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一种半仿生酶辅助超声波法提取禹州漏芦

总黄酮的工艺，将禹州漏芦原料先进行酶解处

理，再进行超声波破碎和萃取，分离纯化后得到

禹州漏芦总黄酮，提取环境模拟人体消化道环境

酸碱度。本发明所述的一种半仿生酶辅助超声波

法提取禹州漏芦总黄酮的工艺，以禹州漏芦为原

料，经过一系列工序提取禹州漏芦总黄酮，在模

拟人体胃、小肠、大肠的体液酸度环境下能够最

大限度的保留总黄酮的有效成分，同时超声波叠

加酶解细胞壁的处理方式最大限度的溶出总黄

酮，并结合ODS开放柱、中压柱分离纯化技术，提

高总黄酮中有效成分提取产率。
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1.一种半仿生酶辅助超声波法提取禹州漏芦总黄酮的工艺，其特征在于：将禹州漏芦

原料先进行酶解处理，再进行超声波破碎和萃取，分离纯化后得到禹州漏芦总黄酮，提取环

境模拟人体消化道环境酸碱度，其中在酶解处理时环境pH值为4.8，超声波破碎时环境pH值 

为2.0，超声波萃取时环境pH值为7.5-8.3；

所述酶解处理为每1g的禹州漏芦原料干料，清洗干燥并粉碎后加入体积分数为60%的

乙醇20mL和5mg水解酶配置成的8mL水解酶液，水解酶液中酶的活性>400u/mg，使用水杨酸

调整环境pH值为4.8在50℃下微波水浴90min，微波功率为300W，  过滤留上清液A和滤渣A，

在滤渣A中加入体积分数为60%的乙醇20mL和5mg水解酶液，使用水杨酸调整环境pH值为4.8

在50℃下微波水浴120min，得到上清液B和滤渣B，合并上清液A和  上清液B得到上清液C，将

上清液C和滤渣B留取备用；

所述水解酶为半纤维素酶、真菌淀粉酶、纤维素酶中的一种或是它们的组合物；

所述酶解过的禹州漏芦原料进行超声波破碎、萃取、分离纯化的过程为：

步骤一、将滤渣B加入体积分数为60%的乙醇20mL，使用水杨酸调整环境pH值为2.0在60 

℃下超声波破碎50min，超声波功率为100W，离心4000r/min，10min，得到上清液D和残渣C备

用；

步骤二、在残渣C中加入体积分数为60%的乙醇20mL，使用氢氧化钠调整环境pH值为7.5 

在60℃下超声波破碎25min，超声波功率为100W，离心4000r/min，10min，得到上清液E和残

渣D备用；

步骤三、在残渣D中加入体积分数为60%的乙醇20mL，使用氢氧化钠调整环境pH值为8.3 

在60℃下超声波破碎25min，得到上清液F和残渣E；

步骤四、合并上清液C、上清液D、上清液E和上清液F，得到禹州漏芦总黄酮粗提液；

步骤五、将粗提液减压浓缩烘干，得到粗提物Ⅰ；

步骤六、将步骤五烘干得到的粗提物Ⅰ用乙醇溶解后上硅胶柱，用含甲醇的氯仿溶液进

行洗脱，收集黄绿色洗脱液并风干，得到粗提物Ⅱ；

步骤七、将步骤六得到的粗提物Ⅱ用乙醇溶解后上ODS开放柱，用乙醇水溶液进行洗

脱，收集黄绿色洗脱液并减压浓缩烘干，得到粗提物Ⅲ；

步骤八、用中压柱分离纯化：将步骤七得到的粗提物Ⅲ上中压柱，用乙醇水溶液洗脱，

从出峰开始收集洗脱液，至峰下降后停止收集，洗脱液并减压浓缩烘干，得到粗提物Ⅳ；

步骤九、过滤结晶：将步骤八得到的粗提物Ⅳ用甲醇溶解，用滤膜过滤后缓慢加入水进

行结晶，边加入边搅拌至出现黄色絮状物时停止搅拌，静置50min，滤纸过滤，将留在滤纸上 

的黄色药物挥干，收集挥干后的黄色药物既为禹州漏芦总黄酮。

2.如权利要求1所述的一种半仿生酶辅助超声波法提取禹州漏芦总黄酮的工艺，其特

征在于：所述步骤六中含甲醇的氯仿溶液为含5%甲醇的氯仿溶液。

3.如权利要求1所述的一种半仿生酶辅助超声波法提取禹州漏芦总黄酮的工艺，其特

征在于：所述步骤六中使用硅胶柱进行洗脱时的流速为1.0mL/min。

4.如权利要求1所述的一种半仿生酶辅助超声波法提取禹州漏芦总黄酮的工艺，其特

征在于：所述步骤七、八中的的乙醇水溶液为体积分数为80%的乙醇水溶液。
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一种半仿生酶辅助超声波法提取禹州漏芦总黄酮的工艺

