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摘要!为了对乌饭树叶黄酮进行纯化$通过动态吸附与解吸

试验$探讨上样体积%上样浓度%上样流速%洗脱剂%洗脱流速

以及洗脱体积对乌饭树叶黄酮吸附及解吸效果的影响$然后

利用蛋白质和多糖的脱除率以及
c$UC

谱图对纯化效果进

行评价!结果表明'

?VQ*FF

树脂具有较高的吸附率%解吸率

以及较短的吸附时间$确定
?VQ*FF

树脂作为乌饭树叶黄酮

纯化的柱填料$大孔树脂
?VQ*FF

纯化乌饭树叶黄酮最佳工

艺条 件 为'上 样 体 积
%9&]>

"柱 体 积#$上 样 浓 度

&9(;.

5

*

.U

$上样流速
'.U

*

.04

$洗脱剂为
;&B

"体积分

数#的乙醇$洗脱流速
'9&.U

*

.04

$洗脱体积
<]>

!在该纯

化工艺条件下$

c$UC

表明纯化后乌饭树叶黄酮纯度明显提

高$蛋白质脱除率达
()9<%B

$多糖脱除率达
);9=;B

$黄酮纯

度达
=+9,%B

!

关键词!乌饭树&黄酮&纯化&大孔树脂
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乌饭树古称染菽'属于杜鹃花科%

'

&

(作为乌饭树叶中的

功能性成分之一'黄酮类化合物具有多种生理活性'如抗氧

化%

%̀ =

&

+抑菌%

;̀ (

&

+抗疲劳%

+

&等(目前'中国对乌饭树叶资源

的利用率较低'基于乌饭树叶黄酮的生理活性'很有必要对

乌饭树叶黄酮进行纯化'进而提高乌饭树叶黄酮的附加值(

目前'常用的纯化方法包括柱色谱+萃取+高效液相色谱+高

速逆流色谱等'相比较而言'柱色谱法具有成本低+操作程序

简单等特点%

,

&

(其中'大孔树脂被广泛地应用于黄酮的分离

纯化%

'&̀ '%

&

(大孔树脂具有多孔性和较大的比表面积'主要

通过物理作用从溶液中有选择性地吸附有机物质'从而达到

分离纯化的目的%

'<

&

(另外'大孔树脂具有化学稳定性好+价

格便宜+易于工业化等特点'也促使了大孔树脂在天然产物

有效成分纯化方面的应用越来越多(因此'本试验选择大孔

树脂用于乌饭树叶黄酮的初步纯化(

目前'对于乌饭树叶黄酮的研究主要集中在如何高效提

取黄酮类化合物%

'=̀ ';

&

'以及乌饭树叶黄酮粗提物的功能特

性%

')̀ '(

&等方面'对于如何利用大孔树脂对乌饭树叶黄酮粗

))'



提物进行纯化缺乏系统性的研究'而且一些对乌饭树叶黄酮

纯化方法的研究中存在黄酮纯度低+工艺复杂以及溶剂有毒

性等问题'影响了乌饭树资源的开发利用(本试验通过对大

孔树脂纯化乌饭树叶黄酮工艺的研究'确定乌饭树叶黄酮纯

化工艺'并利用多种方法对纯化效果进行评价'旨在为乌饭

树资源的开发利用提供一定的参考(

'

!

材料与方法
'9'

!

材料与试剂

新鲜乌饭树叶"产地江苏宜兴$

牛血清白蛋白"上海艾研生物科技有限公司$

槲皮素标准品"纯度
"

,+B

'贵州迪大生物科技有限

公司$

葡萄糖"分析纯'江苏强盛功能化学股份有限公司$

考马斯亮蓝
!*%;&

"上海谱振生物科技有限公司$

甲醇"色谱纯'天津君博化工有限公司$

大孔树脂
E$*+%;

+

?VQ*FF

+

cf*+='

+

cf*+&%

"上海蓝季

科技发展有限公司'

=

种大孔树脂理化性能见表
'

(

表
'

!

树脂的理化性能

Z/A1@'

!

$3

6

802/1/4K23@.02/1

N

M:

N

@MG0@8:JM@8048

名称
孔径*

4.

粒度
比表面积*

!

.

%

/

5

`'

#

极性

?VQ*FF '=9;

&

';9; &9<&

&

'9%;.. ')&

&

%&&

极性
!

