
基金项目：吉林省植物化工创新团队（编号：２０１３０５２１０２２ＪＨ）

作者简介：毛迪锐（１９７８—），女，北华大学讲师，硕士。

Ｅｍａｉｌ：ｍｄｒｔｅａｃｈｅｒ＠１６３．ｃｏｍ

通讯作者：姜贵全

收稿日期：２０１５－０８－１９

第３２卷第１期

２０１６年１月 ! " # $ %

!!"#$%&'()*+,

Ｖｏｌ．３２，Ｎｏ．１

Ｊａｎ．２０１６

犇犗犐：１０．１３６５２／犼．犻狊狊狀．１００３－５７８８．２０１６．０１．０３４

文冠果壳总黄酮分离纯化及稳定性研究
Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ，ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｆｒｏｍ

犡犪狀狋犺狅犮犲狉犪狊狊狅狉犫犻犳狅犾犻犪ｓｈｅｌｌ

毛迪锐

犕犃犗犇犻狉狌犻
　

姜贵全

犑犐犃犖犌犌狌犻狇狌犪狀
　

孙继伟

犛犝犖犑犻狑犲犻
　

罗英才

犔犝犗犢犻狀犵犮犪犻

（北华大学林学院，吉林 吉林　１３２０１３）

（犉狅狉犲狊狋狉狔犆狅犾犾犲犵犲狅犳犅犲犻犺狌犪犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犑犻犾犻狀，犑犻犾犻狀１３２０１２，犆犺犻狀犪）

摘要：以吸附率和解吸率为评价指标，对大孔树脂分离纯化

文冠果壳总黄酮的工艺进行优化，并研究纯化后文冠果壳总

黄酮的稳定性。结果表明，文冠果壳总黄酮的最佳分离纯化

工艺为：采用 ＸＡＤ１６００树脂，上样液 ｐＨ＝４，上样浓度

０．５ｍｇ／ｍＬ，吸附时间６ｈ，上样流速２ＢＶ／ｈ，洗脱液流速

３ＢＶ／ｈ，洗脱液乙醇浓度４０％。该条件下，纯化后总黄酮的纯

度为（７０．１５±１．０３）％，回收率为（８９．６３±１．５８）％。稳定性试

验表明：文冠果壳总黄酮在低温、酸性、避光条件下性质稳定。
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　　文冠果（犡犪狀狋犺狅犮犲狉犪狊狊狅狉犫犻犳狅犾犻犪）又称僧灯毛道，属于无

