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摘要  [ 目的] 筛选毛冬青根中总黄酮提取的最佳条件。[ 方法] 以毛冬青根粉为材料, 选用正交试验 , 研究了料液比、提取时间、提取次
数和乙醇浓度对总黄酮提取率的影响 ,三波长分光光度法测定提取液的吸光度 , 计算总黄酮的提取率。对该试验的精密度和回收率也
进行了测量。[ 结果] 料液比为1∶8 时 ,极差最大 ,其次是提取时间 , 乙醇浓度对黄酮提取率的影响不大 ,以50 % 的乙醇为宜。正交试验结
果得到的最佳提取条件为料液比为1∶8、用50 % 乙醇提取2 h、提取次数为2 次, 在此条件下的平均提取率0 .30 % , 用三波长分光光度法
进行测定的精密度较高 , 相对标准差( RSD) 为2 .7 % , 回收率为93 .8 % ～102 .8 % , 平均回收率99 .2 %。[ 结论] 得到了从毛冬青根中提取
总黄酮的最佳工艺。
关键词 毛冬青根 ;总黄酮 ;三波长分光光度法
中图分类号  S567 .1 +9   文献标识码  A  文章编号  0517 - 6611( 2009)01 - 00180 - 02

Study on Extraction Process of Total Flavonoids fromPubescent Holly Root
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Abstract  [ Objective] The study was to screenthe opti mumconditionfor extractingtotal flavonoids romthe Pubescent holly root . [ Method] Withthe root
powder of pubescent holly as material , the orthogonal test was taken to investigate the effect of solid-liquid ratio , extraction ti me , extraction ti mes and
ethanol concn. onthe total flavonoids extractionrate . The absorbance of extractionsolution was measured withthree- wavelength spectrophotometry and the
extractionrate of total flavonoids was calculated . The precision and recovery of the experi ments was also measured . [ Result] When the solid-li quid ratio
was 1∶8 , the range was the biggest and the second was extraction ti me . The effect of ethanol concn. on flavonoids extraction rate was little and 50 %
ethanol was opti mum. The opti mumextraction condition obtained by orthogonal test was as follows : the soli d-liquid ratio was 1∶8 , 50 % ethanol was used
to extract for 2 h, the extractionti mes was 2 . Under the condition, the average extractionrate was 0 .30 % . The precisionof three- wavelengthspectropho-
tometry used to determine was higher . The relative standard deviation( RSD) was 2 .7 % and the recovery was 93 .8 % - 102 .8 % withthe average recovery
of 99 .2 % . [ Conclusion] The opti mumextraction process for extracti ng total flavonoids fromthe root of Pubescent holly was obtained .
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  毛冬青( Pubescent Holly) 是冬青科冬青属植物, 为常绿灌

