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摘 要: 通过对静态吸附容量和洗脱效果的选择, 从 10 种大孔吸附树脂中确定出最适于杜仲叶中绿原酸、

总黄酮分离的 XDA- 5 树脂。研究了用该树脂吸附分离杜仲叶中绿原酸和总黄酮的方法, 得出以下结论:

1)杜仲叶绿原酸和总黄酮的最佳分离工艺为:上柱液 pH 值为 2~ 3, 静态吸附时间 8 h, 绿原酸最佳洗脱剂为

10% ~ 15% 乙醇溶液, 黄酮洗脱剂为 50% ~ 70% 乙醇溶液, 流速为每分钟流出液体积相当于吸附剂体积的

8% ; 2) 10% ~ 15%乙醇洗脱液经真空浓缩后,其固形物得率为 4. 85% , 绿原酸含量为 36. 65% ; 3) 50% ~ 70%

乙醇洗脱液经真空浓缩后,其固形物得率为 4. 98% ,总黄酮含量为 28. 34%。
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Abstract: A specific macroporous resin, XDA-5 was selected from 10 different resins to adsorb and isolate chlorog enic

acid and flavonoids from the leaves of Eucommia ul moides thr ough investigating the factors such as the capability of

stat ic adso rption and desorpt ion. Thereafter , a methodological study was carried out on this resin. T he follow ing re-

sults w ere obtained. 1) The favorable techno logical parameters for the isolation ar e: pH value 2- 3 of the liquid ex-

tract to be isolated, static adso rption time 8 h, eluant for chlorogenic acid 10% - 15% ethanol, for flav onoids 50% -

70% ethanol, elution rate 8% of the volume of the adsorbent per minute; 2) The eluent rich in chlorogenic acid is

concentr ated by vacuum distillation at a yield of so lid extracts 4. 85% , content of chlo rogenic acid in so lid extract 36.

65% , yield of chlorogenic acid 1. 78% ; 3) T he eluent r ich in flavonoids is concentrated at a yield of solid ex tracts 4.

98% , content of flavonoids 28. 34% .
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绿原酸和黄酮类化合物为杜仲叶主要有效成分, 具有显著的生理活性。作者曾用 40%乙醇提取,
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铅沉法分离等手段对杜仲叶中绿原酸的提取分离进行了研究
[ 1~ 2]

。但迄今为止, 用大孔吸附树脂吸

附、分离杜仲叶绿原酸和总黄酮的研究还未见报道。作者以同时兼顾绿原酸和总黄酮的提取分离为宗

旨,以杜仲叶提取液为原料, 从 10多种树脂中筛选出最适于分离杜仲叶中绿原酸和总黄酮的 XDA- 5

型大孔吸附树脂,并对其分离工艺过程进行了研究,为大规摸提取、分离杜仲叶中绿原酸和黄酮类化合

物提供一种新的生产工艺。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 供试材料 杜仲叶采自西北农林科技大学校园内, 阴干,备用。绿原酸(德国进口) ;芦丁(生化

试剂) ;乙醇(分析纯) ;大孔吸附树脂: XDA- 1、XDA- 5、LSA- 20、LSA- 10、LSI- 311、LSI- 208、S- 8均购

于西安电力树脂厂, X- 5、D4020、AB- 8购于南开大学树脂厂。

1. 1. 2 主要仪器 754型紫外- 可见分光光度计(上海第三分析仪器厂) , 365 nm 紫外分析仪(上海科

艺光学仪器厂) , 2FG- 85A型旋转蒸发器(上海医械专机厂) ,层析柱。

1. 2 方法

1. 2. 1 绿原酸与总黄酮含量的测定 绿原酸采用纸层析分离紫外- 分光光度法测定
[ 3]
。总黄酮采用

纸层析分离- 亚硝酸钠硝酸铝比色法测定[ 4]

