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紫草油有效成分的高效液相色谱测定法及其
在超临界流体萃取制备紫草油中的应用
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摘要：紫草提取制备成的紫草油能够预防及治疗婴儿尿布疹、皮肤溃烂、湿疹等多种皮肤疾患，临床应用非常广泛，
超临界流体萃取是紫草有效成分提取的优选方法。 该文建立了紫草油有效成分的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）测定方

法，并以紫草油所含的有效成分含量为评价指标，采用三因素三水平正交试验法对紫草超临界流体萃取制备过程

中的几个重要因素（萃取压力、萃取温度和 ＣＯ２ 流量）进行考察，确定了紫草超临界流体萃取的最佳工艺流程。 所

建立的 ＨＰＬＣ 方法如下：Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８ 色谱柱（２５０ ｍｍ×４ ６ ｍｍ， ５ μｍ），流动相为含 ０． １％ 甲酸的乙腈⁃含 ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵的 ０ １％ 甲酸水溶液（７５ ∶２５， ｖ ／ ｖ），等度洗脱，流速为 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量为 １５ μＬ；柱温为室温；二极

管阵列检测器（ＰＡＤ）检测波长为 ２７５ ｎｍ。 该法可在 ３０ ｍｉｎ 内同时测定紫草油中的有效成分紫草素、乙酰紫草素、
β⁃乙酰氧基异戊酰阿卡宁、异丁酰紫草素、β，β⁃二甲基丙烯酰紫草素和 ２⁃甲基丁酰基紫草素的含量，方法精密度、准
确度、重复性好。 在萃取压力 ２３ ＭＰａ、萃取温度 ４０ ℃、ＣＯ２ 流量 ２７ Ｌ ／ ｈ 这一优化工艺流程下得到的紫草油有效成

分含量最高。 所建立的 ＨＰＬＣ⁃ＰＡＤ 法简便可行、准确可靠，可用于超临界流体萃取制备紫草油的工艺过程优化和

质量控制，也可为紫草及其制剂的质量评价提供参考。 优化后的工艺条件能够满足紫草油制备需求，也符合生产

实际需求。
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ｅｎｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍｕｍ ｏｉｌ ｃａｎ ｂｅ ｅｎｓｕｒｅｄ； ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｓａｆｅ ａｎｄ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｕｓｅ ｃａｎ ｂｅ ｒｅａｌｉｚｅｄ． Ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｈａｓ ｏｂｖｉｏｕｓ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｖｅｒ ｔｈｅ ｔｒａ⁃
ｄｉｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｎｄ ｉｓ ａ ｇｏｏｄ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｆｏｒ ｗｉｄｅｓｐｒｅａｄ ｕｓｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＨＰＬＣ）； ｓｕｐｅｒｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｌｕｉｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
（ＳＦＥ）； ｐｈｏｔｏｄｉｏｄｅ ａｒｒａｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＰＡＤ）； ａｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ； ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍｕｍ ｏｉｌ； Ｌｉｔｈｏｓｐｅｒ⁃
ｍｕｍ ｅｒｙｔｈｒｏｒｈｉｚｏｎ； ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ

　 　 紫草（Ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍｕｍ ｅｒｙｔｈｒｏｒｈｉｚｏｎ）是皮肤科

常用的中药之一，具有凉血、活血、解毒透疹的功效。
《本草纲目》记载：“紫草治斑疹、痘毒，活血凉血，利
大肠”，用于血热毒盛、斑疹紫黑、麻疹不透、湿疹、
水火烫伤等。 由紫草提取制备成的紫草油能够预防

