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摘　 要:利用超声波辅助法提取江枳实中的总黄酮ꎬ在单因素试验的基础采用正交试

验获取最优提取工艺条件.以橙皮苷为标准品ꎬ在 ３５２ ｎｍ 检测波长下ꎬ首次应用

ＮａＮＯ２－Ａｌ(ＮＯ３) ３－ＮａＯＨ 体系作显色剂ꎬ对显色剂用量、显色时间和显色时的温度进

行优化ꎬ采用紫外分光光度法在优化好的条件下测得江枳实总黄酮含量为６.２９ ｍｇ / ｇ.
所得结果可为枳实黄酮类成分的深入研究和开发利用提供参考.
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　 　 枳实为芸香科植物酸橙(Ｃｉｔｒｕｓ ａｕｒａｎｔｉｕｍ Ｌ.)
及其栽培变种或甜橙(Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｏｓｂｅｃｋ)的干

燥幼果ꎬ药理作用十分广泛[１￣４] .其化学成分主要包

括生物碱类、黄酮类和挥发油类成分ꎬ其中黄酮类

为最能体现枳实特征的成分之一[５] .现有的研究表

明黄酮类物质具有广泛的药理活性ꎬ如清除自由

基、抗炎、抗氧化、抗病毒、抗癌、保护心血管和肝

脏、抑制酒精嗜好症和防止骨质疏松等作用[６￣９] .近
年来关于枳实黄酮类成分研究的报道不多ꎬ多是采

用液相色谱法对其中的一种或几种黄酮类化合物

进行定性定量分析[１０￣１３]ꎬ较少关于枳实总黄酮的研

究[１４] .本文拟利用超声波辅助法提取江枳实总黄

酮ꎬ在单因素试验的基础采用正交设计优化提取工

艺条件ꎻ在枳实总黄酮的光度法研究中ꎬ首次应用

ＮａＮＯ２－Ａｌ(ＮＯ３)３－ＮａＯＨ 体系作显色剂ꎬ并对显色

剂用量、显色时间和显色温度进行优化ꎬ在最优波

长 ３５２ ｎｍ 处进行测定.所得结果可为枳实黄酮类

成分的开发利用提供基础依据.

１　 实验部分

１.１　 仪器与试剂

ＵＶ￣２５５０ 紫外￣可见分光光度计(日本岛津仪

器有限公司)ꎻＢｒａｎｓｏｎ 超声波清洗仪(上海恒奇

仪器公司)ꎻ电子分析天平ꎻＦＺ１０２ 型微型植物试

样粉碎机ꎻＰＨＳＪ￣３Ｆ ｐＨ 计(上海精密科学仪器有

限公司)ꎻＤ１８１０Ｃ 自动双重纯水蒸馏器.
无水乙醇(天津市福晨化学试剂厂)ꎬ氢氧化

钠(天津博迪化工股份有限公司)ꎻ硝酸铝(天津

市化学试剂厂)ꎻ亚硝酸钠(广州化学试剂厂)ꎬ均
为分析纯ꎻ蒸馏水ꎬ自制.

