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［摘要］　目的：采用正交试验法优选番石榴果实中总黄酮的提取工艺。方法：以提取的总黄酮含量为评价指

标，选择醇的体积分数、料液比、提取时间和提取次数为考察因素，用正交试验法确定黄酮的最佳提取工艺。通过

分光光度法测定总黄酮的含量，检测波长为５０８ｎｍ。结果：最佳工艺为醇的体积分数６０％，料液比１∶２５，提取时间

２５ｈ，提取 ３次。芦丁在 ８２４～５０４２ｍｇ·Ｌ－１具有良好的线性关系（ｒ＝０９９９９），平均回收率为 ９８２３％（ＲＳＤ＝

１３６％）。总黄酮含量可达到 １５４％。结论：确定的提取工艺简单、易于操作，提取率高。建立的定量方法可用于

番石榴总黄酮的测定。
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番石榴 ＰｓｉｄｉｕｍｇｕａｊａｖａＬ，Ｇｕａｖａ属于桃金娘
科番石榴属，常绿多年生的灌木植物，在我国海南、

广东、广西、福建等地区有栽种。番石榴叶子、果

实均有药用价值，我国传统医药用来治疗轻、中度

糖尿病，已经引起越来越多学者的关注
［１４］
。番石榴

叶中含有多种化学成分，具有抗糖尿病活性的主要

有黄酮类、多酚和鞣质类、萜类、甾体类等化学成

分。黄酮类化合物广泛存在于自然界，主要以黄酮

苷的形式存在，具有毒性低、来源广泛等优点。已

经从番石榴叶中分离出的黄酮类化合物包括芦丁、

槲皮素、杨梅素、番石榴苷、槲皮素糖苷、无色花

青素等。现代药理学研究表明，番石榴提取物中降

血糖有效成分可能是黄酮苷类及多糖类化合物，因

此，对番石榴中黄酮的研究作为开发抗糖尿病的新

药将具有广泛的前景和意义
［５８］
。目前，对番石榴中

黄酮的研究主要集中在叶子上，但对番石榴果实中

黄酮的研究鲜有报道
［９１１］
。本研究探讨番石榴果实

中黄酮提取的影响因素，通过正交试验筛选最优提
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取工艺，为研究开发番石榴中的化学成分提供参考。

１　仪器与试药

１１仪器

ＵＶ１６００型紫外可见分光光度计（北京瑞利分析
仪器有限公司）；Ｂ２１０Ｓ分析天平（北京赛多利斯有
限公司）；Ｒ系列旋转蒸发器（上海申生科技有限公
司）；ＫＱ２００ＫＤＥ超声波清洗器（昆山市超声仪器有
限公司）；ＤＦ１０１Ｓ集热式恒温加热磁力搅拌器（巩
义市予华仪器有限责任公司）。

１２试药

芦丁对照品（中国食品药品检定研究院，批号

１０００８０２０１４０８）；其他试剂均为分析纯；水为蒸
馏水。

番石榴果实采自海南文昌，经海南医学院药学

院杨卫丽副教授鉴定为桃金娘科番石榴属番石榴。

将其清洗，７０℃烘干至恒重，粉碎过 ４０目筛后
备用。

２　方法及结果

２１方法学考察

２１１对照品溶液的制备　精密称取在 １０５℃条件
下干燥至恒重的芦丁对照品１０５ｍｇ，置于５０ｍＬ容
量瓶中，加 ６０％乙醇适量，超声 ５ｍｉｎ至溶解，定
容，得质量浓度为 ０２１ｍｇ·ｍＬ－１的芦丁对照品
溶液。

２１２供试品溶液的制备　精密称取番石榴粉末
２０ｇ共５份，分别置于圆底烧瓶中，用 ６０％乙醇溶
液加热回流２ｈ，过滤后于５０ｍＬ容量瓶中用６０％乙
醇溶液定容，摇匀，得供试品溶液。

２１３检测波长的选择　精密量取芦丁对照品溶液、
供试品溶液以及空白溶液各４０ｍＬ于２５ｍＬ容量瓶
中，精密加入 ５％亚硝酸钠溶液 １ｍＬ，摇匀，放置
６ｍｉｎ，加入 １０％硝酸铝溶液 １ｍＬ，摇匀，放置
６ｍｉｎ，加入４％氢氧化钠溶液８ｍＬ，然后加入 ６０％
乙醇溶液定容，摇匀，放置 １５ｍｉｎ，照分光光度法
于２００～６００ｎｍ进行扫描，芦丁与供试品溶液的最
大吸收波长在 ５０８ｎｍ处，故选用 ５０８ｎｍ作为检测
波长。

