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辽五味子黄酮纯化及定性光谱分析
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摘要：选用４种大孔树脂对辽五味子黄酮进行了静态吸附与解吸附试验。结果表明，ＨＺ－８１８型
树脂对黄酮的吸附率可达７６．２４％，解吸率达到６７．３０％，与其他４种型号树脂相比最适宜于辽
五味子黄酮的分离纯化。通过对 ＨＺ－８１８树脂动态吸附试验，确定黄酮加样质量浓度为１．６
ｍｇ／ｍＬ时，上样体积为６５ｍＬ，上样流量１ｍＬ／ｍｉｎ，洗脱流量１．５ｍＬ／ｍｉｎ，用体积分数７０％的
乙醇进行洗脱，洗脱液用量为１１０ｍＬ，可达到较好的洗脱效果，洗脱率可达到７９．５７％。提取物
经光谱分析，证实为黄酮类化合物。
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　　辽五味子（Ｌｉａｏ　Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ　ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ），木兰科
植物也称为“北五味子”，主产地为我国辽宁省，是
药食同源功能性保健食品［１］。目前，我国对辽五味
子的化学成分研究比较深入，已报道的有木脂素、
三萜、倍半萜、有机酸、挥发油及多糖等成分［２－４］。

但是，关于辽五味子含黄酮的研究尚未见报道。
大孔吸附树脂是一类吸附分离材料，由于其自

身具有多孔结构，可根据空隙大小对化学成分进行
机械筛分，同时又带有极性基团，可通过范德华力
和形成氢键对极性相近的化学成分进行选择性吸
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附［５］。它不溶于酸、碱及各种有机溶剂且有较好吸
附性能的有机高聚物吸附剂，近年来逐渐被应用于
中草药化学成分的提取、分离、纯化和中药新药的
开发研制［６－７］。为更好地开发利用辽五味子黄酮类
物质，作者采用大孔树脂对辽五味子黄酮进行纯化
及定性分析，为辽五味子的合理利用提供一定的科
学依据。

１．１　材料与仪器

１．１．１　试验材料　辽五味子：购于辽宁省桓仁县；

试验用水均为蒸馏水；芦丁标准品：中国药品生物
制品检定所产品；ＡＢ－８、ＨＺ－８１８、ＮＫＡ－９、Ｄ－１０１大
孔吸附树脂：安徽三星树脂有限公司产品；亚硝酸
钠、硝酸铝、无水乙醇、氢氧化钠、石油醚（６０～９０
℃）：均为分析纯。

１．１．２　试验仪器　ＤＨＬ－Ａ电脑恒流泵：上海沪西
分析仪器厂产品；ＤＢＳ－１６０电脑全自动部分收集
器：上海沪西分析仪器厂产品；ＤＺＦ－６０５０型真空干
燥箱：上海一恒科技有限公司产品；ＪＹ９２－Ⅱ超声波
细胞粉碎机：宁波新芝生物科技股份有限公司产
品；ＸＡ－１型固体样品粉碎机：河南省巩义市光压仪
器厂产品；７２００型可见分光光度计：尤尼柯（上海）

有限公司产品；ＴＤＬ－５０００Ｂ型离心机：上海安亭科
学仪器厂产品；Ａｖａｔａｒ　３３０傅立叶红外分光光度
计：美国Ｔｈｅｒｍｏ　Ｎｉｃｏｌｅｔ公司产品。

１．２　方法

１．２．１　辽五味子黄酮的提取　辽五味子果实→低
温下烘干（５０℃）→粉碎机粉碎→过筛→按１ｇ∶
２５ｍＬ的料液质量体积比加体积分数６５％的乙醇
溶剂浸润→超声处理（３００Ｗ，１５ｍｉｎ）→离心→提
取液旋转蒸发挥去乙醇，浓缩→石油醚脱脂→旋转
蒸发挥去石油醚→待纯化黄酮液

１．２．２　黄酮含量测定　ＡｌＣｌ３比色法［８］。

１．２．３　树脂的预处理与再生　用体积分数９５％乙
醇浸泡４８ｈ，充分溶胀后用蒸馏水洗至无醇，用质
量分数５％氢氧化钠溶液浸泡１２ｈ，蒸馏水洗至中
性，再用质量分数５％盐酸溶液浸泡１２ｈ，用蒸馏水
洗至中性，备用。

