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大孔树脂吸附层析法提取淡豆豉中总异黄酮的研究
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[摘要 ]　目的: 研究大孔吸附树脂柱层析分离、纯化淡豆豉中大豆异黄酮的工艺。方法: 以大豆素为指标, 比较 7 种大孔吸附

树脂 (型号为D 2101、DM 2301、DA 2201、905、1300、AB 28 和 ZTC21) 对大豆素的吸附性能, 考察温度 (10～ 45℃)、pH 值 (3. 5～

10)、洗脱溶剂 (20%～ 95% 乙醇)对大孔吸附树脂的吸附和洗脱性能的影响; 并以优化的条件进行淡豆豉提取液中大豆异黄酮

的纯化研究。结果: 型号 905 大孔吸附树脂对大豆素的吸附性能优于其他 6 种树脂; 温度 10～ 15℃和酸性条件时大孔树脂

905 对大豆素的吸附效果较好, 以型号 905 大孔吸附树脂 pH 5. 0 左右、室温条件作为较优的条件进行三批淡豆豉提取液中总

异黄酮的富集和纯化, 大豆素得率均大于 8%。结论: 大孔吸附树脂柱层析用于淡豆豉活性成分的提取工艺获得较好的效果。
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Ξ
　 中药“淡豆豉”是由青蒿、桑叶、大豆 3 味药材经发酵加

工而成的特殊药物。中医传统用于清热解表、宣发郁热, 主治

感冒、寒热头痛、虚烦不眠等证, 是治疗各种感冒发热配方的

主要药味之一, 临床应用广泛。其所含有效成分大豆异黄酮

(soybean isoflavone)、大豆皂苷是具有广泛应用价值的天然

生物活性物质[1 ]。大豆异黄酮主要包括大豆素 (daidzein) 和

染料木素 (gen istein)等。大孔吸附树脂[2～ 4 ]是一类不含交换

基团且具有大孔结构的高分子吸附剂。它具有较大的比表面

积, 可以通过物理吸附从水溶液中有选择地吸附有机物, 具

有选择性好、解吸容易、机械强度好、可反复使用和流体阻力

小等优点。从问世以来, 已在环保、食品、医药等领域得到了

广泛的应用[5～ 7 ]。我们应用大孔吸附树脂柱层析方法对淡豆

豉中大豆异黄酮类、大豆皂苷类等化合物进行提取分离和纯

化研究。

1　材　料

1. 1　淡豆豉提取液　依药典方法制备的淡豆豉粉碎后, 经

不加改性剂的超临界流体萃取脱脂, 超临界流体萃取方法

是: 萃取釜压力为 35M Pa, 温度为 65℃, 萃取时间 4 h。药渣

用 70% 的乙醇溶液 (V öV ) 提取大豆异黄酮, 减压浓缩除乙

醇后得到提取液。

1. 2　大孔吸附树脂　D 2101 (非极性)、DM 2301 (弱极性)、

DA 2201 (中极性) 均购自天津农药股份有限公司, 外观为乳

白色不透明球状颗粒, 粒度20～ 60目; 905 和 1300 树脂购自

上海医药工业研究院, 外观为乳白色不透明球状颗粒, 非极

性, 粒度 20～ 60 目; AB 28 和 ZTC21 树脂购自天津南开大学

化工厂, 外观为浅黄色不透明球状颗粒, 弱极性, 粒度 20～

60 目。

1. 3　仪器和试剂　7530G 紫外2可见分光光度计;W aters 高

效液相色谱仪: 515 泵, 2487 检测器, 色谱柱为大连依利特公

司的 H ypersil OD S2 C18 (200 mm ×4. 6 mm , 5 Λm ); BSZ2

160 自动部分收集器; 乙醇计等。高效液相层析法所用甲醇

为色谱纯, 其余试剂均为分析纯。

2　方法和结果

2. 1　大豆素的含量测定　高效液相层析法[8 ]色谱条件: 流

动相: 甲醇2水 (1∶1) ; 流速 1. 0 m löm in; 进样量 20 Λl; 柱温:

室温; 检测波长: 250 nm ; 灵敏度 1. 0 AU S。大豆素在此条件

下的出峰时间约 6. 9 m in, 大豆素浓度 (c, m göm l) 对峰面积

积分值 (A ) 回归方程为: c= 2. 154×10- 5A + 7. 803×10- 5

(r= 0. 999 9)在 0. 02～ 2. 0 m göm l 之间线性良好。大豆素的

最低检测浓度约为 0. 3 Λgöm l。

2. 2　大孔吸附树脂柱层析条件考察

2. 2. 1　大孔吸附树脂的预处理　以 95% 乙醇湿法装柱, 继

而用 95% 乙醇冲洗, 不时检测流出的乙醇, 当流出的乙醇液

与水混合不呈白色混浊时, 用大量的蒸馏水洗至无醇味, 备

用。

2. 2. 2　不同型号树脂的比较　分别取上述 7 种大孔吸附树

脂依 2. 2. 1 项处理后, 沥干水分, 称取同样重量的树脂 10 g

于烧杯中, 各加入大豆素水溶液 (80 m göL ) 200 m l, 振摇 1 h,

每隔 5 m in 取样测定, 以紫外分光光度法[9 ]检测大豆素水溶

液的光密度变化, 检测波长 240 nm。初始的大豆素溶液的光

密度记为D 0, 经大孔吸附树脂吸附过的溶液光密度记为D t,

以D töD 0 值作为评价树脂吸附性能的指标。结果表明上述 7

种吸附树脂对大豆素的吸附均在 15 m in 即可达到平衡, 其

吸 附 能 力 的 顺 序 是: 905> D 2101> 1300> AB 28 >

DM 2301> ZTC21> DA 2201。
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2. 2. 3　吸附温度、pH 值的考察　取型号 905 的大孔吸附树

