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摘要 　目的 :研究枳壳总黄酮提取工艺与含量测定方法。方法 :采用正交实验 ,筛选枳壳总黄酮最佳提取工

艺条件 ,用紫外分光光度法测定总黄酮的含量。结果 :枳壳总黄酮的最佳提取条件为 :在温度 70 ℃, pH310

条件下 ,加 15倍的 Ca (OH) 2 饱和溶液 ,浸提 2 h /次 ,提取 3次 ,以柚皮苷为对照测定总黄酮含量 ,柚皮苷线

性范围为 21592～411472μg/mL, r = 01999 9。结论 :所建方法快速、简便 ,可用于枳壳药材质量控制。
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ABSTRACT　O bjective: To study the extraction p rocess and content determ ination of total flavonoids from Fructus A uran tii. M eth2
ods: The op timum extraction conditions of total flavonoids from Fructus A urantii were screened with orthogonal test and the content of to2
tal flavonoid with standard hesperidin was determ ined by UV spectrophotometry. Results: The best extraction conditions were as follow:

adding 15 times amount of Ca (OH) 2 , pH 310 and at 70 ℃ for 3 times in all, 2 hours each time. The linear range of naringin was 21592

～411472μg/mL r = 01999 9. Conclusion: The methods are simp le, fast and can be used to control the quality of Fructus A uran tii.
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　　枳壳为芸香科 ( R ulaceae)植物酸橙 ( C itrus au2
ran tium L. )及其栽培变种的干燥未成熟果实 [ 1 ]。

枳壳是临床上常用的理气药之一 ,具有理气开胸、行

滞消胀的功效 ,主治胸肋气滞 ,胀满疼痛 ,食积不化 ,

痰饮内停 ,胃下垂 ,脱肛 ,子宫脱垂等症。枳壳中主

要含有黄酮、挥发油和少量生物碱三大类成分 ,其中

黄酮类成分又以柚皮苷、新橙皮苷和橙皮苷含量较

高 [ 2～5 ]
,有关枳壳含量测定的文献报道较多。迄今

为止 ,尚无枳壳总黄酮提取工艺的报道。本文对此

进行了研究 ,现报道如下。

1　仪器与试药

1. 1　仪器 　紫外分光光度仪 7530 G (上海 ) ,MET2
TLER AE240电子天平.

1. 2　试药 　枳壳购于重庆市中药材市场 ,经鉴定为

枳壳 F ructus A uran tii;试剂除乙醇为药用外 ,其他均

为分析纯 ;柚皮苷对照品 (中国药品生物制品检定

所 ,批号 1107222200309)。

2　方法与结果

2. 1　照品溶液的制备 　精密称取柚皮苷对照品

01003 24 g于 25 mL洗净烘干的容量瓶中 ,用 95%的

乙醇溶解定容 ,然后依次取该溶液 015 mL, 110 mL,

210 mL, 410 mL, 610 mL, 810 mL分别置于 25 mL洗

净烘干的容量瓶中 ,用 95%的乙醇定容 ,配成一定浓

度梯度的溶液 ,备用。

2. 2　样品溶液的制备 　称取各组样品 01001 g分

别置于 25 mL洗净烘干的容量瓶中 ,用 95%的乙醇

溶解定容。

2. 3　测定波长的选择 　将对照品及样品溶液在

190～400 nm进行扫描 ,均在 285 nm处有最大吸收

峰 ,故选择 285 nm作为检测波长。

2. 4　标准曲线的确定 　将上述对照品溶液在波长

285 nm 处测定吸收值 ,以柚皮苷对照品浓度 C为横

坐标 ,吸光度 A 为纵坐标进行线性回归 ,得线性方

程为 : A bs = 01029 91 ×C + 01064 86 r = 01999 9,

线性范围 01002 64～01042 24μg /L。

2. 5　总黄酮含量测定方法学考察

2. 5. 1　稳定性试验 　取 212样品溶液 ,分别在 0、
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5、10、15、30、45、60 m in测定吸光度 ,其吸收值分别

