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正交试验优化梓醇的微波辅助提取工艺 *
张秀丽 1 于德红 2 刘德胜 1 张 静 1

（1滨州医学院药学院 山东烟台 264003；2河北联合大学药学院 河北唐山 063000）

摘要 目的：通过正交实验优选了地黄中梓醇的微波提取工艺。方法：以地黄粗提液中梓醇含量为指标，HPLC为含量测定方法，
采用正交实验法，选取乙醇浓度(A)、料液比(B)、提取时间(C)和提取次数(D)4个因素，每个因素选取 3个水平进行实验，确定了最
佳提取工艺。结果：研究结果表明乙醇浓度为 60 %，料液比为 4，微波提取 3次，每次 3 min为梓醇的最佳提取工艺。结论：微波辅
助提取地黄中梓醇效率高，提取完全，方法可行。
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ABSTRACT Objective: To optimize the microwave assisted extraction technology of catalpol from Rehmannia glutinosa Libosch.

Methods: The content of catalpol in the extract was determined by high performance liquid chromatography (HPLC). The orthogonal test
table L9(34) was used with the factors of concentration of ethanol(A), ratio of solvent to material(B), extracting time(C) and extracting
times (D). Results: According to the results of the test, the optimum extraction conditions for catalpol were 60 % ethanol, material to
liquid phase 4 w/v, 3 minutes and 3 times extraction. Conclusions: The extraction rate of catalpol is high and steady by this technology,
which provides new evidence for further utilization.
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前言

地黄是常用的补益中药，为玄参科植物地黄(Rehmannia
glutinosa Libosch)的新鲜根茎或干燥块根，在临床上应用极为
广泛，对免疫、血液、内分泌、心脑血管、神经系统及抗菌、抗炎
等方面均有一定的作用[1]。现代药理学实验发现其主要的活性
组分为环烯醚萜苷类和地黄糖类。梓醇是地黄中含量最高的的
环烯醚萜苷类，属于环氧醚型单萜类化合物。梓醇具有很多生
物学活性，如降血糖、保护肝脏、抗微生物、止痛、抗肿瘤等，最
近研究发现梓醇可能通过抗氧化、抗凋亡、抗炎，提高神经可塑
性等多方面机制发挥神经保护作用，可能是潜在的治疗神经退

行性疾病的药物，因此有必要开发出简单有效的梓醇制备工

艺[2-7]。
梓醇在地黄中的含量较低，且化学性质不稳定，遇热易分

解，对酸敏感，稳定性较差，富集足量供质量控制或药理研究较

为困难[8]。微波提取技术自 1986年首次报道应用于天然产物化
学成分提取以来，在食品、环境和天然产物等领域得到了广泛
的应用[9-12]。微波辅助提取法以其提取时间短、提取效率高、溶

剂用量少等优点日益受到重视。本研究以地黄中的梓醇为检测
指标，采用 HPLC检测法，设计正交试验，考察微波辅助提取梓
醇的可行性。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器
Agilent 1100高效液相色谱仪（G1311A四元泵、G1322A
在线脱气机、G1316A柱温箱、DAD检测器，Agilent 化学工作
站）；纯水仪（美国 Millipore公司）；Mettler AE-240电子天平
（瑞士）；RE52cs型旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）；SHZ-D
循环水式真空泵（郑州市长虹仪表仪器厂）；微波炉（LG，韩
国）。乙腈为色谱纯；冰醋酸为分析纯；水为双蒸水。地黄药材购
于辽宁义县农科所，经鉴定为玄参科植物地黄（Rehmannia
glutinosa Libosch）的块茎。梓醇标准品购于中国药品生物制品
检定所。
1.2 实验过程
1.2.1 药材中梓醇含量的测定 地黄鲜药材 5.0 g，匀浆，用 20
mL甲醇作提取剂提取三次，每次浸取 24小时，合并提取液。过
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滤后定容至 100 mL，测定梓醇的浓度，计算药材中梓醇的含
量。
1.2.2 不同提取溶剂对梓醇提取率的影响 取鲜地黄 5.0 g，研
碎，分别以 100 mL甲醇、20、40、60、80、95% 的乙醇作提取
剂，冷浸 72 h，测定梓醇的浓度，分析不同溶剂对梓醇的提取率
的影响，梓醇的提取率定义如下公式：

梓醇的提取率 =提取液中梓酸的质量
药材的干重

×100%

1.2.3 不同料液比对梓醇提取率的影响 各取鲜地黄 5 g，分别
加 20 mL(1:4)、40 mL(1:8)、60 mL(1:12)、80 mL(1:16)、100 mL(1:
20)、120 mL(1:24)的溶媒，常温浸泡 48小时，定容至 100 mL，
经 0.22 μm微孔滤膜过滤，HPLC检测梓醇含量。

