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摘　要　确定积雪草总黄酮最佳提取工艺和含量测定方法。采用微波辅助法提取积雪草中的黄酮类

化合物, 通过正交实验确定了最佳提取工艺。分别以槲皮素和山奈酚为对照, 采用紫外分光光度法在

320nm 处测定积雪草全草中的总黄酮。最佳工艺条件:提取次数 3 次, 辐射时间 20s, 固液比 1∶10, 功率

480W。按最佳工艺条件提取总黄酮含量为 8. 40mg / g。回归方程为 (槲皮素) : y= 29. 993C+ 0. 027,相关系

数 r 2= 0. 9982,精密度和稳定性试验 RSD 分别为 0. 265%和 0. 172% ( n≥6) , 平均加样回收率为 99% , RSD

= 1. 51% ( n= 5)。回归方程为(山奈酚) : y= 36. 928C+ 0. 0178, 相关系数 r 2= 0. 9991,精密度和稳定性试验

的 RSD 分别为 0. 231% 和 0. 190% ( n≥6) ,平均加样回收率为 99% , RSD= 0. 714% ( n= 5) ,样品的稳定性

试验 RSD 为 0. 218% ( 60m in)。选择的最佳工艺对提取积雪草全草总黄酮确为最佳。用槲皮素或山奈酚标

准品, 采用紫外分光光度法,操作简便, 结果准确, 灵敏度高, 重复性好, 为积雪草全草中总黄酮含量测定的

一种切实可行的方法。
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1　前言
积雪草 Centella asiatica( L . ) Urb.为《中国药典》收载的常用中药,为伞形科积雪草属植物积雪

