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要!根据乙醇$无机盐双水相体系的分相能力差异与葛根总黄酮在其中的分配差异%用双水相对葛根总黄

酮进行萃取纯化
:

先在室温
#>?

下用浊点法分别绘制研究乙醇与氯化钠&碳酸钠&磷酸氢二钾&碳酸钾&硫酸

铵
>

种盐所组成的双水相体系的相图%并计算萃取后葛根总黄酮在各体系中的分配系数和萃取率%筛选出乙

醇$磷酸氢二钾体系为最佳体系
:

然后考察改变该体系中水与乙醇体积比和盐的量对体系相比以及葛根总黄

酮的分配系数和萃取率的影响%确定最佳组成
:

最后考察了葛根粗提取液中葛根总黄酮浓度变化对其分配系

数和萃取率的影响
:

结果表明乙醇质量分数为
>$:%&@

&磷酸氢二钾质量分数为
##:";@

的双水相体系是分离

纯化葛根总黄酮的最佳条件'在一定质量浓度范围内%葛根总黄酮质量浓度越高%葛根总黄酮在双水相体系中

的分配系数越大%当葛根粗提物质量浓度超过
$:$%&

A

$

BC

后%分配系数减小'质量浓度的改变对萃取率影响

不大'在最佳萃取条件下%葛根总黄酮在体系中的分配系数为
!>:==

%萃取率高达
==:#!@:

该双水相萃取技术

操作简单&环保无害%并对葛根粗提取液中葛根总黄酮的分离纯化有较好的效果
:

关键词!双水相体系'乙醇$磷酸氢二钾体系'葛根总黄酮'萃取
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#%男%福建三明人%教授%博士%博士研究生导师
:

研究方向!分离与富集
:

$

!

引
!

言

葛根是多年生缠绕藤本植物%为豆科植物野

葛"

!"#$%$&%'()%*%

"

+&',-

#

./+&

#或甘葛藤"

!"0

#$%$&%*/(12(3&&4#3*/

#干燥的根%具有很多功效%

可作为药物应用于多种病症(

%

)

:

葛根总黄酮是葛

根的主要有效成分%约占总质量的
%$@:

葛根总黄

酮包括葛根素&大豆"黄豆#甙&大豆甙元等
%$

余

种
:

其中%葛根素在葛根总黄酮中的质量含量最

高%具有较高的药用价值
:

传统的葛根分离纯化方

法有水提醇沉法&醇提水沉法和铅盐法等%其污染

大&收率较低(

#

)

%造成了葛根资源的浪费%产品成

本的提高
:

因此%探索出操作简便&成本低%易实现

工业化分离纯化的工艺%对提高葛根总黄酮药用

价值具有重要意义(

!

)

:

双水相萃取技术是指亲水性有机物水溶液在

一定条件下可形成双水相%利用被分离物在两相

中分配不同%便可实现分离
:

常见的能形成双水相

体系的高聚物有!聚乙二醇"

JKL

#&聚丙二醇&甲

基聚乙二醇&聚乙烯醇聚乙烯吡咯烷酮&甲基纤维

素&乙基羟乙基纤维素&葡聚糖&聚丙基葡聚糖&羟

丙基葡聚糖&聚蔗糖等%低分子有机物有!乙醇&丙

醇&异丙醇等%无机盐有!硫酸钾&硫酸铵&草酸钠&

磷酸钾等(

&

)

:

霍清(

>"

)对葛根素在双水相体系中的分配特

性进 行了 研究
:

其 实验表明%采 用 聚 乙 二 醇

"

JKL

#$"

7M

&

#

#

NO

&

双水相体系时%最大分配系

数可达
%&<:#

%最大收率为
==:=$@

'采用丙酮$

P

#

MJO

&

双水相体系时%最 大分 配系数 可达

!":;%

%最大收率为
==:>>@:

王志辉等(

;

)研究了葛

根素在乙醇$硫酸铵双水相体系中的分配特性以

及影响因素
:

其实验表明%在其最佳萃取条件下%

最大分配系数可达
%":!$

%回收率为
=&:!!@

%葛根

素分配在上相
:Q*M*,-2-

A

等(

<

)研究了一个使用

正丁醇$水双水相体系萃取%氧化铝柱纯化和重结

晶获取大豆黄酮和葛根异黄酮的新方法%并考察

提取溶剂类型对产量的影响'其实验表明%等体积

比的正丁醇$水双水相体系实现了固液萃取和液

液净化的双重效果%相对于普通的单一溶剂提取%

具有更高的大豆黄酮和葛根异黄酮产率
:

新型的亲水有机溶剂$无机盐双水相体系可

以为部分生物物质提供良好的生物环境%并保持

其生物活性%但是传统的聚合物$聚合物双水相体

系和聚合物$无机盐双水相体系存在着原材料成
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本偏高以及不易回收等问题%因此制约了双水相

萃取体系在工业上的应用
:

乙醇$无机盐双水相体

系采用的是无毒无害&又易挥发回收的小分子有

机溶剂乙醇%且乙醇同时又可作为中药有效成分

的提取剂
:

因此该双水相萃取体系有望克服传统

双水相萃取技术原料成本偏高&不易回收等缺点%

充分发挥双水相萃取的技术优势和成本优势%从

而实现双水相萃取技术提取分离生物物质和天然

产物中有效成分的大规模工业化生产
:

本实验选用乙醇$无机盐双水相体进行研究
:

着重考察乙醇$无机盐双水相体系的相平衡以及

葛根总黄酮在该双水相体系中的分配特性
:

根据

不同种类无机盐与无水乙醇形成的双水相体系的

分相能力和葛根总黄酮在该双水相体系中的分配

特性%选择出适合萃取葛根总黄酮的双水相体系%

并考察目标萃取物在该体系中的分配系数和目标

萃取物的萃取率
:

%

!

实验部分

%:%

!

主要试剂与仪器

葛根%购于三九大药房%经鉴定为柴葛'对照

品葛根素"南京替斯艾么中药研究所提供%

R4

含

量测定用#'无水乙醇"国药集团化学试剂有限公

司提供#'所用药品和试剂均为分析纯'水为去离

子水
:

电子分析天平"

FC%$&

#(梅特勒 托利多"上

海#仪器有限公司)'

QM %$$F

微波催化合成$萃

取仪"北京祥鹄科技发展有限公司#'旋转蒸发仪

"上海嘉鹏科技有限公司#'

F-S2 %$$$

高速离心

机"上海安亭科学仪器厂#'

PD #>$TU

型数控超

声清洗器"昆山市超声仪器有限公司#'

R4#&>$

分

光光度计"日本岛津公司#'电热鼓风干燥箱"上海

嘉鹏科技有限公司#

:

%:#

!

供试液"葛根醇提浓缩液#的制备

称取粒径
$:#>$ BB

的葛根粉末
#$

A

%用

&$$BC<$@

的乙醇溶液于
<$?

&

<$$)

下%微波

辅助回流提取
!$BH-

%过滤%滤渣用相同方法再次

提取&过滤%合并提取液%用旋转蒸发仪浓缩提取

液%得到葛根醇提浓缩液%低温干燥保存备用
:

%:!

!

葛根总黄酮的分析方法

取对照品葛根素标准溶液和双水相体系萃取

供试液后的上下相%用紫外分光光度计在
#$$

!

&$$-B

波长范围内做光谱扫描%最大吸收峰在
!

V

#&<-B

处%与文献(

=

)相符%本实验选取这一波长

进行葛根总黄酮的分析波长
:

葛根总黄酮测定的标准曲线方程为!

5V

$-$>%&6W$-$$!;

"

5

为吸光度'

6

为质量浓度%

%$

X"

A

$

BC

#%相关系数
7

#

V$:===#:

%:&

!

