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摘  要 

鉴于银杏黄酮具有较强抗菌活性，本研究以银杏叶黄酮提取物为原料，选用大孔树脂填料进行分离提纯

研究；通过吸附解吸实验，确定NKA-9大孔树脂适用于纯化银杏叶黄酮；后续优选NKA-9纯化条件为：

提取物黄酮浓度0.8 mg/mL，pH为5，上样流速0.6 BV/h，用70%的乙醇溶液以1.0 BV/h流速洗脱，洗

脱剂用量4 BV。纯化后的黄酮纯度为57.41%。通过大孔树脂对其纯化，为后续抗菌活性、抑菌机理进

行探究提供物质基础。 
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Abstract 
Ginkgo biloba flavonoids has strong antibacterial activity. In this paper, authors used Ginkgo bilo-
ba leaf flavonoids extract as raw material and selected macroporous resin fillers for separation 
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and purification. Through adsorption and desorption experiments, it was determined that NKA-9 
MR was suitable for purifying Ginkgo biloba flavonoids. The purification conditions of NKA-9 were 
as follows: the concentration of flavonoids was 0.8 mg/mL, pH was 5, and the loading flow rate was 
0.6 BV/h. The eluent was eluted with 70% ethanol solution at 1.0 BV/h with a dosage of 4 BV. The 
purity of purified flavonoids was 57.41%. It was purified by macroporous resin to provide materi-
al basis for further investigation of antibacterial activity and antibacterial mechanism. 
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1. 引言 

银杏在数亿年前就已经存在，是古老的中生代遗留下来的稀有树种[1]。我国的银杏资源十分丰富，

拥有量占世界的 80%以上[2]。银杏叶为药食同源物品，深加工较多，其富含 20 多种黄酮类化合物、萜

类、多酚、维生素、氨基酸、微量元素和酚酸类等，可应用于食品、药品、化妆品等领域[3]。而银杏黄

酮是银杏主要活性物质之一，其具有广谱的抑菌活性，展现了良好的天然防腐抑菌潜力，是目前该领域

研究热点。银杏叶黄酮对细菌和真菌都具有抑菌效果，尤其是对细菌的抑菌效果更强[4]。Zhang 等[5]研
究发现银杏叶黄酮提取物对水产品中的致病菌希瓦氏菌和腐生葡萄球菌都有抑制作用。王婷等[6]发现银

杏黄酮处理后对鲳鱼鱼肉品质下降和非酶化反应有很好的抑制作用，其中延缓 K 值、TVB-N 值与 pH 的

上升，显著延长其冰藏货架期，其贮藏货架期能延长至 15 d，有效延缓了腐败变质。冯金霞等[7]研究表

明，银杏叶黄酮能明显改善鲜切红富士苹果的外观质量，并能有效地控制其发生褐变反应，降低细菌的

侵染等，更好地保持鲜切苹果果肉的品质。Kobus-Cisowska 等[8]发现银杏黄酮添加进肉馅中，能有效地

抑制脂肪在贮藏过程中的氧化和组织胆固醇过氧化物的产生，从而提高肉馅的质量。 
目前市场上黄酮粗提物非常多，由于其杂质较多、纯度低，很难对其进行科学、有效的抗菌评价[9]。

为此有必要进行分离纯化，为后续抗菌活性、抑菌机理进行探究提供物质基础。在银杏叶黄酮提取物中，

黄酮含量较低，为了提高其生物学活性和可利用效率，必须经过分离纯化[10]。一般的溶剂萃取法除杂，

萃取不充分，有机溶剂用量大，且容易造成溶剂残留，对后续的使用带来安全隐患。大孔树脂是一种可

循环低污染的材料，大量用于天然提取物的纯化[11] [12] [13]。本研究目标是筛选适合纯化银杏叶黄酮的

树脂，并通过动力学和热力学模型分析树脂吸附黄酮类化合物的机制，探究纯化的最佳条件。 

2. 材料与仪器设备 

2.1. 原材料 

原材料：银杏叶黄酮提取物，购于江苏贝斯康药业有限公司；芦丁标准品(≥98%)，购于南京广润生

物制品有限公司；大孔树脂 AB-8、NKA-9、D101、HPD-100、DM130，均购于郑州和成新材料科技有限

公司；聚酰胺树脂(60~80 目)，购于上海易恩化学技术有限公司。 

2.2. 主要试剂与仪器 

JEM-2100F 紫外分光光度计，奥益仪器有限公司；25 × 500 mm 层析柱，北京欣维尔玻璃仪器有限公
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司；RE52CS-1 旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂。 

3. 实验方法[14] 

