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摘  要: 目的  研究不同大孔树脂及纯化条件对覆盆子提取物中黄酮纯化率的影响, 确定最佳的覆盆子黄酮

纯化条件。方法  以覆盆子总黄酮的吸附率和解吸率为指标, 筛选出最佳的大孔树脂及分离纯化参数; 利用

高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)分析纯化后样品中的黄酮种类和含量。结果  

从 D 101、NAK-9、AB-8、HPD 500、HZ 806、S-8 筛选出最适的分离纯化树脂 AB-8, 最佳分离纯化条件为: 液

体样品与树脂量比为 0.6:1 (V:m), 吸附时间为 4 h, 最适解吸溶剂为 70%乙醇(V:V), 洗脱液体积为上样量的 4

倍, 静态解吸时间为 4 h。经大孔树脂纯化后, 覆盆子黄酮纯度较纯化前提高了 3.3 倍。通过 HPLC 分析, 纯

化后的干燥样品(purified dry sample, PDS)中黄酮以山奈酚-3-O-芸香糖苷和椴树苷为主, 含量分别为 5.91 mg/g

和 4.60 mg/g。结论  本研究所得纯化方法可大幅度提高覆盆子黄酮提取物的纯度, 为覆盆子提取物在营养健

康食品中的应用提供参考和借鉴。 
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ABSTRACT: Objective  To investigate the effects of different macroporous resins and purification parameters on 

purification rate of flavonoids in Rubus chingii Hu extract, and determine the optimal purification condition. 

Methods  Based on the adsorption rate and desorption rate of total flavonoids in Rubus chingii Hu, the optimal 

macroporous resin and separation and purification parameters were screened out; high performance liquid 

chromatography (HPLC) was used to analyze the flavonoid species and content. Results  The optimal separation 
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and purification resin AB-8 was selected from D 101, NAK-9, AB-8, HPD 500, HZ 806 and S-8. The optimal 

separation and purification conditions were: The ratio of liquid sample to resin was 0.6:1 (V:m), the adsorption time 

was 4 h, the optimal desorption solvent was 70% ethanol (V:V), and the eluent volume was the sample volume 4 

times, the static desorption time was 4 h. After purification by macroporous resin, the purity of Rubus chingii Hu 

flavonoids was 3.3 times higher than that before purification. Kaempferol-3-O-rutin glycoside and tiliroside were the 

main flavonoids in the purified dry sample (PDS) analyzed by HPLC. The content of them was 5.91 and 4.60 mg/g, 

respectively. Conclusion  The purification method obtained in this study can greatly improve the purity of Rubus 

chingii Hu flavonoid extract, and provide a reference for the application of Rubus chingii Hu extract in nutritious and 

healthy food. 

KEY WORDS: Rubus chingii Hu; flavonoids; kaempferol-3-O-rutin glycoside; macroporous resin; purification 
 
 

