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摘要:目的:分离纯化艾草多酚,并研究其对αＧ葡萄糖苷

酶的抑制活性.方法:对比了７种大孔树脂对艾草多酚

的吸附与解吸性能的差异,得到较合适的树脂,优化了其

纯化条件.采用乙醇溶液进行梯度洗脱,研究了不同梯

度乙醇洗脱 组 分 对αＧ葡 萄 糖 苷 酶 活 性 的 抑 制 作 用.结

果:D１０１ 树 脂 是 较 好 的 艾 草 多 酚 吸 附 剂,静 态 吸 附

１２０min即达到饱和,最佳分离纯化条件为:粗多酚质量

浓度１．５mg/mL,pH２．０,上样流速１．５mL/min,吸附平

衡后,以６０％乙醇为洗脱液,１．５mL/min流速进行洗脱,

纯化效果良好,多酚纯度由２１．４２％提升到６９．１９％,纯度

提高了３．２３倍.对比不同梯度乙醇洗脱组分对αＧ葡萄糖

苷酶抑制活性,其中６０％乙醇洗脱组分可以很好地抑制

αＧ葡萄糖苷酶活性.６０％乙醇洗脱的艾草多酚主要含有

异槲皮苷、根皮苷、芦丁等,其可能对αＧ葡萄糖苷酶活性

具有抑制作用.结论:艾草多酚具有一定的降血糖效果.
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Abstract: Objective: This study aimed to purify crude

polyphenolsfrom wormwoodandtostudyinhibitoryactivityof

itsagainstαＧglucosidase．Methods:TheadsorptionＧdesorption

properties of wormwood polyphenols by seven kinds of

macroporous resins were studied．The suitable resin for

separatingandpurifying Wormwoodpolyphenolswasobtained

andthepurificationparameterswereoptimized．Usingdifferent

concentrationethanolsolutionfordynamicelution,theinhibitory

activity of different elution fractions on αＧglucosidase was

investigated．Results:TheresultsindicatedthatD１０１resinwasa

suitablematerialforpurifying wormwoodpolyphenolsandthe

macroporousresin reached equilibrium within １２０ min．The

optimalconditionsforpurifyingwormwoodpolyphenolswereas

follows,crudepolyphenol１．５mg/mL,pH２．０,flowvelocityof

１．５mL/min,and６０％ ethanolwasusedastheeluentwiththe

elutionflow rateof１．５ mL/min．Thepurityofpolyphenols

increasedfrom ２１．４２％ to６９．１９％ afterpurificationby D１０１

resin, which was enhanced ３．２３ times．Different elution

components were obtained by using different concentration

ethanolas eluents,respectively．The ６０％ ethanol elution

fractionthatcontainedisoquercitrin,phloridzinandrutinhadthe

bestinhibitory effect on αＧglucosidase activity．Conclusion:

wormwoodpolyphenolshavegood developmentprospectsfor

hypoglycemiceffect．

Keywords: wormwood; polyphenols; macroporous resin;

purification;αＧglucosidaseactivity

艾草(Artemisiaargyi)是蒿属草本植物,属菊科,常

以叶入药,具有温经止血、祛寒祛湿、抑菌抗虫、调理经络

和安胎等功效[１].艾草含有黄酮、三萜、多酚、挥发油、多

糖等活性成分[２],具有镇痛镇静、抑菌、抗病毒、抗氧化和

抗炎等药理作用[３],这些药理作用与其活性成分有关.

糖尿病是一种以高血糖为特征的代谢性疾病.据报

道[４],αＧ葡萄糖苷酶可延缓碳水化合物的合成,同时降低

餐后高血糖.紫山药多酚[５]、橡子仁多酚[６]均存在一定

体外αＧ葡萄糖苷酶的抑制活性.Chang等[７]分析发现,

青蒿叶片中的酚类物质对αＧ葡萄糖苷酶有抑制活性.艾

草含有大量酚类物质,然而对于艾草中多酚类物质的降

血糖研究尚未见报道.

金属离 子 沉 淀 法[８]、凝 胶 柱 层 析 法[９]、树 脂 吸 附
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法[１０]、膜分离技术[１１]和高速逆流色谱法[１２]是植物多酚

分离纯化的主要方法,各方法均存在不同的优缺点.大

孔树脂具有产品纯度较高、成本低、选择性较好、树脂可

再生、工艺简单等优点,有利于大批量生产,已被广泛应

用于天然产物中目标化合物的富集[１３].酚类物质的性质

具有差异性,大孔树脂纯化多酚的效果也不尽相同,因此

选择合适的树脂就显得尤为重要[１４].Yang等[１５]利用大

孔树脂分离洛神花中的花青素;Hu等[１６]利用大孔树脂

纯化苜蓿多糖,均取得了较好的效果,而大孔树脂纯化艾

草多酚的工艺目前还未见报道.

