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摘　 要: 黄酮碳苷ꎬ作为战骨植物中的有效成分之一ꎬ具有抗骨关节炎的功效ꎮ 为优化植物战骨茎中总黄

酮碳苷的富集纯化工艺ꎬ该研究以战骨中 ５ 个黄酮碳苷为考察指标ꎬ通过对 １３ 种大孔树脂的静态吸附与解

吸实验ꎬ优选出合适的大孔树脂ꎬ利用高效液相色谱对结果进行检测ꎬ然后利用正交工艺优化富集纯化条

件ꎮ 结果表明:(１)ＸＡＤ￣１６Ｎ 型大孔树脂对植物战骨茎中黄酮碳苷具有较好的吸附和解吸效果ꎬ通过单因

素筛选及正交工艺优化ꎬ最终确定其最佳富集纯化工艺为上样浓度为原提取液稀释 ２ 倍、上样流速 ２ ＢＶ􀅰
ｈ￣１、洗脱液浓度 ６０％乙醇ꎮ (２)总黄酮碳苷的含量由 １.７３％(原植物中含量)提高到 １４.５０％ꎬ提高了 ７.３８
倍ꎮ 以上结果表明ꎬ优化的提取工艺稳定可行ꎬ筛选的大孔树脂富集纯化效果良好ꎬ为植物战骨茎的药物开
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　 　 战骨又名黄毛豆腐柴(Ｐｒｅｍｎａ ｆｕｌｖａ)ꎬ马鞭草

科豆腐柴属植物ꎬ其根、茎、叶均可以入药ꎮ 分布

于广西南宁、龙州平果等地(戴春燕等ꎬ２００７ꎻ史艳

财等ꎬ２０１０)ꎮ 具有祛风止痛等功效ꎬ民间常用于

治疗腰腿疼痛、跌打扭伤、风湿性和类风湿性关节

炎等ꎬ是广西的地道药材(蒋才武等ꎬ２００４)ꎮ 战骨

作为广西道地药材ꎬ药用历史悠久ꎮ 文献调研发

现对战骨的研究主要集中在化学成分(潘洪平ꎬ
２００２ꎻ吴雪莉等ꎬ２０１６)、药理(叶勇等ꎬ２０１８)及相

关制剂的药效、临床研究(陈苍海ꎬ２０１８)等方面ꎮ
方刚(２０１８)明确战骨的主要成分为柚皮素等黄酮

类化合物ꎬ并对黄酮类成分研究进行了提取工艺

研究(李小燕等ꎬ２００５)ꎮ 最新研究发现ꎬ以战骨为

原料的单方制剂产品健骨注射液的抗骨关节炎的

功效 成 分 主 要 为 ５ 个 黄 酮 碳 苷 ( Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)ꎮ 且梁玉婷等(２０１８)报道基于 ＵＦＬＣ￣Ｔｒｉｐｌｅ
ＴＯＦ￣ＭＳ / ＭＳ 技术ꎬ从战骨植物中指认出 １８ 个黄酮

碳苷类化合物异构体ꎬ说明战骨植物中含有丰富

的碳苷黄酮ꎮ 战骨中黄酮碳苷的提取采用天然低

共熔溶剂(ＮＡＤＥＳｓ)可高效提取黄酮碳苷(陈月圆

等ꎬ２０２０)ꎬ总黄酮碳苷实际得率为 １７.３７ ｍｇ􀅰ｇ￣１ꎬ
显著高于现有传统有机溶剂提取工艺(１３.７０ ｍｇ􀅰
ｇ￣１)ꎬ但是ꎬ该黄酮碳苷类提取物中仍普遍含有萜