患子科文冠果属植物，主要分布于陕西、甘肃、山西、内蒙、宁

夏、安徽、吉林等地的丘陵山坡［１］。文冠果是中国特有的珍

稀木本油料植物。研究［２］发现，文冠果的种仁、果壳、枝干等

部位都含有大量活性成分，如甾类、三萜、生物碱、黄酮等。

黄酮类化合物具有抗氧化、抗肿瘤、降血糖、降血脂等生理活

性。目前黄酮类物质常用的分离纯化的方法有柱层析法［３］、

薄层层析法［４］、高效液相色谱法［５］、金属试剂络合沉淀法［６］、

膜分离法［７］、双水相萃取法［８］、大孔树脂吸附法［９］等。在各

种分离方法中，大孔树脂因具有理化稳定性高，选择性好，比

表面积大，吸附和交换容量大、速度快［１０］等优点，因此在黄

酮、多酚等天然活性物质的分离纯化中被广泛应用。

　　目前对文冠果壳总黄酮的研究较少，对于文冠果壳总黄

酮的分离纯化及稳定性研究未见报道。本研究拟采用大孔

树脂法对文冠果壳总黄酮进行分离纯化，以提高总黄酮粗提

取物中的黄酮纯度，并研究纯化后文冠果壳总黄酮的稳定

性，旨为其开发利用提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

　　文冠果：内蒙古赤峰市翁牛特旗经济林场；

　　芦丁对照品：中国药品生物制品检定所；

　　ＡＢ８、Ｘ５、Ｄ１０１大孔树脂：安徽三星科技有限公司；

　　ＸＡＤ７ＨＰ、ＸＡＤ１６００、ＨＰ２ＭＧＬ大孔树脂：北京慧德易

科技有限责任公司；

　　ＸＡＤ８和ＬＳＡ１０大孔树脂：西安蓝晓科技新材料股份

有限公司；

　　ＨＢ１６００大孔树脂：上海永实业有限公司；

　　其他试剂：分析纯，国药集团化学试剂有限公司。

１．１．２　主要仪器设备

　　电动震筛机：８４１１型，湖南湘潭恒瑞检测仪器有限公司；

　　可见分光光度计：７２２Ｎ 型，上海精密科学仪器有限

公司；

　　真空冷冻干燥机：Ｂｅｔａ１８ＬＤｐｌｕｓ型，德国Ｃｈｒｉｓｔ公司；

　　旋转蒸发器：ＲＥ５２ＣＳ１型，上海亚荣生化仪器厂。
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１．２　方法

