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均匀设计优选吴茱萸的半仿生提取法工艺条件

李亚娜，徐　萍，郝明华
（新乡医学院药学院，河南　新乡　４５３００３）

摘要：　目的　优选吴茱萸的半仿生提取法的最佳工艺条件。方法　以吴茱萸碱、总黄酮、挥发油、干浸膏的含量
为指标，采用均匀设计优选其半仿生提取法的工艺条件。结果　优化条件为：３煎用水酸碱度（ｐＨ）值依次为６．００、
６５０、９００；煎煮时间依次为１８８、９５、４７ｍｉｎ。结论　结合工业生产实际，确定其半仿生提取法工艺条件为：３煎用水
ｐＨ值依次为６．００、６．５０、９．００；煎煮时间依次为３．０ｈ、１．５ｈ、４０ｍｉｎ，吴茱萸半仿生提取法最佳工艺可行。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｅｖｏｄｉａｒｕｔａｅｃａｒｐａ（Ｊｕｓｓ）ｂｅｎｔｈ；ｓｅｍｉｂｉｏｎｉｃｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ；ｕｎｉｆｏｒｍｄｅｓｉｇｎ；ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

　　吴茱萸为芸香科植物吴茱萸［ｅｖｏｄｉａｒｕｔａｅｃａｒｐａ
（Ｊｕｓｓ．）ｂｅｎｔｈ］、石 虎 ［ｅｖｏｄｉａｒｕｔａｅｃａｒｐａ（Ｊｕｓｓ．）
ｂｅｎｔｈ．ｖａｒ，ｏｆｆｉｃｉｎａｉｌｓ（Ｄｏｄｅ）Ｈｕａｎｇ］的干燥近成熟的
果实［１］。吴茱萸的主要成分有生物碱、苦味素、挥

发油、萜类、黄酮、香豆精、甾体、木脂素等。吴茱萸

饮片温中止痛力强，临床可用于厥阴头痛、寒疝腹

痛、寒湿脚气、经行腹痛、脘腹胀痛、呕吐吞酸、五更

泄泻等。吴茱萸中各种中药成分提取法按具体操作

可分为浸渍法、渗漉法、热回流法、连续回流提取法、

煎煮法及超声提取法。半仿生提取法是一种新的提

取方法，已用于桂枝甘草汤［２］、甘草［３］、菟丝子［４］等

的提取，吴茱萸应用半仿生提取法提取研究尚未见

报道，为了对其进行系统研究，本研究用均匀设计

法，选取吴茱萸碱、总黄酮、挥发油和干浸膏的含量

为综合评价指标，优化其半仿生提取法工艺，为以后

的研究打下基础。

１　材料与方法

１．１　药品与试剂　吴茱萸（北京同仁堂亳州饮片
有限责任公司），经新乡医学院药学院徐萍副教授

鉴定为芸香科植物吴茱萸的干燥近成熟果实。吴茱

萸碱对照品，批号：１１０８０２２００９０８（中国食品药品检
定研究院）；芦丁对照品，批号：１０００８０２００７０７（中国
食品药品检定研究院）。

１．２　主要仪器　ＴＤＬ５离心机（上海安亭科学仪器
厂），ｐＨＳ３Ｃ精密酸碱度（ｐｏｗｅｒｏｆｈｙｄｒｏｇｅｎ，ｐＨ）计
（上海仪电科学仪器股份有限公司），ＵＶ２５５０紫外
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可见分光光度计（日本岛津公司），ＶＡＲＩＡＮＰｒｏｓｔａｒ
２１０高效液相色谱仪（美国瓦里安公司）。
１．３　方法
１．３．１　确定考察因素与水平　在药材粒度、煎提方
法、煎提温度、煎提用水量、滤过等相同条件下，确定

考察因素与水平，见表１。
１．３．２　均匀设计安排实验　选用Ｕ９（９

１×３３）均匀
设计拟水平表（中国航天总公司第三研究所提供），

安排各因素水平进行实验，实验方案见表２。
表１　均匀设计因素与水平
Ｔａｂ．１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｕｎｉｆｏｒｍｄｅｓｉｇｎ

因素
水平

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９
第１煎水ｐＨ值 ２．００ ２．５０ ３．００ ３．５０ ４．００ ４．５０ ５．００ ５．５０ ６．００
第２煎水ｐＨ值 ６．５０ ６．５０ ６．５０ ７．００ ７．００ ７．００ ７．５０ ７．５０ ７．５０
第３煎水ｐＨ值 ８．００ ８．００ ８．００ ８．５０ ８．５０ ８．５０ ９．００ ９．００ ９．００
３煎总计时间／ｈ ３．５０ ３．５０ ３．５０ ４．５０ ４．５０ ４．５０ ５．５０ ５．５０ ５．５０

