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Abstract 
Bee bread flavonoids extract purified with macroporous resin was purified further with polya-
mide resin. The influence of different kinds of pH and sample concentration on the features of 
static absorption of crude flavonoids was compared and dynamic adsorption experiments were 
conducted. The results showed that the optimum experimental conditions were as follows: loading 
concentration of flavonoids was 0.522 mg/ml, pH 8.0, the height of column was 19 cm, and the 
most effective desorption was obtained with 90% of alcohol as eluent with a flowing rate of 1.00 
ml/min. After purified under optimum conditions by polyamide resin adsorption chromatography 
for two times, the content of flavonoids reached 32.6% and the recovery reached 64.7%. 
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摘  要 

使用聚酰胺对经过大孔树脂层析的蜂粮总黄酮提取液进行进一步纯化。考察了pH值和样液浓度对聚酰胺

静态吸附的影响，并进行了动态吸附试验，确定了蜂粮总黄酮分离纯化的最佳条件：上液浓度0.522 
mg/ml，pH值8.0，柱高19 cm，洗脱剂为90%乙醇，洗脱流速1.0 ml/min。在最佳条件下，经过两次

层析，蜂粮黄酮纯度达到32.6%，回收率达到64.7%。 
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1. 引言 

蜂粮(bee bread)是蜂花粉在微生物作用下发酵后形成的酿制产物，富含蛋白质、油脂、维生素，并且

含有人体所必需的全部氨基酸，具有极高的营养价值。另外，蜂粮还含有黄酮、多酚、生物碱、有机酸

等生物活性物质[1] [2]。现代药理研究表明黄酮具有多种生物活性，主要表现在对心血管系统的作用[3]、
抗菌抗病毒[4]、免疫激活[5]和抗氧化作用等，适量摄入黄酮类化合物能减少癌症、肿瘤、心血管疾病、

脂质过氧化以及骨质疏松等疾病的发病率[6] [7]。由于黄酮类化合物具有多种生物活性，可广泛用于医药、

保健、食品及化妆品等领域[7]。 
聚酰胺树脂法具有方法简单、成本低、效率高、稳定性好和容易再生等特点[8]，除此之外还有得到

的产品安全，不存在重金属、有机溶剂毒性残留等问题的优点[9]。王成章、张伟等人的研究发现聚酰胺

树脂对黄酮有良好的选择性，并且对黄酮优先吸附[10] [11]。因此，聚酰胺可以用来对大孔树脂层析后的

黄酮提取液进行进一步的纯化。王睿等利用聚酰胺对 hp-20 层析过的蜂粮黄酮提取液进行进一步纯化，

使蜂粮黄酮的纯度由 53.46%提高到 90.26% [12]。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

蜂粮由新疆伊犁拉合曼蜂业有限公司提供，芦丁购自中国药品生物制品检定所，聚酰胺为青岛海洋

化工厂产品，亚硝酸钠、硝酸铝、氢氧化钠、盐酸均为分析纯。 
供试仪器：721 可见分光光度计(上海菁华科技仪器有限公司)；DF310A 型粉碎机(江苏省南通友邦机

械有限公司)；RE-52A 型旋转蒸发器(上海亚荣生化仪器厂)；SHZ-D 循环水式真空泵(巩义市英峪峪华仪

器厂)；LAC164 电子分析天平(精确至 0.0001 g，上海特勒-托利多仪器有限公司)；HH-S 型水浴锅(巩义

市英峪峪华仪器厂)；DHG-9141A 型电热恒温干燥箱(上海精宏试验设备有限公司)。 

2.2. 蜂粮黄酮的提取与聚酰胺树脂的预处理 

2.2.1. 蜂粮黄酮的提取 
将蜂粮粉碎，过 80 目筛，在最佳提取条件下(固液比 1:5，乙醇体积分数 80%、回流时间 1 h、温度

60℃)进行提取试验，提取 2 次，合并滤液，过大孔树脂，浓缩至一定体积，备用。 

2.2.2. 聚酰胺树脂的预处理 
将聚酰胺树脂装柱用乙醇冲洗，直到加水无白色浑浊，用蒸馏水洗至无酒精味，再用 20 倍体积 4%
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氢氧化钠冲洗，蒸馏水洗至中性后用 20 倍体积 4%盐酸冲洗，再用蒸馏水洗至中性，浸泡备用。 

