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摘要： 目的　 优化低共熔溶剂提取鱼腥草中绿原酸工艺。 方法　 在单因素试验基础上， 以料液比、 提取温度、 提取时

间为影响因素， 绿原酸提取率为评价指标， 正交试验优化提取工艺。 结果　 最佳条件为提取溶剂氯化胆碱⁃乙酸 （１ ∶
３）， 含水量 ２０％ ， 料液比 １ ∶ ３０， 提取温度 ７０ ℃， 提取时间 ６０ ｍｉｎ， 绿原酸提取率为 ５ ４３％ 。 结论　 低共熔溶剂既可

提高提取率， 又能减轻环境压力， 有利于绿色环保提取鱼腥草中绿原酸。
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　 　 鱼腥草俗称折耳根， 具有清热解毒、 利尿消肿的功

效［１］ ， 具有抗菌、 抗病毒、 提高机体免疫力、 化痰、 利尿、
抗癌等作用［２⁃４］ 。 绿原酸是鱼腥草中活性成分之一， 具有增

高白血球、 保肝利胆、 抗肿瘤、 降压降脂、 抗艾滋病作

用［５⁃６］ 。 目前， 对于绿原酸提取方法主要是酶法、 微波、 超

声波等［７］ ， 主要采用传统的有机溶剂， 对环境不友好［８］ ，
探索一种绿色高效提取方法很有必要。 低共熔溶剂是由氢

键接受体和氢键提供体组成的共熔混合物［９］ ， 溶解度高、
可生物降解、 无毒［１０⁃１１］ ， 具有原料成本低、 合成简单、 不

产生三废等优点［１２］ 。 目前， 以鱼腥草为原料提取绿原酸的

文献报道较少， 而且低共熔溶剂提取鱼腥草中绿原酸也尚

未有研究报道。
本实验制备 ７ 种低共熔溶剂并进行筛选， 以筛选后的

低共熔溶剂提取鱼腥草中的绿原酸， 以绿原酸提取率为评

价指标， 单因素试验考察低共熔溶剂含水量、 料液比、 提

取温度和时间对提取率的影响； 正交试验优化提取工艺，
与水、 ６０％ 乙醇等传统溶剂进行比较， 以期为低共熔溶剂

在鱼腥草绿原酸的高效提取提供科学依据。
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１　 材料

１ １　 试剂与药物　 鱼腥草购于颂药堂精品药材店， 经江苏

天宇检测技术有限公司裴丽高级研究员鉴定为正品。 绿原

酸对照品 （分析纯， 广州市江顺化工科技有限公司）。 氯

化胆碱、 尿素 （分析纯， 茂名市雄大化工有限公司）。 乙

腈 （色谱纯， 济南元素化工有限公司）； 乙二醇、 丙三醇、
１， ４ 丁二醇、 丁二酸、 柠檬酸、 乙酸、 甲醇均为分析纯。
１ ２　 仪器　 ＦＡ２２０４Ｂ 电子分析天平 （济南程腾生物技术有

限公司）； ＵＶ７５９ 高分辨紫外分光光度计 （青岛聚创华业

分析仪器有限公司）； Ｐｒｏｍｉｎｅｎｃｅ ＬＣ⁃２０Ａ 高效液相色谱仪

（日本岛津公司）； ＨＪ⁃６ 恒温磁力搅拌器 （深圳市鼎鑫宜实

验设备有限公司）； ＫＳ５０Ｒ 高速冷冻离心机 （湖南凯达科

学仪器有限公司）； ＬＡＢ⁃ＢＬ２ 冷冻干燥机 （悦高致实验仪

器有限公司）。
２　 方法

２ １　 低共熔溶剂制备　 将氢键接受体氯化胆碱与氢键提供

体乙二醇、 丙三醇、 １， ４ 丁二醇、 尿素、 乳酸、 柠檬酸、
乙酸等按一定比例置于圆底烧瓶中， ６０～８５ ℃水浴加热 １～
２ ｈ， 磁力搅拌混合均匀， 直至溶液澄清， 干燥， 冷却至室

温， 即得［１３］ 。
２ ２　 绿原酸提取 　 按照文献 ［１４］ 报道精密称取 ２ ５０ ｇ
鱼腥草药材粉末若干份， 置于圆底烧瓶中， 加入低共熔溶

剂， 控制料液比、 温度、 时间和含水量， 提取绿原酸， 离

心分离， 上清液置于 １００ ｍＬ 量瓶中， 乙腈⁃水 （２５ ∶ ７５）
定容至刻度， 计算提取率， 公式为提取率＝ （ ｃ×Ｖ×ｎ ／ ｍ） ×
１００％ ， 其中 ｃ 为提取液中绿原酸质量浓度， Ｖ 为提取液体

