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大叶冬青叶中 8种活性成分提取工艺研究
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【摘 要】目的:选用四因素三水平正交实验设计，探究不同因素、水平对大叶冬青叶中新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、芦丁、异
槲皮苷、异绿原酸 B、异绿原酸 A和异绿原酸 C 8种主要活性成分含量和浸出物含量的影响，优选大叶冬青叶的最佳提取工
艺。方法:采用高效液相色谱( HPLC) 同时检测大叶冬青叶中 8种主要活性成分，得出总峰面积，将总峰面积和大叶冬青叶浸
出物含量作为考察指标。通过因素分析和方差分析，对提取工艺中溶剂浓度、溶剂倍数、提取温度、提取次数 4 个因素进行考
察。结果:所建立的 HPLC检测方法快速、准确，大叶冬青叶中 8种活性成分均有良好的分离度;最佳提取工艺为超声提取法，
提取溶剂 70%甲醇，溶剂倍数 50倍，提取温度 60 ℃，提取次数 1次，提取时间 50 min，其中溶剂浓度和提取温度对提取效率具
有显著性影响。结论:优化后的提取工艺稳定可靠，评价指标易于控制，可用于规范大叶冬青的提取工艺，为大叶冬青药材的
质量控制提供理论参考。
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Study on the extraction technology of 8 active components in the leaves of IIex latifolia

CHEN Ying，WANG Cunqin，WANG Lei，ZHENG Ting，ZHENG Shuliang，HUANG Chao
College of Pharmacy，Wannan Medical College，Wuhu 241002，China

【Abstract】Objective: To observe the effect of different factors and levels on the extraction efficiency of 8 kinds of major active components，including the

neochlorogenic acid，chlorogenic acid，cryptochlorogenic acid，rutin，isoquercitrin，isochlorogenic acid B，isochlorogenic acid A and isochlorogenic acid C，in

the leaves of IIex latifolia in order to obtain the optimum extraction process for the leaves of IIex latifolia．Methods: Orthogonal factorial experiments at three

levels were performed and high performance liquid chromatography( HPLC) was used to detect the 8 sorts of important active components in the leaves of

IIex latifolia．Total peak area concluded by HPLC and the extract of IIex latifolia leaves were included as indicators．Then the factors，including solvent con-

centration，solvent multiple，extraction temperature and extraction times in the extracting process were examined through factor and variance analysis．

Ｒesults: The established HPLC protocol in our experiment was quick and accurate in extracting the 8 kinds of active component in IIex latifolia leaves．Ul-

trasonic extraction should be the optimal technique with 70% methanol as extraction solvent，solvent multiple by 50 times，extraction temperature at 60 ℃

and single extraction at 50 min．The solvent concentration and extraction temperature mostly affected the extraction efficiency．Conclusion: The optimized

extraction process is stable and reliable，and the evaluation index is easy to control，suggesting that our technology can be used to regulate the extraction

process for IIex latifolia and provide theoretical evidence for quality control in extracting the active components in the leaves of IIex latifolia．

【Key words】IIex latifolia; high performance liquid chromatography; orthogonal experiment; polyphenols; extraction process

大叶冬青( IIex latifolia) 又名苦丁茶，系冬青科
冬青属常绿乔木，多分布于浙江、福建、广西等长江
流域以南的地区［1］。现代化学成分及药理活性研
究发现，大叶冬青含有三萜及其皂苷、黄酮、多酚等
多种化学物质［2－3］，具有降血脂、降血糖、抗氧化等

多种生物学活性［4－7］。由于中药的化学成分和作用
机制复杂，虽有文献报道大叶冬青黄酮类成分的提

取工艺［8］，但此方法主要针对黄酮类成分，应用范

围有限。而对大叶冬青多酚类成分的提取工艺研究
还未见报道，且大叶冬青多酚类化学成分具有显著
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的抗氧化活性［9］，具有深入研究的价值。因此本实
验拟探讨大叶冬青叶多酚类化学成分的最佳提取工

