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摘要  [ 目的] 探索从黄芪中同时获取皂甙、黄酮和多糖的工艺条件。[ 方法] 根据皂甙、黄酮和多糖3 种有效成分溶解度的差异 ,先用乙
醇回流法提取黄芪中的皂甙和黄酮 ,再用蒸馏水提取药渣中的黄芪多糖。对乙醇提液中的黄芪皂甙和黄酮 ,采用D280 阴离子交换树脂
进行分离纯化。[ 结果] 黄芪皂甙的最佳提取条件为 :浓度70 %乙醇作为溶剂,液固比7∶1 ,78 ℃提取3 次 ,每次100 min ;黄芪黄酮的最佳
提取条件为 :浓度80 %乙醇作为溶剂 ,液固比7∶1 ,78 ℃提取4 次 ,每次80 mi n;黄芪多糖的最佳提取条件为 :以蒸馏水为溶剂 ,液固比
16∶1 ,100 ℃提取3 次 ,提取2 h。D280 阴离子交换树脂分离黄芪黄酮和皂甙的最佳条件 :醇提液减压浓缩、调pH值至8 .0 后上柱 ,收集流
出液和浓度0 .1 %NaOH淋洗液得到皂甙 ,用浓度80 %乙醇和10 %NaOH-80 %乙醇洗脱得到黄酮。[ 结论] 黄芪皂甙、黄酮和多糖在上述同
一工艺流程中被提取分离 ,可综合利用黄芪中的有效成分。
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Abstract  [ Objective] The study ai med to explore the technologic conditions for getting saponins , flavonoi ds and polysaccharids in Astragalus at the
same ti me . [ Method] According to the difference on solubility of 3 kinds of effective components , the saponins and flavonoids i n Astragalus were firstly
extracted by the method of circumfluence with ethanol as solvent and the residue of ethanol-extraction was then used to extract polysacchri des by distilled
water . The flavonoids and saponins in ethanol extractingfluid were isolated and purified by anion-exchange resin D280 . [ Result] The opti mumconditions
for extracti ng saponins from Astragalus were as following : with 70 % ethanol as sovent , li quid-solid ratio of 7∶1 , extracting 3 ti mes at 78 ℃ and 100mi n
for each ti me ; The opti mumconditions for extracti ngflavonoids from Astragalus were as following : with80 % ethanol as sovent , liquid-soli d ratio of 7∶1 ,
extracting 4 ti mes at 78 ℃and 80 min for eachti me ; The opti mumconditions for extracti ng polysacchari des from Astragalus were as following : distilled
water as solvent , li quid-solid ratio of 16∶1 , extracting 3 ti me at 100 ℃and 2 h eachti me . The opti mumconditions for separating saponins and flavonoids
by D280 anion-exchange resi n were as following : the ethanol extracti ngflui d was concentrated and loaded onto the chromatography column of after adjusting
pHvalue to 8 .0 . The saponi ns were obtained by collecting outflowand leachi ngfluid of 0 .1 %NaOH;The flavonoi ds were obtai ned by el uting the col umn
with 80 % ethanol and 80 % ethanol containing 10 %NaOHsequentially . [ Conclusion] The saponi ns , flavonoids and polysacchari ds in astragalus coul d be
extracted and isolated inthe same process flowby usi ng combined techniques mentioned above and the effective components in astragalus coul d be used
compressively .
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  黄 芪 是 豆 科 植 物 蒙 古 黄 芪 Astragal us me mbr anceus