积， ｎ 为提取液稀释倍数， ｍ 为鱼腥草质量。
２ ３　 对照品溶液制备 　 按照文献 ［１５］， 精密称取 ５ ２５
ｍｇ 绿原酸对照品， 置于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 甲醇定容至刻度，
即得。
２ ４　 色谱条件 　 流动相乙腈⁃水 （２５ ∶ ７５）； 体积流量 １
ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温室温； 检测波长 ３２７ ｎｍ； 进样量 ２５ μＬ。
２ ５　 方法学考察

２ ５ １　 线性关系考察 　 分别取 １ ０、 ２ ０、 ３ ０、 ４ ０、 ５ ０
ｍＬ 对照品溶液， 置于 １０ ｍＬ 量瓶中， 定容至刻度。 以进样

量为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （ Ｙ） 进行回归， 得

方程为 Ｙ ＝ ４ ６０８Ｘ＋２ ８４５ （ ｒ ＝ ０ ９９９ ６）， 在 ０ １０２ ～ ０ ６３７
ｍｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好。
２ ５ ２　 精密度试验 　 精密吸取对照品溶液 ２５ μＬ， 在

“２ ４” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测得绿原酸峰面积

ＲＳＤ 为 ０ ３６％ ， 表明仪器精密度良好。
２ ５ ３　 重复性试验 　 取同一份绿原酸提取液适量， 在

“２ ４” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测得提取率 ＲＳＤ 为

０ ４２％ ， 表明该方法重复性良好。
２ ５ ４　 稳定性试验　 取绿原酸提取液适量， 于 １、 ６、 １２、
２４、 ３６、 ４８ ｈ 在 “２ ４” 项色谱条件下进样测定， 测得绿原

酸含量 ＲＳＤ 为 １ ４９％ ， 表明提取液在 ４８ ｈ 内稳定性良好。
２ ５ ５　 加样回收率试验　 精密称取绿原酸含量已知的提取

液 ６ 份， 精密加入 ０ ２１ ｍｇ ／ ｍＬ 对照品溶液 １、 ２、 ３、 ４、 ５、
６ ｍＬ， 在 “２ ４” 项色谱条件下进样测定， 计算回收率。
结果， 绿原酸平均加样回收率为 ９９ ２１％ ， ＲＳＤ 为 １ ００％ 。
２ ６　 单因素试验

２ ６ １　 低共熔溶剂组成　 本实验采用氯化胆碱作为氢键受

体， 与不同氢键供体 （乙二醇、 丙三醇、 １， ４ 丁二醇、 尿

素、 乙酸、 丁二酸、 柠檬酸） 制备低共熔溶剂， 固定含水

量 ２０％ ， 料液比 １ ∶ ３０， 提取温度 ６０ ℃， 提取时间 ４０ ｍｉｎ，
考察氯化胆碱与氢键供体比例 １ ∶ １、 １ ∶ ２、 １ ∶ ３、 １ ∶ ４、
１ ∶ ５对绿原酸提取率的影响。
２ ６ ２　 含水量　 以氯化胆碱⁃乙酸 （１ ∶ ３） 为提取剂， 固

定料液比 １ ∶ ３０， 提取温度 ６０ ℃， 提取时间 ４０ ｍｉｎ， 改变

氯化胆碱⁃乙酸体系中的含水量 （ ０、 １０％ 、 ２０％ 、 ３０％ 、
４０％ 、 ５０％ 、 ６０％ ）， 考察其对绿原酸提取率的影响。
２ ６ ３　 料液比　 以氯化胆碱⁃乙酸 （１ ∶ ３） 为提取剂， 固

定含水量为 ２０％ ， 提取温度 ６０ ℃， 提取时间 ４０ ｍｉｎ， 改变

料液比 （１ ∶ １０、 １ ∶ ２０、 １ ∶ ３０、 １ ∶ ４０、 １ ∶ ５０）， 考察其

对绿原酸提取率的影响。
２ ６ ４　 提取温度 　 以氯化胆碱⁃乙酸 （１ ∶ ３） 为提取剂，
固定含水量 ２０％ ， 料液比 １ ∶ ３０， 提取时间 ４０ ｍｉｎ， 改变

提取 温 度 （ １０、 ２０、 ３０、 ４０、 ５０、 ６０、 ７０、 ８０、 ９０、
１００ ℃）， 考察其对绿原酸提取率的影响。
２ ６ ５　 提取时间 　 以氯化胆碱⁃乙酸 （１ ∶ ３） 为提取剂，
固定含水量 ２０％ ， 料液比 １ ∶ ３０， 提取温度 ６０ ℃， 改变提

