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正交试验设计筛选黄连总生物碱的提取纯化工艺研究
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［摘要］　目的：筛选黄连总生物碱最佳提取工艺。方法：采用正交试验设计，以小檗碱、巴马汀、黄连碱、表
小檗碱的转移率为指标，筛选最佳的提取参数。在此基础上综合提取转移率、能耗及成本因素对提取工艺进行优

化。结果：以７０％乙醇作为提取溶剂，提取３次，每次１ｈ，溶剂用量分别为８、６、６倍为最佳提取工艺。结论：
所筛选的提取工艺能够有效提取出黄连中的主要活性成分。
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１　材料与仪器

１１药品与试剂

盐酸巴马汀对照品（批号：１１０７３２２００５０６）、盐
酸小檗碱对照品（批号：１１０７１３２００２０８）、盐酸药根
碱对照品（批号：０７３３２００００５）（中国食品药品检定
研究院）；ＨＰＬＣ试剂为色谱纯；其余各试剂均使用
分析纯。

黄连药材于２０１２年３月采集于重庆石柱当地，
经瞿显友研究员、舒抒副研究员鉴定为毛茛科植物

黄连ＣｏｐｔｉｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓＦｒａｎｃｈ的干燥根茎。

１２仪器

ＬＣ２０１０型液相色谱仪（岛津）；ＡＵＷ２２０Ｄ型电
子天平（十万分之一，日本岛津公司）；ＢＳ２２４Ｓ型电
子天平（万分之一，德国赛多利斯公司）；ＫＱ２５０ＤＢ
型数控超声波清洗器 （巩义市予华仪器有限责任公

司）；ＫＱ５２００型水浴锅（昆山市超声仪器有限公
司）；ＤＨＧ９１４０Ａ电热恒温鼓风干燥箱（巩义市予华
仪器有限责任公司）；Ｄｅｌｔａ３２０ｐＨ计（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ
Ｇｒｏｕｐ）；三用紫外线分析仪（上海顾村电光仪器
厂）；大孔树脂Ｄ１０１（蚌埠市辽源新材料有限公司）；
ＤＡＩＳＯ反相 Ｃ１８硅胶填料（６０μｍ，北京颇赛科技发
展有限公司）；预制硅胶板（青岛谱科分离材料有限
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公司）。

２　实验方法及结果

２１样品的制备

２１１对照品溶液的制备　精密称取盐酸药根碱、
盐酸非洲防己碱、盐酸表小檗碱、盐酸黄连碱、盐

酸巴马汀、盐酸小檗碱６种对照品适量，置于５０ｍＬ
容量瓶中，甲醇定容至刻度，得到各对照品质量浓

度 分 别 为 ２２２、 １９０、 ６５８、 ９３４、 ５８２、
２８１２μｇ·ｍＬ－１的混合对照品溶液。
２１２供试品溶液的制备　精密量取提取液 １ｍＬ，
加甲醇∶浓盐酸（１００∶１）稀释至２５ｍＬ，摇匀，离心
（１００００ｒ·ｍｉｎ－１），即得ＨＰＬＣ样品。
２１３药材样品溶液的制备　取药材粉末（过四号
筛）约０１ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加
入甲醇－浓盐酸（１００∶１）的混合液５０ｍＬ，密塞，称
定重量，超声处理（功率：２５０Ｗ，频率：４０ｋＨｚ）
３０ｍｉｎ，放冷，再称定重量，用甲醇补足减失的重
量，摇匀，离心（１００００ｒ·ｍｉｎ－１），即得。

２２色谱条件

ＷｅｌｃｈＭａｔｅｒｉａｌｓＸｔｉｍａｔｅＴＭ Ｃ１８色谱柱（２５０ｍｍ×

４６ｍｍ，５μｍ）；流动相Ａ为乙腈，Ｂ为３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

碳酸氢铵溶液（每１０００ｍＬ碳酸氢铵溶液含７ｍＬ氨
水及１ｍＬ三乙胺），梯度洗脱条件：０～１５ｍｉｎＡ∶Ｂ为
（１０～２５）∶（９０～７５），１５～２５ｍｉｎＡ∶Ｂ为（２５～３０）∶（７５～
７０），２５～４０ｍｉｎＡ∶Ｂ为（３０～４５）∶（７０～５５）。流速
为１ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长为２７０ｎｍ；柱温为３０℃；
进样量１０μＬ。理论塔板数按盐酸药根碱、盐酸非洲
防己碱、盐酸表小檗碱、盐酸黄连碱、盐酸巴马汀、

