
　 Ｇｕｉｈａｉａ　 Ｄｅｃ. ２０２０ꎬ ４０(１２): １７０６－１７１１ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｇｕｉｈａｉａ－ｊｏｕｒｎａｌ.ｃｏｍ

ＤＯＩ: １０.１１９３１ / ｇｕｉｈａｉａ.ｇｘｚｗ２０２００３０５８
柴玲ꎬ 陈明生ꎬ 袁健童ꎬ 等. 拟草果总黄酮制备纯化及抗炎活性研究 [Ｊ] . 广西植物ꎬ ２０２０ꎬ ４０(１２): １７０６－１７１１.
ＣＨＡＩ Ｌꎬ ＣＨＥＮ ＭＳꎬ ＹＵＡＮ ＪＴꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｔｉ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ Ａｍｏｍｕｍ ｐａｒａｔｓａｏ￣ｋｏ [Ｊ] . Ｇｕｉｈａｉａꎬ
２０２０ꎬ ４０(１２): １７０６－１７１１.

拟草果总黄酮制备纯化及抗炎活性研究

柴　 玲ꎬ 陈明生ꎬ 袁健童ꎬ 冯　 军ꎬ 刘布鸣∗

( 广西壮族自治区中医药研究院 广西中药质量标准研究重点实验室ꎬ 南宁 ５３００２２ )

摘　 要: 该文在前期研究的基础上ꎬ以拟草果的甲醇粗提液为原料ꎬ研究拟草果总黄酮成分的纯化方法以

及考察拟草果总黄酮的抗炎活性ꎮ 结果表明:通过静态吸附－洗脱试验ꎬ筛选出 ＨＰ￣２０ 为纯化拟草果总黄酮

的最佳大孔吸附树脂ꎻ以吸附率、解吸率等参数为指标ꎬ考察上样液和洗脱液的质量浓度、体积、流速等因素

对纯化工艺的影响ꎬ确定最佳工艺条件为上样液质量浓度 ０.５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１、上样体积流量 ４ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１、上样体

积 １５ ＢＶ、洗脱剂乙醇浓度 ７０％、洗脱流速 ２ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１、洗脱剂用量 １０ ＢＶꎬ在此条件下纯化的总黄酮保留

率为 ６５.４８％ꎻ通过检测获得的拟草果总黄酮对脂多糖刺激的小胶质 ＢＶ２ 细胞中白介素(ＩＬ)￣６ 水平的影响ꎬ
发现其可显著下调炎症因子 ＩＬ￣６ 的表达ꎬ具有一定的抗炎活性ꎮ
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　 　 拟草果又称白草果或广西草果ꎬ是壮药中的

