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摘要# 目的!优化大孔吸附树脂富集纯化雪松*@/;()/@-/,;, "D6]_$# 56=Y$松针总黄酮工艺’ 方法!+&!乙醇回流
提取总黄酮& 紫外分光光度法测定其含有量’ 考察 "# 种大孔吸附树脂 "U("&"( EcG(-( CIU"&&( Ge(*( U+&#&(
GUB(",( CIU*#’( CIU+%&( UH")&( NGU("’( CIU,##( CI(#&# 对总黄酮的吸附解吸能力$ 以上样液质量浓度( 上
样液 WC值( 上样量为影响因素考察最佳树脂吸附能力$ 以乙醇体积分数( 除杂溶剂( 乙醇洗脱用量为影响因素& 考
察最佳树脂解吸能力& 优化富集纯化工艺’ 结果!CIU,## 大孔吸附树脂纯化效果最好& 最佳条件为上样液质量浓度
)L*% 2OK25& 上样液 WC值 +L&& 上样量 + ea& 乙醇体积分数 ,&!& 除杂溶剂 + ea水& 乙醇洗脱用量 # ea& 总黄酮
纯度达到 %+L#*!’ 结论!该方法合理可行& 可用于富集纯化雪松松针总黄酮’
关键词! 雪松$ 松针$ 总黄酮$ 富集纯化$ 大孔吸附树脂
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!!雪松*@/;()/@-/,;, "D6]_$# 56=Y$是松科雪
松属植物的泛称& 包括雪松 *"/@-/,;, 56=Y( 黎
巴嫩雪松 *"9&W,$&56=Y( 短叶雪松 *"W;@?&%-9&,
H3:/<<4和北非雪松*",’9,$’&8, C/:X\’ 中医认为&
雪松具有祛风活络( 消肿生肌( 活血止血功效)"* &
其针叶部位药用历史悠久& 主要化学成分为黄酮(
苯丙素( 有机酸( 三萜( 甾体( 多糖( 针叶胶等&
具有抗肿瘤( 抗氧化( 改善记忆( 抗菌( 抗病毒(
杀虫等多种功效)#* ’ 前期研究发现& 黄酮类化合
物是雪松松针中的主要成分& 以杨梅素( 槲皮素(
山柰酚( 异鼠李素及其苷类为主))(’* ’

课题组前期比较了雪松不同部位 + 种黄酮成分
的含有量& 发现松针是最佳部位),* & 并建立了总
黄酮及四者含有量的测定方法)** ’ 因此& 本实验
利用大孔吸附树脂富集纯化雪松松针总黄酮& 为其
抗肿瘤作用研究奠定基础’
HI仪器与材料

Pa(#+& 紫外分光光度计 "日本岛津公司#$
G1#’& 电子天平 "万分之一& 瑞士 H/<<0/X(.60/Y6
公司#$ ‘I##% 电子天平 "十万分之一& 德国赛多
利斯公司#$ V5(-&" 旋涡混合器 "海门市麒麟医药
仪器厂#$ D1(%#-- 旋转蒸发仪 "巩义市予华仪器
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有限公司#$ CC(+ 数显恒温水浴锅 "北京科伟永
兴仪器有限公司#$ U7Cf调温电热套 "北京市永
兴明医疗仪器厂#$ Bc))"&5C‘超声波清洗器 "上
海科导超声仪器有限公司#$

雪松松针于 #&"+ 年 ’ 月采自兰州市市区& 经
甘肃省医学科学研究院何福江研究员鉴定为雪松属
植物雪松*@/;()/@-/,;,的针叶’

芦丁对照品 "批号 "&&&*&(#&&,&,& 含有量
-"L,!& 中国食品药品检定研究院#’ U4346: CI(#&
树脂 "日本三菱公司#$ U"&" 树脂 "天津市海光
化 工 有 限 公 司 #$ EcG(-( CIU"&&( Ge(*(
U+&#&( GUB(",( CIU*#’( CIU+%&( UH")&(
NGU("’( CIU,## 树脂 "沧州宝恩吸附材料科技
有限公司#’ 试剂均为分析纯’
JI方法与结果
#L"!总黄酮提取"*#!取雪松松针 "过 +& 目筛#
)& O& #% 倍 +&!乙醇回流提取 # 次 "#( " 8#& 合
并提取液& 减压回收乙醇& 浸膏加蒸馏水超声溶
解& 离心除去不溶性杂质& 即得总黄酮粗提液’
#L#!总黄酮含有量测定"*#