盐酸小檗碱峰计算均不低于５０００。

２３回流提取正交试验

以黄连中６个生物碱（小檗碱、巴马汀、黄连
碱、表小檗碱、非洲防己碱、药根碱）的转移率为考

察指标，取黄连药材粗粉进行正交试验。主要因素

为溶媒用量（Ａ）、提取时间（Ｂ）、乙醇浓度（Ｃ）、提
取次数（Ｄ），根据黄连中生物碱类成分的提取有关
文献［１４］，选择Ｌ９（３

４）正交表进行试验。

取黄连药材粗粉９份，每份１５０ｇ，分别进行
回流提取，收集提取液，按 ２１样品的制备配制
ＨＰＬＣ样品，按 ２２色谱条件测定样品，计算转
移率。

表１　因素水平表

Ａ／倍数 Ｂ／ｈ Ｃ（％） Ｄ／次数

１ ４ ０５ ２５ １

２ ６ １ ５０ ２

３ ８ １５ ７５ ３

表２　小檗碱提取转移率正交试验结果

ＮＯ
溶媒

用量Ａ
提取

时间Ｂ
乙醇

浓度Ｃ
提取

次数Ｄ
小檗碱

转移率（％）

１ １ １ １ １ ３１９６

２ １ ２ ２ ２ ７２３０

３ １ ３ ３ ３ ８７６７

４ ２ １ ２ ３ ７７４１

５ ２ ２ ３ １ ５９５５

６ ２ ３ １ ２ ６７４８

７ ３ １ ３ ２ ８５３６

８ ３ ２ １ ３ ９１６１

９ ３ ３ ２ １ ６２２５

均值１ ６３９８０ ６４９１２ ６３６８８ ５１２５３

均值２ ６８１４９ ７４４８８ ７０６５３ ７５０４７

均值３ ７９７３９ ７２４６８ ７７５２７ ８５５６７

极差Ｒ １５７６０ ９５７７ １３８４０ ３４３１４

由表３可知，Ｄ因素的 Ｆ比 ＞Ｆ００５，Ｄ因素对
该指标的影响有显著性意义，且非常重要；由小檗

碱转移率正交试验结果表直观分析 Ｒ可知，其影响
因素大小依次为 Ｄ＞Ａ＞Ｃ＞Ｂ。由直观分析可以看
出，最佳提取工艺为Ａ３Ｂ２Ｃ３Ｄ３，即用８倍量７５％的
乙醇提取３次，每次１ｈ。

表３　方差分析表（小檗碱）

方差来源 偏差平方和（Ｓ） 自由度 Ｆ比 Ｆ临界值 显著性

Ａ ４００２７７ ２ ２６１８ ４４６０

Ｂ １５２８９６ ２ １０００ ４４６０

Ｃ ２８７４６１ ２ １８８０ ４４６０

Ｄ １８５３８９９ ２ １２１２５ ４４６０ 

误差（Ｂ） １５２８９６ ２

注：以Ｂ因素的偏差平方和为误差。

由表５可知，Ｄ因素的 Ｆ比 ＞Ｆ００５，Ｄ因素对
该指标的影响有显著性意义，且非常重要；由巴马

汀转移率正交试验结果表直观分析 Ｒ可知，其影响
因素大小依次为 Ｄ＞Ａ＞Ｃ＞Ｂ。由直观分析可以看
出，最佳提取工艺为Ａ３Ｂ２Ｃ３Ｄ３，即用８倍量７５％的
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乙醇提取３次，每次１ｈ。