E$*+%; ''9= `` '&&&

弱极性

cf*+&% `` &9<&

&

'9%;..

)

%&&

非极性

cf*+=' ,9& %&

&

;&

目
;&&

&

)&&

弱极性

'9%

!

主要仪器

高效液相色谱仪"

UC*%&QX

型'日本岛津公司$

电热恒温鼓风干燥箱"

Xc!*,&<&Q

型'上海三发科学仪

器有限公司$

数显恒温水浴锅"

cc*%

型'金坛市接瑞尔电器有限

公司$

旋转蒸发仪"

D-*;%Q

型'上海亚荣生化仪器厂$

循环水式多用真空泵"

Ec]*],;

型'郑州长城科工贸有

限公司$

可见分光光度计"

(%%

型'上海菁华科技仪器有限公司$

恒温振荡器"

Zcf*Q

型'上海五相仪器仪表有限公司$

真空干燥箱"

Xf#*)&;&

型'上海迈捷实验设备有限

公司(

'9<

!

方法

'9<9'

!

乌饭树叶黄酮的制备
!

取粉碎后的乌饭树叶粉末

%&

5

置于
'&&&.U

烧杯中'加入
+&&.U

蒸馏水'

;&\

下浸

提
%3

'经浓缩后得到乌饭树黄酮%

'(

&

(

'9<9%

!

黄酮浓度的测定
!

分别移取
&9&

'

&9=

'

&9+

'

'9)

'

%9&

'

%9=

'

%9+

'

<9%.U;&.

5

*

U

标准液至
'&.U

容量瓶中'用
'B

Q1C1

<

定容'在
=<=4.

处测定各标准液的吸光度'得到拟合

曲线方程为"

"h&9&)=(9_&9&&=&+

'线性范围为
%

&

'=.

5

*

U

'

J

%

h&9,,,(;

(

'9<9<

!

树脂的预处理
!

参照文献%

'+

&

',

&'将大孔树脂
E$*

+%;

+

?VQ*FF

+

cf*+='

和
cf*+&%

先后用乙醇+盐酸以及氢氧

化钠进行处理'最后用蒸馏水洗至中性(

'9<9=

!

吸附树脂的选择

!

'

#树脂的吸附与解吸性能比较"分别称取预处理的大

孔树脂
E$*+%;

+

?VQ*FF

+

cf*+='

+

cf*+&%

各
'

5

!干重#'各加

入
<&.U

乌饭树黄酮溶液!浓度为
&9;;.

5

*

.U

#中'然后放到

温度为
%; \

的恒温振荡器中'以
'%&M

*

.04

振荡
'%3

'按

式!

'

#+!

%

#计算树脂的吸附容量与吸附率(

R

=

N

!

9

&

O

9

=

#

P

D

3

U

' !

'

#

5

N

9

&

O

9

=

9

&

P

'&&B

' !

%

#

式中"

R

=

)))吸附容量'

.

5

*

5

$

5

)))吸附率'

B

$

9

&

)))液相中黄酮的初始浓度'

.

5

*

.U

$

9

=

)))达到吸附平衡时的黄酮浓度'

.

5

*

.U

$

D

3

)))样品溶液体积'

.U

$

U

)))树脂的质量'

5

(

将吸附饱和的树脂用蒸馏水洗净'加入
<&.U

体积分数

为
;&B

的乙醇'在
%;\

下以
'%&M

*

.04

振荡
'%3

'按式!

<

#

计算树脂的解吸率(

I

N

9

@

P

D

@

!

9

&

O

9

=

#

P

D

3

P

'&&B

' !

<

#

式中"

I

)))解吸率'

B

$

9

@

)))液相中黄酮浓度'

.

5

*

.U

$

D

@

)))洗脱液体积'

.U

(

!

%

#静态吸附动力学曲线"准确称取
'

5

预处理后的大

孔树脂'加入浓度为
&9;.

5

*

.U

的乌饭树黄酮溶液
<&.U

'

在
%;\

下以
'%&M

*

.04

转速恒温振荡'至吸附达到平衡前'

每隔一定时间测定液相中黄酮的浓度'计算各个时间的吸

附量(

'9<9;

!

乌饭树叶黄酮纯化工艺

!

