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大孔吸附树脂
分离纯化油菜蜂花粉总黄酮的研究
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摘 　要 :利用 7种大孔吸附树脂对油菜蜂花粉总黄酮进行了分离纯化研究 ,结果筛选出 AB - 8型树脂的吸附量大 ,易

于洗脱 ,纯化分离效果好。通过对 AB - 8型树脂的动态吸附研究 ,得出的最佳分离纯化工艺参数为 :上样溶液浓度

0191mg/mL, pH为 5,吸附流速 215mL /m in,洗脱采用 50%的乙醇以 1mL /m in的流速洗脱 3BV。
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　　大孔吸附树脂是一种具有三维空间立体多孔结

构的聚合物吸附剂 ,这种吸附剂由于具有物理化学

稳定性高、比表面积大、吸附容量大、选择性好、吸附

速度快、解吸条件温和、抗有机污染、再生处理方便、

使用周期长、宜于构成闭路循环、节省费用等诸多优

点 ,在天然药物及食品精制等领域得到了广泛的应

用 [ 1～3 ] 。大孔树脂的吸附能力不仅与其化学结构和

物理性能有关 ,而且与溶质及溶液的性质有关 ,因此

需根据纯化溶质的性质选择合适的大孔树脂。实验

证明 ,油菜蜂花粉具有抗动脉硬化、降低胆固醇等多

种生理活性作用 ,其主要有效成分为黄酮类化合

物 [ 4 ] 。本实验室前期已采用正交实验筛选出青海油

菜蜂花粉总黄酮的最佳提取工艺 ,经测定其总黄酮

含量相当丰富 ,具有较大的应用开发价值。为充分

保留有效成分 ,去除杂质 ,本实验以大孔吸附树脂纯

化富集青海油菜蜂花粉总黄酮 ,并优化其分离纯化

工艺 ,以期为青藏高原丰富的油菜蜂花粉资源深度

开发及利用提供一定的实用技术。

1　材料与方法
111　材料与仪器

油菜蜂花粉　由青海友林科技发展有限公司提

供 ,原产自青海省海北州门源县 ;芦丁标准品 　江西

本草天工生物公司 ;树脂 X- 5、NKA - Ⅱ、D101、S- 8、

NKA - 9　南开大学化工厂 ;树脂 AB - 8、HPD - 600　

沧州宝恩化工有限公司 ;其他试剂 　均为分析纯。

CRAY300B io紫外可见分光光度计 　美国

Varian公司 ; R2002 K升型旋转蒸发仪 　无锡星海王

生化设备有限公司 ; JA1003电子天平 　上海天平仪

器厂 ; RE52- 98旋转蒸发器 　上海亚荣生化仪器厂 ;

高速万能粉碎机 FW 100型 　天津泰斯特仪器厂 ;恒

温水浴锅 ,电热鼓风干燥机等。

112　树脂的预处理
将大孔吸附树脂以适量的 95%乙醇充分浸泡

24h后 ,用 95%乙醇冲洗至流出液加水 (1∶5)不呈浑

浊 ,然后用蒸馏水洗至无醇味。再依次用 2% NaOH

溶液、蒸馏水、5% HCl溶液冲洗 ,最后用蒸馏水冲洗

至中性。

113　吸附原液的制备
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称取一定量粉碎并干燥后油菜蜂花粉 ,按料液

