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摘 要 目的：建立草果总黄酮的含量测定方法，并对其大孔吸附树脂纯化工艺进行优化。方法：采用高效液相色谱法测定草果

中总黄酮的含量。色谱柱为Eclipse Plus C18，流动相为乙腈-1％醋酸水溶液（15 ∶85，V/V），柱温为40 ℃，流速为0.8 mL/min，检测波

长为256 nm，进样量为10 μL。以吸附、解吸性能为考察指标，采用静态吸附和解吸试验对6种大孔吸附树脂进行筛选，采用静态

吸附和解吸动力学试验考察吸附和解吸时间。在单因素试验的基础上，以总黄酮含量（以芦丁计）为评价指标，以上样液质量浓

度、上样液pH、乙醇体积分数及洗脱用量为考察因素，采用正交设计优化草果总黄酮的纯化工艺并进行验证试验。结果：芦丁检

测质量浓度的线性范围为0.028～0.281 mg/mL（r＝0.999 9）；定量限为437.5 ng/mL，检测限为109.4 ng/mL；精密度、稳定性、重复

性试验的RSD均小于2％，加样回收率为96.24％～99.75％（RSD＜2％，n＝6）。HPD450型大孔吸附树脂对草果总黄酮的静态吸

附和解吸综合能力最适中，最佳静态吸附与解吸时间均为12 h。最优纯化工艺为上样质量浓度1.854 4 mg/mL，上样液pH 7，乙醇

体积分数60％，乙醇洗脱用量8倍柱体积。验证试验显示，按最优工艺纯化后的草果总黄酮含量由纯化前的22.556 7 mg/g上升至

57.728 2 mg/g，纯化倍数为2.56（n＝3）。结论：所建含量测定方法灵敏度高、稳定性好，优化的纯化工艺稳定、可行，可用于草果总

黄酮的纯化。
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Study on the Optimization of Purification Technology of Total Flavonoids from Amomum tsao-ko by

Macroporous Adsorption Resin

ZHAO Yuhong1，SHEN Hua1，DAI Shuangyi1，PU Zhonghui1，2，XIE Zirui1，XIAO Ling1，KUANG Min1，DAI Min1，2

（1. School of Laboratory Medicine，Chengdu Medical College，Chengdu 610500，China；2. Sichuan Provincial

Engineering Laboratory for Prevention and Control Technology of Veterinary Drug Residue in Animal-origin

Food，Chengdu Medical College，Chengdu 610500，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the content determination of total flavonoids from Amomum tsao-ko，and to

optimize the purification technology by macroporous resin. METHODS：The content of total flavonoids was measured by HPLC.

The determination was performed on Eclipse Plus C18 column with mobile phase consisted of acetonitrile-1％ acetic acid solution

（15 ∶ 85，V/V）at the flow rate of 0.8 mL/min. The column temperature was 40 ℃，and the detection wavelength was set at 256 nm.

The sample size was 10 μL. Taking the adsorption and desorption performance as indexes，6 kinds of macroporous resins were

screened out by static adsorption and desorption tests；adsorption and desorption time were investigated by static adsorption and

desorption kinetics tests. Using the content of total flavonoids（calculated by rutin）as index，with sample concentration，sample

pH，ethanol volume fraction and elution amount as factors，based on single factor test，orthogonal design was used to optimize the

purification technology of total flavonoids from A. tsao-ko，and validation test was performed. RESULTS：The linear range of rutin

were 0.028-0.281 mg/mL（r＝0.999 9）. The limit of quantification was 437.5 ng/mL and the limit of detection was 109.4 ng/mL.

RSDs of precision，stability and reproducibility tests were all lower than 2％；the recoveries were 96.24％-99.75％（RSD＜2％，n＝

6）. The comprehensive capacity of adsorption and desorption of HPD450 macroporous resin was the most suitable，and the best

static adsorption and desorption time both were 12 h. The optimal purification technology was 1.854 4 mg/mL，sample pH value

was 7，ethanol volume fraction was 60％ ， the amount of

ethanol elution was 8 times of the column volume. Vertification

tests show that after optimized，the content of total flavonoids

from A. tsao-ko increased from 22.556 7 mg/g to 57.728 2

mg/g. The purity of was 2.56 times higher than before

purification. CONCLUSIONS：Established method is sensitive

and stable for the content determination. Optimal purification
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草果为姜科豆蔻属多年生常绿丛生草本植物草果

