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·基础研究·

△［基金项目］　陕西省科技资源统筹中药现代化专项（２０１２ＫＴＣＬ０３１４）；陕西省大学生创新训练项目（１６８９）
［通信作者］　王小平，副教授，硕士生导师，研究方向：中药质量分析与新药研究；Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｘｉａｏｐｉｎｇ３２３＠１２６ｃｏｍ

猕猴桃藤总黄酮纯化工艺研究
△

李雪，李栋红，王小平，白吉庆

（陕西中医学院，陕西　咸阳　７１２０４６）

［摘要］　目的：猕猴桃藤中总黄酮纯化工艺的优选。方法：采用单因素设计，以总黄酮的含量为评价指标。
结果：最佳纯化条件样品与聚酰胺的比例为１∶１０，１０倍量柱体积的６０％乙醇洗脱，所纯化的总黄酮含量最高，可达
５１８％。结论：该纯化工艺简单、可行，可用于猕猴桃藤中总黄酮的纯化。

［关键词］　猕猴桃藤；总黄酮；纯化工艺；正交设计

ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＰｒｏｃｅｓｓｏｆｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｉｎＶｉｎｅｏｆＡｃｔｉｎｉｄｉａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
ＬＩＸｕｅ，ＬＩＤｏｎｇｈｏｎｇ，ＷＡＮＧＸｉａｏｐｉｎｇ，ＢＡＩＪｉｑｉｎｇ

（ＳｈａａｎｘｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴＣＭ，Ｘｉａｎｙａｎｇ７１２０４６，Ｓｈａａｎｘｉ，Ｃｈｉｎａ）

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｏｐｔｉｍｉｚｅｏｆｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｏｆＡｃｔｉｎｉｄｉａｃｈｉｎｅｎｓｉｓｖｉｎｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｔｈｅ
ｏｐｔｉｍｉｚｅｄＴｈｅｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｏｆｔｈｅｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｗａｓｏｐｔｉｍｉｚｅｄｗｉｔｈｔｈｅｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓａｓａｉｎｄｅｘ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｏｐｔｉｍａｌ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｗａｓａｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇ：Ｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｓａｍｐｌｅｓａｎｄａｄｓｏｒｂｅｎｔ１∶１０，ｔｅｎｆｏｌｄｃｏｌｕｍｎｖｏｌｕｍｅｓｏｆ６０％ ｅｔｈａｎｏｌｅｌｕｔｅ，
ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｗａｓ７１８％．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｉｓｓｉｍｐｌｅａｎｄｆｅａｓｉｂｌｅ，ａｎｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｉｎｖｉｎｅｏｆＡ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＶｉｎｅｏｆＡｃｔｉｎｉｄｉａｃｈｉｎｅｎｓ；ｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ；ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ；ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｄｅｓｉｇｎ

ｄｏｉ：１０．１３３１３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４８９０．２０１５．２．０１０

猕猴桃藤为猕猴桃科猕猴桃属植物猕猴桃

ＡｃｔｉｎｉｄｉａＣｈｉｎｅｎｓｉｓＰｌａｎｃｈ的藤［１］。猕猴桃根具有清

热解毒、活血散结、祛风利湿之功能。临床上用于

治疗胃癌、乳腺癌、风湿性关节炎、淋巴性结核、

跌扑损伤、痈疖等病［２］。我国为猕猴桃的主要产区，

陕西省广泛栽培，栽植面积占全国６０％以上。近年
发现中华猕猴桃根富含黄酮类、生物碱类等成分，

具有降压、抗肿瘤等药理作用［２５］。猕猴桃根资源相

对匮乏，但其藤因为果农每年都要修剪，资源非常

丰富。前期研究发现猕猴桃藤富含大量黄酮类成分，

但对其总黄酮纯化工艺研究报道较少，因此本文对

其总黄酮的纯化工艺进行研究，希望为猕猴桃藤总

黄酮的开发利用提供参考。

１　仪器与试剂、试药

１１仪器

紫外分光光度计（上海美普达仪器有限公司）；

德国ＩＫＡＲＶ１０旋转蒸发仪；ＫＱ３００ＶＤＥ型双频数
控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；ＤＺＦ
６０５０Ｂ真空干燥箱（上海齐欣科学仪器有限公司）；
１０１２型电热鼓风干燥箱（北京科伟永兴仪器有限公
司）；ＢＴ１２５Ｄ电子天平（赛多利斯）。

