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摘要  [ 目的] 探索提取高良姜中黄酮类化合物的最佳方法。[ 方法] 通过单因素试验及正交试验确定乙醇浸提高良姜中黄酮类化合物
的最佳提取条件 ,并利用双水相体系萃取精制黄酮类化合物。[ 结果] 高良姜中黄酮类化合物提取工艺的最佳单因素水平为提取温度70
℃ ,溶剂浓度40 % ,固液比1∶300 , 提取时间4 h。正交试验结果显示影响高良姜中黄酮类化合物提取的各因素的顺序为固液比> 温度>
提取时间> 酶用量> 乙醇浓度。最佳提取条件为固液比1∶450 , 温度80 ℃ , 提取时间5 h, 酶用量3 % , 乙醇浓度50 % 。最佳双水相萃取
条件为 :PEG 浓度24 % , 硫酸铵浓度12 % , 温度25 ℃,pH 值7 .00。[ 结论] 试验结果可为高良姜中黄酮类化合物的提取分离及纯化提供技
术参数。
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Study on Extraction and Refining of Flavonoids from Alpinia officinaru m Hance
LUO Xiao-ping et al  ( College of Materials and Chemical Engineering ,Hainan University , Danzhou ,Hainan 571737)
Abstract  [ Objective] The ai mwas to explore the opti mum method for the extraction of flavonoids from Alpini a officinarum Hance . [ Method] The opti-
mumextraction condition for flavonoids from A. officinaru mextracted by ethanol was determi ned by single factor experi ment and orthogonal experi ment ,
and the flavonoids were refined by aqueous two- phase system. [ Result] The opti mumsingle factor level of the extractiontechnology for flavonoids from A.
officinarum were as follows : the extractiontemperature of 70 ℃ ,the concn . of solvent of 40 % ,the ratio of soli dto liquid of 1∶300 and the extractionti me
of 4 h.The result of orthogonal experi ment showed that the order of the factors affecting the extraction of flavonoi ds from A. offici narum was ratio of soli d
to liquid >temperature > extractionti me >enzyme concn . > ethanol concn. The opti mumextraction condition were the ratio of solid to liquid of 1∶450 ,the
temperature of 80 ℃ ,the extraction ti me of 5 h,the enzyme concn. of 3 % and the ethanol concn . of 50 % . The opti mumaqueous two-phase extraction
condition were the PEGconcn . of 24 % ,the ammoniumsulfate concn . of 12 % ,the temperature of 25 ℃and the pHvalue of 7 .00 . [ Conclusion] The test
results could provide technical parameters for the extraction,separation and purification of flavonoids from A.officinaru m.
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  高良姜为姜科植物高良姜的干燥根茎 , 性热味苦, 具有

温胃散寒、消食止痛的功效, 主产广东、海南、广西、云南、台

湾等地。其中黄酮类化合物含量高达3 .44 % , 是功能主治的

有效成分[ 1] 。目前对高良姜中黄酮类化合物的研究中 , 主要

的提取方法为溶剂提取、热水提取等传统方法。关于在传统

方法中辅助新的提取技术及提取物精制纯化方面的报道较

少, 而双水相萃取具有活性损失小、分离步骤少、操作条件温

和, 且不存在有机溶剂残留问题等优点 , 为此 , 笔者研究了乙

醇浸提( 辅助添加纤维素酶) 对高良姜中黄酮类化合物提取

的影响 , 并利用双水相体系[ 2 - 3] 对粗提液进行精制。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1 .1 试材。芦丁( C27H30O16·3H2O) , 分子量664 .57 , 含量>

98 %( 成都思科华生物技术有限公司) 。高良姜( 海南儋州广

安堂药店) 。PEG600 , 分析纯( 广州盛强化工有限公司) ; 其他

试剂为分析纯试剂。

1 .1.2 仪器。Anke TGL-16C 离心机( 上海安亭科学仪器厂) ;

