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槐米总黄酮提取物的热分析指纹图谱
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(天津市工业微生物重点实验室。天津科技大学生物工程学院天津300222)

摘要以芦丁标准品作对照，应用热重法(TG)和微商热重法(DTG)对不同提取方法(碱提酸沉法、乙醇回

流法和超声辅助法)以及提取条件(碱提取液pH值、稳定剂种类)下制备的槐米总黄酮提取物进行热重分析

及热特征图谱解析。结果表明，由于提取方法和条件不同，产品质量有明显区别．反映在TG．DTG曲线上．表

现出不同峰形、峰位及失重情况。在碱提酸沉法提取中，碱提取液pH=9．硼砂作稳定剂时，提取物的产率和

含量均较高．而且其TG—DTG曲线特征与芦丁标准品比较接近。因此这些热分析图谱可以作为控制槐米总黄

酮提取物质量的指纹图谱。
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槐米是豆科植物槐树(Sophorajaponica L．)的未开放花蕾，含有丰富的芸香苷(rutin，芦丁)，三萜皂

苷等，具有凉血止痛、清肝泻火之功效；用于多种疾病的治疗，并可用于预防中风“J。药理学实验已经证

实，芦丁不但具有维生素P的生理作用而且能够抗菌消炎，有防止血管脆性和止血作用。目前．已经有

许多关于槐米总黄酮提取方法的报道，如碱提酸沉法、乙醇回流法、水提取法和超声辅助法等”J】。但是

利用指纹图谱技术研究不同提取方法以及提取条件对槐米总黄酮提取物质量影响的报道却很少见。为

建立中药提取生产质量管理规范(GEP)，促进植物提取物质量标准化，发展多种快速、有效、操作简便、

适于推广的质量控制检测方法十分必要。目前，高效液相色谱(HPLC)“1和薄层色谱(TLC)等方法已经

用于中药提取物有效成分的测定。但是，HPLC作为一种分离检测手段，耗时长，工作量大，需根据不同

样品确定不同分离条件，使操作较为繁琐；薄层色谱以及薄层扫描也有耗时长，所获得结果不够精确等

缺点；红外光谱(FTIR)”’61测定的是物质中分子的吸收光谱，不同的物质会有其特征指纹的特性，现已

用于中药材及其提取物的快速鉴别和质量控制上．是一种值得推广使用的研究中药指纹图谱的新方法。

近年来，热分析技术在化学药品的鉴别、理化常数测定、纯度考察、稳定性以及晶型考察、中药材真伪鉴

别、中药制剂质量分析等领域已经发挥出越来越重要的作用”．8]。本文在分析不同提取方法和提取条件

所得槐米总黄酮含量的基础上，用热分析技术研究这些提取物的指纹图谱特征。为建立中药提取物的定

量．定性指纹图谱数据提供参考依据。

1实验部分

1．1仪器和试剂

Pyri8／Diamond TG／DTA型热重．差热分析仪(美国Perkin—Elmer公司)；SP-2000UV型紫外可见分光

光度计(上海光谱仪器有限公司)；KQ3200DE型数控超声波清洗器(上海精密仪器仪表有限公司)；

HeLzdadWB型旋转蒸发仪(德国Heidolph公司)。芦丁标准品(中国药品生物制品检定所)，槐米(天津

市中药饮片厂)。氧化钙、硼砂、焦亚硫酸钠等均为分析纯试剂。

1．2样品制备

芦丁属黄酮苷类化合物，虽然有一定的极性，但却难溶于酸性水，易溶于碱性水，故可用碱水提取。

在提取过程中．为了避免芦丁氧化变质，常加入焦亚硫酸钠起抗氧化作用．加入硼砂起保护邻二酚羟基

不被氧化破坏的作用”]。另外，芦丁溶于热乙醇(体积比为1：30)，根据相似相溶的原理，可以用乙醇作

溶剂，回流提取【l⋯。超声辐射用于槐米总黄酮的提取．主要是源于超声波的空化作用，能够有效粉碎槐
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花米的细胞壁，加速黄酮在溶液中的溶解。另外，超声波的热效应和机械效应也有利于黄酮的溶出．提

