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大孔树脂纯化铁皮石斛叶中总黄酮的研究 
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摘要：目的  优选大孔吸附树脂纯化铁皮石斛叶总黄酮的工艺条件。方法  采用静态吸附-解吸方法，以吸附量和解吸率

为指标，优选大孔吸附树脂型号；采用单因素试验分别考察上样浓度、上样体积、洗脱剂及其用量，以铁皮石斛叶总黄

酮的纯度为指标，优选大孔吸附树脂纯化铁皮石斛叶总黄酮的 佳工艺条件。结果  ADS-17 型大孔吸附树脂对铁皮石斛

叶总黄酮的纯化效果 优， 优纯化工艺条件为上样液总黄酮浓度 0.7 mg·mL1，上样体积 30 mL，洗脱剂为 50%乙醇，

洗脱剂用量为 7 BV。总黄酮的纯度为(18.07±0.42)%，回收率为(39.91±0.30)%。结论  ADS-17 型大孔吸附树脂在所确定

的工艺条件下能有效分离纯化铁皮石斛叶中的总黄酮成分，黄酮纯度提升 17 倍左右。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the purification technology conditions of total flavones from Dendrobium 
officinale leaves by macroporous resin. METHODS  Taking adsorption and desorption rate as index ingredients, the optimum 
macroporous resin was screened by static adsorption-elution test; single factor tests were adopted to investigate sample 
concentration, sample volume, eluting solvent and solvent volume using total flavones contents as an index to optimize 
conditions for purification of total flavones from Dendrobium officinale by microporous resins. RESULTS  ADS-17 
macroporous resin was the optimal choice in purification of total flavones from Dendrobium officinale leaves, the ideal 

technology conditions were as followed: total flavones concentration of sample was 0.7 mg·mL1, sample volume was 30 mL, 
eluting solvent was 50% aqueous ethanol, and eluant volume was 7 BV. the purity of total flavones was (18.07±0.42)%, the yield 
rate was (39.91±0.30)%. CONCLUSION  ADS-17 microporous adsorption resin can effectively separate and purify total 
flavones from Dendrobium officinale leaves under the determined process condition and the content of flavones was raised by 
nearly 17 times than before. 
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铁皮石斛为兰科植物铁皮石斛 Dendrobium 

officinale Kimura et Migo 的干燥茎，始载于《神农

本草经》，具有益胃生津、滋阴清热的功效。现代

药理研究证明其具有抗氧化、抗疲劳、降血糖的

功能[1]。中国药典 2015 年版规定，铁皮石斛的药

用部位为茎，其叶既不属于药用部位，也不能作

为普通食品使用。市场调查表明，2015 年我国铁

皮石斛产量达 1.6 万吨，造成铁皮石斛叶资源的大

量浪费。为充分利用铁皮石斛资源，开发铁皮石

斛叶药用价值，本研究基于对其活性成分黄酮类

物质进行提取并纯化。 

现代研究表明[2]，铁皮石斛茎主要含多糖、生

物碱、黄酮等有效成分。根据文献报道[3]，铁皮石

斛叶中黄酮含量高于茎，本课题组前期研究发现，

铁皮石斛叶和茎中具有相同的多糖及黄酮类成分[4]，

叶中 8 种黄酮碳苷成分含量均为茎中 10 倍以上[5-7]。

黄酮类化合物是一类具有多种药理活性的天然植

物成分，已有学者通过 DPPH 法证实铁皮石斛叶
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中黄酮类成分具有抗氧化能力[8]。目前尚无对铁皮

