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摘要： 目的　 优化枸杞多酚纯化工艺， 并考察其成分组成、 抗氧化活性。 方法　 考察 ＨＰＤ⁃１００、 Ｄ１０１、 ＡＢ⁃８、 ＮＫＡ⁃９
型大孔树脂的静态吸附、 解吸性能， 结合 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化纯化工艺。 ＵＰＬＣ⁃ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ⁃ＭＳ 法考察成分组

成， 测定 ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ 自由基清除率。 结果 　 最佳纯化工艺为 ＡＢ⁃８ 型大孔树脂， 上样体积 ３０ ｍＬ， 上样体积流量

１􀆰 ５３ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 上样质量浓度 １􀆰 ３８ ｍｇ ／ ｍＬ， 洗脱体积 ２􀆰 ２７ ＢＶ， 多酚回收率 ５１􀆰 ４７％ ， 纯度 １９􀆰 ７８％ 。 共鉴定出 １４ 个多

酚类化合物， 包括酚酸类、 糖苷类。 在质量浓度为 ３５０ μｇ ／ ｍＬ 时， 纯化物 ＤＰＰＨ 自由基清除率达到维生素 Ｃ 的

８０􀆰 ４％ ， ＡＢＴＳ 自由基清除率达到维生素 Ｃ 的 ９４􀆰 ３％ 。 结论　 ＡＢ⁃８ 型大孔树脂在最优条件下纯化的枸杞多酚具有一定

的体外抗氧化活性。
关键词： 枸杞多酚； 纯化工艺； 成分组成； 抗氧化活性； Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法； ＵＰＬＣ⁃ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ⁃ＭＳ
中图分类号： Ｒ２８４􀆰 ２　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２４）０９⁃３０７８⁃０６
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２４􀆰 ０９􀆰 ０３８

　 　 枸杞是茄科植物宁夏枸杞 Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ Ｌ． 的干燥成

熟果实， 为传统的药食两用资源， 富含氨基酸、 类胡萝卜

素、 维生素 Ｃ、 枸杞多糖、 多酚、 黄酮等有效成分， 具有

降血糖、 抗癌、 延缓细胞衰老、 提高免疫力等药理作

用［１⁃３］ 。 宁夏是枸杞的重要产地， 宁夏中宁枸杞质量

好［４⁃６］ 。 多酚类物质是最重要的植物化学物质之一， 代表了

最理想的抗氧化剂［７］ 。 在枸杞的诸多生物学功效中， 其抗

氧化活性是最受重视的一个方面。 抗氧化剂能够保护人体

免受自由基的有害影响［８］ ， 而枸杞多酚类化合物具有较强

的清除自由基能力［９］ 。 枸杞中含有多种酚类化合物， 是由

莽草酸途径生成的植物次级代谢物， 包括花青素、 酚酸、
酚酸酰胺等［１０］ 。 大孔树脂吸附法是一种常用的纯化多酚的

方法， 具有选择性好、 吸附量大、 产量高、 可再生、 操作

简便等优点［１１］ 。 本实验考察 ４ 种大孔树脂的静态吸附和解

吸性能， 结合 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化枸杞多酚纯化工

艺， 并分析纯化物组成及其抗氧化活性， 以期为枸杞资源

的开发利用提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 试剂与药物　 宁杞 １ 号枸杞子药材购自中宁县吉利宝

枸杞制品有限公司， 由宁夏农林科学院钟鉎元研究员鉴定

为正品。 没食子酸对照品 （分析纯， 成都市科龙化工试剂

厂）； Ｆｏｌｉｎｅ⁃ｐｈｅｎｏｌ 试剂 （上海瑞永生物科技有限公司）；
大孔树脂 （型号 ＨＰＤ⁃１００、 Ｄ１０１、 ＡＢ⁃８、 ＮＫＡ⁃９， 安徽三

星树脂科技有限公司）； 甲醇、 甲酸、 乙腈 （色谱纯， 上

海阿拉丁生化科技股份有限公司）； 无水乙醇、 碳酸钠、
盐酸、 氢氧化钠、 过硫酸钾、 ＡＢＴＳ、 ＤＰＰＨ （分析纯， 天

津市大茂化学试剂厂）。
１􀆰 ２　 仪器　 Ｔ６ 紫外分光光度计 （北京普析通用仪器有限

责任公司）； ＨＨＳ⁃２１⁃６ 数显恒温水浴锅 （上海博迅实业有

限公司）； ＲＥ⁃２０００Ａ 旋转蒸发仪 （上海亚荣生化仪器厂）；
Ｗｈ⁃８６１ 涡旋振荡器 （太仓市华利达实验设备有限公司）；
ＫＱ５２００Ｅ 超声清洗仪 （昆山市超声仪器有限公司）； 超高

