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加速溶剂萃取技术在中药有效成分分析中的应用
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摘要: 以两种药材为研究实例,对加速溶剂萃取法 ( ASE)在中药材有效成分提取研究中的应用进行了简要介绍。

采用正交试验法考察了提取丹参中丹酚酸 B的提取条件 (萃取温度、静态萃取时间、萃取溶剂以及料液比 ),确定了

较好的实验条件。比较了 ASE、水蒸气蒸馏法、超声波提取法及索氏提取法对木香挥发油的提取效果, 结果表明

ASE对木香挥发油的提取效果最好。
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Abstract: T he application of acce lerated solvent extraction (ASE) technique for the Analysis

of active components in traditionalChinesemedicinal herbs was introduced by us ing two kinds

of herbs as examples. The conditions including extraction temperature, static extraction time,

the ratio ofmaterial to solvent and solvent ofASE for extraction of salv ianolic acid B inSa lv ia

m i lt ior rh iza were optim ized by orthogonal experiments, and the optim al conditions were ob-

tained. D ifferent extraction methods (ASE, steam distillation, u ltrasonic wave and Soxhlet ex-

traction) w ere used to extract volatile o il inAu cklan d ia lappa Decn e. Results of the compara-

tive experiments indicated that ASE was the most effectivemethod in th is case. A ll the results

from these studies demonstrate that ASE is indeed a pow erfu l tool in the preparation of herbal

extracts for downstream chromatographic analys is.

K ey words: acce lerated solvent extraction; Sa lv ia m i lt ior rh iza; Au cklan d ia lappa D ecn e

在中药有效成分的现代色谱技术分析中, 好的

样品制备方法及其技术不但能最大限度地发挥现代

色谱仪器的分析测定功能, 而且利用这些技术同样

也提高了用色谱仪器测定各种样品的综合分析能

力。目前,中药材色谱分析样品制备方法正处在多

种处理技术并存、已有的技术和新开发出来的技术

不断组合的局面下, 其目的是要实现快速、有效、简

单和自动地完成分析样品的制备过程。在过去的几

年中, 许多新的萃取方法 (自动索氏提取、微波萃

取、超声波萃取和超临界萃取 )被尝试替代传统的

萃取技术,其目的都是为了减少溶剂的用量和减少

样品的预处理时间,但都存在着一定的缺点和不足。
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加速溶剂萃取 ( accelerated solvent extrac-

tion, ASE)又称快速溶剂萃取, 是 1995年提出的一

种从固体和半固体基质中提取分析物的样品萃取技

术
[ 1]
。其原理是在密闭容器内, 在高温、高压条件

下用溶剂提取样品; 通过增大压力来提高溶剂的沸

点,使溶剂在高于正常沸点的温度下仍处于液态,可

以提高目标成分的溶解度;同时,温度升高可以降低

溶剂黏度,有利于溶剂分子向基质扩散,样品基质对

被分析物的作用随着温度的升高而降低, 被分析物

与基质之间的作用力减弱, 加速了被分析物从基质

中脱离并快速进入溶剂。ASE技术较常规提取方

法具有耗时少、消耗溶剂少、提取效率高、操作模式

多样化以及操作过程自动化等优点, 已经广泛运用

于药品、食品、环境样品、化工产品等的分析及农检、

商检、进出口检验检疫、刑侦等诸多领域当中
[ 2 - 9 ]
。

国内外已有多位学者将这项技术应用于药用植物有

效成分的定性、定量分析中
[ 10 - 30]

, 例如 Wan等
[ 10]

采用 ASE-高效液相色谱 (HPLC )-蒸发光散射检测

(ELSD)技术对三七不同部位的有效成分进行研

究, Lao等
[ 11]
采用 ASE-气相色谱 ( GC)-质谱 (M S)