为 : 0. 782、0. 783、01790、01794、01795,计算吸光度

相对标准偏差 RSD = 0178% ,表明样品在室温下 60

m in内稳定。

2. 5. 2　精密度试验 　任取 211对照品溶液 ,连续测

量 5 次 , 其吸收值分别为 : 01593、01592、01590、

01594,计算吸光度相对标准偏差 RSD = 0124% ,表

明仪器精密度好。

2. 5. 3　重现性试验 　取同一批样品 ,按 212样品溶

液制备方法制备 5 份 ,经含量 ( % )测定分别为 :

8149、8157、8143、8170、8139,计算平均含量 RSD =

1145% ,表明该方法重现性好。

2. 5. 4　加样回收率试验 　称取枳壳细粉一定量 ,按

对照品与样品量为 1ζ 1量加入对照品 ,按 212样品

溶液制备方法制备 5份供试液 ,测定 ,计算回收率为

9818% , ( n = 5) , RSD为 0146%见表 1。

表 1　回收率实验测定结果

编号
样品量

(μg)
加入量

(μg)
测定量

(μg)
回收率

( % )
平均回收率

( % )
RSD

( % )

1 9. 36 9. 69 19. 236 99. 13

2 9. 72 9169 19. 232 98. 16

3 9. 80 9. 69 19. 366 98. 72 98. 8 0. 46

4 9. 84 9. 69 19. 461 99. 29

5 9. 92 9. 69 19. 512 98. 99

2. 6　枳壳总黄酮提取工艺研究

2. 6. 1　正交试验设计 [ 6 ] 　取枳壳药材 10 g27份 ,

以料液比、浸提温度、浸提时间及 pH 作为影响因

素 ,采用 L9 (3
4 ) 正交表 (表 2)进行实验 ,加入不同

体积的饱和氢氧化钙溶液浸提 3次 (平行实验 3

次 ) ,将 3次提取液合并滤过后 ,将滤液通过预先处

理好的大孔吸附树脂柱 ,吸附完毕后 ,用 85%的乙

醇溶液 40 mL洗脱 ,洗脱液减压干燥得提取物 ,称

重 ,测定含量 ,结果见表 3。

表 2　正交试验表

编号 料液比 (A) 温度℃ (B) 时间 h (C) pH (D)

1 1∶8 50 1 3. 0

2 1∶10 60 2 4. 0

3 1∶15 70 3 5. 0

2. 6. 2　结果分析 　对上述结果进行方差分析 FB ,

FC , FD 均小于 F0105 (2, 2) = 19100 (见表 4) ,所以在

水平 0105下 ,温度、时间、pH值对提取效果没有显

著影响 ,再结合表 2的极差值 R可以得出 , 4种因素

的优化组合为 ,即 15倍料液比、70 ℃、2 h和 pH = 3

时用饱和氢氧化钙提取枳壳黄酮的效果最好。

表 3　正交试验结果

编号
料液比

(A)
温度℃

(B)
时间 h

(C)
pH
(D)

含量 ( % )

1 1 1 1 1 6. 04

2 1 2 2 2 5. 95

3 1 3 3 3 7. 65

4 2 1 2 3 8. 12

5 2 2 3 1 7. 21

6 2 3 1 2 6. 65

7 3 1 3 2 6. 14

8 3 2 1 3 6. 83

9 3 3 2 1 9. 69

K1 6. 55 6. 77 6. 51 7. 65

K2 7. 33 6. 66 7. 92 6. 25

K3 7. 55 8. 00 7. 00 7. 53

R 1. 00 1. 34 1. 41 1. 40

表 4　方差分析

方差来源 平方和 S 自由度 f 均方 S/ f F

B 3. 301 36 2 1. 650 68 1. 973 13

C 3. 087 29 2 1. 54365 1. 845 19

D 3. 628 36 2 1. 814 18 2. 168 57

误差 1. 673 16 2 0. 836 58

2. 6. 3　方法验证实验 　称取 3份不同批号枳壳

100 g,按照所优化的最佳提取条件浸提 3次 ,对该

方法进行验证 ,结果 (表 5)与表 2中结果接近 ,说明

该制备工艺稳定可行。

表 5　样品含量测定结果

批号 　含量 ( % )

