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延胡索提取工艺的优化及化学成分与药效指标相关性分析 
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摘  要：目的  针对延胡索抑制肝癌细胞的作用，结合正交设计法，优选延胡索中延胡索乙素、原阿片碱的提取工艺条件，

并对 2 种生物碱与药效学指标的相关性进行分析。方法  采用正交设计法，以延胡索乙素提取率、原阿片碱提取率、SMMC- 
7721 细胞抑制率和出膏率为评价指标，对延胡索中 2 种生物碱的提取工艺条件进行优选；应用 SPSS 13.0 统计软件进行

Pearson 相关系数分析。结果  最佳提取工艺为 6 倍量 70%乙醇回流提取 2 h，延胡索中 2 种生物碱的提取率最高，对肝癌细

胞的抑制率最高。结论  该方法快速、操作简便，可以为确定延胡索中 2 种生物碱定量测定方法提供实验依据。 
关键词：延胡索；延胡索乙素；原阿片碱；药效学指标相关性分析；正交设计 
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Optimization of extraction process for Corydalis Rhizoma and correlation analysis 
on its chemical constituents and pharmacodynamic index 
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Abstract: Objective  To evaluate the inhibitory effect of Corydalis Rhizoma on hepatoma carcinoma cell, the extraction process of 
two alkaloids in Corydalis Rhizoma was optimized with orthogonal design and the coefficient correlation for the two alkaloids and 
pharmacodynamic index was analyzed. Methods  The extraction process of the two alkaloids was optimized using orthogonal design 
with four indexes which included the extraction rates of tetrahydropulmatine and biflorine, MTT inhibitory ratio of SMMC-7721 cell, 
and the rate of extractum extracted. Pearson correlations were used for analysis on coefficient correlation with SPSS 13.0 software. 
Results  The optimal conditions were to reflux extraction with 70% alcohol as much as six times of the medicine amount for once in 2 h. 
The highest contents for both tetrahydropulmatine and biflorine and the highest inhibitory rate of SMMC-7721 cell were 
demonstrated. Conclusion  The rapid and simple method could provide the experimental support for the quantitative determination of 
two alkaloids in Corydalis Rhizoma. 
Key words: Corydalis Rhizoma; tetrahydropulmatine; biflorine; correlation analysis on pharmacodynamic index; orthogonal design 

 
延胡索为罂粟科植物延胡索Corydalis yanhusuo 

W. T. Wang 的干燥块茎。其味辛、苦，温，归肝、

脾经，具有活血、利气、止痛之功效，用于胸胁、

脘腹疼痛、经闭痛经、产后瘀阻、跌扑肿痛等[1]。

延胡索生物碱大多具有生理活性，可扩张冠状动脉，

具有一定的中枢镇静作用，还有研究表明延胡索中

生物碱对肝癌细胞、胃癌细胞、鼻咽癌细胞均具有

抑制作用[2-4]。因此有必要建立一种简单可行、稳定

性高的提取延胡索中生物碱的方法，为进一步研究

其活性成分的构效关系及开发抗癌活性药物提供理

论依据。 
本实验以乙醇溶液为提取溶剂，考察乙醇体积

分数、回流提取时间、提取次数和乙醇用量 4 个影

响因素，用 L9(34) 正交设计，以延胡索乙素提取率、

原阿片碱提取率、出膏率及对肝癌细胞SMMC-7721
的抑制率为指标，优选最佳提取工艺。 
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1  仪器与材料 
HSS 型电子恒温水浴锅（上海博讯实业有限公

司医疗设备厂）；RE—52AA 型旋转蒸发器（上海亚

荣生化仪器厂）；SHZ—DIII 型循环水式真空泵：巩

义市予华仪器有限责任公司；Agilent 1100 Series 高
效液相色谱仪（配有 DAD、自动进样器）、Chem 
Station 工作站（Agilent 科技有限公司）；CK40 型倒

