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冬荪黄酮纯化工艺优化及对小鼠运动耐力的影响

卞文昆

（天津财经大学珠江学院，天津  301811）

摘要：［目的］优化冬荪黄酮纯化的最佳工艺并探究其抗疲劳功效，开发抗疲劳潜在功效产品。［方法］采用单因素和响

应面法优化冬荪黄酮纯化工艺，并研究经纯化后的冬荪黄酮对小鼠运动耐力的影响。［结果］与 AB-8 大孔吸附树脂、

HP-20 大孔吸附树脂和 D101 大孔吸附树脂相比，聚乙烯基吡咯烷酮对冬荪黄酮的吸附率最高，且最优纯化工艺为：冬

荪黄酮粗提取物质量浓度 3.2 g/L、洗脱液乙醇体积分数 56%、洗脱流量 28 mL/min、洗脱体积 2 倍柱体积，该工艺参数下

冬荪黄酮纯度可达（92.05±1.05）%，与冬荪黄酮粗提取物纯度相比提升了近 5 倍。纯化后的冬荪黄酮能够有效延长小

鼠负重游泳时长，降低小鼠血清乳酸、血尿素氮、肌酸激酶、丙二醛和血清尿素含量，同时提升小鼠血清的乳酸脱氢酶、

总抗氧化能力、谷胱甘肽过氧化物酶含量以及肝脏的肝糖原、肌组织肌糖原含量。［结论］聚乙烯基吡咯烷酮是优异的

纯化冬荪黄酮的新型介质，纯化后的冬荪黄酮可通过改变生化指标、提升糖原储备能力以及抗氧化能力达到缓解疲

劳、增强耐力的目的，冬荪黄酮可以作为一种功能性食品添加剂。
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Study on the purification process of flavonoids from Phallus impudicus 

and its effect on exercise endurance in mice
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Abstract: ［［Objective］］ This study aimed to optimize the purification process of flavonoids from Phallus impudicus and explore its anti-fatigue 

effect, and develop potential anti-fatigue products. ［［Methods］］ The purification process of flavonoids from P. impudicus was optimized using 

single factor and response surface methodology, and the effect of purified flavonoids from P. impudicus on exercise endurance in mice was 

studied. ［［Results］］ Compared with AB-8, HP-20, and D101, the PVPP had the highest adsorption rate for flavonoids from P. impudicus, and the 

optimal purification process was as follows: the concentration of crude extract of flavonoids from P. impudicus was 3.2 g/L, the concentration 

of ethanol elution solution was 56%, the elution flow rate was 28 mL/min, and the elution volume was 2 times the column volume. Purified 

flavone, i.e. (92.05±1.05)%, effectively prolonged the weight-bearing swimming time of mice, reduce the contents of serum lactic acid, blood 

urea nitrogen, creatine kinase, malonaldehyde and serum urea, and increased the contents of serum lactate dehydrogenase, total antioxidant 

capacity, glutathione peroxidase, liver glycogen and muscle glycogen in mice. ［［Conclusion］］ PVPP was an excellent new medium for purifying 

flavonoids. Purified flavonoids from P. impudicus could alleviate fatigue and enhance endurance by changing biochemical indicators, 

enhancing glycogen storage capacity, and antioxidant capacity. Flavonoids from P. impudicus could be used as a functional food additive.
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冬荪（Phallus impudicus）又名冬荪、竹下菌、无裙荪

等，属于鬼笔科鬼笔属，是既可食用也可入药的真菌，主

要分布在中国云南、贵州等山林之地 [1-2]。冬荪富含多

糖、多种氨基酸等活性成分，具有抗氧化、抗肿瘤、免疫调
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节、抑菌防腐等功效 [3-8]。目前对冬荪的研究多集中在形

态特征、栽培基质、生长条件、化学成分等方向，亟待开展

应用功效研究 [8-9]。

黄酮是由两个具有酚羟基的苯环形成的一系列化合

物，其母核为 2-苯基色原酮，具有抑菌、降血压、抗氧化等

重要药用价值。目前对冬荪黄酮的研究甚少，郑秀艳等 [9]