艺，选用大叶冬青叶指纹图谱中的 8 个主要活性成
分的总峰面积和浸出物含量作为评价指标，采用正

交设计方法优选出最佳提取工艺，为大叶冬青叶有

效物质提取和质量控制提供理论参考。

1 材料
1．1 仪器与试剂 高效液相色谱仪 Agilent Tech-
nologies 1260 Infinity Ⅱ( 配二极管阵列检测器、四元
泵、自动进样器) ，KQ5200E 型超声波清洗机( 工作
频率 40 kHz，昆山市超声仪器有限公司) ，AUW220D
型 1 /10万电子天平( 日本岛津) ，色谱乙腈 ( 德国，
默克股份有限公司) ，色谱甲醇( 天津市科密欧化学

试剂有限公司) ，水为娃哈哈饮用纯净水。
1．2 试药 新绿原酸 ( PS13122601-1 ) 、绿原酸
( PS14050901 ) 、隐绿原酸 ( PS14011403 ) 、芦丁
( PS160113-02) 、异槲皮苷( PS13061301) 、异绿原酸
B( PS13111502) 、异绿原酸 A ( PS13111501) 和异绿
原酸 C( PS13110401) 对照品均购自成都普思生物
科技有限公司，实验用大叶冬青叶采自安徽省祁门

县，经安徽中医药高等专科学校汪荣斌副教授鉴为

为冬青科冬青属植物大叶冬青 I． latifolia 的叶。标
本均存放于皖南医学院药学院。

2 方法与结果
2．1 试验设计 采用正交试验法对大叶冬青药材
提取工艺进行优选。以甲醇浓度 ( A ) 、溶剂倍数
( B) 、提取温度( C) 、提取次数( D) 为考察因素，每个
因素选取 3 个水平( 见表 1) ，以大叶冬青叶中新绿
原酸、绿原酸、隐绿原酸、芦丁、异槲皮苷、异绿原酸
B、异绿原酸 A 和异绿原酸 C 8 个指标性成分的总
峰面积和浸出物含量为评价指标。

表 1 大叶冬青叶提取工艺正交试验因素水平

水平 A甲醇浓度 /% B甲醇倍数 C提取温度 /℃ D提取次数

1 30 30 40 1

2 50 40 60 2

3 70 50 80 3

2．2 HPLC含量测定
2．2．1 配制对照品溶液 精密称取对照品新绿原
酸 8. 40 mg，绿原酸 11. 40 mg，隐绿原酸 8. 40 mg，芦
丁 22. 9 mg，异槲皮苷 3. 90 mg，异绿原酸 B 8. 70
mg，异绿原酸 A 4. 45 mg，异绿原酸 C 3. 15 mg，分别
置 5 mL容量瓶中，用 50%甲醇超声溶解并定容至

刻度，作为单标对照品储备液。分别吸取 1 mL 至
10 mL容量瓶中，50%甲醇定容至刻度作混合对照
品溶液，浓度分别为 0. 168 g /L、0. 228 g /L、0. 168 g /
L、0. 458 g /L、0. 078 g /L、0. 174 g /L、0. 089 g /L、
0. 063 g /L。4 ℃冷藏保存备用。
2．2．2 供试品溶液的制备 精密称定大叶冬青叶
粉末 ( 100 目 ) 2. 0 g，精密称定相同的 9 份，根据
L9( 3

4 ) 正交试验设计表采用超声提取法进行提取，

每次提取时间 50 min，滤过，所得提取液水浴蒸干分
别以相应的提取溶剂定容至 25 mL容量瓶作为样品
溶液。
2．2．3 色谱条件 采用 Agilent HC-C18 ( 4. 6 mm×
250 mm，5 μm) 色谱柱; 流动相为 0. 2%磷酸乙腈
( A) －0. 2%磷酸水( B) 进行梯度洗脱，梯度洗脱程
序: 0 ～ 15 min，10% A; 15 ～ 30 min，16% A; 30 ～ 50
min，18%A;流速 1. 0 mL /min，柱温 40 ℃，检测波长
320 nm。在上述色谱条件下，样品中新绿原酸、绿原
酸、隐绿原酸、芦丁、异槲皮苷、异绿原酸 B、异绿原
酸 A和异绿原酸 C色谱峰的分离度＞1. 5，保留时间
与对照品保持一致，混合对照品及大叶冬青供试品

