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摘要：以湖南香柚落果为原料，采用乙醇超声提取香柚黄酮

类化合物，以吸附量、回收率、纯度和吸附率等为考察指标，

综合比较ＡＢ８、ＮＫＡ９、Ｄ１１０和ＡＤＳ１７４类大孔树脂分离

纯化香柚黄酮类化合物的效果，并对筛选出的最适树脂的分

离纯化工艺进行优化。结果表明：ＡＢ８大孔树脂对湖南香

柚总黄酮的吸附量最高，达０．７０ｍｇ／ｍＬ；ＡＢ８大孔树脂适

于分离湖南香柚中黄酮的物质，其分离优化条件为：径高比

１１０；吸附流速１．５ＢＶ／ｈ，淋洗液ｐＨ 值４．０，洗脱剂为

７０％的乙醇，洗脱剂用量４ＢＶ，解析流速２ＢＶ／ｈ，树脂重复

使用３次。
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　　柚［犆犻狋狉狌狊犵狉犪狀犱犻狊（犔．）］又名文旦、抛等，是芸香科柑桔

属植物［１］。湖南香柚是湖南省从柚中选育出的变种之一，属

于白肉甜柚类，是湖南省的一大特色水果，以湖南省江永县

栽培较多。江永香柚落果每年约有２万ｔ。江永香柚含有丰

富的黄酮类物质［２］，其传统处理方式是直接丢弃，造成了极

大浪费。如果能变废为宝，将其作为保健食品、抗氧化剂等

开发利用，必将有很好的发展前景，因此充分开发利用香柚

落果中含有的黄酮类化合物具有非常重要的现实意义。目

前中国对柚中果胶以及芳香油的提取和应用［３］，柚中黄酮的

提取工艺有研究报道［４］，但对香柚落果中黄酮的分离纯化的

研究未见报道。分离纯化是天然产物生产中一个不可或缺

的环节。目前常用于分离纯化黄酮类化合物的方法主要有

大孔树脂法、高效液相色谱法、重结晶法、薄层色谱法等，其

中大孔树脂法具有再生简便、选择性好、吸附速度快、吸附容

量大等优点，因而被广泛应用于天然产物的分离纯化［５］。本

研究拟对ＡＢ８、ＮＫＡ９、Ｄ１１０和ＡＤＳ１７４类大孔树脂分离

纯化香柚黄酮类化合物的效果进行比较，并对香柚落果中黄

酮分离纯化的优化工艺进行探讨，旨在为高纯度柚黄酮的规

模化生产以及香柚落果的综合利用提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　试验材料

　　芦丁标准样品：南京泽朗医药科技有限公司；

　　大孔吸附树脂：ＡＢ８、ＮＫＡ９、Ｄ１１０、ＡＤＳ１７型，天津农

药股份有限公司；

　　无水乙醇、浓盐酸、浓硫酸、ＮａＮＯ２、Ａｌ（ＮＯ２）３、ＮａＯＨ、

ＦｅＣｌ３：分析纯，中国国药（集团）上海化学试剂厂。

１．２　仪器与设备

　　可见分光光度计：ＷＦＪ７２００型，上海龙尼柯仪器有限

公司；

　　高速中药粉碎机：ＺＮ４００Ａ型，长沙市岳麓区中南制药

机械厂；

　　旋转蒸发器：ＲＥ５２３型，上海沪西分析仪器有限公司；

　　循环水式多用真空泵：ＳＨＢⅢＴ型，郑州长城科工贸易

有限公司；

　　电子分析天平：ＡＵＹ２２０型，日本ＳＨＭＡＤＺＶ公司；

　　电热鼓风干燥箱：１０１２ＡＢ型，天津市泰斯特仪器有限

公司。
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１．３　试验方法

１．３．１　香柚黄酮提取物的制备

　　原料→清洗除杂→切片→干燥→粉碎→脱脂→抽滤→

滤渣干燥→乙醇超声提取→提取液抽滤→蒸发浓缩→冷冻

