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野菊花是菊科植物野菊（Chrysanthemum indicum）的头状
花序，主要药效成分是黄酮类化合物，包括蒙花苷、木犀草素、

木犀草-7-O-β-D-吡喃葡萄糖苷、木犀草-7-O-β-D-吡喃葡糖醛
酸苷、芹菜素、大波斯菊苷、刺槐素、矢车菊苷等[1-3]，具有疏风
清热、抗菌消炎、消肿解毒的作用[4-8]。 笔者采用正交试验对野
菊花中总黄酮的提取工艺进行优选，以为野菊花中总黄酮的
工业化提取提供参考。

1 材料
1.1 仪器

TU-1800PC 紫外分光光度计（北京普析通用仪器有限责
任公司）；CP225D电子天平（德国赛多利斯公司）；LXJ-ⅡB离
心机（上海安亭科学仪器厂）；HK250科导台式超声波清洗器
（上海汉克科学仪器有限公司）；KDM型连续可调控温电热套
（山东甄城新华仪器厂）。

1.2 试剂

芦丁对照品（中国食品药品检定研究院，批号：100080-

200707）；甲醇（色谱级，天津市四友精细化学品有限公司，批
号：20091112）；其余试剂均为分析纯。

1.3 药材

野菊花药材（产地：安徽金寨县，经河南中医学院第一附
属医院陈天朝主任药师鉴定为菊科植物野菊C. indicum的干
燥头状花序；经河南中医学院第一附属医院药检室测定每1 g

药材含总黄酮为52.1 mg）。

2 方法与结果
2.1 总黄酮含量的测定

2.1.1 对照品溶液的制备 精密称取芦丁对照品 10.0 mg，置
50 ml量瓶中，加甲醇约30 ml，置水浴上微热使溶解，放冷，加
甲醇稀释至刻度，摇匀，即得每1 ml含0.2 mg芦丁的对照品溶
液，备用。

2.1.2 最大吸收波长的选择 精密吸取野菊花提取液 3.0 ml

和对照品溶液2.0 ml，分别置25 ml量瓶中，各加水至6.0 ml，加
入5％亚硝酸钠溶液1.0 ml，混匀，放置6 min，再加入10％硝酸
铝溶液1.0 ml，摇匀，放置6 min，加氢氧化钠溶液10.0 ml，再加
水至刻度，摇匀，放置15 min。按紫外-可见分光光度法[9]试验，

以相应的试剂为空白，在 400～700 nm 波长范围内扫描。结
果，野菊花提取液和对照品溶液均在 510 nm波长处有最大吸
收，故确定最大吸收波长为510 nm。光谱见图1。

2.1.3 标准曲线的制备 精密吸取对照品溶液 0、1.0、2.0、

3.0 、4.0 、5.0 、6.0 ml，分别置 25 ml 具塞试管中，各管加水至
6.0 ml，加 5％亚硝酸钠溶液 1.0 ml，摇匀，放置 6 min，再加入
10％硝酸铝溶液 1.0 ml，摇匀，放置 6 min，加氢氧化钠溶液
10.0 ml，加水至刻度，摇匀，放置15 min，在510 nm波长处测定
吸光度（A）。以A为纵坐标，质量浓度（c）为横坐标，绘制标准曲
线，得回归方程为 A＝1.07×10－2+1.10×10－2c（r＝0.999 1，n＝

6）。结果表明，芦丁质量浓度在 8～48 μg/ml范围内与吸光度
呈良好线性关系。

2.2 提取溶剂的选择

称取野菊花药材2份，每份20 g，置烧瓶中，每份分别用12
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倍量的水、30％乙醇、50％乙醇、70％乙醇回流提取 3次，每次

