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甘草为豆科植物甘草Glycyrrhiza uralensis Fisch.、胀果甘

草G. inflata Bat.或光果甘草Glycyrrhiza glabra L.的干燥根及

根茎[1]。黄酮是甘草中最重要的活性成分之一[2]，具有抗氧化、

抗肿瘤、抗病毒、抗菌和消炎保肝等重要作用[3]。

甘草黄酮是一类活性成分，目前国内主要应用于医药、食

品、化妆品等诸多领域[4]。总黄酮常见提取方法有水提取法[5]、

有机溶剂提取法[6]、酶辅助提取法[7]、超临界流体萃取法[8]和超

声波辅助萃取法[9]等，但分别具有提取率较低、消耗时间较长、

影响因素较多、提取成本高、对人体危害较大的缺点。

微波辅助提取技术是一种新提取方法[10]，与常规方法相

比，微波辅助提取具有选择性高、快速高效、溶剂消耗少、环境

污染小等优势[11-12]。

双水相萃取是利用物质在互不相溶的两水相间分配系数

的差异进行萃取的方法[13]，具有萃取条件温和、分相快速等优

点。传统的双水相体系其水溶性高聚物大多黏度较大，难以

挥发，后续分离较为复杂[14]。改良后，采用小分子醇如乙醇或

者丙醇- 盐双水相体系克服了上述缺点，故使其应用领域较

广[15]，目前已用其成功从丹参粗提液中分离了丹酚酸B[16]。

由于分子间的范德华力、疏水作用、氢键、分子与分子之

间电荷的作用，可致总黄酮在上、下相中的浓度不同，从而达

到分离的目的[17]。相分离条件温和，因而会保持绝大部分生物

分子的活性[18]。乙醇作为提取溶剂具有选择性好、渗透性强、

浸出率较高的优点[19]。 因此，本试验采用正交试验法优化微

波协同双水相提取甘草中的总黄酮，结合了微波和双水相快

速高效、提取条件温和等优点。通过单因素试验和正交试验，

考察了硫酸铵质量浓度、乙醇体积分数、固液比、微波功率、提

取时间5个因素对甘草总黄酮提取率的影响，旨在为甘草总黄

酮的提取提供一种新方法。同时，建立的方法还可为甘草有

效成分的综合利用提供依据。
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摘 要 目的：优化微波协同双水相提取甘草中总黄酮的工艺。方法：以硫酸铵和乙醇为双水相萃取体系，微波法提取甘草中的

总黄酮；采用单因素试验和正交试验考察硫酸铵质量浓度、乙醇体积分数、固液比、微波功率、提取时间 5个因素对总黄酮提取率

的影响，优化提取工艺并进行验证试验。结果：最优提取工艺为硫酸铵质量浓度0.40 g/ml、乙醇体积分数70％、固液比1 ∶ 25、提取

时间 3 min、微波功率 300 W；验证试验中甘草总黄酮平均提取率为 2.038％（RSD＝0.69％，n＝3），双水相萃取率为 94.46％

（RSD＝1.30％，n＝3）。结论：该工艺操作简单、结果稳定、反应条件温和、提取效率较高，适合工业化提取甘草中总黄酮。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize microwave-assisted aqueous two-phase system of total flavonoids from Glycyrrhiza ura-

lensis. METHODS：The ammonium sulfate and ethanol were used as aqueous two-phase extraction system，the method of micro-

wave was applied to extract total flavonoids from G. uralensis. The effects of 5 factors on extraction rate of total flavonoids were in-

vestigated by single factor test and orthogonal test，such as the mass concentration of ammonium sulfate，ethanol volume fraction，

solid-liquid ratio，microwave power and extraction time. Validation test was conducted. RESULTS：The optimal extraction condi-

tion was as follows as the mass concentration of ammonium sulfate of 0.40 g/ml，ethanol volume fraction of 70％，solid-liquid ra-

tio of 1 ∶ 25，extraction time of 3 min and microwave power of 300 W；in validation test，the extraction rate of total flavonoids

from G. uralensis was 2.038％（RSD＝0.69％，n＝3），and the extraction rate of two-phase system was 94.46％（RSD＝1.30％，

n＝3）. CONCLUSIONS：The technology is simple in operation and stable in results，and also has gentle reaction conditions and

high extraction rate，which is suitable for industrial production.
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100080-201408，纯度：90.2％）；无水乙醇、硫酸铵、亚硝酸钠、

