
２０１８年９月　第２０卷　第９期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｓｅｐ２０１８　Ｖｏｌ２０　Ｎｏ９

·基础研究·

△ ［基金项目］　国家自然科学基金资助项目（３１３７０３７９）；国家重大新药创制科技重大专项（２０１７Ｚ０９３０１０６０）
 ［通信作者］　陈玉，教授，研究方向：天然药物化学；Ｔｅｌ：（０２７）６７８４２７５２，Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｙｕｗｈ８８８＠１２６ｃｏｍ

傣药人面果叶中总黄酮含量测定方法研究
△

刘慧１，钟芳芳２，谭雪３，卢青秀１，杨光忠３，陈玉１

（１中南民族大学 化学与材料科学学院，湖北　武汉　４３００７４；
２温州市洞头区产品质量监督检验所，浙江　温州　３２５０００；

３中南民族大学 民族药学国家级实验教学示范中心，湖北　武汉　４３００７４）

［摘要］　目的：建立人面果叶总黄酮含量测定的方法。方法：比较 ＮａＮＯ２Ａｌ（ＮＯ３）３ＮａＯＨ和 ＡｌＣｌ３ＣＨ３ＣＯＯ
Ｎａ／ＣＨ３ＣＯＯＨ两种显色方法测定人面果叶中总黄酮含量的差异。结果：用ＡｌＣｌ３ＣＨ３ＣＯＯＮａ／ＣＨ３ＣＯＯＨ显色的方法，
供试品和对照品Ｆｕｋｕｇｅｔｉｎ在４１５ｎｍ处显示有较强和稳定的吸收。结论：采用 ＡｌＣｌ３ＣＨ３ＣＯＯＮａ／ＣＨ３ＣＯＯＨ比色法测
定人面果叶总黄酮的含量，并建立了该方法测定人面果叶总黄酮含量的最优条件。

［关键词］　人面果叶；总黄酮；含量测定；紫外可见分光光度法
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人面果Ｇａｒｃｉｎｉａｘａｎｔｈｏｃｈｙｍｕｓ是藤黄科Ｇｕｔｔｉｆｅｒａｅ
植物，是我国传统傣药，有驱虫、清热解毒、解食

物中毒等功效［１］。人面果果实、根部及树叶化学成

分主要含有黄酮［２４］，三萜［５］和 酮［６８］等化合物，

树叶中含有大量的黄酮化合物，其中双黄酮类化合

物为其主要的结构类型，如 Ｖｏｌｋｅｎｓｉｆｌａｖｏｎｅ、藤黄双
黄酮、３，８″双柚皮素、白果素、Ｆｕｋｕｇｉｓｉｄｅ、ＧＢ２ａ
ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ、Ｆｕｋｕｇｅｔｉｎ等［９］。本研究前期已经发现人

面果叶乙酸乙酯提取物有较好的抗糖尿病活性［１０］，

双黄酮类化合物 Ｆｕｋｕｇｅｔｉｎ（结构式如图１）作为人面
果叶抗糖尿病的活性成分，对 α淀粉酶有较强的抑

图１　化合物Ｆｕｋｕｇｅｔｉｎ的结构式

制作用，并且是一种新的糖原合成酶ＧＳＫ３β的抑制
剂，有降血糖的功效［１１１２］，可选Ｆｕｋｕｇｅｔｉｎ作为人面
果叶药材质量标准的指标性成分和总黄酮含量测定
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２０１８年９月　第２０卷　第９期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｓｅｐ２０１８　Ｖｏｌ２０　Ｎｏ９

的对照品。

总黄酮的含量测定一般采用比色法、高效液相

色谱法等方法［１２］。比色法是 《中华人民共和国药

典》中常见的总黄酮测定方法，其中以芦丁为对照

品，ＮａＮＯ２Ａｌ（ＮＯ３）３ＮａＯＨ比色法最为常用
［１３］。

本实验将 ＮａＮＯ２Ａｌ（ＮＯ３）３ＮａＯＨ与 ＡｌＣｌ３ＣＨ３ＣＯＯ
Ｎａ／ＣＨ３ＣＯＯＨ比色法进行对比，在以 ＮａＮＯ２Ａｌ
（ＮＯ３）３ＮａＯＨ比色法进行试验时发现样品显色后稳
定性差，不宜作为测定方法，故对 ＡｌＣｌ３ＣＨ３ＣＯＯ
Ｎａ／ＣＨ３ＣＯＯＨ显色法进行研究，对显色前后的吸收
峰（２００～９００ｎｍ）进行比较，分析了以芦丁和 Ｆｕｋｕ
ｇｅｔｉｎ为对照品的 ＡｌＣｌ３ＣＨ３ＣＯＯＮａ／ＣＨ３ＣＯＯＨ比色
法测定人面果叶总黄酮的合理性，并对ｐＨ值，缓冲
液浓度、显色温度等条件进行优化研究。因而建立

