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攀枝花车前草中总黄酮的提取及其含量
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摘要　目的：提取并测定攀枝花车前草中总黄酮的含量。方法：选取超声波乙醇浸提法提取车前草中黄酮类化合物，正交
试验得出黄酮类化合物的最佳提取条件，对提取的黄酮类化合物进行定性分析，采用紫外分光光度法测定其含量。结果：

车前草总黄酮的最佳提取条件为７０％乙醇浸泡３６ｈ，超声时间３５ｍｉｎ，测得车前草内总黄酮的含量为１５４％，车前草根和
叶的平均回收率分别为９８９５％和９８１８％。同一条件下，测得车前草根中总黄酮含量大于叶中总黄酮含量。结论：该方
法简单易行、无污染，是提取车前草黄酮类物质的有效途径，也为攀枝花车前草的进一步开发和研究奠定了基础。

关键词　车前草；总黄酮；正交试验；超声波乙醇浸提法；提取条件；定性分析；紫外分光光度法；含量测定
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　　车前草（ＰｌａｎｔａｇｏａｓｉａｔｉｃａＬ）为车前科多年草
本植物车前的干燥全草，味甘而性寒，其作为常用的

一味中药，最早记载于《神农本草经》并被列为上

品［１］。车前草的化学有效成分主要包括挥发油、三

萜及其苷类和黄酮类等［２６］，其黄酮类成分具有降血

脂［７］、降血压［８］、降血尿酸［９］、抗炎［１０］、抗氧化［１１］、

止咳［１２］、杀虫［１３］和清热利尿［１４］等药理作用，近年来

陈兰英等［１４］通过探讨车前草对肾小球肾炎大鼠的

保护作用机制，进一步得出车前草对肾小球肾炎大

鼠的保护作用可能与消除氧自由基，避免脂质过氧

化，减少肾小球纤维化相关；彭璇和李玉山［１５］则探

讨了车前草总黄酮治疗泌尿系结石可能的作用机

制，并得出车前草治疗泌尿系结石的机制之一可能

是其利尿兼促排作用。目前车前草的相关研究报道

虽已很多，如有效成分［５６，１２，１６］、提取［１，４］、药理活

性［１４１５，１７］等方面的研究，但尚未见针对攀枝花车前

草内总黄酮提取及其含量测定的相关报道。本实验

选用超声波提取法，以芦丁作为对照品，采用紫外分

光光度法分别测定并比较车前草叶、根内总黄酮的

含量，为攀枝花车前草的合理应用提供依据。

１　仪器与试药
１１　仪器　微型高速万能试样粉粹机（湖北省黄骅
新兴电器厂）；ＵＶＶＩＳ３１５０型紫外可见分光光度计
（日本岛津公司）；Ｔ６新世纪紫外分光光度仪（北京
普析通用仪器有限责任公司）；ＫＱ２２００Ｂ型超声波
清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；１０１２Ｂ型恒温
干燥箱（上海沪南电炉烘箱厂）；ＳＨＺ８８水浴恒温振
荡器（金坛市国旺实验仪器厂）；ＭｉｌｌｉＱ超纯水系统
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（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ＡＢ２０４ｓ型电子分析天平
（瑞士ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ仪器公司）。
１２　试剂　车前草（采自攀枝花仁和区）；芦丁标准
品（中国药品生物制品检定所）；石油醚（分析纯，成

