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犤１１犦王翰华，陈雁虹，姜雨辰．浙贝母－知母药对的止咳、化痰及平
喘作用研究犤Ｊ犦．中华中医药杂志，２０１９，３４（６）：２４７４－２４７６．

犤１２犦张佩月 ．中药汤剂治疗肺燥咳嗽疗效观察犤Ｊ犦．山西中医，
２０１５，３１（６）：４４－４５．

犤１３犦丁天宇，覃文慧，郝二伟，等 ．治疗咳嗽中药专利复方的用
药规律分析犤Ｊ犦．中草药，２０１９，５０（２２）：５６３９－５６４４．

犤１４犦时登龙，刘代缓，曹 ，等．苦杏仁药理作用及炮制工艺研
究进展犤Ｊ犦．亚太传统医药，２０１８，１４（１２）：１０６－１０９．

犤１５犦叶广亿，李书渊，陈艳芬，等 ．枇杷叶不同提取物的止咳化
痰平喘作用比较研究犤Ｊ犦．中药药理与临床，２０１３，２９（２）：

１００－１０２．
犤１６犦梁仲远．桔梗水提液的镇咳、祛痰作用研究犤Ｊ犦．中国药房，

２０１１，２２（３５）：３２９１－３２９２．
犤１７犦张 娜，吴绍康，沈先荣，等 ．枇杷叶水提物祛痰止咳及抗

炎作用研究犤Ｊ犦．中华中医药学刊，２０１４，３２（９）：２１７５－２１７７．

犤１８犦于 辉，李春香，宫凌涛，等 ．甘草的药理作用概述犤Ｊ犦．现
代生物医学进展，２００６，６（４）：７７－７９．

犤１９犦ＨＵＡＮＧＹ，ＬＩＪ，ＭＥＮＧＸＭ，ｅｔａｌ．ＥｆｆｅｃｔｏｆＴｔｒｉｔｅｒｐｅｎｅＡｃｉｄｓｏｆ
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ｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＡｌｖｅｏｌａｒＭａｃｒｏｐｈａｇｅｏｆＣｈｒｏｎｉｃＢｒｏｎｃｈｉｔｉｓＲａｔｓ犤Ｊ犦．
ＡｍＪＣｈｉｎＭｅｄ，２００９，３７（６）：１０９９－１１１１．

犤２０犦谭冰心，黄仪有，彭光天，等．不同产地枇杷叶粗提物抑制磷酸
二酯酶４活性研究犤Ｊ犦．药物评价研究，２０１７，４０（６）：７６９－７７２．

犤２１犦王洪伟，盛邦跃，林 超 ．桑白皮药理作用研究进展犤Ｊ犦．
中医学报，２０１９，３４（６）：１１８３－１１８７．

犤２２犦秦向征，李良昌，延光海，等 ．桑白皮水提取物对哮喘模型
小鼠支气管肺泡灌洗液中炎性细胞的影响犤Ｊ犦．延边大学医
学学报，２０１１，３４（２）：９３－９５．
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罗汉松种子总黄酮含量测定

刘欣宇，吕玉媛，林乐珍，黄增琼△

（广西医科大学药学院，广西 南宁 ５３００２１）
摘要：目的 建立测定罗汉松种子总黄酮含量的紫外－可见分光光度法。方法 采用７０％乙醇回流提取罗汉松种子中的总黄酮，以芦
丁为对照品，经显色后，以紫外－可见分光光度计于２５３ｎｍ波长处测定总黄酮含量。结果 芦丁质量浓度在０．６３９～１．７５８μｇ／ｍＬ范围内
与吸光度线性关系良好，线性回归方程为 Ｙ＝０．９０４４Ｘ＋１．０７３３（ｒ＝０．９９７３）；平均加样回收率为１０１．６０％，ＲＳＤ为２．３４％（ｎ＝６）；
罗汉松种子中总黄酮平均含量为４．６６％。结论 该方法操作简便，重复性好，适用于测定罗汉松种子中的总黄酮含量。

