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摘要# 目的!研究大孔树脂纯化陈皮黄酮工艺& 并评价其抑菌活性’ 方法!考察 + 种大孔树脂 "Zb1("%%( Zb(#%(
Te(’( 0(+( O]T(## 对黄酮的静态吸附( 解吸作用& 绘制动力学曲线’ 以上样液 ;Z值( 体积流量( 质量浓度& 洗
脱液 "乙醇# 体积流量( 体积分数为影响因素& 黄酮回收率为评价指标& 单因素试验优化分离纯化工艺’ 然后& 滤
纸片法进行抑菌活性试验’ 结果!最佳条件为 Zb(#% 大孔树脂& 上样液 ;Z值 &L+( 体积流量 # 6UK68<( 质量浓度
%L/’# & 6=K6U& 乙醇体积分数 /%!( 体积流量 # 6UK68<& 黄酮回收率 /.L*+!& 纯化后其含有量较纯化前提高了
+L’" 倍’ %L+( " 6=K6U黄酮对枯草芽孢杆菌( 大肠杆菌( 金黄色葡萄球菌均有一定抑制作用& 其中纯化后该成分对
大肠杆菌效果最显著& 金黄色葡萄球菌次之& 均优于茶多酚& 但对枯草芽孢杆菌作用相对较弱’ 结论!Zb(#% 型大孔
树脂更适合分离纯化陈皮黄酮& 纯化后该成分抑菌活性明显提高’
关键词! 陈皮$ 黄酮$ 大孔树脂$ 分离$ 纯化$ 抑菌活性$ 单因素试验$ 滤纸片法
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!!陈皮是一种常用的理气药& 具有健脾开胃( 除
燥化痰等功效+", & 富含橙皮苷( 川陈皮素( 桔皮
素+#,等黄酮类化合物& 故该类成分的提取分离一

直是科研工作者的研究重点之一+&(+, ’ 黄酮的分离
纯化方法主要有硅胶柱层析法( 大孔树脂法( 多溶
剂萃取法等+/(’, & 其中大孔树脂法因具有性质稳
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定( 吸附快( 选择性好( 可再生等优点+*, & 被广
泛应用于冶金( 催化( 药物制备( 天然产物分离纯
化等方面+"%("&, & 在分离提纯黄酮类化合物中的应
用已有很多报道+".("+, & 也可用于陈皮中有效成分
的分离+"/("), ’ 本实验考察 + 种大孔树脂对陈皮黄
酮的静态吸附( 解吸作用& 并对其进行抑菌活性试
验& 以期为该药材开发利用提供理论依据’
(I材料

陈皮 "产地安徽省亳州市& 购于太原万民药
房& 经山西中医药大学中医学院裴香萍副教授鉴定
为正品#’ 芦丁对照品 "上海金穗生物科技有限公
司& 含有量"*’!#$ 无水乙醇( 氢氧化钠( 氯化
钠( 硝酸铝( 亚硝酸钠( 浓盐酸等均为分析纯’
Zb1("%%( Zb(#%( 0(+( Te(’( O]T(#型大孔树
脂 "郑州华溢科技新材料股份有限公司#$ 大肠杆
菌( 金黄色葡萄球菌( 枯草芽胞杆菌’ ST#"%. 型
电子天平 "上海舜宇恒平科学仪器有限公司#$
0Z("%%T型微波催化合成K萃取仪 "北京祥鹄科技
发展有限公司#$ )##V型可见分光光度计 "上海棱
光技术有限公司#$ 数显恒温水浴锅 "常州丹瑞实
验仪器设备有限公司#$ 3Z,(*#T型恒温水浴振荡
仪 "河北浩诚国华科技开发有限公司#$ 高压蒸汽
灭菌锅( 恒温培养箱 "上海东亚压力容器制造有
限公司#’
JI方法
#L"!线性关系考察""’#!称取芦丁对照品 %L%"" % =&
/%!乙醇定容到 "%% 6U量瓶中& 制成 %L" 6=K6U
溶液& 分 别 精 密 量 取 %( "L%%( #L%%( &L%%(
.L%%( +L%% 6U置于 "% 6U量瓶中& 加 %L& 6U+!
O7Ol#& 摇匀& 静置 / 68< 后加 %L& 6U"%!
T5"Ol&# && 混匀& 静置 / 68<& 再加 . 6U.!
O7lZ& 静置 "+ 68<& /%!乙醇定容& 并设空白对
照& 在 +"% <6波长处测定吸光度’ 以溶液质量浓
度为横坐标 "\#& 吸光度为纵坐标 "?# 进行回
归& 得回归方程为 ?p’L+") "\Q%L%%/ # "D# p
%L*** ##& 在 % f+L% !=K6U范围内线性关系良好’
#L#!黄酮提取及含有量测定!药材经干燥( 粉碎(
过筛 "+% 目# 后加入 /%!乙醇中& 料液比 " h#"&
静置 &% 68<& 在 /# g( /"* Y下微波提取 & 68<&
抽滤& 滤液用 /%!乙醇定容于 +% 6U量瓶中& 按
/#L"0 项下方法测定吸光度和黄酮含有量& 按式
""# 计算提取率’