#L#L"!对照品溶液制备!精密称取芦丁对照品
"& 2O& 加 +&!乙醇溶解& 定容至 %& 25量瓶中&
摇匀& 制成 &L"*) 2OK25对照品溶液’
#L#L#!线性关系考察!精密量取 .#L#L"/ 项下
芦丁对照品溶液 &L#%( &L%( "L&( "L%( #L&(
#L%( )L& 25& 置于 "& 25具塞比色管中& 加入
+&!乙醇至 % 25& 摇匀& 加入 %!E3EF# 溶液
&L) 25& 摇匀& 静置 ’ 24:& 再加入 "&!G0"EF)# )
溶液 &L) 25& 摇匀& 静置 ’ 24:& 最后加入 +!
E3FC溶液 + 25& +&!乙醇定容至刻度& 摇匀& 静
置 "% 24:& 以 +&!乙醇为空白& 在 %"& :2波长处
测定吸光度’ 以含有量为横坐标 "G#& 吸光度为
纵坐标 " #̂ 进行回归& 绘制标准曲线’ 得到线性
回归方程为 m̂&L&&" #Gp&L&&+ * ";m&L--- )#&
表明芦丁在 & b%+- !O范围内线性关系良好’
#L#L)!测定方法!精密吸取 .#L"/ 项下总黄酮
粗提液 " 25& 定容至 "& 25& 摇匀& 吸取 &L# 25&
置于 "& 25具塞比色管中& 按 .#L#L#/ 项下方法
依次加入显色试剂& 以蒸馏水p显色剂为空白& 测
定总黄酮含有量’
#L)!大孔吸附树脂筛选
#L)L"!树脂预处理!取树脂适量& -%!乙醇浸泡
#+ 8& 除去树脂碎片和杂物& 乙醇湿法装柱& 以乙
醇冲柱& 检查流出液& 至与水混合不呈白色浑浊为

止& 再以大量蒸馏水洗涤至无醇味& 备用’
#L)L#!树脂静态吸附K解吸能力考察)-*!称取预
处理好的 "# 种树脂 "U("&"( EcG(-( CIU"&&(
Ge(*( U+&#&( GUB(",( CIU*#’( CIU+%&(
UH")&( NGU("’( CIU,##( CI(#&# 各 %L& O& 置
于 "&& 25具塞锥形瓶中& 精密加入样品溶液
""L"# 2OK25# 各 )& 25& 每隔 "& 24:在漩涡混合
器上振摇 # 24:& 吸附 # 8 后& 静置 #& 24:& 布氏
漏斗抽滤至干& 即得吸附液& 再将大孔树脂移入
"&& 25具塞锥形瓶中& 各精密加入 )& 25,&!乙
醇& 同法得到解吸液’ 按 .#L#L)/ 项下方法测定
吸附液和解吸液中总黄酮含有量& 计算吸附率( 解
吸率和解析量& 结果见表 "’ 由表可知& 静态吸附
及解吸效果较好的 + 种树脂为 U"&"( CIU,##(
Ge(* 和CIU+%&& 故选择四者进行动态试验考察’

表 HIHJ 种树脂静态吸附V解吸能力
;+LMH I:)+)$(+"*#.-)$#/V"’*#.-)$#/(+-+($)$’*#&)6’,[’

4+(.#-#.#2*.’*$/*

型号 极性 吸附率K! 解吸率! 解析量K2O
U"&" 非极性 *%L*& ’*L%, "-L,,
CI(#& 非极性 *’L** ’"L,, "*L&)
EcG(- 强极性 -)L%, +#L#, ")L#-
CIU"&& 非极性 **L)& )*L+# ""L+&
Ge(* 弱极性 *+L#- ’,L"’ "-L&#
U+&#& 非极性 -"L,& %’L+* ",L+&
GUB(", 中极性 *-L,) +,L,’ "+L+&
CIU+%& 弱极性 *"L)+ ’*L#* "*L’’
CIU*#’ 强极性 -%L&- +’L#- "+L,-
UH")& 非极性 ,-L"" ’*L,+ "*L#,
NGU("’ 非极性 *)L-) ++L*- "#L’’
CIU,## 弱极性 ,*L,% ,)L*" "-L%)