一个 常 用 品 种ꎬ 为 姜 科 豆 蔻 属 植 物 拟 草 果

(Ａｍｏｍｕｍ ｐａｒａｔｓａｏ￣ｋｏ)的干燥成熟果实ꎬ主产于亚

热带气候的广西、云南等省(区)ꎬ在广西主产地为

那坡县壮族集居地ꎬ靖西、隆林等地也有零散分布

(广西壮族自治区中医药研究院ꎬ１９８４ꎻ中国科学

院中国植物志编辑委员会ꎬ１９９２)ꎮ 拟草果收载于

广西壮族自治区壮药质量标准(第 ３ 卷) (广西壮

族自治区食品药品监督管理局ꎬ２０１７)ꎬ壮民将其

作为草果的代用品用于烹饪提香或者民间药用ꎬ
用以治疗反胃呕吐、脘腹胀满冷痛、痰饮、积食、疟
疾等症ꎮ 拟草果虽然在广西有着长期的民间使用

基础和广阔的种植面积ꎬ但目前针对其化学物质

基础方面的研究却较少(覃兰芳等ꎬ２０１４ꎻ黄云峰

等ꎬ２０１４)ꎬ对拟草果的开发利用也相对滞后ꎮ
本课题组前期药理活性试验研究发现ꎬ拟草

果具 有 较 好 的 抗 炎 镇 痛 作 用 ( 柴 玲 等ꎬ ２０１７ꎬ
２０１８)ꎮ 其后通过化学成分研究ꎬ从拟草果中分离

得到以鼠李柠檬素为代表的、较大量系列的黄酮

醇类化合物(柴玲等ꎬ２０１８)ꎮ 因此ꎬ推测拟草果中

的主要抗炎活性成分为黄酮类化合物ꎮ 本文在前

期研究的基础上ꎬ研究拟草果黄酮类成分的纯化

工艺ꎬ并采用体外试验ꎬ探讨拟草果总黄酮的体外

抗炎活性ꎬ以期为拟草果的综合开发利用提供研

究基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 仪器和试剂

仪器:ＵＶ２５５０ 紫外－可见分光光度计(日本岛

津仪器公司)ꎻＫＱ￣５２００Ｂ 超声波清洗器(昆山市超

声仪器有限公司)ꎻＲＥ￣５２１０Ａ 旋转蒸发仪(上海亚

荣生化仪器厂)ꎻＨＨ￣Ｓ 恒温水浴锅(常州万科仪器

科技有限公司)ꎮ 试剂:鼠李柠檬素对照品(试验

室前期制备获得ꎬ纯度≥９８％)ꎻＡＢ￣８、Ｄ１０１ 型大

孔吸附树脂 (北京慧德易科技责任有限公司)ꎻ
ＨＰ￣２０型大孔吸附树脂(北京绿百草科技发展有限

公司)ꎻ水为超纯水ꎻ甲醇、无水乙醇(分析纯ꎬ广东

光华科技股份有限公司)ꎻＤＭＥＭ 高糖培养基、胎
牛血清、胰酶(美国 ＧＢＩＣＯ 公司)ꎻＢＤＴＭ Ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ
Ｂｅａｄ Ａｒｒａｙ ( ＣＢＡ) Ｈｕｍａｎ Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ Ｋｉｔ、 ＢＤＴＭ

Ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ Ｂｅａｄ Ａｒｒａｙ ( ＣＢＡ) Ｍｏｕｓｅ Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
Ｋｉｔ 试剂盒(美国 ＢＤ 公司)ꎮ

拟草果果实于 ２０１７ 年 ９ 月采集于广西那坡

县ꎬ经广西中医药研究院中药资源研究所黄云峰

副研究员鉴定为姜科豆蔻属植物拟草果(Ａｍｏｍｕｍ
ｐａｒａｔｓａｏ￣ｋｏ Ｓ. Ｑ. Ｔｏｎｇ ｅｔ Ｙ. Ｍ. Ｘｉａ)ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 供试品溶液的制备　 取拟草果粗粉 ２００.３ ｇꎬ
加入 ２ ０００ ｍＬ 甲醇摇匀ꎬ水浴回流 ６０ ｍｉｎ 后过

滤ꎬ滤液减压蒸干并用适量甲醇溶解定容至 １ ０００
ｍＬꎬ作为母液ꎬ４ ℃ 下保存备用ꎮ 取母液 １ ｍＬ 用

甲醇稀释至 ５０ ｍＬꎬ作为供试品溶液ꎮ
１.２.２ 标准曲线的绘制 　 精密称取鼠李柠檬素对

照品 １.２６ ｇꎬ置 １０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ甲醇溶解并定容

至刻度ꎬ作为对照品储备液ꎮ 用移液管依次移取

对照品储备液 ０.４、０.８、１.２、１.６、２.０、２.４ ｍＬꎬ并用

甲醇分别稀释至 １０ ｍＬꎬ制成 ５.０４、１０.０８、１５.１２、
２０.１６、２５.２０、３０.２４ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１浓度梯度的标准品溶