1. 2. 2 树脂的预处理[ 5~ 6] 将市售树脂用 95%乙醇浸泡 24 h, 充分溶胀后用蒸馏水洗至无醇, 然后用

5%盐酸溶液浸泡 12 h,用蒸馏水洗至中性; 最后用 5%氢氧化钠溶液浸泡 12 h, 再用蒸馏水洗至中性,

备用。

1. 2. 3 树脂的再生[ 7] 用 95%乙醇洗脱树脂柱至流出液无色, 以大量水洗去醇, 再自柱上端加入 5%

氢氧化钠水溶液,至下口呈强碱性, 浸泡 12 h,用水洗至下口流出液为中性即可使用。如果柱上方沉积

有悬浮物影响流速, 可用水或甲醇从柱下方进行反洗, 将悬浮物顶出。

1. 2. 4 比吸附量和比洗脱量的测定 参照文献[ 8] ,准确称取已处理好的各类树脂, 分别装入 100 mL

容量瓶中,精确加入过量的杜仲叶提取物样液,摇匀,放置冰箱 3 d,充分吸附后,过滤,收集滤液,分别测

定滤液中的绿原酸和总黄酮含量; 对已过滤的树脂,用蒸馏水洗至无绿原酸和总黄酮,收集洗脱液,测定

其绿原酸和总黄酮含量, 按下式计算其比吸附量:

A = ( M样- M残- M水洗) / M

式中: A 比吸附量, mg/ g; M样 吸附前杜仲叶提取液中的绿原酸/总黄酮质量, mg; M残 吸附后杜

仲叶提取液中的绿原酸/总黄酮质量, mg ; M水洗 吸附完毕后, 最初用水洗脱下来的绿原酸/总黄酮质

量, mg ; M 干树脂质量, g。并按公式分别计算绿原酸和总黄酮的比吸附量和比洗脱量。

1. 2. 5 树脂洗脱效果的确定 准确称取已处理好的树脂,分别湿法装柱于高 30 cm、内径 2. 3 cm 的层

析柱中,再分别加入相同质量的杜仲叶样液于层析柱中, 使其静态吸附 8 h 后, 分别用 500 mL 的水、

10%、20%、30%、40%、50%、60%、70%和 85%乙醇溶液梯度洗脱。收集各洗脱液, 分别浓缩定容于

50 mL 容量瓶中,用微量进样器将各洗脱浓缩液等量地点样于同一层析纸上, BAW 系统(正丁醇、冰醋

酸、水体积比为 412)展开。在 365 nm 紫外分析仪下检测绿原酸, 365 nm 紫外分析仪结合氨熏检测黄

酮,确定各树脂的洗脱效果。

2 结果与讨论

2. 1 不同树脂类型对杜仲叶中绿原酸和总黄酮的吸附效果

大孔吸附树脂是近年来发展起来的一类有机高分子聚合物吸附剂,它具有物理化学性稳定、吸附选

择性独特、解吸条件温和、再生简便、使用周期长等优点,可广泛应用于有效成分的分离和纯化。表 1为

本实验中所采用的 10种树脂的物理性能及其对杜仲叶中绿原酸和总黄酮吸附效果的影响(树脂、供试

液的体积比为 140)。
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表 1 吸附树脂的物理性能及其对杜仲叶中绿原酸和总黄酮吸附效果的影响

Table 1 Physical propert ies of macroporous resin and their adsorption effects on chlorogenic acid( CGA ) and flavono ids

树脂类型

resin types

极性

polarity

比表面积/ ( m2g- 1)

specif ic surface area

平均孔径/ nm

average pore size

吸附容量 absorption capacity/ ( mgg- 1)