硝酸铝、氢氧化钠均为分析纯，水为蒸馏水。

2 方法与结果
2.1 甘草总黄酮的提取

将甘草放置在烘箱中 55 ℃烘干，粉碎，过 65目筛。按单
因素试验要求先用蒸馏水将硫酸铵溶解，设置硫酸铵质量浓
度；准确加入 2.00 g甘草粉末；加入无水乙醇设置不同的乙醇
体积分数、固液比，摇匀，用组培封口膜封口，避免乙醇沸腾时
提取液涌出瓶外，静置5 min；再按每个单因素试验要求的微波
功率、提取时间进行微波提取和双水相萃取。之后取出锥形
瓶，放置 5～10 min，待瓶壁变凉，抽滤，滤液转移到分液漏斗
中，待其分为上下两相，取上相溶液定容至100 ml，即得甘草总
黄酮提取液。测定吸光度，计算总黄酮量及其提取率[总黄酮
提取率＝提取的总黄酮质量（g）/甘草质量（g）×100％]。

2.2 总黄酮的含量测定[20]

2.2.1 标准曲线的绘制 准确称取干燥至恒质量的芦丁对照
品 11.5 mg，置于 50 ml量瓶中，加乙醇溶解并定容，得到质量
浓度为0.23 mg/ml 的芦丁对照品溶液。分别吸取上述对照品溶
液 1.0、2.0、3.0、4.0、5.0 ml 于 25 ml 量瓶中，加入 0.7 ml 的 5％
NaNO2溶液，摇匀，放置 5 min 后加入 0.7 ml的 10％ Al（NO3）3

溶液，摇匀，静置 6 min 后加入 5 ml 的 1 mol /L NaOH溶液，摇
匀，并用 30％乙醇溶液定容至刻度后，摇匀，静置 10 min。于
波长510 nm 处测定吸光度，以空白试剂为参比液。以溶液质
量浓度（x）为横坐标、吸光度（y）为纵坐标，进行线性回归，得回
归方程：y＝0.013 0x+0.020 1（r＝0.999 4），表明芦丁检测质量
浓度线性范围为9.2～46.0 μg /ml 。

在测定样品时，单因素和正交试验中的总黄酮提取率只
以上相溶液中的总黄酮量来测定，下相溶液中的总黄酮量测
定方法与上相溶液测定方法相同。本试验中所有的总黄酮测
量方法都一样。

2.2.2 供试品溶液的制备 用分液漏斗将不同条件下微波萃
取液分相，取上层提取液定容至100 ml，即得。

2.2.3 精密度试验 分别精密移取芦丁对照品溶液2 ml，置于
25 ml 量瓶中，测定吸光度，平行测定 5 次。结果，吸光度的
RSD为0.40％（n＝5），表明该方法精密度良好。

2.2.4 稳定性试验 分别精密移取供试品溶液 2 ml，置于 25

ml量瓶中，在 90 min 内每隔 15 min测1次吸光度，结果，吸光
度的RSD为 0.12％（n＝6），表明该供试品溶液在 90 min 内稳
定性良好。

2.2.5 重复性试验 分别精密移取 5 份供试品溶液2 ml，置于
25 ml 量瓶中，测定吸光度，平行测定 5 次。结果，吸光度的
RSD为1.11％（n＝5），表明该方法重复性良好。

2.2.6 加样回收率试验 精密移取已知含量的供试品溶液
12 份，每份 2 ml，分别加入4 种不同质量浓度的芦丁对照品溶
液，测定吸光度，计算加样回收率。结果，平均加样回收率为
101％，RSD为2.98％（n＝12），表明该方法的准确度良好，可用
于甘草总黄酮的测定。

