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正交试验优化黄芪甲苷
制备环黄芪醇的工艺研究
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摘摇 要:目的 建立一种制备较高纯度的环黄芪醇的方法,并进行制备工艺优化。 方法 以黄芪甲苷为前体

化合物,经过氧化寅还原寅水解寅萃取,从而获得环黄芪醇。 对各环节中影响环黄芪醇产率的因素进行正交试

验优化各参数。 结果 影响环黄芪醇提取率的因素主次顺序为还原反应液与 H2SO4 质量比例>黄芪甲苷与 KIO4

比例>水解反应时间>黄芪甲苷与 BH4Na 比例,最佳制备条件组合为黄芪甲苷与 KIO4 摩尔比为 1 / 10,黄芪甲苷

与 BH4Na 摩尔比为 1 / 2,还原反应液与 H2SO4 质量比为 1 / 300,水解反应时间为 48 h。 结论 该制备工艺稳定可

靠,产率较高,易于产业化推广。
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摇 摇 黄芪是常用中药材之一,生用可益卫固表,利
水消肿,托毒生肌;炙用则补中益气。 黄芪皂苷甲

亦称为黄芪甲苷,是从黄芪中分离得到的一种重

要的具有多种药理活性的皂苷类化合物[1]。 在治

疗心脑血管疾病,抗衰老、抗炎镇痛、免疫调节等

方面均具有广泛的生物活性作用。 但由于黄芪皂

苷的相对分子质量较大、具有溶解惰性等原因使

其在体内的相对生物利用度不足,从而限制了其

作为药物的开发和推广[2]。 而环黄芪醇为黄芪甲

苷的苷元,具有相对较小的分子质量和较强的亲

脂性,有利于生物膜渗透和胃肠道吸收而达到更

好的生物利用度[3]。 目前国内对环黄芪醇的相关

报道较少,主要为生理活性方面研究[4-5],对环黄

芪醇制备方法报道极少。 本研究以黄芪甲苷为前

体化合物制备环黄芪醇,并用正交试验优化制备

工艺,以期获得操作简便、条件温和的环黄芪醇制

备方法,最终为其大规模的生产提供技术支持。
1摇 材料

ME54E 型电子天平(梅特勒托利多仪器(上
海)有限公司),R202-2 型旋蒸仪(武汉超杰实验

仪器有限公司), Agilent 1200 高效液相色谱仪

(G1311A 型四元泵,G4218A 蒸发光散色检测器,
Agilent 1200 化学工作站 B. 03-01)。

黄芪甲苷(陕西慧科植物开发有限公司,批
号:HKI016-201407,HPLC逸10 % ),环黄芪醇标准

品(大连美仑生物技术有限公司,批号:MB6694 -
201408,HPLC逸98 % ),乙腈为色谱纯,其他试剂

为分析纯。
2摇 方法与结果

2. 1摇 环黄芪醇的含量测定

2. 1. 1摇 色谱条件摇 色谱柱:Eclipse XDB-C18 -USP
L1(4. 6 mm伊150 mm,3. 5 滋m,安捷伦);流动相:乙
腈-水 (43 颐 57 );流速:1. 0 mL·min-1;柱温:
35 益;ELSD 参数:漂移管温度:105 益,氮气流速:
2. 75 mL·min-1;进样量 20 滋L。
2. 1. 2 摇 标准曲线绘制 摇 精密称取环黄芪醇对照

品 5 mg,加乙腈定容于 25 mL 容量瓶中,作为储备

液。 精密吸取适量储备液,加乙腈分别稀释成

0. 20, 0. 40, 0. 80, 1. 60, 3. 20, 6. 40, 12. 80,
25. 60 mg·L-1的系列溶液,以质量浓度为横坐标,
峰面积为纵坐标得到回归方程 Y = 32514X-209
(R2 =0. 9998),线性范围为 0. 20 ~ 25. 60 mg·L-1。
2. 1. 3 摇 供试品溶液配制 摇 称取减压浓缩后所得

环黄芪醇粗品 0. 5 mg,加乙腈定容于 10 mL 容量瓶

中,即得。
2. 1. 4摇 精密度试验 摇 分别精密量取 0. 20,1. 60,
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25. 60 mg·L-1共 3 个质量浓度的环黄芪醇对照品