类、多糖、蛋白质、木脂素等多种杂质ꎬ严重制约了

黄酮碳苷类化合物的实际应用ꎮ 因此ꎬ非常有必

要开发出一种有效的方法用以生产高纯度的战骨

黄酮碳苷类化合物ꎮ 本文建立了富集战骨中黄酮

碳苷类化合物的纯化方法ꎬ黄酮碳苷类化合物作

为战骨植物中的主要功效成分ꎬ为了进一步开发

和利用战骨中的黄酮碳苷类化合物ꎬ及现有产品

制剂(如健骨注射液)的二次开发和利用ꎮ
大孔树脂作为一种有机高聚物吸附剂ꎬ具有

吸附性好、选择性强、吸附速度快、可重复利用的

特点ꎬ已广泛应用于黄酮类成分的分离纯化以及

化学医药等领域(汪洪武和刘艳清ꎬ２００５ꎻ刘丹等ꎬ
２０１６)ꎮ 战骨黄酮碳苷的 ＮＡＤＥＳｓ 提取液能否运

用大孔树脂富集纯化研究未见报道ꎬ故本文采用

大孔树脂法对战骨植物中的 ５ 个黄酮碳苷的

ＮＡＤＥＳｓ 提取液进行富集纯化研究ꎮ 通过比较 １３
种大孔树脂对战骨植物中 ５ 个总黄酮碳苷的吸附

效率ꎬ筛选出了一种对战骨具有高吸附分离效率

的树脂ꎬ通过单因素实验及正交试验对该树脂的

工艺条件进行了优化ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料和实验仪器

战骨购于广西玉林药材市场ꎬ经广西植物研

究所唐辉研究员鉴定为马鞭草科豆腐柴属植物黄

毛豆腐柴(Ｐｒｅｍｎａ ｆｕｌｖａ)的根茎ꎮ 凭证样品保存于

广西植物功能物质研究与利用重点实验室ꎮ
５ 个黄酮碳苷对照品(芹菜素￣６ꎬ８￣二￣Ｃ￣β￣Ｄ￣

葡萄糖苷、芹菜素￣６￣Ｃ￣β￣Ｄ￣木糖￣８￣Ｃ￣β￣Ｄ￣葡萄糖

苷、芹菜素￣６￣Ｃ￣β￣Ｄ￣木糖￣８￣Ｃ￣β￣Ｄ￣半乳糖苷、芹菜

素￣６￣Ｃ￣β￣Ｄ￣葡萄糖￣８￣Ｃ￣β￣Ｄ￣木糖苷和芹菜素￣６￣Ｃ￣
β￣Ｄ￣半乳糖￣８￣Ｃ￣β￣Ｄ￣木糖苷)ꎬ实验室自制ꎬ纯度

大于 ９５％ꎻ大孔树脂 ＨＰＤ￣７５０、ＨＰＤ￣ＢＪＱＨ、ＨＰＤ￣
１００、Ｄ２９６、 ＬＳＡ￣７００Ｂ、 ＬＸ￣Ｔ５、 ＮＫＡ、 ＸＡＤ￣１６Ｎꎬ赛

普锐斯(北京)科技有限公司ꎻＦＰＡ５３ꎬ北京慧德易

科技有限公司ꎻＬＸ￣３８、ＬＸ￣Ｔ２８、ＬＸ￣６０ꎬ西安蓝晓科

技新材料股份有限公司ꎻＤ１０１ꎬ沧州宝恩吸附材料

科技有限公司ꎻ氯化胆碱ꎬ郑州超凡化工有限公

司ꎻ１ꎬ３￣丙二醇ꎬ山东绿健生物技术有限公司ꎻ甲醇

为色谱纯ꎬ安徽天地高纯溶剂有限公司ꎻ娃哈哈饮

用纯净水ꎬ杭州娃哈哈集团有限公司ꎮ
岛津 ＬＣ￣２０３０Ｃ 型液相色谱仪ꎬ岛津企业管理

(中国)有限公司ꎻＪＰ￣０４０ 型数控超声波清洗器ꎬ深
圳市洁盟清洗设备有限公司ꎻＬＱ￣Ａ１０００２ 型电子

天平ꎬ瑞安市安特称重设备有限公司ꎻＮ￣１３００ 旋转

蒸发仪ꎬ上海爱朗仪器有限公司ꎮ
１.２ 实验方法

１.２.１ 对照品的制备 　 将战骨的茎磨成粉末ꎬ用
４０％乙醇浸泡两周ꎬ将提取液浓缩后ꎬ经大孔树脂、
Ｃ１８、ＭＣＩ 等柱材料分离划段ꎬ得到富含 ５ 个黄酮碳

４３３ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



苷的部位ꎬ最后按照 Ｃｈｅｎ 等(２０１９)的方法ꎬ采用循

环高速逆流色谱法成功得到 ５ 个黄酮碳苷对照品ꎮ
１.２.２ 战骨 ＮＡＤＥＳｓ 提取液的制备　 根据课题组前

期优化的战骨绿色提取溶剂天然深共晶溶剂

(ＮＡＤＥＳｓ)的提取工艺(陈月圆等ꎬ２０２０)ꎬ取干燥

的战骨粉末适量过筛(８０ 目)ꎬ按照专利的方法提

取战骨茎总黄酮碳苷ꎬ收集上清液ꎬ备用ꎮ
１.２.３ 色谱条件及对照品溶液的配制 　 色谱条件:
Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ￣Ｃ１８ 色谱柱 ( ２５０ ｍｍ × ４. ６
ｍｍꎬ５ μｍ)ꎻ柱温为 ３０ ℃ꎻ流动相 ０.１％甲酸水溶