2.3 单因素试验

选取硫酸铵质量浓度、乙醇体积分数、固液比、微波功率、

提取时间 5个因素并设置相关水平考察各因素水平对总黄酮
提取率的影响。

2.3.1 硫酸铵质量浓度 选取硫酸铵质量浓度分别为 0.25、

0.30、0.35、0.40、0.45 g/ml。准确取甘草粉末2.00 g，加入24 ml

无水乙醇，使乙醇体积分数为 60％，固液比为 1 ∶ 20，提取时间
为2 min，微波功率为200 W，提取，测定总黄酮量，并计算总黄

酮提取率。结果硫酸铵各质量浓度下总黄酮提取率变化不
大，以质量浓度为 0.40 g/ml时成相较稳定、速度较快、提取率
较高。因此，确定硫酸铵质量浓度为0.40 g/ml，详见图1A。

2.3.2 乙醇体积分数 设置硫酸铵质量浓度为 0.40 g/ml，准
确加入甘草粉末 2.00 g，加入不同量的无水乙醇，使乙醇体积
分数分别为40％、50％、60％、70％、80％，固液比为1 ∶ 20，提取
时间为2 min，微波功率为200 W，提取样品，测定总黄酮量，并
计算总黄酮提取率。结果，随着乙醇体积分数的增加，总黄酮
提取率不断增大，在80％时达到最大值。但是，当硫酸铵质量
浓度为0.40 g/ml、乙醇体积分数超过80％时，不能形成双水相
系统；乙醇体积分数为 80％时的提取率其实包括上相和下相
两部分的总黄酮。因此，最优乙醇体积分数确定为70％，详见
图1B。

2.3.3 固液比 设置硫酸铵质量浓度为 0.40 g/ml，乙醇体积
分数为70％，固液比依次为1 ∶10、1 ∶15、1 ∶20、1 ∶25、1 ∶30，提取
时间为 2 min，微波功率为 200 W，提取样品，测定总黄酮量并
计算总黄酮提取率。结果，当固液比为1 ∶10～1 ∶25时，总黄酮
提取率逐渐增加，表明固液比较低时总黄酮过饱和[21]；当固液
比为1 ∶30时，总黄酮提取率降低。因此，最优固液比选择为1 ∶
25，详见图1C。

2.3.4 微波功率 设置硫酸铵质量浓度为 0.40 g/ml，乙醇体
积分数为70％，固液比为1 ∶25，微波功率依次为100、200、300、

400、500 W，提取时间均为 2 min，提取样品，测定总黄酮量并
计算总黄酮提取率。结果表明，随着微波功率不断增大，总黄
酮提取率不断增加，在300 W时达到最大值，之后下降。考虑
到微波功率过高可能对黄酮类化合物产生破坏作用，导致提

取率下降[20]。因此，选择最优微波功率为300 W，详见图1D。

2.3.5 提取时间 设置硫酸铵质量浓度为 0.40 g/ml、乙醇体

图1 各因素对甘草总黄酮提取率的影响
A.硫酸铵质量浓度；B.乙醇体积分数；C.固液比；D.微波功率；E.提取

时间

Fig 1 Influence of each factor on the extraction rate of total

flavonoids from G. uralensis
A. the mass concentration of ammonium sulfate；B. ethanol volume frac-

tion；C. solid-liquid ratio；D. microwave power；E. extraction time
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积分数为 70％，固液比为 1 ∶ 25，提取时间依次为 1、2、3、4、5