#L)L)!树脂动态吸附K解吸附能力考察)"&*!精密
称取预处理好的 U"&"( Ge(*( CIU+%&( CIU,##
树脂各 "&L& O& 装入层析柱中& 取样品溶液
"#L*% 2OK25# 各 "% 25& 以 # eaK8 体积流量上
样& 待样品流完后& 关柱 "% 24:& 用 + ea水除杂&
再用 # ea%&!乙醇解吸& 收集过柱液( 水洗液和
解吸液& 按 .#L#L)/ 项下方法测定总黄酮含有
量& 回收乙醇& 计算纯化后总黄酮的回收率和纯
度& 结果见表 #’ 由表可知& 动态解吸量最大( 回
收率和总黄酮纯度均较高的树脂为 CIU,##& 故选
择其作进一步工艺考察’
#L+!纯化工艺考察"""(")#

#L+L"!吸附工艺
#L+L"L"! 上样液质量浓度 ! 取预处理好的
CIU,## 树脂 "& O& 湿法装柱& 再精密量取总黄酮
质量浓度分别为 "L+)( #L*%( +L#*( %L,& 2OK25
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!! 表 JIO 种树脂动态吸附V解吸能力
;+LMJ I B3/+4$( +"*#.-)$#/V"’*#.-)$#/ (+-+($)$’* #&

&#2..’*$/*

型号 解吸量K2O 回收率K! 总黄酮纯度K!
CIU,## )&L’% ,"L,& %+L,)
CIU+%& )&L"’ ,&L%% +)L&-
Ge(* #*L*# ’,L%, +-L’-
U"&" #%L#) %-L&) %+L*’

的样品溶液各 "% 25& 以 " eaK8 体积流量上样&
待样品流完后& 关柱 "% 24:& 用 + ea水除杂& 再
用 # ea%&!乙醇解吸附& 收集过柱液和水洗液&
按 .#L#L)/ 项下方法测定总黄酮含有量& 计算吸
附率& 重复 ) 次& 取其均值& 结果见图 "’ 由图可
知& 上样液质量浓度在 #L*% b+L#* 2OK25范围内
吸附效果较好& 而当药材质量浓度为 &L" OK25时&
确定最佳上样液质量浓度为 )L*% 2OK25’

图 HI上样液质量浓度对吸附率的影响 %%QK’
N$0MHI%&&’()#&*+4-,’(#/(’/).+)$#/#/+"*#.-)$#/.+)’

%%QK’

#L+L"L#!上样液 WC值!量取 + 份总黄酮质量浓
度为 )L*% 2OK25得样品溶液各 "% 25& 调节其 WC
值为 )L&( +L&( %L&( ’L&& 同法上样( 洗脱( 检
测& 重复 ) 次& 取平均值& 结果见图 #’ 由图可
知& 上样液 WC值在 +L& 时吸附效果最好’

图 JI上样液-@值对吸附率的影响 %%QK’
N$0MJI%&&’()#&*+4-,’-@[+,2’#/+"*#.-)$#/.+)’%%QK’

#L+L"L) ! 上 样 量 考 察 ! 取 总 黄 酮 提 取 液
")L*% 2OK25# 适量& WC值 +L&& 以 " eaK8 体积
流量上样& 收集每 &L% ea的流出液& 按 .#L#L)/
项下方法测定总黄酮含有量& 重复 ) 次& 取平均

值& 结果见图 )’ 由图可知& 随着流份数的增加&
总黄酮含有量不断上升& 当收集到第 + 个流份时&
其已接近上样液质量浓度的 "&!& 达到泄漏
点)"&* ’ 因此& 确定最佳上样量为 + ea’

图 KI上样量对吸附率的影响 %%QK’
N$0MKI%&&’()#&*+4-,’[#,24’#/+"*#.-)$#/.+)’%%QK’

#L+L#!解吸工艺
#L+L#L"!乙醇体积分数!量取 ) 份总黄酮质量浓
度为 )L*% 2OK25得样品溶液各 "% 25& 依法上样(
水洗& 再分别用 + ea)&!( %&!( ,&!乙醇解吸&
收集解吸液& 按 .#L#L)/ 项方法测定总黄酮含有
量& 计算解析量( 回收率和总黄酮纯度& 重复 )
次& 取平均值& 结果见表 )’ 由表可知& ,&!乙醇
洗脱解吸量最大& 回收率和总黄酮纯度均较高’

表 KI乙醇体积分数考察结果 %%QK’
;+LMKI<’*2,)*#&’)1+/#,(#/(’/).+)$#/$/[’*)$0+)$#/%%QK’