（Amomum tsao-ko Crevost et Lemaire）的干燥成熟果实，

主产于我国云南、广西、贵州等地，越南亦有分布。该药

性温、味辛，归脾、胃经，具有燥湿温中、截疟除痰的功

效[1]。草果作为一种重要的药食两用植物，常被作为调

味香料用于菜肴烹饪[2]；临床将其用于治疗寒湿内阻、脘

腹胀痛、痞满呕吐、胃功能紊乱、消化不良等症[1]。现代

药理研究证实，草果具有调节胃肠道功能紊乱、抗氧化、

抗菌、抗肿瘤、降脂和降糖等多种药理作用[3-8]。草果总

黄酮作为草果的有效成分群，具有抗氧化、清除自由基

的作用[9]。目前，草果总黄酮的提取多采用溶剂提取法，

但该法溶剂用量大，所得总黄酮含量不高，还需进一步

纯化[10]。此外，草果总黄酮的纯化主要采用聚酰胺树脂

和大孔吸附树脂法[11-12]。其中，聚酰胺树脂纯化存在耗

时长以及处理、使用过程中容易堵塞等缺点；而大孔吸

附树脂可最大限度地对中药有效部位去粗取精，具有选

择性好、吸附容量大、再生处理简便等优点，在黄酮类化

合物的分离纯化中应用广泛[13-14]。为此，本研究在现有

提取工艺[9]的基础上，以含量（以芦丁计）为指标，采用大

孔吸附树脂法纯化草果总黄酮，并对其纯化工艺进行优

化，以期为草果总黄酮提取物的纯化和制备提供参考。

1 材料
1.1 仪器

LC-1260型高效液相色谱（HPLC）仪（美国 Agilent

公司）；ME204型分析天平（梅特勒-托利多仪器上海有

限公司）；BJ-750A型功能粉碎机（德清拜杰电器有限公

司）；PHS-320型酸度计（成都世纪方舟科技有限公司）；

THZ-320型台式恒温振荡器（上海精宏实验设备有限公

司）。

1.2 药材与试剂

草果药材（批号：20180705）购自四川新绿色药业科

技发展有限公司，经成都中医药大学药学院李敏教授鉴

定为姜科豆蔻属草本植物草果（A. tsao-ko Crevost et Le-

maire）的干燥成熟果实。

芦丁对照品（成都曼斯特生物科技有限公司，批号：

MUST-19010210，纯度：99.47％）；HPD100、HPD300、

HPD450、AB-8、X-5、D101型大孔吸附树脂（中山东鸿化

工有限公司，批号分别为20180618、20181126、20180626、

20181005、20180716、20190111，粒径：0.3～1.25 mm）；

甲醇、乙腈均为色谱纯，其余试剂均为市售分析纯，水为

蒸馏水。

2 方法与结果
2.1 草果总黄酮的提取

称取草果药材适量，粉碎，过二号筛。精密称取一

定量的草果粉末，按照文献报道的提取工艺条件[9]：乙醇

体积分数 60％、料液比 1 ∶ 50（g/mL，下同）、提取温度

60 ℃、超声（功率：160 W，频率：60 kHz）提取 60 min，趁

热抽滤；重复上述操作2次，合并滤液，浓缩蒸干，即得草

果总黄酮粗品（每1 g粗品相当于生药73.10 g）。

2.2 总黄酮含量测定

采用HPLC法测定草果总黄酮的含量。

2.2.1 芦丁对照品溶液的制备 精密称取芦丁对照品

7.02 mg，置于 5 mL量瓶中，加适量甲醇超声（功率：160

W，频率：60 kHz）使溶解，放冷，再用甲醇定容，摇匀，即

得质量浓度为1.404 mg/mL的芦丁对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液的制备 取“2.1”项下所得的草果总

