芪元颗粒中总黄酮的提取纯化工艺研究
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摘要：目的 优选芪元颗粒中总黄酮的提取和纯化工艺。方法 以出膏率和总黄酮得率作为考察指标，采用 L9（34）正交试验确定最佳的提取工艺条件；并以pH值、时间、温度、上样量、洗脱溶剂种类和体积为影响因素，通过比较聚酰胺对芪元颗粒中总黄酮的吸附率与解吸率，确定最佳纯化工艺条件。 结果 最佳的提取工艺：用6倍量70 %的乙醇提取2次，每次0.5 h；最佳的纯化工艺：上样量为8 mL（浓度6.28 mg ·mL-1），在pH=6，温度为20 ℃的条件下，控制流速为1 mL·min-1，吸附1.5 h，之后用90 %的乙醇100 mL进行洗脱。结论 所得提取和纯化工艺简单可行，效果良好。
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Study on Extraction and Purification Process of Total flavonoids in the Granule of Qi Yuan

LIANG Huizhen,MEN Jiuzhang,LI Xia,CAO Xiaoqiang（Shanxi University Of Traditional Chinese Medicine,Taiyuan,Shanxi 030024, China）

Abstract: Objective To optimize the extraction and purification process of total flavonoids in the granule of Qi Yuan.Methods Orthogonal test was adopted to determine the optimum extraction condition with yield of extract and total flavonoids as Inspection indexs; and with pH, time, temperature, sample volume, type and volume of elution solvent as the influence factors, through the comparison of adsorption and desorption rate of polyamide for the total flavonoids in the granule of Qi Yuan to determine the optimum purification condition. Results the optimum extraction process: extracted 2 times with 6-fold 70 % ethanol，0.5 hour each time ; the best purification process: The sample volume was 8 mL ((concentration 6.28  mg ·mL-1), at pH 6 and 20 ℃, the flow rate was 1 mL·min-1, adsorpt 1.5 h, with 90 % ethanol 100 mL were eluted. Conclusion the extraction and purification process is simple and feasible, and the effect is good.

Keywords: Qi Yuan granule; total flavonoids; extraction; purification

芪元颗粒来源于山西省已故著名中医门纯德教授的经验方，由黄芪、元参、甘草等6味中药组成，具有益气养阴，凉血解毒的功效，临床用于治疗过敏性紫癜，效果显著[1]。本课题的前期工作[2-3]已完成了芪元颗粒治疗过敏性紫癜的药效学初筛，证实其具有良好的抗过敏性紫癜的作用，并明确了其作用机理。本研究主要针对其中的总黄酮成分进行提取纯化并进行条件优选，为后续有效部位的药效学实验研究提供理论依据，也为芪元颗粒的制剂研究奠定基础。
1 材料
1.1药品及试剂 黄芪、元参、甘草等药材购自山西维康堂中药饮片有限公司；芦丁对照品，批号：100080-201409），中国食品药品检定研究院；聚酰胺（60～80目），江苏长本化工有限公司；乙醇、氢氧化钠、亚硝酸钠、硝酸铝均为分析纯；水为重蒸馏水。
1.2仪器 TU-1810紫外可见分光光度计，北京谱析通用仪器有限责任公司；粉碎机，浙江省永康市象珠松青五金厂；FA-2104型电子分析天平，上海精科天平有限责任公司；AB13-S型电子分析天平，瑞士梅特勒公司；HH-2数显恒温水浴锅，江苏省金坛市荣华仪器制造有限公司；SHZD(III)循环水式真空泵，巩义市予华仪器有限责任公司；BGZ-76电热鼓风干燥箱，上海博讯实业有限责任公司医疗设备厂。

2方法与结果
2.1总黄酮的提取工艺研究
2.1.1 正交试验设计品成本  以出膏率和总黄酮得率作为考察指标，选择影响其提取效率的4个主要因素，即乙醇浓度、溶剂量、提取时间和提取次数，进行L9（34）正交试验，确定最佳提取工艺，见表1。 
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表1  因素水平表

Table 1  table of factors and levels
	因素水平
	A（乙醇浓度）/%


	B（溶剂量）/倍


	C（提取时间）/h


	D（提取次数）/次



	1
	50
	6
	0.5
	1

	2
	70
	8
	1.0
	2

	3
	90
	10
	1.5
	3


2.1.2对照品溶液制备[4] 取芦丁对照品50 mg，精密称定，置25 mL量瓶中，加乙醇适量，置水浴上微热使溶解，放冷，加乙醇至刻度，摇匀。精密量取10 mL，置100 mL量瓶中，加水至刻度，摇匀，作为对照品溶液。
2.1.3 供试品溶液Ⅰ制备 按照处方称取各药材1倍量，共95 g，置圆底烧瓶中，按表1 正交设计方案进行提取，滤过，合并滤液，浓缩，低温干燥，即得样品干膏。取相当于原药材9.5 g的干膏，置带塞三角瓶中，加70 %乙醇30 mL，超声提取20 min，滤过，滤液置50 mL量瓶中，用70 %乙醇定容，作为供试品溶液。