表４　巴马汀提取转移率正交试验结果

ＮＯ
溶媒

用量Ａ
提取

时间Ｂ
乙醇

浓度Ｃ
提取

次数Ｄ
巴马汀

转移率（％）

１ １ １ １ １ ３３７６

２ １ ２ ２ ２ ７２５３

３ １ ３ ３ ３ ８６２３

４ ２ １ ２ ３ ７８１３

５ ２ ２ ３ １ ６０２２

６ ２ ３ １ ２ ７１０５

７ ３ １ ３ ２ ８７０１

８ ３ ２ １ ３ ９５６６

９ ３ ３ ２ １ ６２３５

均值１ ６４１７６ ６６３０１ ６６８２４ ５２１１０

均值２ ６９７９５ ７６１３７ ７１００４ ７６８６４

均值３ ８１６７６ ７３２０９ ７７８２０ ８６６７３

极差Ｒ １７５００ ９８３６ １０９９６ ３４５６２

表５　方差分析表（巴马汀）

方差来源 偏差平方和（Ｓ） 自由度 Ｆ比 Ｆ临界值 显著性

Ａ ４７８８８５ ２ ３１２８ ４４６０

Ｂ １５３０７３ ２ １０００ ４４６０

Ｃ １８４８６６ ２ １２０８ ４４６０

Ｄ １９０３５８８ ２ １２４３６ ４４６０ 

误差（Ｂ） １５３０７３ ２

注：以Ｂ因素的偏差平方和为误差。

由表７可知，Ｄ因素的 Ｆ比 ＞Ｆ００５，Ｄ因素对
该指标的影响有显著性意义，且非常重要；由黄连

碱转移率正交试验结果表直观分析Ｒ可知，其影响

表６　黄连碱提取转移率正交试验结果

ＮＯ
溶媒

用量Ａ
提取

时间Ｂ
乙醇

浓度Ｃ
提取

次数Ｄ
黄连碱

转移率（％）

１ １ １ １ １ ２９１１

２ １ ２ ２ ２ ６５８４

３ １ ３ ３ ３ ７６０２

４ ２ １ ２ ３ ７１６３

５ ２ ２ ３ １ ４９３８

６ ２ ３ １ ２ ６０２６

７ ３ １ ３ ２ ７４６６

８ ３ ２ １ ３ ８３５９

９ ３ ３ ２ １ ５４１６

均值１ ５６９９３ ５８４６９ ５７６５３ ４４２１５

均值２ ６０４２５ ６６２７２ ６３８７８ ６６９２３

均值３ ７０８０３ ６３４８０ ６６６９０ ７７０８３

极差Ｒ １３８１０ ７８０３ ９０３７ ３２８６７

因素大小依次为 Ｄ＞Ａ＞Ｃ＞Ｂ。由直观分析可以看
出，最佳提取工艺为Ａ３Ｂ２Ｃ３Ｄ３，即用８倍量７５％的
乙醇提取３次，每次１ｈ。

表７　方差分析表（黄连碱）

方差来源 偏差平方和（Ｓ） 自由度 Ｆ比 Ｆ临界值 显著性

Ａ ３１０３４０ ２ ３３０８ ４４６０

Ｂ ９３８１０ ２ １０００ ４４６０

Ｃ １２８２２７ ２ １３６７ ４４６０

Ｄ １６９８６６６ ２ １８１０８ ４４６０ 

误差（Ｂ） ９３８１０ ２

注：以Ｂ因素的偏差平方和为误差。

由表９可知，Ｄ因素的 Ｆ比 ＞Ｆ００５，Ｄ因素对
该指标的影响有显著性意义，且非常重要；由小檗

碱转移率正交试验结果表直观分析 Ｒ可知，其影响
因素大小依次为 Ｄ＞Ａ＞Ｃ＞Ｂ。由直观分析可以看
出，最佳提取工艺为Ａ３Ｂ２Ｃ３Ｄ３，即用８倍量７５％的
乙醇提取３次，每次１ｈ。

