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藤茶，又名显齿蛇葡萄 Ampelopsis grossedentala（Hand-

Mazz）W T Wang，在福建、广东、广西、贵州、云南等均有分布[1-2]。

其味甘、淡，性凉，有效成分主要为黄酮类物质及多糖等[3]。现

代药理研究表明藤茶中总黄酮具有降血糖、抗氧化、抗炎、抗

菌、增强免疫、调节免疫等作用[4-6]。本试验拟采用大孔树脂对

藤茶总黄酮进行纯化以得到较高纯度的总黄酮，主要内容包

括对不同的大孔树脂进行筛选，然后再采用优选出的树脂进

行纯化工艺优化。

1 材料
1.1 仪器

UV-9600紫外分光光度计[北京瑞利分析仪器（集团）公

司]；XS105万分之一电子分析天平（上海奕宇电子科技有限公

司）。

1.2 药材、对照品与试剂

藤茶（桂林平乐瑶乡永康汉方茶业开发有限公司，批号：

20130819；经福建中医药大学药学院杨成梓副教授鉴定为广
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摘 要 目的：优化大孔树脂纯化藤茶总黄酮的工艺。方法：以载药量、解吸率、回收率、纯化率等为指标对纯化藤茶总黄酮的4

种大孔树脂进行筛选；采用单因素试验和星点设计-响应面法优化纯化工艺中洗脱剂的质量分数、吸附时间、洗脱剂流量及其pH等因

素的水平，并进行验证试验。结果：确定以D-101大孔树脂为纯化树脂；最优纯化工艺为上样液质量浓度2 mg（以浸膏质量计）/ml、

上样液体积1.1倍柱体积（BV）、洗脱剂乙醇质量分数86.0％、吸附时间36.7 min、洗脱剂流量3.81 BV/h、洗脱剂pH 7；总黄酮的质

量分数从66.83％提高至验证试验中的85.00％（RSD＝0.15％，n＝3），且与预测值（85.08％）接近。结论：采用星点设计-响应面法

优化的大孔树脂纯化藤茶总黄酮的工艺条件可行，且稳定性较好。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the purification technology of total flavones from Ampelopsis grossedentala with macro-

porous resins. METHODS：4 kinds of macroporous resins for the purification of total flavones from A. grossedentala were screened

by using drug-loading amount，desorption rate，recovery and purification rate as indicators. Single factor test and central composite

design-response surface methodology were used to optimized eluant mass fraction，adsorption time，flow rate of eluant，eluant pH

and other factors of purification technology，and validation test was also conducted. RESULTS：D-101 macroporous resin was the

best. The optimal condition was as follows as the concentration of sample solution 2 mg（by extract weight）/ml，the volume of sam-

ple solution 1.1 BV，ethanol 86.0％，adsorption time 36.7 min，flow rate of eluant 3.81 BV/h，pH 7. In validation test，mass frac-

tion of total flavones increased from 66.83％ to 85.00％ in validation test（RSD＝0.15％，n＝3），and were close to predicted val-

ue（85.08％）. CONCLUSIONS：Central composite design-response surface methodology is feasible and stable for the optimization

of purification technology of total flavones from A. grossedentala with macroporous resins.
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西藤茶）；二氢杨梅素对照品（成都曼思特生物科技有限公司，

批号：MUST-14013108，纯度：＞99％）；试剂均为分析纯。

1.3 树脂

大孔树脂 NKA-9（极性）、AB-8（弱极性）、D-101（非极
性）、HPD-100（非极性）（均购于沧州宝恩化工有限公司）。

2 方法与结果
2.1 藤茶中总黄酮的含量测定[7]

2.1.1 藤茶中总黄酮的提取 取干燥藤茶 191.37 g，用 6倍量
70％乙醇加热回流提取 2次，每次 1 h 。弃去药渣，合并提取
液，旋蒸，回收乙醇得浸膏，干燥得干浸膏59.642 3 g。

2.1.2 标准曲线的绘制及方法学考察 精密称取干燥的二氢
杨梅素对照品0.008 21 g，用无水乙醇溶解，并定容于50 ml量
瓶作为贮备液。用移液管分别移取贮备液 0.2、0.4、0.5、0.6、

