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［摘要］　目的：优化拟缺香茶菜总黄酮提取工艺。方法：采用 Ｌ９（３
４）正交试验，以拟缺香茶菜总黄酮的含量

为综合指标，采取加热回流方法，考察提取温度（Ａ）、液料比（Ｂ）、提取时间（Ｃ）、乙醇浓度（Ｄ）４个因素对提取效
果的影响。结果：最佳提取工艺为温度９０℃、液料比４０∶１、提取２０ｈ、６０％乙醇，平均得率为５６６８６％。结论：
该工艺简便合理，稳定可行，可为拟缺香茶菜总黄酮提取工艺的确定提供依据。
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拟缺香茶菜别名野紫苏，为唇形科香茶菜属植

物的干燥地上部分，治疗慢性咽炎及食管癌疗效确

切［１］。在我国分布范围相当广泛，是民间广泛使用

的草药，具有清热解毒、活血化瘀、抗菌消炎及抗

肿瘤等功能［２］。根据系统预实验可知，拟缺香茶菜

的化学成分主要含有二萜、三萜、黄酮等活性成分，

其中黄酮含量比较高。黄酮类物质是一类在植物界

中分布广泛、具有多种生物活性的多酚类化合物，

具有抑菌、降压、保肝、美白、抗病毒、抗肿瘤、

抗氧化、抗衰老、抗辐射等多种药理作用［３］。目前

未见有关拟缺香茶菜总黄酮含量测定及提取工艺研

究的报道。本实验采用回流热浸法进行正交试验设

计，探究拟缺香茶菜总黄酮含量的最佳提取工艺，

以期待为拟缺香茶菜的质量控制及其总黄酮的开发

利用提供依据。

１仪器与材料

１１　仪器

ｌａｍｂｄａ３５紫外可见分光光度计（ｐｅｒｋｉｎｅｌｍｅｒ）；
ＡＲ１５３０型电子天平（梅特勒托利多有限公司）；
ＤＦＹ４００摇摆式高速中药粉碎机（温岭市林大机
械）。
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１２试剂与药材

植物药拟缺香茶菜采自河南龙浴湾，经郑州大

学药学院李继成教授鉴定为唇形科拟缺香茶菜。将

采集的拟缺香茶菜地上部分自然阴干，磨碎，装入

塑料袋密封，置于干燥阴凉处备用。芦丁对照品（批

号：ｌｄ１５０８２２１７，Ｓｔａｎｆｏｒｄａｎａｌｙｔｉｃａｌｃｈｅｍｉｃａｌｓｉｎｃ）；
硝酸铝、亚硝酸钠、氢氧化钠、乙醇均为分析纯。

２　方法与结果

２１拟缺香茶菜总黄酮含量测定

２１１供试品溶液的制备　精密称取拟缺香茶菜药
材粉末２０００ｇ，加入一定的乙醇和水混合溶液于加
热套中加热回流提取，过滤，滤渣再加一定量乙醇

和水混合溶液回流，回流提取３次，合并滤液转至
２００ｍＬ容量瓶中，加相应的水和乙醇至刻度定容，
摇均，作为供试品溶液。

２１２对照品溶液的制备　精密称取在１２０℃减压
干燥至恒重的芦丁对照品００１２２６ｇ置５０ｍＬ容量
瓶中，加７０％乙醇适量，水浴加热，完全溶解，放
冷，加７０％乙醇稀释至刻度，摇匀，即得对照品溶
液（含无水芦丁０２４５２ｍｇ·ｍＬ－１）。
２１３测量波长的选择　吸取对照品溶液和供试品
溶液各１０ｍＬ置２５ｍＬ的容量瓶中，先加５％亚硝
酸钠溶液０４ｍＬ，摇匀，６ｍｉｎ后，加入１０％的硝
酸铝溶液０４ｍＬ，摇匀，６ｍｉｎ后，再加入４％氢氧
化钠溶液 ４ｍＬ，加水稀释至刻度，摇匀后，静置
１５ｍｉｎ，置紫外分光光度计ｌａｍｂｄａ３５进行全波长扫
描，得出在 ３５７ｎｍ处有最大特征吸收峰，因此将
３５７ｎｍ定为最大吸收波长。
２１４线性关系考察　精密吸取对照品溶液 ００、
０２、０４、０８、１２、１６ｍＬ分别置于标号为 ０、
１、２、３、４、５的２５ｍＬ容量瓶中，按２１３项下
操作。以试剂为空白参比液，将所有的待测溶液置