橙皮苷标准品ꎬ购于中国药品生物制品检定

所ꎬ批号为 ０７２１￣９９０９ꎻ枳实药材ꎬ采自江西省靖安

县ꎬ先将鲜果切片、再置于 ４５ ℃烘箱中烘干、粉碎.
１.２　 溶液制备

１)体积分数为 ５％ ＮａＮＯ２ 溶液:准确称取无水

ＮａＮＯ２５.０ ｇ于 １００ ｍＬ 烧杯中ꎬ加入 ３０ ｍＬ 蒸馏水

溶解后ꎬ转入 １００ ｍＬ 棕色容量瓶中ꎬ加蒸馏水定容

于刻度.
２)体积分数为 １０％ Ａｌ(ＮＯ３) ３ 溶液:称取 Ａｌ

(ＮＯ３) ３１０.０ ｇ于 １００ ｍＬ 烧杯中ꎬ加入 ４０ ｍＬ 蒸馏

水溶解后ꎬ转入 １００ ｍＬ 容量瓶中ꎬ加蒸馏水定容

于刻度.
３)体积分数为 ４％ ＮａＯＨ 溶液:称取 ＮａＯＨ

４􀆰 ０ ｇ 于１００ ｍＬ烧杯中ꎬ加入 ３０ ｍＬ 蒸馏水溶解

后ꎬ转入 １００ ｍＬ 容量瓶中ꎬ加蒸馏水定容于刻度.
４)体积分数为 ７０％ 乙醇水溶液:量取无水乙醇

７０ ｍＬ 于 １００ ｍＬ 容量瓶中ꎬ加蒸馏水定容于刻度.
５)橙皮苷标准品溶液:精密称取橙皮苷标准

品 ６.００ ｍｇ 于烧杯中ꎬ用 ７０％乙醇溶解后定容于

２５ ｍＬ 容量瓶中ꎬ得浓度为 ０.２４０ ０ ｍｇ / ｍＬ 的标准

品溶液ꎬ置于 ４ ℃ 冰箱保存ꎬ备用.
１.３　 样品制备

枳实药材事先于 ６０ ℃ 下烘干ꎬ粉碎后过

８０ 目筛ꎬ保存于干燥器中[１２] .精密称取干燥粉末

样品 １.０ ｇ 于 １００ ｍＬ 具塞锥形瓶中ꎬ加入 ７０％的

乙醇 ２０ ｍＬꎬ浸泡 １２ ｈꎬ采用超声波辅助提取法提

取 ２５ ｍｉｎ(功率 ５００ Ｗꎬ频率 ４０ ｋＨｚ)ꎬ提取次数为

１ 次ꎬ收集滤液ꎬ用 ０.４５ μｍ 微孔滤膜过滤ꎬ取续

滤液 ５.００ ｍＬ 于 １００ ｍＬ 容量瓶ꎬ用蒸馏水定容ꎬ
混匀ꎬ保存于 ４ ℃冰箱ꎬ备用.
１.４　 样品测定

取样品溶液 ０.３ ｍＬ 于 １０ ｍＬ 比色管中ꎬ在
２５ ℃下依次加入 ＮａＮＯ２ 溶液 ０.６ ｍＬ(摇匀ꎬ放置

２ ｍｉｎ)、Ａｌ(ＮＯ３) ３ 溶液 ０.６ ｍＬ(摇匀ꎬ放置 ５ ｍｉｎ)
和 ＮａＯＨ 溶液 ５.０ ｍＬ(摇匀ꎬ放置 １５ ｍｉｎ)ꎬ用蒸

馏水定容ꎬ在波长 ３５２ ｎｍ 处测定吸光度ꎬ按公式

１ 计算总黄酮提取量(见“２.５”项下内容).

２　 结果与讨论

２.１　 波长的选择

精密量取标准溶液 １.０ ｍＬ 于 １０ ｍＬ 量瓶中ꎬ
加 ５％ ＮａＮＯ２ 溶液 ０.６ ｍＬ、摇匀、放置 ２ ｍｉｎꎬ加
１０％ Ａｌ(ＮＯ３) ３ 溶液 ０.６ ｍＬ、放置 ５ ｍｉｎꎬ然后加

４％ ＮａＯＨ 溶液 ５.０ ｍＬ、用蒸馏水定容、混匀、显色

１０ ｍｉｎꎬ最后以试剂溶液作空白ꎬ在 ２００ ~ ７００ ｎｍ
波长范围扫描ꎬ结果发现在 ３５２ ｎｍ 处吸光度值最

大.实验选择检测波长为 ３５２ ｎｍ.
２.２　 单因素实验

２.２.１　 提取溶剂的选择

实验对三种常用溶剂水、甲醇和乙醇进行了

比较分析.称取枳实干燥样品三份ꎬ每份 １.０ ｇꎬ分
别置于具塞锥形瓶中ꎬ按料液比 １ ∶ ２０ 的质量体积

比ꎬ加入 ７０％ 乙醇 ２０ ｍＬꎬ浸泡 １２ ｈꎬ然后在室温

４９
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下进行超声提取ꎬ提取时间为 ２５ ｍｉｎꎬ收集滤液ꎬ
用０.４５ μｍ微孔滤膜滤过ꎬ取续滤液 ５. ００ ｍＬ 于

１００ ｍＬ容量瓶中ꎬ用蒸馏水定容、摇匀、备测.准确

移取以上三种提取液适量ꎬ置于 １０ ｍＬ 比色管中ꎬ
按“１.４”项下方法操作ꎬ所得结果如图 １.

