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摘要$比较了不同大孔树脂对霍山石斛多酚的吸附和解

吸特性$筛选出较适宜的吸附剂$研究了大孔树脂的纯化

工艺条件$并探讨了多酚的抗氧化活性&结果表明$

1dD%

树脂是较为适宜的石斛多酚吸附剂$最佳纯化条件(静态

吸附
$(" EGQ

即达到饱和$多酚溶液
U

3 &)"

$浓度

!)"E

T

)

E<

$上 样 流 速
$)" E<

)

EGQ

'洗 脱 流 速

$)"E<

)

EGQ

$总酚纯度为
A+)!*

&通过乙醇溶液的梯度

洗脱$获得了
&

个洗脱组分$分别为
.3;D$

%

.3;D!

%

.3;D#

%

.3;D&

$其含量分别为
$+)#*

$

$&)%*

$

!")9*

$

!+)!*

&总的抗氧化能力依次为
.3;D#

#

.3;D&

#

.3;D$

#

.3;D!

#

粗多酚&

关键词$霍山石斛'多酚'大孔树脂'分离纯化'抗氧化性
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霍山石斛.

M-*3?2.'=U6=2A61*-*A-2)[)=FQ

T

NL:)

C)2INQ

T

/俗称米斛!为兰科石斛属植物!是珍稀药用植

物!具有滋阴养胃&清音明目和养颜驻容等功效1

$

2

$大量

研究1

!'(

2表明!石斛含有多糖&石斛碱和酚类物质等有效

成分!具有抗癌&抗白内障&抗氧化&降血糖等作用$酚类

物质是植物的次生代谢产物!具有抗肿瘤&抗菌&抗病毒&

抗氧化等活性1

+'A

2

$目前!对石斛多糖&石斛碱等活性成

分研究较多!但对石斛中酚类物质的研究较少$

石斛中含有大量酚类物质$体外试验表明!石斛中

的酚类物质具有较强的抗氧化活性1

%'$"

2

$目前已从霍

山石斛1

$"

2

&铁皮石斛1

9

2和金钗石斛1

%

2中提取了石斛粗

多酚酚类物质!粗多酚含有糖类&蛋白质等成分!这些成

分对其活性研究会造成干扰$植物多酚的分离纯化常

用的方法有溶剂萃取&离子沉淀&膜分离&超临界萃取和

层析分离等$其中大孔树脂具有良好的选择性&吸附量

大&操作简便且成本低等特点!被广泛用于天然产物的

分离1

$$

2

$目前!利用大孔树脂分离纯化霍山石斛多酚还

未见报道$

树脂极性&颗粒大小以及表面积大小均能影响酚类

物质的分离效果1

$!

2

$研究拟以霍山石斛粗多酚为原料!

通过比较不同树脂对石斛中酚类物质吸附和解吸特性!

筛选适合的树脂!优化分离工艺参数!并探讨多酚的抗氧

化性!旨在为石斛多酚的分离纯化和结构鉴定以及功能

性食品的开发提供理论依据$
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材料与方法
$)$

!

材料与试剂

霍山石斛(安徽工程大学组培室'

.$"$

型&

1dD%

型&

3[D%&$

型&

5B1D9

型&

1.:DA

型

大孔树脂(郑州和成新材料科技有限公司'

GD

抗坏血酸&铁氰化钾&磷酸缓冲液&三氯化铁&

=RGKD

32@

&邻苯三酚&三氯甲烷&无水乙醇&无水碳酸钠&盐酸和

氢氧化钠(分析纯!国药集团化学试剂有限公司'

,?@GQD2G?PF@LNFM

酚试剂(国药集团化学试剂有限公司'

没食子酸(分析纯!阿拉丁试剂.上海/有限公司$

$)!

!

仪器设备

电子天平(

[1!!"&d

型!上海佑科仪器仪表有限公司'

循环水式多用真空泵(

:3dD

(

:

型!郑州长城科工贸

有限公司'

紫外可见分光光度计(

\>A&(

型!上海光谱仪器有限

公司'

旋转蒸发器(

76(!D11

型!上海亚荣生化仪器厂'

高速冷冻离心机(

=_<D$+0

型!湖南湘仪离心机仪

器有限公司'

恒流泵(

d=$D$""

型!上海琪特分析仪器有限公司'

自动部分收集器(

d:[D$""

型!上海琪特分析仪器有

限公司'

真空冷冻干燥机(

<_C

型!北京松源华兴科技发展有

限公司'

高效液相色谱仪(

<2D!"1

型!日本岛津公司$

$)#

!