液ꎮ 取上述系列浓度的标准品溶液ꎬ在紫外 ３５９
ｎｍ 处按浓度由低到高依次测定吸光度 Ａꎬ绘制标

准曲线ꎮ
１.２.３ 总黄酮含量的测定 　 取供试品溶液ꎬ按照

１.２.２ 的方法进行测定ꎬ根据回归方程计算样品中

总黄酮的质量浓度ꎮ
１.２.４ 树脂预处理　 先取三种不同型号(ＨＰ￣２０、ＡＢ￣
８、Ｄ１０１)的大孔树脂ꎬ加入适量 ９５％乙醇浸泡ꎬ搅拌

使分散均匀后静置 ２４ ｈꎻ再按傅春燕等(２０１５)对大

孔树脂的处理方法进行预处理ꎻ最后用 ９５％乙醇浸

泡储存ꎬ试验使用前用蒸馏水洗至无醇味ꎮ
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１.２.５ 大孔树脂纯化拟草果总黄酮的工艺优化　 以

不同类型树脂对拟草果总黄酮的吸附率和解吸率

为评价指标ꎬ通过静态吸附和解吸附试验筛选出

最适合拟草果总黄酮纯化的树脂类型ꎬ并采用单

因素试验考察不同的上样条件和洗脱条件ꎬ对拟

草果总黄酮的纯化工艺进行优选ꎮ
１.２.５.１ 静态吸附和解吸附试验筛选最优大孔树

脂　 取按 １.２.４ 项下预处理好的三种大孔树脂ꎬ分
别以蒸馏水洗去乙醇ꎬ抽滤并吸干其表面水分后

各称取 ３.０ ｇꎬ精密称定ꎬ分别置于 ３ 个 ２５０ ｍＬ 锥

形瓶中ꎻ另取 １.２.１ 项下适量母液蒸干ꎬ用水溶解

混匀ꎬ配制成 ０.９７５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１、６０ ｍＬ 的上样液各 ３
份ꎬ加入上述装有三种树脂的锥形瓶中ꎬ置全温振

荡培养箱中ꎬ３０ ℃、１２０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１震荡吸附 ２４ ｈꎬ待
大孔树脂吸附饱和后ꎬ过滤并吸取一定体积的上

清液ꎬ按 １.２.３ 项方法测定其总黄酮浓度ꎬ以此推

算树脂对总黄酮的吸附率ꎻ过滤后大孔树脂放入

２５０ ｍＬ 锥形瓶中ꎬ加入 ５０ ｍＬ ９５％乙醇溶液进行

解吸附ꎬ于 ２４ ｈ 后吸取一定体积的乙醇溶液ꎬ测定

其中的总黄酮含量ꎬ计算树脂对总黄酮的解吸率ꎮ
１.２. ５. ２ 上样液质量浓度对动态吸附性 能 的 影

响　 按每份 ３５ ｍＬ 的湿体积量取 ＨＰ￣２０ 型大孔树

脂共 ６ 份ꎬ湿法装柱ꎻ按 １.２.５.１ 项分别配制浓度为

０.２、０.３、０.４、０.５、０.６、０.７ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１的上样液 １００
ｍＬꎬ以 １ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１ 的流速上样ꎮ 分别收集流出

液ꎬ蒸干后用甲醇溶解并定容至 ５０ ｍＬꎬ测定流出

液的总黄酮浓度ꎬ计算不同浓度上样液中总黄酮

在 ＨＰ￣２０ 树脂中的吸附率ꎮ
１.２.５.３ 上样流速对总黄酮吸附率的影响　 按每份

３５ ｍＬ 湿体积量取 ＨＰ￣２０ 型大孔树脂共 ４ 份ꎬ分别

装柱ꎬ按 １. ２. ５. １ 项配制 ４ 份浓度均为 ０. ５ ｍｇ􀅰
ｍＬ￣１、１００ ｍＬ 的上样液ꎬ分别以 １、 ２、 ３、 ４ ｍＬ􀅰
ｍｉｎ￣１的流速上样ꎬ按 １.２.５.２ 项收集流出液并测定

