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图 2  蝉蜕及其混淆品粉末中刚毛显微特征图
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表 2 蝉蜕 及其两种混淆品 !≤ 的刚毛显微鉴定检索表

∏ √ ∏

∏ Πλατψπλευρα καεµ πφερι ƒ ∏, , , , , ,

∏ ∏ ∏ √ ∏

√ 2

∏ Χρψπτοτψµ πανα πυστυλατα ƒ ∏, , , , ,

√  

≤ Τιβιχεν φλαµ µ ατυσ ⁄, , , , , , , , , , , , ,

  ƒ √ ∏ ∏ ≤ ≥
≈

∏ ∏ 2

∏

× ∏ ∏

∏ 2

∏ ≤ ≤ ×≤ ∏

× ≤ ×≤ ∏ ≥ ≥ √ 2

×≤ ⁄ ∏ • ≤ ∏ √

×≤

Ρ Ε ΦΕ Ρ Ε ΝΧΕ Σ

≈1 ≥ ÷ ≤ ∏ ≤ ∏ 中国动物药
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正交试验法优选三叶青中总黄酮的提取工艺

黄真 胡瑛瑛 浙江中医药大学药学院 杭州

摘要 目的  优选三叶青中总黄酮的提取工艺 ∀方法  以三叶青总黄酮为指标 采用单因素考察和正交试验相结合的方法

对乙醇浓度 !乙醇用量 !提取时间 !提取次数 个影响因素进行研究 优选提取工艺 ∀结果  乙醇浓度对三叶青总黄酮的提取

影响较大 其他 个因素影响程度排序为 提取次数 提取时间 乙醇用量 ∀结论  最佳提取工艺参数为 乙醇 ! 倍
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量 !回流提取 次 !以及每次 ∀

关键词 三叶青 总黄酮 正交试验 提取工艺

中图分类号    文献标识码    文章编号 2 2 2

ΟρτηογοναλΤεστ φορ Ο πτιµ ιζινγ τηε Εξτραχτινγ Μ ετηοδ οφ ΤοταλΦλαϖονοιδσ φροµ Ρ αδιξ Τετραστιγµ αε

≠ 2 (Χολλεγε οφ Πηαρµ αχψ Σχιενχε, Ζηεϕιανγ Χηινεσε ΜεδιχαλΥνιϖερσιτψ, Ηανγζηου , Χηινα)

ΑΒΣΤ Ρ ΑΧΤ : Ο ΒϑΕ ΧΤ Ις Ε  × ¬ √ ¬ × Μ Ε Τ Η Ο ∆ Σ  

2 ∏ ¬ ∏ ¬ ∏

√ ¬ × Ρ Ε ΣΥ ΛΤ Σ ×

× √ ¬ ∏ ¬ ¬ ∏

ΧΟ ΝΧΛΥΣΙΟ Ν  × ¬

∏¬ ¬

Κ Ε Ψ Ω Ο Ρ ∆ Σ: ¬ × √ ¬

  三叶青 ¬ × 为葡萄科植物三叶崖爬藤

Τετραστιγµ α ηεµ σλεψανυµ ⁄ 的干燥块根 是我国

特有植物 ∀三叶青具有清热解毒 !祛风化痰 !活血止痛的功

能 临床用于治疗高热惊厥 !腹痛 !肺炎 !哮喘 !肝炎等症 ∀其

化学成分有黄酮及其苷 !淀粉 !还原糖 !甾类化合物 !氨基酸

等 ≈ 药理研究表明三叶青具有解热 !镇痛 !抗炎 !抗病毒 !