绿原酸 CGA 总黄酮 f lavonoids

LSI- 208 强极性 strong 26. 64 28. 44

LSI- 311 强极性 strong 32. 82 38. 75

S- 8 极性 polar 100~ 200 28~ 30 59. 95 63. 83

XDA- 5 弱极性 weak 560~ 700 25~ 30 48. 43 51. 68

XDA- 1 弱极性 weak 800~ 1000 26~ 32 46. 37 49. 77

AB- 8 弱极性 weak 480~ 520 13~ 14 29. 06 31. 00

X- 5 非极性 non-polar 500~ 600 29~ 30 37. 29 42. 91

LSA- 20 非极性 non-polar 500~ 540 85~ 90 39. 12 49. 91

LSA- 10 非极性 non-polar 420~ 500 14 25. 48 34. 60

D4020 非极性 non-polar 540~ 580 10~ 10. 5 31. 33 31. 83

影响大孔吸附树脂吸附、分离效果的因素很多,主要有树脂的结构、被分离的化合物的结构、上柱液

浓度及 pH 值、外界环境温度等因素。一般来说,树脂的极性(功能基)和空间结构(孔径、比表面积、孔

容)是影响吸附性能的重要因素。非极性化合物在水中可以被非极性树脂吸附,极性树脂则易在水中吸

附极性物质。在一定条件下, 化合物的体积越大, 其吸附力越强
[ 8]
。

由于杜仲叶中所含的绿原酸和黄酮类化合物均具有酚羟基结构,黄酮类化合物还具有糖苷键,故它

们有一定的极性和亲水性,生成氢键的能力较强, 因而易于与弱极性和极性树脂发生吸附作用。本研究

所用的树脂可分为非极性、弱极性、极性和强极性 4种类型。从表 1可以看出,对杜仲叶中有效成分吸

附量较大的树脂多为极性或弱极性树脂, 如 S- 8、XDA- 1、XDA- 5树脂。S- 8树脂为极性树脂, 它对绿

原酸和黄酮类化合物的吸附能力最强, 分别达到 59. 95和 63. 83 mg/ g。XDA- 1、XDA- 5树脂为弱极性

树脂,它们也对绿原酸和黄酮类化合物表现出较高的吸附性能。AB- 8树脂虽为弱极性树脂,但它对绿

原酸和黄酮类化合物的吸附能力远远不及 XDA- 5和 XDA- 1,比吸附量仅为29. 06和 31. 00 mg / g,为 S

- 8树脂的一半。原因是在用蒸馏水除糖及水溶性色素时,水洗液中有大量的绿原酸和黄酮类化合物

流失,从而使其吸附量降低。对于非极性树脂, 即使有较大的孔径,其吸附容量也不大, 如 LSA- 20树

脂。至于强极性树脂,由于极性与绿原酸和黄酮类化合物差异较大, 故吸附容量也较低。

但是在实际应用中, 也不能过分强调树脂的吸附容量,吸附容量太高会使解吸过程变得困难,从而

影响有效成分的回收,同样不适用于分离。例如本实验中的 S- 8树脂就属于这种情况。

当然,树脂仅具有适当的极性还不够,树脂的孔径、孔容、比表面积等因子也起着重要的作用。树脂

的平均孔径小, 会造成吸附速度慢、吸附容量小、解吸不够集中、分离效果差。杜仲叶中绿原酸和黄酮类

化合物的分子质量较大(绿原酸、槲皮素、山柰酚的分子质量分别为: 354、302、286) , 因此应选择孔径大

的树脂,这些化合物才能通过树脂的孔径扩散到树脂孔内表面而被吸附, 比表面积才能充分发挥作用,

XDA- 5树脂恰好符合这一要求。