研究拟采用大孔树脂分离纯化艾草多酚,确定最佳

分离纯化工艺.利用乙醇进行梯度洗脱,并分析其多酚

组成及抑制αＧ葡萄糖苷酶的活性.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

艾草:安徽国绿艾草生物科技有限公司;

D００１、HZＧ８４１、ABＧ８、D１０１、D４００６、NKAＧ９、ADSＧ７
型大孔树脂:东鸿化工有限公司;

αＧ葡萄糖苷酶、４Ｇ硝基苯ＧαＧDＧ吡喃葡萄糖苷:分析

纯,美国 Amresco公司;

阿卡波糖、没食子酸、绿原酸、儿茶素、表儿茶素、芦
丁、异槲皮苷、根皮素、木犀草素、咖啡酸、阿魏酸、槲皮

素、山奈酚:色谱纯,美国 Amresco公司;

乙醇:分析纯,国药化学试剂有限公司.

１．２　仪器与设备

超声波清洗器:JKＧ３００DB型,合肥金尼克机械制造

有限公司;

高效液相色谱仪:LCＧ２０３０型,日本岛津公司;

真空冷冻干燥机:LGJＧ１２型,北京松源华兴科技发展

有限公司;

全自动酶标仪:１５１０型,北京Solarbio公司;

旋转蒸发器:REＧ５２AA型,上海亚荣生化仪器厂.

１．３　试验方法

１．３．１　艾草粗多酚的制备　将１００g阴干艾草用研磨机

打成艾绒,用环己烷脱脂,加入体积分数为５０％乙醇水溶

液１６００mL,７０℃超声３０min.过滤将滤液浓缩后加入

４倍无水乙醇,放入４℃冰箱,静置过夜后除去絮状沉淀,

将浓缩后的滤液置于冷冻干燥机内干燥４８h,得艾草粗

多酚备用.

１．３．２　 总 酚 含 量 的 测 定 　 参 考 文 献 [１７].制 备 ０~
５０μg/mL没食子酸标准溶液,回归方程为y＝０．０１１６x＋
０．０２１７,R２＝０．９９９２.

１．３．３　大孔树脂的筛选　根据朱延胜等[５]的方法稍加修

改,将大孔树脂预处理,风干后使用,７种大孔树脂各称量

１０．０g,分别加入５０mL、２．０mg/mL艾草粗多酚溶液于

７个１００mL锥形瓶中,在室温下以１００r/min振荡２４h,

然后测定溶液中多酚的浓度;将已经吸附饱和的树脂取

出,分别加入 ５０ mL、６０％ 乙醇溶液,相同条件下振荡

２４h后,测定多酚含量,按式(１)、式(２)计算树脂的吸附

率和解吸率.

R１＝
C０－C１

C０
, (１)

R２＝
C２

C０－C１
×１００％, (２)

式中:

R１———大孔树脂对多酚的吸附率,％;

R２———洗脱液对大孔树脂中多酚的解析率,％;

C０———初始多酚质量浓度,mg/mL;

C１———吸附后溶液剩余的多酚质量浓度,mg/mL;

C２———解吸后的多酚质量浓度,mg/mL.

１．３．４　吸附时间对 D１０１树脂吸附率的影响　将１０g
D１０１树脂精确称量,放入１００mL锥形瓶中,分别添加

５０mL、２．０ mg/mL 艾 草 粗 多 酚 溶 液.在 室 温 下 以

１００r/min振 荡,每 ３０ min 测 量 每 个 锥 形 瓶 中 多 酚 的

浓度.

１．３．５　多酚浓度对 D１０１树脂吸附率的影响　精确称量

６份 D１０１树脂各１０g,装入６个１００mL锥形瓶中.然

后添加质量浓度为０．５,１．０,１．５,２．０,２．５,３．０mg/mL的艾

草粗多酚溶液５０mL,以１００r/min振荡１２０min,测量每

个锥形瓶中多酚的浓度.

１．３．６　pH 值对 D１０１树脂吸附率的影响　精确称量８份

D１０１树脂各１０g,装入８个１００mL的锥形瓶中,分别添

加５０mLpH１．０,２．０,３．０,４．０,５．０,６．０,７．０,８．０的艾草粗

多酚溶液,多酚质量浓度为１．５mg/mL.以１００r/min振

荡１２０min,测量每个锥形瓶中多酚的浓度.

