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摘要  采用微波辅助萃取乙醇浸提法从诸葛菜中提取黄酮类物质, 对所提取的黄酮类物质进行验证, 并用紫外分光光度法测定其含量。
结果表明 , 诸葛菜中总黄酮含量为0 .380 7 mg/ ml , 回收率为97 .79 % , 其纯度和产率均较高。该方法采用全物理过程 , 无任何污染 , 是提
取诸葛菜中黄酮类物质的有效途径。
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Researchon Extraction of Total Isoflavones in Oryehophrag mus violaceus by Microwave-assisted
WANG Xinet al  ( Xi nyang Agricultural College , Xinyang , Henan 464000)
Abstract  The microwave-assisted and ethanol extraction were used to extract the flavonoids fromthe leaves of Orychrag mus violaceus , and the flavonoids
were checked and determined by spectrophotometry . The results showed that content of the total flavanone in Orychragmus violaceus leaves was 0 .380 7
mg/ ml and the rate of recovery was 97 .79 % . This method was a purely physical process and had not any pollution, and it was ani deal way to extract the
flavanone from Orychrag mus violaceus leaves .
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  诸葛菜, 别名二月兰, 分布于我国山东、河南、安徽、江

苏、江西等地, 其嫩茎叶可作为早春蔬菜利用。有人分析了

诸葛菜茎叶的营养成分, 建议将其作为一种新型野生蔬菜进

行开发利用[ 1 - 3] 。黄酮类化合物广泛分布于诸葛菜的茎、

叶、花、根等多种器官中[ 4] , 其具有抗癌、降血糖、治疗骨质疏

松、抗辐射[ 5 - 10] 等作用。近年来植物药以其天然低毒的特点

倍受青睐, 笔者根据当地植物资源, 选用河南信阳鸡公山野

菜诸葛菜为原料, 采用微波辅助萃取乙醇浸提法提取诸葛菜

中的黄酮类物质。

近年来, 微波技术常被用于提取植物中的生物活性物

质, 结果表明, 其具有耗能低、效率高、不破坏有效成分等特

点。目前微波技术应用于提取诸葛菜中黄酮类物质的研究

尚未见报道 , 笔者以诸葛菜茎叶黄酮提取率为参考指标, 用

微波技术提取诸葛菜中总黄酮并进行纯度鉴定。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1 .1 植物材料。诸葛菜采自河南省信阳鸡公山, 经信阳

农业高等专科学校药用植物教研室高级实验师周巍鉴定为

诸葛菜。

1 .1 .2 试剂。芦丁为生化试剂, 中国药品生物制品检定所

出品; 亚硝酸钠、硝酸铝、氢氧化钠、无水乙醇、30 % 乙醇、正

丁醇、三氯化铝、盐酸、氨水、镁粉、乙酸镁、冰醋酸、乙酸乙

酯, 均为分析纯。

1 .1 .3 仪器。752 紫外可见分光光度计, 上海精密科学仪器

有限公司生产; 电热恒温水溶槽, 北京市医疗设备厂;SHZ- D

(91I) 型循环水真空泵, 巩义市英峪予华仪器厂; MCL-3 型连

续微波反应器、GZX-9070MBE 电热恒温鼓风干燥箱、电子天

平、HH 数显恒温水浴锅。

1 .2 方法

1 .2 .1 对照品溶液的制备。精确称取在120 ℃下减压干燥

至恒重的芦丁对照品10 mg 于50 ml 容量瓶中 , 加适量30 %

乙醇温热溶解, 冷却, 用30 % 乙醇稀释至刻度, 摇匀。精确吸
�
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取上述溶液1 ml 置 于50 ml 容量瓶中, 用30 % 乙醇稀释至刻

