
中  
国  
药  
房  
网 

www
.chi
na-
phar
mac
y.co
m

中国药房 2018年第29卷第1期 China Pharmacy 2018 Vol. 29 No. 1

Δ 基金项目：天津市卫生和计划生育委员会中医中西医结合项目

（No.2015042）

＊助理研究员，硕士。研究方向：中药化学。电话：022-27236182。

E-mail：fyyyyy_82@126.com

# 通信作者：研究员。研究方向：药物化学。电话：022-27236182。

E-mail：taozunweitj@163.com

Box-Behnken设计-响应面法优化番石榴叶总黄酮提取工艺及总
黄酮对糖尿病小鼠糖耐量的影响研究Δ

傅 予＊，王 宏，张 岩，陶遵威#，刘洪斌（天津市医药科学研究所，天津 300020）

中图分类号 R284.2 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2018）01-0049-05

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2018.01.13

摘 要 目的：优化番石榴叶总黄酮提取工艺，考察番石榴叶总黄酮对糖尿病模型小鼠糖耐量的影响。方法：在单因素试验的基

础上，以提取时间、料液比、乙醇用量为自变量，金丝桃苷、槲皮素-3-O-β-D-吡喃阿拉伯糖苷、槲皮素-3-O-α-L-呋喃阿拉伯糖苷和浸

出物得率的综合评分为因变量，采用Box-Behnken设计-响应面法优化番石榴叶总黄酮回流提取工艺并进行验证试验。取60只小

鼠随机分为空白组、模型组、二甲双胍组（170 mg/kg）和番石榴叶总黄酮低、中、高剂量组（23.41、46.81、93.62 mg/kg，以总黄酮含量

计），每组10 只。除空白组小鼠外，其余各组小鼠复制糖尿病模型，成模后灌胃给药，每天1次，连续21 d，末次给药6 h后，灌胃葡

萄糖2.0 g/kg，于给予葡萄糖后0、0.5、1.0、2.0 h测定血糖值，计算血糖变化曲线下面积（AUC）。结果：番石榴叶总黄酮最优工艺为

提取2次，每次1.0 h，料液比1 ∶ 17，乙醇体积分数56％，验证试验中金丝桃苷、槲皮素-3-O-β-D-吡喃阿拉伯糖苷、槲皮素-3-O-α-L-

呋喃阿拉伯糖苷含量分别为2.57、3.38、2.26 mg/g（RSD＜2％，n＝3），浸膏得率为25.71％（RSD＜1.19％，n＝3），综合评分平均值

为96.41（RSD＝1.34％，n＝3），与预测值99.98的相对误差为3.57％。与空白组比较，各组小鼠AUC显著升高；与模型组比较，二

甲双胍组和番石榴叶总黄酮中、高剂量组AUC显著降低，差异均有统计学意义（P＜0.05或P＜0.01）。结论：优化的提取工艺稳定

可行、质量可控；番石榴叶总黄酮可促进糖尿病小鼠血糖恢复正常。
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Optimization of Extraction Technology of Total Flavonoids Psidium guajava Leaves by Box-Behnken Design-

Response Surface Method and the Effects of Total Flavonoids on Glucose Tolerance in Diabetic Model Mice
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the extraction technology of total flavonoids from Psidium guajava leaves and investigate

the effects of total flavonoids from P. guajava leaves on glucose tolerance in diabetic model mice. METHODS：Based on single fac-

tor test，using extraction time，solid-liquid ratio and the amount of ethanol as independent variables，comprehensive scores of the

yield of hyperin，quercetin-3-O-β-D-arabinopyranoside，quercetin-3-O-α-L-furanarabino side ethyl acetate and extract as dependent
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番石榴叶为桃金娘科番石榴属植物番石榴（Psidi-