其总黄酮浓度ꎬ考察不同上样流速对总黄酮在

ＨＰ￣２０树脂中吸附率的影响ꎮ
１.２.５. ４ 上样体积的考察 　 量取 ３５ ｍＬ 湿体积的

ＨＰ￣２０树脂装柱ꎻ按 １.２.５.１ 项配制 ０.５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１的

上样液 ７００ ｍＬ (２０ ＢＶ)ꎬ以 ４ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１的流速连

续上样ꎬ按 ２~３ ＢＶ 的柱体积收集流出液共 ９ 份ꎬ测
定每份流出液中的总黄酮浓度ꎬ计算泄露百分数ꎮ

１.２.５.５ 洗脱液浓度对树脂解吸率的影响 　 量取

３５ ｍＬ 湿体积的 ＨＰ￣２０ 树脂 ４ 份ꎬ分别装柱ꎻ按
１.２.５.１ 项配制 ０.５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１的上样液 ５２５ ｍＬꎬ以
４ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１ 流速上样ꎬ上样完成后先用 ３５０ ｍＬ
(１０ ＢＶ)蒸馏水洗脱ꎬ再以 ２ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１的洗脱流

速用浓度分别为 ３０％、５０％、７０％、９０％的乙醇依次

洗脱 １０ ＢＶꎮ 分别收集不同浓度乙醇洗脱下来的

流出液ꎬ浓缩后测定其总黄酮含量并计算解吸率ꎮ
１.２.５.６ 洗脱液流速对树脂吸附率的影响 　 量取

３５ ｍＬ 的 ＨＰ￣２０ 树脂 ４ 份ꎬ分别装柱ꎻ取 ０.５ ｍｇ􀅰
ｍＬ￣１的上样液 ５２５ ｍＬꎬ以 ４ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１流速上样ꎬ上
样完成后先用 １０ ＢＶ 蒸馏水洗脱ꎬ再用 ７０％乙醇

１０ ＢＶ 分别以 １、２、３、４ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１的流速洗脱ꎬ分
别收集不同洗脱流速下的洗脱液ꎬ测定总黄酮含

量并计算解吸率ꎮ
１.２.５.７ 洗脱液用量的工艺考察 　 量取 ３５ ｍＬ 湿体

积的 ＨＰ￣２０ 树脂ꎬ湿法装柱ꎻ取 ０.５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１的上样

液 ５２５ ｍＬꎬ以 ４ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１ 流速上样ꎬ蒸馏水洗脱

后ꎬ以 ５２５ ｍＬ、７０％乙醇和 ２ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１的洗脱流速

连续洗脱ꎬ分批收集洗脱液ꎬ每 ３５ ｍＬ(１ ＢＶ)为 １
份ꎮ 以洗脱体积(ＢＶ)为横坐标ꎬ每份洗脱液中的总

黄酮含量(ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)为纵坐标绘制洗脱曲线ꎮ
１.２.５.８ 验证试验 　 根据 １.２.５.２ ~ １.２.５.７ 单因素

试验确定的最佳上样和洗脱条件ꎬ以树脂对拟草

果总黄酮的保留率为考察指标进行平行试验( ｎ ＝
３)ꎬ验证试验的可重复性ꎮ
１.２.６ 抗炎活性试验 　 鼠源神经小胶质 ＢＶ２ 细胞ꎬ
采用 ＤＭＥＭ 高糖培养基(含 １０％ ＦＢＳꎬ１％青霉素和

１％链霉素)ꎬ于 ３７ ℃ꎬ含 ５％ ＣＯ２ꎬ饱和湿度条件下

的细胞培养箱中培养ꎮ 细胞为贴壁生长ꎬ根据细胞

生长情况换液ꎬ以 ０.２５％胰酶消化传代ꎬ试验前将细

胞接种于 １２ 孔板ꎬ接种细胞数每 １ ｍＬ 为 １０６个ꎬ孵
育 ６~９ ｈ 后换液加入 ＬＰＳ 或 ＤＭＳＯꎬ２ ｈ 后加入 １０
μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１浓度的化合物孵育 ２４ ｈꎬ收集细胞上清进