色谱图见图 1。

1．新绿原酸; 2．绿原酸; 3．隐绿原酸; 4．芦丁; 5．异槲皮苷; 6．异绿原酸
B; 7．异绿原酸 A; 8．异绿原酸 C。

图 1 大叶冬青对照品( A) 与样品 HPLC( B) 图

2．2．4 精密度试验 精密称定大叶冬青叶粉末 2. 0
g，按 2．2．2 项下方法制备供试品溶液，重复进样 6
次，记录 HPLC图。结果表明 8 个指标成分色谱峰
相对保留时间的 ＲSD 均 ＜ 1. 44%，相对峰面积的
ＲSD均＜1. 90%。
2．2．5 稳定性试验 取同一供试品溶液，分别在 0、
2、4、8、12、24 h进行色谱分析。记录 HPLC图，结果
表明 8个指标成分色谱峰相对保留时间的 ＲSD 均
小于 1. 34%，相对峰面积的 ＲSD均＜1. 64%。
2．2．6 重复性试验 取同批大叶冬青粉末 6 份，每
份约 2. 0 g，精密称定，同法制备供试品溶液，重复进
样 6次，记录 HPLC 图。结果表明 8 个指标成分色
谱峰相对保留时间的 ＲSD 均＜1. 86%，相对峰面积
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的 ＲSD均＜2. 28%。
2．3 浸出物含量的测定 按照 2．2．2 项下步骤制备
样品溶液，精密移取 20 mL 置已干燥至恒重并称重
的蒸发皿中，在水浴上蒸干，于 105 ℃干燥 3 h，移置
干燥器中，冷却 30 min，迅速精密称定质量。
2．4 正交试验方案及结果 选择 L9( 3

4 ) 正交试验

表，以选择的 8个指标成分总峰面积为最终评价指
标，对其结果进行数据处理。大叶冬青叶 8 个指标
成分的峰面积见表 2。同时参考 9 组实验浸出物含
量，对结果进行综合评价。分析结果见表 3～5。
结合表 4、5，对大叶冬青叶 8 个指标成分总峰

面积和浸出物含量两个指标进行分析。在所选因素
水平范围内，根据总峰面积指标的因素分析，影响大

叶冬青叶提取工艺的因素依次为 A＞C＞D＞B，而在
方差分析中，溶剂浓度和提取温度的差异有统计学

意义，其中溶剂浓度为主要影响因素，溶剂倍数与提

取次数对试验结果没有显著性影响。而在以浸出物
为指标的因素分析中影响大叶冬青提取工艺的因素

依次为 A＞B＞C＞D，且在其方差分析中 A、B、C、D 4
个因素差异无统计学意义。在以总峰面积为指标的
直观分析中，A3＞A2＞A1，B3 ＞B2 ＞B1，C2 ＞C1 ＞C3，D1 ＞
D3＞D2，选择 A3B3C2D1 为最佳提取条件，即提取溶

剂为 70%甲醇，溶剂倍数为 50 倍，提取温度为 60
℃，提取次数为 1次，提取时间 50 min。
2．5 工艺验证 根据正交试验筛选出的最佳工艺
条件，进行 3批工艺验证，结果见表 6。根据优选出
的大叶冬青叶最佳制备方法制备出的大叶冬青叶提

取液中 8个主要成分的峰面积均较高。正交试验所
得结论与实际提取结果相符合，且结果稳定可信。

表 2 HPLC色谱图主要峰峰面积

编号
色谱峰峰面积

新绿原酸 绿原酸 隐绿原酸 芦丁 异槲皮苷 异绿原酸 B 异绿原酸 A 异绿原酸 C

1 3644．4 10323．5 3466．6 875．8 219．7 505．8 1631．5 1922．0
2 3725．8 10008．9 3873．5 814．8 347．6 831．1 1364．8 2172．1
3 3373．9 9179．0 4067．6 740．0 245．3 961．2 1175．0 1814．9
4 4167．8 11981．2 4032．0 985．0 347．1 805．1 2012．3 2948．1
5 3230．2 12095．1 3856．8 987．2 411．7 665．2 2378．3 3073．5
6 4140．8 11187．4 3994．2 882．3 298．4 818．3 1689．5 2592．7
7 4068．7 12344．3 3799．5 936．4 296．3 499．9 1684．5 2481．0
8 3703．9 12069．6 3674．9 986．7 371．9 637．9 2437．4 3065．9
9 3582．6 13824．2 3941．4 1111．4 434．8 700．2 2921．4 3361．9