都格雷西亚化学技术有限公司）；亚硝酸钠（分析

纯，成都格雷西亚化学技术有限公司）；硝酸铝（分

析纯，成都格雷西亚化学技术有限公司）；氢氧化钠

（分析纯，成都格雷西亚化学技术有限公司）；９５％乙
醇（分析纯，成都市科龙化工试剂厂）；蒸馏水（自

制）；其他试剂均为分析纯。

１３　分析样品　参照文献［１８］报道的研究方法。挖

取新鲜车前草叶、根，洗净后于阳光下晾晒备用，分

离出叶、根，烘箱内烘干后，置于粉碎机中粉碎。取

一定量车前草粉末加入乙醇中浸泡，于恒温下振荡、

减压、抽滤后，将提取液用石油醚萃取３次。将萃取
液置于恒温水浴锅中浓缩，冷却至室温后，转移至容

量中，定容，即得。

２　方法与结果
２１　色谱条件　ＵＶＶＩＳ３１５０型紫外可见分光光度
计，紫外检测波长为５１０ｎｍ，测定量为１５ｍＬ。
２２　对照品溶液的制备　精密称取１０００ｍｇ芦丁
标准品至小烧杯内，加入适量６０％乙醇溶液使其溶
解后，转移到１００ｍＬ容量瓶内，用６０％乙醇溶液稀
释并定容至刻度，即得０１０ｍｇ／ｍＬ的芦丁标准溶
液。

２３　供试品溶液的制备　精密吸取车前草样品液
２ｍＬ，置于１０ｍＬ的容量瓶后，加入７０％乙醇溶液
定容，即得供试品溶液。

２４　专属性试验　将配好的芦丁标准溶液、供试品
溶液各１ｍＬ，按标准曲线项下的方法，以试剂空白
为参比液，在 ４５０～６００ｎｍ范围内扫描，结果在
５１０ｎｍ波长处两者均有最大吸收。
２５　线性关系考察　分别吸取０００ｍＬ、０５０ｍＬ、
１００ｍＬ、２００ｍＬ、３００ｍＬ、４００ｍＬ、５００ｍＬ的芦
丁标准溶液（０１０ｍｇ／ｍＬ）至２５ｍＬ容量瓶内，加入
５％的亚硝酸钠０７０ｍＬ，摇匀，静置６ｍｉｎ后，加入
１０％硝酸铝０７ｍＬ，摇匀，静置６ｍｉｎ后，再加入１
ｍｏｌ／Ｌ的氢氧化钠５ｍＬ，摇匀，６０％乙醇溶液溶剂定
容至刻度，摇匀，静置１２ｍｉｎ后，以试剂空白为参比
液，在 ５１０ｎｍ波长处比色测定各样品液吸光度
（Ａ）。以吸光度为纵坐标，以浓度为横坐标，绘制标
准曲线（图 １），经线性回归，得回归方程为：Ａ＝
４９３２８Ｃ＋０００５２，ｒ＝０９９９９（ｎ＝７）。结果表明
浓度在０～５０μｇ／ｍＬ范围时，与吸光度呈良好的线

性关系。

图１　芦丁标准曲线

２６　中间精密度试验　取对照品溶液于５１０ｎｍ处
测定吸光度，于 １ｄ内测定 ６次，得到日内精密度
ＲＳＤ值为０３６％（ｎ＝６），试验结果表明该测定方法
的日内精密度良好。相同条件下，每日测定１次，连
续测定５ｄ，得到日间精密度 ＲＳＤ值为０７５％（ｎ＝
５），试验结果表明测定方法的日间精密度良好。
２７　供试品溶液稳定性试验　取供试品溶液，分别
于０ｈ、１ｈ、２ｈ、４ｈ、６ｈ、８ｈ、１２ｈ、２４ｈ在５１０ｎｍ处
测定其吸光度，其 ＲＳＤ为０６８

!

（ｎ＝６）。试验结
果表明该溶液稳定性良好，能满足测定的需要。

２８　重复性试验　精密量取６份样品乙提取液，按
标准曲线项下的方法，于５１０ｎｍ处测定其吸光度，
得到ＲＳＤ值为０８４％（ｎ＝６），表明该方法的重现性
好，符合分析测定要求。