曾报道了冬荪菌托中含有约 1.45 mg/g 类黄酮，其具有一

定的抗氧化能力，目前还未见冬荪黄酮纯化工艺以及其

他功能特性的研究报道。

天然植物成分复杂，黄酮经提取后均需要进行纯化，

目前国内外主要使用大孔吸附树脂（如 AB-8、HP-20 和

D101 等）、有机溶剂萃取、高速逆流色谱分离等方法进行

纯化 [10-16]。蔡珊 [13]使用 AB-8 大孔吸附树脂纯度白茅根

黄酮，可将黄酮纯度提高至（64.2±1.5）%；Cui 等 [14]使用

HPD-500 纯化大麻纤维黄酮，仅将其纯度提高至 8.36%。

大孔树脂方法吸附性不专一，很难得到纯度较高的黄酮

化合物，因此也有学者采用两种树脂法进行纯化。于凤

等 [16]将 AB-8 大孔吸附树脂和 HPD600 树脂联合纯化白子

菜黄酮，将其纯度提高至 70.63%，但此法仍未将黄酮纯度

提高至 90% 以上。卢连香等 [12]使用正丁醇溶剂纯化甘蔗

叶总黄酮，可将黄酮纯度提高至 40.50%，但溶剂法专属性

不强，且废弃的有机溶剂容易造成污染。Zhou 等 [15]使用

高速逆流色谱纯化木蝴蝶黄酮可得到纯度在 95% 以上的

黄酮单体，但此法对设备要求很高，效率较低，不适合工业

化使用。而聚乙烯基吡咯烷酮 (polyvinylpolypyrrolidone，

PVPP)羰基之间的氢键、吡咯烷酮中的共轭 π 键可选择性

地与黄酮的顺位环重叠相结合，排除其他酚类、多糖类、

生物碱等物质的干扰，可用于纯化黄酮，目前仅在竹叶黄

酮上有所研究，可得到纯度 90% 以上的竹叶黄酮 [17]，其是

否可用于冬荪黄酮纯化仍待研究。目前还未见冬荪黄酮

的抗疲劳研究。小鼠运动疲劳模型主要有负重游泳、爬

杆、跑台、前肢握力以及转棒等，其中负重游泳模型是目

前最常用的抗疲劳模型之一 [18-19]。研究拟通过对 AB-8

大孔吸附树脂、HP-20 大孔吸附树脂和 D101 大孔吸附树

脂与 PVPP 纯化冬荪黄酮的比较，以确证 PVPP 的纯化效

果。采用响应面优化法优化 PVPP 纯化冬荪黄酮的工艺

条件，并通过纯化后冬荪黄酮对小鼠运动耐力的影响评

价其抗疲劳活性，以期为冬荪黄酮的纯化工艺及开发利

用提供借鉴。

1　材料和方法
1.1　材料

冬荪：采摘于贵州省雷山县，清水清洗后，60 ℃烘干，

高速研磨机粉碎后过 60 目筛网备用；

芦丁标准品：成都超九八生物科技有限公司；

AB-8 大孔吸附树脂（AB-8）、HP-20 大孔吸附树脂

（HP-20）、聚乙烯基吡咯烷酮 (PVPP)、D101 大孔吸附树脂

（D101）：上海源叶生物科技有限公司；

肌酸激酶（CK）试剂盒、乳酸脱氢酶（LDH）试剂盒、