２１４标准曲线的绘制　分别精密量取芦丁对照品
溶液 ０、１０、２０、３０、４０、５０、６０ｍＬ置于
２５ｍＬ容量瓶中，操作同２１３项下方法，照分光光

度法在５０８ｎｍ处测定其吸光度。以浓度（Ｘ）为横坐
标，吸光度（Ｙ）为纵坐标，进行线性回归，得到回
归方程为 Ｙ＝００１１９Ｘ＋００２７０，ｒ＝０９９９９，表明
芦丁在８２４～５０４２ｍｇ·Ｌ－１线性关系良好。
２１５稳定性考察　精密吸取供试品溶液 ４ｍＬ，操
作同２１３项下方法，在室温和室内光照条件下密
闭放置，分别在 ０、１５、３０、６０、９０、１２０ｍｉｎ测定
其吸光度，ＲＳＤ为 ２３％（ｎ＝６），结果表明，供试
品溶液在２ｈ之内较稳定，满足实验的要求。
２１６精密度试验　精密吸取对照品溶液 ４ｍＬ，操
作同２１３项下方法，连续５次测定其吸光度，ＲＳＤ
为０１１％（ｎ＝５），结果表明仪器精密度良好。
２１７重复性试验　称取 ６份番石榴果实药材粉末，
每份约５ｇ，精密称定，按 ２１２项方法制备供试品
溶液。精密吸取供试品溶液，操作同 ２１３项下方
法，分别测定其吸光度值，ＲＳＤ为 ０６０％（ｎ＝６），
结果表明该分析方法重复性良好。

２１８加标回收试验　精密吸取 ６份供试品溶液
２ｍＬ，分别加入芦丁对照品溶液 ２６ｍＬ，操作同
２１３项下方法，在５０８ｎｍ处测定吸光度。见表１。

表 １　加标回收试验结果（ｎ＝６）

测量

次数

样品含量／
ｍｇ

加标量／
ｍｇ

测得总

量／ｍｇ
回收率

（％）
平均回收

率（％）
ＲＳＤ
（％）

１ ０６８６ ０５４６ １２３１ ９９８２ ９８２３ １３６

２ ０６８６ ０５４６ １２２９ ９９４５

３ ０６８６ ０６４５ １２２５ ９８７２

４ ０６８６ ０５４６ １２１４ ９６７０

５ ０６８６ ０５４６ １２１４ ９６７０

６ ０６８６ ０５４６ １２２１ ９７９９

由表 １可知，平均回收率 ９８２３％，ＲＳＤ为
１３６％，结果表明回收率较好，符合实验要求。

２２总黄酮的提取工艺优选

２２１因素及水平考察　以提取的总黄酮含量作为
评价指标，通过单因素试验选择乙醇体积分数

（５０％、６０％、７０％、８０％）、料液比（１∶１５、１∶２０、
１∶２５、１∶３０）、回流时间（１、１５、２、２５ｈ）、提取
次数（１次、２次、３次）等因素和水平进行试验。确
定较好的提取因素与水平：醇体积分数为 ６０％，料
液比为１∶２５，回流２ｈ，提取次数为３次。然后确定
醇的体积分数为 ６０％，选择提取次数、料液比、提
取时间３个因素，每个因素 ３个水平，设定因素水
平表，见表２。

·１６２·
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表 ２　正交试验因素及水平表

水平
因素

Ａ提取次数 Ｂ料液比 Ｃ提取时间／ｈ

１ １ １∶１５ １５

２ ２ １∶２０ ２０

３ ３ １∶２５ ２５

２２２正交试验结果及分析　称取番石榴粉末５０ｇ，
设计正交试验，加入 ６０％乙醇溶液加热回流，过
滤、浓缩，用 ６０％乙醇定容至 ５０ｍＬ，采用分光光
度法测定其含量，正交试验结果见表 ３，方差分析
见表４。