0.8、1 ml，置于 10 ml量瓶中，分别加入 5％AlCl3 3 ml，再用无
水乙醇进行定容，294 nm波长下测其吸光度[8]。以吸光度（y）

与质量浓度（x）回归得线性方程：y＝0.046 8x+0.000 3（r＝

0.999 3），表明二氢杨梅素检测质量浓度线性范围为 3.28～

16.42 µg/ml。依法进行精密度与准确度试验，结果精密度试验
RSD＝1.1％（n＝5），准确度试验中平均方法回收率为99.86％
（n＝6）。

2.1.3 总黄酮质量分数的测定 取干浸膏 3 份（0.033 21、

0.034 51、0.036 21 g），用 95％乙醇溶解，定容至 50 ml；吸取 1

ml，加入5 ml的5％ AlCl3溶液，用95％乙醇定容至50 ml，测定
其吸光度，计算总黄酮的质量分数（总黄酮质量与浸膏质量的
比值）。结果 3份干浸膏中总黄酮的质量分数分别为 67.3％、

66.5％、66.8％，平均值为66.83％。

2.2 大孔树脂的预处理[9]

用 95％的乙醇浸泡树脂 48 h，然后用蒸馏水洗至无醇味
（通过酒精计测量其质量分数在 5％以下）；再用 1 mol/L 的
NaOH浸泡8 h，然后用蒸馏水洗至中性；再用1 mol/L HCl浸泡
8 h后，用蒸馏水洗至中性。

2.3 树脂纯化总黄酮的静态吸附性能考察

2.3.1 树脂载药量 精密称取已经处理过的 4 种干树脂
（NKA-9、AB-8、D-101、HPD-100）各 10 g 置于 250 ml 锥形瓶
中，加入干浸膏1 g，加入100 ml 的95％乙醇溶解，在室温条件
下振荡、静置、吸附。按照“2.1.2”项下方法，分别测定不同放
置时间（0.5、1、2、4、6、8、10、12 h）后溶液的吸光度，计算出树
脂的载药量[载药量＝（吸附前总黄酮的质量－吸附后总黄酮
的质量）/树脂的质量]，结果见表1。

表1 4种树脂静态吸附性能考察结果

Tab 1 Properties of static adsorption of 4 kinds of macropo-

rous resin

树脂类型

NKA-9

AB-8

HPD-100

D-101

载药量，mg/g

0.5 h

120.15

110.21

105.20

130.51

1 h

195.24

198.42

182.50

202.32

2 h

256.35

243.23

233.52

270.34

4 h

276.38

262.85

256.78

280.45

6 h

280.33

278.20

264.32

285.33

8 h

281.50

279.70

265.13

286.45

10 h

280.22

280.15

265.20

286.70

12 h

280.31

280.45

265.22

286.90

2.3.2 树脂纯化总黄酮解吸附静态参数 将上述 4种已吸附
饱和后的树脂过滤、水洗、挥干，分别加入等体积的 95％乙醇
100 ml，置于250 ml锥形瓶中，振荡4 h，然后静置12 h，收集乙
醇的洗脱液；取 0.2 ml洗脱液定容至 25 ml。测定洗脱液的吸
光度，计算其中总黄酮质量（m1）；剩余洗脱液干燥，得其中总
黄酮的质量（m2）。计算过柱后总黄酮的质量分数（m1/m2×