'

#上样浓度对吸附率的影响"准确称取
'

5

预处理后

的大孔树脂'装入层析柱中!柱体积为
'=.U

#'分别用黄酮

浓度为
&9%;

'

&9;&

'

&9(;

'

'9&&

'

'9%;

'

'9;&.

5

*

.U

的乌饭树叶

黄酮溶液上样'上样流速
'.U

*

.04

'上样体积
<&.U

'考察

不同上样浓度对吸附率的影响(

!

%

#动态穿透曲线"准确称取
'

5

预处理后的大孔树脂'

装入层析柱中!内径
<2.

#'乌饭树叶黄酮溶液上样浓度

&9(;.

5

*

.U

'上样流速
'.U

*

.04

'用自动收集器收集流出

液'每管收集
<9;.U

'测定收集管中黄酮的浓度'绘制动态穿

透曲线(

!

<

#乙醇体积分数对解吸率的影响"按照
'9<9;

!

%

#中的

上样条件进行上样'用蒸馏水洗脱至洗脱液无色'再分别用

'&B

'

<&B

'

;&B

'

(&B

'

,&B

!体积分数#的乙醇溶液以

'.U

*

.04

洗脱流速洗脱'比较不同体积分数的乙醇对解吸

()'

提取与活性
!

%&'+

年第
%

期



率的影响(

!

=

#洗脱流速对解吸率的影响"按照
'9<9;

!

%

#中的上样

条件进行上样'上样结束后'先用蒸馏水洗脱至洗脱液无色'

然后用
;&B

!体积分数#的乙醇溶液洗脱'洗脱流速分别为

&9;

'

'9&

'

'9;

'

%9&

'

%9;.U

*

.04

'比较不同洗脱流速对解吸率

的影响(

!

;

#动态解吸曲线"在确定的最佳工艺条件下上样'上

样结束后先用蒸馏水洗脱至洗脱液为无色'然后用
;&B

!体

积分数#的乙醇溶液以
'.U

*

.04

的流速进行洗脱'用自动

收集器收集洗脱液'测定洗脱液中的黄酮浓度'绘制动态解

吸曲线(

'9<9)

!

纯化效果评价

!

'

#多糖含量及脱除率的计算"参见文献%

%&

&'以葡萄

糖作为标准物制作标准曲线'得到的线性方程为"

" h

&9&&+)9_&9&<<%

'

J

%

h&9,,<;

(按式!

=

#+!

;

#计算纯化前

后多糖含量及多糖脱除率(

L

'

N

A

'

P

M

B

P

'&&B

' !

=

#

J

'

N

B

'

O

B

%

B

'

P

'&&B

' !

;

#

式中"

L

'

)))多糖含量'

B

$

J

'

)))多糖脱除率'

B

$

A

'

)))多糖浓度'

.

5

*

.U

$

M

)))样品溶液体积'

.U

$

B

)))固形物质量'

.

5

$

B

'

)))纯化前多糖质量'

.

5

$

B

%

)))纯化后多糖质量'

.

5

(

!

%

#蛋白质含量及脱除率的计算"参见文献%

%'

&'采用

考马斯亮蓝法测定乌饭树叶提取物中的蛋白质含量(线性

回归方程为"

" h&9&&%&9`&9&&%&

'

J

%

h&9,,,'

(按

式!

)

#+!

(

#计算蛋白质脱除率(

L

%

N

A

%

P

M

B

P

'&&B

' !

)

#

J

%

N

B

<

O

B

=

B

<

P

'&&B

' !

(

#

式中"

L

%

)))蛋白质含量'

B

$

J

%

)))蛋白质脱除率'

B

$

A

%

)))蛋白质浓度'

.

5

*

.U

$

B

<

)))纯化前蛋白质质量'

.

5

$

B

=

)))纯化后蛋白质质量'

.

5

(

!

<

#黄酮纯度的计算"根据
'9<9%

中黄酮的定量方法'计

算纯化前后黄酮纯度'按式!

+

#计算黄酮纯度(

F

N

A

<

P

M

B

P

'&&B

' !

+

#

式中"

F

)))黄酮纯度'

B

$

A

<

)))黄酮浓度'

.

5

*

.U

(

!

=

#纯化前后乌饭树叶黄酮
c$UC

谱图的比较"纯化前

与纯化后的乌饭树黄酮溶液用
&9%%

#

.

