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［摘　要］目的：考察大乌泡根总黄酮的提取工艺。方法：选取料液比、乙醇浓度、提取时间、提取温度为考察
因素，以总黄酮得率为评价指标，采用正交试验对提取工艺进行优化，并用紫外分光光度法对大乌泡根总黄酮含

量进行测定。结果：大乌泡根总黄酮最佳提取工艺参数为料液比为１∶１０，乙醇溶液体积分数为６０％，提取时间
为２ｈ，提取温度为７０℃；该条件下测定大乌泡根总黄酮含量为４８％。结论：大乌泡根总黄酮含量的测定方法
简便，准确可靠，为大乌泡药材质量控制提供基础。
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　　大乌泡为蔷薇科悬钩子属（Ｒｕｂｕｓｍｕｌｔｉｂｒｏａｃｔｅ
ａｔｕｓＬｅｖｌ＆Ｖａｎｔ．），以根及全株入药，性苦、凉，入
脾、肝二经，全国大部分地区均有分布，主产于四

川、云南、贵州等地，具清热解毒、祛风除湿、凉血、

止血，接骨的功效，多用于治痢疾、腹泻、风湿痹痛、

咳血、妇女倒经，骨折等［１－３］。目前，大乌泡已是上

市中药制剂龋齿宁中的一味重要药材，用来治疗龋

齿痛，牙周炎，牙龈炎［４］。大乌泡为苗药的常用

药，曾有其总黄酮的含量测定［５］及大乌泡抗炎活

性筛选［６］的报道，并从大乌泡正丁醇部位中分离
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出４个黄酮类化合物［７］，黄酮类成分作为中草药重

要的活性物质，具有抗氧化，抗炎，抗菌、抗病毒、保

护心血管系统等方面的疗效［８－１０］。目前尚未见对

其根部总黄酮提取工艺条件研究的报道，本研究对

大乌泡根总黄酮进行提取，通过正交实验方法对提

取工艺进行探讨，同时对其总黄酮含量进行测定，

为临床应用和产地加工提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　大乌泡　药材于２０１３年６月采自贵州凯
里市，各试验样本由贵州医科大学中药学教研室龙

庆德副教授鉴定为蔷薇科悬钩子属大乌泡（Ｒｕｂｕｓ
ｍｕｌｔｉｂｒｏａｃｔｅａｔｕｓＬｅｖｌ＆Ｖａｎｔ．）的干燥根。
１．１．２　仪器与试剂　ＵＶ１７５０紫外分光光度计
（岛津仪器有限公司），ＤＦＴ２００手提式高速中药
粉碎机（温岭市大得中药机械有限公司），ＥＬ２０４
电子天平（梅特勒 －托利多仪器上海有限公司），
ＨＨ２数显恒温水浴锅（常州澳华仪器有限公司），
ＳＨＢⅢ循环式多用真空泵（郑州长城科工贸易有
限公司），ＳＥＦＯＢＲ型回旋蒸发器（上海申生科技
有限公司），Ｄ２ＦＯＢ型真空干燥箱（上海跃进医疗
器械有限公司），芦丁标准品（中国食品药品鉴定

所，批号１０００８０－２００７０７），其他试剂均为分析纯。
１．２　大乌泡根总黄酮含量测定
１．２．１　供试品溶液的制备　取大乌泡根茎适量，
用手提式高速中药粉碎机粉碎成粉末，称定３０ｇ，
回流提取，减压浓缩（６０℃）并定容至５０ｍＬ容量
瓶中，得供试品溶液。

１．２．２　对照品溶液的制备　根据文献［１１－１２］
和前期试验发现大乌泡根中含有黄酮类成分芦丁，

故采用芦丁为标准品测定其所含黄酮类成分的含

量。精密称取芦丁对照品１０ｍｇ，置于５０ｍＬ的容
量瓶中，加入６０％的乙醇溶解，定容至刻度，摇匀
静置，即得芦丁对照品溶液。

１．２．３　测定波长的选择　称取芦丁对照品２ｍｇ，
置于１０ｍＬ容量瓶中，制成０２ｇ／Ｌ的芦丁标准品
溶液，之后采用加 ＮａＮＯ２Ａｌ（ＮＯ３）３ＮａＯＨ染色法
测定其最大波长，以相应试剂为空白，在 ４００～
７００ｎｍ波长范围内扫描以确定最大吸收波长。吸
取样品溶液 ０５ｍＬ，同样采用 ＮａＮＯ２Ａｌ（ＮＯ３）３
ＮａＯＨ法测定大乌泡根中总黄酮吸收波长。最终
结果显示芦丁与大乌泡根中总黄酮的最大吸收波