TU-1901 紫外分光光度仪( 北京普析通用仪器公司) ; 雷磁

pHS- 25 数显pH 计( 上海精密科学仪器有限公司) ; 恒温磁力

搅拌器( 江苏金坛富华仪器有限公司) ; 电热恒温水浴锅( 余

姚市东方电工仪器厂) 。

1 .2 提取方法

1 .2 .1 标准曲线的制作[ 4 - 5] 。分别精密吸取标准溶液0 、

0 .20 、0 .40、0 .60、0 .80 、1 .00 、1 .20 ml 于7 个10 ml 棕色容量瓶

中, 然后加入0 .60 ml 的5 % NaNO2 溶液, 摇匀, 放置6 min 后

加入0 .80 ml 的10 %Al( NO3) 3 溶液, 摇匀, 放置6 min 后加入

4 .00 ml 的5 %NaOH 溶液 , 最后加入70 % 乙醇溶液定容至刻

度, 摇匀, 放置15 min , 以试剂空白作为参比液。用1 c m 比色

皿在510 nm 波长处测定吸光度。得芦丁标准曲线, 曲线方程

为: Abs = 14 .028 36 C - 0 .009 91 , R = 0 .999 7 , 相关性良好。

1 .2.2 高良姜黄酮类化合物的提取。取经过40 目筛的高良

姜粉末0 .3 g , 在石油醚中浸泡30 h 后转入单口烧瓶, 加入一

定浓度的乙醇溶液, 在一定温度下回流提取一定时间, 将提

取液过滤、离心, 并吸取3 ml 滤液按照标准曲线的制作方法

在紫外可见分光光度计上测定吸光度, 计算提取率: 黄酮类

化合物提取率( %) = C×V/ M, 式中, C 为黄酮类化合物浓

度( mg/ ml) ; V 为粗提液体积( ml) ; M 为姜粉质量( mg) 。

1 .2.3 双水相体系的配制[ 6] 。在一小烧杯中加入一定比例

的PEG, 一定量的盐和蒸馏水,3 ml 的粗提液, 双水相的总质

量为20 g 。磁力搅拌5 min , 调节pH 值, 放入分液漏斗中分

层, 后用移液管吸取上下相溶液进行分析, 分别测定上、下相

体积, 双水相中的高良姜黄酮的含量。

有关计算公式为: 相比 R = Vt / Vb , 式中 Vt 、Vb 分别是

上、下相体积; 分配系数 K= Ct/ Cb , 其中 Ct 、Cb 分别是上、下

相高良姜黄酮的浓度 ; 收率 Y= 1/( 1 + 1/ RK) = 1/( 1 + 1/ G) 。

2  结果与分析

2 .1 醇法提取的单因素分析

2 .1 .1  温度对提取率的影响。以40 % 的乙醇90 ml 浸提

0 .3 g 高良姜粉末, 于水浴锅中在不同温度下回流提取2 h ,

提取液经过滤、离心 , 吸取上清液1 ml 于10 ml 容量瓶中, 加

入显色剂 , 并用30 % 乙醇定容 , 在紫外可见分光光度计上于

510 nm 处测定吸光度, 计算相应提取率( 图1) , 结果表明随着

温度升高提取率明显增大, 高于70 ℃后提取率基本不变。

在所考察的温度条件下, 最低的提取率为1 .26 % , 最高为
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1 .62 % , 提取率提高了28 .6 % 。