石斛叶中总黄酮提取和纯化相关的文献报道，因

此，本研究基于对铁皮石斛叶资源的综合利用，

优选大孔吸附树脂纯化的工艺条件以期提高铁皮

石斛叶中黄酮类成分的含量，为铁皮石斛叶总黄

酮类成分的药效活性研究提供实验基础。 

1  仪器与试剂 

R205BV型 5L旋转蒸发仪(上海申胜生物技术

有限公司)；SB-5200 超声清洗仪(宁波新芝生物科

技股份有限公司 )；UV-1800 紫外分光光度计

(Shimadzu) ； CH-4103 摇 床 (Infors Ecotron) ；

TLXJ-IIB 离心机 ( 上海安亭科学仪器厂 ) ；

LQ-A10001 电子天平(赛多利斯)；SHZ-DIII 循环

水式多用真空泵 (上海予华仪器有限公司 )；

YZ1515X 微型蠕动泵(保定兰格恒流泵有限公司)。 

铁皮石斛购于云南高山农业有限公司，经浙

江工业大学药学院中药鉴定学楚楚副教授鉴定为

兰科植物铁皮石斛 Dendrobium officinale Kimura 

et Migo 的 干 燥 叶 ； 芦 丁 三 水 合 物 (CAS ：

250249-75-3，上海泽叶生物科技有限公司，批号：

J1514046；纯度：99%)；亚硝酸钠(分析纯，天津

永大化学试剂有限公司，批号：20141215)；九水

硝酸铝(分析纯，太原市晋源区兴源化工厂，批号：

21114CGDT0197U01)；氢氧化钠(分析纯，西陇科

学股份有限公司，批号：1701201)；正丁醇(分析

纯，批号：20170116)、无水乙醇(分析纯，批号：

20170116)均购自杭州双林化工试剂厂。ADS-17、

NKA-9、DM130、D101 大孔吸附树脂均购自沧州宝

恩吸附材料科技有限公司。 

2  方法 

2.1  铁皮石斛叶上柱前样品溶液的制备 

称取 50 g 铁皮石斛叶，加入 75%的乙醇溶液

600 mL，料液比 1  12，80 ℃回流提取 1 h，过滤，

药渣再加入 75%乙醇 600 mL，共提取 3 次，每次

1 h，合并滤液，回收乙醇，定容至 100 mL，得到

铁皮石斛叶粗提物(含生药 0.5 g·mL1)，冷藏备用。 

将铁皮石斛叶粗提物，以 1  1 加入 100 mL 石

油醚，置于分液漏斗，充分振摇后使其混合均匀，

弃去石油醚层，连续萃取 3 次；再以 1  1 加入水

饱和的正丁醇溶液，充分振摇后，静置数分钟，

使其分层，保留正丁醇部分，连续萃取 3 次，合

并 3 次得到的正丁醇部分，旋转蒸发至浸膏，加

入适量水超声溶解，弃去黑色不溶残渣，得到上

柱前样品溶液。 

2.2  总黄酮含量测定[9] 