100％）、回收率（m2/M1×100％，M1为干浸膏质量）和解吸率（m2/

M2×100％，M2为载药量）。4种树脂各静态解吸附参数测定结

果见表2。

表2 4种树脂静态解吸附参数测定结果

Tab 2 Parameters of static desorption of 4 kinds of macro-

porous resin

树脂类型
NKA-9

AB-8

HPD-100

D-101

过柱后总黄酮质量分数，％
69.72

73.20

82.85

83.31

解吸率，％
95.31

95.83

96.26

96.89

回收率，％
58.91

67.52

68.25

71.28

从表1和表2可以看出，4种树脂中，以D-101树脂的载药

量、解吸率、回收率和过柱后总黄酮的质量分数值最高，故选

其为纯化工艺的树脂。

2.4 D-101树脂的动态吸附性能考察

2.4.1 上样液浓度 取已处理好的 5份等体积的D-101树脂

（相当于 10 g的干树脂），分别加入质量浓度为 1、1.5、2、2.5、3

mg（以浸膏质量计）/ml的浸膏溶液 400 ml，吸附 30 min，收集

过柱液。取过柱液 0.2 ml，加入 5％ AlCl3溶液 3 ml，定容至 25

ml，测定其吸光度，计算吸附量，结果分别为 32.1、33.2、34.6、

34.5、33.7 mg/g。结果表明，当上样液质量浓度在 1～2 mg/ml

时，随着上样液质量浓度增加，吸附量增加；但在上样液质量

浓度为 2～3 mg/ml 时，随着上样液质量浓度增加，吸附量下

降；当上样液质量浓度为2 mg/ml时，吸附量最大，故选其为上

样液质量浓度。

2.4.2 上样液体积 取已经处理好的D-101树脂 40 ml（相当

于10 g的干树脂），取2 mg/ml上样液，以3 倍柱体积（BV）/h的

体积流量通过树脂，进行动态吸附，每4 ml接1个流份，共接16

个流份，分别编号为 1～16；每一流份取 0.2 ml，加入 5％AlCl3
溶液3 ml，然后加入95％乙醇定容至25 ml，测定吸光度，计算

泄漏总黄酮的质量浓度，绘制泄漏曲线，结果见图1。

从图1可以得出，从12号流份（即上样液体积为48 ml）开

始出现泄漏。因此上样液确定为44 ml，由前文所述10 g树脂

的体积为40 ml，故上样液的体积为1.1 BV。

2.5 纯化工艺的单因素试验

2.5.1 不同洗脱剂质量分数 取已经处理好的 5份等体积的

D-101树脂（相当于 10 g 的干树脂），在上样液质量浓度为 2

mg/ml、洗脱剂流量为3 BV/h、洗脱剂pH为7的条件下，先用2

BV蒸馏水洗脱，然后分别用50％、60％、70％、80％、90％的乙

醇（洗脱剂）洗脱；采用FeCl3溶液检验，洗脱至反应呈阴性，表

示洗脱完成。收集洗脱液，取0.2 ml洗脱液，加入5％ AlCl3溶

液 5 ml，定容至 25 ml，测定其吸光度，计算吸附量、过柱后总

黄酮的质量分数、回收率和纯化率[纯化率＝（过柱前总黄酮的

质量分数－过柱后总黄酮的质量分数）/过柱前总黄酮的质量

分数×100％]，结果见表3。

图1 总黄酮泄漏曲线

Fig 1 Dynamic leakage curve of total flavonids
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表3 洗脱剂不同质量分数时各指标比较