3.1. 黄酮含量的测定及标准曲线的绘制 

采用 NaNO2-Al(NO3)3-NaOH 法测定总黄酮含量 [15] 。主要原理是基于黄酮类化合物在

NaNO2-Al(NO3)3 溶液体系中形成络合物，在强碱存在下变红，红色深浅与黄酮类化合物的含量成正比。

具体测定的方法为：将 0.5 mL 的样品溶液和 0.15 mL 5% (v/v) NaNO2 转移至 5 mL 容量瓶中。6 min 后加

入 0.15 mL 10% (v/v) Al(NO3)3。6 min 后加入 1 mL 4% (v/v)的 NaOH，然后补充 3.2 mL 的去离子水至刻

度线。20 min 后在 510 nm 处测吸光度。标准品芦丁用作参考，绘制标准曲线。 

3.2. 树脂的预处理 

树脂预处理参照文献中的方法[16]。用浓度为 95%的乙醇浸泡树脂 12 h，去离子水彻底清洗，洗至

没有乙醇气味，在 5% NaOH 溶液中浸泡 5 h，去离子水洗涤 2 次，再用 5% HCl 溶液浸泡 5 h，然后用去

离子水彻底洗干净，直到洗后的去离子水 pH 为 7 左右。处理好的树脂在烘箱中干燥后备用。 

3.3. NKA-9 大孔树脂纯化银杏叶黄酮关键参数 

3.3.1. 黄酮浓度对树脂吸附的影响 
将银杏叶黄酮提取物以乙醇溶液配制成一系列浓度的黄酮吸附液。2 g (干重)预处理后的 NKA-9 树脂

与不同浓度的黄酮提取物溶液(50 mL)转移到 100 mL 烧瓶中。烧瓶口密封后，在 25℃下摇动(120 r/min)。
待吸附过程达到平衡，测定黄酮浓度，计算吸附量和吸附率。 

3.3.2. pH 对大孔树脂吸附量的影响 
称取预处理之后的 NKA-9 大孔树脂 2 g，置于 100 mL 锥形瓶中。用乙醇溶液溶解银杏叶黄酮提取物，

2 mol/L 的盐酸和 2 mol/L 氢氧化钠溶液调节样品溶液的 pH。不同 pH 样品溶液再与预处理后 2 g (干重) 
NKA-9 树脂混合，在 100 mL 锥形瓶中 120 r/min 振荡吸附 18~24 h。测定吸附平衡后溶液中的总黄酮含

量，得出最佳吸附 pH。 

3.3.3. 乙醇浓度对树脂解吸效果的影响 
将吸附平衡后的 NKA-9 树脂过滤，再用去离子水冲洗去表面残留的黄酮溶液，平铺在滤纸上滤干水

分，称取 10 份 2 g 的树脂转移至 100 mL 锥形瓶中，分别加入 20 mL 浓度为 10%、20%、30%、40%、50%、

60%、70%、80%、90%、100%的乙醇溶液，封口后将锥形瓶置于振荡器上，振荡解吸 2 h 后测解吸液中

的黄酮浓度，计算解吸率。最高洗脱率对应最佳浓度。 

3.3.4. 吸附流速的选择 
取预处理后的 NKA-9 大孔树脂湿法上柱。用乙醇溶液将银杏叶黄酮提取物配制成黄酮含量为 0.8 

mg/mL 的上样液。选择动态吸附流速 0.3 BV/h、0.6 BV/h、1.2 BV/h (BV 为树脂柱体积，柱体积 = 100 mL)，
将上样液按不同流速上样，每 50 mL 收集一次流出液。泄漏点附近每 25 mL 收集一次。测定各收集液中

黄酮含量，绘制其浓度随体积的变化曲线，选择最佳流速。 

3.3.5. 洗脱流速的选择 
树脂吸附完全后，洗脱液的流速会影响到银杏黄酮的洗脱效果。流速过大，洗脱液与树脂交换不完

全，溶质不能完全扩散到洗脱液中，树脂洗脱不完全，洗脱液流速过小，洗脱时间太长。根据静态解吸
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实验探究得到的实验结果，将动态解吸实验条件设置为解吸液 70%乙醇，探究洗脱流速为 0.5 BV/h、1.0 
BV/h、1.5 BV/h 对解吸效果的影响。 

4. 实验结果[14] 