乳酸（LA）试剂盒、小鼠肝糖原（LG）试剂盒、小鼠肌糖原

（MG）试剂盒：北京盒子生工科技有限公司；

总抗氧化能力（T-AOC）试剂盒、丙二醛（MDA）试剂

盒、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）试剂盒、血尿素氮

（BUN）试剂盒：合肥莱尔生物科技有限公司；

血清尿素（BU）测试盒：上海复星长征医学科学有限

公司；

无水乙醇、硝酸铝、亚硝酸钠、氢氧化钠等均为国产

分析纯；

昆 明 SPF 雄 性 小 鼠 ：许 可 证 号 为 SYXK( 津)2020-

0010，体重 20~25 g，200 只，天津医科大学医药实验动物

科学部。

1.2　试验设备

精密天平：MCE36200S-2CCN-O 型，北京盛昌达仪器

仪表有限公司；

四孔数显电热恒温水浴锅：HH-4S 型，深圳市莱特仪

器设备有限公司；

加速溶剂萃取仪：Aseeker-600 型，上海科哲生化科技

有限公司；

多功能酶标仪：SpectraMax Mini 型，美谷分子仪器

（上海）有限公司；

旋转蒸发仪：Organomation RC600 型，上海时滨电子

科技有限公司。

1.3　试验方法

1.3.1　冬荪黄酮提取　称取 40 g 冬荪与同质量的硅藻土

混合置于加速溶剂萃取仪中，在设定提取压力 10 MPa，提

取温度 73 ℃下使用 40% 乙醇溶液提取 7 min，反复提取两

次，合并提取液，过滤后的上清液在 0.1 MPa 40 ℃下旋蒸

至膏状物时停止，得冬荪黄酮粗提取物，参照文献 [11]测

定其黄酮含量为（15.74±0.23）%。

1.3.2　大孔树脂筛选　用 10% 乙醇水溶液将冬荪黄酮粗

提取物配制成 5 g/L，取 50 mL 冬荪黄酮粗提取物置于

250 mL 三角瓶中，分别加入 10 g 预处理好的 AB-8、HP-

20、PVPP 和 D101，于 25 ℃ 、100 r/min 摇床中振荡吸附

24 h，过滤取上清液测定黄酮含量，按式（1）计算各大孔树

脂的吸附率。

c1 = k1 × v1 × p1 - h1 × v2

k1 × v1 × p1
× 100%， （1）

式中：

c1——吸附率，%；

k1——冬荪黄酮粗提取物质量浓度，mg/mL；

h1——上清液黄酮含量，mg；

v1——冬荪黄酮粗提取物体积，mL；

v2——上清液体积，mL；

p1——冬荪黄酮粗提取物黄酮纯度，%。

取上述过滤得到的树脂置于 250 mL三角瓶中，用去离
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子水洗涤 3 次后加入 50 mL 70% 乙醇水溶液后置于 25 ℃、