双水相体系分相能力的研究

在常温常压下%用
7,Y6

&

7,

#

YO

!

&

P

#

MJO

&

&

P

#

YO

!

&"

7M

&

#

#

NO

&

五种盐作为实验用无机盐%无

水乙醇为实验用亲水有机相
:

采用浊点滴定法绘

制双水相体系相图!精确称取一定质量"

1

/

#无机

盐于干燥的锥形瓶中%加入一定量的去离子水

"

1

Z

#%用酸式滴定管缓慢滴加无水乙醇%并不断振

荡使其充分混合%观察溶液的澄清状况%直至锥形

瓶内液体出现浑浊为止%记录所滴加无水乙醇的

体积%换算为质量"

1

2H

#%此时体系的总质量为
1

H

'

然后继续加入一定量去离子水"

1

Z

G

#%溶液变为澄

清%此时体系的总质量为
1

G

'继续向锥形瓶中缓慢

滴加无水乙醇并不断摇匀%直至再次出现浑浊%如

此反复操作%每次浑浊时%计算一次无水乙醇和盐

在系统总量中的质量分数%以盐的质量分数为横

坐标%无水乙醇的质量分数为纵坐标作图%即得各

种双水相体系的相图(

%$

)

:

计算公式如下!

无水乙醇质量浓度!

+

2H

8

"

1

2H

1

H

!

"其中
&

8

%

%

#

%

!

%*%

3

#

!!

盐的质量浓度!

+

/

8

1

/

1

H

!

"其中
&

8

%

%

#

%

!

%*%

3

#

%:>

!

双水相体系萃取能力测定

考察乙醇$无机盐双水相体系对一定浓度目

标萃取物溶液的萃取能力
:

配置乙醇和无机盐质

量分数确定的某双水相体系%加入目标萃取物溶

液后%充分振荡%使体系充分完全混合%离心后取

样用紫外分光光度计测定上&下相的吸光度%根据

标准曲线计算上&下相葛根总黄酮的浓度%考察体

系的相比"

7

#&目标萃取物在体系中的分配系数

"

9

#以及目标萃取物的萃取率"

:

#

-

双水相体系相比计算公式为!

7

8

;

0

;

[

其中%

;

0

&

;

[

分别是上&下相体积"

BC

#

:

目标萃取物在体系中分配系数计算公式为!

9

8

6

0

6

[

其中%

6

0

&

6

[

分别是上&下相目标萃取物的质量浓

度"

%$

X"

A

$

BC

#

:

目标萃取物的萃取率%即收率的计算公式

为(

%$

)

!

:

8

79

%

<

79



第
!

期 池汝安%等!葛根总黄酮在乙醇 无机盐双水相体系中的萃取
!

!!!!

#

!

结果与讨论

#:%

!

乙醇与不同种类无机盐相图的绘制及分相

能力考察

!!

实验显示%

7,Y6

无法与无水乙醇形成双水

相%"

7M

&

#

#

NO

&

因溶解度随温度影响比较大%容

易析出晶体而不能与乙醇形成稳定的双水相体

系%

7,

#

YO

!

&

P

#

MJO

&

&

P

#

YO

!

都能与乙醇形成稳

定的双水相体系
:

室温
#=<P

下%通过改变盐的加

入量%采用浊点法绘制各双水相体系相图
:

结果如

下图所示!

图
%

!

三种不同盐的双水相体系的相图

\H

A

:%

!

1+2,

]

*25*/0Z5I

^

+,/2_H,

A

9,B5̀

0+922_H̀̀292-0/,60

结合实验现象%分析图
%

可知%乙醇$碳酸钠&

乙醇$磷酸氢二钾&乙醇$碳酸钾三种双水相体系

中!碳酸钠分相能力较强%即在较少的盐&醇的用

量时%就能形成稳定的双水相体系%但碳酸钠在水

中溶解度较低%含盐量较低时该双水相体系的分

配系数较小%又无法考察含盐量较高时该双水相

体系对目标萃取物的萃取效果%故不适合作萃取

体系'碳酸钾能够稳定分相且持续时间长但萃取

能力不太明显%上下相葛根总黄酮浓度相差不大%

故不适合作萃取体系'磷酸氢二钾不仅能够稳定

分相&持续时间长&分相范围广%而且萃取能力强%

葛根总黄酮几乎只分布在其上相%故选用此体系

为萃取葛根总黄酮的双水相体系%并对其进一步

研究
:

#:#

!