2.2.1  对照品溶液配制  精密称取恒定质量的芦

丁三水化合物 11.4 mg 于 50 mL 量瓶中，加 60%

乙醇超声溶解， 60%乙醇定容至，摇匀即得

209 μg·mL1 芦丁对照品溶液。 

2.2.2  测定波长的选择  精密量取芦丁对照品溶

液 5 mL ，利用经典总黄酮显色法 [NaNO2- 

Al(NO3)3-NaOH 方法]对对照品溶液进行显色处

理，静置 10 min 后，在 200~800 nm 内扫描，测定

大吸收波长，确定 502 nm 为 佳检测波长。 

2.2.3  线性关系考察  精密吸取“2.2.1”项下对

照品溶液 0.7，1.4，2.1，2.8，3.5 mL 分别置于 10 mL

量瓶中，用 60%乙醇补足至 5 mL，再分别加入

0.3 mL 质量分数为 5%的亚硝酸钠溶液，混匀，放

置 5 min 后分别加入质量分数 10%的硝酸铝溶液，

混匀，放置 6 min 后分别加入 4%氢氧化钠溶液

4 mL，混匀，用 60%乙醇定容。静置 10 min，以

空白管做参比，在 502 nm 处测定吸光度(A)值。以

芦丁质量浓度(C)为横坐标，A 值为纵坐标，绘制

标准曲线，其线性回归方程为 A=0.012C0.008，

r2=0.999 4，表明芦丁对照品在 14.63~73.15 μg·mL1

内与 A 值线性关系良好。 

2.3  大孔吸附树脂的选择 

2.3.1  树脂的预处理  由于新购树脂可能含有分

散剂、致孔剂、惰性溶剂等化学残留，故使用前

需要对其进行预处理。将树脂用 95%乙醇浸泡

24 h，充分溶胀后，倾去一些小粒径的树脂上浮物，

用 95%乙醇淋洗至流出液与水以 1  5 混合不浑

浊为止，然后以大量去离子水洗尽乙醇直至流出

液无醇味，用 2 BV 的 4%盐酸以 2 BV·h1 通过树

脂层并浸泡 2 h，以去离子水洗至流出液中性；再

以 2 BV 的 4%氢氧化钠溶液以 2 BV·h1 通过树脂

层后再浸泡 2 h，以去离子水洗至流出液呈中性即

可，备用。 

2.3.2  静态吸附量的考察  分别称取 2 g 预处理

好的 4 种不同极性的大孔吸附树脂 (NKA-9，

DM130，D101 和 ADS-17)至 150 mL 具塞锥形瓶

中，分别加入已知总黄酮浓度的上柱前铁皮石斛

叶样品溶液各 20 mL，室温下置摇床中振摇

24 h(25 ℃，60 r·min1)，过滤，滤液为平衡液。定



 

·1340·       Chin J Mod Appl Pharm, 2019 June, Vol.36 No.11                        中国现代应用药学 2019 年 6 月第 36 卷第 11 期 

