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析，因此确定乙腈-水-磷酸作为本研究的流动相[5]。随后又分

别考察了 25、30、35 ℃3个检测柱温，结果表明色谱柱检测温
度在 35 ℃时，分离度最好、峰形较好。故选择柱温为 35 ℃条
件下进行茯苓皮药材HPLC指纹图谱检测。

3.3 检测波长的选择
使用DAD检测器进行紫外区全波长扫描，在210 nm波长

下，色谱图基线噪音较低，特征峰响应较高，色谱峰信息较完
全。综合比较后，选择210 nm作为本研究的检测波长。

综上所述，本试验建立了茯苓皮药材的HPLC指纹图谱，

并采用不同分析方式将 18批茯苓皮药材分为两大类[6]。虽然
上述两大类茯苓皮HPLC指纹图谱十分相似，但 3、6、9、14批

茯苓皮样品的各成分质量分数低于其他批号茯苓皮样品，表

明 3、6、9、14批茯苓皮样品质量次于其他批号的茯苓皮样品。

由此提示茯苓皮药材的质量与土壤类型、盖土厚度、海拔、纬
度、气候条件、菌种、种植方法等密切相关，其具体原因有待进
一步研究。
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摘 要 目的：建立测定无花果叶提取物中总黄酮含量的方法。方法：采用紫外可见分光光度法，以芦丁为对照品 ，采用亚硝酸

钠-硝酸铝-氢氧化钠显色法，在510 nm波长处对无花果叶提取物的总黄酮含量进行测定。结果：芦丁质量浓度在0.05～0.50 mg/ml范

围内与吸光度呈良好的线性关系（r＝0.999 9）；精密度、稳定性、重复性试验的 RSD 均＜2％；平均加样回收率为 98.68％，RSD＝

1.50％（n＝9）。无花果叶黄酮提取物的总黄酮含量均值为9.47％。结论：该方法操作简便、准确，稳定性和重复性良好，适用于无

花果叶提取物中总黄酮的含量测定。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the content determination of total flavonoids in extracts from ficus carica

leaves. METHODS：The content of total flavonoids in extract from ficus carica was determined by UV-visible spectrophometry

with Al（NO3）3-NaNO2-NaOH color-test at the wavelength of 510 nm with the reference of rutin. RESULTS：There was a good lin-

ear relationship between the quality concentration of rutin and the absorbance in the range of 0.05-0.50 mg/ml（r＝0.999 9）. The RS-

Ds of precision，stability and reputability test were less than 2％ and the average recovery was 98.68％（RSD＝1.50％，n＝9）. The

average content of total flavonoids in extract from ficus carica leaves was 9.47％. CONCLUSIONS：The method is simple，accu-

rate，reproducible and stable，and can be used for the content determination of total flavonoids in extract from ficus carica leaves.
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无花果叶为桑科榕属植物无花果（Ficus carica L.）的叶。

