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测定罗布麻茶黄酮主要组成成分

及其体外抗氧化特性研究
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摘要!通过高效液相色谱法$

?@9V

%测定罗布麻茶黄酮中

芦丁!异槲皮苷含量"并对其体外抗氧化效果进行评价&

减压加热回流结合大孔吸附法提纯的罗布麻茶黄酮中芦

丁和异槲皮苷实现了良好分离"其中芦丁在
$365%!

"

&3$'#5

#

:

时呈良好线性关系$

>]$3&&&55

%"异槲皮苷在

$3#52%

"

53!''5

#

:

时呈良好线性关系$

>]$3&&&'5

%"二

者加标回收率分别为
&&3&!Z

"

!$$3$5Z

$

/]&

%"精密度试

验
XO=

分别为
$3!!Z

"

$3!$Z

$

/]5

%"样品中芦丁和异槲

皮苷含量分别为
$3$5&6

"

$3'"%6*

:

#

:

&抗氧化试验结

果表明"罗布麻茶样品清除
!

"

!)

二苯基
)#)

三硝基苯肼

$

=@@?

自由基%的能力!

#w)

联氨
)

双
)%)

乙基苯并噻唑啉
)')

磺酸$

87>O

自由基%以及羟基自由基的能力均明显强于

c

V

&由此可见"芦丁!异槲皮苷为罗布麻茶黄酮中最主要

成分"罗布麻茶黄酮具有良好的体外抗氧化活性"是一类

具有抗氧化活性的生物活性物质&

关键词!罗布麻茶'高效液相色谱法'芦丁'异槲皮苷'抗

氧化
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罗布麻属野生草本多年半灌木$多分布于中国西北

地区*

!

+

%罗布麻叶除被作为中药使用外$也被加工成茶

类饮品使用%罗布麻叶含有黄酮类)有机酸类)苯丙素类

及多种氨基酸和矿物质$能起到降血压)降胆固醇)抗衰

老)提高免疫力*

#S5

+及抗抑郁*

'S"

+等功效%植物黄酮是一

类具有较强抗氧化能力的物质$能有效清除自由基*

6S5

+

%

黄酮类为罗布麻叶中最主要的功效成分*

2

+

$罗布麻叶所

含黄酮类成分主要有芦丁)槲皮素)异槲皮苷)金丝桃苷)

)(
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木樨草素等*

2S!$

+

%罗布麻部分生理活性作用已得到初步

验证$主要是基于罗布麻的粗提物$而罗布麻活性成分与

其作用间的关系尚未清楚$尤其是对罗布麻黄酮成分的

分析及产生抗氧化活性作用的机制尚未见报道%

罗布麻茶黄酮成分的提取方法主要有超声提取

法*

!!

+

)加热回流法*

!#

+

)聚酰胺层析法*

!%

+

)大孔树脂法*

!6

+

%

芦丁和异槲皮苷均为多羟基黄酮类化合物$结构中存在

大量的羟基$极性强$易溶于极性溶剂%试验拟采用减压

加热回流结合大孔吸附法提取新疆罗布麻茶中的黄酮类

物质$通过高效液相色谱分析法测定罗布麻茶黄酮中芦

丁和异槲皮苷含量$对罗布麻茶黄酮的体外抗氧化效果

进行检测$并结合黄酮成分的分析结果对罗布麻茶黄酮

的作用机制进行阐述$为罗布麻茶进一步功能性开发研

究提供参考依据%

!

!

材料与方法
!3!

!

材料与试剂

罗布麻茶"野生罗布麻茶$新疆沙雅县(

芦丁)异槲皮苷对照品"分析纯$北京索莱宝科技有

限公司(

!

$

!)

二苯基
)#)

苦肼基自由基!

=@@?

#"分析纯$梯希

爱!上海#化成工业发展有限公司(

#w)

联氨
)

双
)%)

乙基苯并噻唑啉
)')

磺酸!

87>O

#"分析

纯$南京都莱生物技术有限公司(

c

V

!抗坏血酸#"分析纯$北京索莱宝科技有限公司(

甲醇)乙腈"色谱纯$重庆川东化工有限公司(

乙酸)硫酸亚铁)过硫酸钾)

%$Z

过氧化氢)水杨酸)

无水乙醇"分析纯$成都市科龙化工试剂厂%

!3#

!