技术对当归中的 13种成分进行了测定, 喻凌寒

等
[ 27]
采用 ASE反相 HPLC测定了青蒿中的青蒿

素。本文对 ASE在丹参、木香有效成分提取中的应

用进行了介绍。

1 实验部分

1. 1 仪器、试剂与材料

1100高效液相色谱仪, 配有四元梯度泵、二极

管阵列 (DAD)检测器和自动进样器等 (美国 Ag-i

lent公司 ); 6890N气相色谱-5973N质谱仪 (美国

Agilent公司 ); ASE100快速溶剂萃取仪, 配有 34

mL萃取池 (美国 D ionex公司 ); SK3200 LH超声波

清洗器 (上海科导超声仪器有限公司 )。

甲醇、乙醇均为分析纯,乙腈 (HPLC级,购于德

国 Merck公司 ), 实验用水为超纯水 (M ill-iQ, 18 2

M cm);丹酚酸 B标准品 (含量大于 98% )由昆

明同持医药研究有限公司提供,木香烯内酯标准品

购自中国药品生物制品检定所,丹参由四川中江丹

参 GAP基地提供,木香样品购于青岛市药店。

1. 2 加速溶剂萃取法提取

准确称取药材样品 (粉碎至粒径为 0 3~ 0 45

mm,即过 40~ 60目筛 )1~ 5 g与 5 g细沙 (淘洗干

净并烘干 )混合均匀,置于萃取池中,萃取池底部提

前加入过滤膜,将萃取池放在固定装置上,关闭萃取

池门。以水、甲醇、乙醇等为提取溶剂, 设定 ASE提

取方法参数 (包括: 提取时间、温度、循环次数等 ),

启动快速溶剂萃取仪,提取完成后自动停止,取提取

液定容至 50mL,过 0 45 m滤膜。

1. 3 色谱条件

1. 3. 1 测定丹酚酸 B的 HPLC条件

色谱柱: Beckm an ODS ( 4 6 mm 250 mm, 5

m)。流动相: A.甲醇; B. 0 5% 冰醋酸水溶液。梯

度洗脱程序为: 0 m in, 30% B; 20 m in, 50% B。流速

1 0 mL /m in,柱温 25 ; 进样量 5 L; 检测波长

281 nm。

1. 3. 2 测定木香挥发油的 GC-MS条件

HP-5MS石英毛细管柱 (30m 0 25 mm, 0 25

m),载气为氦气, 流速 1 mL /m in;进样口温度 250

,传输线温度 300 。电子能量 70 eV, 离子源温

度 230 , 四极杆温度 150 。升温程序为: 初温

80 , 以 4 /m in的速率升到 250 。进样量 1

L,不分流进样, 扫描方式为 Scan方式。

2 结果与讨论

2. 1 丹参酚酸类化合物的 ASE萃取

我国药物研究人员从 20世纪 80年代开始对丹

参的水溶性成分进行研究。首先报道了丹参素的结

构, 此后陆续发现了数十种水溶性成分,并明确了其

化学结构,证明丹参的水溶性有效成分主要是酚酸

类化合物。2005年版中国药典以丹参的水溶性成分

丹酚酸 B(含量不得低于 3 0% )作为控制丹参药材

质量的指标性成分。本研究以丹酚酸 B的提取率

为评价指标, 采用 HPLC-DAD对其进行测定, 对

ASE萃取丹参酚酸类成分的提取条件进行了优化。

2. 1. 1 丹参 ASE萃取条件的优化

由于影响快速溶剂萃取的因素较多,因此最佳

工艺条件的确定必须通过合理的实验设计来完成。

正交试验设计是研究和处理多因素实验的一种科学

方法,也是目前多因素寻优的较好方法。因此本工

作采用正交试验选择合适的实验条件。根据初步试

验结果可知,影响丹酚酸 B快速溶剂萃取过程的主

要因素是萃取温度、静态萃取时间、萃取溶剂以及料

液比 (丹参药材质量 ( g)与溶剂体积 (mL)之比 )。

因此本实验确定萃取温度、静态萃取时间、萃取溶剂

以及料液比为考察因素 (各取三个水平 ), 以丹酚酸

B的提取率 (提取所得丹酚酸 B的质量与原丹参药

材质量的比值乘以 100% )为指标, 采用四因素三水

平正交试验方案 L9 ( 3
4
) (表 1)安排实验, 考察了几

个因素对快速溶剂萃取丹酚酸 B过程的影响, 并据

此确定快速溶剂萃取丹参中丹酚酸 B的较佳工艺

条件。实验中加速溶剂萃取技术的其他工作参数如

下: 萃取压力 10 3~ 11 0 MPa( 1 500 ~ 1 600 psi)
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(戴安公司的 ASE 100萃取系统不能固定萃取压

