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  [ 摘要]  目的: 优选当归的最佳提取工艺。方法: 分别以阿魏酸和当归多糖为指标, 采用正交试验法, 以 L9( 34 ) 正交表安

排试验, 对提取过程中的加水量( A) 、提取时间( B) 、提取次数( C) 和醇沉浓度 ( D) 4 个因素进行优选研究。结果: 以阿魏酸和

多糖得率为考察指标的最优提取工艺为加 10 倍量水, 提取时间为 1. 5 h, 提取 3 次, 80% 乙醇醇沉。结论: 按照筛选最佳提取工

艺验证, 提取效率最高, 此提取工艺可行。
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  当归药用部位为伞形科植物当归 Aaugellica

sinensis( Oliv) Diels. 的根, 具有补血活血、调经止痛

的功效。当归药用历史悠久, 历代本草均有记载, 始

记于《神农本草经》谓之“当归味温, 主呃逆上气”被

列为中品。有补血活血、调经止痛、润肠通便之功,

为医家常用, 素有“十方九归”之称, 主要有效成分

为阿魏酸和当归多糖, 当归多糖有补血作用, 增强免

疫功能, 促进造血功能, 促进凝血和血小板聚集作

用, 还有抗肿瘤、抗辐射损伤、镇痛和抗氧化作用; 阿

魏酸有抗氧化和清除自由基作用, 降压、防治冠心

病、抗菌和抗病毒、抗突变和防癌作用。

1 仪器与试药

HP8453 紫外-可见分光光度计( 美国惠普) , LC-

6A 高效液相色谱仪 ( 日本岛津) , BT124S 电子天平

( 北京赛多利斯仪器系统有限公司 ) , 旋转蒸发仪

( 上海亚荣生化仪器厂) 。

当归( 产于甘肃, 批号 08062607) , 葡萄糖 ( 分析

纯, 批号 080522, 上海化学试剂分装厂) , 阿魏酸( 中

国药品生物制品鉴定所, 批号 08161805A) , 甲醇( 色

谱纯, 分析纯) , 乙醚、丙酮、硫酸、苯酚、冰乙酸、无水

乙醇、三乙胺均为分析纯。

2 方法与结果

2.1 HPLC 法测定阿魏酸的含量

2.1.1 色谱条件  流动相甲醇-水-冰乙酸-三乙胺

( 30∶70∶0. 5∶0. 1) ; 检测波长 320 nm; 柱温 30 ℃; 色

谱柱 Hypersil C18 ( 4. 6 mm×250 mm, 5 μm) ; 进样量

20 μL。在该色谱条件下, 样品中阿魏酸与其他峰能

够达到基线分离, 保留时间在 11 min 左右。对照品

与样品的 HPLC 图见图 1。

图 1 阿魏酸对照品 ( A) 与样品 ( B) 的 HPLC

2.1.2 对照品溶液的制备  精密称定阿魏酸对照

品 0. 0108 g, 加 70% 甲醇溶解, 并稀释定容于 50 mL

棕色量瓶中, 得浓度为 0. 216 mg·mL
- 1
的对照液。

从中精密移取 1. 5 mL 至 50 mL棕色量瓶中, 加 70%

甲醇稀释至刻度, 得浓度为 6. 48 μg·mL
- 1
的阿魏

酸对照液。

2.1.3 供试品溶液的制备 称取当归饮片 20 g, 粉

碎, 按正交试验提取后, 水提液浓缩至含生药量 0. 5

g·mL
- 1

( 即浓缩至 40 mL) , 按正交方案醇沉, 静

置, 过滤, 滤饼依次用无水乙醇、乙醚、丙酮洗涤, 50

℃烘干, 称重, 得当归多糖量; 滤液浓缩回收乙醇, 浓

缩至 30 mL, 加甲醇定容于 100 mL 棕色量瓶中, 精

密移取 1. 0 mL 于 25 mL 量瓶中, 加 70% 稀释并定

容, 取少量用 0. 45 μm微孔滤膜滤过, 取续滤液。

2.1.4 线性关系考察  从 0. 216 mg·mL - 1
的阿魏

酸对照液中分别精密移取 0. 1, 0. 2, 0. 3, 0. 4, 0. 5,

0. 6, 0. 7 mL 于 7 个 25 mL量瓶中, 加 70% 甲醇稀释
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至刻 度, 得 浓 度 为 0. 864, 1. 728, 2. 592, 3. 456,