技术领域

[0001] 本发明属于有机物提取制备工艺领域，具体为一种半仿生酶辅助超声波法提取禹

州漏芦总黄酮的工艺。

背景技术

[0002] 禹州漏芦为菊科蓝刺头属植物蓝刺头及华东蓝刺头的干燥根，具有清热解毒、排

脓止血、消痈下乳的功效，为《中华人民共和国药典》(后称药典)收载品种。此前，禹州漏芦

曾与祁州漏芦一起作为漏芦收载于药典中。近年的研究证明两者的化学成分及疗效差异较

大，因此药典1995年版将祁州漏芦称漏芦，禹州漏芦另列作为独立中药品种。禹州漏芦一般

用于治疗疮痈脓肿、皮肤热毒和乳汁不通等症。已从禹州漏芦中分离鉴定了噻吩类、挥发油

类、三萜类、甾体类、芳香类、有机酸类及酯类、糖类等大量化合物并筛选到相应的活性部

位，这些化合物具有多种生物活性，如抗肿瘤、抗脂质过氧化、抗HIV、抗菌、抗病毒、抗氧化、

抗衰老以及护肝、免疫调节及抗炎作用等。近年来研究表明禹州漏芦的抗类风湿性关节炎

作用主要与其总黄酮具有抑制关节炎的Wnt信号作用有关。

[0003] 黄酮类化合物是广泛存在于药用植物中的一类化合物，大多与糖类结合为苷存

在，多具有调血脂、扩张冠脉、止血、镇咳、祛痰、降低血管脆性等活性。银杏、红花、黄芩、陈

皮等常用中药中都含有此类成分。此外，黄酮类化合物具有多种多样的生物学功能，如调节

植物生长、保护植物免受紫外线的损伤以及作为植物抗毒素和活性氧清除剂等。目前药用

植物黄酮类化合物的研究主要集中在提取工艺、成分分析及药理作用方面。随着分子生物

学的迅速发展，分子生物学也开始涉及到药用植物有效成分的生物合成及调控机制的研

究，并取得了较大进展。

[0004] 总黄酮作为禹州漏芦中一种主要成分，它的分离、结构鉴定、有效成分提取、纯化

及药理作用研究相对较少。为了更好的开发其药用价值，生产上尝试使用酶解法、半仿生

法、超声波法等传统提取黄酮类物质的方法对禹州漏芦中黄酮类化合物进行提取，但是都

存在一定的缺陷。

发明内容

[0005] 为了解决禹州漏芦中黄酮类化合物提取效率低的问题，本发明的目的是提出一种

半仿生酶辅助超声波法提取禹州漏芦总黄酮的工艺，通过使用特定工艺参数的半仿生提取

法、酶辅助提取法和超声波提取法相互叠加配合，使得在禹州漏芦中提取黄酮类化合物更

加高效、活性好、操作简单、重现性好，节能。

[0006] 本发明为了解决上述问题所采取的技术方案为：

[0007] 一种半仿生酶辅助超声波法提取禹州漏芦总黄酮的工艺，将禹州漏芦原料先进行

酶解处理，再进行超声波破碎和萃取，分离纯化后得到禹州漏芦总黄酮，提取环境模拟人体

消化道环境酸碱度，其中在酶解处理时环境pH值为4.8，超声波破碎时环境pH值为2.0，超声

波萃取时环境pH值为7.5-8.3。
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[0008] 一种半仿生酶辅助超声波法提取禹州漏芦总黄酮的工艺，制备工艺包括：