100 r/min 摇床中振荡解析 24 h，过滤取上清液测定其黄酮

含量，按式（2）计算各大孔树脂的冬荪黄酮回收率。

c2 = h1

k1 × v1 × p1 × c1
× 100%， （2）

式中：

c2——回收率，%；

c1——吸附率，%；

k1——冬荪黄酮粗提取物质量浓度，mg/mL；

h1——上清液黄酮含量，mg；

v1——冬荪黄酮粗提取物体积，mL；

p1——冬荪黄酮粗提取物黄酮纯度，%。

1.3.3　冬荪黄酮纯化工艺优化　根据大孔树脂筛选试验

结果，选择 PVPP 进行试验。选择径高比为 1∶19 的层析柱

进行装填，装填体积为 750 mL。取 1 000 mL 4 g/L 冬荪黄

酮粗提取物以 12.5 mL/min 流量进行上样，上样结束后分

别使用 2 倍柱体积的去离子水和 10% 乙醇以 12.5 mL/min

流量进行清洗，再使用 70% 乙醇以 25 mL/min 流量洗脱

3 倍柱体积，收集洗脱液，在 0.1 MPa 40 ℃下，旋蒸至膏状

物时停止，将膏状物转移至平皿上，在 0.1 MPa 40 ℃真空

干燥至恒重即为精制冬荪黄酮，称取 100 mg 精制冬荪黄

酮 ，用 10% 乙 醇 水 溶 液 复 溶 为 100 mg/L，取 1.0 mL 

100 mg/L 精制冬荪黄酮溶液参照文献[9]测定其黄酮质量

浓度，按式（3）计算冬荪黄酮纯度。

p2 = h2 × v3

m 1
× 100%， （3）

式中：

p2——纯度，%；

h2——精制冬荪黄酮溶液中黄酮质量浓度，mg/mL；

v3——精制冬荪黄酮溶液体积，mL；

m1——精制冬荪黄酮提取物质量，mg。

（1） 单因素试验：固定冬荪黄酮粗提取物质量浓度

4 g/L，洗脱液乙醇体积分数 70%，洗脱流量 25 mL/min 和

洗脱体积 3 倍柱体积时，分别进行冬荪黄酮粗提取物质量

浓度（1，2，3，4，5 g/L）、洗脱液乙醇体积分数（40%，50%，

60%，70%，80%）、洗 脱 流 量（12.5，25.0，37.5，50.0，

62.5 mL/min）和洗脱体积（1，2，3，4，5 倍柱体积）研究，确

认收集到的冬荪黄酮纯度。

（2） 优化试验：根据单因素试验结果，采用响应面设

计方法对上述 4 个因素进行优化试验，以确认最佳优化工

艺参数。

1.3.4　冬荪黄酮对小鼠运动耐力的影响　

（1） 小鼠负重游泳试验：采用小鼠负重自身体重 5%

铅块游泳试验研究冬荪黄酮对小鼠运动耐力的影响。将

小鼠适应性饲养几天后进行游泳训练，淘汰不会游泳的

小鼠，将小鼠随机分为 K 组、P 组、LCF 组、MCF 组、CF 组、

LPCF 组、MPCF 组和 PCF 组，每组各 10 只，饲养 30 d。K

组正常饲养 30 d 且每日灌胃 1.0 mL 生理盐水后不进行负

重游泳试验；P 组正常饲养 30 d 且每日灌胃 1.0 mL 生理盐

水，末次灌胃 30 min 后进行负重游泳，以小鼠 10 s 无法浮

出水面的时间记为小鼠运动耐力时间；LCF 组、MCF 组和

CF 组除正常每日饲养饲料外，每日分别灌胃 1.0 mL 50，

100，200 mg/kg 冬荪黄酮粗提取物，末次灌胃 30 min 进行

负重游泳计算小鼠运动耐力时间；LPCF 组、MPCF 组和

PCF 组除正常每日饲养饲料外，每日灌胃 1.0 mL 50，100，

200 mg/kg 纯化后的冬荪黄酮，末次灌胃 30 min 进行负重

游泳计算小鼠运动耐力时间。

（2） 冬荪黄酮对小鼠生化指标的影响：小鼠处死后取

眼球血清，参照产品说明书测定 CK 和 LDH 酶活性、

BUN、BU 和 LA 含量；同时参照产品说明书测定 T-AOC、

GSH-Px 活性及 MDA 含量；取小鼠肝脏和肱二头肌，参照

产品说明书测定小鼠 LG 和 MG 含量。

1.3.5　数据处理　数据统计分析使用 SPSS 22.0 进行，显

著性分析使用方差分析中 LSD 法进行，P<0.05 为差异显

著。响应面优化使用 Design-Expert 8.0.6 进行。

2　结果与分析
2.1　冬荪黄酮纯化大孔树脂筛选

由图 1 可知，在冬荪黄酮吸附率上，PVPP 吸附率最

高，D101 和 HP-20 吸附率次之且无显著差异（P>0.05），

AB-8 吸附率最差。这是由于黄酮物质极性偏弱，根据相

似相吸原理非极性的 PVPP、D101 和 HP-20 更容易吸附黄

酮，弱极性的 AB-8 效果较差，与郭建峰等 [20]报道的结果一

致。PVPP、D101 和 HP-2 的冬荪黄酮吸附率均无法达到

100%，是由于冬荪黄酮粗提取物有酚酸、多糖等物质也容

易被大孔树脂吸附，与黄酮形成竞争，导致部分黄酮无法

结合到大孔树脂上，但 PVPP 羰基之间的氢键、吡咯烷酮

中的 π 键易与黄酮类物质的顺位环相结合，因此 PVPP 效

果优于其他 [17]。在冬荪黄酮回收率上，PVPP 回收率最

高，D101 次之，HP-20 和 AB-8 最差且无显著差异（P>
0.05），这可能与乙醇、黄酮和大孔树脂之间的结合力有

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 1　不同型号树脂对黄酮吸附率和回收率的影响

Figure 1　Effects of different types of resins on the 

adsorption and recovery of flavonoids
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关。综合不同树脂对冬荪黄酮的吸附率和回收率，PVPP

