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摘要:目的 优选黄芩茎叶总黄酮制备工艺,为黄芩茎叶资源的合理利用开发提供依据。方法 以黄芩茎叶中8个黄酮类化

合物的转移率为指标,采用单因素考察结合正交试验优选黄芩茎叶黄酮的提取工艺;比较酸沉法和大孔树脂法纯化茎叶总黄

酮的转移率,并对大孔树脂纯化工艺进行优选。结果 以12倍量40%乙醇热回流提取3次,每次1h,为最佳提取工艺。提取

物的纯化结果显示,大孔树脂法中黄芩茎叶黄酮的总体转移率(92.53%)显著高于酸沉法(76.69%)。在pH为1.01时,酸沉

法虽然可以使野黄芩苷等化合物转移率达90%以上,但含量丰富的二氢黄酮类化合物异红花素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷、红花

素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷的转移率仅为64.76%、68.57%,而使用大孔树脂法纯化,其转移率均可达90%以上,可以实现各目

标成分的高效转移。经优选,0.26g/mL药液上样,上样量为每10gHP􀆼20型干树脂上样2.08g干燥提取物,树脂柱径高比为

1∶3,4BV纯水除杂后,以30%乙醇洗脱4BV,为最佳纯化工艺,所得总黄酮质量分数可达66.03%。结论 建立了稳定且环

境友好型黄芩茎叶总黄酮制备工艺,可为黄芩茎叶的进一步开发利用提供参考。
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ABSTRACT OBJECTIVE Tooptimizethetechnologyofpreparingtotalflavonoidsfromthestem􀆼leaveofScutellariaBa-
icalensisandprovidebasisfortherationalutilizationanddevelopmentofstem􀆼leaveresourcesofScutellariaBaicalensis 
METHODS Thetransferratesof8flavonoidscompoundsinthestem􀆼leaveofScutellariaBaicalensisandthesinglefactor
combinedwithorthogonaldesignwereappliedtooptimizetheextractionprocess Inaddition thetransferratesofaciddeposi-
tionandmacroporousresinmethodtopurifytotalflavonoidsinthestem􀆼leavewerecompared andthepurificationtechniqueof
macroporousresinmethodwasoptimized RESULTS Thebestextractiontechnologywastouse12timesamountof40%eth-
anolwithheatreflux onetimeanhour Accordingtotheresultofpurificationofextraction thetransferrateoftotalfla-
vonoidsinthestem􀆼leaveofScutellariaBaicalensiswithmacroporousresinmethodwas92 53% higherthanthatwithacid
deposition 76 69% WhenpHvaluewas1 01 withaciddeposition thetransferrateofcompoundssuchasscutellarinwaso-
ver90% whilethetransferrateofenricheddihydroflavanonewasquitelow forinstance 64 76%forisocyanin􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼glu-
curonideand68 75%forsafflower􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼glucuronide However asformacroporousresinmethod thetransferratecould
comeuptoover90% whichpromotedtheefficienttransferofeachtargetcomponent Onthebasisofoptimum theresource
volumewas2 08gdryextractper10gHP􀆼20typedryresinwith0 26g mLliquor Theratioofresincolumndiameterto
heightwas1∶3 Theperfectpurificationtechnologywastowashthesamplewith4BVofdistilledwaterandelutedwith4BV
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of30%ethanol whichcouldobtain66 03% massfractionoftotalflavonoids CONCLUSION Thisstudyestablishesafirm
andenvironmental􀆼friendlymethodofpreparingtotalflavonoidsfromthestem􀆼leaveofScutellariaBaicalensisandprovides
somereferenceforthefurtherdevelopmentandutilizationofthestem􀆼leaveofScutellariaBaicalensis 
KEYWORDS stemandleaveofScutellariabaicalensis totalflavonoids extraction purification