表８　表小檗碱提取转移率正交试验结果

ＮＯ
溶媒

用量Ａ
提取

时间Ｂ
乙醇

浓度Ｃ
提取

次数Ｄ
表小檗碱

转移率（％）

）１ １ １ １ １ ３０５４

２ １ ２ ２ ２ ６６０５

３ １ ３ ３ ３ ７７０８

４ ２ １ ２ ３ ７１５５

５ ２ ２ ３ １ ５３２１

６ ２ ３ １ ２ ６３６４

７ ３ １ ３ ２ ７７０６

８ ３ ２ １ ３ ８７４３

９ ３ ３ ２ １ ５６２８

均值１ ５７８８８ ５９７１５ ６０５３６ ４６６７７

均值２ ６２７９９ ６８８９５ ６４６２６ ６８９１８

均值３ ７３５９２ ６５６６９ ６９１１６ ７８６８４

极差Ｒ １５７０４ ９１７９ ８５８０ ３２００７

表９　方差分析表（小檗碱）

方差来源 偏差平方和（Ｓ） 自由度 Ｆ比 Ｆ临界值 显著性

Ａ ３８７０２２ ２ ３５０２ ４４６０

Ｂ １３０１０８ ２ １１７７ ４４６０

Ｃ １１０５０５ ２ １０００ ４４６０

Ｄ １６１４７１１ ２ １４６１２ ４４６０ 

误差（Ｃ） １１０５０５ ２

注：以Ｃ因素的偏差平方和为误差。

·８０７·
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由表１１可知，Ｄ因素的 Ｆ比 ＞Ｆ００５，Ｄ因素对
该指标的影响有显著性意义，且非常重要；由非洲

防己碱转移率正交试验结果表直观分析 Ｒ可知，其
影响因素大小依次为 Ｄ＞Ａ＞Ｃ＞Ｂ。由直观分析可
以看出，最佳提取工艺为 Ａ３Ｂ２Ｃ３Ｄ３，即用 ８倍量
７５％的乙醇提取３次，每次１ｈ。

表１０　非洲防己碱提取转移率正交试验结果

ＮＯ
溶媒

用量Ａ
提取

时间Ｂ
乙醇

浓度Ｃ
提取

次数Ｄ
非洲防己

碱转移率（％）

１ １ １ １ １ ３２４８

２ １ ２ ２ ２ ７０１５

３ １ ３ ３ ３ ８３８６

４ ２ １ ２ ３ ７６００

５ ２ ２ ３ １ ５６５５

６ ２ ３ １ ２ ６７９９

７ ３ １ ３ ２ ８３１８

８ ３ ２ １ ３ ９２０９

９ ３ ３ ２ １ ６０２２

均值１ ６２１６４ ６３８８７ ６４１８９ ４９７５２

均值２ ６６８４８ ７２９２９ ６８７８９ ７３７７２

均值３ ７８４９６ ７０６９２ ７４５２９ ８３９８４

极差Ｒ １６３３２ ９０４３ １０３４０ ３４２３２

表１１　方差分析表（非洲防己碱）

方差来源 偏差平方和（Ｓ） 自由度 Ｆ比 Ｆ临界值 显著性

Ａ ４２４４３４ ２ ３１８９ ４４６０

Ｂ １３３０８５ ２ １０００ ４４６０

Ｃ １６１１２３ ２ １２１１ ４４６０

Ｄ １８５３２８６ ２ １３９２６ ４４６０ 

误差（Ｂ） １３３０８５ ２

注：以Ｂ因素的偏差平方和为误差。

由表１３可知，Ｄ因素的 Ｆ＞Ｆ００５，Ｄ因素对该
指标的影响有显著性意义，且非常重要；由药根碱

转移率正交试验结果表直观分析 Ｒ可知，其影响因
素大小依次为Ｄ＞Ａ＞Ｃ＞Ｂ。由直观分析可以看出，
最佳提取工艺为Ａ３Ｂ２Ｃ３Ｄ３，即用８倍量７５％的乙醇
提取３次，每次１ｈ。

