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摘 要 目的：优化积雪草中积雪草总苷的提取工艺。方法：以积雪草苷和羟基积雪草苷含量之和为考察指标，采用单因素试验

和正交试验对酶用量、酶解时间、酶解温度、乙醇体积分数、液料比、超声提取时间进行考察，优化超声波-酶法提取积雪草中积雪

草总苷的工艺条件并进行验证试验。结果：最优提取工艺为纤维素酶用量 12 mg/g，以 10倍液料比加入 60％乙醇，60 ℃酶解 60

min，超声提取50 min；验证试验中积雪草总苷平均提取率为1.92％（RSD＝1.83％，n＝3）。结论：超声波-酶法用于积雪草中积雪

草总苷的提取，工艺稳定、可行。
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Study on the Extraction Technology of Asiaticosides from Centella asiatica by Ultrasonic-enzyme Method
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the extraction technology of asiaticosides from Centella asiatica. METHODS：Using to-

tal amounts of asiaticoside and hydroxy asiaticoside as investigation indexes，single factor and orthogonal test were used to investi-

gate the enzyme amount，enzymolysis time，enzymolysis temperature，ethanol volume fraction，liquid material ratio and ultrasonic

extraction time and optimize the extraction technology of asiaticosides from C. asiatica by ultrasonic-enzyme method，and verifica-

tion test was conducted. RESULTS：Optimal extraction technology was as follow as cellulose dosage of 12 mg/g，10-fold liquid ma-

terial ratio added into 60％ ethanol，enzyme hydrolysis for 60 min at 60 ℃，ultrasonic assisted extraction for 50 min. Average ex-

traction rate of total asiaticosides was 1.92％（RSD＝1.83％，n＝3）in verification test. CONCLUSIONS：Ultrasonic-enzyme meth-

od is stable and feasible for the extraction technology of asiaticosides from C. asiatica.
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积雪草[Centella asiatica（L.）Urb. ]为伞形科积雪草
属植物，全草入药，是我国最早应用的中药之一，中医中
药采用积雪草内服和外用已有两千多年的历史，最早记
载于《神农本草经》[1-2]。2015年版《中国药典》将积雪草
收载为常用中药材，记载其具有清热利湿、解毒消肿的
功效，主要用于湿热黄疸、中暑腹泻、痈肿疮毒、跌打损
伤等的治疗[3]。积雪草苷为积雪草的主要活性成分，现
代药理研究表明，积雪草苷不仅具有显著的促进创面愈
合、抑制瘢痕形成作用[4-5]，在治疗心血管疾病、抗肿瘤、