叶中总黄酮含量的测定方法，对人面果叶制备工艺

及质量标准的研究提供依据。

１　材料与仪器

美普达紫外分光光度计 ＵＶ１８００Ｃ（上海美普达
仪器有限公司）；ＣＰ２２４Ｃ万分之一电子天平（上海
奥斯豪仪器有限公司）；岛津 ＡＵＷ１２０Ｄ十万分之一
电子天平（岛津分析天平有限公司）；亚硝酸钠、九

水硝酸铝、氢氧化钠、无水乙酸钠、冰醋酸、氯化

铝、乙醇均为分析纯（购自国药集团化学试剂有限公

司）；水为超纯水；人面果叶采自云南西双版纳，经

云南西双版纳民族医药研究所赵应红主任药师鉴定

为藤黄科藤黄属植物人面果 Ｇａｒｃｉｎｉａｘａｎｔｈｏｃｈｙｍｕｓ
叶；对照品Ｆｕｋｕｇｅｔｉｎ自制，纯度达到９８％，其结构
经过１Ｈ、１３ＣＮＭＲ和ＥＳＩＭＳ确定。

２　方法与结果

２１对照品溶液的配制　
称量４６１ｍｇＦｕｋｕｇｅｔｉｎ于５０ｍＬ容量瓶中，用

乙醇溶解定容至刻度（浓度为９２２μｇ·ｍＬ－１）。
２２供试品溶液的配制　

精密称取干燥人面果叶粗粉 ０１０００ｇ，置于
１００ｍＬ圆底烧瓶中，精密加入无水乙醇２５ｍＬ，称
重，水浴回流０５ｈ，提取液冷却，补足减失重量，
过滤，取续滤液，即得。

２３两种显色方法的比较
２３１ＮａＮＯ２Ａｌ（ＮＯ３）３ＮａＯＨ显色法（Ａ）

２３１１显色方法　用移液管移取对照品溶液１ｍＬ

于２５ｍＬ具塞试管中，加５％亚硝酸钠溶液 １ｍＬ，
使混匀，放置６ｍｉｎ，加１０％硝酸铝溶液１ｍＬ，摇
匀，放置６ｍｉｎ，加４％氢氧化钠试液１０ｍＬ，再加
水至刻度，摇匀，放置１５ｍｉｎ，以相应的试剂为空
白。在２００～９００ｎｍ范围内进行扫描，根据最大吸
收峰确定测定波长，在５１０ｎｍ附近有明显凸跃［１４１５］

（见图２）。

图２　ＮａＮＯ２Ａｌ（ＮＯ３）３ＮａＯＨ显色法全波长扫描

２３１２稳定性　精密吸取 Ｆｕｋｕｇｅｔｉｎ对照品溶液、
芦丁对照品溶液、供试品溶液 各１ｍＬ，按照上述同
样条件操作，显色后的溶液每隔５ｍｉｎ测定吸收度。
发现芦丁在该条件下显色后的溶液在１５ｈ内都比
较稳定，而供试品和 Ｆｕｋｕｇｅｔｉｎ溶液则很不稳定（见
图３）。因此该方法不适合作为人面果叶总黄酮含量
的测定方法。

图３　ＮａＮＯ２Ａｌ（ＮＯ３）３ＮａＯＨ显色放方法的稳定性

２３２　ＡｌＣｌ３ＣＨ３ＣＯＯＮａ／ＣＨ３ＣＯＯＨ显色法（Ｂ）
２３２１显色方法　分别移取Ｆｕｋｕｇｅｔｉｎ对照品溶液、
芦丁对照品溶液、供试品溶液各１ｍＬ于１０ｍＬ容量
瓶中，依次加入０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＡｌＣｌ３２ｍＬ、ｐＨ５２的
ＣＨ３ＣＯＯＮａ／ＣＨ３ＣＯＯＨ缓冲液３ｍＬ，最终用乙醇定
容至刻度，摇匀，室温下放置 １５ｍｉｎ。在 ２００～
５００ｎｍ区间内进行波长扫描［１６］，根据最大吸收峰确