0  引  言 

掌叶覆盆子(Rubus chingii Hu)是蔷薇科悬钩子属的植

物, 主要分布于我国江西、浙江、江苏、安徽等地, 未成

熟果实(青果)干燥后是临床治疗中补肝益肾、固精缩尿、

明目的常用中药材, 目前已被列入药食同源目录[1‒2]。研究

表明, 覆盆子青果富含黄酮、多酚等生物活性成分, 具有

抗氧化、抗炎、抗肿瘤和降血糖血脂等功效[3‒6]。覆盆子中

黄酮种类众多, 山奈酚-3-O-芸香糖苷是药典中规定的评价

覆盆子质量的主要指标之一[7]。 

植物源活性成分的提取方法有水提法、有机溶剂法、酶

解辅助法、物理场辅助提取法等[8‒12]。随着技术不断进步, 虽

然提取率大幅升高, 但提取物中成分复杂, 目标物质纯度仍

然很低。本研究前期通过超声辅助法所得的覆盆子黄酮提取

物中, 有效成分山奈酚-3-O-芸香糖苷含量很低, 直接作为配

料使用价值不高, 还需要进一步纯化, 而目前关于覆盆子黄

酮提取物纯化方面的研究较少。大孔树脂是一种天然聚合物

吸附剂, 比表面积大, 对溶液中溶质吸附能力强, 具有交换

速度快、条件温和、选择性好、操作简单周期短、生产废料

少、热稳定性好、无残留等特点[13‒14]。不同种类的大孔树

脂因极性、比表面积、粒径等性质不同, 可以选择性地吸附

和解吸不同物质, 是一种常用的分离纯化介质[13‒15]。信传鑫

等[16]利用 HPD-500 纯化吸附桦褐孔菌多糖, 纯度由 20.4%提

升至 56.52%。范铭等[17]利用 AB-8 大孔树脂纯化桑椹渣提取

物中具有抑制 α-淀粉酶活性功效的黄酮, 纯化后 α-淀粉酶抑

制活性提高了 3.2 倍。WANG 等[18]利用 XDA-8 大孔树脂纯化

虾青素, 纯度提高了 3.7 倍。 

本研究以前期覆盆子黄酮粗提取液为原料, 通过考

察不同大孔树脂对提取液中黄酮的吸附率和解吸率的差异, 

筛选出合适的大孔树脂, 进一步研究了大孔树脂对覆盆子

黄酮的吸附动力学和解吸附动力学, 确定了大孔树脂纯化

的最适条件, 为覆盆子活性成分纯化、精准功效研究及实

际应用提供理论和技术基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂和仪器 

覆盆子青果产自淳安县红红家庭农场; AB-8、HPD 

500、NKA-9、HZ 806、S-8、D101 大孔树脂购自天津允开

树脂科技有限公司。 

芦丁、鞣花酸、异槲皮苷、金丝桃苷、椴树苷、山奈

酚-3-O-芸香糖苷(纯度≥98%, 上海源叶生物科技有限公

司); 无水乙醇、亚硝酸钠、硝酸铝、氢氧化钠、盐酸(分析

纯, 上海凌峰化学试剂有限公司)。 

KQ-500DB 型数控超声波清洗器(昆山市超声仪器有

限公司); RE-52 系列旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪器厂); 

UV-1800 紫外分光光度计(日本岛津公司); LC-2030C 高效

液相色谱仪(日本岛津公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  覆盆子总黄酮提取 

按照前期预实验确定的覆盆子总黄酮提取最优条件, 

即料液比 1:13 (m:V)、提取溶剂 40%乙醇(V:V)、65 ℃超声

辅助提取 50 min, 提取 2次, 离心后合并上清液, 用于纯化。 

1.2.2  总黄酮含量测定 

总黄酮含量参照 LIU 等[19]采用比色法测定。 

1.2.3  大孔树脂纯化覆盆子黄酮 
(1)最佳树脂的筛选 

以表 1 中的 6 种大孔树脂为纯化介质, 不同大孔树脂

预处理方法如下:  

①AB-8: 用去离子水洗涤, 直到清洗液透明无色, 存

于去离子水中备用。②HPD 500、D101、HZ 806、S-8、

NKA-9: 先用 2 倍体积 95%乙醇洗至洗出液无白色浑浊, 

再用去离子水洗尽乙醇, 然后加入 3倍体积的 5% NaOH溶

液和 3 倍体积的 4% HCl 溶液分别浸泡 24 h, 每次浸泡结

束用去离子水洗至 pH 为中性, 存于去离子水中备用[11,17]。 

吸附实验: 取处理后的树脂 5 g, 加入 4 mL 样品稀释

液(总黄酮质量浓度约为 0.07 mg/mL), 30 ℃、150 r/min 恒

温振荡 6 h。吸附平衡后 , 取上清液测定总黄酮含量

(mg/mL), 树脂用于解吸实验。 
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表 1  常见的几种不同大孔树脂性质 
Table 1  Properties of some common macroporous resin 

