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虎杖为蓼科植物虎杖（Polygonum cuspidatum Sieb. et Zucc.）

的干燥根茎和根[1]，主要含有蒽醌、二苯乙烯、黄酮等成分。目

前虎杖提取工艺的研究大多以大黄素、白藜芦醇等单一化学

成分[2-5]或总蒽醌、总黄酮等某一类成分[6-7]为指标进行评价[8]，

且均是只以化学成分为指标进行评价，未见有以α-葡萄糖苷酶

抑制活力为指标对其醇提取工艺进行评价的研究报道。虎杖

提取物有显著的降糖功效[9]，且已证明该提取物对α-葡萄糖苷

酶有抑制作用[10]。故本试验以可能具有α-葡萄糖苷酶抑制作

用的虎杖苷、大黄素、大黄素甲醚在药材中的含量及这 3种成

分对α-葡萄糖苷酶的抑制活力为指标进行综合评价，确定虎杖

中具有α-葡萄糖苷酶抑制作用的成分的最优提取工艺，为研究

虎杖中具有抑制α-葡萄糖苷酶的药效物质奠定基础。

1 材料
1.1 仪器

LC-20A型高效液相色谱仪，包括LC-20AT型溶液传输单

元、SPD-M20A 型二极管阵列检测器、SIL-10AF 型自动进样

器、LC-Solution 色谱工作站（日本岛津公司）；MR-96A型酶标

仪（深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司）；BT25S型电子天

平（德国赛多利斯科学仪器有限公司）。

1.2 药材、对照品与试剂

虎杖于2014年3月14日购自吉林大药房，产地为江苏，经

吉林省中医药科学院徐国经教授鉴定为蓼科植物虎杖Polygo-

num cuspidatum Sieb. et Zucc.的干燥根茎和根；虎杖苷、大黄

素、大黄素甲醚对照品（中国食品药品检定研究院，批号分别

为：111575-200502、110756-200110、110758-200611，纯度：均
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摘 要 目的：优选虎杖中3种成分（虎杖苷、大黄素、大黄素甲醚）的最优提取工艺。方法：以乙醇体积分数、提取次数、提取时

间、溶剂用量为考察因素，以虎杖苷、大黄素、大黄素甲醚的含量及α-葡萄糖苷酶抑制活力为指标进行正交试验，确定虎杖中抑制

α-葡萄糖苷酶成分的最优提取工艺并进行验证试验。结果：最优提取工艺为8倍量70％乙醇提取2次，每次2 h；验证试验结果显

示，50 g药材中虎杖苷、大黄素、大黄素甲醚的含量平均值分别为137.47、42.5、9.68 mg，α-葡萄糖苷酶抑制活力为8.22 ml/μg（RSD

均小于3％）；3种活性成分的含量较高时，α-葡萄糖苷酶抑制活力也较强。结论：优选的提取工艺稳定可靠，虎杖苷、大黄素、大黄

素甲醚可能为虎杖中抑制α-葡萄糖苷酶活力的主要成分。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the optimal extraction process of polydatin，emodin and physcione from Polygonum cus-
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SULTS：The optimal extraction process was as follow as extracting 2 times with total 8 times of 70％ ethanol，2 h for each time.

The verification tests showed that the average value of the contents of polydatin，emodin and physcione from 50 g medicinal materi-

als were respectively 137.47，42.5，9.68 mg and the inhibition activity of α-glucosidase was 8.22 ml/μg（RSD were less than 3％）.

When the content of 3 compositions was higher，the inhibition activity of α-glucosidase was stronger. CONCLUSIONS：The opti-

mized extraction process is stable and reliable. Polydatin，emodin and physcione may be the main compositions of α-glucosidase in-

hibitors from P. cuspidatum.
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大于98％）；α-葡萄糖苷酶（批号：EC3.2.1.20，酶活力：81 U/mg）、

4-硝基苯酚-α-D-吡喃葡萄糖苷（PNPG）均购自美国 Sigma 公

司；其余试剂均为色谱纯或分析纯。

2 方法与结果
2.1 虎杖苷、大黄素、大黄素甲醚含量测定[11]