图1 浸提温度对提取率的影响

Fig.1 Effects of extractiontemperatureonthe extractionrate

2 .1 .2 乙醇浓度对提取率的影响。固定提取液的体积为90

ml , 分别用纯水 ,20 % 、40 % 、60 % 、80 % 、100 % 乙醇溶液, 在70

℃对高良姜粉末0 .3 g 进行回流提取2 h , 将抽滤、离心后的

提取液于10 ml 容量瓶中定容, 并测定其吸光度, 计算提取

率, 结果表明( 图2) : 随着乙醇浓度的增加, 吸光度值随之增

加, 但乙醇浓度太高时吸光度反而减小, 即纯水和无水乙醇

作为提取溶剂时, 提取率分别为0 .99 % 、0 .54 % , 当乙醇浓度

为40 % 时提取率最高为 1 .5 % , 较纯水的提取率提高了

51 .5 % 。这主要是由于高良姜中黄酮类化合物的结构上有

羟基基团, 具有亲水性, 而黄酮母核是疏水的。故单纯用强

极性的水和弱极性的无水乙醇提取率都不太高。

图2 乙醇浓度对提取率的影响

Fig .2 Effects of ethanol concentrationonthe extractionrate

2.1 .3  固液比对提取率的影响。固定乙醇溶液浓度为

40 % , 溶液体积为90 ml , 分别以固液比1∶75、1∶150、1∶300 、

1∶450 、1∶600 、1∶750 进行回流提取2 h , 结果表明( 图3) : 随着

溶媒量的增加, 提取率随之增加。考虑到溶剂及经济因素 ,

取固液比为1∶300 即可, 溶液的提取率为1 .59 % 。

2 .1 .4 提取时间对提取率的影响。固定乙醇溶液的浓度为

40 % , 溶液的体积为90 ml , 固液比为1∶300 分别提取1、2 、3 、

4 、5 、6、8 h , 结果表明( 图4) : 随着提取时间的增加, 吸光度值

随之增加, 但当提取时间超过4 h 后, 吸光度值增加的幅度越

来越小。从节约能源的角度来看 , 提取时间定在4 h 为宜。

2 .2  正交试验 在单独讨论各个因素对提取效果影响的基

础上, 根据实际在试验或生产过程中各个因素是共同起作用

的, 因此需综合考虑各个因素, 通过试验设计和优化来找出

最佳的提取条件。

根据初步试验结果, 选取了对提取率有影响的5 个因

素, 每个因素确定为4 个水平( 表1) 。

图3 固液比对提取率的影响

Fig .3 Effects of solid-liquid ratio ontheextractionrate

图4 浸提时间对提取率的影响

Fig .4 Effects of extractiontimeonthe extractionrate

表1 正交试验因素水平

Table 1 Factors andlevels of the orthogonal experi ment

水平
Level

A 温度
℃

Temperature

B 乙醇浓度∥%
Ethanol

concentration

C 固液比
Solid-liquid

ratio

D 酶用
量∥%

Enzyme dosage

E 提取
时间∥h
Extraction

ti me

1 50 30   1∶75 3 2

2 60 40 1∶150 4 3

3 70 50 1∶300 5 4

4 80 60 1∶450 6 5

  根据正交试验结果的极差分析可知( 表2) : 影响高良姜

中黄酮类化合物提取的各因素的主次顺序为 C 固液比> A

温度> E 提取时间> D 酶用量> B 乙醇浓度。由此可考虑最

佳提取条件为A4B3C4D1E4 , 即固液比1∶450 , 温度80 ℃, 提取

时间5 h , 酶用量3 % , 乙醇浓度 50 % 。

2 .3  精制高良姜中黄酮类化合物的最佳双水相体系 将

PEG 和硫酸铵制成一定浓度原液, 准确称量一定量PEG 原

液, 加入试管中, 然后加入无机盐原液, 混合, 直至试管开始

出现浑浊为止, 称量加入无机盐量, 算出PEG 和无机盐在系

统中的重量百分浓度, 再加入适量水, 使体系变澄清 , 计算加

入的水, 并继续加入无机盐, 使系统再次变浑浊, 如此反复操

作, 计算达到浑浊时 PEG 和无机盐在系统中的重量百分含

量, 得出PEG 和无机盐的双水相图( 图5) 。

2 .3 .1 PEG 浓度对高良姜黄酮在双水相中分配的影响。3

ml 粗提液,( NH4) 2SO4 浓度20 % , 温度25 ℃,pH 值7 .0 。在不

同PEG 浓度下进行萃取测定, 结果表明( 表3) : 随PEG 浓度

的增加相比逐渐增加、K 值变小、收率提高, 浓度为24 % 时收

率最高。因此,PEG 浓度选择为24 % 。
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表2 正交试验结果分析

Table 2 Results analysis of the orthogonal experi ment

水平

Level

因素Factor

A B C D E

提取率∥%

Extractionrate
1 50 30  1∶75 3 2 1 .252 5

2 50 40 1∶150 4 3 1 .215 0

3 50 50 1∶300 5 4 1 .440 0

4 50 60 1∶450 6 5 1 .575 0

5 60 30 1∶150 5 5 1 .350 0

6 60 40 1∶75 6 4 1 .357 5

7 60 50 1∶450 3 3 1 .665 0

8 60 60 1∶300 4 2 1 .500 0

9 70 30 1∶300 6 3 1 .470 0

10 70 40 1∶450 5 2 1 .575 0

11 70 50 1∶75 4 5 1 .417 5

12 70 60 1∶150 3 4 1 .380 0

13 80 30 1∶450 4 4 1 .665 0

14 80 40 1∶300 3 5 1 .650 0

15 80 50 1∶150 6 2 1 .440 0

16 80 60 1∶75 5 3 1 .335 0

珋x1 1 .370 6 1 .434 4 1 .340 6 1 .486 2 1 .441 9

珋x2 1 .468 1 1 .449 4 1 .346 2 1 .449 4 1 .421 3

珋x3 1 .460 6 1 .490 6 1 .515 0 1 .468 8 1 .460 6
珋x4 1 .522 5 1 .447 5 1 .620 0 1 .460 6 1 .498 1