树脂种类 极性 平均孔径/nm 比表面积/(m2/g) 

AB-8 弱极性 130~140 480~520 

HPD 500 极性 60~80 570~600 

NKA-9 极性 155~165 250~290 

HZ 806 极性 50 784 

S-8 极性 280~300 100~120 

D 101 非极性  90~100 500~550 

 
静态解吸实验: 配制 0、10%、20%、30%、40%、50%、

60%、70%、80%、90% (V:V)乙醇溶液作为洗脱液。向吸

附结束的树脂中分别加入 4 倍体积上样量(记作 4 BV)的不

同洗脱液, 于 30 ℃、150 r/min 恒温振荡 12 h, 解吸完成后

取上清液, 测定总黄酮含量(mg/mL)。 

对每种树脂进行吸附量、吸附率、解吸比、回收率计

算, 选择用于纯化的最佳树脂。吸附量[式(1)]、吸附率[式

(2)]、解吸比[式(3)]、回收率[式(4)]计算公式如下:  
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式中: Qe 为吸附量, mg/g; Ce 为总黄酮平衡浓度, mg/mL; C0

为总黄酮初始浓度, mg/mL; V0 为样品初始体积, mL; m 为

树脂质量, g; E 为吸附率, %。 
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式中: D为解吸比; Vd为解吸体积, mL; Cd为解吸液中总黄

酮的浓度, mg/mL; R 为回收率, %; Ce 为总黄酮平衡浓度, 

mg/mL; C0 为总黄酮初始浓度, mg/mL; V0 为样品初始体

积, mL。 

(2)最佳洗脱剂浓度的确定 

以最佳树脂为纯化介质, 按照 1.2.3 (1)中吸附和洗脱

步骤, 测定不同洗脱液中总黄酮含量(mg/mL), 确定最适

洗脱剂用量。 

(3)吸附和解吸动力学特性 

取最佳纯化树脂 15 g 与 12 mL 液体样品混合, 于

30 ℃、150 r/min 恒温振荡 6 h。分别在 1、2、3、4、5、6 h

时取样品液测定总黄酮含量, 绘制吸附动力曲线。向吸附

结束的树脂中加入 1.2.3 (2)中确定的最佳洗脱液 48 mL, 

于 30 ℃、150 r/min 恒温振荡解吸 12 h, 分别于 0.5、1、2、

3、4、5、6、8、10、12 h 取样测定总黄酮含量, 绘制解吸

动力曲线。 

(4)上样量和解吸液体积优化 

按照上述确定的最适树脂、最佳吸附和解吸条件, 对

样品的上样量进行优化。按照样品稀释液体积(V)和大孔树

脂质量(m)比例为 0.4:1、0.6:1、0.8:1、1.0:1、1.2:1、1.6:1

混合后, 于 30 ℃、150 r/min 恒温振荡 6 h。吸附平衡后, 测

定上清液中总黄酮含量(mg/mL), 确定最佳上样量。在此基

础上, 向吸附平衡后的树脂中分别加入 2、3、4、5、6 倍

体积上样量(2、3、4、5、6 BV)洗脱液, 于 30 ℃、150 r/min

恒温振荡 4 h, 解吸完成后测定上清液中总黄酮含量, 得出

最佳洗脱液体积。 

1.2.4  HPLC 测定覆盆子中山奈酚-3-O-芸香糖苷等黄酮

含量 

将覆盆子黄酮提取液纯化、冷冻干燥后用甲醇复溶, 

0.22 μm 有机膜过滤, 用于 HPLC 检测。色谱柱: SunFire C18

柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm); 流动相: 乙腈(A)-0.2%乙酸水

溶液(B); 检测波长: 360 nm; 柱温: 40 ℃; 流速: 0.8 mL/min; 