[0009] 酶解处理为每1g的禹州漏芦原料干料，清洗干燥并粉碎后加入体积分数为60%的

乙醇20mL和5mg水解酶配置成的8mL水解酶液，水解酶液中酶的活性>400u/mg，使用水杨酸

调整环境pH值为4.8在50℃下微波水浴90min，微波功率为300W，过滤留上清液A和滤渣A，在

滤渣A中加入体积分数为60%的乙醇20mL和5mg水解酶液，使用水杨酸调整环境pH值为4.8在

50℃下微波水浴120min，得到上清液B和滤渣B，合并上清液A和上清液B得到上清液C，将上

清液C和滤渣B留取备用。

[0010] 作为优选的，所述水解酶为半纤维素酶、真菌淀粉酶、纤维素酶中的一种或是它们

的组合物，复合酶相对效果更好。

[0011] 所述酶解过的禹州漏芦原料进行超声波破碎、萃取、分离纯化的过程为：

[0012] 步骤一、将滤渣B加入体积分数为60%的乙醇20mL，使用水杨酸调整环境pH值为2.0

在60℃下超声波破碎50min，超声波功率为100W，离心4000r/min，10min，得到上清液D和残

渣C备用；

[0013] 步骤二、在残渣C中加入体积分数为60%的乙醇20mL，使用氢氧化钠调整环境pH值

为7.5在60℃下超声波破碎25min，超声波功率为100W，离心4000r/min，10min，得到上清液E

和残渣D备用；

[0014] 步骤三、在残渣D中加入体积分数为60%的乙醇20mL，使用氢氧化钠调整环境pH值

为8.3在60℃下超声波破碎25min，得到上清液F和残渣E；

[0015] 步骤四、合并上清液C、上清液D、上清液E和上清液F，得到禹州漏芦总黄酮粗提液；

[0016] 步骤五、将粗提液减压浓缩烘干，得到粗提物Ⅰ；

[0017] 步骤六、将步骤五烘干得到的粗提物Ⅰ用乙醇溶解后上硅胶柱，用含甲醇的氯仿溶

液进行洗脱，收集黄绿色洗脱液并风干，得到粗提物Ⅱ；

[0018] 步骤七、将步骤六得到的粗提物Ⅱ用乙醇溶解后上ODS开放柱，用乙醇水溶液进行

洗脱，收集黄绿色洗脱液并减压浓缩烘干，得到粗提物Ⅲ；

[0019] 步骤八、用中压柱分离纯化：将步骤七得到的粗提物Ⅲ上中压柱，用乙醇水溶液洗

脱，从出峰开始收集洗脱液，至峰下降后停止收集，洗脱液并减压浓缩烘干，得到粗提物Ⅳ；

[0020] 步骤九、过滤结晶：将步骤八得到的粗提物Ⅳ用甲醇溶解，用滤膜过滤后缓慢加入

水进行结晶，边加入边搅拌至出现黄色絮状物时停止搅拌，静置50min，滤纸过滤，将留在滤

纸上的黄色药物挥干，收集挥干后的黄色药物既为禹州漏芦总黄酮。

[0021] 进一步的，所述步骤六中含甲醇的氯仿溶液为含5%甲醇的氯仿溶液。

[0022] 进一步的，所述步骤六中使用硅胶柱进行洗脱时的流速为1.0mL/min。

[0023] 进一步的，所述步骤七、八中的的乙醇水溶液为体积分数为80%的乙醇水溶液。

[0024] 本发明的有益效果：

[0025] 第一、半仿生提取法是近几年提出的新方法。它是从生物药剂学的角度，将整体药

物研究法与分子药物研究法相结合，模拟口服药物经胃肠道转运吸收的环境，采用活性指

导下的导向分离方法，具有有效成分损失少、成本低、生产周期短的特点。在操作中，根据仿

生学原理，人体胃、小肠、大肠的体液酸度最佳pH分别为2.0，7.5和8.3，先将原料用一定pH

的酸水提取，继以一定pH的碱水提取，提取液分别过滤、浓缩；

[0026] 第二、对于一些黄酮类化合物被细胞壁包围不易提取的原料，传统的热水、碱、有
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机溶剂提取法，受细胞壁主要成分纤维素的阻碍，往往提取效率较低。恰当地利用酶处理这