um guajava L.）的干燥叶及带叶嫩茎[1]，别名鸡矢茶，广

泛种植于我国华南各地及四川西南部，具有生津止渴、

甘平养胃、涩敛固阴之功效。民间常用其治疗泻痢腹

痛、疔疮肿毒等症。研究显示，番石榴叶中的活性成分

具有降血糖、降血脂、抗菌消炎、抗氧化等药理作用[2]，具

有较高的开发价值。本课题组前期研究表明，番石榴叶

中的总黄酮能较好地调节糖尿病小鼠肝糖代谢[3]及促进

胰岛细胞再生。本研究在单因素的基础上，采用 Box-

Behnken设计-响应面法，以番石榴叶中 3个主要黄酮苷

成分金丝桃苷、槲皮素-3-O-β-D-吡喃阿拉伯糖苷、槲皮

素-3-O-α-L-呋喃阿拉伯糖苷成分含量，再结合浸出物得

率为指标，优化番石榴叶总黄酮回流提取工艺，并进行

放大验证试验；同时考察了番石榴叶总黄酮对糖尿病小

鼠糖耐量的影响，为番石榴叶药材质量控制和进一步的

药效学研究提供理论参考和数据支持。

1 材料
1.1 仪器

Agilent 1260 Infinity高效液相色谱（HPLC）仪（美国

Agilent科技有限公司）；AL204十万分之一电子分析天

平、ME203E千分之一电子分析天平（上海梅特勒-托利

多仪器有限公司）；Ι型710鱼跃血糖测试仪（江苏鱼跃医

疗设备股份有限公司）。

1.2 药材、对照品与试剂

番石榴叶（天津市三潭医院提供，批号：13220042）

经天津中医药大学中药学院马琳教授鉴定为桃金娘科

番石榴属植物番石榴的干燥叶；槲皮素-3-O-β-D-吡喃阿

拉伯糖苷对照品、槲皮素-3-O-α-L-呋喃阿拉伯糖苷对照

品（根据文献自提 [4-5]，纯度：≥98％）；金丝桃苷对照品

（中国食品药品检定研究院，批号：111521-200303，供含

量测定用）；盐酸二甲双胍片（上海施贵宝制药有限公

司，批号：AAL7649，规格：0.5 g/片）；链脲佐菌素（STZ，

美国Sigma 公司）；甲醇为色谱纯；乙醇、磷酸均为分析

纯；试验用水为娃哈哈纯净水。

1.3 动物

实验用 ICR小鼠，SPF级，♂，体质量（14±2）g，北

京维通利华实验动物技术有限公司，实验动物合格证

号：SCXK（京）2012-0001。

2 方法与结果
2.1 3种黄酮苷含量的测定

2.1.1 色谱条件 色谱柱：Agilent Eclipse XDB-C18（250

mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：甲醇（A）-0.2％磷酸水溶液

（B），梯度洗脱（0～20.00 min，37％A；20.01～35.00 min，

70％A）；流量：1 mL/min；柱温：35 ℃；检测波长：360

nm；进样量：10 µL。在上述色谱条件下，取“2.1.2”

“2.1.3”项下溶液进样测定，色谱图见图 1。各成分分离

度均大于1.5。

2.1.2 对照品溶液的制备 精密称取槲金丝桃苷、槲皮

素-3-O-β-D-吡喃阿拉伯糖苷、槲皮素-3-O-α-L-呋喃阿拉

伯糖苷对照品适量，分别加50％甲醇配制成质量浓度为

0.155、0.159、0.180 mg/mL的对照品溶液。

2.1.3 供试品溶液的制备 取过筛后的番石榴叶粉末

10 g，精密称定，置于具塞锥形瓶中，精密加入60％乙醇

150 mL，称定质量，回流提取 1.0 h，放冷，复称质量，以

60％乙醇补足，摇匀，滤过，取续滤液过 0.45 μm微孔滤

膜，即得。

图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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formin group（170 mg/kg），P. guajava leaves total flavonoids low-dose，medium-dose and high-dose groups（23.41，46.81，93.62