效液相色谱⁃静电场轨道阱质谱联用仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 供试品溶液制备 　 将枸杞冷冻干燥， 粉碎， 过 ６０ 目

筛后密封， 在－１８ ℃下冷冻成冻干粉。 精密称取 ３ 份， 每

份 ０􀆰 ５ ｇ， ７０％ 乙醇浸提 ４１ ｍｉｎ （料液比 １ ∶ ５２， 提取温度

６１ ℃）， 即得， 多酚提取率为 １７􀆰 ４７１％ 。
２􀆰 ２　 总多酚含量、 回收率测定 　 采用福林酚法［１２］ ， 取 １０
ｍｇ 没食子酸对照品， 蒸馏水溶解并定容至 １００ ｍＬ， 得质

量浓度为 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的对照品溶液， 分别取 １、 ２、 ３、 ４、
５、 ６ ｍＬ 至试管中， 蒸馏水补足至 １０ ｍＬ。 以对照品质量浓

度为横坐标 （Ｘ）， 吸光度为纵坐标 （Ａ） 进行回归， 得方

程为 Ａ＝ ８􀆰 ９０８ ６Ｘ＋０􀆰 ０１４ ９ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９８ ０）。
取 １ ｍＬ 供试品溶液至试管中， 加入 １ ｍＬ 蒸馏水、 ０􀆰 ４

ｍＬ 福林酚试剂， 振荡 １０ ｓ， 避光反应 ６ ～ ８ ｍｉｎ， 再加入 ２
ｍＬ １５％ 碳酸钠溶液， 加蒸馏水至 １０ ｍＬ， 振荡混匀， 避光
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放置 １ ｈ， 使其充分反应， 在 ７６０ ｎｍ 波长处测定吸光度，
平行 ３ 次， 取平均值， 计算回收率， 公式为回收率 ＝ （纯
化后枸杞多酚含量 ／纯化前枸杞多酚含量） ×１００％ 。
２􀆰 ３　 大孔树脂筛选

２􀆰 ３􀆰 １　 预处理 　 分别称取适量 ＡＢ⁃８ （弱极性）、 ＮＫＡ⁃９
（极性）、 Ｄ１０１ （非极性）、 ＨＰＤ⁃１００ （非极性） 型大孔树

脂， 经过除杂、 浸泡、 冲洗等程序后浸泡在蒸馏水中。
２􀆰 ３􀆰 ２　 筛选　 将 １０ ｍＬ 粗提液加到激活后的大孔树脂中，
常温下在摇床上 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡 ８ ｈ， 在 ７６０ ｎｍ 波长处测定

吸光度， １ 次 ／ ｈ， 计算多酚含量及树脂吸附率、 吸附量。
冲洗吸附后的树脂， 倒入锥形瓶中， 加入 ２５ ｍＬ ７５％ 乙醇，
常温下在摇床上振荡 ８ ｈ， 每隔 １ ｈ 在 ７６０ ｎｍ 波长处测定吸

光度， 计算多酚质量浓度和树脂解吸率， 公式如下。
吸附率 ＝ ［（Ｃ０ － Ｃ１） ／ Ｃ０］ × １００％ （１）
吸附量 ＝ ［（Ｃ２ － Ｃ１） × Ｖ］ ／ Ｍ （２）
解吸率 ＝ ［Ｃ２ ／ （Ｃ０ － Ｃ１）］ × １００％ （３）
其中， Ｃ０ 为吸附前粗提液中多酚质量浓度， Ｃ１ 为吸附

后粗提液中多酚质量浓度， Ｃ２ 为解吸后洗脱液中多酚质量

浓度， Ｖ 为粗提液体积， Ｍ 为干树脂质量。
２􀆰 ３􀆰 ３　 泄露曲线绘制　 在王妍惠［１３］ 报道的基础上稍加改

变。 精密称取 ５􀆰 ０ ｇ 预处理的 ＡＢ⁃８ 型大孔树脂， 与水混合

后转移至装有适量蒸馏水的柱中， 蒸馏水反复过柱， 压实

树脂， 制备 １００ ｍＬ ０􀆰 １２ ｍｇ ／ ｍＬ 提取液， 设定上样体积流

量为 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 收集 １０ ｍＬ 流出液， 测定吸光度， 计算多

