
以卵巢颗粒细胞增殖率及其雌孕激素分泌能力作为药理活

性的指标，能够真实、完整地反映药物对卵巢整体功能的活

性作用。从得到的分离部位的实验结果来看，基本重现了宁

心红杞胶囊复方的活性，表明所建立的细胞模型具有较高的

实用性和重现性。
从实验结果看，16、17 号( 10%乙醇水溶液) 和 38、39、

40、41 号( 70%乙醇水溶液) 6 份活性样品对卵巢颗粒细胞损

伤的修复作用显著，而其中部分样品对于改善其雌孕激素的

分泌能力并不明显。这说明不同活性指标对应有不同的药

效部位，科学地验证了中药复方多靶点、多途径的作用原理，

复方中化学成分不是单味药化学成分的简单相加，疗效也不

是各单味药简单叠加。
实验证实原复方中促进卵巢颗粒细胞增殖率及其雌孕

激素分泌能力药效显著的成分多存在于 10%和 70%乙醇提

取极性段，分别为多糖类和黄酮类成分，为进一步分析研究

含量高而得率稳定、药理活性强的有效化学成分提供了实验

依据。
从原复方的各味药材研究文献中，并未记载报道任何对

卵巢颗粒细胞有活性的成分物质，本实验仅对复方的活性成

分明确到了有效部位，需要进一步地研究其来源植物及最佳

配比。
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摘要: 目的 考察回流、超声、微波、微波辅助回流 4 种不同提取方法对淫羊藿中总黄酮的提取率。方法 通过 HPLC
法、紫外分光光度法分析和测定淫羊藿中总黄酮，综合评价 4 种提取方法的效率。结果 4 种提取方法得到的淫羊藿总

黄酮成分色谱图具有相似的峰形，用微波辅助回流法提取的总黄酮量最高。结论 微波辅助回流提取的提取率最高。
关键词: 淫羊藿总黄酮; 提取率; 提取方法
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淫 羊 藿 为 小 檗 科 植 物 淫 羊 藿 Epimedium brevicornum
Maxim．、箭叶淫羊藿 Epimedium sagittatum ( Sieb． etZucc． ) 、
巫山淫羊藿 Epimedium wushanense T． S． Ying 等的干燥地上

部分，又称仙灵脾，为《中国药典》2010 版收载品种。其药用

历史悠久，历代本草书籍均有记载，具有补肾壮阳、祛风除湿

等功效，用于治疗阳痿遗精、小便淋漓、盘骨痿软、风湿痹痛

等证，为常用补虚壮阳中药［1］。现代化学研究表明，淫羊藿

所含的主要活性成分为淫羊藿总黄酮，具有增加脑血流量和

冠脉流量、抗肿瘤、抗氧化和增强机体免疫力等功能［2］。
在中药提取工艺中，提取物料粒度的选择是非常重要
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的。实验室为研究方便，常选用粒度很细的原料; 而实际上，

由于采用粉碎的原料存在后续过滤难的问题，大批量生产的

中药厂一般采用饮片进行提取，由于饮片与溶剂的接触面

小，为了达到期望中的提取率，用常规回流提取法往往需要

很长时间［3］。为改善这种情况，需借助新的技术。近年来，

在提取领域内微波与超声技术在中药行业中的应用引起人

们的日益关注。微波提取机理［4-5］是在原料与溶剂体系中，

植物原料吸收了大部分的微波能，造成原料自身温度的升

高，从而使细胞结构产生破坏，同时，外( 溶剂) 冷内( 物料)

热使传热与传质同向，加快传递过程的进行。超声提取是在

溶剂和样品之间产生声波空化作用，导致溶液内气泡的形

成、增长和爆破压缩，使固体样品分散，增大样品与萃取溶剂

之间的接触面积，提高目标物从固相转移到液相的传质速

率。用微波辅助回流提取淫羊藿总黄酮尚无文献报道。本

实验以淫羊藿总黄酮转移率为考察指标，评价这四种提取方

法，以期为工业提取淫羊藿总黄酮提供更多、更新、更科学的

依据。
1 仪器与试剂

1． 1 仪器 Agilent Technologies 1200 高效液相色谱仪( 美

国 Agilent 科技公司) ，包括: 在线脱气机，四元梯度泵，自动

进样器，恒温柱温箱，DAD 检测器，Agilent 1200 化学工作站;

