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多穗柯总黄酮的制备及质量控制方法研究
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摘 要：［目的］建立从多穗柯叶中制备总黄酮制品的方法，并建立相应的质量控制方法。［方法］采用水浴

回流的方法从多穗柯叶粉末中提取总黄酮粗提取物，用大孔树脂对粗提物进行纯化，制成多穗柯总黄酮制品，

分别建立薄层色谱法和紫外分光光度法对总黄酮制品进行质量评价。［结果］所建立的制备方法从多穗柯叶中

制备总黄酮制品得率大于 15%，经检测其中含有根皮苷、槲皮素、山柰酚等黄酮类物质，所含黄酮超过 60%。［结

论］所建立的制备方法简单、高效、环保，产品品质高，所建立的定性、定量检测方法能有效反映多穗柯总黄酮制

品的质量情况。
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多穗柯 Lithocarpus polystachyus（Wall.）Rehd.为壳

斗科石柯属植物，别名甜茶、甜叶子树、胖稠、甜味茶、

大叶稠子、苷茶、多穗石柯等，以野生形式零星分布于

我国长江以南各省区的低山密林中。多穗柯是我国

传统民间草药，以叶入药，用于治疗湿热痢疾、皮肤瘙

痒、高血压和冠心病有较好的疗效［1］。黄酮化合物在

多穗柯中含量高达 9.8%，是多穗柯发挥药理保健功能

的物质基础［2-4］。其中，以根皮苷为主的二氢查耳酮

类是多穗柯黄酮类化合物的主要成分［5］，根皮苷在多

穗柯中的含量可达 2%～5%［6-7］，作为单体化合物在

植物中的含量是非常高的。大孔树脂是一类不溶于

酸碱及各种有机溶剂的有机高聚物吸附剂，其选择性

好、操作简单、适用范围广，在众多领域广泛应用，特

别是在分离纯化中药方面具有较好的效果，用于分离

纯化黄酮化合物已有较多报道［8-9］。本文对多穗柯中

总黄酮的提取和纯化工艺进行研究，并以根皮苷作为

检测指标建立相应的质量评价方法，为深入研究多穗

柯的药用价值提供科学依据。

1 实验材料

1.1 药材与试药 多穗柯叶片来源于广西巴马，经广

西壮族自治区中医药研究院饶伟源主任药师鉴定为

壳斗科石柯属植物多穗柯 Lithocarpus polystachyus
（Wall.）Rehd.；根皮苷对照品（武汉中标科技有限公

司，纯度≥98%）；槲皮素对照品（中国食品药品检定研

究院，批号：100081-201610）；山柰酚对照品（南京狄

尔格医药科技有限公司）；甲醇（分析纯）、95%乙醇

（分析纯），均购于广东省化学试剂工程技术研究开发

中心；大孔树脂（型号：XAD1600N、D101、AB811、
XAD16、XAD18、XAD7HP、XAD4，北京慧德易科技有
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限责任公司）；超纯水为实验室自制。

