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　　摘要：以静态吸附与解吸率为指标，考察了６种大孔吸附树脂对金丝小枣总黄酮的分离纯化效果，从而筛选出１
种效果最佳的大孔吸附树脂。采用正交优化的方法确定出纯化金丝小枣总黄酮的工艺参数。确定 ＡＢ－８树脂对金
丝小枣总黄酮的分离纯化效果最好，其对金丝小枣总黄酮的吸附率可达８８．５７％，解吸率为９９．７１％。最佳工艺条件
为上样液 ｐＨ值为 ３、吸附流速 ３ｍＬ／ｍｉｎ、上样浓度 ０．３５ｍｇ／ｍＬ、洗脱剂为 ７０％乙醇，此时总黄酮收率可达到
９３３９％。同时，绘制了泄露曲线与解吸曲线，确定了最佳上样体积与洗脱剂用量分别为４０、７０ｍＬ。
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　　枣（ＺｉｚｉｐｈｕｓｊｕｊｕｂａＭｉｌｌ．）是鼠李科（Ｒｈａｍｎａｃｅａｅ）枣属植
物的成熟果实，原产于中国，栽培已有４０００年的历史［１］。红

枣营养价值高，且有很高的药用价值，是营养和医疗保健的优

质滋补果品，是很重要的食用材料和经济产品，享有“营养保

健丸、木本粮食”的美誉［２］。由于其具有抗氧化、抗炎、抗癌、

保护心肌等功能而被用作营养食品和传统药品［３］。金丝小

枣广泛分布在河北沧州一带，果核细小、可食率达９７％、含可
溶性固形物４０％～４５％、制干率约５５％、质脆细嫩、品质优良
等特点［４］。

黄酮类化合物是植物产生的一类次生代谢产物，是一类

重要的天然化合物，对人体健康起着重要的作用。大量研究

表明黄酮类物质具有降血压、降血脂、增大心脏血流量、增强

心脏收缩、减少心脏搏动数、止咳祛痰、抗菌消炎的功效［５］。

在提取的粗黄酮中一般含有多种杂质，如糖类、色素、蛋

白质、氨基酸等。为了提高黄酮纯度，需要对粗提物进行进一

步的分离纯化，从而提高黄酮含量。目前，使用的黄酮类化合

物纯化方法很多，主要有柱层析、薄层层析、气相层析、溶剂萃

取、沉淀法等方法，在工业生产中均存在一定的缺点。大孔吸

附树脂纯化法是目前使用最为广泛的纯化方法［６－７］。该技术

具有生产成本低、周期短、效率高、可再生等优点，所以在天然

产物有效成分的分离技术中有较好的应用发展趋势。

本试验选取６种在黄酮类化合物纯化中应用较为广泛的
大孔吸附树脂，通过研究金丝小枣黄酮类化合物在不同树脂

上的静态吸附、解吸效果，从而选择出１种精制金丝小枣黄酮
较理想的吸附树脂，并采用正交优化法对该树脂的各种纯化

工艺参数进行研究，以期为金丝小枣黄酮的分离纯化提供科

学依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
金丝小枣，购自河北省沧州；芸香苷对照品（≥９９％），购

自上海源叶生物科技有限公司；石油醚（６０～９０℃）、无水乙
醇、亚硝酸钠、硝酸铝、氢氧化钠、盐酸，购自天津市天力试剂；

ＡＢ－８树脂、Ｄ－１０１树脂、ＨＰＤ－６００树脂、ＡＤＳ－１７树脂、
ＨＰＤ－８２６树脂、聚酰胺树脂，购自沧州宝恩吸附材料科技有
限公司；１０１－ＯＡＢ电热古鼓风干燥箱，购自天津市泰斯特仪
器有限公司；ＵＶ－２００８Ｈ型紫外可见风光光度计，购自上海
ＵＮＩＣ公司；ＨＴ－３００ＢＱ型数控超声提取器，购自天津市瑞普
电子仪器公司；ＤＺＷＫ－Ｃ型恒温水浴锅，购自北京市光明医
疗仪器厂；ＢＳ－２１４Ｄ型电子分析天平，购自 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司；
ＴＧＬ－１６Ｍ快速离心机，购自浙江金坛市杰瑞尔电器有限公
司；层析柱，购自华美仪器公司；ＲＥ－５２Ａ型旋转蒸发仪，购
自上海亚荣生化仪器厂；真空恒流泵，购自上海沪粤明科学仪
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器有限公司；自动收集器，购自上海嘉鹏科技有限公司；