R 0 .151 9 0 .056 2 0 .279 4 0 .037 5 0 .076 8

图5 PEG600/( NH4) 2SO4 体系相

Fig.5 The phase of PEG600/( NH4) 2SO4system

表3 PEG 浓度对高良姜黄酮在双水相中分配的影响

Table 3 Effect of PEG concentration onthe distribution of flavone from

Alpinia officinarum Hanceinaqueous two-phasesystem

PEG 浓度∥%
PEGconcen-
tration

上相V∥ml
Top

phase V

下相V∥ml
Bottom
phase V

R K G Y∥%

8 2 .7   14 .6 0 .18 49  8 .82 89 .82

12 5 .8 11 .2 0 .52 31 16 .12 94 .16

16 7 .0 9 .7 0 .72 27 19 .44 95 .11

20 8 .5 8 .5 1 .00 25 25 .00 96 .15

24 9 .7 8 .0 1 .21 24 29 .04 96 .67
 注 : R . 相比 ; K. 分配系数 ; G. RK; Y . 收率。下表同。
 Note : R stands for phase ratio ; K stands for distribution coefficient ; G stands

for the product of R and K; Y stands for yield .The same as below.

2 .3.2 硫酸铵浓度对高良姜黄酮在双水相中分配的影响。3

ml 粗提液,PEG 浓度 20 % , 温度 25 ℃, pH 值 7 .0 。在不同

( NH4) 2SO4 浓度下进行萃取测定, 结果表明( 表4) : 随硫酸铵

浓度的增加, 相比逐渐减小、K 值变大、收率变小。硫酸铵浓

度为12 % 时收率最高。因此, 硫酸铵浓度选择12 % 。

表4 硫酸铵浓度对高良姜黄酮在双水相中分配的影响

Table 4 Effects of ( NH4) 2SO4concentration onthe distribution of flavone

from A. officinarum inaqueous two-phasesystem

( NH4) 2SO4 浓度∥%
( NH4) 2SO4

concentration

上相V∥ml
Top

phase V

下相V∥ml
Bottom

phase V
R K G Y∥%

12   13 .5 3 .5 3 .86 14 54 .04 98 .18

15 10 .6 6 .3 1 .68 18 30 .24 96 .80

18 8 .6 8 .6 1 .00 22 22 .00 95 .65

21 7 .6 9 .1 0 .84 25 21 .00 95 .45

24 7 .1 9 .7 0 .73 27 19 .71 95 .17

2 .3 .3  温度对高良姜黄酮在双水相中分配的影响。3 ml 粗

提液,( NH4) 2SO4 浓度12 % ,PEG 浓度24 % ,pH 值7 .0 。在不

同温度下进行萃取测定, 结果表明( 表5) : 随温度的升高相比

降低, K 值变化不大, 收率大体上降低。温度为25 ℃时收率

最高。因此温度选择25 ℃。

表5 温度对高良姜黄酮在双水相中分配的影响

Table 5 Effect of temperatureonthe distributionof flavonefrom A. offici-

naru min aqueoustwo-phasesystem

温度∥℃
Temperature

上相V∥ml
Top

phase V

下相V∥ml
Bottom
phase V

R K G Y∥%

25 13 .5 4 .8 2.81 19 53 .39 98 .16

35 12 .4 6 .0 2.07 19 39 .33 97 .52

45 12 .2 6 .4 1.91 19 36 .29 97 .32

55 12 .1 6 .5 1.86 19 35 .24 97 .25

65 11 .7 6 .8 1.72 21 36 .12 97 .31

2 .3 .4  NaCl 添加量对高良姜黄酮在双水相中分配的影响。

3 ml 粗提液 ,( NH4) 2SO4 浓度12 % ,PEG 浓度24 % , 温度25

℃,pH 值7 .0 , 添加不同计量的NaCl 进行萃取测定, 结果表明

( 表6) : 随 NaCl 添加量的增加相比降低、K 值稍变大, 影响不

明显, 收率稍有降低, 但变化不明显。因而选择不添加NaCl 。

表6 NaCl 添加量对高良姜黄酮在双水相中分配的影响

Table 6 Effects of NaCl additiononthedistributionof flavonefrom A. of-

fici narum inaqueous two-phasesystem

NaCl 浓度∥%
NaCl
Concentration

上相V∥ml
Top

phase V

下相V∥ml
Bottom
phase V

R K G Y∥%

0 13 .1 5 .0 2.62 19 49 .78 98 .03

1 12 .4 6 .0 2.07 19 39 .33 97 .52

2 12 .1 6 .4 1.89 20 37 .80 97 .42

3 12 .0 6 .5 1.85 20 37 .00 97 .37

4 12 .0 6 .5 1.85 20 37 .00 97 .37

2 .3.5 pH 值对高良姜黄酮在双水相中分配的影响。3 ml 粗

提液,( NH4) 2SO4 浓度12 % ,PEG 浓度24 % , 温度25 ℃, 在不

同pH 值下进行萃取测定 , 结果表明( 表7) : 随pH 值的升高

相比下降, K 值先上升后下降, 收率也是先上升后下降,pH

值7 .00 时收率达到最大值。因此选择pH 值7 .00。

3  结论与讨论

( 1) 高良姜黄酮类化合物提取工艺的最佳单因素水平为

( 下转第14599 页)
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植物秦艽、麻花艽和小秦艽的粉末分别呈黄白色、棕褐