置显微镜（日本 Olympus）；HS6150 型超声波清洗

器（天津恒奥科技发展有限公司）；CP225D 电子分

析天平（德国 Sartorius，十万分之一）；NuAireTM US 
AutoFlow型CO2培养箱（德国NuAire公司）；Sunrise
酶标仪（瑞士 TECAN 公司）。 

四甲基噻唑蓝（MTT，美国 Gibco 公司）；胎

牛血清（FBS，杭州四季青生物工程材料有限公司）；

RPMI 1640 培养基（批号 1120708）、DMEM 培养

基（批号 1181947）均为美国 Gibco 公司产品；二

甲基亚砜（DMSO，广州科密集团有限公司）；肝癌

细胞株 SMMC-7721 购自中国科学院上海生命科学

研究院资源中心。 
延胡索药材由辽宁省本溪三药有限公司提供，

经辽宁中医药大学中药鉴定教研室翟延君教授鉴定

为罂粟科植物延胡索 Corydalis yanhusuo W. T. 
Wang 的干燥块茎；原阿片碱（批号 110853-200402）、

延胡索乙素（批号 110726-201011）均购自中国药

品生物制品检定所；甲醇（色谱纯，购于天津市科

密欧化学试剂开发中心）；其他试剂均为分析纯。 
2  方法与结果 
2.1  溶液的制备 
2.1.1  对照品溶液的制备  精密称取延胡索乙素对

照品适量，加甲醇制成 0.104 mg/mL 延胡索乙素对

照品储备液。精密称取原阿片碱对照品适量，加甲

醇制成 0.094 mg/mL 原阿片碱对照品储备液。分别

将储备液稀释 10 倍作为对照品溶液。 
2.1.2  供试品溶液的制备  取延胡索药材粉末（过

3 号筛），精密称定，加适量乙醇溶液，在一定温度

下提取若干时间，滤过，滤液减压浓缩，定容至 100 
mL 量瓶中，摇匀，即得。所得样品溶液经 0.45 μm
微孔滤膜滤过后作为供试品溶液，备用。 
2.2  色谱条件 

色谱柱为 Agilent TC-C18 柱（250 mm×4.6 mm，

5 μm）；流动相为甲醇-磷酸盐溶液（64∶36；磷酸

盐溶液配比为磷酸二氢钾 0.1 g、磷酸氢二钾 4.8 g，
加水溶解并稀释至 500 mL）；体积流量 1 mL/min；
柱温 25 ℃；检测波长 283 nm。分别精密吸取对照

品溶液与供试品溶液各 10 μL，注入液相色谱仪，

测定，色谱图见图 1。 
 

     
 
 

1-原阿片碱  2-延胡索乙素 
1-biflorine  2-tetrahydropulmatine 

 

图 1  原阿片碱对照品 (A)、延胡索乙素对照品 (B) 和 延胡索提取物 (C) 的 HPLC 色谱图 
Fig. 1  HPLC chromatograms of biflorine reference substance (A), tetrahydropulmatine reference substance (B), 

and Corydalis Rhizoma extract (C) 
 
2.3  线性关系考察 

分别吸取延胡索乙素和原阿片碱对照品储备液

0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL，置 10 mL 量瓶中，加

甲醇至刻度，摇匀后按上述色谱条件分别进样测定。

分别以延胡索乙素、原阿片碱的峰面积为纵坐标，

质量浓度为横坐标进行线性回归，得回归方程分别

为：延胡索乙素 Y＝77.079 X＋83.221，r＝0.999 6；

原阿片碱 Y＝47.62 X－1.74，r＝0.999 8；表明延

胡索乙素在 0.020 8～0.104 0 mg，原阿片碱在

0.018 8～0.094 0 mg 呈良好的线性关系。 
2.4  方法学考察 
2.4.1  精密度试验  分别吸取延胡索乙素、原阿片

碱对照品溶液，按上述色谱条件分别进样测定，连

续进样 6 次，延胡索乙素和原阿片碱峰面积的 RSD

1 
2

1

2 A B C 

0        10        20        30        40  0        10        20        30        40  0        10        20        30        40
t / min 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 43 卷 第 4 期 2012 年 4 月 