总之,杜仲叶中的有效成分在不同树脂上具有不同的吸附效果, 在所选的 10种树脂中, S- 8树脂对

绿原酸和总黄酮的吸附容量最大,其次为 XDA- 5和 XDA- 1。鉴于该 3种树脂对绿原酸和黄酮类具有

较大的吸附容量,故对它们从洗脱效果方面进一步进行筛选,由于 AB- 8( D101)树脂广泛应用于有效成

分的提取和分离,也对该树脂作了进一步研究。

2. 2 树脂洗脱效果及洗脱剂浓度的确定

据文献报道
[ 9]
,洗脱液的选择应根据树脂对指标成分的吸附能力强弱来定, 一般来说,对非极性和

弱极性大孔树脂,洗脱剂极性越小,洗脱能力越强;对中等极性大孔树脂和极性较大的化合物来说,则用

极性较大的溶剂较为合适。常见的洗脱液类型有甲醇、乙醇、丙酮、乙酸乙酯等。考虑到生产中的可行

性,本研究探讨了不同浓度的乙醇对绿原酸和总黄酮的洗脱效果。结果如表 2所示。

可以看出, XDA- 5、XDA- 1和 AB- 8型树脂吸附杜仲叶提取物后,均能用不同浓度的乙醇解吸出绿

原酸和总黄酮。但 AB- 8树脂吸附容量小, 且在用水洗糖类杂质时绿原酸和总黄酮流失最多。而 S- 8
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树脂虽然吸附容量最大,但在用不同乙醇为洗脱剂的情况下, 解吸率几乎为零, 故这两种树脂不可取。

从表 2还可以得知, 绿原酸主要集中在 10%~ 20%的乙醇洗脱液中,洗脱液的颜色近无色。而黄酮主

要集中在 50%~ 70%的乙醇洗脱液中,洗脱液的颜色也由浅变深。就 XDA- 5和 XDA- 1型树脂来说,

两者仅在吸附容量上稍有差别,去劣存优,应选择 XDA- 5树脂。由于 20%乙醇洗脱液中已有微量黄酮

成分洗出、流失,不利于绿原酸后续的分离和纯化,故将绿原酸洗脱剂选为 10% ~ 15%乙醇梯度洗脱,

总黄酮洗脱剂选 50% ~ 70%乙醇,梯度洗脱。

表 2 不同浓度乙醇对杜仲叶绿原酸和总黄酮精制效果1)

T able 2 Effects of the concentration of ethanol eluant on the separation of CGA and flavonoids

乙醇质量分数/ %

EtOH mass part s

XDA- 5

绿原酸

CGA

总黄酮

flavonoids

XDA- 1

绿原酸

CGA

总黄酮

f lavonoids

S- 8

绿原酸

CGA

总黄酮

flavonoids

AB- 8

绿原酸

CGA

总黄酮

f lavonoids

水 w ater - - - - - - ++ + +++

10 + ++ - ++ + - - - + + +

20 + ++ + ++ + + - - + + +

30 ++ + ++ + - - - + +

40 + ++ + + + - - - +++

50 - + ++ - +++ - - - +++

60 - + ++ - +++ - - - +++

70 - + ++ - +++ - - - + +

85 - + ++ - +++ - - - + +

1) +++ 、++ 、+ 、- 分别表示含量多、少、微、无 The symbols ++ + , ++ , + , - indicate the contents more, less, litt le and nil, respect ively