量移取清液，测定其溶液的 A 值，代入回归方程

计算相应的黄酮浓度。按下式计算各树脂室温下

的静态吸附量和吸附率。 

Q=(C0C1)×V/W 

A=(C0C1)/C0×100% 

式中：Q 为静态吸附量(mg·g1)；A 为吸附率

(%)；C0 为初始浓度(mg·mL1)；C1 为吸附平衡后

溶液质量浓度(mg·mL1)；V 为溶液体积(mL)；W

为树脂质量(g)。 

2.3.3  静态解吸率的考察  分别对各吸附后的树

脂进行抽滤，并用少量去离子水洗涤后，各加入

95%的乙醇 30 mL，密塞，室温下置摇床中震荡

24 h(25 ℃，60 r·min1)，充分解吸后滤过，摇匀。

定量移取清液，测定其溶液的 A 值，代入回归方

程计算相应的总黄酮浓度。按下式计算各树脂室

温下的平均解吸量和解吸率。 

B=C3×V2/W 

D=C3×V2/(C0C1)×V1×100% 

式中：B 为解吸量(mg·g1)；D 为解吸率(%)，

C3 为解吸液质量浓度(mg·mL1)；V2 为解吸液体积

(mL)；W 为树脂质量(g)；V1 为溶液体积(mL)。 

2.3.4  佳上样浓度的考察  各取 5 g 树脂，湿法

装柱，径高比 1  8，分别以 1 mL·min1 上不同浓

度的铁皮石斛叶总黄酮溶液(0.3，0.4，0.5，0.7，

1.0，1.5 mg·mL1)各 20 mL，收集各管流出的液体，

定容到一定体积后，测定滤液中总黄酮的含量，

计算得各个树脂的吸附率，得到 佳上样浓度。 

2.3.5  上样量的考察(泄露曲线绘制)  精密称取

预处理过的大孔吸附树脂 5 g，湿法装柱后，选取

总黄酮浓度为 0.7 mg·mL1的铁皮石斛叶萃取后溶

液 60 mL，室温下进行动态吸附，以 1 mL·min1

加在树脂柱上，每 5 mL 收集 1 管流出液，共收集

12 份，检测流出液中总黄酮浓度，计算树脂的吸

附容量，确定 佳上样体积，绘制动态吸附泄露

曲线。 

2.3.6  洗脱剂浓度的确定  取 5 g 已预处理的大

孔树脂 4 份，湿法装柱，将一定总黄酮浓度的铁

皮石斛叶溶液以 1 mL·min1 上柱，先用去离子水

洗脱至流出液近无色，再分别以 20%，30%，50%

和 70%乙醇 50 mL，进行洗脱，分别吸取每份的

洗脱液，测定其中总黄酮含量，计算不同浓度乙

醇的洗脱率。 

2.3.7  洗脱剂体积的确定  取 5 g 已预处理的大

孔树脂，湿法装柱，将一定总黄酮浓度的铁皮石

斛叶溶液以 1 mL·min1 上柱，用去离子水洗脱至

流出液近无色，先以 10%乙醇进行洗脱，再以

1 mL·min1 进行 50%乙醇洗脱，每 5 mL 滤出液接

1 管，分别吸取每份的洗脱液，测定其中总黄酮含

量，计算洗脱剂的体积。 

3  结果 

3.1  大孔树脂的筛选 

大孔树脂的理化性质能显著影响目标成分的

吸附、分离效果。由于树脂极性、孔径、比表面

积等不同，对其性质也会造成较大差异。本实验

选择了 4 种不同极性的大孔树脂，NKA-9 为极性

树脂，D101 为弱酸性阳离子交换树脂，DM130 为

聚苯乙烯型弱极性吸附树脂，ADS-17 为中等极性

树脂。4 种不同极性的大孔树脂对铁皮石斛叶总黄

酮的静态吸附量和解吸率等数据见表 1。D101 树

脂对铁皮石斛叶总黄酮溶液的吸附率虽然 高，

但其解吸率不太理想，说明会对总黄酮造成死吸

附；DM130 树脂对铁皮石斛叶总黄酮的吸附率和

解吸率水平均一般；NKA-9 树脂对铁皮石斛叶总

黄酮的吸附率高于 ADS-17 ；但解吸率低于

ADS-17。考虑铁皮石斛叶中黄酮成分多为中等极

性的黄酮碳苷类，故选用 ADS-17 树脂进行总黄酮

纯化。 

表 1  不同树脂对铁皮石斛叶样品液中总黄酮的吸附量、

解吸量、吸附率、解吸率 

Tab. 1  Adsorption and desorption capacity and rate of 
different resins for total flavones 

树脂型号 吸附量/mg·g1 吸附率/% 解吸量/mg·g1 解吸率/%

NKA-9 8.11  77.7 5.41  66.8 

DM130 6.89  66.1 4.30  62.4 

D101 9.62  92.3 3.40  35.5 

ADS-17 3.47  33.2 2.82  81.1 

3.2  佳上样浓度的确定 

当样品溶液中总黄酮浓度越高，树脂对其的

吸附率逐渐升高，但当样品溶液总黄酮浓

度>0.7 mg·mL1 后，树脂对其的吸附率反而下降，

证明树脂吸附已过饱和，确定铁皮石斛叶样品溶

液中总黄酮 佳浓度为 0.7 mg·mL1，此时树脂对

其的吸附率达到 高，为 87.8%，结果见图 1。 

3.3  佳上样量的确定 

通过对每管流出液的总黄酮含量测定，比较

其浓度，绘制泄露曲线见图 2，可以发现当收集到
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第 8 管时，流出液中总黄酮开始大量泄漏，提示