关键词：罗汉松种子；紫外－可见分光光度法；总黄酮；含量
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ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌｕｓｗａｓ４．６６％．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅａｎｄｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ，ｗｈｉｃｈｉｓｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｏｔａｌ
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罗汉松实为罗汉松科罗汉松属植物罗汉松

Ｐｏｄｏｃａｒｐｕｓｍａｃｒｏｐｈｙｌｌｕｓ（Ｔｈｕｎｂ．）Ｄ．Ｄｏｎ或短叶罗汉松
Ｐｏｄｏｃａｒｐｕｓｍａｃｒｏｐｈｙｌｌｕｓ（Ｔｈｕｎｂ．）Ｄ．Ｄｏｎｖａｒ．ｍａｋｉ（Ｓｉｅｂ．）
Ｅｎｄｌ．的果实，由种子和花托组成，具有补肾益肺、大补
元气功效，用于治疗心胃痛和血虚、面色萎黄犤１犦。罗汉松

实含有多糖犤２犦、川芎嗪、石竹烯等化学成分犤３犦；罗汉松

茎、枝叶中含有丰富的黄酮类化合物犤４－５犦和萜类化合

物 犤６－７犦。现代药理学研究表明，罗汉松提取物具有保护

心脏、抑制胃癌细胞、调节血脂、抗氧化及保护肝脏作

用犤８－１１犦，可能与其所含黄酮类成分有关。目前，关于罗汉

·实验研究·
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松种子中总黄酮含量测定方法的研究报道较少，尚无法

确定其总黄酮的含量。本研究中采用紫外－可见分光光度法
测定罗汉松种子中总黄酮含量，可为今后罗汉松实的质量

标准研究及药理活性研究提供科学依据。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
万能粉碎机（无锡久平仪器有限公司）；ＸＳ－２０５ＤＵ

型天平（瑞士梅特勒 －托利多仪器有限公司，精度为十
万分之一）；ＫＱ－５００ＤＢ型数控超声波清洗器（昆山市
超声仪器有限公司，功率为 ５００Ｗ，频率为 ４０ｋＨｚ）；
ＣＤ－ＵＰＨ－Ⅱ－２０Ｔ型超纯水器（成都超纯科技有限公
司）；ＴＵ－１９０１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）。

１．２ 试药
罗汉松种子采自广西北海，经广西医科大学药学院生

药学教研室李琼讲师鉴定为正品，符合药典规定；芦丁对

照品（成都麦德生科技有限公司，批号为ＲＰ１９０２１３）；氢氧
化钠牗天津市光复发展科技有限公司，分析纯牘；亚硝酸钠
牗天津博迪化工股份有限公司，分析纯牘；硝酸铝牗天津市
大茂化学试剂厂，分析纯，批号为２０１８０５０２牘。
２ 方法与结果

２．１ 溶液制备
对照品溶液：取芦丁对照品５０ｍｇ，精密称定，置烧

杯内，加入 ３０ｍＬ７０％乙醇，超声溶解牗功率为 ５００Ｗ，
频率为４０ｋＨｚ牘，转移至５０ｍＬ容量瓶中，以７０％ 乙醇
定容，摇匀，配制成质量浓度为 ０．９５１４ｍｇ／ｍＬ的芦丁
贮备液，置 ４℃冰箱中保存，备用。取芦丁对照品２０ｍｇ，
精密称定，置烧杯内，加入４０ｍＬ７０％乙醇，超声溶解牗功
率为５００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ牘，转移至１００ｍＬ容量瓶中，以
７０％乙醇定容，摇匀，配制成质量浓度为０．１９９８ｍｇ／ｍＬ
的芦丁对照品溶液，置４℃冰箱保存，备用。

供试品溶液：取罗汉松种子粗粉２００ｇ，置圆底烧瓶
中，加入 ６倍量 ７０％ 乙醇，回流提取 １ｈ，过滤，收集
滤液；滤渣重复提取１次，合并２次提取液，减压浓缩，
８０℃烘干，得罗汉松种子乙醇提取物干膏，备用。称取罗汉
松种子乙醇提取物干膏 ５０ｍｇ，置烧杯中，加入 ４０ｍＬ
７０％ 乙醇，超声处理（功率为 ５００Ｗ，频率为 ４０ｋＨｚ）
３０ｍｉｎ，溶液转移至 １００ｍＬ容量瓶中，以 ７０％ 乙醇定
容，摇匀，即得，置４℃冰箱保存。