4. 320, 5. 184, 6. 048 μg·mL
- 1
的阿魏酸标准溶液。

按上述色谱条件分别进样 20 μL, 测得峰面积。以

标准溶液浓度为横坐标( X) , 峰面积为纵坐标( Y) 绘

制标准曲线, 其回归方程为 Y = 40 920X + 4 182. 7, r

= 0. 999 9。结果表明, 阿魏酸在 0. 864 ～6. 048 μg

·mL - 1
线性关系良好。

2.1.5 稳定性考察  精密吸取对照品溶液 20 μL,

分别于 0, 1, 2, 3, 4, 5, 24 h 进样, 相对峰面积 RSD 为

0. 72% , 表明稳定性良好。

2.1.6 精密度考察  吸取对照品溶液 20 μL, 在所

选色谱条件下连续进样 6 次, 相对峰面积 RSD 为

0. 33% , 表明精密度良好。

2.1.7 回收率考察  分别从实验提取的阿魏酸中

精密移取 0. 5 mL于 6 个 25 mL量瓶中, 加 0. 216 mg

·mL
- 1
的阿魏酸对照液 0. 5 mL, 加 70% 甲醇稀释至

刻度。测定含量, 计算回收率, 结果表明, 平均回收

率 99. 97% , RSD 0. 32% 。

2.1.7 样品测定 将供试品溶液, 在上述色谱条件

下依次进样 20 μL, 每个样品测 2 次, 记录峰面积, 求

平均值, 计算阿魏酸的质量浓度, 根据样品测定结

果, 计算阿魏酸的质量分数及得率。

2.2 紫外-可见分光光度法测定当归多糖的含量

2.2.1 葡萄糖对照液的配制 精密称定 105℃干燥

至恒重的葡萄糖 0. 0524 g 置 100 mL量瓶中, 加蒸馏

水溶解并稀释至刻度, 摇匀, 得质量浓度为 0. 524 mg

·mL - 1
的葡萄糖对照液。

2.2.2 当归多糖供试液的制备 精密称取当归多

糖约 50 mg, 加蒸馏水溶解, 并定容于 100 mL 量瓶

中; 从中精密移取 10 mL于 50 mL量瓶中, 加蒸馏水

稀释至刻度, 得样品溶液。

2.2.3 苯酚-硫酸法
[ 1]