度, 摇匀。

1 .2 .2  芦丁标准曲线的制作[ 11] 。准确称取芦丁标准品 10

mg , 用30 % 的乙醇溶解, 转入50 ml 容量瓶中, 定容, 得到浓度为

0 .2 mg/ ml 的芦丁标准溶液。精确吸取该溶液0、1 .0、2 .0、3 .0、

4 .0、5 .0 ml , 分别置于10 ml 试管中, 用30 % 乙醇补充至5 ml , 分

别加入5 % 的 NaNO2 溶液0 .3 ml , 混匀, 放置6 min ; 然后分别加

入0 .3 ml 10 %的A1( NO3) 3 溶液, 摇匀, 放置6 min ; 再分别加入

4 % 的 NaOH 溶液2 ml , 摇匀; 最后用30 % 乙醇稀释至刻度, 放

置15～20 min , 所得溶液即为芦丁标准品溶液。在500 nm 下测

定标准品溶液的吸光值。以30 % 乙醇为空白对照,可得浓度为

0、0 .02、0 .04、0 .06、0 .08、0 .10 mg/ ml 的标准品溶液, 吸光值分别

为0 .037、0 .247、0 .468、0 .690、0 .883、1 .123。用最小二乘法作

线性回归, 可得芦丁浓度 C 与吸光度 A 间的回归方程为

C = 0 .092 A - 0 .003。相关系数 r = 0 .999。

1 .2 .3  供试品溶液的制备。取新鲜诸葛菜 , 烘干, 粉碎。称

取诸葛菜粉末约2 .5 g , 加80 ml 30 % 乙醇浸透, 将微波功率调

至600 W, 微波提取4 min , 冷却, 抽滤。滤渣再加80 ml 30 %

乙醇, 微波提取4 min , 冷却 , 抽滤。合并2 次滤液, 减压回收

乙醇至滤液仅为5～7 ml 为止, 置于50 ml 容量瓶中, 用30 %

乙醇稀释至刻度, 即得样品溶液。

1 .2 .4 总黄酮的鉴别[ 12 - 13] 。

1 .2 .4 .1 紫外光下呈色反应。取该样品溶液点在滤纸上, 可

见光下呈浅黄色, 紫外光下呈浅蓝色荧光斑点。

1 .2 .4 .2 浓氨水反应。取该样品溶液点在滤纸上, 将滤纸置

于氨水上方熏0 .5 min , 立即在紫外光下观察, 呈极明显的黄

褐色荧光斑点。

1 .2 .4 .3 三氯化铝反应。取样品溶液点在滤纸上 , 滴加2 %

三氯化铝乙醇溶液 , 吹干。在可见光下呈黄绿色, 在紫外光

下呈黄绿色荧光斑点。

1 .2 .4 .4 乙酸镁反应。取样品溶液点在滤纸上, 滴加1 % 乙

酸镁甲醇溶液, 吹干, 紫外光下呈黄色斑点。

1 .2 .4 .5 盐酸—镁粉反应。取乙醇提取液1 ml 于试管中加

镁粉, 再加入浓盐酸数滴( 1 次加入) , 在泡沫处呈紫红色。

1 .2 .4 .6 样品含量的测定。从定容至50 ml 的各样品液中 ,
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吸取1 ml 于10 ml 容量瓶中, 按“1 .2 .2”方法测定溶液吸光

值, 代入回归方程即得提取液中总黄酮含量。总黄酮含量计

算公式为 : 总黄酮得率= ( 提取液浓度×稀释倍数×体积) /

样品重×100 % 。

2  结果与分析

2 .1  波长的选择  取样品液适量, 在0 .30 ml 5 % 亚硝酸钠

溶液存在的碱性条件下 , 经硝酸铝显色后, 以试剂为空白参

比液在 420 ～700 nm 波长范围测定络合物的吸光度, 按

“1 .2 .2”项下方法操作。络合物于500 nm 波长处有最大吸

收, 故测定时选用该波长。

2 .2  精密度考察  精确量取同一供试品溶液 1 ml , 按

“1 .2 .2”项下方法操作重复进行7 次, 结果得 RSD 为0 .082 % ,

表明该方法精密度良好。

2 .3 稳定性考察 取同一供试品溶液, 依法显色, 自加完显

色剂开始, 每隔10 min 测定吸光度1 次, 得 RSD 为0 .690 % ,

表明供试品溶液在80 min 内的测定结果稳定。

2 .4 样品含量 试验测得的样品吸光度为0 .446 4 , 代入回

归方程可得样品中的总黄酮含量为0 .380 7 mg/ ml , 总黄酮得

率为0 .761 % 。

2 .5  回收试验结果  精确量取样品液1 .00 ml , 加入标准芦

丁对照品1 .00 ml( 0 .20 mg/ ml) , 按“1 .2 .2”方法测定溶液吸光

度, 可求得该法回收率为97 .79 % 。

3  结论

( 1) 试验结果显示 , 微波辅助萃取大大加快了反应速度 ,

有效提高了黄酮得率。微波辅助提取比传统方法反应时间

缩短20 倍, 使样品中的黄酮含量由传统方法的0 .568 % , 提

高为0 .761 % 。

(2) 微波辅助提取诸葛菜黄酮类化合物纯度较高, 可达

到省时、高效、节能的目的。同时该方法为纯物理过程, 无任

何污染 , 是提取黄酮类物质的一条理想途径, 应用前景广阔。
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可持续现状进行评估, 结论也是瞬时性的, 缺乏对区域发展

能力和可持续发展趋势的预测功能 , 计算结果不能明显反

映出教育文化、技术进步、管理水平等方面的变化。②生态

足迹方法不能完全反映自然生态系统所能提供的资源和能

量, 也没有考虑废弃物的消纳和处理 , 对环境污染的影响也

不能有所反映 , 这在一定程度上降低了它的指导性。③生

态足迹方法从本质上来说是一种单指标评价方法, 主要强

调人类活动对自然生态系统的影响, 而较少考虑经济、社

会、技术、管理等方面的可持续性, 没有考虑人类对现有消

费模式的满意程度。如一些本身是不可持续的农业生产方

法( 会导致土地质量的下降) 能产生较高的生产率, 能够提

供更多的生物资源 , 从而减小了生态足迹需求的计算结果,

然而这样的生产方法本身是不合理的。因此 , 生态足迹方

法若想真正用于指导实践 , 准确反映区域可持续发展的各

个方面, 需要建立以生态足迹为核心的综合评价指标体系。

4 .2  因素影响生态足迹指标计算和评价结果的因素  ①

生态足迹的计算一般是根据各地或各个国家的统计资料,

同一切计算方法一样 , 数据获取的准确与否直接影响着评

价结果的正确与可信度。研究过程中同样发现各地统计数

据标准不一, 统计项目不同等情况, 这会大大影响各地生态

足迹计算结果的准确性。②在计算生态足迹时 , 进行贸易

调整是一项比较困难的工作, 因为对于国家来说, 通过计算

可以获得国家的净贸易量, 而区域则不然, 因为区域不但存

在着国际贸易 , 同时也存在着大量的区域间的贸易, 并且这

种贸易是占优势地位的。如何获取这方面的信息是完善生

态足迹计算方法的一个重要方面。以上计算中忽略了贸易

调整量, 这在整体趋势上不会影响计算结果 , 但在准确性上

会有影响。③生态足迹虽然在理论上可以解释经济与社会

的发展 , 但实践中会出现地区越不发达、人们生活水平越

低, 可持续性越强的结论, 事实上生态足迹着重反映的是持

续性 , 而不是发展程度 , 因此忽略了地区人口的现有消费水

平和生活质量的差异 , 从而缺乏对发展的公平性的周密

考虑。
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