回流提取正交试验结果可知，回流提取黄连中

６个生物碱（小檗碱、巴马汀、黄连碱、表小檗碱、
非洲防己碱、药根碱）最佳提取工艺都为Ａ３Ｂ２Ｃ３Ｄ３，
即用８倍量７５％的乙醇提取３次，每次１ｈ。

表１２　药根碱提取转移率正交试验结果

ＮＯ
溶媒

用量Ａ
提取

时间Ｂ
乙醇

浓度Ｃ
提取

次数Ｄ
药根碱

转移率（％）

１ １ １ １ １ ３３３７

２ １ ２ ２ ２ ７３２２

３ １ ３ ３ ３ ８７８２

４ ２ １ ２ ３ ７９３４

５ ２ ２ ３ １ ６００８

６ ２ ３ １ ２ ７１７０

７ ３ １ ３ ２ ８６８４

８ ３ ２ １ ３ ９４１９

９ ３ ３ ２ １ ６３１４

均值１ ６４８０４ ６６５１５ ６６４１８ ５２１９５

均值２ ７０３７５ ７５８３２ ７１９００ ７７２５２

均值３ ８１３８７ ７４２１９ ７８２４８ ８７１１９

极差Ｒ １６５８３ ９３１６ １１８３０ ３４９２４

表１３　方差分析表（药根碱）

方差来源 偏差平方和（Ｓ） 自由度 Ｆ比 Ｆ临界值 显著性

Ａ ４２７５０９ ２ ２８７６ ４４６０

Ｂ １４８６７２ ２ １０００ ４４６０

Ｃ ２１０１８１ ２ １４１４ ４４６０

Ｄ １９４４５２８ ２ １３０７９ ４４６０ 
误差（Ｂ） １４８６７２ ２

注：以Ｂ因素的偏差平方和为误差。

２４优化实验

根据上述实验结果，从大生产时节约能耗，减少

成本的角度出发，以黄连中６个生物碱（小檗碱、巴
马汀、黄连碱、表小檗碱、非洲防己碱、药根碱）的

转移率为考察指标，分别称取黄连药材粗粉１５０ｇ，共
９份，分成３组；每组分别用７０％、７５％、８０％乙醇
加热回流提取３次，每次溶剂用量为８、６、６倍，即
１２００、９００、９００ｍＬ，每次回流１ｈ，合并３次的提取
液，按２１样品的制备配制ＨＰＬＣ样品，按２２色谱
条件测定样品，计算转移率。

从表１４可知，７０％乙醇为提取溶剂，各生物碱
转移率最高。

２５验证实验

根据上述实验结果，分别称取黄连药材粗粉

５００ｇ，共３份，加入７０％乙醇，各提取３次，每次
１ｈ，溶剂用量分别为８、６、６倍，即４０００、３０００、
３０００ｍＬ，合并 ３次的提取液，按 ２１方法配制
ＨＰＬＣ样品，按 ２２色谱条件测定样品，计算转移
率，结果见表１５。

·９０７·
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表１４　回流提取转移率一览表

序号 溶剂

各生物碱转移率（％） 各生物碱平均转移率（％）

药根碱
非洲

防己碱

表

小檗碱
黄连碱 巴马汀 小檗碱 药根碱

非洲

防己碱

表

小檗碱
黄连碱 巴马汀 小檗碱

１ ７０％乙醇 ９５８０ １０３７３ ９２３５ ９５４５ ９５５４ ９９８０ ９６００ １０１６１ ９１９３ ９４８２ ９４３１ ９８３７
２ ７０％乙醇 ９４７３ １０１９８ ９２６６ ９６３２ ９４９４ ９９０１
３ ７０％乙醇 ９７４６ ９９１１ ９０７８ ９２６８ ９２４５ ９６２９
４ ７５％乙醇 ９２４７ ９４１１ ８６２７ ８７７３ ８８５６ ９１９６ ９４６２ ９４６０ ８７３７ ８９５１ ９００４ ９２９９
５ ７５％乙醇 ９４５３ ９４１１ ８６８１ ８８９３ ８９１８ ９１９９
６ ７５％乙醇 ９６８６ ９５５７ ８９０２ ９１８７ ９２３７ ９５０２
７ ８０％乙醇 ９４８４ ９３８３ ８７５０ ８８６５ ９０３７ ９３０９ ９４７５ ９３８４ ８８２９ ８９６０ ９１３８ ９４６６
８ ８０％乙醇 ９４４５ ９４４６ ８８３７ ９０５８ ９２０８ ９５７４
９ ８０％乙醇 ９４９５ ９３２３ ８９０１ ８９５６ ９１６９ ９５１６

