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狗牙根为禾本科植物狗牙根 Cynodon dactylon
（L.）Pers.的全草，首载于《滇南本草》。其味苦、微甘，

性凉，归肝经。具有祛风活络、凉血止血的功效[1]，主治

风湿痹痛、半身不遂、鼻衄、便血、疮疡肿毒等病症[2-4]。
现代研究表明狗牙根具有抗菌、利尿、降血糖等药理作

用[5]。目前，对狗牙根的研究主要集中在生物学特征、

园林应用、病虫害等[6-8]方面。关于狗牙根化学成分研

究发现，其含有黄酮类、木脂素等化学成分 [9-11]。黄酮

作为广大中草药中的一类主要有效成分，广泛分布于

自然界的多种植物中。近年来大量的的科学研究表

明，黄酮类化合物是一种很强的抗氧剂，它能与体内的

氧自由基反应，从而有效减少人体内的氧自由基[12-13]。

这种抗氧化作用可以缓解细胞的氧化、衰老，甚至可以

阻止癌症的发生[14-21]。已有相关文献证明了狗牙根中

含有黄酮类化合物[22]，而关于狗牙根中总黄酮提取工

艺及其含量测定未见报道。因此，本研究通过对各种

植物总黄酮的提取工艺的总结归纳[23]，采用乙醇回流

提取方法，通过单因素考察实验结合正交实验[24]，设计

筛选出狗牙根总黄酮的提取工艺参数，并对其含量进

行测定。该研究，为进一步揭示狗牙根的药效有效成

分，探索药理活性提供前期试验依据；为狗牙根质量标

准制定奠定基础；在进一步提高狗牙根资源的利用率，

扩大药用范围上具有重要临床意义。
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【摘 要】目的 筛选狗牙根总黄酮的最佳提取工艺条件。 方法 用NaNO2-Al（NO3）3-NaOH显色法，显色后测定吸光度，通过标准曲线

法计算样品中的总黄酮含量，以提取所得的总黄酮含量作为筛选最佳工艺的指标。通过单因素试验，考察提取时间、提取温度、乙醇体积分数、

料液比对总黄酮含量的影响。采用四因素三水平正交试验优化提取工艺条件，筛选出狗牙根总黄酮最佳提取工艺条件。 结果 狗牙根总黄酮

的最优提取方法为乙醇回流提取法，最佳提取工艺参数为80%体积分数的乙醇，1∶60 g·mL-1的料液比，100 ℃的浸提温度，1.5 h的浸提时间。

结论 本实验所得出的狗牙根总黄酮的最佳提取工艺稳定可行，可用于狗牙根总黄酮的提取，为该药材质量标准研究提供了科学依据。
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1 仪器和材料