( Fisch .) Bge . Var . mongholi cus( Bge .) Hsiao 或膜荚黄芪 Astra-

gal us me mbranceus ( Fisch .) Bge . 的干燥根。黄芪性甘 , 微温 ,

具有补气固表、利尿排毒、排脓、敛疮生肌的功效[ 1] 。对黄芪

化学成分的研究, 始于20 世纪50 年代初期。迄今为止, 已从

黄芪类中药中分离出了几十种活性成分,主要有效成分为黄

酮类、皂甙类、多糖类及氨基酸类[ 2] 。其中黄芪多糖具有提

高机体免 疫功 能、调 节血 糖、改善 糖、脂 代 谢紊 乱等 作

用[ 3 - 5] ;黄芪皂甙具有强心、降压、抗肿瘤、降低糖尿病大鼠

血糖和促进胰岛素分泌等作用[ 6 - 8] ; 黄芪黄酮对化学物诱导

的DNA 损伤具有保护作用[ 9] , 对药物所致的肝损伤也有明

显的防护作用[ 10] , 还具有清除自由基[ 11] 和免疫调节[ 12] 等药

理作用。目前,黄芪有效成分的提取主要采用醇提法和水提

法, 黄芪类制剂多以水煮醇沉, 取上清液部分或取醇沉部分 ,

对药用资源的浪费比较严重。黄芪皂甙类化合物的提取方

法主要有水提 法[ 13] 、醇提法[ 14] 、萃取 法[ 14 - 15] 、树脂 吸附

法[ 16 - 17] 和超临界CO2 法
[ 14 ,18] 。这些方法所用的提取剂大都

是乙醇和甲醇。由于黄芪皂甙和黄芪黄酮都是易溶于乙醇

和甲醇的化合物, 上述方法同时将2 种成分提取出来, 但未

将2 种成分分开。国内外虽有将这3 种有效成分其中2 种分

离的范例,但尚未见将3 种成分同步分离的报道。笔者研究

了提取过程中各主要部分中多糖、皂甙和黄酮的含量情况 ,

探索从黄芪中同时获取3 种有效成分的方法 ,旨在为黄芪有

效成分的综合利用提供科学依据。

1  材料与方法

1 .1 材料  黄芪购自银川市古方药品公司,经鉴定为蒙古黄

芪。仪器设备: 电子分析天平,高速万能粉碎机, 回流提取装

置,UV754N型紫外分光光度计, 旋转蒸发器, 循环水式多用真

空泵,数控自动部分收集器,恒流泵,数显恒温水浴锅等。

试剂:D280 树脂购自南开大学化工厂 ;芦丁和黄芪甲甙

标准品购自中国药品生物制品检定所, 葡萄糖标准品( AR

级) 购自北京化学试剂公司; 香草醛、亚硝酸钠、氢氧化钠、无

水乙醇、甲醇、硫酸等均为分析纯。

1 .2 方法

1 .2.1 测定方法。

( 1) 黄芪总黄酮的测定方法。以芦丁为标准品, 按照已

报道的方法制作黄芪黄酮的标准曲线[ 19] , 计算出回归方程

为: Y= 11 .584 x - 0 .012 2 , 相关系数 r = 0 .999 1。测定吸光

值, 由回归方程求出待测样品总黄酮浓度。

( 2) 黄芪皂甙的测定方法。以黄芪甲甙为标准品, 按照

已报道的方法制作黄芪皂甙的标准曲线[ 20] , 计算出回归方

程为: Y= 16 .733 x - 0 .017 9 ,相关系数 r = 0 .999 4。吸取待测

皂甙溶液, 用蒸馏水稀释数倍后吸取0 .5 ml 稀释液, 加0 .5

ml 浓度8 %香草醛试剂, 置于冰浴中缓缓加入5 ml 浓度72 %

硫酸, 摇匀,放入62 ℃水浴中 , 保温20 min , 取出置于冷水浴

中冷却 ,摇匀, 于波长526 nm处测定吸光值, 按照回归方程计

算出样品中的皂甙含量。

( 3) 黄芪多糖的测定方法。采用苯酚- 硫酸法[ 20] 绘制出

葡萄糖的标准曲线, 并计算出回归方程为: Y = 14 .204x -
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0 .006 3 ,相关系数 r = 0 .999 4。称取样品50 mg , 定容于50 ml