１．２．１　标准曲线的绘制　根据文献［１１］的方法绘制标准曲

线。以芦丁溶液质量浓度狔（ｍｇ／ｍＬ）为横坐标，吸光度犃为

纵坐标，得回归方程为：犃＝１１．６７５狔＋０．０３３５，犚
２＝０．９９７８，

表明芦丁在０．０２～０．１０ｍｇ／ｍＬ范围内线性关系良好。

１．２．２　文冠果壳总黄酮上样液的制备　将文冠果壳在

５０℃的条件下热风干燥１０ｈ，粉碎，过６０目筛，备用。称取

一定量的文冠果壳粉末，按液料比４３∶１（犞∶犿）加入体积

分数为４０％的乙醇，超声提取２次（超声功率４００Ｗ，超声时

间２０ｍｉｎ／次），合并滤液，离心分离（６０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），

将上清液采用旋转蒸发仪减压蒸发，除去乙醇，再用蒸馏水

稀释至一定浓度，作为上样液备用，测定吸光度，根据标准曲

线计算上样液质量浓度。

１．２．３　大孔树脂的预处理　将大孔树脂用蒸馏水洗至无浑

浊，用２倍树脂体积的９５％乙醇浸泡２４ｈ，使其充分溶胀后，

再用蒸馏水洗至无醇味，然后用１ｍｏｌ／Ｌ的盐酸溶液浸泡

４ｈ后，用蒸馏水洗至ｐＨ＝７；最后用１ｍｏｌ／Ｌ的氢氧化钠溶

液浸泡４ｈ，用蒸馏水洗至ｐＨ＝７，备用。

１．２．４　大孔树脂的筛选　分别测定 Ｄ１０１，ＬＳＡ１０，ＨＢ

１６００，ＸＡＤ１６００，Ｘ５，ＸＡＤ８，ＡＢ８，ＸＡＤ７ＨＰ，ＨＰ２ＭＧＬ

９种不同型号的大孔树脂对文冠果壳总黄酮的吸附率和解

吸率，从而筛选树脂。

１．２．５　树脂吸附和解吸率的测定　分别称取２．０ｇ大孔树

脂放入１００ｍＬ三角瓶中，加入４０ｍＬ文冠果壳总黄酮溶

液，在３０℃恒温摇床振荡器（１００ｒａｄ／ｍｉｎ）中，振荡吸附

２４ｈ，使其达到吸附饱和，抽滤，收集吸附液，测定吸光度，计

算吸附率。再向吸附饱和的树脂中，加入 ６０％ 的乙醇

４０ｍＬ，在相同条件下，解吸２４ｈ，使其达到解吸平衡，计算解

吸率。每次试验均进行３次平行试验，试验结果取平均值。

吸附量、吸附率和解吸率按式（１）～（３）计算
［１２］：

　　犢１＝
犆０－犆１
犆０

×１００％ （１）

　　犢２＝
（犆０－犆１）×犞１

犕
（２）

　　犢３＝
犆２×犞２

（犆０－犆１）×犞１
×１００％ （３）

　　式中：

　　犢１———吸附率，％；

　　犢２———吸附量，ｍｇ／ｇ；

　　犢３———解吸率，％；

　　犆０———吸附液初始浓度，ｍｇ／ｍＬ；

　　犆１———吸附液平衡初始浓度，ｍｇ／ｍＬ；

　　犆２———洗脱液浓度，ｍｇ／ｍＬ；

　　犞１———吸附液体积，ｍＬ；

　　犞２———洗脱液体积，ｍＬ；

　　犕———大孔树脂质量，ｇ。

１．２．６　静态吸附的单因素试验

　　（１）上样浓度对树脂吸附量的影响：分别取０．１，０．５，

１．０，１．５，２．０ｍｇ／ｍＬ的黄酮上样液４０ｍＬ，放入装有２．０ｇ

大孔树脂的三角瓶中，在３０℃恒温摇床振荡器（１００ｒａｄ／ｍｉｎ）

中振荡吸附２４ｈ，抽滤，测定上清液吸光度，计算吸附量。

　　（２）吸附时间对树脂吸附量的影响：取黄酮上样液

４０ｍＬ，放入装有２．０ｇ大孔树脂的三角瓶中，置于恒温

３０℃，１００ｒａｄ／ｍｉｎ的摇床振荡器吸附１，２，３，４，５，６，７，８，９，

１０ｈ，抽滤，测定上清液吸光度，计算树脂吸附量。

　　（３）上样液ｐＨ对吸附量的影响：分别取ｐＨ为３，４，５，

６，７，８，９，１０的黄酮上样液４０ｍＬ，放入装有２．０ｇ大孔树脂

的三角瓶中，在３０℃恒温摇床振荡器（１００ｒａｄ／ｍｉｎ）中，振荡

吸附２４ｈ，抽滤，测定上清液吸光度，计算吸附量。

１．２．７　动态吸附解吸试验　将预处理好的大孔树脂湿法装

入层析柱（１．５ｃｍ×３０ｃｍ）中，用蒸馏水洗涤至平衡。

　　（１）上样流速对吸附性能的影响：将文冠果壳黄酮上样

液调整到最佳的上样浓度和ｐＨ，分别按照１，２，３，４，５ＢＶ／ｈ

的流速上样，计算树脂总吸附量，确定最佳上样流速。

　　（２）洗脱液流速对吸附性能的影响：用蒸馏水将吸附饱

和的树脂洗至无浑浊，分别按照１，２，３，４，５ＢＶ／ｈ的速度洗

脱，通过计算解吸率，确定最佳的洗脱流速［１３］。

　　（３）乙醇浓度对解吸性能的影响：按照最佳的上流流速

吸附，分别用２０％，４０％，６０％，８０％，９５％的乙醇溶液按照最

佳洗脱液流速，通过计算解吸率，确定最佳的洗脱液乙醇

浓度。

１．２．８　文冠果壳总黄酮纯度和回收率的测定　将文冠果壳

总黄酮的上样液和按照最优条件纯化后的溶液减压蒸发，冻

干。准确称取０．０１ｇ冻干粉，加蒸馏水定容至１０ｍＬ，测溶

液吸光度，根据标准曲线计算黄酮浓度，再根据式（４）、（５）计

算纯化前后的纯度和黄酮回收率。

　　犘＝
犆×犞

犕１×１０００
×１００％ （４）

　　犚＝
犕２

犆０×犞１
×１００％ （５）

　　式中：

　　犘———总黄酮纯度，％；

　　犆———冻干粉的黄酮浓度，ｍｇ／ｍＬ；

　　犆０———上样液的黄酮浓度，ｍｇ／ｍＬ；

　　犞———冻干粉溶解后总体积，ｍＬ；