K0OM

$

P

#

MJO

&

双水相体系萃取葛根总黄

酮最佳体系的确定

#:#:%

!

K0OM

'

P

#

MJO

&

体系中水与乙醇体积比

的考察
!!

在
K0OM

$

P

#

MJO

&

体系中%改变水与

乙醇的体积比%考察体系上下相体积的变化
:

由图

%

可知!当水和乙醇的量一定时%盐的量越多下相

体积越大%达一定程度部分盐不溶'当盐和乙醇的

量一定时%水的量过多体系不成双水相%水的量过

少盐不能完全溶解'当盐和水的量一定时%乙醇过

多部分盐析出%乙醇过少体系不成双水相
:

双水相

体系的分相过程是有机溶剂与无机盐竞争夺取水

分子的过程%故水与乙醇的体积比要适当
:

本实验

将针对水与乙醇的体积比"

;

$

;

#分别为
!a;

&

&a"

&

>a>

来作进一步研究
:

#:#:#

!

K0OM

'

P

#

MJO

&

体系中磷酸盐加入量的

确定
!!

对稀释一定倍数的供试液%在水与无水

乙醇体积比分别为
!a;

&

&a"

&

>a>

条件下%改变

P

#

MJO

&

的加入量%用紫外可见分光光度计测定

双水相萃取后上下相溶液的吸光度%考察相比
7

&

分配系数
9

及萃取率
:

的变化情况
:

重复实验两

次%计算其误差%实验结果分别如图
#

&

!

&

&

所示
:

!!

当水与乙醇体积比为
!a;

"见图
#

#%

P

#

MJO

&

加入量为
#:>

A

时%分配系数
9

近达
!$

%萃取率
:

为
==:$"@

'当水与乙醇体积比为
&a"

"见图
!

#%

图
#

!

水与乙醇体积比为
!a;

时
P

#

MJO

&

的

量对相比
7

%分配系数
9

及萃取率
:

的影响

\H

A

:#

!

K0+,-56

$

Z,029

"

;

$

;

#

V!a;

&

0+22̀̀230/5̀

P

#

MJO

&

,B5*-05-7

&

9,-_:

图
!

!

水与乙醇体积比为
&a"

时
P

#

MJO

&

的

量对相比
7

%分配系数
9

及萃取率
:

的影响

\H

A

:!

!

K0+,-56

$

Z,029

"

;

$

;

#

V&a"

&

0+22̀̀230/5̀

P

#

MJO

&

,B5*-05-7

&

9,-_:
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图
&

!

水与乙醇体积比为
>a>

时
P

#

MJO

&

的

量对相比
7

%分配系数
9

及萃取率
:

的影响

\H

A

:&

!

K0+,-56

$

Z,029

"

;

$

;

#

V>a>

&

0+22̀̀230/5̀

P

#

MJO

&

,B5*-05-7

&

9,-_:

P

#

MJO

&

加入量为
#:>

A

时%分配系数
9

为

%&:%<

%萃取率
:

为
=;:"&@

'当水与乙醇体积比为

>a>

"如图
&

#%

P

#

MJO

&

加入量为
#:>

A

时%分配

系数
9

为
%":%!

%萃取率
:

为
=;:>&@:

综合分析图
#

&

!

