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　 　 ［摘要］ 　目的 　优选葛花异黄酮的提取工艺 。方法 　乙醇回流提取葛花异黄酮 ，采用紫外分光光度（UV）法和高效液相
色谱（HPLC）法测定葛花中总黄酮及鸢尾苷 、鸢尾苷元含量 。在对乙醇浓度 、溶剂用量 、提取时间等进行单因素考察基础上 ，

选用 L９ （３４
）正交设计试验优选提取工艺 。结果 　葛花异黄酮的最佳提取工艺为第 １次加入 １２倍量 ７０％ 乙醇提取 ９０ min ，第

２次加入 １０倍量 ７０％ 乙醇提取 ６０ min 。结论 　优选的葛花异黄酮提取工艺合理可行 ，能为实际生产提供参考 。
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Optimized extraction technology of flos Puerariae lobata isoflavone using orthog唱
onal test
WANG Jinfeng ，ZHAO Nan ，WEI Ying ，YANG Cuiyan ，WANG Fang ，LIU Dan （No ．２０８ Hospital of PLA ，Changchun １３００６２ ，

China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To optimize the extraction technology of flos Puerariae lobata isoflavone ．Methods 　 The flos Pu唱
erariae lobata isoflavone was distilled by ethanol circumfluence ．Total flavonoids ， tectoridin and tectorigenin extracted from
Puerariae using the UV and HPLC spectromertry methods were taken as evaluation indexes ．Extraction technology was opti唱
mized with L９ （３

４
） orthogonal test on the base of single observation of ethanol concentration ，solvent dosage and distilling time ．

Results 　 The best ex traction technology of flos Puerariae lobata isoflavone was ：to add １２ times the amount of ７０％ ethanol for
９０ minutes for the first time ，and １０ times the amount of ７０％ ethanol for ６０ minutes for the second time ．Conclusion 　 The op唱
timized extraction process of flos Puerariae lobata isoflavone is reasonable and feasible ，and it can offer reference to actual pro唱
duction ．

［Key words］ 　 flos Puerariae lobata ；tectoridin ；tectorigenin ；extract technology ；orthogonal test

　 　葛花是豆科植物葛根 Pueraria lobata（Willd）
Ohwi的干燥花蕾 。 枟神农本草经枠记载葛花主要用

于解酒醒脾 ，治伤酒发热烦渴 、不思饮食 、呕呃吐酸 、

吐血和肠风下血等 ，是最具代表性的解酒药物 。现

代药学研究发现 ，葛花中含有 １３ 种异黄酮［１］
，鸢尾

苷和鸢尾苷元为其主要成分［２］
。口服鸢尾苷经肠道

细菌作用转化为鸢尾苷元而具有生物活性 。鸢尾苷

元具有保肝 、降血糖 、降血脂 、抗炎 、抗过敏和防治糖

尿病并发症等多种生物活性 ［３唱６］
。本实验采用乙醇

回流提取的方法 ，在单因素考察基础上 ，通过正交试

验法优选葛花异黄酮提取工艺 ，为其开发应用奠定

基础 。

1 　仪器与试药

葛花药材 ：２０１２ 年 ６ 月下旬采于吉林省临江

市 ，取花蕾 、花及其顶生 ２０ cm 以内的茎叶 ，自然阴

干后 ，粉碎至 ６０目 。鸢尾苷 、鸢尾苷元对照品（实验

室自制 ２００５０８１７ 、２００５１２０８ ，纯度 ＞ ９９ ．０％ ） 。 乙醇

等化学试剂均为分析纯 ，北京化工厂生产 。水为重

蒸水 。旋转蒸发仪（上海申生科技有限公司） ，SHZ唱
D（ Ⅲ ）循环水式真空泵（巩义市英峪予华仪器厂） ，

UV唱３２００S 紫外可见分光光度仪（上海美谱达仪器

有限公司） ，CP２２５D 电子天平（德国赛多利斯股份

公司） 。

2 　方法与结果

2 ．1 　紫外分光光度法检测葛花异黄酮
2 ．1 ．1 　溶液的制备 　对照品溶液 ：精密称取鸢尾苷

对照品 ４ mg ，用 ７０％ 乙醇定容于 １０ ml容量瓶中 ，
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摇匀 ，即得 ０ ．４ mg／ml鸢尾苷对照品储备液 。精密