1.2 仪器 UV-2550紫外分光光度计（日本岛津公

司）；电热恒温鼓风干燥箱（上海精宏实验设备有限公

司）；XS-205电子天平（瑞士梅特勒-托利多公司）；

KQ200B型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公

司）；HH-S4数显恒温水浴锅（江苏金怡仪器科技有限

公司）；旋转蒸发仪 N-1100（上海爱朗仪器有限公

司）；油浴锅OSB-2100（上海爱朗仪器有限公司）。

2 方法与结果

2.1 多穗柯总黄酮的薄层色谱鉴别

2.1.1 供试品溶液的制备 取多穗柯叶，粉碎过 200
目筛，称重，置圆底烧瓶中，加入 70%乙醇溶液，料液

比为 1∶25，90 ℃下回流 30 min，滤过，提取 2次，合并

滤液，浓缩至无醇味，得多穗柯总黄酮粗提取物。取

多穗柯总黄酮加甲醇制成每 1 ml约含 3 mg多穗柯

总黄酮的供试品溶液。

2.1.2 对照品溶液的制备 取槲皮素对照品适量，

加甲醇制成每 1 ml含槲皮素约 0.05 mg的槲皮素对照

品溶液；取山柰酚对照品适量，加甲醇制成每 1 ml含
山柰酚约 0.06 mg的山柰酚对照品溶液；取根皮苷

对照品适量，加甲醇制成每 1 ml含根皮苷约 0.6 mg
的根皮苷对照品溶液。

2.1.3 薄层色谱鉴别 （1）取上述供试品溶液和槲皮

素、山柰酚对照品溶液各 5 µl，点于同一硅胶G薄层板

上，以环己烷-乙酸乙酯-甲酸（10∶9∶0.5）为展开剂，

展开，喷以3%三氯化铝乙醇溶液，在紫外光365 nm下

检视。（2）取上述供试品溶液和根皮苷对照品溶液各

5 µl，点于同一硅胶 G薄层板上，以乙酸乙酯 -甲
酸-水（7∶0.5∶0.5）为展开剂，展开，喷以 3%三氯化铝

乙醇溶液，在紫外光 365 nm下检视。供试品色谱中，

在与对照品色谱相应的位置上显相同的荧光斑点。

薄层色谱鉴别结果见图1、图2。

图1 山柰酚、槲皮素薄层鉴别色谱图

图2 根皮苷薄层鉴别色谱图

2.2 多穗柯总黄酮的含量测定

2.2.1 对照品溶液的制备 取根皮苷对照品适量，精

密称定，用甲醇溶解，制成0.72 mg/ml的对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液的制备 取多穗柯总黄酮适量，精

密称定，用甲醇溶解，制成 1 mg/ml的溶液，作为供试

品溶液。

2.2.3 波长的选择 取对照品溶液适量，置于吸收池

中，用紫外分光光度计在波长 200～400 nm下扫描，测

定最大吸收波长。结果根皮苷的紫外最大吸收峰为

284 nm，根皮苷对照品和供试品溶液紫外吸收光谱图

见图3。

1～3多穗柯总黄酮 4槲皮素 5山柰酚

1～3多穗柯总黄酮 4根皮苷

图3 根皮苷对照品和供试品溶液紫外吸收光谱图
a 根皮苷对照品光谱图 b 供试品光谱图
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2.2.4 线性关系考察 精密吸取 2.2.1项下对照品溶

液2.0 ml、3.0 ml、4.0 ml、5.0 ml、6.0 ml、7.0 ml置于25 ml
容量瓶中，分别加入甲醇至刻度，摇匀。在紫外光

284 nm下测定吸光度，以根皮苷浓度为横坐标，吸光

度为纵坐标绘制标准曲线，计算出线性回归方程为Y=
0.037 6X+0.025 2，r=0.999 8，表明总黄酮进样浓度在

7.2~28.8 µg/ml间与吸光度呈良好线性关系。

2.2.5 样品测定 取供试品溶液适量，置于吸收池

中，于 284 nm最大吸收波长处扫描吸光度（A），根据

线性方程计算供试品溶液中根皮苷的浓度，再计算出

总黄酮的含量。

2.2.6 精密度试验 取同一份根皮苷对照品溶液，在

紫外分光光度计下连续测量 6次，记录吸光度数据，计

算相对标准偏差（RSD）值。结果RSD为 0.09%（n=6），

表明仪器精密度良好。

2.2.7 稳定性试验 取同一份供试品溶液，每间隔2 h
测定吸光度 1次，共测定 7次，观察样品在 12 h内的稳

定性。结果 RSD为 1.27%（n=7），表明样品在 12 h内
稳定性良好。

2.2.8 重复性试验 取同一批样品 6份，分别按照

2.2.2项下方法制成供试品溶液，测定供试品溶液吸光

度，计算每份供试品中总黄酮的含量。结果 6份样品

平均含量的 RSD为 1.33%（n=6），表明实验的重复性

良好。

2.2.9 加样回收试验 取已知黄酮含量的多穗柯总

黄酮提取物样品 9份，编号为 1～9号，1～3号样品中

加入约 0.5倍黄酮含量的根皮苷对照品，4～6号样品

中加入约 1倍黄酮含量的根皮苷对照品，7～9号样品

中加入约 1.5倍黄酮含量的根皮苷对照品，再按 2.2.2
项下方法制成供试品溶液，按 2.2.5项下方法测定 9
份样品中总黄酮的含量，计算回收率和 RSD值。加