乙醇K! 解吸量K2O 回收率K! 总黄酮纯度K!
)& "#,L) %%L"" %"L%+
%& "’-L- ,)L%% %"L’+
,& ",’L) ,’L)# %"L,&

#L+L#L# !除杂溶剂!量取 ) 份总黄酮质量浓度为
)L*% 2OK25的样品溶液各 "% 25& 同法上样& 分
别用 + ea蒸馏水( * ea蒸馏水( * ea蒸馏水 p
# ea%!乙醇冲洗后& 再用 ,&!乙醇解吸& 收集
解吸液& 同法检测& 重复 ) 次& 取平均值& 结果见
表 +’ 由表可知& + ea蒸馏水除杂效果较好’

表 OI除杂溶剂考察结果 %%QK’
;+LMOI<’*2,)*#&$4-2.$)3!.’4#[+,*#,[’/)$/[’*)$0+)$#/

%%QK’

除杂溶剂及用量 解吸量K2O 回收率K! 总黄酮纯度K!
+ ea水 "-"L+ *#L** %)L,’
* ea水 ",’L) ,’L)# %"L,&
* ea水p#ea%!乙醇 "’%L* ,"L,, +-L’+

#L+L#L)!乙醇洗脱用量!量取总黄酮质量浓度为
)L*% 2OK25的样品溶液 "% 25& 同法上样( 水洗&
分别用 "( #( )( + ea,&!乙醇解吸& 收集解吸
液& 同法检测& 重复 ) 次& 取平均值& 结果见表
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%’ 由表可知& 当乙醇用量达到 # ea时& 总黄酮解
吸量已达到 -*L’%!& 故确定乙醇洗脱用量为
# ea’

表 \I乙醇洗脱用量考察结果 %%QK’
;+LM\I<’*2,)*#&’)1+/#,(*’,2)$#/[#,24’$/[’*)$0+)$#/

%%QK’

洗脱剂用量K"ea-8 g"# 解吸量K2O 总黄酮解吸量K!
" "#*L- ’)L*,
# ,&L"- )+L,*
) #L," "L)&
+ &L&# &L&%

#L+L)!验证试验!按最佳工艺条件进行验证& 即
选择 CIU,## 型大孔树脂& 上样液质量浓度
)L*% 2OK25& WC值 +L&& 上样量 + ea& + ea蒸馏
水除杂& # ea,&!乙醇解吸& 重复 ) 次& 结果见
表 ’& 可知总黄酮纯度由纯化前的 "+L"%!提高到
%+L#*!& 表明该工艺可有效达到总黄酮的富集’

表 YI验证试验结果 %%QK’
;+LMYI<’*2,)*#&[’.$&$(+)$#/)’*)*%%QK’

编号 总黄酮纯度K! 平均值K!
" %+L#’
# %)L%# %+L#*
) %%L&’

KI讨论
本实验选择 EcG(-( CIU"&&( Ge(*( U+&#&(

GUB(",( CIU*#’( CIU+%&( UH")&( NGU("’(
CIU,##( CI(#& 和 U"&" 这 "# 种大孔吸附树脂对
雪松松针总黄酮的吸附与解吸进行研究& 由于树脂
极性不同& 其对总黄酮的吸附和解吸也会有很大差
别’ 结果显示& 吸附率依次为强极性树脂n中极性
树脂n非极性树脂n弱极性树脂& 但解吸率基本上
以弱极性树脂最强& 而其他树脂无明显规律’ 由于
解吸量等于上样总黄酮量( 吸附率( 解析率三者的
乘积& 故以解吸量为指标评价树脂吸附K解吸效果&
回收率和总黄酮纯度直接评价其对总黄酮的富集纯
化效果& 发现弱极性树脂 CIU,## 的相关作用
最好’

上样液质量浓度对CIU,## 大孔吸附树脂纯化
总黄酮的影响很大’ 在纯化前上样液需要进行处
理& 在醇提水溶过程中总黄酮有所损失& 而上样液

质量浓度较低时& 总黄酮损失较少& 但上样前总黄
酮纯度就低& 将影响纯化效果’ 因此& 增加总黄酮
溶解度& 并优化上样液质量浓度& 最终确定药材和
上样液质量浓度分别为 &L" OK25和 )L*% 2OK25’

综上所述& 本实验所建立的大孔吸附树脂纯化
工艺合理可行& 可使雪松松针总黄酮纯度高达
%+L#*!& 为其抗肿瘤作用的研究奠定基础& 也为
雪松综合开发利用提供重要理论依据’
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