干燥→香柚黄酮粗提物→定容→待上柱样品液

１．３．２　大孔树脂预处理及再生

　　（１）将 ＡＢ８、ＮＫＡ９、Ｄ１１０、ＡＤＳ１７４种型号的大孔树

脂依次用２倍体积３％～５％盐酸溶液浸泡至充分溶胀，１倍

体积蒸馏水，２倍体积３％～５％的盐酸洗涤，最后用蒸馏水

洗至溶液呈中性。之后用乙醇湿法装柱，用９５％乙醇流动淋

洗，直至乙醇溶液与水混合（１４）不产生白色浑浊为止，用

大量蒸馏水洗脱到流出液无醇味［６］。

　　（２）大孔树脂使用一定的周期后，当它的吸附能力降低

或者受到严重污染时需要强化再生，先用３％～５％盐酸溶液

浸泡大孔树脂２～４ｈ，之后淋洗通柱，再用３～４倍树脂体积

３％～５％的盐酸溶液淋洗通柱，然后用蒸馏水洗至中性，再

用３％～５％的氢氧化钠溶液浸泡大孔树脂２～４ｈ，之后淋洗

通柱，用３％～５％的３～４倍树脂体积的氢氧化钠溶液淋洗

通柱，用蒸馏水洗至中性即可使用。

１．３．３　大孔树脂的筛选试验　将浓度为２．０ｍｇ／ｍＬ的香

柚提取物水溶液以１．５ＢＶ／ｈ的流速分别通过４种不同型号

已预处理好的树脂柱，进行动态吸附试验，待吸附达到泄漏

点（该处流出液中黄酮的浓度值为上柱前试液中黄酮浓度值

的１／１０）之后停止上样，记录上柱量，并计算总黄酮的吸附

值。上样后的大孔树脂柱先用ｐＨ 值为４的水淋洗通柱至

无色并用浓硫酸检测至无糖反应，再用４ＢＶ７０％的乙醇溶

液对柱子进行洗脱，洗脱速度为２ＢＶ／ｈ。将洗脱液蒸干、称

重，测定黄酮总量，并计算回收率。

１．３．４　大孔树脂动态吸附试验

　　（１）径高比对大孔树脂吸附效果的影响：在大孔树脂体

积一定的情况下，通过调整填充柱的直径来改变树脂的径高

比，以此观察对泄漏点的影响，这也是影响大孔树脂吸附量

的一个重要因素。取浓度为２．０ｍｇ／ｍＬ的香柚黄酮提取液

１００ｍＬ，在上样流速为１．５ＢＶ／ｈ的条件下，每１０ｍＬ收集

一次黄酮残液，测定其中黄酮的浓度，分别研究径高比为１

５，１７．５，１１０条件下的泄漏情况。

　　（２）上样流速对大孔树脂吸附效果的影响：取浓度为

２．０ｍｇ／ｍＬ的香柚黄酮提取液１００ｍＬ通过大孔树脂，间隔

１０ｍＬ收集黄酮流出液，测定其中总黄酮的浓度，以泄漏点

最迟出现的上样流速为最佳，研究上样流速（１．５，３．０，

４．５ＢＶ／ｈ）对吸附效果的影响。

１．３．５　大孔树脂动态洗脱试验

　　（１）淋洗液 ｐＨ 值对洗脱效果的影响：取浓度为

２．０ｍｇ／ｍＬ的香柚黄酮提取液１００ｍＬ以１．５ＢＶ／ｈ的流速

通过大孔树脂，待吸附达到泄漏点之后，用ｐＨ 值分别为２，

４，６，８的水淋洗通柱至用浓硫酸检测至无糖反应为止，然后

用４ＢＶ７０％ 乙醇溶液对柱子进行洗脱，洗脱流速为

２ＢＶ／ｈ，收集洗脱液，测定其中总黄酮的含量及回收率。分

别比较不同淋洗液的ｐＨ值对大孔树脂洗脱效果的影响。

　　（２）不同浓度洗脱剂的洗脱效果：取浓度为２．０ｍｇ／ｍＬ

的香柚黄酮提取液１００ｍＬ以１．５ＢＶ／ｈ的流速通过大孔树

脂，待吸附达到泄漏点之后，先用大量ｐＨ 值为４的水淋洗

通柱至无色并用浓硫酸检测不出糖，然后分别用４ＢＶ浓度

为５０％，６０％，７０％，８０％，９０％的乙醇溶液洗脱柱子，洗脱流

速为２ＢＶ／ｈ，收集洗脱液，测定其中总黄酮的含量及回收

率。比较不同浓度洗脱剂对大孔树脂洗脱效果的影响。