样回收试验结果见表 1。 9批样品回收率范围在

95%～105% 之 间 ，平 均 回 收 率 为 99.68%，RSD 为

1.09%（<3%），表明方法准确度良好。

表1 加样回收试验结果 （n=9）
序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9

原有量（mg）
10.81
10.83
10.84
10.90
10.65
10.66
10.73
10.63
10.78

加入量（mg）
5.11
4.97
5.22
10.32
10.14
9.97
15.03
15.12
15.00

实测值（mg）
15.69
15.76
15.97
20.93
21.01
20.37
26.21
25.65
25.69

回收率（%）
98.55
99.70
99.46
98.64
101.06
98.72
101.72
99.62
99.64

平均回收率（%）

99.68

RSD（%）

1.09

2.3 多穗柯总黄酮提取方法的优化

2.3.1 提取溶剂的考察 取多穗柯叶粉末 5份，每份

1 g，精密称定，分别加入水、甲醇、乙醇、50%甲醇、

50%乙醇各 50 ml，90 ℃加热回流 30 min，滤过，滤液

挥干，按 2.2.5项下的方法测定总黄酮含量，计算总黄

酮得率（mg/g）。结果水、甲醇、乙醇、50%甲醇、50%乙

醇的得率分别为 71.9 mg /g、103.8 mg /g、95.3 mg /g、
107.8 mg/g、113.5 mg/g，其中 50%乙醇的提取得率最

高。

2.3.2 乙醇不同浓度的考察 按 2.3.1项下的方法取

样 6份，分别以 30%乙醇、40%乙醇、50%乙醇、60%乙

醇、70%乙醇、80%乙醇作为提取溶剂，其它操作同

2.3.1项，提取并测定，计算总黄酮得率（mg/g）。结果

30%乙醇、40%乙醇、50%乙醇、60%乙醇、70%乙醇、

80%乙醇的提取得率分别为 91.3 mg/g、103.4 mg/g、
113.5 mg/g、106.5 mg/g、111.7 mg/g、108.4 mg/g，其中

70%乙醇的提取得率最高。

2.3.3 提取温度的考察 按 2.3.1项下的方法取样 4
份，精密加入 70%乙醇溶液各 50 ml提取 30 min，回流

温度分别控制为 60 ℃、70 ℃、80 ℃、90 ℃，测定每份供

试品溶液中总黄酮的含量，计算总黄酮得率（mg/g）。

结果 60 ℃、70 ℃、80 ℃、90 ℃下提取得率分别为

68.9 mg/g、70.2 mg/g、72.3 mg/g、74.6 mg/g，其中90 ℃下

提取得率最高。

2.3.4 提取时间的考察 按 2.3.1项下的方法取样 5
份，精密加入 70%乙醇溶液各 50 ml，90 ℃回流提取，
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回流时间分别为30 min、60 min、90 min、120 min、150 min，
测定每份供试品溶液中总黄酮的含量，计算总黄酮得

率（mg/g）。结果提取 30 min、60 min、90 min、120 min、
150min的得率分别为105.7 mg/g、105.5 mg/g、108.4 mg/g、
108.9 mg/g、106.0 mg/g。随着提取时间的延长，提取得

