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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

０１２ｇ／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［１４］。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［５８］。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
１１　仪器　电子天平：ＡＵＹ１２０，岛津；分光光度计：
ＵＶ２６００，尤尼科仪器有限公司
１２　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、ＡＢ８、Ｓ８（天津光复精
细化工）ＤＡ２０１；郑州勤实科技有限公司；试剂均为
国产分析纯。

２　方法
２１　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 １２０ｍＬ，加入
５％ＮａＮＯ２溶液 １５ｍＬ，混匀，放置 ６ｍｉｎ后加入
１０％Ａｌ（ＮＯ３）３溶液１５ｍＬ，混匀，６ｍｉｎ后再加入
４％ＮａＯＨ溶液２０ｍＬ，混匀，用水定容。得到浓度为
００１ｍｇ／ｍＬ、００２ｍｇ／ｍＬ、００３ｍｇ／ｍＬ、００４ｍｇ／
ｍＬ、００５ｍｇ／ｍＬ、００６ｍｇ／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＝１１０２３ｘ＋００２９５，Ｒ２＝０９９９２［９］。
２２　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６０，得竹叶黄酮供试液（相当于０２ｇ
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生药／ｍＬ）。
２３　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
３１　树脂静态吸附考察　准确称取已处理的４种
（ＡＢ８、Ｓ８、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２１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３１项下方法测定，其
余滤液置水浴挥干，恒重［１０１１］。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％

ＡＢ８ ７５２ ８９０ ２０２２
Ｓ８ ８００ ４４７ ２４０１
Ｄ１０１ ８００ ８５９ ２８０３
Ｄ２０１ ６７９ ９１９ １７５７

３２　动态吸附单因素试验
３２１　上样液质量浓度的影响　取处理好的 Ｄ１０１
大孔树脂２０ｇ，取０２ｇ／ｍＬ、０４ｇ／ｍＬ、０６ｇ／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０２ｇ／ｍＬ和 ０４ｇ／ｍＬ的上样液均在 ２ＢＶ（４０
ｍＬ）达到泄漏点，０６ｇ／ｍＬ的上样液在 １５ＢＶ（３０
ｍＬ）达到泄漏点，且质量浓度为０２ｇ／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

３２２　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２ＢＶ０２ｇ／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％。
３２３　洗脱液乙醇用量的影响　取处理好的 Ｄ１０１
大孔树脂２０ｇ，吸附２ＢＶ０２ｇ／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

３３　效应面优化Ｄ１０１大孔树脂纯化工艺
３３１　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ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０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［１２１６］。

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） ０１ ０２ ０３
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 ８６４９％ ３４８０％ ０７１２０
２ －１ ０ －１ ８３３６％ ３４７２％ ０４９７８
３ １ －１ ０ ８０３０％ ３４９２％ ００５００
４ １ ０ １ ８３８５％ ３６０１％ ０６０２５
５ ０ －１ １ ８５４４％ ３５５６％ ０６９７１
６ ０ ０ ０ ８７１８％ ３６８５％ ０８９２２
７ ０ ０ ０ ８６７６％ ３４９３％ ０７３６８
８ ０ １ １ ８９９６％ ３０４５％ ０３１１７
９ －１ １ ０ ８８８３％ ３４８８％ ０８４２０
１０ ０ ０ ０ ８６９３％ ３４３１％ ０６９９４
１１ －１ －１ ０ ８３９８％ ３５３２％ ０５７７７
１２ １ １ ０ ８７６３％ ２９８４％ ０００００
１３ １ ０ －１ ８０２７％ ３５２３％ ０００００
１４ ０ ０ ０ ８５８４％ ３４９６％ ０６８４６
１５ －１ ０ １ ８６５２％ ３６１２％ ０８０３１
１６ ０ １ －１ ８７１９％ ３１６５％ ０４５３７
１７ ０ －１ －１ ８１５９％ ３２４４％ ０２３７５

３３２　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＝０５１７５－０２５８５Ａ＋
５６２５×１０－３Ｂ＋０１５３１Ｃ（Ｒ２＝０５１７４，Ｐ＝００２０３），
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＝０７４５０－
０２５８５Ａ＋５６２５７×１０－３Ｂ＋０１５３２Ｃ－００７８６ＡＢ＋
００７４３ＡＣ－０１５０４ＢＣ－０１６３４Ａ２ －０２１４２Ｂ２ －
０１０５８Ｃ２ （Ｒ２＝０８９４９，Ｐ＝００１０４），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

３３３　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０１２ｇ／ｍＬ，乙醇
体积分数７５％，洗脱液用量５９６ＢＶ。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０８９３２，与预测值的相对误差为３３１％。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

０１２ｇ／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
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２５９　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 ００６４ｍｇ／ｇ
（０００６４％），ＲＳＤ为１５％，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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