草的干燥全草,始载于《神农本草经》,列为中品 [ 1] ,又称落得打、崩大碗、半边钱等,广泛分布于我国

长江流域以南各地,全草入药。我国医学上用积雪草外用及内服治病已有两千多年历史。其性寒、

味苦、辛,具有清热利湿,解毒消肿之功效[ 2]。我国民间常用于治疗感冒、扁桃腺炎、传染性肝炎、痢

疾、跌打损伤、疔疮肿毒、外伤出血等[ 3]。南非、印度、东南亚等许多国家和地区也将其作为传统药物

加以应用,其有效成份积雪草苷在国内外广泛用于临床
[ 4]
。近十年多来,国内外学者对积雪草进行

了大量的研究,目前有关积雪草的化学成分、药理作用、保健作用、及积雪草中积雪草苷的提取和分

离屡屡见报[ 5—7] ,但积雪草中黄酮的相关报道却很少,有研究初步证实积雪草黄酮以苷元和苷两种

形式存在于植物中 [ 8] , 因此本文以积雪草为研究对象,探讨积雪草全草中总黄酮的提取工艺和含量

测定方法,为进一步提取分离纯化,探讨其药理作用提供理论基础。



2　实验部分

2. 1　主要仪器、试剂

积雪草 2008年 7月采集于四川省长宁县, 经西华师范大学生命科学学院秦自生教授鉴定为伞

形科积雪草属植物积雪草。

R-200旋转蒸发仪(瑞士 Buci公司) , Eppendorf Research 移液器(德国 Eppendorf公司) , GBC

916紫外-可见分光光度计(澳大利亚 GBC 科学仪器有限公司) , G8023CSL-K3微波炉(广东格兰仕

微波炉电器有限公司) , LD4-2低速医用离心机(北京医用离心机厂) , SHZ-Ⅱ循环水真空泵(上海

亚荣生化仪器厂) , 101A -2电热鼓风恒温干燥箱(杭州蓝天化验仪器厂) , JA1003电子天平(上海精

科天平厂)。

槲皮素标准品(中国药品生物制品检定所, 编号: 100081-200406) , 山奈酚标准品(中国药品生

物制品检定所,编号: 110861-200808) ,无水乙醇为分析纯(安徽安特生物化学有限公司) ,实验水为

蒸馏水。

2. 2　方法

2. 2. 1　样品处理和校准曲线

2. 2. 1. 1　样品处理和提取液制备

称取自然干燥的积雪草全草粉末 50g ,过 100目筛,置于索氏提取器中, 用石油醚( b. p. 30—

60℃)连续回流脱脂、脱色 20 h,样品置于通风处干燥备用。

精确称取上述积雪草粉 1. 000g, 置于 50mL 锥形瓶中, 按料液比 1∶10 加甲醇, 微波功率

480W间歇提取 3次, 每次 20s,合并提取液,减压蒸干, 用甲醇溶解,甲醇定容于 100mL 容量瓶, 待

用。

2. 2. 1. 2　标准溶液的配制

精确称取 5. 000mg 槲皮素标准品( 120℃减压干燥至恒重)和 4. 795mg 山奈酚标准品,各用甲

醇溶解后, 分别定容于 50mL 容量瓶中, 即得槲皮素对照品液( 0. 1mg/ mL)和山奈酚对照品液

( 0. 0959mg/ mL)。

2. 2. 1. 3　测定波长选择

分别移取一定的槲皮素和山奈酚对照品溶液,用紫外分光光度计在 200—400nm 范围扫描, 发

现槲皮素、山奈酚和样品在 320nm 处均有的最大或较大吸收波长,因此将 320nm 作为测定波长。

2. 2. 1. 4　校准曲线制作

取对照品溶液 0. 00、0. 50、1. 00、1. 50、2. 00 2. 50、3. 00、3. 50mL 分别放入 1—8号 10mL 容量

瓶中按 2. 2. 1. 3项下操作。以吸光度 A 为纵坐标、槲皮素(或山奈酚)浓度 C 为横坐标绘制校准曲

线。

2. 2. 1. 5　精密度试验

分别精密吸取槲皮素、山奈酚对照品溶液 1mL, 按 2. 2. 1. 3 项下处理, 重复测定 6次, 计算

RSD。

2. 2. 1. 6　稳定性试验

精密吸取 2. 2. 1. 1 制备的提取溶液和上述两标准液各 1mL, 按 2. 2. 1. 3项下分别处理, 每

10m in 测定 1次吸光度,考察( 60min) , 计算 RSD。

2. 2. 1. 7　回收率测定

精密吸取 2. 2. 1. 1制备的提取液 5份,分别置 10mL 容量瓶中,加入一定量槲皮素或山奈酚对
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照品,按测定波长项下处理,计算平均回收率和 RSD。

2. 2. 2　正交实验

选取微波功率、固液比、辐射时间、提取次数4个因素进行 4因素 3水平正交试验。因素水平见

表 1。
表 1　实验因素及水平

水平
因素

A 微波功率( W ) B 固液比 C辐射时间( s) D 提取次数

1 160 10 10 1

2 320 15 15 2

3 480 20 20 3

3　结果与讨论

3. 1　波长确定和校准曲线绘制

3. 1. 1　波长确定

经测定, 在波长 320nm 处槲皮素和山奈酚均有最大吸收、样品也有较大吸收,确定测定波长为

320nm。

3. 1. 2　校准曲线绘制

经计算得到校准曲线(槲皮素)的回归方程为 y = 29. 993C+ 0. 027,相关系数 r
2= 0. 9982, 在

0. 005—0. 035mg/ mL 范围内呈良好的线性关系(图 1)。校准曲线(山奈酚)的回归方程为 y =

36. 928C+ 0. 0178, 相关系数 r
2
= 0. 9991, 在 0. 00480—0. 0336mg / mL 范围内呈良好的线性关系

(图 2)。

图 1　槲皮素对照品校准曲线示意图 图 2　山奈酚对照品校准曲线示意图

3. 2　精密度、稳定性、回收率试验结果

表 2　精密度实验结果

序号 1 2 3 4 5 6 RSD( % )