试验方法

$)#)$

!

霍山石斛粗多酚的制备
!

霍山石斛鲜条研磨后!

用蒸馏水以料液比
U

料
lU

水
$̀l+"

.

T

0

E<

/&提取温度

+"]

条件下浸提
&"EGQ

!抽滤后浓缩!浓缩液用
%"*

乙

醇溶液醇沉除去多糖&蛋白!抽滤!取上清液浓缩后备用$

$)#)!

!

多酚的测定
!

参照文献1

$#

2$以没食子酸标准溶

液浓度.

E

T

0

E<

/为横坐标!没食子酸与福林酚试剂在碱

性条件下反应后的吸光度.

/

A+(QE

/为纵坐标!建立没食子

酸浓度与吸光度的标准曲线!得 标 准 曲 线 方 程 为(

&

N

98#+W

P

"8""&!

!

O

!

N

"8999#

$通过标准曲线计算

其多酚类化合物质量浓度$

$)#)#

!

大孔树脂的筛选
!

所有树脂在使用前参照文献

1

$&

2的方法进行预处理$分别称取经预处理后的
.$"$

&

1dD%

&

3[D%&$

&

5B1D9

&

1.:DA

型大孔树脂各
$)"

T

于

$""E<

锥形瓶中!加入
$(E<

浓度为
!)"E

T

0

E<

的霍

山石斛多酚粗提液!在
!(]

!

$!"R

0

EGQ

恒温振荡静态吸

附
&I

!然后吸取上清液测定多酚的量!并计算其吸附量

和吸附率$将吸附饱和的大孔树脂过滤!然后放入到三

角瓶中!加入
("*

的乙醇
$(E<

!用保鲜膜将锥形瓶瓶口

封住避免乙醇挥发!放入恒温振荡培养箱在
!( ]

!

$!"R

0

EGQ

条件下振荡解吸
&I

!然后吸取上清液测定多

酚的量!并计算解吸率$通过不同树脂的吸附率和解吸

率确定适合的树脂$

H

N

.

9

"

R

9

$

/

Q

X

U

! .

$

/

O

$

N

9

"

R

9

$

9

"

Q

$""*

! .

!

/

O

!

N

9

!

9

"

R

9

$

Q

$""*

! .

#

/

式中(

H

+++大孔树脂对多酚的吸附量!

E

T

0

T

'

O

$

+++大孔树脂对多酚的吸附率!

*

'

O

!

+++洗脱液对大孔树脂中多酚的解吸率!

*

'

9

"

+++多酚初始浓度!

E

T

0

E<

'

9

$

+++静态吸附完全后上清液中多酚的浓度!

E

T

0

E<

'

9

!

+++解吸完全后乙醇溶液中的多酚浓度!

E

T

0

E<

'

X

+++加入的多酚溶液体积!

E<

'

U

+++锥形瓶中加入大孔树脂的质量!

T

$

$)#)&

!

静态吸附和解吸试验

.

$

/大孔树脂静态吸附的动力学试验(分别称取
1dD

%

型大孔树脂
$)"

T

于
+

个
$""E<

的锥形瓶中!各加入多

酚粗提液
$(E<

!每
#"EGQ

测定一次上清液中多酚的浓

度!计算其吸附量&吸附率$

.

!

/多酚样品浓度对吸附量的影响(分别称取
1dD%

型大孔树脂
$)"

T

于
+

个
$""E<

的锥形瓶中!依次加入

")(

!

$)"

!

$)(

!

!)"

!

!)(

!

#)"E

T

0

E<

的多酚粗提液
$(E<

!

在
!(]

!

$!"R

0

EGQ

恒温震荡静态吸附
$("EGQ

!然后测

定多酚含量!并计算其吸附量和吸附率$

.

#

/样品
U

3

对树脂吸附量的影响(分别称取
1dD%

型大孔树脂
$)"

T

于
+

个
$""E<

的锥形瓶中!依次加入

$(E<

的不同
U

3

的多酚粗提液.