紫外分光光度计( UV-9100 北京瑞利分析仪器公司) 、超声提

取器( KQ-250TPB 型高频数控超声波) 、微波炉( D8023CTL-
K4 型) 、电子天平( BS124S 北京赛多利斯仪器系统有限公

司) 。
1． 2 试剂药品 淫羊藿药材购于兰州市阿甘镇，经甘肃中

医学院中药生药学实验室林丽高级实验师鉴定为心叶淫羊

藿 Epimedium brevicornum Maxim． ，淫 羊 霍 苷 对 照 品 ( 批 号

537-2004) 购自中国药品生物制品检定所。其余试剂药品均

是分析纯。
2 方法与结果

2． 1 样品溶液的制备

2． 1． 1 回流提取 精密称取淫羊藿药材粗粉 2． 0 g，加 80%
乙醇 100 mL，水浴回流提取 2 h。趁热抽滤，滤液于水浴上

浓缩至无醇味，放凉，60%乙醇定容至 100 mL。
2． 1． 2 超声提取 精密称取淫羊藿药材粗粉 2． 0 g，加 80%
乙醇 100 mL，超声提取器中处理 30 min，趁热抽滤。滤液于

水浴上浓缩至无醇味，放凉，60%乙醇定容至 100 mL。
2． 1． 3 微波提取 精密称取淫羊藿药材粗粉 2． 0 g，加 80%
乙醇 100 mL，微波提取器中处理 5 min，趁热抽滤，滤液于水

浴上浓缩至无醇味，放凉，60%乙醇定容至 100 mL。
2． 1． 4 微波辅助回流提取 精密称取淫羊藿药材粗粉 2． 0
g，加 80%乙醇 100 mL，微波提取器中处理 2 min，水浴回流

提取 1 h，趁热抽滤，滤液于水浴上浓缩至无醇味，放凉，60%
乙醇定容至 100 mL。
2． 2 供试液的制备［4］ 分别精密量取上述各次提取滤液

10 mL，置于蒸发皿上，水浴蒸干，残渣用甲醇完全溶解后转

移至 10 mL 量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀。

2． 3 HPLC 色谱图的比较

2． 3． 1 色谱条件［6］ 色谱柱 ZORBAX-EclipesXDB 柱( 250
mm ×4． 6 mm，5 μm) ，流动相 乙腈-水( 30 ∶ 70 ) ，检测波长

270 nm，体积流量 1． 0 mL /min，柱温 25 ℃，进样量 10 μL。
2． 3． 2 HPLC 供试品溶液的制备 分别取 2． 2 项下各供试

液适量，用 0． 45 μm 微孔滤膜过滤，按 2． 3． 1 项色谱条件进

样。HPLC 图谱分别见图 1 ～ 4。

图 1 淫羊藿回流提取黄酮成分 HPLC 色谱

1． 淫羊藿苷

图 2 淫羊藿超声提取黄酮成分 HPLC 色谱

1． 淫羊藿苷

图 3 淫羊藿微波提取黄酮成分 HPLC 色谱

1． 淫羊藿苷

图 4 淫羊藿微波辅助回流提取黄酮成分 HPLC 色谱

1． 淫羊藿苷
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因为在 12 min 后基本无色谱峰出现，说明黄酮类成分

在 12 min 内 基 本 上 已 分 离 出 来，所 以 选 择 分 析 时 间 为

12min。由图 1 ～ 4 可以看出，在样品进样浓度和体积相同的

条件下，这 4 种提取方法所获得的 HPLC 图谱的出峰数量、
相对保留时间基本相同，色谱峰峰形也极其相似。说明这 4
种提取方法所提取出的目标产物基本一致。
2． 4 淫羊藿总黄酮测定

2． 4． 1 对照品溶液制备 精密称取干燥至恒质量的淫羊藿

苷对照品 14． 3 mg 于 100 mL 量瓶中，以 60%乙醇定容至刻

度。
2． 4． 2 标准曲线制备 分别吸取 2． 4． 1 项下的对照品溶液

1． 0、2． 0、3． 0、4． 0、5． 0 mL 置于 10 mL 量瓶中( 同时吸取 6
mL 的 60% 乙 醇 作 为 空 白 对 照) ，分 别 加 入 1． 0 mL 1%
AlCl3

