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响应面法优化淡竹叶总黄酮的大孔树脂纯化工艺

朱俊访　李　博
（广东食品药品职业学院，广州，５１０５２０）

摘要　目的：探讨响应面法优化淡竹叶总黄酮大孔树脂纯化工艺。方法：比较四种大孔树脂对淡竹叶总黄酮的吸附和解
吸性质，筛选合适的树脂，采用响应面法优化纯化工艺。结果：通过实验数据分析，较佳纯化工艺条件为上样液质量浓度

０１２ｇ／ｍＬ，乙醇体积分数７５％，洗脱液用量６ＢＶ。结论：通过响应面法优选的淡竹叶总黄酮大孔树脂纯化工艺稳定可行，
预测性好。
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　　中药淡竹叶为禾本科植物淡竹叶（Ｌｏｐｈａｔｈｅｒｕｍ
ｇｒａｃｉｌｅＢｒｏｎｇｎ）的干燥茎叶，性寒，味甘、淡，归心、
胃、小肠经，有清热除烦，利尿的功效，用于热病烦

渴，小便赤涩淋痛，口舌生疮等症［１４］。淡竹叶主要

含有黄酮、三萜类、多糖、酚性成分、氨基酸、有机酸

及多种微量元素，其中黄酮为主要有效成分［５８］。本

实验以淡竹叶总黄酮为对象采用大孔树脂进行纯

化，通过响应面法对工艺进行优化，为淡竹叶总黄酮

的进一步开发和利用提供科学依据。

１　资料
１１　仪器　电子天平：ＡＵＹ１２０，岛津；分光光度计：
ＵＶ２６００，尤尼科仪器有限公司
１２　受试药物　淡竹叶（市售），干燥后粉碎过６０
目筛备用；大孔树脂：Ｄ１０１、ＡＢ８、Ｓ８（天津光复精
细化工）ＤＡ２０１；郑州勤实科技有限公司；试剂均为
国产分析纯。

２　方法
２１　标准曲线绘制　以芦丁为对照品，在５１０ｎｍ
下采用硝酸铝亚硝酸钠法测定黄酮含量。准确称
取标准品逐级稀释，精密吸取上述稀释液２ｍＬ，置
５０ｍＬ量瓶，并以 ８０％乙醇补充至 １２０ｍＬ，加入
５％ＮａＮＯ２溶液 １５ｍＬ，混匀，放置 ６ｍｉｎ后加入
１０％Ａｌ（ＮＯ３）３溶液１５ｍＬ，混匀，６ｍｉｎ后再加入
４％ＮａＯＨ溶液２０ｍＬ，混匀，用水定容。得到浓度为
００１ｍｇ／ｍＬ、００２ｍｇ／ｍＬ、００３ｍｇ／ｍＬ、００４ｍｇ／
ｍＬ、００５ｍｇ／ｍＬ、００６ｍｇ／ｍＬ的芦丁溶液，以阴性
对照为空白，于５１０ｎｍ波长处测吸光度，得到回归
方程ｙ＝１１０２３ｘ＋００２９５，Ｒ２＝０９９９２［９］。
２２　上柱液制备　取淡竹叶５０ｇ，粉碎过５０目筛，
石油醚脱脂，８０℃水浴下以５００ｍＬ８０％乙醇回流
提取２ｈ，将提取液浓缩离心，加水定容至２５０ｍＬ，
调节ｐＨ值为６０，得竹叶黄酮供试液（相当于０２ｇ

·５１７·世界中医药　２０１６年４月第１１卷第４期



生药／ｍＬ）。
２３　大孔树脂预处理　大孔树脂用９５％乙醇浸泡
２４ｈ，再用９５％乙醇冲洗，至流出液加蒸馏水无白色
混浊、无异味，继续用蒸馏水洗至无醇味，备用。

３　结果
３１　树脂静态吸附考察　准确称取已处理的４种
（ＡＢ８、Ｓ８、Ｄ１０１、Ｄ２０１）大孔树脂 ２０ｇ，分别置于
２５０ｍＬ具塞三角瓶中，分别精密吸取 １０ｍＬ供试
液，加水稀释至１００ｍＬ，振荡吸附２４ｈ，滤过，滤液
吸取２ｍＬ按２１项下方法测定。滤渣水洗，抽滤，
用滤纸吸干，准确加入８０％乙醇１００ｍＬ，振荡解吸
２４ｈ，滤过，滤液吸取２ｍＬ按３１项下方法测定，其
余滤液置水浴挥干，恒重［１０１１］。结果见表１，可以看
出Ｄ１０１型树脂对淡竹叶黄酮具有较佳的吸附和洗
脱效果。