液(Ａ) －甲醇 ( Ｂ)ꎻ梯度洗脱程序为 ０ ~ ２０ ｍｉｎ、
１０％ ~３０％Ｂꎬ２０ ~ ４５ ｍｉｎ、３０％ ~ ４０％Ｂꎻ流速为 １.０
ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１ꎻ检测波长为 ２８０ ｎｍꎻ进样量为 ２０ μＬꎮ

标准溶液的配置:分别精确称取一定质量的 ５
个对照品 ７.６、５.１、７.２、５.７、２.８ ｍｇꎬ用无水乙醇在

１０ ｍＬ 的容量瓶中定容ꎬ制成浓度为 ０.７６０、０.５１６、
０.７２６、０.５７６、０.２８６ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１的贮备液ꎬ分别将 ５
个贮备液稀释一定的倍数ꎬ取 ５、１０、１５、２０ μＬ 进

行液相分析ꎮ
１.２.４ 标准曲线的建立 　 采用外标法定量ꎬ以色谱

峰面积(Ｙ)为纵坐标ꎬ对照品浓度(Ｘꎬμｇ􀅰ｍＬ￣１)
为横坐标ꎬ进行线性回归分析ꎬ得到标准曲线回归

方程ꎮ 将最低浓度标准工作溶液重复进样 １０ 次ꎬ
计算标准偏差ꎬ分别以 ３ 倍和 １０ 倍标准偏差为方

法的检出限(ＬＯＤ)和定量限( ＬＯＱ)ꎬ结果见表 １ꎮ
可以看出ꎬ方法的线性良好ꎬ且灵敏度较高ꎮ

表 １　 ５ 个黄酮碳苷化合物的标准曲线
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ￣Ｃ￣ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

标准曲线
Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｌｉｎｅ Ｒ２

检出限
ＬＯＤ
(μｇ)

定量限
ＬＯＱ
(μｇ)

芹菜素￣６ꎬ８￣二￣Ｃ￣β￣Ｄ￣葡萄糖苷(１)
Ａｐｉｇｅｎｉｎ６ꎬ８￣ｄｉ￣Ｃ￣β￣Ｄ￣ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ(１)

Ｙ＝ １０ ０００ ０００Ｘ＋８１ ３５１ ０.９９９ ２ ０.１８ ０.５４

芹菜素￣６￣Ｃ￣β￣Ｄ￣木糖￣８￣Ｃ￣β￣Ｄ￣葡萄糖苷(２)
Ａｐｉｇｅｎｉｎ６￣Ｃ￣β￣Ｄ￣ｘｙｌｏｐｙｒａｎｏｓｙｌ￣８￣Ｃ￣β￣Ｄ￣ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ(２)

Ｙ＝ ４ ４６６ ４２０Ｘ－６ ９６８.９ ０.９９７ ７ ０.１４ ０.４３

芹菜素￣６￣Ｃ￣β￣Ｄ￣木糖￣８￣Ｃ￣β￣Ｄ￣半乳糖苷(３)
Ａｐｉｇｅｎｉｎ６￣Ｃ￣β￣Ｄ￣ｘｙｌｏｐｙｒａｎｏｓｙｌ￣８￣Ｃ￣β￣Ｄ￣ｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ (３)

Ｙ＝ ７ ２３９ ７７０Ｘ－１５４ １４９ ０.９９３ ６ ０.２４ ０.７２

芹菜素￣６￣Ｃ￣β￣Ｄ￣葡萄糖￣８￣Ｃ￣β￣Ｄ￣木糖苷(４)
Ａｐｉｇｅｎｉｎ６￣Ｃ￣β￣Ｄ￣ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｙｌ￣８￣Ｃ￣β￣Ｄ￣ｘｙｌｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ(４)

Ｙ＝ ３ ０９１ ５９０Ｘ－５ ６７０.３ ０.９９１ ８ ０.１９ ０.５７

芹菜素￣６￣Ｃ￣β￣Ｄ￣半乳糖￣８￣Ｃ￣β￣Ｄ￣木糖苷(５)
Ａｐｉｇｅｎｉｎ￣６￣Ｃ￣β￣Ｄ￣ｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｙｌ￣８￣Ｃ￣β￣Ｄ￣ｘｙｌｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ(５)

Ｙ＝ ８ １７４ ９４０Ｘ＋１５ ８９１ ０.９９９ ８ ０.０６ ０.１８

　 注: ＬＯＤ. 检出限ꎻ ＬＯＱ. 定量限ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ＬＯＤ. Ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎻ ＬＯＱ. Ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ.