1.1 实验仪器

本实验所用主要仪器与设备详见表1。
表1 实验仪器及设备表

Table 1 List of experimental instruments and equipments
名称

紫外可见分光光度计

超声清洗仪

多功能粉碎机

超纯水系统

（优普系列纯水器）

减压干燥箱

电子分析天平

微量移液枪

恒温水浴锅

厂家

安杰龙科技有限公司

昆山市超声仪器有限公司

晟利南京化学科技有限公司

优普科技有限公司

上海海向仪器设备厂

上 海 禾 汽 玻 璃 仪 器 有 限

公司

北 京 建 强 伟 业 科 技 有 限

公司

欧莱科学仪器北京有限公

司美国

型号

Agilent

JOYN-10A

TD-600

UPH-1-20L

BZF 50

AL104/100

1 000 μl，
200 μl，
100 μl，10 μl

SHA-B

1.2 实验材料与试剂

本实验所用材料采自四川省泸州市合江县，经西

南医科大学生药学教研室鉴定为狗牙根Cynodon dac⁃
tylon（L.）Pers.的全草；芦丁对照品，购自成都普思生

物科技股份有限公司，批号：153-18-4，经面积归一化

法测定含量为 99.8%。水为超纯水，其余试剂为分

析纯。

2 方法

2.1 分光光度法的建立

2.1.1 样品溶液的制备 将清洗干净狗牙根全草置于

60℃减压干燥箱中烘干。粉碎、过40目筛，密封保存，

备用。精密称取狗牙根粉末约1 g，至100 mL的圆底烧

瓶，80%乙醇作为浸提液，收集滤液至50 mL容量瓶，加

80%乙醇定容。

2.1.2 检测波长的选择 取“2.1.1”项的样品溶液，通过

乙醇溶液稀释至适宜浓度后作为供试液，使用紫外分

光光度仪，以乙醇为空白液，在200 ~ 800 nm波长之间

进行全波长扫描。结果表明狗牙根总黄酮在510 nm处

有最大吸收，与对照品芦丁溶液的最大吸收峰一致，故

选择芦丁作为对照品。

2.1.3 对照品溶液的制备 精密称取芦丁对照品粉末

10.00 mg，放置于 50 mL容量瓶中，加入适量 80%体积

分数的乙醇溶液溶解，定容至刻度线，振摇均匀，即配

制成0.20 mg·mL-1的对照品溶液，冰箱4℃储存备用。

2.1.4 标准曲线的绘制 精密量取“2.1.1”项下的芦丁

对照品溶液 0.4 mL、0.6 mL、0.8 mL、1.0 mL、1.2 mL、1.4
mL、1.6 mL，分别于 10 mL刻度试管中，向各个试管中

准确滴加0.4 mL质量分数为5%的NaNO2溶液，充分振

荡摇匀，静置 6 min后，向试管中精密加入 0.4 mL质量

分数为 10%的 Al（NO3）3溶液，充分振荡摇匀，静置 6
min后加入体积为 4 mL质量分数为 4%的NaOH溶液，

最后加蒸馏水至10 mL刻度线，充分振荡摇匀，静置15
min，为对照品供试溶液[25]。本实验选用80%体积分数

的乙醇溶液依法操作，作为空白溶液，分别在紫外分光

光度计下测定吸光度，记录波长为 510 nm的吸光度

值[26]。以芦丁标准品溶液质量浓度作横坐标（X），吸光

度值作纵坐标（Y），做回归处理，得标准曲线为 Y =
0.0114X + 0.0001（R2= 0.9992）。由图1结果显示，芦丁

对照品溶液质量浓度在8.0614～32.3596 μg·mL-1范围

内与吸光度呈现良好的线性关系。

y = 0.0114x + 0.0001
R2 = 0.9992

concentration
图1 芦丁标准曲线图

Figure 1 Standard curve of rutin
2.1.5 精密度实验 准确量取芦丁对照品溶液，分别按

照“2.1.2”项下显色操作后测定吸光度值，连续测定 6
次并计算相对标准偏差。由表 2结果可知，RSD%为

1.97%（n = 6），相对偏差较小，表明仪器精密度良好。
表2 精密度实验结果

Table 2 Results of precision test
序号

吸光度值

1

0.137

2

0.138

3

0.144

4

0.137

5

0.139

6

0.137

2.1.6 重复性试验 取 2.1.1项下样品溶液 6份，按照

2.1.4项下显色法进行显色，80%乙醇溶液同法操作为

空白，在紫外可见分光光度计中测定样品溶液的吸光

度值。记录510 nm处的吸光度值，标准曲线法计算总

黄酮含量，计算6次平行实验的RSD%。实验结果见表

3。由表3可知，RSD%为2.23%（n = 6），相对偏差较小，

说明该方法重复性好。
表3 重复性实验结果

Table 3 Results of repeatability test
序号

吸光度值

1

0.055

2

0.057

3

0.059

4

0.062

5

0.058

6

0.058

2.1.7 稳定性试验 取 2.1.1项下样品溶液 6份，按照

“2.1.4”项下进行显色，80%乙醇溶液同法操作为空白，

分别在 0、15、30、45、60、90 min后，在紫外可见分光光

度计中测定样品溶液的吸光度，并记录510 nm处的吸

光度值。计算样品中的总黄酮含量，并计算RSD%。

实验结果见表4。由表4可知，RSD%为2.47%（n = 6），
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相对偏差较小，表明该方法稳定可行。

