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藏药材牛尾蒿中总黄酮提取
工艺优化及质量分数测定①

杨正明１,　滕　云１,　王景富１,　李　波１,　刘　圆２

１􀆰 西南民族大学 化学与环境保护工程学院,成都６１００４１;２􀆰 西南民族大学 民族医药研究院,成都６１００４１

摘要:采用紫外分光光度法,以芦丁为对照品测定牛尾蒿中总黄酮的质量分数．通过单因素试验考察乙醇体积分

数、提取时间、提取温度和料液比对总黄酮提取率的影响,并采用 L９(３４)正交试验优化藏药材牛尾蒿中总黄酮的

提取工艺,测定各样品中总黄酮质量分数．结果表明:最佳提取工艺为乙醇体积分数２０％,提取温度９０℃,提取时

间１􀆰０h,料液比１∶５０(g/mL),在此条件下,牛尾蒿中总黄酮提取率为６７􀆰８８mg/g;不同植株部位总黄酮质量分

数差异有统计学意义,以叶中质量分数最高;煅烧成炭后,总黄酮质量分数明显降低．优化后的提取工艺合理、可

行,可用于牛尾蒿总黄酮的提取;牛尾蒿炭(闷煅)工艺的科学性和必要性有待进一步综合评价．
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藏药材牛尾蒿为菊科植物牛尾蒿Artemisiasubdigitata Mattf􀆰的干燥地上部分,是藏药普尔芒类药材

来源之一,被藏族人民视为止咳祛痰圣药[１－３],具有止咳平喘、祛痰、抗炎、抗菌、抗病毒、杀虫、抗疟疾、
抗肿瘤、抗氧化性和保肝等作用[４－５]．普尔芒可以直接研磨药用、煎膏药用或煅灰(明煅和闷煅)药用,常配

方用药:煎膏或直接入药常用于清热解毒、消炎以及瘟疫等症;煅灰常用于虫病、疮疖、止血、干脓水或黄

水等症[６－７]．牛尾蒿全草主要有效成分为挥发油、黄酮、香豆素、单萜类、倍半萜类、三萜类、苯丙素类、酚

类、皂苷、鞣质、蛋白质、糖类、油脂等化学成分[８－９]．作为许多传统药材中的有效成分,黄酮类化合物具

有抗氧化、抗衰老、抗炎镇痛、免疫调节、降血脂、抗肿瘤、抗辐射等药理作用[１０－１１]．本试验以总黄酮提取

率为考察指标,在单因素试验的基础上,采用正交试验优选牛尾蒿中总黄酮的回流提取工艺,并测定牛尾

蒿和牛尾蒿炭(闷煅)中总黄酮的质量分数,以期为藏药材牛尾蒿的进一步开发研究及牛尾蒿和牛尾蒿炭的

化学成分差异的研究奠定基础．

１　材料与方法

１􀆰１　仪器与材料

TUＧ１９５０型双光束紫外可见分光光度计,北京普析通用仪器有限责任公司;ESJ２００Ｇ４电子天平,沈阳

龙腾电子有限公司．牛尾蒿(炭)药材分别于２０１３年７月３日采自于四川省阿坝州松潘县水晶乡川盘村(川
主寺药泉山庄,海拔３３００m),２０１４年７月９日购于四川省阿坝藏族羌族自治州藏医院,所有样品均经西
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南民族大学刘圆教授鉴定为菊科植物牛尾蒿A􀆰subdigitata Mattf,粉碎,过３号筛,备用;芦丁对照品

(批号:１０００８０Ｇ２０１４０８),中国食品药品检定研究院;水为纯净水;试剂均为分析纯．
１􀆰２　试验方法

１􀆰２􀆰１　对照品溶液的制备

精密称取７􀆰８mg的芦丁对照品,用７０％乙醇定容至５０mL,摇匀,即得０􀆰１５６mg/mL的芦丁对照品

溶液．
１􀆰２􀆰２　供试品溶液的制备

取０􀆰５g牛尾蒿药材粉末(注:单因素和正交试验所用药材均为采于川主寺药泉山庄的牛尾蒿地上部

分),精密称定,在设定的试验条件下按一定的乙醇体积分数、提取温度、提取时间和料液比提取,过滤,
并用少量提取液洗涤,定容至５０mL容量瓶中,摇匀,即得牛尾蒿总黄酮供试液．
１􀆰２􀆰３　标准曲线的绘制[１２]