2.1.1 色谱条件与专属性试验 色谱柱为Luna-C18（250 mm×

4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈（A）-水（B），梯度洗脱（0～40

min，15％A→50％A；40～65 min，50％A→90％A），流速为 1.0

ml/min；柱温为30 ℃；检测波长为290 nm；进样量为10 μl。

取样品（正交试验 6号样品提取所得）及“2.1.3”项下混合

对照品溶液进样分析，结果各峰之间分离度均大于2.0，以3个

主峰计理论板数均大于4 000。色谱详见图1。

2.1.2 供试品溶液的制备 将虎杖药材粉碎成粗粉（过 20目

筛），称取 9份，每份 50 g，精密称定，按照 4因素 3水平正交试

验表中的设计方案进行回流提取，提取液分别进行减压干

燥。分别取干燥物约 50 mg，精密称定，置于 25 ml 棕色量瓶

中，用甲醇溶解并定容至刻度，摇匀，备用。

2.1.3 混合对照品溶液的制备 分别精密称取虎杖苷、大黄

素、大黄素甲醚对照品 3.98、2.49、1.50 mg，分别置于 25、25、

100 ml量瓶中，用甲醇溶解并定容至刻度，摇匀，作为各自的

对照品溶液；各精密量取1 ml，置于同一25 ml棕色量瓶中，加

甲醇定容至刻度，制成质量浓度分别为 6.37、3.98、0.60 μg/ml

的混合对照品溶液。

2.1.4 线性关系考察 分别精密量取虎杖苷、大黄素、大黄素

甲醚3种混合对照品溶液1、5、10、15、20、25 μl，进样测定。以

对照品质量浓度（x）为横坐标、峰面积（y）为纵坐标，得虎杖苷、

大黄素、大黄素甲醚的回归方程分别为 y＝2 596.3x+135.71

（r＝1.000 0）、y＝3 131.1x+1 714.7（r＝0.999 7）、y＝1 718.0x－

5.146 8（r＝0.999 9）。结果表明，虎杖苷、大黄素、大黄素甲醚

检测质量浓度线性范围分别为 6.37～159.25、3.92～99.5、

0.60～15.00 μg/ml。

2.1.5 精密度试验 吸取混合对照品溶液，连续进样6次。结

果虎杖苷、大黄素、大黄素甲醚峰面积的RSD分别为 1.08％、

1.83％、1.97％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.1.6 稳定性试验 取供试品溶液，避光条件下分别于 0、2、

4、8、12、24 h测定，结果虎杖苷、大黄素、大黄素甲醚峰面积的

RSD分别为 1.03％、1.26％、1.96％（n＝6），表明供试品溶液在

避光条件下24 h内均稳定。

2.1.7 重复性试验 精密称取“2.1.2”项下的同一批样品 6份

（正交试验6号）制备成供试品溶液，分别测定虎杖苷、大黄素、

大黄素甲醚含量，计算得其含量的 RSD 值分别为 1.89％、

2.17％、1.93％（n＝6），表明该方法重复性良好。

2.1.8 加样回收率试验 精密称取已知含量的样品（正交试

验6号）6份，各约25.0 mg，置于25 ml量瓶中，分别精密加入虎

杖苷、大黄素、大黄素甲醚混合对照品溶液适量，按“2.1.2”项

下方法制备供试品溶液，进样测定。计算得虎杖苷、大黄素、

大黄素甲醚平均回收率分别为100.03％、99.97％、98.8％，RSD

分别为1.52％、1.36％、1.85％（n＝6），表明该方法准确度好。

2.2 α-葡萄糖苷酶抑制活力测定[12]