1.5 h，滤过，将不同提取溶剂的滤液分别合并，备用。分别量

取各溶液 5.0 ml，按“2.1.3”项下方法测定总黄酮含量，并按下

式计算总黄酮转移率：总黄酮转移率＝提取液中总黄酮含量/

药材中总黄酮含量×100％。提取方法考察结果见表1。

表1 提取方法考察结果

Tab 1 Results of extraction methods

溶剂

水
30％乙醇
50％乙醇
70％乙醇

总黄酮质量分数，％
前2次提取

19.2

36.8

41.7

44.2

第3次提取
5.4

5.7

5.8

6.3

总黄酮转移率，％
前2次提取

36.8

70.5

79.9

84.7

第3次提取
10.3

10.9

11.1

12.1

由表1可知，提取2次和提取3次，总黄酮质量分数和转移

率均没有显著差异，故选择提取 2次。以水为溶剂，总黄酮质

量分数和转移率均较低；以乙醇为溶剂，总黄酮质量分数和转

移率均显著提高。乙醇质量分数从 30％提高到 50％，总黄酮

质量分数增加 4.9％，转移率提高 9.4％，而从 50％提高到

70％，总黄酮质量分数仅增加 2.5％，转移率仅提高 4.8％。从

节约乙醇用量、降低生产成本的角度考虑，选择乙醇质量分数

在30％～50％范围内。

2.3 正交试验优选最佳提取工艺

2.3.1 试验设计 根据预试验结果和笔者经验，选取乙醇质

量分数（A）、加醇倍数（B）、提取时间（C）为考察因素，按L9（34）

正交表进行试验。因素与水平见表2。

表2 因素与水平

Tab 2 Factors and levels

水平

1

2

3

因素
A，％
30

40

50

B，倍
12

14

16

C，h

1.0

1.5

2.0

2.3.2 试验结果与分析 取野菊花药材适量，按表 2安排试

验，将提取液照“2.1.3”项下方法测定总黄酮含量。正交试验

结果见表3；方差分析结果见表4。

表3 正交试验结果

Tab 3 Results of orthogonal experiment

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
SSj

因素
A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

124.90

125.70

134.50

18.92

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

124.50

130.00

130.60

7.54

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

127.80

129.80

127.50

1.04

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

128.20

127.60

129.30

0.50

每1 g药材含总
黄酮质量，mg

40.1

42.4

42.4

41.4

42.1

42.2

43.0

45.5

46.0

G＝385.1

CT＝16 478.0

表4 方差分析结果

Tab 4 Analysis of variance

方差来源
A

B

C

D

离差平方和
18.92

7.54

1.04

0.50

自由度
2

2

2

2

均方
9.46

3.77

0.52

0.25

F

38.17

15.21

2.10

P

＜0.05

注：F0.05（2，2）＝19.00

note：F0.05（2，2）＝19.00

由表3、表4可知，各因素对总黄酮含量的影响顺序为A＞

B＞C＞D。其中，因素 A 有显著性影响（P＜0.05），选择水平

3；而B、C因素各水平间差异不大，从提高效率方面考虑，均选

择水平 1。故最佳工艺为A3B1C1，即加 12倍量的 50％乙醇，回

流2次，每次1 h。

2.4 工艺验证试验

按上述优选的工艺，称取野菊花药材 3份，每份 500 g，加

12倍量 50％乙醇，回流 2次，每次 1 h，并按“2.1.3”项下方法测

定总黄酮含量。结果，每 1 g野菊花中总黄酮量分别为 43.2、

42.9、42.2 mg，转移率分别为 82.9％、82.3％、80.9％，与正交试

验最高值相当，表明该提取工艺合理、可行。

3 讨论
NaNO2-Al（NO3）3-NaOH比色法是《中国药典》收载[9]的常

见总黄酮测定方法，其原理是在碱性条件下，利用其与黄酮物

质生成红色铝螯合物为特征，在510 nm波长处有最大吸光度，

以芦丁为对照，从而得到待测物质总黄酮的含量。因野菊花

中各黄酮成分相对分子质量与芦丁相对分子质量相差不多，

因此选择芦丁为对照品，使测定结果与总黄酮实际含量较为

接近，以达到准确定量的目的。

本试验通过正交设计，考察了乙醇质量分数、加醇倍数、

提取时间对提取工艺的影响，发现乙醇质量分数对提取工艺

的影响较为显著，优选的最佳提取工艺对野菊花总黄酮的转

移率在80％以上，表明工艺合理、可行。

参考文献
[ 1 ] Yerushalmi N，Margalit R. Bioadhensive-collagen-modifi-

0.750 0

0.500 0

0.250 0

0.000 0
400 500 600

波长，nm
A

0.750 0

0.500 0

0.250 0

0.000 0
400 500 600

波长，nm
B

图1 紫外吸收光谱图

Fig 1 UV absorption sepctrum
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