
第 25 卷第 6 期                              高  校  化  学  工  程  学  报                              No.6  Vol.25 
2011  年 12 月                      Journal of Chemical Engineering of Chinese Universities                     Dec.   2011 

文章编号：1003-9015(2011)06-0948-07 

树莓叶片黄酮成分分离纯化研究 
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摘  要：为纯化树莓叶片黄酮成分，比较了 7 种树脂静态吸附和解吸过程，筛选出合适的大孔树脂初步纯化树莓叶片

总黄酮，优化了吸附和解吸条件。结果表明：AB-8 大孔树脂对树莓叶片总黄酮有较好的吸附和解吸性能，其最佳工艺

为上样液 pH = 6.0、流速 2.0 mLmin1，洗脱剂乙醇最适宜浓度为 70%，流速 1.5 mLmin1，经 AB-8 大孔树脂分离纯

化后，总黄酮含量从 3.46% 增加到 45.62%，提高了 13.18 倍。样品经硅胶和 Sephadex LH-20 凝胶色谱进一步分离纯

化后得到 2 个黄酮苷元单体，通过 HPLC、核磁共振分析，确定为槲皮素和山奈酚，纯度分别为 98.6%，98.9%，在树

莓叶片中含量分别为 179.33 µgg1、60.77 µgg1 (苷元含量)。 
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Abstract:  In order to purify the flavonoids extracted from Raspberry leaves, the static adsorption and 

desorption behaviors of seven kinds of macroporous resins used for the separation of flavonoids were studied 

respectively. Among them, the most suitable kind of macroporous resin was screened for the preliminary 

purification of the flavonoids extracted from the Raspberry leaves, and its adsorption and desorption conditions 

were optimized too. The results show that the AB-8 macroporous resin offers the best adsorption and desorption 

behaviors for total flavonoids in the extractive of the Raspberry leaves. Using AB-6, the optimum purification 

conditions are as follows: sample pH is 6, sample flow rate is 2.0 mLmin1, the elution used is alcohol with 

concentration 70% and the eluting rate is 1.5 mLmin1. After the AB-8 resin treatment, the total flavonoids 

content in the product increases 13.18-fold from 3.46% to 45.62%; and then the silica gel separation and 

Sephadex LH-20 gel chromatography were used to further purify the flavonoids obtained. Two flavonoid 

aglycones monomers, quercetin and kaempferol, were obtained and the purities of them are 98.6% and 98.9%, 

respectively, with HPLC and NMR analyses, and their contents in the Raspberry leaves are 179.33 μgg1 and 

60.77 μgg1 (aglycone content), respectively. 
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1  引   言 

树莓，又称覆盆子，属蔷薇科(Rasaceae)悬钩子属(Rubus.L)，是一种多年生小灌木类落叶果树，在我

国北方地区分布广泛，资源丰富。树莓具有丰富的营养和独特的保健功能，其营养价值远高于苹果、柑

橘、葡萄等水果，是近年世界发展最为迅速、集营养与保健于一身的第三代新兴水果[1]。目前对树莓的
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研究和开发主要集中于树莓引种栽培和果实的加工利用[2,3]，其叶片的价值尚未引起人们的足够重视，在

树莓叶片中，起主要药用的是黄酮类物质[4]。黄酮类化合物是植物界分布较广的一大类多酚类物质，常

以游离或糖苷形式存在于植物体内，是一类具有显著生理药理活性和开发前景的植物成分[5,6]，其中山奈

酚(kaempferol)和槲皮素(quercetin)具有明显的抗癌[7]、抗氧化[8]，抗心肌肥厚功能[9]，并能促进骨髓中成

骨细胞的形成[10]。作者曾对树莓叶片中黄酮类物质的提取方法及抗氧化性能进行了研究[11,12]，但有关树

莓叶片黄酮成分分离纯化方面的研究未见报道。因此本文以黑龙江省特产小浆果树莓叶片为原料，研究

了树莓叶片黄酮成分分离纯化工艺，以期为树莓叶片黄酮类制品的开发提供理论支持。 

 
2  实验部分 

2.1  实验材料与仪器 

树莓叶片：澳洲红树莓叶片采于东北农业大学园艺站，洗净沥干后自然晒干，粉碎后备用。 

试验试剂：芦丁、山奈酚、槲皮素(中国药品生物制品鉴定所)；其他试剂均为国产分析纯。 

AB-8、X-5、D-140、D-4006、S-8、NKA-9 和 D-130 大孔树脂(南开大学化工厂)；硅胶(200~300 目)