无花果在全国各地广有栽培，主要分布于新疆、江苏、山东、广西、浙

江、福建、上海、四川、陕西、甘肃、江西、广东、河南等省[1-3]。近年来

研究发现，无花果叶具有降血脂、降血糖、抗氧化活性及镇静

催眠等作用 [4-5]，其所含化学成分有香豆素类物质、黄酮类物

质、苯甲醛、糖类、微量元素、维生素C等[6]，是一种具有开发应

用前景的药用资源。本课题组的前期研究表明，无花果叶提

取物含有一定量的黄酮类化合物、补骨脂素、佛手苷内酯 [7]。

目前，对黄酮类化合物的含量测定主要有紫外分光光度法和

高效液相色谱（HPLC）法[8-10]。在实际生产和科研过程中，对于

黄酮单体的定量，常采用HPLC 法；而对总黄酮的含量测定，考

虑到方法的简便、快捷以及可行性，多采用紫外分光光度法，

其基本原理为这类化合物在亚硝酸钠碱性溶液中能与铝离子

（Al3+）产生高灵敏度的橙红色配合物[11]。目前，紫外分光光度

法主要有直接测定法、亚硝酸钠-硝酸铝-氢氧化钠显色法、三

氯化铝显色法。本课题组选取亚硝酸钠-硝酸铝-氢氧化钠显

色法对无花果叶提取物中的总黄酮进行了含量测定，以期为

无花果叶黄酮提取物的质量控制提供可靠依据。

1 材料

UV-vis8453型紫外可见分光光度计（美国Agilent公司）；

KQ5200B 型超声波清洗器（昆明市超声仪器有限公司）；

EYE-LA旋转蒸发仪（日本东京理化株式会社）；SHZ-D型台式

循环水真空泵（巩义市予华仪器有限责任公司）；FD-1型冷冻

干燥机（上海市英峪仪器厂）；Mili-Q Academic超纯水系统（美

国Millipore公司）。

芦丁标准品（中国食品药品检定研究院，批号：100080-

200707）；氢氧化钠、亚硝酸钠、硝酸铝、三氯化铝、无水乙醇为

分析纯，水为超纯水。

无花果叶采自福建省莆田市绿阳农业开发有限公司林山

无花果基地。

2 方法与结果

2.1 无花果叶提取物制备

无花果叶采摘后，用清水洗去表面的灰尘和杂质，晒干，

粉碎脱脂。称取无花果叶粉末，用 5倍量石油醚超声（功率：

400 W，频率：40 kHz）振荡脱脂 10 min，重复脱脂 3次，自然阴

干备用，称取脱脂后的无花果叶粉末80 g，加入40％乙醇4 000

ml，浸泡过夜，超声（功率：400 W，频率：40 kHz）处理 30 min，

提取温度为70 ℃。所得提取液置于旋转蒸发仪中浓缩得浓缩

液，再经冷冻干燥后得灰黑色粉末状提取物[12]。

2.2 样品溶液的制备

精密称取无花果叶黄酮提取物干燥粉末约 0.70 g，置于

100 ml量瓶中，用40％乙醇定容，摇匀，即得样品溶液。

2.3 对照品溶液的制备

精密称取芦丁标准品50.0 mg，置于50 ml量瓶中，用40％

乙醇定容，摇匀，即得对照品溶液。

2.4 最大吸收峰的确定

精密吸取芦丁对照品溶液 3 ml、样品溶液 0.5 ml，分别置

于 10 ml量瓶中，加入 40％乙醇至 5.0 ml，摇匀；加 5％亚硝酸

钠溶液 0.3 ml，摇匀，放置 6 min；加 10％硝酸铝溶液 0.3 ml，摇

匀，放置 6 min；加 1.0 mol/ml 氢氧化钠溶液 4.0 ml，再加 40％

乙醇定容至刻度，摇匀，放置 15 min。用紫外分光光度计在

200～600 nm波长范围进行全波长扫描。另取相应体积样品

溶液用40％乙醇定容至10 ml作为空白液，记录扫描图谱。通

过比较芦丁对照品溶液与样品溶液的扫描图谱，发现两者在

510 nm处有共同最大吸收。

2.5 线性关系考察

精密吸取芦丁对照品溶液 0.5、1.0、2.0、3.0、4.0、5.0 ml，分

别置于10 ml量瓶中，按“2.4”项下亚硝酸钠-硝酸铝-氢氧化钠

显色法进行芦丁的显色反应，在 510 nm波长处分别测定吸光

度。以质量浓度（x，mg/ml）为横坐标、吸光度（y）为纵坐标进

行线性回归，得芦丁的回归方程为 y＝11.351x+0.006 5（r＝

0.999 9）。结果表明，芦丁质量浓度在 0.05～0.50 mg/ml范围

内与吸光度呈良好的线性关系。

2.6 精密度试验

精密吸取样品溶液 0.6 ml，置于 10 ml 量瓶中，按“2.4”项

下亚硝酸钠-硝酸铝-氢氧化钠显色法操作，并于510 nm波长处

连续测定6次。结果，RSD＝0.22％（n＝6），表明该方法精密度

良好。

2.7 显色稳定性试验

精密量取芦丁对照品溶液 2 ml，置于 10 ml 量瓶中，按

“2.4”项下亚硝酸钠-硝酸铝-氢氧化钠显色法操作，并于 510

nm波长处，每隔 10 min 测 1次，共重复测定 6次吸光度。结

果，RSD＝0.47％（n＝6），表明芦丁对照品溶液在 60 min 内

显色试验结果稳定。

2.8 样品溶液稳定性试验

取样品溶液 1份，分别在 0、1、2、6、12、24、48 h（隔夜放