&

&

可知%

K0OM

$

P

#

MJO

&

双

水相体系上相中葛根总黄酮的含量随磷酸氢二钾

或乙醇质量分数的增大而减小%这是由于黄酮易

溶于碱性水溶液中
:

当双水相体系中乙醇的质量

分数一定时%随着
P

#

MJO

&

质量分数的增大%

P

#

MJO

&

争夺水分子的能力越强%体系上相中的

水减少%导致上相体积减小%上相中乙醇的质量浓

度增大%其中的黄酮质量浓度也增大'当双水相体

系中
P

#

MJO

&

的质量分数一定时%随着乙醇质量

分数的升高%乙醇争夺水分子的能力越强%体系上

相中的水增多%相对的导致体系下相的体积减小%

使得体系下相中
P

#

MJO

&

的质量浓度增大%

^

M

值也随着增大%增大了黄酮在下相的溶解度
:

水与

乙醇体积比为
!a;

时%体系分配系数相较
&a"

&

>a>

略大%且萃取率基本平衡处于较高水平'随磷

酸氢二钾的质量增加%虽然相比有所减小&分配系

数有所增加%但萃取率基本不变'另外磷酸氢二钾

的量越多%不利于后续回收
:

故拟取水与乙醇体积

比为
!a;

%

P

#

MJO

&

为
#:>

A

时为最佳双水相萃取

体系
:

因此萃取葛根总黄酮最佳的体系条件为!乙

醇质量分数为
>$:%&@

&磷酸氢二钾质量分数为

##:";@

的
K0OM

$

P

#

MJO

&

双水相体系%此时相

比
7

为
!->"

%且分配系数
9

为
#=:;>

%葛根总黄酮

的萃取率
:

达到
==:$"@:

#:!

!

待萃取物浓度对萃取效果的影响

精确称取不同质量制备的供试液"葛根醇提

浓缩液#%用水与乙醇体积比为
!a;

的溶液定容%

精密量取上述配制好的溶液各
!:$$BC

加入到水

与乙醇体积比为
!a;

&

1

"

P

#

MJO

&

#

V#:>

A

的双

水相体系中%充分振荡混合摇匀%离心分相
:

用紫

外可见分光光度计测定双水相萃取后上下相溶液

的吸光度%考察分配系数
9

及萃取率
:

的变化情

况%实验结果如图
>

所示
:

图
>

!

浓度对分配系数
9

和萃取率
:

的影响

\H

A

:>

!

1+22̀̀2305̀35-32-09,0H5-5-9,-_:

由图
>

可知%在一定样品质量浓度范围内%随

着葛根总黄酮浓度的增加%其分配系数
9

也增加'

当供试液浓度超过
$:$%&

A

$

BC

后%分配系数
9

下降'浓度的改变对萃取率影响不大
:

对该固定总

量的双水相体系%其对葛根总黄酮的萃取能力有

一定限制
:

当葛根总黄酮浓度超过该双水相萃取

能力时%上相所能容纳葛根总黄酮达到饱和%多余

的葛根总黄酮转移至下相%导致萃取率降低
:

#:&

!

利用双水相
K0OM

$

P

#

MJO

&

体系萃取葛根

总黄酮

!!

取水与乙醇体积比为
!a;

%

1

"

P

#

MJO

&

#

V

#:>

A

%即乙醇的质量分数为
>$:%&@

%盐
P

#

MJO

&

的质量分数为
##:";@

配制的双水相体系
:

精确

称取制备的供试液"葛根总黄酮醇提浓缩液#%用

水与乙醇体积比为
!a;

的溶液稀释一定倍数后%

精密量取一定量加入到已配置的双水相体系中%

充分振荡混合摇匀%离心分相
:

然后用
R4

可见分

光光度计测定经双水相萃取后上&下相溶液的吸

光度%以及经稀释同等倍数后的未进行双水相萃

取的供试液吸光度%实验结果如图
"

所示
:

同时将

未进行双水相萃取和萃取后上&下相的各样品溶

液分别用高效液相色谱进行检测%其结果如图
;

所示
:

色谱条件为!色谱柱%

.-290/HCOTNY%<

色谱

柱"

#>$-Bb&:"-B

%

>

"

B

#'流动相%甲醇 水"体

积比
#$a<$

#'检测波长%

#>$-B

'柱温%常温'流

速%

%BC

$

BH-

'进样量%

>

"

C:
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图
"

!