酚质量浓度， 绘制泄露曲线。
２􀆰 ４　 单因素试验　 称取 ５􀆰 ０ ｇ ＡＢ⁃８ 型大孔树脂， 预处理后

装柱， 分别以上样质量浓度 （ ０􀆰 ６、 ０􀆰 ８、 １􀆰 ０、 １􀆰 ２、 １􀆰 ４
ｍｇ ／ ｍＬ）、 上 样 体 积 流 量 （ ０􀆰 ５、 １􀆰 ０、 １􀆰 ５、 ２􀆰 ０、 ２􀆰 ５
ｍＬ ／ ｍｉｎ）、 乙 醇 体 积 分 数 （ ６０％ 、 ６５％ 、 ７０％ 、 ７５％ 、
８０％ ）、 洗脱体积 （１、 ２、 ３、 ４、 ５ ＢＶ） 为影响因素， 测定

流出液吸光度， 计算吸附率。
２􀆰 ５　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法　 在单因素试验基础上， 选择

上样质量浓度 （Ａ）、 上样体积流量 （Ｂ）、 洗脱体积 （Ｃ）
作为影响因素， 多酚回收率 （Ｒ２ ） 作为评价指标， Ｂｏｘ⁃
Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化纯化工艺， 因素水平见表 １。

表 １　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法因素水平

水平

因素
Ａ 上样质量浓度 ／

（ｍｇ·ｍＬ－１）

Ｂ 上样体积流量 ／

（ｍＬ·ｍｉｎ－１）

Ｃ 洗脱体积 ／
ＢＶ

－１ １􀆰 ２ ０􀆰 ５ １

０ １􀆰 ４ １􀆰 ０ ２

１ １􀆰 ６ １􀆰 ５ ３

２􀆰 ６　 ＵＰＬＣ⁃ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ⁃ＭＳ 分析条件

２􀆰 ６􀆰 １　 色谱 　 ＡｃｃｕｃｏｒｅＴＭ Ｃ１８ 色谱柱 （１５０ ｍｍ× ２􀆰 １ ｍｍ，
２􀆰 ６ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃水 （含 ０􀆰 １％ 甲酸） （Ｂ）， 梯

度洗脱 （０ ～ １ ｍｉｎ， ５％ Ａ； １ ～ ４ ｍｉｎ， ５％ ～ １０％ Ａ； ４ ～ １０
ｍｉｎ， １０％ ～ １４％ Ａ； １０ ～ １６ ｍｉｎ， １４％ ～ ７０％ Ａ； １６ ～ １６􀆰 ５
ｍｉｎ， ７０％ ～９５％ Ａ； １６􀆰 ５ ～ １８ ｍｉｎ， ９５％ Ａ）； 体积流量 ０􀆰 ３

ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３５ ℃； 进样量 ２ μＬ。
２􀆰 ６􀆰 ２　 质谱　 电喷雾离子源 （ＥＳＩ）； 负离子模式； 扫描范

围 ｍ ／ ｚ １００ ～ １ ０００； 离子源温度 ３５０ ℃； 毛细管电压 ３􀆰 ２
ｋＶ； 低碰撞能 １５ ｅＶ； 高碰撞能 ６０ ｅＶ。
２􀆰 ７　 抗氧化活性研究

２􀆰 ７􀆰 １　 ＤＰＰＨ 自由基 　 根据 Ｃｈｅｎ 等［１４］ 报道并稍作修改。
取 １０􀆰 ０ ｍｇ ＤＰＰＨ， 加入无水乙醇， 黑暗环境下超声溶解，
加无水乙醇至 ２００ ｍＬ， 制成 ５０ μｇ ／ ｍＬ 溶液， 取 １ ｍＬ ７０％
乙醇至试管中， 加入 ３ ｍＬ ＤＰＰＨ 溶液， 避光放置 ４０ ｍｉｎ，
测定 ５１７ ｎｍ 波长处吸光度 Ａ０； ７０％ 乙醇溶解纯化物， 制成