U

3#)"

!

&)"

!

()"

!

+)"

!

A)"

!

%)"

/!在
!(]

!

$!"R

0

EGQ

恒温震荡静态
$("EGQ

!然

后测定多酚含量!并计算其吸附量和吸附率$

.

&

/乙醇体积分数对树脂静态解吸率的影响(按上述

最佳条件吸附多酚至饱和!并计算其吸附量!然后抽滤!分

别加入体积分数为
$"*

!

!"*

!

#"*

!

&"*

!

("*

!

+"*

的乙

醇溶液进行洗脱!测定上清液中多酚含量!计算其解吸率$

$)#)(

!

动态吸附和解吸试验

.

$

/上样流速对大孔树脂吸附量的影响(将经过预处

理后的
1dD%

型大孔树脂填充到
$)+PE^+"PE

的色谱

柱中!填充后树脂床直径为
$)+PE

!高
("PE

$平衡后!多

酚的浓度为
!)"E

T

0

E<

!分别以
$)"

!

!)"

!

#)"

!

&)"E<

0

EGQ

的流速进行上样吸附!收集流出液!每一管
&E<

!测定流出

液的体积和多酚浓度$检测流出液中多酚的泄漏量!泄漏

量达到进样浓度的
$"*

为吸附终点!计算其最大吸附量$

.

!

/乙醇流速对大孔树脂动态洗脱的影响(吸附饱和

的
1dD%

大孔树脂!用
("*

的乙醇溶液分别以
$)"

!

!)"

!

#)"

!

&)"E<

0

EGQ

的流速进行洗脱!收集洗脱液!每一管

)$!

"

>?@)#+

"

5?)$$
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&E<

!测定流出液的体积和多酚浓度!并计算解吸率$

$)#)+

!

1dD%

型大孔树脂梯度洗脱

.

$

/将经过预处理后的
1dD%

型大孔树脂填充到

$)+PE +̂"PE

的色谱柱中!按上述条件!对霍山石斛多

酚进行上样处理!再用蒸馏水洗脱!洗去粗多酚中残留的

还原糖等杂质!之后用乙醇进行梯度洗脱!洗脱梯度设置

$"*

为一个梯度!收集并测定流出液多酚的浓度!直至霍

山石斛多酚洗脱完全$

.

!

/梯度洗脱组分高效液相色谱分析(

[?RV?Y:dD2

$%

柱.

$("EE &̂)+EE

!

(

#

E

/'柱箱温度
#"]

'检测波长

!%"QE

'进样量
$"

#

<

$流动相
1

为
$""*

甲醇!流动相

d

为
")!*

乙酸水溶液'流速
$E<

0

EGQ

$梯度洗脱条件

为(

"

!

%EGQ

流动相
1(*

!

%*

!

%

!

$!EGQ

流动相
1

%*

!

$(*

!

$!

!

$A EGQ

流动相
1$(*

!

!!*

!

$A

!

!(EGQ

流动相
1!!*

!

("*

!

!(

!

## EGQ

流动相
1

("*

!

+"*

!

##

!

("EGQ

流动相
1+"*

!

(*

!总的运行

时间
($EGQ

$

$)#)A

!

霍山石斛多酚的体外抗氧化试验

.

$

/超氧阴离子清除能力测定(参照文献1

$(

2!按

式.

&

/计算超氧阴离子的清除率$

H

$

N

$

R

/

$

R

/

!

/

#

. /

Q

$""*

! .

&

/

式中(

H

$

+++超氧阴离子的清除率!

*

'

/

$

+++三.羧甲基/氨基甲烷
k

样品
k

邻苯三酚
k

盐

酸的吸光度'

/

!

+++三.羧甲基/氨基甲烷
k

样品
k

盐酸的吸

光度'

/

#

+++三.羧甲基/氨基甲烷
k

邻苯三酚
k

盐酸的吸

光度$

.

!

/总还原力测定(参照文献1

$+

2!按式.

(

/计算总还

原力$

/

"

N

/

$

R

/

!

! .

(

/

式中(

/

"

+++样品的总还原力'

/

$

+++样品
k

磷酸盐缓冲液
k

铁氰化钾
k

三氯乙

酸
k

三氯化铁的吸光度'

/

!