定测定波长（见图４）。由图可见供试品和 Ｆｕｋｕｇｅｔｉｎ
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在４１５ｎｍ处有最大吸收，而芦丁则在４２５ｎｍ处有
最大吸收波长，更宜选定Ｆｕｋｕｇｅｔｉｎ作为对照品。

图４　ＡｌＣｌ３ＣＨ３ＣＯＯＮａ／ＣＨ３ＣＯＯＨ显色法

显色后全波长扫描

２３２２稳定性　精密吸取 Ｆｕｋｕｇｅｔｉｎ对照品溶液
１ｍＬ，供试品溶液１ｍＬ，按照上述显色方法进行显
色后，每隔５ｍｉｎ测定其吸收度，比较在一段时间
内吸光度变化情况。在研究过程中发现醋酸钠浓度、

缓冲液 ｐＨ、及缓冲液用量均对吸光度稳定性有影
响，于是对醋酸钠浓度、缓冲液ｐＨ、及缓冲液用量
进行考察，选取最优的显色条件。

２４ＡｌＣｌ３ＣＨ３ＣＯＯＮａ／ＣＨ３ＣＯＯＨ显色法的优化

２４１醋酸钠浓度考察　精密吸取对照品溶液４份各
１ｍＬ，按２３２１项下显色方法操作，分别采用０１、
０５、１０、１５、２０ｍｏｌ·Ｌ－１醋酸钠配制成的 ｐＨ
５５的缓冲溶液，测定４１５ｎｍ处吸光度，结果显示
１０ｍｏｌ·Ｌ－１醋酸钠吸收稳定性较好（表１）。

２４２缓冲液 ｐＨ考察　精密吸取对照品溶液４份
各１ｍＬ，按２３２１项下显色方法操作，分别添
加 ｐＨ４０、５０、６０、７０的缓冲溶液。分别测
定４１５ｎｍ处吸光度，结果显示 ｐＨ为 ４０时在
４１５ｎｍ处未见明显最大吸收（见图５）。随着缓冲
液 ｐＨ增加在４１５ｎｍ处的吸光度逐渐增加，但稳
定性逐渐降低（表 ２）。再比较 ｐＨ５１、５２、
５３、５４、５５时在 ４１５ｎｍ处的吸光度稳定性，
发现在 ｐＨ为 ５２时的稳定性较好，所以最终选
取 ｐＨ５２的缓冲液。

图５　ｐＨ为４时ＡｌＣｌ３ＣＨ３ＣＯＯＮａ／ＣＨ３ＣＯＯＨ

显色法显色后全波长扫描

２４３缓冲液用量考察　精密吸取对照品溶液３份各
１ｍＬ，按２３２１项下操作，分别采用１、２、３ｍＬ
ｐＨ５２的缓冲溶液，测定４１５ｎｍ处吸光度，结果显
示当加入３ｍＬ缓冲液时吸光度值最大，且具有较好
的稳定性（表３）。

表１　醋酸钠浓度对吸光度稳定性的影响

浓度／
ｍｏｌ·Ｌ－１

ｔ／ｍｉｎ

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ４０ ５０ ６０
ＲＳＤ（％）

０５ ０８７２９ ０６９２２ ０６８８９ ０６９６１ ０６８４９ ０６８９０ ０６８９３ ０６９０２ ０６９６７ ０７００４ ７０７
１０ ０７３７６ ０７４５４ ０７４０６ ０７３０４ ０７３０２ ０７２３８ ０７２９２ ０７２９０ ０７１５６ ０７１５０ １３１
１５ ０６８７４ ０６９０２ ０６９４６ ０７０９３ ０７２５０ ０７３２５ ０７４８５ ０７８４０ ０７９４２ ０８００６ ５６８
２０ ０６５８３ ０６６３５ ０６５７９ ０６６４７ ０６６７１ ０６７４５ ０６７８９ ０６８０２ ０６８４１ ０６９０２ １５９