　　（３）不同用量洗脱剂的洗脱效果：在确定洗脱剂的最适

宜浓度后，还需对洗脱剂的最佳用量进行确定，其原则是在

充分洗脱下大孔树脂所吸附物质的前提下，尽量减少洗脱剂

用量。取浓度为２．０ｍｇ／ｍＬ的香柚黄酮提取液１００ｍＬ以

１．５ＢＶ／ｈ的流速通过大孔树脂（柱体积为１２０ｍＬ），待吸附

达到泄漏点后，先用大量ｐＨ值为４的水淋洗通柱至无色并

用浓硫酸检测不出糖，然后用７０％乙醇溶液对柱子进行洗

脱，解析流速为２ＢＶ／ｈ，洗脱液每１００ｍＬ收集１次，一共收

集８次，分别测定其吸光值，据此绘制出洗脱曲线，比较不同

用量洗脱剂对树脂洗脱效果的影响。

　　（４）不同洗脱流速下的洗脱效果：取浓度为２．０ｍｇ／ｍＬ

的香柚黄酮提取液１００ｍＬ以１．５ＢＶ／ｈ的流速通过大孔树

脂，待吸附达到泄漏点后，先用大量ｐＨ 值为４的水淋洗通

柱至无色并用浓硫酸检测不出糖，然后用４ＢＶ７０％的乙醇

溶液对 树 脂 柱 进 行 洗 脱，洗 脱 流 速 分 别 为 １．０，１．５，

２．０ＢＶ／ｈ，洗脱液每１０ｍＬ收集１次，分别测定吸光度，计

算出流出液中总黄酮的浓度。比较不同洗脱流速对树脂洗

脱效果的影响。

　　（５）树脂重复使用次数的考察：依照上述确定的吸附及

洗脱条件，取一定浓度的黄酮提取液进行上柱、吸附和洗脱

的操作，在同一根树脂柱上重复操作４次，分别计算４次总

黄酮的吸附率，以此来考察树脂重复使用的效果。

１．３．６　总黄酮的吸附量、回收率、纯度和吸附率　分别按

式（１）～（４）计算：

　　犡＝
犎
犞

（１）

　　犚＝
犜
犛
×１００％ （２）

　　犘＝
犃
犅
×１００％ （３）

　　犙＝
犇
犉
×１００％ （４）

　　式中：

　　犡———总黄酮吸附量，ｍｇ／ｍＬ；

　　犎———被树脂吸附的黄酮总量，ｍｇ；

　　犞———湿柱体积，ｍＬ；

　　犚———总黄酮的回收率，％；

　　犜———洗脱液中黄酮总量，ｍｇ；

　　犛———上柱总黄酮量，ｍｇ；

　　犘———黄酮纯度，％；

　　犃———提取液（洗脱液）中总黄酮的质量，ｍｇ；

　　犅———提取液（洗脱液）干燥后的质量，ｍｇ；

　　犙———总黄酮吸附率，％；

　　犇———被吸附在树脂柱上的总黄酮量，ｍｇ；

　　犉———上样总黄酮量，ｍｇ。
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２　结果与分析
２．１　大孔树脂的筛选结果

　　大孔树脂的吸附分离效果因其理化性质的不同而有所

差异。在所选的４种大孔树脂中，ＡＢ８为弱极性大孔树脂，

ＮＫＡ９为极性大孔树脂，Ｄ１１０为弱酸性阳离子交换树脂，

ＡＤＳ１７为中等极性大孔树脂。由表ｌ可知，在相同的吸附

条件下，ＡＢ８型大孔树脂分离纯化香柚中总黄酮的效果明

显优于其他型号的树脂，其总黄酮的吸附量最高，达到

０．７０ｍｇ／ｍＬ，总黄酮回收率也比较高，达到８２．３％。这是由

于黄酮是一种弱极性物质，在弱极性的大孔树脂柱上更易被

吸附，而且吸附到柱上的物质也较易洗脱。故 ＡＢ８大孔树

脂适合于分离纯化湖南香柚柚黄酮，与李春美［７］、李维［８］等

的研究结果一致。

表１　四类大孔树脂对柚黄酮的吸附分离性能比较

Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｄｓｏｒｂｉｎｇａｎｄｓｅｐａｒａｔｉｎｇｃａｐａｂｉｌｉｔｙ