min，微波功率均为 300 W，提取样品，测定总黄酮量并计算总

黄酮提取率。结果，随着提取时间的延长，总黄酮提取率增

加，3 min时达到最大值，之后下降。其原因可能是微波加热时

间过长，乙醇易沸腾，且可能发生其他副反应，导致黄酮类化

合物结构发生变化[22]，故致总黄酮提取率下降。因此，选择最

优提取时间为3 min，详见图1E。

2.4 正交试验优选

从单因素试验结果可知，硫酸铵质量浓度对甘草总黄酮

提取率影响不显著。因此，固定硫酸铵质量浓度为0.40 g/ml，

以乙醇体积分数（A，％）、固液比（B，g/ml）、提取时间（C，min）、

微波功率（D，W）为考察因素，以总黄酮提取率为评价指标，采

用L9（34）正交试验优选工艺。因素与水平见表1，正交试验设

计与结果见表2，方差分析结果见表3。

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

60

70

B（固液比），g/ml

1 ∶20

1 ∶25

1 ∶30

C（提取时间），min

2

3

4

D（微波功率），W

200

300

400

表2 正交试验设计与结果

Tab 2 Design and results of orthogonal test

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

1.751

1.856

1.937

0.186

因素
B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1.812

1.896

1.836

0.083

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

1.857

1.858

1.829

0.029

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

1.850

1.852

1.841

0.011

提取率，％

1.73

1.81

1.71

1.82

1.89

1.86

1.89

1.99

1.94

表3 方差分析结果

Tab 3 Analysis of variance

变异来源
A

B

C

D

误差

偏均差平方和
0.156

0.033

0.005

0.001

0.001

自由度
2

2

2

2

18

均方
0.078

0.017

0.002

＜0.001

＜0.001

F

1 401.800

299.400

43.400

5.600

P

＜0.01

＜0.01

＜0.01

＜0.05

注：F0.05（2，18）＝3.55，F0.01（2，18）＝6.01

Note：F0.05（2，18）＝3.55，F0.01（2，18）＝6.01

由表 2 可知，各因素影响甘草总黄酮提取率的主次因素

为A＞B＞C＞D，即乙醇体积分数＞固液比＞提取时间＞微波

功率；由表 3 方差分析可知，A、B、C均为极显著因素，D为显

著因素，均对甘草总黄酮提取率有显著影响。经综合考察确

定最优工艺为 A3B2C2D2，即乙醇体积分数 70％、固液比 1 ∶ 25、
提取时间3 min、微波功率为300 W。

2.5 工艺验证试验

准确称取甘草粉末 15.00 g，固定硫酸铵质量浓度为 0.40

g/ml，按照最优工艺重复操作3次，得提取率平均值为2.038％

（RSD＝0.69％，n＝3），高于正交试验中的最高值；计算双水相
萃取率，即上相溶液中总黄酮量（g）/[上相溶液中总黄酮量
（g）+下相溶液中总黄酮量（g）]×100％，得双水相萃取率平均
值为94.46％（RSD＝1.30％，n＝3）。验证试验结果见表4。

表4 验证试验结果

Tab 4 Results of validation test

试验号

1

2

3

总黄酮提
取率，％

2.052

2.038

2.024

上相溶液中总
黄酮量，g

0.307 8

0.305 7

0.303 6

下相溶液中总
黄酮量，g

0.022 3

0.018 0

0.013 6

双水相萃
取率，％

93.24

94.44

95.71

3 讨论
对于 4因素的正交试验方差分析，一般有 2种设计方案：

一是采用L16（45）正交表设计试验，以其中极差值最小的列为
空白列，以反映试验过程中误差的大小；另一种是采用L9（34）

正交表设计试验，9个试验重复 3次或以上，将误差降低到最
小，以提高试验的准确度，分析 4个因素对总黄酮提取率影响
的显著性水平。本试验采用了第2种方案，每个试验均重复3次。

试验中硫酸铵质量浓度较高，因此必须先用蒸馏水溶解，

如果成相后再溶解硫酸铵，则一部分水分子已经与乙醇互溶，

可用于溶解硫酸铵的水分子量减少，导致无法完全将其溶解
而致萃取体系的改变。总黄酮绝大部分萃取在上相，当硫酸
铵质量浓度为0.40 g/ml、乙醇体积分数为70％时，粗提取液经
微波处理后快速分为上下两相；当乙醇体积分数为 80％、