mg/kg，by the content of total flavonoids），with 10 mice in each group. Except for blank group，diabetic model was induced in

those groups，and then model mice were given relevant medicine intragastrically once a day for consecutive 21 d，6 h after last

medication given glucose 2.0 g/kg intragastrically. The levels of blood glucose were determined 0，0.5，1.0，2.0 h after intragastric

administration of glucose，and the area under the curve（AUC）of blood glucose was calculated. RESULTS：The optimal technolo-

gy of P. guajava leaves total flavonoids was as follows as extracting twice，lasting for 1.0 h each time，solid-liquid ratio of 1 ∶ 17，
ethanol volume fraction of 56％ . In validation test，the contents of hyperin，quercetin-3-O-β-D-arabinopyranoside and querce-

tin-3-O-α-L-furanarabino side ethyl acetate were 2.57，3.38，2.26 mg/g（RSD＜2％，n＝3）；the yield of extract was 25.71％（RSD＝

1.19％，n＝3）；average comprehensive score was 96.41（RSD＝1.34％，n＝3）；relative error was 3.57％ with the predicted value

of 99.98. Compared with blank group，AUC of mice were increased significantly in each group；compared with model group，AUC

of metformin group，P. guajava leaves total flavonoids medium-dose and high-dose groups were all decreased significantly，with

statistical significance（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：The optimal extraction technology is stable，feasible and controlla-

ble in quality. Total flavonoids from P. guajava leaves can promote the recovery to normal level of blood glucose.

KEYWORDS Psidium guajava leaves；Total flavonoids；Extraction technology；Box-Behnken design-response surface method；

Diabetic model；Glucose tolerance；Mice
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2.1.4 线性关系考察 分别吸取金丝桃苷（310.04 μg/mL）、