量取鸢尾苷对照品储备液３ ml ，用 ７０％ 乙醇定容于

５０ ml容量瓶中 ，摇匀 ，得 ２４ μg／ml 鸢尾苷对照品
溶液 。

供试品溶液 ：取干燥的葛花粗粉 １０ g ，按照不同
方法提取 ，冷却后 ７０％ 乙醇定容于 ２００ ml量瓶中 ，

摇匀 。精密量取 ０ ．５ ml ，用 ７０％ 乙醇定容于１０ ml
容量瓶中 ，摇匀 。再精密量取 ０ ．５ ml置于 １０ ml容
量瓶中 ，加 ７０％ 乙醇稀释至刻度 ，摇匀 ，作为供试品

溶液 。

2 ．1 ．2 　标准曲线的确立 　测定波长的选择 ：取鸢尾

苷对照品溶液３ ml ，以 ７０％ 乙醇为空白对照 ，在波

长 ２００ ～ ４００ nm 处进行扫描 ，结果在 ２６４ nm 处有
最大吸收 ，因此将测定波长确定为 ２６４ nm 。

标准曲线的绘制 ：精密称取鸢尾苷对照品溶液

０ ．５ 、１ ．０ 、１ ．５ 、２ ．０ 、２ ．５ 、３ ．０ 、３ ．５ 、５ ．０和 １０ ．０ ml ，置
于 １０ ml容量瓶中 ，加 ７０％ 乙醇定容 ，在 ２６４ nm 处
测定吸光度 。以对照品溶液浓度（X）为横坐标 ，吸

