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山慈菇中总黄酮的提取工艺优化Δ
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摘 要 目的：建立山慈菇中总黄酮的含量测定方法，并优化其提取工艺。方法：采用紫外-可见分光光度法测定山慈菇中总黄酮

的含量。以山慈菇中总黄酮含量为考察指标，以乙醇体积分数、料液比、提取时间、提取次数为考察因素，在单因素试验的基础上，

采用L9（34）正交设计优化山慈菇中总黄酮的提取工艺。结果：芦丁检测质量浓度线性范围为8～48 μg/mL（r＝0.999 7）；定量限为

0.54 μg/mL，检测限为 0.18 μg/mL；精密度、稳定性、重复性试验的 RSD 均小于 2％；加样回收率为 99.61％～102.38％（RSD＝

1.15％，n＝6）。最优提取工艺为70％乙醇、料液比1 ∶20（g/mL）、提取时间45 min、提取次数2次。在此条件下，山慈菇中总黄酮的

平均含量为2.74 mg/g。结论：所建含量测定方法简单、准确；所得提取工艺稳定、可行。
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面积之和计算对应成分总峰面积。

在本研究过程中发现，采用顶空进样法时，供试样

品的基质效应对回收率试验结果影响较大，如果不在对

照品溶液中加入黄蜀葵花总黄酮提取物，则所得各待测

组分回收率明显偏低。为了消除基质效应的影响，本课

题组采用标准加入法[12]进行回收率试验，在对照品溶液

中加入与样品溶液相同量的黄蜀葵花总黄酮提取物，使

对照品和供试样品处于相同的基质环境下，结果显示，

各待测组分回收率均良好，符合相关规定。

综上所述，本方法简便、准确、稳定、可靠，可用于黄

蜀葵花总黄酮提取物中9种有机溶剂残留量的测定。
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山慈菇系兰科植物杜鹃兰[Cremastra appendiculata