空白对照溶液：量取７０％乙醇置２５ｍＬ容量瓶中，摇
匀，即得。

２．２ 显色方法
取对照品溶液、空白对照溶液和供试品溶液各适

量，置２５ｍＬ容量瓶中，精密加入５％ＮａＮＯ２溶液１ｍＬ，摇
匀，静置６ｍｉｎ，再加入１０％Ａｌ（ＮＯ３）３溶液１ｍＬ，摇匀，

静置 ６ｍｉｎ，最后加入 ４％ ＮａＯＨ溶液 ５ｍＬ，以 ７０％乙
醇溶液定容，摇匀，静置１５ｍｉｎ显色。
２．３ 测定波长选择

精密量取芦丁对照品溶液 ０．２ｍＬ、供试品溶液和
空白对照溶液各０．３ｍＬ，按２．２项下方法显色，以空白
对照溶液调零，于１９０～７００ｎｍ波长范围分别扫描对照
品溶液和供试品溶液。结果，两者于２５３ｎｍ波长处均有
最大吸收，故确定测定波长为２５３ｎｍ。
２．４ 方法学考察

线性关系考察：精密吸取质量浓度为０．１９９８ｍｇ／ｍＬ
的芦丁对照品溶液０．０８，０．１０，０．１４，０．１８，０．２２ｍＬ，分
别置 ２５ｍＬ容量瓶中，用 ７０％乙醇定容，摇匀，得质量
浓度分别为 ０．６３９，０．７９９，１．１１９，１．４３９，１．７５８μｇ／ｍＬ
的系列标准溶液。按 ２．２项下方法显色。以显色后的空
白对照溶液调零，于 ２５３ｎｍ波长处测定吸光度值，以
吸光度（Ａ）为纵坐标、芦丁对照品溶液质量浓度（Ｃ，
μｇ／ｍＬ）为横坐标进行线性回归，得回归方程 Ａ＝
０．９０４４Ｘ＋１．０７３３，ｒ＝０．９９７３。结果表明，芦丁对照品
溶液质量浓度在 ０．６３９～１．７５８μｇ／ｍＬ范围内与吸光
度线性关系良好。

精密度试验：取质量浓度为 ０．７９９μｇ／ｍＬ的芦丁
对照品溶液，以显色后的空白对照溶液调零，重复测定

６次。结果总黄酮吸光度的 ＲＳＤ为 ０．２３％（ｎ＝６），表
明仪器精密度良好。

重复性试验：取提取物干膏样品５０ｍｇ，共６份，精
密称定，按 ２．１项下方法制备供试品溶液，精密量取
０．１ｍＬ，按 ２．２项下方法显色，以显色后的空白对照溶
液调零，测定供试品溶液的吸光度。结果总黄酮平均含

量为３３５．１２ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ为１．２０％（ｎ＝６），表明方法重
复性良好。

稳定性试验：精密吸取 ０．１ｍＬ已知含量的供试品
溶液，按２．２项下方法显色，室温放置，以显色后的空白
对照溶液调零，测定供试品溶液在１５，３０，４５，６０ｍｉｎ时
的吸光度。结果 ６０，４５，３０ｍｉｎ内溶液吸光度值的 ＲＳＤ
分别为 ５．０５％，４．２２％，０．７５％（ｎ＝３），表明供试品溶
液在３０ｍｉｎ内稳定性良好。

加样回收试验：取提取物干膏（批号为 ２０１８０７０２牘
２５ｍｇ，共６份，精密称定，分别加入质量浓度为０．９５１４ｍｇ／ｍＬ
的芦丁贮备液８ｍＬ，按２．１项下方法制备供试品溶液。
各取０．１ｍＬ供试品溶液，按２．２项下方法显色。以显色
后的空白对照溶液调零，测定吸光度，计算加样回收率。