表２　Ｕ９（９
１×３３）均匀设计拟水平表

Ｔａｂ．２　Ｕ９（９
１×３３）ｑｕａｓｉｌｅｖｅｌｏｆｕｎｉｆｏｒｍｄｅｓｉｇｎｔａｂｌｅ

序号
第１煎水

ｐＨ值

第２煎水

ｐＨ值

第３煎水

ｐＨ值

３煎总计

时间／ｈ
１ ２．００ ７．００ ９．００ ５．５０
２ ４．００ ６．５０ ９．００ ３．５０
３ ２．５０ ６．５０ ８．００ ４．５０
４ ３．００ ７．５０ ８．５０ ３．５０
５ ５．５０ ７．００ ８．００ ３．５０
６ ３．５０ ７．００ ８．００ ５．５０
７ ４．５０ ７．５０ ９．００ ４．５０
８ ５．００ ７．５０ ８．５０ ４．５０
９ ６．００ ６．５０ ８．５０ ５．５０

１．３．３　制备方法
１．３．３．１　提取物的制备　将吴茱萸药材粉碎，筛取
１０～２０目的粗粉５０ｇ，双提法提取，加热回流提取３
次，加水量依次为药材量的１０、８、８倍，第１煎水ｐＨ
值用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸调至规定值，第２、３煎水ｐＨ
值用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠调至规定值，水的 ｐＨ
值及提取时间按表２设定，提取液用４层纱布滤过，
２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，并记录所得挥发油的体
积。合并上清液，水浴浓缩至浸膏状，放入真空干燥

箱真空干燥至恒重，得１～９号提取物粉末。
１．３．３．２　供试液的制备　吴茱萸碱供试液：精密称
定１．３．３．１项下１～９号样品粉末０．２ｇ，分别置于
已编号的１００ｍＬ锥形瓶中，各精密加入体积分数
８０％乙醇 ２５ｍＬ，静置浸泡 １ｈ，超声处理（功率
１００Ｗ，频率４０ｋＨｚ）４０ｍｉｎ，放冷，过滤。滤液旋蒸
浓缩至２～３ｍＬ，转移至１０ｍＬ容量瓶中，用体积分
数８０％乙醇少量多次洗涤旋蒸瓶，洗涤液并入容量
瓶中，并定容至１０ｍＬ，摇匀，即得供测定吴茱萸碱
含量的供试液Ａ１～９。

吴茱萸总黄酮供试液：精密称定１．３．３．１项下

１～９号样品粉末０．４ｇ，分别置于１００ｍＬ具塞锥形
瓶中，各加入约９０ｍＬ甲醇，浸泡４ｈ，然后超声震荡
提取 １ｈ，提取温度４０℃，取出放冷，过滤除去不容
物，滤液旋蒸浓缩至约２５ｍＬ，转移至５０ｍＬ容量瓶
中，用甲醇少量多次洗涤旋蒸瓶，洗涤液并入容量瓶

中，并用甲醇定容至５０ｍＬ，即得供测定吴茱萸中总
黄酮含量的供试液Ｂ１～９。
１．３．４　吴茱萸碱含量测定
１．３．４．１　色谱分析条件　参照文献［５６］的方法。
色谱柱：ＢｉｏｐｅａｒｌＨＣＣｏｌｕｍｎＣ１８柱（４．６ｍｍ×
２５０．０ｍｍ，５μｍ）；检测波长：２２５ｎｍ；流动相：乙腈
水四氢呋喃冰乙酸（５０．０４９．００．８０．２）；流
速：１ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：室温；进样量：２０μＬ。
１．３．４．２　对照液的制备　精密称取吴茱萸碱对照
品４．１ｍｇ，置于２５０ｍＬ容量瓶中，加甲醇至刻度，
制备吴茱萸碱对照品母液（０．０１６４ｇ·Ｌ－１）。
１．３．４．３　线性关系考察　精密称取吴茱萸碱对照
品溶液０．５０、１．００、２．００、４．００、６．００、８．００ｍＬ，分别
置于 １０ｍＬ容量瓶中，用甲醇稀释至刻度。各取
２０μＬ进样，测定峰面积，以进样液浓度（ｍｇ·Ｌ－１）
为横坐标，峰面积积分值为纵坐标，绘制标准曲线。

