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红车轴草的最佳采收期和前处理加工方法研究

刘 晗1’3，罗 琪2，欧阳勇2，杜方麓1’3，曾建国1’2+

(1．湖南省中药提取工程研究中心，湖南长沙410331f 2．湖南九汇现代中药有限公司，湖南长沙410331；

3．湖南中医药大学，湖南长沙410007)

摘要：目的考察影响红车轴草中异黄酮量的因素，确定最佳采收期和最适宜的前处理方法。方法采用乙醇回

流提取。以芒柄花素和鹰嘴豆芽素A的总量为指标，采用HPLC法测定。色谱条件：伊利特Hypersil BDS C-s柱(250

mm×4．6 mm，5弘m)}乙腈一0。1％磷酸水溶液梯度洗脱，柱温25℃}体积流量0。8 mL／min，进样量10儿。比较红
车轴草不同采收时期、不同产地及栽培方式、不同方式的前处理干燥方法和不同采收部位中有效成分的差异。结果

野生青苗期的红车轴草中总异黄酮的量最高，结合生物总量则花蕾期为最佳采收期，同一植株中，叶中的量最高，

茎中次之，花中最低；新鲜状态快速烘干能高水平保持其中的有效成分。结论红车轴草中总异黄酮的量受采收时

期、产地、干燥方式的影响}红车轴草最适宜采收期为花蕾期至初花期，鲜活状态下的异黄酮的总量最高，
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红车轴草Trifolium pratense L．为豆科多年生

草本植物，又名红三叶、红花苜蓿、红菽草、三叶草，

原产小亚细亚和西南欧，现在全球均有栽培，在我国

东北、华北、华东地区有栽培或野生，是优良的豆科

牧草。红车轴草中含有黄酮类、异黄酮类、香豆素类、

皂苷类、蛋白质、糖类和维生素等成分[1]。其中异黄

酮类化合物具有植物雌激素样作用和抗癌作用[2]。

红车轴草主要含有芒柄花素、鹰嘴豆芽素A、大豆黄

素、染料木素4种异黄酮化合物[3]。因此本实验以芒

柄花素和鹰嘴豆芽素A为指标，考察了红车轴草不

同采收时间、不同产地及不同部位和不同干燥处理

方式的异黄酮量的变化，为红车轴草提取物的工业

化生产提供原药材选择依据和参考，有助于红车轴

草的质量控制和合理开发利用。

1仪器与材料

岛津高效液相色谱仪，包括SPD--10A紫外一可

见检测器，LC～10AT双泵，N2000色谱工作站。

95％乙醇、磷酸(分析纯)，乙腈(色谱纯)，重蒸

水。芒柄花素对照品(自制)，鹰嘴豆芽素A对照品(批

号111708—200501)购自中国药品生物制品检定所。

红车轴草为采于湖北建始、湖北恩施、甘肃岷

县、湖南测阳青苗期、花蕾期、初花期、盛花期和结籽

期的药材。经湖南九汇现代中药有限公司曾建国教

授鉴定为红车轴草Trifolium pratense L．。

2方法与结果

2．1异黄酮的HPLC法测定、

2．1．1 色谱条件：伊利特Hypersil BDS C18柱(250

mm×4．6 mm，10弘m)流动相：乙腈一0．1％磷酸水

溶液梯度洗脱；柱温：25 oC；体积流量：0．8 mL／

rain；进样量：5 pL。色谱图见图1。

2．1．2对照品溶液的制备：精密称取60℃干燥至

恒重的芒柄花素和鹰嘴豆芽素A对照品适量，加甲

醇分别制成含芒柄花素0．120 mg／mL、鹰嘴豆芽素

A 0．106 mg／mL的溶液，作为对照品贮备液，4℃

冰箱放置。分别精密吸取上述贮备液4．0、3．0 mL

置同一10 mL量瓶中，甲醇稀释至刻度，即得混合

对照品溶液(含芒柄花素48／-g／mL，鹰嘴豆芽素A

31．8 pg／mL)。

2．1．3鲜活药材供试品溶液的制备：取鲜活药材

50 g切段，立即用95％乙醇200 mL匀浆，4 h内完
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图1 混合对照品(A)和红车轴草(B)的HPLC图谱

Fig．1 HPLC Chromatograms of mixed reference

substances(A)and T．pratense(B)