吸光度(槲皮素) 0. 378 0. 378 0. 378 0. 377 0. 378 0. 378 0. 265

吸光度(山奈酚) 0. 435 0. 434 0. 434 0. 436 0. 434 0. 434 0. 231

表 3　稳定性实验结果

时间( min) 0 10 20 30 40 50 60 RSD( % )

吸光度(槲皮素) 0. 336 0. 336 0. 335 0. 335 0. 336 0. 336 0. 336 0. 172

吸光度(山奈酚) 0. 372 0. 372 0. 372 0. 373 0. 372 0. 373 0. 373 0. 190

吸光度(样品) 0. 264 0. 264 0. 263 0. 264 0. 264 0. 264 0. 263 0. 218
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表 4　加样回收率实验结果

样品
总黄酮含量( mg)

槲皮素 山奈酚

加标量(m g)

槲皮素 山奈酚

加标后总黄酮含量( mg)

槲皮素 山奈酚

回收率( % )

槲皮素 山奈酚

平均回收率( % )

槲皮素 山奈酚

RSD( % )

槲皮素 山奈酚

1 0. 0790 0. 0667 0. 050 0. 04795 0. 1270 0. 1143 98 100 99 99 1. 51 0. 714

2 0. 0790 0. 0667 0. 100 0. 09590 0. 1804 0. 1616 100 99

3 0. 0790 0. 0667 0. 150 0. 14385 0. 2227 0. 2081 97 99

4 0. 0790 0. 0667 0. 200 0. 19180 0. 2765 0. 2590 99 100

5 0. 0790 0. 0667 0. 250 0. 23975 0. 3268 0. 3024 99 99

　　以槲皮素为标准品时,精密度和稳定性试验的 RSD分别为 0. 265%(见表 2)和 0. 172% (见表

3) , 平均回收率为 99%, RSD为 1. 51% (见表 4)。以山奈酚为标准品时, 精密度和稳定性试验的

RSD分别为 0. 231% (见表 2)和 0. 190% (见表 3) ,平均回收率为 99% , RSD为 0. 714%(见表 4)。

样品的稳定性实验, RSD为 0. 218% (见表 3)。以上结果表明两种测定方法的精密度、稳定性良好,

经回收率试验证明都具有良好的准确度和重现性,都适用于积雪草总黄酮的测定。

3. 3　不同标准品测定样品总黄酮含量结果比较

分别以槲皮素和山奈酚为对照品, 测定药材同一份样品时( 2. 2. 1. 1制备的提取溶液 1. 0mL,

吸光度 0. 279) , 以槲皮素为对照品测定的结果( 8. 40mg / mL) ,比以山奈酚为对照品测定的结果

( 7. 03mg / mL)高。由于槲皮素( 302. 24)和山奈酚( 286. 23)的分子量相差不大, 当吸收度相同时含

量有一定差别,说明积雪草中槲皮素含量比山奈酚的含量稍高, 最终计算得到的含量就会稍高一

些。

3. 4　正交试验结果

表 5　L9( 34)正交试验结果

序号 A B C D 总黄酮含量( mg/ g) 提取率( % )

1 1 1 1 1 4. 734 0. 473

2 1 2 2 2 5. 835 0. 584

3 1 3 3 3 8. 169 0. 817

4 2 1 2 3 7. 535 0. 754

5 2 2 3 1 4. 777 0. 478

6 2 3 1 2 6. 001 0. 600

7 3 1 3 2 7. 135 0. 714

8 3 2 1 3 7. 335 0. 734

9 3 3 2 1 5. 235 0. 524

K 1 6. 246 6. 470 6. 023 4. 915

K 2 6. 104 5. 982 6. 202 6. 324

K 3 6. 568 6. 468 6. 694 7. 680

R 0. 464 0. 486 0. 671 2. 765

表 6　方差分析

因素 偏差平方和 自由度 F比 F临界值 显著性

功率(误差) 0. 339 2 1. 000 19. 000

固液比 0. 472 2 1. 392 19. 000

辐射时间 0. 723 2 2. 133 19. 000

提取次数 11. 464 2 33. 817 19. 000 *

　注: F0. 05( 2, 2) = 19。

从级差(表 5)和方差分析(表 6)可知,提取次数对积雪草总黄酮提取具有显著的影响, 4种因

素影响的主次顺序是:提取次数> 辐射时间> 固液比> 功率。积雪草提取总黄酮的最佳工艺为

D 3C3B 1A 3 ,即间隙提取 3次,辐射时间 20s,固液比 1∶10, 功率 480W。
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3. 5　最佳工艺条件的验证