力 )、冲洗体积为 60%、萃取次数为 1次、氮吹时间为

1 m in。实验结果见表 2。

表 1 快速溶剂萃取正交设计因素和水平表

Tab le 1 Factors and levels of the orthogonal test

Level

Factors

solvent

( A)

static extrac tion

tim e /m in

(B)

extrac tion

temperature /

(C)

sam ple

we ight/g

(D)

1 water 5 60 5

2 ethanol 10 90 3

3 70% e thanol 3 120 1

表 2 快速溶剂萃取的正交试验结果 (n = 3 )

Tab le 2 The results of L9 (3
4 ) orthogona l test (n = 3)

N o. A B C D

Extraction ra tio

of sa lv ianolic

acid B /%

1 1 1 1 1 3. 36

2 1 2 2 2 8. 96

3 1 3 3 3 3. 35

4 2 1 2 3 0. 42

5 2 2 3 1 1. 24

6 2 3 1 2 0. 16

7 3 1 3 2 8. 77

8 3 2 1 3 4. 37

9 3 3 2 1 2. 47

K 1 5. 22 4. 19 2. 63 2. 36

K 2 0. 61 4. 86 3. 95 5. 97

K 3 5. 20 1. 99 4. 46 2. 71

R 4. 62 2. 86 1. 82 3. 61

K 1、K 2、K 3为水平均值, R 为极值。由表 2可

知:对于因素 A, K 1 > K 3 > K 2; 对于因素 B, K 2 > K 1

>K 3; 对于因素 C, K 3 > K 2 > K 1; 对于因素 D, K 2 >

K 3 >K 1。因此选择的较佳试验条件为 A1B2C3D2,

即以水为萃取溶剂, 静态萃取 10 m in, 萃取温度为

120 ,样品用量为 3 g。

为了确定所考察的因素 (萃取温度、静态萃取

时间、萃取溶剂及料液比 )对提取效率的影响, 对正

交试验的结果进行了方差分析 (见表 3)。

表 3 方差分析表

Table 3 Analysis of variance

Origin of var iance S f F

Solvent 42. 40 2 2. 00

Sta tic extraction tim e 13. 44 2 0. 63

Extrac tion tem perature 5. 32 2 0. 25

Sam ple we ight 23. 72 2 1. 12

Error 84. 89 8

表 2和表 3的结果表明, 萃取溶剂、萃取温度、

静态萃取时间及料液比对提取过程的影响表现出明

显的差别。从丹参中丹酚酸 B的提取率来看, 其影

响因素按从大到小的顺序依次为萃取溶剂 >料液比

>静态萃取时间 >萃取温度。

2. 1. 2 最佳提取条件的验证

为验证 A1B2C3D2组合的正确性,按此组合做 6

次平行实验, 丹酚酸 B的提取率分别为 10. 05%,

10. 01%, 9. 98%, 10. 11%, 10. 20%, 10. 09%, 平均值

为 10 07%, 6次实验的相对标准偏差只有 0 78%,

有较高的可靠性和重复性。

2. 1. 3 丹酚酸 B的快速溶剂萃取与传统提取方法

的比较

称取丹参药材 10 0 g,加入 100mL水于 100

恒温电热板上加热, 分别于 5, 10, 15, 30, 45, 60和

90 m in取样, 测定提取液中丹酚酸 B的含量, 并计

算其提取率,结果见表 4。

表 4 采用传统提取法丹酚酸 B的提取率

Table 4 Ex traction ratio of salviano lic ac id B by tradi-

tional ex traction method under d ifferen t extraction tim e

Extrac tion time /

m in
5 10 15 30 45 60 90

Extraction ratio /

%
4. 97 5. 09 5. 21 5. 53 5. 68 5. 62 5. 55

由表 4丹酚酸 B的提取率结果可知, 采用传统

提取方法提取,开始一段时间内提取时间越长丹酚

酸 B的提取率越高; 到 45 m in时,丹酚酸 B的提取

率最高;再延长提取时间, 提取率不但没有提高, 反