表4 稳定性实验结果

Table 4 Results of stability test
序号

吸光度值

1

0.058

2

0.059

3

0.059

4

0.058

5

0.055

6

0.055

2.2 提取方法的选定

2.2.1 狗牙根处理 狗牙根全草鲜品清洗干净，放在

60℃减压干燥箱中烘干。趁热用多功能粉碎机粉碎，

防止吸潮。粉碎后过40目筛，密封保存，备用。

2.2.2 样品溶液的制备方法 准确称取狗牙根粉末

1.00 g，放入 100 mL的圆底烧瓶中，根据所控制的条件

不同，用相应体积分数的乙醇作为浸提溶液，采用相应

的提取方法，浸提一段时间后，趁热过滤，收集滤液，滤

液转移至 50 mL容量瓶内，向容量瓶中加入 95%体积

分数的乙醇溶液定容至容量瓶刻度线，即得样品溶液。

2.2.3 不同提取方法的考察 参照蓝莓叶的总黄酮最佳

提取工艺条件[26]，准确称取狗牙根粉末 1.00 g，用 95%
的乙醇，料液比 1∶20 g·mL-1为提取条件，用不同的提

取方法（回流、冷浸、超声），提取 0.5 h。超声和回流提

取温度为80℃，冷浸法为室温，提取一次。提取后立即

过滤，将滤液转移至50 mL容量瓶中，用95%乙醇溶液

定容至刻度。取 1.2 mL样品溶液到 10 mL刻度试管

中，按照“2.1.2”项下进行显色操作，用95%乙醇同法操

作作为空白，在紫外可见分光光度计中测定不同方法

提取的狗牙根样品溶液的吸光度。记录510 nm波长处

的吸光度值A。根据所测得的吸光度值，标准曲线法

计算总黄酮含量。实验结果见表5。结果表明，三种提

取方法对狗牙根总黄酮的提取效率依次为回流法 >超

声法 >冷浸法。回流法吸光度最大，提取狗牙根黄酮

效果最好，故本研究最终采用回流提取法。

表5 不同提取方法对狗牙根总黄酮含量的影响结果
Table 5 Effects of different extraction methods on the total flavonoids content of Cynodon dactylon