2.1.4 标准曲线制备[5-6] 精密吸取对照品溶液0，1，2，3，4，5 mL分别置25 mL量瓶中，首先加水至8 mL，再加入5 % NaNO2溶液1 mL，振摇均匀，静置6 min，再加入10 % Al(NO3)3溶液1 mL，振摇均匀，静置6 min，再加入4 % NaOH溶液10 mL，振摇均匀后，最后各用水稀释至刻度，摇匀，放置15 min，用第1瓶作空白，在506 nm处测吸光度，以吸光度(Y)作纵坐标，芦丁浓度(X)作横坐标绘制标准曲线。得回归方程：Y=11.875X+0.0092，r =0.996，说明芦丁在0.109 mg·mL-1~0.487mg·mL-1范围内线性关系良好。

2.1.5测定结果 精密吸取对照品溶液3 mL和供试品溶液Ⅰ1 mL，分别置25 mL量瓶中，按照标准曲线的制备方法进行制备，在506 nm处测定吸光度，计算总黄酮的提取率。出膏率评分=出膏率/最大出膏率× 0. 3 × 100，总黄酮得率评分=总黄酮得率/最大总黄酮得率× 0. 7 ×100，综合评分=出膏率评分+总黄酮得率评分。见表2及表3。
表2 正交试验结果

Table 2 results of orthogonal test

	实验号
	因       素
	出膏率/%
	总黄酮得率/%
	综合评分

	
	A
	B
	C
	D
	
	
	

	1
	1
	1
	1
	1
	24.61
	0.92
	51.58

	2
	1
	2
	2
	2
	40.74
	1.02
	65.72

	3
	1
	3
	3
	3
	44.98
	1.31
	79.75

	4
	2
	1
	2
	3
	42.86
	1.68
	92.87

	5
	2
	2
	3
	1
	31.77
	1.37
	73.72

	6
	2
	3
	1
	2
	47.32
	1.79
	100.00

	7
	3
	1
	3
	2
	39.55
	1.37
	78.65

	8
	3
	2
	1
	3
	31.93
	1.35
	73.04

	9
	3
	3
	2
	1
	35.61
	1.39
	76.93

	Ⅰj
	65.68
	74.37
	74.87
	67.41
	
	
	

	Ⅱj
	88.86
	70.83
	78.51
	81.46
	
	
	

	Ⅲj
	76.21
	85.56
	77.37
	81.89
	
	
	

	R
	23.18
	14.73
	3.63
	14.48
	
	
	


表3 总黄酮方差分析

Table 3  Analysis of variance of total flavonoids
	方差来源
	偏差平方和
	自由度
	F值
	显著性

	A
	808.244
	2
	38.978
	P<0.05

	B
	354.893
	2
	17.115
	P >0.05

	    C（误差）
	 20.736
	2
	 1.000
	

	D
	407.068
	2
	19.631
	P <0.05


注：查方差分析表，α=0.05， F0.05（2，2）=19.00

通过比较表2极差Ｒ可知，4因素对总黄酮含量的影响大小是：A＞B＞D＞C，即乙醇浓度影响最大，而提取时间影响最小。直观分析可得，较佳提取工艺条件为: A2B3C2D3，即10倍量70 %的乙醇提取3次，每次1 h。从表3方差分析可得，A因素有显著性影响，B和C因素没有显著性影响，D因素虽有显著性影响，但是Ⅱj和Ⅲj水平区别不大。综合考虑经济效益等因素，得出最佳的提取工艺为：A2B1C1D2，即6倍量70 %的乙醇提取2次，每次0.5 h。

2.1.6 工艺验证 称取复方各药材1倍量，共95 g，各3份，分别按最佳醇提工艺进行制备，在506 nm处测定吸光度，计算总黄酮得率。结果总黄酮得率分别为1.64，1.68，1.59 %，平均值为1.64 %，RSD为2.75 %。总黄酮在干膏中的平均含量为3.84 %。表明该提取工艺稳定可行，重现性较好。
2.2总黄酮的纯化工艺研究
2.2.1 供试品溶液Ⅱ制备 取复方各药材3倍量，共285 g，加6倍量70 %乙醇，回流提取2次，每次0.5 h，合并滤液，减压浓缩至无醇味，再加水定容至1000 mL，即得供试品溶液。

