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摘要：【目的】优化瑶药毛萼清风藤（Ｓａｂｉａ ｌｉｍｏｎｉａｃｅａ ｗａｌｌ．）中总三萜酸的提取工艺，并建立其含量测定方

法。【方法】以齐墩果酸为对照品，采用紫外分光光度法测定瑶药毛萼清风藤中总三萜酸的含量。通过单因素

试验和正交试验相结合的方法考察提取方法、提取溶剂、乙醇浓度、料液比、提取时间对毛萼清风藤中总三萜

酸提取的影响。【结果】试验所用比色条件为 ５％香草醛溶液 ０．２ ｍＬ，高氯酸 ０．６ ｍＬ，水浴温度 ７０℃，水浴时

间 １５ ｍｉｎ，检测波长 ５４５ ｎｍ；最佳提取工艺为 ５０ 倍量 ７０％乙醇，于常温下超声提取 ４０ ｍｉｎ；在此条件下所提

取得到的平均总三萜酸含量为 １３．７６ ｍｇ／ｇ。【结论】瑶药毛萼清风中总三萜酸含量相对较高，所得的优选工

艺稳定可行。
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０ 引言

  【研究意义】毛萼清风藤（Ｓａｂｉａ ｌｉｍｏｎｉａｃｅａ
Ｗａｌｌ．）是清风藤科清风藤属植物，是传统瑶药“十八
钻”中的黑钻［１，２］，民间俗称“腰痛灵、风藤、叶上果、
豆甲欧”，其根、茎、叶均可入药，具有祛风除湿、止痛
之功，常用于治疗风湿关节痛、跌打损伤疼痛等，鲜
叶既可内服治腰痛，又可外用作止血药［３］。为进一
步开发和利用毛萼清风藤资源，本文对该药物的主
要活性成分进行了研究。【前人研究进展】近年来对
该属植物的化学成分的研究表明，其主要成分为三
萜酸类化合物［４～ １ １］，而三萜酸是很多中药的主要活
性成分，具有重要的生物活性和广泛的药理作用，如
抗炎，抗肿瘤，抗菌及抗病毒活性，降低胆固醇，降血
糖、免疫活性、杀软体动物活性等［１２］。【本研究切入
点】到目前为止，对毛萼清风藤根茎中总三萜酸的提
取工艺与含量测定尚未见报道。【拟解决的关键问
题】系统考察提取方法、提取溶剂、乙醇浓度、料液
比、提取时间对毛萼清风藤中总三萜酸提取的影响，
优选出最佳的提取方案，并采用紫外分光光度法首
次测定了毛萼清风藤中总三萜酸的含量。

１ 材料与方法

１．１ 材料

  ＵＶ２５００ 紫外可见分光光度计（日本岛津），

ＫＱ５２００Ｂ型超声仪（１６０ Ｗ，４０ ＫＨｚ），梅特勒-托利
多 ＸＳ２０５ 分析天平，水浴锅，移液枪，５０ ｍＬ 容量
瓶，２５ ｍＬ具塞试管、锥形瓶。

  齐墩果酸标准品（购自中国食品药品检定检验
院，批号为 １１０７０９-２０１２０６），香草醛，高氯酸，冰乙
酸，无水乙醇，石油醚，氯仿，９５％乙醇，甲醇均为分
析纯。毛萼清风藤根茎采自广西十万大山，由广西
中医药研究院中药研究所赖茂祥研究员鉴定为毛萼

清风藤（Ｓａｂｉａ ｌｉｍｏｎｉａｃｅａ Ｗａｌｌ．）。

１．２ 方法

１．２．１ 对照品溶液的配制

  准确称取齐墩果酸标准品 ３．０ ｍｇ，用无水乙醇
溶解定容至 １０ ｍＬ，即得 ０．３ ｍｇ／ｍＬ 齐墩果酸标
准溶液。

１．２．２ 供试品溶液的制备

  准确称取毛萼清风藤粗粉 １．００ ｇ，加入 ７０％乙
醇 ５０ ｍＬ，室温条件下超声 ４０ ｍｉｎ，过滤，过滤液转
移到 ５０ ｍＬ容量瓶中定容，即得。

１．２．３ 波长的选择

  准确量取供试品溶液 ０．４ ｍＬ、齐墩果酸标准品
溶液 ０．３ ｍＬ，分别置于试管中，水浴加热挥去溶剂，
冷却，加入新鲜配制的 ５％香草醛溶液 ０．２ ｍＬ和高
氯酸溶液 ０．６ ｍＬ，摇匀，于 ７０℃恒温水浴锅中加热