１２试剂、试药

猕猴桃藤，经陕西中医学院生药教研室白吉庆

副教授鉴定为猕猴桃科猕猴桃属植物猕猴桃

ＡｃｔｉｎｉｄｉａＣｈｉｎｅｎｓｉｓＰｌａｎｃｈ的藤；芦丁对照品（中国
食品药品检定研究院提供，批号：１０００８０２００７０７）；
聚酰胺（１００～２００目）；亚硝酸钠、硝酸铝、氢氧化
钠、乙醇等均为分析纯。

２　方法与结果

２１方法

２１１粗提物制备　称取猕猴桃藤藤饮片１５０ｇ，用
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８倍量６０％的乙醇提取３次，每次１ｈ，合并滤液，减
压回收乙醇至稠膏状，减压干燥，得粗提物１４６４ｇ。
２１２对照品的制备　精密称取芦丁对照品９９３ｍｇ，
置１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇
匀，即得。

２２标准曲线的绘制

分别取芦丁对照品溶液 ０１、０２、０４、０６、
０８ｍＬ于１０ｍＬ容量瓶中，精密加入５％的亚硝酸
钠溶液０４ｍＬ，摇匀，放置６ｍｉｎ；加入１０％硝酸
铝溶液０４ｍＬ，摇匀，放置６ｍｉｎ；加入４３％的氢
氧化钠试液４ｍＬ，加水至刻度，摇匀，放置１５ｍｉｎ，
以相应试剂为空白，用紫外可见分光光度法，在
５００ｎｍ波长处测吸收光度。以总黄酮（芦丁计）浓度
为纵坐标，吸光度为横坐标，进行线性回归，绘制标

准曲线，得Ｙ＝０００８７３Ｘ－０００２８（ｒ＝０９９９９），总
黄酮（芦丁计）在 ００１～００８ｍｇ·ｍＬ－１线性关系好
良好［６］。

２３上柱溶液的制备

称取粗提物适量置烧瓶中，精密加入 １０倍量
６０％的乙醇，称定重量，超声２０ｍｉｎ，取出，室温
放置，称重，用 ６０％的乙醇补足减失的重量，过
滤，滤液备用。

２４纯化工艺考察

２４１洗脱量的考察　取供试品２ｇ（平行３份），精
密称定，按照２３项下的方法制备上柱溶液，加到
已处理好的聚酰胺（１０ｇ）柱上（３０ｃｍ×５ｃｍ），分别
用６、８、１０、１２倍量柱体积的６０％乙醇洗脱，收集
洗脱液，摇匀，精密量取 ０３ｍＬ置１０ｍＬ容量瓶
中，照 ２２项下的方法自加入 ５％的亚硝酸钠
０４ｍＬ起，依法测定吸光度。代入标准曲线，计算
总黄酮的浓度。精密量取洗脱液适量，置干燥至恒

重的蒸发皿中，水浴蒸干，１０５℃烘３ｈ，取出，置
干燥器中冷至室温，精密称重。计算所得纯化物中

总 黄 酮 的 含 量 分 别 为 ３１６％、 ４０５％、
４９２％、４２８％。
２４２洗脱浓度的考察　取供试品２ｇ（平行３份），
精密称定，按照２３项下的方法制备上柱溶液，加
到已处理好的聚酰胺（１０ｇ）柱上（３０ｃｍ×５ｃｍ），用
１０倍量柱体积的 ５０％、６０％、７０％、８０％乙醇洗
脱，收集洗脱液，摇匀，精密量取０３ｍＬ置 １０ｍＬ
容量瓶中，照２２项下的方法自加入５％的亚硝酸钠
０４ｍＬ起，依法测定吸光度。代入标准曲线，计算

总黄酮的浓度。精密量取洗脱液适量，置干燥至恒重

的蒸发皿中，水浴蒸干，１０５℃烘３ｈ，取出，置干燥
器中冷至室温，精密称重。计算所得纯化物中总黄酮

的含量分别为３２４％、４８６％、３９２％、４０６％。
２４３上样量的考察　分别取供试品１、２、３ｇ（平
行３份），精密称定，按照２３项下的方法制备上柱
溶液，加到已处理好的聚酰胺（１０ｇ）柱上（３０ｃｍ×
５ｃｍ），分别用１０倍量柱体积的６０％乙醇洗脱，收
集洗脱液，摇匀，精密量取０３ｍＬ置１０ｍＬ容量瓶
中，照 ２２项下的方法自加入 ５％的亚硝酸钠
０４ｍＬ起依法测定吸光度。代入标准曲线，计算总
黄酮的浓度。精密量取洗脱液适量，置干燥至恒重