５０、 １００、 １５０、 ２００、 ２５０、 ３００、 ３５０、 ４００ μｇ ／ ｍＬ 的溶液，
各取 １ ｍＬ 加入现配的 ３􀆰 ０ ｍＬ ＤＰＰＨ 溶液中， 阴暗处放置

４０ ｍｉｎ， 测定 ５１７ ｎｍ 波长处吸光度 Ａ１； 取不同质量浓度多

酚溶液各 １ ｍＬ， 加入 ３􀆰 ０ ｍＬ 无水乙醇， 阴凉处放置 ４０
ｍｉｎ， 在 ５１７ ｎｍ 波长处测定吸光度 Ａ２。 以维生素 Ｃ 为对照，
平行 ３ 次， 计算 ＤＰＰＨ 清除率， 公式为清除率＝ ［ （Ａ０－Ａ１－
Ａ２） ／ Ａ０］ ×１００％ 。
２􀆰 ７􀆰 ２　 ＡＢＴＳ 自由基 　 根据 Ｃｈｅｎ 等［１４］ 报道并稍作修改。
取 ４００ ｍｇ ＡＢＴＳ、 ６８􀆰 ８ ｍｇ 过硫酸钾， 加入 １００ ｍＬ 蒸馏水

溶解， 避光静置 １８ ｈ， 缓慢加入 ９５％ 乙醇稀释至吸光度在

０􀆰 ６８～０􀆰 ７２ 范围内， 取 ０􀆰 ４ ｍＬ ７０％ 乙醇， 置于试管中， 加

入 ３􀆰 ６ ｍＬ 现配 ＡＢＴＳ 溶液， 避光放置 １０ ｍｉｎ， 在 ７３４ ｎｍ 波

长处测定吸光度 （Ａ３）； ７０％ 乙醇溶解纯化物， 制成 ５０、
１００、 １５０、 ２００、 ２５０、 ３００、 ３５０、 ４００ μｇ ／ ｍＬ 溶液， 各取

０􀆰 ４ ｍＬ， 加入 ３􀆰 ６ ｍＬ 现配 ＡＢＴＳ 溶液， 避光放置 ４０ ｍｉｎ，
在 ７３４ ｎｍ 波长处测定吸光度 Ａ４， 以维生素 Ｃ 为对照， 平

行 ３ 次， 计算 ＡＢＴＳ 清除率， 公式为清除率 ＝ ［ （Ａ３ －Ａ４） ／
Ａ３］ ×１００％ 。
３　 结果

３􀆰 １　 大孔树脂筛选

３􀆰 １􀆰 １　 静态吸附、 解吸试验 　 由图 １ 可知， 枸杞多酚吸

附量大小依次为 ＡＢ⁃８＞Ｄ１０１≈ＮＫＡ⁃９＞ＨＰＤ⁃１００， ＡＢ⁃８ 型

树脂吸附量最高。 由图 ２ 可知， 枸杞多酚的解吸率依次为

ＨＰＤ⁃１００＞ＡＢ⁃８＞Ｄ１０１＞ＮＫＡ⁃９， 其中 ＨＰＤ⁃１００ 的解吸率最

高。 最终， 选择 ＡＢ⁃８ 型大孔树脂为纯化枸杞多酚的最佳

树脂。

图 １　 不同大孔树脂对枸杞多酚静态吸附量的影响

３􀆰 １􀆰 ２　 泄露曲线绘制　 多酚质量浓度达到上样质量浓度的

１０％ 时， 即可认为其已经达到泄露点［１５⁃１６］ 。 由图 ３ 可知，
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图 ２　 不同大孔树脂对枸杞多酚静态解吸率的影响

从第 ２ 份流出液开始多酚出现泄漏， 第 ３ 份流出液中多酚

质量浓度为 １２􀆰 ８ μｇ ／ ｍＬ， 超过上样质量浓度 （ １１９􀆰 １２
μｇ ／ ｍＬ） 的 １ ／ １０。 最终， 选择上样体积为 ３０ ｍＬ。

图 ３　 枸杞多酚泄露曲线

３􀆰 ２　 纯化工艺优化

３􀆰 ２􀆰 １　 单因素试验　 由图 ４ 可知， 当上样质量浓度为 １􀆰 ４
ｍｇ ／ ｍＬ 时， 枸杞多酚的吸附率最高， 这是因为在低质量浓

度下， 树脂表面与多酚类化合物的接触区域较少， 导致部

分树脂仍处于饱和状态［１７］ 。 随着质量浓度的增加， 多酚加

速扩散， 进入树脂表面孔隙中， 吸附率上升； 但质量浓度

高于 １􀆰 ４ ｍｇ ／ ｍＬ 时有可能出现沉淀， 多酚分子扩散运动受

阻［１８⁃１９］ 。 由图 ５ 可知， 当体积流量为 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ 时， 树脂对