１５ ｍｉｎ，冷却至室温，加入 ４ ｍＬ 冰乙酸，摇匀，于

４００～８００ ｎｍ 波长下扫描，测定两者的最大吸收
波长。

１．２．４ 标准曲线的绘制

  分别准确吸取 ０．３ ｍｇ／ｍＬ 齐墩果酸标准品溶
液 ０．１ ｍＬ、０．２ ｍＬ、０．３ ｍＬ、０．４ ｍＬ、０．５ ｍＬ、０．６
ｍＬ置于试管中，按 １．２．３ 方法显色，并于最大吸收
波长测定吸光度值 Ａ，以吸光度值 Ａ 为纵坐标，以
总三萜酸浓度为横坐标绘制标准曲线。

１．２．５ 预备试验

  精密度试验：准确吸取 ０．２ ｍＬ 同一供试品 ６
份置于试管中，按 １．２．３ 方法显色，测定仪器精
密性。

  稳定性试验：准确吸取供试品 ０．２ ｍＬ 置于试
管中，按 １．２．３ 方法显色、测定，每 １０ ｍｉｎ测定一次
吸光度值 Ａ，考察 １ ｈ内吸光度 Ａ的稳定性。

  重复性试验：准确称取毛萼清风藤粗粉 ６ 份，按

１．２．２ 方法提取，准确吸取各样品 ０．２ ｍＬ置于试管
中，按 １．２．３ 方法显色、测定，考察方法的重复性。

  加样回收试验：准确称取毛萼清风藤粗粉 ０．５
ｇ，平行 ６ 份，置于 ２５ ｍＬ 具塞试管中，分别加入齐
墩果酸标准液 ０．１ ｍＬ，按 １．２．３ 方法显色，测定回
收率。

１．２．６ 比色条件的选择

  分别准确量取对照品溶液 ０．２ ｍＬ 置于试管
中，水浴加热挥去溶剂，分别加入适量的新鲜配置的

５％香草醛溶液，高氯酸溶液，摇匀，于恒温水浴锅中
加热，然后冷却至室温，并加入 ４ ｍＬ冰乙酸，摇匀，
于 ５４５ ｎｍ 处测定吸光度。

１．２．６．１ 香草醛用量

  取香草醛溶液 ０．１ ｍＬ、０．２ ｍＬ、０．３ ｍＬ、０．４
ｍＬ、０．５ ｍＬ，高氯酸 ０．８ ｍＬ，于 ７０℃恒温水浴锅中
加热 １５ ｍｉｎ，其他步骤同 １．２．６ 方法，测定吸光度，
确定香草醛用量。

１．２．６．２ 高氯酸用量

  用最适用量的香草醛溶液，加入高氯酸 ０．４
ｍＬ、０．６ ｍＬ、０．８ ｍＬ、１．０ ｍＬ、１．２ ｍＬ、１.４ ｍＬ，于

７０℃恒温水浴锅中加热 １５ ｍｉｎ，其他步骤同 １．２．６
方法，测定吸光度，确定高氯酸用量。
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１．２．６．３ 反应温度

  用最适用量的香草醛溶液、高氯酸溶液，于

５０℃、６０℃、７０℃、８０℃、９０℃恒温水浴锅中加热 １５
ｍｉｎ，其他步骤同 １．２．６ 方法，测定吸光度，确定最
佳反应温度。

１．２．６．４ 反应时间

  用最适用量的香草醛溶液、高氯酸溶液，于最佳
反应温度条件下分别加热 １０ ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ、２０ ｍｉｎ、

２５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ，其他步骤同 １．２．６ 方法，测定吸光
度，确定最适反应时间。

１．２．７ 总三萜酸提取工艺优选

１．２．７．１ 单因素试验

  准确称取 １．００ ｇ毛萼清风藤粗粉，加入 ３０ ｍＬ
溶剂，用不同的提取方法提取，提取后过滤，过滤液
定容至 ５０ ｍＬ，准确量取 ０．２ ｍＬ 供试品溶液置于
试管中，按 １．２．３ 方法显色、测定，确定各因素的最
适值。