黄酮粗品适量，用甲醇溶解，置于 5 mL量瓶中，再用甲

醇定容，摇匀，即得供试品溶液。

2.2.3 阴性对照溶液的制备 按“2.1”项下方法制得不

含草果药材的阴性样品，再用适量甲醇溶解并定容于 5

mL量瓶中，即得阴性对照溶液。

2.2.4 色谱条件 色谱柱：Eclipse Plus C18（150 mm×3.0

mm，2.7 μm）；流动相：乙腈 -1％醋酸水溶液（15 ∶ 85，
V/V）；柱温：40 ℃；流速：0.8 mL/min；检测波长：256 nm；

进样量：10 μL。

2.2.5 专属性 取“2.2.1”项下对照品溶液以甲醇稀释

至质量浓度为 0.158 mg/mL，另取“2.2.2”“2.2.3”项下供

试品溶液和阴性对照溶液各适量，按“2.2.4”项下色谱条

件进样测定，记录色谱图。结果，在该色谱条件下，芦丁

的分离度良好，保留时间约为5.95 min，阴性对照对测定

无干扰，色谱图详见图1。

2.2.6 标准曲线的绘制 分别精密吸取“2.2.1”项下芦

丁对照品溶液0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1 mL，分别置于不同

的 5 mL棕色量瓶中，加甲醇定容，摇匀，得质量浓度分

别为 0.028、0.056、0.112、0.168、0.225、0.281 mg/mL的系

列标准溶液，经 0.45 μm 微孔滤膜滤过后，取续滤液 10

μL，按“2.2.4”项下色谱条件进样分析，记录色谱图。以

芦丁质量浓度（x，mg/mL）为横坐标、峰面积（y）为纵坐标

进行线性回归，得回归方程 y＝7 468.1x－60.438（r＝

0.999 9）。结果表明，芦丁检测质量浓度的线性范围为

0.028～0.281 mg/mL。

2.2.7 定量限与检测限 精密吸取“2.2.6”项下质量浓

度为 0.112 mg/mL的芦丁对照品标准溶液适量，以甲醇

倍比稀释，按“2.2.4”项下色谱条件进样分析，分别以信

噪比 10 ∶ 1、3 ∶ 1计算定量限与检测限。结果，定量限和

检测限分别为437.5、109.4 ng/mL。

2.2.8 精密度试验 精密吸取“2.2.6”项下质量浓度为

technology is stable and feasible，which is suitable for purifieation of total flavonoids from A. tsao-ko.

KEYWORDS Amomum tsao-ko；Total flavonoids；Content determination；Macroporous absorption resin；Purification technology
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0.112 mg/mL的芦丁对照品标准溶液适量，按“2.2.4”项

下色谱条件连续测定6次，记录峰面积。结果，芦丁峰面

积的RSD为1.85％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.2.9 重复性试验 取草果总黄酮粗品粉末，共6份，按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.2.4”项下色谱