ｏｆｆｏｕｒｔｙｐｅｓｏｆｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓｒｅｓｉｎｏｎｓｈａｄｄｏｃｋｆｌａ

ｖｏｎｏｉｄｓ

树脂型号
纯化前总黄

酮含量／％

纯化后总黄

酮含量／％

总黄酮吸附量／

（ｍｇ·ｍＬ－１）

总黄酮回

收率／％

ＡＢ８ ２．８５ １６．４６ ０．７０ ８２．３

ＮＫＡ９ ２．８５ １６．８４ ０．４５ ８４．７

Ｄ１１０ ２．８５ ９．６３ ０．３４ ３６．８

ＡＤＳ１７ ２．８５ ８．７１ ０．２６ ６４．９

２．２　ＡＢ８大孔树脂动态吸附试验结果

２．２．１　径高比对大孔树脂吸附柚黄酮效果的影响　由图１

可知，树脂柱径高比对其吸附柚黄酮效果有一定影响，树脂

柱径高比为１５和１７．５时，其泄露点分别出现在６０ｍＬ

和７０ｍＬ处，树脂柱径高比为１１０时，其泄露点出现在

８０ｍＬ处。泄露点出现得越晚，树脂柱对黄酮的吸附量就越

大，径高比如果太小，树脂柱吸附效应就会降低，以致上样液

中分离物质未吸附就提早泄露。所以单从吸附量上考虑，

ＡＢ８型大孔树脂分离纯化香柚中黄酮时其树脂柱径高比以

１１０为宜。

２．２．２　上样液流速对大孔树脂吸附柚黄酮效果的影响　由

图２可知，上样液流速对大孔树脂吸附柚黄酮的效果有明显

影响，上样流速为１．５ＢＶ／ｈ时，泄漏点出现得最晚，４．５ＢＶ／ｈ

图１　径高比对大孔树脂吸附柚黄酮效果的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒａｔｉｏｏｆｄｉａｍｅｔｅｒｔｏ

ｈｅｉｇｈｔｏｎａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ

图２　上样液流速对大孔树脂吸附柚黄酮效果的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｖｅｌｏｃｉｔｙｏｎ

ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ

时，泄漏点出现得最早。因为黄酮溶液越慢流过树脂柱，越

能与树脂进行充分接触，从而提高吸附效果。如果黄酮溶液

流速过快，使黄酮类物质未被树脂柱完全吸附便流出柱外，

从而树脂吸附黄酮效率就会越低。因此，ＡＢ８型大孔树脂

分离纯化香柚中黄酮时，上样液流速以１．５ＢＶ／ｈ为最佳。

２．３　ＡＢ８大孔树脂动态洗脱试验结果

２．３．１　淋洗液ｐＨ值对柚黄酮洗脱效果的影响　湖南香柚

提取物中有大量的水溶性杂质，如可溶性糖、色素等，所以样

品上柱后先用大量水淋洗以除去极性较大的可溶性糖和色

素等。由图３可知，淋洗液的ｐＨ值对黄酮的纯化分离有一

定的影响，当淋洗液的ｐＨ值从２增加到４时，黄酮的回收率

增大；当ｐＨ值为４时黄酮的回收率最大；当ｐＨ值大于４时，

回收率逐渐减小。因为，当ｐＨ值＜４时，淋洗液酸性太强，黄

酮类化合物易转化为佯盐，不易被洗脱，因此，黄酮的回收率

较低；当ｐＨ值为４时，淋洗液的酸度正好使黄酮类化合物保

持分子形式，容易被洗脱下来，黄酮的回收率最大；当ｐＨ值＞

４时，由于黄酮类物质为多羟基酚类化合物，具有一定的酸性，

在微酸性条件下较容易被洗脱下来，在碱性条件下回收率降

低。试验同时发现，酸性水溶液能够加速去除杂质及脱糖，这

可能与提取物中糖的种类和性质有一定关系。

２．３．２　解吸剂浓度对柚黄酮洗脱效果的影响　考虑到黄酮

一般应用在食品和医药行业中，本试验采用无毒性的乙醇作

为解吸剂。由图４可知，乙醇浓度对大孔树脂吸附柚黄酮的

洗脱效果有较大的影响，乙醇浓度从６０％提高到７０％，黄酮

的回收率随之增大，乙醇浓度为７０％时，黄酮回收率达到

６５％；之后随乙醇浓度的提高，黄酮回收率呈略微下降趋势，

因此，解吸剂———乙醇浓度以７０％为佳。

图３　淋洗液ｐＨ值对柚黄酮洗脱效果的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｐＨｖａｌｕｅｏｆｗａｔｅｒｏｎ

ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
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图４　乙醇浓度对柚黄酮洗脱效果的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｅｔｈａｎｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ

２．３．３　洗脱剂用量对柚黄酮洗脱效果的影响　由图５可

知，前５份洗脱液的吸光值都比较高，当收集到第３份时，吸

光值达到峰值，从第６份洗脱液开始，吸光值已经显著减小，

表明这部分洗脱液中总黄酮的含量已经非常低，绝大部分黄

酮在前５份已被洗脱下来，从经济和效率的角度考虑，只用

收集前５份洗脱液即可，即收集５００ｍＬ。故洗脱剂的用量

定为４倍湿树脂体积。

图５　ＡＢ８大孔树脂洗脱曲线（７０％乙醇为洗脱剂）

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｌｕｅｎｔｃｕｒｖｅｏｆｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓｒｅｓｉｎ

２．３．４　洗脱剂流速对柚黄酮洗脱效果的影响　由图６可

知，洗脱剂流速对柚黄酮洗脱效果有明显的影响。洗脱速度

为１．０ＢＶ／ｈ时，峰值低，峰形宽，并且拖尾现象非常严重；而

洗脱速度为２．０ＢＶ／ｈ时，洗脱速度较快且峰值最高。洗脱

流速一般要求较慢，这是因为若流速过快，会导致洗脱性能

变差，洗脱带宽，拖尾严重，从而洗脱不完全，而流速过慢则会

图６　洗脱剂流速对柚黄酮洗脱效果的影响

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｌｕｅｎｔｖｅｌｏｃｉｔｙｏｎ

ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ

延长生产周期［９］。因此，从峰值、峰形以及拖尾现象来看，

２．０ＢＶ／ｈ是最适宜的洗脱流速。

２．３．５　树脂重复使用次数的考察结果　黄酮类化合物经大

孔树脂吸附后，在表面或者内部还残存着许多非极性或吸附

性成分，这些杂质会堵塞大孔树脂的孔道，或者使某些官能

团失去吸附性能，所以在下一次使用前要对大孔树脂进行再

生。由图７可知，大孔树脂重复使用３次后，其对总黄酮的

吸附效率显著下降，此时需要再生才可以继续使用，故 ＡＢ８

大孔树脂只宜重复使用３次。

图７　ＡＢ８大孔树脂使用次数的考察

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＵｓｉｎｇｔｉｍｅｓｏｆＡＢ８ｔｙｐｅｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓｒｅｓｉｎ

３　结论
　　（１）ＡＢ８大孔树脂对湖南香柚中黄酮类物质具有良好

的吸附作用，解吸率也比较高，用其纯化湖南香柚黄酮类物

质是可行的。

　　（２）通过动态吸附和动态洗脱试验得出，ＡＢ８大孔树脂

分离纯化湖南香柚中黄酮的最佳条件为：径高比１１０；吸附

流速１．５ＢＶ／ｈ，淋洗液ｐＨ值４．０，洗脱剂为７０％的乙醇，洗

脱剂用量４ＢＶ，解析流速２ＢＶ／ｈ，树脂重复使用３次。

　　（３）本研究将ＡＢ８大孔树脂应用于湖南香柚落果中黄

酮的吸附分离，结果所得产物纯度高，工艺简单，可用于湖南

香柚中有效成分的富集分离和工业生产。但放大生产仍需

调整相关参数，以期在保证较高转移率的前提下进一步提高

黄酮的纯度。
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