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摘 　要 　采用直接比色法测定板蓝根中靛蓝、靛玉红的质量分数。对靛蓝、靛玉红在 240～700 nm 波段进行扫描 ,

确定其最大吸收波长分别为 601 和 531 nm。分别通过单因素试验和正交试验 ,确定提取靛蓝、靛玉红的最佳工艺

参数。结果表明 ,乙醇体积分数为 75 %时 ,靛蓝和靛玉红的提取物得率最高 ;提取时间为 4 h 时 ,靛蓝和靛玉红的

提取物得率最高。正交试验确定的最佳提取工艺参数为 :药材粒度 40 目 ,提取时间 4 h ,乙醇体积分数 75 % ,此时 ,

提取物得率达 1174 %。
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Abstract 　Extraction and determination of mass ratio of Indigo and Indirubin in Indigowoad root were s tudied. Indigo

and Indirubin were s canned from 240 to 700 nm. From the sp ectrogram we can s ee that the larges t abs orbing wave2
length of Indigo and Indirubin was 601 and 531 nm resp ectively. The best p arameters of technology have been deter2
mined through single factor and orthogonal tes t on extracting indigo and Indirubin resp ectively , res ults showed that

ethanol with a volume ratio of 75 % was s uitable s olvent to extract Indigo and Indirubin and 4 hours was the prop er time

to extract Indigo and Indirubin. Through orthogonal tes t the best p arameters of technology were obtained. The res ults

are as the following : the herbal granularity is 40 eye , extraction time is 4 h , ethanol with a volume ratio of 75 %. On

this condition , the extracting rate was up to 1174 %.
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　　靛蓝 ( Indigo) 和靛玉红 ( Indirubin) 均为板蓝根

的有效成分。研究表明 ,靛蓝对肝有一定的保护作

用 ,靛玉红无论对动物移植性肿瘤还是人体肿瘤均

有一定治疗作用 ,且临床上靛玉红用于治疗慢性粒

细胞性白血病的总有效率达 90 %以上[1 ] 。

一般情况下 ,板蓝根中靛蓝、靛玉红的质量分数

为几到几十微克。生产中板蓝根有效成分的提取多

为水煮醇沉 ,但试验证明 ,水煮法提出的靛蓝、靛玉

红质量分数甚少 ,它们几乎全部存在于残渣中[2 ] ;

渗漉法提取时用体积分数为 70 %的乙醇作渗漉溶

媒 ,具有分离和提取效果好 ,无需加热的优点 ,不仅

减少了药物水解和氧化的机会 ,而且具备工艺简单

的特点[3 ] 。本研究首先采用回流法分别考察乙醇

体积分数、提取时间对试验结果的影响 ,确定其最优

水平 ,继而采用正交试验考察乙醇体积分数、提取时

间、药材粒度等因素对靛蓝、靛玉红提取物 (靛蓝和

靛玉红的混合物 ,全文同)得率和质量分数的影响。

目前 ,靛蓝、靛玉红质量分数的测定方法有氧化

滴定法、直接比色测定法、薄层色谱法、双波长分光

光度法、正交函数分光光度法、导数光谱法、柱色谱
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———比色法、反相高效液相色谱法等[4 ,5 ] 。这些方

法有的灵敏度及准确性虽好 ,但需经分离 ,操作繁

琐、费时[6 ] 。本试验研究采用直接比色法 ,无需对

板蓝根中靛蓝、靛玉红进行分离 ,而直接测定其质量

分数。

1 　试验材料与仪器

材料 :板蓝根 ,河北菘蓝 ,购于北京市同仁堂医

药经营公司。

试剂 :靛蓝、靛玉红 ,标准品 ,中国药品生物制品

检定所 ;三氯甲烷 ,分析纯 ,北京化工厂 ;吡啶 ,分析

纯 ,中国人民解放军第九零六六工厂 ;乙醇 ,分析纯 ,

北京化工厂 ;双重蒸馏水 ,采用 SZ293 自动双重纯水

蒸馏器自制。

仪器 :回流提取装置 ,实验室自制 ;98212B 型电

子控温电热套 ,天津市泰斯特仪器有限公司生产 ;

AB2042B 型电子分析天平 ,瑞士梅特勒公司生产 ;