黄酮提取率p测得黄酮质量陈皮质量
o"%%! ""#

#L&!黄酮纯化
#L&L"!树脂预处理+*,!对 Zb1("%%( Zb(#%( 0(
+( Te(’( O]T(#型大孔树脂进行醇洗( 碱洗( 酸
洗等操作后& 于 /% g下烘干备用& 按式 "## f
"+# 计算相关参数’ "%% 为初始质量浓度& %" 为吸
附后质量浓度& ,为树脂质量& %# 为解吸后质量
浓度& ]" 为提取液体积& ]# 为解吸液体积#’

吸附量 Z
%% ‘%"
, b]" "##

吸附率 Z
%% q%"
%%

b"%%! "&#

脱附量 Z
%# b]#
, ".#

脱附率 Z
%#

%% ‘%"
b"%%! "+#

#L&L#!树脂筛选!称取处理好的 Zb1("%%( Zb(
#%( 0(+( Te(’( O]T(#型大孔树脂各 "L% ="湿
重#& 置于 + 个 "%% 6U具塞锥形瓶中& 加入药材粗
提液 #+ 6U& 置 于 恒 温 振 荡 仪 " #+L% g(
"#% ‘K68<# 中 "# A& 取 " 6U上层液于 "% 6U量瓶
中定容& 测定黄酮质量浓度& 计算吸附率’ 再将上
述已吸附饱和的树脂过滤( 抽滤& 去离子水洗至无
色& 加 #+ 6U/%!乙醇同法操作’ 每组平行 & 次&
取平均值’
#L&L&!静态吸附( 解吸考察!取树脂 "L% ="湿
重# 进行吸附( 解吸& 每隔一段时间测定上清液
中黄酮质量浓度& 计算吸附率( 解吸率& 绘制动力
学曲线’
#L&L.!上样液 ;Z值考察!取 + 份已处理好的Zb(
#% 型大孔树脂各 #%L% ="湿重# 装柱& 超纯水平
衡后加入 ;Z值 #L+( &( &L+( .( .L+( + 的黄酮粗
提 液 " %L. 6=K6U# 各 #+ 6U& 体 积 流 量
. 6UK68<& 测定流出液中黄酮质量浓度& 计算吸
附率’
#L&L+!上样液体积流量考察!按 /#L&L.0 项下
方法装柱 . 个& 使树脂达到平衡后向加入最优 ;Z
值的粗提液各 #+ 6U& 选择上样液体积流量 "( #(
&( . 6UK68<& 测定流出液中黄酮质量浓度& 计算
吸附率’
#L&L/!上样液质量浓度考察!操作方法同上& 上
样液 ;Z值和体积流量取最优值& 选择上样液质量
浓度 %L#"& %( %L.&/ +( %L/’# &( %L’+* " 6=K6U&
测定流出液中黄酮质量浓度& 计算吸附率’
#L&L)!洗脱液质量浓度考察!取 / 份饱和吸附的
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树脂& #+ 6U乙醇洗脱& 选择乙醇体积分数 &%!(
.%!( +%!( /%!( )%!( ’%!& 体 积 流 量
& 6UK68<& 测定洗脱液中黄酮质量浓度& 计算解
吸率’
#L&L’!洗脱液体积流量考察!按上样最佳条件
"Zb(#%型大孔树脂 #% =& 上样液 ;Z值 &L+& 质量浓
度 %L. 6=K6U& 体积流量# 6UK68<# 制得.份已达吸
附平衡的树脂& 去离子水洗去杂质后&加入 #+ 6U
/%!乙醇洗脱& 体积流量 "( #( &( . 6UK68<& 测定
洗脱液中黄酮质量浓度& 计算解吸率’
#L&L*!验证试验!按照上述条件进行 & 次验证试
验& 按式 "/# 计算黄酮回收率’