些植物材料，可改变细胞壁的通透性，提高有效成分的提取率。根据传质理论，溶剂向固体

表面扩散，渗透固体表面，进入固体内部及固体内部微孔隙内，溶解黄酮类化合物，通过固

体微孔隙向固体表面扩散，在表面与溶剂主体间，由于浓度差作用力，黄酮类化合物向溶剂

主体扩散，完成提取传质过程。采用酶解法却能使细胞壁疏松、破裂，减小传质阻力，从而提

高提取效率；

[0027] 第三、用超声波提取黄酮类物质，是目前比较新的方法。原理是利用超声波所具有

的空化作用破坏植物的细胞壁，从而有助于黄酮类物质快速溶解于溶剂中。同时，利用超声

波的机械效应促使提取溶剂不断震荡有助于溶质扩散，超声波的热效应对原料还具有水浴

作用。另外，还利用其次效应，如机械振动、扩散、击碎等，使其加速被提取成分的扩散、释

放。超声波提取法具有设备简单，操作方便，提取时间短，产率高，无需加热，同时有利于保

护热不稳定成分，省时，节能，提取率高的优点；

[0028] 综上所述，本发明所述的一种半仿生酶辅助超声波法提取禹州漏芦总黄酮的工

艺，以禹州漏芦为原料，经过一系列工序提取禹州漏芦总黄酮，在模拟人体胃、小肠、大肠的

体液酸度环境下能够最大限度的保留总黄酮的有效成分，同时超声波叠加酶解细胞壁的处

理方式最大限度地溶出总黄酮，节约有机溶剂和酶的量有助于减少环境污染，并结合ODS开

放柱、中压柱分离纯化技术，提高总黄酮中有效成分提取产率。

附图说明

[0029] 图1为本发明所述的芦丁的标准曲线图。

具体实施方式

[0030] 结合以下具体实施例，对本发明作进一步的详细说明，本发明的保护范围不局限

于以下实施例。实施本发明的过程、条件、试剂、实验方法等，除以下专门提及的内容之外，

均为本领域的普遍知识和公知常识，本发明没有特别限制内容。

[0031] 一种半仿生酶辅助超声波法提取禹州漏芦总黄酮的工艺，将禹州漏芦原料先进行

酶解处理，再进行超声波破碎和萃取，分离纯化后得到禹州漏芦总黄酮，提取环境模拟人体

消化道环境酸碱度，其中在酶解处理时环境pH值为4.8，超声波破碎时环境pH值为2.0，超声

波萃取时环境pH值为7.5-8.3。

[0032] 一种半仿生酶辅助超声波法提取禹州漏芦总黄酮的工艺，制备工艺包括：

[0033] 酶解处理为每1g的禹州漏芦原料干料，清洗干燥并粉碎后加入体积分数为60%的

乙醇20mL和5mg水解酶配置成的8mL水解酶液，使用水杨酸调整环境pH值为4.8在50℃下微

波水浴90min，微波功率为300W，过滤留上清液A和滤渣A，在滤渣A中加入体积分数为60%的

乙醇20mL和5mg水解酶液，使用水杨酸调整环境pH值为4.8在50℃下微波水浴120min，得到

上清液B和滤渣B，合并上清液A和上清液B得到上清液C，将上清液C和滤渣B留取备用。

[0034] 作为优选的，所述水解酶为半纤维素酶、真菌淀粉酶、纤维素酶中的一种或是它们

的组合物。

[0035] 所述酶解过的禹州漏芦原料进行超声波破碎、萃取、分离纯化的过程为：

[0036] 步骤一、将滤渣B加入体积分数为60%的乙醇20mL，使用水杨酸调整环境pH值为2.0
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在60℃下超声波破碎50min，超声波功率为100W，离心4000r/min，10min，得到上清液D和残