木, 主要分布在我国南部广东、广西、福建、江西和湖南等省

区, 药用部分为毛冬青的根或叶子。传统中医药理论认为 ,

毛冬青根具有活血通脉、消肿止痛、清热解毒之功效 , 临床上

广泛应用于治疗心绞痛、心肌梗塞、血栓闭塞性脉管炎、扁桃

体炎、咽喉炎、小儿肺炎等, 外用治烧、烫伤、冻疮[ 1 - 3] 。现代

植物化学研究表明, 毛冬青根中主要含有黄酮甙、酚类、甾

醇、鞣质、木质素、三萜、氨基酸、糖类等化学成分[ 1 - 6] 。黄酮

类化合物是毛冬青中具有医疗保健作用的主要成分, 因此对

毛冬青根中黄酮类化合物的研究具有较高的应用价值。

黄酮类化合物是很多中药的活性成分, 其分析方法研究

报道很多 , 主要有分光光度法[ 7] 、荧光光度法[ 8] 和高效液相

色谱法[ 9] , 而对于评价和监测含黄酮类天然产物的总黄酮含

量通常采用分光光度法。但采用单波长分光光度法在加入

铝盐后吸收带红移, 吸光度大大增加, 同时干扰成分使吸收

峰不对称也给定量分析造成一定影响[ 7 ,10] 。笔者利用三氯

化铝与黄酮类化合物的显色反应 , 以三波长分光光度法测定

毛冬青根中总黄酮含量, 有效地消除了吸收峰不对称给定量

分析造成的影响, 准确度和精密度均较高。

1  材料与方法

1 .1  仪器与试剂  UV-1201 紫外光分光光度计( 北京瑞利

分析仪器公司) ; 毛冬青根( 购于湖南三湘中药饮片有限公

司) ; 芦丁标准品( 辽宁省生物医药研发中心) ;95 % 乙醇、氯

化铝和醋酸钠等均为分析纯。

1 .2 试验方法

1 .2.1 三波长的确定。准确吸取芦丁标准品溶液1 .0 ml , 注

入10 ml 容量瓶中, 加0 .1 mol/ L 氯化铝溶液2 .0 ml ,1 .0 mol/ L

醋酸钠溶液3 .0 ml , 用60 % 乙醇溶液稀释至刻度, 摇匀, 用1

c m 的比色皿在波长200 ～600 nm 范围内扫描, 绘制出其吸收

曲线。用作图法确定出3 个测定波长分别为λ1 = 498 nm、λ2

= 415 nm 和λ3 = 315 nm。

1 .2.2 毛冬青根中总黄酮的提取。称取毛冬青根粉加入圆

底烧瓶中, 加入一定量50 % ～70 % 乙醇 , 回流提取 , 过滤 , 滤

渣在同种条件下再提取1 ～2 次, 合并滤液, 测定吸光度 , 计

算总黄酮的提取率。

2  结果与分析

2 .1  标准曲线的绘制 准确吸取1 .0 mg/ ml 的芦丁标准溶

液0 .1 、0 .2、0 .4、0 .6 、0 .8、1 .0 ml 分别注入10 ml 的容量瓶中 ,

加入0 .1 mol/ L 氯化铝溶液2 .0 ml 、1 .0 mol/ ml 醋酸钠溶液3 .0

ml , 用60 % 的乙醇溶液稀释至刻度, 摇匀, 放置15 min 后 , 分

别测定上述标准溶液在315 、415 、498 nm 下的吸光度。按公式

ΔA= A2 -
( λ2 - λ3) A1 + ( λ1 - λ2) A3

λ1 - λ3
计算[ 7] , 然后以 ΔA 对浓

度 C 进行线性回归, 得回归方程为 ΔA= 0 .025 8 C + 0 .058 9 ,

R = 0 .997 0。

2 .2 总黄酮提取工艺的优化 参考文献报道及在前期试验

基础上, 为了考察料液比、提取时间、提取次数和乙醇浓度对

总黄酮提取率的影响, 选用L9( 34) 进行正交试验( 表1) 。由

表1 可知 , 料液比1∶8 时, 极差最大, 其次是提取时间, 乙醇浓

度对黄酮提取率的影响不大。从经济考虑, 采用50 % 的乙醇

为宜, 所以适宜提取条件为 A2B1C1D2 , 即料液比1∶8、乙醇浓

度50 % 、提取时间2 h、提取次数2 次。适宜条件下平均提取

率为0 .30 % , 重现性较好。
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表1 正交试验结果

