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　　摘要：以黄芩苷含量为考察指标，用高效液相色谱法测定其含量，通过黄芩上柱液的澄清处理方法，比较３种大孔
吸附树脂对黄芩苷的吸附量和脱附率。结果表明，３种树脂对黄芩苷的吸附能力大小为 ＡＢ－８树脂 ＞ＬＳＡ－４０树
脂＞Ｄ１０１树脂；选用５０％乙醇溶液作为洗脱剂效果最好；ＡＢ－８树脂纯化黄芩苷效果最好，黄芩苷纯度约９０％。
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　　黄芩别名土金茶根、山茶根，为唇形科植物黄芩（Ｓｃｕｔｅｌ
ｌａｒｉａｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓＧｅｏｒｇｉ）的干燥根［１－２］，其有效成分为黄芩苷、

黄芩苷元、汉黄芩素、汉黄芩苷、β－谷甾醇等［３］。黄芩苷、黄

芩素产品不但可被应用于天然植物药领域，还被应用于人体

及动物病防治，恶性疾病防治以及化妆品等众多领域，应用领

域非常广泛，市场前景广阔，已成为国内外研究热点。但有关

大孔树脂对黄芩苷提取工艺的研究不多［４］。大孔树脂是一

种有机高分子聚合物，不溶于酸、碱及各种有机溶剂，具有较

大的孔径与比表面积，内部具有三维空间立体孔结构。大孔

树脂具有物理化学稳定性高、选择性好、比表面积大、吸附容

量大、吸附速度快、解吸条件温和、再生处理方便、易构成闭路

循环、使用周期长、节省费用等诸多优点，在天然产物的提取

分离工作中得到广泛应用［５－９］。本研究筛选黄芩苷富集与纯

化的最佳大孔树脂，以期为进一步研究黄芩苷的纯化分离工

艺提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
供试黄芩采自陕西省柞水县，经西北大学生命科学学院

植物教研室鉴定；黄芩苷对照品（批号：０７５１－９９０９），由中国
药品生物制品检定所提供；大孔树脂ＡＢ－８、Ｄ１０１、ＬＳＡ－４０，
由西安蓝晓科技开发有限公司提供；盐酸、氢氧化钠、乙醇、硫

酸铝钾等均为国产分析纯。

１．２　仪器
日本岛津ＬＣ－２０Ａ型高效液相色谱系统，包括检测器

ＳＰＤ－２０Ａ、高压恒流泵 ＬＣ－２０Ａ、工作站 ＬＣＳｏｌｕｔｉｏｎ；ＦＺ１０２
植物粉碎机，天津市泰斯特仪器有限公司；Ｈ·Ｈ·Ｓ２１－６Ｃ
型电热恒温水浴锅，上海医疗器械五厂；ＭＥ２３５Ｓ－型电子分
析天平，德国赛多利斯；ＲＥ－５２ＡＡ型旋转蒸发仪，上海亚荣
生化仪器厂；ＳＨＢ－Ｃ型循环水式多用真空泵，郑州长城科工

贸有限公司；１０１Ａ－２型鼓风干燥箱，上海市实验仪器总厂；
ＤＥ－１０型蒸馏水器，上海悦丰仪器仪表有限公司；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ
型超纯水制备仪，美国Ｂｅｄｆｏｒｄ公司；标准药筛 １－９号，上虞
市大亨桥化验仪器厂；ＴＨＺ－Ｃ型摇床，江苏太仓市华美生化
仪器厂。

１．３　方法
１．３．１　黄芩上柱液的制备　称取２０目黄芩粗粉１００ｇ，用
１５倍质量的７５％乙醇溶液于 ８５℃热回流提取 ２次，每次
１．５ｈ，用４层纱布进行粗滤，再进行细滤，滤液用旋转蒸发器
进行浓缩至无醇味，加入蒸馏水稀释，过滤除去不溶物得上柱

清液。用该上柱清液上柱分离多次，发现树脂吸附效果不佳，

其主要原因是该上柱清液中仍含大量果胶类等杂质，严重影

响树脂对黄芩苷的吸附能力，因此设计如下上柱清液澄清处

理试验。

分别称取５ｇ黄芩粉末３份，各加入 ｐＨ值１１的水溶液
５０ｍＬ，于８５℃热回流提取２ｈ。对其中１份样品加入原料质
量１％的硫酸铝钾搅拌均匀，保温静置０．５ｈ后过滤，滤液用
水定容至１００ｍＬ（Ａ１处理）；对另１份样品过滤后加入滤液
等量的９５％乙醇溶液进行醇沉，２～３ｈ后过滤，滤液浓缩至
无醇味后用水定容至１００ｍＬ（Ａ２处理）；对最后１份样品过
滤后直接用水定容至１００ｍＬ（Ａ３处理）。