条件连续进样测定6次，记录峰面积，根据回归方程计算

供试品溶液中总黄酮的质量浓度。结果，供试品溶液中

总黄酮的平均质量浓度为0.032 3 mg/mL，RSD为0.60％

（n＝6），表明本法重复性良好。

2.2.10 稳定性试验 取同一供试品溶液，分别于室温

下放置 0、2、4、6、8、10 h时按“2.2.4”项下色谱条件进样

分析，记录峰面积。结果，芦丁峰面积的RSD为 0.79％

（n＝6），表明供试品溶液在室温放置10 h内稳定。

2.2.11 加样回收率试验 取已知含量的草果总黄酮粗

品粉末，分别按已知含量的 50％、100％、150％加入

0.056 mg/mL芦丁对照品标准溶液，按“2.2.2”项下方法

制备低、中、高质量浓度供试品溶液，再按“2.2.4”项下色

谱条件进样分析，记录峰面积并计算加样回收率，每质

量浓度平行操作6次。结果，低、中、高质量浓度供试品

溶液的加样回收率分别为 96.24％、99.75％、98.13％（平

均加样回收率为 98.04％），RSD分别为 1.83％、1.76％、

1.78％（n＝6）。

2.2.12 草果总黄酮含量测定 取草果总黄酮粗品或纯

化后样品粉末适量，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶

液，经 0.45 μm 微孔滤膜滤过后，取续滤液 10 μL，再按

“2.2.4”项下色谱条件进样分析，并根据回归方程计算溶

液中总黄酮的质量浓度，并换算为含量（mg/g）。

2.3 大孔吸附树脂类型的筛选

2.3.1 静态吸附与解吸试验 参照文献方法[15-16]对6种

大孔吸附树脂（HPD100、HPD300、HPD450、AB-8、X-5、

D101）进行预处理，并采用静态吸附与解吸法[17-18]筛选

纯化草果总黄酮的最佳树脂类型。

精密称取6种经预处理的大孔吸附树脂各1.0 g，平

行3份，分别置于50 mL具塞磨口三角瓶中，然后分别加

入草果总黄酮水溶液（“2.1”项下所得粗品用水稀释而

得，按“2.2”项下方法测得质量浓度为0.463 6 mg/mL；下

同）20 mL，于25 ℃恒温振荡器中振摇吸附24 h，充分吸

附后，抽滤，将滤液蒸干后用甲醇定容至10 mL，即得吸

附液。取上述吸附已达饱和并经洗净、滤干的树脂，加

入 75％乙醇 20 mL，于 25 ℃恒温振荡器中振摇解吸 24

h，充分解吸后，抽滤，将滤液蒸干后用甲醇定容至 10

mL，即得解吸液。分别吸取上述吸附液和解吸液各 1.0

mL，经 0.45 μm 微孔滤膜滤过后，取续滤液适量，按

“2.2.4”项下色谱条件进样分析，再按“2.2.12”项下方法

计算各溶液中总黄酮的含量，并根据公式①～④计算 6

种大孔吸附树脂对草果总黄酮的比吸附量、吸附率以及

比解吸量、解吸率：

比吸附量＝（c0V0－c1V1）/m ……………………… ①

吸附率＝[（c0V0－c1V1）/c0V0]×100％ …………… ②

比解吸量＝c2V2/m ……………………………… ③

解吸率＝[c2V2/（c0V0－c1V1）]×100％ …………… ④

式中，m为树脂质量（g），c0为上样液中总黄酮的质

量浓度（mg/mL），V0为上样液的体积（mL），c1为吸附液

中总黄酮的质量浓度（mg/mL），V1为吸附液体积（mL），

c2为乙醇洗脱液中总黄酮的质量浓度（mg/mL），V2为乙

醇洗脱液体积（mL）。静态吸附和解吸试验结果见表1。

表1 不同类型大孔吸附树脂的静态吸附和解吸试验结

果（n＝3）

Tab 1 Results of static adsorption-desorption tests of

different types of macroporous resins（n＝3）

树脂类型
HPD100

HPD300

HPD450

AB-8

X-5

D101

比吸附量，mg/g

8.122

7.463

7.162

7.560

5.877

6.859

吸附率，％
87.86

80.49

77.24

81.54

63.38

73.98

比解吸量，mg/g

4.542

4.056

5.158

4.524

3.579

3.698

解吸率，％
55.92

54.35

72.02

59.84

60.90

53.91

由表 1可见，6种大孔吸附树脂的吸附率由高到低

依 次 为 HPD100＞AB-8＞HPD300＞HPD450＞D101＞

X-5；解吸率依次为 HPD450＞X-5＞AB-8＞HPD100＞

HPD300＞D101。尽管 HPD100型树脂的吸附率最高，

但解吸率相对较低；而HPD450型树脂的解吸率最高，且

吸附率居中。综合考虑，选择HPD450型大孔吸附树脂

作进一步考察。

2.3.2 静态吸附和解吸动力学考察 精密称取经预处

理的HPD450型大孔吸附树脂2.0 g，平行3份，分别置于

图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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50 mL 磨口锥形瓶中，分别加入质量浓度为 0.927 2