表１５　回流提取转移率一览表

序号 溶剂

各生物碱转移率（％） 各生物碱平均转移率（％）

药根碱
非洲

防己碱

表

小檗碱
黄连碱 巴马汀 小檗碱 药根碱

非洲

防己碱

表

小檗碱
黄连碱 巴马汀 小檗碱

１ ７０％乙醇 ２１９４７ ３３７２１ ９４０３ ９３４３ ８８３０ ６０３０ ２２０１６ ３３５６３ ９１２４ ９１０７ ８６２７ ５９１７
２ ７０％乙醇 ２２１６４ ３３６２０ ９１６４ ８８３５ ８６３０ ５９０１
３ ７０％乙醇 ２１９３９ ３３３４７ ８８０６ ９１４３ ８４２０ ５８１９

３　讨论

黄连始载于 《神农本草经》，列为上品。《本草

纲目》中记载：“其根连珠而色黄，故名。”自古以

来认为四川为主产地。有泻火、燥湿、解毒、杀虫

的功能。现代医学研究成果表明，黄连抗菌、抗炎、

镇痛、降糖等活性均与黄连中多种生物碱密切相关，

黄连药材的主要活性成分为其中的生物碱，包括小

檗碱、黄连碱、巴马汀、表小檗碱等。２０１０版 《中

华人民共和国药典》一部对黄连制定了４种生物碱
的含量限度；依据多成分含量测定符合中药多成分

的特点，更有利于中药材质量控制的整体性和客观

性。但仅对药材进行质量控制，并不能保证成药的

质量。成药安全有效需依赖于合理的制备工艺及完

善的质量控制［６］。现有的黄连提取工艺多采用小檗

碱作为单一指标成分进行黄连提取工艺的筛选和研

究［７９］，而黄连另含有其他多种生物碱，其含量同样

影响黄连及其提取物的质量，单一选择一种生物碱作

为指标成分进行黄连提取工艺的筛选不能体现中药多

成分多指标的特色，更不能保证成品的有效性和可控

性，故本研究采用多成分作为指标对黄连的提取工艺

进行筛选，为后续黄连成药的制备提供依据。

正交试验设计中，以多成分为指标筛选出的最

佳提取工艺为 ８倍量 ７５％的乙醇提取 ３次，每次
１ｈ。结合能耗及实际生产成本的考虑，在此参数上

进行了微调和验证，确定最终的最佳提取工艺为以

７０％乙醇作为提取溶剂，提取３次，每次１ｈ，溶剂
用量分别为８、６、６倍。

参考文献

［１］　张红梅，程雪梅，王长虹，等．黄连中生物碱提取工艺的
正交试验研究［Ｊ］．中国医药工业杂志，２００８，３９（８）：
５８８５９０．

［２］　刘圣，唐丽琴，陈礼明，等．正交试验优选黄连中小檗碱
提取工艺的研究［Ｊ］．中国药房，２００４，１５（１）：１８２０．

［３］　张乐佳，夏新华．黄连提取工艺的研究［Ｊ］．中成药，
２００１，２３（６）：３９８４００．

［４］　张福维，关崇新，高坤．盐酸小檗碱提取实验的改进［Ｊ］．
大学化学，２００３，１８（４）：４７．

［５］　崔学军．黄连及其有效成分的药理研究进展［Ｊ］．中国药
师，２００６，９（５）：４６９４７０

［６］　国家药典委员会．中华人民共和国药典：一部［Ｓ］．北
京：中国医药科学出版社，２００５．

［７］　彭福，瞿显友，钟国跃，等．ＨＰＬＣ法测定黄连不同部位中
６个生物碱［Ｊ］．中草药，２０１４，４３（３）：５０９５１２．

［８］　阳勇，李铁刚，朱晶晶，等．ＨＰＬＣ法测定黄连药材及其炮
制品中主要生物碱的含量［Ｊ］．中成药，２０１０，３２（９）：
１５４０１５４４．

［９］　耿志鹏，郑海杰，张艺，等．ＲＰＨＰＬＣ测定不同产地黄连
中 ６种生物碱的含量［Ｊ］．中国中药杂志，２０１０，３５
（１９）：２５７６２５８０．

（２０１６０９２０）

·０１７·