萃取前后葛根总黄酮紫外吸光度比较

\H

A

:"

!

1+235B

^

,9H/5-5̀050,6̀6,c5-H_/R4

,[/59[,-32[2̀592,-_,̀0292d09,30H5-

萃取前经稀释同等倍数的葛根总黄酮浓缩液

中葛根总黄酮的质量浓度为
;:;;b%$

X"

A

$

BC

%

体积为
%$:<>BC

'萃取后上相质量浓度为
=:&"b

%$

X"

A

$

BC

%体积为
<:"&BC

'下相的质量浓度为

":";b%$

X;

A

$

BC

%体积为
%:;=BC:

由此可知%粗

醇提液经
K0OM

$

P

#

MJO

&

双水相体系萃取分离

后%目标萃取物葛根总黄酮在体系上相中浓缩富

集%纯度得到提高
:

图
;

!

萃取前后葛根总黄酮高效液相色谱比较

\H

A

:;

!

1+235B

^

,9H/5-5̀050,6̀6,c5-H_/MJCY

3+95B,05

A

9,B[2̀592,-_,̀0292d09,30H5-

比较图
;

"

,

#和"

[

#!

;

!

%&BH-

峰面积减小%

表明经双水相萃取后%除去了清水性杂质'葛根素

的峰面积增大%表明萃取后葛根素浓度增大'后面

的
&

个峰是葛根总黄酮的其他异黄酮苷和苷元%

质量浓度都有所提高
:

由图"

3

#可看出萃取后下相

几乎没有葛根总黄酮
:

故经双水相萃取后%葛根总

黄酮富集在上相%下相含量非常少%葛根总黄酮得

到纯化
:

!

!

结
!

语

$%

实验中考察的有机小分子溶剂乙醇价廉&

低毒&较易挥发&易溶于水%且具有较大的水化能%

能与其生成双水相的盐较少%且相比
7

难趋近于
%:

&%

因为各种盐的溶解度均受温度的影响%所

以形成的双水相体系也受温度的影响
:

本实验在

室温
#>?

下浊点法绘制相图%在此过程中硫酸盐

和碳酸盐的溶解度受温度影响尤为显著%表现为

滴定过程中极易析出晶体
:

因此本实验最后选用

K0OM

$

P

#

MJO

&

体系作为萃取葛根总黄酮的最佳

双水相体系
:

'%

在
K0OM

$

P

#

MJO

&

双水相体系中%乙醇易

挥发而无需反萃取%使得分离操作较简单'磷酸氢

二钾具有较宽的分相范围%并且有较高的分配系

数和回收率
:

萃取葛根总黄酮最佳的体系条件为!

乙醇质量分数为
>$:%&@

&磷酸氢二钾质量分数为

##:";@

的
K0OM

$

P

#

MJO

&

双水相体系%相比
7

为
!:>":

!%

在一定浓度范围内%葛根总黄酮浓度越高%

葛根总黄酮在双水相体系中的分配系数越大'当

黄酮粗提物质量浓度超过
$:$%&

A

$

BC

后%分配系

数减小'浓度的改变对萃取率影响不大
:

在最佳萃

取条件下%葛根总黄酮在体系中的分配系数
9

为

!>-==

%萃取率
:

高达
==:#!@:

(%

经双水相萃取后%葛根总黄酮富集在双水

相的上相%下相主要富集亲水性杂质%从而葛根黄

酮粗提物得到纯化
:

)%K0OM

$

P

#

MJO

&

双水相体系萃取技术操作

简单%易于放大%环保无污染%实现了葛根总黄酮

的初步分离%有效提高了葛根总黄酮的纯度和得

率%在葛根有效成分的提取分离领域展现了良好

的应用前景
:
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