２９　回收率试验　分别取９份１ｍＬ已知总黄酮浓
度的车前草根、叶样品液，分别加入一定量芦丁标准

溶液后，按标准曲线下的方法，于５１０ｎｍ处测定其
吸光度，代入回归方程计算回收率，车前草根和叶的

平均回收率分别为 ９８９５％和 ９９５５，ＲＳＤ分别为
０８６％和０５３％。见表１、表２。

表１　车前草根的回收率

序号
原样浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
加标量

（ｍｇ／ｍＬ）
回收量

（ｍｇ／ｍＬ）
回收率

（％）
平均回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

１ ０２３３３ ０２０００ ０４３０４ ９９３３０７
２ ０２３４４ ０２０００ ０４２６６ ９８２０４４
３ ０２３１３ ０２０００ ０４３１９１００１３９１
４ ０２３２４ ０２０００ ０４３０１ ９９４６８１
５ ０２３３４ ０２０００ ０４２５８ ９８２４６４ ９８９５ ０８６
６ ０２３３８ ０２０００ ０４２２４ ９７３７２１
７ ０２３２９ ０２０００ ０４３０５ ９９４４５６
８ ０２３３５ ０２０００ ０４２８７ ９８８９２７
９ ０２３３６ ０２０００ ０４３１１ ９９４２３４

２１０　提取工艺的单因素试验
２１０１　浸泡时间对黄酮提取的影响　以不同的浸
泡时间（１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ）作为影响因素，测定其一定
的稀释液吸光度，以吸光度为纵坐标，浸泡时间为横
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坐标得到趋势图。见图２。
浸泡２４ｈ与浸泡１２ｈ比较，浸泡２４ｈ可明显

提高车前草总黄酮的提取率，但当浸泡时间为３６ｈ
时，并未提高总黄酮提取率，反而有下降的趋势。因

此，若仅考虑提取车前草中总黄酮的最佳浸泡时间

应为２４ｈ。

表２　车前草叶的回收率

序号
原样浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
加标量

（ｍｇ／ｍＬ）
回收量

（ｍｇ／ｍＬ）
回收率

（％）
平均回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

１ ０１８９２ ０２０００ ０３８０４ ９７７３９０
２ ０１８８１ ０２０００ ０３８１６ ９８３２５２
３ ０１８７６ ０２０００ ０３８０９ ９８２７１４
４ ０１８７５ ０２０００ ０３７９１ ９７８３２３
５ ０１８９１ ０２０００ ０３８２８ ９８３８０９ ９８１８ ０３４
６ ０１８８３ ０２０００ ０３８０４ ９７９６５５
７ ０１８６９ ０２０００ ０３８０５ ９８３４５８
８ ０１８８３ ０２０００ ０３８３７ ９８８１５３
９ ０１８９０ ０２０００ ０３８１１ ９７９６９２

图２　浸泡时间对黄酮提取的影响

２１０２　溶剂系统对黄酮提取的影响　以不同的溶
剂系统（乙醇浓度为 ５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、
８０％）作为影响因素，测定其一定的稀释液吸光度，
以吸光度为纵坐标，乙醇浓度为横坐标得到趋势图。

见图３。

图３　乙醇浓度对黄酮提取的影响

　　乙醇浓度为５５％～７０％时，车前草中总黄酮的
提取率随乙醇浓度增高逐渐升高，而乙醇浓度为

７０％～８０％时，总黄酮的提取率逐渐下降。因此，若
仅考虑提取车前草中总黄酮的最佳乙醇浓度应为

７０％。
２１０３　超声时间对黄酮提取的影响　以不同的超
声时间（５ｍｉｎ、１５ｍｉｎ、２５ｍｉｎ、３５ｍｉｎ）作为影响因
素，测定其一定的稀释液吸光度，以吸光度为纵坐

