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Abstract 

Triterpenoids from gentian is extracted in combination with ultrasound and determined by UV 
spectrum. The best extraction process was obtained by single factor test and orthogonal test such 
as ethanol concentration, reaction temperature, solid-liquid ratio, and extracting time. The results 
suggest that the optimum conditions for this extraction are ethanol concentration 80%, reaction 
temperature 65˚C, solid-liquid ratio 1:35 g/mL, extracting time 2.5 h. Under the optimum condi-
tion, the extraction rate of triterpenoids is 1.579%. 
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摘  要 

以龙胆草为原料，采用水浴加热、超声振荡法提取龙胆草中三萜化合物，以紫外光谱法检测其含量。通

过乙醇含量、反应温度、反应时间、料液比等单因素试验和正交试验，得到最佳提取工艺。试验结果表

明，最佳提取工艺为反应温度65℃，乙醇含量80%，料液比1:35 g/mL，反应时间2.5 h，在此条件下测
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得三萜化合物提取率为1.578%。 
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1. 引言 

龙胆草是多年生草本植物，生长范围较广，具有清热利胆，杀菌，消炎，健胃，保肝等功效，在

临床上有较多应用。龙胆草中包含许多种化学成分，其中龙胆草有效成分之一为三萜类。研究发现其

兼有抗炎，抗抑郁，抗肿瘤的效果，但现有较少的关于三萜化合物提取的报道。本课题采取超声波振

荡提取龙胆草中三萜化合物[1] [2] [3] [4]，用紫外可见分光光度法对提取物进行检测，以齐墩果酸为参

照标准，用于三萜化合物含量的计算[5]。并且用正交试验法筛选最优提取工艺路线，为后期的药理活

性研究打下基础。 

2. 材料与方法 

2.1. 试剂 

95%乙醇(分析纯)；龙胆草购自亳州；齐墩果酸标准品(>98.9%)购于合肥博美生物科技有限公

司。 

2.2. 仪器 

Varian Cary 100 紫外可见分光光度计；超声波清洗器(上海之信仪器有限公司)；中草药磨碎机(郑州

驰邦机械设备有限公司)；电子天平(德国赛多利斯公司)；抽滤瓶(郑州兴华玻璃仪器厂)；容量瓶(北京玻

璃仪器厂)；移液管(泰州市恒博医疗机械有限公司)；KDM 型调温电热套(天津塞得利斯实验分析仪器制

造厂)；圆底烧瓶。 

3. 实验过程 

3.1. 标准曲线的绘制[6] 

称取齐墩果酸粉末 10 mg 于烧杯中，加入约 2 mL 95%的乙醇溶液溶解，完全溶解后转移至 50 mL
容量瓶中，95%乙醇定容，盖紧瓶塞，混合均匀，配成 0.2 mg/mL 的标准溶液。分别移取 1 mL、2 mL、
3 mL、4 mL、5 mL 的标准溶液于 5 个编号分别为 1、2、3、4、5 的 10 mL 容量瓶中，另外移取 1 mL 95%
乙醇溶液至另一个 10 mL 容量瓶中，并将其编号为 6，再用 95%乙醇定容、混匀。先用 0.2 mg/mL 的标

准溶液在 200~800 nm 的紫外波长下扫描，观察到在 250 nm 的波长处有最大紫外吸收，在此条件下，用

6 号空白溶液调零后，依次测定标准溶液的吸光度值，横坐标为浓度，纵坐标为吸光度值时，作浓度–

吸光度值曲线，如图 1 所示。 
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校正方程 Abs = 9.46294 * C + 0.03203 
相关系数 0.99908 

Figure 1. Concentration absorbance curve 
图 1. 浓度–吸光度曲线 

3.2. 实验样品的处理 

将干燥的龙胆草研碎，过筛，选用细碎的粉末，将所用的样品粉末收集于袋中，封口，保存在低温

干燥处待用。 

3.3. 实验操作过程 

精密称取 20 g 龙胆草粉末于 50 mL 锥形瓶中，按料液比 1:25 加入 95%的乙醇溶液，加塞，摇匀，

使药材充分浸泡。 
打开超声波清洗器开关，设置温度为 60℃，当水温达到设置的温度时，打开超声波，将盛有样品溶

液的锥形瓶放入上述水中，超声振荡 2 h。反应过程中可摇晃几次锥形瓶，使药材充分受热和振荡。 
反应完毕后，停止加热和振荡，取出锥形瓶，摇晃，静置，抽滤，滤液呈澄清淡黄色。将滤液倒入