仪器与设备

高效液相色谱系统"

-̀D,*+DB%$$$

型$美国
>EBF*4

O0,B/D,H,0

公司(

多功能酶标仪"

c+F,4C;+/9̀ P

型$美国
>EBF*4O0,)

B/D,H,0

公司(

超声波清洗器"

de)#5$(O

型$昆山市超声仪器有限

公司(

电子分析天平"

P76#$$V

型$瑞士
@FB0,C+

公司(

超纯水制造系统"

@̀?)

$

)#$>

型$四川优普超纯科

技有限公司(

旋转蒸发仪"

X()#$$$7

$上海亚荣生化仪器厂%

!3%

!

试验方法

!3%3!

!

罗布麻茶黄酮提取
!

M9)%

大孔树脂先用无水乙

醇浸泡
#6E

$再用
%Z

盐酸浸泡
#E

后用蒸馏水冲洗至中

性$用蒸馏水浸泡待用%将
5$

:

干罗布麻茶粉碎过
6$

目

筛后在茶粉中加入
"$Z

乙醇!料液质量比
#$

#

!

#$然后

于
'$i

水浴中浸提
%E

%提取液通过大孔树脂后黄酮物

质被吸附$再用乙醇!

5$Z

$

'$Z

$

"$Z

$

2$Z

$质量分数#

洗脱树脂上的黄酮物质$洗脱至树脂无色即黄酮物质完

全被洗出$然后用旋转蒸发仪旋蒸黄酮洗出液$最后得到

蒸干的黄酮提取物%

!3%3#

!

标品溶液配制
!

精密称取适量芦丁)异槲皮苷标品$

加入甲醇溶解$分别配制成浓度为
!32!#5

$

!3$%%%*

:

'

*9

的芦丁)异槲皮苷标品溶液%分别精密吸取
$3#*9

芦

丁)异槲皮苷标品液$再用甲醇 配 制 成 浓 度 分 别 为

$3!2!#5

$

$3!$%%%*

:

'

*9

的混标溶液%

!3%3%

!

样品溶液
!

精密称取
$35

:

罗布麻多酚提取物粉

末于
!$*9

容量瓶中$用甲醇进行定容$超声处理后用

$365

#

*

滤膜过滤$待测%

!3%36

!

色谱条件
!

色谱柱
8

:

,-B/Df4FI+JO7)V

!2

!

5

#

*

$

63'** #̂5$**

#$按表
!

进行梯度洗脱$流动相
8

为乙

腈$流动相
7

为
$35Z

乙酸溶液$流速
$3'*9

'

*,/

$柱温

%5i

$检测波长
%5&/*

$进样量
!$

#

9

*

!5

+

%

表
!

!

?@9V

流动相梯度洗脱程序

>+I-B!

!

?@9V*4I,-B

L

E+CB

:

F+<,B/DB-1D,4/

L

F40B<1FB

洗脱时间'
*,/

流动相
8

'

Z

流动相
7

'

Z

$ &$3$ !$3$

5 2!35 !235

!5 2!3$ !&3$

#5 "&3$ #!3$

%$ $3$ !$$3$

!3%35

!

线性关系
!

将芦丁)异槲皮苷标品溶液稀释后分

别进样
!

$

#

$

6

$

2

$

!#

$

!'

$

#$

#

9

$按
!3%36

色谱条件进行分

析%以标品进样质量为横坐标
7

$以相应峰面积为纵坐

标
O

$得两种标品的线性方程%

!3%3'

!

精密度)重现性和稳定性试验

!

!

#精密度试验"取上述混标溶液重复进样
5

次$每

次
!$

#

9

$按上述
!3%36

色谱条件对峰面积进行测定%

!

#

#重现性试验"精密称取
!3%3!

方法制备好的样品

5

份$按
!3%3%

方法制备待测样品溶液$在
!3%36

色谱条件

下进行测定%

!

%

#稳定性试验"取同一样品溶液$分别在
$

$

#

$

6

$

'

$

2

$

!$

$

!#

$

#6E

按
!3%36

色谱条件对芦丁)异槲皮苷的峰面

积进行测定%

!3%3"

!

回收率试验
!

精密称取已知含量的样品
%

份$按

!3%3%

方法制备样品溶液$分别配制成
!3%3#

中芦丁)异槲

皮苷标准品浓度的
2$Z

$

!$$Z

$

!#$Z

$在已知的色谱条

件下进行测定$每份样品测定
%

次$计算回收率)平均回

收率及
XO=

值%

!3%32

!

样品含量测定
!

称取同一样品粉末
%

份!每份接

近
$3!

:

$平均
$3$&"%

:

#$按
!3%3%

方法制备
%

份样品溶

液$用
!3%36

色谱条件对样品中芦丁)异槲皮苷的峰面积

*)

安全与检测
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进行测定$并计算样品中二者的含量及平均含量%

!3%3&

!