和硅胶 GF254(青岛海洋化工厂)；Sephadex LH-20(北京金欧亚科技发展有限公司)。 

T6 新悦型可见分光光度计(北京普析通用仪器有限公司)；AL104 电子分析天平(瑞士梅特勒-托利多

公司)；FDU-1100 冷冻干燥机(东京理化器械株式会社)；X-4 数字显示显微熔点测定仪(北京泰克仪器有

限公司)；RSZ-100 自动部分收集器(上海金达生化仪器有限公司)；高效液相色谱仪(Agilent 公司)；超导

核磁共振仪(瑞士 Bruker 公司)。 

2.2  树莓叶片总黄酮粗提液的制备 

树莓叶片→粉碎→乙醚脱脂→酶解→乙醇浸提[13]→减压过滤(45 μm滤膜)→滤液离心(6000 rmin1，

10 min)→上清液减压浓缩→去离子水溶解→粗产品。 

2.3  分析方法 

2.3.1  树莓叶片总黄酮含量的测定方法 

采用 NaNO2-Al(NO3)3 比色法测定 [13]，以芦丁为标准品，分别在 506 nm(测定波长)和 572 nm(参比波

长)测定吸光度，求出 A。以 A 对标准溶液浓度 C(mgmL1)进行回归分析得方程：A = 0.6221C 

–0.0002，R2 = 0.9996。根据此方程计算样品溶液总黄酮含量。 

2.3.2  山奈酚和槲皮素含量的测定方法 

分别精密吸取山奈酚(0.26 mgmL1)和槲皮素(0.52 mgmL1)的混合标准溶液 5、10、15、20、25 μL

注入高效液相色谱仪中，以进样体积(μL)为横坐标，峰面积为纵坐标，分别建立回归方程：  y = 

73.982x–12.493，R2 =0.9987(山奈酚)；y = 244.58x–37.815，R2 = 0.9992(槲皮素)。测定样品溶液峰面积，

代入回归方程计算样品溶液中山奈酚和槲皮素含量。 

2.4  大孔树脂的筛选 

2.4.1  静态吸附-解吸研究 

准确称取经预处理[14]的7种树脂(相当于干树脂0.5 g)，置于100 mL具塞三角瓶中，精密加入黄酮粗提

液 20.00 mL(1.5834 mgmL1)，置于摇床中，25℃，60 rmin1振荡吸附 24 h，测定滤液中剩余总黄酮浓

度，按式(1)计算吸附量。试验重复 3 次，以下试验重复次数相同。再向已吸附饱和的 7 种树脂中分别

精密加入20.00 mL 70% 乙醇溶液，于吸附相同条件下振荡解吸 24 h，测定解吸液中总黄酮浓度，按式(2)

计算解吸率。根据吸附量和解吸率对几种大孔树脂进行初步筛选。 

Q = (C0 – Ce) V0/m                                     (1) 

D(%)=Cd×100/ (C0 – Ce)                                  (2) 

式中：Q 为吸附量，mgg1；C0 为吸附前样液中总黄酮质量浓度，mgmL1；Ce 为吸附后剩余液中总黄酮

质量浓度，mgmL1；V0 为加入的样液体积，mL；m 为干树脂质量，g；D 为解吸率；Cd 为解吸液中总

黄酮质量浓度，mgmL1。 
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2.4.2  静态吸附-解吸动力学研究 