１.２.５ 大孔树脂的选择

１.２. ５. １ 大孔树脂的预处理 　 分别称取一定量

ＨＰＤ￣７５０、 ＨＰＤ￣ＢＪＱ、 ＨＰＤ￣１００、 Ｄ２９６、 ＬＳＡ￣７００Ｂ、
ＬＸ￣Ｔ５、 ＮＫＡ、 ＸＡＤ￣１６Ｎ、 ＦＰＡ５３、 ＬＸ￣３８、 ＬＸ￣Ｔ２８、
ＬＸ￣６０ 和 Ｄ１０１ 共 １３ 种大孔树脂ꎬ用乙醇浸泡 ２４
ｈꎬ用蒸馏水反复清洗至无味ꎬ备用ꎮ
１.２.５.２ 静态吸附性能　 选择上述预处理好的大孔

树脂各 ５０ ｇꎬ分别置于 ５００ ｍＬ 锥形瓶中ꎬ各加入

２５０ ｍＬ 的提取液ꎬ２５ ℃ 下恒温恒速振荡吸附 ２４
ｈꎬ抽滤ꎬ每组做 ３ 个平行实验ꎬ取滤液测定 ５ 个黄

酮碳苷的总质量ꎮ 然后用去离子水清洗 ３ 次树

脂ꎬ用滤纸将树脂表面的水分吸干ꎬ转入 ５００ ｍＬ
锥形瓶中ꎬ加入 ８０％的乙醇 ２５０ ｍＬꎬ于 ２５ ℃下恒

温恒速振荡解吸 １２ ｈꎬ取上清液测定 ５ 个总黄酮

的总质量ꎬ按照下列公式计算吸附率与解吸率ꎬ比

较静态吸附性能ꎬ从 １３ 种树脂中筛出吸附性能最

佳的树脂ꎮ
吸附率(％)＝ (原液中 ５ 个黄酮碳苷总质量－

吸附后滤液中 ５ 个黄酮碳苷总质量) /原液 ５ 个黄

酮碳苷总质量×１００ꎻ
解吸率(％)＝ 解吸后溶液中 ５ 个黄酮碳苷的

总质量 /树脂吸附的 ５ 个黄酮碳苷总质量×１００ꎮ
１.２.６ 泄露曲线的绘制　 根据 １.２.５.２ 的筛选结果ꎬ
将大孔树脂预处理好后ꎬ湿法装样ꎬ取提取液原液

上柱ꎬ每份 ６０ ｍＬꎬ以固定的流速进行动态吸附ꎬ分
别接出每一份流出液ꎬ测出流出液中 ５ 个黄酮碳

苷的含量ꎬ绘制泄露曲线ꎮ
１.２.７ 单因素实验及正交优化试验 　 按照 １.２.２ 提

取液的制备方法ꎬ制备提取液ꎮ 以吸附率和解吸

率作为综合考查的指标ꎬ在其他因素相同的情况

５３３２ 期 党骄阳等: 战骨黄酮碳苷类化合物的大孔树脂富集工艺研究



下ꎬ分别考查提取液上样浓度 [原提取液稀释 １
倍、稀释 ２ 倍、原液 ( ０ 倍)]、上样流速 ( １、 ２、 ３
ＢＶ􀅰ｈ￣１)、洗脱液浓度(５０％、６０％、７０％乙醇)、洗
脱液用量(１、２、３ ＢＶ)对吸附率和解吸率的影响ꎮ

根据单因素实验的筛选结果ꎬ从提取液上样

浓度、上样速度、洗脱液浓度、洗脱液用量中筛选

出上样浓度、上样流速、洗脱液浓度 ３ 个影响较大

的因素为自变量ꎬ考察战骨中 ５ 个主要活性黄酮

碳苷在树脂中的总解吸率及在洗脱液中的含量为

指标ꎬ设计 Ｌ９组(３４)正交试验ꎬ正交试验因素与水

平见表 ２ꎮ 总解吸率及含量按照下式计算ꎮ
解吸率(％)＝ 洗脱液中 ５ 个活性黄酮碳苷的

总质量 /原液中 ５ 个黄酮碳苷总质量在树脂中的

总吸附质量×１００ꎻ

含量(％)＝ 洗脱液中总黄酮碳苷的质量
洗脱液总质量

×１００ꎮ

表 ２　 因素水平
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌ

水平
Ｌｅｖｅｌ

Ａ
上样浓度
Ｅｘｔｒａｃｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
( ｇ􀅰ｍＬ ￣１)

Ｂ
上样流速
Ｅｘｔｒａｃｔ ｆｌｏｗ

ｒａｔｅ
(ＢＶ􀅰ｈ ￣１)