行 ＣＢＡ 检测ꎮ 每个样本设 ３ 个复孔ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 静态吸附和解析附试验筛选最优大孔树脂

表 １ 展示三种不同型号的大孔树脂对拟草果

８０７１ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



表 １　 三种大孔树脂对拟草果总黄酮的吸附及解吸附性能
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ ｒｅｓｉｎｓ

大孔树脂型号
Ｔｙｐｅ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ

ｒｅｓｉｎ

极性
Ｐｏｌａｒｉｔｙ

吸附量
Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ

(ｍｇ􀅰ｇ ￣１)

吸附率
Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ

(％)

解吸量
Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ

(ｍｇ􀅰ｇ ￣１)

解吸率
Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ

(％)

ＨＰ￣２０ 非极性
Ｎｏｎ￣ｐｏｌａｒ

１８.６３ ９５.５１ ７.５０ ４０.２７

ＡＢ￣８ 弱极性
Ｌｏｗ￣ｐｏｌａｒ

１８.８３ ９６.５８ ７.５０ ３９.８２

Ｄ１０１ 非极性
Ｎｏｎ￣ｐｏｌａｒ

１８.００ ９２.３１ ６.８８ ３８.１９

总黄酮吸附及解吸附试验的筛选结果ꎮ 从表 １ 可

以看出ꎬＨＰ￣２０ 型大孔树脂对总黄酮的吸附率在

三种树脂中属中等水平ꎬ但其解吸率在三者中最

高ꎮ 因此ꎬ在后续研究中以 ＨＰ￣２０ 型大孔树脂为

最优树脂进行工艺考察ꎮ
２.２ ＨＰ￣２０ 型大孔树脂对拟草果总黄酮纯化工艺

的单因素考察

２.２.１ 上样液质量浓度对动态吸附性能的影响　 表

２ 展示上样不同浓度的上样液后流出液中总黄酮

浓度的变化ꎮ 从表 ２ 可以看出ꎬ随着上样液中总

黄酮浓度的增加ꎬＨＰ￣２０ 树脂对其吸附率也逐渐

增加ꎬ上样浓度为 ０.５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１时ꎬ吸附率达到最

大值９８.３０％ꎮ 上样液浓度再次增加时ꎬ吸附率开

始下降ꎬ可能是由于水液饱和ꎬ上样液呈絮状沉淀

较多ꎬ树脂无法吸附ꎬ从而导致水洗时沉淀颗粒随

水洗液洗出ꎬ吸附率下降ꎮ 因此ꎬ确定最佳上样浓

度为 ０.５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ

表 ２　 上样液中的总黄酮浓度对树脂吸附率的影响
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｕｐｐｅｒ ｃｏｌｕｍｎ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｒｅｓｉｎ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ

总黄酮浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

(ｍｇ􀅰ｍＬ ￣１)

吸附率
Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ

(％)

０.２ ９７.００

０.３ ９８.１７

０.４ ９８.２５

０.５ ９８.３０

０.６ ９８.２５

０.７ ９８.０７

２.２.２ 上样流速对总黄酮吸附率的影响　 表 ３ 展示

不同的上样流速对总黄酮在 ＨＰ￣２０ 树脂中吸附率

的影响ꎮ 从表 ３ 可以看出ꎬ上样流速为 ２. ０ ~ ４. ０
ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１时ꎬ随着上样流速增大吸附率逐渐增大ꎮ
上样流速为 １.０ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１时ꎬ吸附率较高的原因可