取可在室温下进行”j。

本文分别采用碱提酸沉法(提取液p14=9，稳定剂选用1．5 g硼砂和1．5 g焦亚硫酸钠)、乙醇回流

法和超声辅助法制备槐米总黄酮提取物。

当在不同PH值条件下制备槐米总黄酮时，用澄清石灰水调节相应pH值。

在不同种稳定剂下制备槐米总黄酮时，稳定剂选择1，5 g硼砂和1．5 g焦亚硫酸钠、l，5 g硼砂和不
加稳定剂3个水平。

1．3槐米总黄酮提取物产率及含量的测定

以上每种提取工艺各制备3批平行样，所得提取物均于65℃下真空干燥并称重。分别计算槐米总

黄酮产率。

采用分光光度法，对以上不同提取方法和条件下制备的样品进行含量测定。芦丁是分析黄酮类化

合物的常用标准品，也是槐米总黄酮的主要成分，所以本试验以芦丁为标准品制作标准曲线”“，用最小

二乘法得回归方程为：c(∥L)=0．083 94A一0．001 32，相关系数R2=0．999 6。

将待测样品粉末于烘箱中120 cc活化4 h，样品溶液的制备参考标准品溶液的制备。然后按标准曲

线制备项下的方法在波长510 nm处依法测定各样品吸光度，每个样品平行测3次。通过标准曲线方程

求出总黄酮浓度，计算不同提取方法和条件下所得产品中总黄酮的含量。

1．4热重分析实验

热重分析实验的温度范围25—800℃；升温速率10。C／rain；N：气气氛，流速150 mL／rmn。实验时，

将样品研磨成细粉，每个样品用量约5 mg，置铂坩埚中，加盖。按实验条件程序升温。对样品进行热谱扫

描，每一样品均重复3次，重现性好。本文使用芦丁标准品作对照，采用热重．微商热重法测定不同提取

物的TG—D'rG曲线。分别以样品失重百分率和质量变化百分率为纵坐标，温度为横坐标作图，即得到各

样品的热重一微商热重(TG．DTG)曲线。

2结果与讨论

将芦丁标准品的热分解反应分为4个阶段：(1)在25—134℃，TG曲线呈现脱失结晶水的失重台

阶，DTG曲线出现脱失结晶水的失重峰；(2)在134～333℃，芦丁熔融同时分解，TG曲线呈现一陡峭热

分解失重台阶，DTG曲线出现尖锐热分解强峰；(3)失重发生在333—498℃。可能为样品挥发所致。对

应DTG曲线出现一较缓失重峰；(4)在498—800℃，样品逐步缓慢失重。

2．1 不同提取方法所得槐米总黄酮的热分析指纹图谱

不同提取方法所得槐米总黄酮的TG．DTG曲线如图1所示。图中可见。B的TG．DTG曲线较其它

2种方法更接近芦丁标准品；c的DTG曲线，脱失结晶水失重峰峰顶温度与标准品有较大差异．可能是

由于乙醇提取槐米总黄酮的过程中。其它醇溶性成分如自桦脂醇、槐二醇等也会随之溶出；D的1E．

DTG曲线与标品相差较远，说明在本文所述超声条件下提取总黄酮时，对提取物质量的影响较大。由3

种方法所得槐米总黄酮提取物的产率和总黄酮含量测定结果(见表1)表明，碱提酸沉法所得样品的产

率和总黄酮含量最高，分别为19．4％和82．5％；用乙醇提取槐米总黄酮的过程中，由于醇溶性杂质的溶

出，导致提取物C纯度下降。在本文所述超声条件辅助提取时，可能导致有效成分发生降解，致使其产

率和总黄酮含量结果偏低。

以芦丁为对照，对3种提取方法所得槐米总黄酮的TG曲线作进一步解析，计算不同阶段的失重率

和总失重率，结果见表1。由表1看出，第1阶段，各样品脱失结晶水的台阶失重率均略大于芦丁标准

品，这可能是由于样品含有部分结合水或游离水；第2阶段，样品的TG曲线呈现陡峭的热分解失重台

阶，其中．D的质量损失仅为23，64％，与标准品相差较大；对应DTG凿线，各样品热分解失重峰峰疆温

度均较标准品稍提前，峰形不如标准品尖锐，D在该阶段出现多重失重峰．这与超声提取物黄酮含量低

有关；第3、第4阶段，各样品失重率与标准品接近，只是失重峰峰顶温度较标准品略向左偏移。综合考

虑各热分解反应阶段失重率及峰形、峰位置，说明提取物B的TG．DTG曲线特征与标准品最接近。
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图1不同提取方法所得样品的TG—BTG曲线

Fig．1 TG—DTG curves of samples extracted by difierent methods

A standard rutin；B．extract by alkali dissolution of acid sedimentation；

C．extract by ethanol imglux；D．extract by ultrasonic—assisted method

表1不同提取方法所得样品的产率和总黄酮含量爰热重曲线特征

Table 1 The yield．flavone content and them+ogravimetric characteristics ofthe a曲mcts by different methods

’EntryA—D wem删呦the note 0fFig．I二Data we陀reportedin means±standard devimion(rt。3)·
2．2不同碱提取液pH值所得槐米总黄酮的热分析指纹图谱

不同碱提取液pH值所得槐米总黄酮的TG．DTG曲线如图2所示。图中可见，F的TG．DTG曲线最

接近芦丁标准品；对应DTG曲线，各样品出现热分解失重强峰，但峰顶温度较标准品稍提前，且峰形不

如标准品尖锐，其中，E出现失重双峰，前一个峰较陡峭，随后峰出现的较缓。通过测定不同碱提取液

pH值所得槐米总黄酮提取物的产率和总黄酮含量(结果见表2)。由表中结果可知，最佳碱提取液

pH=9；当pH<9时．可能由于提取液碱性较弱，黄酮溶解不完全，使得提取物产率和纯度下降；但在强

碱性下(如pH=10)，尤其加热提取时会破坏黄酮母核，导致含量下降。

图2不同碱提取液pH值所得提取物的TG—DTG曲线

Fig．2 TG—D’rG CUll，e$of samples extracted
at different pH

A standard rutm；E ext州at pH=8；F．em州at pH=9；G．extxa(!|at pH=10

以芦丁为对照，对提取物E、F和G的TG曲线作进一步解析，计算不同阶段的失重率和总失重率，

结果列于表2。由表2看出，第1阶段，E、F和G脱失结晶水的台阶总失重略大于标准品，其中E的结果
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偏离芦丁标准品最大；第2阶段，E、F和G的TG曲线呈现陡峭的热分解失重台阶，其中，F的质量损失