图 １　 提取溶剂的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔｓ

从图 １ 可知ꎬ以吸光度值作为考察指标ꎬ甲醇

提取物的效果最佳ꎬ其次是乙醇ꎬ水提物的效果最

差.但是ꎬ甲醇有毒ꎬ实验选择乙醇作提取溶剂.
２.２.２　 乙醇浓度的选择

实验测定了乙醇溶液浓度分别为 ５０％、６０％、
７０％、８０％和 ９０％时所获提取物的吸光度ꎬ结果发

现吸光度值随乙醇浓度的增加呈先升高后降低的

趋势ꎬ用 ７０％的乙醇做提取剂时所得的吸光度值

最大ꎬ实验选择 ７０％的乙醇溶液作提取剂.
２.２.３　 料液比的选择

实验测定了料液比分别为 １ ∶ １５、１ ∶ ２０、１ ∶ ２５、
１ ∶ ３０ 和 １ ∶ ３５ 时所获提取物的吸光度ꎬ结果发现

随着料液比的增加ꎬ吸光度值呈先升高后降低的

趋势.当料液比为 １ ∶ ２５ 时吸光度值最大ꎬ实验选

择料液比为 １ ∶ ２５.
２.２.４　 提取时间的选择

实验测定了提取时间分别为 １５ ｍｉｎ、２５ ｍｉｎ、
３５ ｍｉｎ、４５ ｍｉｎ 和 ６０ ｍｉｎ 时所获提取物的吸光度ꎬ
结果发现随着提取时间的延长ꎬ吸光度值在

２５ ｍｉｎ前逐渐增加ꎬ之后逐渐减少ꎬ当提取时间为

２５ ｍｉｎ时ꎬ样品的吸光度值最大.实验确定样品的

提取时间为 ２５ ｍｉｎ.
２.２.５　 提取次数的选择

按上述优化好的条件ꎬ在室温下提取样品ꎬ在
３５２ ｎｍ 下测定样品的吸光度值ꎬ考察提取次数对

枳实总黄酮吸光度值的影响.结果发现ꎬ当提取次

数由 １ 次、２ 次增加到 ３ 次时ꎬ吸光度值会有所增

加ꎬ但增加的程度非常小.考虑到试剂用量和实验

效率ꎬ确定样品的提取次数为 １ 次.
２.３　 正交试验

选择乙醇浓度(Ａ)、料液比(Ｂ)和提取时间

(Ｃ)３ 个因素ꎬ每个因素选择 ３ 个水平进行 Ｌ９(３)
３ 正交设计ꎬ上述三因素的三个水平分别为 ５０％、
７０％和 ９０％ꎬ１ ∶ ２０、１ ∶ ２５ 和 １ ∶ ３０(ｍ / Ｖ)ꎬ２０ ｍｉｎ、
２５ ｍｉｎ 和 ３０ ｍｉｎ.所得结果见表 １.

表 １　 正交试验结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

因素 Ａ Ｂ Ｃ 吸光度
总黄酮提取
量/ (ｍｇ􀅰ｇ－１)

１ １ １ １ ２.１６６ ５.１７
２ １ ２ ２ １.４９９ ３.５７
３ １ ３ ３ １.２１６ ２.８９
４ ２ １ ２ ２.６５３ ６.３４
５ ２ ２ ３ １.５６８ ３.７３
６ ２ ３ １ １.１３２ ２.６９
７ ３ １ ３ １.３４６ ３.２０
８ ３ ２ １ ０.８７８ ２.０７
９ ３ ３ ２ ０.８６６ ２.００
Ｋ１ １.６２７ ２.０５５ １.３９２
Ｋ２ １.７８４ １.３１５ １.６７３
Ｋ３ ０.６９７ １.０７１ １.３７７
Ｒ １.０８７ ０.９８４ ０.２９６

因素主次 Ａ>Ｂ>Ｃ
优组合 Ａ２Ｂ１Ｃ２

　 　 由表 １ 知ꎬ在检测波长为 ３５２ ｎｍ、提取次数

为 １ 次的前提下ꎬ样品在室温下的最优超声提取

工艺条件为 Ａ２Ｂ１Ｃ２ꎬ即乙醇浓度为 ７０％、料液比

为 １ ∶ ２０、提取时间为 ２５ ｍｉｎ.
２.４　 显色条件

２.４.１　 显色时间的选择

精密吸取样品溶液 ０.３ ｍＬ 于 １０ ｍＬ 比色管

中ꎬ每次只改变一个时间因素或水平ꎬ按“１.４”项
下方法操作ꎬ测定吸光度值ꎬ结果见表 ２.