  中药黄芩为唇形科植物黄芩Scutellariaba-
icalensisGeorgi的干燥根,味苦,性寒,具有清热燥

湿、泻火解毒、止血安胎的功效,用于胸闷呕恶,肺热

咳嗽,胎动不安等[1]。现代研究表明,黄芩苷、汉黄

芩苷及其苷元等黄酮类化合物是黄芩的主要功效物

质[2]。黄芩在临床上使用广泛,年需求量近5000t,
目前在山西、陕西、河北、甘肃等地区已有大量栽

培[3􀆼4]。在黄芩药材生产过程中每年产生大量的黄

芩茎叶,但未能有效利用,造成宝贵的自然资源浪

费,亟待提高其资源利用率。
黄芩茎叶与黄芩根均富含黄酮类成分,但因与

地下部分存在不同的类黄酮生物合成途径,相对于

黄芩根中的去4'􀆼OH类黄酮化合物,黄芩茎叶中主

要含有4'􀆼OH 类黄酮化合物,如野黄芩苷、异红花

素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷等[5􀆼6]。研究表明,黄芩

茎叶总黄酮具有抗菌、抗炎、心血管保护、肝脏保护

和神经保护等药理活性[7􀆼11],具有较好的药用价值。
目前,黄芩茎叶总黄酮的制备多集中于乙醇热回流、
水煎煮法提取及酸沉耦合大孔树脂纯化[12􀆼18],然而

纯化过程中多涉及强酸、强碱的使用,存在操作危

险、环境污染等问题。因此,本实验在比较酸沉法与

树脂法对茎叶总黄酮转移效率的基础上,优选黄芩

茎叶黄酮提取、制备工艺,为黄芩茎叶资源的合理利

用提供依据。

1 材料

1.1 仪器

戴生高速万能粉碎机(永康市九顺莹商贸有限

公司);SartoriusBT125D电子分析天平(德国塞利

多斯公司);SartoriusPB􀆼10酸度计(德国塞利多斯

公司);EPED超纯水系统(南京易普达易科技发展

有限公司);AnkeGL􀆼16GII型离心机(上海安亭科

学仪器厂);Waters2695高效液相色谱仪(美国

Waters公司)。

1.2 试剂和耗材

对照品野黄芩苷(批号:lw191012028)、黄芩苷

(批号:lw18013013)、白杨素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸

苷(批号:lw18022903)购自南京良纬科技有限公

司,芹 菜 素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡 萄 糖 醛 酸 苷 (批 号:

18032802)购于南京金益柏生物科技有限公司,异红

花素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷(2R 及2S 异构体)、红
花素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷(2R 及2S 异构体)、异
高山黄芩素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷、异高山黄芩素􀆼
8􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷由实验室分离制备获得,纯
度均大于98%;D101、HDP􀆼100、X􀆼5、AB􀆼8、HDP􀆼
450、S􀆼8、NKA􀆼9型大孔吸附树脂均购自北京索莱

宝科技有限公司;甲酸、甲醇均为色谱纯,购自德国

默克公司;超纯水经 Milli􀆼Q超纯水制备系统自制,
其他化学试剂均为分析纯,购自南京化学试剂有限

公司。

1.3 药材

黄芩茎叶药材于2018年8月采自陕西省渭南

市澄城县,植物基原经南京中医药大学段金廒教授

鉴定 为 唇 形 科 植 物 黄 芩 Scutellariabaicalensis
Georgi的茎叶。样品于60℃热风烘干,干燥后粉碎

过40目筛,常温密封干燥保存备用。

2 方法与结果

2.1 黄芩茎叶黄酮成分含量测定

2.1.1 色 谱 条 件  色 谱 柱:Tnature C18 柱

(4.6mm×250mm,5μm);流动相:甲醇(A)􀆼0.1%
甲酸水(B);梯度洗脱:0~60min,30%~70%A;

60~65min;70%~95%A;65~66min,95%~30%
A;66~70min,30%A;柱温30℃,流速1mL/min,
进样体积10μL,检测波长278nm,对照品及样品色

谱图见图1。

2.1.2 对照品溶液制备 精密称取各对照品适量,
置于10mL容量瓶中,加70%乙醇制成含异红花

素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷0.133mg/mL、红花素􀆼7􀆼
O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷0.267mg/mL、野黄芩苷

0.267mg/mL、异高山黄芩素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸

苷0.267mg/mL、芹菜素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷

0.267mg/mL、黄芩苷0.267mg/mL、异高山黄芩

素􀆼8􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷0.273mg/mL、白杨素􀆼7􀆼
O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷0.268mg/mL的混合对照品