槲皮素-3-O-β-D-吡喃阿拉伯糖苷（318.20 μg/mL）、槲皮

素-3-O-α-L-呋喃阿拉伯糖苷（360.08 μg/mL）混合对照品

溶液 0.5、1、2.5、5、7.5、10 mL，分别置于 10 mL 量瓶中，

加 50％甲醇至刻度，摇匀，按照“2.1.1”项下色谱条件进

样测定，以峰面积积分值为纵坐标（y）、对照品进样量为

横坐标（x），绘制标准曲线。结果，金丝桃苷回归方程为

y＝331.42x + 13.374（r＝1.000 0），进样量线性范围为

0.155～3.100 μg；槲皮素-3-O-β-D-吡喃阿拉伯糖苷回归

方程为y＝318x+20.519（r＝0.999 8），进样量线性范围为

0.159～3.182 μg；槲皮素-3-O-α-L-呋喃阿拉伯糖苷回归

方程为 y＝349.82x+16.257（r＝0.999 8），进样量线性范

围为0.180～3.601 μg。

2.1.5 精密度试验 精密量取混合对照品溶液 10 μL，

连续进样 6次，得对照品金丝桃苷、槲皮素-3-O-β-D-吡

喃阿拉伯糖苷、槲皮素-3-O-α-L-呋喃阿拉伯糖苷峰面积

值的 RSD 分别为 0.23％、0.36％、1.41％（n＝6），表明仪

器精密度良好。

2.1.6 重复性试验 取6份番石榴叶粉末，精密称定，依

照“2.1.3”项下方法制备供试品溶液进样测定，结果金丝

桃苷、槲皮素-3-O-β-D-吡喃阿拉伯糖苷、槲皮素-3-O-α-

L-呋喃阿拉伯糖苷含量的 RSD 分别为 0.63％、1.14％、

1.66％（n＝6），表明方法重复性良好。

2.1.7 稳定性试验 取“2.1.3”项下供试品溶液，室温放

置，分别于0、2、4、6、8、10、12 h进样测定金丝桃苷、槲皮

素-3-O-β-D-吡喃阿拉伯糖苷、槲皮素-3-O-α-L-呋喃阿拉

伯糖苷峰面积，结果，RSD分别为0.22％、0.56％、0.27％

（n＝7），表明供试品溶液在12 h内稳定。

2.1.8 加样回收率试验 取番石榴叶药材粉末 6份，精

密称定，分别精密加入金丝桃苷、槲皮素-3-O-β-D-吡喃

阿拉伯糖苷、槲皮素-3-O-α-L-呋喃阿拉伯糖苷对照品溶

液，折合成 3种黄酮苷的含量分别为 0.920、1.289、0.851

mg，分别按“2.1.3”项下方法制备，进样测定并计算加样

回收率。结果显示，3种黄酮苷的平均加样回收率分别

为 99.52％、98.61％、100.27％，RSD 值分别为 1.49％、

0.80％、1.82％（n＝6），表明方法准确度好。

2.2 总黄酮含量测定

精密吸取“2.1.3”项下供试品溶液 10 μL，按“2.1.1”