2. 3 影响 XDA- 5树脂吸附杜仲叶绿原酸和总黄酮的因素研究

2. 3. 1 上样液浓度对吸附效果的影响 图 1给出了不同浓度的杜仲叶提取液在大孔树脂上的吸附情

况(以溶液中所含固形物计)。

由图 1可以看出,随着样品浓度的增加, 绿原酸和总黄酮在 XDA- 5 树脂上的比吸附量也相应增

加,而且浓度越大,这种差别越明显。但浓度不宜过高,以澄清为好。在本研究中, 最高浓度为 200 mg/

mL, 大于此值时,上样液呈粘稠状,在洗脱过程中会堵塞树脂柱,影响分离。根据实验结果, 就树脂的总

吸附量而言,一般树脂与杜仲叶的上样比例为 31(折合杜仲叶) ,上样液总固物含量为 20%。

2. 3. 2 上样液 pH 值对吸附效果的影响 上样液 pH 值对化合物的吸附纯化效果至关重要, 根据化合

物的结构特点, 灵活改变溶液的 pH 值,可使提纯工作达到理想结果。根据酸性化合物能在适当酸性溶

剂中充分吸附, 中性化合物可在中性介质中吸附[ 9]这一原则,根据绿原酸和黄酮类化合物的结构,本研

究考察了 pH 值分别为 1、2、3、4、5、6、7时树脂对杜仲样液的吸附效果, 结果见图 2。

由图 2可以看出,随着样液酸度的增加, 树脂的吸附容量逐渐增加, 当样液 pH 值为 2时,树脂对绿

原酸和总黄酮的吸附容量均达到最大, 这是由于在酸性条件下, 具有酚羟基结构的绿原酸和黄酮均以分

子状态存在,可以凭借范德华力与树脂发生物理吸附作用,但是酸性也不能过大,否则吸附容量反而会

下降。

2. 3. 3 吸附时间对吸附效果的影响 图 3给出了不同停留时间的吸附效果。

由图 3可知, XDA- 5树脂对绿原酸和总黄酮的比吸附量随着吸附时间的增加而升高,而且在起始

阶段的吸附量较小, 但 6 h后能迅速升高,吸附时间达 8 h后,增大的趋势变小,几乎已达到平衡。说明

已达到吸附终点,再延长吸附时间,已无意义。故将吸附时间选为 8 h。

2. 3. 4 流速对洗脱效果的影响 为了考察流速对洗脱效果的影响,以绿原酸为测定指标,将每分钟流

出液体积分别控制为吸附剂体积的 2%、4%、6%、8%、10%和 12%, 收集相同体积的流出液, 测定其绿

原酸含量,计算比洗脱量,分别为 36. 71、34. 70、30. 86、28. 55、18. 42和 18. 27 mg / g。

以上可以看出, 流速越大,单位体积洗脱液中有效成分的质量越小,洗脱效率越低,但流速过小,洗

脱时间会加长, 从节省洗脱溶剂和时间的角度出发,流速应控制为每分钟流出液体积相当于树脂体积的

8%较好。
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图 1 不同浓度上样液对吸附

效果的影响

Fig . 1 Effects of sample concn.

on adsorption

图 2 上样液 pH值对吸附

效果的影响

F ig. 2 Effects of sample pH value

on adsorpt ion

图 3 吸附时间对吸附效果

的影响

F ig. 3 Effects of time on

adsorption

2. 3. 5 XDA- 5树脂对杜仲叶中绿原酸和黄酮的分离效果 根据以上筛选结果,采用 XDA- 5树脂对杜

仲叶中的绿原酸和总黄酮进行了分离, 表 3给出了用该树脂分离过程中有效成分变化的相关数据。
表 3 XDA- 5 树脂对杜仲叶中绿原酸和总黄酮的分离效果

T able 3 Separation effect of XDA- 5 resin for CGA and flavonoids %

项目

it ems

杜仲叶

leaves of
E . ulmoides

60%乙醇提取物

60% ethanol
ext ract

水转溶后的提取物

water-soluble
ext ract

15% ~ 20%乙醇洗脱液

eluate by 15% - 20%
EtOH

50% ~ 70%乙醇洗脱液

eluate by 50% - 70%
EtOH

固形物得率 yield of solid mat ter 31. 67 30. 65 4. 85 4. 98

绿原酸含量

content of chlorogenic acid
2. 96 8. 43 9. 91 36. 65

总黄酮含量 content of flavonoids 1. 86 5. 49 6. 97 28. 34

从表 3可以看出,树脂分离法使得杜仲叶中的有效成分得到有效的提取与纯化,如果与其他方法结

合,可进一步分离出绿原酸纯品。

3 结论

3. 1 在所研究的 10种大孔树脂中, XDA- 5树脂具有较大的吸附容量和较强的被解吸能力, 适合于杜

仲叶中有效成分的分离。

3. 2 用大孔吸附树脂分离有效成分的最佳工艺参数为: 上样液 pH 值 2~ 3,静态吸附时间 8 h,洗脱液

流速为每分钟流出液体积相当于吸附剂体积的 8% ,上样量为: 杜仲叶、树脂体积比 13。绿原酸最佳洗

脱剂为 10% ~ 15%乙醇溶液,黄酮类最佳洗脱剂为 50%~ 70%乙醇溶液。

3. 3 10% ~ 15%乙醇洗脱液经真空浓缩后, 其固形物得率为 4. 85% , 绿原酸含量为 36. 65%; 50% ~

70%乙醇洗脱液经真空浓缩后,其固形物得率为 4. 98%, 总黄酮含量为 28. 34%。
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