+++蒸馏水
k

磷酸盐缓冲液
k

铁氰化钾
k

三氯乙

酸
k

三氯化铁的吸光度$

$)&

!

数据处理

试验重复
#

次!采用
:;::

软件进行统计分析!并比

较所得数据之间的显著差异性.

;

$

")"(

/$

!

!

结果与分析
!)$

!

大孔树脂的筛选

如表
$

所示!

(

种大孔树脂对石斛多酚具有较强的吸

附能力!弱极性大孔树脂
1dD%

和
3[D%&$

型对石斛多酚

的吸附量较高!随着树脂极性的增强!其吸附率有所下

降!说明大孔树脂对石斛多酚具有较好的选择性$大部

分的树脂解吸率较高!其中
1dD%

树脂解吸率达到

9&)"%*

$综合各型号树脂的吸附+解吸结果!选用
1dD%

型大孔树脂对霍山石斛多酚进行纯化$

!)!

!

静态吸附和解吸试验

!)!)$

!

1dD%

大孔树脂静态吸附霍山石斛多酚的动力学

由图
$

可知!大孔树脂对霍山石斛多酚的吸附量随

时间的延长而增加!在
#"

!

$("EGQ

时!大孔树脂对多酚

的吸附量逐渐增加!在
$("EGQ

时吸附量达到最大!说明

在该时间段内!树脂对多酚类的吸附仍处在持续进行的

状态!在
$("EGQ

之后继续吸附!吸附量不再增加!说明大

孔树脂对多酚的吸附已经达到饱和$

!)!)!

!U

3

对大孔树脂静态吸附的影响
!

多酚类化合物

含有羟基1

$A

2

!

U

3

值影响酚类物质在溶液中的状态!进而

影响其与溶剂间的作用$如图
!

所示!在一定
U

3

值范围

内!随着
U

3

值的增大!大孔树脂的吸附量呈增长趋势!当

U

3

#

&

时!大孔树脂的吸附量逐渐降低$这是由于在弱

酸性环境下!多酚类化合物以分子状态存在!而当
U

3

值

过高时!加速了酚羟基电离!产生了相应的阴离子!导致

酚类物质与大孔树脂间的氢键作用减弱!从而降低了大

表
$

!

大孔树脂型号对石斛多酚的静态吸附

和解吸的影响

=FV@N$

!

=INNJJNPL?JEFPR?

U

?R?MKRNKGQL

XU

N?QKLFLGP

FOK?R

U

LG?QFQOONK?R

U

LG?Q?JM-*3?2.'=U

U

?@

X

D

U

INQ?@K

树脂型号 吸附量0.

E

T

3

T

'$

/ 吸附率0
*

解吸率0
*

.$"$ !#)+!c")"% A%)A#c")&$ 9$)+!c")A(

1dD% !+)$#c")"9 %A)$"c")&% 9&)"%c")!9

3[D%&$ !()!Ac")&! %&)!#c!)$$ 9$)&!c$)++

5B1D9 !&)%#c")&( %!)AAc!)!$ %()&(c$)A9

1.:DA !")#!c")"+ +A)A#c")#! %#)&(c$)"+

图
$

!

1dD%

树脂吸附霍山石斛多酚的动力学曲线

,G

T

MRN$

!

=INFOK?R

U

LG?QO

X

QFEGPK?J1dD%RNKGQL?M-*(

3?2.'=U6=2A61*-*A-

U

?@

XU

INQ?@K

*%!
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孔树脂对多酚的吸附能力!导致吸附量减少1

$%

2

$

!)!)#

!

多酚浓度对大孔树脂静态吸附的影响
!

如图
#

所

示!多酚浓度对树脂吸附性能具有显著影响!当多酚浓度

为
")(

!

!)"E

T

0

E<

时!随着多酚浓度的增加!

1dD%

树脂

吸附能力增强$这可能因为在一定浓度下!大孔树脂更

有利于与酚类化合物分子接触!从而能够吸附更多的酚

类化合物$而当多酚浓度
#

!)"E

T

0

E<

时!随着多酚浓

度的增加!大孔树脂的吸附量反而减少!这是由于当溶液

中酚类化合物浓度过高!酚类化合物分子间相互作用产

生絮凝现象!阻塞树脂孔洞!不利于树脂对酚类化合物的

吸附!因此!多酚浓度为
!)"E

T

0

E<

较为适宜$

!)!)&

!