１．３．７　乙醇体积分数对 D１０１树脂解吸率的影响　将

D１０１树脂精确称量５份,每份１０g,放入５个１００mL锥

形瓶中,加入５０mL、pH２、质量浓度为１．５mg/mL的艾

草多酚溶液,以１００r/min振荡１２０min.测量每个锥形

瓶中多酚的浓度.将树脂过滤后,分别添加５０mL２０％,

４０％,６０％,８０％,１００％的乙醇溶液振荡１２h,测量每个

锥形瓶中多酚的浓度.

１．３．８　上样流速对 D１０１树脂吸附效果的影响　D１０１大

孔树 脂 湿 法 装 入 １６ mm ×３００ mm 的 色 谱 柱 中.

１．５mg/mL的艾草粗多酚溶液以０．５,１．５,２．５mL/min的

流速分别上样,利用自动收集器每管收集３mL,并测定

多酚的浓度.

１．３．９　洗脱流速对 D１０１树脂解吸率的影响　D１０１树脂

吸附量达到饱和后,以６０％乙醇为洗脱剂,流速分别为

０．５,１．５,２．５mL/min,利用自动收集器每管收集３mL,并
测定多酚的浓度.
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１．３．１０　乙醇梯度洗脱分离艾草多酚　D１０１树脂吸附量

达到 饱 和 后,设 置 乙 醇 洗 脱 梯 度 分 别 为 ２０％,６０％,

１００％,洗脱流速为１．５mL/min.设置自动收集器每管

６mL,每管吸收０．１mL溶液,测定多酚浓度.

１．３．１１　HPLC分析单酚成分　精确称量各种多酚标准

品,用甲醇配制为０．４mg/mL的单一标准溶液.将每个

标准溶液取 ２００μL 混合,在紫外波长 ２８０nm 下进行

HPLC检测.

流动相梯度洗脱工艺参照朱延胜等[５]的方法.

分 析 条 件:Supersil AQＧC１８ 色 谱 柱 (１５０ mm ×
４．６mm,５ μm);柱 温 ３０ ℃,进 样 量 １０ μL,流 速

１．０mL/min.

１．３．１２　不同洗脱组分对αＧ葡萄糖苷酶活的抑制率　参

照文献[１８]的方法稍作修改,分别以２０％,６０％,１００％乙

醇进行洗脱,测定各组分对αＧ葡萄糖苷酶的抑制活性,阿
卡波糖作为对照组.按式(３)计算酶活性抑制率.

E１＝
A０－(A１－A２)

A０
×１００％, (３)

式中:

E１———酶活性抑制率,％;

A０———不含样品的吸光值;

A１———样品、酶与底物反应的吸光值;

A２———样品吸光值.

１．４　数据处理

试验进行３次平行测定,结果用均数±标准差表示,

使用SPSS(IBMSPSSStatistics２５)进行计算;采用单因

素方差分析(ANOVA)确定各属性值在P＜０．０５处的显

著性;对应的图表用 Origin２０１８绘制.

２　结果与分析

２．１　最优树脂筛选

如图１所示,吸附率最高的是 D１０１,为８５．６３％,而

D００１的吸 附 率 最 低,仅 为 ８．７３％.从 解 吸 效 果 来 看,

NKAＧ９的解吸率最高,为８８．５％,而 D１０１的解吸率为

８８．０３％,二者差异不明显(P＞０．０５).虽然 NKAＧ９的解

吸率最大,但是它对艾草多酚的吸附量较低,为６５．０３％,

可能是因为 NKAＧ９大孔树脂的吸附位点“无法容纳”更
多的艾草多酚,导致吸附能力降低.此外,树脂的表面

积、极性和孔径大小也对树脂的吸附能力有影响.综合

考虑吸附率和解吸率,选择 D１０１型大孔树脂分离纯化艾

草多酚.

２．２　吸附时间对吸附率的影响

从图２可以看出,在前１２０min,D１０１树脂的吸附速

率与吸附时间呈显著正相关.当吸附时间超过１２０min
时,吸附速率增长缓慢且趋于稳定,是因为 D１０１树脂对

艾叶多酚的吸附已接近饱和.虽然后续各时间段仍有差

字母不同表示组间差异显著(P＜０．０５)

图１　不同大孔树脂的吸附解吸性能比较

Figure１ 　 Comparison ofadsorption and desorption

propertiesofdifferentmacroporousresins

图２　吸附时间对 D１０１树脂吸附的影响

Figure２　Effectsofadsorptiontimeonadsorption

ofD１０１resin

异,但差异不显著(P＞０．０５).因此,选择 D１０１树脂的吸

附时间为１２０min.