精确量取１􀆰４,１􀆰８,２􀆰２,２􀆰６,３􀆰０,３􀆰４,３􀆰８mL 芦丁对照品溶液,置于１０mL 比色管中,分别加入

０􀆰４mL的５％亚硝酸钠溶液,摇匀,放置６min加入０􀆰４mL的１０％硝酸铝溶液,摇匀,６min后加入５mL
４％的氢氧化钠溶液,并用水定容至刻度,摇匀,放置１５min．以试剂空白作参比,于５１０nm 处测定其吸光

度,以芦丁质量浓度(C)为横坐标,吸光度(A)为纵坐标,绘制标准曲线,得到线性回归方程:

A＝１１􀆰４０７C＋０􀆰０３５８
其线性相关系数为R２＝０􀆰９９９２,结果表明芦丁对照品溶液在２１􀆰８４~５９􀆰２８μg/mL线性关系良好．

２　结果与分析

２􀆰１　方法学考察

２􀆰１􀆰１　精密度试验

精密量取６份１􀆰２􀆰１项下对照品溶液２mL,按１􀆰２􀆰３项下方法显色,于５１０nm 处测定A,计算相对

标准偏差(RSD)为０􀆰８５％,表明仪器精密度好．
２􀆰１􀆰２　重复性试验

取６份０􀆰５g牛尾蒿药材粉末,精密称定,按１􀆰２􀆰２项下方法制备供试品溶液,按１􀆰２􀆰３项下方法于

５１０nm 处测定A,计算RSD 为０􀆰５６％,表明本方法重复性较好．
２􀆰１􀆰３　稳定性试验

取６份０􀆰５g牛尾蒿药材粉末,精密称定,按１􀆰２􀆰２项下方法制备供试品溶液,按１􀆰２􀆰３项下方法显

色,每隔１５min(n＝６)测定１次,RSD 为１􀆰１２％,表明在９０min内稳定性良好．
２􀆰１􀆰４　加样回收率试验

取６份０􀆰０５g牛尾蒿药材粉末,精密称定,加入适量的芦丁对照品溶液,按１􀆰２􀆰２项下方法制备供试

品溶液,按１􀆰２􀆰３项下方法显色,于５１０nm 处测定A,计算平均回收率为９８􀆰５３％,RSD 为１􀆰８６％,表明

该方法准确可靠．
２􀆰２　单因素试验考察

２􀆰２􀆰１　乙醇体积分数对总黄酮提取率的影响

取６份０􀆰５g牛尾蒿药材粉末,精密称定,分别加入体积分数为１０％~６０％的乙醇水溶液１５mL,

７０℃水浴加热１􀆰５h,提取１次．过滤,用少量提取液洗涤,滤液定容至５０mL容量瓶中,取０􀆰８mL于

１０mL具塞比色管中,按１􀆰２􀆰３项下方法显色测定,计算总黄酮提取率,结果如图１所示．由图１可知,乙

醇体积分数为３０％时,总黄酮提取率最高．随着乙醇体积分数的增加,产生较大的渗透压,一些醇溶性杂

质、色素等成分溶出增多,导致黄酮类化合物提取率下降[１３－１４]．
２􀆰２􀆰２　提取时间对总黄酮提取率的影响

取６份０􀆰５g牛尾蒿药材粉末,精密称定,加入３０％的乙醇１５mL,７０℃水浴分别加热０􀆰５,１􀆰０,１􀆰５,
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２􀆰０,２􀆰５,３􀆰０h,提取１次．过滤,用少量提取液洗涤,滤液定容至５０mL容量瓶中,取０􀆰８mL于１０mL
具塞比色管中,按１􀆰２􀆰３项下方法显色测定,计算总黄酮提取率,结果如图２所示．由图２可知,提取时间

为１h时,总黄酮提取率最高．随着提取时间的延长,未溶出的总黄酮量已经很少,其他杂质可能会增多,
从而导致提取率的降低[１５]．

图１　乙醇体积分数对总黄酮提取率的影响 图２　提取时间对总黄酮提取率的影响

２􀆰２􀆰３　提取温度对总黄酮提取率的影响

取６份０􀆰５g牛尾蒿药材粉末,精密称定,加入３０％的乙醇１５mL,分别于４０~９０ ℃下水浴加热

１􀆰０h,提取１次．过滤,用少量提取液洗涤,滤液定容至５０mL容量瓶中,取０􀆰８mL于１０mL具塞比色

管中,按１􀆰２􀆰３项下方法显色测定,计算总黄酮提取率,结果如图３所示．由图３可知,提取温度为８０℃
时,总黄酮提取率最高．随着提取温度的升高,加快了分子的扩散能力,总黄酮的提取率增大,当达到一定