Ｃ
洗脱液浓度

Ｅｌｕｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

(％)

１ １(１ 倍ꎬ ｏｎｅ ｔｉｍｅ) １ ５０

２ ０.５(２ 倍ꎬ ｔｗｏ ｔｉｍｅｓ) ２ ６０

３ ２(０ 倍ꎬ ０ ｔｉｍｅ) ３ ７０

２　 结果与分析

２.１ 树脂静态吸附性能比较

静态吸附结果(图 １)表明:战骨 ５ 个黄酮碳苷

的静态吸附率较优的树脂为 ＸＡＤ￣１６Ｎ(８６.６５％)、
ＬＸ￣６０( ８３. ５１％)、ＬＸ￣Ｔ２８( ８１. ９２％)ꎬ树脂间差异

性不显著(Ｐ>０.０５)ꎮ Ｄ２９６ 和 ＬＳＡ￣７００Ｂ 对战骨 ５
个黄 酮 碳 苷 的 静 态 吸 附 率 也 较 好 ( ８１. ７１％ꎬ
８２.００％)ꎬ但是两者的解吸率只有 １.４４％、１.０３％ꎬ
其原因是这两类树脂为脱色型树脂ꎬ其吸附量用

酸和碱均无法将其洗脱ꎮ 而 ＬＸ￣Ｔ５、ＦＰＡ５３ 两个树

脂吸附性能和解吸性能相对都比较差ꎬ吸附率和

解吸率都比较低ꎮ 尤为重要的是ꎬ与现有战骨制

剂健骨注射液工业处理的树脂 Ｄ１０１ 相比(王静宇

和杜日建ꎬ２０１４)ꎬＸＡＤ￣１６Ｎ、ＬＸ￣６０、ＬＸ￣Ｔ２８ 三种

树脂吸附率均显著优于 Ｄ１０１(７４.３０％)ꎬ而 ４ 种树

脂在静态解吸率上均无显著差异ꎮ 故又采用动态

吸附和解吸考察此 ４ 种树脂的泄露曲线ꎮ

１. ＨＰＤ￣７５０ꎻ ２. ＨＰＤ￣ＢＱＪＨꎻ ３. ＨＰＤ￣１００ꎻ ４. Ｄ２９６ꎻ ５. ＬＳＡ￣
７００Ｂꎻ ６. ＬＸ￣Ｔ５ꎻ ７. ＮＫＡꎻ ８. ＸＡＤ￣１６Ｎꎻ ９. ＦＰＡ５３ꎻ １０. ＬＸ￣３８ꎻ
１１. ＬＸ￣Ｔ２８ꎻ １２. ＬＸ￣６０ꎻ １３. Ｄ１０１.

图 １　 不同极性大孔树脂对战骨 ５ 个总黄酮碳苷的
静态吸附率和解吸率比较

Ｆｉｇ. １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｃ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ
ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ ｒｅｓｉｎｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｐｏｌａｒｉｔｉｅｓ ｏｎ ｆｉｖｅ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ￣Ｃ￣ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ

２.２ 吸附泄露曲线

分别绘制 ＸＡＤ￣１６Ｎ、ＬＸ￣Ｔ２８、ＬＸ￣６０、Ｄ１０１ 大孔

树脂的泄露曲线ꎬ由图 ２ 可知ꎬ随着上样量的增加ꎬ５
个黄酮碳苷的泄漏量逐渐增加ꎬ当份数增大到动态

饱和吸附时ꎬ泄露量增加的趋势明显上升ꎬ即大孔

树脂达到动态饱和吸附ꎮ 不同树脂对战骨植物 ５ 个

黄酮碳苷的吸附量有所差异ꎬ泄漏量也有所不同ꎮ
其中ꎬＸＡＤ￣１６Ｎ 的泄漏量最少吸附量最多ꎬ其次是

Ｄ１０１ꎬ接着是 ＬＸ￣Ｔ２８ꎬ而 ＬＸ￣６０ 树脂的吸附量最低ꎬ
因此选用 ＸＡＤ￣１６Ｎ 做动态吸附实验ꎮ
２.３ 战骨黄酮碳苷优化工艺

２.３.１ 提取液上样浓度 　 上柱液浓度分别为原提

取液稀释 １ 倍、稀释 ２ 倍、原液(０ 倍)ꎬ每份 １００
ｍＬꎬ分别以 ２ ＢＶ􀅰ｈ￣１(每小时 ２ 倍柱体积)的流速

通过 ＸＡＤ￣１６Ｎ 型大孔树脂ꎬ用纯水洗脱至流出液为

无色ꎬ收集过柱液ꎬ用 ７０％乙醇洗脱 ３ ＢＶꎬ收集洗脱

液ꎮ 每组实验做 ３ 个平行ꎬ按 ２.２ 方法测定 ５ 个黄

酮碳苷的总含量ꎬ计算 ５ 个黄酮碳苷的总吸附率和

总解吸率ꎮ 从表 ３ 可以看出ꎬ原液稀释 １ 倍与原液

稀释 ２ 倍两者的吸附率都是 １００％ꎬ但使用原液上样

时ꎬ吸附率却只有 ６７.３２％ꎻ而解吸率原液和原液稀

释 １ 倍差异性并不显著ꎬ原液稀释 ２ 倍最小ꎬ综上考

虑ꎬ故确定上样浓度为原液稀释 １ 倍ꎮ
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图 ２　 战骨黄酮碳苷提取液的泄露曲线
Ｆｉｇ. ２　 Ｌｅａｋａｇｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｆｉｖｅ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ￣Ｃ￣ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ

ｆｒｏｍ Ｐｒｅｍｎａ ｆｕｌｖａ

表 ３　 提取液上样浓度对战骨 ５ 个黄酮碳苷

吸附率和解吸率的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｒａｔｅ ａｎｄ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｆｉｖｅ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ￣

Ｃ￣ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｐｒｅｍｎａ ｆｕｌｖａ

上柱液浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｕｍｎ ｌｉｑｕｉｄ

吸附率
Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｒａｔｅ (％)

解吸率
Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｒａｔｅ (％)

原液稀释 １ 倍
Ｄｉｌｕｔｅ ｔｈｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｎｅ ｔｉｍｅ １００ ９３.４３

原液稀释 ２ 倍
Ｄｉｌｕｔｅ ｔｈｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｔｗｏ ｔｉｍｅｓ １００ ８５.２４

原液
Ｓｔｏｃｋ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ６７.３２ ９４.６１

２.３.２ 上样速度 　 根据 ２.３.１ 的筛选结果ꎬ固定上

柱液浓度(原液稀释 １ 倍)ꎬ如表 ４ 所示ꎬ不同的上

样流速对战骨植物总黄酮在 ＸＡＤ￣１６Ｎ 型大孔树

脂中吸附率和解吸率存在影响ꎬ上样流速为 １、２
ＢＶ􀅰ｈ￣１时吸附率一样ꎬ３ ＢＶ􀅰ｈ￣１时吸附率显著下

降ꎬ而解吸率随着上样流速的增大逐渐变小ꎬ综合

考虑确定上样流速为 １ ＢＶ􀅰ｈ￣１ꎮ
２.３.３ 洗脱液浓度　 取浓度为原液稀释 １ 倍上柱液

的 ４ 份ꎬ每份 １００ ｍＬꎬ以 １ ＢＶ􀅰ｈ￣１ 的流速通过

ＸＡＤ￣１６Ｎ 型大孔树脂ꎬ用纯水洗脱至流出液为无

色ꎬ收集过柱液ꎬ分别用 ５０％、６０％、７０％、８０％的乙

醇洗脱 ３ ＢＶꎬ收集洗脱液ꎬ测定洗脱液中总黄酮的

含量ꎮ 从表 ５ 可以看出 ４ 个浓度下的吸附率都一

样ꎬ但解吸率随着浓度的增加逐渐增大ꎬ当洗脱液

浓度为 ７０％与 ８０％时ꎬ解吸率差异并不显著ꎮ 因

此ꎬ从节约溶剂的角度考虑ꎬ最终确定洗脱液的浓

度为 ７０％ꎮ

表 ４　 不同上样速度对纯化战骨 ５ 个
黄酮碳苷吸附率和解吸率的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｏｎ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ
ａｎｄ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｆｉｖｅ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ￣Ｃ￣ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ

ｆｒｏｍ Ｐｒｅｍｎａ ｆｕｌｖａ

上样流速
Ｓａｍｐｌｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ(ＢＶ􀅰ｈ ￣１)

吸附率
Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｒａｔｅ (％)

解吸率
Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｒａｔｅ (％)

１ １００ ９７.９

２ １００ ８６.１

３ ８１.２ ８５.３

表 ５　 不同洗脱液浓度对纯化战骨 ５ 个
黄酮碳苷吸附率和解吸率的影响

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｌｕｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ
ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｆｉｖｅ
ｆｌａｖｏｎｏｉｄ￣Ｃ￣ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｐｒｅｍｎａ ｆｕｌｖａ

洗脱液浓度
Ｅｌｕｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (％)