效果最优，说明 PVPP 可以较好地吸附和解析黄酮，后续

选择 PVPP 进行纯度优化试验。

2.2　冬荪黄酮纯化单因素试验

2.2.1　冬荪黄酮粗提取物质量浓度对冬荪黄酮纯化效果

的影响　如图 2 所示，随着冬荪黄酮粗提取物上样质量浓

度的增大，黄酮纯度无显著性变化（P>0.05），当冬荪黄酮

粗提取物质量浓度达到 3 g/L 时，黄酮纯度达到（88.08±
1.95）%，而后随着冬荪黄酮粗提取物上样质量浓度继续

增大，黄酮纯度呈下降趋势，这是由于冬荪黄酮粗提取物

上样质量浓度较低时，大孔树脂能够吸附较多的黄酮化

合物且树脂的吸附作用没有饱和，导致黄酮纯度不变，但

冬荪黄酮粗提取物上样质量浓度过高时，大孔树脂吸附

饱和，有较多的黄酮未被吸附，因而在洗杂过程中被清洗

下来，导致其纯度下降 [21]。故在后续优化试验中该因素

选择 2，3，4 g/L 3 个水平。

2.2.2　洗脱液乙醇体积分数对冬荪黄酮纯化效果的影

响　如图 3 所示，随着洗脱液乙醇体积分数的增大，冬荪

黄酮纯度增大，当洗脱液乙醇体积分数达到 60% 时，黄酮

纯度达到（84.82±1.61）%，而后随着洗脱液乙醇体积分数

继续增大，黄酮纯度呈下降趋势，这是由于洗脱液乙醇体

积分数较低时，乙醇溶液的极性较低不足以将结合的冬荪

黄酮完全洗脱下来，而随着洗脱液乙醇体积分数的增大其

极性越大，洗脱能力越强，但其极性过大时，可以将结合的

一些杂质洗脱下来导致其纯度下降[20-21]。故在后续优化

试验中该因素选择 50%，60%，70% 3个水平。

2.2.3　洗脱流量对冬荪黄酮纯化效果的影响　如图 4 所

示，随着洗脱流量的增大，冬荪黄酮纯度增大，当洗脱流

量达到 25 mL/min 时，黄酮纯度达到（77.52±1.52）%，而

后随着洗脱流量继续增大，黄酮纯度呈下降趋势，这是由

于洗脱流量较低时，洗脱液乙醇与大孔树脂结合时间过

长导致杂质被洗脱下来而影响黄酮的纯度 [22]，而洗脱流

量过大会导致洗脱液乙醇接触时间过短导致其不足以将

黄酮洗脱下来影响其纯度，且过高的流量会导致大孔树

脂压力过大，导致树脂柱塌陷影响黄酮的纯度 [17,21]。故在

后续优化试验中该因素选择 12.5，25.0，32.5 mL/min 3 个

水平。

2.2.4　洗脱体积对冬荪黄酮纯化效果的影响　如图 5 所

示，随着洗脱体积的增大，冬荪黄酮纯度增大，当洗脱体

积达到 2 倍柱体积时，黄酮纯度达到（77.52±1.52）%，而

后随着洗脱体积继续增大，黄酮纯度呈下降趋势，这是由

于洗脱体积较低时，洗脱液乙醇与大孔树脂结合时间过

短不足以将所有的黄酮置换下来导致纯度较低，而过高

的洗脱体积会将除黄酮外的其他杂质洗脱下来也会导致

其纯度降低。故在后续优化试验中该因素选择 1，2，3 倍

柱体积 3 个水平。

2.3　冬荪黄酮纯化优化试验

采用响应面优化法对上述单因素进行优化，响应面

优化试验因素水平表见表 1，试验设计及结果如表 2、表 3

图 2　冬荪黄酮粗提取物质量浓度对黄酮纯度的影响

Figure 2　Effects of concentration of crude extract of 

flavonoids from Phallus impudicus on flavonoid 

purity rate

图 3　洗脱液乙醇体积分数对黄酮纯度的影响

Figure 3　Effects of ethanol eluent concentration on 

flavonoid purity rate

图 4　洗脱流量对黄酮纯度的影响

Figure 4　Effects of elution flow rate on flavonoid purity rate
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所示，可计算出单因素对黄酮纯度的理论模型方程为：