光度（Y ）为纵坐标进行线性回归 ，得回归方程 ：Y ＝

０ ．０８１ ８X ＋ ０ ．０１５ ２ ，r ＝ ０ ．９９９ ９ ，表明鸢尾苷在

１ ．２０ ～ ２４ ．０ μg／ml范围内线性关系良好 。

2 ．1 ．3 　精密度实验 　 精密量取鸢尾苷对照品溶液

３ ml ，加 ７０％ 乙醇定容至 １０ ml 。 以 ７０％ 乙醇为空

白对照 ，在 ２６４ nm 处连续测定 ５次 ，测得吸光度的

相对偏差（RSD）为 ０ ．１１％ 。表明仪器精密度良好 。

2 ．1 ．4 　稳定性实验 　取同一供试品溶液 ，室温下放

置 ，分别于 ０ 、２ 、４ 、６ 、８ 、２４ h ，测定其吸光度 。 RSD ＝

０ ．４６％ ，表明样品溶液在 ２４ h内稳定 。

2 ．1 ．5 　重复性考察 　取同一次定容后提取液 ５份 ，

按供试品溶液制备方法制备 ，依次测定吸光度 。

RSD ＝ １ ．８７％ ，表明该方法重复性较好 。

2 ．1 ．6 　加样回收率实验 　 精密称取已知异黄酮含

量的葛花提取液 ９ 份 ，分别加入不同体积的鸢尾苷

对照品溶液 ，加 ７０％ 乙醇定容至 １０ ml ，摇匀 ，以

７０％ 乙醇为空白对照 ，在 ２６４ nm 处测定吸光度 。

代入标准曲线求得总黄酮含量 ，计算回收率 ，结果见

表 １ 。

表 1 　加样回收率实验结果

取样量
（μg ）

加入量
（μg）

测得量
（μg）

回收率
（％ ）

平均回收率
（％ ）

RSD
（％ ）

６８ J．６４ １２ 换．００ ７０ ,．８８ １００ 北．３４

６８ J．６４ １２ 换．００ ６９ ,．８５ ９８ 北．８８

６８ J．６４ １２ 换．００ ７２ ,．０２ １０１ 北．９５

６８ J．６４ ２４ 换．００ ９４ ,．２３ １０１ 北．７２

６８ J．６４ ２４ 换．００ ９２ ,．３８ ９９ 北．７２ ９９ K．９８ １ 耨．２７

６８ J．６４ ２４ 换．００ ９２ ,．４６ ９９ 北．８１

６８ J．６４ ３６ 换．００ １０３ ,．２１ ９８ 北．６３

６８ J．６４ ３６ 换．００ １０２ ,．９７ ９８ 北．４０

６８ J．６４ ３６ 换．００ １０５ ,．０１ １００ 北．３５

2 ．2 　 HPLC法检测葛花异黄酮 　 按照本实验室建

立的方法［７］
，色谱条件 ：美国 Agilent C１８ 色谱柱

（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm ） ，流动相 ：甲醇唱乙腈唱水

（２ 砄 １ 砄 ２） ，流速 １ ．０ ml／min ；检测波长 ２６４ nm ，柱

温为室温 。回归方程分别为 Y ＝ ４４ １２２X ＋ ５ ０３９ ．１

和 Y ＝ ６１ ６０３X －６ ２１０ ．４ ，r＝ ０ ．９９９ ８和 r＝ ０ ．９９９ ９ 。

鸢尾苷 、鸢尾苷元分别在 ２ ．０ ～ １２０畅０ μg／ml 、０ ．８ ～

８０ ．０ μg／ml范围内呈线性关系 ，代入标准曲线求供

试品溶液中的鸢尾苷和鸢尾苷元含量 ，将鸢尾苷按

等摩尔浓度换算成苷元含量 ，计算总鸢尾苷元含量 。

即供试品中总鸢尾苷元含量 （mg ） ＝ 鸢尾苷含量
（mg） ÷鸢尾苷相对分子质量（４６２） ×鸢尾苷元分子

量（３００） 。对照品及供试品色谱图见图 １ 。

图 1 　对照品及供试品 HPLC色谱图
A ．预混对照品 ；B ．葛花乙醇提取液 ；１ ．鸢尾苷 ；２ ．鸢尾苷元

2 ．3 　提取工艺优选
2 ．3 ．1 　单因素实验 　提取次数的考察 ：精密称定干

燥葛花粗粉 １０ g ，加入 １４倍量 ７０％ 乙醇（V ／W ） ，回

流提取 ３次 ，每次 １ h 。 按供试品溶液制备项下操

作 ，测定吸光度 。结果第 １ 次 ７０％ 乙醇回流提取 ，

可提取异黄酮总量的 ７７ ．９％ ，第 ２次提取 １４畅２％ ，

第 ３次仅有 ７ ．８％ 。 ２ 次提取可达 ９０％ 以上 ，因此

正交试验设定为提取 ２次 。

９３３
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　 　溶媒浓度的考察 ：取干燥葛花粗粉 ５ 份 ，每份

１０ g ，精密称定 ，分别加入 １４倍量 ５０％ 、６０％ 、７０％ 、

８０％ 、９０％ 乙醇 ，回流提取 １ 次 ，每次提取时间 １ h 。
按供试品溶液制备项下操作 ，测定吸光度 。结果发

现从 ５０％ ～ ７０％ 乙醇提取异黄酮总量随乙醇浓度

的增加而增加 ，８０％ 、９０％ 乙醇提取量并未增加 ，得

出 ７０％ 乙醇的提取效果最好 ，因此选择 ６０％ 、７０％ 、

８０％ 作为正交试验的考察因素 ，进一步考察其对提

取效果的影响 。

提取时间的考察 ：取干燥葛花粗粉 ５ 份 ，每份

１０ g ，精密称定 ，加入 １４倍量 ７０％ 乙醇 ，分别回流提

取 ３０ 、５０ 、６０ 、９０ 、１２０ min 。按供试品溶液制备项下操
作 ，测定吸光度 。结果显示 ，从 ３０ ～ １２０ min提取量
逐渐上升 ，因此选择 ３０ 、６０ 、９０和 １２０ min作为正交试
验的考察因素 ，进一步考察其对提取效果的影响 。

溶媒用量的考察 ：取干燥葛花粗粉 ５ 份 ，每份

１０ g ，精密称定 ，分别加入 ８ 、１２ 、１４ 、１６ 、２０倍量 ７０％

乙醇 ，回流提取 ６０ min 。按供试品溶液制备项下操
作 ，测定吸光度 。结果发现 ，从 ８ ～ １４倍量溶煤提取

异黄酮总量随溶媒用量的增加逐渐上升 ，以 １４倍量

提取效果最佳 。但溶煤用量进一步增加 ，提取量并

未随之增加 ，因此选择 １０ 、１２ 、１４倍量作为正交试验

的考察因素 ，进一步考察对提取效果的影响 。

2 ．3 ．2 　正交试验设计与结果分析 　 根据单因素实

验 ，选择乙醇浓度（A ） 、提取时间（B） 、溶媒用量（C）
为考察因素 ，以 HPLC法检测鸢尾苷和鸢尾苷元含
量为指标 ，优选回流提取工艺 ，采用 L９ （３