比 1∶12加入 65%乙醇 ,于 80℃下水浴回流提取。由

于粗提液中所含有的脂类、多糖等其它大分子杂质

易吸附在树脂上 ,造成树脂的污染及堵塞。因此先

对粗提液进行预处理 ,即将粗提液浓缩至红棕色后 ,

用石油醚按 1 /2体积比萃取多次 ,脱脂 ,取下层液体

再浓缩近干后加入 95%乙醇静置过夜以除去糖类、

蛋白质、色素等。然后取上清液于 40℃减压回收至

无醇味 ,浓缩物再加入热的蒸馏水溶解 ,调节至不同

浓度的样品溶液 ,备用。

114　标准曲线的绘制及样品浓度的测定
精密称取干燥至恒重的芦丁对照品 10mg,用 75%

乙醇溶解定容至 50mL,使贮备液浓度为 012mg/mL。

准确吸取该溶液 011、015、110、210、310、410mL ,分别置

于 10mL容量瓶中 ,加 75%乙醇定容摇匀 ,按照紫外

分光光度法于 360nm下测定吸光值 (A ) , 75%乙醇

做空白参比 [ 5 ] 。以吸光值 (A )对浓度 (C)进行线性

回归得曲线方程 : A = 0106416 + 2617966C, r = 019999,

线性范围为 2～80μg /mL。

分别吸取样品溶液 1mL ,用 75%乙醇定容至

25mL ,按标准曲线的方法测定吸光值并计算各样品

溶液浓度。

表 1　7种树脂的物理性能及对油菜蜂花粉总黄酮的吸附容量、解吸率

树脂型号 X- 5 D101 HPD- 600 AB- 8 NKA- Ⅱ S- 8 NKA- 9

树脂极性 非极性 非极性 弱极性 弱极性 强极性 强极性 强极性
比表面积 (m2 / g) 500- 600 500- 550 550- 600 480- 520 160- 200 100- 120 250- 290

平均孔径 (A
.　

) 290- 300 90- 100 80 130- 140 145- 155 280- 300 155- 165

平衡浓度 (mg/mL) 012975 012725 012715 012825 016025 017050 015100

吸附容量 (mg/g) 11135 11185 11187 11165 5125 312 711
解吸浓度 (mg/mL) 013625 0137 013504 014625 010525 010724 011525

解吸率 ( % ) 79185 78110 7318 99125 25 5616 5317

115　大孔吸附树脂对油菜蜂花粉总黄酮的静态吸附

实验
11511　大孔吸附树脂的静态吸附容量测定 　准确称

取预处理好的 7种大孔吸附树脂各 210g (用滤纸吸

干后称重 )装入具塞锥形瓶中 ,精密加入 40mL浓度

为 01865mg/mL的样品溶液 ,于 25℃恒温水浴振摇

24h,过滤 ,取滤液 1mL于 25mL容量瓶中 ,照标准曲

线的方法测定吸光度 (A ) ,代入标准曲线方程计算吸

附平衡后溶液中总黄酮的浓度 ,按下式计算吸附容

量 E (mg/ g)。

吸附容量 =
吸附液初始浓度 -吸附液平衡后浓度

树脂干重
×

吸附液体积

11512　大孔吸附树脂的解吸率测定 　将上述吸附饱

和的大孔树脂用蒸馏水洗至流出液无色 ,精密加入

95%乙醇 50mL ,置于 25℃恒温水浴振摇 24h,过滤 ;