Tab 3 Comparison of each index with different mass frac-

tions of elution

洗脱剂质量分数，％
50

60

70

80

90

过柱后总黄酮的质量分数，％
72.00

75.12

83.71

83.92

83.13

回收率，％
72.78

73.23

72.34

71.39

70.67

纯化率，％
4.40

8.37

21.58

21.89

20.74

从表3可知，洗脱剂的质量分数对总黄酮的回收率和纯化

率都有影响，但在洗脱剂质量分数为70％～80％时，回收率和

纯化率均较高且相差不大，故选择70％乙醇为洗脱剂。

2.5.2 不同吸附时间 取已经处理好的 5份等体积的 D-101

树脂（相当于 10 g的干树脂），在上样液质量浓度为 2 mg/ml、

洗脱剂为70％乙醇、洗脱剂流量为3 BV/h、洗脱剂pH为7的相

同条件下，分别吸附15、30、45、60、90 min后，按“2.5.1”项下方

法计算相关指标，结果见表4。

表4 吸附不同时间后各指标比较

Tab 4 Comparison of each index at different adsorption

time

吸附时间，min

15

30

45

60

90

过柱后总黄酮的质量分数，％
70.50

83.01

78.93

83.34

81.56

回收率，％
73.26

74.20

73.12

69.98

65.43

纯化率，％
2.42

20.56

14.67

21.04

18.46

从表4可知，当吸附时间为30 min时，回收率最大，且纯化

率也较高，故选择吸附时间为30 min。

2.5.3 不同洗脱剂流量 取已处理好的 5份等体积的 D-101

树脂（相当于 10 g的干树脂），在上样液质量浓度为 2 mg/ml、

洗脱剂为70％乙醇、吸附时间为30 min、洗脱剂pH为7的条件

下通过 D-101树脂，分别选择洗脱剂流量为 1、3、5、7、9 BV/h

进行洗脱，按“2.5.1”项下方法计算相关指标，结果见表5。

表5 洗脱剂不同流量时各指标比较

Tab 5 Comparison of each index with different flow rate of

elution

流量，BV/h

1

3

5

7

9

过柱后总黄酮的质量分数，％
79.32

83.43

82.13

81.14

80.23

回收率，％
73.56

73.45

72.34

70.78

67.23

纯化率，％
15.24

21.21

19.32

17.88

16.56

从表5可知，洗脱剂流量为3 BV/h时，回收率和纯化率都

较高，故确定洗脱剂流量为3 BV/h。

2.5.4 不同洗脱剂 pH 取已经处理好的 5份等体积的D-101

树脂（相当于 10 g的干树脂），在上样液质量浓度为 2 mg/ml、

洗脱剂为70％乙醇、吸附时间为30 min、洗脱剂流量为3 BV/h

条件下，选择洗脱剂pH分别为3、5、7、9、11，通过D-101树脂，

按“2.5.1”项下方法计算相关指标，结果见表6。

从表 6可知，不同洗脱剂 pH条件下回收率和纯化率均变

化不大，从工业生产的简便性和经济性考虑，选择pH为7。

2.6 纯化工艺的星点设计-响应面法[10-12]

2.6.1 试验设计 通过单因素考察结果可知，pH对总黄酮的

纯化率几乎无影响；影响总黄酮纯化率的因素主要有洗脱剂

质量分数（A）、吸附时间（B）、洗脱剂流量（C），且各自的较优

水平分别为 70％～90％、30～60 min、3～7 BV/h。根据星点

设计的原理，每个因素设 5个水平，分别用代码－α、－1、0、1、

α表示，其中α＝1.682。因素与水平见表7。

表7 因素与水平

Tab 7 Factors and levels

因素

A，％
B，min

C，BV/h

水平
-1.682

70

30

3

-1

74.2

36.3

3.85

0

80

45

5

1

85.8

53.7

6.15

1.682

90

60

7

2.6.2 试验操作 取已经处理好的多份等体积的D-101树脂

（相当于 10 g的干树脂），在上样液质量浓度为 2 mg/ml、洗脱

剂pH为7的条件下，按表7各个因素所设置的水平，平行进行

试验。按“2.5.1”项下方法计算过柱后总黄酮的质量分数

（Y，％），结果见表8。

表8 星点试验设计及结果

Tab 8 Program and results of central composite design

序号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

A

1

0

0

-1

-1

0

1

0

1

0

-1

0

0

0

1

0

-1

-1.682

1.682

0

B

1

0

0

1

-1

0

-1

0

1

1.682

-1

0

0

0

-1

-1.682

1

0

0

0

C

-1

0

0

-1

-1

0

-1

-1.682

1

0

1

0

0

0

1

0

1

0

0

1.682

Y，％
83.13

83.02

83.41

82.89

83.65

83.36

85.19

85.23

82.12

81.23

83.56

83.47

83.76

83.52

84.27

83.35

81.39

82.27

84.22

82.38

2.6.3 模型拟合 以 Y 为因变量，应用 Design-Expert 8.0.6软

件对所得数据进行响应面分析，对各个自变量二项式方程拟

合。拟合方程：Y＝83.42+0.48A－0.78B－0.61C－0.025 A2－

0.36B2+0.17C2－0.16AB－0.043AC－0.19BC（R2＝0.929）。各

因素的方差分析结果见表9。

由表9可知，模型的P＜0.05，且失拟项P＞0.05，说明方程

对试验的拟合程度较好。A、B、C因素的P均＞0.05，表明其对

过柱后总黄酮的质量分数的影响极其显著，各因素影响大小

顺序为B、C、A；AB、AC、BC各因素之间相互影响，且不呈简单

的线性关系；曲线相关系数R2＝0.929，说明模型拟合较好，试

表6 洗脱剂不同pH时各指标比较

Tab 6 Comparison of each index with different pH value of

elution

洗脱剂pH

3

5

7

9

11

过柱后总黄酮的质量分数，％
84.12

84.32

84.24

84.45

84.46

回收率，％
72.31

72.52

72.64

72.12

72.13

纯化率，％
22.84

22.47

22.30

22.65

22.67
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验操作可信。通过对曲线方程求导，可以得出最优条件：洗脱

