
中国兽药杂志 ２０１８ 年 ６ 月第 ５２ 卷第 ６ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

２．１．２．２　 线性关系考察 　 精密量取上述芦丁对照

品溶液 ０、０．５、１．０、２．０、３．０、４．０、５．０ ｍＬ 分别置于

２５ ｍＬ容量瓶中，按 ２．１．２．１ 所述方法，进行显色，静
置 １５ ｍｉｎ 后，以乙醇为空白，在 ５０７ ｎｍ 的波长处测

定吸光度，以吸光度（ｙ）为纵坐标，浓度（ｘ）为横坐

标，绘制标准曲线，得回归方程为： ｙ ＝ １２． ６０７ｘ －

０．００５５，Ｒ２ ＝ ０．９９９６，在质量浓度为 ０．００８２ ～ ０．０８２０
ｍｇ ／ ｍＬ 范围内，芦丁质量浓度与吸光度呈良好的线

性关系。 结果见图 ２。

图 ２　 标准曲线图

Ｆｉｇ ２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｄｉａｇｒａｍ

２．１．３　 总黄酮工艺优化

２．１．３．１　 总黄酮含量测定　 精密称取 １．０ ｇ 山里红

果实粉末，置于圆底烧瓶中，用一定量的乙醇回流

提取一段时间后，抽滤，旋转蒸发；用乙醇定容至

５０ ｍＬ容量瓶中，摇匀，作为待测液；取 ０．５ ｍＬ 待测

液按 ２．１．２．１ 所述方法，进行显色，静置 １５ ｍｉｎ 后，
以乙醇为空白，在 ５０７ ｎｍ 的波长处测定吸光度。
测 ３ 次，取平均值。 根据回归方程，用吸光度计算

出被测液中黄酮含量。

总黄酮提取率 ／ ％ ＝ Ｃ×Ｄ×Ｖ
ｍ×Ｂ×１０００

×１００

式中：Ｖ 为提取液定容体积 ／ ｍＬ；Ｂ 为吸取测定

体积 ／ ｍＬ；Ｃ 为线性方程计算出的质量浓度 ／ （ｍｇ ／
ｍＬ）；Ｄ 为测定时定容体积 ／ ｍＬ；ｍ 为称取的样品质

量 ／ ｇ。
２．１．３．２　 单因素试验

２．１．３．２．１　 乙醇浓度对黄酮提取量的影响　 精密称

取 ５ 份山里红果实粉末样品各 １．０ ｇ 置于 １００ ｍＬ
圆底烧瓶中，分别加入 ３０ ｍＬ 乙醇溶液作为溶剂，

控制乙醇浓度分别为 ５０％、６０％、７０％、８０％、９０％，
提取 ２ ｈ。 抽滤，旋转蒸发，用乙醇定容至 ５０ ｍＬ。
从中取 １ ｍＬ 按 ４．２． １． ２． １ 所述方法显色，在波长

５０７ ｎｍ 处测定提取液吸光度，计算总黄酮提取率。
结果见图 ３。

图 ３　 乙醇浓度影响

Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｔｈａｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

由图可知，随着乙醇浓度的增大，山里红果实粉末

总黄酮的提取率先增大后减小，这可能是因为乙醇

浓度的增加会使一些醇溶性杂质的溶出量增加，这
些杂质与黄酮类化合物竞争乙醇，从而导致溶出的

黄酮类化合物减少。 实验结果表明，６０％乙醇作为

提取浓度时总黄酮提取率最高。 因此，选定 ６０％、
７０％、８０％作为正交实验中乙醇浓度的三个水平。
２．１．３．２．２　 料液比　 精密称取 ５ 份粉碎的山里红果

实粉末样品各 １．０ ｇ，置于 ５００ ｍＬ 圆底烧瓶中，分别

用 ６０％乙醇溶液作为溶剂，控制料液比为 １ ∶ １０、
１ ∶ ２０、１ ∶ ３０、１ ∶ ４０、１ ∶ ５０，提取 ２ ｈ。 抽滤，旋转

蒸发，用 ６０％乙醇定容至 ５０ ｍＬ。 从中取 １ ｍＬ 按

２．１．２．１ 所述方法显色，在波长 ５０７ ｎｍ 处测定提取

液吸光度，计算总黄酮提取率。 结果见图 ４。

图 ４　 料液比的影响

Ｆｉｇ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓｏｌｉｄ－ｌｉｑｕｉｄ ｒａｔｉｏ
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　 　 山楂收录于《中华人民共和国兽药典》２０１５ 年