回收率p回收黄酮质量陈皮中黄酮质量
o"%%! "/#

#L&L"%!纯度测定+"*,!将纯化后的黄酮与粗提物
均配成 " 6=K6U溶液& 按 /#L"0 项下方法测定吸
光度& 按式 ")# 计算纯度’

纯度p纯化后黄酮质量纯化前黄酮质量
o"%%! ")#

#L.!抑菌活性试验"#%#!移取被测菌种 "枯草芽孢
杆菌( 大肠杆菌( 金黄色葡萄球菌# 原液各 " 6U&
!!!

注入 +% 6U土豆琼脂培养基中& &% g恒温下培养
"# A& 冷藏备用’ 分别考察陈皮粗提液( 纯化后黄
酮( 对照药茶多酚的抑菌活性& 并设置空白对照&
培养 )# A后用游标卡尺十字交叉按式 "’# 计算抑
菌圈直径& 取平均值& 每组平行 & 次& 取平均值’

抑菌圈直径p抑菌圈外径q滤纸片直径 "’#
#L+!统计学分析!采用 VTV *L# 软件进行处理&
数据以 "@i4# 表示’
KI结果
&L"!黄酮纯化
&L"L"!树脂筛选!表 " 显示& 非极性大孔树脂
"0(+( Zb(#%# 对黄酮的吸附率可达 )%!以上& 弱
极性大孔树脂 "Te(’( Zb1("%%# 在 /%!以上&
而极性大孔树脂 "O]T(## 则只有 +"L)’!& 表
明该成分属于弱极性分子’ 另外& 树脂比表面积越
大越有利于吸附& 在比表面积相同的情况下Zb(#%
吸附率高于0(+& 表明黄酮分子量较小+), & 平均孔
径相对较小的 Zb(#% 更有利于该成分分子进入其
内部’ 综合吸附( 解吸结果& 选择 Zb(#% 型大孔
树脂分离提纯黄酮’

表 (I大孔树脂筛选结果
;$6M(I<-0O4&0*5%$!.*3*.*O0.-0"#0!.--#"#/

类型 极性 比表面积K"6#-=q"# 平均孔径K<6 吸附率K! 解吸率K!
0(+ 非极性 +%% f/%% #*L% f&%L% )%L/+ *#L".
Te(’ 弱极性 .’% f+#% "&L% f".L% /’L+% *"L).
O]T(# 极性 "/% f#%% ".L+ f"+L+ +"L)’ +)L"&
Zb1("%% 弱极性 .%% f+%% ’L+ f*L% /)L"/ *"L.)
Zb(#% 非极性 +%% f/%% "#L% f"/L% ).L/. ’’L/"

&L"L#!静态吸附( 解吸考察!图 " 显示& Zb(#%
型大孔树脂对黄酮的吸附率在 % f& A 内迅速增大&
之后达到吸附饱和& 曲线趋于平缓& 树脂达到吸附
平衡所需时间为 & f. A’ 因此& 选择吸附时间为
& A& 最大吸附率可达 ).L’’!’

图 (IA81JV 型大孔树脂静态吸附曲线
L"/M(I+&$&"!$)0*.3&"*#!O.N-5*.A81JV %$!.*3*.*O0.-0"#

图 # 显示& Zb(#% 型大孔树脂对黄酮的解吸在
# f& A 内迅速完成& 之后解吸率略有降低& 表明

& A后存在反吸附现象’ 考虑到吸附效率& 选择解
吸时间 # A& 解吸率可达 *&L..!’