２．３　多酚浓度对吸附率的影响

由图３可知,当多酚类物质浓度较低时,吸附速率与

浓度呈正相关,可能是因为浓度的提高可以增大树脂吸

附位点与多酚分子的接触概率,从而提高吸附速率.当

多酚质量浓度＞１．５mg/mL时,吸附速率与浓度呈负相

关,树脂表面附着了过量的多酚分子或其他物质,使其进

入树脂内部受到阻碍,抑制其扩散,导致吸附率下降.多

酚浓度提高的同时与多酚竞争的杂质增多,这也降低了

多 酚 的 吸 附 速 率,因 此,多 酚 最 佳 质 量 浓 度 约 为

１．５mg/mL.

２．４　样品溶液pH对吸附率的影响

由图４可知,当pH＜２时,吸附率逐渐升高,当pH＞
２时,吸附率逐渐降低.这可能是因为酸性条件下艾草多

酚的解离受到了抑制,多酚以分子形式存在,而分子状态

的多酚在吸附时更容易被吸附在D１０１树脂内部的孔状
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字母不同表示组间差异显著(P＜０．０５)

图３　多酚浓度对 D１０１树脂吸附率的影响

Figure３　Effectsofpolyphenolconcentrationon
adsorptionrateofD１０１resin

字母不同表示组间差异显著(P＜０．０５)

图４　pH 对 D１０１树脂吸附的影响

Figure４　TheeffectofdifferentpHofpolyphenol

onadsorptionofD１０１resin

结构上.pH 值增大,艾草多酚的解离受到促进作用,酚

羟基电离增多,溶液中的阴离子数量增加,同时艾草多酚

在酸性条件下更稳定,因此pH 为２时最为适宜.

２．５　洗脱剂体积分数对D１０１树脂解吸率的影响

从图５可以看出,解吸率随乙醇体积分数的增加先

升后降.解析率在乙醇体积分数达到６０％时达到最大,

不同浓度梯度的乙醇溶液极性不同.根据“相似相溶”原

理,低浓度乙醇解吸的组分极性更强.解吸率在乙醇体

积分数为６０％时最大,可能是因为此时艾草中酚类物质

的极性与６０％乙醇溶液的更相似.

２．６　上样液流速对D１０１树脂吸附率的影响

动态吸附曲线又称泄漏曲线,当流出液中艾草多酚

浓度达到上样液中艾草多酚浓度的１０％时,上样体积记

为艾草多酚的“泄露点/饱和上样体积”[１９],可作为树脂动

态吸附饱和度的指标.由图６可知,泄漏点出现的时间

随流速的增加出现得越快,树脂的吸附能力随流速的增

加而降低,其原因可能为过快的流速会使已经吸附的多

字母不同表示组间差异显著(P＜０．０５)

图５　乙醇体积分数对多酚解吸率的影响

Figure５　Theeffectofdifferentconcentrationofethanol
ondesorptionrateofpolyphenol

图６　上样液流速对 D１０１树脂吸附率的影响

Figure６　Theeffectofloadingliquidvelocityon
adsorptionrateofD１０１resin

酚又被洗脱下来.当上样流速为０．５,１．５,２．５ mL/min
时,泄漏点分别在１２６,９０,７２ mL,吸附量分别为３７．８,

３０．１,２７．０mg.试验结果表明,上样流速的快慢与树脂吸

附多 酚 的 能 力 息 息 相 关. 因 此,选 择 上 样 液 流 速

１．５mL/min较为恰当.

２．７　D１０１树脂动态洗脱曲线

如图７所示,当洗脱流速为０．５mL/min时,洗脱下

来的多酚主要分布在３~９管;当流速为１．５mL/min时,洗
脱下来的多酚主要分布在３~１０管;而流速为２．５mL/min
时洗脱下来的多酚主要分布在２~１１管.可以看出,酚
类物质的洗脱时间相对较短且集中.当洗脱液流速过快

时,洗脱液与树脂的接触时间较短,可能造成严重的拖尾

现象或树脂解吸不完全,从而降低了脱附速率.而当洗

脱液流速过慢时,会使已经洗脱的多酚再一次被树脂吸

附 从 而 导 致 洗 脱 速 率 降 低. 因 此,洗 脱 流 速 在

１．５mL/min比较合适,在１．５mL/min的流速下收集洗

脱液体积１２６mL,此时多酚回收率为６６．８％,多酚纯度

由２１．４２％提升到６９．１９％,纯度提高了３．２３倍.
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图７　D１０１树脂动态洗脱曲线

Figure７　DynamicelutioncurveofD１０１resin

２．８　乙醇梯度洗脱分离艾草多酚

如图８所示,浓度曲线与管数的积分面积与各组分

多酚含量有一定关系,当用２０％,６０％,１００％乙醇洗脱

时,所 得 多 酚 组 分 所 占 比 重 分 别 为 ３３．２４％,４１．８４％,

２４．９２％.