１．２．４　静态试验

１）静态吸附量考察［９］　用滤纸吸干预处理好

的树脂表面的水分后，准确称取１．０ｇ，置于２５０ｍＬ
具塞磨口三角瓶中，加入黄酮质量浓度为１．６ｍｇ／

ｍＬ的辽五味子黄酮的待纯化液３０ｍＬ，２５℃下，置
于摇床（１５０ｒ／ｍｉｎ）振荡１２ｈ，然后静置１２ｈ使其
充分吸附，平行３份，测定此时溶液中的总黄酮的
含量，按照下式计算吸附量（Ｑ）、吸附率（Ａ）。

Ｑ＝（Ｃ０－Ｃｒ）×Ｖ／Ｗ
Ａ（％）＝（Ｃ０－Ｃｒ）／Ｃ０×１００

式中：Ｑ为吸附量（ｍｇ／ｇ）；Ｃ０为起始质量浓度（ｍｇ／

ｍＬ）；Ｃｒ为剩余质量浓度（ｍｇ／ｍＬ）；Ｖ 为溶液体积
（ｍＬ）；Ｗ 为树脂质量（ｇ）；Ａ为吸附率。

２）静态解吸性能考察　将上述已吸附饱和的大
孔吸附树脂滤出，用滤纸吸干药液 （用蒸馏水清洗至
树脂表面无黄酮溶液残留），置于２５０ｍＬ锥形瓶中，
精确加入体积分数７０％乙醇３０ｍＬ，置于摇床（１５０
ｒ／ｍｉｎ）振荡１２ｈ，然后静置１２ｈ，滤液进行含量测定，
平行３份，测出吸收度值并计算静态解吸附率。

Ｄ（％）＝（５０×Ｃｒ）／（Ｗ×Ｑ）×１００
式中：Ｄ为解吸率；Ｑ为吸附量（ｍｇ／ｇ）；Ｃｒ为解吸
后溶液中总黄酮的质量浓度（ｍｇ／ｍＬ）；Ｗ 为树脂干
重（ｇ）。

３）静态吸附动力学曲线的绘制　分别准确称
取１．０ｇ预处理好的树脂，置于２５０ｍＬ三角瓶中，
各加入３０ｍＬ辽五味子黄酮待纯化液（黄酮质量浓
度为１．６ｍｇ／ｍＬ），２５℃下振摇（１５０ｒ／ｍｉｎ）１２ｈ，
每隔１ｈ移取０．１ｍＬ上清液，用体积分数８０％乙
醇定容至１０ｍＬ，测定其黄酮含量，绘制静态吸附动
力学曲线。

１．２．５　动态试验　通过静态试验，选择出一种较
优的树脂，对上样量、上样流速、洗脱液浓度、解析
流速、洗脱体积进行动态吸附实验。将预处理好的
树脂湿法装入（Ｄ１．６ｃｍ×３０ｃｍ）玻璃层析柱中，大
孔吸附树脂充分自然沉降，使填装高度为柱高的２／

３。将黄酮提取液上柱，待样品溶液全部通过树脂
柱后用４ＢＶ的去离子水洗至流出液无色，用不同体
积分数的乙醇以一定洗脱速度洗脱，收集洗脱液。
通过测定总黄酮含量考察各因素对树脂吸附性能

的影响，确定最佳吸附工艺条件。

１．２．６　定性光谱分析

１）紫外测定　分光光度计法：亚硝酸钠，硝酸
铝显色法。

２）红外测定　ＫＢｒ压片法。
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２．１　辽五味子黄酮的纯化

２．１．１　大孔吸附树脂的选择　４种大孔树脂预处
理后，对辽五味子黄酮的静态吸附及解析实验，测
得各种树脂对黄酮的吸附与解吸结果见表１。结果
表明，树脂 ＨＺ－８１８吸附黄酮效果最好，其次是

ＮＫＡ－９树脂，黄酮吸附量都在３５ｍｇ／ｇ以上。每
种树脂对黄酮的解吸结果分析表明，ＨＺ－８１８树脂
的黄酮解吸率较大，而ＮＫＡ－９虽然吸附率较大，但
是解吸较困难。
表１　不同树脂对五味子黄酮的吸附与解吸结果

Ｔａｂ．１　Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｃａｐａｂｉｌｉｔｉｅｓ　ａｎｄ　ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｒａｔｅｓ　ｏｆ　Ｌｉａｏ

Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ　ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（Ｔｕｒｃｚ．）Ｂａｉｌｌ　ｆｌａｖｏｎｅｓ

