
别为 94. 96%、100. 72% , R SD 分别为 0. 44%、

0. 81% (n= 6)。

2110　样品测定: 每组细胞培养物按 21311 项方法

制备供试品溶液, 依法进样测定, 每个样品进样 2

次, 取平均值, 并计算102DAB Ë 的量, 结果见表1。
表 1　OGA 诱导红豆杉细胞培养中 10-DAB Ë 的

测定结果 (n= 4, Α= 0. 05)

Table 1　D eterm ination of 10-DAB Ë in T1 yunnanens is

cell suspen sion induced by OGA

O GA 诱导子浓度ö

(Λg·mL - 1)

102DAB Ë 质量分数
细胞内ö(m g·g- 1) 培养液中ö(m g·L - 1)

0 0. 052±0. 001 0. 092±0. 039

20 0. 143±0. 011 0. 151±0. 055

40 0. 178±0. 026 0. 275±0. 059

60 0. 139±0. 022 0. 179±0. 027

80 0. 154±0. 015 0. 219±0. 048

3　讨论

311　本实验建立了H PL C 测定云南红豆杉细胞悬

浮培养物 (细胞及胞外液) 中 102DAB Ë 量的方法。

将102DAB Ë 对照品的甲醇溶液在200～ 400 nm 内

扫描, 结果在232 nm 处有最大吸收, 故选232 nm 为

检测波长。同时, 分别采用不同流动相组成: 甲醇2
水、乙腈2水、甲醇2乙腈2水, 以及各流动相不同配比

等多种条件下进行洗脱, 考察各种流动相对细胞培

养物供试品中 102DAB Ë 分离度的影响, 结果发现

以甲醇2乙腈2水 (2∶3∶8) 为流动相等度洗脱下,

102DAB Ë 得到良好的分离, 见图1。本操作简便可

靠、重现性好、灵敏度高, 对红豆杉细胞大规模生产

具有实用价值, 此方法的建立将为云南红豆杉细胞

生产102DAB Ë 开发研究提供依据。

312　诱导作用: O GA 为果胶的不完全酶解产物, 其

单体半乳糖醛酸是组成植物细胞壁中果胶质的主要

成分, 参与细胞壁复杂网架的形成。以O GA 为诱导

物, 可促进人参细胞中人参皂苷的合成[8 ] , 但未见其

对红豆杉属植物和紫杉烷类合成诱导作用的报道。本

实验测定结果可见, O GA 可显著提高云南红豆杉细

胞中102DAB Ë 的量, 其中O GA 为40 ΛgömL 时诱导

效果较优, 关于O GA 对102DAB Ë 等紫杉烷类化合

物生物合成的诱导作用机制有待进一步探讨。
参考文献:

[ 1 ]　王达明, 杨德军, 邱　琼, 等 1 云南红豆杉短穗条扦插育苗
试验 [J ]1 云南林业科技, 2002 (2) : 152191

[ 2 ]　王达明, 周　云, 李莲芳1 紫杉醇药物的发展态势与云南省
的红豆杉资源 [J ]1 西部林业科学, 2005, 34 (2) : 382421

[ 3 ]　B issery M C, Guenad D , V oegelin G, et a l1 Experim en tal
an titumo r activity of taxo tere, a taxo l analogue [J ]1 Cancer
R es, 1991, 51 (18) : 4845248521

[ 4 ]　胡益明, 甘烦远, 鲁春华, 等 1 利用云南红豆杉悬浮细胞生
产紫杉醇和紫杉烷类化合物 (英文) [J ]1 植物学报, 2003,
45 (3) : 37323781

[ 5 ]　W ang Y D , Yuan Y J , W u J C1 Induction studies of m ethyl
jasmonate and salicylic acid on taxane p roduction in suspen2
sion cu ltu res of T ax us ch inensis var1 m airei [J ]1 B iochem
E ng J , 2004, 19: 25922651

[ 6 ]　周忠强, 梅兴国1 前体饲喂对细胞培养生产紫杉烷的促进作
用 (英文) [J ]1 林产化学与工业, 2005, 25 (3) : 512541

[ 7 ]　W ang Z Y, Zhong J J1 Repeated elicitation enhances taxane
p roduction in suspension cu ltu res of T ax us ch inensis in b io re2
acto rs [J ]1 B iotech L ett, 2002, 24: 44524481

[ 8 ]　H u X Y, N eill S, Cai W M , et a l1 H ydrogen perox ide and
jasmonic acid m ediate o ligogalactu ron ic acid2induced sapon in
accum ulation in suspension2cu ltu red cells of P anax g inseng
[J ]1 P hy siol P lan ta, 2003, 118: 41424211

草叶总黄酮的测定及最佳采收期研究

陈伟光, 盛　静Ξ

(嘉兴学院医学院, 浙江 嘉兴　314001)

