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[摘要]  目的：研究仙茅酚苷类成分的最佳提取方法。方法：以苔黑酚葡萄糖苷，仙茅苷，仙茅素3种酚苷类成分的含量为考察指标，以HPLC进行含量测定，采用正交试验确定仙茅酚苷类成分的最佳提取方法。结果：乙醇浓度、提取时间、提取次数和溶剂用量显著影响仙茅酚苷类成分的提取效率，其中以乙醇浓度的影响最为显著。最佳提取方法为10倍量70%乙醇回流提取3次，每次120分钟。结论：采用本研究方法能够充分提取仙茅的酚苷类化学成分。本研究对于仙茅的开发利用具有重要意义。
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Optimization of extraction process for phenolic glycosides in Rhizoma Curculigins
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[Abstract]  Aim: To optimize the extraction process for phenolic glycosides in Rhizoma Curculigins. Methods: The contents of orcinol glucoside，curculigoside and curculigine A were used as parameter, and determined by HPLC, the extraction conditions of phenolic glycosides in Rhizoma Curculigins were optimized by orthogonal design. Results: The concentration of ethanol, extraction time, times of extracttion and solvent volume signifficantly affected the extraction efficacy of phenolic glycosides in Rhizoma Curculigins, and effects of the ethanol concentration was most significant among the four factors. The optimal extraction process was refluxing twice with 70% ethanol (×10 times) for 120 min. Conclusion: The phenolic glycosides in Rhizoma Curculigins could be adequately extracted by the optimal extraction process, and this study has important significance for the development and explore of the phenolic glycosides in Rhizoma Curculigins
[Key words]  Rhizoma Curculigins; phenolic glycosides; orthogonal test; extraction
仙茅 Curculigo orchioides Gaertn 为石蒜科植物，广泛分布于中国南部、印度、马来西亚和日本等地。在传统中医药中，仙茅的根状茎被用来治疗肾阳不足、阳痿遗精、虚痨内伤和筋骨疼痛等病症。印度医学认为仙茅可治疗痔疮、气喘、黄疸、腹痛和淋病。研究发现仙茅含有酚苷、木脂素、皂苷和黄酮类化合物[1]，提取物对去卵巢雌性幼鼠具有雌激素样活性[2]，能够抑制去卵巢骨质疏松大鼠的骨丢失，防治骨质疏松症[3]。前期研究表明仙茅抗骨质疏松的活性成分为酚苷类成分[4]。按照化学结构，仙茅酚苷类化合物可分为三类，即苯甲酸酯类衍生物，如仙茅苷、仙茅苷B和仙茅苷C；含氯苯酚衍生物，如仙茅素A、B、C和D[5]；苔黑酚苷类，如地衣酚，苔黑酚葡萄糖苷及苔黑酚鼠李糖苷等。本文以仙茅3种酚苷类成分的代表化合物苔黑酚葡萄糖苷、仙茅苷和仙茅素(化学结构式见图1)为考察指标，采用正交试验优化仙茅的提取方法，以为仙茅酚苷类成分的开发利用提供科学的依据。

