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超临界CO：提取蜂胶中总黄酮的工艺研究

谷玉洪1，罗 潆2，徐飞3，赵余庆”

(1-沈阳东宇药物技术研究院，辽宁沈阳 110015；2．沈阳市药学会，辽宁沈阳110013‘3吉林省药品

检验所，吉林长春1300624，4，辽宁省中药现代化工程技术中心，辽宁沈阳110032)

蜂胶是蜜蜂采集不同植物树脂、花粉等部位，混

合其上颚分泌物及蜂蜡加工而成的胶状物。目前已

从蜂胶中分离鉴定的成分有黄酮类、萜烯类、醌类、

有机酸、氨基酸、酶类、维生素及大量的微量元素等，

具有生理学和药理学活性的成分达300多种“]。其

中黄酮类化合物具有较强的抗氧化、清除自由基作

用，能够软化血管、减少血栓形成及改善人体的微循

环。被誉为珍贵的天然“血管清道夫”。对于蜂胶中

黄酮类成分的提取工艺研究报道较多，乙醇冷提提

取法较简单，并且温度不高，某些易挥发和失活的有

效黄酮类不易失去，但是提取率受时间限制，一般在

两周内随时间的延长而升高，而且乙醇体积分数以

70％为最好[2]。回流浸提法所需时间较短，且提取率

随温度的升高而升高，但温度升高时很容易使某些

黄酮类失去活性口]。70％丙酮提取总黄酮，效果很

好，但由于价格较贵，且会造成溶剂残留，所以不适

合于生产上应用Ⅲ。超临界萃取法作为“绿色”提取

技术，可以克服上述不足。本实验采用超临界CO。

萃取技术研究了蜂胶中黄酮类成分的提取工艺。

1仪器与材料

DYl68—50 05超临界萃取装置(沈阳东宇药

物技术研究院超临界设备制造分公司)、7230G可见

分光光度计。上海精密科学仪器有限公司制造)、二

氧化碳(食用，液态纯度为99％，钢瓶装)、芦丁对照

品购于中国药品生物制品检定所，批号：00809705，

蜂胶由吉林省药品检验所鉴定和提供，所用溶剂均

为分析纯。

2方法与结果

2．1蜂胶中总黄酮的超临界革取”M：蜂胶样品低

温粉碎，称取100 g投入萃取釜中，经热交换器分别

加热萃取釜、解析釜I、Ⅱ，使达到设定温度。通过制

冷设备冷却贮罐，开启CO。钢瓶，打开加压泵升高

萃取釜、解析釜I和Ⅱ的压力，使分别达到设定压力

时，关闭CO：钢瓶阀门。打开循环，加入一定量的夹

带荆(95％乙醇)至夹带剂储罐中，打开夹带剂高压

泵阀门，按试验设定条件使夹带剂泵人萃取釜。并控

制压力，调节CO：流量，保持恒压、恒温，萃取3 h。

收集从解析釜I、Ⅱ出料口放出的萃取物，合并，回

收乙醇及水分，称定提取物，计算萃取率(萃取率一

提取物质量／样品质量×100％)。

2．2总黄酮的测定”一

2．2．1对照品溶液的制备：精密称取120 C减压干

燥至恒重的芦丁对照品200 mg，置100 mL量瓶中，

加甲醇70 mL，置承浴上微热使溶解，放冷，加甲醇

至刻度，摇匀。精密吸取10 m1．，置100 mI。量瓶中，

加水至刻度，摇匀，即得(含芦丁0．2 mg／mL)。

2．2．2 标准曲线的制备：精密量取对照品溶液0、

1．0、z．0、3．0、4．0、5．0、6．0 mL，分别置25 m1．量瓶

中，各加水至6 mL，加5％亚硝酸钠1．0 mL，使混

匀，静置6 rain，再加入10％硝酸铝溶液1．0 mL，摇

匀，静置6 rain，再加入氢氧化钠试液10 mL，再加水

至刻度，摇匀，放置15 rain，照分光光度法在500 1"1111

渡长处测定吸光度。以吸光度值为纵坐标，质量浓度

为横坐标．绘制标准曲线，得回归方程A一12．42 C一
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0．008 7，r一0．999 8，线性范围：0～o．048 l*g／mL。