的微孔膜过滤'进行

c$UC

分析(

c$UC

分析条件"紫外检测器$检测波长为

<(&4.

$色谱柱
>$*bXEC

'+

!

=9)..Y%;&..

'

;

#

.

#$流

动相"甲醇
$

水
h&9==

$

&9<)

!体积比#$柱温
<&\

$流速

&9+.U

*

.04

$进样量
;

#

U

$时间
<&.04

(

%

!

结果与讨论
%9'

!

吸附树脂的选择

%9'9'

!

树脂的吸附与解吸比较
!

树脂的吸附和解吸性能与

吸附剂的结构以及被吸附物的化学性质都有一定的关

系%

%%

&

(由图
'

可知'

=

种树脂中'

E$*+%;

和
?VQ*FF

的吸附

率与吸附量相对较高'这是由于
E$*+%;

和
?VQ*FF%

种树脂

极性与乌饭树叶中黄酮类化合物极性较为接近'较易发生吸

附行为(因此选择
E$*+%;

和
?VQ*FF%

种树脂进行进一步

的性能比较(

图
'

!

静态吸附与解吸试验结果

#0

5

IM@'

!

D@8I1G8:J8G/G02/K8:M

N

G0:4/4KK@8:M

N

G0:4

@R

N

@M0.@4G

%9'9%

!

静态吸附动力学曲线
!

由图
%

可知'

?VQ*FF

树脂在

<3

达到吸附平衡'

E$*+%;

树脂在
=3

达到吸附平衡'并且

?VQ*FF

树脂对乌饭树叶黄酮的最大吸附量大于
E$*+%;

树

脂的(因此选择大孔树脂
?VQ*FF

用于乌饭树叶黄酮的初步

纯化(

%9%

!

乌饭树叶黄酮纯化工艺的确定

%9%9'

!

上样浓度对吸附率的影响
!

由图
<

可知'随着上样浓

度的增大'黄酮的吸附量增加'但同时黄酮的吸附率却下降(

这是由于大孔树脂本身吸附位点是一定的'随着上样浓度的

图
%

!

静态吸附动力学曲线

#0

5

IM@%

!

EG/G02/K8:M

N

G0:4P04@G0282IMO@8
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图
<

!

上样浓度对吸附效果的影响

#0

5

IM@<

!

-JJ@2G:J040G0/12:42@4GM/G0:4:JJ1/O:4@8

:4/K8:M

N

G0:4

提高'大孔树脂吸附位点接近饱和'致使黄酮损失严重'此

外'随着上样浓度的增大'与黄酮发生竞争吸附的杂质浓度

同样增大'影响了大孔树脂对乌饭树叶黄酮的吸附过程(考

虑到 高 效 地 利 用 乌 饭 树 叶 黄 酮'选 择 上 样 浓 度 为

&9(;.

5

*

.U

(

%9%9%

!

动态穿透曲线
!

穿透曲线是工业上吸附过程设计和

操作的基础'由图
=

可知'当上样体积为
%9&]>

时'流出液

浓度基本稳定'说明吸附过程基本趋于平衡(因此确定合适

的上样体积为
%9&]>

(

图
=

!

动态穿透曲线

#0

5

IM@=

!

X

6

4/.02AM@/PG3M:I

5

32IMO@

%9%9<

!

乙醇体积分数对解吸率的影响
!

大孔树脂吸附乌饭

树叶黄酮后'选择洗脱剂时主要考虑其极性对洗脱效果的影

响'

?VQ*FF

树脂为中等极性的大孔树脂'因此选择中等极性

溶剂洗脱(由图
;

可知'随着乙醇体积分数的增加'黄酮的

解吸率也相应地增大'但是当乙醇体积分数
"

;&B

以后'解

吸率变化缓慢'并且随着乙醇体积分数的增大'洗脱溶液中

醇溶性杂质不断增加'最终导致乌饭树叶黄酮纯度下降(为

了节约有机溶剂+提高纯化后黄酮纯度'选择
;&B

的乙醇作

为洗脱剂(

%9%9=

!

洗脱流速对解吸率的影响
!