Y=91.15+1.04A-4.43B+3.51C+3.73D-2.28AB-
2.55AC-0.96AD+0.70BC+6.08BD+2.70CD-6.36A2-
5.28B2-5.14C2-7.33D2。 （4）

由表 3 可知，模型 P<0.000 1 极显著，失拟项 P=
0.261 9 不显著，R2=0.981 6，CV=1.70%，说明该模型可用

于分析预测冬荪黄酮纯度。根据方差分析可知，洗脱液

乙醇体积分数、洗脱流量和洗脱体积对黄酮纯度影响极

显著，冬荪黄酮粗提取物浓度对黄酮纯度影响显著。4 个

因素相互作用中，洗脱液乙醇体积分数和洗脱流量、冬荪

黄酮粗提取物质量浓度和洗脱体积交互作用不显著，其

余因素间交互作用极显著。由图 6~图 11 可知，冬荪黄酮

粗提取物质量浓度和洗脱液乙醇体积分数、冬荪黄酮粗

提取物质量浓度和洗脱流量、洗脱液乙醇体积分数和洗

脱流量、洗脱流量和洗脱体积交互作用显著。

黄酮纯度的理论模型方程可以预测出冬荪黄酮粗提

取 物 质 量 浓 度 为 3.25 g/L、洗 脱 液 乙 醇 体 积 分 数 为

56.25%、洗脱流量为 28.63 mL/min、洗脱体积为 2.14 倍柱

体积时，冬荪黄酮纯度最高，为 92.62%，但考虑到实际工

作的便捷性，将参数调整为冬荪黄酮粗提取物质量浓度

为 3.2 g/L、洗 脱 液 乙 醇 体 积 分 数 为 56%、洗 脱 流 量 为

28 mL/min、洗脱体积为 2 倍柱体积，在此工艺参数下进行

3 次验证实验，得冬荪黄酮纯度（92.05±1.05）%，与理论

最大值差异不足 3%，说明工艺参数可靠稳定。

2.4　冬荪黄酮对小鼠运动耐力的影响

2.4.1　冬荪黄酮对小鼠负重游泳时间的影响　如图 12 所

示，与 P 组对比，LCF、MCF、CF 和 LPCF 组小鼠负重游泳

时间有所延长，但不存在显著性差异；MPCF 组小鼠负重

游泳时间显著延长（P<0.05），PCF 组小鼠负重游泳时间

极显著延长（P<0.01）；与 CF 组对比，MPCF 组小鼠负重

游泳时间显著延长（P<0.05），PCF 组小鼠负重游泳时间

也极显著延长（P<0.01）。说明经 PVPP 洗脱纯化后的冬

荪黄酮能够增强机体耐力，提升抗疲劳能力。

2.4.2　冬荪黄酮对小鼠生化指标的影响　如表 4 所示，与

K 组比较，P 组的 LA、LDH、BUN、CK 和 BU 均极显著性变

化（P<0.01），说明负重游泳对小鼠造成了一定程度的损

伤；与 P 组比较，LCF 和 MCF 组所有指标均无显著性变

化，CF 组的 LA、BUN 和 BU 均无显著性变化，LDH 和 CK

图 5　洗脱体积对黄酮纯度的影响

Figure 5　Effects of elution volume on flavonoid purity rate

表 2　Box-Behnken试验设计及试验结果

Table 2　Box-Behnken test design and results

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

A

0

0

1

0

0

0

0

0

-1

-1

0

0

1

0

1

1

-1

1

0

1

0

-1

0

-1

0

0

-1

0

0

B

0

0

0

0

1

1

0

0

-1

0

-1

0

0

-1

0

1

1

-1

0

0

-1

0

-1

0

1

0

0

1

0

C

0

0

0

0

0

1

-1

0

0

0

0

-1

-1

-1

0

0

0

0

0

1

1

1

0

-1

-1

1

0

0

1

D

0

0

1

0

1

0

1

0

0

1

1

-1

0

0

-1

0

0

0

0

0

0

0

-1

0

0

-1

-1

-1

1

Y 黄酮纯度/%

90.38

91.51

83.96

91.33

82.48

80.88

75.76

91.39

80.89

81.66

79.89

75.00

79.53

82.01

75.22

73.83

77.51

86.32

91.16

80.65

88.56

84.61

86.50

73.28

71.51

76.46

69.06

64.78

88.03

表 1　响应面优化因素水平

Table 1　Response surface optimization factor level

水平

-1

0

1

A 冬荪黄酮粗提

取物质量浓度/

(g·L-1)

2

3

4

B 洗脱液

乙醇体积

分数/%

50

60

70

C 洗脱流量/

(mL·min-1)

12.5

25.0

37.5

D 洗脱体积/

倍柱体积

1

2

3
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均具有显著性变化（P<0.05），LPCF 组的 LA 和 BU 均无