乙醇体积分数对
1dD%

大孔树脂静态解吸霍山石

斛多酚的影响
!

由图
&

可知!乙醇溶液可从
1dD%

树脂中

有效地将霍山石斛多酚解吸出来!且其对霍山石斛多酚

的解吸性能与乙醇溶液的体积分数有关!随着乙醇溶液

体积分数的增长!其对霍山石斛多酚的解吸率亦呈现增

长趋势!当乙醇体积分数为
&"*

时!对霍山石斛多酚的解

吸率最大为
9&)(+*

!继续增大乙醇溶剂的体积分数!解

吸率略有降低$这是因为乙醇溶液的体积分数较低时!

其相对极性较强!解吸率较低!当乙醇体积分数为
&"*

时!极性较为适中!解吸率最高'随着乙醇体积分数的增

加!极性降低!解吸率又有所下降$

图
!

!

样品
U

3

值对
1dD%

树脂吸附能力的影响

,G

T

MRN!

!

=INGQJ@MNQPN?JKFE

U

@N

U

3?QLINFOK?R

U

LG?Q

PF

U

FPGL

X

?J1dD%RNKGQ

图
#

!

样品浓度对大孔树脂吸附能力的影响

,G

T

MRN #

!

6JJNPL ?J KFE

U

@N P?QPNQLRFLG?Q ?Q LIN

FOK?R

U

LG?QPF

U

FPGL

X

?JEFPR?

U

?R?MKRNKGQ

!)#

!

动态吸附和解吸试验

!)#)$

!

上样流速对大孔树脂吸附性能的影响
!

如图
(

所

示!上样流速对
1dD%

吸附多酚影响较大!当上样浓度一定

时!随着上样流速的增大!则泄漏点出现得越早$当上样

流速分别为
$)"

!

!)"

!

#)"

!

&)"E<

0

EGQ

时!泄漏点分别出现

在
!A+

!

!+"

!

!&%

!

!#+ E<

附近$此时的吸附量分别为

(#A)%#

!

("A)"(

!

&%!)A#

!

&+")"&E

T

$样品流速越慢!泄漏点

出现的越晚!吸附量也较大!但上样时间过长!工作效率降

低$综合考虑!上样流速为
$)"

!

!)"E<

0

EGQ

时较为适宜$

!)#)!

!

乙醇洗脱流速对解吸的影响
!

由图
+

可知!随着

洗脱液的流出!多酚逐渐被洗脱出来!乙醇溶液在不同流

速下对多酚的洗脱效果均较好$流速越快!多酚越早被

洗出!但洗脱峰有拖尾现象!流速慢!洗脱曲线峰较为集

中!多 酚 溶 液 浓 度 较 高!洗 脱 液 收 集 区 间 为
$""

!

!""E<

$因此!洗脱流速为
$E<

0

EGQ

较为适宜$

!)&

!

乙醇梯度洗脱和高效液相色谱分析

如图
A

所示!蒸馏水洗脱未检测到酚类物质!而在

$"*

!

!"*

!

#"*

和
&"*

浓度下得到了
&

个洗脱组分!分

别为
.3;D$

!

.3;D!

!

.3;D#

和
.3;D&

$通过高效液相

色谱分析.图
%

/!

&

个洗脱组分的含量分别为
$+)#*

!

$&)%*

!

!")9*

!

!+)!*

!经树脂处理后
&

个组分的总多酚

纯度为
A+)!*

$

图
&

!

乙醇体积分数对
1dD%

树脂解吸多酚的影响

,G

T

MRN&

!

6JJNPL?JNLIFQ?@P?QPNQLRFLG?Q?QLINONK?R

U

LG?Q

U

R?

U

NRLGNK?J1dD%RNKGQL?

U

?@

XU

INQ?@K

图
(

!

上样流速对
1dD%

树脂吸附能力的影响

,G

T

MRN(

!

6JJNPL?JKFE

U

@GQ

T

RFLN?QLINFOK?R

U

LG?QPFD

U

FPGL

X

?J1dD%RNKGQ

!%!