ＦＺＧ－４Ａ型真空干燥箱，购自南京天利制药设备有限公司。
１．２　原料预处理

将金丝小枣洗净烘干、去核、取 １ｇ加 １０ｍＬ石油醚
（６０～９０℃），超声（１８０Ｗ，４５℃）３０ｍｉｎ，置于６０℃水浴锅
中挥发干，加入２０ｍＬ７０％乙醇，超声５０ｍｉｎ，取上层清液，重
复３次，最后合并清液，在３５００ｒ／ｍｉｎ的离心条件下，离心
１０ｍｉｎ，弃去沉淀，得到总黄酮粗提液。旋转蒸发去除乙醇，
至无醇味，加入蒸馏水定容至５００ｍＬ得到样品液。
１．３　芸香苷标准曲线的绘制

准确称取干燥至恒质量的芸香苷标准品 １ｍｇ，置于
１０ｍＬ容量瓶中，用 ９５％乙醇溶解至刻度、摇匀、得到
１ｍｇ／ｍＬ的芸香苷标准液。分别精密吸取标准液 ０、１．０、
２０、３．０、４．０、５．０ｍＬ，置于５ｍＬ容量瓶中，用９５％乙醇定容
至刻度，加入５％ＮａＮＯ２溶液０．５ｍＬ。摇匀，静置６ｍｉｎ；再加
入１０％Ａｌ（ＮＯ３）３溶液０．５ｍＬ，混匀，静置６ｍｉｎ；最后加入
４％ＮａＯＨ溶液４ｍＬ，摇匀，放置１０ｍｉｎ，以不加标准品的空白
作参比，测定５１０ｎｍ处吸光度（Ｄ），作３个平行，取平均值。
以标准品浓度与吸光度作线性回归，绘制芸香苷标准曲线。

１．４　测定样品总黄酮含量
用标准曲线的方法测定样品的吸光度，作３个平行，取平

均值，根据线性回归方程计算样品中总黄酮浓度。

１．５　黄酮纯化工艺研究
１．５．１　大孔树脂的筛选
１．５．１．１　大孔树脂的预处理　将６种大孔吸附树脂（ＡＢ－８
树脂、Ｄ－１０１树脂、ＨＰＤ－６００树脂、ＡＤＳ－１７树脂、ＨＰＤ－
８２６树脂、聚酰胺树脂）取适量，用９５％乙醇浸泡２４ｈ，使其充
分溶胀，后用乙醇清洗，当流出液与水以１∶５的比例混合时，
无浑浊出现为止，用蒸馏水洗至无醇味。之后用４％ＨＣｌ溶
液浸泡３ｈ后水洗至中性，再用２％ＮａＯＨ浸泡３ｈ水洗至中
性，最后浸泡于蒸馏水中备用。

１．５．１．２　大孔树脂饱和吸附量的测定　准确称取已处理好
的树脂２ｇ（湿质量），至于２００ｍＬ具塞磨口三角瓶中，加入
已知浓度的全枣黄酮溶液２５ｍＬ、１００ｒ／ｍｉｎ，在电动振荡机上
振荡２４ｈ，充分吸附后，抽滤，计算滤液中黄酮的质量浓度，按
下列公式计算各树脂的饱和吸附量Ｑ（ｍｇ／ｇ）。

Ｑ＝
（Ｃ０－Ｃ１）×Ｖ

ｍ 。 （１）

式中：Ｃ０为样品液起始浓度（ｍｇ／ｍＬ）；Ｃ１为滤液中黄酮浓度
（ｍｇ／ｍＬ）；Ｖ为溶液体积（ｍＬ）；ｍ为树脂质量（ｇ）。
１．５．１．３　大孔树脂解吸率的测定　取上述吸附饱和的大孔
树脂，用蒸馏水清洗至洗脱液无色，转移至干净的具塞磨口三