溶液,于 1 d 内重复测定 5 次,计算日内精密度

RSD 分别为 0. 98 % ,1. 35 % ,1. 23 % 。 表明仪器

精密度良好。
2. 1. 5 摇 加样回收试验 摇 取已知含量的环黄芪醇

粗品 9 份,每份 0. 5 mg,每 3 份为一组。 分别加入

环黄芪醇对照品 0. 5,5. 0,10. 0 mg,加乙腈定容于

10 mL 容量瓶中,按照 2. 1. 1 项下色谱条件测定,
计算低、中、高浓度的加样回收率,见表 1,结果表

明该方法稳定可靠。
表 1摇 环黄芪醇含量测定的加样回收率试验

称样量(mg) 样品中量(mg) 加入量(mg) 测得量(mg) 回收率(% ) 平均值(% ) RSD(% )

0. 5004 0. 4758

0. 5001 0. 4751

0. 5011 0. 4762

0. 5008 0. 4759

0. 5006 0. 4761

0. 5011 0. 4762

0. 5001 0. 4751

0. 5006 0. 4763

0. 5013 0. 4768

0. 5

5. 0

10. 0

0. 9790 100. 4

0. 9662 97. 88

0. 9746 99. 41

5. 4951 101. 8

5. 4910 100. 9

5. 4795 98. 51

10. 482 100. 4

10. 474 98. 49

10. 472 98. 03

99. 24 1. 29

100. 4 1. 72

98. 96 1. 25

2. 2摇 工艺基本流程摇 工艺流程为:氧化寅还原寅
水解寅萃取,具体操作如下:

取 800 mg 黄芪甲苷作为原料,加入水配置成

0. 01 mol / L 的黄芪甲苷悬浊液,加 HCl 调节悬浊

液的 pH 至 4,向悬浊液中加入 KIO4 在 20 益下避

光反应 48 h,然后加入乙二醇终止氧化,随后加

Na2CO3 pH 至 7,减压浓缩至无醇味,加入等体积

正丁醇萃取 3 次,合并正丁醇萃取部分,水洗 2 次,
取正丁醇部分,蒸去正丁醇,得到氧化产物。

在氧化产物中加入 30 %的甲醇水溶液分散成

悬浊液,其中加入的 30 % 甲醇水溶液与黄芪甲苷

的质量比为 1 颐 1;然后加入 BH4Na 作为还原剂,还
原反应 24 h 后,加入 50 % 乙酸至反应液 pH 至 5
终止反应,即得还原产物。

在还原反应液加入适量 H2SO4,在 50 益下静

置反应 24 h。

向水解后的反应液中加入 K2CO3,调 pH 至 7,
再用与反应液等体积乙酸乙酯萃取 3 次,合并乙酸

乙酯萃取液,减压浓缩至干,得环黄芪醇粗品。
将环黄芪醇粗品用适量的 CH2Cl2- 丙酮溶解

后,然后置于 10 益 条件下放置 24 h,析晶,过滤

干燥。
2. 3摇 正交试验设计 摇 经过前期实验已经确定了

基本工艺参数,进一步以原料(黄芪甲苷)与氧化

剂 ( KIO4 ) 比 例, 原 料 ( 黄 芪 甲 苷 ) 与 还 原 剂

(BH4Na)比例,还原反应液与 H2SO4 质量比例,水
解反应时间等为考察因素,萃取后所得环黄芪醇

质量分数为指标,按照 L9(34)正交表进行试验,因
素水平见表 2,试验安排及结果见表 3,方差分析见

表 4,对环黄芪醇产率有显著性影响的因素进行单

因素分析见图 1。

图 1摇 单因素对环黄芪醇产率影响
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表 2摇 环黄芪醇制备工艺正交试验因素水平

水平
A 黄芪甲苷与

KIO4 摩尔比

B 黄芪甲苷与

BH4Na 摩尔比

C 还原反应液与

H2SO4 质量比

水解反应

时间 / h

1 1 / 5 1 / 1 1 / 100 24

2 1 / 10 1 / 2 1 / 200 36

3 1 / 15 1 / 3 1 / 300 48

表 3摇 环黄芪醇制备工艺正交试验安排及直观分析

No. A B C D
环黄芪醇质

量分数(% )