mg/mL的草果总黄酮水溶液40 mL，于25 ℃恒温振荡器

中振摇，分别于1、2、4、8、12、24 h时吸取上清液4 mL，浓

缩蒸干后用甲醇定容至2 mL，即得吸附液。取吸附24 h

后的大孔吸附树脂，用水洗净并滤干，加入 75％乙醇 40

mL，于 25 ℃的恒温振荡器中振摇解吸，分别于 1、2、4、

8、12、24 h时吸取上清液 4 mL，浓缩蒸干后用甲醇定容

至2 mL，即得解吸液。分别吸取上述各个时间点的吸附

液和解吸液 1 mL，经 0.45 μm微孔滤膜滤过后，取续滤

液适量，按“2.2.4”项下色谱条件进样分析，按“2.2.12”项

下方法计算各溶液中总黄酮的含量，再按“2.3.1”项下方

法计算比吸附量和比解吸量。分别以比吸附量和比解

吸量（mg/g）为纵坐标、时间（h）为横坐标，绘制HPD450

型大孔吸附树脂的静态吸附和解吸动力学曲线，结果详

见图2。

由图 2A可见，在静态吸附过程中，HPD450型大孔

吸附树脂的比吸附量在 1～12 h内呈上升趋势，12 h后

则吸附饱和；由图2B可见，在静态解吸过程中，HPD450

型大孔吸附树脂的比解吸量在 1～12 h内波动明显，而

12 h后基本达到平衡。为此，本研究选择最佳静态吸附

与解吸时间均为12 h。

2.4 草果总黄酮纯化工艺优化的单因素试验

2.4.1 上样液质量浓度 精密量取 5份经预处理的

HPD450型大孔吸附树脂 15 mL，湿法装于径高比约 1 ∶
13的玻璃柱（直径：1.5 cm、高：20 cm，下同）中，分别加

入 pH 为 6、质量浓度分别为 0.115 9、0.231 8、0.463 6、

0.927 2、1.854 4 mg/mL的草果总黄酮水溶液 20 mL，吸

附 12 h 后，放出吸附液，并用适量水洗脱至流出液无

色。将吸附液和水洗脱液合并，浓缩蒸干后，用甲醇定

容至2 mL，吸取1 mL，经0.45 μm微孔滤膜滤过后，取续

滤液适量，按“2.2.4”项下色谱条件进样分析，按“2.2.12”

项下方法计算各溶液中总黄酮的含量，再按“2.3.1”项下

公式②计算吸附率。结果，当质量浓度≤0.927 2 mg/mL

时，吸附率有随上样液质量浓度增加而上升的趋势；但

当质量浓度＞0.927 2 mg/mL 时，吸附率不再受上样液

质量浓度增加的影响，反而还略有下降，结果详见图

3A。综合考虑，选择 0.927 2 mg/mL为上样液的最佳质

量浓度。

2.4.2 上样液 pH 精密量取 5份经预处理的 HPD450

型大孔吸附树脂 15 mL，置于玻璃柱中，分别加入 pH为

3、4、5、6、7（pH经 1 mol/L盐酸溶液或 1 mol/L氢氧化钠

溶液调节）的 0.927 2 mg/mL草果总黄酮水溶液 20 mL，

吸附 12 h后，放出吸附液，并用适量水洗脱至流出液无

色。将吸附液和水洗脱液合并，浓缩蒸干后，用甲醇定

容至2 mL，吸取1 mL，经0.45 μm微孔滤膜滤过后，取续

滤液适量，按“2.2.4”项下色谱条件进样分析，按“2.2.12”

项下方法计算各溶液中总黄酮的含量，再按“2.3.1”项下

公式②计算吸附率。结果，当上样液pH为3～6时，吸附

率有随pH升高而上升的趋势；但当pH＞6时，吸附率反

而有所降低，结果详见图3B。综合考虑，选择pH 6为上

样液的最佳pH。

2.4.3 乙醇体积分数 精密量取 5 份经预处理的

HPD450型大孔吸附树脂15 mL，置于玻璃柱中，分别加

入 pH 为 6的 0.927 2 mg/mL 草果总黄酮水溶液 20 mL，

吸附 12 h，放出吸附液，并用适量水洗脱至流出液无色

后，分别用体积分数为50％、60％、70％、80％、90％的乙

醇进行动态解吸。将醇洗脱液浓缩蒸干，用甲醇定容至

2 mL，吸取1 mL，经0.45 μm微孔滤膜滤过后，取续滤液

适量，按“2.2.4”项下色谱条件进样分析，按“2.2.12”项下

方法计算各溶液中总黄酮的含量。结果，当乙醇体积分

数为50％～70％时，大孔吸附树脂洗脱下来的总黄酮含

量有随乙醇体积分数升高而上升的趋势；而当乙醇体积

分数＞70％时，总黄酮含量反而有所降低，这可能与乙

醇体积分数越高，其洗脱下来的杂质也越多有关，结果

详见图 3C。综合考虑，选择 70％为乙醇洗脱的最佳体

积分数。

2.4.4 乙醇洗脱用量 精密量取5份经预处理的HPD450

图 2 HPD450型大孔吸附树脂的静态吸附和解吸动力

学曲线

Fig 2 Kinetic curves of static adsorption and desorp-

tion for HPD450 macroporous resin
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图3 单因素试验结果

Fig 3 Results of single tests
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型大孔吸附树脂 15 mL，置于玻璃柱中，分别加入 pH为