[image: image1.emf]G


l


c


O


O


H


A




GlcO OH

A

      
[image: image2.emf]H


O


C


H


3


H


3


C


O


O


O


O


G


l


c


O


H


B




H

OCH

3

H

3

CO

O

O

OGlc

OH

B

      
[image: image3.emf]C


l


C


l


C


H


3


O


O


C


H


3


G


l


c


G


l


c


C




Cl Cl

CH

3

O OCH

3

Glc Glc

C


图1 苔黑酚葡萄糖苷、仙茅苷和仙茅素的化学结构式
A.苔黑酚葡萄糖苷；B.仙茅苷；C.仙茅素

Fig.1 Chemical structure of orcinol glucoside，curculigoside and curculigine
A. orcinol glucoside; B. curculigoside; C. curculigine
1 仪器与试药
1.1 仪器  Agilent 1100高效液相色谱仪（美国Agilent公司）；Mettler AE 分析天平；电热恒温水浴锅和电热鼓风干燥箱。
1.2 试药  中药仙茅产地四川宜宾，由第二军医大学张巧艳副教授鉴定为石蒜科植物仙Curculigo orchioides Gaertn.的干燥根茎；仙茅苷购自中国药品生物制品检定所（批号110771-200904，纯度99.6%）；苔黑芬葡萄糖苷购自成都普思生物科技有限公司（PS09041602 纯度>99%）；仙茅素本实验室自制，经面积归一化法测定纯度在99%以上；色谱纯的甲醇（批号096964）、乙腈（批号100751）为fisher公司产品。
2 方法和结果

2.1 苔黑酚葡萄糖苷、仙茅苷和仙茅素的含量测定方法

2.1.1色谱条件  C18色谱柱（ZORBAX SB, 5μm, 4.6×250mm）,保护柱Extend - C18 柱（5µm, 4.6×12.5mm）；检测波长230nm；柱温30℃；进样量20μL；流速1ml/min；以0.1%醋酸水和乙腈为流动相，进行梯度洗脱，洗脱程序见表1。在上述色谱条件下，苔黑酚葡萄糖苷、仙茅苷和仙茅素的保留时间分别为12.880，32.929和34.567min，对照品与供试品色谱图见图2。
表1.梯度洗脱程序

Tab.1 The gradient elution program
	time
(min)
	acetonitrile
（%）
	0.1% acetic acid water
（%）
	flow rate
(ml·min-1)

	0

14
22

40
	6

8

21

21
	94
92

79

79
	1

1

1

1
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图2 苔黑酚葡萄糖苷、仙茅苷和仙茅素对照品（A）和样品（B）的HPLC色谱图

1.苔黑酚葡萄糖苷；2.仙茅苷；3.仙茅素
Fig.2 HPLC chromatograms of orcinol glucoside，curculigoside and curculigine (A) and sample (B)
 1. orcinol glucoside; 2. curculigoside; 3. curculigine
2.1.2 对照品溶液的制备

分别精密称取五氧化二磷减压干燥24小时的苔黑酚葡萄糖苷3880μg, 仙茅苷4800μg和仙茅素740μg置于5ml容量瓶，用20%甲醇超声溶解并定容至刻度，摇匀，配置成每1ml含苔黑酚葡萄糖苷776μg，仙茅苷960μg，仙茅素148μg的对照品储备液。

2.1.3 标准曲线  

精密量取苔黑酚葡萄糖苷、仙茅苷和仙茅素混合对照品储备液，以20%甲醇制备成苔黑酚葡萄糖苷浓度分别为77.6，155.2，310.4，620.8和776.0μg/ml；仙茅苷浓度分别为96.0，192.0， 384.0，768.0和960.0μg/ml；仙茅素浓度分别为14.8，29.6，59.2，118.4和148.0μg/ml的混合对照品系列溶液。各进样20μL,记录各标准对照品的峰面积。以各组分浓度(μg/ml)为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲线。
苔黑酚葡萄糖苷：y =10673x+39.957,r=0.9998，线性范围为77.6-776.0μg/ml；
仙茅苷：y=12831x+209.510,r=0.9990，线性范围为96.0-960.0μg/ml；
仙茅素：y=11236x+0.748,r=0.9999，线性范围为14.8-148.0μg/ml。
2.1.4 供试品溶液的制备

精密称取仙茅药材粉末10g，用20倍量70%乙醇回流提取2次，每次2小时，合并提取液，减压浓缩后，用20%的甲醇定容至100ml容量瓶中，用0.45 µm滤膜过滤，取续滤液作为供试品溶液。
2.1.5 精密度试验