溶液。

2.1.3 供试品溶液制备 取待测样品,定容至一定

体积,12000r/min离心10min后取上清液,经

0.22μm微孔滤膜滤过即得。
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注:1.异红花素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷(2R 及2S异构体);2.红花

素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷(2R 及2S异构体);3.野黄芩苷;4.异高

山黄芩素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷;5.芹菜素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸

苷;6.黄芩苷;7.异高山黄芩素􀆼8􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷;8.白杨素􀆼

7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷

图1 混合对照品(A)、黄芩茎叶样品(B)HPLC图

2.1.4 方法学考察

2.1.4.1 线性关系考察 取混合对照品溶液,2、5、

8、20、50倍梯度稀释后,经0.22μm微孔滤膜滤过,
按“2.1.1”项下色谱条件依次进样分析,以对照品的

质量浓度X 为横坐标,峰面积Y 为纵坐标,绘制标

准曲线,计算回归方程,结果见表1。

2.1.4.2 精密度试验 取混合对照品溶液连续进样

6次,记录各对照品色谱峰峰面积。各对照品色谱

峰峰面积的RSD 均小于1.52%(表1),表明仪器精

密度良好。

2.1.4.3 稳定性试验 取最优提取工艺所得供试品

溶液,分别于0、2、4、8、12、24h进样测定,记录各色

谱峰峰面积。各主要色谱峰峰面积的RSD 均小于

1.59%(表1),表明供试品溶液在24h内稳定。

2.1.4.4 重复 性 试 验 依 据 最 优 提 取 工 艺,按
“2.1.3”项下方法平行制备6份供试品溶液,依次进

样测定,记录样品中各色谱峰峰面积。各主要色谱

峰峰面积的RSD 均小于1.73%(表1),表明方法重

复性良好。

2.1.4.5 加样回收率试验 取已知各指标成分量的

样品溶液6份,精密加入一定量的对照品溶液,按
“2.1.3”项下方法制备供试品溶液,测定并记录各对

照品的回收率。各指标成分的平均加样回收率为

98.04%~101.87%,RSD 为0.81%~2.15%(表

1)。

表1 8个黄酮化合物的线性范围、精密度、稳定性、重复性及加样回收率(n=6)

化合物 线性方程
线性范围/

(μg·mL-1)
R2

精密

度/%

稳定

性/%

重复

性/%

加样回收率

均值RSD/%
异红花素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷 Y=13817366X-6820 2.666~133.333 0.9998 1.34 0.88 0.58 99.39 1.66
红花素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷 Y=12148080X+5025 5.332~266.667 1.0000 0.84 0.96 0.72 101.49 2.15

野黄芩苷 Y=17554837X+18834 5.332~266.667 0.9999 0.86 1.52 0.68 101.37 2.01
异高山黄芩素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷 Y=16377121X+11776 5.332~266.667 1.0000 1.52 1.25 1.13 99.63 1.90

芹菜素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷 Y=14639454X+6675 5.332~266.667 0.9999 1.30 0.62 1.09 99.27 0.81
黄芩苷 Y=29068842X+5246 5.332~266.667 0.9998 0.87 0.59 1.16 98.04 1.19

异高山黄芩素􀆼8􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷 Y=11768623X+10441 5.466~273.333 0.9999 0.69 0.74 0.80 99.89 1.82
白杨素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷 Y=13817366X-6820 5.360~268.000 0.9999 1.34 1.59 1.73 101.87 1.83