长均为５１２ｎｍ，其他成分对测定无干扰，故选择
５１２ｎｍ为最终大乌泡根总黄酮测定波长。
１２４　线性关系的考察　分别吸取上述芦丁标准
溶液００、０２５、０５、１０、１５及２０ｍＬ于６只１０ｍＬ
的容量瓶中，先加入５％亚硝酸钠溶液０３ｍＬ，摇
匀，放置６ｍｉｎ；再加入１０％硝酸铝溶液０３ｍＬ，摇
匀，放置６ｍｉｎ；然后加入１０ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液
４０ｍＬ，用６０％的乙醇稀释至１０ｍＬ，摇匀，放置
１０～１５ｍｉｎ后，在 ５１２ｎｍ波长处测定吸光度 Ａ。
以芦丁溶液浓度Ｃ（ｍｇ／ｍＬ）为横坐标，分光光度法
测定的吸光度Ａ为纵坐标，绘制标准曲线。
１３　方法学考察
１３１　精密度试验　精密吸取一定量标准品溶
液，按“１２４项”同法操作，测定其吸光度值，并重
复测定６次。
１３２　重复性试验　精密吸取一定量某一供试品
溶液６份，按“１２４项”方法进行显色和测定，测
定其吸光度。

１３３　稳定性试验　精密吸取一定量同一供试品
溶液，按“１２４项”方法进行显色和测定，分别在
１５、３０、４５、６０、９０及１５０ｍｉｎ测定其吸光度。
１３４　加样回收率试验　精密称取芦丁对照品适
量，加入已知含量的样品，称取样品６份，每份约
３０ｍｇ，精密称定，按供试品溶液制备方法制成溶液
６份，精密吸取供一定量供试品溶液，按“１２４
项”方法测定总黄酮，计算其回收率。

１４　正交试验优选提取工艺
根据文献报道［１３－１４］及大生产实际情况，

影响黄酮提取效率的主要因素为提取溶剂的种类、

浓度、提取温度与提取次数。依据黄酮的理化性

质，选择影响提取的主要因素料液比、乙醇溶液体

积分数、提取时间、提取温度４个因素，每个因素
选取３个水平，采用Ｌ９（３

４）正交试验，以总黄酮含

量为考察指标。每个试验重复３次进行，正交试验
因素水平见表１。

表１　大乌泡根总黄酮提取的因素及水平
Ｔａｂ．１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｉｎＲｕｂｕｓｍｕｌｔｉｂｒａｃｔｅａｔｕｓＬｅｖｌ＆Ｖａｎｔ．

水平

因素

料液比

（ｇ∶ｍＬ）
乙醇浓度

（％）
提取时间

（ｈ）
提取温度

（℃）
１ １∶６ ６０ １ ６０
２ １∶８ ７０ ２ ７０
３ １∶１０ ８０ ３ ８０
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１５　样品黄酮含量
吸取供试品溶液０２ｍＬ，置于１０ｍＬ容量瓶

中，参照“１２４项下”于 ５１２ｎｍ处测定总黄酮。
计算大乌泡根总黄酮含量（ｍｇ／ｇ）＝（Ｃ×Ｖ×Ｎ）／
Ｗ。Ｃ为测量液总黄酮浓度（ｍｇ／ｍＬ），Ｎ为稀释倍
数，Ｖ为粗提液体积（ｍＬ），Ｗ为药材干重（ｇ）。

２　结果

２１　线性关系考察
以芦丁溶液浓度Ｃ（ｍｇ／ｍＬ）为横坐标，分光光

度法测定的吸光度Ａ为纵坐标，绘制标准曲线，得
回归方程为 Ａ＝００１１×Ｃ－０００９，Ｒ２＝０９９９，表
明芦丁对照品溶液浓度为１０９～８７２ｇ／Ｌ，呈良
好的线性关系。

２２　方法学考察
精密度试验中，测定其吸光度值为 ０４０５、

０４０３、０４１６、０３９４、０３９５、０４０１，相对标准偏差
（ＲＳＤ）为１４１％，表明仪器精密度良好。重复性
试验中，其样品含量为 ４６８％、４８２％、４７８％、
４７５％、４６０％、４７９％，相对标准偏差（ＲＳＤ）为

１３３％，表明试验重复性好。稳定性试验中，在
１５、３０、４５、６０、９０、１５０ｍｉｎ的吸光度值为 ０４０５、
０４０３、０４１６、０３９４、０４９５、０４０１，相对标准偏差
（ＲＳＤ）值为 １４１％，表明供试品在 １５０ｍｉｎ内稳
定。加样回收率实验结果见表２，平均加样回收率
为９９２２％，ＲＳＤ值为１０２％，表明准确度符合试
验要求。