6的0.927 2 mg/mL草果总黄酮水溶液20 mL，吸附12 h，

放出吸附液，并用适量水洗脱至流出液无色后，再用

70％乙醇以1倍柱体积（BV）/h的速度洗脱，分段收集醇

洗脱液，每1 BV收集1份，洗脱液浓缩蒸干，用甲醇定容

至2 mL，吸取1 mL，经0.45 μm微孔滤膜滤过后，取续滤

液适量，按“2.2.4”项下色谱条件进样分析，按“2.2.12”项

下方法计算每BV洗脱液中的总黄酮含量。结果，在第9

个BV的洗脱液中几乎没有总黄酮，提示此时洗脱基本

完成，结果详见图3D。综合考虑，选择9 BV为最佳乙醇

洗脱用量。

2.5 草果总黄酮纯化工艺优化的正交试验

根据单因素试验结果，以上样液质量浓度（A）、上样

液pH（B）、乙醇体积分数（C）、乙醇洗脱用量（D）为考察

因素，以总黄酮含量为指标，采用L9（34）表设计4因素3水

平的正交试验。因素和水平详见表 2，正交试验设计和

结果详见表3，方差分析结果见表4。

表2 因素和水平

Tab 2 Factors and levels

水平

1

2

3

因素
A，mg/mL

0.463 6

0.927 2

1.854 4

B

5

6

7

C，％
60

70

80

D，BV

8

9

10

表3 正交试验设计和结果

Tab 3 Design and results of orthogonal tests

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

k1

k2

k3

R

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

43.643 5

49.332 3

55.059 5

11.416 0

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

46.514 5

50.158 9

51.361 9

4.847 4

C

1

2

3

3

1

2

2

3

1

50.233 0

48.086 6

49.895 5

2.146 4

D

1

2

3

2

3

1

3

1

2

50.565 5

49.384 6

48.085 2

2.480 3

总黄酮含量，mg/g

42.921 1

43.238 3

44.771 0

46.911 8

49.774 1

51.311 0

49.710 5

57.464 3

58.003 7

表4 方差分析结果

Tab 4 Results of variance analysis

因素
A

B

C

D（误差）

离均差平方和
195.489 5

38.226 7

61.258 7

9.234 6

自由度
2

2

2

2

均方和
97.744 8

19.113 4

30.629 4

4.617 3

F

21.169 2

4.139 5

6.633 6

P

＜0.05

＞0.10

＞0.10

注：F0.05（2，2）＝19.00，F0.1（2，2）＝9.00

Note：F0.05（2，2）＝19.00，F0.1（2，2）＝9.00

由表 3可见，各因素对总黄酮含量的影响大小依次

为A＞B＞D＞C，最优方案为A3B3C1D1。由表4可见，因

素A对工艺有显著影响（P＜0.05）；B、C对工艺无显著影

响（P＞0.05）；因素D因离均差平方和最小，故被作为误

差估计项。综合以上结果，最终确定HPD450型大孔吸

附树脂纯化草果总黄酮的最佳工艺条件为A3B3C1D1，即

上样液质量浓度1.854 4 mg/mL，上样液pH 7，乙醇体积

分数60％，乙醇洗脱用量8 BV。

2.6 验证试验

按“2.5”项下最佳纯化工艺平行操作3次，进行验证

试验：精密量取经预处理的 HPD450型大孔吸附树脂

300 mL，湿法装柱，加入 pH 为 7、质量浓度为 1.854 4

mg/mL的草果总黄酮水溶液 400 mL，吸附 12 h，放出吸

附液，并用适量水洗脱至流出液无色后，再用8 BV 60％

乙醇进行洗脱，收集醇洗脱液，浓缩蒸干，用甲醇定容至

10 mL，吸取 1 mL，经 0.45 μm微孔滤膜滤过后，取续滤

液适量，按“2.2.4”项下色谱条件进样分析，再按“2.2.12”