多酚的吸附率最高； 当上样体积流量大于 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ 时， 杞

多酚无法与树脂充分接触， 出现拖尾， 故 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ 最适

宜［２０］ 。 由图 ６ 可知， 当乙醇体积分数为 ６０％ ～ ７０％ 时， 多

酚解吸率稍有提高， 在 ７０％ 时最大。 由于乙醇体积分数太

低， 洗脱不彻底， 乙醇体积分数太高也会出现大量杂质，
故以 ７０％ 乙醇为洗脱剂［２１⁃２２］ 。 由图 ７ 可知， 洗脱体积为

２ ＢＶ时多酚解吸率最大， 之后反而下降， 可能是因为多酚

洗脱结束后多余杂质进入洗脱液中， 降低了多酚纯度， 故

选择洗脱体积为 ２ ＢＶ。
３􀆰 ２􀆰 ２　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法 　 上样质量浓度 （Ａ） 和上

样体积流量 （Ｂ） 对吸附率有极显著影响 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 洗

脱体积 （Ｃ） 对解吸率有极显著影响 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）。 因此，
以上样质量浓度 （ Ａ）、 上样体积流量 （Ｂ）、 洗脱体积

（Ｃ） 为影响因素， 多酚回收率 （Ｒ２ ） 为评价指标， Ｂｏｘ⁃
Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化纯化工艺， 结果见表 ２。
　 　 采用 Ｄｅｓｉｇｎ ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件对表 ２ 数据进行拟合， 得

二次回归方程为 Ｒ２ ＝ ５０􀆰 ５４＋０􀆰 ８６Ａ－１􀆰 １７Ｂ＋６􀆰 １４Ｃ＋１􀆰 ４７ＡＢ－

图 ４　 上样质量浓度对枸杞多酚吸附率的影响

图 ５　 上样体积流量对枸杞多酚吸附率的影响

图 ６　 乙醇体积分数对枸杞多酚解吸率的影响

图 ７　 洗脱体积对枸杞多酚解吸率的影响

２􀆰 １０ＡＣ＋３􀆰 ２３ＢＣ－５􀆰 ３２Ａ２－７􀆰 ６０Ｂ２ －１１􀆰 ２２Ｃ２， 方差分析见表

３。 由此可知， 各因素影响程度依次为洗脱体积 （Ｃ） ＞上
样体积流量 （Ｂ） ＞上样质量浓度 （Ａ）； 模型 Ｐ＜０􀆰 ０１， 具

有高度显著性； 失拟项 Ｐ＞０􀆰 ０５， 表明模型失拟性不显著，
拟合度良好； 因素 Ｃ、 Ａ２、 Ｂ２、 Ｃ２、 ＢＣ 有显著或极显著影

响 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 其他因素无显著影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
响应面分析见图 ８。

最终确定， 最优条件上样体积流量 １􀆰 ５３ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 上

样质量浓度 １􀆰 ３８ ｍｇ ／ ｍＬ， 洗脱体积 ２􀆰 ２７ ＢＶ， 根据实际情
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况， 将其调整为上样体积流量 １􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 上样质量浓度

