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摘 要:目的 考察禾本科芦笋中总黄酮在D101大孔吸附树脂上静态与动态吸附性能,优选总黄酮纯化工艺。方法 
以静态吸附率、解吸率、静态吸附曲线为依据比较D101、AB-8和 HPD100的静态吸附性能,优选最优树脂,然后对其动

态吸附工艺进行考察。结果 静态吸附量大小关系为AB-8>D101> HPD100,采用95%乙醇解吸附时解吸率大小顺

序为HPD100>AB-8>D101。以D101大孔树脂进行动态吸附观察,动态优选的结果为5床容积(BV)的样品(水∶样品

的容积比为1∶0.25)上样于径高比1∶5的D101大孔树脂柱,静置4h,7BV水洗,60ml90%乙醇洗脱,纯度提高了

6.54倍。结论 D101大孔吸附树脂可以用于禾本科芦笋中总黄酮的纯化。
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  Abstract: Objective Toinvestigatethestaticanddynamicadsorptionpropertiesoftotalflavonoidsin
AsparagusofGramineaeonD101macroporousresinsandoptimizethepurificationprocessfortotalflavonoids.
 Methods Thestaticadsorptionrate,desorptionrateandstaticadsorptioncurveweredeterminedtocompare
thestaticadsorptionperformanceofD101,AB-8andHPD100,andthebestresinwasselectedoptimally.Then
thedynamicadsorptionprocesswasinvestigated. Results Therelationshipofstaticadsorptioncapacitywas
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AB-8>D101>HPD100,andtheorderofdesorptionratewasHPD100>AB-8>D101byusing95%alcoholfor
desorption.ThedynamicadsorptionwasinvestigatedbyusingD101macroporousresin.Theresultofdynamic
optimizationwasthat5bedvolume(BV)ofthesample(thevolumeratioofwatertosamplewas1︰0.25)

wasplacedonD101macroporousresincolumnthatitsratioofdiametertoheightwas1︰5.Afterthesample
satquietlyfor4hours,itwaswashedwith7BVofwaterand60mlof90%ethanol,thenthepuritywasin-
creasedby6.54times. Conclusion D101macroporousresinmaybeusedforpurifyingthetotalflavonoidsin
AsparagusofGramineae
  Keywords: Asparagus;D101macroporousresin;totalflavonoids;staticstate;dynamicstate