及治疗婴儿尿布疹、皮肤溃烂、湿疹等多种皮肤疾

患，临床应用非常广泛［１］。

引用本文：沈洁，沈炜，蔡雪，王京霞，郑敏霞． 紫草油有效成分的高效液相色谱测定法及其在超临界流体萃取制备紫草油中的应用．
色谱，２０２１，３９（７）：７０８－７１４．
ＳＨＥＮ Ｊｉｅ， ＳＨＥＮ Ｗｅｉ， ＣＡＩ Ｘｕｅ， ＷＡＮＧ Ｊｉｎｇｘｉａ， ＺＨＥＮＧ Ｍｉｎｘｉａ． Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍｕｍ ｏｉｌ ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｔｏ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍｕｍ ｏｉｌ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｓｕｐｅｒ⁃
ｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｌｕｉｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２１，３９（７）：７０８－７１４．

　 　 紫草主要的活性成分是萘醌类化合物，包括紫

草素 （ ｓｈｉｋｏｎｉｎ）、乙酰紫草素 （ ａｃｅｔｙｌｓｈｉｋｏｎｉｎ）、
β，β⁃二甲基丙烯酰紫草素（β，β⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌａｃｒｙｌｓｈｉｋｏ⁃
ｎｉｎ）等成分［２］，传统的提取紫草有效成分的方法主

要包括有机溶剂萃取法、水蒸气蒸馏法、减压蒸馏

法、油浸法等，其工艺复杂，产品纯度不高，常用的有

机溶剂提取法提取物中常含有微量有机溶剂残留。
超临界流体萃取 （ ｓｕｐｅｒｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｌｕｉｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，
ＳＦＥ）是近几十年发展起来的一种新型提取技术，对
许多物质有较好的渗透性和较强的溶解能力，且萃

取物无溶剂残留，保证产品 １００％ 的纯天然性。 梁

瑞红等［３］对新疆紫草进行了超临界流体萃取工艺

研究并与有机溶剂萃取的结果进行了比较，超临界

流体萃取比有机溶剂萃取能得到更多紫草萘醌类组

分，且超临界流体萃取所含的杂质更少，超临界流体
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萃取可作为紫草有效成分提取的优选方法。 目前国

内外文献报道超临界提取紫草的研究所涉及的内容

主要有紫草有效成分的分离、纯化研究［４］、ＣＯ２ 超

临界流体萃取紫草有效成分的稳定性研究［５］、超临

界流体萃取紫草的有效成分的抗氧化研究［６］ 等。
尚未见高效液相色谱同时测定紫草油中多种有效成

分含量及用于超临界流体萃取制备紫草油工艺优化

的研究报道，还没有形成一套严谨规范的工艺流程。
调研国内外关于紫草有效成分检测的文献报道，大
多是对左旋紫草素［７－１０］、β，β⁃二甲基丙烯酰阿卡

宁［７－９］、乙酰紫草素［９，１０］、 β⁃乙酰氧基异戊酰紫草

素［１０］、β，β⁃二甲基丙烯酰紫草素［１０］、蒽醌类［１１］ ２ 到

３ 种有效成分的含量检测或指纹图谱研究。
　 　 本研究建立了紫草油 ６ 种有效成分含量检测的

分析方法，并以紫草油所含的有效成分含量为评价

指标，优化紫草超临界流体萃取制备过程中的萃取

压力、萃取温度和 ＣＯ２ 流量 ３ 个制备工艺条件，确
定了紫草超临界流体萃取的最佳工艺流程，从而保

证有效成分含量的稳定性和紫草油质量的可靠性，
达到安全、有效用药的目的。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂和材料

　 　 Ｗａｔｅｒｓ ２６９５ 高效液相色谱系统 （Ｗａｔｅｒｓ，
ＵＳＡ），配四元梯度泵、在线脱气机、Ｗａｔｅｒｓ ２９９６ 二

极管阵列检测器（ＰＤＡ）、Ｃｈｅｍ Ｓｔａｔｉｏｎ 工作站控制

系统；ＫＱ⁃１００ＤＡ 型数控超声波清洗器（昆山舒美超

声仪器有限公司）； ＥＬ２０４ 电子分析天平（梅特勒⁃
托利多上海有限公司）； ＭｉｎｉｓｐａｎＰｌｕｓ 台式高速离

心机（杭州奥盛仪器有限公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水系

统（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ， ＵＳＡ）等。
　 　 紫草素（纯度 ＞ ９９ ０％）、乙酰紫草素 （纯度 ＞
９９ ０％）、β，β⁃二甲基丙烯酰紫草素（纯度＞９９ ０％）
标准品购自国家标准物质中心，β⁃乙酰氧基异戊酰