分别称取５ｇ黄芩粉末３份，各加入１０倍质量的７５％乙
醇溶液于８５℃热回流提取２ｈ。对其中１份样品加入原料质
量１％的硫酸铝钾搅拌均匀，保温静置０．５ｈ后过滤，滤液用
水定容至１００ｍＬ（Ｂ１处理）；对另１份样品过滤后浓缩至无
醇味，加入滤液等质量的９５％乙醇溶液进行醇沉，２～３ｈ后
过滤，滤液浓缩至无醇味后用水定容至１００ｍＬ（Ｂ２处理）；对
最后１份样品过滤后直接用水定容至１００ｍＬ（Ｂ３处理）。

吸取５ｍＬ提取液，用水定容至５０ｍＬ后进行黄芩苷含量
测定，并进行澄清度对比分析以及树脂分离试验，确定最佳澄

清处理方法。

１．３．２　大孔吸附树脂的预处理　一般来说，极性小的有机化
合物适于在非极性树脂上分离，极性较大的有机化合物适于

在中极性、极性的树脂上分离。具有酚羟基和糖苷链的黄酮

类化合物具有一定的极性、亲水性和较强的氢键生成能力，易

被弱极性和极性树脂吸附。黄芩苷是一类有葡萄糖醛酸结构

的黄酮类化合物，具有一定的亲水性和亲脂溶性，适于Ｄ１０１、
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ＡＢ－８、ＬＳＡ－４０等弱极性或中极性树脂的吸附。表１是大
孔吸附树脂的物理性能。

表１　大孔吸附树脂的物理性能

树脂型号 极性
比表面积

（ｍ２／ｇ）
孔径

（ｎｍ）

Ｄ１０１ 弱极性 ≥４００ ９０～１００
ＡＢ－８ 弱极性 ≥４８０ １３０～１４０
ＬＳＡ－４０ 中极性 ≥５００ １６０～１８０

　　对新树脂用蒸馏水溶胀并浮选除去漂浮物，然后用
１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液浸泡４ｈ，期间不断搅拌，之后用蒸馏水洗
至中性。再用０．５ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液浸泡３ｈ，期间不断搅拌，之
后用蒸馏水洗至中性，备用。

１．３．３　树脂静态饱和吸附量和脱附率的测定　称取经预处
理并用吸水纸吸干表面水分的树脂１ｇ，放入２５０ｍＬ三角瓶
中，吸取２０ｍＬ黄芩上柱清液加入其中，在２５℃、１２０ｒ／ｍｉｎ
条件下摇床振荡吸附１８～２４ｈ，用高效液相色谱法测定黄芩
苷浓度，并按下式计算树脂对黄芩苷的饱和吸附量：

静态饱和吸附量＝（上柱液浓度 －吸附剩余液浓度）×上柱
液体积／树脂质量。 （１）

用吸水纸吸干上述经静态吸附黄芩苷分离出来树脂表面

的水分，加入７５％乙醇溶液２５ｍＬ，然后在２５℃、１２０ｒ／ｍｉｎ
条件下摇床振荡脱附２ｈ。用高效液相色谱法测定黄芩苷浓
度，按下式计算脱附率：

脱附率＝洗脱出黄芩苷量／（加入黄芩苷量 －未吸附的黄芩
苷量）×１００％。 （２）
１．３．４　大孔吸附树脂静态解吸特性的考察　洗脱剂极性对
植物有效成分的洗脱有很大影响。常见洗脱剂有乙醇、甲醇、

乙酸乙酯、丙酮等。在实际生产中，使用最多的洗脱剂是乙

醇，一方面是因为乙醇无毒、安全，另一方面乙醇可以根据吸

附能力调配成不同浓度的洗脱剂。对于中极性、极性树脂，宜

用极性较大的洗脱剂；对于非极性、弱极性树脂，宜用极性较

小的洗脱剂。

选择洗脱剂的原则是：不仅要求洗脱剂具有使大孔树脂

溶胀、减弱树脂与被吸附物质之间的吸附力，而且要求被吸附

物质可溶解在其中。本研究选用的洗脱剂为乙醇，考察不同

浓度乙醇溶液对黄芩苷的解吸效果。

取饱和吸附黄芩苷的 ＡＢ－８树脂５份，分别加入１０％、
３０％、５０％、７０％、９０％乙醇溶液２０ｍＬ进行解吸附，用高效液
相色谱法测定黄芩苷浓度，计算不同乙醇溶液浓度对黄芩苷

