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摘要!目的!利用
RI<%!--

型大孔树脂优化葛花异黄酮

精制工艺"并评价其体外降脂活性#方法!通过大孔树脂

柱层析法优化葛花异黄酮精制工艺"通过体外胰脂肪酶

活性!胆固醇酯酶活性和胆固醇胶束溶解度法评价葛花

异黄酮的降脂活性#结果!花异黄酮精制工艺如下"吸附

参数%葛花异黄酮质量浓度
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,

*

&L

"

C

R50-

"上样体

积
9-&L

"解吸参数%洗脱液为
C

RV0-

体积分数
:-Z

的

乙醇溶液"洗脱流速
90-&L

*

&(+

"精制后葛花异黄酮纯度

可达
#!0=:Z

$精制葛花异黄酮对胰脂肪酶!胆固醇酯酶

和胆固醇胶束溶解度的抑制率可达
=-0:.Z

"

V90.9Z

"

=50!:Z

"较未精制分别提高了
9505VZ

"

=:0=5Z

"

.:0V.Z

"

并存在一定的剂量效应关系#结论!葛花异黄酮可通过

抑制胰脂肪酶和胆固醇酯酶的活性"降低胆固醇胶束溶

解度发挥降脂作用#

关键词!葛花$异黄酮$精制$降脂活性
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葛花#
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%又名葛条花!具有解酒(降血

脂(抗肿瘤(抗氧化等多种生物活性)

!Y.

*

"葛花异黄酮是

葛花的主要生物活性成分之一)

=

*

!近年来葛花异黄酮的

提取(纯化和结构鉴定方面也取得一些研究成果)

VY:

*

!但

分离纯化技术落后(产品纯度不高限制了葛花异黄酮在

食品(化妆品和医药健康领域的应用"

肥胖已成为世界性的健康问题!脂类过量摄入是导致

超重的重要因素之一"抑制膳食脂肪吸收进入人体消化

系统是减肥的重要途径之一)

#

*

"在脂肪消化吸收过程中

胰脂肪酶和胆固醇酯酶发挥了关键作用!抑制胰脂肪酶和

胆固醇酯酶活性!可控制脂肪吸收进入人体!因此!胰脂肪

酶抑制率(胆固醇酯酶抑制率和胆固醇胶束溶解度成为体

外降脂减肥评价的通用方法)

"Y!!

*

"异黄酮类化合物具有

一定的降脂活性)

!9

*

!但关于葛花异黄酮降脂活性的研究未

见报道"研究拟优化葛花异黄酮精制工艺!并以胰脂肪

酶(胆固醇酯酶和胆固醇胶束溶解度抑制率为指标!评价

精制前后葛花异黄酮的体外降脂减肥活性!以期为葛花资

源在食品领域中的应用提供重要的理论依据"
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材料与方法
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材料

葛花&吉林大药房!经干燥(粉碎(过
#-

目筛备用"

!09

!

仪器与试剂

酶标仪&

MV-

型!瑞士帝肯
N$QJS

集团公司+

紫外可见光分光光度计&

fW%!:--

型!日本岛津

公司+

真空冷冻干燥机&

M<%!J%V-

型!上海豫明仪器有限

公司+

气流式超微粉碎机&

TN%9V

型!北京锟捷玉诚机械设

备有限公司+

超声波萃取仪&

cK%5--S

型!上海柯祁仪器设备有限

公司+

旋转蒸发仪&

T$%V9Q

型!巩义市予华仪器有限责任

公司+

葛根素标准品&中国食品药品检定研究院+

Jd%#

(

ScJ%"

(

RI<%!--

(

<!-!

(

LKJ%!-

型大孔树脂&

天津允开树脂科技有限公司+

猪胰 脂 肪 酶 #

!-- f

'

&

,

%(猪 胰 胆 固 醇 酯 酶

#

!--f

'

&

,

%(对硝基苯基月桂酸酯(对硝基苯基丁酸酯&

美国
K(

,

&'

公司+

奥利司他胶囊#

;A)(@?'?

%&重庆华森制药有限公司+

总胆固醇检测试剂盒&南京建成生物工程研究所有

限公司"
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葛花异黄酮提取方法

参照孙明哲)
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*的方法!以葛花为原料!粉碎过
#-

目!

固液比#

?

葛花
a\

乙醇 溶液%

!a!5

#

,

'

&L

%!乙醇体积分数

:=Z

!超声功率
95-X

!超声时间
=-&(+

!超声温度
:5[

!

提取
9

次!浓缩(冻干#
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!
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"
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%备用"

!0=

!

葛花异黄酮的精制工艺

!0=0!