阿卡宁 （纯度 ＞ ９８ ０％）、异丁酰紫草素 （纯度 ＞
９８ ０％）标准品购自上海源叶生物科技有限公司，２⁃
甲基丁酰基紫草素（纯度＞９８ ０％）标准品购于上海

阿拉丁生化科技有限公司；甲酸（色谱纯，上海阿拉

丁生化科技股份有限公司）；乙腈（色谱纯，德国默

克公司）；甲酸铵（分析纯，国药集团化学试剂有限

公司）；Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水。
　 　 新疆紫草 Ａｒｎｅｂｉａ ｅｕｃｈｒｏｍａ （Ｒｏｙｌｅ） Ｊｏｈｎｓｔ
由浙江中医药大学中药饮片厂提供，由浙江中医药

大学附属第一医院中药房郑敏霞主任中药师鉴定。
１．２　 色谱条件

　 　 Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８ 色谱柱 （２５０ ｍｍ × ４ ６ ｍｍ， ５
μｍ），流动相：含 ０ １％ 甲酸的乙腈⁃含 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲

酸铵的 ０ １％ 甲酸水溶液（７５ ∶２５， ｖ ／ ｖ），等度洗脱，
流速为 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量为 １５ μＬ；柱温为室温；检
测波长为 ２７５ ｎｍ。
１．３　 标准溶液制备

　 　 精密称取 ６ 种紫草素标准品适量，用乙腈⁃水溶

液（７５ ∶２５， ｖ ／ ｖ）溶解，并定容于 １０ ｍＬ 容量瓶中，
配制成混合标准品储备液，于 ４ ℃避光保存。 储备

液中紫草素、乙酰紫草素、β⁃乙酰氧基异戊酰阿卡

宁、异丁酰紫草素、β，β⁃二甲基丙烯酰紫草素、２⁃甲
基丁酰基紫草素的质量浓度分别为 １００、５００、４００、
６００、５００、１ ０００ μｇ ／ Ｌ。
　 　 分别精密吸取储备液适量，并稀释成系列浓度

的标准溶液，各标准系列质量浓度如下：紫草素 １０、
２０、３０、４０、５０ μｇ ／ Ｌ，乙酰紫草素 ５０、１００、１５０、２００、
２５０ μｇ ／ Ｌ， β⁃乙酰氧基异戊酰阿卡宁 ４０、８０、１２０、
１６０、２００ μｇ ／ Ｌ，异丁酰紫草素 ６０、１２０、１８０、２４０、３００
μｇ ／ Ｌ， β，β⁃二甲基丙烯酰紫草素 ０、１００、１５０、２００、
２５０ μｇ ／ Ｌ， ２⁃甲基丁酰基紫草素 １００、２００、３００、４００、
５００ μｇ ／ Ｌ。
１．４　 供试品溶液制备

　 　 取紫草超临界流体萃取所得的样品 １ ｍｇ，精密

称定，溶于 １ ｍＬ 乙腈⁃水（７５ ∶２５， ｖ ／ ｖ）溶液中，超声

１ ｍｉｎ，用 ０ ４５ μｍ 滤膜过滤，滤液作为供试品溶

液，供分析用。
１．５　 超临界流体萃取制备紫草油

　 　 选取新疆紫草，碾碎，粗粉碎物料过筛。 紫草装

料量 ２５０ ｇ， ＣＯ２ 超临界流体萃取时间 ２ ｈ，无夹带

剂，一级分离，萃取压力 ２３ ＭＰａ，萃取温度 ４０ ℃，
ＣＯ２ 流量 ２７ Ｌ ／ ｈ。

２　 结果和讨论

２．１　 ＨＰＬＣ 方法的建立

２．１．１　 有效成分检测波长的选择

　 　 《中国药典》记载紫草有效成分的检测波长为

５１６ ｎｍ 和 ２７５ ｎｍ［７］，部分文献报道紫草有效成分

的检测波长为 ５１６ ｎｍ［１１］，我们对紫草油的 ６ 种有

效成分进行了光谱扫描，结果如图 １ 所示，可以看出

在 ２７５ ｎｍ 和 ５１６ ｎｍ 处，紫草油的 ６ 种有效成分均

有较高的吸收度，但在 ２７５ ｎｍ 处，６ 种有效成分的

·０１７·
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吸收度更高，因此选择 ２７５ ｎｍ 作为检测波长。