060509 8. 04

060525 7. 72

060529 8. 41

3　讨论

目前对黄酮类化合物的提取 ,仍以溶剂提取、热

水提取等传统方法占主导地位 ,但上述方法能量消

耗大 ,提取温度高 ,时间长 ,不利于黄酮类化合物母

核活性的保护 ,产品中黄酮类化合物得率和含量低 ,

尤其是存在溶剂残留等 [ 5 ]。

本文采用饱和氢氧化钙提取枳壳总黄酮 ,比传

统的乙醇提取成本低 ,操作简便 ,适用于工业化生

产 ,得到的总黄酮含量高。
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表 3　克糖特 Ⅱ号对链脲霉素致糖尿病小鼠 UA、Cr和 A lb的影响 ( �x ±s, n = 10)

组别 剂量 UA (μmol/L) 　　　 Cr(μmol/L) 　　　 A lb ( g/L) 　　　　

正常对照组 - 108. 95 ±23. 774) 163. 53 ±38. 924) 29. 81 ±4. 374)

模型组 - 228. 09 ±37. 75 287. 06 ±39. 832) 24. 21 ±3. 032)

格列本脲组 50 mg/kg 108. 72 ±23. 174) 200. 05 ±29. 521) 4) 27. 81 ±3. 373)

克糖特Ⅱ号高组 25 g/kg 150. 07 ±22. 982) 4) 224. 66 ±46. 082) 4) 28. 93 ±4. 673)

克糖特Ⅱ号中组 12. 5g/kg 118. 62 ±39. 124) 225. 24 ±42. 422) 4) 27. 67 ±3. 403)

克糖特Ⅱ号低组 6. 25 g/ kg 110. 16 ±13. 594) 207. 00 ±22. 691) 4) 27. 51 ±3. 623)

1) P < 0. 05, 2) P < 0. 01与正常对照组比较 ; 3) P < 0. 05, 4) P < 0. 01,与模型组比较。

3　讨论

目前所知 ,糖尿病的发生与胰岛组织细胞功能

障碍 ,尤其是胰岛 β细胞的功能不足有很大关

系 [ 6 ]。胰岛素是胰岛 β细胞分泌的体内唯一负性

调整的激素 ,是维持血糖稳态最重要的因素。实验

结果表明 , STZ对小鼠的胰岛β细胞高选择性的破

坏后 ,给药 15天后克糖特 Ⅱ号对 STZ所致的小鼠高

血糖有明显的抑制作用 ,其作用有一定时效性 ,同时

血清胰岛素水平与模型组相比明显升高 ,且有量效

依赖关系 ,从而提示克糖特 Ⅱ号能够促进胰岛素的

生成、分泌和释放 ,说明调节性地促进胰岛素分泌是

克糖特 Ⅱ号主要的降糖机理之一。

Cr是由肾脏排泄的代谢产物 ,如果代谢旺盛或

肾功能受损均会导致 Cr排出减少 ,血中浓度增高。

糖尿病由于胰岛素缺乏导致糖、脂代谢紊乱 ,受高血

糖、高血脂等因素的影响 ,可致尿蛋白排出量增

加 [ 7 ]
,使血浆白蛋白减少。据葛惠男等 [ 8 ]的回顾性

调查 ,提示血清白蛋白 (A lb)可能作为一个条件因

素或合并因素与高血糖呈等级负相关 , A lb的下降

可能是糖尿病及其并发症发生和发展相关的危险因

素之一 。英国前瞻性糖尿病研究显示严格控制血

糖可显著降低发生糖尿病肾病的危险性 [ 9 ]。克糖

特 Ⅱ号在抑制血糖升高同时降低 DM小鼠血清 Cr,

并减少血清白蛋白的丢失 ,提示克糖特 Ⅱ号对 STZ

诱导的糖尿病小鼠肾脏有一定保护作用 ,对 DN的

治疗有一定参考价值 ,其作用机制有待进一步研究。

尿酸是嘌呤代谢的终末产物 ,因此尿酸测定可

反映嘌呤代谢情况。糖尿病分解代谢较强 ,嘌呤代

谢旺盛 ,导致血尿酸增加 ;而尿酸血症是冠心病和脑

梗塞的相关危险因素 ,因此 ,克糖特 Ⅱ号能显著降低

血尿酸水平 ,对预防糖尿病并发心脑血管疾病有重

要意义。
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该文中采用柚皮苷为指标成分测定总黄酮的含

量 ,方法稳定重复性好 ,可作为枳壳药材的质控方法。
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