!

葛花异黄酮吸附率和解吸率
!

吸附率按式#

!

%计

算!解吸率按式#

9
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式中&

(

$$$吸附率!

Z

+

O

$$$解吸率!

Z

+

(

-

$$$原液葛花异黄酮的吸光度值#

9V-+&

%+

(

!

$$$吸附后溶液的吸光度值#

9V-+&

%+

(

9

$$$洗脱溶液的吸光度值#

9V-+&

%"
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!

树脂优选
!

分别取
V

,

Jd%#

(

ScJ%"

(

<!-!

(

RI<%

!--

和
LKJ%!-

型大孔吸附树脂!预处理后置于三角瓶

中!分别加入
V-&

,

'

&L

的葛花异黄酮粗提液
9-&L

!室

温震荡
98

!过滤!于
9V-+&

处测定滤液的吸光度值!计

算吸附率+取吸附饱和的树脂!分别向其中加入体积分数

:-Z

的乙醇水溶液
9-&L

!室温条件下振荡
98

!过滤!测

定
9V-+&

处吸光度值!计算解吸率!葛花异黄酮的精制

树脂选择吸附率和解吸率中的最大值"

!0=0.

!

葛花异黄酮质量浓度对吸附率的影响
!

取质量浓

度
!90V

!

9V

!

V-

!

!--

!

9--

!

=--

!

#--&

,

'

&L

的葛花异黄酮

溶液各
V-&L

!与
9-

,

预处理的
RI<%!--

型大孔树脂混

合!室温振荡
98

!过滤!测定滤液的吸光度值#

9V-+&

%!

计算吸附率"

!0=0=

!C

R

值对葛花异黄酮吸附率的影响
!

三角瓶中分

别配制
V-&L

质量浓度为
V-0-&

,

'

&L

的葛花异黄酮!

C

R

值分别调整为
90-

!

.0-

!

=0-

!

V0-

!

50-

!

:0-

!

#0-

!

"0-

!分别

加入预处理的
RI<%!--

型大孔树脂
9-

,

!室温振荡
98

!

过滤!测定滤液的吸光度值#

9V-+&

%!计算吸附率"

!0=0V

!

洗脱液体积分数对葛花异黄酮解吸率的影响
!

分

别配制
V-&L

体积分数为
.-Z

!

=-Z

!

V-Z

!

5-Z

!

:-Z

!

#-Z

的乙醇溶液!加入吸附饱和的
RI<%!--

型大孔树脂

9-

,

!室 温 振 荡
9 8

!过 滤!测 定 滤 液 的 吸 光 度 值

#

9V-+&

%!计算解吸率"

!0=05

!C

R

值对葛花异黄酮解吸率的影响
!

取吸附饱和

的
RI<%!--

型大孔树脂
9-

,

于三角瓶中!将
V-&L

体积

分数
:-Z

的乙醇溶液分别加入其中!调整溶液的
C

R

值

分别为
90-

!

.0-

!

=0-

!

V0-

!

50-

!

:0-

!

#0-

!

"0-

!置于摇床中振

荡
98

!过滤取滤液!测定
9V-+&

处吸光度值!计算解

吸率"

!0=0:

!

洗脱流速对葛花异黄酮解吸率的影响
!

层析柱中

#

.V&&eV--&&

%填入
RI<%!--

型大孔树脂#经预处

理%!经
!98

平衡后!上样!即加入
9-&L

葛花异黄酮溶

液#

!--&

,

'

&L

%+洗脱!即利用
:-Z

#

C

RV0-

%乙醇溶液进

行洗脱!洗 脱 流 量 分 别 调 整 为
!0-

!

90-

!

.0-

!

=0-

!

V0-&L

'

&(+

!收 集 洗 脱 液!测 定 滤 液 的 吸 光 度 值

#

9V-+&

%!计算解吸率"

!0V

!

葛花异黄酮对胰脂肪酶活性的影响

胰脂肪酶活性测定参照
\;+2;(+

等)

!=

*的方法并做适

当修改"酶液#

!-&

,

'

&L

%&

!

,

胰脂肪酶溶解于
!-&L

去离子水中!涡旋
9&(+

!离心#

#---A

'

&(+

!

!-&(+

%取上

清液备用+缓冲溶液&

!--&&;)

'

L

C

R#09

的三羟甲基氨

基甲烷溶液#

NA(@

%+底物#对硝基苯基月桂酸酯
-0-#Z

%&

以
V&&;)

'

L

C

RV0-

的磷酸盐缓冲溶液#内含
!Z

曲拉

通!