2.3. 蜂粮总黄酮含量的测定 

2.3.1. 标准曲线的绘制[13] 
精确称取 120℃干燥恒重的芦丁对照品 5 mg，用 60%乙醇溶解，摇匀，定容至 50 ml，制成浓度为

0.1 mg/ml 的芦丁标准品溶液，备用。精密量取芦丁标准品溶液 0、1、2、3、4、5 ml，分别加入 0.8 ml 5%
亚硝酸钠溶液，混匀后放置 6 min，加 10%硝酸铝溶液 0.8 ml，混匀后放置 6 min，加入 4%氢氧化钠溶液

10 ml，混匀，用 60%乙醇定容至 25 ml，静置 15 min，于 510 nm 下测定吸光度。以对照品芦丁浓度(mg/ml)
为横坐标、吸光度值为纵坐标作图并进行线性回归，得回归方程 C = 5.607A − 0.0003，R2 = 0.9998。 

2.3.2. 蜂粮黄酮提取液浓度的测定 
吸取蜂粮黄酮提取液 1 ml 置于 25 ml 容量瓶中，按照 1.31 的方法测定其吸光度，由回归方程求出总

黄酮浓度。 

2.4. 不同条件下聚酰胺树脂对蜂粮总黄酮静态吸附量的测定 

2.4.1. pH 值对聚酰胺树脂吸附效果的影响   
分别称取干聚酰胺树脂 0.2 g，置于 5 个容量为 100 ml 的三角瓶中，加少量蒸馏水浸泡 4 h，使其吸

水饱和，滤掉多余水分，分别加入 pH 值为 5、6、7、8、9，浓度为 0.522 mg/ml 的样品液 40 ml，在室温

下振荡吸附 24 h，使其充分平衡。根据回归方程测定平衡液中总黄酮的浓度，并计算相应吸附量(Q) [11]： 
吸附量(Q) = (C1 − C2) × V/W 

式中，Q 为吸附量(mg/g)；C1 为初始浓度(mg/ml)；C2 为吸附后浓度(mg/ml)；V 为溶液体积(ml)；W 为树

脂质量(g)。 

2.4.2. 样液浓度对聚酰胺树脂吸附效果的影响 
按照 2.4.1 的方法处理 5 份树脂。将 40 ml、pH8.0、浓度分别为 0.133、0.266、0.522、0.788、1.01 mg/ml

的样品液分别加入 5 份树脂中，操作同上，计算吸附量(Q)。 

2.5. 不同条件下聚酰胺树脂柱对蜂粮黄酮分离纯化的测定 

2.5.1. 洗脱剂浓度对聚酰胺树脂解吸效果的影响 
洗脱剂一般选用甲醇或乙醇，相比甲醇，乙醇毒性低、易回收，因此选用乙醇作为洗脱剂。取经过

预处理的聚酰胺树脂，装入内径为 1.5 cm 的层析柱，柱高为 16 cm。按静态吸附试验中确定的最佳条件(黄
酮浓度 0.522 mg/ml，pH8.0)上样，上样流速 0.5 ml/min 进行吸附。分别用 60%、70%、80%、90%、100%
的乙醇进行动态洗脱，洗脱流速 1 ml/min，至洗脱液中黄酮含量达到最低。分别测定洗脱液黄酮含量，