１．３．４．４　样品中吴茱萸碱含量测定　取供试液
Ａ１～９，用０．４５μｍ微孔滤膜过滤，取续滤液２０μＬ进
样。将峰面积带入标准曲线计算吴茱萸碱的含量。

１．３．５　总黄酮的含量测定
１．３．５．１　对照液的制备　参照文献［１］的方法精
密称取 １２０℃减压干燥至恒重的芦丁对照品
２．５ｍｇ，置于１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，
即得浓度为０．２５ｇ·Ｌ－１的对照品液。
１．３．５．２　线性关系考察　精密吸取芦丁对照品溶液
０．０、０．４、０．８、１．２、１．６、２．０、２．４ｍＬ，分别置于１０ｍＬ
容量瓶中，各加水至２．４ｍＬ，加７２．４６ｍｍｏｌ·Ｌ－１亚
硝酸钠溶液 ０．４ｍＬ，混 匀，放 置 ６ｍｉｎ。加
２６．６６ｍｍｏｌ·Ｌ－１硝酸铝溶液 ０．４ｍＬ，摇匀，放置
６ｍｉｎ。加１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠试液４ｍＬ，再加
水至刻度，摇匀，放置 １５ｍｉｎ，按照分光光度法在
５００ｎｍ的波长处测定吸收度，将浓度对吸光度进行
线性回归。

１．３．５．３　样品中总黄酮含量测定　精密量取
０．３ｍＬＢ１～９供试液分别置于１０ｍＬ容量瓶中，按绘
制标准曲线项下“各加水至２．４ｍＬ”起，依次加入各
溶液，在５００ｎｍ处测定吸光值，根据标准曲线计算
总黄酮含量。

１．３．６　干浸膏含量测定　真空干燥箱中干燥的样
品连续２次称量差小于或等于０．０１ｇ，则视为达到
恒重，记录结果既为干浸膏含量。
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１．３．７　挥发油含量测定　按《中国药典》２０１０年版
附录ＸＤ挥发油测定法（甲法）测定不同处理样品
中挥发油的含量。

２　结果

２．１　吴茱萸碱的含量
２．１．１　高效液相色谱图　取 １．３．３项下供试液
Ａ１～９，按１．３．４项下色谱条件，依法测定吴茱萸对照
品和供试液的出峰时间和峰面积，吴茱萸对照品于

１２．３５５ｍｉｎ时间出现单一峰，各供试液均在相同色
谱条件下同一时间出峰，说明各提取物中含有吴茱

萸碱，峰面积代表提取物中吴茱萸碱的含量。结果

见图１和图２。

图１　吴茱萸碱对照品色谱图
Ｆｉｇ．１　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｅｖｏｄｉａｒｕｔａｅｃａｒｐａａｌｋａｌｉ

图２　吴茱萸供试液色谱图
Ｆｉｇ．２　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｅｖｏｄｉａｒｕｔａｅｃａｒｐａ

２．１．２　线性关系考察　将浓度对峰面积进行线性回
归，回归方程为：Ｙ＝３９０７９０Ｘ＋１×１０６，Ｒ＝０．９９９９。
结果表明，吴茱萸碱在 ０．８２～１３．１２μｇ线性关系
良好。

２．２　总黄酮含量测定线性关系　以吸收度为纵坐
标，质量浓度（ｇ·Ｌ－１）为横坐标，绘制标准曲线，求得
其回归方程为：Ｙ＝１０．５８９Ｘ＋０．００７，Ｒ＝０．９９９５。结
果表明，芦丁在０．０１～０．０６ｍｇ线性关系良好。
２．３　各组提取物中吴茱萸碱、总黄酮、干浸膏和挥发
油的含量　根据各指标成分测定方法测得各指标的
量与吴茱萸原药材的比值，即得不同处理水平下的提

取物中各指标成分含量的百分比。结果见表３。
表３　提取物中各指标成分的含量
Ｔａｂ．３　Ｅｘｔｒａｃｔｃｏｎｔｅｎｔｏｆｅａｃｈｉｎｄｅｘｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

序号 吴茱萸碱／％ 总黄酮／％ 挥发油量／％ 干浸膏量／％
１ ０．０２２７ １８．１２ ０．３６ ３８．１２
２ ０．０５４７ １６．６３ ０．２４ ３６．７４
３ ０．０３３４ １２．９４ ０．２２ ３９．０８
４ ０．０３４３ １３．２５ ０．３０ ３９．０８
５ ０．０４０８ １４．７６ ０．２０ ３９．４６
６ ０．０２７０ １１．８７ ０．４０ ４１．７２
７ ０．０３６９ １５．０４ ０．１０ ４０．５２
８ ０．０４１７ １５．６６ ０．１６ ３７．２２
９ ０．０５４６ １５．３３ ０．３０ ３７．４８