  芦笋为禾本科芦苇属(PhragmitesAdans.)植物

芦苇(P.communisTrin.)的嫩芽,具有丰富的营养

和药用价值,被誉为“洞庭虫草”。研究表明[1-2],芦苇

植物的芦根、芦叶、芦花、芦茎、芦笋等含有丰富的化学

成分,包括黄酮类、酚酸类、多糖类等,其中黄酮类成分

为芦苇的主要成分。目前,芦根与芦叶等相关研究报

道较多[3-4],特别是百合科天门冬属多年生宿根性草本

植物的地上茎也称之为“芦笋”,它的研究报道也比较

丰富[5],而对于禾本科芦笋的研究报道零星可见。大

孔吸附树脂是一类内部具有较大间隙结构的高分子吸

附树脂,大量的微观颗粒组成宏观的球状颗粒,并且在

微观颗粒之间存在间隙,所以大孔树脂可以大量吸附

分离有机物,并且广泛应用于食材药材的活性成分分

分离纯化研究[6]。本文将研究禾本科芦笋中总黄酮在

大孔吸附树脂上静态与动态吸附性能,优选芦笋总黄

酮纯化工艺,为禾本科芦笋食品产品开发应用提供科

学依据。

1 材料与方法

1.1 实验试剂 芦丁标准品(宝鸡市辰光生物科技有

限公司);氢氧化钠(天津市大茂化学试剂厂);亚硝酸

钠(湖南汇虹试剂有限公司),硝酸铝(天津市科密欧化

学试剂有限公司),盐酸(株洲石英化玻有限公司),

95%乙醇(天津市富宇精细化工有限公司)均为分析

纯;蒸馏水(中南林业科技大学生命科学与技术学院实

验室)。

1.2 实验材料 芦笋采于湖南沅江;D101大孔树脂、

AB-8大孔树脂与 HPD100大孔树脂(购于东鸿化工

有限公司)。

1.3 实验仪器 SHB-Ⅲ循环水式真空泵(巩义市予

华仪器有限责任公司);光照恒温(恒湿)摇床(上海天

呈实验仪器制造有限公司);YRE-2000旋转蒸发仪

(巩义市予华仪器有限责任公司);DK-2000-Ⅲ电热恒

温水浴锅(天津市泰斯特仪器有限公司);UV-5500型

紫外可见分光光度计(上海元析仪器有限公司);202-
OA型电热恒温干燥箱(天津市泰斯特仪器有限公

司)。

1.4 实验方法

1.4.1 D101大孔吸附树脂的预处理 参照文献方

法[7],对D101大孔树脂进行95%乙醇洗、蒸馏水洗、

5%盐酸洗、蒸馏水洗、2%氢氧化钠洗、蒸馏水洗等过

程去掉树脂中的杂质,抽滤,置于冰箱冷藏,备用。

1.4.2 芦笋的预处理 称取晒干后的芦笋150g置

于2000ml的烧瓶中,加入体积分数为80%的乙醇提

取3次,加乙醇量分别为1500ml、1200ml、1200ml,
水浴加热回流提取时间分别为1.5h、1.0h、1.0h,合
并滤液,利用旋转蒸发仪将滤液浓缩至体积为浓度为

1∶0.5(约300ml)的样品溶液,存放在冰箱冷冻室,
备用。

1.4.3 芦丁标准曲线的制备 精确称量芦丁标准品

10.50mg置于25ml的容量瓶中,80%乙醇溶液溶

解,定容后摇匀。精确吸取标准溶液0.0ml、0.2ml、

0.4ml、0.6ml、0.8ml、1.0ml,均置于10ml的容量

瓶中,加入0.3ml5%亚硝酸钠,摇匀后静置6min,再
加入0.3ml10%硝酸铝,摇匀后静置6min,加入4
ml4%氢氧化钠溶液,蒸馏水定容,摇匀后静置15
min,在510nm 处分别测量吸光值,绘制标准曲线。
以标准品浓度(x)和吸光值(y)进行拟合回归方程,
标准曲 线 方 程 为:y =12.524x -0.0043,R 2=
0.9987。

1.4.4 样品中总黄酮的测定 取适量样品溶液,照

1.4.3的方法进行显色,测定吸光值,计算样品中总黄

酮的含量。

1.4.5 静态吸附性能的考察

1.4.5.1 三种大孔吸附树脂对芦笋总黄酮的静态吸

附率 分 别 精 确 称 量 预 处 理 之 后 的 D101、AB-8、

HPD100大孔树脂各1.00g分别置于三个容量为100
ml的三角瓶中,精确加入样品溶液(浓度为1∶0.5)

10ml,置于25℃恒温条件下,在110r/min的摇床中

振荡吸附24h,吸取上清液,测定总黄酮的含量,芦笋

总黄酮在D101、AB-8、HPD100三种大孔吸附树脂上

的吸附率。

1.4.5.2 三种大孔吸附树脂对芦笋总黄酮的静态解

吸率 将吸附饱和的D101、AB-8、HPD100大孔树脂

均用50ml蒸馏水淋洗,将25ml体积分数为95%的
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乙醇溶液加入饱和树脂中,置于25℃恒温条件下,以