项下色谱条件测定供试品溶液中金丝桃苷、槲皮

素-3-O-β-D-吡喃阿拉伯糖苷、槲皮素-3-O-α-L-呋喃阿拉

伯糖苷峰面积，计算总黄酮含量，结合这3个成分色谱峰

面积占总峰面积的百分比例，折算供试品溶液中番石榴

叶总黄酮的含量[6-7]。

总黄酮含量（mg/g）＝3种黄酮苷质量分数总和/3种

黄酮苷色谱峰面积百分比总和×100％。

2.3 浸出物得率测定

分别提取各工艺下样品供试液，置于已干燥至恒质

量的蒸发皿中，水浴蒸干，置于 105 ℃烘箱中烘干至恒

质量，取出至干燥器内冷却0.5 h，迅速精密称定质量，计

算浸出物得率 [8]（浸膏得率＝干燥后质量/药材质量×

100％）。

2.4 单因素考察

以提取液中的总黄酮含量为评价指标，考察各因素

对提取率的影响。（1）提取时间。精密称定番石榴叶药

材粉末10 g，分别于料液比1 ∶10，乙醇体积分数为60％，

提取时间分别为0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 h条件下提取1次；

（2）料液比。乙醇体积分数为60％，回流时间1.0 h，料液

比分别为1 ∶ 5、1 ∶ 10、1 ∶ 15、1 ∶ 20、1 ∶ 25条件下提取1次；

（3）乙醇体积分数。料液比为1 ∶10，回流时间1.0 h，乙醇

体积分数分别为30％、40％、50％、60％、70％、80％条件

下提取 1次；（4）提取次数。料液比为 1 ∶ 10，回流时间

1.0 h，乙醇体积分数分60％条件下提取1次、2次、3次、4

次，测定提取液中的金丝桃苷、槲皮素-3-O-β-D-吡喃阿

拉伯糖苷、槲皮素-3-O-α-L-呋喃阿拉伯糖苷含量，折算

总黄酮含量，筛选出各因素最优范围。

单因素试验结果显示，总黄酮的含量随着料液比的

增加呈升高趋势，在料液比1 ∶ 15时达到最大值；乙醇体

积分数对总黄酮的提取影响较大，在乙醇体积分数为

60％ 时总黄酮的含量最高；在对提取时间考察时发现，

回流1 h后基本提取完全；提取次数以2次为宜。

2.5 Box-Behnken设计-响应面法优化提取工艺

2.5.1 试验设计与结果 以单因素试验的结果为基础，

根据Box-Behnken设计原理，选取提取时间（X1，h）、料液

比（X2，mL/g）以及乙醇体积分数（X3，％）为自变量，采用

Box-Behnken设计试验。Box-Behnken设计因素与水平

见表1。

表1 Box-Behnken设计因素与水平

Tab 1 Factors and levels of Box-Behnken design

因素

X1（提取时间），h

X2（料液比），mL/g

X3（乙醇体积分数），％

水平
-1

0.5

1 ∶10

50

0

1

1 ∶15

60

1

1.5

1 ∶20

70

将金丝桃苷量（Y1）、槲皮素-3-O-β-D-吡喃阿拉伯糖

苷量（Y2）、槲皮素-3-O-α-L-呋喃阿拉伯糖苷含量（Y3），浸

出物得率（Y4）进行加权综合评分（OD），计算OD值[9-10]，

OD＝（0.25Y1/Y1max+0.25Y2/Y2max+0.25Y3/Y3max+0.25Y4/Y4max）×

100，其中 Y1max、Y2max、Y3max、Y4max为相应指标量的最大值。

Box-Behnken设计方案与结果见表2。

以综合评分 OD 值为响应值（Y），采用 Design-Ex-

pert. V7.0.0软件对数据进行多元回归分析。得到回归

方程 Y＝96.49 + 3.71X1 + 5.24X2－ 16.80X3－ 2.42X1X2－

0.60X1X3－6.10X2X3－5.98X1
2－9.62X2

2－30.34X3
2，由方程

可知，影响番石榴叶总黄酮提取因素的主次顺序为X3＞

X2＞X1。各因素的方差分析结果见表3。
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表2 Box-Behnken设计方案与结果