取时 间 （ １０、 ２０、 ３０、 ４０、 ５０、 ６０、 ７０、 ８０、 ９０、 １００
ｍｉｎ）， 考察其对绿原酸提取率的影响。
２ ７　 正交试验　 基于单因素试验， 以氯化胆碱⁃乙酸 （１ ∶
３） 为提取剂， 选取料液比、 提取温度和提取时间作为影响

因素， 绿原酸提取率作为评价指标， 设计正交试验。
２ ８　 数据处理　 单因素试验平行 ３ 次， 取平均值， 采用正

交设计助手、 Ｅｘｃｅｌ 等软件进行分析。
３　 结果

３ １　 单因素试验

３ １ １　 不同组成的低共熔溶剂　 由表 １ 可知， 随着比例增

大绿原酸提取率先升高后降低， 为 １ ∶ ３ 时最高， 主要是由

于比例变化导致提取液中氢键的网格体系变化， 从而使其

扩散系数、 极性等性质发生变化。 当氢键供体为多元醇时，
绿原酸的提取率普遍较低； 当氢键供体为尿素时， 绿原酸

提取率最低； 当氢键供体为有机酸时， 绿原酸的提取率普

遍较高， 因为绿原酸在氢键供体呈碱性时结构不稳定， 易

被破坏； 酸性条件下最稳定， 表现出较高的提取率， 但柠

檬酸是三元羧酸， 使得提取绿原酸时受到一定的阻力， 故

提取率较其他有机酸略低。 最终， 选择氯化胆碱⁃乙酸比例

１ ∶ ３。
３ １ ２　 含水量　 由图 １Ａ 可知， 绿原酸提取率随氯化胆碱⁃
乙酸体系中含水量的增加先升高后降低， 为 ２０％ 时最高，
主要是因为氯化胆碱⁃乙酸体系通过氢键连接， 而水作为极

性溶剂能降低其黏度， 增大扩散系数， 从而提高对绿原酸
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　 　 　 　 表 １　 不同低共熔溶剂对绿原酸提取率的影响

比例
绿原酸提取率 ／ （ｍｇ·ｇ－１）

乙二醇 丙三醇 １，４ 丁二醇 尿素 乙酸 丁二酸 柠檬酸

１ ∶ １ １ ３２ １ １８ １ ４０ ０ ８７ １ ９８ １ ８３ １ ７６
１ ∶ ２ ２ ０３ １ ９１ ２ ３０ １ １０ ３ １４ ２ ７４ ２ ０５
１ ∶ ３ ３ １１ ２ ７８ ３ １２ １ ８３ ５ ２８ ４ ３４ ３ ７５
１ ∶ ４ ２ ４１ １ ８２ ２ ９０ １ ３２ ４ １４ ３ １２ ２ ３１
１ ∶ ５ １ ３２ １ ０４ １ ８５ ０ ７６ ２ ７６ ２ ０４ １ ９９