角瓶中，加入７０％的乙醇溶液５０ｍＬ，１００ｒ／ｍｉｎ，在电动振荡
机上振荡 ２４ｈ，抽滤，测定滤液中黄酮浓度，计算解吸率
Ｐ（％）。

Ｐ（％）＝ Ｃ×Ｖ
Ｑ×ｍ×１００。 （２）

式中：Ｃ为解吸液中黄酮浓度（ｍｇ／ｍＬ）；Ｖ为解吸液体积
（ｍＬ）；Ｑ为饱和吸附量（ｍｇ／ｇ）；ｍ为树脂质量（ｇ）。
１．５．２　单因素试验　由上述试验筛选出效果最佳的大孔吸
附树脂，进行上样液 ｐＨ值、流速、浓度、用量，解吸液浓度及

用量的动态吸附与解吸试验。取出层析柱（１０×３０ｍｍ），将
１０ｇ预处理好的ＡＢ－８型树脂采用湿法装柱，使树脂沿着玻
璃棒缓慢倒入层析柱中，及时将产生的气泡赶出，装柱高度为

１０ｃｍ。
１．５．２．１　ｐＨ值对黄酮吸附的影响　取６份已知浓度的全枣
黄酮粗提液 ２５ｍＬ，分别调节其 ｐＨ值为 ３、４、５、６、７、８，以
１ｍＬ／ｍｉｎ的流速上柱吸附，分管收集流出液（５ｍＬ／管），测
定每管的黄酮浓度，从而计算到达吸附饱和时的流出液体积，

并计算吸附量。

吸附量（ｍｇ）＝上样液浓度（ｍｇ／ｍＬ）×流出液体积（ｍＬ）。
（３）

１．５．２．２　上样流速对黄酮吸附的影响　取已知浓度的全枣
黄酮粗提液（ｐＨ值 ＝４），分别以１、２、３、４ｍＬ／ｍｉｎ的速度上
柱吸附，利用自动收集器，分管收集流出液（５ｍＬ／管），测定
每管的黄酮浓度，从而计算到达吸附饱和时的流出液体积，按

（３）式计算不同流速下的吸附量。
１．５．２．３　上样浓度对黄酮吸附的影响　分别取４份浓度分
别为０．０５、０．１５、０．２５、０．３５ｍｇ／ｍＬ的样品溶液（ｐＨ值 ＝４），
以２ｍＬ／ｍｉｎ的流速上样，分管收集流出液（５ｍＬ／管），测定
每管的黄酮浓度，从而计算到达吸附饱和时的流出液体积，按

（３）式计算不同流速下的吸附量。
１．５．２．４　解吸液浓度的考察　取一定量样品黄酮粗提液
（ｐＨ值＝４，Ｃ＝０．２５ｍｇ／ｍＬ），以２ｍＬ／ｍｉｎ的流速上柱吸附，
做４组试验，待吸附饱和后，用蒸馏水清洗树脂，之后用
５０ｍＬ浓度分别为３０％、５０％、７０％、９０％的乙醇以２ｍＬ／ｍｉｎ
的流速进行洗脱，测得洗脱液黄酮浓度，计算黄酮含量。

　　黄酮含量（ｍｇ）＝洗脱液黄酮浓度（ｍｇ／ｍＬ）×洗脱剂用
量（ｍＬ）。 （４）
１．５．２．５　泄露曲线的绘制　按上述已确定的吸附条件，取浓
度为０．２５ｍｇ／ｍＬ的黄酮粗提液适量，ｐＨ值＝４，以２ｍＬ／ｍｉｎ
的流速上样，分管收集流出液（５ｍＬ／管），测定每管在５１０ｎｍ
处的吸光度，以吸光度为纵坐标，试管号为横坐标，绘制泄露

曲线，确定泄漏点。

１．５．２．６　洗脱曲线的绘制　取一定量全枣黄酮粗提液，按上
述已确定的吸附及解吸条件，即样液浓度为０．２５ｍｇ／ｍＬ、ｐＨ
值＝４，上样流速为２ｍＬ／ｍｉｎ，待吸附饱和后，用７０％乙醇洗
脱，分管收集洗脱液（７ｍＬ／管），测定洗脱液的吸光度，绘制
解吸曲线，从而确定洗脱剂用量。