色和黄褐色, 气皆特异, 味苦微涩。厚壁网纹细胞壁增厚木

化。草酸钙针晶细小, 散在于薄壁细胞内。栽培植物秦艽厚

壁网纹细胞较为少见, 野生和栽培麻花艽厚壁网纹细胞壁木

化增厚均不明显。

2 .3  龙胆苦苷含量测定结果  以龙胆苦苷( gentiopicroside)

为含量测定指标, 按《中国药典》2 000 年版一部秦艽项下的

高效液相色谱法制备对照品溶液及供试品溶液, 测定结果见

表1。

表1 野生和栽培秦艽中龙胆苦苷的含量( n=5)

Table 1 The content of gentiopicrosidein wild and cultivated Gentiana macrophylla

样品

Samples

产( 栽培) 地

Producing

areas

品种

Cultivars

生长年限∥年

Growth years

集时间

Acquisitionti me

含量∥%

Content
RSD∥%

野生Wild 原州区 植物秦艽 2～5 秋季 12 .45 0 .86

麻花艽 2～5 13 .15 0 .94

小秦艽 2～5 11 .75 1 .26

降德县 植物秦艽 2～5 13 .25 0 .68

麻花艽 2～5 13 .47 0 .76

小秦艽 2～5 11 .93 1 .12

栽培Cultivated 彭阳县 植物秦艽 1 秋季 13 .68 0 .91

2 16 .13 1 .24

3 15 .26 2 .01

原州区 麻花艽 1 15 .94 1 .28

2 16 .85 0 .94

小秦艽 2 14 .23 1 .97

3 14 .02 1 .67

3  结论与讨论

通过对栽培和野生植物秦艽、麻花艽及小秦艽的药材性

状、显微特征以及其中龙胆苦苷( gentiopicroside) 含量测定方

面进行对比研究表明: 宁夏六盘山区栽培与野生品之间无明

显质量差异, 野生和栽培秦艽中龙胆苦苷含量均远远高于药

典规定, 且栽培秦艽含量明显高于野生秦艽。在野生品药源

不足的情况下, 可发展人工栽培以扩大药源。

试验还表明, 秦艽中龙胆苦苷含量高低似乎与当地气候

条件及生长期限有关。试验也显示, 相对海拔低, 气候湿润

的隆德县、彭阳县采集的秦艽中龙胆苦苷含量较高, 宁夏六

盘山区人工栽培秦艽时以2 年最为合适。

秦艽作为六盘山区一种重要的道地中药材, 其开发利用

尚处于起步阶段。相信随着对其药理作用的深入研究 , 将会

有更多以秦艽为原材料的药品涌入市场。所以研究其现代

化人工栽培途径, 为解决目前供需矛盾有一定的现实意义。

该研究为栽培品的广泛应用提供了可靠的理论依据。
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提取温度70 ℃、乙醇浓度40 % 、固液比1∶300 , 提取时间4 h 。

表7 pH 值对高良姜黄酮在双水相中分配的影响

Table 7 Effects of pH valueonthe distributionof flavonefrom A. offici-

naruminaqueoustwo-phase system

pH 值
pHvalue

上相V∥ml
Top

phase V

下相V∥ml
Bottom
phase V

R K G Y∥%

3 .00 13 .0 5 .3 2 .45 17 41.65 97.66

5 .00 13 .0 5 .5 2 .36 21 49.56 98.02

7 .00 12 .9 5 .4 2 .39 22 52.58 98.13

9 .00 12 .8 5 .7 2 .25 21 47.25 97.93

10 .45 11 .9 6 .6 1 .80 13 23.40 95.90

  ( 2) 正交试验表明, 影响高良姜中黄酮类化合物提取的

各因素主次顺序为固液比> 温度> 提取时间> 酶用量> 乙

醇浓度。最佳提取条件为: 温度80 ℃、乙醇浓度50 % 、固液

比1∶450、酶用量3 % 、提取时间5 h 。

(3) 由各个单因素试验可知, 最佳纯化高良姜黄酮的双

水相体系为:PEG 浓度24 % 、硫酸铵浓度12 % 、温度25 ℃、pH

值7 .00。
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