2.2 黄芩茎叶提取工艺研究

以各指标成分提取率为考察指标,单因素考察

提取溶剂、料液比、提取时间、提取次数对黄酮类成

分提取率的影响,并通过四因素三水平L9(34)正交

试验优选黄芩茎叶黄酮最佳提取工艺。

2.2.1 单因素考察

2.2.1.1 提取溶剂体积分数考察 精密称取黄芩茎

叶药材粉末2g,以料液比1∶10分别加入水及不同

体积分数乙醇(30%、50%、60%、70%、80%),浸渍

30min后热回流提取2次,每次1h,合并滤液,测定

指标成分含量。结果表明(图2A),乙醇回流法的黄

酮提取率高于水煎煮法,且黄芩茎叶中黄酮类成分

提取总量随乙醇体积分数升高而先增加后减少,其
在乙醇体积分数为50%时达到峰值,后随乙醇体积

分数的升高略有下降。

2.2.1.2 料液比考察 精密称取黄芩茎叶药材粉末

2g,分别加入不同体积的50%乙醇(料液比1∶8、

1∶10、1∶12、1∶15、1∶20),浸渍30min后热回流

提取2次,每次1h,合并滤液,测定指标成分含量。
结果表明(图2B),当料液比增加至1∶10后,黄芩

茎叶黄酮总量增加平缓。

2.2.1.3 提取时间考察 精密称取黄芩茎叶药材粉
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末2g,以料液比1∶10加入50%乙醇,浸渍30min
后热回流提取1次,提取时间分别为1、1.5、2、2.5、

3h,测定指标成分含量。结果表明(图2C),黄芩茎

叶中各指标成分的量随提取时间的增加不明显,各
组间无明显差异。

2.2.1.4 提取次数考察 精密称取黄芩茎叶药材粉

末2g,以料液比1∶10加入50%乙醇,浸渍30min
后热回流提取,提取时间为1h,抽滤,滤液定容至一

定体积,滤渣以同样条件继续提取,重复3次,测定

所得滤液中指标成分含量。结果表明(图2D),黄芩

茎叶经过3次提取后,黄酮类成分基本提取完全。

图2 黄芩茎叶黄酮类成分提取条件单因素考察

2.2.2 正交试验 精密称取黄芩茎叶药材粉末2g,
按L9(34)正交试验表进行试验。根据单因素试验

结果,选取乙醇体积分数(A)、料液比(B)、提取时

间(C)、提取次数(D)为考察因素,各选取3个水

平,优选黄芩茎叶黄酮提取条件。因素水平及试验

结果见表2,方差分析见表3。结果表明,各因素对

黄芩茎叶总黄酮提取效果影响的主次为D>B>
A>C,即提取次数>料液比>乙醇体积分数>提

取时间,其中提取时间及乙醇体积分数对提取率的

影响较小且各水平间无明显差异。因此,确定黄芩

茎叶总黄酮的最佳提取工艺为A1B3C1D3。

2.2.3 验证试验 以上述优选的最佳工艺条件,平
行制备3份供试品溶液进行测定,其黄酮类总量均

值为78.34mg/g,RSD 值为1.20%。验证试验结果

表明该优选工艺稳定可靠。

2.2.4 放大试验 取黄芩茎叶药材1kg,加入12
倍量40%乙醇,浸渍30min后,热回流提取3次,每
次提取1h,合并滤液,回收溶剂,得干燥提取物

273.30g,其中黄酮的质量分数为21.64%,黄酮类

成分转移率约为91.19%。
表2 L9(34)正交试验设计及直观分析(n=3)

试验号 A/% B C/h D
总量/(mg·g-1)

1 2 3 总和

1 40(1) 1:8(1) 1(1) 1(1) 52.72 50.84 50.32 153.88
2 60(3) 1:10(2) 2(3) 1(1) 50.12 47.76 48.59 146.47
3 50(2) 1:10(2) 1(1) 2(2) 64.05 63.85 59.09 186.99
4 60(3) 1:8(1) 1.5(2) 2(2) 58.99 59.55 59.65 178.19
5 40(1) 1:10(2)1.5(2) 3(3) 62.96 62.04 64.42 189.42
6 50(2) 1:8(1) 2(3) 3(3) 62.82 62.60 62.94 188.36
7 40(1) 1:12(3) 2(3) 2(2) 65.83 66.19 64.91 196.93
8 50(2) 1:12(3)1.5(2) 1(1) 51.90 54.60 53.53 160.03
9 60(3) 1:12(3) 1(1) 3(3) 68.11 64.96 67.50 200.57
K1 180.09 173.50 180.50 153.47
K2 178.46 174.29 175.88 187.37
K3 175.08 185.84 177.25 192.79
k1 60.03 57.83 60.16 51.15
k2 59.49 58.10 58.63 62.46
k3 58.36 61.95 59.08 64.26
R 1.67 4.12 1.53 13.11