保护肝脏等方面[6-7]亦具有一定的疗效。

目前积雪草苷的提取方法主要有回流法 、超声波

法、微波法、酶法等。本课题组基于积雪草总苷（积雪草

苷与羟基积雪草苷）的理化性质，同时参考文献[8-9]，建

立超声波-酶法提取积雪草总苷的方法，同时优化其关

键的提取参数，以最大程度地从积雪草药材中提取出该

有效成分。

1 材料
1.1 仪器

1260型高效液相色谱（HPLC）仪（美国安捷伦科技

有限公司）；KQ-500DV型数控超声波清洗器（昆山市超

声仪器有限公司）；BT125D型十万分之一电子分析天

平（德国赛多利斯科学仪器北京有限公司）；HH-SL型恒

温水浴锅（郑州长城科工贸有限公司）。

1.2 药材、药品与试剂

积雪草（购于遵义药材市场，经遵义医学院生药学

教研室杨建文教授鉴定为积雪草全草，符合 2015年版

《中国药典》收载品种要求）；积雪草苷对照品（批号：

PS145052301，纯度：98.86％）、羟基积雪草苷对照品（批

号：PS14012001，纯度：99.82％）均来源于成都普思科技

生物科技股份有限公司；纤维素酶（宁夏夏盛实业集团

有限公司，批号：201510，酶活力：40 000 U/g）；乙腈为色

谱纯，其余试剂均为分析纯，水为自制超纯水。

2 方法与结果
2.1 积雪草总苷的含量测定

2.1.1 对照品贮备液的制备 分别取积雪草苷和羟基

积雪草苷适量，精密称定，加甲醇制成每1 mL含积雪草

苷 300 μg、羟基积雪草苷 300 μg 的溶液，离心（12 000

r/min，离心半径为 6.032 cm，下同）15 min，取上清液即

得对照品贮备液。

2.1.2 供试品溶液的制备 精密称取积雪草苷提取物，

加甲醇超声（功率：300 W，频率：40 KHz）溶解，制备成

含积雪草总苷为 5 mg/mL 的溶液，12 000 r/min 离心 15

min，取上清液即得供试品溶液。

2.1.3 色谱条件的确立 参考文献[10]条件。色谱柱：

ZORBAX SB-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：乙

腈 -2 mmol/L β-环糊精溶液（25 ∶ 75，V/V）；流速：1.0

mL/min；检测波长：205 nm；柱温：30 ℃；进样量：10 μL。

在此条件下，供试品中积雪草苷和羟基积雪草苷与相邻

主峰均达到良好的基线分离，色谱图见图1。

2.1.4 线性关系考察 精密吸取积雪草苷和羟基积雪

草苷贮备液，加甲醇摇匀制得含积雪草苷和羟基积雪草

苷质量浓度均为15、30、60、90、105、120、240 μg/mL的混

合对照品溶液，进样测定。以混合对照品质量浓度为横

坐标（x）、峰面积为纵坐标（y），得二者的回归方程 y＝

2.281 4x（r＝0.999 6，n＝7）、y＝1.911x（r＝0.999 4，n＝

7）。结果表明，积雪草苷和羟基积雪草苷检测质量浓度

线性范围均为15～240 μg/mL。

2.1.5 精密度试验 取同一供试品溶液，进样6次，测定

峰面积。结果，积雪草苷和羟基积雪草苷峰面积的RSD

分别为0.73％、0.56％（n＝6），表明该仪器精密度良好。

2.1.6 重复性试验 精密称定同一批药材积雪草粉末

5 g，共 6份，依法制备供试品溶液，进样测定。结果，积

雪草苷和羟基积雪草苷含量的 RSD 分别为 3.28％、

3.02％（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.1.7 稳定性试验 取同一供试品溶液适量，分别于0、

2、4、6、8、12、24 h进样测定。结果，积雪草苷和羟基积

雪草苷含量的 RSD 分别为 0.79％、0.37％（n＝7），表明

供试品溶液在24 h内基本稳定。

2.1.8 准确度试验 精密量取已知浓度的供试品溶液9

份，加入高、中、低3个质量浓度的混合对照品溶液，分别

进样测定。结果，积雪草苷和羟基积雪草苷的平均回收

率分别为 99.8％、101.8％（RSD 分别为 3.38％、2.27％，

n＝9），表明本方法准确度良好。

2.1.9 样品中积雪草总苷的含量测定 按“2.1.2”项下

方法制备供试品溶液，测定积雪草总苷的含量，计算积

雪草总苷质量分数及积雪草总苷提取率：积雪草总苷提

取率＝[积雪草苷质量分数（g/g）+羟基积雪草苷质量分

数（g/g）]×提取物的质量（g）/积雪草质量（g）×100％。

2.2 单因素试验

2.2.1 酶用量的考察 精密称定 5.0 g 积雪草粉末，5

份，分别加入 4、8、12、16、20 mg/g 纤维素酶，以液料比

10 ∶ 1加入 60％乙醇，50℃水浴回流加热 60 min，100 ℃

水浴 5 min灭酶。在超声功率为 300 W、温度为 25 ℃条

件下超声提取30 min，提取液离心（3 800 r/min）15 min，

取上清液备用。上清液经干燥箱干燥后，减压干燥至恒

质量，即得积雪草总苷提取物。按“2.1.2”项下方法制备

供试品溶液，测定并计算，结果见图2A。

图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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由图 2A可知，纤维素酶用量在 4～8 mg/g时，积雪