进样量: 10 μL [20]。 

1.3  数据处理 

实验数据采用 Excel 2010、SPSS 17.0 进行数据分析, 

所有实验重复 3 次, 取平均值。 

2  结果与分析 

2.1  不同大孔树脂对覆盆子总黄酮纯化效果的影响 

吸附率和解吸率是衡量树脂纯化效果的主要因素 , 

不同树脂的吸附能力和解吸能力除了和样液浓度、洗脱液

浓度、吸附温度、吸附时间等有关外, 还跟树脂自身的特

性有关。不同树脂对覆盆子提取液中黄酮物质的吸附能力

和解吸效果如表 2 所示。按照吸附率从大到小排列依次为

HZ 806>S-8>D 101>HPD 500> NKA-9> AB-8, 而解吸效果

基 本 与 吸 附 率 是 相 反 的 , 即 NKA-9>AB-8>HPD 

500>D101>HZ 806>S-8。HZ 806 和 S-8 对覆盆子黄酮的吸

附率较高 , 分别为 89.99%、88.07%, 但是解吸率只有

53.60%和 31.14%。虽然 NKA-9 和 AB-8 对黄酮的吸附率

略低, 分别为 71.25%和 62.01%, 但是 NKA-9 和 AB-8 的解

吸率较高, 分别为 87.25%和 85.64%。树脂的极性会影响树

脂的吸附能力, 根据相似相溶原理, 黄酮化合物的非极性

苯基被非极性树脂吸附, 极性羟基被极性树脂吸附[21]。此

外, 树脂的表面积和孔径也对树脂吸附能力有影响, 一般

来说, 树脂孔径越小, 表面积越大, 树脂吸附能力越强[22]。

树脂和溶质之间主要靠范德华力、氢键作用力结合, 结合

能力相对离子键弱, 利于洗脱[23]。综合考虑 6 种树脂的性

质、吸附率、解吸率和回收率, NKA-9 和 AB-8 纯化效果最

好。根据文献报道 AB-8 大孔树脂为纯化黄酮类物质的常

用介质 [17], 且预处理简便 , 原料成本较低 , 因此 , 选择

AB-8 大孔树脂作为纯化介质。 
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表 2  不同大孔树脂对覆盆子黄酮静态吸附和解吸结果 
Table 2  Adsorption and desorption ratio of flavonoids from Rubus chingii Hu with different macroporous resin 

树脂种类 吸附量/(mg/g) 吸附率/% 解吸率/% 回收率/% 

AB-8  0.036±0.001 62.01±0.005d 85.64±0.071a 61.10±0.044a 

HPD 500  0.042±0.001 72.98±0.009c 70.66±0.037b 51.55±0.024b 

NKA-9  0.042±0.002 71.25±0.032c 87.25±0.050a 62.09±0.020a 

HZ 806  0.052±0.001 89.99±0.008a 53.60±0.027c 49.25±0.022c 

S-8  0.051±0.001 88.07±0.006a 31.14±0.023d 27.43±0.020d 

D 101 0.045±0.00 77.48±0.009b 69.58±0.072b 53.87±0.050b 

注: 同一列不同字母表示差异显著(P<0.05)。 

 

2.2  不同浓度乙醇对总黄酮洗脱效果的影响 

以 AB-8 为纯化介质, 分别用蒸馏水、20%、40%、50%、

60%、70%、80%、90%乙醇(V:V)对吸附平衡的大孔树脂进行

洗脱, 解吸率如图 1 所示。AB-8 树脂为弱极性树脂, 增大乙

醇浓度, 洗脱剂的极性逐渐减弱, 覆盆子中极性较小的黄酮

被洗脱下来。随着乙醇浓度的增加, 解吸率增大, 因为大孔树

脂对黄酮类化合物的吸附主要依靠氢键等作用力, 乙醇浓度

增加, 破坏氢键能力越强[24]。当以 70%乙醇洗脱时, 解吸率

为 98.94%, 与 80%、90%乙醇解吸率无显著差异, 且乙醇浓

度较大时, 黄酮与洗脱剂结合能力下降, 同时一些杂质也会

被解吸出来[25], 因此选择 70%乙醇作为洗脱剂。 

 