提取方法

冷浸法

回流法

超声法

药材量（g）

1.00

1.00

1.00

乙醇纯度（%）

80

80

80

料液比（g.mL-1）

1∶20

1∶20

1∶20

提取时间（h）

0.5

0.5

0.5

提取温度（℃）

室温

80

80

提取次数

1

1

1

吸光度（A）

0.027

0.059

0.044

3 结果

3.1 狗牙根总黄酮提取的单因素实验考察

准确称取药材粉末若干份（1.00 g/份），95%体

积分数的乙醇溶液作为溶剂、1∶20 g·mL-1作为料液

比、80℃作为提取温度、0.5 h作为提取时间，提取一

次作为提取次数，以上均作为基本条件。每次实验

就提取时间、提取温度、乙醇体积分数、料液比中的

一个因素作为变量，控制其他的基本条件不变，做单

因素考察实验。每次提取后立即过滤，收集滤液，即

为样品溶液，按照“2.1.2”项下方法测定吸光度，标准

曲线法计算狗牙根样品中的总黄酮含量（每组重复3
次计算平均值）。单因素试验考查结果为：乙醇体

积分数对狗牙根总黄酮提取的影响见图 2。总体来

说，乙醇体积分数与狗牙根总黄酮含量呈正相关，即

狗牙根总黄酮含量随乙醇体积分数的增加而增加。

在本研究所考察的乙醇体积分数在40%～ 80%中，

当乙醇的体积分数为 80%时，狗牙根总黄酮含量有

最大值，最大值为 3.90 mg·g-1，由于考虑到极性过

低，对极性较大的黄酮类物质提取易产生沉淀，因此

选择乙醇提取浓度为 80%，正交试验乙醇因素选择

的三个水平分别为60%、70%、80%。

料液比对狗牙根总黄酮提取的影响：狗牙根总黄

酮的含量随提取溶剂用量的增加呈现先稍微降低，后

升高的规律（见图3）。在本研究所选取的1∶20 g·ml-1、

1∶30 g·mL-1、1∶40 g·mL-1、1∶50 g·mL-1、1∶60 g·mL-1五
组料液比中，当料液比为1∶60 g·mL-1时，实验提取的

狗牙根总黄酮含量有最大值，最大值为8.63 mg·g-1。
因此本研究中正交试验料液比因素选择的三个水平分

别为1∶40 g·mg-1、1∶50 g·mg-1和1∶60 g·mL-1。

图2 乙醇体积分数对黄酮提取的影响
Figure 2 Effects of ethanol concentration on the yield of total flavonoids

图3 料液比对黄酮提取的影响

Figure 3 Effects of solid-liquid ratio on the yield of total flavonoids
提取温度对狗牙根总黄酮提取的影响：当提取

温度在 60℃到 90℃时，狗牙根总黄酮含量会随着提

取温度的增加而呈上升趋势（见图4），说明在此过程

中，随着温度的升高破坏了细胞壁，有利于狗牙根的
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浸出。当提取温度90～100℃时，提取所得到的狗牙

根总黄酮的含量反而呈下降趋势，有可能与温度过高

导致部分黄酮的活性与结构改变，破坏了部分黄酮有

关；当提取温度为90℃时，狗牙根总黄酮含量有最大

值，最大值为5.61 mg.g-1，因此本研究中正交试验提取

温度因素选择的三个水平分别为80℃、90℃和100℃。

图4 温度对黄酮提取的影响

Figure 4 Effects of extraction temperature on the yield of total flavonoids
提取时间对狗牙根总黄酮提取的影响：当提取

时间在 0.5到 1.5 h时，狗牙根总黄酮含量会随着提

取时间的增加而下降（见图5），当时间在1.5～ 2.5 h
时，狗牙根总黄酮含量呈上升趋势；但是当提取时间

为 0.5 h和 2.5 h时，狗牙根总黄酮含量均有最大值

5.56 mg.g-1。本研究正交试验提取时间因素选择的

三个水平分别为0.5 h、1 h和1.5 h。

图5 时间对黄酮提取的影响

Figure5 Effects of extraction time on the yield of total flavonoids
3.2 狗牙根总黄酮提取工艺的正交实验