显著性变化，LDH、BUN 和 CK 均显著性变化（P<0.05），

MPCF 组 的 LA 和 BU 均 显 著 性 变 化（P<0.05），LDH、

BUN 和 CK 均极显著性变化（P<0.01），PCF 组的 LA、

LDH、BUN、CK 和 BU 均极显著性变化（P<0.01），说明冬

荪黄酮粗提取物在一定剂量下可能有一定的抗疲劳效

果，而纯化后的冬荪黄酮在中剂量下具有一定的抗疲劳

效果；与 CF 组比较，LPCF 组的各项指标均无显著性变

化，MPCF 组的 LA、BUN、CK 和 BU 均显著性变化（P<

表 3　回归方程方差分析

Table 3　Analysis of variance of regression equation

方差来源

模型

A

B

C

D

AB

AC

AD

BC

BD

CD

A2

B2

C2

D2

残差

失拟项

误差项

平方和

1 419.28

13.02

235.68

147.70

166.96

20.75

26.06

3.73

1.99

147.74

29.21

262.47

180.91

171.45

348.15

12.52

10.44

0.81

自由度

14

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

14

10

4

均方差

101.38

13.02

235.68

147.70

166.95

20.75

26.06

3.72

1.99

147.74

29.21

262.47

180.91

171.45

348.15

0.89

1.04

0.20

F 值

53.30

6.85

123.92

77.66

87.79

10.91

13.70

1.96

1.05

77.68

15.36

138.01

95.12

90.15

183.06

2.01

P 值

<0.000 1

0.020 3

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

0.005 2

0.002 4

0.183 4

0.323 9

<0.000 1

0.001 5

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

0.261 9

显著性

极显著

显著

极显著

极显著

极显著

极显著

极显著

不显著

不显著

极显著

极显著

极显著

极显著

极显著

极显著

不显著

图 6　冬荪黄酮粗提取物质量浓度和洗脱液乙醇体积

分数的响应面图

Figure 6　Response surface of the effect of concentration 

of crude extract of flavonoids from P.  impudicus 

and ethanol eluent concentration on flavonoid 

purity rate

图 7　冬荪黄酮粗提取物质量浓度和洗脱流量的响应面图

Figure 7　Response surface of the effect of concentration 

of crude extract of flavonoids from P.  impudicus 

and elution flow rate on flavonoid purity rate

图 8　冬荪黄酮粗提取物质量浓度和洗脱体积的响应面图

Figure 8　Response surface of the effect of concentration 

of crude extract of flavonoids from P.  impudicus 

and elution volume on flavonoid purity rate

图 9　洗脱液乙醇体积分数和洗脱流量的响应面图

Figure 9　Response surface of the effect of ethanol eluent 

concentration and elution flow rate on flavonoid 

purity rate
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0.05），LDH 极显著性变化（P<0.01），PCF 组的 LA、LDH、

BUN、CK 和 BU 均极显著性变化（P<0.01），说明纯化后

的冬荪黄酮在中剂量下的抗疲劳效果优于高剂量下的。

经 PVPP 洗脱纯化后的冬荪黄酮能够有效降低血清中

LA、BUN、CK 和 BU 含量，同时升高 LDH 含量，从而缓解

运动疲劳对机体的损伤。

2.4.3　冬荪黄酮对小鼠糖原储备的影响　如图 13 所示，

与 K 组 比 较 ，P 组 的 LG 和 MG 均 极 显 著 性 变 化（P<
0.01），说明负重游泳使小鼠损耗了大量糖原；与 P 组比

较，LCF、MCF、CF 和 LPCF 组的 LG 和 MG 均无显著性变

化，MPCF 和 PCF 组的 LG 和 MG 均极显著性变化（P<
0.01）；与 CF 组比较，LPCF 组的 LG 和 MG 均无显著性变

化，MPCF 组的 LG 显著性变化（P<0.05），MG 极显著性

变化（P<0.01），PCF 组的 LG 和 MG 均极显著性变化（P<
0.01），纯化后的冬荪黄酮在中高剂量下可调节糖原储备

量，其效果优于冬荪黄酮粗提取物，说明经 PVPP 纯化后

的冬荪黄酮能够有效提高小鼠的糖原储备量，提升小鼠

耐力。

与 P 组相较，*表示显著性差异（P<0.05），**表示极显著性差异

（P<0.01）；与 CF 组相较，#表示显著性差异（P<0.05），##表示极

显著性差异（P<0.01）

图 12　冬荪黄酮对小鼠负重游泳时间的影响

Figure 12　Effects of flavonoids from P.  impudicus on 

weight-bearing swimming time in mice

图 10　洗脱液乙醇体积分数和洗脱体积的响应面图

Figure 10　Response surface of the effect of ethanol eluent 

concentration and elution volume on flavonoid 

purity rate

图 11　洗脱流量和洗脱体积的响应面图

Figure 11　Response surface of the effect of elution flow 

rate and elution volume on flavonoid purity rate

表 4　冬荪黄酮对小鼠生化指标的影响†

Table 4　Effect of flavonoids from P.  impudicus on the biochemical indicators in mice

组别

K 组

P 组

LCF 组

MCF 组

CF 组

LPCF 组

MPCF 组

PCF 组

LA/(mmol•L-1)