草总苷提取率随酶量增加而增加；当纤维素酶大于 8

mg/g后，积雪草总苷提取率下降。因此，选择纤维素酶

量为4、8、12 mg/g进行后续考察。

2.2.2 酶解时间考察 精密称取 5.0 g 积雪草粉末，5

份，分别加入8 mg/g纤维素酶，以液料比10 ∶ 1加入60％

乙醇，50 ℃水浴回流加热 40、60、80、100、120 min，

100 ℃水浴 5 min 灭酶，超声提取 30 min。提取液同

“2.2.1”项下方法处理后进样测定，结果见图2B。

由图2B可知，纤维素酶最优酶解时间为60 min。

2.2.3 酶解温度考察 精密称取 5.0 g 积雪草粉末，5

份，分别加入8 mg/g纤维素酶，按液料比10 ∶ 1加入60％

乙醇，水浴（酶解）温度分别为40、50、60、70、80 ℃，回流

加热 60 min，100 ℃水浴 5 min 灭酶，超声提取 30 min。

提取液同“2.2.1”项下方法处理后进样测定，结果见图

2C。

由图2C可知，当酶解温度为40～50 ℃时，积雪草总

苷提取率呈上升趋势，当温度大于50 ℃时，积雪草总苷

提取率有所下降。因此，选择酶解温度为 40、50、60 ℃

进行后续考察。

2.2.4 乙醇体积分数考察 精密称取5.0 g积雪草粉末，

5份，分别加入 8 mg/g纤维素酶，按液料比 10 ∶ 1分别加

入40％、50％、60％、70％、80％乙醇，50℃水浴回流加热

60 min，100 ℃水浴5 min灭酶，超声提取30 min，提取液

同“2.2.1”项下方法处理后进样测定，结果见图2D。

由图2D可知，当乙醇体积分数为60％时，积雪草总

苷提取率最高。

2.2.5 液料比考察 精密称取 5.0 g积雪草粉末，5份，

分别加入 8 mg/g纤维素酶，分别以液料比 10 ∶ 1、15 ∶ 1、
20 ∶ 1、25 ∶ 1、30 ∶ 1加入 60％乙醇，50 ℃水浴回流加热 60

min，100 ℃水浴5 min灭酶，超声提取30 min。提取液同

“2.2.1”项下方法处理后进样测定，结果见图2E。

由图2E可知，当液料比为10 ∶1～15 ∶1时，积雪草总

苷提取率随液料比的增加而增加；当液料比大于 15 ∶ 1
时，积雪草总苷提取率下降。因此，选取液料比为10 ∶1、
15 ∶1、20 ∶1进行后续考察。

2.2.6 超声提取时间选择 精密称取5.0 g积雪草粉末，

5份，分别加入 8 mg/g 纤维素酶，以液料比 15 ∶ 1加入

60％乙醇，50 ℃水浴回流加热60 min，100 ℃水浴5 min

灭酶，分别超声提取 30、50、70、90、110 min。提取液同

“2.2.1”项下方法处理后进样测定，结果见图2F。

由图2F可知，当超声提取时间为30～50 min时，积

雪草总苷提取率随时间延长而增加；当超声提取时间大

于 50 min时，积雪草总苷提取率下降。因此，选择超声

提取时间为30、50、70 min进行后续考察。

2.3 正交试验优化积雪草总苷提取工艺

前期研究发现，积雪草总苷在60％乙醇中溶解度比

较好，故选用乙醇作为溶剂的主要目的是其可溶解药材

中浸出的积雪草总苷，单因素试验已筛选出了最优乙醇

体积分数和酶解时间，故在正交试验时不再对这2个因

素进行考察，而确定以酶用量（A）、酶解温度（B）、液料

比（C）和超声提取时间（D）为考察因素，以积雪草总苷

（积雪草苷和羟基积雪草苷的含量总和）提取率为评价

指标。设计L9（34）正交试验并重复3次以确定最优提取

工艺。因素与水平见表 1；正交试验结果见表 2；方差分

析结果见表3。

由表 2和表 3可知，各因素对积雪草总苷提取率的

影响大小顺序为液料比＞酶解温度＞酶用量＞超声提

取时间，其中前三者对积雪草总苷的提取工艺均有显著

影响（P＜0.05）。最终确定最优提取工艺为A3B3C1D2，即酶

用量为12 mg/g、酶解温度为60 ℃、液料比为10 ∶ 1、超声

提取时间为50 min。

2.4 验证试验

取同一批积雪草药材粉末 3份，每份 200 g，按照上

述最优工艺进行提取，测定积雪草总苷提取率。结果，3

次试验中积雪草中积雪草总苷的提取率分别为1.96％、

图2 各影响因素对积雪草总苷提取率的影响

Fig 2 Effects of different factors on the extraction

rate of asiaticosides