取滤液 1mL于 25mL容量瓶中 ,照标准曲线的方法

测定吸光度 (A ) ,代入标准曲线方程计算洗脱液中总

黄酮的浓度 ,并按下式计算解吸率 ( % )。

解吸率 =
洗脱液体积 ×洗脱液浓度
树脂干重 ×吸附容量

×100%

11513　大孔吸附树脂的静态吸附动力学特性测定 　

根据吸附容量和解吸率的测定与比较 ,选择出 3种

较为理想的树脂做静态吸附动力学实验。分别取吸

干后树脂各 210g装入具塞锥形瓶中 ,精密加入 70mL

浓度为 017222mg/mL的样品溶液 ,于 25℃恒温水浴

振摇 ,在 12h内每隔 1h吸取 1mL ,定容于 25mL容量

瓶中 ,照标准曲线的方法测定吸光度 (A ) ,计算总黄

酮浓度 ,然后以静态吸附容量 ( E)对时间 ( t)作图 ,绘

制静态吸附动力学曲线。

116　大孔吸附树脂对油菜蜂花粉总黄酮的动态吸附

实验
为获得满意的纯化富集效果 ,除选用性能优良

的大孔吸附树脂外 ,还需筛选出其最佳的动态条件。

通过上述静态吸附实验 ,对筛选出的一种理想树脂进

行上样液浓度、pH、流速、洗脱剂浓度等动态吸附实

验。称取 20g预处理好的树脂湿法装于 (1 ×40) cm

的层析柱中 (柱床体积为 7mL ) ,将样品溶液上柱 ,

以一定的流速分步收集 ( 5mL /管 ) ,当流出液吸光

值为上样液的 1 /10时认为以达泄漏点 ,停止上样 ,

按下式计算动态吸附量 (m g)。然后用约 2BV的蒸

馏水洗脱除去水溶性成分和树脂间未吸附的

黄酮。　　　

2　结果与讨论
211　大孔吸附树脂的筛选

大孔吸附树脂的纯化富集效果是由其极性、孔

径、比表面积等综合性能决定的 ,对其性能的评价要

从吸附、解吸、吸附动力学等因素综合考虑 [ 6 ] 。

21111　不同类型大孔树脂对油菜蜂花粉总黄酮的吸

附、解吸效果 　大孔树脂的吸附性能主要取决于吸

附剂的表面性质 ,即树脂的极性和空间结构 (孔径、

比表面积等 )。本实验 7种树脂的表面性质均不同 ,

故对样品目标成分的吸附强弱、解吸难易均有差别。

用该 7种树脂对样品溶液进行吸附处理后 ,计算出

吸附容量 ;再分别进行解吸 ,计算出解吸率 ,结果见

表 1。

由表 1可知 ,以上 7种大孔树脂中 , HPD - 600、

D101、AB - 8有较好的吸附容量 ; AB - 8、X- 5、D101有

较好的解吸率 ,其中 AB - 8型的解吸率最高 ,在 99%

以上。而 3种强极性树脂的吸附容量和解吸率均较

低。综合吸附性能及解吸效果 ,筛选出树脂 AB - 8、

D101和 HPD - 600进行静态吸附动力学实验 ,以全面

评价这 3种树脂的性能优劣。并且 ,从筛选结果可

知 ,所选的 3种树脂均具有孔径较小 ,比表面积较

大 ,极性较弱或无等特点。由于大孔树脂本身为一

种分子筛 ,可根据不同孔径树脂对目标成分吸附量

的大小差异 ,粗略推测目标成分的分子量。由此推
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测 :孔径介于 80～140A
.　

的大孔树脂较适于油菜蜂花

粉黄酮类物质的分离纯化。同时 ,黄酮类物质一般

呈现弱极性 ,根据相似相吸原理推测 ,对样品目标成

分吸附能力较强的应该是弱极性树脂 ,而表 1的结

果恰好证实了这一点。此外 ,由筛选结果推测 :树脂

的比表面积越大 ,对油菜蜂花粉总黄酮的吸附量

越大。

21112　大孔吸附树脂的静态吸附动力学特征 　3种

大孔吸附树脂对油菜蜂花粉总黄酮的静态吸附动力

学曲线见图 1;其吸附容量与时间的关系见图 2。由

图 1、图 2可知 , 3种树脂对样品中总黄酮的吸附均为

快速平衡型 ,吸附速率有所差异 ,其中 AB - 8 和

HPD - 600吸附达到饱和所需的时间较短 ,约 3h即达

平衡 ,并且 AB - 8的吸附容量最大。综合以上分析可

知 , AB - 8对油菜蜂花粉总黄酮有良好的静态吸附动

力学特性 ,较其他种类的树脂更适宜于工业化生产 ;