2.2.1 样品的制备 取正交试验中 9组提取物各 12.5 mg，精

密称定，用磷酸钾缓冲液（pH 6.8）分别溶解并定容至 100 ml；

分别精密量取0.5、1.0、2.0、4.0 ml置于10 ml量瓶中，用磷酸钾

缓冲液溶解并定容至刻度，得质量浓度分别为6.25、12.5、25.0、

50.0 μg/ml的样品溶液。

2.2.2 α-葡萄糖苷酶抑制活力测定 采用 PNPG法测定α-葡

萄糖苷酶的活力。取磷酸钾缓冲液100 μl、3 mmol/L谷胱甘肽

20 μl、虎杖提取物供试品溶液 10 μl，混匀，再加入 0.3 U/ml α-

葡萄糖苷酶 20 μl，混合，37 ℃保温 10 min，再加入 25 mmol/L

PNPG 20 μl启动反应，37 ℃保温20 min，再加0.2 mol/L碳酸钠

溶液终止反应。于405 nm波长处测定在酶作用下释放出的对

硝基酚（PNP）的吸光度（A）。用水代替酶液和供试品溶液作空

白，其他步骤及试剂同上。其中酶活力单位定义为：在30 ℃、

pH 6.8的条件下，每分钟酶液水解PNPG释放1 μmol PNP所需

的酶量。计算各样品系列质量浓度下的活力抑制率，绘制质

量浓度-抑制率曲线，由此算出半数抑制浓度 IC50值[13]。酶活力

抑制率＝（A 空白+A 背景－A 供试品）/A 空白×100％，其中，A 背景指只加入

供试品、不加入酶液的吸光度。IC50值越小表示抑制活力越

强，因此用1/IC50表示酶抑制活力（ml/μg）。

2.3 正交试验设计及结果

预试验结果显示，乙醇体积分数、提取次数、提取时间及

溶剂用量（药材量的倍数）为主要影响因素，故选用L9（34）正交

试验方案，以药材中虎杖苷、大黄素、大黄素甲醚的含量（提取

物的质量与提取物中各成分的百分含量之积）及α-葡萄糖苷酶

抑制活力为指标进行考察，因素与水平见表1。

表1 因素与水平

Tab 1 Factors and levels

水平

1

2

3

因素
A（乙醇体积分数，％）

50

70

90

B（提取次数）

1

2

3

C（提取时间，h）

1

1.5

2

D（溶剂用量，倍）

6

8

10

将3种化学成分的含量及α-葡萄糖苷酶抑制活力这4个指

标进行综合评分，由于主要目的是优选α-葡萄糖苷酶抑制成分

的最优工艺，因此将权重系数分配为虎杖苷含量（X1）0.2、大黄

素含量（X2）0.2、大黄素甲醚含量（X3）0.2、α-葡萄糖苷酶抑制活

力（X4）0.4。综合评分值（Y）＝X1/X1max×0.2+X2/X2max×0.2+X3/X3max×

0.2+X4/X4max×0.4。以Y为总指标对试验结果进行分析。正交试

验设计及结果见表2，方差分析见表3。

图1 高效液相色谱图
A.混合对照品；B.样品；1.虎杖苷；2.大黄素；3.大黄素甲醚

Fig 1 HPLC chromatograms
A. mixed reference；B. sample；1. polydatin；2. emodin；3. physcione
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表2 正交试验设计及结果（n＝2）

Tab 2 Design and results of orthogonal test（n＝2）

试验
号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

98.224

154.914

136.188

56.69

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

105.536

145.628

138.162

40.092

C

1

2

3

2

1

3

3

1

2

114.378

135.210

139.738

25.36

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

129.952

135.424

123.950

11.474

指标

虎杖苷
含量，mg

54.6

122.5

100.5

103.8

138.6

165.5

89.1

127.6

149.4

大黄素
含量，mg

15.31

32.41

23.52

60.31

98.58

42.5

76.47

53.29

48.91

大黄素甲
醚含量，mg

3.01

8.03

7.48

18.75

14.93

9.02

22.91

12.8

11.86

α-糖苷酶抑制
活力，ml/μg

6.76

9.13

10.54

7.29

12.35

6.95

4.16

2.62

7.72

综合
评分

19.588

41.720

36.916

43.428

60.302

51.184

42.520

43.606

50.062

表3 方差分析结果

Tab 3 Analysis results of variance

变异来源
A

B

C

D

离均差平方和
556.188 0

303.062 8

121.957 6

21.957 2

自由度
2

2

2

2

均方
278.094 0

151.531 4

60.978 8

10.978 6

F

25.33

13.80

5.55

1

P

＜0.05

注：F0.05（2，2）＝19

Note：F0.05（2，2）＝19

由极差分析结果可知，各因素影响程度为A＞B＞C＞D；

由方差分析结果表明因素 A 有显著性差异。最优工艺为

A2B2C3D2，即用8倍量（ml/g）70％乙醇回流提取2次，每次2 h。

2.4 验证试验

称取 3份虎杖药材粗粉，各 50 g，按A2B2C3D2进行提取工

艺试验，提取液分别减压干燥，得浸膏，测定虎杖苷、大黄素、

大黄素甲醚的含量及α-葡萄糖苷酶抑制活力，结果见表4。

表4 验证试验结果

Tab 4 Results of verification test

试验编号
及均值

1

2

3

平均值
RSD，％

虎杖苷含量，
mg

137.4

139.2

135.8

137.47

1.24

大黄素含量，
mg

41.9

43.0

42.6

42.5

1.31

大黄素甲醚
含量，mg

9.49

9.89

9.65

9.68

2.08

α-葡萄糖苷酶抑制
活力，ml/μg

8.24

8.31

8.12

8.22

1.17

由表4可知，根据最优工艺进行提取，3种化学成分含量平

均值和α-糖苷酶抑制活力均与正交试验中较高数据相近，且

RSD值均小于3.0％，表明该提取工艺稳定可靠且效果最优。

3 讨论
（1）正交试验方差分析结果表明，因素A即乙醇体积分数

对提取效果具有显著性影响，其他因素无显著性影响，故本试

验中乙醇体积分数是最重要的影响因素。

（2）本试验未采用《中国药典》中3种成分的含量测定方法

分别进行测定，而是采用文献[11]中的新方法，用一种流动相

即可同时测定出3种成分的含量，使试验操作更加方便快捷。

（3）从正交试验中 9组提取物中 3种化学成分的含量与α-

葡萄糖苷酶抑制活力的结果及验证试验结果可知，虎杖中的

虎杖苷、大黄素、大黄素甲醚这3种化学成分含量较高时，α-葡

萄糖苷酶抑制活力也较强，说明这3种成分可能是抑制α-葡萄

糖苷酶活力的主要成分。

（4）以往文献报道了虎杖提取物具有抑制α-葡萄糖苷酶的

作用，但并未明确具体活性物及活性物成分含量与活力的关

系。本试验同时采用化学成分的含量与α-葡萄糖苷酶抑制活

力相结合的方法优选药材中有效成分的提取工艺，并采用文

献报道的经典方法即PNPG法测定α-葡萄糖苷酶抑制活力，为

研究虎杖中具有抑制α-葡萄糖苷酶活性的药效物质提供了一

种较全面且合理的方法。
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