１􀆰 ４ ｍｇ ／ ｍＬ， 洗脱体积 ２􀆰 ３ ＢＶ。 再进行 ３ 批验证试验， 测

得回收率分别为 ５０􀆰 ９１％ 、 ５１􀆰 １３％ 、 ５２􀆰 ３８％ ， 平均值为

５１􀆰 ４７％ ， 与理论值 ５１􀆰 ３８５ ６％ 相对误差为 ０􀆰 １７％ ， 表明模

型可靠； 多酚纯度为 １９􀆰 ７８％ ， 较纯化前的 ３􀆰 １９％ 提高 ６􀆰 ２
倍， 表明 ＡＢ⁃８ 型大孔树脂有较好的纯化能力。

表 ２　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法设计与结果

试验号
Ａ 上样质量浓度 ／

（ｍｇ·ｍＬ－１）

Ｂ 上样体积流

量 ／ （ｍＬ·ｍｉｎ－１）

Ｃ 洗脱

体积 ／ ＢＶ
Ｒ２ 回收率 ／ ％

１ １􀆰 ４ ０􀆰 ５ １ ２４􀆰 １

２ １􀆰 ６ ０􀆰 ５ ２ ３２􀆰 ４

３ １􀆰 ４ ０􀆰 ５ ３ ４０􀆰 ５

４ １􀆰 ６ １􀆰 ０ １ ４２􀆰 ８

５ １􀆰 ２ １􀆰 ０ １ ２３􀆰 ７

６ １􀆰 ４ １􀆰 ０ ２ ２９􀆰 ７

７ １􀆰 ４ １􀆰 ０ ２ ５１􀆰 ３

８ １􀆰 ４ １􀆰 ０ ２ ４９􀆰 ４

９ １􀆰 ４ １􀆰 ０ ２ ５２􀆰 ４

１０ １􀆰 ４ １􀆰 ０ ２ ４８􀆰 ９

１１ １􀆰 ６ １􀆰 ０ ３ ５０􀆰 ７

１２ １􀆰 ２ １􀆰 ０ ３ ４０􀆰 ２

１３ １􀆰 ４ １􀆰 ５ １ ３３􀆰 ３

１４ １􀆰 ２ １􀆰 ５ ２ ２９􀆰 ４

１５ １􀆰 ６ １􀆰 ５ ２ ３９􀆰 ９

１６ １􀆰 ４ １􀆰 ５ ３ ３７􀆰 ７

１７ １􀆰 ４ ０􀆰 ５ １ ３９􀆰 ７

３􀆰 ３　 成分鉴定 　 总离子流图、 二级质谱分别见图 ９ ～ １０。
再根据二级质谱高能碰撞碎片信息与自建库质谱数据比，
确定了 １４ 种多酚， 具体见表 ４。
３􀆰 ４　 抗氧化活性测定

３􀆰 ４􀆰 １　 ＤＰＰＨ 自由基 　 由图 １１ 可知， 随着质量浓度升高

多酚清除 ＤＰＰＨ 自由基的能力增强， 为 ３５０ μｇ ／ ｍＬ 时清除

率达到维生素 Ｃ 的 ８０􀆰 ４％ 。
３􀆰 ４􀆰 ２　 ＡＢＴＳ 自由基　 由图 １２ 可知， 多酚质量浓度为 ３５０
μｇ ／ ｍＬ 时对 ＡＢＴＳ 自由基的清除率达到维生素 Ｃ 的 ９４􀆰 ３％ 。

表 ３　 方差分析结果

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 １ ３７０􀆰 ８５ ９ １５２􀆰 ３２ ３０􀆰 ９８ ＜０􀆰 ０００ １
Ａ ５􀆰 ９５ １ ５􀆰 ９５ １􀆰 ２１ ０􀆰 ３０７ ６
Ｂ １１􀆰 ０５ １ １１􀆰 ０５ ２􀆰 ２５ １􀆰 ７７６ ０
Ｃ ３０１􀆰 ３５ １ ３０１􀆰 ３５ ６１􀆰 ３０ ０􀆰 ０００ １
ＡＢ ８􀆰 ７０ １ ８􀆰 ７０ １􀆰 ７７ ０􀆰 ２２５ １
ＡＣ １７􀆰 ６４ １ １７􀆰 ６４ ３􀆰 ５９ ０􀆰 １００ １
ＢＣ ４１􀆰 ６０ １ ４１􀆰 ６０ ８􀆰 ４６ ０􀆰 ０２２ ７
Ａ２ １１９􀆰 １７ １ １１９􀆰 １７ ２４􀆰 ２４ ０􀆰 ００１ ７
Ｂ２ ２４２􀆰 ８８ １ ２４２􀆰 ８８ ４９􀆰 ４０ ０􀆰 ０００ ２
Ｃ２ ５３０􀆰 ０６ １ ５３０􀆰 ０６ １０７􀆰 ８１ ＜０􀆰 ０００ １