２．９　不同洗脱组分中多酚的组成分析

由图９可知,２０％乙醇洗脱组分主要含有没食子酸、

儿茶素、绿原酸、咖啡酸、阿魏酸和芦丁,６０％乙醇洗脱组

图８　D１０１树脂乙醇梯度洗脱多酚图谱

Figure８　Ethanolgradientelutionprofileofpolyphenols
onD１０１resin

分主要含有异槲皮苷、根皮苷和芦丁,１００％乙醇洗脱组

分中主要含有芦丁、山奈酚和木犀草素.

２．１０　不同溶剂洗脱组分对αＧ葡萄糖苷酶活性的抑制率

分别以２０％,６０％,１００％的乙醇进行梯度洗脱,并测

定其对αＧ葡萄糖苷酶的抑制活性.从图１０和表１可以

看出,对αＧ葡萄糖苷酶活性的抑制作用依次是６０％洗脱

组分＞２０％洗脱组分＞１００％洗脱组分.在一定浓度范

１．没食子酸　２．儿茶素　３．绿原酸　４．咖啡酸　５．表儿茶素　６．阿魏酸　７．异槲皮苷　８．芦丁　　９．根皮苷　１０．槲皮素

１１．山奈酚　１２．木犀草素

图９　多酚标准品和目标组分的 HPLC图谱

Figure９　HPLCchromatogramofpolyphenolstandardandtargetcomponent
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图１０　不同梯度乙醇洗脱的艾草多酚对

αＧ葡萄糖苷酶的抑制率

Figure１０　Inhibition ofαＧglucosidaseby wormwood

polyphenols eluted with different
ethanolgradients

表１　不同梯度乙醇洗脱的艾草多酚对αＧ葡萄糖

苷酶活性抑制率比较

Table１　Comparison of the inhibition rate of
αＧglucosidaseactivityofwormwoodpolyphenols
elutedwithdifferentethanolgradients

样品 IC５０值/(mgmL－１)

阿卡波糖 ７．６８

２０％乙醇洗脱组分 １２．１２

６０％乙醇洗脱组分 ６．８７

１００％乙醇洗脱组分 １５．６９

围内,样品浓度与αＧ葡萄糖苷酶的抑制活性呈明显的正

相关性,但是不同洗脱组分对αＧ葡萄糖苷酶的抑制活性

差异较大.曾桥等[２０]发现绿原酸对αＧ葡萄糖苷酶有较强

的抑制作用,但抑制能力低于阿卡波糖;Wang等[２１]发现

槲皮素对αＧ葡萄糖苷酶与阿卡波糖表现出相似的抑制作

用;Yan等[２２]发现芦丁对αＧ葡萄糖苷酶抑制活性随芦丁

浓度的增加而增加;王斯慧等[２３]发现槲皮素及芦丁对

αＧ葡萄糖苷酶活性有抑制作用,且芦丁的抑制作用强于

槲皮素.这些研究与试验结果一致.６０％乙醇洗脱组分

中芦丁成分较多,２０％乙醇洗脱组分中含有绿原酸和少

量的芦丁,１００％洗脱组分中芦丁含量较少.

３　结论

D１０１树脂较适合艾草多酚的分离纯化,静态吸附

１２０min,多酚质量浓度为１．５mg/mL,pH２．０,上样液流

速１．５mL/min.以流速１．５mL/min,６０％乙醇洗脱,得
到洗脱液体积１２６mL,多酚回收率达到６６．８％,多酚纯

度由２１．４２％提高到６９．１９％,纯度提高了３．２３倍.采用

乙醇梯度洗脱艾草多酚获得不同洗脱组分,２０％乙醇洗

脱组分主要含有没食子酸、儿茶素、绿原酸、咖啡酸、阿魏

酸和芦丁,６０％乙醇洗脱组分主要含有异槲皮苷、根皮苷

和芦丁,１００％乙醇洗脱组分主要含有芦丁、山奈酚和木

犀草素.６０％乙醇洗脱组分对αＧ葡萄糖苷酶抑制活性较

强.但艾草多酚降血糖的具体成分尚未明确,还需进一

步研究.
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