按 D 3C3B1A 3组合进行 3次平行实验,总黄酮平均含量为 8. 40mg / g, 选取的工艺确为最佳工

艺。

3. 6　讨论

( 1) 总黄酮含量的测定方式一般有分光光度法和高效液相色谱法
[ 8—10]

,高效液相色谱法虽然

重现性、稳定性等指标均较好,但仪器设备昂贵,操作复杂,费用较高。分光光度法测定黄酮含量,不

但操作简单方便, 而且结果准确可靠。

黄酮类化合物具有特定的紫外吸收带(其结构中的肉桂酰环产生的Ⅰ带在 300—400nm 内, 由

苯甲酰环产生的Ⅱ带在240—285nm 内)
[ 11]
。我们在200—400nm 内测定槲皮素和山奈酚标准品液

及样品提取液的吸收值,槲皮素和山奈酚在Ⅰ带 320nm 均有最大吸收, 样品有较大吸收,确定选择

波长 320nm 作为紫外光分光光度法的测量波长。

本实验分别用槲皮素和山奈酚作标准品, 在 320nm 处测定吸光度, 所得校准曲线线性良好, 稳

定性良好,精密度良好,结果表明: 紫外分光光度法(以槲皮素或山奈酚作标准品) ,操作简便,结果

准确,重复性好,为积雪草中总黄酮含量测定的一种简便可行的方法。

( 2) 测定同一份药材样品时,以槲皮素为对照品测定的结果( 8. 40mg / mL) ,比以山奈酚为对照

品测定的结果( 7. 03mg / mL)高。

( 3) 本文以乙醇为提取剂,利用微波法首次提取积雪草全草中的黄酮类化合物。通过 L 9 ( 34 )

正交试验确定了提取的最佳工艺条件按最佳工艺条件提取总黄酮含量为 8. 40mg/ g。该提取工艺具

有稳定性好, 操作简便,生产成本较低的优点。
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Abstract　M icrow ave-assisted ext raction of total f lavonoids in leaves of centella asiat ica, the

opt imum technolog y parameters w ere obtained by orthogonal tests. T otal f lavonoids in centella asiat ica

w ere determ ined at 320nm by ult raviolet spectrophotometry w ith quercetin and kaempferol as

standard control. The result show s the follw ing the opt imal ex tract ion conditions: interm it tent t ime

w as 3, MAE time 20s , solid/ liquid rat io 1∶ 10, and applied pow er 480W. under the optimal

condit ions, the content of total flavonoids w as 8. 40mg / g. T he regression equat ion w ith quercetin w as

y = 29. 993C+ 0. 027, r
2 = 0. 9982, the precisions: RSD= 0. 265% , RSD = 0. 172% ( n≥6) , the

average recovery of flavonoids w as 99%, RSD = 1. 51%( n = 5) . T he regression equat ion with

kaempferol w as y= 36. 928C+ 0. 0178, r
2= 0. 9991, the precisions: RSD = 0. 231%, RSD = 0. 190%

( n≥6) , the average recovery of flavonoids was 99% , RSD = 0. 714% ( n= 5) , stability test of the

sample, RSD was 0. 218% ( in 60m in) . The method is highly sensitive and reproducible and can be

used as a quant itat ive analysis method for total flav onoids in Centella asiat ica.

Key words　 Centella Asiatica; T otal F lavonoids; Microw ave-Assisted Extraction; Ult raviolet
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