抗氧化能力测定
!

准确称取
!3%3!

得到的样品粉

末和
c

V

$配置成
!3$*

:

'

*9

的样品和
c

V

溶液$依次加水

稀释成不同浓度的样品和
c

V

!

$3!

$

$3#

$

$3%

$

$36

$

$35

$

$3'

$

$32*

:

'

*9

#溶液$备用%

!

!

#

=@@?

自由基清除试验"参照
8/BD+

等*

!'S!"

+的

方法$略有改进%取
%

个离心管!标记为
8!

$

8#

$

8%

#分别

加入不同浓度的样品和试剂%其中
8!

离心管中加入

=@@?

溶液
#3&*9

)样液
!$$

#

9

(

8#

离心管中加入无水

乙醇
#3&*9

)样液
!$$

#

9

(

8%

离心管中加入
=@@?

溶液

#3&*9

)

2$Z

甲醇溶液
!$$

#

9

%均匀混合后$于暗处反应

%$*,/

$

5!"/*

下测定吸光度$计算
=@@?

清除率%以

c

V

为阳性对照%

!

#

#

87>O

自由基清除试验"参照
YB

等 *

!2S!&

+的方

法$略有改进%取
%

个离心管!标记为
8!

$

8$

$

8

空#分别

加入不同浓度的样品和试剂%其中
8!

离心管加入

87>O

溶液
#3$*9

)样液
2$

#

9

(

8$

离心管加入超纯水

#3$*9

)样液
2$

#

9

(

8

空离心管加入
87>O

溶液
#3$*9

)

无水乙醇
2$

#

9

%均匀混合后$于暗处反应
'*,/

$

"%6/*

下测定吸光度$计算
87>O

自由基清除率%以
c

V

为阳性

对照%

!

%

#羟基自由基清除试验"参照贾荣等*

#$

+方法$略有

改进%取
%

个离心管!标记为
8$

$

8,

$

8

m

#分别加入不同

浓度的样品和试剂%其中
8$

离心管加入
2$Z

甲醇

%$$

#

9

)

MBON

6

溶液
!3$*9

)水杨酸乙醇溶液
!3$*9

和

?

#

N

#

!3$*9

(

8,

离心管加入样液
%$$

#

9

)

MBON

6

溶液

!3$*9

)水杨酸乙醇溶液
!3$*9

和
?

#

N

#

!3$*9

(

8

m

离

心管加入样液
%$$

#

9

)

MBON

6

溶液
!3$*9

)水杨酸乙醇溶

液
!3$*9

和
2$Z

甲醇溶液
!3$*9

%均匀混合后$于

%"i

水浴锅中反应
%$*,/

$

5!$/*

下测定吸光度$计算

羟基自由基清除率%以
c

V

为阳性对照%

!36

!

数据处理

对试验进行
%

次平行测定$计算观察指标的平均值%

采用
(J0B-

软件对试验数据进行处理及分析%

#

!

结果与分析

#3!

!

色谱条件的优化

#3!3!

!

流动相的选择
!

试验比较了甲醇&水)乙腈&水

流动相对出峰时间和分离效果等的影响%通过比较基线

分离和峰形对称的要求发现$选择乙腈&水作为流动相

进行梯度洗脱效果最佳$且芦丁)异槲皮苷分离效果较

好%由于加入酸可减少拖峰现象*

!2

+

$因此在水相中加入

了
$35Z

磷酸$最终确定的流动相为乙腈&

$35Z

磷酸水

溶液%

#3!3#

!

检测波长的选择
!

在
#56

$

#2$

$

%#2

$

%5&/*

进样

检测后发现$芦丁)异槲皮苷在
%5&/*

时响应最好$色谱

峰面积较大且分离效果好%故选择
%5&/*

为最佳检测

波长$此波长处芦丁)异槲皮苷均有较强吸收峰!图
!

#%

!3

芦丁
!

#3

异槲皮苷

图
!

!

液相色谱图

M,

:

1FB!

!

>EB0EF4*+D4

:

F+

L

E

G

4H?@9V

#3!3%

!

线性关系分析
!

进一步的试验显示芦丁)异槲皮

苷的线性方程分别为
O ]#'3$#'7 _!$36&'

!

T

#

]

$3&&&55

#$

O]6535"7_6352$"

!

T

#

]$3&&&'5

#$且分别

在
$365%!

"

&3$'#5

$

$3#52%

"

53!''5

#

:

的范围内呈现

良好的线性关系%

#3!36

!