2.3 黄芩茎叶黄酮有效部位纯化工艺考察

2.3.1 酸沉法纯化黄芩茎叶总黄酮 称取一定量

黄芩茎叶40%乙醇提取物,加入纯水制成其过饱和

溶液(pH=4.82)后,分别加入浓盐酸调节pH值为

1.01、2.03、2.93,室 温 静 置 48h,析 出 沉 淀,

12000r/min离心10min后,分离上清液和沉淀,富

集沉淀,计算黄芩茎叶黄酮类成分的转移率。结果

显示(图3,表4),随着pH值的降低,黄芩茎叶黄酮

类成 分 的 转 移 率 逐 渐 增 加,分 别 为 18.37%、

58.01%、76.69%,其中,当pH 值为1.01时野黄芩

苷、芹菜素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷、黄芩苷的转移

率分别可达95.30%、94.88%、91.59%,转移率较
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高,而异红花素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷、红花素􀆼7􀆼
O􀆼β􀆼D􀆼葡 萄 糖 醛 酸 苷 的 转 移 率 较 低,分 别 为

64.76%、68.57%。
转移率=富集所得黄芩茎叶中(总)黄酮化合物的量/黄

芩茎叶过饱和溶液中(总)黄酮化合物的量。

表3 方差分析

方差来源 离差平方和 自由度 均方 F 值 显著性

A 13.117 2 6.558 3.363 P>0.05
B 95.446 2 47.723 24.473 P<0.05
C 11.271 2 5.636 2.890 P>0.05
D 907.549 2 453.775 232.704P<0.05

误差 35.100 18 1.950

注:f1=2,f2=18,F0.05(2,18)=3.55。

2.3.2 大孔树脂法纯化黄芩茎叶总黄酮 取预处

理后的AB􀆼8大孔树脂湿法装柱,精密量取“2.3.1”
项下黄芩茎叶40%乙醇提取物饱和水溶液上样,

3BV纯水除杂后,以4BV70%乙醇洗脱,合并洗脱

液,检测其中目标黄酮类化合物,计算黄芩茎叶黄酮

类成分的转移率。结果显示(表4),黄芩茎叶黄酮

类成分的总体转移率为92.53%,其中野黄芩苷、异
红花素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷、红花素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡
萄糖醛酸苷的转移率均可达90%以上。由此可知,
大孔树脂法可以实现各目标成分的高效转移,适用

于茎叶总黄酮的制备。

图3 不同pH值下黄芩茎叶提取物饱和水溶液上

清液 HPLC色谱图

表4 酸沉法和大孔树脂法中黄芩茎叶(总)黄酮化合物的转移率(%)

纯化方法 1 2 3 4 5 6 7 8 总和

酸沉法(pH=1.01) 64.76 68.57 95.3 76.4 94.88 91.59 74.27 87.98 76.69
酸沉法(pH=2.03) 45.87 46.28 79.43 54.34 78.8 73.38 55.65 70.52 58.01
酸沉法(pH=2.93) 5.17 6.87 44.87 5.98 38.87 32.21 6.62 23.76 18.37

树脂法 91.65 94.34 96.31 95.32 98.72 90.82 85.56 85.59 92.53

注:1.异红花素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷;2.红花素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷;3.野黄芩苷;4.异高山黄芩素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄

糖醛酸苷;5.芹菜素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷;6.黄芩苷;7.异高山黄芩素􀆼8􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷;8.白杨素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡

萄糖醛酸苷。

2.3.3 大孔树脂纯化黄芩茎叶总黄酮工艺优选

2.3.3.1 树脂的预处理 取不同极性的7种型号大

孔吸附树脂适量,置于100mL具塞锥形瓶中,用2
倍体积的95%乙醇浸泡24h,使其充分溶胀,湿法

装柱,用约5倍体积的去离子水清洗至无醇味,备
用。

2.3.3.2 大孔树脂型号的筛选 精密称取 HPD􀆼
100(非极性)、D101(非极性)、X􀆼5(非极性)、AB􀆼8
(弱极性)、HPD􀆼300(中极性)、NKA􀆼9(强极性)、