图 １　 紫草油中 ６ 种有效成分的 ＰＡＤ 光谱图
Ｆｉｇ． １　 Ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｓｉｘ ａｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍｕｍ

ｏｉｌ ｗｉｔｈ ｐｈｏｔｏｄｉｏｄｅ ａｒｒａｙ ｄｅｔｅｃｔｏｒ （ＰＡＤ）

２．１．２　 ＨＰＬＣ 流动相的优化

　 　 色谱条件优化过程中，对流动相溶剂（甲醇、乙
腈）、流动相酸度（０ ２５％、０ ０５％、０ １％、０ ２％）和流

速（０ ８、１ ０、１ ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ）进行了考察。 结果发现，

乙腈对紫草油有效成分的洗脱能力强于甲醇，使得

分离时间明显缩短，而且分离效果也比较好；流动相

的酸度对紫草油有效成分的分离度有一定的影响，
随着酸度的增大，色谱峰的峰形得到改善，但是考虑

到过高的酸度可能对色谱柱的使用寿命产生影响，
所以最终选择酸度为 ０ １％；流动相流速选择 １ ０
ｍＬ ／ ｍｉｎ 最为适合。 色谱条件优化后的紫草油标准

品和样品色谱图见图 ２。

图 ２　 优化条件下紫草油标准品和样品的 ＨＰＬＣ 谱图
Ｆｉｇ． ２　 ＨＰＬＣ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍｕｍ ｏｉｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ

ａｎｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｕｎｄｅｒ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｃｈｒｏｍａｔｏ⁃
ｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

　

　 １． ｓｈｉｋｏｎｉｎ； ２． ａｃｅｔｙｌｓｈｉｋｏｎｉｎ； ３． β⁃ａｃｅｔｏｘｙｉｓｏｖａｌｅｒｙｌ ａｋａｎｉｎ；
４． ｉｓｏｂｕｔｙｒｙｌ ｓｈｉｋｏｎｉｎ； ５． β， β⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌａｃｒｙｌ ｓｈｉｋｏｎｉｎ； ６． ２⁃
ｍｅｔｈｙｌｂｕｔｙｒｙｌ．

２．２　 ＨＰＬＣ 方法学考察

　 　 采用优化后的液相色谱条件，进样分析一系列

浓度的混合标准溶液，以峰面积为纵坐标，质量浓度

为横坐标，绘制标准曲线，得到线性回归方程，如表

１ 所示，线性关系良好。 信噪比（Ｓ ／ Ｎ）＝ ３ 的进样质

量浓度即检出限（ＬＯＤ）， Ｓ ／ Ｎ＝ １０ 的进样质量浓度

即定量限（ＬＯＱ），结果如表 １ 所示，方法灵敏度高。
　 　 配制 １ 份混合标准溶液，混合标准溶液中紫草

素、乙酰紫草素、β⁃乙酰氧基异戊酰阿卡宁、异丁酰

紫草素、β，β⁃二甲基丙烯酰紫草素、２⁃甲基丁酰基紫

草素质量浓度分别为 ３０、 １５０、 １２０、 １８０、 １５０、 ３００
μｇ ／ Ｌ，同一天内取样 ６ 次进样分析，计算日内精密

度；配制 １ 份混合标准溶液，混合标准品中各成分紫
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表 １　 ６ 种有效成分的线性关系、检出限和定量限（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ， ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＬＯＤｓ）， ａｎｄ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ＬＯＱｓ）

ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｘ ａｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ （ｎ＝３）
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｔＲ ／ ｍｉｎ Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／ （μｇ ／ Ｌ） Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｒ ＬＯＤ ／ （μｇ ／ Ｌ） ＬＯＱ ／ （μｇ ／ Ｌ）

Ｓｈｉｋｏｎｉｎ ６．０８±０．０１ １０．００－５０．００ Ｙ＝ ７９５８３Ｘ－９０５０６ ０．９９９０ １．７３ ５．７８
Ａｃｅｔｙｌｓｈｉｋｏｎｉｎ ９．７６±０．０２ ５０．００－２５０．００ Ｙ＝ ８４３６１Ｘ＋１３９６１９ ０．９９９７ ０．７５ ４．０８
β⁃Ａｃｅｔｏｘｙｉｓｏｖａｌｅｒｙｌ ａｋａｎｉｎ １４．４５±０．０１ ４０．００－２００．００ Ｙ＝ ７１４２１Ｘ－８１３３１ ０．９９９９ ２．２４ ６．３８
Ｉｓｏｂｕｔｙｒｙｌ ｓｈｉｋｏｎｉｎ １８．０３±０．０３ ６０．００－３００．００ Ｙ＝ ８１９１０Ｘ－７０２８．４ ０．９９８５ １．５８ ６．５５
β，β⁃Ｄｉｍｅｔｈｙｌａｃｒｙｌ ｓｈｉｋｏｎｉｎ ２１．８１±０．０５ ５０．００－２５０．００ Ｙ＝ １０９６０７Ｘ－６９９０８４ ０．９９９０ ２．６３ ７．６７
２⁃Ｍｅｔｈｙｌｂｕｔｙｒｙｌ ２４．２８±０．０５ １００．００－５００．００ Ｙ＝ ７５６５８Ｘ－９３５９９０ ０．９９９１ ４．６２ ２０．５
　 ∗ Ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ ｏｆ ｅａｃｈ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ； Ｘ： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， μｇ ／ Ｌ．

草素、乙酰紫草素、β⁃乙酰氧基异戊酰阿卡宁、异丁

酰紫草素、β，β⁃二甲基丙烯酰紫草素、２⁃甲基丁酰基

紫草素质量浓度分别为 ４０、２００、１６０、２４０、２００、４００
μｇ ／ Ｌ，连续 ６ 日每日进样分析，计算日间精密度，结
果如表 ２ 所示，精密度良好。

表 ２　 日内和日间精密度试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ

ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ （ｎ＝６）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

Ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ
ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

Ｃｏｎｔｅｎｔ ／
（μｇ ／ Ｌ）

ＲＳＤ ／
％

Ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ
ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

Ｃｏｎｔｅｎｔ ／
（μｇ ／ Ｌ）

ＲＳＤ ／
％

Ｓｈｉｋｏｎｉｎ ２９．３５ ２．１７ ３８．８９ ３．７０
Ａｃｅｔｙｌｓｈｉｋｏｎｉｎ １５０．２９ ０．１９ １９７．０６ １．４７
β⁃Ａｃｅｔｏｘｙｉｓｏｖａｌｅｒｙｌ ａｋａｎｉｎ １２０．４１ ０．３５ １６０．５４ ３．４１
Ｉｓｏｂｕｔｙｒｙｌ ｓｈｉｋｏｎｉｎ １８６．８６ ３．８１ ２３１．６０ ４．４９
β，β⁃Ｄｉｍｅｔｈｙｌａｃｒｙｌ ｓｈｉｋｏｎｉｎ １４８．２８ １．１４ １９３．４６ ３．２７
２⁃Ｍｅｔｈｙｌｂｕｔｙｒｙｌ ２９３．９６ ２．０１ ３９３．４０ ２．６５

表 ３　 重复性和稳定性试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ （ｎ＝６）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ

ＲＳＤ ／ ％
Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ
ＲＳＤ ／ ％

Ｓｈｉｋｏｎｉｎ １．９２ ０．３６
Ａｃｅｔｙｌｓｈｉｋｏｎｉｎ ０．３３ １．５０
β⁃Ａｃｅｔｏｘｙｉｓｏｖａｌｅｒｙｌ ａｋａｎｉｎ ０．８０ １．５７
Ｉｓｏｂｕｔｙｒｙｌ ｓｈｉｋｏｎｉｎ ０．５５ ２．１６
β，β⁃Ｄｉｍｅｔｈｙｌａｃｒｙｌ ｓｈｉｋｏｎｉｎ ０．５２ ２．４９
２⁃Ｍｅｔｈｙｌｂｕｔｙｒｙｌ ０．３３ ３．２６

　 　 按供试品溶液制备方法制备 ６ 份供试品溶液进

样分析评估重复性，结果见表 ３。 按供试品溶液制

备方法制备 １ 份供试品溶液，分别于 ０、２、４、８、１６、
２４ ｈ 进样分析评估稳定性，结果见表 ３。
　 　 按加样回收率测定方法，分别在已知含量的样

品中，加入一定质量浓度的混合标准溶液，按照供试

品溶液制备方法制备供试品 ６ 份，进样分析，计算加

样回收率，结果见表 ４。
　 　 以上结果证明该分析方法的重复性、稳定性和

准确度良好。 此分析方法可用于紫草油中 ６ 种有效

成分的定量分析，有效成分的含量指标可应用于评

价超临界流体萃取制备紫草油工艺的优化过程。
２．３　 超临界流体萃取制备紫草油的工艺条件筛选

　 　 选取新疆紫草，碾碎，粗粉碎物料过筛。 每组实

验装料量 ２５０ ｇ， ＣＯ２ 超临界流体萃取时间 ２ ｈ，无
夹带剂，一级分离，采用三因素三水平正交试验法，
正交试验因素水平见表 ５，实验组别见表 ６，考察萃

取压力、萃取温度和 ＣＯ２ 流量对紫草有效成分含量

的影响。 ９ 组试验所得的紫草油样品通过上述已建

立的 ＨＰＬＣ 分析方法检测有效成分含量，有效成分

含量结果见表 ７，ＨＰＬＣ 谱图见图 ３。

表 ４　 ＨＰＬＣ 分析方法的加样回收率结果（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＨＰＬＣ ｍｅｔｈｏｄ （ｎ＝６）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ／

（μｇ ／ Ｌ）
Ａｄｄｅｄ ／
（μｇ ／ Ｌ）

Ｆｏｕｎｄ ／
（μｇ ／ Ｌ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／
％

ＲＳＤ ／
％

Ｓｈｉｋｏｎｉｎ １０．２７ ８．５０ １８．１５ ９２．６８ ４．２５
１０．２７ １０．００ ２０．１３ ９８．５８
１０．２７ １２．５０ ２２．８５ １００．６５

Ａｃｅｔｙｌｓｈｉｋｏｎｉｎ ８６．６３ ７０．００ １５２．９５ ９４．７４ ５．３５
８６．６３ ８６．５０ １７１．３１ ９７．８９
８６．６３ １０４．００ １９５．９３ １０５．０９

β⁃Ａｃｅｔｏｘｙｉｓｏｖａｌｅｒｙｌ ７１．４２ ５７．５０ １２３．４３ ９０．４５ ４．１９
ａｋａｎｉｎ ７１．４２ ７１．５０ １４１．７０ ９８．２９

７１．４２ ８５．５０ １５３．０８ ９５．５０
Ｉｓｏｂｕｔｙｒｙｌ ｓｈｉｋｏｎｉｎ ６３．１４ ５０．５０ １１１．６８ ９６．１２ ７．１６

６３．１４ ６３．００ １３２．０８ １０９．４２
６３．１４ ７５．５０ １４５．２６ １０８．７７

β，β⁃Ｄｉｍｅｔｈｙｌａｃｒｙｌ ７５．８１ ６０．５０ １３２．５７ ９３．８１ ８．３５
ｓｈｉｋｏｎｉｎ ７５．８１ ７５．５０ １４９．２３ ９７．２４