精密吸取苔黑酚葡萄糖苷浓度为350μg/ml，仙茅苷浓度为450μg/ml，仙茅素浓度为60μg/ml的混合对照品溶液，在2.1.1色谱条件下连续进样6次，测定峰面积得苔黑酚葡萄糖苷、仙茅苷和仙茅素的RSD分别为1.74%，1.99%和3.02%，表明高效液相法测定仙茅苔黑酚葡萄糖苷、仙茅苷和仙茅素含量的日内精密度良好；在2.1.1色谱条件下连续5d，分别进样上述对照品溶液,测定峰面积得苔黑酚葡萄糖苷、仙茅苷和仙茅素的RSD分别为1.91%，2.12%和3.43%，表明高效液相法测定仙茅苔黑酚葡萄糖苷、仙茅苷和仙茅素含量的日间精密度良好。
2.1.6 稳定性试验

取仙茅供试品溶液，分别放置0h、2h、4h和8h，在2.1.1色谱条件下测定苔黑酚葡萄糖苷、仙茅苷和仙茅素的峰面积，计算得各化合物的RSD分别为0.407%，1.121%和1.483%，表明样品溶液在8小时内基本稳定。

2.1.7 加样回收率试验
取同一批仙茅样品5份，分别加入不同量的对照品，按样品制备方法操作，测定仙茅各成分的含量，计算苔黑酚葡萄糖苷、仙茅苷和仙茅素的平均回收率分别为101.20%，100.91%和101.13%；RSD分别为1.34%，1.08%和1.71%，表明HPLC法测定苔黑酚葡萄糖苷、仙茅苷和仙茅素的回收率良好。
2.1.8 最低检测限

取苔黑酚葡萄糖苷、仙茅苷和仙茅素混合对照品储备液，用20%甲醇依次稀释制成不同浓度的样品液，取20(l注入液相色谱仪测定最低检测限。以信噪比大于3估算苔黑酚葡萄糖苷、仙茅苷和仙茅素主峰的最低检测限分别约为3.9、4.8和3.7 (g/mL。

2.1.9 样品含量测定

取对照品溶液及样品供试液各20µl进样，在选定的色谱条件下记录色谱图，计算峰面积，按外标法计算苔黑酚葡萄糖苷、仙茅苷和仙茅素的含量。
2.2 提取方法的筛选
2.2.1 提取方法的考察

以70%乙醇为溶剂，分别采用浸渍法，煎煮法，回流提取法，渗漉法提取仙茅酚苷类成分。称取仙茅药材粉末50g，浸渍提取时用70%乙醇400ml提取2次，合并提取液；渗漉提取用70%乙醇浸泡过夜，渗漉，收集渗滤液800ml；煎煮和回流提取用70%乙醇400ml提取2次，每次1小时，合并提取液。将上述提取液分别减压浓缩，回收乙醇至较小体积，20%甲醇定容至500ml，HPLC测定提取液中3种酚苷类成分的含量。
结果如表2所示，四种提取方法对苔黑酚葡萄糖苷的提取效率无显著的影响。采用浸渍提取和渗漉提取时，仙茅苷和仙茅素的提取效率较煎煮提取和回流提取效率为低。从三种成分的总含量来看，以回流提取法对酚苷类成分的提取效率较高，因此，选用回流提取法进行仙茅酚苷类成分的提取。
表2. 提取方法对仙茅酚苷类成分提取效率的影响

Tab.2 Effects of extraction methods on extraction rate of phenolic glycoside from Rhizoma Curculigins
                                                           （n=3,
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±SD, μg·ml-1）
	Extract method
	Orcinol glucoside
	Curculigoside
	Curculigine
	Total

	Soaking
Percolation
Decocting
Reflux
	476±13

500±8

490±6

498±8
	117±4﹡﹡
123±6﹡
131±3﹡
156±5
	—
16±1﹡﹡
23±2

21±2
	593±13﹡
639±8﹡
644±10﹡
675±14


﹡P＜0.05, ﹡﹡P＜0.01 vs  reflux; — not detected or below limits of detection
2.2.2 提取溶剂的选择