90％，或低于 30％时，溶液始终不能分相。可见，硫酸铵质量
浓度与乙醇体积分数需在一定范围内才能成相，但具体原因
还待进一步研究。

温度的变化会影响硫酸铵的溶解度，从而影响双水相体
系。试验中应等待溶液降为室温、双水相体系趋于稳定、总黄
酮分配达到平衡后再用分液漏斗分液。

本试验实现了甘草总黄酮的同时提取与分离，且提取率和
双水相萃取率均较高。此方法简化了工艺步骤，节省了成本，

且条件温和，易于实现工艺放大，从而为甘草总黄酮的提取提
供了一种新方法，对其他性质相似物的提取也有借鉴意义。
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染料木素（Genistein，GEN）为异黄酮类化合物，具有抗炎、

镇痛、抗骨质疏松、降血脂、抗肿瘤等作用[1-5]，与雌二醇具有相

似的化学结构，且有弱的雌激素样作用，可代替雌二醇用于更

年期综合征的治疗。但由于其难溶性，使得GEN应用受到限

制[6]。固体分散技术可将药物高度分散于水溶性载体中，用于

提高难溶性药物的溶解度及溶出度[7]。本研究应用固体分散

技术将GEN制备成GEN固体分散体（GSD），以提高GEN的溶
出度。笔者根据预试验结果，通过单因素考察及正交试验进
一步对GSD制备过程中的主要影响因素进行筛选，最终确定
GSD的最优制备工艺，为GSD后续研究工作奠定了基础。

1 材料
1.1 仪器

正交试验法优选染料木素固体分散体制备工艺

包琳琳＊，孟庆杰，潘五九，王伟明#（黑龙江省中医药科学院，哈尔滨 150036）

中图分类号 R943 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2016）04-0528-03

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2016.04.30

摘 要 目的：优选染料木素固体分散体的制备工艺。方法：以45 min的累计溶出度和溶出50％所用的时间（t1/2）的综合评分为指

标，通过单因素试验和正交试验考察药载比（m/m）、熔融温度、搅拌时间、表面活性剂及过筛目数对染料木素固体分散体制备工艺

的影响，并进行验证试验。采用高效液相色谱法测定染料木素含量，色谱条件为Diamonsil C18色谱柱，流动相为甲醇-0.05％磷酸

（70 ∶ 30），检测波长为262 nm，柱温为30 ℃，进样量为10 µl。结果：固体分散体的最优制备工艺为药载比1 ∶ 9，熔融温度75 ℃，搅

拌时间10 min，过40目筛，不加表面活性剂。按最优制备工艺所制的3批样品的 t1/2分别为23.32、23.10、23.28 min，累计溶出度分

别为91.90％、89.63％、90.08％。结论：优化的制备工艺可行，成功制得染料木素固体分散体。

关键词 染料木素；固体分散体；正交试验；制备工艺

Optimization of Preparation Process for Genistein Solid Dispersions by Orthogonal Test
BAO Linlin，MENG Qingjie，PAN Wujiu，WANG Weiming（Heilongjiang Academy of TCM，Harbin 150036，

China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize preparation process of Genistein solid dispersions. METHODS：With the cumulative dis-

solution for 45 min and the time of 50％ dissolution（t1/2）as index，single factor test and orthogonal test were used to investigate

the effects of drugs and carrier ratio（m/m），melting temperature，mixing time，surfactants and mesh sieve on preparation process，

and validated.The content of genistein was determined by HPLC. Chromatographic conditions were as follows as Diamonsil C18 col-

umn，mobile phase consisted of methanol-0.05％ phosphoric acid（70 ∶ 30），detection wavelength 262 nm，column temperature

30 ℃，sample size 10 µl. RESULTS：Optimal preparation process was as follows as drugs and carrier ratio of 1 ∶ 9，melting temper-

ature 75 ℃，mixing time 10 min，mesh sieve 40，no active agent. t1/2 of 3 batches of samples prepared by optimized preparation

technology were 23.32，23.10 and 23.28 min，and cumulative dissolution of them were 91.90％，89.63％ and 90.08％，respective-

ly. CONCLUSIONS：Optimized preparation process is reliable，and Genistein solid dispersion is prepared successfully.

KEYWORDS Genistein；Solid dispersion；Orthogonal test；Preparation process
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