的提取能力； 但含水量过高时会导致体系极性过大， 引起

氢键断裂， 从而影响绿原酸的提取。 最终， 选择含水

量 ２０％ 。
３ １ ３　 料液比　 由图 １Ｂ 可知， 绿原酸的提取率随料液比

的增大逐渐升高， 为 １ ∶ ３０ 时最高， 之后再增大时提取率

变化不大甚至略有下降， 因为料液比增大降低了氯化胆碱⁃
乙酸体系的黏度， 增加了扩散性， 从而提高了体系的提取

率； 当提取液中绿原酸已达到一定的饱和度时再增大料液

比对提高提取率作用不大， 反而导致提取出的绿原酸重新

吸附到原待提物中， 使其略有下降。 最终， 选择料液比

１ ∶ ３０。
３ １ ４　 提取温度　 由图 １Ｃ 可知， 绿原酸提取率随温度增

加先升高后降低， 为 ６０ ℃时最高， 主要是因为温度较低时

氯化胆碱⁃乙酸与绿原酸结合作用力较弱， 不利于后者溶

出， 从而提取率较低； 温度升高能使体系的黏度下降， 扩

散系数提高使得扩散速率增加， 同时提高绿原酸的溶出；
但绿原酸本身不稳定， 对强光和高温很敏感， 若继续升高

温度会导致其结构改变， 使得提取率降低。 最终， 选择提

取温度 ６０ ℃。
３ １ ５　 提取时间　 由图 １Ｄ 可知， 绿原酸提取率随时间延

长先快速升高， 为 ６０ ｍｉｎ 时最高， 随后趋于平缓， 变化不

大， 主要是因为 ６０ ｍｉｎ 后提取液中绿原酸基本饱和， 再延

长时间对其提取帮助较小。 最终， 选择提取时间 ６０ ｍｉｎ。

图 １　 单因素试验结果

３ ２　 正交试验　 依据单因素试验结果， 以绿原酸提取率为

评价指标， 料液比、 提取温度、 提取时间为影响因素， 每

个因素 ３ 个水平［１６］ ， 具体见表 ２， 结果见表 ３。
表 ２　 正交试验因素水平

水平
因素

Ａ 料液比 Ｂ 提取温度 ／ ℃ Ｃ 提取时间 ／ ｍｉｎ
１ １ ∶ ２０ ５０ ５０
２ １ ∶ ３０ ６０ ６０
３ １ ∶ ４０ ７０ ７０

　 　 由表 ３ 可知， 料液比对绿原酸提取率的影响最主要，
各因素影响次序为 Ａ＞Ｂ＞Ｃ， 最优提取工艺为 Ａ２Ｂ３Ｃ２， 即料

液比 １ ∶ ３０， 提取温度 ７０ ℃， 提取时间 ６０ ｍｉｎ， 提取率为

５ ４３％ ， 与单因素试验中在料液比 １ ∶ ３０、 提取温度 ６０ ℃、

提取时间 ６０ ｍｉｎ 条件下提取率为 ５ ３２％ 基本接近。 从实际

考虑， 最终确定最优工艺为提取溶剂氯化胆碱⁃乙酸 （１ ∶
３）， 含水量 ２０％ ， 料液比 １ ∶ ３０， 提取温度 ７０ ℃， 提取时

间 ６０ ｍｉｎ。
３ ３　 提取结果比较　 以料液比 １ ∶ ３０、 提取温度 ７０ ℃、 提

取时间 ６０ ｍｉｎ 为提取工艺， 采用水、 ６０％ 乙醇、 氯化胆碱⁃
乙酸 （１ ∶ ３， 含水量 ２０％ ） 作为提取剂对鱼腥草中的绿原

酸进行提取， 重复 ３ 次， 取平均值。 由表 ４ 可知， 相同条

件下低共熔溶剂对鱼腥草中绿原酸的提取率明显高于传统

溶剂， 可实现高效提取的优点。
４　 结论

文献 ［１７］ 中提取鱼腥草最佳提取溶剂是 ６０％ 的乙醇，
而本实验发现氯化胆碱与不同氢键供体共混， 氢键供体呈
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　 　 　 　 表 ３　 正交试验结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ 绿原酸提取率 ／ ％
１ １ １ １ ３ ４１
２ １ ２ ２ ４ ０５
３ １ ３ ３ ３ ６２
４ ２ １ ２ ４ １２
５ ２ ２ ３ ４ ２５
６ ２ ３ １ ５ ０３
７ ３ １ ３ ３ ８７
８ ３ ２ １ ４ ５６
９ ３ ３ ２ ５ ３１

绿原酸提取率 ／ ％ ｋ１ ３ ６９ ３ ８０ ４ ３３ —
ｋ２ ４ ６７ ４ ２９ ４ ４９ —
ｋ３ ４ ５８ ４ ６５ ３ ９１ —
Ｒ ０ ９８ ０ ８５ ０ ５８ —

表 ４　 ２ 种溶剂提取结果比较

序号 提取剂 绿原酸提取率 ／ ％
１ 水 １ ６７
２ ６０％ 乙醇 ２ ４５
３ 氯化胆碱⁃乙酸（１ ∶ ３，含水量 ２０％ ） ５ ４３

酸性且比例为 １ ∶ ３ 时绿原酸提取率最高， 原因可能是绿原

酸在酸性条件比较稳定， 氯化胆碱分别与氢键供体乙酸、
丁二酸、 柠檬酸组成的低共熔溶剂体系使得提取液中氢键

的网格体系发生变化， 使其扩散系数、 极性等性质也发生

变化， 更利于绿原酸溶出， 但多元羧酸又阻碍了绿原酸的

进一步提取。 另外， 低共熔溶剂体系中含水量对绿原酸的

提取率也有较大的影响， 无水时体系黏度高， 流动性差，
低共熔溶剂不利于渗透入提取液中， 从而不利于绿原酸的

提取； 当低共熔溶剂体系中加入一定量的水时， 可使体系

黏度下降， 低共熔溶剂能较好进入提取液的基质内部， 破

坏植物细胞壁， 利于绿原酸的提取， 但含水量过高， 也不

利于绿原酸的提取， 最后筛选出氯化胆碱⁃乙酸 （１ ∶ ３， 含

水量 ２０％ ） 为最佳提取溶剂， 具有制备简单、 提取率高、
可生物降解、 不产生三废等优点［８］ ， 为其在天然植物方面

的提取及绿原酸提取新工艺提供了参考。
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