
　　第３２卷　第５期　 吉首大学学报（自然科学版） Ｖｏｌ．３２　Ｎｏ．５　　

　　２０１１年９月 Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｊｉｓｈｏｕ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｎａｔｕｒａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｅｄｉｔｉｏｎ） Ｓｅｐｔ．２０１１　　

文章编号：１００７－２９８５（２０１１）０５－００９１－０４

金银花叶茎藤中黄酮与绿原酸同时提取分离工艺
＊

罗　悠，陈莉华，梁　玄，黄　浩，李　彪，黄　练
（吉首大学化学化工学院，湖南 吉首　４１６０００）

摘　要：超声辅助乙醇提取金银花叶茎藤中的绿原酸与黄酮，乙酸乙酯萃取分离黄酮与绿原酸，Ｄ１０１大孔树脂梯度洗

脱绿原酸与黄酮，乙醇及正己烷分相法纯化黄酮与绿原酸．结果表明，乙酸乙酯萃取可将金银花叶茎藤中的黄酮与绿原酸较

好的分离，经Ｄ１０１大孔树脂吸附、５０％乙醇洗脱、浓缩过滤、沉淀用乙醇重结晶后得到的水溶型黄酮纯度达８４．５％；经

Ｄ１０１大孔树脂吸附、７０％乙醇洗脱、浓缩干燥、ｐＨ值２．９７条件下乙酸乙酯萃取、正己烷分相后，得到的绿原酸纯度达９１．

２％．方法已用于金银花叶藤中黄酮与绿原酸的同时提取、分离与纯化，结果满意．
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金银花为忍冬科多年生半常绿缠绕植物，又名忍冬花、银花、双花等，《中国药典》［１］收载在药材及饮片部分，具有清热解

毒、凉热散风的功效［２］．长期以来，金银花不仅广泛应用在医院临床和中成药生产中，同时还作为提取绿原酸的大宗工业原

料应用于工业生产中，其价格逐年攀升．而研究中对其枝叶的重视程度却不够，大量金银花的枝叶被视为非药用部位而弃

之．研究表明，金银花叶和金银花在临床上均有清热解毒之功效［３］．金银花叶茎藤中主要含有以下成分［３］：（１）黄酮类．金银

花叶茎藤的黄酮类化合物有木犀草素、忍冬苷等．（２）有机酸类．绿原酸类化合物是金银花叶的主要有效成分，包括绿原酸和

异绿原酸．同一时期的金银花叶中绿原酸类有效成分约为花的６０％～７０％．（３）多糖类．（４）粗蛋白、粗脂肪等营养物质．金

银花植株幼嫩枝叶粗蛋白高于２３％，粗脂肪高于４７％，适口性较好，牛、羊等牲畜喜食．
近５年来，金银花叶茎藤中绿原酸的提取仅见于文献［４］，有少量文献关于叶中黄酮的提取［５－７］，尚未见对金银花叶茎藤

中黄酮、绿原酸、多糖的综合提取的研究报道．本研究将以系列文章探讨利用价格低廉的金银花叶茎藤进行黄酮、绿原酸、多

糖的联合提取并将残渣处理为饲料添加剂，为金银花叶叶茎藤资源化综合利用提供实验依据．

１　实验部分
１．１仪器和试剂

ＵＶ７５ＴＣＲＴ紫外分光光度计（日本岛津）；ＫＱ－２５０Ｅ超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；ＲＨ－２０１Ｂ－Ⅱ旋转蒸发

仪（郑州长城科工贸有限公司）；ＳＨＢ－Ⅲ循环水式多用真空泵 （郑州长城科工贸有限公司）；ｐＨＳ－２５酸酸度计（上海日岛科

学仪器有限公司）；ＤＺＦ－６０２０真空干燥箱（上海精宏实验设备有限公司）；ＨＨ－Ｓ恒温水浴锅 （郑州长城科工贸有限公司）；

层析柱；粉粹机．
芦丁标准品；绿原酸标准品（中国药品生物制品鉴定所）；无水乙醇；石油醚；乙酸乙酯；正己烷；ＮａＮＯ２；Ａｌ（ＮＯ３）３；

ＮａＯＨ；ＨＣｌ．以上实试剂均为分析纯．Ｄ１０１大孔树脂（安徽三星树脂科技有限公司）．
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１．２实验方法

１．２．１大孔树脂的预处理　取一定量的Ｄ１０１大孔树脂，先用９５％乙醇浸洗数次，每次２４ｈ，至浸洗液加适量的水无白色浑

浊现象止．用水反复清洗干净至无醇味，加入４倍体积２ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ溶液，浸泡１２ｈ，以水洗至中性．再加入４倍体积量

２ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ溶液，浸泡１２ｈ，用水洗至中性备用．

１．２．２黄酮标准曲线　以芦丁为黄酮对照品按照ＮａＮＯ２－Ａｌ（ＮＯ３）３－ＮａＯＨ法绘制标准曲线．测定样品溶液在５１０ｎｍ处的

吸光度值，以浓度（ｃ）对吸光度（Ａ）进行线性回归得回归方程为：ｃ＝０．０９３　９Ａ，Ｒ２＝０．９９９　８，浓度在０～０．０５ｍｇ／ｍＬ之间有

良好的线性关系．

１．２．３绿原酸标准曲线　精确称取绿原酸标准品５．１ｍｇ，９５％的乙醇定容至２５ｍＬ，精密吸取１．０，２．０，３．０，４．０，５．０，７．０

ｍＬ于２５ｍＬ容量瓶中，加入４５％的乙醇定容至２５ｍＬ，混匀．此为标准系列溶液，紫外扫描测出最大吸收波长，并在最大吸

收波长处测吸光度．以浓度为横坐标、吸光度为纵坐标绘制标准曲线［８］．在３２９ｎｍ处测一系列的溶液的吸光度Ａ，以浓度
（ｃ）对吸光度（Ａ）进行线性回归得回归方程为ｃ＝０．０２０　３Ａ－０．０００　５，Ｒ２＝０．９９９　７，浓度在０～０．０５７ｍｇ／ｍＬ之间有良好的

线性关系．

１．２．４样品的处理与粗分离

１．２．５黄酮的富集与精制

１．２．６绿原酸的富集与精制

１．２．７黄酮与绿原酸的得率与纯度计算　将得到的固体或晶体配制成一定体积的溶液，分别按黄酮及绿原酸的步骤进行处

理，在最大吸收波长处测出吸光度，代入线性回归方程求出浓度，结合体积求出各物质的质量，再根据下式求出纯度：

黄酮得率＝（黄酮质量／金银花叶茎藤质量）×１００％；

黄酮纯度＝（芦丁质量／黄酮精制品质量）×１００％；

绿原酸得率＝（绿原酸质量／金银花叶茎藤质量）×１００％；

绿原酸纯度＝（绿原酸质量／绿原酸精制品质量）×１００％．

２　结果与讨论
２．１样品的处理

称取５０ｇ金银花粉末，按料液比１∶１０先加入总体积一半的６０％乙醇，温度５０℃、功率１００Ｗ、超声萃取３０ｍｉｎ．超声
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波特殊的强纵向振动、冲击破碎、空化效应及搅拌加热等物理性能，破坏提取物的细胞结构，使溶媒能渗入细胞内部，从而加

速有效成分的溶解，提高有效成分的提取率．
将上述超声后的溶液抽滤，滤渣再加入另一半体积的６０％乙醇，合并滤液，减压回收乙醇，得浓缩液，滤渣洗净干燥制

备绿色饲料的添加剂．

２．２黄酮与绿原酸的粗分离

在浓缩液中，按１∶１加入石油醚［７］，脱色３次，每次４ｍｉｎ．分液，上层为含黄酮的黄绿色乙酸乙酯层，下层为含绿原酸

的暗红色水层．

２．３黄酮的富集

将乙酸乙酯层用旋转蒸发器减压回收乙酸乙酯，得粗黄酮的浓缩液．称取预处理好的Ｄ１０１大孔树脂１００ｇ，湿法装柱，

在装柱的过程中，应使层析柱中的大孔树脂一直处于有水的环境中，避免与空气直接接触，导致装柱不密实，出现大量气孔，

使柱性能下降，影响分离效果．
将浓缩液倒入玻璃层析柱中浸泡２ｈ后，控制流速２ｍＬ／ｍｉｎ，先用２倍柱体积的水洗脱除去糖类、蛋白质和大分子杂

质［７］，再用５０％的乙醇洗脱，每一份柱体积收集一份流出液．从每份流出液中取１ｍＬ进行黄酮的颜色反应（ＮａＮＯ２－Ａｌ
（ＮＯ３）３－ＮａＯＨ法），溶液由无色变为红色，第１份到第３份的颜色较深，从第４份开始颜色逐渐变浅，在５１０ｎｍ处测第５
份、第６份的吸光度，分别为０．１２８，０．０８４．对应的洗脱液浓度为０．０１２，０．０８４ｍｇ／ｍＬ．因此６倍体积洗脱液后，大孔树脂中

吸附的黄酮已大致洗脱完，合并洗脱液（亮黄色），减压回收乙醇，伴随着乙醇的蒸出，滴液速度渐慢，有淡黄色沉淀析出，重

１．２５６　１ｇ．

２．４黄酮的精制及得率

黄酮易溶于热水、丙酮，溶于甲醇、乙醇．因此，以乙醇为溶剂，采用重结晶法可有效提高金银花叶茎藤中黄酮的纯度．在

金银花提取物中加入少量的５０％的乙醇，在恒温水浴中使之溶解，温度６０℃，时间３０ｍｉｎ．过滤除去不溶物，溶液颜色为淡

黄色，用 ＨＣｌ调节ｐＨ值至４左右，在室温下静置８ｈ，析出淡黄色晶体．过滤，得晶体０．２５０　８ｇ，计算黄酮的得率为０．５％．
本实验中，金银花中黄酮的提取率远低于文献值，除实验条件不同导致的差距外，还可能由于金银花中脂溶性的黄酮远低于