剂的质量分数为85.95％、吸附时间为36.7 min、洗脱剂流量为

3.81 BV/h，预测过柱总黄酮质量分数最大值为85.08％。考虑

到实际操作的方便性，经调整后的条件为洗脱剂的质量分数

86.00％、吸附时间36.7 min、洗脱剂流量3.81 BV/h。

3个因素对总黄酮质量分数的响应面图分析见图2。

2.6.4 验证试验 取已经处理好的 3份等体积的D-101树脂

（相当于 10 g的干树脂），在上样液质量浓度为 2 mg/ml、上样

液体积为 1.1 BV、洗脱剂质量分数为 86.0％乙醇、吸附时间为

36.7 min、洗脱剂流量为3.81 BV/h、洗脱剂pH为7的条件下进

行相应操作，结果见表10。

表10 纯化总黄酮工艺的验证试验结果

Tab 10 Validation test result of purification technology of

total flavonids

试验号

1

2

3

浸膏溶液中总黄
酮的质量分数，％

67.20

66.50

66.80

平均值

66.83％
（RSD=0.52％）

过柱后总黄酮的
质量分数，％

84.88

85.14

84.99

平均值

85.00％
（RSD=0.15％）

按最优工艺纯化后，总黄酮的质量分数从平均值 66.83％

提高至 85.00％，且与预测值接近，说明模型可行；3次试验的

RSD为0.15％，说明工艺稳定性较好。

3 讨论
工艺优化的设计方法常用的有均匀化设计、正交设计和

星点设计等，虽然前 2种试验次数较少，但是存在着较大的弊

端。首先，均匀化设计和正交设计是基于线性设计的，不适用

于二次以上的多项式模型，所选择的最优条件下测得的实际

值与预测值相差较大。其次，均匀化设计和正交设计受所选

线性模型的限制，只能指出某一因素的取值方向，无法求出极

值，往往选择的极值均接近于自变量的极大值或极小值。而

星点设计试验精度更高、模型预测值更准，故本试验采用星点

设计-响应面法进行大孔树脂纯化藤茶总黄酮的工艺优化。

本试验采用 D-101大孔树脂对藤茶总黄酮进行富集纯

化。而D-101大孔树脂的分离原理主要有两类：（1）范德华引

力或氢键；（2）大孔树脂的多孔结构而使其对分子大小不同的

物质具有筛选作用。在试验中，洗脱剂pH对总黄酮的纯化影

响并不显著，分析可能是D-101大孔树脂在纯化总黄酮的过程

中，大孔树脂的分子筛作用为主导，而范德华力或氢键的作用

非常微弱所致。所以当黄酮从游离态变化为离子态时，D-101

的吸附能力变化不大，故不同洗脱剂pH下结果差异很小。

（致谢：本试验在福建省科技厅福建省中药学重点实验室中完成，

特此感谢！）
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表9 方差分析结果

Tab 9 Result of variance analysis

变异来源
A

B

C

A2

B2

C2

AB

AC

BC

残余
失拟项
纯误差
总和
模型

平方和
3.09

8.39

5.06

0.009

1.89

0.43

0.2

0.014

0.28

1.5

1.2

0.29

21.07

19.58

自由度
1

1

1

1

1

1

1

1

1

10

5

5

19

9

均方
3.09

8.39

5.06

0.009

1.89

0.43

0.20

0.014

0.28

0.15

0.24

0.058

2.18

F

20.69

56.12

33.84

0.06

12.67

2.89

1.37

0.097

1.88

4.13

14.55

P

0.001 1

＜0.000 1

0.000 2

0.811 3

0.005 2

0.120 2

0.269 0

0.762 3

0.200 2

0.073

0.000 1

84.922 1

90.00

B，min

Y
，％

84.108 7
83.295 2
82.481 8
81.668 4

85.00
80.00

75.00
70.00

60.00
52.50

45.00
37.50

30.00 A，％

A与B

84.389 1

90.00

C，BV/h

Y
，％

83.846 0
83.302 9
82.759 8
82.216 7

85.00
80.00

75.00
70.00

7.00
6.00

5.00
4.00

3.00 A，％

A与C

83.830 7

60.00

C，BV/h

Y
，％

83.349 4
82.868 2
82.387 0
81.905 7

52.50
45.00

37.50
30.00

7.00
6.00

5.00
4.00

3.00 B，min

B与C

图2 各因素对总黄酮质量分数影响的响应面图

Fig 2 Response surface plot of the effects of factors on mass

fraction of total flavonids
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