１．２．７．１．１ 提取方法

  取 ３ 份毛萼清风藤粗粉，准确加入 ３０ ｍＬ ９５％
乙醇，１ 号在室温下超声提取 ３０ ｍｉｎ，２ 号在加热回
流条件下提取 ３０ ｍｉｎ，３ 号冷浸放置 ２４ ｈ，其他步骤
同 １．２．７．１ 方法，确定最适提取方法。

１．２．７．１．２ 提取溶剂

  取 ４ 份毛萼清风藤粗粉，分别加入石油醚、氯
仿、甲醇、９５％乙醇各 ３０ ｍＬ，于最适提取方法下提
取，其他步骤同 １．２．７．１ 方法，确定最适提取溶剂。

１．２．７．１．３ 乙醇体积分数

  取 ８ 份毛萼清风藤粗粉，分别加入 ３０ ｍＬ体积
分数为 ３０％，４０％，５０％，６０％，７０％，８０％，９０％，

１００％的乙醇，于最适提取方法下提取，其他步骤同

１．２．７．１ 方法，确定乙醇的最适体积分数。

１．２．７．１．４ 料液比

  取 ６ 份毛萼清风藤粗粉，按料液比为 １∶ １０，

１∶２０，１∶３０，１∶４０，１∶５０，１∶６０ 分别加入最适体
积分数的乙醇，用最适提取方法提取，其他步骤同

１．２．７．１ 方法，确定合适的料液比。

１．２．７．１．５ 提取时间

  取 ６ 份毛萼清风藤粗粉，分别加入最适体积分
数的乙醇，在室温下超声提取 １０ ｍｉｎ、２０ ｍｉｎ、３０
ｍｉｎ、４０ ｍｉｎ、５０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ，其他步骤同 １．２．７．１
方法，确定合适的提取时间。

１．２．７．２ 正交试验设计

  在单因素试验的基础上，选取乙醇体积分数、料
液比、提取时间作为考察因素，每个因素选取 ３ 个水

平，准确称取 ９ 份 １．００ ｇ 毛萼清风藤粗粉，按

Ｌ９（３ ３）正交表设计试验，各因素水平见表 １。

１．２．７．３ 验证试验

  准确称取毛萼清风藤粗粉 １．００ ｇ，平行 ３ 份，按
优选的工艺进行提取，验证优选的工艺条件可行性。
表 １ 正交试验因素水平

Ｔａｂｌｅ １ Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

水平
Ｌｅｖｅｌｓ

因素 Ｆａｃｔｏｒｓ

Ａ（％） Ｂ Ｃ（ｍｉｎ）

１ ６０ １∶３０ ４０

２ ７０ １∶４０ ５０

３ ８０ １∶５０ ６０

注：Ａ，乙醇体积分数；Ｂ，料液比；Ｃ，提取时间。

Ｎｏｔｅ：Ａ，Ｅｔｈａｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；Ｂ，Ｒａｔｉｏ ｏｆ ｍａｔｅｒｉａｌ ｔｏ ｌｉｑｕｉｄ；Ｃ，Ｅｘ-
ｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ．

２ 结果与分析

２．１ 波长的选择

  供试品与齐墩果酸标准品按照 １．２．３ 方法测
定，可知两者在 ４００～８００ ｎｍ 波长下的最大吸收波
长为 ５４５ ｎｍ，因此选定该波长为试验用的测定
波长。
２．２ 标准曲线的绘制

  由 １．２．４ 方法可得，齐墩果酸标准品的回归方
程为 Ａ＝５８．２２９４８Ｃ－０．０４７３９（ｒ ＝０．９９９６）。其溶
液浓度在 ０．００６～０．０３０ ｍｇ／ｍＬ范围内线性良好。
２．３ 预备试验

  从 １．２．５ 试验可知，仪器设备的精密度良好
（ＲＳＤ为 ０．２６％）；提取所得的供试品溶液在 １ ｈ 内
基本稳定（ＲＳＤ为 ２．２２％）；试验所用方法重复性良
好（ＲＳＤ为 １．７５％）；试验所用方法得到的供试品回
收率为 ９９．５５％，ＲＳＤ为 １．９８％。
２．４ 比色条件的选择