图 JIA81JV 型大孔树脂静态解吸曲线
L"/MJI+&$&"!)-0*.3&"*#!O.N-5*.A81JV %$!.*3*.*O0.-0"#

&L"L&!上样液 ;Z值考察!图 & 显示& 随着 ;Z值
增大& Zb(#% 型大孔树脂对黄酮的吸附率也随之提
高& 在 &L+ 时达到最大 ")’L."!#& 表明该条件
有利于黄酮分子解离及与树脂形成分子间氢键’ 但
酸性太强 " ;ZW&L+# 会导致黄酮水解+#", & 从而
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导致吸附率下降$ 酸性太弱 ";Zj&L+# 则会抑制
黄酮分子离解& 从而不利于其吸附& 故选择上样液
;Z值为 &L+’

图 KI上样液3A值对黄酮吸附率的影响
L"/MKI@55-!&*50$%34-3AN$4O-*#&2-$)0*.3&"*#.$&-

*554$N*#*")0

&L"L.!上样液体积流量考察!图 . 显示& 随着上
样液体积流量增大& Zb(#% 型大孔树脂对黄酮的吸
附逐渐减小& 在 " f# 6UK68< 时吸附率下降明显&
而在 # f. 6UK68< 时则趋缓’ 考虑到实际生产效
率& 选择上样液体积流量为 # 6UK68<’

图 QI上样液体积流量对黄酮吸附率的影响
L"/MQI@55-!&*50$%34-N*4O%-54*P.$&-*#&2-$)0*.31

&"*#.$&-*554$N*#*")0

&L"L+!上样液质量浓度!图 + 显示& Zb(#% 型大
孔树脂对黄酮的吸附率随上样液质量浓度增大而提
高& 但在 %L/’# & 6=K6U出现絮凝或沉淀& 从而发
生树脂柱堵塞& 导致洗脱困难& 同时也会造成样品
浪 费’ 因 此& 选 择 上 样 液 质 量 浓 度
为 %L/’# & 6=K6U’
&L"L/!洗脱液 "乙醇# 体积分数考察!图 / 显
示& 当乙醇体积分数在 &%! f/%!之间时& 黄酮
解吸率随着洗脱液质量浓度增大而逐渐提高& 在
/%!时达到最大 "*"L%*!#& 其原因是黄酮类化
合物与大孔树脂之间存在范德华力& 当两者极性接
近时解吸率达到最大+##, ’ 由于 Zb(#% 型大孔树脂
为非极性树脂& 而黄酮为弱极性分子& 故乙醇体积
分数增大有利于该成分洗脱& 但其超过 /%!时醇
溶性杂质随之增多& 导致解吸率下降& 故选择乙醇

图 YI上样液质量浓度对黄酮吸附率的影响
L"/MYI@55-!&*50$%34-!*#!-#&.$&"*#*#&2-$)0*.3&"*#

.$&-*554$N*#*")0

体积分数为 /%!’

图 WI乙醇体积分数对黄酮解吸率的影响
L"/MWI@55-!&*5-&2$#*4!*#!-#&.$&"*#*#&2-)-0*.3&"*#

.$&-*554$N*#*")0

&L"L)!洗脱液 "乙醇# 体积流量考察!图 ) 显
示& 乙醇体积流量越大& 解吸率越低& 其原因是洗
脱液还未来得及洗脱树脂上吸附的黄酮分子就已流
了出去& 但体积流量太小会大大延长洗脱时间& 从
而降低洗脱效率’ 另外& 黄酮解吸率在体积流量
" f# 6UK68<时下降趋势明显& 而在 & f. 6UK68<
时下降趋缓& 考虑到 # 6UK68< 过小& 故选择乙醇
体积流量为 & 6UK68<’

图 aI乙醇体积流量对黄酮解吸率的影响
L"/MaI@55-!&*5-&2$#*4N*4O%-54*P.$&-*#&2-)-0*.31

&"*#.$&-*554$N*#*")0

&L#!验证试验!按最优工艺 "Zb(#% 型大孔树脂&
上样液 ;Z值 &L+( 体积流量 # 6UK68<( 质量浓度
%L/’# & 6=K6U& 乙醇体积分数 /%!( 体积流量
& 6UK68<# 进行验证试验& 平行 & 次& 测得黄酮
平均回收率为 /.L*+!& 表明工艺稳定可靠’

%)/#
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&L&!纯度测定!纯化前黄酮纯度仅为 ""#L+* i
%L"+#!& 经 Zb(#% 型 大 孔 树 脂 纯 化 后 达 到
")&L") i%L#’#!& 提高了 +L’" 倍& 表明该树脂
对黄酮的纯化效果良好’ 另外& Te(’ 型大孔树脂
也是一种分离提纯黄酮类化合物效果良好的
树脂+#&(#., ’
&L.!抑菌活性!表 # 显示& %L+( " 6=K6U黄酮对