当铁皮石斛叶溶液总黄酮浓度为 0.7 mg·mL1，上

样体积为 30 mL 时，树脂基本吸附已达饱和状态，

确定 佳上样量为 30 mL。 

 
图 1  不同浓度总黄酮溶液的吸附率 

Fig. 1  Absorption rate of different total flavones concentrations 

 
图 2  总黄酮泄露曲线 

Fig. 2  Leakage curve of total flavones 

3.4  洗脱剂浓度的确定 

通过对不同浓度乙醇洗脱剂的比较发现，

20%，30%，50%和 70%乙醇洗脱剂对总黄酮的洗

脱率分别为 59.1%，69.7%，92.7%和 68.4%，由此

可见，50%乙醇为 佳铁皮石斛叶总黄酮洗脱剂。  

3.5  洗脱剂体积的确定 

当洗脱剂用量达 7 BV 后，基本已无黄酮类物

质被洗脱下来，因此认为 50 %乙醇 佳洗脱体积

为 7 BV，此时已富集了大量的总黄酮成分，结果

见图 3。 

3.6  验证试验 

根据上述各单因素实验结果，确定纯化铁皮

石斛叶中总黄酮的 佳大孔吸附树脂为 ADS-17，

佳上样条件是：上样液浓度为 0.7 mg·mL1，上

样体积为 30 mL，洗脱剂为 50%乙醇，用量为

7 BV。量取 30 mL 总黄酮质量浓度为 0.7 mg·mL1

的铁皮石斛叶上样前溶液 3 份，通过已处理好的

ADS-17 大孔吸附树脂，以 1 mL·min1 过柱，先用

蒸馏水洗脱至无色，再用 10%乙醇洗脱除杂，用

量均为 10 BV，50%乙醇洗脱收集总黄酮部位，测

定其总黄酮含量。剩余洗脱液旋干至浸膏，干燥，

称定质量，计算浸膏中总黄酮纯度和回收率。 

总黄酮纯度=(Ce×Ve)/Qe 

总黄酮回收率=P/Q 

式中 Ce 为洗脱液的质量浓度(mg·mL1)；Ve

为洗脱液的体积(mL)；Qe 为洗脱液干燥后的质量

(g)；P 为洗脱液中总黄酮的质量(g)；Q 为上样液

中总黄酮的质量(g)。 

总 黄 酮 纯 度 分 别 为 17.61% ， 18.19% 和

18.42%，回收率分别为 26.87%，50.32%，42.54%，

纯化后铁皮石斛叶总黄酮纯度达(18.07±0.42)%，

回收率为(39.91±0.30)%，说明该纯化工艺重复性

良好。 

 
图 3  洗脱剂体积考察 

Fig. 3  Investigation of eluent volume 

4  讨论 

铁皮石斛叶作为铁皮石斛的非药用部位，长

久以来受到忽视。近年来研究证实，叶中含有的

黄酮类成分和茎中的基本一致，均是以芹菜素为

苷元的黄酮二糖碳苷类化合物。有学者[3]测定了不

同生长年限的铁皮石斛叶、茎中黄酮含量，发现

叶中黄酮含量均高出茎中 2~5 倍不等。经本研究

证实铁皮石斛叶中总黄酮含量为(1.17±0.21)%，但

其含量仍旧偏低，不太理想。黄酮类物质具备多

种药理活性，中药罗布麻叶的黄酮类成分[10]通过

降低低密度脂蛋白胆固醇水平、升高高密度脂蛋

白胆固醇水平，进而降低高血压大鼠的血压水平；

中药桑叶[11]、银杏叶中黄酮类成分[12]通过抑制尿

酸生成途径，进而降低高尿酸血症大鼠尿酸水平，

对肾脏损伤亦有保护作用。铁皮石斛叶黄酮类物

质具有清除自由基、提高大鼠免疫能力[13]等作用。

本课题组前期也已证实铁皮石斛叶提取物同时具

有降低大鼠血压、血清尿酸水平的能力[14]，但对

其活性成分尚未进行讨论研究，考虑铁皮石斛叶
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提取物降低血压、尿酸的药效来源可能是黄酮成

分，因此，本研究通过对铁皮石斛叶中黄酮成分

的纯化分离，为后续探讨其药用价值提供可靠的

基础。 

目前分离纯化中药中总黄酮的方法包括有高

效逆流色谱、薄层层析，超临界流体色谱等方法[15]。

其中高速逆流色谱法虽然精密度较高但存在溶剂

体系选择困难、系统性较差、操作不便等缺点；

薄层色谱法操作具有一定毒性，精密度较差；超

临界流体色谱仪器设备成本昂贵，难以普及。与

上述方法相比，大孔吸附树脂具有操作方便、分

离效果好、可回收重复使用、经济成本较低等优

点，因而被广泛用于分离纯化中药中多糖、生物

碱[16]和黄酮等成分。前期研究证实[5-7]，铁皮石斛

叶中的黄酮类物质大多为极性较大的黄酮苷类，

如夏佛托苷和异夏佛托苷等。因此选用中等极性的

大孔吸附树脂对黄酮类物质的富集效果更好。 

本研究首先对 4 种不同极性的大孔吸附树脂

进行筛选，优选出对铁皮石斛叶中黄酮成分吸附、

解吸性能 佳的中等极性大孔吸附树脂 ADS-17，

先后通过对大孔吸附树脂纯化黄酮过程中的上样

液浓度、上样液体积、洗脱剂浓度等进行单因素

考察，确定 佳富集总黄酮部位的条件，铁皮石

斛叶中总黄酮纯度由原来的 1.1%提高至 18%，纯

度提高 17 倍左右，证明 ADS-17 大孔吸附树脂对

铁皮石斛叶中总黄酮的富集能力较好。本研究建

立的纯化工艺稳定、可行。后续将对提纯后得到

的铁皮石斛叶黄酮成分进行药效学研究，探讨验

证黄酮成分是否确实为铁皮石斛叶提取物抗高血

压、抗高尿酸血症的重要活性成分。 
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