4.1. 黄酮含量的测定及标准曲线的绘制 

芦丁标准品所作得到的标准曲线如图 1 所示。在浓度 0.008~0.056 mg/mL 范围内，具有良好的线形

关系，可用来测定总黄酮的含量。 
 

 
Figure 1. Rutin standard curve 
图 1. 芦丁标准曲线 

4.2. 树脂的筛选 

大孔树脂通常为白色或淡粉色球形颗粒，其吸附主要取决于聚合物吸附剂与溶质之间的静电作用、

氢键和尺寸筛选[17]。在树脂的吸附解吸过程中，吸附剂和吸附质之间的范德华力和氢键起着重要作用

[18]。黄酮类化合物的分子结构中含有苯基、酚羟基、甲基、甲氧基以及糖苷等基团，也会造成极性的差

异。一般来说，极性大孔树脂叫适合富集类黄酮[19]。 
极性树脂 NKA-9 和弱极性树脂 AB-8 的吸附效果最好，说明树脂的极性并不是决定吸附性能的关

键因素。NKA-9 和 AB-8 都具有较大的孔径，说明较大的平均孔径有利于树脂吸附黄酮。NKA-9 和 AB-8
都由聚苯乙烯结构构成，NKA-9 平均孔径更大，吸附率和吸附量都更高。被吸附物质结构中的酚羟基，

可以和聚酰胺树脂结构中的酰胺基形成氢键，作用力比范德华力更强[20]，因此聚酰胺树脂的解吸率最

低。 
静态吸附和解吸动力学曲线如图 2 所示。六种树脂的吸附和解吸趋势基本一致。在吸附过程的前一

个小时，吸附速率比较快，然后开始放缓，最后基本稳定。当达到吸附平衡时，NKA-9 大孔树脂对银杏

叶黄酮的吸附率最高，吸附平衡时间在 4 h 左右，其次就是 AB-8 大孔树脂。非极性树脂 D101 和 HPD100
对黄酮类化合物的吸附率没有明显差异，吸附平衡较快，但吸附量较低。弱极性树脂 DM130 和聚酰胺树

脂对黄酮类化合物的吸附率没有显著差异，但 DM130 大孔树脂的吸附平衡时间比聚酰胺短。可见，聚酰

胺是一种吸附平衡时间较长，吸附量低的慢吸附型树脂。 
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Figure 2. Adsorption/desorption properties of six resins 
图 2. 六种树脂的吸附解吸性能 

 
六种树脂的解吸速率均较快如图 3 所示，解吸平衡时间均在 2 h 以内，解吸过程的第 1 小时解吸速

率非常快，然后逐渐趋于平衡，基本解吸完成。NKA-9 大孔树脂的解吸率最高，几乎达到 100%，并且

解吸平衡时间短，在 1 h 左右达到解吸平衡。AB-8 大孔树脂的解吸率为(98.56 ± 0.62)%，与 NKA-9 树脂

无显著差异。其次便是 D101 和 DM130，相较之 DM130 的解吸速率更快。HPD100 大孔树脂的解吸率为

(92.87 ± 0.81)%，聚酰胺树脂的解吸率最低仅为(71.83 ± 1.28)%，并且解吸速率慢。通过比较 6 种树脂对

银杏叶黄酮吸附解吸效果，确定 NKA-9 大孔树脂用于银杏叶黄酮的纯化。 
 

 
Figure 3. Kinetic curve of resins adsorption and desorption 
图 3. 树脂吸附和解吸动力学曲线 

4.3. NKA-9 大孔树脂纯化黄酮粗提物的工艺研究 

4.3.1. 上样浓度对树脂吸附的影响 
图 4 显示了上样浓度对树脂吸附率和吸附量的影响。由图中的两条折线趋势可以看出，当溶液中黄

酮浓度增加，树脂对黄酮类化合物的吸附量不断增大，吸附率呈现先增大后降低的趋势。吸附率曲线的

拐点大约在黄酮浓度为 0.8 mg/mL，此时吸附率达到最大(65.47%)。当浓度大于 0.8 mg/mL 时，树脂吸附

容量的增加速度减慢，吸附率迅速下降。这可能是因为在开始黄酮溶液浓度较低的时候，NKA-9 大孔树
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脂上的结合位点较多[21]，因此随着黄酮浓度的升高，黄酮吸附量提高迅速，吸附率先增大，但随着树脂

上的结合位点不断减少，吸附率会随之降低，吸附量趋于平稳。因此，最佳上样黄酮浓度为 0.8 mg/mL。 
 

 
Figure 4. Effect of flavone concentration on resin adsorption rate and adsorption capacity 
图 4. 上样黄酮浓度对树脂吸附速率和吸附量的影响 

4.3.2. pH 对树脂吸附量的影响 
样品初始 pH 是影响树脂吸附的重要因素，因为它会影响吸附分子的电离程度，从而影响吸附质和

吸附剂之间的亲和力。上样液 pH 对树脂吸附黄酮类化合物含量的影响如图 5 所示。当溶液的 pH 值增大，

树脂对银杏叶黄酮的吸附量呈现减小的趋势。当 pH 值为 5 时，吸附量达到最大值。银杏叶黄酮分子中

含有酚羟基、羧基，呈现弱酸性，大多数研究表明树脂吸附往往发生在酸性或中性环境中。因此选择初

始 pH 值为 5 作为初始溶液的 pH 所获得的黄酮吸附量最佳。 
 

 
Figure 5. Effect of pH on adsorption capacity of NKA-9 macroporous resin 
图 5. pH 对 NKA-9 大孔树脂吸附量的影响 
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4.3.3. 乙醇浓度对树脂解吸率的影响 
乙醇被认为是大孔树脂的优选解吸剂，并且被广泛使用，因为它可以很容易的从溶液中旋蒸去除然