 精密移取 2 mL 于 25 mL

量瓶中, 分别加入 5% 苯酚试液 1. 0 mL, 浓硫酸 7. 0

mL, 混匀。沸水浴 30 min, 取出后冰水浴 15 min。

2.2.4 线性关系考察  从 0. 524 mg·mL - 1
的葡萄

糖对照液中精密移取 1. 0, 2. 0, 3. 0, 4. 0, 5. 0, 6. 0 mL

溶液于 6 个 50 mL 量瓶中, 加蒸馏水稀释至刻度, 得

浓 度 为 0. 010 48, 0. 020 96, 0. 031 44, 0. 041 92,

0. 052 40, 0. 062 88 mg·mL - 1
的葡萄糖标准液。按

3. 2. 1 项下 ( 3) 操作, 并用蒸馏水制空白 1 份。在

485 nm处测其吸光度, 绘制标准曲线。得回归方

程: C = 1. 688 7 ×10
- 2

A - 1. 185 8 ×10
- 4

, R =

0. 999 5, 结果表明, 葡萄糖在0. 002 096 ～0. 012 576

mg·mL
- 1
线性关系良好。

2.2.5 最大吸收波长的确定  取0. 010 48 mg·

mL
- 1
葡萄糖标准液 和当归多糖供试品 溶液, 按

2.2.3项下操作, 在 200 ～600 nm处测其吸光度, 结

果得到葡萄糖标准液的最大吸收波长在 487 nm, 而

当归多糖样品溶液的最大吸收波长在 482 nm。二

者最大吸收波长不一样, 但在 485 nm 均有较大吸

收, 故取 485 nm为测定波长。

2.2.6 稳定性考察 取0. 041 92 mg·mL
- 1
葡萄糖

标准液和当归多糖供试品溶液, 按 2.2. 3项下操作,

在 485 nm处测其吸光度, 前 60 min 每隔 10 min 测

一次, 后 60 min 每隔 20 min 测一次, 结果葡萄糖标

准液吸光度测定值 RSD 为 0. 28% , 当归多糖样品液

吸光度测定值 RSD 为 0. 56% , 表明测定值在 120

min内保持稳定。

2.2.7 精密度考察 取0. 041 92 mg·mL - 1
葡萄糖

标准液, 按 2.2.3项下操作, 共 6 份, 在 485 nm处测

其吸光度, RSD 为 1. 4% , 结果表明精密度良好。

2.2.8 回收率考察  分别精密移取实验 4 提取的

当归多糖样品溶液 3. 0 mL于 6 个 25 mL量瓶中, 再

精密移取 0. 524 mg·mL
- 1
的葡萄糖对照液 2. 0 mL

于其中, 加蒸馏水稀释并定容, 按 2. 2.3 项下操作,

结果平均回收率 102. 2% , RSD 1. 6% 。

2.2.9 样品测定  取 9 个实验提取的当归多糖样

品按 2.2.3项下操作, 485 nm处测吸光度, 根据标准

曲线得到浓度, 根据样品测定结果计算当归多糖的

质量分数 ( 质量分数 = C ×5 ×5 ×100 /称样量 ×

100% ) 和得率( 得率 =质量分数 ×沉淀质量 /生药投

量 ×100% ) 。

2.3 正交试验 以阿魏酸和当归多糖得率为指标,

考察加水量、提取时间、提取次数及醇沉浓度 4 个因

素, 每份样品 20 g, 9 份, 以 L9 ( 34 ) 正交表进行试验,

因素水平见表 1, 结果见表 2。

表 1 因素水平表

水平
A

加水量 /倍

B

提取时间 /h

C

提取次数

D

醇沉浓度 /%

1 6 1 1 60

2 8 1. 5 2 70

3 10 2 3 80
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表 2 正交试验结果 %

No 阿魏酸 当归多糖

1 0. 021 1. 30

2 0. 040 5. 58

3 0. 042 8. 69

4 0. 049 6. 06

5 0. 055 3. 77

6 0. 033 2. 91

7 0. 060 4. 88

8 0. 036 3. 27

9 0. 052 3. 46

  通过极差分析, 因素 B 对阿魏酸及多糖提取的

影响均最小, 故以 B 因素为误差项, 分别对阿魏酸和

当归多糖得率进行方差分析估算, 结果见表 3、表 4。
表 3 阿魏酸得率方差分析

方差来源 SS f MS F P

A 3. 67 ×10 - 4 2 1. 83 ×10 - 4 127. 00 < 0. 01

C 8. 16 ×10 - 4 2 4. 08 ×10 - 4 282. 54 < 0. 01

D 6. 9 ×10 - 6 2 3. 4 ×10 - 6 2. 38

B( 误差 ) 2. 9 ×10 - 6 2 1. 4 ×10 - 6

  注 : F1 - 0. 01 ( 2, 2) = 99. 0 ;  F1 - 0. 05 ( 2, 2) = 19. 0

表 4 当归多糖得率方差分析