（D. Don） Makino]、独 蒜 兰 [Pleione bulbocodioides

（Franch.）Rolfe] 或 云 南 独 蒜 兰（Pleione yunnanensis

Rolfe）的干燥假鳞茎，前者习称“毛慈菇”，后二者习称

“冰球子”，为2015年版《中国药典》（一部）[1]收载的常用

中药。山慈菇味甘、微辛，性凉，归肝、脾经，具有清热解

毒、化痰散结的功效，主要用于治疗痈疽恶疮、蛇虫咬

伤、咽喉肿痛等症 [2]。药理研究表明，山慈菇具有抗肿

瘤[3-4]、抗菌[5]、降压[6-8]等药理活性。山慈菇主要含有菲

类、联苄类 、黄酮类、糖及糖苷类等化学成分，而黄酮类

成分是其有效成分之一，含量较高，药用价值较大[9-14]。

目前，有研究对山慈菇化学成分的提取分离和粗提物

的药效学等方面进行了研究 [15-16]。为更好地开发、利用

山慈菇资源，本研究采用超声提取法提取了其总黄酮，

采用紫外-可见分光光度法测定了山慈菇总黄酮的含

量；以上述含量为指标，通过正交设计试验优化了提取

工艺，旨在为其资源的进一步开发利用和质量控制提供

参考。

1 材料
1.1 仪器

2550型紫外-可见分光光度计（日本 Shimadzu 公

司）；FW80型粉碎机（天津市泰斯特仪器有限公司）；

KQ-200VDE型双频数控超声波清洗器（昆山市超声仪

器有限公司）；CP225D型十万分之一电子天平（瑞士Mett-

ler-Toledo公司）。

1.2 试剂

芦丁对照品（上海源叶生物科技有限公司，批号：

YY90103，纯度：≥98％）；亚硝酸钠（天津市福晨化学试

剂厂）、硝酸铝（天津市风船化学试剂科技有限公司）、氢

氧化钠（天津市大茂化学试剂厂）、甲醇、乙醇（西陇化工

股份有限公司）均为分析纯，水为纯净水。

1.3 药材

山慈菇药材采自云南省丽江市，经江西中医药大学

药学院邓可众副教授鉴定为山慈菇兰科植物杜鹃兰

[Cremastra appendiculata（D.Don）Makino] 的 干 燥 假

鳞茎。

2 方法与结果
2.1 山慈菇中总黄酮的含量测定

采用紫外-可见分光光度法测定山慈菇中总黄酮的

含量[17] 。

2.1.1 对照品溶液的制备 精密称取芦丁对照品10.00

mg，置于 25 mL量瓶中，加甲醇溶解并定容，制成质量

浓度为0.4 mg/mL的对照品溶液。

2.1.2 供试品溶液的制备 取经粉碎的山慈菇粉末（过

30号筛）2.0 g，精密称定，置于100 mL锥形瓶中，加70％

乙醇30 mL，超声（功率：100 W，频率：45 kHz）提取2次，

每次45 min，合并滤液，摇匀。取5 mL，置于25 mL量瓶

中，加50％乙醇定容至刻度，即得供试品溶液。

2.1.3 线性关系考察 精密量取“2.1.1”项下对照品溶

液 0.5、1、1.5、2、2.5、3 mL，分别置于 25 mL 量瓶中，加

5％亚硝酸钠溶液 1 mL，摇匀，放置 5 min，加 10％硝酸

铝溶液 1 mL，摇匀，放置 6 min，加 4％氢氧化钠溶液 10

mL，再加 50％乙醇稀释至刻度，摇匀，放置 15 min。以

70％乙醇为参比溶液，于510 nm波长处测定吸光度。以

质量浓度（x，μg/mL）为横坐标、吸光度（y）为纵坐标进行

线性回归，得芦丁回归方程为 y＝0.012 7x+0.025 0（r＝

0.999 7），表明芦丁检测质量浓度的线性范围为 8～

48 μg/mL。

2.1.4 定量限与检测限考察 以70％乙醇为参比溶液，

于 510 nm波长处连续测定 6次吸光度并计算吸光度的

标准偏差，以标准偏差与标准曲线线性斜率之比的10倍

为定量限，以标准偏差与标准曲线线性斜率之比的 3

倍为检测限。结果，芦丁的定量限、检测限分别为

0.54、0.18 μg/mL。

2.1.5 精密度试验 精密吸取“2.1.1”项下对照品溶液

适量，加甲醇稀释后按“2.1.3”项下方法处理，再于 510

nm波长处连续测定6次。结果，吸光度的RSD为0.29％

（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.1.6 稳定性试验 精密吸取“2.1.2”项下供试品溶液

适量，分别于室温放置 0、4、8、12、16、24 h 时按“2.1.3”项

下方法处理，再于510 nm波长处测定吸光度。结果，吸

光度的RSD为1.05％（n＝6），表明供试品溶液于室温下
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放置24 h内稳定性良好。