2．2．3测定法：取上述提取物约l g，于60 CT燥

6 h，精密称定，置索氏提取器中．加石油醚120 mI。，

加热回流至提取液无色，放冷，弃去石油醚液。再加

甲醇90 mI。，加热回流至提取液无色，移至100 mL

量瓶中，用甲醇少量洗涤容器，洗液并人量瓶中，加

甲醇至刻度，摇匀。精密量取10 ml，，置100 ml。量

瓶中，加水至刻度，摇匀。精密量取3 mL，置25 mI。

量瓶中，照标准曲线制备项下的方法，自“加水至6

mI。”起依法测定吸光度，计算总黄酮。

2．3不同因素对蜂胶中总黄酮萃取率的影响

2．3．1 粉碎粒度的影响：分别取蜂胶低温粉碎至

lo目、20日、30目样品，超临界CO。萃取(萃取压力

35 MPa、萃取温度40 C、夹带剂用量500 m1。)，结

果见图1。通过对不同粉碎粒度蜂胶的提取，粉碎粒

度对提取率和总黄酮影响不大。由于蜂胶中含有大

量树脂、蜂蜡，不易粉碎，过细易粘筛网，粒度过大，

分散不好。因此，选取蜂胶粉碎后过20目筛作为试

验材料。
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围1粉碎度与萃取率(A)、黄酮(B)的关系

Fig．1 Relationship between mashing granularity

and extracting rate(A)and flavone(B)

2．3．2萃取压力的影响：分别取蜂胶低温粉碎至

20目样品7份．超临界萃取，萃取压力分别设定为

20、25、30、35、40、45、50 MPa，每次萃取温度为均40

C、夹带剂用量均为500 ml。，结果见图2。萃取压力

的设定与萃取率密切相关，确定最佳萃取压力，对设

备的正常运行及提高提取效率具有重要意义。从图

的数据中可以看出，压力升高对浸膏萃取率影响不

大，而对总黄酮的影响较大，随着压力升高总黄酮逐

渐增高，但增加幅度逐渐降低。压力增加能源消耗加

大．设备耗损大。综合各方面因素考虑，最佳萃取压

力选择在35 MPa较为适宜。

2．3．3萃取温度的影响：分别取蜂胶低温粉碎至

20目样品5份，超临界萃取，萃取温度分别设定为

30、35、40、45、50 C，每次萃取压力均为35 MPa，夹

带剂用量均为500 ml。，结果见图3。可见，温度升高

有利于总黄酮的萃取，但因温度升高蜂胶样品在萃

取罐中易黏结成坨而不利于提取，因此温度不能选

图2萃取压力与萃取率(A)、黄酮(B)的关系

Fig．2 Relationship between extracting pressure

and extracting rate(A)and flavone(B)
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图3萃取温度与革职率(A)、黄酮(B)的关系

Fig．3 Relationship between extracting temperature

and extracting rate(A)and flavone(B)

择太高，最佳温度选择40℃较为适宜。

2．3．4蜂胶与夹带剂用量比例的影响：分别取蜂胶

低温粉碎至20目样品4份，超l临界萃取，夹带剂用

量分别设定0、500、1 000、1 500 ml。．每次萃取温度

均为40 c、萃取压力均为35 MPa，结果见图4。可

见，萃取蜂胶中黄酮类成分，若不加入夹带剂，提取

物收率较低，加入夹带剂后，提取物中总黄酮明显增

加，收率也明显升高。但随着夹带剂用量继续增加，

提取物的收率有所提高，但总黄酮却有所降低。
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圈4夹带剂与萃取率(A)、黄酮(B)的关系

Fig．4 Relationship between modifer and extrac—

ting rate(A)and flavone(B)