温度时,总黄酮提取率达到最大,但继续升高温度,提取率反而下降,这可能是因为高温引起了黄酮类物

质结构的变化,亦或是温度达到溶剂沸点以后,造成溶剂的损失,总黄酮得率降低[１３,１６]．
２􀆰２􀆰４　料液比对总黄酮提取率的影响

取６份０􀆰５g牛尾蒿药材粉末,精密称定,加入的料液比为２０~７０倍量的３０％乙醇,８０℃水浴加热

１􀆰０h,提取１次．过滤,用少量提取液洗涤,滤液定容至５０mL容量瓶中,取０􀆰８mL于１０mL具塞比色

管中,按１􀆰２􀆰３项下方法显色测定,计算总黄酮提取率,结果如图４所示．料液比较低时,牛尾蒿药材得不

到完全浸润,使得黄酮不能很好地溶出;当料液比为１∶４０(g/mL)时,总黄酮提取率达到最大,随着料液

比的继续增加,总黄酮提取率反而降低,可能是某些脂溶性杂质的溶出量增加,干扰因素增多所致[１７]．

图３　提取温度对总黄酮提取率的影响 图４　料液比对总黄酮提取率的影响

２􀆰３　正交试验

根据单因素试验的结果,选取影响牛尾蒿总黄酮质量分数的４个因素:乙醇体积分数(A),提取时间

(B),提取温度(C),料液比(D)作为考察因素,因素水平安排见表１．每个因素设定３个水平,按L９(３４)表
设计试验,并计算总黄酮质量分数．试验结果见表２,方差分析见表３．
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表１　因素水平表

水平
因　　　　　素

乙醇体积分数A/％ 提取温度B/℃ 提取时间C/h 料液比D/(g􀅰mL－１)

１ ２０ ７０ １ １∶３０

２ ３０ ８０ １􀆰５ １∶４０

３ ４０ ９０ ２ １∶５０

表２　正交试验设计和结果

试验号 A B C D 总黄酮得率/(mg􀅰g－１)

