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荷叶系睡莲科莲属植物莲（Nelumbo nucifera Gaertn.）的干
燥叶[1]。传统医学认为荷叶性味苦寒，具有清暑利湿、生发清
阳、清心去热、止血利水的活性[1]。研究表明荷叶具有抗氧化[2]、

降血脂[3]、抑菌[4-5]、抗病毒、抗衰老[6]等药理作用。槲皮素作为
荷叶中一种重要的黄酮类成分，具有抗肿瘤[7-8]、抗炎[9-10]、抗病
毒[11]、抗血小板聚集[12]等药理活性。

经文献分析，前期对荷叶总黄酮类成分的提取研究主要
以醇为溶剂，进行热浸或超声提取，采用盐酸水解提取银杏叶
总黄酮类成分也有相关的报道[13]；而盐酸水解用于荷叶总黄酮
类成分的提取却报道较少。为此，笔者采用响应面法优化荷
叶中黄酮类成分槲皮素的盐酸水解提取工艺，以期为开发荷
叶黄酮提取物的医疗、保健产品提供实验依据。

1 材料
1.1 仪器

UltiMate 3000型高效液相色谱（HPLC）仪（美国戴安公
司）；Eclipse XDB-C18色谱柱（美国Agilent公司）；XS-105型电
子分析天平（瑞士 Mettler toledo 公司，精度：0.01 mg）；R-201

型恒温水浴锅（上海申生科技有限公司）。

1.2 药材、药品与试剂

荷叶（购自浙江中医药大学中药饮片有限公司，产地：湖
北，批号：HY140401）；槲皮素对照品（中国食品药品检定研究
院，批号：100081-200907，纯度：96.5％）；盐酸、甲醇、磷酸均为
分析纯，甲醇为色谱纯，水为娃哈哈纯净水。

2 方法与结果
2.1 HPLC法测定荷叶槲皮素的含量

2.1.1 色谱条件 [1] 色谱柱为 Agilent Eclipse XDB-C18（250

mm×4.6 mm，5 μm），流动相为甲醇-0.4％磷酸溶液（50 ∶ 50，V/

V），流速为1 ml/min，检测波长为360 nm，柱温为25 ℃，进样量
为10 μl。该色谱条件下，荷叶样品液（试验2号提取液）中槲皮
素与其他相邻峰分离良好，其色谱图见图1。

2.1.2 线性溶液的制备及线性关系考察 精密称取槲皮素对
照品5.24 mg，置于10 ml量瓶中，加甲醇溶解，摇匀，为线性贮
备液；再将其依次稀释为 225.28、101.13、50.57、33.71、25.28、

20.23 μg/ml溶液，各进样10 μl。以槲皮素峰面积（y）对质量浓
度（x，μg/ml）进行线性回归，得回归方程：y＝0.897 8x－4.537 6

（R2＝0.999 7），结果显示槲皮素检测质量浓度线性范围为
20.23～225.28 μg/ml。

2.1.3 精密度考察 以50.57 μg/ml槲皮素对照品溶液为测试
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溶液，重复进样6次，测定峰面积。结果RSD为0.38％（n＝6），