　　犞１———上样液体积，ｍＬ；

　　犕１———冻干粉质量，ｇ；

　　犚———回收率，％；

　　犕２———纯化后黄酮总质量，ｍｇ。

１．２．９　文冠果壳总黄酮的稳定性

　　（１）温度对文冠果壳总黄酮稳定性的影响：将４０ｍＬ浓

度为０．９ｍｇ／ｍＬ文冠果壳黄酮溶液分别置于２０，４０，６０，８０，

１００℃ 条件下保温放置６ｈ，每隔１ｈ测定其黄酮浓度
［１４］，以

考察温度对文冠果壳总黄酮稳定性的影响。

　　（２）ｐＨ对文冠果壳总黄酮稳定性的影响：用缓冲溶液

将文冠果壳黄酮配置成４０ｍＬ浓度为０．９ｍｇ／ｍＬ、ｐＨ分别

为１，３，５，７，９，１１，１３的溶液，室温条件下放置２ｈ后，测定黄

酮浓度，以考察ｐＨ对文冠果壳总黄酮稳定性的影响。

　　（３）光照对文冠果壳总黄酮稳定性的影响：将４０ｍＬ浓

度为０．９ｍｇ／ｍＬ的文冠果壳黄酮溶液分别于避光、自然光

和日光灯条件下放置６ｈ，每隔１ｈ测定其黄酮浓度，以考察

光照对文冠果壳总黄酮稳定性的影响。
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２　结果与分析
２．１　大孔树脂的筛选结果

　　９种大孔树脂对文冠果壳总黄酮的静态吸附率和解吸

率见图１。由图１可知，除ＡＢ８外，其余树脂对文冠果壳黄

酮的吸附效果均较好，ＸＡＤ１６００和 ＨＢ１６００树脂的吸附率

分别达到９６．４３％，９７．９４％；各型号吸附饱和的树脂在相同

条件下充分解吸时，ＸＡＤ１６００树脂的解吸率最大，可达到

８８．８１％，ＨＢ１６００树脂的解吸率为７９．１７％。综合考虑，选

择ＸＡＤ１６００作为分离纯化文冠果壳黄酮的树脂。

图１　９种大孔树脂对文冠果壳总黄酮的吸附率和解吸率

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎａｎｄｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ９ｒｅｓｉｎｓｆｏｒｔｏｔａｌ

ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｆｒｏｍ犡犪狀狋犺狅犮犲狉犪狊犛狅狉犫犻犳狅犾犻犪ｓｈｅｌｌ

２．２　静态吸附试验结果

２．２．１　上样浓度对吸附量的影响　由图２可知，当黄酮浓

度在０．５ｍｇ／ｍＬ时，树脂的吸附量最大，为３７．９０ｍｇ／ｇ，黄

酮浓度大于０．５ｍｇ／ｍＬ时，吸附量反而会随着浓度的增加

而降低，这是因为根据吸附平衡原理，当浓度过高时，容易发

生多层吸附，导致孔道堵塞，吸附量降低。因此，选择

０．５ｍｇ／ｍＬ作为黄酮上样液的浓度。

２．２．２　吸附时间对吸附量的影响　由图３可知，ＸＡＤ１６００

图２　黄酮浓度对ＸＡＤ１６００树脂吸附性能的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｃａｐａｃｉｔｙｏｆＸＡＤ１６００ｒｅｓｉｎ

图３　吸附时间对ＸＡＤ１６００树脂吸附性能的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｉｍｅｏｎａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｃａｐａｃｉｔｙ

ｏｆＸＡＤ１６００ｒｅｓｉｎ

树脂吸附量随吸附时间的延长而增加。在吸附的前６ｈ内，

树脂吸附量显著提高；６ｈ之后，基本饱和。因此，吸附时间

选择６ｈ最为适宜。

２．２．３　上样液ｐＨ对吸附量的影响　由图４可知，不同ｐＨ

的上样液对ＸＡＤ１６００树脂吸附量有显著影响。在酸性条

件（ｐＨ＝４）下，吸附量较大，随着ｐＨ的增加，吸附量显著下

降。可能是在ｐＨ较大的条件下，总黄酮以盐的形式存在，

而不易吸附［１１］。因此选择上样液的ｐＨ＝４为适宜。

图４　ｐＨ对ＸＡＤ１６００树脂性能的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｖａｌｕｅｏｎａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｃａｐａｃｉｔｙ

ｏｆＸＡＤ１６００ｒｅｓｉｎ

２．３　动态吸附解吸试验结果

２．３．１　上样流速对树脂动态吸附性能的影响　由图５可

知，随着流速的增加，吸附总量有所减少。在１～２ＢＶ／ｈ时

吸附总量减少不显著，但是在２～５ＢＶ／ｈ时，吸附总量快速

下降。分析原因，上样流速较慢时，有充足的时间让黄酮与

树脂吸附，但上样流速过快，黄酮尚未到达树脂表面就流出。

虽然１ＢＶ／ｈ的吸附总量略大于２ＢＶ／ｈ，但是吸附时间过

长。综合考虑，选择２ＢＶ／ｈ作为上样流速。

图５　上样流速对ＸＡＤ１６００树脂吸附性能的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｌｏｗｒａｔｅｏｎａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｃａｐａｃｉｔｙ

ｏｆＸＡＤ１６００ｒｅｓｉｎ

２．３．２　洗脱液流速对树脂脱附性能的影响　由图６可知，

随着洗脱流速的增加，解吸率先快速增加，达到３ＢＶ／ｈ以

后，解吸率趋于平衡。因此选择３ＢＶ／ｈ作为洗脱流速。

图６　洗脱液流速对ＸＡＤ１６００树脂脱附性能的影响

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｌｕｅｎｔｆｌｏｗｒａｔｅｏｎｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎｃａｐａｃｉｔｙ

ｏｆＸＡＤ１６００ｒｅｓｉｎ
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２．３．３　乙醇浓度对树脂解吸性能的影响　由图７可知，当

乙醇浓度达到４０％时，ＸＡＤ１６００树脂的解吸性能最高。这

是因为文冠果壳黄酮在４０％的乙醇中溶解度最大，因此解吸

效果最好，可达到８７．６５％，乙醇浓度大于４０％时，解吸率略

有所下降。综合考虑，选择４０％的乙醇作为洗脱液。

图７　乙醇浓度对ＸＡＤ１６００树脂解吸性能的影响

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｔｈａｎｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｃａｐａｃｉｔｙｏｆＸＡＤ１６００ｒｅｓｉｎ

２．４　文冠果壳总黄酮的纯度和回收率

　　文冠果壳总黄酮提取液采用ＸＡＤ１６００树脂，在上样液

ｐＨ＝４，上样浓度０．５ｍｇ／ｍＬ，吸附时间６ｈ，上样流速

２ＢＶ／ｈ，洗脱液流速３ＢＶ／ｈ，洗脱液乙醇浓度４０％的条件

下分离纯化，纯化前纯度为（２７．９６±０．８８）％，纯化后的总黄

酮纯度为（７０．１５±１．０３）％，提高了２．５倍左右，总黄酮回收

率为（８９．６３±１．５８）％。

２．５　稳定性研究

２．５．１　温度对文冠果壳总黄酮稳定性的影响　由图８可

知，在低温（４０℃以下）时，总黄酮稳定性较好，在６ｈ以内，

浓度变化不明显；温度高于４０℃时，黄酮浓度随着时间的延

长，浓度显著降低；说明总黄酮适宜在低温条件下保存。

图８　温度对文冠果壳总黄酮稳定性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ８　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙ

ｏｆｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

２．５．２　ｐＨ对文冠果壳总黄酮稳定性的影响　由图９可知，

随着ｐＨ的增加，黄酮浓度先上升，当溶液呈碱性时，浓度显

著降低，说明文冠果壳总黄酮在酸性条件下较为稳定，碱性

溶液对黄酮稳定性影响较大。

图９　ｐＨ对总黄酮稳定性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ９　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

２．５．３　光照对文冠果壳总黄酮稳定性的影响　由图１０可

知，黄酮溶液在避光条件下，浓度没有明显变化。但在自然

光和日光灯的照射下，浓度有所下降。因此，文冠果壳总黄

酮溶液需要避光保存。

图１０　光照对总黄酮稳定性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１０　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｇｈｔｏｎｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

３　结论
　　本试验研究了大孔树脂法纯化文冠果壳总黄酮的工艺。

结果表明其最佳工艺条件为：采用ＸＡＤ１６００树脂，上样液

ｐＨ＝４，上样浓度０．５ｍｇ／ｍＬ，吸附时间６ｈ，上样流速２ＢＶ／ｈ，

洗脱液流速３ＢＶ／ｈ，洗脱液乙醇浓度４０％。该工艺条件下

产品纯度为７０．１５％。稳定性试验表明，文冠果壳总黄酮化

合物在低温、避光及酸性条件下性质比较稳定。在今后的研

究中，还可考虑其他因素如金属离子、氧化剂、还原剂等对文

冠果壳总黄酮的影响，其抗氧化活性也有待进一步的研究。
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