吸附率
Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｒａｔｅ (％)

解吸率
Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｒａｔｅ (％)

５０ １００ ７８.７２

６０ １００ ８７.７１

７０ １００ ９４.３３

８０ １００ ９１.４２

２.３.４ 洗脱液用量　 按照经单因素考察后 ２.３.３ 的

方法ꎬ饱和吸附后ꎬ用纯水洗脱至流出液为无色ꎬ
分别用 ７０％的乙醇溶液洗脱 １、２、３、４ ＢＶꎬ收集洗

脱液ꎮ 每组实验做 ３ 个平行ꎬ按 １.２.７ 测定和计算

５ 个黄酮碳苷的总含量ꎬ并计算 ５ 个黄酮碳苷的总

吸附率和总解吸率ꎮ 从表 ６ 可以看出ꎬ洗脱液用

量为 １ ＢＶ 的时候解吸率最小ꎬ只有８１.２４％ꎻ随着

洗脱液体积的增大ꎬ解吸率逐渐增大ꎬ当洗脱液用

量为 ４ ＢＶ 时ꎬ解吸率达到最大ꎬ为 ９８.６１％ꎮ 这说

明少体积洗脱液并不能将黄酮碳苷全部洗脱ꎬ而
洗脱液用量为 ３ ＢＶ 时解吸率为 ９５.９２％ꎬ与 ４ ＢＶ
相差不大ꎬ从节约溶剂的角度考虑ꎬ最终确定洗脱

液用量为 ３ ＢＶꎮ
２.３.５ 正交试验　 根据单因素实验的结果ꎬ按照表

２ 的正交试验设计ꎬ试验结果见表 ７ꎮ 由极差分析

结果可知ꎬ树脂 ＸＡＤ￣１６Ｎ 影响纯化战骨植物中 ５
个黄酮碳苷的工艺因素依次为 Ｂ > Ｃ >Ａꎬ 即上样
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表 ６　 不同洗脱液用量对纯化战骨 ５ 个
黄酮碳苷吸附率和解吸率的影响

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｌｕｅｎｔ ｄｏｓａｇｅｓ ｏｎ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｒａｔｅ ａｎｄ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｆｉｖｅ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ￣Ｃ￣

ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｐｒｅｍｎａ ｆｕｌｖａ

洗脱液用量
Ｅｌｕｅｎｔ ｄｏｓａｇｅ (ＢＶ)

吸附率
Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｒａｔｅ (％)

解吸率
Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｒａｔｅ (％)

１ １００ ８１.２４

２ １００ ８９.３２

３ １００ ９５.９２

４ １００ ９８.６１

表 ７　 实验设计及结果
Ｔａｂｌｅ ７　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ

序号
Ｓｅｒｉａｌ
ｎｕｍｂｅｒ

因素 Ｆａｃｔｏｒ

Ａ Ｂ Ｃ

含量
Ｃｏｎｔｅｎｔ
(％)

１ １ １ ５０ ７.２１
２ １ ２ ６０ １２.７３
３ １ ３ ７０ ７.３３
４ ０.５ １ ６０ １２.２７
５ ０.５ ２ ７０ ９.５５
６ ０.５ ３ ５０ ８.２７
７ ２ １ ７０ １２.６９
８ ２ ２ ５０ １０.２６
９ ２ ３ ６０ ５.７４
Ｋ１ ９.０９ １０.７２ ８.５８ —
Ｋ２ １０.０３ １０.８４ １０.２４ —
Ｋ３ ９.５６ ７.１１ ９.８６ —
Ｒ ０.９４ ３.７４ １.６７ —