４
）正交设

计表进行实验 。因素水平见表 ２ ，正交试验结果见

表 ３ 。

表 2 　乙醇回流提取葛花异黄酮因素水平

水平
A 因素
乙醇浓度

（％ ）

B 因素
提取时间
（ t／min）

C 因素
溶媒用量

（倍）

１ �６０ 牋６０ 、３０ m１０ 、８ 殚
２ �７０ 牋９０ 、６０ m１２ 、１０ 殚
３ �８０ 牋１２０ 、９０ m１４ 、１２ 殚

　 　 注 ：溶媒用量 （１０ 、８）指第 １ 次 、第 ２ 次回流分别加入乙醇的用

量 ；提取时间（６０ 、３０）指第 １ 次 、第 ２次回流分别提取的时间

表 3 　乙醇提取葛花异黄酮正交试验安排及结果

实验号（No ．） A B C D 鸢尾苷 （mg ／g） 鸢尾苷元 （mg ／g） 苷元总量（mg ／g）
１ 　１ 　１ 崓１ y１ e３１ 烫．３８ １ 祆．７２ ２２ 4．１０

２ 　１ 　２ 崓２ y２ e２８ 烫．９３ ５ 祆．３５ ２４ 4．１４

３ 　１ 　３ 崓３ y３ e３３ 烫．４６ ５ 祆．３５ ２７ 4．０８

４ 　２ 　１ 崓２ y３ e３４ 烫．７０ ６ 祆．３５ ２８ 4．８８

５ 　２ 　２ 崓３ y１ e４０ 烫．８５ ６ 祆．７２ ３３ 4．２５

６ 　２ 　３ 崓１ y２ e３４ 烫．５０ ６ 祆．７６ ２９ 4．１６

７ 　３ 　１ 崓３ y２ e３１ 烫．６６ ４ 祆．８９ ２５ 4．４５

８ 　３ 　２ 崓１ y３ e３１ 烫．７２ ５ 祆．２５ ２５ 4．８４

９ 　３ 　３ 崓２ y１ e３１ 烫．４２ ４ 祆．３９ ２４ 4．７９

K１ 浇２４ x．４４ ２５ d．４８ ２５７ P．００３ ２６ <．７１

K２ 浇３０ x．４３ ２７ d．７４ ２５９ P．３７０ ２６ <．２５ G ＝ ２４０ [．６９

K３ 浇２５ x．３６ ２７ d．０１ ２８５ P．９３０ ２７ <．２７ CT ＝ ６ ５２４ [．３５

R ５ x．９９ ２ d．２７ ２８ P．９２７ １ <．０２

表 4 　方差分析

变异来源 SS f M S F P

A ６２ 刎．４３ ２ j３１ ┅．２２ ４０ C．０２ ＜ ０ 蝌．０５

B ８ 刎．０３ ２ j４ ┅．０１ ５ C．１５ ＞ ０ 蝌．０５

C １５ 刎．４８ ２ j７ ┅．７４ ９ C．９３ ＞ ０ 蝌．０５

误差 １ 刎．５５ ２ j０ ┅．７８

　 　 注 ：F０ ．０５（２ ．２） ＝ １９ ．００

　 　根据极差 R分析结果得知 ，对总黄酮提取率影

响的主要因素顺序为 ：A ＞ C ＞ B ，即乙醇浓度 ＞ 溶

媒用量 ＞提取时间 ，把 D（空白）作为误差列进行分

析 。由表 ４方差分析结果可知 ，A 因素对提取效果
的影响有显著意义（P ＜ ０ ．０５） ，而 B 因素和 C 因素
在经过单因素实验后 ，无显著意义 。考虑到实际生