７５．８１ ９０．５０ １７５．１０ １０９．７１
２⁃Ｍｅｔｈｙｌｂｕｔｙｒｙｌ １４８．１７ １１８．５０ ２５１．２９ ８７．０２ ４．７６

１４８．１７ １４８．００ ２８９．２０ ９５．２９
１４８．１７ １７８．００ ３１４．８６ ９３．６４

表 ５　 正交试验因素水平表
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌ ｔａｂｌｅ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

Ｌｅｖｅｌ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｐｒｅｓｓｕｒｅ ／ ＭＰａ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃
ＣＯ２ ｆｌｏｗ ／
（Ｌ ／ ｈ）

Ｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌ

１ １８ ３０ ２７ １
２ ２３ ３５ ３０ ２
３ ２８ ４０ ３２ ３

·２１７·
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表 ６　 超临界流体萃取制备紫草油工艺优化的正交试验表
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ ｆｏｒ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍｕｍ ｏｉｌ
ｂｙ ｓｕｐｅｒｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｌｕｉｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

　

Ｔｅｓｔ
Ｎｏ．

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ＣＯ２

Ｆｌｏｗ
Ｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌ

１ １（１８ ＭＰａ） １（３０ ℃） １（２７ Ｌ ／ ｈ） １
２ １（１８ ＭＰａ） ２（３５ ℃） ２（３０ Ｌ ／ ｈ） ２
３ １（１８ ＭＰａ） ３（４０ ℃） ３（３２ Ｌ ／ ｈ） ３
４ ２（２３ ＭＰａ） １（３０ ℃） ２（３０ Ｌ ／ ｈ） ３
５ ２（２３ ＭＰａ） ２（３５ ℃） ３（３２ Ｌ ／ ｈ） １
６ ２（２３ ＭＰａ） ３（４０ ℃） １（２７ Ｌ ／ ｈ） ２
７ ３（２８ ＭＰａ） １（３０ ℃） ３（３２ Ｌ ／ ｈ） ２
８ ３（２８ ＭＰａ） ２（３５ ℃） １（２７ Ｌ ／ ｈ） ３
９ ３（２８ ＭＰａ） ３（４０ ℃） ２（３０ Ｌ ／ ｈ） １

表 ７　 ９ 组超临界流体萃取工艺制备所得紫草油的有效
成分含量（ｎ＝３）

Ｔａｂｌｅ ７　 Ａｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍｕｍ
ｏｉｌ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｎｉｎｅ ｓｕｐｅｒｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｌｕｉｄ ｅｘ⁃
ｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ （ｎ＝３） μｇ ／ Ｌ

　

Ｔｅｓｔ
Ｎｏ．

Ｓｈｉｋｏｎｉｎ Ａｃｅｔｙｌｓｈｉｋｏｎｉｎ
β⁃Ａｃｅｔｏｘｙｉｓｏｖａｌｅｒｙｌ

ａｋａｎｉｎ
１ １０．９０±０．２９ ９３．８５±６．５４ ８８．１８±５．９４
２ １１．７１±０．１２ １０９．７６±４．０９ ９３．６４±２．１８
３ １３．９８±０．２７ １５５．９４±８．１５ １２９．４３±３．７７
４ １３．７９±０．２６ １３７．６０±０．４６ １１３．７４±０．９１
５ ２０．５４±０．３９ １７２．１４±３．０２ １４４．８９±６．０２
６ １９．４５±０．１２ １７０．８９±３．６１ １３９．９１±１．０５
７ １５．８１±０．１５ １５２．８３±２．１０ １２１．７０±０．７１
８ １３．０１±０．２５ １３２．９１±１．０６ １０６．５４±０．６４
９ １４．０３±０．１５ １５０．５７±０．７１ １２３．７５±０．１５