根据单因素考察结果，选取4因素三水平，进行

正交试验（见表6），筛选狗牙根总黄酮的最佳提取工

艺，考察提取时间、料液比、乙醇体积分数以及提取

温度4个因素对狗牙根总黄酮提取的影响。最终以

提取所得的狗牙根总黄酮含量为评价指标，以正交

实验结果为依据，采用极差分析，来确定狗牙根总黄

酮的最佳提取工艺条件。
表6 正交实验因素与水平表

Table 6 Factors and levels of orthogonal experiment

水平

1

2

3

因素

乙醇体积分数A

（%）

60

70

80

料液比B

（g·ml-1）

1∶40

1∶50

1∶60

浸提温度C

（℃）

80

90

100

浸提时间D

（h）

0.5

1

1.5

根据四因素三水平正交实验结果可知（见表7），乙
醇体积分数A、料液比B、提取温度C和提取时间D四

个因素的极差分别为 0.36、0.58、0.20和 0.46。由此可

知，对回流法提取狗牙根总黄酮提取效果的影响因素

的影响大小依次为B > D > A > C，即料液比为该提取

的最主要影响因素，其次为浸提时间，第三个影响因素

为乙醇体积分数，最后为浸提温度。本研究得出的狗

牙根总黄酮的最佳提取工艺为A3B3C3D3，即 80%体积

分数的乙醇，1∶60的料液比，浸提温度为 100 ℃，浸提

时间1.5 h。
表7 正交设计试验结果（n = 9）

Table 7 Results of orthogonal design test（n = 9）
组别

1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

因素

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

3.76

3.57

3.93

0.36

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

3.47

3.72

4.06

0.58

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

3.68

3.69

3.88

0.20

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

3.50

3.81

3.95

0.46

吸光度
A

0.09

0.10

0.12

0.09

0.09

0.11

0.11

0.11

0.11

黄酮浓度
C

7.62

9.03

10.61

8.24

8.24

9.29

9.29

9.82

9.55

样品黄酮含量
（mg·g-1）

3.16

3.73

4.40

3.43

3.42

3.86

3.83

4.03

3.92

3.3 验证性实验

为检验优选工艺的可靠性及稳定性，精密称取狗

牙根药材全草粉末1.00 g，按正交实验筛选的最佳提取

工艺条件进行验证性实验，重复 6次取平均值。取验

证性实验所得的样品溶液 1.2 mL于 10 mL刻度试管

中，按照“2.1.2”项下方法，测定吸光度值并计算总黄酮

含量。

按编号（1-6）验证性实验结果见表 8，验证性实验

所提取的狗牙根平均总黄酮含量为 4.78 mg·g-1，高于

正交组合A1B3C3D3的总黄酮含量（4.40 mg·g-1）；计算得

出RSD%为 2.18%，表示该提取方法合理且稳定可行，

适用于狗牙根总黄酮的提取。
表8 验证性实验结果

Table 8 Results of verification test
项目

总黄酮含量（mg·g-1）

平均值（mg·g-1）

RSD（%）

1

4.67

4.78

2.18

2

4.81

3

4.87

4

4.80

5

4.68

6

4.86

4 讨论

在泸州市合江县的狗牙根总黄酮的提取中，料液

比对其影响最大，浸提温度影响最小。通过单因素实
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验和正交试验结果，可以得出狗牙根总黄酮的最佳提

取方法为回流提取法，提取工艺为在 80%体积分数的

乙醇中，以 1∶60的料液比，在 100℃下回流提取 1.5 h，
本实验中在最佳提取工艺条件下提得的总黄酮含量最

高为4.87 mg·g-1。本研究首次对狗牙根总黄酮含量和

其提取工艺进行研究，为狗牙根质量标准研究提供了

科学依据。

本研究采用回流提取法，用芦丁做标准品，采用

NaNO2-Al（NO3）3-NaOH显色法，显色后通过紫外可见

分光光度计测定吸光度，以标准曲线法计算样品中的

总黄酮含量。然后再依据黄酮含量作为指标，用单因

素考察以及正交试验来筛选最佳提取工艺条件，方法

简便可行，得到的工艺稳定可靠。但是在本次研究中

只是对料液比，乙醇浓度，浸提时间和浸提温度等四个

因素做了初步考察，尚未全面涵盖可能影响狗牙根总

黄酮提取的其他因素。例如，采收时间、采收地点、粉

碎度、提取溶剂以及提取次数等。今后还需对这些因

素进行综合分析和深入研究。狗牙根作为来源广泛的

民间草药，明确其药效物质基础，方能保证其临床用药

的安全性、有效性。因此，今后还需对狗牙根中黄酮类

化学成分进行分离、纯化，明确其药效有效成分，为其

作为新药源的开发奠定基础。

5 结论

本实验所得出的狗牙根总黄酮的最佳提取工艺稳

定可行，可用于狗牙根总黄酮的提取，为该药材质量标

准研究提供了科学依据。

（利益冲突：无）
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