渣C备用；

[0037] 步骤二、在残渣C中加入体积分数为60%的乙醇20mL，使用氢氧化钠调整环境pH值

为7.5在60℃下超声波破碎25min，超声波功率为100W，离心4000r/min，10min，得到上清液E

和残渣D备用；

[0038] 步骤三、在残渣D中加入体积分数为60%的乙醇20mL，使用氢氧化钠调整环境pH值

为8.3在60℃下超声波破碎25min，得到上清液F和残渣E；

[0039] 步骤四、合并上清液C、上清液D、上清液E和上清液F，得到禹州漏芦总黄酮粗提液；

[0040] 步骤五、将粗提液减压浓缩烘干，得到粗提物Ⅰ；

[0041] 步骤六、将步骤五烘干得到的粗提物Ⅰ用乙醇溶解后上硅胶柱，用含甲醇的氯仿溶

液进行洗脱，收集黄绿色洗脱液并风干，得到粗提物Ⅱ；

[0042] 步骤七、将步骤六得到的粗提物Ⅱ用乙醇溶解后上ODS开放柱，用乙醇水溶液进行

洗脱，收集黄绿色洗脱液并减压浓缩烘干，得到粗提物Ⅲ；

[0043] 步骤八、用中压柱分离纯化：将步骤七得到的粗提物Ⅲ上中压柱，用乙醇水溶液洗

脱，从出峰开始收集洗脱液，至峰下降后停止收集，洗脱液并减压浓缩烘干，得到粗提物Ⅳ；

[0044] 步骤九、过滤结晶：将步骤八得到的粗提物Ⅳ用甲醇溶解，用滤膜过滤后缓慢加入

水进行结晶，边加入边搅拌至出现黄色絮状物时停止搅拌，静置50min，滤纸过滤，将留在滤

纸上的黄色药物挥干，收集挥干后的黄色药物既为禹州漏芦总黄酮。

[0045] 作为优选的，所述步骤六中含甲醇的氯仿溶液为含5%甲醇的氯仿溶液。

[0046] 作为优选的，所述步骤六中使用硅胶柱进行洗脱时的流速为1.0mL/min。

[0047] 作为优选的，所述步骤七、八中的乙醇水溶液为体积分数为80%的乙醇水溶液。

[0048] 禹州漏芦总黄酮含量的测定

[0049] 1、标准曲线的绘制方法

[0050] 采用NaNO2-Al(NO3)3比色法测定总黄酮含量，即利用乙醇提取黄酮类化合物，以芦

丁为标准品在510nm处测定吸光度。

[0051] 精确称取15mg芦丁标准品，以50%乙醇溶解，移入50mL容量瓶中定容，即得0.3mg/

mL的芦丁标准液。分别准确吸取0.0、1.0、2.0、3.0、4.0、5.0、6.0mL与25mL容量瓶中；再分别

加入5%的NaNO2  1.0mL摇匀后放置5min；再分别加入10%的Al(NO3)31.0mL摇匀放置5min；加

入4%的NaOH溶液10mL，摇匀放置10min；最后用30%乙醇定容至25mL。于  510  nm波长处测定

吸光值。根据标准曲线回归方程，由吸光度求出提取液中的芦丁含量，按下列公式计算出待

测样中总黄酮的含量。

[0052] 总黄酮的提取量m1(  mg)  =  C  ×  V1×  V2

[0053] 总黄酮的得率%  =m1  /m2×100

[0054] 式中:  C  为测得吸光值，带入回归方程计算出的总黄酮浓度(mg/mL)。V1 为总黄酮

提取液体积(mL)，V2  为测量总黄酮含量时的定容体积(mL)。m1为粗提取物中黄酮的重量

(mg)，m2 为漏芦样品重量（mg）。

[0055] 芦丁的标准曲线见说明书附图