表２　缓冲液ｐＨ对吸光度稳定性的影响

浓度／
ｍｏｌ·Ｌ－１

ｔ／ｍｉｎ

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ４０ ５０ ６０
ＲＳＤ（％）

ｐＨ５０ ０４１１８ ０４１４８ ０４１５１ ０４１４９ ０４１５７ ０４１７０ ０４１６８ ０４１８４ ０４２１０ ０４２１６ ０７１５
ｐＨ５１ ０４１９７ ０４２１０ ０４２０５ ０４２０２ ０４１９８ ０４１８２ ０４２２０ ０４１８２ ０４１７３ ０４１６２ ０４２７
ｐＨ５２ ０４２９１ ０４２８６ ０４３１６ ０４２９０ ０４３０１ ０４２７６ ０４２７１ ０４２７５ ０４２７７ ０４２８０ ０３２３
ｐＨ５３ ０４４６１ ０４４５１ ０４４４０ ０４４２８ ０４４１８ ０４４４０ ０４３９５ ０４３８２ ０４３７６ ０４３７１ ０７４６
ｐＨ５４ ０４４７６ ０４４８２ ０４４８９ ０４４６０ ０４４６８ ０４４５７ ０４４７２ ０４４８５ ０４５１３ ０４５２４ ０４８３
ｐＨ５５ ０４６５８ ０４６５２ ０４６３３ ０４６１７ ０４５６３ ０４５２４ ０４４９６ ０４４８７ ０４４６０ ０４３８２ ２０３９
ｐＨ６０ ０４６４０ ０４６４８ ０４６３３ ０４６４８ ０４６６１ ０４７０３ ０４７２３ ０４７００ ０４６９５ ０４７２０ ０７３８
ｐＨ７０ ０４７９３ ０４７８５ ０４７８９ ０４７５０ ０４７２７ ０４７２９ ０４６９６ ０４６８０ ０４６６４ ０４６６１ １０８３
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表３　缓冲液用量对吸光度的影响

缓冲液用

量／ｍＬ
ｔ／ｍｉｎ

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０
ＲＳＤ（％）

１ ０３６１６ ０３５３４ ０３４４０ ０３４７０ ０３４３４ ０３４１２ ０３３８２ ２３２

２ ０３５５６ ０３６１７ ０３６０４ ０３７０９ ０３６１４ ０３６１４ ０３６１８ １２５

３ ０３７４７ ０３７８２ ０３７２６ ０３８３０ ０３７６２ ０３７５８ ０３７４５ ０９０

　　综上所述，最终确定缓冲液测定的最佳条件为
１０ｍｏｌ·Ｌ－１的 ｐＨ值为 ５２的醋酸钠醋酸缓冲液
３ｍＬ。

２５方法学考察

２５１标准曲线的制备　精密吸取对照品溶液０５、
１０、１５、２０、２５、３０ｍＬ置于１０ｍＬ容量瓶中，
浓度分别为 ００４６１、００９２２、０１３８３、０１８４４、
０２３０５、０２７６６ｍｇ·ｍＬ－１。分别按照２３２１项下
显色方法测定 ４１５ｎｍ处吸光度，吸光度分别为
０１４６０、０２９７７、０４４９２、０５９１４、０７４６８、
０９０２９。以对照品浓度为横坐标、吸光度为纵坐标
绘制标准曲线，并进行线性回归，在不同的用量范

围内分别呈线性，回归方程 Ｙ＝３２６８７Ｘ－０００５１
（ｒ＝０９９９８），双黄酮Ｆｕｋｕｇｅｔｉｎ在４６１～２７６６μｇ
范围内与吸光度呈良好线性关系。

２５２精密度试验
２５２１仪器精密度试验　取同一份对照品溶液，
在显色 １５ｍｉｎ后连续测定 ６次吸光度值，分别为
０５４４１、０５４４２、０５４４２、０５４５０、０５４５０、
０５４５１，ＲＳＤ值为００８８％，表明仪器精密度良好。
２５２２方法精密度试验　对同一份供试品溶液分
别取６份，显色１５ｍｉｎ后分别测定４１５ｎｍ吸光度
值，分别为 ０５３２４、０５３２０、０５３３９、０５３９７、
０５３４９、０５４４１，ＲＳＤ值为０８９％，表明该显色方
法精密度良好。