   

·696· 

分别为 2.1%、1.8%。 
2.4.2  稳定性试验  取正交 5 号样品制备供试品溶

液，在 0、2、4、8、10、24 h 进样分析，延胡索乙

素和原阿片碱峰面积的 RSD 分别为 0.9%、1.6%，

表明供试品溶液在 24 h 内稳定。 
2.4.3  重复性试验  取正交 5 号样品平行制备供试

品溶液 5 份，进样分析，延胡索乙素和原阿片碱质

量分数的 RSD 分别为 1.3%、1.7%。 
2.4.4  加样回收率试验  采用加入回收法，在已测

定的正交 5 号延胡索醇提液中加入一定量的延胡索

乙素和原阿片碱对照品，制备供试品溶液，按上述

色谱条件测定，计算，延胡索乙素的平均回收率在

95.5%～104.0%（RSD 为 2.1%），原阿片碱的平均

回收率在 92.1%～103.0%（RSD 为 2.7%）。 
2.5  样品测定 

取延胡索药材 3 份，每份 5 g，精确称定，按最

佳提取工艺制备，测定，计算延胡索中延胡索乙素

和原阿片碱的量，结果药材中延胡索乙素和原阿片

碱分别为 1.340、0.771 mg/g（n＝3）。 
2.6  MTT 法测定对 SMMC-7721 细胞生长的抑制率 
2.6.1  细胞培养  将 SMMC-7721 细胞培养于含

10% FBS、3%谷氨酰胺、卡那霉素750 g/mL的RPMI 
1640 培养液中，置 37 ℃、5% CO2 饱和湿度下培养，

2～3 d 传代 1 次，取对数生长期细胞用于实验。 
2.6.2  抑制率的测定  消化细胞，接种于 96 孔培养

板中，每孔加入 200 μL RPMI 1640 培养液（细胞密

度 5 000 个/mL），置 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养

24 h 后，弃去旧培养液。实验组除加入新的培养液

（200 μL/孔）外，还加入除菌后的供试品溶液（10 
μL/孔），对照孔只加入 200 μL/孔新的培养液。每组

4 个平行孔，置 37 ℃、5% CO2 培养箱培养 4 d 后，

弃去上清液，加入 200 μL/孔新鲜配制的含 0.2 
mg/mL MTT 的无血清培养液，37 ℃继续培养 4 h。
4 h 后弃上清液，加入 DMSO 200 μL/孔，振荡混匀