项下方法计算总黄酮含量。同时，取纯化前后的黄酮水

溶液 10 mL，置于蒸发皿中蒸干至恒质量，以适量甲醇

溶解后，同法测定两种浸膏中的总黄酮含量。结果，

纯化后，总黄酮水溶液中的总黄酮平均含量由纯化前

1.854 4 mg/mL 降至 1.335 4 mg/mL，平均回收率为

72.01％；总黄酮浸膏中的总黄酮平均含量由纯化前

22.556 7 mg/g升至57.728 2 mg/g，纯化倍数为2.56，结果

详见表5。

表5 验证试验结果（n＝3）

Tab 5 Results of validation tests（n＝3）

试验号

1

2

3

平均值

总黄酮水溶液含量，mg/mL

纯化前
1.854 4

1.854 4

1.854 4

1.854 4

纯化后
1.368 7

1.331 1

1.306 1

1.335 4

回收率，％

73.81

71.78

70.43

72.01

总黄酮浸膏含量，mg/g

纯化前
22.515 8

23.137 5

22.016 7

22.556 7

纯化后
57.512 6

57.627 7

58.044 4

57.728 2

纯化倍数

2.55

2.49

2.64

2.56

3 讨论
草果是药食两用中药材大宗品种之一，作为香料的

用量远大于药用，挥发油是其作为香料主要成分之一，

2015年版《中国药典》（一部）也把测定挥发油含量作为

评价草果品质的重要指标[1]。为更好地发挥草果药食两

用的功效，很有必要对其非挥发性成分进行研究。黄酮

作为草果中一类重要的非挥发性成分，具有抗氧化、清

除自由基的活性[9]。有学者对草果总黄酮进行了提取，

但含量不高（24.2 mg/g）[9]，且目前尚未见草果总黄酮纯

化工艺优化的相关报道，故本课题组开展了相关研究。

目前，药材中黄酮含量的测定方法主要包括紫外分

光光度法 [19]、HPLC 法 [20-21]、毛细管电泳法 [22]等。其中，

HPLC法具有操作简便、高效、快速的特点，现已被广泛

应用于黄酮的定量分析中[20-21]。黄酮类化合物的分离多

采用大孔吸附树脂和聚酰胺树脂。与后者相比，大孔吸

附树脂具有吸附容量大、选择性好、再生简便、价格低廉

等优点，在黄酮类化合物的分离纯化中应用广泛[13-14]。基

于此，本研究以草果总黄酮含量为指标，以HPLC法作
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为定量分析手段，对大孔吸附树脂的纯化工艺进行

优化。

本研究选用了非极性（HPD100、HPD300、X-5、D101

型）、弱极性（AB-8型）以及极性（HPD450型）大孔吸附

树脂，初步考察了不同类型树脂对草果总黄酮的富集效

果。结果显示，极性树脂HPD450型树脂对草果总黄酮

的静态吸附和解吸综合能力最适中，与该类成分极性特

征对应。本研究在预试验基础上，对上样液质量浓度、

pH以及乙醇体积分数、用量进行了单因素试验，并在单

因素试验的基础上结合正交试验对HPD450型大孔吸附

树脂纯化草果总黄酮的工艺条件进行了筛选。结果，草

果总黄酮纯化的最佳工艺条件为上样液质量浓度1.854 4

mg/mL，上样液pH 7，水洗除杂后再用8 BV 60％乙醇进

行洗脱。值得注意的是，笔者在试验过程中发现上样液

质量浓度对纯化的影响最为显著，且正交试验优化所得

最佳质量浓度（1.854 4 mg/mL）与单因素筛选质量浓度

（0.927 2 mg/mL）相差较大，为避免试验误差，笔者曾尝

试将质量浓度升至 3.708 8 mg/mL，但发现上样液中总

黄酮呈过饱合，其溶解性大大降低，严重影响了纯化效

果。此外笔者还发现，经50％、90％乙醇洗脱后，草果总

黄酮的含量较低；而经 60％～80％乙醇洗脱后，总黄酮

的含量相对较高，这可能与草果总黄酮极性与 60％～

80％乙醇更接近有关。验证试验结果显示，纯化后，总

黄酮水溶液中的总黄酮平均含量由1.854 4 mg/mL降至

1.335 4 mg/mL，回收率为72.01％；总黄酮浸膏中的总黄

酮平均含量由纯化前22.556 7 mg/g升至57.728 2 mg/g，

纯化倍数为 2.56，且 3次验证试验中总黄酮含量分别为

57.512 6、57.627 7、58.044 4 mg/mL，可见优化后的纯化

工艺稳定，并可有效提高总黄酮的含量。

综上所述，本研究所建含量测定方法灵敏度高、稳

定性好；优化的总黄酮纯化工艺稳定、可行。然而，在单

因素筛选过程中，草果总黄酮水溶液上样后，经水洗脱

虽可除去大部分水溶性杂质，但本研究并未对水洗脱部

位及水洗用量进行考察，可能会造成黄酮类成分的流

失。因此，笔者将在后续研究中对此进行探讨，并深入

研究草果总黄酮的药理、药效作用，为草果总黄酮的深

入开发和应用提供参考依据。
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