表明此方法精密度好。

2.1.4 回收率考察 精密称取已知含量荷叶粉末6份，每份约

0.1 g，加入槲皮素对照品适量，按优选出的方法进行提取制

备，进样10 μl，测得峰面积积分值并计算含量与回收率。结果

平均回收率为98.29％，RSD＝0.69％（n＝6）。

2.1.5 稳定性考察 精密称取荷叶粉末约 0.1 g，按优选出的

方法进行提取制备，分别在 0、3、6、12、24 h时进样，测定槲皮

素峰面积。结果在24 h内峰面积的RSD＝2.45％（n＝5），表明

样品溶液在24 h内稳定。

2.1.6 重复性考察 精密称取荷叶粉末 6份，每份约 0.1 g，按

优选出的方法进行提取制备，进样10 μl，测定峰面积并计算含

量。结果平均含量为12.007 2 mg/g（RSD＝0.48％，n＝6）。

2.2 荷叶中槲皮素提取单因素试验

本试验主要研究盐酸在水解提取荷叶槲皮素过程中的作

用，故盐酸体积分数是试验首要考察的因素；而在盐酸水解过

程中，影响最大的是加热温度和加热时间。故本试验先对此3

个因素进行单因素试验，再根据单因素的水平差异，设计响应

面试验。

2.2.1 荷叶槲皮素提取量的计算公式 提取量（mg/g）＝[样品

峰面积×对照品质量浓度（mg/ml）×对照品进样量×稀释体积

（ml）]/[对照品峰面积×样品进样量×样品质量（g）]。

2.2.2 盐酸体积分数对荷叶槲皮素提取量的影响 称取荷叶

粉末约 0.1 g，分别加入体积分数为 2％、4％、6％、8％、10％、

12％的盐酸甲醇溶液20 ml，在80 ℃水浴锅中加热水解90 min

后测定，结果见图2A。

由图2A可知，盐酸体积分数从2％升至10％，荷叶槲皮素

提取量由 7.36 mg/g 上升至 12.17 mg/g；当盐酸体积分数高于

10％时，槲皮素提取量反而略有下降。水解提取过程中盐酸

有助于黄酮类成分槲皮素的溶出，但达到一定的体积分数时，

会破坏植物组织的结构，导致其他杂质释放出来，槲皮素提取

量不再上升。因此盐酸体积分数为10％时比较适合荷叶槲皮

素的水解提取。

2.2.3 加热时间对荷叶槲皮素提取量的影响 称取荷叶粉末

约 0.1 g，加入 10％盐酸甲醇溶液 20 ml，在 80 ℃条件下，分别

水解15、30、60、90、120、150 min后测定，结果见图2B。

由图2B可知，开始提取时，槲皮素的提取量随着加热时间

的延长而增加；槲皮素提取量由提取时间为 15 min时的 5.28

mg/g 上升至 120 min 时的 11.79 mg/g，到提取 150 min 时略有
下降。因此加热时间以120 min比较合适。

2.2.4 加热温度对荷叶槲皮素提取量的影响 称取荷叶粉末
约 0.1 g，加入 10％盐酸甲醇溶液 20 ml，分别在 50、60、70、80、

90、100 ℃条件下水解120 min后测定，结果见图2C。

由图2C可知，在50 ℃条件下，盐酸的水解效果不佳；随着
温度的上升，槲皮素提取量也相应增加；在80 ℃条件下，槲皮
素提取量达到 12.23 mg/g；而随着温度继续升高，槲皮素提取
量又随之下降。因此加热温度为80 ℃时，最利于盐酸水解。

2.3 响应面法优化试验设计方案及结果

在单因素试验基础上，根据中心组合设计原理，结合响应
面法，以盐酸体积分数（X1）、加热时间（X2）和加热温度（X3）3个
因素为自变量，以槲皮素提取量（Y）为响应值，设计3因素3水
平共 17个试验点的响应面分析试验。通过拟合二次方程，计
算最优工艺组合以及槲皮素提取量最大理论值。利用 De-

sign-Expert 8.0.5b软件进行响应面分析。因素与水平见表 1，

Box-Behnken试验设计以及响应值结果见表2。

表1 因素与水平

Tab 1 Factors and levels

水平编码

-1

0

1

X1，％
8

10

12

因素
X2，min

90

120

150

X3，℃
70

80

90

响应值与各因素进行回归拟合后，得到回归方程如下：

Y＝12.168+0.262 5X1－0.041 25X2+0.001 25X3+0.105X1X2－

0.2X1X3－0.252 5X2X3－1.195 25X1
2－0.972 75X2

2－0.682 75X3
2

（R2＝0.956 5）。

回归决定系数R2＝0.956 5，回归模型P＜0.000 1，表明响
应值拟合程度良好；失拟项不显著（P＞0.005），可认为无失拟

图1 高效液相色谱图
A.槲皮素对照品；B.荷叶样品；1.槲皮素

Fig 1 HPLC chromatograms
A. quercetin control；B. sample of Folium nelumbinis；1. quercetin
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图2 各因素对荷叶槲皮素提取量的影响
A.盐酸体积分数；B.加热时间；C.加热温度