1.2.4 传统冷浸提取工艺 准确称取 5克鲜地黄，研碎后置于
三角瓶中，加入 100%的甲醇溶液 100 mL，浸泡，记录此时时间
点。分别在 1 h、3 h、6 h、12 h、24 h、36 h、48 h、60 h、72 h取样，
经 0.22 μm微孔滤膜过滤，HPLC检测梓醇含量。
1.2.5 微波提取工艺 为确定地黄的微波辅助提取工艺，以梓
醇为指标，采用 L9(34)正交表进行提取工艺的优化。取鲜地黄 5
g，以不同浓度乙醇为溶剂，平行操作条件下，分别按正交试验
设计（表 1）进行微波提取（分次进行，每次在沸腾前取出后放
冷，直至达累计微波辐射时间），合并提取液并定容至 100 mL，
以 0.22 μm微孔滤膜过滤得 1-9 号样品液，重复实验三次。
HPLC检测所得提取液中梓醇的含量，筛选最佳的提取工艺。

2.2 梓醇标准曲线的绘制
精密配制梓醇对照品溶液 1 mg/mL（甲醇溶液，下同），在
上述色谱条件下，分别进样 2 μL、4 μL、6 μL、8 μL、10 μL，测
其峰面积。分别将其峰面积(y)对梓醇的质量(x)进行线性回归，
回归方程为 y=182613x+496.87，R=0.9937。结果表明：梓醇的进
样量在 0.002-0.01 mg 范围内与其色谱峰面积呈良好线性关
系，可用外标两点法计算含量。
2.3 HPLC方法精密度、重复性试验及加样回收率
精确吸取梓醇(浓度为 1 mg/mL)对照品溶液 10 μL，重复
进样 5次，记录峰面积，得梓醇的 RSD为 0.5 % (n=5)，表明该
法的精密度良好。对照品溶液配置后分别在 0 h、2 h、4 h、8 h、
12 h、24 h进样测定，其峰面积的 RSD均在 1.0 %以内，表明梓

醇在 24 h内稳定。
精确吸取已知浓度地黄粗提液 1 mL于 5 mL容量瓶中，精

确加入梓醇对照品溶液 (梓醇浓度为 1 mg/mL)1 mL，甲醇定
容，进样 10 μL测定，计算梓醇的加样回收率为 97.6 %(RSD=
1.27%，n=5)。三项实验说明用 HPLC方法测量梓醇含量准确、
可靠。
2.4 药材中梓醇的含量
药材中梓醇的含量见表 2。梓醇是地黄中含量最高的环烯
醚萜单糖苷，为地黄的主要有效成分之一，在鲜地黄中含量较

高，达到 1.0 %左右，但由于性质不稳定，在加工炮制过程中梓
醇容易分解。从表 2中可知，本实验中地黄药材中梓醇的平均
含量为 0.95 %。

表 1 两组治疗情况比较
Table 1 The comparison of therapeutic condition in two groups

4

5

6

2 min

3 min

4 min

1

2

3

Lever

1

2

3

40 % ethanol

60 % ethanol

80 % ethanol

Ratio of solvent to material(B) Extracting time(C) Extracting times(D)

Factors

Concentration of ethanol(A)

2 结果

2.1 色谱条件
大连依特利 ODS-2柱 (4.6×250 mm，5 μm)；柱温为 30

℃；检测波长 210 nm；流速 0.8 mL/min；进样量 10 μL；流动相
乙腈: 水 =0.3:99.7（v/v）；在此条件下梓醇的保留时间为 12.3
min，并和其它物质峰分开，达到理想的分离效果，见图 1。

图 1 地黄乙醇提取液的液相色谱图
Fig.1 High performance liquid chromatogram of the alcohol extract from Rehmannia glutinosa Libosch
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2.5 不同溶剂对梓醇提取率的影响
不同溶剂对梓醇的提取率的影响见图 2。从图 2可知，梓
醇在甲醇中提取率最高。在不同浓度的乙醇中提取率变化较
大，随着乙醇浓度的增加梓醇的提取率先增大后减小，当乙醇

浓度为 60%时，梓醇的提取率最高，在 95%乙醇中溶出的效果
最差。因此，宜用甲醇或 60%乙醇作为提取剂。

2.6 料液比对梓醇提取率的影响
料液比对梓醇提取率的影响见图 3。从图 3可知，不同料
液比提取梓醇含量差别较小，但是随着料液比增大，梓醇提取

量也有所提高，当料液比为 1:20时，梓醇的提取率最高。考虑
经济成本和后续处理工艺，在后续的实验中选择料液比时，应

选择 8-20倍之间。

2.7 传统冷浸提取工艺结果
采用传统室温浸提的方法，当浸取 12 h后，梓醇的提取率

会有一个较大提升，当浸取到 60 h时，梓醇提取率达到最大
0.92 %，再增加提取时间对梓醇的提取量影响不大（图 4）。

2.8 梓醇微波提取的正交设计结果
根据正交表的设计进行实验，结果如表 2所示：在提取的

4个因素中乙醇用量为最重要因素(R为 2.20)，其次为乙醇浓
度(R为 0.45)，最佳工艺为 A2B1C2D3，即：60 %乙醇，4倍量溶
剂，时间 3 min，提取三次即可。