残差 ３４􀆰 ４１ ７ ４􀆰 ９２ — —
失拟性 ２６􀆰 ３６ ３ ８􀆰 ７９ ４􀆰 ３７ ０􀆰 ０９４ ２
纯误差 ８􀆰 ０５ ４ ２􀆰 ０１ — —
总差 １ ４０５􀆰 ２６ １６ — — —

　 　 注： Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９７５ ５， Ｒ２
ａｄｊ ＝ ０􀆰 ９４４ ０， ＣＶ＝ ５􀆰 ６６％ 。

注： Ａ～Ｃ 分别为上样体积流量、 上样质量浓度、 洗脱体积。 左图为

等高线图， 右图为三维曲面图。

图 ８　 各因素响应面图

图 ９　 枸杞多酚 ＵＰＬＣ⁃ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ⁃ＭＳ 总离子流图

４　 结论

本实验对 ４ 种大孔树脂进行了静态吸附、 解吸试验，
发现 ＡＢ⁃８ 为最佳纯化树脂， 得到最佳纯化条件为上样体积

３０ ｍＬ、 上样体积流量 １􀆰 ５３ ｍＬ ／ ｍｉｎ、 上样质量浓度 １􀆰 ３８
ｍｇ ／ ｍＬ、 洗脱体积 ２􀆰 ２７ ＢＶ， 多酚回收率为 ５１􀆰 ４７％ ， 纯度

由 ３􀆰 １９％ 提高至 １９􀆰 ７８％ ， 表明 ＡＢ⁃８ 型大孔树脂对枸杞多

酚具有良好的纯化效果。 采用 ＵＰＬＣ⁃ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ⁃ＭＳ 对多

酚纯化物进行成分分析， 发现 １４ 种多酚类化合物。 结合纯

化物对 ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ 自由基清除能力试验， 发现枸杞多酚

类化合物具有较强的抗氧化活性， 是一种潜在的天然抗氧
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图 １０　 枸杞多酚二级质谱图