表１　４种树脂对总黄酮的影响

树脂 吸附率％ 解吸率％ 黄酮含量％

ＡＢ８ ７５２ ８９０ ２０２２
Ｓ８ ８００ ４４７ ２４０１
Ｄ１０１ ８００ ８５９ ２８０３
Ｄ２０１ ６７９ ９１９ １７５７

３２　动态吸附单因素试验
３２１　上样液质量浓度的影响　取处理好的 Ｄ１０１
大孔树脂２０ｇ，取０２ｇ／ｍＬ、０４ｇ／ｍＬ、０６ｇ／ｍＬ的
样品溶液，按２ＢＶ／ｈ的体积流量通过树脂柱，测定
不同上样体积条件下流出液黄酮含量，直到吸附饱

和出现泄漏点，绘制泄露曲线。见图 １。质量浓度
为０２ｇ／ｍＬ和 ０４ｇ／ｍＬ的上样液均在 ２ＢＶ（４０
ｍＬ）达到泄漏点，０６ｇ／ｍＬ的上样液在 １５ＢＶ（３０
ｍＬ）达到泄漏点，且质量浓度为０２ｇ／ｍＬ的上样液
吸附率最高，因此初步决定上样体积为２ＢＶ。

图１　上样液质量浓度对树脂吸附效果的影响

３２２　洗脱液乙醇体积分数的影响　取处理好的
Ｄ１０１大孔树脂２０ｇ，吸附２ＢＶ０２ｇ／ｍＬ的样品溶
液，用２ＢＶ蒸馏水洗脱，再分别用３５％、５０％、６５％、
８０％、９５％的乙醇，以２ＢＶ／ｈ的流速洗脱，绘制吸附
曲线。见图 ２。当洗脱液乙醇的体积分数大于

６５％，洗脱率增加比较缓慢，因此初步决定较优乙醇
体积分数为８０％。
３２３　洗脱液乙醇用量的影响　取处理好的 Ｄ１０１
大孔树脂２０ｇ，吸附２ＢＶ０２ｇ／ｍＬ的样品溶液，用
２ＢＶ蒸馏水洗脱，再分别用１、２、４、６、８、１０ＢＶ体积
分数为８０％的乙醇，以２ＢＶ／ｈ的流速洗脱，绘制吸
附曲线。见图３。当洗脱液用量超过２ＢＶ（４０ｍＬ）
体积后，再增加用量洗脱率增加缓慢，因此初步确定

较优洗脱液用量为４ＢＶ（８０ｍＬ）。

图２　乙醇体积分数对树脂吸附效果的影响

图３　乙醇用量对树脂吸附效果的影响

３３　效应面优化Ｄ１０１大孔树脂纯化工艺
３３１　试验设计　取处理好的 Ｄ１０１大孔树脂２０
ｇ，考察上样液质量浓度（Ａ）、洗脱液乙醇体积分数
（Ｂ）及洗脱液用量（Ｃ）对黄酮洗脱率和纯度的影响，
采用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０统计分析软件的响应面分析
法安排试验，以获取最适工艺参数。采用３因素３
水平的响应面分析法进行试验设计，因素水平见表

２，试验安排及结果见表３。对评价指标洗脱率和黄
酮含量标准化为０～１之间的值，再求几何平均值得
“总评归一值（ＯＤ）”，以ＯＤ值为评价指标对纯化工
艺进行优化［１２１６］。

表２　因数水平设计表

实验因素
水平

－１ ０ １

Ａ上样液质量浓度（ｇ·ｍＬ－１） ０１ ０２ ０３
Ｂ乙醇体积分数（％） ６５ ８０ ９５
Ｃ乙醇用量（ＢＶ） ２ ４ ６
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表３　响应面分析试验设计及结果

Ａ Ｂ Ｃ 洗脱率 黄酮含量 ＯＤ

１ ０ ０ ０ ８６４９％ ３４８０％ ０７１２０
２ －１ ０ －１ ８３３６％ ３４７２％ ０４９７８
３ １ －１ ０ ８０３０％ ３４９２％ ００５００
４ １ ０ １ ８３８５％ ３６０１％ ０６０２５
５ ０ －１ １ ８５４４％ ３５５６％ ０６９７１
６ ０ ０ ０ ８７１８％ ３６８５％ ０８９２２
７ ０ ０ ０ ８６７６％ ３４９３％ ０７３６８
８ ０ １ １ ８９９６％ ３０４５％ ０３１１７
９ －１ １ ０ ８８８３％ ３４８８％ ０８４２０
１０ ０ ０ ０ ８６９３％ ３４３１％ ０６９９４
１１ －１ －１ ０ ８３９８％ ３５３２％ ０５７７７
１２ １ １ ０ ８７６３％ ２９８４％ ０００００
１３ １ ０ －１ ８０２７％ ３５２３％ ０００００
１４ ０ ０ ０ ８５８４％ ３４９６％ ０６８４６
１５ －１ ０ １ ８６５２％ ３６１２％ ０８０３１
１６ ０ １ －１ ８７１９％ ３１６５％ ０４５３７
１７ ０ －１ －１ ８１５９％ ３２４４％ ０２３７５