Tab 2 Plan and result of Box-Behnken design

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

X1，h

0.5

1.5

0.5

1.5

0.5

1.5

0.5

1.5

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

因素
X2，mL/g

1 ∶10

1 ∶10

1 ∶20

1 ∶20

1 ∶15

1 ∶15

1 ∶15

1 ∶15

1 ∶10

1 ∶20

1 ∶10

1 ∶20

1 ∶15

1 ∶15

1 ∶15

1 ∶15

1 ∶15

X3，％
60

60

60

60

50

50

70

70

50

50

70

70

60

60

60

60

60

指标
Y1，mg/g

1.92

2.24

2.10

2.23

2.07

2.21

0.75

0.66

1.63

2.27

0.79

0.77

2.50

2.44

2.63

2.60

2.47

Y2，mg/g

2.52

3.12

2.79

2.94

2.54

2.90

0.82

1.27

1.99

3.10

0.80

1.16

3.44

3.19

3.49

3.46

3.25

Y3，mg/g

1.78

2.09

1.92

2.02

1.70

1.86

0.54

0.63

1.36

2.09

0.61

0.64

2.25

2.20

2.40

2.36

2.13

Y4，％
17.50

19.55

24.09

23.54

19.02

22.06

22.08

25.07

16.10

21.51

20.94

20.51

26.32

25.77

26.40

25.90

26.51

总黄酮含量，mg/g

8.52

10.28

9.19

9.80

8.61

10.28

3.44

4.26

6.55

10.25

3.55

4.20

11.12

10.71

11.66

11.54

10.53

OD值
71.44

83.86

82.75

85.50

73.57

82.01

39.54

45.57

59.17

85.84

39.41

41.69

96.68

93.38

99.90

98.54

93.96

表3 方差分析结果

Tab 3 Analysis of variance

来源
模型
X1

X2

X3

X1X2

X1X3

X2X3

X1
2

X2
2

X3
2

残差
失拟差
纯误差
总和
R2=0.978 9

平方和
7 452.31

109.82

219.45

2 257.25

23.38

1.45

148.72

150.56

390.05

3 875.79

69.38

37.44

31.94

7 521.69

自由度
9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方差
828.03

109.82

219.45

2 257.25

23.38

1.45

148.72

150.56

390.05

3 875.79

9.91

12.48

7.98

F

83.54

11.08

22.14

227.74

2.36

0.15

15.00

15.19

39.35

391.04

1.56

P

＜0.000 1

0.012 6

0.002 2

＜0.000 1

0.168 5

0.713 3

0.006 1

0.005 9

0.000 4

＜0.000 1

0.329 8

由表3可知，模型P＜0.01，差异性极显著，具有统计

学意义；模型决定系数R2＝0.978 9，表明模型拟合度良

好；模型的失拟项不显著（P＝0.329 8＞0.05），表明误差

导致模型拟合程度不佳的可能性较小，可以对不同条件

下的总黄酮含量进行预测。同时，模型一次项X1具有显

著性差异（P＜0.05），X2、X3具有极显著性差异；交互项差

异中X2X3具有极显著性差异（P＜0.01），二次项X1
2、X2

2、

X3
2均具有极显著性差异（P＜0.01）。

由此预测最优提取工艺为提取时间 1.08 h，料液比

1 ∶ 17.64，乙醇体积分数 55.93％，在此条件下综合评分

OD值为99.98。因考虑到实际操作的可行性，最优工艺

确定为提取时间 1.0 h，料液比 1 ∶ 17，乙醇体积分数

56％。绘制不同变量间的响应图，详见图2。

2.5.2 验证试验 将最优工艺放大100倍进行3次验证

试验。结果金丝桃苷提取量平均值为2.57 mg/g（RSD＝

1.47％，n＝3）；槲皮素-3-O-β-D-吡喃阿拉伯糖苷量提取

量 平 均 值 为 3.38 mg/g（RSD＝1.33％ ，n＝3）；槲 皮

素-3-O-α-L-呋喃阿拉伯糖苷提取量平均值为 2.26 mg/g

（RSD＝1.48％ ，n＝3）；浸 膏 得 率 平 均 值 为 25.71％

（RSD＝1.19％，n＝3）；总黄酮提取量平均值为 11.23

mg/g（RSD＝1.29％，n＝3）；计算 OD 平均值为 96.41

（RSD＝1.34％，n＝3），与预测值 99.98 的相对误差为

3.57％。以上表明建立的模型预测性良好，优化工艺条

件较稳定。

2.6 番石榴叶总黄酮对糖尿病小鼠糖耐量的影响

2.6.1 糖尿病小鼠模型的制备和给药 60只雄性 ICR

小鼠适应性饲养7 d后，高糖高脂饲料喂养4周。小鼠造

模前禁食 12 h，腹腔注射STZ柠檬酸缓冲液 100 mg/kg，

注射 72 h 后断尾取血测空腹血糖，空腹血糖≥11.1

mmol /L 的选为糖尿病模型小鼠。结合前期预试验结

果，将造模成功的小鼠随机分为模型组、二甲双胍组

（170 mg/kg，为临床等效剂量的 9倍）、番石榴叶总黄酮

低、中、高剂量组（23.41、46.81、93.62 mg/kg，以总黄酮含

量计，中剂量组为临床等效剂量的 9倍），每组 10只，另

选10只不造模小鼠为空白组。浸膏以纯净水稀释，灌胃

给药，每天1次，连续21 d。

2.6.2 糖耐量实验 末次给药后，小鼠禁食6 h，一次性

灌胃葡萄糖2.0 g/kg，在0、0.5、1.0、2.0 h后断尾取血测血

糖，按以下公式计算血糖变化曲线下面积（AUC）：

AUC＝0.25×血糖值 0 h+0.5×血糖值 0.5 h+0.75×血糖值 1.0 h+

0.5×血糖值 2.0 h，结果见表4。

由表4可知，与空白组比较，各组给予葡萄糖0、0.5、

1.0、2.0 h 后血糖显著升高（P＜0.01），AUC 显著升高

（P＜0.01）。与模型组比较，二甲双胍组和番石榴叶总

黄酮高、中剂量组的 AUC 显著降低（P＜0.05 或 P＜

0.01）。

图2 各因素间的三维响应面图

Fig 2 3D response surface plot of various factors
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表4 各组大鼠AUC结果（x±±s，n＝10）