表 ３　正交试验结果
序号 提取次数（Ａ） 料液比（Ｂ） 提取时间（Ｃ）总黄酮含量（％）

１ １ １ １ ０７３

２ １ ２ ２ ０８６

３ １ ３ ３ ０９８

４ ２ １ ２ ０９９

５ ２ ２ ３ １１５

６ ２ ３ １ １１６

７ ３ １ ３ １３０

８ ３ ２ １ １２４

９ ３ ３ ２ １３４

Ｋ１ ０８６ １０１ １０４

Ｋ２ １１０ １０８ １０６

Ｋ３ １２９ １１６ １１４

Ｒ ０４３６ ０１５３ ０１０

表 ４　方差分析

因素 偏差平方和 ＳＳ 自由度 ＤＦ Ｆ 显著性

Ａ ０２８７ ２ １４３５ 

Ｂ ００３５ ２ １７５

Ｃ ００１７ ２ ８５

误差 ０００２ ２

　　注：Ｆ００５（２，２）＝１９０。

对表３进行直观分析可知，极差大小显示各因
素的影响作用依次为 Ａ＞Ｂ＞Ｃ。表 ４表明，Ａ因素
对番石榴总黄酮的提取有显著影响意义，Ｂ、Ｃ两因
素无显著影响意义。为此，结合表 ３又做了 ２组加
水平试验，确定提取次数为３次，乙醇浓度为６０％，
见表５。结果再次验证 Ｂ、Ｃ两因素为无显著影响效
应。综合直观分析和方差分析的结果，确定番石榴

果实中总黄酮的最优提取工艺为 Ａ３Ｂ３Ｃ３，即乙醇体
积浓度为 ６０％，提取 ３次，料液比 １∶２５，回流
２５ｈ。

表 ５　加水平试验结果

提取次数 提取时间／ｈ 料液比 含量（％）

３ ２５ １∶２５ １５１

３ ３０ １∶２５ １５４

３ ２５ １∶３０ １５２

３ ３０ １∶３０ １５２

２２３工艺验证性试验　为考察上述优选提取工艺
的稳定性，按上述最优工艺条件 Ａ３Ｂ３Ｃ３进行了 ３次
重复性试验，番石榴果实中总黄酮的含量分别为

１５４％、１５５％、１５４％，平均含量达到 １５４％，
表明本正交试验设计的工艺路线稳定，具有良好的

可重复性。

３　讨论

３１料液比和时间的确定

通过加标试验，当料液比增加至 ３０倍量时，总
黄酮的提取含量反而稍有下降；当提取时间延长至

３ｈ后，总黄酮的含量未见明显增加。因此，从经济
和效率等方面考虑，确定最佳料液比为 １∶２５，提取
时间为２５ｈ。

３２提取次数的确定

通过正交试验直观分析发现，Ａ因素即提取次
数对总黄酮的提取影响最为显著。当其他水平相同

的条件下，提取次数增至为 ３次时总黄酮的含量有
明显增加，因此确定最佳提取次数为３次。

番石榴叶中总黄酮含量因提取方法不同含量有

所不同，如彭珊珊等
［３］
采用乙醇浸提与超声法相结

合得总黄酮１２７％；林燕如等［１０］
采用微波结合回流

法得到总黄酮浓度高达 ９９１％。产地不同含量亦有
所不同

［１１］
。本研究通过正交试验法对番石榴果实中

总黄酮的提取条件进行优化，确定了最佳提取工艺，

总黄酮收率达到 １５４％。结果表明，该方法工艺简
单、易于操作、提取率高，为番石榴果实中黄酮类

活性成分的进一步研究与开发提供参考。
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溶液，按２１色谱条件进样２０μＬ，计算各组分平均
回收率。见表１。