３３２　模型拟合及方差分析　以ＯＤ值对各因素进
行多元线性回归和二项式拟合，各项系数进行方差分

析，得多元线性回归方程 Ｙ＝０５１７５－０２５８５Ａ＋
５６２５×１０－３Ｂ＋０１５３１Ｃ（Ｒ２＝０５１７４，Ｐ＝００２０３），
虽然Ｐ值通过检验，但相关系数过小，模型拟合度不
高，预测性较差。二项式拟合模型为 Ｙ＝０７４５０－
０２５８５Ａ＋５６２５７×１０－３Ｂ＋０１５３２Ｃ－００７８６ＡＢ＋
００７４３ＡＣ－０１５０４ＢＣ－０１６３４Ａ２ －０２１４２Ｂ２ －
０１０５８Ｃ２ （Ｒ２＝０８９４９，Ｐ＝００１０４），方程显著并
相关系数较高，可作为分析及预测的模型。

图４　上样液质量浓度与乙醇体积分数对ＯＤ值的交互影响

３３３　最佳工艺条件预测与验证　根据回归方程，
做响应面图（图４～６），分析上样液质量浓度、乙醇
体积分数和洗脱液用量对总黄酮提前的影响。根据

拟合方程结果显示，淡竹叶总黄酮大孔树脂纯化的

最佳工艺条件为：上样液质量浓度０１２ｇ／ｍＬ，乙醇
体积分数７５％，洗脱液用量５９６ＢＶ。按最佳工艺
条件进行３次验证试验，实测计算的 ＯＤ值平均值
为０８９３２，与预测值的相对误差为３３１％。ＯＤ值
的预测值与实测值相对误差较小，表明建立模型可

靠，具有良好的预测性。

４　讨论
本实验采用响应面法优化淡竹叶总黄酮的大孔

树脂纯化工艺，通过静态吸附试验筛选出Ｄ１０１型树
脂，最终确定较优的纯化条件为上样液质量浓度

０１２ｇ／ｍＬ，乙醇体积分数７５％，洗脱液用量６ＢＶ。
分析实验结果得出上样液浓度、洗脱液的浓度和用

量对黄酮纯化有不同程度的影响，其中洗脱液的用

量影响最显著，各因素间存在不同程度的交互作用。

效应面的优化结果与试验值差异小，对大孔树脂纯

化淡竹叶总黄酮的纯度，具有一定的推广应用价值。

图５　上样液质量浓度和洗脱液用量对ＯＤ的交互作用

图６　乙醇体积分数和洗脱液用量对ＯＤ值的交互影响
参考文献

［１］江苏新医学院．中药大辞典（下册）［Ｍ］．上海：上海科学技术出

版社，１９７７：２２５３２２５４．

［２］黄赛金，尹爱武，龚灯，等．淡竹叶多糖的抗衰老作用研究［Ｊ］．现

代食品科技，２０１５，３１（１１）：５１５５．

［３］邵莹，吴启南，周婧，等．淡竹叶黄酮对大鼠心肌缺血／再灌注损伤

的保护作用［Ｊ］．中国药理学通报，２０１３，２９（２）：２４１２４７．

［４］付彦君，陈靖．淡竹叶提取物对实验性高脂血症大鼠血脂的影响

［Ｊ］．长春中医药大学学报，２０１３，２９（１６）：９６５９６６．

［５］薛月芹，宋杰，叶素萍，等．淡竹叶中黄酮苷的分离鉴定及其抑菌

活性的研究［Ｊ］．华西药学杂志，２００９，２４（３）：２１８２２０．

［６］殷婕，邬云霞，吴启南，等．淡竹叶的化学成分研究［Ｊ］．西北药学

杂志，２０１０，２５（６）：４１３４１４．

［７］邵莹，吴启南，谷巍，等．淡竹叶红外光谱的多级鉴定与分析［Ｊ］．

中国中药杂志，２０１４，３９（９）：１６４４１６４９．

（下接第７２１页）

·７１７·世界中医药　２０１６年４月第１１卷第４期



２５９　样品含量测定　取５个产地小白蒿炮制品
（炒白蒿）各２份，同上制备供试品溶液，精密吸取
１０μＬ，注入液相色谱仪，按上述色谱条件测定。结
果样 品 中 绿 原 酸 的 平 均 含 量 为 ００６４ｍｇ／ｇ
（０００６４％），ＲＳＤ为１５％，结果见表８和图３、４。
３　讨论

小白蒿虽是常用蒙药材，但一直没有质量标准。

借此小白蒿饮片标准的建立的机会，可完善了其药

材质量标准。以止血有效物质绿原酸为目标成分，

建立了小白蒿、炒白蒿的薄层鉴别方法和高效液相

色谱法含量测定方法。该法简单易行，分离效果理

想，灵敏度高，专属。经精密度等方法学考察证明稳

定可靠，重现性好。可作为小白蒿药材、小白蒿饮片

和炒白蒿的质量标准。绿原酸作为炒白蒿的含量测

定指标具有较强的专属性。
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