计算相应的解吸率(%)： 
解吸率(%) = (C × V/M) × 100 

式中，C 为洗脱液黄酮浓度(mg/ml)；V 为洗脱液体积(ml)；M 为洗脱前黄酮含量(mg)。 

2.5.2. 柱高对层析效果的影响 
取经过预处理的聚酰胺树脂，分别填装 13、16、19、22 cm 的聚酰胺。按静态吸附试验中确定的最

佳条件(黄酮浓度 0.522 mg/ml，pH8.0)上样，上样量为 20ml，上样流速 0.5 ml/min。用 90%乙醇进行动态

洗脱，洗脱流速 1 ml/min。收集洗脱液，测定浓度，计算黄酮含量和回收率；放入烘箱中干燥后称重，

计算黄酮纯度。 
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2.5.3. 洗脱流速对层析效果的影响 
取经过预处理的聚酰胺树脂装柱，柱高 19 cm，在已确定的最佳条件上样，上样流速 0.5 ml/min。用

90%乙醇进行洗脱，调整层析柱下方的旋钮使洗脱流速分别为 0.5、1.00、1.5 ml/min，收集洗脱液，后续

操作见 2.5.2。 

2.5.4. 聚酰胺树脂层析精制级数对蜂粮黄酮纯度的影响 
采用上述试验中确定的最佳条件进行聚酰胺树脂层析，收集洗脱液；采用确定的最佳条件对该洗脱

液进行 2 次纯化。测定粗品、一次过柱所得物、二次过柱所得物中蜂粮黄酮含量，并计算回收率、纯度。 

3. 结果与分析 

3.1. 不同条件对聚酰胺树脂蜂粮黄酮静态吸附的影响 

3.1.1. pH 值 
从图 1 可以看出，在 pH 值为 8.0 时蜂粮黄酮吸附量最大，所以样液的最佳 pH 值为 8.0。这个结果表

明，在 pH 为 8.0 时样液中黄酮类物质呈现分子状态的量最大，样液中的弱碱性黄酮类物质占大多数。 

3.1.2. 样液浓度 
吸附树脂的吸附容量一般以适中浓度进行较为有利，如果原液浓度偏低，则在吸附达到平衡时，大

部分树脂都没有达到吸附饱和，使树脂使用效率低；如果原液浓度偏高，则容易发生絮凝，将树脂孔隙

堵塞，降低吸附效率。由图 2 可知，当蜂粮黄酮溶液浓度对吸附效果影响理论还是比较符合的，随着浓

度的增大，吸附量先增大后稍微减小，浓度到 0.522 mg/ml 时，吸附量达到最大。110 mg/g 的最大吸附量

与杨少娟等在对甘草总黄酮研究时的 250 mg/g 相比有较大差距[14]，但王伟对山楂总黄酮研究时最佳浓

度的吸附量是 120 mg/g [11]，这说明聚酰胺的最大吸附量随着纯化对象和出产厂家的不同有较大的差异。 

3.2. 不同条件对分离纯化蜂粮黄酮效果的影响 

3.2.1. 洗脱液浓度 
从图 3 可以看出，随着乙醇浓度的增大，聚酰胺的解吸率逐渐增大，当乙醇浓度达到 90%时，解吸

率达到最大。王伟研究表明聚酰胺对总黄酮吸附量大，而吸附强度小[11]，易洗脱，所以各个浓度的乙醇

都有较好的解吸率，至于最佳浓度则随纯化物质的不同而有所差异。 
 

 
Figure 1. Effect of pH on adsorption of total flavonoids with polyamide 
resin 
图 1. pH 值对聚酰胺吸附黄酮的影响 
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Figure 2. Effect of concentration on adsorption of total flavonoids with 
polyamide resin 
图 2. 样液浓度对聚酰胺吸附黄酮的影响 

 

 
Figure 3. Effect of ethanol aqueous solution concentration on desorp-
tion of total flavonoids with polyamide resin 
图 3. 洗脱液浓度对聚酰胺解吸效果的影响 