表 3 大叶冬青叶正交实验方案与总峰面积和浸出物含量表

编号
因素

A B C D
总峰面积 浸出物含量( g /g)

1 1 1 1 1 22589．3 0．259
2 1 2 2 2 23138．6 0．274
3 1 3 3 3 21556．9 0．258
4 2 1 2 3 27278．7 0．283
5 2 2 3 1 26698．0 0．339
6 2 3 1 2 25603．7 0．269
7 3 1 3 2 26110．6 0．284
8 3 2 1 3 26948．1 0．278
9 3 3 2 1 29877．9 0．271

表 4 总峰面积与浸出物含量直观分析表
考察项 均值、极差 A B C D
总峰面积 K1 22428．263 25326．196 25047．036 26388．407

K2 26526．788 25594．917 26765．049 24950．971
K3 27645．544 25679．482 24788．510 25261．217
ббＲ 5217．281 353．286 1976．539 1437．436

浸出物含量 K1 0．264 0．275 0．269 0．290
K2 0．297 0．297 0．276 0．276
K3 0．278 0．266 0．294 0．273
ббＲ 0．033 0．030 0．025 0．017
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表 5 总峰面积与浸出物含量方差分析表

考察项 影响因素 偏差平方和 自由度 F比 F临界值 P

总峰面积 A 45269532．762 2 221．721 19 ＜0．05

B 204173．213 2 1．000 19 －

C 6925106．826 2 33．918 19 ＜0．05

D 3433029．876 2 16．814 19 －

误差 б 204173．210 2

浸出物含量 A 0．002 2 2 19 －

B 0．002 2 2 19 －

C 0．001 2 1 19 －

D 0．000 2 0 19 －

误差 б 0．00 2

表 6 大叶冬青叶提取工艺验证

样品
峰面积

新绿原酸 绿原酸 隐绿原酸 芦丁 异槲皮苷 异绿原酸 B 异绿原酸 A 异绿原酸 C 浸出物含量( g /g)

1 3576．5 13829．2 3926．4 1122．4 439．9 705．1 2923．4 3300．0 0．272

2 3569．7 13869．3 3956．4 1113．6 429．6 704．2 2919．3 3356．6 0．273

3 3598．4 13826．5 3946．6 1115．6 435．6 699．6 2924．4 3359．3 0．271

3 讨论
3．1 提取方法与溶剂的选择 比较了超声提取法
和加热回流提取法的提取效率，结果显示超声提取

法简单方便、易于控制，提取效率也相对较高。
分别以 50%甲醇、70%甲醇、50%乙醇、70%乙

醇、水为提取溶剂，其他提取条件相同的情况下，
50%甲醇和 70%甲醇提取液中各峰面积和分别高于
50%乙醇和 70%乙醇以及水，因此采用甲醇作为提
取溶剂。
3．2 评价指标的选择 抗氧化作用是大叶冬青的
主要功效之一，本文选用的新绿原酸、绿原酸、隐绿
原酸、芦丁、异槲皮苷、异绿原酸 B、异绿原酸 A和异
绿原酸 C 8个指标性成分具有抗氧化、抗炎、抗菌等
作用。浸出物含量是评价中药药效的另一重要指
标，其含量的变化会影响有效成分的含量，并最终影

响药物的药理作用。选用大叶冬青叶中 8 个指标成
分的总峰面积和浸出物含量联合评价大叶冬青叶提

取工艺更为全面。
本试验以大叶冬青叶中新绿原酸、绿原酸、隐绿

原酸、芦丁、异槲皮苷、异绿原酸 B、异绿原酸 A和异
绿原酸 C 8个主要活性成分的总峰面积和浸出物含
量为指标，选择最佳提取工艺，考虑了各指标的协同

效应，较单一指标确定最佳工艺更具有可靠性，同时

也更加科学、有效、合理。本实验正交工艺方案简单

方便，易于结果统计，通过工艺验证，优化后的提取

工艺结果稳定可靠，可为大叶冬青的进一步研究开

发提供理论参考。
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