精密称取仙茅药材粉末10g，分别用20倍量二氯甲烷、乙酸乙酯、水饱和正丁醇、甲醇和95%乙醇回流提取两次，每次1时，过滤，合并滤液，减压回收溶剂，用20%甲醇定容至100ml,HPLC测定不同提取液中3种酚苷类成分的含量。结果如表3所示，前三种溶剂几乎提取不到仙茅素类成分，对苔黑酚葡萄糖苷的提取效率也比较低；甲醇和95%乙醇相比，95%乙醇对三种酚苷的提取效率明显高于甲醇的提取效率，表明仙茅酚苷类成分在乙醇水系统中具有较高的溶解性，同时乙醇是常用溶媒，具有安全性高、适宜工艺化生产、价格便宜等特点，故选用含水乙醇作为仙茅酚苷类成分的提取溶剂。
精密称取仙茅药材粉末10g,分别用20倍量水、10%、30%、50%、70%和95%乙醇回流提取两次，每次1时，过滤，合并滤液，减压回收至较小体积，用20%甲醇定容至100ml,HPLC测定不同提取液中3种酚苷类成分的含量，结果如表3所示，水、10%和30%乙醇对仙茅3种酚苷类成分的提取效果均较差，50%、70%和95%乙醇的提取效果较好，因此，选作正交试验优化的提取溶剂。

表3 提取溶剂对仙茅酚苷类成分提取效率的影响

Tab.3 Effects of solvent on extraction rate of phenolic glycosides from Rhizoma Curculigins   

                                                    （n=3,
[image: image7.wmf]x

±s,μg·ml-1）
	Solvent
	Orcinol glucoside
	Curculigoside
	Curculigine
	Total 

	Tichlormethane

Acetic ether

Water-saturated n-butanol
Methanol
Water
10% Ethanol
30% Ethanol
50% Ethanol
70% Ethanol
95% Ethanol
	—
122±5﹟﹟
157±4﹟﹟
372±7﹟﹟
341±10﹡﹡
344±3﹡﹡
372±11﹡
398±5

478±6

486±9
	—

189±3﹟
197±5

209±8

125±3﹡﹡
130±8﹡
144±8﹡
168±11

194±13

205±4
	—

—

—

16±1﹟﹟
17±1﹡﹡
18±1﹡﹡
19±1﹡﹡
24±1

27±1

28±1
	—

311±6﹟﹟
354±5﹟﹟
597±7﹟﹟
483±11﹡﹡
492±6﹡﹡
535±19﹡
590±6

699±18

719±6


﹟p＜0.05,﹟﹟p＜0.01 vs 95% ethanol；﹡p＜0.05,﹡﹡p＜0.01 vs 50% ethanol; 

— not detected or below limits of detection

2.2.3提取方法的优化

根据上述实验结果确定以含水乙醇回流提取仙茅药材的酚苷类成分。采用正交试验考察乙醇浓度（A），提取时间（B），提取次数（C）和溶剂倍量（D）对仙茅酚苷类成分提取效率的影响，正交试验的因素水平见表4，正交设计方案见表5。称取仙茅药材10g，按照正交设计试验方案进行提取，减压浓缩后，定容至100ml，以HPLC测定苔黑酚葡萄糖苷、仙茅苷和仙茅素的含量，所有试验重复三次，结果见表5。
表4 正交试验因素水平

Tab.4 The orthogonal test table of factors and levels

	Level

	factor

	
	Ethanol concentration
（A）
	Times of extraction 
（B）
	Extraction time
（C）
	Solvent volume
（D）

	1
	50
	1
	60
	6

	2
	70
	2
	90
	8

	3
	95
	3
	120
	10


表5 正交试验方案和结果

Tab.5 Designment and results of orthogonal test  
                                                                                 （n=3,
[image: image8.wmf]x