  香草醛溶液的最适用量为 ０．２ ｍＬ，高氯酸溶液
的最适用量为 ０．６ ｍＬ，最佳反应温度为 ７０℃，最佳
反应时间为 １５ ｍｉｎ。
２．５ 总三萜酸提取工艺优选
２．５．１ 单因素试验

  提取方法：在 ３ 种提取方法中，室温下超声提取
３０ ｍｉｎ 所提取得到的总三萜酸含量为 １０．５４
ｍｇ／ｇ，加热回流条件下提取 ３０ ｍｉｎ 所提取得到的
总三萜酸含量为 ９．２７ ｍｇ／ｇ，冷浸放置 ２４ ｈ 所提取
得到的总三萜酸质量为 ９．１０ ｍｇ／ｇ，说明使用超声
提取时总三萜酸的提取率最高，因此选取超声作为
提取方法。

  提取溶剂的选择：以石油醚、氯仿、甲醇、９５％乙
醇 ４ 种有机化合物为溶剂所提取得到的总三萜酸含

３２１黄 艳等：瑶药毛萼清风藤中总三萜酸的提取工艺优选及含量测定    



量分别为 ３．２２ ｍｇ／ｇ、６．８３ ｍｇ／ｇ、１２．３４ ｍｇ／ｇ、
１２.４１ ｍｇ／ｇ，由此可知，随着溶剂极性的加大，总三
萜酸含量增大，而用甲醇与 ９５％乙醇提取的总三萜
酸质量相差不大，考虑到甲醇具有一定毒性，因此选
取乙醇作为提取溶剂。

  乙醇体积分数的选择：以 ３０％，４０％，５０％，
６０％，７０％，８０％，９０％，１００％的乙醇为溶剂提取总
三萜酸，所得的总三萜酸含量图 １ 所示。从图中可
知 ７０％的乙醇为溶剂所提取的总三萜酸含量最高，
因此选取 ７０％乙醇作为提取溶剂。

图 １ 乙醇体积分数对总三萜酸得率的影响

  Ｆｉｇ．１ Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｔｈａｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｏｔａｌ ｔｒｉｔｅｒ-
ｐｅｎｏｉｄ ａｃｉｄ ｙｉｅｌｄ

  料液比的选择：在毛萼清风藤粗粉中按料液比
为 １∶１０，１∶２０，１∶３０，１∶４０，１∶５０，１∶６０ 分别加
入 ７０％乙醇，提取总三萜酸，所得的结果如图 ２ 所
示，总三萜酸含量随着料液比的增大而增大，当料液
比大于 １∶５０ 时，总三萜酸含量不再增大，反而有减
小的趋势，因此选取料液比为 １∶５０。

图 ２ 料液比对总三萜酸得率的影响

  Ｆｉｇ．２ Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｍａｔｅｒｉａｌ ｔｏ ｌｉｑｕｉｄ ｏｎ ｔｏｔａｌ ｔｒｉｔ-
ｅｒｐｅｎｏｉｄ ａｃｉｄ ｙｉｅｌｄ

  提取时间的选择：取毛萼清风藤粗粉 １．００ ｇ，加
入 ４０ ｍＬ ７０％乙醇，在室温下超声提取 １０ ｍｉｎ、２０
ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、４０ ｍｉｎ、５０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ，提取总三萜
酸，所得的结果如图 ３ 所示，随着提取时间的增大，
总三萜酸含量增大，而当提取时间大于 ４０ ｍｉｎ，总
三萜酸含量增长缓慢，因此选取提取时间为 ４０
ｍｉｎ。

图 ３ 提取时间对总三萜酸得率的影响

  Ｆｉｇ．３ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｏｔａｌ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ
ａｃｉｄ ｙｉｅｌｄ