后，用酶标仪（波长为 570 nm，参比波长为 450 nm）

测定吸光度（A）值，按下式计算各提取物对肿瘤

细胞 SMMC-7721 生长的抑制率[9-11]。 
肿瘤细胞生长抑制率＝1－实验组平均A值 / 对照组平

均 A 值 

2.7  正交试验优选延胡索提取工艺 
选用 L9(34) 因素水平表，结合成分性质及生产

实际选择乙醇用量（A）、乙醇体积分数（B）、提取

时间（C）、提取次数（D）为考察因素，以延胡索

乙素和原阿片的提取率、SMMC-7721 细胞抑制率、

出膏率及其综合评分 [综合评分＝（延胡索乙素提

取率/最大延胡索乙素提取率）×0.3＋（原阿片碱

提取率/最大原阿片碱提取率）×0.3＋（抑制率/最
大抑制率）×0.3＋（出膏率/最大出膏率）×0.1] 为
考察指标，进行提取工艺优化，试验设计及结果见

表 1[5-8]。等量称取 9 份延胡索样品各 100 g，分别

按 L9(34) 正交表中的工艺组合进行回流提取，滤

过，合并滤液，减压浓缩，定容至 100 mL 量瓶中， 
 

表 1  L9(34) 正交试验设计及结果 
Table 1  Design and results of L9(34) orthogonal test 

提取率 / (mg·g−1) 
试验号 A / 倍 B / % C / h D / 次

延胡索乙素 原阿片碱
抑制率 / % 出膏率 / % 综合评分

1  6 (1) 60 (1) 1.0 (1) 1 (1) 1.258 0.592 60.17 11.09 0.859 1 

2  6 (1) 70 (2) 1.5 (2) 2 (2) 1.330 0.674 77.76 10.41 0.974 8 

3  6 (1) 80 (3) 2.0 (3) 3 (3) 1.314 0.615 67.89  9.16 0.897 9 

4  8 (2) 60 (1) 1.5 (2) 3 (3) 0.709 0.302 31.88 13.91 0.517 3 

5  8 (2) 70 (2) 2.0 (3) 1 (1) 1.226 0.517 59.18  9.73 0.804 9 

6  8 (2) 80 (3) 1.0 (1) 2 (2) 0.878 0.348 37.74  8.94 0.562 8 

7 10 (3) 60 (1) 2.0 (3) 2 (2) 1.154 0.496 50.16 13.49 0.771 5 

8 10 (3) 70 (2) 1.0 (1) 3 (3) 1.261 0.541 67.58 12.28 0.874 2 

9 10 (3) 80 (3) 1.5 (2) 1 (1) 1.159 0.509 56.34  7.91 0.762 2 

K1 2.732 2.148 2.269 2.426      

K2 1.885 2.654 2.254 2.309      

K3 2.408 2.222 2.474 2.289      

R 0.847 0.506 0.220 0.137      
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摇匀，备用。精密吸取 25 mL，置恒定质量的玻璃