而稍有下降,这主要是因为受热时间过长, 丹酚酸 B

发生了降解反应。快速溶剂萃取技术提取丹酚酸 B

是在高压下加热,高温时间短,大大降低了丹酚酸 B

的降解,与传统提取方法相比,在料液比相当的条件

下, 提取率提高了近一倍,且节省了提取时间。

2. 2 木香挥发性成分的 ASE提取

挥发油是木香的主要有效成分, 含有多种倍半

萜类化合物,尤以木香烯内酯和脱氢木香内酯含量

最高,且具有抗炎、抗肿瘤、抗病毒等生物活性,为木

香的主要活性成分, 也是木香质量控制的主要指

标
[ 31]
。本课题组对木香挥发油的 ASE提取与其他

提取方法进行了比较研究。

木香挥发油不同提取方法所得提取物的典型

GC-M S分析色谱图如图 1所示, 超声法、快速溶剂

萃取法和索氏提取法所得挥发油色谱图轮廓基本一

致,所得有效成分也很相似。而水蒸气蒸馏法所得

挥发油成分比较复杂,在 10~ 25 m in之前出现很多

化合物, 是一些小分子酸类,在 27 m in后几乎没有

任何化合物出现, 木香烯内酯有效成分含量较其他

3种提取方法低很多。根据质谱检测器获得的各化

合物的相对分子质量信息, 结合文献报道
[ 32- 34]

, 对

图 1-c中 16个色谱峰中的 9个主要色谱峰进行了
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图 1 采用 (a)水蒸气蒸馏法、(b)超声法、 (c)ASE和 (d)索氏

提取法提取得到的木香挥发油的 GC-MS总离子流色谱图

Fig. 1 GC-MS tota l ion current chromatogram s of volatile

o il extracted from Aucklandia lappa Decne by (a)

steam distillation extraction, (b ) u ltrason ic ass isted

extraction, ( c) ASE and (d) Soxhlet extraction

Peak identifica tions: 3. -costo;l 5. saussurea lactone; 6.

costunolide; 8. isocostunolide; 9. -cyc locostunolide; 11. de-

hydrocostuslactone; 14. dehydrosaussurealactone; 15. magno-

lialide; 16. reynosin.

鉴定, 峰 3为 -木香醇、峰 5为夙毛菊内酯、峰 6为

木香烯内酯、峰 8为异木香烯内酯、峰 9为 -环木香

烯内酯、峰 11为去氢木香内酯、峰 14为去氢夙毛菊

内酯、峰 15为木兰属内酯、峰 16为瑞诺木烯内酯。

同时比较了 4种提取方法所得挥发油的提取效

率 (结果见表 5), 可以看出快速溶剂萃取法的提取

效率略高于超声法而低于索氏提取法, 水蒸气蒸馏

法的提取效率最低 (为 1 31% )。因此, 加速溶剂萃

取法是中药材木香挥发油萃取的有效方法。

表 5 挥发油不同提取方法提取率的比较

Tab le 5 Extraction y ield of volatile oil by differen t

extraction methods

M ethod
Extraction

tim e

Solvent

volum e /mL

Extrac tion

y ie ld /%

U ltrason ic assisted

extraction
40 m in 50 7. 27

Acce lerated so lvent

extraction
10 m in 54 7. 54

Soxhle t extraction 6 h 50 9. 76

Steam distillation

extraction
5 h - 1. 31

3 展望

加速溶剂萃取技术是近年来发展起来的一种全

新的萃取方法, 已被美国国家环保局批准为

EPA3545号标准方法
[ 35 ]

,但是在食品和天然产物研

究领域还没有形成标准方法, 这就需要科研工作者

进行更深入的探索。目前, ASE提取法在环境、食

品分析等领域广泛应用, 在天然产物研究实验室也

受到越来越广泛的关注。虽然加速溶剂萃取法也存

在着仪器成本高、不适用于热敏化合物、对操作者要

求较高等一些缺点,但是由于其具有的突出优点,在

中药材活性成分现代分析研究中, 必然会展现出越

来越强大的生命力。
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