的蒸发皿中，水浴蒸干，１０５℃烘３ｈ，取出，置干
燥器中冷至室温，精密称重，计算所得纯化物中总

黄酮的含量分别为５１８％、４８５％、４６４％。

２５结果

试验结果表明，最佳纯化条件为样品与聚酰胺

的比例为１∶１０，１０倍量柱体积的６０％乙醇洗脱。

２６工艺验证

取供试品５ｇ（平行３份），精密称定，按照２３
项下的方法制备上柱溶液，加到已处理好的聚酰胺

（５０ｇ）柱上（３０ｃｍ×５ｃｍ），分别用１０倍量柱体积
的６０％乙醇洗脱，收集洗脱液，摇匀，精密量取
０３ｍＬ置１０ｍＬ容量瓶中，照２２项下的方法自加
入５％的亚硝酸钠０４ｍＬ起，依法测定吸光度。代
入标准曲线，计算总黄酮的浓度。精密量取洗脱液

适量，置干燥至恒重的蒸发皿中，水浴蒸干，

１０５℃烘３ｈ，取出，置干燥器中冷至室温，精密称
重，计算所得纯化物中总黄酮的含量分别为５１６％，
５２５％，５０９％，表明优选的纯化工艺稳定可行。

３　结论与意义

采用薄层色谱法，猕猴桃藤粗提物色谱中在与

芦丁对照品相应的位置出现相同的斑点，表明猕猴

桃藤粗提物中含有芦丁，故本文选择芦丁作为对照

品测定猕猴桃藤粗提物纯化前后总黄酮的含量。本

文采用单因素试验，筛选影响猕猴桃藤粗提物中总

黄酮纯化效果的主要因素，并对优化的纯化工艺进

行放大试验验证，为猕猴桃藤总黄酮工业化生产及

开发利用提供参考。

本试验以芦丁为对照品，用紫外分光光度法对
（下转第１３５页）
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报道的脂肽类物质的理化特征相近，推测可能是结

构相同或类似的脂肽类物质［８］。另外，本文用不同

极性的有机溶剂萃取发酵上清液，发现极性较大的

水饱和正丁醇萃取物具有较强的抑菌活性，说明

ｇｅ１５胞外分泌液中可能存在多种抗菌活性物质。
ｇｅ１５菌株经鉴定为寡养单胞菌 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ

ｓｐ，有关该细菌的报道主要集中在芴［９］、苦马豆

素［１０］、多环芳烃菲［１１］、黄曲霉［１２］等有毒有害物质

的生物脱毒以及土壤、水体的修复［１３］等研究领域，

将该细菌用于植物病害防治的研究鲜有报道，仅见

张泽坤等［１４］报 道 杨 树中的内生寡养 单 胞 菌

Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓｓｐ对三倍体毛白杨和枫香组培苗
的生根及幼苗生长有促进作用，但并未开展该菌株

的次生代谢产物的成分分析。本文在对 ｇｅ１５菌株开
展抑菌活性研究的基础上，就其次生代谢产物中的

抑菌活性成分开展了初步研究，基本明确了抑菌活

性物质的活性部位，这为菌株抑菌活性物质的分离

纯化、结构鉴定及抑菌机理研究奠定了良好基础；

另外，上述试验结果的获得也将有助于推动人参病

害的生物防治。
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总黄酮进行含量测定，通过聚酰胺柱层析对猕猴桃

藤中总黄酮纯化效果进行筛选。结果表明，样品与

聚酰胺的比例为１∶１０，洗脱剂为１０倍量柱体积６０％
的乙醇，所得纯化物中总黄酮含量最高，可达

５１８％。本试验对优化的工艺进行放大试验验证，
结果纯化效果较为理想，纯化后总黄酮的含量可高

达５０％以上，与单因素考察所得的最佳纯化效果进
行比较，无显著差异。该纯化工艺简单、可行，重

复性好，可用于猕猴桃藤中总黄酮的纯化。
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