表面皿中，水浴蒸干，105 ℃烘至恒定质量，精密

称定，计算出膏率。取备用样品溶液经 0.45 μm 微

孔滤膜滤过后作为供试品溶液，备用。按前述方法

分别测定各考察指标，并计算综合评分。 
提取率＝提取物中指标成分质量 / 药材质量 

出膏率＝干膏质量 / 样品质量 

由直观分析和方差分析（表 2）结果可知，相

对于因素 D，因素 A 对延胡索提取工艺有显著影响

（P＜0.05），因素 B、C 均无显著影响；各因素作用

主次为 A＞B＞C＞D。综合考虑工艺成本最终确定

最佳工艺为 A1B2C3D1，即最佳提取工艺为 6 倍量

70%乙醇提取 1 次，2 h。 
 

表 2  方差分析 
Table 2  Analysis of variance 

方差来源 偏差平方和 自由度 F 值 显著性 

A 0.122 0 2 32.973 P＜0.05

B 0.049 8 2 13.459  

C 0.010 1 2 2.730  

D（误差） 0.003 7 2 1.000  

F0.05(2, 2)＝19.00  F0.01(2, 2)＝99.00 
 
2.8  相关性分析 

通过 SPSS 13.0 软件将 9 组样品的延胡索乙素

提取率、原阿片碱提取率、两种生物碱提取率总和

及出膏率分别与SMMC-7721细胞抑制率做Pearson
相关系数分析，结果延胡索乙素提取率与抑制率的

Pearson 相关系数（r）＝0.932，P＜0.001，可以认

为延胡索乙素提取率与抑制率呈正向线性相关；原

阿片碱提取率与抑制率的 Pearson r＝0.953，P＜
0.001，可以认为原阿片碱提取率与抑制率呈正向线

性相关；两种生物碱提取率总和与抑制率的 Pearson 
r＝0.948，P＜0.001，可以认为两种生物碱提取率总

和与抑制率呈正向线性相关；出膏率和与抑制率的

Pearson r＝0.216，P＝0.577＞0.001，可以认为出膏

率与抑制率不呈正向线性相关。 
2.9  补充和验证试验 

由于乙醇用量影响显著，又以 6 倍量提取最好，

为此又增加了 4 倍和 12 倍量乙醇提取试验，结果见

表 3。为了判定优化工艺是否最佳，进行验证试验，

结果见表 4。 
从表 3、4 可以看出，验证结果比 9 份样品提取

效果都好，增加乙醇用量可以提高提取效果，减少 

表 3  补充试验 
Table 3  Supplementary test 

提取率 / (mg·g−1) 乙醇

用量 延胡索乙素 原阿片碱 

抑制率 / 

% 

出膏率 /

% 

综合

评分

 4 倍 1.251 0.617 73.21 12.59 0.876

 6 倍 1.367 0.765 77.81 13.67 0.982

12 倍 1.376 0.798 77.83 14.16 1.000
 

表 4  验证试验 
Table 4  Verification test 

提取率 / (mg·g−1) 
试验号

延胡索乙素 原阿片碱 

抑制率 / 

% 

出膏率 /

% 

综合

评分

1 1.343 0.747 77.81 13.57 0.996

2 1.351 0.727 77.21 13.19 0.985

3 1.339 0.748 77.13 13.76 0.995
 

溶剂用量即降低提取效果，综合考虑工艺成本最终

仍确定最佳提取工艺为 A1B2C3D1，即最佳提取工艺

为 6 倍量 70%乙醇提取 2 h。 
3  讨论 

中药有效成分复杂，在研究提取工艺时，由于

提取延胡索所得的活性部位除生物碱外还含有非生

物碱成分，这些成分对总生物碱药效的影响并不清

楚，所以若单纯以化学指标和生物碱产率的高低来

优选最佳提取工艺，其药效是否最强仍未可知。因

此，本研究在活性导向下以化学和药效双重指标筛

选最佳提取工艺，使优选出的提取工艺依据更充分。

还从另一角度阐明了延胡索有效部位中生物碱量的

高低与药效强弱是呈正向线性相关，即生物碱量越

高其所对应的药效活性也越强。本实验采用的活性

和定量相结合的方法使中药提取产物突出其某方面

疗效，亦为中药提取工艺的优化提供了一种新的思

路，值得尝试。 
本实验首次将药效学指标应用于延胡索提取工

艺的考察。与传统的单一考察指标相比较，结合药

效学指标可以更好地说明该方法提取有效成分与药

效的相关性。 
应用多指标正交设计法进行工艺优选时，首先

要解决指标间量纲不一致和指标间的矛盾问题。针

对指标间的重要性差异给出各指标权重系数，然后

进行综合评分分析[12]。本实验通过 SPSS 13.0 软件

分析出延胡索乙素提取率、原阿片碱提取率、两种

生物碱提取率总和及出膏率分别与抑制率的

Pearson 相关系数。结果表明延胡索乙素提取率、原
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阿片碱提取率及两种生物碱提取率总和与抑制率呈

正向线性相关，而出膏率与抑制率不呈正向线性相

关。故本实验将指标的权重系数设为延胡索乙素提

取率为 0.3、原阿片碱提取率为 0.3，抑制率为 0.3，
出膏率为 0.1。综合评分后，数据间具有显著性差异，

综合考虑工艺成本最终确定最佳工艺为 6 倍量 70%
乙醇提取 2 h。对该提取方法进行方法学分析，结果

均表明该方法稳定可行。可为延胡索的进一步开发

提供理论依据。 
本实验亦考察了《中国药典》2010 年版所用定

量测定方法，发现该法易出现拖尾现象。且流动相

配制复杂，故选取甲醇-磷酸盐溶液（64∶36）为流

动相，流动相现配现用，条件稳定、峰形佳、分离

度好、理论塔板数达到要求。经过方法学试验表明

该工艺稳定可行，并且延胡索中 2 种生物碱得率较

高，从而有利于提高对延胡索的综合利用。 
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