精密度)重现性)稳定性试验
!

在精密度验证中芦

丁和异槲皮苷的峰面积
XO=

值分别为
$3!!Z

和
$3!$Z

!

/]5

#$表明本方法的精密度良好%在重现性验证中芦

丁和异槲皮苷含量的
XO=

值分别为
!35"Z

和
!3$&Z

!

/]5

#$表明本方法重现性良好%在稳定性验证中芦丁

和异槲皮苷的
XO=

值分别为
!3!'Z

和
$36#Z

$表明芦丁

和异槲皮苷在样品溶液中至少
#6E

内保持稳定%

#3!35

!

回收率
!

由表
#

可知$芦丁)异槲皮苷的平均回收

率分别为
&&3&!Z

$

!$$3$5Z

!

/]&

#$表明高效液相法用于

罗布麻茶黄酮的质量控制具有良好的准确性%

#3!3'

!

样品含量测定
!

由表
%

可知$罗布麻茶黄酮中含

有一定量的芦丁和异槲皮苷$占黄酮总量的
5$Z

以上$且

异槲皮苷含量高且稳定$与文献*

!5

+报道结果基本一致%

#3#

!

样品提取方法的优化

由表
6

可知$当乙醇浓度
"

"$Z

时$随着乙醇浓度的

增加$芦丁)异槲皮苷提取量均明显增加(但当乙醇浓

度
*

"$Z

时$芦丁)异槲皮苷提取量均减小%故确定以

"$Z

乙醇为提取溶剂%

!)

$

c4-3%5

$

R43&

张
!

静等!

?@9V

测定罗布麻茶黄酮主要组成成分及其体外抗氧化特性研究



表
#

!

回收率试验结果

>+I-B#

!

(J

L

BF,*B/D+-FBC1-DC4HFB04ABF

G

测定对象 加入量'
*

:

实测值'
*

:

回收率'
Z XO=

'

Z

$3$%'% $3$6'$b$3$$$# &23&&b$36# $36%

芦丁
!!

$3$65% $3$55%b$3$$$# &&326b$365 $365

$3$566 $3$'5$b$3$$$% !$$32'b$36" $36'

$3$6!% $3!'%%b$3$$$% &&366b$325 $325

异槲皮苷
$3$5!" $3!"6!b$3$$$5 !$$3%2b$32& $322

$3$'#$ $3!266b$3$$$' !$$3%#b$3&$ $32&

表
%

!

罗布麻茶黄酮中芦丁(异槲皮苷含量

>+I-B%

!

V4/DB/DC4HF1D,/+/<,C4

.

1BF0BD,/,/

"

A

=D

H

/&BK9/9<&BDB+

样品质量'
:

芦丁含量'
*

:

异槲皮苷含量'
*

:

$3$&"%b$3$$$5 $3$5&6b$3$$$2 $3'"%6b$3$6%$

表
6

!

乙醇浓度对罗布麻茶黄酮中芦丁(异槲皮苷

提取量的影响

>+I-B6
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#3%
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罗布麻茶体外抗氧化评价

#3%3!

!

清除
=@@?

自由基的能力
!

由图
#

可知$在一定浓

度范围内罗布麻茶黄酮样品和
c

V

样品对
=@@?

均有一定

的清除作用%随着罗布麻茶黄酮样品浓度的增加$对

=@@?

自由基清除作用不断增强$当其浓度为
$3%*

:

'

*9

时清除能力最大$清除率达
"%3!Z

$此后随着浓度增加清

除率趋于平稳%罗布麻茶黄酮清除能力明显高于同浓度

的
c

V

对
=@@?

的清除能力$说明罗布麻茶纯化后的黄酮

样品有较强的清除
=@@?

自由基的能力%

图
#

!

罗布麻茶黄酮的
=@@?

清除率
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H
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#3%3#

!

清除
87>O

自由基的能力
!

由图
%

可知$罗布麻

茶黄酮对
87>O

自由基有一定的清除能力$随着样品浓

度的增加$清除能力逐渐增强%在样品浓度为
!*

:

'

*9

时清除率高达
'$3#Z

$此时
c

V

对
87>O

的清除率仅为

#$32Z

$故罗布麻茶清除
87>O

自由基的能力较强%

图
%

!

罗布麻茶黄酮的
87>O

清除率
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:
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#3%3%

!

清除羟基自由基的能力
!