的解吸率。

２　结果与分析

２．１　黄芩上柱液澄清处理结果
根据表２中的黄芩苷含量计算表明，Ａ３处理仅能提出

Ｂ３处理中６４．１０４％的黄芩苷，即有３５．８９６％的黄芩苷没有
被提出，说明 Ａ处理（ｐＨ值 １１水提）效果远不如 Ｂ处理
（７５％醇提）。Ａ１、Ａ２、Ｂ１、Ｂ２处理的柱分离效果都较好，由于
Ａ处理效果远不如Ｂ处理，故选用Ｂ处理。
　　确定的最佳黄芩上柱液制备方法为：称取２０目黄芩粗粉
１００ｇ，用１５倍质量的７５％乙醇溶液于８５℃热回流提取２次，

表２　黄芩上柱液澄清处理结果

处理 澄清度
黄芩苷含量

（％）
成分损失率

（％）
柱分离

效果

Ａ１ 清亮，无沉淀 ４．７４１８ ２．４２６ 较佳

Ａ２ 清亮，无沉淀 ４．８４５２ ０．２９８ 较佳

Ａ３ 浑浊，大量沉淀 ４．８５９７ ０ 不佳

Ｂ１ 少量沉淀 ７．２１８０ ４．７８８ 较佳

Ｂ２ 大量沉淀 ６．６２４７ １２．６１４ 较佳

Ｂ３ 大量沉淀 ７．５８１０ ０ 不佳

每次１．５ｈ。用４层纱布进行粗滤，粗滤液加入原料质量１％
的硫酸铝钾搅拌均匀，保温静置０．５ｈ后过滤，滤液用旋转蒸
发器浓缩至无醇味，加入蒸馏水稀释，过滤除去不溶物得上柱

清液，用高效液相色谱法测定黄芩苷浓度，计算黄芩苷含量。

２．２　树脂静态饱和吸附量和脱附率
不同树脂对黄芩苷的吸附量和脱附率试验结果见表３。

黄芩中总异黄酮种类多，其极性有较大差异，主要是由黄酮母

体结构上取代基羟基和糖的数量不同所致。本研究选择３种
弱极性或中极性树脂进行树脂吸附性能试验，在相同试验条

件下，测定各树脂对黄芩苷的静态吸附和脱附效果。从表３
可见，３种树脂中 ＡＢ－８树脂吸附量最大，ＬＳＡ－４０树脂次
之，Ｄ１０１树脂吸附量最小。在实际生产中对树脂的要求是不
仅吸附量大，而且要求解吸率高，这样才能保证植物有效成分

的最大回收。在这３种树脂中，ＡＢ－８树脂不仅具有较大的
吸附量，而且具有较高的解吸率，因此富集纯化黄芩苷较为理

想的吸附材料为ＡＢ－８树脂。

表３　大孔树脂静态吸附及解吸性能试验结果

树脂型号 吸附量（ｍｇ／ｇ） 脱附率（％）
Ｄ１０１ ４９．９８ ９１．１２
ＡＢ－８ ６８．６２ ９０．０６
ＬＳＡ－４０ ５１．５５ ８９．４７

２．３　大孔吸附树脂静态解吸特性
由图１可见，１０％、３０％洗脱液解吸率较低，５０％洗脱液

基本上可以将黄芩苷完全从树脂上解吸下来，从纯度和节约

试剂用量的角度考虑，应选用５０％乙醇作为洗脱剂，没有必
要使用７０％、９０％乙醇溶液作为洗脱剂。

３　结论与讨论

ＡＢ－８树脂孔容体小，体积比表面积（１ｍＬ湿树脂具有
的比表面积）大，吸附量较大。通过３种大孔树脂对黄芩苷
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櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
的纯化试验，结果表明：ＡＢ－８树脂吸附量大，解吸率高，最
佳解吸乙醇浓度为５０％，因此ＡＢ－８树脂是一种纯化黄芩苷
性能良好的树脂，且该树脂可以再生利用，成本较低，生产周