树脂型号
吸附量／

（ｍｇ／ｇ）
吸附率／％ 解析率／％

ＡＢ－８　 ２９．４８４　 ６１．７７　 ４４．９５

ＨＺ－８１８　 ３６．３９０　 ７６．２４　 ６７．３０

ＮＫＡ－９　 ３５．６３５　 ７４．４３　 ５３．５９

Ｄ１０１　 ３２．２８０　 ６７．６３　 ５６．７８

　　仅用树脂的平衡吸附量和解吸率来评价其吸
附性能是不全面的，合适的树脂不仅要具有较大的
吸附量、良好的解吸率，同时应具有较快的吸附速
率，所以我们又研究了其静态吸附动力学特征。图

１为３种树脂的静态吸附动力学曲线。

图１　大孔树脂静态吸附动力学曲线
Ｆｉｇ．１　Ｓｔａｔｉｃ－ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｄｙｎａｍｉｃ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ　ｒｅｓｉｎｓ

　　由图１可知，ＨＺ－８１８树脂对辽五味子黄酮的
吸附为快速平衡型，起始阶段吸附量较大，５ｈ已基
本接近吸附平衡，而 ＮＫＡ－９种树脂起始吸附量虽
较大，但到达平衡的时间较长，１０ｈ后才基本接近
吸附平衡，Ｄ－１０１树脂吸附量相对较少。结合树脂

对辽五味子黄酮的吸附与解吸附效果，选择 ＨＺ－
８１８树脂进行动态吸附试验。

２．１．２　动态吸附－解析试验结果

１）上样流量及上样量的确定　通过调节恒流
泵的流量对上柱样液进行吸附流量的选择，以泄漏
点最迟出现的吸附流量为宜［１０］。

图２　吸附流量与吸光度关系图
Ｆｉｇ．２　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｖｅｌｏｃｉｔｙ　ａｎｄ　ａｂｓｏｒ－

ｂａｎｃｅ

　　在上样质量浓度均为１．５９１ｍｇ／ｍＬ，样液体积

均为８０ｍＬ的条件下，控制流量分别进行动态吸附

试验。５种吸附流速下的泄漏情况如图２所示。由

计算可知，流量为０．５、１、１．５、２．０、２．５ｍＬ／ｍｉｎ时，

泄漏点依次为７１，６７，５０，４３，４０ｍＬ。流量为０．５

ｍＬ／ｍｉｎ时，虽然渗漏点出现的最迟，但因为流速

慢，导致循环周期延长，工作效率低。而进样速度

为１ｍＬ／ｍｉｎ时，泄漏点尽管出现得稍早，但工作效

率高于０．５ｍＬ／ｍｉｎ。其它条件下泄漏点出现的太

早，吸附效率低，而且在试验过程中发现，速度过快

容易导致进样管堵塞。因此上样流量定为１ｍＬ／

ｍｉｎ，上样量为６５ｍＬ。

２）洗脱液体积分数的确定　不同体积分数的

乙醇极性不同，对黄酮的洗脱能力也不同。取已处

理好的大孔吸附树脂柱，将待纯化液以１ｍＬ／ｍｉｎ
流速上样，上样量为６５ｍＬ。用５ＢＶ蒸馏水洗脱，

除去蛋白质和多糖，然后依次用６ＢＶ 体积分数

１０％、３０％、５０％、７０％和９０％的乙醇梯度洗脱，流

量定为２ｍＬ／ｍｉｎ，测定各部分洗脱液中总黄酮的

含量，计算各部分解吸率。结果如图３所示，用体

积分数７０％乙醇洗脱时不仅能将大部分黄酮洗脱

下来，而且最节省乙醇用量。





ＭＡ　Ｔａｏ，ｅｔ　ａｌ：Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　ｏｆ　Ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ　ｆｒｏｍ　Ｌｉａｏ　Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ　ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ａｒｔｉｃｌｅ

图３　不同洗脱剂体积分数对黄酮纯化的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｏｎ　Ｐｕｒｉｆｉｅａｔｉｏｎ

　　３）洗脱液流量的影响　洗脱液流量直接影响
大孔吸附树脂对总黄酮的洗脱效果。流量过大容
易形成拖尾现象且洗脱不彻底，过小则生产周期明
显延长，成本增加。试验采用吸附黄酮后的树脂柱
以体积分数７０％的乙醇为洗脱液，洗脱流量分别对
应０．５、１、１．５、２．０、２．５ｍＬ／ｍｉｎ。对解析效果作比
较，结果如图４所示。