方差来源 SS f MS F P

A 2. 77 2 1. 39 1. 78

C 17. 81 2 8. 91 11. 41

D 15. 01 2 7. 51 9. 62

B( 误差 ) 1. 56 2 0. 78

  注 : F1 - 0. 05 ( 2, 2) = 19. 0

由方差分析发现, 因素 A, C 对阿魏酸提取影响

大, 而因素 C, D 对当归多糖提取影响大, 要使二者

提取效率都高, 确定最优工艺为 A3 B2 C3 D3 , 即加 10

倍量的水, 提取 1. 5 h, 提取 3 次, 80% 乙醇醇沉。

2.4 工艺验证试验 称取当归药材 20 g 各 5 份, 以

A3 B2 C3 D3 工艺条件进行提取, 得阿魏酸和当归多糖

并测定其含量。结果提示本正交试验优选的工艺条

件稳定、可靠、较理想, 见表 5。

4 讨论

到目前为止, 已发现当归化学成分有有机酸类、

挥发油、多糖、香豆素类、黄酮类、氨基酸等。其中,

主要有效成分是当归多糖和有机酸中的阿魏酸。因

为阿魏酸在醇中溶解度大, 可溶于热水, 微溶于冷

水, 对当归中 阿魏酸 的提取 多为 不同浓 度的醇

     表 5 工艺验证试验结果

No
阿魏酸 当归多糖

含量 /mg 得率 / % 含量 /g 得率 /%

1 11. 2862 0. 056 1. 670 8. 35

2 11. 5898 0. 058 1. 710 8. 55

3 11. 1944 0. 056 1. 638 8. 19

4 11. 3981 0. 057 1. 684 8. 42

5 11. 0483 0. 055 1. 674 8. 37

珋x ±s
11. 30336

±0. 2051

0. 0564

±0. 0011

1. 6752

±0. 0260

8. 376

±0. 1299

RSD/% 1. 8 2. 0 1. 1 1. 6

提
[ 2 -3 ]

, 也有水提
[ 4 -5 ]

, 超声提取法
[ 6]

和微波法提取

法
[ 7 ]

等; 而当归多糖水溶性好, 不溶于醇, 目前一般

采用沸水回流提取
[ 8 ]

和恒温水浴提取
[ 9 ]

的方法。以

上研究均以阿魏酸和当归多糖中两者之一为考核指

标, 然而阿魏酸和当归多糖都是药理活性成分, 只提

取一种成分, 药材利用率低, 造成浪费。故本实验采

用水提法将阿魏酸和当归多糖一并提取, 醇沉法将

二者分离, 分别以阿魏酸和当归多糖为指标, 采用 L9

( 3
4
) 正交试验设计系统, 考察加水量、提取时间、提

取次数及醇沉浓度对这 2 种成分得率的影响, 优选

出最佳提取工艺。

据目前文献报道, 阿魏酸多用高效液相色谱法

测定含量
[ 1 0-1 2]

。由于阿魏酸见光易分解, 故用棕色

容量瓶避光保存, 在流动相中加入冰乙酸以抑制其

分解。为了得到良好的分离效果, 实验中考察了多

种流动相比例, 曾用流动相甲醇-水-冰乙酸 ( 40∶60∶

0. 5) , 甲醇-水-冰乙酸( 40∶60∶0. 2) , 甲醇-水-冰乙酸

( 40∶60∶1. 0) , 甲醇-水-冰乙酸 ( 50∶50∶0. 5) , 均未达

到分离目的, 而用甲醇-水-冰乙酸 ( 30∶70∶0. 5) 分离

效果还可以, 但是峰拖尾现象严重, 故加入少量三乙

胺以抑制拖尾。最后采用甲醇-水-冰乙酸-三乙胺

( 30∶70∶0. 5∶0. 1) 为流动相。

由于目前无当归多糖对照品出售, 因而参考文

献报道以葡萄糖为对照品, 采用紫外-可见分光光度

法测定含量, 同时考虑到当归多糖提纯精制过程繁

琐且损耗大, 影响含量测定, 故以粗品进行含量测

定。

当归具有改善心血管系统、保肝利胆、抗炎镇

痛、增强免疫等多种药理作用, 其有效成分当归多糖

和阿魏酸均有较强的药理作用, 优选其有效成分的

提取工艺十分有意义, 可使当归充分合理应用。
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《中国实验方剂学杂志》入编中文核心期刊信息

依据文献计量学的原理和方法, 经研究人员对相关文献的检索、计算和分析, 以及学科专家评审, 《中国

实验方剂学杂志》入编《中文核心期刊要目总览》2008 年版( 即第五版) 之中国医学类的核心期刊。该核心期

刊按《中国图书馆分类法》的学科体系, 列出了 73 个学科的核心期刊表, 并逐一对核心期刊进行了著录。著

录项目包括: 题名、并列题名、主办单位、创刊时间、出版周期、学科分类号、ISSN号、CN号、邮发代号、编辑部

地址、邮政编码、电话、网址、电子邮箱、内容简介等。该研究成果只是一种参考工具书, 主要是为图书情报部

门对中文期刊的评估与订购、为读者导读提供参考。
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