 
 

注: 不同字母表示有显著性差异(P<0.05), 下同。 

图 1  不同浓度洗脱剂对覆盆子黄酮静态吸附率和解吸率的影响

(n=3) 
Fig.1  Effects of different concentrations of eluents on static 
adsorption ratio and desorption ratio of flavonoids from Rubus 

chingii Hu with AB-8 macroporous resin (n=3) 

 

2.3  AB-8 树脂对覆盆子黄酮静态吸附动力学和解

吸动力学 

覆盆子黄酮提取液经 AB-8 大孔树脂吸附不同时间后吸

附率变化如图 2 所示。在 0~1 h 时, AB-8 大孔树脂吸附速率

最快, 吸附量最大, 1 h 时吸附率达到 53.38%; 在 1~4 h 时, 

AB-8 大孔树脂的吸附速率逐渐降低, 吸附率达到 60%左右; 

4~5 h 时, 吸附速率逐渐稳定; 5 h 之后, 吸附率开始降低。由

此表明, 在4 h后, AB-8大孔树脂对样品中黄酮吸附达到平衡, 

最佳吸附时间为 4 h, 吸附率为 60.82%。综上所述, AB-8 大孔

树脂对覆盆子提取液中黄酮的吸附过程可分为快速吸附、慢

速吸附和吸附平衡3个阶段, 第1 h内样品中的黄酮在树脂多

孔结构中快速扩散, 随着覆盆子黄酮浓度的降低以及树脂与

覆盆子黄酮结合接近饱和, 吸附速率逐渐降低[26]。 

 

 
 
 

图 2  AB-8 大孔树脂静态吸附动力曲线(n=3) 

Fig.2  Dynamic of static adsorption of flavonoids from Rubus 
chingii Hu with AB-8 macroporous resin (n=3) 

 
解吸率随时间变化趋势如图 3 所示。0~0.5 h 时, AB-8

大孔树脂解吸速率最快, 解吸量也大, 0.5 h 时解吸率已达

到 70.75%; 0.5~4 h 时, 解吸速率逐渐降低, 解吸率缓慢增

加; 4~6 h 时, 解吸率开始下降; 而在 6 h 之后, 解吸率重新

开始增加, 并且逐渐稳定, 但低于第 4 h 时的解吸率。乙醇

与黄酮类化合物之间的亲和力要大于AB-8树脂与黄酮类化

合物之间的吸附力, 所以能够实现黄酮的可逆吸附[27]。因此, 

AB-8 大孔树脂对提取液中黄酮的最佳解吸时间为 4 h, 解

吸率为 86.30%。 
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图 3  AB-8 大孔树脂静态解吸动力曲线(n=3) 

Fig.3  Dynamic curve of static desorption of flavonoids from Rubus 
chingii Hu with AB-8 macroporous resin (n=3) 

 

2.4  上样量对 AB-8 树脂吸附率的影响 

当样品体积和树脂质量比例从 0.4:1 增长到 1.6:1 时, 大

孔树脂的吸附量逐渐增大, 但是吸附率逐渐降低, 如图 4 所

示。当样品体积和树脂质量比例为 0.4:1 时, 吸附率最大, 为

89.29%, 但吸附量仅为 0.023 mg/g, 树脂的吸附能力没有饱

和; 当比例为 1.6:1 时, 吸附量增加到 0.043 mg/g, 但吸附率

仅为 42.26%。上样量较少时, 树脂中能够与黄酮化合物结合

的位点没有满载, 吸附量不高, 但吸附率较高; 上样量增加, 

吸附量随之增加, 黄酮对树脂上的结合位点竞争变得激烈, 

树脂孔道内黄酮分子的扩散运动逐渐受到抑制, 且其他化合

物可能与黄酮类物质存在吸附竞争, 甚至有可能生成沉淀造

成孔道堵塞, 导致样品中大量黄酮损耗浪费[18, 28‒29]。因此, 综

合考虑黄酮的吸附率和吸附量, 选择 0.6:1 (V:m)作为最适上

样比例, 此时吸附率为 80.71%, 吸附量为 0.031 mg/g。 

 