表 2 药材中梓醇的含量
Table 2 Content of catalpol in Rehmannia

NO. Peak area Catalpol content in the crude drug（%） Average content（%）

1

2

3

4

5

1331.33

1340.42

1332.18

1380.04

1426.11

0.9139

0.9239

0.9148

0.9673

0.0177

0.9475±0.0449

图 2 不同溶剂对梓醇提取率的影响
Fig.2 Effect of diffreent solvent on percentage extraction of catalpol (n=3)

图 3 料液比对梓醇提取率的影响
Fig.3 Effect of ratio of solid to liquid on percentage extraction of catalpol

(n=3)

图 4 冷浸提取方法下提取时间对梓醇提取率的影响
Fig.4 Effects of extration time on percentage extraction of catalpol by the

method of extraction at room temperature (n=3)

表 3 正交试验结果分析
Table 3 Orthogonal test and results

Test

number
A B C D

Catalpol

extraction ratio

1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

Rj

1

1

1

2

2

2

3

3

3

1.21

1.60

1.66

0.45

1

2

3

1

2

3

1

2

3

2.73

1.22

0.53

2.20

1

2

3

2

3

1

3

1

2

1.59

1.51

1.38

0.21

1

2

3

3

1

2

2

3

1

1.59

1.27

1.62

0.35

0.8814

0.2441

0.0865

0.9941

0.4378

0.1727

0.8518

0.5389

0.2718

3489· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.12 NO.18 JUN.2012

3 讨论

目前微波提取技术在中药有效成分的提取、中药制剂的干
燥灭菌等方面应用广泛，并体现出它的特点和优势，如从绿茶

中提取茶多酚[13]，从丹参中提取丹参酮[14]，从卫矛茎中提取芦丁

和槲皮素[15]。微波具有能量集中、穿透力强、选择性高、加热效
率高等特点，而且具有节能、省时、方便、卫生等优点。由本文实
验可知，微波辅助提取三次，每次 4分钟就能将地黄中梓醇提
取完全，提取率达到 0.99%，而传统的冷浸提取方法需要 60小
时才能将梓醇提取完全，提取率达到 0.92%。这些结果表明微
波的提取效率高，而且提取时间短。这是由于微波加热方式为
选择性加热，能使植物细胞中的水分或有机溶剂迅速升温升

压，细胞壁穿孔，使成分从细胞中溶出。这与传统提取方法依靠
细胞内外溶液的浓度差与渗透压差使药物成分透过细胞壁半

透膜溶出的方式不同，具有高选择性、高效率等优点，应用于中
药提取具有广阔的前景[16-18]。
梓醇是地黄中的主要成分，常用来鉴定地黄品质的优劣。
以往研究表明梓醇具有很多生物学活性，如降血糖、保护肝脏、
抗炎、止痛、抗肿瘤等。最新研究表明梓醇可以抑制由过氧化氢
(H2O2)和神经毒 1-甲基 -4-苯基吡啶(MPP+)诱导的 PC12细胞
和原代培养神经元损伤的作用。动物实验表明梓醇能抑制
MPTP诱导的帕金森（PD）模型小鼠中脑多巴胺能神经元数目
和多巴胺含量的降低，抑制脑内 GSH水平的降低。此外，梓醇
能减轻沙土鼠脑缺血再灌注造成的损伤，有效减少神经元死

亡，降低脑梗死，改善缺血动物学习记忆能力。这些实验证实了
梓醇的神经保护活性[2-7,19,20]，提示其可能是抗衰老、治疗神经退
行性疾病的理想天然药物。因此，简单高效的梓醇提取工艺对
于梓醇的药物开发迫在眉睫。而相对于传统的浸提工艺，微波
辅助提取在提取效率上具有明显优势。
综上所述，本文主要考察了地黄中梓醇的微波提取工艺。
结果表明微波提取法可以有效地提取梓醇，60%乙醇，4倍量溶
剂，时间 3 min，提取三次的条件下即可将梓醇提取比较完全，
该提取方法具有简便、快捷、高效的优点。本实验室在后期制备
梓醇过程中，采用了微波辅助提取和冷浸提取两种方法，冷浸

提取方法操作简单，对设备要求低，处理量较大，而微波辅助提

取在操作时间上具有明显的优势，可以缩短梓醇制备时间。
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乙型病毒性肝炎患者治疗前后 T细胞亚群的对比观察可见，6
例无明显疗效者，其治疗前后 T细胞各亚群比例无明显变化，
CD8+T细胞比例始终处于较高水平。28例病情好转者，其 CD3+、
CD4+T细胞比例及 CD4+/CD8+值与治疗前相比有显著提高（P<0.
05），趋近于正常值，此外 CD8+T细胞比例也有显著下降（P<0.
01）。后期随访证实，患者恢复良好，AST、ALT等肝功指标恢复
正常。综合本实验结果来看，外周血 T细胞亚群的比例变化，可
在一定程度上用于评估急性病毒性肝炎的疗效。检测急性甲、
乙型病毒性肝炎患者 T细胞亚群的变化将有助于监控病情进
展以及调整治疗方案。
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