25℃，准确称取已初步确定的 4 种大孔树脂(相当于干树脂 0.5 g )装入具塞三角瓶中，加入 20.00  

mL(1.5834 mgmL1)黄酮粗提液，在 10 h 内，取 0.2 mLh1 测定总黄酮含量，绘制静态吸附动力学曲线。

树脂吸附饱和后，用 20.00 mL70% 的乙醇静态解吸，与上述方法相同，绘制静态解吸动力学曲线。根

据静态吸附和解吸动力学曲线，确定初步纯化树莓叶片总黄酮的大孔树脂。 

2.5  AB-8大孔树脂吸附条件的优化 

2.5.1  上样液 pH 的确定 

准确称取经预处理的 AB-8 树脂(相当于干树脂 0.5 g)，置于 100 mL 具塞三角瓶中，25℃，加入不同

pH 的黄酮粗提液 20.00 mL(1.5834 mgmL1)，置于摇床中， 60 rmin1 振荡 10 h，测定滤液中剩余总黄酮

浓度，计算吸附量，确定上样液最佳 pH。 

2.5.2  上样液流速的确定 

预处理好的 AB-8 树脂(相当于干树脂 14 g)湿法装玻璃柱(Φ20 mm×300 mm)。床体积(BV)和长度分

别是 40 mL 和 13 cm。25℃，将 pH 为 6，浓度为1.5834 mgmL1的上样液以不同的流速上柱，分部收

集流出液(每管收集 20 mL)，测定流出液中总黄酮浓度，计算漏出率(流出液与上样液中总黄酮质量浓度

的比值)，以漏出率对上样液体积作图，确定最佳上样液流速。 

2.6  AB-8大孔树脂解吸条件的优化 

2.6.1  洗脱剂乙醇浓度的确定 

25℃，pH=6、浓度为1.5834 mgmL1上样液，控制流速为 2.0 mLmin1，待吸附达泄漏点时(流出液

总黄酮质量浓度达上样液总黄酮质量浓度的1/10)，先用去离子水洗至流出液无色，再分别用100 mL不同

浓度的乙醇溶液进行洗脱，洗脱流速控制为1.0 mLmin1，测定洗脱液中总黄酮含量，计算解吸率，确定

最佳洗脱剂浓度。 

2.6.2  洗脱剂流速的确定  

25℃，pH=6、浓度为1.5834 mgmL1上样液，控制流速为 2.0 mLmin1，待吸附达泄漏点时，先用

去离子水洗至流出液无色，再用 70% 的乙醇溶液以不同流速进行洗脱，分部收集流出液(每管收集 5 

mL)，测定流出液中总黄酮含量，确定最佳洗脱剂流速。 

2.7  硅胶柱色谱进一步分离纯化树莓叶片黄酮成分的研究 

在确定的最佳吸附-解吸条件下，采用大孔树脂初步纯化树莓叶片总黄酮粗提液，得样品A。25℃，

将样品A干法装入已预处理好的硅胶柱(Φ20 mm×800 mm)，床体积(BV)和长度分别是 188 mL 和 60 cm，

用氯仿:甲醇(100:0~ 80:20)梯度洗脱，流速为 0.5 mLmin1，每 50 mL 收集一份，收集 20 份，纸色谱

法(4:1:5的正丁醇-冰醋酸-水溶液为展开剂，1%AlCl3乙醇溶液为显色剂)检测，合并相同组分，减压浓缩，

冻干，得到固体物质 B。将固体物质 B 用甲醇溶解后加入盐酸(1:1)，在 70℃水浴条件下水解 2 h 后，

得到黄酮苷元 C。对 C 进行 HPLC 分析并测定主要组分含量。 

2.8  Sephadex LH-20凝胶柱色谱分离黄酮苷元单体的研究 

25℃，将样品 C 加入到已用 20% 甲醇水溶液平衡好的 Sephadex LH-20 凝胶柱(Φ15 mm×400 mm)，

床体积(BV)和长度分别是 53 mL 和 30 cm，用 50%~90%甲醇溶液进行梯度洗脱，流速为 1.0 mLmin1，

自动分部收集洗脱液，每 5 mL 收集一份，收集 30 份。 硅胶薄层色谱(9:1 的氯仿-甲醇作展开剂，碘蒸

气显色)检测，合并相同组分，减压浓缩，冻干，得到化合物 1 和 2 两个组分。 

2.9  黄酮苷元单体的纯度和结构测定 

对化合物 1 和 2 分别进行熔点测定，HPLC 分析，采用归一法定量，检验纯度；NMR 分析确定结构。 

2.10  HPLC 分析条件 

色谱柱为 Agilent-1100 C18 柱；流动相为甲醇:0.4%磷酸 = 55:45(v/v)；流速为 1.0 mLmin1；柱温为

20℃；检测波长为 256 nm。 
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图 1  静态吸附动力学曲线 

Fig.1  Kinetic curves of the static adsorption 
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图 2  静态解吸动力学曲线 

Fig.2  Kinetic curves of the static 
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3  结果与讨论 
3.1  树脂的筛选 

3.1.1  不同大孔树脂静态吸附

与解吸性能比较 

7种大孔树脂静态吸附与解

吸试验结果见表 1。 

被分离物质的极性(功能基)