NA(?;+ %̀!--

%配制"分别取缓冲溶液
.V-

%

L

!酶液

!V-

%

L

!不同质量分数葛花异黄酮样品
V-

%

L

于离心管

中!再加入
=V-

%

L

底物开始反应!

.: [

孵育
98

!离心

#

#---A

'

&(+

!

!&(+

%!测上清液吸光度值#

=--+&

%!对照

组以去离子水替代葛花异黄酮!胰脂肪酶抑制率按式#

.

%

计算"

!(!

"

W;)0.#

$

S;09

吴
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威等!葛花异黄酮精制及体外降脂活性研究
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式中&

$

I

$$$胰脂肪酶抑制率!

Z

+

(

Q

$$$对照组吸光度值+

(

K

$$$样品吸光度值"

!05

!

葛花异黄酮对胆固醇酯酶活性的影响

胆固醇酯酶活性测定参照
\'A6u+

等)

!V

*的方法并适

当修改"酶液#

9V

%

,

'

&L

%&

-09V&

,

猪胰胆固醇酯酶溶

解于
!-&L

去离子水中!离心#

#---A

'

&(+

!

!-&(+

%取上

清液备用+底物缓冲液&配制
-0!&;)

'

L

磷酸盐缓冲溶液

#

C

R:0-=

%#内含
-0!&;)

'

LS'Q)

!

-0-9&;)

'

L

对硝基苯基

丁酸酯!

5 &&;)

'

L

牛磺胆酸钠%!分别取底物缓冲液

"9V

%

L

!酶液
V-

%

L

和
9V

%

L

不同质量分数葛花异黄酮样

品于离心管中!

9V[

孵育
V&(+

!测吸光度值#

=-V+&

%!

对照组加入
9V

%

L

去离子水!胆固醇酯酶抑制率按式#

.

%

计算"

!0:

!

葛花异黄酮对胆固醇胶束溶解度的影响

胆固醇胶束的制备参照
IA'2;@

等)

!5

*的方法并适当

修改"胆固醇胶束制备&以
!V&&;)

'

L

磷酸盐缓冲溶液

#

C

R:0=

%配制!内含牛磺胆酸钠#

!-&&;)

'

L

%(胆固醇

#

9&&;)

'

L

%(油酸#

V&&;)

'

L

%(

S'Q)

#

!.9&&;)

'

L

%!超

声波#

=--R6

%处理
!8

!

.:[

孵育
9=8

!取
!&L

不同质

量分数葛花异黄酮样品与
V&L

胆固醇胶束混合!

.:[

孵育
98

!离心#

#---A

'

&(+

!

!-&(+

%!用总胆固醇试剂盒

测定上清液胆固醇含量!对照组加
!&L

去离子水!抑制

率按式#

=

%计算"

$

Q

Q

+

K

S

+

Q

+

K

[

!--Z

! #

=

%

式中&

$

Q

$$$胆固醇胶束溶解度抑制率!

Z

+

+

Q

$$$对照组胆固醇含量!

&&;)

'

L

+

+

K

$$$样品胆固醇含量!

&&;)

'

L

"

!0#

!

数据处理

以?

Dk;

统计试验数据!通过
KIKK!"0-

软件进行数

据差异显著性分析!利用
OA(

,

(+#0V

软件绘制图形"

9

!

结果与分析
90!

!

葛花异黄酮精制工艺的确定

90!0!

!

树脂优化
!

大孔吸附树脂是广泛选用的精制异黄

酮类化合物的柱填料!因其极性和粒径大小的不同!对不

同异黄酮类化合物的吸附和解离的难易程度存在差

异)

!:

*

"由图
!

可知!

RI<%!--

型大孔树脂对葛花异黄酮

表现出较好的吸附和解离性能!吸附率最高为
#"05!Z

!

解吸率最高为
#.0#5Z

!优于其他类型的大孔树脂!

RI<%

!--

型大孔树脂的极性和粒径适合分离葛花异黄酮!可以

用于后续精制过程"

字母不同表示差异显著#

K

$

-0-V

%

图
!

!

树脂筛选

M(

,

3A1!

!

O

C

?(&(6'?(;+;F&'4A;

C

;A;3@'2@;A

C

?(;+A1@(+

90!09

!

葛花异黄酮质量浓度对吸附率的影响
!

由图
9

可

知!随着葛花异黄酮质量浓度的增大!吸附率呈先增加后

减小的趋势!当葛花异黄酮质量浓度达到
!--&

,

'

&L

时!吸附率出现最大值
##0=!Z

!此后吸附率逐渐减小"

可能是高浓度的葛花异黄酮堵塞树脂孔洞!导致吸附率

下降!因此葛花异黄酮吸附液质量浓度定为
!--&

,

'

&L

"

90!0.