２．５．２ 正交试验设计

  在单因素试验的基础上，选取乙醇体积分数、料
液比、提取时间作为考察因素，每个因素选取 ３ 个水
平，按 Ｌ９（３ ３）正交表设计正交试验，试验安排及结
果见表 ２，方差分析结果见表 ３。由表中的极差值可
知 ３ 个因素对总三萜酸提取结果的影响大小依次为
乙醇体积分数＞料液比＞提取时间。以极差值最小
的提取时间为误差项进行方差分析，由于是在单因
素考察的基础上进行的正交试验，因此在此基础上
各因素选取的水平均无显著性差异，最终确定最佳
提取条件为 Ａ２ Ｂ３ Ｃ１，即料液比为 １∶５０，最适溶剂
为 ７０％乙醇，最佳提取方法为超声提取 ４０ ｍｉｎ。
表 ２ 正交试验结果与分析

Ｔａｂｌｅ ２ Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

试验号
Ｔｅｓｔ

ｎｕｍｂｅｒ

因素 Ｆａｃｔｏｒｓ

体积分数
Ｅｔｈａｎｏｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

料液比
Ｒａｔｉｏ ｏｆ
ｍａｔｅｒｉａｌ
ｔｏ ｌｉｑｕｉｄ

提取时间
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ

总三萜酸含量
Ｔｏｔａｌ

ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ
ａｃｉｄ ｙｉｅｌｄ
（ｍｇ／ｇ）

１ １ １ １ １１．２２

２ １ ２ ２ １０．７３

３ １ ３ ３ １１．９３

４ ２ １ ２ １２．７６

５ ２ ２ ３ １４．３２

６ ２ ３ １ １５．２２

７ ３ １ ３ １１．７３

８ ３ ２ １ １３．０２

９ ３ ３ ２ １３．４１

Ｋ１ １１．２９ １１．９０ １３．１５

Ｋ２ １４．１０ １２．６９ １２．３０

Ｋ３ １２．７２ １３．５２ １２．６６

Ｒ ２．８１ １．６２ ０．８５３

２．５．３ 验证试验

  按优选的工艺：料液比为 １∶５０，用 ７０％乙醇超
声提取 ４０ ｍｉｎ 进行总三萜酸的提取，结果见表 ４，
表明优选的工艺条件稳定可行。
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表 ３ 正交试验方差分析

Ｔａｂｌｅ ３ Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ
方差来源
Ｓｏｕｒｃｅｓ

ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

偏差平方和
Ｓｕｍ ｏｆ
ｓｑｕａｒｅｓ

自由度
Ｄｅｇｒｅｅ

ｏｆ ｆｒｅｅｄｏｍ

Ｆ值
Ｆ ｖａｌｕｅ

Ｆ临界值
Ｆ ｃｒｉｔｉｃａｌ-
ｖａｌｕｅ

显著性
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

体积分数
Ｅｔｈａｎｏｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
１１．８２ ２ １０．７３ １９

无显著性差异
Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

料液比
Ｒａｔｉｏ ｏｆ
ｍａｔｅｒｉａｌ
ｔｏ ｌｉｑｕｉｄ

３．９２ ２ ３．５６ １９
无显著性差异
Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

提取时间
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ
１．１０ ２ １．００ １９

无显著性差异
Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

误差
Ｅｒｒｏｒ １．１０ ２

表 ４ 样品中总三萜酸含量测定结果

Ｔａｂｌｅ ４ Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ

ｓａｍｐｌｅ

试验号
Ｔｅｓｔ

ｎｕｍｂｅｒ

吸光度值 Ａ
Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ

ｖａｌｕｅ

总三萜酸含量
Ｔｏｔａｌ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ
ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ
（ｍｇ／ｇ）

１ ０．５６９ １３．８８
２ ０．５７０ １３．９０
３ ０．５５３ １３．４９

平均值
Ａｖｅｒａｇｅ ｖａｌｕｅ １３．７６

３ 结论

  采用单因素实验和正交试验相结合的方法优选
瑶药毛萼清风藤中总三萜酸类化合物的提取方法，
结果表明 ３ 个因素对实验结果的影响从大到小依次
为乙醇体积分数、料液比、提取时间，其最佳提取工
艺为料液比为 １∶５０，７０％乙醇超声提取 ４０ ｍｉｎ。
在该方法下提取得到的总三萜酸含量为 １３．７６
ｍｇ／ｇ，相对含量较高，且该方法精密度与重复性都
较好，回收率也较高，为毛萼清风藤中总三萜酸含量
的测定提供一定依据。
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５２１黄 艳等：瑶药毛萼清风藤中总三萜酸的提取工艺优选及含量测定    