±s,μg·ml-1）
	NO.
	A
	B
	C
	D
	Orcinol glucoside

（μg·ml-1）
	Curculigoside

（μg·ml-1）
	Curculigine

（μg·ml-1）
	Total
（μg·ml-1）

	1

2

3

4

5

6

7

8

9
	1

1

1

2

2

2

3

3

3
	1

2

3

1

2

3

1

2

3
	1

2

3

2

3

1

3

1

2
	1

2

3

3

1

2

2

3

1
	398±6
426±12
490±1
506±16
504±19
487±18
495±16
487±12
501±4
	128±10
155±10
202±5
225±5
210±8
218±11
209±9
205±9
218±4
	18±1
19±1
20±1
23±1
23±1
28±1
21±1
20±1
25±1
	544±14
600±4
712±7
754±20
737±27
733±29
725±24
712±20
744±7


2.2.4 正交试验的结果分析和方法验证
正交试验的直观分析结果（表6）表明，各因素对苔黑酚葡萄糖苷和仙茅总酚苷提取效率的影响程度依次为A＞C＞D＞B、对仙茅苷和仙茅素提取效率的影响程度依次为A＞B＞D＞C，乙醇浓度是影响仙茅酚苷类成分提取效率的主要因素。采用SPSS软件，按照无空白正交试验的数据处理方法，对三次重复试验结果进行方差分析，结果表明除提取时间对仙茅苷的提取效率无显著的影响外，乙醇浓度、提取时间、提取次数和溶剂用量对仙茅酚苷类成分的提取效率均具有显著的影响（见表7）。以苔黑酚葡萄糖苷、仙茅苷和仙茅总酚苷提取效率来考虑，其最佳提取条件可确定为A2B3C3D3，即10倍量70%乙醇提取3次，每次2小时。仙茅素由于在仙茅中的含量较低，可选用较低的因素水平，即6倍或8倍70%乙醇提取3次，每次1小时。
表6 正交试验结果分析

Tab.6 Analyzed results of orthogonal test 
	Analyzed index
	
	A
	B
	C
	D

	orcinol glucoside
	K1
	438
	466
	457
	468

	
	K2
	499
	472
	478
	469

	
	K3
	494
	493
	496
	494

	
	R
	61
	27
	39
	26

	curculigoside
	K1
	162
	187
	184
	185

	
	K2
	218
	190
	199
	194

	
	K3
	211
	213
	207
	211

	
	R
	56
	26
	23
	26

	curculigine
	K1
	19
	21
	22
	22

	
	K2
	25
	20
	22
	23

	
	K3
	22
	24
	21
	21

	
	R
	6
	4
	1
	2

	total
	K1
	617
	674
	662
	674

	
	K2
	742
	683
	700
	688

	
	K3
	729
	731
	726
	726

	
	R
	125
	57
	64
	52


表7 正交试验结果的方差分析表

Tab. 7 Analysis of variance about orthogonal test 

	Analyzed index
	Factor
	Type Ⅲ sum of squares
	Degree of freedom
	F
	Significance


	orcinol glucoside
curculigoside
curculigine
total
	A

B

C

D

error
A

B

C

D

error
A

B

C

D

error
A

B

C

D

error
	20724.074
3415.630
6885.407
4035.630
3109.333
16940.519
3557.852
2494.296
2888.963
1170.667
140.741
75.852
4.519
10.963
15.333
81428.667
16020.667
17272.667
12966.000
6586.000
	2

2

2

2

18
2

2

2

2

18
2

2

2

2

18
2

2

2

2

18
	59.986
9.887
19.930
11.681
130.237
27.353
19.176
22.210
82.609
44.522
2.652
6.435
111.275
21.893
23.604
17.718

	0.000
0.001

0.000
0.001
0.000
0.000
0.098
0.008
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000



称取仙茅药材粉末100g，按最佳提取方案进行提取，定容至1000ml，HPLC测定3种代表化合物的含量。同一来源同一批次的样品（四川宜宾）的三次试验的结果(见表8)表明苔黑酚葡萄糖苷、仙茅苷和仙茅素的提取效率均较高，而三种成分总的提取率比正交试验中所有的总提取率值都高，证明选定的最佳工艺条件是合理的。此外，采用同样的提取方法考察了不同来源商品药材的酚苷类成分的提取效率，结果表明由于不同来源药材酚苷类成分含量差异较大，不同药材酚苷类成分的提取效率也存在较大的差异（见表8）。
表8 正交试验结果验证
Tab.8 verification test to orthogonal design results
	Source of crud drug
	Orcinol glucoside
（μg·ml-1）
	Curculigoside
（μg·ml-1）
	Curculigine
（μg·ml-1）
	Total
（μg·ml-1）