版二部，是蔷薇科山楂属植物山里红 （Ｃｒａｔａｅｇｕｓ
ｐｉｎｎａｔｉｆｉｄａ Ｂｇｅ．ｖａｒ．ｍａｊｏｒ Ｎ． Ｅ． Ｂｒ．）或山楂（Ｃｒａｔａｅ⁃
ｇｕｓ ｐｉｎｎａｔｉｆｉｄａ Ｂｇｅ．）的干燥成熟果实，具有消食化

积，行气散瘀之功效［１］。 另有山楂叶的记载，其叶

片亦具有活血化瘀，理气通脉、化浊降脂之功效［２］。
山楂中含有黄酮类、有机酸类等多种成分［３－４］，不同

样品间各成分含量相差较大［５］。 目前已从中分离

得到了金丝桃苷、槲皮素、牡荆素、芦丁等多种成

分［６］。 同时山楂也作为一种饲料添加剂广泛应用

在畜牧业中，发挥着提高饲料蛋白质、脂肪的消化

率，降低饲料消耗，防治疾病，提高成活率，促进动

物生长发育的作用［７］，从而提高经济效益。 因此，
山楂总黄酮的研究开发具有重要的经济和社会效

益，山楂在兽药饲料中的开发与利用应备受关注。
在我国该属植物种类繁多且分布广泛，《甘肃

中草药资源志》 ［８］中记载的原植物有山楂、山里红、
甘肃山楂、华中山楂四种。 试验对甘肃山楂与山里

红果实和叶片中总黄酮的提取及含量测定方法进

行了研究，以期为甘肃省该属植物的综合开发利用

提供实验基础。
１　 材　 料

１．１　 仪器 　 ＭＥＴＴＬＥＲ ＡＥ２４０ 电子天平，ＭＥＴＴＬＥＲ
ＡＥ１１０ 电子天平，ＢＸ８２００ＨＰ 超声波清洗器，Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ
３００ ＬＣ 紫外－可见分光光度计，旋转蒸发仪，粉碎机。
１．２　 试剂与药材 　 氢氧化钠，亚硝酸钠，硝酸铝，

乙醇，均为分析纯，纯化水。 芦丁对照品（中国药品

生物制品检定所提供，１０００８０－２００７０７），山里红果

和叶药材（购于兰州黄河药市），甘肃山楂果和叶

（采于榆中官滩沟），以上两种材料均由兰州大学马

志刚教授鉴定，以山里红为例进行方法验证实验。
２　 方法与结果

２．１　 总黄酮的含量测定

２．１．１　 样品与对照品溶液的制备　 精密称取山里

红果实粉末 １．０ ｇ，以 ２０ 倍量 ６０％乙醇回流 １ ｈ，抽
滤，滤液转移至 ５０ ｍＬ 容量瓶中，用 ６０％乙醇定容

至刻度，摇匀，即为样品溶液。
精密称取芦丁对照品 ２０．０ ｍｇ，置于 ５０ ｍＬ 容

量瓶中，用乙醇溶解，超声助溶，放冷，定容至刻度，
摇匀，即为对照品溶液。
２．１．２　 标准曲线的制备

２．１．２．１　 测定最大吸收波长 　 将处理好的样品溶

液过滤，精密量取续滤液 １ ｍＬ 至 ２５ ｍＬ 容量瓶中，
加 ５％亚硝酸钠溶液 １ ｍＬ，摇匀，放置 ６ ｍｉｎ；加
１０％硝酸铝溶液 １ ｍＬ，摇匀，放置 ６ ｍｉｎ；加 ４％氢氧

化钠溶液 １０ ｍＬ，加乙醇定容至刻度，摇匀，进行显

色处理。 放置 １５ ｍｉｎ 后，以乙醇为空白，在 ４８０ ～
５７０ ｎｍ 处进行扫描。

芦丁标准溶液亦按以上步骤进行显色、扫描。
由图 １ 可知，芦丁标准溶液和样品溶液吸收曲线形

状相同，且均在 ５０７ ｎｍ 处有最大吸收，故实验选取

５０７ ｎｍ 作为测定波长。 结果见图 １。

（１）芦丁吸光光谱曲线； （２）山里红吸收光谱曲线

（１） Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｒｕｔｉｎ （２） Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｃｒａｔａｅｇｕｓ ｐｉｎｎａｔｉｆｉｄａ

图 １　 吸收光谱图

Ｆｉｇ １　 Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ
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［摘　 要］ 　 建立了甘肃山楂与山里红总黄酮的提取及含量的测定方法，并优选其总黄酮的最佳提