表２　加样回收率试验结果
Ｔａｂ．２　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｐｏｔｔｉｎｇｒｅｃｏｖｅｒｙ

加入量

（ｍｇ）
测得量

（ｍｇ）
回收率

（％）
平均回收

率（％）
ＲＳＤ
（％）

１．５００ ２．９４０ ９９．８
１．２００ ２．６１５ ９８．５
１．１００ ２．５４０ ９８．４ ９９．２２ １．０２
０．９００ ２．３１３ ９７．８
０．７００ ２．１４１ ９９．１
０．６００ ２．０４３ １０１．７

２３　正交试验结果及样品黄酮含量
对正交试验设计表中的９个试验都分别进行

３次的平行试验，并对试验提取所得的２７份提取
液中的总黄酮进行测定，见表３和表４。

表３　正交试验结果
Ｔａｂ．３　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｘｔ

试验号
因素

料液比 乙醇浓度 提取时间 提取温度

试验结果总黄酮含量（ｍｇ／ｇ）
ｙｉ１ ｙｉ２ ｙｉ３

合计

ｙｉ
１ １ １ １ １ ２３１５ ２４９２ ２３２２ ７１２９

２ １ ２ ２ ２ ２８３０ ２２９８ ２５４１ ７６６８

３ １ ３ ３ ３ ３６７８ ２９６３ ２０２１ ８６６２

４ ２ １ ２ ３ ３７９６ ３６４０ ３２７８ １０７１４

５ ２ ２ ３ １ ３７１８ ３１１３ ４００７ １０８３８

６ ２ ３ １ ２ ３８７９ ４４９９ ３５０５ １１８８３

７ ３ １ ３ ２ ４５９７ ４７００ ５４６６ １４７６２

８ ３ ２ １ ３ ４７９７ ５０３１ ２７１８ １２５４６

９ ３ ３ ２ １ ３５６４ ２９７９ ４９２７ １１４７０

Ⅰｊ ２３４５９ ３２６０６ ３１５５８ ２９４３８

Ⅱｊ ３３４３６ ３１０５３ １１４０５７ ３４３１４

Ⅲｊ ３８７７９ ３２０１５ ３４２６３ ３１９２２

Ⅰ２
ｊ ５５０３４５ １０６３１４７６ ９９５９０６４ ８６６５７８３

Ⅱ２
ｊ １１１７９７ ９６４２８５１４ １３００９００ １１７７４４６

Ⅲ２
ｊ １５０３７８ １０２４９６８９ １１７３９４２ １０１９０３８

Ｒ ３１７２０９ ３０５２４０１６ １５１７８８５ ３０６３０６３

Ｓｊ １３４３５２９ １３６５４４１ １３４７５２ １３２１１４３

３１４１
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表４　正交试验方差分析
Ｔａｂ．４　ＡＮＯＶＡｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

方差来源
离均差

平方和
自由度 方差 Ｆ

料液比 １３４３５３ ２ ６７１７６ １４５７４１（１）

乙醇浓度 １３６５ ２ ６８２７２ ０１４８１
提取时间 １３４７５２ ２ ６７３７５９９ １４６１７４（１）

提取温度 １３２１１ ２ ６６０５７ １．４３３１
误差ＳＳｅ２ ８２９６７ １８ ４６０９３

注：Ｆ００５（２，１８）＝３５５，Ｆ００１（２，１８）＝６０１　
（１）表示差异非常显

著，Ｆ＞Ｆ００１（２，１８）

结果表明，提取时间是影响提取条件的最主要

因素，料液比影响次之，由直观分析确定并综合经

济性和实验室条件等各因素考虑，最终确定最优方

案为用料液比为１∶１０，乙醇溶液体积分数为６０％，
提取时间为２ｈ，提取温度为７０℃。并计算大乌泡
根中总黄酮含量为４８％。

３　讨论

正交试验法在研究药材有效部位提取工艺中

有广泛应用，正交试验可以在最短时间，最节约成

本的前提下简便有效的测定出药用植物的最佳提

取工艺。本课题亦选用正交试验法对大乌泡根总

黄酮的乙醇提取工艺进行筛选，以大乌泡根中总黄

酮含量为指标对其乙醇加热回流提取工艺进行了

筛选，实验结果显示大乌泡根总黄酮的最佳提取工

艺为用料液比为１∶１０，乙醇溶液体积分数为６０％，
提取时间为２ｈ，提取温度为７０℃。大乌泡作为贵
州苗族地区的常用药，但并没有被中国药典收录，

本试验对大乌泡根中总黄酮的提取方法进行了考

察并验证了其方法的可靠性，为大乌泡产地的种植

及药用价值的开发提供依据，并为今后大乌泡质量

标准的建立奠定了基础。
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