1 1 1 1 1 47. 85

2 1 2 2 2 68. 86

3 1 3 3 3 87. 60

4 2 1 2 3 97. 39

5 2 2 3 1 98. 35

6 2 3 1 2 68. 41

7 3 1 3 2 93. 43

8 3 2 1 3 81. 17

9 3 3 2 1 81. 73
K1 68. 10 79. 56 65. 82 76. 01
K2 88. 09 82. 83 82. 66 76. 91
K3 85. 44 79. 26 93. 16 88. 72

R 20. 00 3. 57 27. 33 12. 71

表 4摇 制备工艺方差分析

方差来源 SS f F p

A 707. 69 2 30. 08 <0. 05

B(误差) 23. 52 2

C 1140. 76 2 48. 49 <0. 05

D 301. 59 2 12. 82 >0. 05

摇 摇 注:F0. 05(2,2)= 19. 00

由直观分析可知,影响环黄芪醇产率的因素

顺序为 C > A > D > B, 确定的最佳制备条件为

A2B2C3D3;方差分析结果表明,C 因素和 A 因素对

环黄芪醇产率有显著的影响,D 因素对制备工艺有

一定影响。 进一步对因素 A,C 和 D 进行 LSD 法

多重比较,并对各单因素进行分析,因素 A 在摩尔

比为 1 / 5 ~ 1 / 15 的范围内,对环黄芪醇产率的影响

呈现先上升后下降的趋势,因而说明 KIO4 加入量

不宜过高;因素 C 在摩尔比为 1 / 100 ~ 1 / 300 的范

围,对环黄芪醇的产率成正相关,即加入 H2SO4 越

多,产率越高;水解时间为 24 h 与水解时间为36 h,
环黄芪醇产率无明显提高,但水解 48 h 时环黄芪

醇的产率有较大提高,因而制备过程中水解反应

时间应保持在 48 h 以上。 综合考虑到节省试剂、
生产效率和最终产率等因素,最终确定的制备工

艺条件为 A2B2C3D3,即黄芪甲苷与 KIO4 摩尔比为

1 / 10,黄芪甲苷与 BH4Na 摩尔比为 1 / 2,还原反应

液与 H2SO4 质量比为 1 / 300,水解反应时间为 48 h。
2. 4摇 验证试验摇 依据 2. 2 中基本制备工艺,其中

氧化反应过程黄芪甲苷与 KIO4 摩尔比为 1 / 10,还
原反应过程中甲黄芪苷与 BH4Na 摩尔比为 1 / 2,水
解反应过程中还原反应液与 H2SO4 质量比控制为

1 / 300,水解反应时间为 48 h,按优化的工艺条件验

证试验,重复 3 次。 结果环黄芪醇含量分别为

97. 64 % ,96. 51 % ,98. 69 % ,说明优化的提取工

艺条件稳定可行。
3摇 讨论

环黄芪醇为四环三萜类中环阿屯烷型。 由于

其耐酸性较差,在强酸性条件下,可转化为黄芪

醇,所以目前多釆用碱水解方式获取环黄芪醇。
但是由于碱水解方式产率较低,限制了大规模生

产。 环黄芪醇在强酸性条件下发生消去反应而变

成黄芪醇,只要控制酸度即可保证环黄芪醇的产

率。 因此,本研究尝试用酸水解法制备环黄芪醇。
水解前进行氧化反应,通过氧化反应不仅能够对

黄芪甲苷中的糖部分氧化使其开链,便于后续水

解反应除去,同时又不影响苷元部分,从而提高环

黄芪醇的产率。 对黄芪甲苷水解过程中 H2SO4 加

入量进行试验, 黄芪甲苷与 H2SO4 质量比在

1 / 100 ~ 1 / 300 范围内,随 H2SO4 加入量增加环黄

芪醇的产率增高,在该范围内副反应较少,能够获

得纯度较高的环黄芪醇。 该方法制备工艺简单,
所用试剂价格低廉且反应条件较为温和,因而可

应用于大规模生产。
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