紫外分光光度计 ｌａｍｂｄａ３５，在３５７ｎｍ处测吸光度
值，以芦丁浓度（Ｘ）作为横坐标，以吸光度值（Ｙ）作
为纵坐标，作图，回归处理后得标准曲线方程：Ｙ＝
４２４６６Ｘ－０１３８０２，相关系数 ｒ＝０９９９５。结果表
明，芦丁对照品在０００～００１５ｍｇ·ｍＬ－１与吸光度
值呈良好线性关系。

２１５精密度试验　取芦丁对照品６份，按２１３项
下方法显色测定，结果ＲＳＤ为０１６％，表明精密度
良好。

２１６稳定性试验　取适宜浓度的芦丁对照品溶液
１０ｍＬ置２５ｍＬ容量瓶中，按２１３项下操作。以
试剂为空白参比液，置紫外分光光度计 ｌａｍｂｄａ３５，
在３５７ｎｍ处测得吸光度值，以显色１５ｍｉｎ后的时刻
设为０时刻，在 ０、１５、３０、４５、６０、９０、１２０ｍｉｎ
测其吸光度，得出结果ＲＳＤ为０１８％，说明芦丁的
显色反应的稳定性良好，样品溶液应在显色后 ２ｈ
内完成含量测定。

２２橘叶总黄酮提取工艺优化

根据预实验结果，影响拟缺香茶菜中总黄酮提

取效率的因素主要有乙醇浓度、提取时间、液料比

和提取温度，正交试验设计中每个因素选择３个水
平值，因素水平值通过单因素考察来确定。

２２１单因素考察
２２１１提取时间的考察　取样品粉末 ５份，每份
２０００ｇ，精密称定，加入６０％乙醇４０ｍＬ，温度为
８０℃，分别加热回流提取 １０、１５、２０、２５、
３０ｈ，趁热过滤，共提取３次，合并３次滤液，用
６０％乙醇定容至２００ｍＬ，测定总黄酮含量，结果见
图１。

图１　提取时间考察折线图

由图１可知，提取１５ｈ能达到较好的效果，所
以选取提取时间考察的水平值为１０、１５、２０ｈ。
２２１２乙醇浓度的考察　取样品粉末 ５份，每份
２０００ｇ，精密称定，分别加入 ４０％、５０％、６０％、
７０％、８０％乙醇４０ｍＬ，８０℃加热提取１５ｈ，趁热
过滤，滤液另器保存，共提取３次，合并３次滤液，
用对应浓度的乙醇定容至 ２００ｍＬ，测定总黄酮含
量，结果见图２。

图２　乙醇浓度考察折线图

由图 ２可知，６０％乙醇具有较好的提取效果，
所以确定乙醇浓度考察的水平值为 ５０％、６０％
和７０％。

·６４８·
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２２１３液料比考察　取样品粉末５份，每份２０００ｇ，
精密称定，分别加入 ６０％乙醇 ４０、６０、８０、１００、
１２０ｍＬ，８０℃加热提取１５ｈ，趁热过滤，滤液另
器保存，提取３次，合并３次滤液，用对应浓度的
乙醇定容至５００ｍＬ，测定总黄酮含量，结果见图３。

图３　液料比考察折线图

由图 ３可知，液料比 ４０∶１具有较好的提取效
果，所以确定液料比考察的水平值为３０∶１、４０∶１和
５０∶１。
２２１４提取温度考察　取样品粉末 ５份，每份
２０００ｇ，精密称定，分别加入６０％乙醇８０ｍＬ，加
热提取１５ｈ，分别在６０、７０、８０、９０、１００℃下水
浴加热提取，冷却至室温过滤，滤液另器保存，分