２５３重复性试验　精密称取人面果叶粗粉０１ｇ共
６份，分别按２２项下供试品溶液制备方法制备，按
２３２１项下显色方法测定４１５ｎｍ处吸光度，并代
入标准曲线计算含量，见表４。平均含量为４０７％，
ＲＳＤ为１２％，表明该方法重复性较好。
２５４显色稳定性试验　精密吸取 Ｆｕｋｕｇｅｔｉｎ对照品
溶液１ｍＬ，供试品溶液１ｍＬ，按２３２１项下显色
方法测定４１５ｎｍ处吸光度，每隔５ｍｉｎ测定其吸收
度。结果表明，对照品在６０ｍｉｎ内稳定，供试品在
６０ｍｉｎ内基本稳定。
２５５加样回收率试验　 精密称取人面果叶粗粉约

０１ｇ，分别置于 ６个圆底烧瓶中，依次加入
４０１ｍｇ·ｍＬ－１对照品溶液各 １０ｍＬ，无水乙醇
２４ｍＬ，再按照２２项下条件制备供试品，按２３２
项下显色方法测定４１５ｎｍ处吸光度，计算加样回收
率，结果如表４。能够满足分析要求，方法准确度
较高。

表４　Ｆｕｋｕｇｅｔｉｎ的回收率（ｎ＝６）
称样量／
ｇ

理论值／
ｍｇ

加入量／
ｍｇ

实测值

质量／ｍｇ
回收率

（％）
平均回收

率（％）
ＲＳＤ
（％）

０１００８ ４１０ ４０１ ８０７ ９９００ ９８７５ １７６
０１００３ ４０８ ４０１ ８０４ ９８７５
０１００３ ４０８ ４０１ ８１２ １００７５
０１００８ ４１０ ４０１ ８０８ ９９２５
０１００６ ４０９ ４０１ ７９２ ９５５１
０１０００ ４０７ ４０１ ８０５ ９９２５

２６人面果叶中总黄酮的含量测定

精密称定人面果叶粗粉０１０００ｇ，置１００ｍＬ容
量瓶中，精密加入无水乙醇 ２５ｍＬ称重，７０℃水浴
中回流３０ｍｉｎ，冷却后称重，用无水乙醇补充损失
的溶剂重量（精确至０００１ｇ），摇匀，滤过，初滤液
弃去，续滤液作为供试品溶液。精密吸取续滤液

１ｍＬ，置１０ｍＬ容量瓶中，按２３２１项下显色方
法，按照紫外可见分光光度法（《中华人民共和国药
典》２０１５版四部通则０４０１），在４１５ｎｍ波长处测定
吸光度，从标准曲线上读出供试品溶液中总黄酮的

浓度，进一步计算人面果叶中总黄酮平均含量为

３９３％，结果见表５。

表５　人面果叶总黄酮含量

样品编号
称样量／
ｍｇ

吸光

度值

总黄酮含

量（％）
平均含

量（％）
ＲＳＤ
（％）

１ １０１４ ０５２０６ ４０１３ ３９３０ ０７５１％
２ １００９ ０５１４９ ３９６９
３ １００１ ０５０６３ ３９０３

３　讨论

本实验对比了 《中华人民共和国药典》常用的

方法：ＮａＮＯ２Ａｌ（ＮＯ３）３ＮａＯＨ和 ＡｌＣｌ３ＣＨ３ＣＯＯＮａ／
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ＣＨ３ＣＯＯＨ比色法，发现 ＮａＮＯ２Ａｌ（ＮＯ３）３ＮａＯＨ比
色法在显色后样品稳定性较差，不适合作为人面果

叶总黄酮含量的测定方法。在进行 ＡｌＣｌ３ＣＨ３ＣＯＯ
Ｎａ／ＣＨ３ＣＯＯＨ比色法研究过程中，分别比较了以芦
丁和Ｆｕｋｕｇｅｔｉｎ为对照品的显色情况，发现Ｆｕｋｕｇｅｔｉｎ
的最大吸收波长能更好地与供试品重合，且 Ｆｕｋｕｇｅ
ｔｉｎ系从人面果叶中分离得到的双黄酮单体化合物，
具有良好的降血糖作用，所以采用 Ｆｕｋｕｇｅｔｉｎ作为该
法对照品，以提高方法的专属性。优化了 ＡｌＣｌ３ＣＨ３
ＣＯＯＮａ／ＣＨ３ＣＯＯＨ比色法的显色条件，确立了人面
果叶总黄酮含量测定方法，为后续人面果叶质量标

准研究提供了依据。
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