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[摘要]  采用冷浸法、加热回流法和超声法 3种提取方法提取了野马追中的总黄酮,用芦丁作为对照品,硝酸铝 ) ) ) 亚硝酸钠

紫外 ) ) ) 可见分光光度法测定野马追中总黄酮含量.在选定的实验条件下,芦丁的浓度和吸光度呈良好的线性关系, 标准曲线

的相关系数为 01999 9,测定的相对标准偏差为 1127% ~ 1163% ,平均回收率为 98120% .该方法简便、快速、灵敏度高, 并具有较

好的精密度与准确度,适合中药总黄酮含量的测定.结果显示:野马追中含大量黄酮类化合物,含量在 2%左右;不同提取方法

比较,超声法黄酮的浸出率最高.
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  黄酮类化合物广泛存在于植物体中,其化合物

的母核上常有 ) OH, ) OCH3 等取代基, 由于有助

色团的存在,使该类化合物多显黄色. 黄酮类化合

物有重要的生理功能,可以用作抗氧化剂、酶抑制

剂、色素及光屏蔽物、植物生长调节剂及植物抗毒

素[ 1] .近年来, 分离出来的黄酮类化合物有多种药

理作用:金丝桃苷有抗脑缺血、心肌缺血的作用以

及对消化性溃疡的保护作用; 槲皮素、芸香苷有抗

自由基和镇痛作用; 黄岑苷元、槲皮素有抗肿瘤作

用[ 2] ;芸香苷又称芦丁,临床用来防治脑溢血、高血

压等心脑血管疾病
[ 3]

;从泽兰属的植物中分离出的

黄酮化合物对KB细胞有一定的抑制作用, 某些黄

酮类化合物还有较强的抗癌活性[ 4] .所以了解植物

体内的黄酮类化合物对于开发利用中药资源有很

大的意义.

野马追( Eupatorium lindleyanum DC. )是菊科植

物轮叶泽兰的全草, 中医药理认为本品苦、平,具有

清热解毒、祛痰、定喘、降血压和提高人体免疫力等

功效,用于治疗慢性气管炎、支气管炎、高血压等疾

病.野马追含有黄酮、生物碱、挥发油和香豆素等中

药活性成分, 对野马追总黄酮的测定研究未见报

道.本文用 3种不同的提取方法提取野马追中的总

黄酮, 利用黄酮类分子中的酚羟基可与 Al
3+
在碱

性溶液中显色的原理测定其含量[ 5] .

1  仪器和材料

111  仪器
  Agilent 6890 series GC/MS system: 载气为高纯

氮;电离方式 EI, 离子源温度 220 e , 电子能量 70

eV,发射电流 470 LA; 扫描质量范围( m/ z) 35~ 500

amu; DB-5玻璃毛细管色谱柱 30m @ <0132 m, 柱温

从60 e (保持 6min)程序升温至280 e ,升温速率为

10 e / min.

UV-754型紫外可见分光光度计: 上海第三分

析仪器厂制造.

DL-360超声波仪 35 kHz:浙江宁波市象山县石

浦海天电子仪器厂制造.

112  样品
野马追:采自江苏盱眙王店乡境内的杜梁山.

取野马追的地上部分, 冲洗后剔除泥沙, 用去离子

水反复清洗, 晾干后放入烘箱中80 e 烘干(约5 h) ,

粉碎过 20目筛,装入广口瓶中备用.

113  试剂
芦丁对照品购自中国药品生物制品鉴定所; 无

水乙醇、亚硝酸钠、硝酸铝、氢氧化钠试剂均为分析

纯; 蒸馏水为二次蒸馏水.

2  实验方法

211  野马追总黄酮的提取方法[ 6]

21111  冷浸法
  精确称取野马追粗粉 3 g(精确至 01001 g) , 置

于圆底烧瓶中,加入 95%乙醇 90 mL,室温放置 24

h.为了提高溶出率,加入搅拌装置, 前 6 h 不断搅

拌,后 18 h静置. 过滤, 滤液减压蒸馏回收乙醇, 用

95%乙醇定容至 25mL.

21112  加热回流法
精确称取野马追粗粉 3 g (精确至 01001 g) , 置

入圆底烧瓶中, 水浴加热回流 3次,每次加入 95%
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乙醇 30 mL,回流时间分别为 3 h、2 h 、1 h,趁热过

滤,合并滤液, 减压蒸馏回收乙醇,用 95%乙醇定

容至 25mL.

21113  超声提取法

精确称取野马追粗粉 3 g(精确至 01001 g ) ,置

入锥形瓶中, 超声波提取 3次, 每次加入 95%乙醇

30mL,提取时间均为 20min,过滤,合并滤液, 减压

蒸馏回收乙醇, 用 95%乙醇定容至 25mL.

212  野马追总黄酮提取方法比较
用气相色谱 质谱联用分析, 得到 3 种提取方

法的总离子流色谱图,见图 1(冷浸法)、图 2(加热

回流法)、图3(超声法) .