Fig 2 Effects of factors on the extraction amount of querce-

tin from Folium nelumbinis
A. volume fraction of hydrochloric acid；B. heating time；C. heating time
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图3 各因素对槲皮素提取量的响应面等高线图
1. 盐酸体积分数与加热时间；2. 盐酸体积分数与加热温度；3. 加热时

间与加热温度

Fig 3 Response surface contour plot of the effects of factors

on the extraction amount of quercetin
1. volume fraction of hydrochloric acid and heating time；2. volume frac-

tion of hydrochloric acid and heating temperature；3. heating time and

heating temperature
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因素存在，回归模型显著，由此说明试验结果可信。Box-

Behnken试验结果方差分析见表3。

表2 Box-Behnken试验设计以及响应值
Tab 2 Design and response values of Box-Behnken experi-

ments

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

X1

12

10

10

10

8

10

10

8

8

10

10

12

12

10

12

10

8

X2

120

120

150

150

150

90

120

120

90

120

120

150

120

120

90

90

120

X3

70

80

90

70

80

70

80

70

80

80

80

80

90

80

80

90

90

Y

10.82

12.38

10.36

10.85

9.52

10.16

12.03

9.77

10.08

12.19

11.99

10.13

10.41

12.25

10.27

10.68

10.16

表3 Box-Behnken试验结果方差分析
Tab 3 Variance analysis result of Box-Behnken experiments

来源
模型
X1

X2

X3

X1X2

X1X3

X2X3

X1X1

X2X2

X3X3

残差
失拟项
纯误差
总和

自由度
9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方
1.588 914 804

0.551 25

0.013 612 5

0.000 012 5

0.044 1

0.16

0.255 025

6.015 252 895

3.984 179 211

1.962 726 579

0.039 650 714

0.058 225

0.025 72

离均差平方和
14.300 233 24

0.551 25

0.013 612 5

0.000 012 5

0.044 1

0.16

0.255 025

6.015 252 895

3.984 179 211

1.962 726 579

0.277 555

0.174 675

0.102 88

14.577 788 24

F

40.072 791 440

13.902 649 930

0.343 310 335

0.000 315 253

1.112 211 994

4.035 236 259

6.431 788 294

151.706 041 200

100.481 902 600

49.500 409 120

2.263 802 488

P

＜0.000 1

0.007 4

0.576 3

0.986 3

0.326 6

0.084 5

0.038 9

＜0.000 1

＜0.000 1

0.000 2

0.223 2

从表 3中各个P值结果可以看出盐酸体积分数对荷叶槲
皮素提取具有较高的显著性（P＜0.01），而盐酸体积分数、加热
时间的二次效应（即X1X1、X2X2）对荷叶槲皮素的提取具有极其
显著的影响（P＜0.000 1）。

响应面图是响应值对各试验因素所构成的响应面图形，

从响应分析图上可形象地看出最佳参数及各参数之间的相互
作用。本试验根据回归方程进行不同因素的响应面分析，结
果见图3、图4。

等高线的形状可反映交互效应的强弱：圆形表示两因素
交互作用不显著，而椭圆形则表示两因素交互作用显著。由
图中可看出，各因素间的交互作用不显著，极值条件在等高线
圆心处，3个因素对荷叶槲皮素提取都有影响；其中盐酸体积
分数的影响最为显著，加热时间和加热温度次之。