由图
6

可知$当罗布麻

茶黄酮样品和
c

V

浓度在
$3#

"

$36*

:

'

*9

时$清除能力

相当$清除率在
'Z

"

!$Z

(随着样品浓度的增加$罗布麻

茶黄酮 对 羟 基 自 由 基 清 除 率 明 显 增 强$当 浓 度 为

!3$*

:

'

*9

时$清除率达
#53"Z

$清除能力远大于同浓度

c

V

$可能与黄酮类化合物分子结构中所含羟基数有关%

%

!

结论
!!

试验利用高效液相色谱法测定了罗布麻茶黄酮中芦

图
6

!

罗布麻茶黄酮的羟基自由基清除率
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丁)异槲皮苷含量$并通过体外试验发现罗布麻茶黄酮对

=@@?

自由基)

87>O

自由基和羟基自由基均具有良好的

清除作用%本研究中提取的罗布麻茶黄酮中芦丁)异槲

皮苷含量占黄酮总量的
5$Z

以上$通过包括芦丁)异槲皮

苷在内的黄酮起到了较好的体外清除自由基能力%但本

研究中只针对含量最高的芦丁和异槲皮苷含量进行了具

体分析$研究*

#!S##

+显示$不同的罗布麻黄酮还含有金丝

桃苷)槲皮苷)白麻苷)山萘酚
)%)-)

!

)M)

芸香糖苷)扁蓄苷

和乙酰化金丝桃苷等物质$因此罗布麻茶黄酮成分分析

及各物质间的协同作用有待进一步研究%

参考文献

*

!

+中华人民共和国卫生部药典委员会
3

中华人民共和国药典"

一部*

U

+

3#$!$

年版
3

北京"中国医药科技出版社$

#$!$

"

55)5"3

*

#

+

d8NX̀ W

$

>8d8?WXN O

$

W@@(W>

$

BD+-3V+F<,4D4/,0

BHHB0D4H"

A

=D

H

/&BK9/9<&B93BJDF+0DC4/,C4-+DB<

:

1,/B+

L

,

:

+DF,1*

*

[

+

3[41F/+-4HR+D1F+- UB<,0,/BC

$

#$$&

$

'%

!

#

#"

!!!)!!'3

*

%

+

98̀ Y

$

d\8RV

$

d̀ >

$

BD+-3"

A

=D

H

/&BK9/9<&B-B+H

BJDF+0D

$

+/+/D,E

GL

BFDB/C,ABEBFI

$

,/E,I,DCF+D+4FD,004/DF+0)

D,4/,/<10B<I

G

+/

:

,4DB/C,/WW

"

8/,DF,04J,<B+/<C1

L

BF4J,<B

04//B0D,4/

*

[

+

3[41F/+-4H(DE/4

L

E+F*+04-4

:G

$

#$!#

$

!6%

!

#

#"

5'5)5"!3

*

6

+

d8U8>8 d

$

O(NO

$

R8d8[WU8[3V4/CD,D1B/DCHF4*

-B+ABC4H"

A

=D

H

/&BK9/9<&B 9

*

[

+

3[41F/+-4HR+D1F+-UB<,)

0,/BC

$

#$$2

$

'#

!

#

#"

!'$)!'%3

*

5

+

d̀ NVO

$

d\8RVY

$

QNRQV9

$

BD+-3"

A

=D

H

/&BK9/9+

<&B-B+H+

.

1B41CBJDF+0D,/E,I,DCA4-D+

:

B)

:

+DB<C4<,1*0E+/)

/B-C4H*41CB/B1F4I-+CD4*+R#80B--C

*

[

+

3[41F/+-4H(DE)

/4

L

E+F*+04-

$

#$!!

$

!%'

!

!

#"

!6&)!553

*

'

+郑梅竹$时东方$范亚军$等
3

罗布麻叶总黄酮抗抑郁作用

参与
R(

能系统可能机制的研究*

[

+

3

广东农业科学$

#$!#

$

%&

!

!'

#"

!'&)!"!3

*

"

+

QX̀ R=U8RR N

$

R8d8[WU8[W

$

O(NO

$

BD+-38/D,)

+/J,BD

G

BHHB0DC4H"

A

=D

H

/&BK9/9<&B 93,/DEBB-BA+DB<

L

-1C

*+fBDBCD

*

[

+

3[41F/+-4H(DE/4

L

E+F*+04-4

:G

$

#$$"

$

!!$

!

%

#"

6$')6!!3

*

2

+王省超$王瑞英$孙颖$等
3?@9V

法测定新疆罗布麻茶中的

芦丁和槲皮素 *

[

+

3

食 品 研 究 与 开 发$

#$!#

$

%%

!

!!

#"

!'2)!"#3

*

&

+

h?8RQY1)0E,

$
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