由表 ２ 知ꎬ加入 ＮａＮＯ２溶液后溶液放置的时

间对实验结果影响不大ꎬ实验选择加入 ＮａＮＯ２溶

液后放置 ２ ｍｉｎꎬ接着加入Ａｌ(ＮＯ３) ３ 溶液ꎻ加入

Ａｌ(ＮＯ３) ３溶液后溶液放置的时间对实验结果的

影响较大ꎬ可能是铝离子和黄酮类物质形成配合

物需要一定的时间才能稳定ꎬ实验选择加入

Ａｌ(ＮＯ３) ３溶液后放置 ５ ｍｉｎꎬ再加入 ＮａＯＨ 溶液ꎻ
加入 ＮａＯＨ 溶液后ꎬ显色的时间对实验结果的影

响较小ꎬ实验选择显色时间为 １５ ｍｉｎ.
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表 ２　 显色时间的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｃｏｌｏｒ ｔｉｍｅ

加入试剂名称 放置时间 / ｍｉｎ 吸光度值(Ａ)

０ ０.３３２
亚硝酸钠溶液 ２ ０.３３６

５ ０.３３７
８ ０.３３６
０ ０.３９１
３ ０.３９５

硝酸铝溶液 ５ ０.４０２
６ ０.４０４
７ ０.３８９
９ ０.３６７
５ ０.３０１
１０ ０.３４４

∗氢氧化钠溶液 １５ ０.３４６
２０ ０.３４４
２５ ０.３４５
３０ ０.３２９

　 　 注:＊ 表示加入氢氧化钠溶液为显色时间

２.４.２　 显色剂用量的选择

精密吸取样品溶液 ０.３ ｍＬ 于 １０ ｍＬ 比色管

中ꎬ每次只改变一个影响因素[１４]ꎬ其余按“１.４”项
下方法测定吸光度值ꎬ所得结果如图 ２.

由图 ２ａ、ｂ 和 ｃ 知ꎬ当加入 ０.６ ｍＬ 的 ＮａＮＯ２、
０.６ ｍＬ 的 Ａｌ(ＮＯ３) ３ 和 ５.０ ｍＬ 的 ＮａＯＨ 溶液时ꎬ
样品的吸光度值最大ꎬ故此三种溶液选用上述体

积进行实验.
２.４.３　 显色温度的选择

试验了 １５ ℃、２０ ℃、２５ ℃、３０ ℃和 ３５ ℃五

个温度对实验结果的影响ꎬ发现上述五个显色温

度下所获样品的吸光度值相互比较接近ꎬ表明显

色温度的影响较小ꎬ实验选择在 ２５ ℃下进行显色

反应.
２.５　 标准曲线绘制

精确吸取橙皮苷标准溶液 (０. ２４ ｍｇ / ｍＬ)
０.００ ｍＬ、０. １０ ｍＬ、０. ２０ ｍＬ、０. ３０ ｍＬ、０. ４０ ｍＬ 和

０.５０ ｍＬ分别于 １０ ｍＬ 比色管中ꎬ加蒸馏水至 ３.０ ｍＬꎬ
依次加入５％亚硝酸钠溶液０.６ ｍＬꎬ混匀ꎬ放置２ ｍｉｎꎬ
再加入 １０％硝酸铝溶液 ０.６ ｍＬꎬ混匀ꎬ放置 ５ ｍｉｎꎬ最
后加 ４％氢氧化钠溶液 ５.０ ｍＬꎬ用蒸馏水定容ꎬ摇匀ꎬ
显色 １０ ｍｉｎ 后ꎬ在 ３５２ ｎｍ 波长处测定吸光度ꎬ结果

见表 ３.