3.2.2. 柱高 
聚酰胺柱高对分离纯化黄酮效果有明显的影响，当柱高过低时，会导致吸附量过少，洗脱时间短，分

离效果不好；当柱高过高时，会造成洗脱困难，增大洗脱体积，并且拖尾现象严重。由表 1 可知，当柱高

为 19 cm 时，所得产品的纯度和回收率最大，同时吸附与洗脱的时间也较适宜。因此最佳柱高选择 19 cm。 

3.2.3. 洗脱流速 
从表 2 可以看出，当洗脱流速为 0.5 ml/min 时，洗脱液中的黄酮含量最多，回收率也最高，但是提

取液中黄酮和杂质并没有很好的分离，导致纯度较低；当洗脱流速为 1.0 ml/min 时，洗脱液的黄酮纯度

最高，但是回收率却有所下降；当洗脱流速为 1.5 ml/min 时，由于洗脱流速过快，洗脱液与聚酰胺树脂

吸附的黄酮类物质进行交换的效果较差，因而不能达到很好的洗脱效果，黄酮纯度和回收率都有所下降。 
综合考虑纯度、回收率，选择 1.0 ml/min 的流速为最佳洗脱流速。 

3.2.4. 聚酰胺树脂层析精制级数 
将经过大孔树脂层析的蜂粮黄酮提取液，采用已确定的最佳试验条件进行聚酰胺树脂层析。粗品、 
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Table 1. Effect of column height on purification of total flavonoids with polyamide resin 
表 1. 柱高对聚酰胺纯化黄酮效果的影响 

柱高(cm) 纯度% 回收率% 

13 15.1% 62.2% 

16 16.7% 71.3% 

19 20.2% 75.6% 

22 18.8% 73.65% 

 
Table 2. Effect of elution rate on purification of total flavonoids with polyamide resin 
表 2. 洗脱流速对聚酰胺纯化黄酮效果的影响 

洗脱流速(ml/min) 纯度% 回收率% 

0.5 16.7% 86.8% 

1.0 20.3% 75.6% 

1.5 19.7% 71.4% 

 
Table 3. Effect of refined series on purification of total flavonoids with polyamide resin 
表 3. 精制级数对聚酰胺纯化黄酮效果的影响 

精制级数 黄酮含量(mg) 纯度% 回收率% 

粗品 10.4 10.4%  

1 级 7.9 20.3% 75.6% 

2 级 6.8 32.6% 64.7% 

 

一次过柱所得物(1 级)、二次过柱所得物(2 级)的黄酮含量、回收率和纯度如表 3 所示。结果表明，草黄

酮粗提物经过两次聚酰胺树脂柱层析后，黄酮含量由粗品的 10.4%升高到 32.6%，纯度提高了 3.13 倍。 

4. 结论 

聚酰胺树脂层析纯化蜂粮黄酮的最佳条件为上样液浓度 0.522 mg/ml、pH 8.0、乙醇洗脱液浓度 90%、洗

脱流速 1.0 ml/min。采用确定的最佳试验条件，经两次上柱后可黄酮含量由粗品的 10.4%升高到 32.6%，

纯度提高了 3.13 倍，并没有取得较为理想的黄酮纯度。卫强等对对菊叶总黄酮纯化时，聚酰胺-大孔树脂

联用之前先用石油醚萃取提取液，最终总黄酮纯度达到 87.48% [15]。大孔树脂层析时，去除了水溶性杂

质，对脂溶性杂质却没有进行处理，可能是因为脂溶性杂质过多，导致的纯化效果不明显。使用石油醚

对二次过柱所得物进行萃取，可以得到回收率 50.2%，纯度 52.4%的蜂粮黄酮提取液。但是石油醚溶于乙

醇，在提取液中会产生残留，干扰黄酮含量的测定，使结果的重现性较差。因此，提取液中的脂溶性杂

质需要进一步研究，通过其他方法解决。 
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