HP􀆼20(非极性)湿树脂各1.0g(抽滤至不滴水时质

量),置于100mL具塞磨口三角烧瓶中,分别加入

最佳工艺黄芩茎叶浓缩提取液5mL,置水平摇床振

摇24h(180r/min),使目标成分充分被吸附,滤过,
测定滤液中黄酮类成分含量,计算各树脂在室温下

的饱和吸附量。将经静态饱和吸附的树脂滤出,精
密加入70%乙醇50mL,再次置于摇床中同法振摇

24h后,测定解吸液中黄酮类成分含量。结果显示

(图4),7种型号大孔树脂对黄芩茎叶黄酮的吸附能

力强弱依次为:HPD􀆼300>X􀆼5、HP􀆼20>HPD􀆼100、

AB􀆼8>D101>NKA􀆼9;对黄芩茎叶黄酮的解吸附

能力强弱依次为:HP􀆼20>HPD􀆼100、HPD􀆼300>
AB􀆼8、X􀆼5、D101>NKA􀆼9,故综合考虑,选择 HP􀆼
20型大孔树脂作为本试验纯化茎叶总黄酮的填料。

饱和吸附量=(吸附前溶液中成分含量-吸附后溶液中

成分含量)/树脂质量。

图4 不同型号树脂的静态吸附量和解吸附测定结果

2.3.3.3 洗脱剂乙醇体积分数考察 精密称取预处

理好的 HP􀆼20大孔树脂1g,共6份,分别置于

100mL具塞锥形瓶中,分别精密加入黄芩茎叶浓缩

提取液5mL,按“2.3.2”项下方法震荡24h,使其达
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到饱 和 吸 附,分 离 树 脂。对 应 加 入 体 积 分 数 为

10%、30%、50%、60%、70%、90%的乙醇溶液各

50mL,同法震荡洗脱24h后滤过,测定洗脱液中黄

酮类成分含量。结果显示(图5A),当乙醇的体积分

数为30%、50%、60%、70%时,解吸量均较高,且结

合生产成本考虑,故选择30%乙醇为洗脱剂。

2.3.3.4 上样液质量浓度考察 精密称取3份处理

好的HP􀆼20大孔树脂10g,湿法装柱,分别加入含

有0.13g/mL药液8mL,0.26g/mL药液4mL,

0.52g/mL药液2mL(以40%乙醇提取物计),乙醇

提取物量均为1.04g。待完全吸附后以3BV水除

杂,4BV30%乙醇进行洗脱,收集洗脱液,分别测定

洗脱液中黄酮类成分的量。结果显示(图5B),随着

上样药液质量浓度增加,黄芩茎叶黄酮的转移率变

小,故选择0.26g/mL药液进行上样。

2.3.3.5 上样量考察 精密称取预处理好的HP􀆼20
大孔树脂约10g(抽滤至不滴水的质量),湿法装柱。
量取上样液80mL(0.052g/mL),进行动态吸附,收
集过柱液,每10mL接1管,共收集7管,测定各过

柱液中黄酮的泄漏量。以5%为界限,计算泄漏率,
确定最大上样量并绘制泄漏曲线。结果表明(图

5C),第5份流出液时开始大量泄漏(已扣除树脂间

水分),故确定每克树脂上样量应小于等于0.208g
干燥提取物。

2.3.3.6 大孔树脂柱径高比考察 精密称取预处理

好的HP􀆼20大孔树脂约10g,分别装入不同型号的

树脂柱中,使径高比为1∶2、1∶3、1∶5,量取上样

液10mL(0.26g/mL),进行动态吸附,以3BV水除

杂后,4BV30%乙醇进行洗脱,收集洗脱液,分别测

定洗脱液中黄酮类成分的量。结果表明(图5D),随
着径高比的增加,树脂柱对目标成分的吸附能力逐

渐增强,但在工业化生产中,过高的树脂柱会产生巨

大的压力,而且操作上不方便,故本实验中选择1∶
3为最佳径高比。

2.3.3.7 除杂体积考察 精密称取预处理好的 HP􀆼
20大孔树脂约10g,湿法装柱(径高比为1∶3),量
取上样液8mL(0.26g/mL),进行动态吸附,分别以

2、3、4、5BV水除杂后,4BV30%乙醇进行洗脱,收
集洗脱液,回收溶剂后称定质量,并测定目标成分的

含量,计算黄酮类成分的质量分数。结果显示(图

5E),经4BV或5BV水除杂后,其总黄酮的质量分

数相近,分别为65.92%、66.24%,故选择除杂水体

积为4BV。

2.3.3.8 洗脱剂用量考察 取预处理好的 HP􀆼20
大孔树脂10g,湿法装柱,量取上样液(0.26g/mL)