圆底烧瓶中，打开电热套开关，设置温度为 80℃，圆底烧瓶固定在铁架台上，滤液加热被浓缩成浸膏后，

用 80%的乙醇将其溶解，待溶解完全后，转移到 50 mL 容量瓶中，再用 80%的乙醇定容至刻度线，混匀，

在最优吸收波长处检测吸光度值，再带入标准曲线计算浓度值，最后计算出提取率。 

3.4. 三萜化合物提取率的计算[7] [8] [9] 

三萜化合物提取率(%) = 三萜化合物的浓度/龙胆草的质量*100% 

3.5. 设计单因素实验 

影响提取率的因素主要有反应时间、乙醇含量、料液比、反应温度，为了解各个因素变化对实验结

果的影响，现采用控制变量法[10]，分别对单个因素进行试验，每次 5 组实验，记录数据，画图，获得该

因素的最佳反应条件。 

3.6. 正交试验的设计 

根据单因素实验的结果，设计乙醇含量、反应时间、反应温度、料液比 4 个因素三个水平的正交试

验[11]，探究龙胆草中三萜化合物提取的最佳工艺路线。 

4. 实验结果与分析 

4.1. 反应时间改变对实验结果的影响 

在乙醇含量为 95%、料液比为 1:25 (g∙mL−1)、反应温度为 60℃时，考察不同反应时间对龙胆草中三
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萜化合物提取率的影响，按照 2.3 实验操作流程，得出以下结果(见图 2)。 
 

 
Figure 2. Effect of extracting time on the extraction rate of triterpenoids 
图 2. 反应时间对三萜化合物提取率的影响 

 

上图结果表明，当其他条件不变时，提取率随着反应时间的增加先升高后下降，在反应时间为 2 h 时，有

最大提取率 0.397%。继续延长时间后提取率下降，可能是超声时间过长破坏了三萜化合物的结构，此结论还需

进一步证实。折线变化幅度较大，可知反应时间对三萜化合物的提取率影响较大，所以提取时间最好控制在 2 h。 

4.2. 乙醇含量变化对实验结果的影响 

在反应时间为 2 h、料液比为 1:25 (g∙mL−1)、反应温度为 60℃时，考察不同含量的乙醇对三萜化合物

提取率的影响，按照 2.3 实验操作流程，得出以下结果(见图 3)。 
 

 
Figure 3. Effect of ethanol concentration on the extraction rate of triterpenoids 
图 3. 乙醇含量对三萜化合物提取率的影响 

 

由以上图可得，其他条件不变时，随着乙醇浓度的增加，提取率先升高后下降，在 90%乙醇含量时，
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有最大提取率 0.409%。继续加大乙醇浓度会降低溶剂的极性，而龙胆草中三萜类具有较强的极性，所以

其溶解度降低从而提取率下降。 

4.3. 料液比变化对实验结果的影响 

在乙醇含量为 90%、反应时间为 2 h、反应温度为 60℃时，考察不同料液比对三萜化合物提取率的

影响，按照 2.3 操作流程，得出以下结果(见图 4)。 
 

 
Figure 4. Effect of solid-liquid ratio on extraction rate of triterpenoids 
图 4. 料液比对三萜化合物提取率的影响 

 