成，回流提取1 h，滤过，残渣用95％乙醇洗涤，合并

滤液，以95％乙醇定容至250 mL，摇匀，经0．45 tim

滤膜滤过，取续滤液即得。
‘

2．1．4干药材供试品溶液的制备：取干样在烘箱中

于90～105℃烘烤1 h后粉碎，称取5 g左右药材粗

粉，加85％乙醇50 mL加热回流提取1 h，滤过，残渣

用85％乙醇洗涤，合并滤液，以85％乙醇定容至100

mL，摇匀，经0．45,um滤膜滤过，取续滤液即得。

2．1．5线性范围考察：精密吸取混合对照品溶液

8、6、4、2、1 mL分别加甲醇定容至10 mL，稀释成不

同质量浓度的对照品溶液，进样测定。以峰面积为纵

坐标，质量浓度为横坐标进行线性回归，得回归方

程。芒柄花素：Y一417．1 X+30 387 671．7，，-=

0．999 9，线性范围0．012～0．096 mg／mL；鹰嘴豆芽

素A：y一45 529．5 X+39 263 647．4，，J一0．999 9，

线性范围：0．010 6"--0．084 8 mg／mL。

2．1．6样品的测定：将不同采收时问、不同产地及

栽培方式、不同干燥方式、不同部位的红车轴草制备

供试品溶液，进样10肛L测定，按外标法计算药材折

干后两种异黄酮总量占干物质的质量分数。

2．2药材中水分的测定：参照《中国药典》2005年

版一部附录IX H项下第一法(烘干法)测定供试品中

含水量。干燥品破碎成直径不超过3 mm的碎片。鉴

于新鲜药材的各部位含水量差异较大，将方法改进

为：下午从田问取样，并限在4 h内，快速切成长度

不超过0．5～1 cm的小段立即检测；测定时取

200．00 g，平铺于干燥至恒重的圆盘中，厚度不超过

20 mm，在100～105℃干燥5 h，将铝盘迅速移置干

燥器中，冷却30 rain，精密称定质量，再干燥1 h后

冷却，称定质量，至连续两次称量的差异不超1 g为

止；根据减失的质量，计算含水量。

2．3 不同加工状态方式下红车轴草中总异黄酮的

比较：将湖南浏阳种植的红车轴草在青苗期、花蕾

期、初花期、盛花期、结籽期的鲜采药材分别烘干(在

采样地将鲜采的样品切碎后于24 h内于105℃快速

烘干)、晒干(太阳下直晒)、阴干(室内晾干)，制备供

试品溶液，测定。结果鲜活状态下的红车轴草中异黄

酮的总量最高，烘干处理的次之，阴干的总量最低，可

见干燥方式对异黄酮总量的影响较大。结果见表t。

表1湖南测阳产的红车轴草不同干燥方法下的异黄酮的

比较

Table 1 Comparison of total lsoflavones in T．pratense

glvwn in Lluyang，Hunan Province dried

by different methods

2．4不同产地、采收时期和栽培方式红车轴草中异

黄酮的比较：在现场鲜采样品后，切段，立即于烘箱

中90～105℃烘烤1 h，得药材样品，制备供试品溶

液，测定，结果不同采收时期、种植产地和栽培方式

对红车轴草中异黄酮总量均有影响，见表2。可以看

出各地药材中异黄酮的量在个生长时期变化明显，

花期后生长过程中总量降低趋势明显，其中青苗期

的量最高，结籽期的量最低。不同种植基地和栽培方

式对红车轴草中异黄酮总量也有影响，其中湖北恩

施野生采区药材的量最高，由于气候原因，甘肃岷县

种植区的红车轴草中异黄酮总量比湖南浏阳、湖北

建始种植区的量稍高。

2．5最佳采收期的确定：结合红车轴草亩产量和单

位质量中异黄酮总量计算其各生长时期异黄酮的质

量分数，根据湖南浏阳种植基地不同采收期的每亩

药材中异黄酮的总量变化确定最佳采收期为花蕾

期，结果见图2。

2．6红车轴草不同部位中异黄酮总量的比较：取湖

北建始和湖南浏阳产盛花期红车轴草，鲜采时立即

快速烘干，分别测定花、茎、叶中的异黄酮总量，结果
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见表3。可见叶中的异黄酮总量最高，茎中的量次

之，花中的量最低。

表2不同采收时期、产地和栽培方式红车轴草中

异黄酮的比较

Table 2 Comparison of tatol tsoflavones in T．pratense

from different collection times，hahitats，

and cultivation
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图2异黄酮的亩产量与采收期的关系

Fig．2 Relationship between isoflavone yield

per mu and collection time

表3红车轴草不同部位中异黄酮总■的比较

Table 3 Comparison of total isoflavones

in different part of T．pratense

不同部位
异黄酮／％

湖北建始 湖南测阳

3讨论

红车轴草中含有芒柄花素、鹰嘴豆芽素A、大豆

黄素、染料木素4种主要异黄酮，但大豆黄素和染料

木素在原药材中的量较低，芒柄花素和鹰嘴豆芽素

A的量之和能相对准确地反映红车轴草中总异黄

酮量的高低，因此本实验选其为衡量指标。

实验选择了不同体积分数乙醇为提取溶剂，考

察了热回流、超声提取，结果85％乙醇回流提取较

完全，且考虑到鲜药材与干药材含水量的差别，因此

实验采用95％乙醇回流提取鲜药材，85％乙醇提取

干药材。

不同种植产地及栽培方式的红车轴草药材中异

黄酮的量不同，进一步实验探讨红车轴草药材的适

宜生长环境和栽培方式，结果红车轴革在青苗期时

总异黄酮的量最高，但青苗期的药材亩产量太少；综

合考虑药材亩产量和目标代谢产物在不同生长期的

比例和产品工艺对原药材料量的要求，认为红车轴

草最适宜采收期为花蕾期至初花期，并非有效成分

质量分数最高的花前期青苗。在药材的各部位中，以

叶中的量最高，茎中的量次之，花中的量最低，将原

药材用于提取物生产时，可考虑到分类提取，使能

源、溶剂、资源获最佳状态利用。

中药标准化提取物是现代中药的一种产品形

式，由于我国的提取物产业目前发展非常迅速，因此

应对中药提取物的产业化生产整个过程包括中药材

的种植、提取工艺进行控制[4]。实验结果表明，红车

轴草新鲜药材中的异黄酮的量最高，深入研究其提

取工艺，可以最大限度地保持有效成分，较大幅度提

高目标成分的提取率，从而较大幅度降低生产成本，

对于实现红车轴草提取物的工业化大生产有极大的

现实意义。同时提醒我们探讨中药炮制的新方法。
．|『．．鲜药材：烘干、晒干、阴干几种不同状态方式导

致药材中目标代谢产物的巨大差异(酶及微生物影

响>值得进一步研究，提示可为中药炮制行业提供方

法乃至理论研究的参考。

致谢：湖南九汇现代中药有限公司研发部、质管
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