且 AB - 8树脂为弱极性 ,黄酮类具有多酚结构和糖甙

链 ,具有一定的极性和亲水性 ,生成氢键的能力较

强 ,有利于弱极性树脂的吸附 ,因此本法最终选定

AB - 8型大孔树脂作为纯化富集油菜蜂花粉总黄酮

的材料。

图 1　三种树脂的静态吸附动力学曲线

图 2　三种树脂对黄酮的吸附容量与时间的关系

212　AB - 8型大孔树脂对油菜蜂花粉总黄酮的动态

吸附实验结果
21211　吸附流速的影响 　样品溶液通过树脂床的流

速对工作效率及目标成分的吸附量均有较大影响。本

实验中 ,吸附流速分别控制为 110、215、410、615mL /m in,

结果见图 3。

如图 3所示 ,随着流速的增加 ,吸附量逐渐下

降 ,当流速到 410mL /m in以后 ,吸附量下降明显。可

能由于流速过快时 ,目标成分与树脂的接触时间较

短 ,导致目标成分分子来不及扩散并吸附到树脂内

表面就已流出。而流速为 110mL /m in时吸附量最

大 ,但吸附时间较长 ,在实际应用中 ,会导致循环周

期延长而工作效率降低。因此 ,实验选定吸附流速

为 215mL /m in。

图 3　不同吸附流速对吸附量的影响

21212　上样 pH的影响 　上样溶液 pH的变化 ,可以

改变目标成分在溶液中存在的形式 ,影响其溶解度 ;

并改变溶液极性 ,影响目标成分与大孔吸附树脂的

分子间作用力 [ 7 ] 。通常 ,在不同 pH的溶液中 ,目标

成分的溶解度越大 ,则树脂对该成分的吸附力越小 ,

其吸附量就小。本实验用 1mol/L NaOH 和 5% HCl

将样品溶液 Ⅱ (浓度为 017222mg/mL )调节至不同的

pH (310、410、510、610、710) ,分别上样进行吸附实验 ,

结果如图 4所示。

图 4　不同上样 pH对吸附量的影响

当 pH = 5时吸附量最大 ;大于或小于此值 ,吸

附量均较小 ,可能由于黄酮类物质为多酚类化合物 ,

其酚羟基与树脂以氢键的形式结合。当 pH等于 5

时 ,羟基易电离出 H质子 ,使黄酮类物质的水溶液呈

弱酸性 ,因而在弱酸条件下有较好的吸附效果 ;当

pH高于 5时 ,碱性增大 ,则 H质子易于被强碱俘获 ,

使酚羟基上的氢解离形成酸根离子 ,与树脂的结合

减弱从而吸附量降低 ;当 pH低于 5时 ,则抑制羟基

上 H质子的电离 ,也造成吸附能力降低。因此本实

验选定上样 pH = 5。

21213　上样浓度的影响 　若上样液浓度低 ,则粘度

较小 ,在一定的上样流速下溶液通过柱床时 ,流速较

快 ,大于黄酮向树脂内部扩散的传质速度 ,传质未进

行彻底就可能泄漏 ,而且吸附处理时间延长 ,效率降

低 ,不利于实际工业生产 ;若上样液太浓 ,则粘度较

大 ,传质速度变慢 ,且树脂周围的黄酮分子过多 ,使

得部分黄酮没来得及被吸附就流出来 ,且泄漏早、处

理量小 [ 8 ] 。两种情况均不能使黄酮达到最大吸附量 ,

因此实验需要选择适中的上样浓度 ,结果见图 5。

如图 5所示 ,在上样液浓度较低的条件下 ,随着

浓度的增大 ,树脂对黄酮的吸附量也增大 ,但当浓度

增加到一定值后 ,吸附量增加不再显著。因此 ,上样

浓度确定为 0191mg/mL。

21214　洗脱剂浓度的选择 　洗脱剂需对目标成分具

有良好的溶解作用 ,当目标成分在洗脱剂中的溶解

作用大于其与大孔树脂间的吸附作用时 ,洗脱才能

顺利进行。黄酮类化合物易溶于甲醇、乙醇、醋酸乙
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图 5　不同上样浓度对吸附量的影响