8.35±0.35

10.94±0.47△△

10.86±0.38

10.52±0.33

10.14±0.30

9.98±0.32

9.49±0.30*#

9.11±0.28**##

LDH/(U•L-1)

1 266.30±25.76

582.25±19.47△△

600.33±19.98

646.52±20.61

683.96±21.17*

696.64±22.01*

895.26±24.13**##

1 073.48±23.57**##

BUN/(mmol•L-1)

8.32±0.29

11.06±0.38△△

10.87±0.25

10.57±0.23

10.28±0.22

9.74±0.26*

9.16±0.20**#

8.75±0.23**##

CK/(U•L-1)

216.14±12.74

352.71±13.12△△

342.69±13.42

328.37±12.96

316.47±13.20*

299.30±12.67*

271.74±13.01**#

246.42±12.82**##

BU/(mmol•L-1)

7.98±0.19

10.43±0.25△△

10.28±0.22

10.02±0.19

9.82±0.23

9.63±0.20

9.09±0.21*#

8.74±0.22**##

† 与 K 组相较，△△表示极显著性差异（P<0.01）；与 P 组相较，*表示显著性差异（P<0.05），**表示极显著性差异（P<0.01）；与

CF 组相较，#表示显著性差异（P<0.05），##表示极显著性差异（P<0.01）。
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2.4.4　冬荪黄酮对小鼠抗氧化能力的影响　如表 5 所示，

与 K 组比较，P 组的 T-AOC、GSH-Px 和 MDA 均极显著性

变化（P<0.01），说明负重游泳使小鼠产生氧化应激反应；

与 P 组比较，LCF 和 MCF 组所有指标均无显著性变化，CF

组的 T-AOC 变化无明显差异，GSH-Px 和 MDA 显著性变

化（P<0.05），说明高剂量的冬荪黄酮粗提取物具有一定

的提高机体抗氧化能力作用；LPCF 组的 T-AOC 变化无明

显差异，GSH-Px 和 MDA 均显著性变化（P<0.05），MPCF

组的 T-AOC 显著性变化（P<0.05），GSH-Px 和 MDA 均极

显著性变化（P<0.01），PCF 组的 T-AOC、GSH-Px 和 MDA

均极显著性变化（P<0.01），说明纯化后的冬荪黄酮具有

一定的提高机体抗氧化能力作用；与 CF 组比较，LPCF 组

的 T-AOC、GSH-Px 和 MDA 均无明显变化，MPCF 组的

T-AOC 和 MDA 均显著性变化（P<0.05），GSH-Px 极显著

性变化（P<0.01），PCF 组的 T-AOC、GSH-Px 和 MDA 均

极显著性变化（P<0.01），说明纯化后的冬荪黄酮提高机

体抗氧化能力优于冬荪黄酮粗提取物。经 PVPP 洗脱纯

化后的冬荪黄酮能够有效抑制机体氧化应激反应，缓解

机体疲劳，提升小鼠运动耐力。

3　结论
聚乙烯基吡咯烷酮对冬荪黄酮的吸附率最高，其是

一种优异的黄酮纯化材料。最优纯化工艺为：冬荪黄酮

粗提取物质量浓度 3.2 g/L、洗脱液乙醇体积分数 56%、洗

脱流量 28 mL/min、洗脱体积 2 倍柱体积，在此工艺参数下

可得冬荪黄酮纯度（92.05±1.05）%，与冬荪黄酮粗提取物

相比提升了近 5 倍。小鼠运动耐力影响的结果表明：服用

纯化后的冬荪黄酮的小鼠的负重游泳时间极显著性延

长，可降低小鼠血清的乳酸、血尿素氮、肌酸激酶、丙二醛

和血清尿素含量，同时升高小鼠血清的乳酸脱氢酶、总抗

氧化能力、谷胱甘肽过氧化物酶含量以及肝脏的小鼠肝

糖原、肌组织小鼠肌糖原含量。冬荪黄酮可以通过改变

生化指标、提升糖原储备能力以及提高抗氧化能力达到

缓解疲劳、增强耐力的目的。冬荪黄酮具有抗疲劳活性，

后续还应采用实时荧光定量核酸扩增检测系统和蛋白质

印迹法对抗疲劳相关通路进行分析，研究其抗疲劳机制。

冬荪黄酮是由多个单一黄酮组成的，也应采用偏最小二

乘回归分析法对冬荪黄酮与抗疲劳进行分析，以得到关

键抗疲劳活性成分。
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