2．4验证试验：取蜂胶样品低温粉碎至20目，萃取

温度为40‘C、萃取压力为35 MPa，蜂胶与夹带剂用

量比例为1：2的条什下，超临界萃取．得到了蜂胶

总黄酮收率为34．9％。

3讨论

采用SFE CO。并用乙醇作夹带剂萃取蜂胶中

的黄酮类有效成分，萃取物中仅含有少量树脂、蜂蜡

等亲脂性成分。萃取物处理方法简单方便，萃取物中

黄酮类成分的量高。SFE—CO：萃取的最佳条件为：

粉碎粒度为20目，萃取压力35 MPa，萃取温度40

C，蜂胶与央带剂用量比例为1：2，方法可行，适合

I垒
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HPLC法测定射干利咽口服液中次野鸢尾黄素

刘德茂，林艳，李振学

(大连公安医院，辽宁大连11000)

射干利咽口服液由射干、升麻、桔梗、芒硝、川木

通、百合、百草(炙)等药组成，具有降火解毒、利咽止

痛的功效，用于小儿急性喉痹(急性咽炎)肺胃热盛

证。原标准[ws。一372(Z一057)一2002(Z)]采用薄层扫

描法测定君药射干的成分次野鸢尾黄素，方法的专

属性不强，受干扰的因素较多，对质量的控制产生了

一定的困难。本实验采用高效液相色谱法测定次野

鸢尾黄素，提高了方法的专属性，操作简单迅速，精

密度高，重现性好，能更好的控制射干利咽口服液的

质量，保证了临床应用的有效性及稳定性。

1材料与仪器

射干利咽口服液(吉林通化东宝永健制药有限公司，

10 mI√支)次野鸢尾黄素对照品(中国药品生物制

品检定所，批号：111557 200101)；所用试剂均为分

析纯。高效液相色谱仪为岛津LC一10A，Anastar色

谱工作站。

2方法与结果

2．1 色谱分析条件：色谱柱：Irregular C．。(250

mm×4．6 nlIll，10“m)．流动相：甲醇一水(70：30)，

体积流量：0．5 mL／min，检测波长：270 ilm，柱温：

35 c，进样量：20 pL。

2．2标准曲线的制备：精密称取次野鸢尾黄素对照

品10．56 mg，置100 ml。量瓶中，加甲醇溶解，并稀

释至刻度，摇匀。精密吸取0．5、1．0、2．0、3．0、4．0、

5．0mI。置loomL量瓶中，加1mL 25％HCl，再加

甲醇至刻度，摇匀。按上述色谱条件测定峰面积，以

峰面积积分值为纵坐标，次野鸢尾黄素质量浓度为

收稿日期：2005 06 02

横坐标绘制标准曲线，其回归方程为A一97 452．6

C+15 369．7，，一0．999 8，即质馈浓度在0．528～

5．28 Fg／mL与峰面积线性关系良好。

2．3溶液的制备

2．3．1供试品溶液的制备：精密量取射干利咽口服

液10 mI。，加10 mL水稀释，用稀盐酸调pH 3～4，

将酸化液置分液漏斗中，用醋酸乙酯萃取3次，每次

20 mL，合并醋酸乙酯液，置分液漏斗中，用0．1％

NaOH液萃取3次，每次20 mI．，弃去NaOH液，醋

酸乙酯层用蒸馏水萃取3次，每次20 mL，充去水

层，回收醋酸乙酯至于，残渣加甲醇溶解，转至25

mL量瓶中，加2．5 mL 25％HCI，用甲醇稀释至刻

度，摇匀，用0．45”m微孔滤膜滤过，续滤液备用。

2．3．2对照品溶液的制备：精密量取0．105 6 rag／

mL次野鸢尾黄素对照品溶液3．0 mI．，置100 mL

量瓶中，加l mL 25％HCl，再加甲醇至刻度，摇匀，

即得。

2．4阴性干扰试验：按制备工艺方法制备缺射干的

阴性样品，按供试品溶液方法处理，测定，结果在次

野鸢尾黄素保留时间处无峰出现，表明阴性样品无

干扰(图1)。

2．5精密度试验：取对照品溶液，依法进样6次，计

算得次野鸢尾黄素面积积分值RSD为0．43“。

2．6稳定性试验：取同一供试品溶液，于0、2、4、6、

8 h测定，计算得次野鸢尾黄素峰面积积分值RSD

为0．52％，表明供试品溶液在8 h内测定是稳定的。

2．7重现性试验：精密称取同一批样品6份，制备供