１．５．３　正交试验优化纯化工艺　为确定金丝小枣总黄酮提
取物的纯化工艺，精确量取体积为４０ｍＬ的枣黄酮提取液，以
上样液ｐＨ值（Ａ）、上样流速（Ｂ）、上样浓度（Ｃ）、洗脱剂浓度
（Ｄ）４个因素作为试验因子，以总黄酮收率为指标，进行４因
素３水平的Ｌ９（３

４）正交试验，因素水平见表１。

表１　金丝小枣总黄酮提取正交试验因素水平

水平级别

因素

Ａ：ｐＨ值 Ｂ：上样流速
（ｍＬ／ｍｉｎ）

Ｃ：上样浓度
（ｍｇ／ｍＬ）

Ｄ：洗脱剂
浓度（％）

水平１ ３ １ ０．３５ ３０
水平２ ４ ２ ０．２５ ５０
水平３ ５ ３ ０．１５ ７０
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２　结果与分析

２．１　标准曲线测定结果分析
由图１可以看出，芸香苷标准曲线方程为 ｙ＝１３．６２９ｘ－

０．００００５，决定系数ｒ２＝０．９９９６２。结果表明，黄酮标准品的
吸光度在０．０～０．７范围内，线性关系良好，因此在相同的条
件下，由样品的吸光度可计算出其相应的黄酮浓度。

２．２　大孔树脂的筛选
通过对６种大孔吸附树脂的静态吸附与解吸试验，得出

每种树脂的饱和吸附量和解吸率（表２）。

表２　大孔树脂的吸附与解吸性能

树脂名称
起始液浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
吸附后样液浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
吸附率

（％）
饱和吸附量

（ｍｇ／ｇ）
洗脱液浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
解吸率

（％）

ＨＰＤ－８２６ ０．０７７ ０．００９６７ ８７．４４ ０．８４ ０．０２８７ ８５．２５
Ｄ－１０１ ０．０７７ ０．００７５６ ９０．１８ ０．８７ ０．０２８３ ８１．５１
ＡＤＳ－１７ ０．０７７ ０．０３２３０ ５８．０５ ０．５６ ０．０１８７ ８３．６７
ＡＢ－８ ０．０７７ ０．００８８０ ８８．５７ ０．８５ ０．０３４ ９９．７１
ＨＰＤ－６００ ０．０７７ ０．００８１０ ８９．４８ ０．８６ ０．０３０ ８７．０８
聚酰胺 ０．０７７ ０．０２６４０ ６５．７１ ０．６３ ０．００８４ ３３．２０

　　由表２可以看出，Ｄ－１０１树脂的饱和吸附量最大，可达
到０．８７ｍｇ／ｇ，ＨＰＤ－６００树脂和 ＡＢ－８树脂次之，分别为
０８６、０．８５ｍｇ／ｇ，但相差均不大。Ｄ－１０１和 ＨＰＤ－６００树脂
的解吸率分别为８１．５１％、８７．０８％，均明显小于 ＡＢ－８树脂
的解吸率（９９．７１％）。综合考虑，选择 ＡＢ－８型树脂对金丝
小枣黄酮提取液进行纯化。

２．３　单因素试验结果与分析
２．３．１　ｐＨ值对黄酮吸附影响的结果　黄酮类化合物含有羟
基，是弱酸性类物质，适宜在酸性条件下进行吸附。所以根据

被吸附物的结构特点，调整粗提液的 ｐＨ值可以达到较佳的
吸附效果。由图２可以看出，上样液的 ｐＨ值对大孔吸附树
脂的吸附效果影响较大，ｐＨ值在３～４时，吸附量逐渐增大；
当黄酮粗提液的ｐＨ值 ＝４时，树脂对枣黄酮的吸附量最大；
之后随着ｐＨ的增加，树脂的吸附量逐渐减小。因此确定４
为最佳的吸附液ｐＨ值。