结果见表１。
２．５ 样品含量测定

取同批提取物干膏牗批号为２０１８０７０２牘５０ｍｇ，共３份，
精密称定，按２．１项下方法制备供试品溶液，各取０．１ｍＬ，

·实验研究·
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ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２０年１２月５日 第２９卷第２３期
Ｖｏｌ．２９牞Ｎｏ．２３牞Ｄｅｃｅｍｂｅｒ５牞２０２０

取样量（ｇ）

０．０２５１
０．０２５１
０．０２４９
０．０２４９
０．０２４９
０．０２４９

样品含量（ｍｇ）

７．４１４０
７．４１４０
７．３５５０
７．３５５０
７．３５５０
７．３５５０

加入量（ｍｇ）

７．６１１２
７．６１１２
７．６１１２
７．６１１２
７．６１１２
７．６１１２

测得量（ｍｇ）

１４．８９１１
１５．０５６９
１５．０８４６
１５．２５０４
１５．３３３４
１５．０２９３

回收率（％）

９８．２４
１００．４２
１０１．５６
１０３．７３
１０４．８２
１００．８３

Ｘ（％）

１０１．６０

ＲＳＤ（％）

２．３４

表１ 总黄酮加样回收试验结果（ｎ＝６）
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按 ２．２项下方法显色。以显色后的空白对照溶液调零，
测定吸光度。结果黄酮平均含量为３２３．５０ｍｇ／ｇ，按干膏提
取率１４．４２％计算，罗汉松种子中总黄酮含量为４．６６％。
３ 讨论

３．１ 提取方法选择
采用回流提取法提取罗汉松种子中的总黄酮，与超

声提取法犤１２犦相比，其对样品粒径没有严格要求，对仪器

设备的要求相对较低，可用于大规模提取。提取溶剂的

体积分数、料液比、提取时间、提取温度等均会对黄酮类

化合物的提取效果产生影响犤１３犦，后续可通过正交试验

对提取工艺进行优化，以确定最佳提取工艺条件。

３．２ 试验条件选择
ＮａＮＯ２－Ａｌ（ＮＯ３）３－ＮａＯＨ显色法可使黄酮类化合

物开环生成查耳酮而显色犤１４犦。本研究中发现，显色剂的

用量和加入试剂后的放置时间对测定结果存在较大影

响。因此，应控制好显色剂用量，并严格控制显色时间。

经ＮａＮＯ２－Ａｌ（ＮＯ３）３－ＮａＯＨ显色后，芦丁在５１０ｎｍ波
长附近有最大吸收犤１５犦。本研究中，经紫外扫描发现，芦

丁对照品和提取物乙醇溶液均在 ２５３ｎｍ波长处有最
大吸收，而在 ５１０ｎｍ波长附近无吸收峰。因此，选择
２５３ｎｍ为测定波长。稳定性试验结果显示，供试品溶液
室温放置４５ｍｉｎ后，稳定性较差，可能与加入氢氧化钠
后反应产物结构不稳定和颜色发生改变有关。经测定，

供试品溶液室温放置 ３０ｍｉｎ稳定性较好，故采用该方
法测定罗汉松种子中总黄酮含量时，样品溶液配制后需

在３０ｍｉｎ内完成。
３．３ 方法评价

罗汉松种子挥发油中的川芎嗪可能是罗汉松实具有

治心胃痛功效的主要原因。本研究结果显示，罗汉松种子

中总黄酮含量较高（４．６６％），具有进一步研究的价值。大
量研究显示，黄酮类化合物具有抗氧化、调血脂、改善心

肌供血、抗肿瘤、抗糖尿病、抗病毒等药理作用犤１６－１９犦。推

测罗汉松实治心胃痛的功效还可能与其中所含的黄酮

类成分有关。本方法操作简单，重复性良好，准确性

较高，可作为罗汉松种子总黄酮的含量测定方法，也

可为罗汉松实药材质量控制及相关药理学研究提供

参考。
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