能是由于流速慢吸附时间长ꎬ或是流速慢水液停留

时间长ꎬ在树脂上表面形成沉淀和大颗粒沉淀物ꎬ
水洗不完全ꎮ 综合考虑认为ꎬ缩短上样时间ꎬ提高

上样效率ꎬ确定 ４.０ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１为最佳上样流速ꎮ

表 ３　 上样流速对总黄酮吸附率的影响
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｏａｄｉｎｇ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｏｎ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ

上样流速
Ｌｏａｄｉｎｇ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ
(ｍＬ􀅰ｍｉｎ ￣ １)

吸附率
Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ

(％)

１.０ ９８.１０

２.０ ９６.４０

３.０ ９７.８０

４.０ ９８.６０

２.２.３ 上样体积对流出液总黄酮浓度的影响 　 由

图 １ 可知ꎬ随着上样量的增加泄露百分数呈增大

趋势ꎬ其中上样体积为 １５ ＢＶ 时泄露百分数趋于

平稳ꎬ上样体积达 １７ ＢＶ 时泄露百分数逐渐下降ꎬ
但仍未达到泄露点ꎬ即泄露百分数 １０％ꎮ 考虑到

水液保存时间较短ꎬ且试验缺乏自动上样设备ꎬ上
样时间过长影响试验效果ꎮ 因此ꎬ确定 ５２５ ｍＬꎬ即
１５ ＢＶ 的柱体积为最佳上样体积ꎮ
２.２.４ 洗脱液乙醇的浓度对总黄酮在 ＨＰ￣２０ 树脂

中解吸率的影响　 由表 ４ 可知ꎬ 随着洗脱剂浓度

的增大洗脱率也逐渐增大ꎬ 洗脱剂浓度为 ７０％、

９０７１１２ 期 柴玲等: 拟草果总黄酮制备纯化及抗炎活性研究



图 １　 上样体积的考察
Ｆｉｇ. １　 Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ｃｏｌｕｍｎ ｖｏｌｕｍｅ

表 ４　 乙醇浓度对总黄酮在 ＨＰ￣２０ 树脂中解吸率影响
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｔｈａｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｉｎ ＨＰ￣２０

乙醇浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｔｈａｎｏｌ

(％)

解吸率
Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ

(％)

３０ ７.７６

５０ ２９.２０

７０ ６９.７３

９０ ７１.１３

９０％时洗脱率变化不大ꎬ为节省乙醇用量ꎬ确定

７０％乙醇浓度为最佳洗脱浓度ꎮ
２.２.５ 洗脱流速的考察　 表 ５ 展示不同洗脱流速下

的总黄酮在 ＨＰ￣２０ 树脂中的解吸附效果ꎮ 由表 ５
可知ꎬ随着洗脱流速的增大洗脱率先缓慢增大ꎬ随
后呈下降趋势ꎬ当洗脱流速为 ２.０ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１时洗

脱率最大ꎮ 因此ꎬ取 ２. ０ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１ 为最佳洗脱

流速ꎮ
２.２.６ 洗脱液乙醇用量的考察　 图 ２ 展示洗脱液乙

醇的用量(洗脱体积)对流出液总黄酮浓度的影响ꎮ
由图 ２ 可知ꎬ洗脱含量随洗脱量增加呈先增大后下

降的趋势ꎬ在洗脱量达 １０ ＢＶ 时洗脱含量开始下降

并趋于洗脱终点ꎮ 因此ꎬ在尽可能节省洗脱剂的条

件下ꎬ确定 １０ ＢＶ(３５０ ｍＬ)为最佳洗脱量ꎮ
２.２.７ 验证试验 　 称取湿体积 ３５ ｍＬ 的 ＨＰ￣２０ 型

大孔树脂湿法上柱ꎬ加样 ０.５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１的上样液

１５ ＢＶ 到色谱柱中ꎬ调节上样流速为 ４ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１ꎬ

表 ５　 洗脱流速对解吸率的影响
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｌｕｔｉｏｎ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｏｎ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ

洗脱流速
Ｅｌｕｔｉｏｎ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ
(ｍＬ􀅰ｍｉｎ ￣１)