101A22 型电热恒温干燥箱 ,上海实验仪器总厂生

产 ; TU1800SPC 紫外可见分光光度计 ,北京普析通

用仪器有限责任公司生产 ;金叶牌 RE252AA 旋转蒸

发器 ,上海亚荣生化仪器厂生产 ; F2160 型药物粉碎

机 ,河北省黄骅市新兴电器厂生产 ; SZ293 自动双重

纯水蒸馏器 ,上海亚荣生化仪器厂生产。

2 　试验方法

211 　分析方法

1)靛蓝和靛玉红最大吸收波长的确定。精密称

取靛蓝和靛玉红对照品各 10 mg ,加氯仿溶解于 100

mL 的容量瓶中 ,定容 ,制成 011 mg·mL - 1的对照品

溶液 ,备用。分别吸取靛蓝、靛玉红对照品溶液 016

mL ,置于 10 mL 容量瓶中 ,加氯仿至刻度 ,摇匀。在

紫外分光光度计上用氯仿做空白 ,对靛蓝在 240～

700 nm 波段进行扫描 ,对靛玉红在 240～600 nm 波

段进行扫描。

2)吸光系数的确定。在液层厚度为 1 cm 时 ,精

密吸取靛蓝、靛玉红标准溶液 016 mL 置于 10 mL

容量瓶中 ,加氯仿至刻度 ,用分光光度计以氯仿为空

白 ,分别在 601 和 531 nm 处测其吸光度 ,再根据公

式 A = Ec 分别计算出 4 个吸光系数 ,其中 , A 为吸

光度 , E 为吸光系数 , c 为靛蓝、靛玉红标准溶液的

体积分数。

3)靛蓝和靛玉红质量分数的测定。由于靛蓝和

靛玉红的光谱互相重叠 ,根据吸光度加和性原理分

别测定靛蓝和靛玉红提取物在 601 和 531 nm 处的

吸光度值 ,再求解联立方程式 ,计算提取物中靛蓝、

靛玉红的质量分数[7 ] 。

212 　提取方法

1)提取时间对靛蓝、靛玉红提取物得率的影响。

精密称取 4 份各为 60 g 的干燥板蓝根粗粉 ,加

入体积分数为 75 %的乙醇溶液 480 mL ,分别回流提

取 2 ,4 ,6 ,8 h ,过滤 ,减压回收乙醇溶液直至无醇味 ,

用氯仿萃取直至氯仿层透明。取氯仿层 ,减压回收

氯仿直至浸膏状 ,在 60 ℃的恒温干燥箱中烘干、称

其质量、粉碎 ,测定靛蓝、靛玉红提取物得率。

2)乙醇体积分数对靛蓝、靛玉红提取物得率的

影响。

精密称取 4 份各为 60 g 的干燥板蓝根粗粉 ,分

别加入体积分数为 90 % , 75 % , 60 %和 45 %的乙醇

溶液 480 mL ,回流提取 4 h ,过滤 ;将滤液减压浓缩

至无醇味 ,用氯仿萃取 ,直至氯仿层透明。取氯仿

层 ,减压回收氯仿 ,在 60 ℃的恒温干燥箱中烘干、称

其质量、粉碎 ,得靛蓝、靛玉红提取物 ,测定得率。

3)靛蓝、靛玉红最佳提取工艺参数的确定。

分别从药材粒度、提取时间及乙醇体积分数 3

方面对使用回流法从板蓝根中提取靛蓝和靛玉红进

行试验研究。试验因素水平分别为 :A 药材粒度 ,40

目 ,80 目 ,120 目 ;B 提取时间 ,3 h ,4 h ,5 h ;C 乙醇体

积分数 ,65 % ,75 % ,85 %。

采用 L9 (34) 正交试验 ,研究提取靛蓝、靛玉红

的最佳工艺参数。

3 　试验结果与分析

图 1 　靛蓝、靛玉红光谱图

Fig. 1 　The spectrogram of Indigo and Indirubin

311 　靛蓝、靛玉红最大吸收波长的确定

图 1 为靛蓝、靛玉红光谱图。可以看出 ,当靛蓝

具有最大吸收峰时 ,波长为 285 和 601 nm ,当靛玉

红具有最大吸收峰时 ,波长为 292 和 531 nm。虽然
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靛蓝和靛玉红分别在 285 和 292 nm 处灵敏度最高 ,

但两者同时存在的条件下 ,在 285 nm 处 ,靛玉红对

靛蓝的影响很大 ,而在 531 和 601 nm 处 ,两者的吸

收光谱互相重迭 ,符合紫外可见分光光度计的定量

方法。因此 ,选择 601 和 531 nm 分别作为靛蓝、靛

玉红的最大吸收波长。

312 　吸光系数的确定

根据试验及吸光定律计算出吸光系数值 ,分别

为 :当波长为 601 nm 时 , E
靛蓝
601 = 2915 , E

靛玉红
601 = 818 ;