标，超声时间为横坐标得到趋势图。见图４。
超声时间在５ｍｉｎ、１５ｍｉｎ、２５ｍｉｎ、３５ｍｉｎ处理

下，２５ｍｉｎ处理时更利于车前草中总黄酮的提取，而
３５ｍｉｎ时总黄酮提取率反而有所下降，可能原因是
由于随着时间的延长，黄酮类化合物易被氧化，而导

致提取率下降。因此，若仅考虑提取车前草中总黄

酮的最佳超声时间应为２５ｍｉｎ。

图４　超声时间对黄酮提取的影响

２１１　提取工艺的正交试验　上述分别讨论了各单
因素对总黄酮提取率的影响，但实际操作中，各因素

则是相互影响。为综合考查影响因素，本试验设计

了以乙醇浓度、浸泡时间、超声时间等３个因素，每
个因素取３水平［１９］。见表３。Ｌ９（３

３）正交试验结果

见表４。
影响提取车前草中总黄酮的３个因素（乙醇浓

度、浸泡时间、超声时间）中，乙醇浓度的影响最大，

各因素的影响顺序为：乙醇浓度 ＞超声时间 ＞浸泡
时间。最佳提取条件是Ａ３Ｂ２Ｃ３，即溶剂系统７０％乙
醇，浸泡时间３６ｈ，超声时间３５ｍｉｎ，其结果与单因
素试验的考察结果有所差异。

表３　正交试验各水平因素

水平
Ａ

浸泡时间（ｈ）
Ｂ

乙醇浓度（％）
Ｃ

超声时间（ｍｉｎ）
１ １２ ６０ １５
２ ２４ ７０ ２５
３ ３６ ８０ ３５

２１２　提取物定性分析
２１２１　紫外光谱分析　黄酮类化合物具有 Ｃ６Ｃ３
Ｃ６ 基 本 结 构，故 大 多 数 黄 酮 类 化 合 物 在
２４０～４００ｎｍ有 ２个紫外光谱吸收峰，分别在
３２０～３８０ｎｍ（光谱带 Ｉ：Ｂ环取代基性质决定的）、
２４０～２７０ｎｍ（光谱带Ⅱ：环取代基性质决定的）２个
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区域出现；而芦丁标准溶液经过亚硝酸钠、硝酸铝和

氢氧化钠处理后，光谱带 Ｉ、带Ⅱ分别转移到４５０～
５１０ｎｍ、４１５～４７０ｎｍ处，车前草提取的样品液图谱
在５１０ｎｍ左右的吸收峰基本与其相似［１８］。见图５。

表４　车前草中总黄酮提取正交试验结果

编号 Ａ Ｂ Ｃ 总黄酮含量（ｍｇ／ｇ）

１ １ １ １ ２１８３５
２ １ ２ ２ ２５３８２
３ １ ３ ３ ２４４３６
４ ２ １ ２ ２３４３５
５ ２ ２ ３ ２６３８３
６ ２ ３ １ ２２１１０
７ ３ １ ３ ２３８３１
８ ３ ２ １ ２４９３６
９ ３ ３ ２ ２４３２８
Ｋ１ ７１６５３ ６９１０１ ７２５４６
Ｋ２ ７１９２８ ７６７０１ ７３１４５
Ｋ３ ７３０９５ ７０８７４ ７４６５０
ｋ１ ２３８８４ ２３０３４ ２４１８２
ｋ２ ２３９７６ ２５５６７ ２４３８２
ｋ３ ２４３６５ ２３６２５ ２４８８３
Ｒ ００４８１ ０２５３３ ００７０１

图５　芦丁标准品和车前草提取物的紫外吸收光谱

２１２２　显色反应　黄酮类化合物的碳架含有碱性
氧原子，且大部分是酚性羟基衍生物，故其能与某些

较强还原剂发生颜色反应、与某些金属离子发生络

合反应［１］。故黄酮类化合物可进行如下定性鉴定：

１）紫外显色反应：车前草提取液点在滤纸上，可见光
下为灰黄色，紫外光下为灰褐色荧光斑点；２）浓氨水
反应：车前草提取液点在滤纸上，置于氨水上方３０ｓ

后，紫外光下为极明显的黄褐色荧光斑点。３）三氯
化铝反应：车前草提取液点在滤纸上，滴入１％三氯
化铝乙醇溶液，吹干，可见光下为灰黄色，紫外光下

为黄色荧光斑点。４）乙酸镁反应：方法同“３）三氯
化铝反应”，但滴入１％乙酸镁甲醇溶液，紫外光下
为黄色斑点。５）盐酸镁粉反应：取１ｍＬ车前草提
取液置于试管内，加入适量镁粉、数滴浓盐酸后，泡