图 ２　 显色剂用量的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｓａｇｅｓ ｏｆ ｃｏｌｏｒ ｒｅａｇｅｎｔｓ

表 ３　 橙皮苷标准品浓度及吸光度值

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

标准品浓度
/ (ｍｇ􀅰ｍＬ－１) ０.００２４ ０.００４８ ０.００７２ ０.００９６ ０.０１２０

吸光度 ０.２１２ ０.４２３ ０.６３９ ０.８２３ ０.９８８

以橙皮苷标准溶液的浓度(ｍｇ / ｍＬ)为横坐

标ꎬ以吸光度(Ａ)为纵坐标绘制标准曲线ꎬ回归方

程为 Ｙ＝ ０.０８３２Ｘ ＋ ０.０１５０ꎬ相关系数 ｒ ＝ ０.９９８６ꎬ
线性 范 围: ０. ００２ ~ ０. ０１２ ｍｇ / ｍＬꎬ 检 出 限 为

０.０００８ ｍｇ / ｍＬ.总黄酮提取含量按如下公式计算:

Ｙ ＝
ｃ × Ｖ１ × Ｖ３

Ｖ２ × ｍ × １０００
(１)

其中ꎬＹ 是总黄酮提取量(ｍｇ / ｇ)ꎬｃ 是移取液黄酮

浓度(ｍｇ / ｍＬ)ꎬＶ１ 为移取液定容体积(ｍＬ)ꎬＶ２ 为

移取液体积(ｍＬ)ꎬＶ３ 为药材提取液定容的体积

(ｍＬ)ꎬｍ 为药材重量(ｇ).
２.６　 方法学考察

２.６.１　 稳定性试验

取枳实药材 １.０ ｇꎬ按“１.３”项下方法制备样

品ꎬ每隔 ０.５ ｈ 测定一次吸光度ꎬ共测定 ６ 次ꎬ所得

吸光度值的相对标准偏差(ＲＳＤ)为 ０.７％ꎬ表明样

品在 ３ ｈ 内稳定性良好.
２.６.２　 精密度试验

测得 ６ 次样品吸光度的 ＲＳＤ 值为 ０.６％ꎬ表
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明仪器精密度良好ꎬ枳实总黄酮含量测定结果

可靠.
２.６.３　 加标回收率试验

精密称取 ９ 份枳实药材ꎬ每份 １.０ ｇꎬ按“１.３”
项下方法制备样品ꎬ分别按高、中、低三种剂量加

入橙皮苷标准品溶液ꎬ按“１.４”项下方法测定吸光

度ꎬ按公式(１)计算总黄酮含量ꎬ获得加标回收率

结果均在 ９８. ０％ ~ １０２. ０％ 之间ꎬ ＲＳＤ 均值为

５􀆰 １７％ꎬ说明本次实验所测定的数据准确、可靠.
２.７　 枳实总黄酮含量测定

准确称取干燥至恒重的枳实药材 １. ０ ｇꎬ按
“１.３”项下方法制备样品ꎬ按“１.４”测定吸光度ꎬ按
公式(１)计算总黄酮含量ꎬ测得江枳实总黄酮含

量为 ６.２９ ｍｇ / ｇ.

３　 结　 论

本实验采用超声波辅助提取法提取枳实总黄

酮ꎬ在单因素试验的基础上进行正交试验ꎬ以样品

的吸光度值为考察指标ꎬ获得枳实总黄酮在室温

下进行提取的最佳工艺条件为:乙醇浓度 ７０％ꎬ
料液比(ｍ / Ｖ)为 １ ∶ ２０ꎬ提取时间 ２５ ｍｉｎꎬ提取次

数 １ 次.首次应用 ＮａＮＯ２ －Ａｌ(ＮＯ３) ３ －ＮａＯＨ 体系

作显色剂获得枳实总黄酮的最优紫外分光光度法

测试条件ꎬ并对显色剂的用量、显色时间和显色温

度进行优化ꎬ优化好的条件为:先加 ５％亚硝酸钠

溶液 ０.６ ｍＬꎬ混匀ꎬ放置 ２ ｍｉｎꎬ然后加 １０％硝酸铝

溶液 ０.６ ｍＬꎬ混匀ꎬ放置 ５ ｍｉｎꎬ最后加 ４％氢氧化

钠溶液 ５ ｍＬꎬ用蒸馏水稀释至刻度ꎬ摇匀ꎬ放置

１０ ｍｉｎ后进行测试.采用优化好的条件测得江枳

实总黄酮含量为 ６.２９ ｍｇ / ｇ.
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