表 １　加样回收试验（ｎ＝６）

编号
取样量

／ｇ
样品含

量／ｍｇ
对照品加

入量／ｍｇ
测得量

／ｍｇ
回收率

率（％）
平均回收

率（％）
ＲＳＤ
（％）

１ ０８０８２ ３３６６ ３７６４ ７０６９ ９８３８ ９７７９ ０７５

２ ０８０９８ ３３７３ ３７６４ ７０２６ ９７０５

３ ０８１２４ ３３８４ ３７６４ ７０５９ ９７６４

４ ０８０３５ ３３４６ ３７６４ ７０６８ ９８８８

５ ０８０６８ ３３６０ ３７６４ ７０４１ ９７７９

６ ０８０７０ ３３６１ ３７６４ ７０１３ ９７０２

结果表明，平均回收率均介于９５％ ～１０５％，符
合要求。

２１２样品含量测定

取１２项下 ３个批次的六味颈康胶囊，按 ２３
项下供试品的制备方法，按 ２１项下色谱条件测定，
用外标法计算川续断皂苷 ＶＩ的含量。结果见表２。

表 ２　样品含量测定结果（含量 ｍｇ／粒，ｎ＝３）

批号 含量

１５１１０２ １６８６

１５０７１３ １６２４

１４１２２６ １６５７

３　讨论

３１定量分析目标的确定

六味颈康胶囊是河北省深州市医院经过多年临床

经验积累研制的医院制剂，续断为君药，具活血化

瘀、消肿止痛之功能，近年对续断化学成分研究
［４］
日

益加深，现选取其主要成分川续断皂苷 ＩＶ作为控制
制剂质量的首选目标，根据 《中华人民共和国药典》

２０１５版规定［３］
，川续断药材按干燥品计算，含川续断

皂苷 ＩＶ不得少于２０％，依据六味颈康胶囊处方，建
议含量标准定为不得低于１２６ｍｇ／粒。

３２溶剂与提取方法的确定

比较了甲醇超声 ３０ｍｉｎ［５］、乙腈超声 ３０ｍｉｎ、
５０％乙醇水浴回流 １ｈ等，发现本文采用的提取方
法可有效去除杂质，基线平直，同时也能获得较大

提取量，较其他方法提高１０％以上。

３３检测波长的确定

利用 ＤＡＤ检测器，发现川续断皂苷 ＶＩ在靠近
２００ｎｍ处有较大吸收，由于１９０～２００ｎｍ处于紫外吸
收末端，基线不稳，因而选择２０６ｎｍ作为检测波长。

３４流动相的选择

实验过程中，采用甲醇水、乙腈００５％磷酸水
溶液、乙腈水［５６］

等作为流动相进行洗脱，峰形对

称性较差，采用甲醇０１％盐酸水溶液（６８∶３２），与
相邻杂质分离良好，色谱峰峰形对称，操作简便。

参考文献

［１］　吴帅，刘二伟，张，等．川续断中化学成分的研究［Ｊ］．
天津中医药大学学报，２０１０，２９（３）：１４７１５０．

［２］　韦英杰，贾晓斌，樊宏伟，等．续断的色谱指纹及 ＬＣＥＳＩ
ＭＳ分析［Ｊ］．中国中药杂志，２０１１，３６（２）：１６９１７４．

［３］　国家药典委员会．中国人民共和国药典［Ｓ］．北京：中国
医药科技出版社，２０１５．

［４］　王云华，刘继华，陈凡波，等．川续断中三萜皂苷类成分
的研究概况［Ｊ］．特产研究，２０１５（２）：７４７８．

［５］　周平兰，余辉，蒋孟良，等．ＨＰＬＣ法测定跌打促愈片中川
续断皂苷 ＶＩ的含量［Ｊ］．中国药师，２０１４，１７（１０）：
１７７０１７７２．

［６］　单秀明，王瑾，吴爱英．ＨＰＬＣ测定跌打片中川续断皂苷
ＶＩ的含量［Ｊ］．中国药师，２０１３，１６（３）：３８８３９０．

（收稿日期　２０１６０４０８

檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿

）

（上接第 ２６２页）

［４］　邵萌，王英，翦雨青，等．番石榴叶乙醇提取物的化学成
分研究［Ｊ］．中国中药杂志，２０１４，３９（６）：１０２４１０２９．

［５］　桂永洪，陈良坚．番石榴汤治疗Ⅱ型糖尿病 １４例［Ｊ］．福
建中医药，１９９６，３０（３）：３２３３．

［６］　郭翔宇，刘铜华，朱寅荻，等．番石榴叶化学成分及其治
疗２型糖尿病研究进展［Ｊ］．世界科学技术中医药现代
化，２０１４，１６（５）：１０２９１０３４．

［７］　刘美凤，蒋利荣，刘华鼐，等．番石榴叶抗Ⅱ型糖尿病活
性成分的虚拟筛选［Ｊ］．华南理工大学学报，２０１１，３９

（３）：２８３１．
［８］　蔡丹昭．番石榴叶总黄酮提取及其降血糖机制研

究［Ｄ］．南宁：广西医科大学，２００８．
［９］　张云竹，常刚，章程辉．番石榴黄酮提取工艺的优化研

究［Ｊ］．轻工科技，２０１２（６）：３１２．
［１０］林燕如，丁利君．番石榴叶中黄酮类物质提取及其抗氧化

性研究［Ｊ］．现代食品科技，２００７，２３（１０）：５８６１．
［１１］粱杰豪，龚志强．广西不同产地番石榴叶总黄酮含量测

定［Ｊ］．蛇志，２０１５，２７（２）：１０６１０７．
（收稿日期　２０１６０４３０）

·５６２·