取条件。 采用紫外－可见分光光度法，以芦丁为对照品，硝酸铝显色反应，在 ５０７ ｎｍ 处测定甘肃山

楂与山里红总黄酮含量；并采用正交试验的方法对甘肃山楂与山里红总黄酮提取效果的诸因素（乙
醇浓度、料液比、提取时间等）进行优选。 结果显示：芦丁浓度在 ０．００８２～０．０８２０ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内线性

关系良好，ｒ＝ ０．９９９６ ， 加样回收率 ＲＳＤ＝ ３．４２％；乙醇体积分数 ６０％、料液比 １ ∶ ４０、提取时间 ３ ｈ、提
取次数 ３ 次，提取效果最好。 该方法的提取率高，精密度高、重现性良好，加样回收率和准确度高，
为甘肃山楂与山里红总黄酮含量测定及优化提取工艺提供了参考依据。
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１２９４７－１２９４８．

［１２］ 王亚萍，陈 锴，李宝莉，等．中药体外抑制大肠杆菌实验研究

［Ｊ］ ．中医学报，２０１７，３２（４）：６０６－６０９．

　 Ｗａｎｇ Ｙ Ｐ， Ｃｈｅｎ Ｋ， Ｌｉ Ｂ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｏｍｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂａｌ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｏｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ

ｃｏｌｉ ｉｎ ｖｉｔｒｏ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１７，３２（４）：６０６－６０９．

［１３］ 肖莉春，孔祥峰，黄明钱，等． 中药提取物对猪源耐药大肠杆

菌分离株的抑制作用［ Ｊ］ ． 江西农业大学学报，２０１３，３５（６）：

１２４８－１２５４．

　 Ｘｉａｏ Ｌ Ｃ， Ｋｏｎｇ Ｘ Ｆ， Ｈｕａｎｇ Ｍ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂ ｅｘｔｒａｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｏｆ Ｅ．

ｃｏｌｉ ｆｒｏｍ ｓｗｉｎｅ ｆａｒｍｓ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｊｉａｎｇｘ⁃

ｉｅｎｓｉｓ， ２０１３，３５（６）：１２４８－１２５４．

［１４］ 李君华．中药饮片对多重抗生素耐药细菌的抑菌作用［ Ｊ］ ．中

国保健营养，２０１４，５：２４１８－２４１９．

　 Ｌｉ Ｊ Ｈ． Ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｓｉｓ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ－ｒｅｓｉｓｔ⁃

ａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎａ Ｈｅａｌｔｈ Ｃａｒｅ ﹠ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ， ２０１４，５：２４１８－

２４１９．

［１５］ 刘 瑶，蔡 进，陈 瑞，等． 苗药大乌泡叶提取物的体外抑菌作

用考察［Ｊ］ ．中国药房，２０１７，２８（１）：７２－７５．

　 Ｌｉｕ Ｙ， Ｃａｉ Ｊ， Ｃｈｅｎ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｅｆｆｅｃｔ

ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｏｒｍ Ｍｉａｏ ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｒｕｂｕｓ ｍｕｌｔｉｂｒａｃｔｅａｔｕｓ ｌｅａｖｅｓ［Ｊ］ ．

Ｃｈｉｎａ Ｐｈａｒｍａｃｙ， ２０１７，２８（１）：７２－７５．

［１６］ 王德志，张 敏，武 瑞． 中草药抑制耐药性大肠杆菌的研究进

展［Ｊ］ ．中国畜牧兽医，２００９，３６（３）：１４０－１４２．

　 Ｗａｎｇ Ｄ Ｚ， Ｚｈａｎｇ Ｍ， Ｗｕ Ｒ． Ａｄｖａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ

Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｏｎ ｄｒｕｇ－ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎａ

Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ﹠ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２００９，３６（３）：１４０－

１４２．

［１７］ 崔煦然，赵京霞，郭玉红，等．细菌耐药背景下中药抗菌作用研

究进展［Ｊ］ ．世界中医药，２０１６，１１（１０）：１９４０－１９４４．

　 Ｃｕｉ Ｘ Ｒ， Ｚｈａｏ Ｊ Ｘ， Ｇｕｏ Ｙ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ａｄｖａｎｃｅｓ ｏｆ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｓ ｏｎ

ａｎｔｉｂｉｏｓｉｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｗｉｔｈ ｂａｃｋ⁃

ｇｒｏｕｎｄ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ［ Ｊ ］ ． Ｗｏｒｌｄ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，

２０１６，１１（１０）：１９４０－１９４４．
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