别提取 ３次，合并 ３次滤液，用 ６０％乙醇定容至
２５０ｍＬ，测定总黄酮含量，结果见图４。

图４　温度考察折线图

由图４可知，温度８０℃具有较好的提取效果，
所以确定提取温度考察的水平值为７０、８０、９０℃。
２２２正交试验　采用Ｌ９（３

４）正交试验表安排试验，

并按２１中方法，按各工艺提取条件对总黄酮量进
行考察，具体因素水平和实验结果及对结果的方差

分析，见表１～３。
因素及水平：考察温度（Ａ）、提取时间（Ｂ）、

液料比（Ｃ）、乙醇浓度（Ｄ）四个因素三水平进行正
交试验，优选拟缺香茶菜黄酮的最佳提取工艺，以

拟缺香茶菜总黄酮的含量为考察指标，选用Ｌ９（３
４）

正交表进行试验，因素水平见表１。
由表２和表３可知，４个因素对总黄酮提取率的

影响从大到小依次是：乙醇浓度 ＞液料比 ＞温度 ＞
提取时间。且由表３方差分析结果可知，乙醇浓度
和液料比对提取率有显著性影响，提取时间和次数、

温度对提取率没有显著性影响。由直观分析可知，

总黄酮提取率最高的工艺应为Ａ３Ｂ３Ｃ３Ｄ１，即用５０％
乙醇提取，液料比为５０∶１，提取时间为２ｈ，提取温
度９０℃。

表１　因素水平表

水平
因素

Ａ提取温度／℃ Ｂ提取时间／ｈ Ｃ液料比 Ｄ乙醇浓度（％）

１ ７０ １０ ３０∶１ ５０

２ ８０ １５ ４０∶１ ６０

３ ９０ ２０ ５０∶１ ７０

表２　正交试验结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 总黄酮含量（％）

１ １ １ １ １ ４１６３４

２ １ ２ ２ ２ ４９３６２

３ １ ３ ３ ３ ４２１６８

４ ２ １ ２ ３ ４１３４５

５ ２ ２ ３ １ ５２４２６

６ ２ ３ １ ２ ４１６８１

７ ３ １ ３ ２ ５３７６１

８ ３ ２ １ ３ ３７３２０

９ ３ ３ ３ １ ５６７７５

Ｋ１ ４４３８８ ４５５８０ ４０２１２ ５０２７８

Ｋ２ ４５１５０ ４６３６９ ４９１６０ ４８２６８

Ｋ３ ４９２８５ ４６８７４ ４９４５２ ４０２７７

Ｒ ０４８９７ ０１２９４ ０９２４０ １０００１

注：Ａ提取温度；Ｂ提取时间；Ｃ液料比；Ｄ乙醇浓度。

表３　方差分析结果

方差来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ值 显著性

Ａ ０４１０ ２ ０２０５ ２１７９ Ｐ＞０１

Ｂ ００９４ ２ ００４７ ０５００ Ｐ＞０１

Ｃ ５６３６ ２ ２８１８ ２９９７５ ００５＜Ｐ＜０１

Ｄ ３７７２ ２ １８８６ ２００５９ ００５＜Ｐ＜０１

２２３验证试验　精密称取拟缺香茶菜药材粗粉
２０００ｇ，按最佳提取工艺条件 Ａ３Ｂ３Ｃ３Ｄ１平行操作，
测定吸光度并计算黄酮含量，结果见表４。

表４　工艺验证试验
％

验证试验 拟缺香茶菜黄酮含量 平均含量 ＲＳＤ

１ ５５８９６

２ ５７２３５ ５６６８６ １２３

３ ５６９２８

·７４８·
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３　讨论

黄酮类化合物已被证明具有抗肝脏毒性、抗炎、

抗菌、抗病毒、解痉、清除自由基、降血压、软化

血管等生理活性。近年的研究发现，某些黄酮类化

合物具有良好的体内外抗肿瘤活性，且对正常细胞

毒性较小［４］。

根据 “相似相溶”原则，黄酮类物质属于中等

级性物质，易溶于中等或中等偏极性的溶剂中。乙

醇水溶液由于引入了羟基，乙醇分子之间不但彼此

以氢结合，而且和水分子也形成氢键，降低了水的

极性，故黄酮类物质的溶解度增加。本工艺充分考

虑到总黄酮和多糖溶解性的差异，在总黄酮提取过

程中选择最适体积分数的乙醇作为溶剂，除了能最

大限度地提取总黄酮外，还能尽量减少多糖的溶出，

使测定结果更准确［５］。

总黄酮含量测定研究中，稳定性考察时随着时

间的延长供试溶液的吸光度呈下降趋势，虽然在

１２０ｍｉｎ内，数值变化 ＲＳＤ值仅为０１８％，较稳定，
但最好能在显色后６０ｍｉｎ内完成测定工作，以减小
测量误差。

本实验优选的提取工艺稳定、合理、可行性较

高，适用于拟缺香茶菜总黄酮的提取。综上所述，

采用正交设计优化拟缺香茶菜总黄酮的提取工艺，

能优选最佳工艺提取拟缺香茶菜中的总黄酮，为拟

缺香茶菜的深入研究和开发利用提供实验依据，也

有利于拟缺香茶菜药材的优劣鉴别，此外，本实验

结果显示，拟缺香茶菜药材总黄酮含量较高，具有

很好的开发潜力。
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