5mL,以4BV水除杂,以30%乙醇进行洗脱,收集

洗脱液,每1个BV收集为1份,测定各洗脱液中黄

酮的量,计算其累积洗脱量,洗脱曲线见图5F。结

果表明,4BV后洗脱液中黄酮类成分的量基本不再

增加,故选择以4BV30%乙醇洗脱。

图5 HP􀆼20大孔树脂纯化黄芩茎叶黄酮工艺参数考察

2.3.3.9 验证实验 称取已处理好的 HP􀆼20型大

孔吸附树脂20g,湿法装柱,取0.26g/mL药液上柱

16mL,用4BV水洗除杂,4BV30%乙醇洗脱,收
集洗脱液,浓缩干燥至恒定质量,计算得率并测定黄

酮类成分含量。结果表明,黄芩茎叶纯化品的得率

为36.47%,黄酮类成分的质量分数为66.03%,其中

异红花素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷的质量分数为

26.10%、红花素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷的质量分数

为12.63%、野黄芩苷的质量分数为14.80%、异高山

黄芩素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷的质量分数为

1.04%、芹菜素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷的质量分数

为3.99%、黄芩苷的质量分数为4.09%、异高山黄芩

素􀆼8􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷的质量分数为1.97%、白
杨素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷的质量分数为1.29%。
验证实验结果表明该优选纯化工艺稳定可行。

3 讨论

黄芩茎叶是药用植物黄芩的地上部分,为非传

统药用部位,其生物量约为黄芩根的2倍[19],且富

含黄酮类生物活性成分,是丰富、潜在的药用资源。
然而,在黄芩药材生产过程中,黄芩茎叶多于秋冬季

节自然枯萎后被粉碎弃置于大田,不仅造成自然资

源的浪费,而且不利于黄芩的生态种植。研究表明,
黄芩根系分泌物(包括黄芩苷)对自身生长具有显著

自毒作用,能抑制有益根际微生物生长,促进病原微
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生物繁殖[20],是造成黄芩连作障碍的重要原因。而

弃置于田的黄芩茎叶,富含黄芩苷等黄酮类成分,无
疑加重了连作障碍效应。本研究以黄芩茎叶中黄酮

类资源成分为对象,对其富集工艺进行系统研究,建
立了一种高效、绿色制备黄芩茎叶总黄酮的方法,此
方法不需要调节茎叶提取液pH,简化了制备过程,
无酸、碱废液产生,为黄芩茎叶资源的合理开发提供

了科学依据,有利于黄芩茎叶资源的回收利用,从而

促进黄芩种植产业的健康发展。
本实验通过单因素考察及正交试验对黄芩茎叶

黄酮的提取工艺进行了筛选。结果表明,乙醇热回

流法提取效率高于水煎煮法,且40%~70%乙醇为

适宜的提取溶剂。考虑到经济成本,最终确定的最

佳提取工艺为:12倍量40%乙醇热回流提取3次,
每次1h。

对提取物的纯化工艺考察结果显示,在pH 为

1时,酸沉法虽然可以使野黄芩苷、黄芩苷等化合物

的转移率达90%以上,但是含量丰富的异红花素􀆼7􀆼
O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷、红花素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸

苷的转移率较低,仅为60%左右。异红花素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼
D􀆼葡萄糖醛酸苷、红花素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷为

二氢黄酮类化合物,在黄芩茎叶中含量丰富,具有抗

氧化、α􀆼葡萄糖苷酶抑制及心脑血管保护活性[21􀆼23]。
酸沉法会使二者大量损失,需要通过大孔树脂进一

步进行富集。而选择大孔树脂直接进行富集时,野
黄芩苷、异红花素􀆼7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷、红花素􀆼
7􀆼O􀆼β􀆼D􀆼葡萄糖醛酸苷的转移率可达90%以上,可
以实现各目标成分的高效转移。对树脂法纯化工艺

的进一步优化结果显示,0.26g/mL药液上样,上样

量为每10g干树脂上样2.08g干燥提取物,4BV纯

水除杂后,以30%乙醇洗脱4BV为最佳纯化参数,
最终得到的茎叶总黄酮纯度可达66.03%。
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