表 ４　 枸杞多酚组成

序号 保留时间 ／ ｍｉｎ 低能碰撞碎片 ｍ ／ ｚ 高能碰撞碎片 ｍ ／ ｚ 化学式 名称

１ ３􀆰 ２５ １６３􀆰 ０４０ ３ １１９􀆰 ０５０ ６ Ｃ９Ｈ８Ｏ３ 对香豆酸

２ ３􀆰 ５０ １７９􀆰 ０３２ ５ １３５􀆰 ０４５ ４ Ｃ９Ｈ８Ｏ４ 咖啡酸

３ ５􀆰 １９ ４８７􀆰 １４５ ２ ３２３􀆰 ０９８ ２， １６３􀆰 ０４０ ２ Ｃ２１Ｈ２７Ｏ１３ 对香豆酸⁃４⁃Ｏ⁃二己糖苷

４ ５􀆰 ３０ ３５３􀆰 ０８７ ８ １９１􀆰 ０５６ １ Ｃ１６Ｈ１８Ｏ９ 隐绿原酸

５ ５􀆰 ５１ ３２５􀆰 １００ ６ １６３􀆰 ０４０ ３， １４５􀆰 ０２９ ７ Ｃ１５Ｈ１ ７Ｏ８ 对香豆酸⁃己糖

６ ６􀆰 １９ ６３４􀆰 ２９７ ６ ４７２􀆰 ２４４ ８， ３０８􀆰 １９８ ２ Ｃ３１Ｈ４５Ｎ３Ｏ１１ Ｎ⁃Ｎ⁃二（二羟基咖啡酸）亚精胺己糖苷

７ ６􀆰 ７７ １９３􀆰 ０５０ ７ １７８􀆰 ０２７ ２， １４９􀆰 ０６１ ０， １３４􀆰 ０３７ ６ Ｃ１０Ｈ１０Ｏ４ 阿魏酸

８ ７􀆰 ０５ ４７２􀆰 ２５２ ８ ３５０􀆰 ２０９ ６， ３０８􀆰 １９８ ９ Ｃ２５Ｈ３５Ｎ３Ｏ６ Ｎ⁃Ｎ⁃二⁃（二氢咖啡酰）亚精胺

９ ７􀆰 ２３ ４７０􀆰 ２２９ ４ ３３４􀆰 １７６ ８， ３０８􀆰 １９８ ０， ２９１􀆰 １７１ ４ Ｃ２５Ｈ３３Ｎ３Ｏ６ （二氢咖啡酰）咖啡酰亚精胺

１０ ８􀆰 １６ ５１５􀆰 １４３ ０ ５１５􀆰 １３８ ４， ３５３􀆰 ０７５ ０， １９１􀆰 ０５４ ７ Ｃ２５Ｈ２４Ｏ１２ 二咖啡奎宁酸

１１ ８􀆰 ７１ ４６８􀆰 ２１３ ７ ３３２􀆰 １６１ ３， ３０６􀆰 １８２ ３， ２８９􀆰 １５５ ９ Ｃ２５Ｈ３１Ｎ３Ｏ６ Ｎ⁃Ｎ⁃二咖啡酰亚精胺

１２ ２１􀆰 ４７ ６０９􀆰 １４５ ７ ３０１􀆰 ０３４ ５， ３００􀆰 ０２８ ０， ４６２􀆰 ０８１ ２ Ｃ２７Ｈ２９Ｏ１６ 槲皮素⁃３⁃Ｏ⁃芸香糖苷

１３ １３􀆰 ２０ ５９３􀆰 １４９ ８ ２８５􀆰 ０４０ ０ Ｃ２７Ｈ３０Ｏ１５ 山柰酚⁃３⁃Ｏ⁃芸香糖苷

１４ １３􀆰 ３１ ６２３􀆰 １６０ ４ ３１５􀆰 ０５０ ５ Ｃ２８Ｈ３２Ｏ１６ 异鼠李素⁃３⁃Ｏ⁃芸香糖苷

图 １１　 枸杞多酚对 ＤＰＰＨ 自由基清除率的影响

图 １２　 枸杞多酚对 ＡＢＴＳ 自由基清除率的影响

化剂。 本研究结果说明枸杞的附加价值较高， 为枸杞多酚

在食品、 药品等方面的应用提供了理论依据。
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摘要： 目的　 优化生姜总黄酮的酶辅助碱法提取工艺， 并评价其抗氧化性。 方法　 在单因素试验基础上， 以酶解温

度、 料液比、 ｐＨ 值、 酶解时间为影响因素， 总黄酮得率为评价指标， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化提取工艺。 ·ＯＨ、
ＤＰＰＨ·法检测所得生姜总黄酮的抗氧化性。结果 　 最佳条件为酶解温度 ４０ ℃、 料液比 １ ∶ ３５、 ｐＨ ９􀆰 ０、 酶解时间

６０ ｍｉｎ， 总黄酮得率为 ２􀆰 ７１３％ 。 总黄酮对·ＯＨ、ＤＰＰＨ·清除率的 ＩＣ５０值分别为 ０􀆰 ０２４、 ０􀆰 ０３９ ｍｇ ／ ｍＬ。 结论　 该方法

切实可行， 可用于酶辅助碱法提取具有较强抗氧化活性的生姜总黄酮。
关键词： 生姜； 总黄酮； 提取工艺； 酶辅助碱法； Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法； 抗氧化活性
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　 　 生姜味辛， 性微温， 在全国各地广为种植［１］ 。 作为药

食同源的植物， 生姜既可作调味品用于改善食物风味， 又

可用作中药， 具有散寒祛风、 抑菌解毒、 化痰止咳等功效。
生姜富含多酚、 黄酮、 氨基酸、 可溶性多糖等活性成分，
其中黄酮类为生姜主要活性成分， 具有抗氧化、 抗衰老、
促进血液循环、 降低心肌耗氧量、 改善心肌收缩等作

用［２⁃４］ 。 近年来， 生姜的综合开发利用已成为国内外的研究

热点。
目前， 生姜总黄酮的提取大多为有机溶剂提取［５⁃７］ 。 碱

法是利用黄酮中含有的酚羟基具有酸性， 易溶于碱水的性

质进行提取［８］ 。 果胶酶能够催化植物细胞壁中果胶类物质

的分解， 加速活性物质的释放， 已用于山楂［９］ 、 白术［１０］ 等

药材中黄酮的提取， 并取得较好的效果。 本研究将发酵多

粘类芽孢杆菌产生的碱性果胶粗酶液用于酶解生姜， 碱法

３８０３

２０２４ 年 ９ 月

第 ４６ 卷　 第 ９ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２４
Ｖｏｌ． ４６　 Ｎｏ． ９