	Yibin, Sichuan
Yibin, Sichuan

Yibin, Sichuan

Sanming,Fujian
Nanping,Fujian
Jinggangshan,Jiangxi
Zaozhuang,Shandong
Chengdu,Sichuan
Qingdao,Shandong
	523

528

528

—

373

196

664

437

407
	217

215

219

280

148

105

97

349

314
	24

22

25

—

16

—

16

27

18
	764

764

772

280

537

301

777

813

739


— not detected or below limits of detection
3 讨论

3.1 本实验采用仙茅中3种代表性酚苷类成分为考察指标，进行了仙茅提取方法的优化。为了安排尽可能多的影响因素，采用了四因素三水平无空白列的正交试验，通过采用SPSS软件对三次重复试验结果的方差分析，结果表明乙醇浓度、提取时间、提取次数和溶剂用量显著影响仙茅酚苷类成分的提取效率，其中乙醇浓度是影响仙茅酚苷类成分提取效率的主要因素。

3.2 提取溶剂的单因素考察结果表明增加乙醇浓度，提取液中苔黑酚葡萄糖苷、仙茅苷、仙茅素的含量随着增加。正交试验的直观分析和方差分析结果显示乙醇浓度是影响仙茅酚苷类化合物提取效率的主要因素。以仙茅苷为例，以70%乙醇为溶剂，按照最佳提取方案可从100g仙茅药材中提取得到97～349mg的仙茅苷，折合药材含量为0.097～0.349%。有文献报道[6]的仙茅提取工艺研究中，以水为溶剂，从100g药材中最多可提取得到50.78mg的仙茅苷，折合药材含量为0.051%（中国药典2005年版规定仙茅中仙茅苷的含量不得低于0.1%），表明乙醇浓度影响仙茅苷的提取效率，进而在一定程度上影响酚苷类成分总的提取效率。
3.3文献报道仙茅苔黑酚类成分具有抗氧化活性[7]，苯甲酸酯类成分，如仙茅苷具有免疫刺激、抗氧化、抗骨质疏松作用[4]，而氯苯酚衍生物，如仙茅素为其补肾壮阳的化学成分[8]。仙茅中三种酚苷类化合物的含量差异也较大，仙茅素的含量为苔黑酚葡萄糖苷和仙茅苷的二十至十分之一。不同产地的仙茅药材中，有效成分的含量和各种成分的相对比例常有较大的差异。所以，建议在实际应用中，可根据需要，针对不同的目标化合物，确定相应的提取方法。本研究发现70%的乙醇能够最大效率的提取仙茅的酚苷类成分。但提取时间、提取次数和溶剂用量可能会随药材中各成分的含量不同发生变化。因此，建议在实际应用中，可首先测定药材中各成分的含量，再根据各成分的含量适当调整提取时间、提取次数和溶剂用量，以降低生产成本，节约费用。

3.4 在利用直观分析法分析正交试验结果后，由于所得的最佳搭配只是相对于被选因素和水平而言的，不是绝对的“最佳”，方差分析的结果又表明乙醇浓度、提取时间、提取次数和溶剂用量对仙茅酚苷类成分的提取效率都有显著的影响，因此，以后的试验中，可考虑细化实验条件，选取适当乙醇浓度如（80％ 、90％等）、增加溶剂用量至12倍或15倍，再观察仙茅酚苷类成分提取量的变化情况。通过逐步摸索试验条件，分析不同条件下试验结果的差异，得出一些改进的思路，为获得更优的工艺条件提供线索。
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