摘　要: 目的　建立　草叶总黄酮的测定方法, 并考察总黄酮的量随　草不同采摘时间的动态变化。方法　通过单
因素试验、正交试验, 考察乙醇体积分数、料液比、提取时间对提取液中总黄酮量的影响, 确定最佳提取条件, 然后
在该条件下对不同时间采收的　草叶进行总黄酮提取并进行定量测定。结果　所考察的因素中,  草总黄酮的超
声提取工艺各因素影响程度为: 乙醇体积分数> 提取时间> 料液比; 最佳水平搭配为: A 2B 3C3。不同时间采收的　
草中总黄酮的量有明显变化。结论　　草中黄酮类成分提取的最佳工艺为 75% 乙醇, 料液比 1∶60, 超声提取 50

m in。　草总黄酮的量与采摘时间密切相关, 以 8 月采收量最高。
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　　　草为桑科植物H um u lus scand ens (L ou r1)

M err1 的全草。具清热解毒、利尿消肿等功效, 用于

肺结核、潮热、胃肠炎、痢疾、淋症、痔疮等证。据报道

草叶含木犀草素葡萄糖苷、大波斯菊苷、牡荆素等

黄酮类成分[1 ]。在研究　草提取物的抗菌作用时发

现, 其水提取液对革兰阳性菌具有较强的抗菌活性,

并证实抗菌作用与　草中所含的黄酮类成分有关。

本研究通过单因素试验, 正交试验考察了乙醇体积

分数、溶剂用量、提取时间3 因素对　草叶中总黄酮

提取率的影响, 建立紫外分光光度法测定　草总黄

酮量的方法, 继而观察不同采收期　草总黄酮量的

动态变化, 从而为合理开发利用　草资源提供科学

依据。

1　仪器与材料

岛津UV —2401PC 紫外分光光度计, SW B 5200

型超声清洗机 (上海必能信超声有限公司) , 电子天

平 (北京赛多利斯)。芦丁对照品 (中国药品生物制品

检定所) , 其他试剂均为分析纯。　草采自嘉兴郊区,

由本学院生药、天然药物化学教研室陈伟光副教授

鉴定。采集　草叶置通风处晾干, 密闭保存, 临用前

在60 ℃下烘烤至恒重后备用。

2　方法与结果

211　　草叶中黄酮的紫外测定

21111　标准曲线制备: 精密称取干燥至恒重的无水

芦丁10. 000 m g, 置50 mL 量瓶中, 加60% 乙醇至刻

度, 摇匀, 即得0. 20 m gömL 对照品溶液。精密吸取

该对照品溶液 2、4、6、8、10 mL , 分别置 25 mL 量瓶

中, 用亚硝酸钠2硝酸铝法[2 ]于512 nm 处测吸光度。

以质量浓度为纵坐标, 吸光度值为横坐标进行线性

回归, 得回归方程为: A = 0. 014 1 C - 0. 003 7, R
2=

0. 999 9。线性范围为16～ 80 ΛgömL。

21112　供试品溶液制备: 分别精密称取　草叶粉末

1. 000 g, 置 100 mL 锥形瓶中, 加入适量溶剂, 超声

提取一定时间, 滤过, 用少量溶剂淋洗药渣, 水浴蒸

干得浸膏, 浸膏加适量溶剂, 超声助溶, 定容于 25

mL 量瓶中, 3 000 röm in 离心15 m in, 精密吸取上清

液 1. 00 mL , 按标准曲线制备项下处理, 测定吸光

度, 计算黄酮的量。

21113 　精密度试验: 取同一质量浓度对照品溶液 4

份, 按上述实验方法操作, 测定其吸光度。结果表明,

吸光度R SD 为1. 42%。

21114　稳定性试验: 测定同一供试品溶液在不同时

间吸光度, 结果表明, 吸光度值在 10～ 40 m in 内基

本不变, R SD 为 2. 12% , 因此测定应控制在 40 m in

内完成。

21115　重现性试验: 称取同一批样品粉末 4 份, 按

上述方法制备样品, 测定吸光度计算黄酮质量分数

的R SD 为1. 63%。

21116　回收率试验: 取已知总黄酮量的样品1 g, 再

加入0. 2 m gömL 的芦丁对照品溶液1 mL , 按21112

项制备供试品溶液, 测定黄酮的量, 结果平均回收率

为99. 3% , R SD = 1. 87% (n= 3)。

212　影响　草黄酮提取效果的单因素分析

21211　乙醇体积分数对　草黄酮提取效果的影响:

考察了不同体积分数乙醇对　草叶总黄酮提取的影

响, 选择50%、60%、75%、85%、95% 乙醇进行试验,

料液比为 1∶60, 超声提取 40 m in, 按上述方法测定

黄酮的量。结果见图12A。在乙醇为75% 时, 黄酮的

提取量最大。在此基础上随着乙醇量的增大, 黄酮的

提取量显著减少。

21212　提取时间对　草黄酮提取效果的影响: 分别

以料液比为1∶60, 乙醇为75% , 超声提取30、40、50、

60、70 m in 后, 按上述方法测定总黄酮的量, 结果见

图12B。在提取时间为50 m in 左右时, 黄酮的提取量

最大。从30～ 50 m in, 随着提取时间的增加, 黄酮的

提取量亦持续增加。但是超过50 m in 后, 黄酮的提

取量反而有所下降。

21213　料液比对　草酮提取效果的影响: 分别以

1∶30、1∶40、1∶50、1∶60、1∶70、1∶80 的料液

比, 各自在乙醇为75% , 超声提取50 m in 后, 按上述

方法测定总黄酮的量, 结果见图12C。在料液比为1∶

60 时, 黄酮的提取量最大。低于1∶60 时随料液比的

增加, 黄酮的提取量增加。超过1∶60 随着乙醇量的

增大, 黄酮的提取量趋于平稳, 说明在料液比为

1∶60时, 黄酮已基本提取完全。

213　正交试验及结果: 对影响　草黄酮提取效果的

3 个主要影响因素乙醇体积分数 (A )、料液比 (B )、

提取时间 (C)进行研究。按表1 所示的因素水平进行

正交试验, 测定黄酮的量, 结果见表2。

　　由表 2 可知, 对　草黄酮的提取, 各因素的影响

效果依次是A > C > B , 通过正交试验得出的最佳组

合是A 2B 3C 3。即乙醇体积分数为75%、料液比为1∶

60、提取时间为50 m in, 这与单因素试验结果吻合。

214　方差结果分析: 方差分析结果见表3。可见乙醇

体积分数对总黄酮提取有极显著影响, 而溶剂用量、

提取时间也有影响, 但无显著差异。

215　不同时间采集的　草叶总黄酮测定: 将不同时

间采收的　草粉碎成粗粉, 称取1. 000 g, 以上述优
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图 1　黄酮化合物单因素水平实验结果

F ig. 1　Single-factor exper imen t of f lavono ids

表 1　因素水平表

Table 1　Factors and levels

水平
因　素

A ö% Bö倍 Cöm in

1 60 30 30

2 75 45 40

3 95 60 50

表 2　正交试验结果 (n= 3)

Table 2　Results of orthogonal test (n= 3)

实验号 A B C D 黄酮ö%

1 　1 　1 　1 　1 1. 810

2 1 2 2 2 1. 921
3 1 3 3 3 2. 081

4 2 1 2 3 2. 077

5 2 2 3 1 2. 138

6 2 3 1 2 2. 072
7 3 1 3 2 1. 244

8 3 2 1 3 1. 223

9 3 3 2 1 1. 301

K 1 5. 81 5. 13 5. 10 5. 25

K 2 6. 29 5. 28 5. 30 5. 24

K 3 3. 77 5. 45 5. 46 5. 38

R 2. 52 0. 32 0. 36 0. 14

表 3　方差分析结果

Table 3　Analysis of var iance

方差来源 离均差平方和 自由度 均　方 F 值 P 值

A 1. 194 8 2 0. 597 4 279. 862 1 P < 0. 01

B 0. 017 4 2 0. 008 7 　4. 071 2

C 0. 021 4 2 0. 010 7 　5. 021 1

D (误差) 0. 004 3 2 0. 002 1

　　F 0. 01 (2, 2) = 99. 0

选的条件提取, 按 21112 法测定其吸光度, 计算黄酮

的质量分数, 结果见表4。同一区域、不同时间采摘的

草叶黄酮的量变化较大, 以8 月最高, 9 月次之, 10

月采集的最低。
表 4　不同采集期　草叶总黄酮的量 (n= 3)

Table 4　Flavono ids in leaves of H 1 scandens

collected at d ifferen t times (n= 3)

采集日期 黄酮ö% RSD ö%

06220 2. 973 2. 23

07220 2. 906 1. 94

08219 3. 758 2. 16

09220 3. 500 2. 05

10220 2. 171 1. 76

3　讨论与结论

311　　草黄酮是　草中抗菌的主要活性成分之一,

叶中黄酮量是全草的 3 倍, 本实验建立了紫外分光

光度法测定　草中总黄酮的方法。实验表明, 本法具

有操作简单、灵敏度高、重现性好等优点, 用于　草

中总黄酮的测定, 结果满意。

312　　草总黄酮量与采摘时间密切相关, 以8、9 月

采摘量最高, 故以此时采收为宜。
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从而使线粒体能量合成障碍, 导致线粒体功能下降,

出现肌膜破损, 细胞核消失; 肌丝排列紊乱, 肌丝溶

解、断裂、紊乱; 线粒体肿胀, 嵴断裂现象。本实验研

究证实, 蒲黄总黄酮能明显降低 Cu 的水平, 提高

Zn 和 Ca 的水平。减轻自由基的损害, 促进能量代

谢恢复, 减轻心肌梗死时的心肌损害。抑制线粒体内

自由基的增加, 减轻心肌细胞超微结构的损伤。
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