"
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"
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陈明威等$大孔树脂分离纯化霍山石斛多酚及其抗氧化活性研究



图
+

!

乙醇流速对动态解吸
1dD%

树脂中

霍山石斛多酚的影响

,G

T

MRN+

!

6JJNPL?JNLIFQ?@J@?WRFLN?QO

X

QFEGPONK?R

U

D

LG?Q?J

U

?@

XU

INQ?@KJR?E M-*3?2.'=U 6=2A(

61*-*A-GQ1dD%RNKGQ

图
A

!

1dD%

树脂的乙醇梯度洗脱图谱

,G

T

MRNA

!

:LN

U

WGKNN@MLG?Q?JNLIFQ?@?QF

1dD%RNKGQPIR?EFL?

T

RF

U

I

X

图
%

!

粗多酚和梯度洗脱组分的高效液相色谱图谱

,G

T

MRN%

!

3;<2PIR?EFL?

T

RF

U

I

X

?JPRMON

U

?@

XU

INQ?@KFQOGLKJRFPLG?QK

!)(

!

霍山石斛多酚的体外抗氧化能力

!)()$

!

超氧阴离子的清除
!

超氧阴离子过多会对机体的

.51

和蛋白质等造成损伤1

$9

2

!有效清除机体中过多超氧

阴离子等活性氧是开发功能性食品的关键$如图
9

所

示!随着样品浓度的增加!多酚各个组分对超氧阴离子的

清除能力也越强!当浓度达到
")&E

T

0

<

时!各个多酚组

分之间的清除能力差异较为明显!且趋于稳定!其中

.3;D$

组分与同浓度的维生素
2

相比!差异性不显著

.

;

#

")"(

/!说明霍山石斛多酚组分具有较强的清除超氧

阴离子的能力!且其清除能力依次为
.3;D#

#

.3;D&

#

.3;D$

#

.3;D!

#

粗多酚$

.3;D#

对超氧阴离子能力接

近维生素
2

!可以作为很好的抗氧化剂!开发功能性食品$

!)()!

!

霍山石斛多酚总还原力的比较
!

如图
$"

所示!在

整个还原力指标中!

&

个多酚分离组分之间的还原力差异

较为明显!且其还原力大小依次为
.3;D#

#

.3;D&

#

.3;D$

#

.3;D!

#

粗多酚$相比于维生素
2

!还原力的差

异性较为显著$

图
9

!

多酚组分对超氧阴离子的清除率

,G

T

MRN9

!

=INKPFSNQ

T

GQ

T

RFLN?J

U

?@

XU

INQ?@K

P?E

U

?QNQLKL?KM

U

NR?YGONFQG?QK

#

!

结论
通过静态吸附和解吸试验筛选出了适于霍山石斛多

酚分离纯化的树脂
1dD%

!其最佳分离纯化工艺条件为(

静态吸附
$("EGQ

即达到饱和!多酚溶液
U

3&)"

!浓度

"%!
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图
$"

!

多酚总还原力的比较

,G

T

MRN$"

!

2?E

U

FRGK?Q?JL?LF@RNOMPGQ

TU

?WNR

?J

U

?@

XU

INQ?@K

!)"E

T

0

E<

!上样流速
$)"E<

0

EGQ

'洗脱流速
$)"E<

0

EGQ

$

通过
$"*

!

!"*

!

#"*

!

&"*

的乙醇溶液的梯度洗脱!获得

了
&

个 洗 脱 组 分!分 别 为
.3;D$

&

.3;D!

&

.3;D#

&

.3;D&

!其含量分别为
$+)#*

!

$&)%*

!

!")9*

!

!+)!*

!总

酚的纯度达到
A+)!*

'霍山石斛多酚的抗氧化能力较为

显著!各组分抗氧化活性由大到小依次为
.3;D#

#

.3;D&

#

.3;D$

#

.3;D!

#

粗多酚!且随着样品浓度的

增加!总的还原力和对超氧阴离子清除能力逐渐增加!呈

明显的浓度相关性$但
&

个洗脱组分的多酚具体成分组

成还有待进一步研究$
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陈明威等$大孔树脂分离纯化霍山石斛多酚及其抗氧化活性研究