[0056] 根据不同浓度芦丁标准液测得的吸光值，得回归方程y=9 .6071X-0 .0093，R2=

0.9911。
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[0057] 2、总黄酮的提取方法

[0058] 原料处理：禹州漏芦放入烘箱60℃烘干至恒重，粉碎过60目筛备用。

[0059] 方法一、超声波提取法准确称取1.00g禹州漏芦放入烧杯中，按料液比1g:60mL，加

入体积分数为60%的乙醇作为提取剂，摇匀，在50℃恒温下水浴浸泡90min；再放入超声波清

洗仪超声波处理100min，设置为60℃，100W；最后以4000r/min离心10min，得提取液A。取提

取液A1mL并采用NaNO2-Al(NO3)3比色法定性定量检测总黄酮含量。

[0060] 方法二、酶辅助超声波提取法  准确称取1.00g禹州漏芦放入烧杯中，加入5mg酶，

按料液比1g:60mL，加入体积分数60%的乙醇作为提取剂，调至pH4.8，摇匀；在50℃恒温下水

浴浸泡90min；最后放入超声波清洗仪超声波处理100min，设置为60℃，100W；最后以4000r/

min离心10min，得提取液B。取提取液B1mL并采用NaNO2-Al(NO3)3比色法定性定量检测总黄

酮含量。

[0061] 方法三、半仿生酶辅助超声波提取法  酶解处理为每1g的禹州漏芦原料干料，清洗

干燥并粉碎后加入体积分数为60%的乙醇20mL和5mg水解酶配置成的8mL水解酶液，使用水

杨酸调整环境pH值为4.8在50℃下微波水浴90min，微波功率为300W，过滤留上清液A和滤渣

A，在滤渣A中加入体积分数为60%的乙醇20mL和5mg水解酶液，使用水杨酸调整环境pH值为

4.8在50℃下微波水浴120min，得到上清液B和滤渣B，合并上清液A和上清液B得到上清液C，

将上清液C和滤渣B留取备用。  将滤渣B加入体积分数为60%的乙醇20mL，使用水杨酸调整环

境pH值为2.0在60℃下超声波破碎50min，超声波功率为100W，离心4000r/min，10min，得到

上清液D和残渣C备用；在残渣C中加入体积分数为60%的乙醇20mL，使用氢氧化钠调整环境

pH值为7.5在60℃下超声波破碎25min，超声波功率为100W，离心4000r/min，10min，得到上

清液E和残渣D备用；在残渣D中加入体积分数为60%的乙醇20mL，使用氢氧化钠调整环境pH

值为8.3在60℃下超声波破碎25min，得到上清液F和残渣E；合并上清液C、上清液D、上清液E

和上清液F，得到提取液C。取提取液C1mL并采用NaNO2-Al(NO3)3比色法定性定量检测总黄酮

含量。

[0062] 由以上三种方法提取总黄酮结果比较如下表，得出在同一条件下采用半仿生酶辅

助超声波提取法总黄酮得率最高。

[0063]   超声波提取法 酶辅助超声波提取法 半仿生酶辅助超声波提取法

总黄酮得率（%） 6.71 9.33 10.99
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