酯、乙醚等。本实验选用乙醇为洗脱剂 ,其安全、无

毒、无残留、价廉、易回收等优点 ,更适用于天然药物

及健康食品的工业化制备。

由于乙醇浓度不同 ,则极性不同 ,黄酮与树脂的

分子间作用力及黄酮的溶解度不同 ,从而洗脱效果

也有差别。实验称取一定量已吸附饱和的树脂装入

层析柱 ,控制流速 1mL /m in (约为吸附流速的 1 /3) ,

用 25%、50%、75%、95%的乙醇进行梯度洗脱。分

别洗至流出液近无色 ,然后分别收集流出液 ,浓缩并

定容至 250mL后 ,用 TLC法做定性检验 ,即分别将芦

丁标品溶液和各浓度流出液点于同一硅胶 G薄层板

上 ,以氯仿 -甲醇 ( 5∶5)为展开剂展开 ,取出晾干 ,喷

以 10%硫酸乙醇显色 ,热风吹烤至斑点清晰 ,置紫外

灯下观察荧光斑点。 TLC 结果显示 , 25%、50%、

75%、95%的乙醇洗脱液中均含有黄酮。因此 ,测定

各浓度洗脱液中的黄酮含量 ,结果如图 6所示 : 25%

乙醇洗脱出少量黄酮 ; 75%及 95%乙醇洗脱出的量

也相对较少 ;而 50%乙醇洗脱时 ,大部分黄酮被洗脱

且洗脱效率较高。同时考虑到乙醇浓度过高 ,挥发

性大 ,会增加生产成本及操作条件的控制难度。因

　　

图 6　洗脱剂浓度对解吸率的影响

此 ,实验确定 50%乙醇作为洗脱剂 ,用量以 3BV

最佳。

21215　树脂再生性能 　大孔吸附树脂使用后 ,用

95%乙醇洗至无色 ,即已再生 ;再用蒸馏水洗去乙

醇 ,即可进行下一次分离。若经反复使用后 ,树脂颜

色变深 ,可采用 NaOH浸泡洗涤 ,当其吸附容量下降

30%以上时 ,则不宜再使用。

3　小结
采用静态吸附实验 ,考察了大孔吸附树脂的吸

附容量、解吸率及静态吸附动力学特征 ,对 7种大孔

树脂的性能做了全面比较 ,并筛选出 AB - 8型作为一

种理想的树脂 ,对油菜蜂花粉总黄酮进行初步的纯

化富集。

采用动态吸附实验 ,对 AB - 8型大孔吸附树脂纯

化油菜蜂花粉总黄酮的工艺参数进行了初步研究 ,

确定了其纯化工艺条件 :上样溶液浓度 0191mg/mL ,

pH调至 5,以 215mL /m in的吸附流速上样 ,再以 50%

乙醇对吸附后的树脂进行洗脱 ,洗脱剂用量 3BV。

该工艺简单 ,成本低 ,易于工业化生产。
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到约 2% ( g/ v)的滤泥 ,滤泥中含有大量无机物和蛋

白质等有机成分。由于麦饭石、壳聚糖均为天然产

物 ,属环境友好材料 ,故这部分滤泥无毒无害 ,不会

污染环境。对于滤泥的综合利用可以考虑作为动物

饲料添加剂。

3　结论
311　将 80目麦饭石与 90%脱乙酰度壳聚糖的 015%

醋酸溶液按 1∶112的质量比混合制成壳聚糖 -麦饭石

澄清剂 ,清除水蜜桃汁中浑浊物、沉淀物。最佳工艺

参数是 :水蜜桃汁中壳聚糖 -麦饭石添加量为 10g/L、

作用时间 4m in、作用温度为 30℃左右 ,水蜜桃汁的透

光率达 80%以上 ,澄清效果较好。

312　壳聚糖 -麦饭石澄清剂无毒、无害 ,生产过程产

生的滤泥可做动物饲料添加剂 ,对环境无污染。
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