图 1  野马追乙醇提取物气质联用分析总离子流色谱图(冷浸法)

 图 2  野马追乙醇提取物气质联用分析总离子流色谱图

(加热回流法)

图 3  野马追乙醇提取物气质联用分析总离子流色谱图(超声法)

213  野马追总黄酮的测定方法
21311  标准曲线的制备

  精密称取经 120 e 恒温干燥至恒重的芦丁

4118mg 至 25 mL 容量瓶中用 95%乙醇稀释至刻

度.精密移取 01167 2 mg/ mL 的标准品溶液 0100、

1100、2100、3100、4100、5100mL 于 10mL 容量瓶中,

加 5% 亚硝酸钠溶液 013 mL, 摇匀放置 6 min, 加

10%硝酸铝溶液 013 mL, 摇匀再放置 6min,加 4%

氢氧化钠 4 mL, 再加蒸馏水至刻度, 摇匀放置 15

min.以 0100mL 为参照, 在 510 nm 下测定各溶液的

吸光度,按浓度与吸光度相关关系求出相关系数,

并计算回归方程为: A = 11187C - 01015 5, r =

01999 9.结果表明芦丁在 01016 72~ 01083 6mg/ mL

之间呈线性关系.

21312  样品的测定
精密移取野马追黄酮提取液各 0130 mL, 在

510 nm下按与标准曲线相同的方法显色测定.通过

标准曲线,计算出样品总黄酮的含量. 重复 4次, 计

算平均值和相对标准偏差.

21313  稳定性实验

精密移取野马追黄酮提取液和标准品溶液各

0130mL, 按与标准曲线相同的方法操作,然后每隔

10min测定 1次. 结果表明,对照品和野马追提取

液在 4 h内吸光度稳定,RSD低于 2%.

21314  加样回收率试验

分别移取 1mL 标准品溶液和 013mL 野马追

黄酮提取液(超声提取法)于 10mL 容量瓶中, 各 4

份, 测定吸光度,计算得总黄酮含量及回收率.

3  实验结果

( 1) 3种不同方法提取的野马追总黄酮含量测

定结果见表 1.
表 1  野马追中总黄酮含量的测定结果( n= 4)

提取方法 平均吸光度 A 总黄酮含量/ ( mg/g) RSD/ %

冷浸法 01555 13135 1163

加热回流法 01634 15120 1127

超声提取法 01844 20112 1156

  ( 2) 加样回收率试验结果见表 2.实际加入量

01891 5mg,平均加样回收率 98120% .

表 2 回收率试验结果

编号 加入总黄酮量/ mg 测得总黄酮量/mg 回收率/ %

1 01891 5 018703 97162

2 01891 5 018782 98151
3 01891 5 018787 98156

4 01891 5 018745 98110

4  讨论

( 1) 用3种方法提取野马追中的总黄酮, 在本

实验条件下, 超声波提取法操作简单, 无需加热, 3

次提取时间合计为 1 h, 即可超过冷浸 24 h和加热

回流 6 h的测定结果,使浸出物测定的前处理时间
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大大缩短,简化了操作. 并且超声波破碎是一个物

理过程,它是通过超声波产生的强烈振动、高速度、

强烈的空化效应、搅拌作用来破坏植物药材的细

胞,使溶媒能渗透到药材细胞中, 从而加速药材中

的有效成分溶解于溶媒中,故可以提高有效成分的

提出率.浸提过程中无化学反应发生. 经本文作者

用气相色谱 ) 质谱联用分析, 3种方法谱图的峰位

置完全一致,被浸提的化学成分结构和性质没有发

生变化,说明超声波提取是中草药成分提取的一种

快速高产的提取方法.

( 2) 黄酮类化合物的化学结构复杂,但分子中

都含有酚羟基, 可与 Al3+ 在碱性溶液中形成络合

物显色,在一定浓度范围内其浓度和吸光度符合比

尔定律,用此方法测定总黄酮的量方便、快速,重现

性好.

( 3) 经实验测定野马追含总黄酮量为 2% 左

右,黄酮类化合物的生理作用多种多样, 有些可以

止咳祛痰, 有些可以抗菌消炎. 野马追的药效和保

健作用和它所含大量黄酮类化合物有一定的关系.
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Determination of Total Flavonoids from Eupatorium Lindleyanum DC.

CHEN Jian1, YAO Cheng2

(1. Department of Engineering, Jinling Inst itute of Technology, Nanjing 210001, China;

2. School of Science, Nanjing University of Technology, Nanjing 210009, China)

Abstract: The total flavonoids content was extracted from Eupatorium Lindleyanum DC by three different methods: infusion,

ultrasonic and reflux. Rutin was used as a control. The total flavonoids content of Eupatorium lindleyanum DC was determined

by Al ( NO3) 3- NaNO2 colorimetry. Under chosen experimental conditions, therewas a linear relationship between the concen-

tration of Rutin solution and absorption spectrum in the range of 01016 72~ 01083 6 mg/ mL with correlation coefficient of

01999 9. The average recovery of this method was 981 20% , and the relative standard deviation was 1127% ~ 1163% . The

analysis method developed was simple, fast and highly sensitive. With a better accuracy and precision, and suitable for the de-

termination of the total flavonoids content of conventional Chinese medicine. The result shows that the total content of flavonoids

in Eupatorium lindleyanum DC was about 2% . Among the three extraction methods, ultrasonic extraction was the highest in

extraction efficiency.

Key words: Eupatorium lindleyanum DC , total flavonoids, extraction, UV spectrophotometry, content determination
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