率并未大幅增加，从节省时间成本考虑，选择以提取

30 min为佳。

2.3.5 提取次数考察 按 2.3.1项下的方法取样 1份，

精密加入 70%乙醇溶液 50 ml，称重，90 ℃回流提取

30 min，滤过，滤液挥干，按 2.2.5项下方法测定总黄酮

的含量，滤渣用 70%乙醇溶液补足减失重量，再次提

取，滤过、挥干并测定，如此反复提取 4次，记录每次提

取液中总黄酮的含量。提取 1、2、3、4次的得率分别为

107.6 mg/g、97.7 mg/g、17.3 mg/g、9.2 mg/g，由此看出，

提取2次后得率已很低，因此选择提取次数为2次。

2.4 纯化方法的优化

2.4.1 大孔树脂的选择 选取 7种不同型号的大孔树

脂适量，分别用 95%乙醇浸泡 24 h后装柱，每根柱装

量 10 ml，再用蒸馏水冲洗至无乙醇味，取已知总黄

酮浓度的多穗柯粗提取物的水溶液 100 ml，上样，以

1 ml/min的流速分别用水、60 %乙醇 100 ml洗脱，分别

收集水洗液和乙醇洗脱液，挥干，按 2.2.5项下的方法

测定总黄酮含量，计算总黄酮在树脂中的吸附率、解

析率、回收率。吸附率（%）=（上样量-水洗液中总黄

酮量）/上样量×100%；解吸率（%）=乙醇洗液中总黄酮

量/（上样量-水洗液中总黄酮量）×100%；回收率（%）=
（乙醇洗液中总黄酮量+水洗液中总黄酮量）/上样量×
100%。不同型号大孔树脂对多穗柯总黄酮的吸附

率、解析率和回收率比较结果如表 2，经综合比较最终

选择XAD18型号大孔树脂。

2.4.2 洗脱流速的考察 取处理好的XAD18型号大

孔树脂装柱4根，每根装量5 ml，用含总黄酮5.67 mg/ml
的总黄酮提取液 100 ml分别上样，分别用水、60%乙

醇 100 ml洗脱，洗脱速度分别为 1 ml/min、3 ml/min、
5 ml/min、10 ml/min，分别收集水洗液和乙醇洗脱液，

挥干，按 2.2.5项下的方法测定总黄酮含量，计算总黄

酮的吸附率、解析率、回收率，见表 3。经比较，流速越

慢洗脱效果越好，但流速太低会影响纯化效率，也可

能造成大孔树脂柱的堵塞，最终选择流速为3 ml/min。

2.4.3 样品溶液浓度考察 取 3份处理好的 XAD18
型号大孔树脂各 5 ml，分别装柱，配备含总黄酮分别

为 1 mg/ml、3 mg/ml、6 mg/ml的多穗柯粗提液 3份，分

别上样，每份上样量约为总黄酮 100 mg，用水 100 ml
以 3 ml/min流速洗脱，收集水洗液，挥干，按 2.2.5项下

的方法测定总黄酮的含量，计算吸附率。总黄酮浓度

分别为 1 mg/ml、3 mg/ml、6 mg/ml时，吸附率分别为

66.87 %、65.85 %、68.56 %，结果显示溶液中总黄酮浓

度对吸附率影响较低，浓度越大工作效率越高，但超

过 6 mg/ml时样品的溶解度降低，所以确定总黄酮的

供试液的浓度范围为5~6 mg/ml。
2.4.4 大孔树脂最大载样量考察 取处理好的

XAD18型号大孔树脂5 ml，装柱，用含总黄酮5.67 mg/ml
的上样液，以 10 ml为一份持续上样，在柱子下方以

3 ml/min的流速接取流出液，每 5 ml为一份，挥干，按

2.2.5项下的方法测定总黄酮的含量，记录每一份泄露

液中总黄酮的含量。以累计上样的总黄酮量为横坐

标、泄露液中的总黄酮量为纵坐标，绘制总黄酮的泄

露曲线，见图 4。结果显示，当累计上样量达到 400 mg
时，泄露量急速变大，可知树脂吸附达到饱和，故确

定 1 ml大孔树脂一次上样量应不超过80 mg。

图4 XAD18型大孔树脂多穗柯总黄酮泄露曲线

表2 不同型号大孔树脂的考察

编号

1
2
3
4
5
6
7

树脂型号

XAD1600N
D101
AB811
XAD16
XAD18
XAD7HP
XAD4

吸附率（%）
92.67
93.74
89.07
93.64
94.70
85.85
79.08

解吸率（%）
96.27
92.81
82.84
81.63
98.48
86.90
89.32

回收率（%）
89.21
87.00
73.78
76.44
93.26
74.61
58.48

表3 洗脱液流速的考察

编号

1
2
3
4

流速（ml/min）
1
3
5
10

吸附率（%）
97.79
95.36
89.07
82.64

解吸率（%）
96.51
93.33
86.90
85.33

回收率（%）
95.69
92.88
83.44
73.52

mg

mg 20
18
16
14
12
10
8
6
4
2
0 0 100 200 300 400 500 600 700
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2.4.5 水洗脱液用量考察［10］ 取处理好的XAD18型
号大孔树脂 12 ml，装柱，用含总黄酮 5.872 mg/ml的上