产过程中 ，减少溶媒用量有利于节约资源 、降低成

本 。因此 ，A２B２C２ 可作为最佳提取工艺 ，即第 １ 次

加入 １２倍量 ７０％ 乙醇提取 ９０ min ，第 ２次加入 １０

倍量 ７０％ 乙醇提取 ６０ min 。
2 ．3 ．3 　工艺验证实验 　 为进一步验证正交试验结

果 ，取葛花粗粉 ２５０ g ，加入 ７０％ 乙醇 ３ ０００ ml回流
提取 ９０ min ，滤过 ，收集滤液 。残渣加入７０ ％ 乙醇

（下转第 ３６９页）
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人工气道的患者 ，应考虑对病原菌全覆盖治疗 。该

患者使用了呼吸机 ，前阶段的病情是有感染症状 ，使

用了抗鲍曼不动杆菌的药物治疗 ；５月 ９日 ，患者经

过足疗程的抗感染治疗 ，感染症状消失 ，虽然仍有鲍

曼不动杆菌的检出 ，可以考虑为定植菌 ，停止抗感染

治疗 。

5 　结论

5 ．1 　抗菌药物药学监护 　患者使用的抗菌药物有 ：

４月 １４日 ，头孢替安 ３ g 静滴一剂 ；４月 １５ － ２４日 ：

哌拉西林钠唱他唑巴坦钠 ４ ．５ g ，q８h静滴 ；４月 １９ －

２４日 ：奥硝唑 ０ ．５ g ，q１２ h静滴 ；４月 ２５ 日 － ５月 ８

日 ：帕尼培南倍他米隆 １ g ，q１２ h 静滴 ＋ 阿米卡星

０ ．６ g ，qd静滴 。对该患者使用抗菌药物的监护 ，临

床药师需要注意 ：①关注感染状况 ，正确制订抗菌药

物使用的疗程 ，预防空腔真菌 、假膜性肠炎等二重感

染 ；②患者使用了氨基糖苷类抗菌药 ，应严密关注患

者的肾功能和听力 ；③患者有脑梗死病史 ，在使用帕

尼培南倍他米隆时 ，应关注患者的神经精神状况 ；④

使用奥硝唑的过程中 ，注意滴注时间应不少于

３０ min ，该药可能会引起口腔异味 ，这是此类药物的

常见不良反应 。

5 ．2 　临床药师参与临床治疗的体会 　这是 １ 例入

住 ICU 的鲍曼不动杆菌感染的患者 ，最终得到了成

功治疗 。通过医生与药师的良好配合 ，制订安全 、有

效的治疗方案 ，取得了良好的治疗效果 。临床药师

通过文献与指南的学习 ，从药物安全与有效性的角

度为临床提出合理的用药建议并做好药学监护 ，密

切关注患者用药情况 ，及时建议调整用药方案 ，帮助

患者康复 。
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２ ５００ ml回流提取 ６０ min ，滤过 ，收集滤液 。合并两

次滤液 ，测定体积后按“２ ．１ ．１”项下操作 ，按上述色

谱条件测定鸢尾苷和鸢尾苷元的含量 ，重复 ５ 次 。

结果见表 ５ 。结果表明 ，在最佳提取条件下提取的

鸢尾苷和鸢尾苷元含量高且均较稳定 。

表 5 　最佳提取工艺验证

实验号
（No ．）

生药量
（g）

鸢尾苷
（mg ／g）

鸢尾苷元
（mg ／g）

总苷元
（mg ／g）

１  ２５０ a４１ ┅．５１ ６ /．７２ ３３ 葺．６７

２  ２５０ a４２ ┅．１６ ６ /．４４ ３３ 葺．８２

３  ２５０ a４１ ┅．６２ ６ /．８２ ３３ 葺．８５

４  ２５０ a４１ ┅．２０ ６ /．２９ ３３ 葺．０４

５  ２５０ a３９ ┅．０１ ６ /．６９ ３２ 葺．０２

平均提取量（mg ／g） ４１ a．１０ ６ ┅．５９ ３３ /．２８

RSD（％ ） ２ a．９６ ３ ┅．３５ ２ /．３３

3 　讨论

本实验通过正交设计法优选出葛花的最佳提取

工艺为乙醇浓度 、乙醇用量 、提取时间 。按最佳提取

条件进行 ５次平行的验证实验 ，稳定性较理想 ，适合

于工业生产 ，且该工艺操作简单 ，有效成分含量较

高 ，提取工艺合理可行 。
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