２．４　工艺条件的优化　以吴茱萸碱量、总黄酮量、
挥发油量、干浸膏得率为指标，各指标数据按公式

Ｘ′ｉ，ｊ＝（Ｘｉ，ｊ－珔Ｘｊ）／Ｓｊ进行标准化处理（式中Ｘ′ｉ，ｊ为标
准化后的值，Ｘｉ，ｊ为样品液ｉ中成分ｊ的含量，珔Ｘｊ为各
种样品液ｉ中成分ｊ的平均值，Ｓｊ为成分ｊ的标准偏
差）。将标准化后的值根据各指标在工艺选择中的

主次，给予不同的加权系数，确定综合评价 Ｙ值公
式：Ｙ＝（吴茱萸碱＋总黄酮＋挥发油）×７＋干浸膏
得率×４，求出综合评价Ｙ值，结果见表４。将表２的４
个因素和表４中Ｙ值进行二次回归处理，得方程Ｙ＝
３３２９Ｘ１＋１１．０８０Ｘ２ －０．０３７Ｘ１Ｘ２ －３．０７３Ｘ２Ｘ４ －
４２５０Ｘ３Ｘ４ ＋０２３４Ｘ１

２ ＋２．１３２Ｘ３
２ ＋７．１１０Ｘ４

２ －
１３１２１０；Ｙ的期望值方向大者为佳，经综合分析，得出
优化条件为：Ｘ１＝６０，Ｘ２＝６．５，Ｘ３＝９．０，Ｘ４＝５５。
表４　各指标成分含量的标准化处理结果
Ｔａｂ．４　Ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅａｃｈｉｎｄｅｘｃｏｍ
ｐｏｎｅｎｔ

序号 吴茱萸碱／％ 总黄酮／％ 挥发油／％ 干浸膏／％ Ｙ
１ －１．４３８３ １．６９７１ １．１４６０ －０．０５００ ９．６３３６
２ １．４７４７ ０．９２６２ －０．１０４２ －１．３５０４ １０．６７５３
３ －０．４６４３ －０．９８３１ －０．３１２６ ０．１１２５ －１１．８７００
４ －０．３８２３ －０．８２２７ ０．５２０９ ０．１１２５ －４．３３８７
５ ０．２０９４ －０．０４１４ －０．５２０９ ０．３５０１ －１．０６９９
６ －１．０４６９ －１．５３６８ １．５６２８ １．７６３０ －０．０９４３
７ －０．１４５７ ０．１０３５ －１．５６２８ １．０１２８ －７．１８３８
８ ０．２９１３ ０．４２４３ －０．９３７７ －１．０５０３ －５．７５５９
９ １．４６５６ ０．２５３５ ０．５２０９ －０．８８７８ １２．１２８８

３　讨论

吴茱萸作为一种常用药用植物具有明显的药理

活性，传统用药主要用于寒凝疼痛、胃寒呕吐和虚寒

泄泻等，现代研究表明，吴茱萸具有良好的抗溃疡、

保肝、镇痛、抗缺氧、抗菌、抗凝和抗血栓形成等作

用，其主要活性成分为挥发油类、吴茱萸碱、吴茱萸

内酯和黄酮类。
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小鼠模型，外周毒性小，死亡率低，成功率高，可获得

与人类ＰＤ患者类似的行为变化及病理学变化，本
研究为研发治疗 ＰＤ的药物和研究 ＰＤ发病机制奠
定了基础。
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本实验采用均匀设计法对吴茱萸半仿生提取法

工艺条件进行优选，以吴茱萸碱含量、总黄酮、挥发

油量、干浸膏得率为指标，并对４个指标的数据进行
标准化处理，以消除各指标之间的单位和量纲的不

同，以及各标准变量范围相差悬殊所造成的影响，其

结果根据各指标在工艺选择中的主次，给予不同的

加权系数，确定综合评价 Ｙ值，并优选出半仿生提
取法最佳条件；３煎用水 ｐＨ值依次为６．００、６．５０、
９．００；煎煮时间依次为１８８、９５、４７ｍｉｎ。结合生产实
际，确定吴茱萸用半仿生提取法提取的工艺条件为：

３煎用水 ｐＨ值依次为６．００、６．５０、９．００，煎煮时间
依次为３．０ｈ、１．５ｈ、４０ｍｉｎ。
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