当波长为 531 nm 时 , E
靛蓝
531 = 1512 , E

靛玉红
531 = 3912。

313 　提取时间对靛蓝、靛玉红提取物得率的影响

图 2 示出提取时间对靛蓝、靛玉红提取物得率

的影响。可见 ,当提取时间为 4 h 时 ,靛蓝、靛玉红

提取物得率最高。这是由于提取时间过长 ,一些脂

溶性成分如靛甙会产生水解而导致提取物得率降

低。

图 2 　提取时间对靛蓝、靛玉红提取物得率的影响

Fig. 2 　Effect of different extracting time on the

yield of Indigo and Indirubin

314 　乙醇体积分数对靛蓝、靛玉红提取物得率的影

响

图 3 　乙醇体积分数对靛蓝、靛玉红提取物得率的影响

Fig. 3 　Effect of different volume ratio of ethanol

on the yield of Indigo and Indirubin

　

　

　

图 3 示出乙醇体积分数对靛蓝、靛玉红提取物

得率的影响。可以看出 ,当乙醇体积分数为 75 %

时 ,提取物得率最高。这是由于当乙醇体积分数过

高时 ,溶剂亲脂性增强 ,一些脂溶性成分会被除去 ;

而当乙醇体积分数过低时 ,溶剂偏向于亲水性 ,靛

蓝、靛玉红等脂溶性成分不能被充分提取出来 ,只有

在乙醇体积分数为 75 %时 ,靛蓝、靛玉红提取效果

最好。

315 　靛蓝、靛玉红最佳提取工艺参数的确定

正交试验提取靛蓝、靛玉红结果见表 1。

1)各因素对提取物 (靛蓝和靛玉红的混合物)得

率影响的大小次序为 :药材粒度 > 乙醇体积分数 >

提取时间 。这是由于用有机溶剂进行提取时 ,物料

的粉碎状态对提取结果有很大的影响。提取过程包

括渗透、溶解、扩散等过程 ,药粉越细 ,这一过程就越

快 ,提取效率越高 ,但过细时 ,药粉表面积太大 ,吸附

作用增强 ,反而影响扩散速度。

2)综合靛蓝、靛玉红提取物得率及各自质量分

数 3 项指标来考虑 ,各因素的影响顺序为 :提取时间

>药材粒度 > 乙醇体积分数 ,这主要是因为提取时

间越长 ,靛蓝和靛玉红溶出越充分。

3)由于本试验研究主要考虑靛蓝、靛玉红的提

取 ,因此应以提取物得率作为首要考察目标。综合

提取物质量、靛蓝和靛玉红的质量分数 3 项指标来

考虑 ,靛蓝、靛玉红的最佳提取工艺参数为 A1B2C2 ,

即药材粒度 40 目 ,提取时间 4 h ,乙醇体积分数

75 %。

4) 在最佳工艺条件下 ,提取物得率为 1174 %。

利用直接比色测定法对提取物进行质量分数的测

定 ,靛蓝和靛玉红的质量分数分别为 531028 和

421002 mg·g - 1 。

4 　结 　论

1)通过光谱扫描确定靛蓝、靛玉红的最大吸收

波长分别为 601 和 531 nm。

2)单因素试验表明乙醇体积分数为 75 %时 ,靛

蓝、靛玉红提取物得率最高 ;提取时间为 4 h 时 ,靛

蓝、靛玉红提取物得率最高。

3)通过正交试验确定的提取靛蓝、靛玉红的最

佳工艺参数为 :药材粒度 40 目 ,提取时间 4 h ,乙醇

体积分数 75 %。此时 ,靛蓝、靛玉红提取物的得率

为 1174 %。
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表 1 　正交试验提取靛蓝、靛玉红结果分析

Table 1 　Analyzing tabulation of extracting Indigo and Indirubin through orthogonal test

试验号
A B C

药材粒度/ 目 提取时间/ h 乙醇体积分数/ %

提取物

质量/ g

质量分数/ (mg·g - 1)

靛蓝 靛玉红

1 40 3 65 016571 51279 101711

2 40 4 75 11043 8 531028 421002

3 40 5 85 01836 4 201511 221300

4 80 3 85 01674 0 131509 161521

5 80 4 65 01460 2 521386 621805

6 80 5 75 01706 1 301744 271448

7 120 3 75 01671 7 261113 281489

8 120 4 85 01905 6 421242 441197

9 120 5 65 01850 2 421909 461506

提取物质量

M1 21537 3 21002 8 11967 5

M2 11840 3 21409 6 21421 6

M3 21427 5 21392 7 21416 0

R j 01232 4 01135 6 01151 4 j = 1 ,2 ,3

较优水平 A1 B2 C2

靛蓝质量

分数

M1 781818 441901 1001574

M2 961639 1471656 1091885

M3 1111264 941164 761262

R j 101815 341252 111207 j = 1 ,2 ,3

较优水平 A3 B2 C2

靛玉红质

量分数

M1 751013 551721 1201022

M2 1061774 1491004 971959

M3 1191192 961254 831018

R j 141727 311094 121334

较优水平 A3 B2 C1
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