容量瓶 ,制得样品液。吸取样品液2 ml ,置50 ml 容量瓶中定

容, 摇匀。量取上述溶液2 ml , 按制作标准曲线的方法操作 ,

并计算多糖得率。

1 .2.2 黄芪皂甙和黄酮的提取。使用搅拌回流法提取黄芪

黄酮和皂甙。准确称取数等份黄芪干燥细粉50 g , 分别置于

三口瓶中, 加入一定浓度的乙醇, 调节搅拌器转速到 800

r/ min ,在水浴中恒温加热, 冷凝回流一定时间。3 500 r/ min

离心取上清液, 药渣再次提取。合并上清液 ,测定黄酮和皂

甙的浓度 ,得出某一单因素试验的最佳条件。该研究分别对

乙醇浓度、液固比、回流时间、提取次数、温度条件进行单因

素试验 ,确定皂甙和黄酮提取的最佳试验条件。

1 .2.3 黄芪多糖的提取。将醇提后所得药渣挥干乙醇, 用

粉碎机粉碎,使其均匀。准确称取一定量药渣, 利用搅拌回

流装置进行水提。提取液经旋转蒸发浓缩至一定体积 ,加入

一定浓度乙醇。放置12 h , 离心分离出沉淀。烘干沉淀, 分

别测定其得率和纯度。该研究分别对不同水提温度、固液

比、提取时间和提取次数进行试验, 确定从药渣中提取黄芪

多糖的最佳试验条件。分别用浓度60 %、70 % 、80 %、90 % 的

乙醇进行醇沉试验 ,确定黄芪多糖的最佳醇沉条件。

1 .2 .4 黄芪皂甙和黄酮的分离纯化。乙醇提取液低温减压

浓缩, 回收乙醇 ,得到含有黄酮和皂甙的浓缩液。将浓缩液

处理后上 D280 阴离子交换树脂。D280 树脂对中性的皂甙吸

附较弱,通过稀碱液的淋洗即可洗下来 ;黄酮呈弱酸性,该树

脂对其吸附力强, 需要用极性较强的洗脱剂才能将其洗脱下

来。根据文献资料,黄酮的解吸主要采用高浓度 NaOH 的乙

醇溶液。分别用浓度为50 %、60 %、70 %、80 % 、90 %的乙醇配

制成含10 % NaOH 的洗脱液, 进行解吸试验, 确定不同浓度

的乙醇溶液和含不同浓度 NaOH 的乙醇溶液对黄酮解吸能

力的大小, 选定适合于黄酮解吸的洗脱剂, 然后通过动态的

上柱及洗脱过程确定柱高对分离效果的影响, 在直径2 .5 c m

的层析柱中,分别装入经过预处理的D280 树脂至7、9、11、13、

15 c m高。将从10 g 生药材中提取得到的含皂甙和黄酮的提

取浓缩液过柱。先用浓度0 .1 %NaOH 溶液淋洗,分布收集淋

洗液, 测定黄芪皂甙和黄酮的含量,确定淋洗液中主要成分 ,

并绘制洗脱曲线。之后分别用浓度80 %乙醇和浓度80 % 乙

醇- 10 %NaOH 溶液洗柱 ,测定洗脱液中2 种成分含量, 确定

洗脱液中主要成分并绘制洗脱曲线。

2  结果与分析

2 .1 黄芪皂甙与黄酮的最佳提取条件  通过对乙醇浓度、

液固比、回流时间、提取次数、温度条件进行单因素试验, 确

定皂甙的最佳提取条件为: 浓度70 %乙醇作为溶剂, 液固比

7∶1 ,78 ℃提取3 次 ,每次100 min ;黄酮的最佳提取条件为, 浓

度80 %乙醇作为溶剂, 液固比7∶1 ,78 ℃提取4 次, 每次80

min。2 种成分同时提取时, 采用以下提取条件 : 浓度80 % 乙

醇、78 ℃、80 min、液固比7∶1 ,提取3 次, 在该条件下黄芪皂甙

与黄酮的得率均较高,且较经济。

2 .2 黄芪皂甙与黄酮的分离纯化结果

2 .2.1 黄酮解吸液的选择结果。由图1 可知,黄酮的解吸率

随乙醇浓度的增加而增大,乙醇浓度达到80 %后不再明显增

加, 故选用含10 %NaOH 的浓度80 % 乙醇溶液作为洗脱液, 可

对黄酮达到很好的解吸效果。

图1 乙醇浓度对黄酮解吸效果的影响

Fig .1  The effects of ethanol concentration on the desorption of

flavonoids

2 .2.2 不同装柱长度对分离效果的影响。试验结果表明 ,

在柱高小于11 c m时,黄酮和皂甙的洗脱峰有部分重叠, 分离

效果差; 柱高为13 c m时皂甙和黄酮可以完全分离。柱高再

增加, 虽然达到了分离目的,但会使洗脱体积增大, 洗脱较为