样液 80 ml上样，待泄露液流干后，用水冲洗树脂柱，

接取流出液，每 10 ml为 1份，接取 10份，编号，分别浓

缩挥干后称重，记录每份泄露液中固形物质量，按

2.2.5项下的方法测定总黄酮含量，记录每份泄露液中

总黄酮的含量。水洗脱液用量考察中仅第一份 10 ml
流份干燥后有部分固形物，后续流出部分几乎无固形

物，也未检测到总黄酮，故确定水洗脱液用量与树脂

体积相同即可。

2.4.6 乙醇洗脱液浓度考察 取处理好的XAD18型
号大孔树脂 7份，每份 5 ml，装柱，向每根柱子中加入

含总黄酮 170.44 mg的溶液，用水 5 ml洗脱，弃去水洗

液，再分别用 30 %、40 %、50 %、60 %、70 %、80 %、

90 %的乙醇溶液 100 ml洗脱，收集乙醇洗脱液，挥干，

按 2.2.5项下的方法测定总黄酮含量，计算总黄酮回收

率。不同浓度乙醇洗脱液对多穗柯总黄酮回收率的

影响见表 4。结果显示 60 %乙醇溶液作为洗脱液时

回收率最高。

2.4.7 乙醇洗脱液用量的考察［11］ 取处理好的

XAD18型号大孔树脂 5 ml，装柱，向柱子中加入含总

黄酮 200.52 mg的溶液，用水 5 ml洗脱，弃取水洗液，

再用 60%乙醇溶液洗脱，收集乙醇液，每 10 ml为 1
份，共接 10份，分别挥干，按 2.2.5项下的方法测定总

黄酮含量。以乙醇溶液累计用量为横坐标、洗脱液中

的总黄酮量为纵坐标绘制样品回收曲线，见图 5。结

果显示，当洗脱液达到 20 ml时，总黄酮已基本洗脱完

全，故确定醇溶液洗脱液用量为4倍柱体积。

2.5 多穗柯总黄酮的制备方法 取多穗柯叶，粉碎过

200目筛，称重，置圆底烧瓶中，加入料液比为 1∶25的
70 %乙醇溶液，90 ℃下回流30 min，滤过，提取2次，合

并滤液，浓缩至无醇味，得多穗柯总黄酮粗提取物，将

粗提物加水稀释至总黄酮6 mg/ml，通过XAD18型大孔

吸附树脂，以 3 ml/min的流速洗脱，分别用 1倍柱体积

的水冲洗，再用 4倍柱体积 60 %乙醇冲洗，收集乙醇

液，挥干，即得多穗柯总黄酮提取物。所制备 3批多穗

柯总黄酮制品的纯度和得率见表 5。表明所建立的提

取纯化工艺制备得到的多穗柯总黄酮纯度和得率均较

高，检测方法可有效反映多穗柯总黄酮的品质。

表4 不同浓度乙醇洗脱液对多穗柯总黄酮回收率的影响

编号

1
2
3
4
5
6
7

乙醇浓度（%）
30
40
50
60
70
80
90

回收率（%）
39.23
48.06
57.93
71.67
57.20
60.98
53.75

ml

mg 160
140
120
100
80
60
40
20
0

-20 0 20 40 60 80 100 120

表5 3批多穗柯总黄酮制品的纯度和得率 （n=3）
批号

1
2
3

药材取样量（g）
50.85
100.53
150.21

制得量（g）
13.43
28.15
39.83

总黄酮含量（g）
8.92
18.47
25.89

纯度（%）
66.42
65.61
65.00

得率（mg/g）
175.42
183.37
172.36

3 小 结

多穗柯黄酮类物质中主要为二氢查耳酮类物质

根皮素的糖苷，如根皮苷、三叶苷等，易溶于热水、醇

水溶液，故选择回流提取方式。本试验中，采用 70 %
乙醇在 90 ℃下回流 30 min，共提取 2次的方法从多穗

柯叶中提取黄酮类化合物，纯度不足 30 %，经采用

XAD18性大孔吸附树脂对黄酮类化合物进行纯化，得

到纯度大于 60 %的多穗柯总黄酮制品，且整体得率大

于15%。
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