图４　不同解吸流量与吸光度的关系
Ｆｉｇ．４　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｖｅｌｏｃｉｔｙ　ａｎｄ　ａｂｓｏｒ－

ｂａｎｃｅ

　　由图４可以看出，以１．５ｍＬ／ｍｉｎ的流量进行
洗脱得到的峰形没有明显拖尾现象，洗脱时间最
短，效率最高，而２．０ｍＬ／ｍｉｎ和２．５ｍＬ／ｍｉｎ的洗
脱峰比１．５ｍＬ／ｍｉｎ的峰形宽且拖尾比较严重，表
明洗脱不彻底，效率较低。１．０ｍＬ／ｍｉｎ虽然洗脱
率于１．５ｍＬ／ｍｉｎ时相当，但是洗脱时的峰拖尾严
重，洗脱时间明显延长，效率低下，不利于生产。因
此选择解析流量为１．５ｍＬ／ｍｉｎ为宜。

４）洗脱液用量的确定　吸附黄酮后的树脂柱
以体积分数７０％的乙醇为洗脱液，洗脱流量控制为

１．５ｍＬ／ｍｉｎ。用部分收集器收集洗脱液，６ｍＬ／
管，测定其吸光度，结果如图５所示。

图５　不同洗脱剂用量对异黄酮纯化的影响
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｄｏｓａｇｅ　ｏｆ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｏｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　　由图５可知，随着洗脱液用量的增加，洗脱液
中黄酮质量浓度逐渐增加，第１０管洗脱液中黄酮
质量浓度最高。随着洗脱时间的延长，随后各部分
洗脱液中异黄酮质量浓度逐渐减少，至第１９管时
几乎没有所要的黄酮成分可以洗脱下来。因此，大
孔吸附树脂的乙醇洗脱量为１１０ｍＬ。

２．２　定性光谱分析

２．２．１　辽五味子黄酮的紫外—可见光谱分析　辽
五味子黄酮提取物加 入 ＮａＮ０２、Ａｌ（ＮＯ３）３ 和

ＮａＯＨ显色处理后，经过紫外—可见分光光度计扫
描得到图谱６。由图可知，紫外—可见光谱中有两
个主要的吸收峰组成，其中之一出现在４３０～４５０
ｎｍ（峰带Ⅱ），另一个在４９０～５００ｎｍ（峰带Ⅰ）。一
般来说，峰带Ⅱ是苯甲酰基引起的，而峰带Ⅰ是由
桂皮酰基系统引起。

图６　紫外—可见光谱
Ｆｉｇ．６　ＵＶ－ｖｉｓｉｂｌｅ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ

２．２．２　辽五味子黄酮的红外分析　取经过干燥的
辽五味子黄酮样品１ｇ，与１００～２００ｍｇ经干燥的

ＫＢｒ粉末在红外灯下，于玛瑙研钵研磨均匀，压成
薄片，进行红外光谱测定［１１］，结果如图６所示。由

图可见，波数３　４１５．７６ｃｍ－１为黄酮类化合物的羟

基吸收峰；２　９３５．６１ｃｍ－１分子中饱和碳氢伸缩振动
产生；波数１　７３５．１７ｃｍ－１的吸收峰是由Ｃ＝Ｏ引
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起。１　５１８．４８ｃｍ－１为芳环振动吸收引起；图中

１　０７４．２１ｃｍ－１为烷烃吸收峰；综上所述，推测提取
物为多羟基黄酮类物质。

图７　黄酮的红外光谱图
Ｆｉｇ．７　ＩＲ－ｓｐｅｃｔｒｕｍ　ｏｆ　Ａｍｐｅｌｏｐｓｉｓ　ｇｒｏｓｓ　ｅｄｅｎｔａｔｅ　ｆｌａｖｏｎｅｓ

　　通过对所选４种树脂辽五味子黄酮的吸附与
解吸性能的研究，筛选出 ＨＺ－８１８树脂为理想的分
离纯化的树脂，其吸附率为７６．２４％，解吸率为

６７．３０％。

ＨＺ－８１８树脂对辽五味子黄酮吸附分离的最佳
工艺参数为：上柱量为６５ｍＬ，上柱流量１ｍＬ／

ｍｉｎ，以体积分数７０％乙醇为洗脱液控制洗脱液流
量１．５ｍＬ／ｍｉｎ，洗脱液用量为１１０ｍＬ。纯化物经
光谱分析表明是多羟基黄酮类化合物。
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