由以上图可得，其他条件不变时，随着料液比的增加，提取率先升高后下降，在料液比为 1:35 时，

有最大提取率 0.510%。溶剂乙醇量的增加有助于样品基质更好地扩散，从而使样品与溶剂接触面积增大，

提高提取率，但是溶剂过量会产生稀释效应会使提取率下降。 

4.4. 反应温度变化对实验结果的影响 

当反应时间为 2 h、料液比为 1:35 (g∙mL−1)、乙醇含量为 90%时，考察不同反应温度对三萜化合物提

取率的影响，按照 2.3 操作流程，得出以下结果(见图 5)。 
 

 
Figure 5. Effect of reaction temperature on the extraction rate of triterpenoids 
图 5. 反应温度对三萜化合物提取率的影响 
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上图结果表明，其他条件不变时，随着反应温度的增加，提取率先升高后下降，在 55℃反应温度时，

有最大提取率 1.273%。由此可得恰当地升温有助于溶质的扩散和溶剂向样品渗透，进而有利于提高提取

率。但是温度太高时会改变三萜化合物结构，使得提取率降低。 

4.5. 正交试验设计 

通过以上单因素实验的结果可以得到，当反应条件分别为反应时间 2 h、乙醇含量为 90%、料液比为

1:35、反应温度为 55℃时，对龙胆草中三萜化合物有最大的提取率。为最大限地设计一条反应路线得到最

大提取率，现采用正交试验的方法，选取主要的四个因素，每个因素设计三个水平：乙醇含量分别为 80%、

85%、90%；料液比分别为 1:25、1:30、1:35；超声时间分别为 1.5 h、2 h、2.5 h；反应温度分别为 55℃、

60℃、65℃ (见表 1)。按 L9 (34)进行正交试验[12] [13] [14]，得出以下正交试验因素水平表(见表 2)。 
 
Table 1. Orthogonal factor level table 
表 1. 正交因素水平表 

水平 
A B C D 

乙醇含量/% 料液比/g∙mL−1 超声时间/h 提取温度/℃ 

1 80 1:25 1.5 55 

2 85 1:30 2 60 

3 90 1:35 2.5 65 

 
Table 2. Results of orthogonal test 
表 2. 正交试验数据结果 

试验号 
因素 

提取率/% 
A B C D 

1 1 1 1 1 1.106 

2 1 2 2 2 1.340 

3 1 3 3 3 1.578 

4 2 1 2 3 1.102 

5 2 2 3 1 1.303 

6 2 3 1 2 1.209 

7 3 1 3 2 1.089 

8 3 2 1 3 0.989 

9 3 3 2 1 1.011 

K1 1.341 1.099 1.101 1.140 — 

K2 1.205 1.211 1.151 1.213 — 

K3 1.030 1.266 1.323 1.223 — 

极差 R 0.311 0.167 0.222 0.083 — 

主次因素 A > C > B > D 

最优方案 A1B3C3D3 

 

由结果可得，最佳提取工艺条件为 80%乙醇、1:35 的料液比、2.5 h 的超声时间、65℃的反应温度，
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可以得出最大提取率 1.578%。为检验最佳提取工艺条件的可实施性，实施三次关于最佳方案的平行实验，

得出以下结果(见表 3)。 
 
Table 3. Results of optimum process conditions 
表 3. 最佳工艺条件验证结果 

试验批次 1 2 3 平均提取率 

A 4.511 4.3380 4.3112 
1.578% 

提取率 1.560% 1.592% 1.583% 

 

由结果可知，按 A1B3C3D3 方案提取龙胆草中三萜化合物的平均提取率为 1.578%，高于其他方案所

得的提取率，因此方案 A1B3C3D3 可行。 

5. 实验结果讨论 

由以上单因素试验得到各因素对龙胆草中三萜化合物提取率的影响为：当反应条件分别为反应时间

2 h、乙醇含量为 90%、料液比为 1:35、反应温度为 55℃时，对龙胆草中的三萜化合物有最大的提取率。

从正交试验中得出对提取率的影响的 4 个因素，它们由小到大为：反应温度 < 料液比 < 超声时间 < 乙
醇含量，且单因素实验的结果与分析的结果大致相同。为实现高的提取率，需对乙醇的含量和超声时间

严格控制，可得最佳工艺条件为 80%的乙醇含量、2.5 h 的超声时间、1:35 的料液比和 65℃的反应温度。

此条件下，龙胆草中三萜化合物的提取率可达最大为 1.578%，这为后期进一步研究药理活性奠定了基础。 
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