１ １ １ １ １ ５７􀆰７３

２ １ ２ ２ ２ ６１􀆰０６

３ １ ３ ３ ３ ６７􀆰３１

４ ２ ２ １ ３ ６６􀆰６６

５ ２ ３ ２ １ ５９􀆰４６

６ ２ １ ３ ２ ５８􀆰８５

７ ３ ３ １ ２ ６５􀆰０３

８ ３ １ ２ ３ ６２􀆰２０

９ ３ ２ ３ １ ５８􀆰６７

K１ ６２􀆰０３ ５９􀆰５９ ６３􀆰１４ ５８􀆰６２

K２ ６１􀆰６６ ６２􀆰１３ ６０􀆰９１ ６１􀆰６５

K３ ６１􀆰９７ ６３􀆰９３ ６１􀆰６１ ６５􀆰３９

R ０􀆰３８ ４􀆰３４ ２􀆰２３ ６􀆰７７

表３　方差分析结果

方差来源 SS df MS F p

校正模型 １０５􀆰３５２ ６ １７􀆰５５９ １４４􀆰８６ ０􀆰００７

截距 ３４４６８􀆰３９８ １ ３４４６８􀆰３９８ ２８４３６６􀆰６５２ ０

B ２８􀆰５２２ ２ １４􀆰２６１ １１７􀆰６５５ ＜０􀆰０１

C ７􀆰８２３ ２ ３􀆰９１２ ３２􀆰２７２ ＜０􀆰０５

D ６９􀆰００６ ２ ３４􀆰５０３ ２８４􀆰６５３ ＜０􀆰０１

A(误差) ０􀆰２４２ ２ ０􀆰１２１

总计 ３４５７３􀆰９９２ ９

校正的总计 １０５􀆰５９４ ８

　　注:F０􀆰０１(１,２)＝９９,F０􀆰０５(１,２)＝１９．

由表３数据分析可知:各因素的影响程度依次为料液比,提取温度,提取时间,乙醇体积分数．乙醇体积

分数对牛尾蒿总黄酮的提取率影响最小,所以将其作为误差进行方差分析,提取温度和料液比各水平间差

异有统计学意义(p＜０􀆰０１),提取时间各水平间差异有统计学意义(p＜０􀆰０５)．结合直观分析结果,最佳提

取工艺为A１B３C１D３,即乙醇体积分数２０％,提取温度９０℃,提取时间１􀆰０h,料液比１∶５０(g/mL)．
２􀆰４　验证试验

取３份０􀆰５g牛尾蒿药材粉末,精密称定,采用上述优化条件进行提取,并计算总黄酮提取率．结果显

示,总黄酮平均提取率为６７􀆰８８mg/g,RSD＝０􀆰５８％(n＝３),表明该提取工艺稳定可行．
２􀆰５　各样品中总黄酮质量分数测定

牛尾蒿各样品中总黄酮质量分数测定结果如表４所示．由表４可知,牛尾蒿不同植株部位总黄酮质量
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分数差异有统计学意义,以叶中质量分数为最高,可达１８５􀆰９７±２􀆰２０mg/g;煅烧成炭后,总黄酮质量分数

明显降低．
表４　各样品中黄酮质量分数测定结果(x±S,n＝３)

样品编号 产地(来源) 药材 不同部位 总黄酮质量分数/(mg􀅰g－１)

S１ 阿坝州川主寺药泉山庄 牛尾蒿 茎 １２􀆰７７±０􀆰１９

S２ 叶 １２７􀆰１６±１􀆰５０

S３ 地上部分 ６７􀆰８８±０􀆰３９

S４ 阿坝州藏医院 牛尾蒿 茎 ２４􀆰７９±０􀆰６５

S５ 叶 １８５􀆰９７±２􀆰２０

S６ 地上部分 ８７􀆰１０±２􀆰７１

S７ 阿坝州藏医院 牛尾蒿炭 茎 ２􀆰９４±０􀆰０９

S８ 地上部分 １０􀆰７８±０􀆰３７

３　结　论

黄酮类化合物与铝盐络合后会产生特征吸收,本试验采用铝盐络合比色法,方法学考察结果表明该方

法合理、准确．各样品中总黄酮质量分数测定结果表明:叶中总黄酮质量分数较高于茎;牛尾蒿烧炭后,总

黄酮质量分数明显降低,可能是因为高温炭化引起黄酮类物质结构发生变化,破坏了黄酮物质,使总黄酮

的质量分数降低[１３,１８],藏医临床煅烧前后化学成分的变化有待进一步试验研究,因此,牛尾蒿炭(闷煅)工
艺的科学性和必要性有待进一步综合评价．
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OptimizationoftheExtractionTechnologyforTotalFlavonoids
fromtheTibetanMedicineArtemisiasubdigitata Mattf􀆰

andDeterminationofTheirContent
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LI　Bo１,　LIU　Yuan２
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　 SouthwestUniversityforNationalities,Chengdu６１００４１,China;
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Abstract:UltravioletspectrophotometrywasemployedtodeterminethetotalflavonoidsinArtemisiasubＧ
digitata Mattf􀆰,withrutinasthecontrol．Theeffectsofethanolconcentration(v/v),extractiontime,

extractiontemperatureandratioofsolidtoliquidontheextractionrateoftotalflavonoidswereevaluated
insingleＧfactorexperiments,andanL９(３４)orthogonaltestwasusedtooptimizetheextractiontechnology．
Theresultsshowedthattheoptimumextractionconditionswere２０％ethanol,extractiontemperature９０
℃,extractiontime６０min,ratioofsolidtoliquid１∶５０(g/mL),andtheaverageextractionyieldoftotal
flavonoidswas６７􀆰８８mg/gundertheoptimumconditions．Thecontentoftotalflavoniodsshowedalarge
differenceindifferentplantparts,beingthehighestintheleaves,andtotalflavoniodscontentdecreased
significantlyaftercarbonization．Thisoptimizedextractiontechnologyprovedtobereasonableandfeasible
andis,therefore,recommendedforuseintheextractionoftotalflavonoidsinA􀆰subdigitata．Whether
theprocessofcarbonizingA􀆰subdigitataisnecessaryandscienceＧbasedistobefurtherevaluated．
Keywords:Artemisiasubdigitata Mattf􀆰;carbonizedArtemisiasubdigitata Mattf;totalflavonoids;orＧ

thogonaltest;extractiontechnology
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