是影响吸附性能的主要因素[15]。

从表 1 可见，极性或弱极性的树

脂 S-8、AB-8 和 D-130 对树莓叶片黄酮吸附量较大，这是因为树莓叶片黄酮类物质含有酚羟基，呈现弱

极性，易与具有一定极性的树脂形成氢键而牢固结合，吸附量较大，但在某些情况下，吸附作用力强的

树脂洗脱较困难，因此吸附量最大的 S-8 树脂解吸率最小。此外树脂的比表面积、孔径等空间结构也影

响其吸附性能，比表面积增加，表面张力随之增大，吸附量提高[15]。AB-8 与 NKA-9 虽然都为极性树脂，

但由于 NKA-9 比表面积较小，导致对黄酮吸附量也较少。X-5、D-140 树脂由于比表面较大，虽为非极

性树脂，但仍有一定的吸附量。根据试验结果初步选择 AB-8，X-5，D-130，D-140 树脂考察其动力学吸

附与解吸性能。 

3.1.2  不同大孔树脂静态吸附与解吸动力学性能比较 

由图 1、图 2 可以看出，AB-8 树脂在整个吸附和解吸过程中吸附量和解吸率始终最高，树脂吸附 5 h

后基本达到吸附平衡，解吸 3 h 基本解吸完全。在静态吸附和解吸起始阶段，AB-8 树脂对树莓叶片总黄

酮吸附量和解吸率上升得都比较快，说明 AB-8 树脂达到吸附和解吸平衡所需要的时间短。因此，确定

AB-8 树脂为分离纯化树莓叶片总黄酮的最佳树脂。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2  AB-8 树脂初步纯化树莓叶片总黄酮工艺条件的优化 

3.2.1  上样液 pH 对树脂吸附性能的影响 

黄酮上样液 pH(3~9)对树脂吸附性能的影响见图 3。由图

3 可见，最适宜吸附的 pH 为 6.0。这是由于 pH 对物质吸附的

影响主要取决于化合物的酸碱度, 黄酮类物质含有酚羟基，

具有弱酸性，在酸性条件下以分子状态存在，主要以分子间

力与树脂吸附，溶液为碱性时酚羟基离子化，与树脂间的分

子间力下降。因此上样液 pH 选 6.0 为宜。 

3.2.2  上样液流速对树脂吸附性能的影响 

上样液流速对树脂吸附性能的影响见图 4。由图 4 所示，

pH 
 

图 3  上样液 pH 对树脂吸附性能的影响 

Fig.3  Effect of sample solution pH on the 

adsorption property of resin 
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表 1  7 种树脂物理性能及静态吸附与解吸性能比较 

Table 1  Comparison of physical and static adsorption-desorption properties of resins 

Resins Polarity BET Surface 

area / m2g1

Pore diameter

/ nm 

Adsorption amount 

/ mgg1 

Desorption 

ratio / % 

AB-8 Low-polar 480~520 13~14 25.23±0.351 93.52±0.261 

X-5 Non-polar 500~600 29.0~30.0 24.05±0.435 85.71±0.513 

D-130 Low-polar 450~550 8.0 24.28±0.221 92.11±0.915 

D-140 Non-polar 500~600 9.5 24.32±0.901 87.13±0.998 

D-4006 Non-polar 400~440 6.5~7.5 20.04±0.322 88.39±0.847 

S-8 Polar 100~120 28.0~30.0 28.82±0.213 48.67±0.624 

NKA-9 Polar 250~290 15.5~16.5 19.16±0.458 62.59±0.440 

Initial concentration of flavonoids in adsorption solution: 1.5834 mgmL1; adsorption and 

desorption temperature: 25℃; shake speed: 60 rmin1. 
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图 5  乙醇浓度对树脂解吸性能的影响 

Fig.5  Effect of ethanol concentration on the 

desorption property of resin 
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Eluant flow rate: 

◆ 1.5 mLmin1 
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图 6  洗脱剂流速对树脂解吸性能的影响 

Fig.6  Effect of eluant flow rate on the 

desorption property of resin 

流速为 1.0 mLmin1 时泄漏点出现较晚，在 130 mL 附近，当

流速大于 1.0 mLmin1 时，泄漏点均提前。 这是因为流速慢

时，黄酮与树脂的接触时间延长，有利于其从液相扩散到树

脂相，有利于吸附；流速过快，被吸附物质来不及扩散到树

脂表面就会发生泄漏。因此流速慢有利于吸附，但流速过慢

会影响生产效率，生产周期延长。综合考虑，选择流速为 2.0 

mLmin1 为宜。 

3.2.3  洗脱剂浓度的确定 

不同浓度(10%~90%)的乙醇对树莓叶片总黄酮粗提液洗

脱效果的影响见图 5。由图 5 可知，随乙醇浓度的增加，解

吸率逐步提高，乙醇体积分数为 70%时解吸率最高，达 96.5%，

再提高浓度解吸率变化不大。根据“相似相溶”原理，不同浓度的乙醇对化合物的溶解力不同，70%乙醇

的解吸率较高可能是由于其极性和树莓叶片总黄酮的极性更加接近。因此，选择 70%乙醇为洗脱剂。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.4  洗脱剂流速对大孔树脂解吸性能的影响 