2.4 最优提取工艺及验证
使用Design-Expert 8.0.5b软件得到最优提取工艺为盐酸

甲醇溶液中盐酸体积分数为 11.37％，加热时间为 120.9 min，

加热温度为 78.95 ℃，荷叶槲皮素提取量预测值为 11.794 2

mg/g。为试验方便，调整试验方案，即盐酸体积分数为
11.00％，加热时间为120 min，加热温度为79.0 ℃，在此条件下
进行试验，槲皮素实测值为12.049 6 mg/g（n＝6），接近预测值，

图4 各因素对槲皮素提取量的响应面3D图
1. 盐酸体积分数与加热时间；2. 盐酸体积分数与加热温度；3. 加热时
间与加热温度

Fig 4 3D response surface plot of the effects of factors on
the extraction amount of quercetin

1. volume fraction of hydrochloric acid and heating time；2. volume frac-

tion of hydrochloric acid and heating temperature；3. heating time and

heating temperature
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表明该工艺稳定、可行。

3 讨论
本文在单因素试验的基础上，合理筛选出盐酸体积分数、

加热时间及加热温度3个因素的水平，将响应面法应用于荷叶
黄酮类成分槲皮素的提取。同时，本试验所用荷叶槲皮素的
含量测定方法经方法学考察，精密度、稳定性及准确度均符合
规定，可作为荷叶槲皮素含量的测定方法。

荷叶作为一种传统中药材，其药源广、药效高，可广泛地
运用于生活及临床中。但相对于荷叶的丰富来源，目前仅有
少部分荷叶用于医疗、食品及保健等，大多数则烂在田塘江
湖。基于槲皮素在临床有显著的效果，本试验在前期众多研
究的基础上，采用响应面法进行设计，通过盐酸加热水解提取
荷叶中槲皮素，筛选出最优提取工艺，对今后进一步开发利用
荷叶槲皮素具有一定的指导意义。
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几种血管紧张素Ⅱ受体拮抗药抗动脉粥样硬化的效应特点
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摘 要 目的：对比几种血管紧张素Ⅱ受体拮抗药（ARB）在抗动脉粥样硬化（AS）过程中的抗炎、调脂及稳定斑块作用，为ARB
在抗AS 方面的临床多效性提供参考依据。方法：以“厄贝沙坦”“氯沙坦”“替米沙坦”“缬沙坦”“动脉粥样硬化”“Angiotensin re-
ceptor blocker”“Irbesartan”“Losartan”“Telmisartan ”“Valsartan”“Atheroscler-osis”等为关键词，采用单独或组合的方式检索中国知

网、PubMed与Elsevier等数据库中的相关文献，归纳、总结各种ARB对AS的抗炎、调脂、稳定斑块作用。结果：共查询到相关文献

62篇，其中有效文献24篇。厄贝沙坦、氯沙坦、替米沙坦及缬沙坦均能在一定程度上起到抗AS作用。虽然在不同研究中厄贝沙

坦所显示出的降低血脂水平功能有所差异，但是其在抗炎和稳定斑块方面作用明显；氯沙坦的抗AS作用主要体现在稳定斑块方

面，目前尚未发现其具有降低血脂水平的作用；替米沙坦有显著的降低血脂水平作用，同时具有抗炎作用，其稳定斑块作用机制尚

不明确；缬沙坦的抗炎作用明显，且在稳定斑块方面起着重要作用。结论：通过归纳总结厄贝沙坦、替米沙坦、氯沙坦、缬沙坦抗

AS的特点，可进一步认识其在抗AS过程中的多方面作用。

关键词 血管紧张素Ⅱ受体拮抗药；动脉粥样硬化；厄贝沙坦；氯沙坦；替米沙坦；缬沙坦
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动脉粥样硬化（Atherosclerosis，AS）所导致的心、脑、肾等

血管疾病，是严重危害人类健康的常见疾病。其中，炎症反应

和脂质反应在AS的发生、发展过程中起着重要作用[1-3]。各种

炎性细胞因子、黏附分子等相互促进、共同影响，导致体内的
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