为29．43％，与标准品最为接近，而E的失重率偏低；在第3个热分解反应过程中，E的失重率偏高，对

应DTG曲线较标准品尖锐。最后，3种提取物缓慢失重，但G失重率略低。通过以上热潜图分析可知，

当碱提取液pH=9时，提取物F的TG—DTG曲线特征最接近芦丁标准品。

表2不同碱提取液pH值所得样品的产率、总黄酮含量及热重曲线特征

Table 2 The yield，flavone content and thetlmogravlmetrie characteristics of extracts at different pH values

’Entu,A，E圳G 难如same驰the hole of Fig 2；Data w㈣reported in nlem,18±standard deviation(rt=3)
2．3不同稳定剂所得槐米总黄酮的热分析指纹图谱

碱提酸沉法提取槐米总黄酮时常用单一稳定剂硼砂或复合稳定剂硼砂加焦亚硫酸钠来保护黄酮母

核。不同稳定剂及未加稳定剂所得槐米总黄酮的TG．DTG曲线如图3所示。图中可见，I的TG．DTG曲

线较其它2种方法更接近芦丁标准品；在提取过程中采用复合稳定剂反而造成H的TG．DTG曲线与标

准品有明显差异，DTG曲线出现失重双峰，而且失重峰峰顶温度较标准品明显提前，峰形也不如标准品

尖锐；不加稳定剂的提取物J，在第3个热分解阶段出现不明显失重双峰。表3中列出提取物H、I和J

的产率和总黄酮含量结果，从中可以看出，提取物I的产率和总黄酮含量比提取物H要高；而提取物J

由于部分黄酮结构被破坏使得产率和总黄酮含量显著降低。

图3不同稳定剂所得样品的TG．DTG曲线

Fig。3 TG-DTG cums。f samples extracted with different stabilizer
A standata mtin；H．extract with borax and sodium metabistd6te册stabilizer；1 extract with borax衄stabilizer；J．without stabilizer

以芦丁为对照，对提取物H、I和J的TG曲线进一步解析，计算不同阶段的失重率和总失重率，结

果见表3。由表3看出，第1阶段，提取物H、I和J脱失结晶水的台阶失重率略大于标准品；第2阶段，

表3不周稳定剂所得样品的产率和总黄酮含量殛热重曲线特征

Table 3 The yield．flavone contenl and thermogravimetric characteristics of extracts们tlI different stabilizer

‘Entry A．H—Jw吣聃哪e鹅the note of Fig．3；Datawei-e repoaedin m一$±standard deviation(Ⅱ=3)
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提取物迅速失重．提取物I与芦丁标准品最接近，提取物H热分解失重率最小(24．54％)；第3阶段，提

取物I和H与芦丁结果均相近。提取物J结果偏低。最后，3种提取物均缓慢失重至最大失重率。比较

提取物H和I的TG．DTG曲线特征，提取物I更接近标准品。综合考虑这2种提取物产率和总黄酮含

量，在提取槐米总黄酮的过程中，只加入一种稳定剂硼砂的提取效果要优于加入复合稳定剂或未使用稳

定剂的效果。
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Thermal Analysis Fingerprint of Flavonoids Extracted

from Buds of Sophora japonica L．

ZHANG Li—Ming’，ZHAO Xi，ZHANG Xiao—Li，WANG Ling—Ling

(Tianjin Key Laboratory ofIndustrial Microbiology，College ofBiotechnology

Tianjin University ofScience＆Technology．Tianjin 300222)

Abstract FIavonoids were extracted from the buds of Sophora japonica L．by difie诺nt methods，such as

alkali dissolution of acid sedimentation．ethanol reflux。and ultrasonic．assisted methMs．The extraction condi—

tions．includingthe pH ofthe base andthe kind of stabilizerweM researchedaswell．Furthermore，with rutin

as a contr01．thermal characteristics offlavonoids from the buds ofSophorajaponica L．were determined v／a the

TG．DTG curves．The resuhs showed that every sample had different m∞s loss，CHiVe shape，and peak location

related to difierent extraetion technology．The TG．DTG characteristics of the products extracted by alkali disso-

lufion of acid sedimentation with the extract adjusteA to pH=9 and borax as the stabilizer were similar to that

of standard rutin．Meanwhile，the yield and purity of the products extracted by the above optimum extraction

technology were higher than others．Therefore．t}le thermal analysis fingerprint could seⅣe as a tool for quality

control of flavonoids from the buds of Sop胁ra japonica L．

Keywords bud3 of Sophora japonica L．，flavonoids，rutin，thermogravimetry analy5i8 fingerprint

  