!C

R

值对葛花异黄酮吸附率的影响
!

由图
.

可知!

字母不同表示差异显著#

K

$

-0-V

%

图
9

!

葛花异黄酮质量浓度对吸附率的影响

M(

,

3A19

!

N811FF14?;F4;+41+?A'?(;+@;FK6.9%9*%.

=

84;

(@;F)'B;+1@;+'2@;A

C

?(;+A'?1

字母不同表示差异显著#

K

$

-0-V

%

图
.

!C

R

值对葛花异黄酮吸附率的影响

M(

,

3A1.

!

N811FF14?;F

C

R;+'2@;A

C

?(;+A'?1;F

K6.9%9*%.

=

84;(@;F)'B;+1@
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随吸附溶液
C

R

的增加!吸附率呈先增大后减小的趋势!

当吸附液
C

R

为
50-

时!吸附率最高为
#:0="Z

"葛花异

黄酮的弱酸性质使其在
C

R50-

时出现最高的吸附率!与

闵玉涛等)

!#

*纯化葛根异黄酮的吸附溶液
C

R

#

V0-

"

50-

%

相似"因此!调整吸附溶液
C

R

为
50-

"

90!0=

!

洗脱液体积分数对葛花异黄酮解吸率的影响
!

由

图
=

可知!随洗脱液浓度的增加!解吸率呈先增大后减小

的趋势!当洗脱液体积分数为
:-Z

时!解吸率达到最大值

#90.VZ

!

:-Z

的乙醇溶液!其极性适合从树脂上解离葛花

异黄酮类物质"因此!洗脱溶液定为体积分数
:-Z

的乙

醇溶液"

字母不同表示差异显著#

K

$

-0-V

%

图
=

!

洗脱液体积分数对葛花异黄酮解吸率的影响

M(

,

3A1=

!

N811FF14?;F1)31+?4;+41+?A'?(;+;+21@;A

C

?(;+

A'?1;FK6.9%9*%.

=

84;(@;F)'B;+1@

90!0V

!C

R

值对葛花异黄酮解吸率的影响
!

由图
V

可知!

随洗脱溶液
C

R

值的增大!解吸率先增大后减小!在
C

R

值为
V0-

处!解吸率出现最大值
#!0V9Z

!因此!洗脱液
C

R

值调整为
V0-

"

90!05

!

洗脱流速对葛花异黄酮解吸率的影响
!

由图
5

可

知!随洗脱流速的增加!葛花异黄酮解吸率呈先增大后减

小的趋势!当
90-&L

'

&(+

速度进行洗脱时!解吸率出现

最 大值
#90.VZ

!洗脱流速过高!葛花异黄酮洗脱不够完

字母不同表示差异显著#

K

$

-0-V

%

图
V

!C

R

对葛花异黄酮解吸率的影响

M(

,

3A1V

!

N811FF14?;F1)31+?

C

R;+21@;A

C

?(;+A'?1;F

K6.9%9*%.

=

84;(@;F)'B;+1@

字母不同表示差异显著#

K

$

-0-V

%

图
5

!

洗脱流速对葛花异黄酮解吸率的影响

M(

,

3A15

!

N811FF14?;F*'@8(+

,

B1);4(?

G

;+21@;A

C

?(;+

A'?1;FK6.9%9*%.

=

84;(@;F)'B;+1@

全!导致解吸率减小!洗脱流速参数与刘莹等)

!"

*的结论相

同"因此!洗脱流速调整为
90-&L

'

&(+

"

90!0:

!

葛花异黄酮精制工艺参数
!

层析柱中#

.V&&e

V--&&

%装入预处理的
RI<%!--

型大孔树脂!以去离子

水平 衡
!9 8

!吸 附 条 件&葛 花 异 黄 酮 质 量 浓 度

!--&

,

'

&L

!

C

R50-

!体积
9-&L

+解吸条件&

:-Z

乙醇溶

液#

C

RV0-

%!流速
90-&L

'

&(+

"如图
:

所示!经
RI<%!--

型大孔树脂精制后!洗脱曲线中出现单一组分峰!收集管

编号#

99

"

.-

%!真空浓缩!冷冻干燥后获得葛花异黄酮精

制组分
J

!

#纯度
#!0=:Z

%"

909

!

葛花异黄酮对胰脂肪酶活性的影响

由图
#

可知!随葛花异黄酮浓度的增加!胰脂肪酶抑

制率呈线性增加的趋势!当质量浓度超过
-09&

,

'

&L

后!