２．３．２　上样流速对黄酮吸附的影响　由图３可知，上样流速
对黄酮吸附量的影响，总黄酮的吸附率在一定范围内与上样

流速成反比，流速越大吸附率越小。但当流速过低时，虽然吸

附率较大，但吸附时间过长。流速过快时，被吸附物质来不及

被树脂吸附而泄露出去，降低树脂的吸附率。流速为

１ｍＬ／ｍｉｎ时，吸附率为７７．８９％；流速为２ｍＬ／ｍｉｎ时，吸附率
为７１．５８％，两者相差较小，综合考虑，选择２ｍＬ／ｍｉｎ为最佳
吸附流速。

２．３．３　上样浓度对黄酮吸附的影响　由图 ４可知，在
０．０５～０．２５ｍｇ／ｍＬ的浓度范围内，总黄酮收率随浓度的升高
而增大，但０．２５～０．３５ｍｇ／ｍＬ的浓度范围内总黄酮收率不
再增大确，有略微降低的趋势。推测认为，适当增加上样浓度

就增大了树脂与被吸附物的接触机会，树脂的吸附作用增强，

但浓度过高，导致树脂的选择吸附性降低，使总黄酮过早泄

露。因此，选择０．２５ｍｇ／ｍＬ为最适宜的上样浓度。
２．３．４　解吸液浓度对黄酮含量的影响　由图５可知，选择不
同浓度的含水乙醇作为解吸液，３０％ ～７０％浓度的乙醇对总
黄酮的洗脱效果逐渐增强，大于 ７０％的乙醇的洗脱效果下
降。因此，选择７０％作为最佳解吸液浓度。
２．３．５　泄露曲线的绘制　在动态吸附过程中，提取液首先与
树脂上层接触，达到饱和状态，随后这种状态逐渐向下推移，

当所有树脂吸附饱和时，停止吸附，提取液开始泄露。由图６
可知，总黄酮从第８管开始泄露，此时上柱液体积为 ４０ｍＬ，
所以选择４０ｍＬ为最佳上柱液体积。
２．３．６　洗脱曲线的绘制　由图７可知，洗脱液用量在３号试
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管之前，随洗脱液用量增加，流出液中黄酮的质量浓度不断增

加；洗脱液用量继续增大，流出液中黄酮的质量浓度逐渐减

小。在第１０管时，黄酮质量浓度基本无变化，此时洗脱液用
量为７０ｍＬ。因此，确定洗脱液最佳体积为７０ｍＬ。
２．４　正交试验优化纯化工艺结果

由表３可以看出，各因素对黄酮动态吸附率的影响程度

依次为Ｄ＞Ｂ＞Ａ＞Ｃ，且最佳组合为 Ａ１Ｂ３Ｃ２Ｄ１，即最佳吸附
条件为ｐＨ值＝３，流速为３ｍＬ／ｍｉｎ，洗脱剂浓度７０％，上样浓
度０．３５ｍｇ／ｍＬ，而该试验组在正交试验中未涉及，所以要经
过验证试验，其吸附率可以达到 ９３．３９％，高于以上试验
组合。

表３　金丝小枣总黄酮提取正交试验结果

试验编号
因素

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
总黄酮收率

（％）

１ １ １ １ １ ９０．００
２ １ ２ ２ ２ ７５．２５
３ １ ３ ３ ３ ８７．００
４ ２ １ ２ ３ ７８．７５
５ ２ ２ ３ １ ９１．００
６ ２ ３ １ ２ ８１．６７
７ ３ １ ３ ２ ６５．８０
８ ３ ２ １ ３ ４４．３３
９ ３ ３ ２ １ ９２．５０

均值１ ８４．０８３ ７８．１８３ ７２．０００ ９１．１６７
均值２ ８３．８０７ ７０．１９３ ８２．１６７ ７４．２４０
均值３ ６７．５４３ ８７．０５７ ８１．２６７ ７０．０２７
极差 １６．５４０ １６．８６４ １０．１６７ ２１．１４０

３　结论

通过静态吸附试验发现 ＡＢ－８树脂在６种常用的纯化
黄酮类化合物的大孔吸附树脂中对金丝小枣黄酮化合物的吸

附与解吸性能较好，吸附率为８８．５７％，解吸率为 ９９．７１％。
通过正交优化试验继续考察了 ＡＢ－８树脂的动态吸附与解
吸条件，最佳工艺条件为上样液 ｐＨ值 ＝３，吸附流速为
３ｍＬ／ｍｉｎ，上样浓度为０．３５ｍｇ／ｍＬ，洗脱剂为７０％乙醇，总
黄酮收率可达到９３．３９％，同时测定了最佳上样体积与洗脱
剂体积分别为４０、７０ｍＬ。
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