 
 

图 4  上样量对 AB-8 大孔树脂静态吸附率的影响(n=3) 

Fig.4  Effects of the sample volume on absorption ratio of 
flavonoids with AB-8 macroporous resin (n=3) 

2.5   洗脱液体积对解吸率的影响 

按照上述确定的最适纯化条件, 不同体积洗脱液(2、

3、4、5、6 BV)对覆盆子黄酮解吸率的影响如图 5 所示。

随着洗脱液体积的增大, 黄酮解吸率也随之增加, 当洗脱

液体积为 4 BV 时, 解吸率达到最大, 为 93.93%。当洗脱液

体积继续增大时, 解吸率略有下降。表明当洗脱液体积为

4 BV 时, 覆盆子黄酮的吸附解吸处于平衡状态, 此时继续

增加洗脱液体积, 可能还会解吸出一些杂质导致解吸率下

降[30], 且洗脱液体积过大将会增加后期浓缩负担。因此, 

最适洗脱液体积为 4 倍体积上样量。 

 

 
 

图 5  洗脱液体积对 AB-8 大孔树脂静态解吸率的影响(n=3) 

Fig.5  Effects of the eluent volume on desorption ratio of flavonoids 
with AB-8 macroporous resin (n=3) 

 

2.6  覆盆子提取液中山奈酚-3-O-芸香糖苷等黄酮

含量测定 

利用HPLC对AB-8大孔树脂纯化后的干燥样品(purified dry 

sample, PDS)进行分析(图6), 样品中鞣花酸含量最高(10.8 mg/g), 

占 45.5%, 黄酮以山奈酚-3-O-云香糖苷(5.91 mg/g)和椴树苷

(4.60 mg/g)为主, 分别占 24.8%和 19.3%, 还有少量异槲皮苷

(1.04 mg/g)、金丝桃苷(0.93 mg/g)、芦丁(0.53 mg/g)。覆盆子

粗提物中黄酮含量为 1.7%, AB-8 大孔树脂纯化后样品中的黄

酮含量为 7.3%, 纯度提高了 3.3 倍。此外, 山奈酚-3-O-云香糖

苷占覆盆子原料的 0.032%, 达到药典中规定的要求, 表明大部

分山奈酚-3-O-云香糖苷被分离纯化出[7]。 

3  结论与讨论 

本研究以提高覆盆子黄酮的纯度为目的, 以 AB-8 大

孔树脂对黄酮粗提液进行纯化, 最佳条件为: 上样量与树

脂量比为 0.6:1 (V:m), 吸附 4 h; 洗脱液为 70%乙醇, 洗脱

液体积为 4 BV, 静态洗脱 4 h。纯化后覆盆子黄酮纯度提

高了 3.3倍, 纯化样品中黄酮主要有山奈酚-3-O-芸香糖苷、

椴树苷、异槲皮苷、金丝桃苷和芦丁, 且山奈酚-3-O-芸香

糖苷含量达到了药典中规定的覆盆子原料的标准。因此, 

该方法纯化覆盆子黄酮高效、简便, 可为覆盆子功效成分

深入研究和更广领域的应用提供技术支撑。 
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注: 1. 芦丁; 2. 鞣花酸; 3. 金丝桃苷; 4. 异斛皮苷; 5. 山奈酚-3-O-芸香糖苷; 6. 椴树苷。 

图 6  混合标准品(A)和大孔树脂纯化后样品(B)的 HPLC 图 

Fig.6  HPLC chromatograms of mixture of flavonoids standards (A) and purification of flavonoids (B) 
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