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表1 因素与水平

Tab 1 Factors and levels

水平

1

2

3

因素

A（酶用量），
mg/g

4

8

12

B（酶解温度），
℃

40

50

60

C（液料比），
mL/g

10 ∶1
15 ∶1
20 ∶1

D（超声提取时间），
min

30

50

70
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1.92％、1.89％，平均提取率为1.92％（RSD＝1.83％，n＝

3），与正交试验最高值相当，且重现性较好。

3 讨论
积雪草主要分布于热带、亚热带地区，在我国长江

以南各地广泛分布，资源丰富，具有巨大的开发潜力。

近年来，对积雪草结构鉴定和活性研究取得诸多进展，

但有很多问题尚待解决，如其主要活性成分在天然产物

中含量偏低、提取利用率低等。张开莲等[8]以积雪草苷

和羟基积雪草苷为考察指标，比较了超声提取、索氏回

流和加热回流 3种提取方法对积雪草总苷提取率的影

响，发现超声提取积雪草总苷质量分数最高，提取率为

0.427％，但提取效率仍不高；陈瑶等[11]发现药材与 75％

乙醇的料液比为 1 ∶ 20时，超声提取积雪草总苷含量最

高，为1.25％，但此提取方法相关要求较多。

植物中的有效成分往往被包裹于细胞壁内难以溶

出，如果对细胞壁进行破坏，则有利于内容物的溶出。

超声波以一种机械的方法将细胞壁破碎，可以增大物质

运动分子的运动频率和速度，增加溶剂的渗透性，从而

加速内容物进入溶剂[12]，促进积雪草总苷的溶出。酶对

药材细胞壁有降解作用。酶的种类很多，包括纤维素

酶、果胶酶、蛋白酶等，均能破坏植物细胞的细胞壁。韩

伟等[13]运用酶法提取积雪草苷时对纤维素酶、果胶酶、

蛋白酶进行比较，结果发现以纤维素酶提取效果最优；

樊亮等[14]在提取积雪草总苷时也是采用纤维素酶进行

提取。故本试验也选择纤维素酶进行提取。

为节约时间、降低工艺成本，本试验通过超声波辅

助纤维素酶法对积雪草总苷进行提取，希望通过二者的

结合可以更好地破坏细胞壁及细胞膜，增加有效成分的

穿透能力，促进积雪草总苷的溶出。结果表明，与积雪

草总苷其他常规提取法比较，超声波辅助酶法能耗低、

提取率较高，且耗时短，可降低生产成本。
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表2 正交试验结果

Tab 2 Results of orthogonal tests

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

因素
A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

1.738

1.665

1.810

0.145

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1.777

1.607

1.828

0.221

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

1.880

1.693

1.639

0.241

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

1.724

1.749

1.739

0.025

积雪草总苷提取率，％

1.907

1.575

1.732

1.662

1.423

1.909

1.763

1.824

1.843

表3 方差分析结果

Tab 3 Results of variance analysis

误差来源
A

B

C

D

误差

偏均差平方和
0.032

0.080

0.096

0.001

0.000

自由度
2

2

2

2

2

均方差
0.018

0.040

0.048

0.001

F

32.000

80.000

96.000

1.000

P

＜0.05

＜0.05

＜0.05

注：F0.05（2，2）＝19.00，F0.01（2，2）＝99.00

Note：F0.05（2，2）＝19.00，F0.01（2，2）＝99.00
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