［3］，水浴 40 ℃ 加热 15 min，放凉，60% 乙醇定容至刻

度。在 413 nm 处测吸收度［7］，以吸收值( A) 为纵坐标，质量

浓度( C) 为横坐标，绘制标准曲线，线性方程为: A = 11． 301C
－ 0． 015 6，r = 0． 999 4，线性范围为0． 014 3 ～ 0． 071 5 mg /
mL，呈现良好的线性关系。
2． 4． 3 精密度试验 精密吸取 2． 4． 1 项下对照品溶液 4． 8
mL，按 2． 4． 2 项的方法制备，连续测 5 次吸光度，RSD 为

0． 037%。
2． 4． 4 稳定性试验 取 2． 1． 1 项下溶液，2． 4． 2 项下方法制

备，分别在 0、2、4、8、12、24 h 测定，其 RSD 为 0． 75%，表明供

试品溶液在 24 h 内稳定。
2． 4． 5 加样回收 精密称取淫羊藿药材 0． 5 g 5 份，分别加

入淫羊藿苷对照品适量，按 2． 1． 1 项下方法提取，按 2． 4． 2
项下 方 法 制 备，结 果 得 平 均 回 收 率 为 102． 5%，RSD 为

2． 26%。
2． 4． 6 样品测定 精密称取淫羊藿药材粗粉 12 份，每份

5． 0 g，按 2． 1． 1 项 ～ 2． 1． 4 项的 4 种方法提取( 平行 n = 3) ，

按 2． 4． 2 项下方法测定，计算各次提取液的质量浓度平均

值，比较 4 种方法的提取率。结果见表 1。

表 1 淫羊藿药材中总黄酮的提取率 ( x ± s，n =3)

提取

方法

质量浓度 / ( μg /mL)

1 2 3
x ± s

RSD

/%

提取

率 /%

回流法 41． 85 39． 93 41． 79 41． 19 ± 1． 091 2． 65 77． 6
超声法 35． 80 37． 22 37． 92 36． 98 ± 1． 080 2． 92 68． 4
微波法 37． 40 38． 22 39． 32 38． 31 ± 0． 963 2． 51 75． 2

微波辅助

回流法
45． 89 44． 79 45． 98 45． 55 ± 0． 663 1． 46 85． 6

3 讨论

3． 1 本实验运用 HPLC 图谱比较、紫外分光光度法测定淫

羊藿总黄酮，比较可知回流提取法、超声提取法、微波提取

法、微波辅助回流提取法所得到的目标产物基本一致，紫外

分光光度法测定 4 种提取方法提取出的淫羊藿总黄酮，微波

辅助回流提取法提取率最高。由实验结果可知，这 4 种方法

对淫羊藿中总黄酮类成分的提取效果相似，可以用微波辅助

回流提取法取代传统的单纯以醇回流提取淫羊藿中总黄酮

的提取法。
3． 2 用微波辅助回流提取淫羊藿总黄酮尚无文献报道。微

波技术应用于植物细胞破壁，可大大提高收率。从 4 种提取

方法看，微波 5 min 提取率已基本接近回流 2 h 提取的效果，

提取时间大大缩短; 超声提取法虽较回流提取法和微波辅助

回流提取法时间短，但提取率较低; 回流提取法虽较单纯超

声和微波提取法提取率高，但浸提液受热时间较长，不适用

于热不稳定成分的提取。本实验采用将微波与回流的优势

相结合提取总黄酮，达到良好的提取效果。
3． 3 本研究采用淫羊藿对照品和淫羊霍总黄酮与三氯化铝

甲醇显色，在 413 nm 测定，此方法是利用黄酮类化合物 5-羟
基和 4-酮基可与三氯化铝形成络合物，使最大吸收波长向红

偏移，其他非黄酮类化合物无此特性，从而消除了其他成分

的干扰。中国药典 2010 年版一部“淫羊霍”总黄酮测定项下

的测定方法是直接以淫羊藿苷对照品和淫羊藿总黄酮加甲

醇溶解后在 270 nm 测定，此方法中非黄酮类化合物在此也

多有光吸收，干扰黄酮类化合物定量测定的准确性。另通过

预实验证实，药典方法高于三氯化铝甲醇显色测定的淫羊霍

总黄酮量。因此本实验没有采用药典方法测定淫羊藿总黄

酮，而用三氯化铝甲醇显色测定淫羊藿总黄酮。
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