由图
)

可知'随着洗脱流

速的增加'解吸率逐渐降低'这是因为过高的洗脱流速'致使

解吸过程中溶剂与黄酮类化合物接触时间较短'难以高效地

将乌饭树叶黄酮洗脱(考虑到洗脱流速为
&9;.U

*

.04

时洗

脱时间太长'因此选择洗脱流速为
'9&.U

*

.04

(

图
;

!

乙醇浓度对洗脱效果的影响

#0

5

IM@;

!
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图
)

!

洗脱流速对洗脱效果的影响

#0

5

IM@)
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%9%9;

!

动态解吸曲线
!

由图
(

可知'

?VQ*FF

树脂吸附乌饭

树叶黄酮较易洗脱'在洗脱剂用量为
']>

时'洗脱浓度达到

最高'洗脱峰较为集中'当洗脱剂用量达到
<]>

后'乌饭树

叶黄酮基本被洗脱完(因此确定合适的洗脱体积为
<]>

(

图
(

!

动态解吸曲线
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IM@(
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%9<

!

纯化效果评价

%9<9'

!

蛋白质+多糖脱除率以及黄酮纯度变化
!

纯化前后的

乌饭树黄酮溶液在真空条件下进行干燥'对乌饭树黄酮溶液

中的主要成分进行分析'结果见表
%

(由表
%

可知'

?VQ*FF

树脂能够有效脱除乌饭树黄酮溶液中蛋白质+多糖等杂质'

大大提高了乌饭树叶黄酮纯度(

%9<9%

!

纯化前后乌饭树叶黄酮
c$UC

谱图比较
!

王立等%

%<

&

已经从乌饭树叶的提取物中分离出槲皮素'因此本研究利用

,)'

提取与活性
!

%&'+
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%
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表
%

!

乌饭树叶黄酮提取物中蛋白质"多糖含量及黄酮纯度

Z/A1@%

!

C:4G@4G:J

N

M:G@04/4K

N

:1

6

8/223/M0K@/4K

N

IM0G

6

:JJ1/O:4@8JM:.>]ZU B

提取物 蛋白质含量 多糖含量 黄酮纯度

纯化前
%%9=< <(9)% +9;<

纯化后
;9<' '<9&& =+9,%

脱除率
()9<% );9=; ``

(((((((((((((((((((((((

槲皮素作为标准对照物'考察纯化前后乌饭树叶槲皮素纯度

的变化(纯化前后
c$UC

谱图变化的结果见图
+

(由图
+

可知'纯化后槲皮素的相对峰面积明显提高'说明经过

?VQ*FF

树脂的纯化后'乌饭树叶槲皮素纯度明显提高(

<

!

结论
大孔树脂已经广泛地应用于黄酮类化合物的分离纯化'

树脂的结构和极性是影响其吸附性能的主要因素(本试验

中所用的大孔树脂有极性+非极性和弱极性'通过静态吸附

与解吸性能的比较'确定
?VQ*FF

树脂用于乌饭树叶黄酮的

纯化'是由于乌饭树叶黄酮类化合物中的酚羟基具有一定的

极性'有利于极性树脂的吸附(通过
?VQ*FF

树脂吸附于解

图
+

!

纯化前后乌饭树叶黄酮
c$UC

谱图比较

#0

5

IM@+

!

c$UC/4/1

6

808:JJ1/O:4@8JM:.>]ZUA@J:M@

/4K/JG@M

N

IM0J02/G0:4

吸乌饭树叶黄酮试验'确定乌饭树叶黄酮纯化工艺条件为"

上样浓度
&9(; .

5

*

.U

'上样流速
' .U

*

.04

'上样体积

%9&]>

'洗脱流速
'9&.U

*

.04

'洗脱剂为
;&B

!体积分数#的

乙醇'洗脱体积
<]>

(在该纯化工艺条件下'蛋白质脱除率

为
()9<%B

'多糖脱除率为
);9=;B

'黄酮纯度达
=+9,%B

(通

过纯化前后
c$UC

谱图的变化对纯化效果进行评价'结果表

明经过
?VQ*FF

树脂纯化后'乌饭树叶提取物中槲皮素纯度

明显提高(但是'纯化后总黄酮含量偏低'需要后期进行进

一步研究'从而达到降低纯化过程中乌饭树叶黄酮损失的目

的(除此之外'通过本试验并未得到黄酮类化合物单体'需

要后期结合其他分离纯化手段对乌饭树叶黄酮进行进一步

分离(
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