趋于平缓!在
!0-&

,

'

&L

处抑制率出现最大值
=-0:.Z

!

略低于奥利司他#

==0.5Z

%!但高于未精制葛花异黄酮

9505VZ

!高于相同质量浓度的陈年乌龙茶)

9-

*

"胰脂肪酶

是膳食脂肪分解的关键酶!抑制其活性可减少脂肪吸收!

降低脂肪利用率)

9!

*

"葛花异黄酮可抑制胰脂肪酶活性!

通过减少脂肪消化分解发挥降脂减肥作用"

图
:

!

葛花异黄酮洗脱曲线

M(

,

3A1:

!

N811)3?(;+

,

A'

C

8;FK6.9%9*%.

=

84;

(@;F)'B;+1@

#(!

"

W;)0.#

$

S;09

吴
!

威等!葛花异黄酮精制及体外降脂活性研究



图
#

!

葛花异黄酮对胰脂肪酶活性的影响

M(

,

3A1#

!

N811FF14?;FK6.9%9*%.

=

84;(@;F)'B;+1@;+

C

'+4A1'?(4)(

C

'@11+6

G

&1'4?(B(?

G

90.

!

葛花异黄酮对胆固醇酯酶活性的影响

由图
"

可知!随葛花异黄酮质量浓度的增大!胆固醇

酯酶活性表现出一定的抑制作用!抑制率呈线性增加趋

势!当质量浓度高于
-05&

,

'

&L

时!增长趋势趋于平缓!

当质量浓度为
!0-&

,

'

&L

时!抑制率最高为
V90.9Z

!略

低于奥利司他#

V=09#Z

%!但高于未精制葛花异黄酮

#

=:0=5Z

%"抑制胆固醇酯酶活性!可减少膳食中的胆固

醇酯分解成胆固醇!进而抑制胆固醇的吸收!发挥降脂减

肥的作用)

99

*

"葛花异黄酮可抑制膳食胆固醇酯分解成游

离胆固醇进入消化系统!具有一定的降脂减肥活性"

图
"

!

葛花异黄酮对胆固醇酯酶活性的影响

M(

,

3A1"

!

N811FF14?;FK6.9%9*%.

=

84;(@;F)'B;+1@;+

C

'+4A1'?(448;)1@?1A;)1@?1A'@11+6

G

&1'4?(B(?

G

90=

!

葛花异黄酮对胆固醇胶束溶解度的影响

由图
!-

可知!随葛花异黄酮质量浓度的增加!胆固

醇胶束溶解度抑制率呈线性增加的趋势!在质量浓度

!0-&

,

'

&L

处!抑制率出现最大值
=50!:Z

!略低于奥利

司他#

=#0=!Z

%!但高于未精制葛花异黄酮#

.:0V.Z

%!胆

固醇胶束溶解度抑制率高于亚麻籽肽)

9.

*

"胆固醇需借助

胆固醇胶束完成转运到消化系统的过程!溶解度越高!吸

收利用率就越高)

9=

*

"葛花异黄酮可降低胆固醇胶束溶解

度!降低胆固醇的生物利用率!发挥降脂减肥作用"

图
!-

!

葛花异黄酮对胆固醇胶束溶解度的影响

M(

,

3A1!-

!

N811FF14?;FK6.9%9*%.

=

84;(@;F)'B;+1@;+

&(41))'A48;)1@?1A;)@;)3E()(?

G

.

!

结论
试验优化了葛花异黄酮的精制工艺条件!同时评价

其体外降脂减肥活性"葛花异黄酮精制的最优树脂选择

RI<%!--

型大孔吸附树!精制工艺条件如下!吸附条件&

上样
!--&

,

'

&L

葛花异黄酮溶液#

C

R50-

%

9-&L

+解吸

条件&利用
:-Z

乙醇溶液#

C

RV0-

%以
90-&L

'

&(+

的流速

进行洗脱!葛花异黄酮经精制后纯度可达
#!0=:Z

"精制

后的葛花异黄酮在体外对胰脂肪酶(胆固醇酯酶和胆固

醇胶束溶解度都表现出较好的抑制作用!并呈一定的剂

量效应关系!但抑制率略低于奥利司他!高于未精制葛花

异黄酮"葛花异黄酮可以通过抑制胰脂肪酶!抑制胆固

醇酯酶的活性!降低胆固醇胶束溶解度!阻止食物中脂肪

消化吸收而发挥降脂减肥作用!但能否在动物体内经消

化后也表现出相同的降脂减肥活性!以及其作用机制将

在后续研究中进行探讨"
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