Table 1 The results of the orthogonal experiment

序号
Serial
number

A
料液比∥g/ ml

Material-
liquid ratio

B
乙醇浓度∥%

Ethanol
concentration

C
时间
h

Ti me

D
提取次数∥次

Extraction
ti mes

提取
率∥%

Extraction
rate

1   1∶6 50 2 1 0 .19

2 1∶6 60 3 2 0 .18

3 1∶6 70 4 3 0 .20

4 1∶8 50 3 3 0 .22

5 1∶8 60 4 1 0 .23

6 1∶8 70 2 2 0 .27

7 1∶10 50 4 2 0 .26

8 1∶10 60 2 3 0 .25

9 1∶10 70 3 1 0 .20
K1 0 .57 0 .67 0 .71 0 .62
K2 0 .72 0 .66 0 .60 0 .71
K3 0 .71 0 .67 0 .69 0 .67

R×3 0 .15 0 .01 0 .11 0 .09

2 .3  精密度和回收率  准确吸取芦丁标准品溶液0 .1 ml ,

分别置于5 只10 ml 容量瓶中, 按标准曲线项下操作, 测定吸

光度, 相对标准差( RSD) 为2 .7 % , 说明该法的精密度较高。

准确吸取100 μg/ ml 芦丁标准品溶液1 .0 、1 .5、2 .0、2 .5 、

3 .0 ml 分别置于5 只10 ml 容量瓶中 , 然后分别加入1 .0 ml 样

品液, 按标准曲线绘制项下操作测定其总黄酮含量( 表2) 。

由表2 可知, 该测定方法的回收率为93 .8 % ～102 .8 % , 平均

回收率为99 .2 % , 说明方法的准确度较高。

3  结论

采用三波长分光光度法测定毛冬青根中总黄酮含量的

回收率为93 .8 % ～102 .8 % , 平均回收率为99 .2 % , 相对标准

偏差为2 .7 % , 方法的准确度与精密度均较高。

  试验表明, 毛冬青根中总黄酮提取的适宜工艺条件为 :

料液比1∶8 、乙醇浓度50 % 、提取时间2 h 、提取次数2 次, 提

取率可达0 .30 % 。

表2 回收率试验结果

Table 2 Theresults of therecoveryexperi ment

序号
Serial
number

样品液含量∥μg/ ml
Content of

sample solution

加标量∥μg/ ml
Additionof

standard substance

测得量∥μg/ ml
Measured
amount

回收
率∥%

Recovery

1 12 .14 10 .0 21 .52  93 .8

2 12 .14 15 .0 27 .56 102 .8

3 12 .14 20 .0 31 .98 99 .2

4 12 .14 25 .0 37 .00 99 .4

5 12 .14 30 .0 42 .45 101 .0
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( P > 0 .05) ; 失水率和熟肉率均优于对照组, 且差异显著

( P < 0 .05) 。其原因可能是由于肉中蛋白质的含量差异造

成的。试验组日粮中由于发酵作用产生的丙酸能够被动物

合成为葡萄糖 , 从而为蛋白质的合成提供能量 , 有利于蛋白

质的沉积 ; 同时, 微生物合成的菌体蛋白也提供了较多合成

蛋白质的前体物质 , 因此试验组肉质中蛋白质的含量应当

高于对照组。

失水率降低说明肉质有良好的保鲜能力 , 同时汁液富

含各种营养物质 ; 失水率下降也说明了肉质更能良好保持

养分。熟肉率说明肉煮熟以后的损失情况 , 往往和肉当中

蛋白质含量有关系 , 熟肉率越高蛋白质含量越高。因此, 微

贮饲料能够在一定程度上提高屠体品质。

3 .3  微贮饲料对产肉性能的影响 通过该试验可知, 采用

微贮饲料饲喂肉羊能够提高羊的产肉性能, 主要是由于微

贮饲料能够提高饲料的适口性 , 增加羊摄入饲料量和改善

饲料中其他养分的利用率, 从而导致蛋白、脂肪的沉积增加

引起的。

综上可知 , 微贮处理是对粗饲料处理的一种有效形式,

其制作简单方便, 不仅能够有效保存饲料中的养分, 还能提

高饲料养分的含量及原有养分的消化率。微贮饲料不仅能

够提高肉羊的生产性能 , 还能大幅度提高肉品品质, 因此微

贮饲料是饲喂肉羊的良好饲料。
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