枯草芽孢杆菌( 大肠杆菌( 金黄色葡萄球菌均有一
定抑制作用& 且纯化后抑菌活性明显提高’ 其中&
黄酮纯化后对大肠杆菌的抑制作用最强& 抑菌圈直
径比茶多酚大了约 " 66& 且对金黄色葡萄球杆菌
的抑菌效果也强于茶多酚& 但对枯草芽孢杆菌作用
相对较弱’

表 JI抑菌活性试验结果 %)T/’
;$6MJI<-0O4&0*5$#&"6$!&-."$4$!&"N"&, &-0&0%)T/’

菌种 黄酮K"6=-6Uq"#
抑菌圈直径K66

黄酮"纯化前# 黄酮"纯化后# 茶多酚 空白对照
枯草芽孢杆菌 %L#+ % % % %

%L+ %L#" i%L"# "L*# i%L"& #L// i%L"/ %
" "L)& i%L") &L#& i%L&+ &L’) i%L"’ %

大肠杆菌 %L#+ % % % %
%L+ "L&& i%L"& &L#% i%L#. #L%* i%L&* %
" #L%+ i%L#% .L+# i%L+& &L)# i%L.) %

金黄色葡萄球菌 %L#+ % % % %
%L+ %L&# i%L%& "L%. i%L%* %L’# i%L"# %
" %L+" i%L"" "L// i%L"& "L#& i%L"+ %

!!注!%表示无法测出抑菌圈直径"即无抑菌活性#

QI讨论
大孔树脂是利用其多孔结构及与有机高分子形

成氢键和范德华力作用& 从而对不同大分子进行选
择性吸附来达到分离提纯有效成分目的的吸附材
料’ 本实验选择非极性树脂 "0(+( Zb(#%#( 弱极
性树脂 "Te(’( Zb1("%%#( 极性树脂 "O]T(##
作为对象& 考察其对陈皮黄酮粗提液静态吸附( 解
吸作用& 发现非极性的 Zb(#% 型大孔树脂更适合
其分离纯化’ 通过单因素试验& 确定最优工艺为上
样液 ;Z值 &L+( 体积流量 # 6UK68<( 质量浓度
%L/’# & 6=K6U& 洗脱液 "乙醇# 体积分数 /%!(
体积流量 # 6UK68<& 黄酮回收率 /.L*+!& 纯化后
其含有量较纯化前提高了 +L’" 倍& 表明该大孔树
脂更适合分离纯化陈皮黄酮’ 前期报道& 迷迭香叶
总黄酮经Te(’ 型大孔树脂分离纯化后& 其纯度比
纯化前提高了 &L&) 倍+#+, $ 梓树根皮总黄酮经
O]T(#型大孔树脂分离纯化后& 其纯度高达
"))L.& i%L#&#!+#/, & 而本实验发现非极性树脂
Zb(#% 也有类似作用& 具有一定新颖性’

然后& 通过滤纸片法对陈皮黄酮抑菌活性进行
测试& 发现该成分质量浓度在 %L+( " 6=K6U时对
枯草芽孢杆菌( 大肠杆菌( 金黄色葡萄球菌均有一
定抑制作用& 其中纯化后对大肠杆菌和金黄色葡萄
球杆菌的抑菌作用均优于茶多酚& 尤其对前者效果
更显著’ 鉴于此& 今后可进一步研究陈皮黄酮对真

菌的抑菌性能其构效关系( 作用机制等& 以便更好
地为天然食品保鲜剂的研发提供理论依据’
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摘要# 目的!优化白及 VV-(bM-扩增体系’ 方法!响应面法对 "% !U扩增体系中的模板 1OT质量浓度( 引物浓度(
# obM-689用量进行配比寻优& 再取 + 对2V3(VV-引物和 . 份种质& 分别在 "%( #+ !U扩增体系中对上述方案进行扩
增验证’ 结果!"% !U白及 VV-(bM-中模板1OT质量浓度( 引物浓度( # obM-689用量最优配比分别为 "L/% <=K!U(
"# !6@5KU( /L*’ !U’ 在 + 对引物分别于 . 份种质的扩增中& 以最优配比构建的 # 种体系均能扩增出稳定清晰的条带’
结论!本实验可对白及 VV-分子标记的研究奠定坚实基础’
关键词! 白及$ VV-(bM-扩增体系$ 响应面法
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