Tab 4 AUC of mice in each group（x±±s，n＝10）

组别

空白组
模型组
二甲双胍组

番石榴叶总黄
酮高剂量组

番石榴叶总黄
酮中剂量组

番石榴叶总黄
酮低剂量组

剂量，
mg/kg

170

93.62

46.81

23.41

血糖值，mmol/L

0 h

9.10±1.03

22.73±3.35＊＊

23.21±4.35＊＊

23.44±5.79＊＊

23.53±4.42＊＊

23.51±3.34＊＊

0.5 h

16.57±5.81

32.28±1.63＊＊

27.36±4.45＊＊##

29.04±3.30＊＊

28.80±3.78＊＊#

30.72±3.25＊＊

1.0 h

10.44±1.50

30.44±2.26＊＊

25.56±4.30＊＊#

25.41±4.26＊＊#

24.89±4.65＊＊##

29.19±2.90＊＊

2.0 h

8.96±0.73

25.48±3.65＊＊

20.14±2.31＊＊##

20.59±5.12＊＊#

20.85±4.18＊＊#

24.41±3.29＊＊

AUC，
mmol/（h·L）

22.76±4.04

58.01±4.44＊＊

47.43±7.23＊＊##

49.00±8.05＊＊#

48.11±7.84＊＊##

55.08±6.23＊＊

注：与空白组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜0.01

Note：vs. blank group，＊＊P＜0.01；vs. model group，#P＜0.05，##P＜

0.01

3 讨论

3.1 样品量选择

本研究在选择药材样品量时，考虑到若样品量过

大，则在前期单因素考察和正式试验时试剂消耗较大，

耗时较长；样品量过少则会降低实际放大生产时的可参

考性。结合前期预试验和文献参考最终确定以 10 g药

材粉末进行相关试验。

3.2 测定方法及指标成分选择

经查阅文献，植物总黄酮含量测定大都采用紫外分

光光度法[11-12]，此种方法操作复杂、误差较大。以HPLC

法测定番石榴叶总黄酮的报道较少，且主要以芦丁作为

对照品进行测定，专属性较差[13]。本课题前期对番石榴

叶进行提取分离和HPLC分析，结果未在番石榴叶中检

测到芦丁成分存在。因此，以芦丁为对照品测定番石榴

叶中的总黄酮，无法真实反映总黄酮的含量。故本试验

采用HPLC法，同时测定在番石榴叶总黄酮中含量较高

的金丝桃苷、槲皮素-3-O-β-D-吡喃阿拉伯糖苷、槲皮

素-3-O-α-L-呋喃阿拉伯糖苷这 3个成分含量，折算得到

总黄酮的含量。并依据黄酮类化合物最大吸收波长集

中在230～280 nm波长和330～350 nm波长两个区段的

共同特征 [6]，以二极管阵列检测器在 200～400 nm 波长

范围内进行检测，最终选取检测波长为360 nm。结果表

明，试验所采用的方法操作简便、专属性好、精确度高，

可用于番石榴叶中总黄酮的测定。

本研究选取番石榴叶中3种主要黄酮苷为指标成分

进行工艺评价，与预试验中以总黄酮含量为评价指标进

行模型拟合相比较，结果一致，且更能综合反映工艺对

总黄酮提取的影响。

此外，糖耐量实验结果显示，与模型组比较，优化条

件下的番石榴叶总黄酮提取物给药组糖耐量曲线下面

积明显下降，表明番石榴叶总黄酮能明显促进糖尿病小

鼠的血糖恢复正常，这其中中剂量组作用更为明显。

综上，本研究应用Box-Behnken设计-响应面法优化

番石榴叶总黄酮提取工艺，测定番石榴叶中3个主要黄

酮苷成分含量及浸出物得率，对所选取指标进行了合理

的权重系数分配，以综合评分为参考指标，优选得到的

工艺合理、预测性较好。本课题后续将进行番石榴叶总

黄酮的药效学和作用机制的相关研究。
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