2.2.2 聚酰胺的预处理[7] 取聚酰胺树脂，用蒸馏水浸泡24 h，先用2 BV的2 mol·L-1的氢氧化钠溶液洗涤，以蒸馏水洗至中性，再用2 BV的2 mol·L-1的盐酸溶液洗涤，以蒸馏水洗至中性，再用95 %乙醇洗涤，检查流出的乙醇液，至乙醇液与水混合( 1∶5)无白色浑浊为止，最后洗至无醇味，备用。
2.2.3 pH值对聚酰胺静态吸附性能的影响 分别取pH值为4.0，5.0，6.0，7.0，8.0，9.0的供试品溶液Ⅱ20 mL，置具塞三角瓶中，加入已处理好的聚酰胺2 g，室温下放置24 h，不时振摇，吸附饱和后，精密吸取1 mL上清液置25 mL量瓶中，按照标准曲线的制备方法进行制备，在506 nm处测定吸光度，计算总黄酮的吸附率[8]，以此确定最佳pH值。以样品pH值为横坐标，聚酰胺对总黄酮的吸附率为纵坐标作图，绘制吸附曲线，结果当pH=6时，聚酰胺对总黄酮的吸附率最大，故选择最佳pH值为6。见图1。
2.2.4 时间对聚酰胺静态吸附性能的影响 取供试品溶液Ⅱ20 mL，置具塞三角瓶中，加入已处理好的聚酰胺2 g，分别在室温下静态吸附0.5，1.0，1.5，2.0，2.5，3.0，3.5，4.0，4.5，5.0，5.5，6.0 h后，精密吸取1 mL上清液置25 mL量瓶中，按照标准曲线的制备方法进行制备，在506 nm处测定总黄酮的吸光度，计算总黄酮的吸附率，以此确定最佳吸附时间。以吸附时间为横坐标，聚酰胺对总黄酮的吸附率为纵坐标，绘制吸附曲线，结果当到达1.5 h时聚酰胺对总黄酮的吸附基本饱和，故选择最佳吸附时间为1.5 h。见图2。
2.2.5 温度对聚酰胺静态吸附性能的影响 取供试品溶液Ⅱ20mL，置具塞三角瓶中，加入已处理好的聚酰胺2 g，分别置于20，25，35，45，55 ℃环境条件下进行恒温吸附1.5 h，不时振摇，吸附饱和后，精密吸取1 mL上清液置25 mL量瓶中，按照标准曲线的制备方法进行制备，在506 nm处测定总黄酮的吸光度，计算总黄酮的吸附率，以此确定最佳吸附温度。以温度为横坐标，聚酰胺对总黄酮的吸附率为纵坐标作图，绘制吸附曲线，结果当温度为20 ℃时，聚酰胺对总黄酮的吸附率最高，故选择最佳的吸附温度为20 ℃。见图3。
2.2.6上样量对聚酰胺静态吸附性能的影响 取供试品溶液Ⅱ6，8，10，12，15，20，25，30 mL，分别置具塞三角瓶中，加入已处理好的聚酰胺2 g，20 ℃静态吸附1.5 h，不时振摇，吸附饱和后，精密吸取1 mL上清液置25 mL量瓶中，按照标准曲线的制备方法进行制备，在506 nm处测定总黄酮的吸光度，计算总黄酮的吸附率，以此确定最佳上样量。以上样量为横坐标，聚酰胺对总黄酮的吸附率为纵坐标，绘制吸附曲线，结果当上样量为8 mL时，聚酰胺对总黄酮的吸附率最大，故选择最佳的上样量为浓度为6.28 mg ·mL-1的供试品溶液8 mL。见图4。
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2.2.7 上样流速对聚酰胺动态吸附性能的影响准确称取处理好的聚酰胺5 g，加入内径为1.0 cm的色谱柱中，进行湿法装柱。取供试品溶液Ⅱ20 mL加入聚酰胺色谱柱中，以不同流速（0.5，1.0，1.5，2.0，2.5 mL·min-1）进行上柱吸附，收集流出液，精密吸取10 mL置25 mL量瓶中，按照标准曲线的制备方法进行制备，在506 nm处测定总黄酮的吸光度，计算总黄酮的吸附率，以此确定最佳上样流速。以上样流速为横坐标，聚酰胺对总黄酮的吸附率为纵坐标作图，绘制吸附曲线，结果当流速为1.0 mL·min-1时，聚酰胺对总黄酮的吸附率最高，故选择最佳流速为1.0 mL·min-1。见图5。
2.2.8 乙醇浓度对聚酰胺动态吸附性能的影响 准确称取处理好的聚酰胺5 g，加入内径为1.0 cm的色谱柱中，进行湿法装柱。取供试品溶液Ⅱ20 mL加入聚酰胺色谱柱中，以1.0 mL·min-1的流速进行动态吸附，吸附完全后，用水洗至流出液无色，再分别用10，30，50，70，90 %的乙醇液各3 BV进行洗脱，收集洗脱液，精密吸取1 mL置25 mL量瓶中，按照标准曲线的制备方法进行制备，在506 nm处测定总黄酮的吸光度，计算总黄酮的解吸率[8]。以乙醇浓度为横坐标，解吸率为纵坐标作图，绘制洗脱曲线，结果当乙醇浓度为90 %时，总黄酮的解析率最高，故选择最佳的乙醇洗脱浓度为90 %。见图6。
2.2.9 洗脱剂体积对聚酰胺动态吸附性能的影响 准确称取处理好的聚酰胺5 g，加入内径为1.0 cm的色谱柱中，进行湿法装柱。取供试品溶液Ⅱ20 mL加入聚酰胺色谱柱中，以1.0 mL·min-1的流速进行动态吸附，吸附完全后，用水洗至流出液无色，再用90 %乙醇洗脱。洗脱液每10 mL收集一管，精密吸取1 mL置于25 mL量瓶中，按照标准曲线的制备方法进行制备，在506 nm处测定总黄酮的吸光度，计算总黄酮的解吸率。以洗脱液体积为横坐标，总黄酮的解吸率为纵坐标，绘制洗脱曲线，确定最佳洗脱剂体积，结果当洗脱液体积达到100 mL时，聚酰胺中的总黄酮已经基本洗脱干净，所以最佳的洗脱液体积为100 mL。见图7。