保肝 !增强免疫 !抗肿瘤 ≈ 2 等作用 ∀研究发现三叶青含酮物

ƒ对流感病毒 ° 株及仙台病毒有较强的抗病毒效果 ≈ 三

叶青黄酮具有抗肿瘤细胞增殖和诱导凋亡的作用 ≈ ∀为有

效开发和利用三叶青 充分提取其中所含的黄酮类物质 本

实验采用正交试验法对其提取工艺进行了研究 ∀

1  仪器与试药

1 1  仪器

≥ ∏ °≤分光光度计 分析天平

≥• 型电热恒温水浴锅 ≥∞ ≤ 系列旋转蒸发器 ∀

1 2  试药

芦丁标准品 购自中国药品生物制品

检定所 无水乙醇 !亚硝酸钠 !硝酸铝均为分析纯 水为蒸馏

水 三叶青购自浙江省中医院中药房 经浙江中医药大学资

源鉴定教研室陈孔荣副教授鉴定为三叶青 ¬ × 2

∀

2  方法与结果

2 1  乙醇浓度的选择

精密称取三叶青粗粉 加 倍量乙醇 浸泡 水

浴回流提取 次 每次 合并提取液 乙醇定容至

量瓶 ∀精密吸取 样品 置 量瓶中 加

乙醇至 加 液 摇匀 放置

加 试液 摇匀 放置 加

试液 加 乙醇至刻度 摇匀 放置

以相应试剂作空白 ∂ 测定黄酮含量 ∀考察

个乙醇浓度 结果显示乙醇浓度为 最佳 ∀

随后追加考察 和 个乙醇浓度 结果浓度为

的乙醇提取效率最高 分别是 ! 乙醇的 倍和

倍 ∀

2 2  正交试验设计

参考有关文献并根据药材性质和生产实际要求 选用

正交试验表安排试验 ∀拟订影响浸出效果的 个因

素 即 为乙醇用量 倍体积 为提取时间 ≤为提取

次数 每个因素选择 个水平 确立因素水平表 见表 ∀

表 1  因素水平表

Τ αβ 1  ƒ √

水平

因   素

乙醇用量 提取时间

≤

提取次数

⁄

空白

2

2

2

2 3  样品提取

精密称取 三叶青干燥粗粉 份 按正交设计表所

列条件加入 一定体积的乙醇 在恒温水浴中回流提取一

定时间后 趁热过滤 合并提取液 回收乙醇 收集至

量瓶中 用 乙醇定容 作为供试品溶液 备用 ∀

2 4  总黄酮含量测定

2 4 1  最大吸收波长选择  精密吸取三叶青样品

芦丁对照品液 分别置 量瓶中 照 / 0项下

操作 于 ≥ ∏ °≤分光光度计在波长 ∗

之间进行扫描 实验测定最大吸收波长 结果两者最大吸收

波长均为 故选 为本次实验测定波长 ∀

2 4 2  标准曲线的制作 ≈  精密称取经 ε 干燥至恒重

的芦丁标准品 置 量瓶中 加 乙醇适量 使

充分溶解并稀释至刻度 摇匀 即得对照品溶液 每 含

芦丁标准品 ∀精密量取对照品溶液

与 分别置 量瓶中 照 / 0项下操

作 在 处测定吸光度 ∀以吸光度为横坐标 对照品溶
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液浓度为纵坐标绘制标准曲线 得回归线性方程 Χ

. Α . , ρ 线性范围 ∗

Λ # ∀

2 4 3  样品中总黄酮的含量测定  精密吸取供试品溶液

置 量瓶中 照 / 0项下操作 测定吸光度 ∀

由回归方程计算供试品溶液中总黄酮的含量 ∀选择乙醇体

积为误差项 结果进行直观分析和方差分析 见表 表 ∀

表 2  正交试验表及结果

Τ αβ 2  ∏

序号 ≤ ⁄
总黄酮含量

#

表 3  方差分析表

Τ αβ 3  √

变异来源 偏差平方和 自由度 Φ比 Π

≤

误差

  由表 表 方可知 所考察的因素中 对三叶青总黄酮

的提取影响程度为 ≤ 但三个因素间无显著差异 说

明溶剂体积 !提取时间 !提取次数对提取均无显著影响 ∀根

据实验结果确定三叶青总黄酮的最佳提取工艺为 ≤

即用 倍体积的 乙醇提取 次 每次 ∀

2 5  方法学考察

2 5 1  仪器精密度试验  精密吸取供试品 于

量瓶中 照 / 0项下操作 在 处测定吸光度 重复测

定 次 得 ≥⁄为 ∀

2 5 2  稳定性试验  取同一供试品 于 量瓶中

照 / 0项下操作 在 处测定吸光度 每 测定

次 内 ≥⁄为 说明样品在 内稳定 ∀

2 5 3  加样回收率试验  取已知含量的同一批供试品溶液

份 分别加 芦丁对照品 照 / 0项下操作

测定结果并计算 ∀回收率分别为

≥⁄ ν ∀

2 5 4  最佳工艺的验证试验  为进一步考察优选工艺的可

靠性及稳定性 取 份药材按上述最佳提取工艺进行验证试

验 操作方法同前述 结果总黄酮含量分别为

# 平均含量

# ≥⁄为 ∀

3  讨论

3 1  三叶青含有较多的淀粉 !黏液质 过细的粉末在加热情

况下容易使淀粉糊化 细胞内大量的黏液质渗出 不利于其

他成分的浸出 因此本实验采用将其粉碎成粗粉 有利于提

取和过滤 ∀在提取过程中 发现提取液放冷后较黏稠 使得

浓缩定容和吸取样品不易操作 造成了一定的测量误差 ∀

3 2  本次实验考察了乙醇浓度的选择 结果显示乙醇浓度

对三叶青总黄酮的提取影响较大 在相同的溶剂体积 !提取

时间和提取次数条件下 乙醇提取的总黄酮量分别是

! 乙醇的 倍和 倍 ∀

3 3  通过正交试验法对三叶青总黄酮的提取工艺进行了优

化 正交结果分析后得到最佳因素水平为 ≤ 即用 倍

体积的 乙醇提取 次 每次 ∀并按最佳进行了验证

试验 测定的结果其平均值高于正交试验表中的任何一组

结果证明用该工艺提取三叶青总黄酮工艺简单 !稳定性好 ∀

本次实验优选出来的实验条件 对今后开发利用三叶青中的

总黄酮具有一定的指导意义 ∀

Ρ Ε ΦΕ Ρ Ε ΝΧΕ Σ
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