解吸率
Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ

(％)

１.０ ７５.３８

２.０ ７５.８８

３.０ ７０.５９

４.０ ６２.０４

图 ２　 洗脱曲线
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ

上样完成后用 １ ＢＶ 的蒸馏水洗涤ꎬ接着用 ７０％乙

醇 １０ ＢＶ 进行洗脱ꎮ 平行 ３ 次试验ꎬ测得总黄酮

保留率分别为 ６７. ８６％、６４. ２９％、６４. ２９％ꎬ平均值

为 ６５.４８％ꎬＲＳＤ 值为 ３.１５ ％ꎬ表明重复性较好ꎮ
２.３ 抗炎活性试验

拟草果总黄酮对炎症因子 ＩＬ￣６ 表达的影响见

表 ６ꎮ 从表 ６ 可以看出ꎬ拟草果总黄酮提取物能显

著抑制炎症因子 ＩＬ￣６ 表达ꎬ具有一定的抗炎活性ꎮ

３　 讨论

弱极性、非极性的吸附树脂对黄酮类化合物

具有较好的提取性能(Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ 因此ꎬ本
研究中ꎬ我们选择了三种不同型号和极性的大孔

树脂对拟草果中的总黄酮进行了吸附和解吸试

验ꎬ 其中非极性的 ＨＰ￣２０ 树脂在吸附率和解吸率

上均优于另外两种树脂ꎮ 因此ꎬ 确定了 ＨＰ￣２０ 型

０１７１ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



表 ６　 ＢＶ２细胞上清液中炎症因子 ＩＬ￣６ 水平

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ＩＬ￣６ ｉｎ
ＢＶ２ ｃｅｌｌ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ( ｐｇ􀅰ｍＬ ￣１)

组别
Ｇｒｏｕｐ ＩＬ￣６

对照组 (ＤＳＭＯ)
Ｃｏｎｔｒｏｌ (ＤＳＭＯ)

０.５±２.９３

脂多糖处理组
ＬＰＳ ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ

１７ ０６７±５３７∗∗

总黄酮＋脂多糖处理组
ＦＬＡ＋ＬＰＳ ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ

５ ０２４±５３４＃＃

　 注: 数据 ＝平均值 ± 标准差ꎻ ∗∗Ｐ < ０.０１ꎬ与对照组比较
(二甲基亚砜)ꎻ ＃＃Ｐ < ０.０１ꎬ与阳性对照组比较(脂多糖)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｄａｔａ ＝ ｘ ± ｓꎻ ∗∗Ｐ < ０. ０１ꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ (ＤＳＭＯ)ꎻ ＃＃Ｐ < ０. ０１ꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ＬＰＳ) .

大孔树脂是分离纯化拟草果总黄酮的最优树脂ꎮ
通过单因素试验ꎬ确定了拟草果总黄酮纯化

的最佳工艺条件:上样浓度为 ０.５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１、上样

体积为 １５ ＢＶ、上样体积流速为 ４ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１、乙醇

洗脱浓度为 ７０％ꎬ洗脱体积流速为 ２ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１、乙
醇洗脱用量为 １０ ＢＶꎮ 拟草果提取液经 ＨＰ￣２０ 型

大孔树脂纯化后ꎬ总黄酮含量由 ９.７３５ ｍｇ􀅰ｇ￣１提

升至平均 ５０.５２６ ｍｇ􀅰ｇ￣１ꎬ提高了 ５.１９ 倍ꎬ表明本

研究中大孔树脂纯化工艺对拟草果总黄酮的纯化

效果较好ꎮ
体外抗炎试验结果表明ꎬ拟草果总黄酮提取

物可显著抑制炎症因子 ＩＬ￣６ 表达ꎬ具有一定的抗

炎活性ꎮ 本研究结果可为拟草果药材资源的开发

利用及提高其应用价值提供数据和科学依据ꎮ
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