Ｔｅｓｔ
Ｎｏ．

Ｉｓｏｂｕｔｙｒｙｌ
ｓｈｉｋｏｎｉｎ

β，β⁃Ｄｉｍｅｔｈｙｌａｃｒｙｌ
ｓｈｉｋｏｎｉｎ

２⁃Ｍｅｔｈｙｌｂｕｔｙｒｙｌ

１ ７９．６７±４．３７ １０５．９１±５．７３ １８４．０８±６．５４
２ ８５．４３±２．２０ １０４．６３±２．０７ １９９．４７±４．８７
３ １１６．０７±２．７９ １２９．３３±２．９９ ２７３．９９±７．０１
４ １０１．１５±０．５６ １３７．５３±０．７２ ２３４．６１±０．７８
５ １２５．７２±１．２１ １５１．２２±２．３１ ２９５．３３±４．６３
６ １３０．０６±１．１９ ２２１．４４±２．３４ ２９６．０９±２．３３
７ １１４．４５±０．２３ ２１３．８２±１．５６ ２６１．９３±１．３２
８ ９４．２９±０．６２ １４５．１６±０．７２ ２２１．７０±１．６６
９ １０５．３９±０．３０ １６１．８１±０．９１ ２５３．９９±０．５８

　 　 影响超临界流体萃取有效成分的主要因素有萃

取压力、萃取温度和 ＣＯ２ 流量，本实验采用三因素

三水平正交试验法来优化紫草超临界流体萃取的工

艺条件，结果发现试验 １ 至试验 ９ 所得的紫草油有

效成分的总量分别是 Ｓ１ ＝ ５６２ ５９ μｇ ／ Ｌ， Ｓ２ ＝
６０４ ６４ μｇ ／ Ｌ， Ｓ３ ＝ ８１８ ７４ μｇ ／ Ｌ， Ｓ４ ＝ ７３８ ４２
μｇ ／ Ｌ， Ｓ５ ＝ ９０９ ８４ μｇ ／ Ｌ， Ｓ６ ＝ ９７７ ８４ μｇ ／ Ｌ， Ｓ７ ＝
８８０ ５４ μｇ ／ Ｌ， Ｓ８ ＝ ７１３ ６１ μｇ ／ Ｌ， Ｓ９ ＝ ８０９ ５４
μｇ ／ Ｌ。 试验 ６ 的工艺条件所得的紫草油有效成分
含量最高，且试验 ６ 所需的 ＣＯ２ 流量最少，符合工

图 ３　 ９ 组超临界流体萃取工艺制备所得紫草油的色谱图
Ｆｉｇ． ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍｕｍ ｏｉｌ ｐｒｅｐａｒｅｄ

ｂｙ ｎｉｎｅ ｓｕｐｅｒｃｒｉｔｉｃａｌ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ
　

　 Ｓａｍｐｌｅｓ Ｓ１－Ｓ９： ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｔｅｓｔｓ １－９ ｉｎ Ｔａｂｌｅ ６．
　 １． ｓｈｉｋｏｎｉｎ； ２． ａｃｅｔｙｌｓｈｉｋｏｎｉｎ； ３． β⁃ａｃｅｔｏｘｙｉｓｏｖａｌｅｒｙｌ ａｋａｎｉｎ；
４． ｉｓｏｂｕｔｙｒｙｌ ｓｈｉｋｏｎｉｎ； ５． β， β⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌａｃｒｙｌ ｓｈｉｋｏｎｉｎ； ６． ２⁃
ｍｅｔｈｙｌｂｕｔｙｒｙｌ．
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业化大生产的需求。 所以超临界流体萃取制备紫草

油的最优工艺条件是：萃取压力 ２３ ＭＰａ，萃取温度

４０ ℃， ＣＯ２ 流量 ２７ Ｌ ／ ｈ。

３　 结论

　 　 本研究建立了 ＨＰＬＣ⁃ＰＡＤ 法同时测定紫草油

中 ６ 种有效成分含量的分析方法，并将此方法应用

于超临界流体萃取制备紫草油的工艺优化过程，优
化后的工艺条件能够满足紫草油制备需求，有效成

分含量稳定。 本方法简便可行、准确可靠，可用于超

临界流体萃取制备紫草油的工艺过程和质量控制。
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