110r/min的摇床中振荡吸附24h,吸取上清液,测定

总黄酮的含量、芦笋总黄酮在 D101、AB-8、HPD100
大孔吸附树脂上的解吸率。

1.4.5.3 静态吸附动力学曲线 精确称量处理之后

的D101、AB-8、HPD100大孔树脂各1.00g,分别置

于容量为100ml的三个锥形瓶中,精确加入样品溶液

20ml,置于25℃恒温条件下,在110r/min的摇床中

振荡并计时,在0h、0.5h、1h、2h、4h、8h、24h时取

适量上清液测定总黄酮的含量,绘制芦笋总黄酮在

D101、AB-8、HPD100大孔吸附树脂上的静态吸附曲

线。

1.4.6 动态吸附性能的考察

1.4.6.1 动态吸附径高比的选择 精确称量等量的

D101大孔吸附树脂三份,分别采用湿法装柱于3根内

径不同的树脂柱中,使其径高比分别为1∶3、1∶4、

1∶5,量取3份质量浓度为1∶0.25的样品溶液上样

于3根树脂柱,上样量为2树脂装柱体积(BV),静置4
h。调节开关,使样品溶液以1BV每小时的流速经过

D101大孔树脂柱,用4BV水洗,合并过柱样品液与

水洗液,定容至100ml,测定总黄酮的含量,选出最佳

的径高比。

1.4.6.2 动态吸附泄露曲线的测定 精确称量一定

的D101大孔吸附树脂,湿法装柱,使树脂柱的径高比

为1∶5,量取2BV质量浓度为1∶0.25的样品溶液

上样于树脂柱中,静置4h,调节开关,使样品溶液以1
BV/h的速度流过大孔树脂柱,每4ml泄露液装于离

心管中,测定黄酮含量,绘制泄露曲线。

1.4.6.3 动态吸附洗脱剂体积分数的确定 将装柱

后的树脂柱先用5BV 蒸馏水洗,先后用体积分数

10%、30%、50%、70%、90%的乙醇溶液各50ml洗

脱,将各洗脱液测定总黄酮含量,计算黄酮洗脱率。

1.4.6.4 动态吸附水洗体积的确定 精确称量一定

的D101大孔吸附树脂,湿法装柱,使树脂柱的径高比

为1∶5,量取2BV质量浓度为1∶0.25的样品溶液

上样于树脂柱中,静置4h,调节开关,使样品溶液以1
BV/h的速度流过大孔树脂柱,反复上样3次,再用蒸

馏水洗,分段收集水洗液,每段收集1BV。实验观察

每段水洗液的 Molish反应,确定最佳水洗体积。

1.4.6.5 动态吸附洗脱曲线 将1.4.6.4中的树脂

柱用90%乙醇洗脱至树脂柱无色,将每10ml洗脱液

装于离心管中,测定洗脱液中的总黄酮含量,绘制洗脱

曲线。

1.4.6.6 芦笋总黄酮纯度的验证 浓度为1∶0.25
(水与样品的体积比)的样品5BV上样于径高比1∶5
的D101大孔树脂柱,静置4h,7BV水洗,60ml90%

乙醇洗脱,重复3次,测定洗脱液中总黄酮的纯度。

2 结果与分析

2.1 静态吸附率和静态解吸率的测定结果 考察芦

笋样品溶液中总黄酮在三种不同型号大孔树脂上的静

态吸附量与解吸率,结果见图1。芦笋样品溶液中总

黄酮在不同型号大孔树脂上的静态吸附量与解吸率存

在差异,其静态吸附量大小关系为 AB-8>D101>
HPD100,采95%乙醇解吸附时解吸率大小顺序为

HPD100>AB-8>D101。

图1 三种大孔吸附树脂的总黄酮静态吸附率和解吸率

2.2 静态吸附动力曲线 D101、AB-8、HPD100三种

大孔树脂吸附芦笋样品溶液24h,其总黄酮的静态吸

附动力曲线如图2。芦笋总黄酮在各大孔吸附树脂上

吸附较快,吸附前期吸附速度较快,当吸附时间在4h
左右时达到静态吸附平衡。综合三种树脂对芦笋总黄

酮的静态性能分析,选择D101大孔吸附树脂进行动

态性能考察。

图2 大孔吸附树脂静态吸附动力曲线

2.3 动态吸附径高比考察 将样品溶液上样于不同

径高比的D101大孔树脂柱中,测定每克树脂的总黄

酮泄漏量,结果见图3。在测试的三个比例中,径高比

为1∶5时,D101大孔吸附树脂的泄漏量最低,说明径

高比为1∶5时芦笋总黄酮的吸附率最高。再综合考

虑到吸附率和使用树脂的利用率,选用径高比为1∶5
时对芦笋中总黄酮进行吸附分离。
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图3 D101大孔吸附树脂动态吸附径高比考察结果

2.4 动态吸附泄露曲线 将样品溶液上样于D101
大孔树脂柱中,每4ml一份,测定每份流出液中的总

黄酮含量,泄漏量与流出液的的动态吸附泄露曲线见

图4,芦笋总黄酮动态泄漏量-流出液体积的数学方程

拟合情况见表1。由图4可知,样品从第8份开始有

不同程度的泄露;由表1可知,总黄酮动态泄漏量-流
出液的第7~11份数学方程模拟为:y=3.227x-
21.044,线性关系较好,P 值为0.007<0.05,表明模