期较短，适宜大规模生产，值得推广应用。

在纯化黄芩苷的生产工艺中，为了充分利用大孔树脂，除

选择性能优良的大孔树脂外，还要配合最佳的工艺条件，考虑

原液浓度对吸附的影响、上样量对吸附的影响、流速对吸附的

影响等，这方面工作还有待进一步完善，以促进大孔树脂在中

药制药工业中的应用。
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发酵液中 Ｌ－赤藓酮糖的紫外法测定
刘宇鹏，潘　龙，郑小娟，靳魁奇，安珊珊
（河南大学生命科学学院生物工程研究所，河南开封４７５００４）

　　摘要：采用紫外法测定发酵液中的Ｌ－赤藓酮糖。以谢里瓦诺夫（Ｓｅｌｉｗａｎｏｆｆ）试剂为显色剂，考察了显色剂用量、
反应温度、反应时间和显色稳定时间等因素，确定了优化后的试验条件。紫外法的线性范围为０～１．２ｇ／Ｌ，样品回收
率为１０１．５％～１０１．９％，测定结果不受发酵液中底物及菌体自溶物影响，具有快速准确的优点。
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　　Ｌ－赤藓酮糖（Ｌ－ｅｒｙｔｈｒｕｌｏｓｅ）［１］是一种自然存在的四碳
酮醣，是一种黏稠状液体，可溶于水，其醛糖形式是 Ｌ－赤藓
糖，Ｌ－赤藓酮糖可以与皮肤外部或者老死表层中的角蛋白
氨基酸（即表皮的角质层）发生反应，在化妆品工业中作为二

羟基丙酮［２］的替代品，解决了大多数人群对二羟基丙酮过敏

的问题，同时是多种抗感染药物的前体化合物［３］。传统生产

Ｌ－赤藓酮糖的方法是以赤藓糖醇（ｍｅｓｏ－ｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ）［４］为前
体的化学合成法，但此法比较繁琐，且产物为消旋体手性化合

物，拆分困难。微生物转化法通过发酵过程中的酶促反应，可

选择性生成Ｌ型产物，且该法操作简便，绿色环保，能够解决
化学合成法带来的一系列问题［５］。因此以赤藓糖醇作为底

物，通过微生物发酵转化生产 Ｌ－赤藓酮糖逐渐引起人们的
关注。据报道，发酵液中 Ｌ－赤藓酮糖的检测方法有 ＨＰＬＣ
法［６］、薄层色谱法［７］和容量分析法［８］等，其中薄层色谱法只

能定性分析，无法精确定量；容量分析法的测定受发酵液中其

他物质的影响，无法精确测定 Ｌ－赤藓酮糖；ＨＰＬＣ法则较为
耗时。据报道，在酸性条件下发酵液中酮糖脱水生成糠醛，后

者与谢里瓦诺夫（Ｓｅｌｉｗａｎｏｆｆ）试剂反应生成红色复合物［３］。

本研究表明，Ｌ－赤藓酮糖在酸性条件下也能与 Ｓｅｌｉｗａｎｏｆｆ试
剂生成棕红色复合物，该复合物在 ４００ｎｍ处的吸光度与
Ｌ－赤藓酮糖浓度的线性关系良好；而底物赤藓糖醇在此条
件下不干扰测定。本研究根据这一原理，建立了紫外法测定

发酵液中的Ｌ－赤藓酮糖，方法准确、简便、灵敏。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
ＵＶ－１７５０型紫外 －可见光分光光度计，日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ

公司；７５２Ｎ型紫外可见分光光度计，上海仪电分析仪器有限
公司；１５１５型高效液相色谱仪，美国Ｗａｔｅｒｓ公司。

Ｌ－赤藓酮糖（美国Ｓｉｇｍａ公司）；间苯二酚、浓盐酸、蛋白
胨和磷酸二氢钾均为分析纯；酵母粉为生化试剂；水为蒸

馏水。

试验菌种为氧化葡萄糖酸杆菌（Ｇｌｕｃｏｎｏｂａｃｔｅｒｏｘｙｄａｎｓ
１６３７），购自中国普通微生物菌种保藏管理中心。

发酵培养基配方为：赤藓糖醇５％，蛋白胨０．５％，酵母粉
１％，无水磷酸二氢钾０．１％，碳酸钙０．３％，ｐＨ值６．８。
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