4 ℃冰箱中保存）精密量取1 ml，置于10 ml 量瓶中，按“2.4”项

下亚硝酸钠-硝酸铝-氢氧化钠显色法操作，并于510 nm波长处

测定吸光度。结果，总黄酮的吸光度均值为 0.471，RSD＝

0.19％（n＝6），表明样品溶液在48 h内基本稳定。

2.9 重复性试验

精密吸取样品溶液 0.6 ml，置于 10 ml量瓶中，共 6份，按

“2.4”项下亚硝酸钠-硝酸铝-氢氧化钠显色法操作，并于 510

nm波长处测定吸光度。结果，RSD＝0.43％（n＝6），表明该方

法重复性良好。

2.10 加样回收率试验

称取同一批次的无花果叶提取物 9份，按“2.2”项下方法

制备样品溶液，取适量分别置于 10 ml 量瓶中，加入 0.5、2.0、

4.0 ml的芦丁对照品溶液，每组各3份，按“2.4”项下亚硝酸钠-

硝酸铝-氢氧化钠显色法操作，并于 510 nm 波长处测定吸光
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度，计算加样回收率，结果见表1。

表1 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 1 Results of recovery test（n＝9）

称样量，g

0.701 3

0.703 5

0.702 0

0.701 5

0.703 3

0.702 4

0.703 2

0.702 6

0.703 2

已知含
量，mg
0.478

0.482

0.480

0.475

0.482

0.481

0.485

0.479

0.488

加入量，
mg

0.510

0.510

0.510

2.020

2.020

2.020

4.080

4.080

4.080

测得量，
mg

0.970

0.975

0.978

2.490

2.500

2.480

4.560

4.580

4.500

加样回
收率，％

96.47

96.67

97.65

99.75

99.90

98.96

99.88

100.51

98.33

平均加样
回收率，％

98.68

RSD，
％

1.50

2.11 样品含量测定

精密吸取样品溶液 0.6 ml，共 3份，分别置于 10 ml 量瓶

中，按“2.4”项下亚硝酸钠-硝酸铝-氢氧化钠显色法操作，并于

510 nm波长处测定吸光度，将吸光度代入标准曲线方程，结果

见表2。

表2 样品含量测定结果（n＝3）

Tab 2 Result of content determination（n＝3）

样品编号
1

2

3

吸光度
0.459

0.456

0.458

总黄酮含量，％
9.50

9.43

9.48

总黄酮含量均值，％

9.47

3 讨论

黄酮类化合物作为重要的药效组分，在无花果叶提取物

中含量较高，因此选择合适的测定方法有助于为无花果叶提

取物的质量评价提供可靠的技术支持。由于各种不同来源植

物的总黄酮成分各不相同，对不同的显色方法的适用性也因

为其成分的不同而不同，所以有必要为无花果叶提取物中总

黄酮的测定选择一种准确可靠的方法。

笔者比较了直接测定法、亚硝酸钠-硝酸铝-氢氧化钠显色

法、三氯化铝显色法这3种紫外分光光度法在200～600 nm波

长范围内的扫描图谱。结果显示，采用直接测定法，样品溶液

在 210 nm 波长处有最大吸收，与芦丁对照品最大吸收峰吻

合。由于共轭双键中共轭跃迁引起的吸收峰在200 nm波长附

近，芳香族化合物在200 nm波长附近也有特征吸收，在此波长

下检测，溶剂乙醇、香豆素类化合物、苯甲醛等均会对测定结

果产生干扰，因此不选择该方法检测。而三氯化铝显色方法

波长扫描结果显示，芦丁对照品溶液与样品溶液最大吸收峰

不吻合，此方法可导致测定结果不准确、与真实值偏离，也不

可取。而采用亚硝酸钠-硝酸铝-氢氧化钠显色法，芦丁对照品

和无花果叶黄酮提取物均在510 nm波长处有最大吸收。其基

本原理为黄酮类化合物的紫外光谱图上主要有2个吸收带：环

肉桂酰系统引起的吸收带Ⅰ（300～550 nm）和环苯酰系统引

起的吸收带Ⅱ（240～280 nm）。若加入铝盐，则Al3+与黄酮化

合物形成稳定的配合物，吸收带Ⅱ会明显向长波长方向移动

（红移）；黄酮类化合物在中性或弱碱性条件下能够与铝盐形

成黄色络合物，继续加入氢氧化钠会生成桔红色有机物，在可

见光区 510 nm波长附近产生最大吸收[13]，从而为紫外分光光

度法测定提供了可靠的依据。故本研究选择该方法作为无花

果叶提取物中总黄酮含量的检测方法。

综上所述，该方法操作简便、准确，重复性和稳定性良好，

适用于无花果叶提取物中总黄酮的含量测定。。
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