2.2.10 工艺验证 准确称取处理好的聚酰胺5 g，加入内径为1.0 cm的色谱柱中，进行湿法装柱。取供试品溶液Ⅱ20 mL加入聚酰胺色谱柱中，以1.0 mL·min-1的流速进行动态吸附，吸附完全后，用水洗至流出液无色，再用90 %乙醇100 mL进行洗脱，收集洗脱液，回收乙醇，减压干燥。取干膏适量，测定其中总黄酮含量。结果干膏中总黄酮含量分别为16.95，16.30，17.58 %，平均值为16.94 %，RSD为3.78 %。表明该纯化工艺稳定可行，重现性较好。
3讨论
在芪元颗粒总黄酮提取工艺研究中，首先进行了单因素考察，选择了对总黄酮得率影响较大的乙醇浓度、溶剂量、提取时间和提取次数作为正交试验的考察因素，为正交试验的进行提供了科学依据。
本研究对芦丁对照品溶液、供试品溶液和空白对照溶液于200～700 nm波长处进行全波长扫描，结果对照品溶液和供试品溶液在506 nm 处均有最大吸收，故选择506 nm作为测定波长。
聚酰胺是分离纯化黄酮类化合物常用的材料，而不同型号的聚酰胺对总黄酮化合物的吸附率和解吸率有所差异，本研究通过比较30～ 60目、60～80目、100～200目3种聚酰胺，得出60～80目的聚酰胺吸附和解吸效果最好，并结合大量的文献报道[9-13]，最终采用60～80目的聚酰胺进行实验探索。
在芪元颗粒的乙醇提取物中，总黄酮含量为3.84 %，经过聚酰胺柱色谱纯化后，纯度达到了16.94%，提高了4.41 倍，说明聚酰胺的纯化效果很好。但是本课题希望能够得到总黄酮有效部位，以目前的纯度还达不到要求，需要采用聚酰胺反复纯化或聚酰胺和大孔树脂联合纯化，在尽可能减少总黄酮成分损失的情况下，最大程度的提高总黄酮的纯度，以用于后续药效学实验的研究，为芪元颗粒有效部位新药的研发打下坚实的基础。
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图1 pH值对聚酰胺静态吸附性能的影响


Figure 1 Effect of pH value on the static adsorption properties of polyamide





图2 时间对聚酰胺静态吸附性能的影响


Figure 2 Effect of time on the static adsorption properties of polyamide








图4 上样量对聚酰胺静态吸附性能的影响


Figure4 Effect of sample size on the static adsorption properties of polyamide








图3 温度对聚酰胺静态吸附性能的影响


Figure 3 Effect of temperature on the static adsorption properties of polyamide








图6 乙醇浓度对聚酰胺动态吸附性能的影响


Fig ure 6 Effect of ethanol concentration on the dynamic adsorption properties of polyamide








图5 上样流速对聚酰胺动态吸附性能的影响


Fig ure5 Effect of sample flow rate on the dynamic adsorption properties of polyamide








图7 洗脱剂体积对聚酰胺动态吸附性能的影响


Fig ure 7 Effect of elution volume on the dynamic adsorption properties of polyamide