困难, 因此选用13 c m高的D280 树脂对10 g 生药提取液的分

离纯化效果最好。

2 .2.3 洗脱结果。试验结果表明,用浓度0 .1 % NaOH 淋洗的

洗脱液中主要成分为皂甙( 图2) , 而用浓度80 % 乙醇和10 %

NaOH-80 %乙醇淋洗的洗脱液中主要成分为黄酮( 图3) 。

图2 上柱和淋洗过程中皂甙的流出曲线

Fig .2  The effluent curve of saponins during loading and leaching

processes

图3 黄酮的洗脱曲线

Fig .3 Theelutioncurveof flavonoids

2 .3 黄芪多糖的提取分离结果  通过对水提温度、液固比、

提取时间和提取次数进行试验, 确定黄芪多糖的最佳提取条

件为: 提取温度100 ℃,液固比16∶1 ,提取时间2 h , 提取3 次。
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醇沉试验确定黄芪多糖的最佳醇沉浓度为70 % 乙醇。在该

条件下 ,所得多糖纯度最大, 且成本较低。

2 .4 黄芪中皂甙、黄酮和多糖的最佳利用工艺  根据试验

结果,确定黄芪中皂甙、黄酮和多糖3 种有效成分综合利用

的工艺路线见图4。

图4 黄芪中皂甙、黄酮和多糖综合利用的工艺路线

Fig .4  The technologic route of the comprehensive utilization of

saponins ,flavonoids and polysaccharidesin Astragal us mem-

branaceus

3  结论

( 1) 黄芪皂甙的最佳提取条件为 : 浓度70 % 乙醇作为溶

剂, 采用7∶1 的液固比,78 ℃提取3 次,每次100 min。

( 2) 黄芪黄酮的最佳提取条件为 : 浓度80 % 乙醇作为溶

剂, 采用7∶1 的液固比,78 ℃提取4 次,每次80 min。

( 3) 黄芪多糖的最佳提取条件为 :以蒸馏水为溶剂, 提取

温度100 ℃ ,液固比16∶1 , 提取时间2 h ,提取3 次。黄芪多糖

的最佳分离条件为: 采用浓度70 %乙醇对水提液中的多糖进

行沉淀。采用上述条件,所得多糖纯度高 ,且成本较低。

(4) 黄芪黄酮和皂甙分离的最佳条件为 : 含有黄芪黄酮

和皂甙的醇提液减压浓缩, 浓缩液用浓度1 mol/ L 的 NaOH

调pH 值为8 .0 后过滤, 以0 .5 ml/ min 的流速上D280 阴 离子

交换树脂柱。收集流出液和浓度0 .1 %NaOH 淋洗液, 其中富

含皂甙 ;之后用浓度80 %乙醇和浓度10 % NaOH-80 %乙醇洗

脱,收集液为黄酮。对从10 g 生药材中所得的醇提液 ,用13

c m高、直径为2 .5 c m的 D280 离子交换树脂层析柱, 可使黄

芪黄酮和皂甙完全分离。

  ( 5) 在黄芪黄酮的洗脱过程中, 用浓度80 % 乙醇和浓度

10 %NaOH-80 %乙醇洗脱出现2 个洗脱峰 , 后一个洗脱峰的

产物在269 nm有强吸收,可能是异黄酮类物质。
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3  结论与讨论

( 1) 乙醇浓度是影响槐花提取物清除 DPPH 自由基、羟

自由基和超氧阴离子的最关键因素 , 其中对清除羟自由基

和 DPPH 自由基能力的影响分别达到显著和极显著水平。

( 2) 槐花中清除DPPH 自由基的活性物质的最佳提取工艺

为:以50 %乙醇为提取溶剂,预处理时间12 h ,提取时间1 h。

(3) 槐花中清除羟自由基活性物质的最佳提取工艺为 :

以30 %乙醇为提取溶剂,预处理时间12 h ,提取时间2 h。

(4) 槐花中清除超氧阴离子活性物质的最佳提取工艺

为: 以50 %乙醇为提取溶剂, 预处理时间0 h ,提取时间2 h。
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