2.1.7 重复性试验 取样品粉末，共6份，每份约2.0 g，

精密称定，按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，按

“2.1.3”项下方法处理，再于510 nm波长处测定吸光度并

按标准曲线法计算样品中总黄酮的含量。结果，总黄酮

的平均含量为 2.64 mg/g，RSD为 0.89％（n＝6），表明本

方法重复性良好。

2.1.8 加样回收率试验 取已知含量的样品粉末，共 6

份，每份约2.0 g，精密称定，分别加入一定量的对照品溶

液，按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.1.3”项下

方法处理，再于510 nm波长处测定吸光度并计算加样回

收率，结果见表1。

表1 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝6）

称取量，g

2.000 2

2.000 3

2.000 6

2.000 1

2.000 8

2.000 7

样品含量，mg

0.322 8

0.320 9

0.315 0

0.322 8

0.311 0

0.318 9

加入量，mg

0.415 0

0.420 0

0.410 0

0.400 0

0.430 0

0.410 0

测得量，mg

0.736 2

0.740 2

0.732 3

0.732 3

0.740 2

0.732 3

加样回收率，％
99.61

99.83

101.78

102.38

99.81

100.83

平均加样回收率，％

100.7

RSD，％

1.15

2.1.9 样品含量测定 取样品粉末约 2.0 g，精密称定，

按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.1.3”项下方法

处理，再于510 nm波长处测定吸光度并按标准曲线法计

算样品中总黄酮的含量，平行操作3次。结果，总黄酮含

量为1.03～2.70 mg/g。

2.2 单因素试验

2.2.1 乙醇体积分数 精密称取山慈菇粉末 2.0 g，以

“2.1.9”项下方法为手段，在料液比 1 ∶ 20（g/mL）、提取时

间 45 min 、提取 2次条件下，考察不同乙醇体积分数

（50％、60％、70％、75％、80％）对山慈菇中总黄酮含量

的影响，结果见图 1A。由图 1A可知，随着乙醇体积分

数的增加，山慈菇中总黄酮的含量呈先增加后降低的趋

势，当乙醇体积分数为70％时，含量最高，故选择乙醇体

积分数范围为70％～80％。

2.2.2 料液比 精密称取样品粉末2.0 g，以“2.1.9”项下

方法为手段，在70％乙醇、提取时间 45 min、提取 2次条

件下，考察不同料液比（1 ∶ 10、1 ∶ 15、1 ∶ 20、1 ∶ 30、1 ∶ 40，
g/mL）对山慈菇中总黄酮含量的影响，结果见图1B。由

图1B可知，随着乙醇用量的增加，山慈菇中总黄酮含量

呈先增加后降低的趋势，当料液比为1 ∶20时，含量最高，

故选择料液比范围为1 ∶10～1 ∶20（g/mL）。

2.2.3 提取时间 精密称取样品粉末2.0 g，以“2.1.9”项

下方法为手段，在70％乙醇、料液比1 ∶ 20（g/mL）、提取2

次条件下，考察不同提取时间（15、30、45、60、75 min）对

山慈菇中总黄酮含量的影响，结果见图 1C。由图 1C可

知，随着提取时间的延长，山慈菇中总黄酮含量呈先增

加后降低的趋势，当提取时间为 45、60 min 时，含量最

高，为节省时间，故选择提取时间范围为30～60 min。

2.2.4 提取次数 精密称取样品粉末2.0 g，以“2.1.9”项

下方法为手段，在 70％乙醇，料液比 1 ∶ 20（g/mL）、提取

时间 45 min条件下，考察不同提取次数（1、2、3、4次）对

山慈菇中总黄酮含量的影响，结果见图1D。由图1D可

知，随着提取次数的增加，山慈菇中总黄酮含量呈先增

加后降低的趋势，但增加、降低幅度均较小，为节省时间

和减少溶剂用量，故选择提取次数范围为1～3次。

2.3 山慈菇中总黄酮的提取工艺优化

2.3.1 正交试验 在单因素试验的基础上，以乙醇体积

分数（A）、料液比（B）、提取时间（C）、提取次数（D）为考

察因素，总黄酮含量为考察指标，采用L9（34）正交设计试

验对其提取工艺进行优化。因素与水平见表 2，试验方

案设计与结果见表3，方差分析结果见表4。

表2 因素与水平

Tab 2 Factors and levels

水平

1

2

3

因素
A，％
70

75

80

B，g/mL

1 ∶10

1 ∶15

1 ∶20

C，min

30

45

60

D，次
1

2

3

表3 试验方案设计与结果

Tab 3 Design and results of experiment plan

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

A

1.

1.

1.

2.

2.

2.

3.

3.

3.

2.027

1.713

1.523

0.504

B

1.

2.

3.

1.

2.

3.

1.

2.

3.

1.590

2.047

1.627
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图1 单因素试验考察结果

Fig 1 Results of single factor tests
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表4 方差分析结果

Tab 4 Results of variance analysis

因素
A

B

C

D

误差

偏差平方和
0.388

0.386

0.016

0.883

1.67

自由度
2

2

2

2

8

F

0.928

0.923

0.038

2.111

P

＞0.05

＞0.05

＞0.05

＜ 0.05

由表 3可知，各因素对山慈菇中总黄酮含量影响大

小的顺序为D＞A＞B＞C，即提取次数＞乙醇体积分数

＞料液比＞提取时间，其中 A1＞A2＞A3、B2＞B3＞B1、

C2＞C3＞C1、D2＞D3＞D1。

由表 4可知，提取次数具有显著性影响（P＜0.05），

而乙醇体积分数、料液比、提取时间均无显著性影响

（P＞0.05）。

2.3.2 最优提取工艺的确定及验证试验 综合考虑节

约资源和成本，最终确定山慈菇中总黄酮的最优提取工

艺为 A1B2C2D2，即 70％乙醇、料液比 1 ∶ 20（g/mL）、提取

时间 45 min、提取次数 2次。按此工艺条件进行验证试

验，平行操作3次，结果见表5。由表5可知，优化所得工

艺条件稳定、可行。

表5 验证试验结果（n＝3）

Tab 5 Results of validation tests（n＝3）

试验号
1

2

3

药材量，g

2.000 3

2.000 2

2.000 0

总黄酮含量，mg/g

2.75

2.74

2.72

平均总黄酮含量，mg/g

2.74

3 讨论

笔者在前期预试验中比较了加热回流提取和超声

提取的效果。结果显示，超声提取所得总黄酮的含量显

著高于加热回流提取，故选择超声提取法提取山慈菇中

的总黄酮。该方法可节省溶剂和提取时间，且提取条

件相对温和，尤其适用于易氧化、易分解、热不稳定的

物质[18-19]。

本研究在单因素试验的基础上，采用正交试验优化

了山慈菇中总黄酮的提取工艺条件。结果显示，影响山

慈菇总黄酮含量大小的因素顺序为提取次数＞乙醇体

积分数＞料液比＞提取时间；优化提取工艺条件为70％

乙醇、料液比1 ∶ 20（g/mL）、提取时间45 min、提取次数2

次，在此条件下山慈姑中总黄酮的平均含量为2.74 mg/g。

黄酮类化合物是山慈菇的有效成分之一，具有保护

心血管、抗炎、抗菌、抗病毒等药理作用[3-8，20-21]。本研究

采用紫外-可见分光光度法测定了山慈菇中总黄酮的含

量，可为山慈菇中总黄酮的进一步开发利用提供数据

支持。

综上所述，本研究所建含量测定方法简单、准确；所

得提取工艺稳定、可行。
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