沫处变为紫红色。

２１３　样品测定结果
２１３１　车前草根、叶中总黄酮含量的测定　在最
优条件下即７０％乙醇浸泡３６ｈ，超声时间３５ｍｉｎ，对
车前草叶、根进行总黄酮提取，于平行操作条件下分

别测定其吸光度，代入回归方程，计算出其质量浓

度。车前草叶、根总黄酮含量有差异，其中车前草根

中总黄酮含量大于叶中总黄酮含量。见表５。

表５　车前草根、叶总黄酮含量

因素水平
浸泡时间

（ｈ）
溶剂系统

（％）
超声波处理

（ｍｉｎ）
总黄酮含量（ｍｇ／ｇ）
根 叶

１ ２４ ７０ ２５ ２３３８３ １８１２０
２ ２４ ７０ ２５ ２３４３３ １８２３４
３ ２４ ７０ ２５ ２３２３１ １８０９４

２１３２　车前草中总黄酮含量的测定　精密吸取车
前草样品液２ｍＬ，置于１０ｍＬ的容量瓶后，按标准
曲线下的方法，于 ５１０ｎｍ处测定其吸光度，Ａ＝
０２３２，代入回归方程：Ａ＝４９３２８Ｃ＋０００５２，ｒ＝
０９９９９（ｎ＝７），计算得到车前草样品中总黄酮的含
量为１５４％。
３　讨论

车前草来源广泛，价格相对较低，不良反应也较

小，是一种非常有前景的中草药，其黄酮类成分具有

诸多药理活性作用［２０］，李明娟等［２０］的进一步研究

则表明，车前草中黄酮类各化合物的药理活性具有

差异，故其黄酮类化合物的提取工艺、含量测定方法

尤为重要，既要保证药效，也要有利于质量控制。

目前，国内外研究报道中草药中总黄酮类成分

的提取方法主要有醇提法［８］、微波提取法［２１］、双水

相萃取分离法［２２］、超临界流体提取法［２２］、超声波乙

醇浸提法［１８］等，各提取方法均有其优缺点。而前期

的预实验中发现，在提取攀枝花车前草中总黄酮时，

超声波乙浸提法能最大限度提取到黄酮类成分，并

且不破坏提取液样品中的黄酮类成分，原因可能是

乙醇作为溶剂的同时，超声波可加快中草药中黄酮

类成分进入乙醇溶剂，减少提取时间，增加了黄酮类

成分的提取率，而且该方法还避免了高温对黄酮类
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成分的影响，即减少了对黄酮类成分的破坏。故参

考预实验结果及相关研究报道［１８，２３］，本试验选用超

声波乙醇浸提法作为车前草中总黄酮的提取方法。

中草药中黄酮类成分的含量测定方法主要有紫

外分光光度法［１，１８］、一阶导数分光光度法［６］和高效

液相色谱法［２０］等。本试验选用了经典的紫外分光

光度法测定黄酮类成分，方法学验证结果表明，该方

法精密度和回收率均符合测定要求，并且该方法简

单易行，测定结果准确可靠，可用于攀枝花车前草中

总黄酮的质量控制。

本试验结果表明，正交试验得到车前草总黄酮

的最优提取条件即７０％乙醇浸泡３６ｈ，超声时间３５
ｍｉｎ，测得攀枝花车前草内总黄酮的含量为１５４％，
车前草根和叶的平均回收率分别为 ９８９５％和
９８１８％。同一条件下，测得车前草根中总黄酮含量
大于车前草叶中总黄酮含量，该结果与赵春［２４］报道

的研究结果一致。

总之，本试验用超声波乙醇浸提法首次对攀枝

花车前草中总黄酮进行了提取，以芦丁作为对照品，

采用紫外分光光度法测定了总黄酮的含量，具有一

定的前瞻性，也为攀枝花车前草的进一步开发和研

究奠定了基础。
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