脂依 2. 2. 1 项处理后, 沥干水分, 称取同样重量的树脂 10 g

于烧杯中, 加入大豆素水溶液 (80 m göL ) 200 m l, 在不同温度

(10～ 45℃)、不同 pH 值 (3. 5～ 10) 条件振摇 20 m in, 分别以

50% 的乙醇溶液进行洗脱, 以H PL C 检测洗脱结果, 结果显

示在 pH 5. 0 左右、温度 10～ 15℃时大孔树脂 905 对大豆素

的吸附效果较好。

2. 2. 4　吸附容量的确定　称取各大孔吸附树脂 10 g 于烧

杯中, 预处理后, 分别加入 100、200、400、1 000、1 200、1 500、

2 000 m l 的大豆素水溶液 (80 m göL ) , 搅拌 10 m in 后装柱,

流出液再重复吸附 1 次。后用 50% 乙醇洗脱, 以H PL C 检测

洗脱结果。加入大豆素水溶液体积 1 200 m l 以上, 洗脱液中

的大豆素量不再增加, 即在此条件下 905 大孔吸附树脂对大

豆素的吸附量在 100 m gö10 g 左右。

2. 3　淡豆豉中总异黄酮的分离纯化　从条件考察的结果

看, 以大豆素为指标, 大孔吸附树脂柱层析的优化条件是: 型

号为 905 的大孔吸附树脂, pH 5. 0 左右, 温度 10～ 15℃。在

此条件下进行淡豆豉提取液中总异黄酮的纯化研究。

2. 3. 1　洗脱溶剂考察　15 kg 的淡豆豉药材制得的提取液

加水至 15 L , pH 值为 5. 67, 过滤, 室温条件下滤液以 15 m lö

m in 的流速流过大孔树脂柱 (18 cm ×1 m ) , 流出液重复吸附

1 次。蒸馏水 30 L 洗去杂质。分别以 20%、50%、80%、95%

乙醇各 30 L 洗脱, 收集洗脱部位, 回收溶剂, 干燥, 称质量,

测定大豆素含量。结果见表 1。

表 1　不同浓度乙醇的洗脱结果
(n= 3, xθ±s)

So lven t 样品量
(m ög)

大豆素
(m ög)

得率
(% )

20% ethano l 24. 1 1. 60±0. 05 6. 66±0. 20

50% ethano l 66. 2 6. 22±0. 05 9. 39±0. 07

80% ethano l 1. 7 0. 02±0. 01 1. 30±0. 61

95% ethano l 0. 6 2 2

　2: N o t detected

　　从表中可以看出, 大孔吸附树脂吸附的成分基本上在

20%、50% 乙醇洗脱部位解吸, 占 97% 以上, 大豆异黄酮基

本存在这一部分中, 80%、95% 乙醇洗脱部位是油膏状物质,

主要是脂溶性杂质, 弃去。因此可以采用 50% 乙醇作为洗脱

液进行产品的制备。

2. 3. 2　样品的制备　简化工艺为: 30 kg 的淡豆豉药材制得

的提取液在大孔树脂柱吸附后, 蒸馏水 60 L 洗去杂质后,

50% 乙醇 60 L 洗脱, 回收溶剂, 干燥, 得到产品。其中大豆素

含量测定结果见表 2。

3　讨　论

　　市场上的大孔吸附树脂品种繁多, 价格差异较大。从本

表 2　样品制备结果
(n= 3, xθ±s)

Batch N o. 样品量
(m ökg)

洗脱量
(m ög)

大豆素
(m ög)

得率
(% )

20030920 30 182 15. 32±0. 09 8. 42±0. 05

20031017 30 161 15. 20±0. 07 9. 44±0. 04

20031113 30 164 15. 01±0. 06 9. 15±0. 03

实验结果看, 在所选择的 7 种吸附树脂中, 型号 905 的吸附

树脂对大豆异黄酮的分离和纯化的效果较好, 可以作为工业

生产使用。

　　从条件考察结果分析, 酸性条件和较低温度 (10℃左右)

有利于吸附树脂对大豆异黄酮的吸附, 原因可能是大豆异黄

酮是一类多羟基化合物, 酸性条件解离较少, 有利于吸附树脂

对大豆异黄酮的吸附。pH 5. 0 左右、室温条件下既能保证 905

大孔吸附树脂对大豆素有较大的吸附量, 且条件较为温和。

在洗脱溶剂考察中, 大豆异黄酮主要存在于 20% 和

50% 乙醇部位中, 80% 乙醇部位虽含有少量的大豆素, 但成

分中含较多的亲脂性化合物, 呈黏稠的油膏状。本实验采用

50% 乙醇为单一洗脱溶剂, 相应增加溶剂使用量, 既能保证

大豆素的全部洗脱, 又能除去部分脂溶性杂质。

本实验主要考察以大豆素为指标的大豆异黄酮的生产

工艺, 3 批样品的大豆素得率均大于 8% , 可以作为保健食品

或药品的原料。产品中含有另一组有效成分大豆皂苷类, 有

关该成分的研究正在进行中。
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