洗脱剂流速对树脂解吸性能的影响见图 6。由图 6 可见，用 70%乙醇以 1.5 mLmin1 的速度进行洗脱

时，洗脱峰集中，无拖尾，洗脱效果好，160 mL 洗脱剂就可将树莓叶片总黄酮基本洗脱下来。故洗脱剂

流速为 1.5 mLmin1 为宜。 

在确定的 AB-8 大孔树脂最佳吸附-解吸条件下，收集解吸液，减压浓缩，冻干，得到的固形物中总

黄酮含量由树莓叶片粗提物中的 3.46% 提高至 45.62%。 

3.3  硅胶柱色谱分离纯化结果 

标准品混合样和样品 C 的 HPLC 分析如图 7 所示。 
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图 4  上样液流速对树脂吸附性能的影响 

Fig.4  Effect of sample flow rate on the 

adsorption property of resin 

 
1.0 mLmin1 

2.0 mLmin1 
3.0 mLmin1 

Sample flow rate: 

b. Sample C 
图 7  标准品和水解样品 C 的高效液相色谱图 

Fig.7  HPLC chromatograms of standard mixture samples and sample C 

a. Standard mixture samples 
18 min 18 min

VWD1A, Wavelength= 256 nm(07020306.D) VWD1A, Wavelength= 256 nm(07020409.D) 
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由图 7 可知，树莓叶片黄酮粗提物经大孔树脂和硅胶分离纯化，样品水解后主要得到槲皮素和山奈

酚两个苷元，根据 2.3.2 节可计算出槲皮素和山奈酚的含量分别为179.33 µgg1、60.77µgg1。 

3.4  黄酮苷元单体的纯度检测和 NMR 分析结果 

3.4.1 化合物1和2的纯度检测  

化合物 1 为黄色针状晶体，mp：319.2~320.7℃；化合物 2 为亮黄色粉末，mp：279.4~280.6℃。化合

物 1 和 2 经 HPLC 分析(检测波长分别为 255 nm，266 nm，其它色谱条件同 2.10 节)，结果表明化合物 1

为槲皮素，纯度 98.6%，化合物 2 为山奈酚，纯度 98.9%。 

3.4.2  化合物 1 和 2 的 1H-NMR 谱图分析 

化合物1的谱图分析结果如下：1H-NMR(300 MHz,DMSO-d6) ppm：6.21 (s，1H， H1 )，6.43(s，1H， 

H2 )，6.91(d，1H， J=8.5 Hz, H3 )，7.56 (d，1H， J=8.5 Hz, H4)， 7.70 (s，1H， H5 )，9.26(s，1H， -OH)， 

9.31(s，1H， -OH )，9.55(s，1H， -OH )， 10.75(s，1H， -OH )，12.50 (s，1H， -OH )。分析结果表

明化合物1各化学位移与槲皮素标准品基本吻合。 

化合物 2 的谱图分析结果如下：1H-NMR(300 MHz,DMSO-d6)  ppm：6.21 (s，1H， H1 )，6.44(s，

1H， H2 ), 6.93(d，2H， J=8.7 Hz, H3、H4 )，8.04 (d，1H， J=8.7 Hz, H5、H6),9.31 (s，1H，-OH ), 10.05(s，

1H， -OH ), 10.73(s，1H， -OH ), 12.47(s，1H， -OH )。分析结果表明化合物 2 各化学位移与山奈酚标

准品基本吻合。 

 
4  结    论 

AB-8 大孔树脂是分离纯化树莓叶片总黄酮的理想树脂，其最佳纯化条件为：上样液 pH 6，流速 2.0 

mLmin1，洗脱剂选择 70%乙醇溶液，洗脱剂流速 1.5 mLmin1，在此条件下，总黄酮含量由 3.46%提

高到 45.62%。 

树莓叶片黄酮粗提液经 AB-8 大孔树脂、硅胶和 Sephadex LH-20 凝胶色谱分离纯化后，得到的黄酮

苷元主要是槲皮素，纯度 98.6%，山奈酚，纯度 98.9%，在叶片中含量分别为 179.33 µgg1(槲皮素)、60.77 

µgg1 (山奈酚)。 
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