水溶性的黄酮的缘故．笔者在实验过程中，曾取含绿原酸的水层溶液少量，做黄酮的颜色反应实验，发现显色较深．说明水溶

液层中确实还含有大量的水溶性黄酮，与文献［６］所得结论一致．

２．５黄酮的纯度测定

精密称取干燥黄酮晶体０．０８１　３ｇ，置于１００ｍＬ的容量瓶中，加９５％乙醇溶解并定容至刻度，摇匀，备用．精密移取对

照品溶液１．０ｍＬ，按照实验方法测定溶液的吸光度为０．２９３，计算得到晶体中含黄酮量为０．０６８　７ｇ，因此黄酮的纯度为

８４．５％ ．

２．６绿原酸的富集

本研究采用了大孔树脂和混合溶剂分相结合法纯化绿原酸，先采用大孔树脂在一定酸性条件下，对绿原酸进行初步富

集得到绿原酸粗品（含量４０％左右），然后对绿原酸粗品使用混合溶剂分相新工艺［９］进行精制，可使绿原酸纯度达到９９．

５％．由于绿原酸在酸性条件下，以分子形式存在，又易溶于醇、丙酮等极性溶剂，因此可首先使用萃取剂（乙酸乙酯、正丁醇、

异戊醇等偏极性有机溶剂）把绿原酸从其粗品的酸性水溶液中萃取出来，获得萃取液后（萃取液为溶解绿原酸的乙酸乙酯相

和极少量与乙酸乙酯互溶的水形成的均相），再加入分相剂（正己烷、苯、石油醚等非极性有机溶剂），此时整个溶剂系统由加

入分相剂前的偏极性逐渐向加入后的非极性过渡．同时绿原酸分子不溶于非极性的分相剂以及萃取剂、分相剂的互溶效应

远大于萃取剂和少量水的互溶效应，因此充分静置后，萃取剂、分相剂形成均相，而萃取剂中的绿原酸则随少量水重新析出，

从而达到纯化的目的．
称取预处理好的Ｄ１０１大孔树脂８５ｇ湿法装柱，用 ＨＣｌ调节水层提取液至ｐＨ值为３左右，上柱，浸泡２ｈ后，控制流

速２ｍＬ／ｍｉｎ，先用２倍柱体积的水洗脱除去糖类，蛋白质和大分子杂质，再用７０％的乙醇洗脱．每一份柱体积收集一份流

出液．第１份为浅黄色，第２份为橘红色，从第３份开始颜色逐渐变浅．在３２９ｎｍ处测第４份、第５份的吸光度，分别为０．

７０１，０．１６０，对应的洗脱液浓度为０．０１４，０．００３ｍｇ／ｍＬ．因此，５倍体积洗脱液后，绿原酸大致洗脱完全，合并洗脱液（深红

色），减压回收洗脱液中的乙醇，并放入真空干燥箱中干燥，时间３０ｍｉｎ，温度５０℃，真空度０．０９Ｍｐ，得绿原酸粗品（淡黄

色）１．２８８　１ｇ．

２．７绿原酸的精制

精密称取粗品３２．４ｍｇ，按料液比１∶７在绿原酸粗品中加入水２２６．８ｍＬ，ＨＣｌ调ｐＨ值至２．９７，再加入等体积的乙酸

乙酯，萃取时间为４ｍｉｎ，萃取次数为４次，合并萃取液总计９０７．２ｍＬ，按分相剂／萃取液＝０．４［９］，加入正己烷３６２．８ｍＬ．分

液，取下层水溶液层，约为１５ｍＬ，在冰箱中静置２４ｈ，温度０℃，过滤，真空干燥晶体，真空度０．０９Ｍｐ，时间３０ｍｉｎ，温度５０

℃，得白色晶体［８］，称量，为１５．４ｍｇ，得率１．２３％．

２．８绿原酸纯度的测定
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将绿原酸晶体置于２５ｍＬ容量瓶中，加入９５％的乙醇溶解．精密吸取１．０ｍＬ于２５ｍＬ容量瓶中，加入４５％的乙醇定

容，混匀，在最大吸收波长３２９ｎｍ处测吸光度为１．１２９．由此算出纯度为９１．２％．

３　结语
本研究以价格低廉的金银花叶茎藤为原料，同时提取绿原酸及黄酮，绿原酸纯度为９１．２％，得率１．２３％，黄酮纯度为

８４．５％，得率为０．５％，文献［１０］用金银花为原料同时提取绿原酸及黄酮，绿原酸纯度为６８．２％，得率１．３４％，黄酮纯度为

９５％，得率为１．１２．本研究得到的绿原酸纯度比文献［１０］得到的绿原酸纯度高２３％，而得率几乎相近．
由此可见：本研究提出的方法能够较好地对金银花叶茎藤中的黄酮与绿原酸同时提取分离与纯化；本研究中，提取液经

乙酸乙酯萃取后，黄酮与绿原酸得到了较好的分离；与已有研究结果的比较表明，本研究结果具有原料来源广、价格低廉、绿

原酸产品纯度高、得率高的特点，对金银花叶茎藤的综合开发具有应用价值．
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