流速>洗脱液浓度 >上样浓度ꎮ 由表 ８ 的方差分

析结果可知ꎬ因素 Ａ、 Ｂ、 Ｃ 均无显著影响 ( Ｐ >
０.０５)ꎮ 战骨植物中 ５ 个黄酮碳苷提取理论最优

水平为 Ａ２、Ｂ２、Ｃ２ꎬ即上样浓度为原液稀释 ２ 倍、上
样流速 ２ ＢＶ􀅰ｈ￣１、洗脱液浓度 ６０％乙醇ꎮ
２.４ 验证试验

采用 ２.３.５ 最优工艺进行 ３ 次验证试验ꎬ结果

见表 ９ꎮ 由表 ９ 可知ꎬ５ 个总黄酮碳苷的含量为

１４.５０％ꎬ而由原植物提取液中 ５ 个总黄酮碳苷的

含量为 １.７３％ꎬ实验结果确证筛选得到的大孔树

脂 ＸＡＤ￣１６Ｎ 富集纯化效果良好ꎮ

３　 讨论与结论

大孔树脂具有高交联度和多永久性孔隙的特

表 ８　 方差分析
Ｔａｂｌｅ ８　 Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

方差来源
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ
ｖａｒｉａｎｃｅ

偏差平方和
Ｓｑｕａｒｅ
ｓｕｍ ｏｆ

ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

自由度
Ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ
ｆｒｅｅｄｏｍ

Ｆ 比
Ｆ

ｒａｔｉｏ

Ｆ
临界值

Ｆ
ｃｒｉｔｉｃａｌ
ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ

ｖａｌｕｅ

Ａ １.３４ ２ ０.０６２ １９.０００ >０.０５
Ｂ ２７.０１ ２ １.２５２ １９.０００ >０.０５
Ｃ ４.５６ ２ ０.２１２ １９.０００ >０.０５

Ｆ(误差)
Ｆ (ｅｒｒｏｒ)

２１.５７ ２ — — —

表 ９　 验证试验结果 (ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ９　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ (ｎ＝ ３)

指标
Ｉｎｄｅｘ

试验号
Ｔｅｓｔ ｎｕｍｂｅｒ

１
(％)

２
(％)

３
(％)

平均值±标准差
ｘ±ｓ
(％)

总黄酮碳苷解吸率
Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ
ｆｉｖｅ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ￣Ｃ￣ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ

９０.５５ ９７.３５ ９１.２５ ９３.０５±３.７４

总黄酮碳苷的含量
Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｆｉｖｅ
ｆｌａｖｏｎｏｉｄ￣Ｃ￣ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ

１４.２７ １４.９１ １４.３２ １４.５０±０.３６

性ꎬ广被用于黄酮类化合物的分离和提纯ꎮ 大孔

树脂能从植物提取物中分离黄酮类化合物的优势

是由于黄酮类化合物本身的特性ꎬ因为它们的苷

元上有苯环和几个氢基ꎬ有助于具有适当的平均

孔径、极性和表面积的大孔吸附树脂吸附这些化

合物ꎮ 结果表明ꎬＸＡＤ￣１６Ｎ 作为理想树脂用于战

骨中黄酮碳苷提取液(天然深共晶溶剂作为提取

媒介)的富集纯化的吸附和解吸能力最强ꎬ说明大

孔树脂的大孔径(５６０ ~ ７１０ μｍ)、大比表面积(８００
ｍ２􀅰ｇ￣１)和苯乙烯系基质最适合于战骨提取物中

黄酮碳苷的吸附和释放ꎮ 故战骨提取物大极性的

黄酮碳苷与大极性树脂之间的极性匹配主要归因

于氢键和范德华相互作用ꎮ
乙醇是一种有机溶剂ꎬ具有可回收、价格低

廉、毒性低且对人类无安全威胁等优点ꎮ 因此ꎬ本
研究选择它作为脱附剂ꎮ 实验结果表明ꎬ黄酮碳

苷类化合物的解吸率与乙醇浓度成正比ꎬ这意味

着随着解吸率的增加ꎬ乙醇浓度也会增加ꎮ 达到

峰值后ꎬ解吸率随乙醇浓度的进一步增加而趋于

平缓ꎮ 吸附在树脂上的分子间作用力与溶解在溶

剂中的分子间相互作用对黄酮碳苷类化合物从树
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脂上的解吸具有重要作用ꎮ 而且ꎬＸＡＤ￣１６Ｎ 成功

地富集了战骨中存在的黄酮碳苷类化合物ꎬ并能

选择性地吸附黄酮碳苷类化合物ꎮ 与传统的纯化

工艺( Ｄ１０１)相比ꎬ树脂 ＸＡＤ￣１６Ｎ 的吸附率( ８６.
６５％)和解吸率( ８６. ５４％)ꎬ均显著优于 Ｄ１０１(吸

附率 ７４.３０％ꎬ解吸率 ７７.２１％)ꎮ 本研究通过单因

素筛选及正交工艺优化ꎬ最终确定其最佳富集纯

化工艺为上样浓度为原提取液稀释 ２ 倍、上样流

速 ２ ＢＶ􀅰ｈ￣１、洗脱液为 ６０％乙醇ꎮ 总黄酮碳苷的

含量由 １.７３％(原植物中含量)提高到１４.５０％ꎬ提
高了 ７.３８ 倍ꎮ 因此ꎬ本研究开发了一种简单有效

的从战骨植物中提取黄酮碳苷的方法ꎮ 该方法操

作简单ꎬ回收率高ꎬ工艺稳定可行ꎬ可为今后战骨

工业大批量生产提供一定的参考价值ꎮ
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