘草酸单铵

盐的验证:用分液漏斗将两相分开 ,分别缓慢逐滴加

入浓硫酸 ,上下两相都析出大量沉淀 ,上层结晶质量

为 0. 052 g,下层结晶质量为 0. 493 g ,经紫外光谱分

析 ,上相得到的结晶主要是甘草酸单铵盐 ,下相主要

是磷酸盐。此外 ,实验表明应磷酸盐的加入量不宜过

多 ,因为甘草浓缩液中本身就含有无机盐 ,盐量过

多 ,不利于甘草酸单铵盐的分离。

4　讨论

通过对 6种不同水溶性溶剂 /盐的双水相体系

对甘草酸单铵盐萃取研究表明 ,最佳的双水相体系

是乙醇 /磷酸氢二钾。当加入有机溶剂量小时 ,分相

所需的无机盐量较大 ;当加入有机溶剂量大时 ,分相

所需的无机盐量较小 ;随着盐的加入量的增加 ,

V始 /V终趋近于 1。

乙醇 /磷酸氢二钾体系萃取甘草酸 ,当总量为

10 mL,乙醇的 V始 = 6 mL,V水 = 4 mL,磷酸氢二钾

的量为 1. 5 g,甘草精品为 0. 200 g ,分配系数 K=
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12. 8最大 ,回收率 Y= 98. 3% 。

甘草饮片提取液 ,当 V乙醇 = 6 mL, V浓缩液 = 4

m L,磷酸氢二钾为 1. 5 g,加酸后提到结晶 0. 052 g ,

结晶是白色松散粉末。 与传统工艺相比 ,工艺简洁 ,

且结晶性状、纯度较高。

乙醇 /磷酸氢二钾是基于与水互溶的有机溶剂

和盐水相的双水相萃取体系 ,具有溶剂价廉、低毒、

较易挥发而无需反萃取和避免使用粘稠水溶性高聚

物等特点 ,易回收、易处理、操作简便。这种新型的萃

取体系在中草药有效成分提取中的应用还未见报

道 ,用此体系萃取其他中药有效成分还需继续研究。
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HPLC法同时测定三七总皂苷中人参皂苷 Rg1与 Rb1的含量
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摘　要 :目的　建立 HPLC同时测定三七总皂苷中人参皂苷 Rg1与 Rb1的方法。方法　采用 HPLC法 ,以茶碱为内

标 ,氨基键合相为固定相 ,流动相为乙腈 -水 ( 80∶ 20) ,检测波长 203 nm。结果　三七总皂苷中人参皂苷 Rg1和 Rb1

与其他成分分离良好 ,保留时间分别约为 5. 7和 21. 5 min。 人参皂苷 Rg1在 80～ 280μg /m L( r= 0. 999 5) , Rb1在

80～ 240μg /mL (r= 0. 999 3)线性关系良好 , Rg1和 Rb1加样回收率分别为 97. 1%和 98. 4% , R SD分别为 2. 44%

和 2. 35% ( n= 9)。 结论　本法操作简便 ,准确 ,重现性好 ,可用于人参及三七的质量控制。
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Determination of ginsenos ide Rg1 and Rb1 in total saponins of Panax notoginseng by HPLC
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　　三七为五加科植物三七 Panax notoginseng

( Burk. ) F. H. Chen的干燥根 ,有散瘀止血、消肿

定痛的功效 ,用于咯血 ,吐血 ,衄血 ,便血 ,崩漏 ,外伤

出血 ,胸腹刺痛 ,跌扑肿痛等。三七总皂苷主要有效

成分为人参皂苷 Rg1和 Rb1。 《中华人民共和国药

典》 2000年版一部采用薄层色谱法以人参皂苷 Rg1

和 Rb1为指标进行含量测定。目前有关文献报道测

定人参单体皂苷的方法有薄层光密度法 [1 ] ,薄层扫

描法 [2 ] ,高效液相色谱法 [3～ 6 ]。而在同一色谱条件下

以内标法同时测定多种皂苷含量的方法未见报道。

本实验采用氨基柱 ,流动相配比简单 ,以茶碱作内

标 ,使人参皂苷 Rg1与 Rb1与三七总皂苷中的其他

成分及内标物均达到较好分离。实验证明 ,该方法准

确可靠 ,重现性好 ,能够有效地测定三七总皂苷中人

参皂苷 Rg1和 Rb1的含量。

1　仪器、试剂与材料

日立 L-7110型高效液相色谱仪 ,日立 L-7400

型紫外检测器 ,江申色谱工作站 , DT-100A光电天

平。 人参皂苷 Rg1 ( 0703-200015)与人参皂苷 Rb1

( 0704-200012)对照品由中国药品生物制品检定所

提供 ;三七总皂苷原料由沈阳药科大学天然药化研

究室王金辉副教授提供 ,乙腈为色谱纯 ,水为重蒸

水 ,其他试剂均为分析纯。

2　方法与结果
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