拟的数学方程具有统计学意义。

图4 D101大孔吸附树脂动态吸附泄露曲线

表1 D101大孔树脂总黄酮动态泄漏量-流出液体积数学方程

成分 方程
线性范围

(流出液份数)
R2 P

总黄酮 y=3.227x-21.044 7~11份 0.968 0.007

2.5 动态吸附洗脱剂的体积分数 将吸附饱和的

D101大孔树脂水洗后用不同浓度的乙醇洗脱,测定洗

脱液中的总黄酮含量,结果如图5。总黄酮在不同浓

度的乙醇中都有洗脱,主要集中在50%乙醇洗脱液

中,其洗脱量的关系大小为:50%乙醇 >30%乙醇 >
70%乙醇 >10%乙醇 >90%乙醇,特别是在90%的

乙醇溶液中有部分总黄酮,因而可以采用90%乙醇洗

脱总黄酮,可将其洗脱完全。

图5 D101大孔吸附树脂动态吸附洗脱剂的考察结果

2.6 动态吸附水洗体积的确定 将5BV样品溶液

上样于D101大孔吸附树脂,反复3次,用不同倍量的

水洗脱,molish反应判断终点,结果见表2。使用6
BV水洗后的水洗液 molish反应仍然为阳性,而使用

7BV水洗后 molish反应为阴性,表明在上样溶液被

D101大孔吸附树脂柱吸附之后,至少需要使用7BV
的蒸馏水清洗树脂柱,才能去除糖类成分。

表2 D101大孔吸附树脂的动态吸附水洗体积

水洗体积 1BV 2BV 3BV 4BV 5BV 6BV 7BV 8BV

molish反应 + + + + + + - -

2.7 动态吸附洗脱曲线 将水洗后的样品,用90%
乙醇溶液洗脱,测定不同洗脱体积中的总黄酮的含量,
结果见图6。使用90%乙醇洗脱D101大孔吸附树脂

中的芦笋黄酮类化合物,洗脱量先升高再降低,当洗脱

溶剂达到60ml时,洗脱出的总黄酮含量几乎为零,故
而需要使用60ml90%乙醇进行洗脱。

图6 D101大孔吸附树脂动态吸附洗脱曲线的考察结果

2.8 验证试验 按照优化的动态吸附工艺进行上样

于洗脱,测定洗脱液中总黄酮的纯度,重复3次,结果

见表3。芦笋样品经过D101大孔吸附树脂纯化后,总
黄酮的纯度提高了6.54倍。

表3 纯化工艺验证

纯化前

纯度(%)

纯化后纯度(%)

1 2 3 平均

4.26 27.78 27.97 27.89 27.88

3 讨论

大孔吸附树脂具有价格低廉、吸附性好、反复利用

等特点,在药材的活性成分分离纯化研究中广泛应

用[8-9]。D101大孔吸附树脂为苯乙烯骨架结构的非极

性树脂,对禾本科芦笋中总黄酮具有较好的静态吸附

与解吸附性能。黄酮类化合物作为一种天然抗氧化

剂,其开发应用有非常大的发展前景[10]。本研究系统

地考察了禾本科芦笋中总黄酮在D101大孔吸附树脂

上静态与动态吸附性能,优选出了总黄酮纯化工艺。
(下转第174页)
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禾本科芦笋中含有黄酮、酚酸、多糖等化学成分,具有

良好的抗癌与抗氧化等活性[11],而对其黄酮中的具体

成分研究较少,比色法进行总黄酮含量测定时,通常以

芦丁计,显色比较稳定,测定比较准确,因而在总黄酮

的含量测定中以芦丁计,为总黄酮含量评价提供经典

方法。
静态吸附量的比较中,本研究考察了芦笋样品溶

液中总黄酮在三种不同型号大孔树脂上的静态吸附量

与解吸率,静态吸附量大小关系为 AB-8>D101>
HPD100,采用95%乙醇解吸附时解吸率大小顺序为

HPD100>AB-8>D101。可见,D101大孔吸附树脂对

禾本科芦笋中总黄酮具有较好的静态吸附与解吸附性

能。大孔吸附树脂的选择中,综合3种树脂(AB-8、

D101、HPD100)对芦笋总黄酮的静态性能分析,最终

选择D101大孔吸附树脂进行动态性能考察。动态吸

附径高比考察中,在3个径高比(1∶3、1∶4、1∶5)下,
径高比为1∶5时,泄漏量最低,可见径高比为1∶5对

芦笋中总黄酮吸附量较高。D101大孔吸附树脂的纯

化工艺可见,乙醇能有效溶解中草药中 的 黄 酮 成

分[12]。特别是动态洗脱时,总黄酮在不同浓度的乙醇

中均有洗脱,为了提高洗脱率,选择90%乙醇进行洗

脱。进行分离纯化后,总黄酮纯度提高了6.54倍。
综上所述,D101大孔吸附树脂对禾本科芦笋中总

黄酮具有较好的静态与动态吸附性能,可以用于禾本

科芦笋中总黄酮的纯化,与其他纯化方法相比选择性

强、价格合理,为各类中药中黄酮类化合物的纯化工艺

研究提供了基础。
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