后再次回收使用，不残留在样品中，而且价格便宜对样品相对无毒性。从图 6 可以看出，乙醇浓度对银

杏叶总黄酮的解吸效率有显著影响。当乙醇浓度较低时(10%~40%)，对黄酮的解吸率很低；当乙醇浓度

从 40%增加到 70%，解吸速率逐渐增大，乙醇浓度对解吸率有显著的影响(p < 0.05)。当乙醇浓度超过 70%
时，浓度对解吸率无显著影响(p > 0.05)。因此，选择 70%乙醇作为最终的解吸溶液。 

 

 
Figure 6. Effect of eluent concentration on desorption rate 
图 6. 洗脱液浓度对解吸率的影响 

4.3.4. 上样流速对树脂吸附黄酮类化合物的影响 
NKA-9 大孔树脂吸附银杏叶黄酮提取物溶液的动态吸附曲线如图 7 所示。 
 

 
Figure 7. Dynamic adsorption curve of ginkgo flavonoids by NKA-9 macroporous resin 
图 7. NKA-9 大孔树脂对银杏叶黄酮的动态吸附曲线 
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随着上样量的增加，越来越多的黄酮未能被树脂吸附而直接流出层析柱，说明树脂的吸附能力在逐

渐减弱。当上样量小于 3 BV 时，流出液中银杏叶总黄酮浓度缓慢上升，大部分仍能被树脂吸附。上样达

到 5 BV 时，大量的银杏叶黄酮类化合物泄漏，流出液中黄酮的浓度接近 0.8 mg/mL，黄酮已经几乎不能

被树脂吸附，表明树脂接近吸附饱和。样品液中黄酮类化合物的泄漏率随样品流速的增加而增加。当上

样流速为 1.2 BV/h 时，流速太大，被吸附的物质来不及扩散就流过柱床，大量黄酮泄漏。当吸附流速为

0.3 BV/h 时，流速过缓，会造成吸附时间过长。因此，最佳上样流速为 0.6 BV/h，最大上样体积为 5.5 BV。 

4.3.5. 洗脱流速对树脂解吸黄酮类化合物的影响 
如图 8 所示，通过动态解吸曲线可以观察到洗脱体积和流速对解吸率的影响。为提高产品纯度和回

收率，减少洗脱液消耗，研究了不同流速(0.5、1 和 1.5 BV/h)下的动态脱附曲线。在洗脱流速较低的条件

下观察到更好的洗脱效果，流速越快，洗脱曲线对称性越差。虽然在 1.5 BV/h 的流速下黄酮类化合物能

最早的在洗脱液中被检测出来，但是洗脱过程中黄酮类化合物的出峰区段不集中，需要消耗更多的洗脱

剂，约 5.5 BV 的 70%的乙醇才能完全将黄酮从树脂上洗脱下来。洗脱流速为 0.5 BV/h 时，需要的洗脱液

体积约 3.5 BV，但洗脱时间较长。因此，考虑到操作效率和洗脱液消耗，1.0 BV/h 的洗脱流速最好，黄

酮洗脱下来的时段集中，并且最大洗脱用量约 4 BV。 
 

 
Figure 8. Dynamic desorption curve of ginkgo flavonoids by NKA-9 macroporous resin 
图 8. NKA-9 大孔树脂对银杏叶黄酮的动态解吸曲线 

4.4. NKA-9 大孔树脂纯化效果 

根据上述单因素试验确定的最佳纯化条件下，将得到的洗脱液合并浓缩，冷冻干燥得到橙黄色的大

孔树脂纯化物，用紫外分光光度法测得总黄酮含量为 57.41% (见表 1)，说明纯化效果明显。 
 
Table 1. Purity calculation of flavonoid extract from Ginkgo biloba leaves (n = 3) 
表 1. 银杏叶黄酮提取物纯化结果(n = 3) 

样品 总黄酮含量(%) 标准偏差 

提取物 20.68 1.82 

纯化物 57.41 0.57 
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5. 结论 

本章比较了六种树脂对银杏叶总黄酮的吸附解吸性能，筛选出最适合纯化银杏叶黄酮的树脂，通过

动力学和热力学模型分析了树脂吸附过程，并且确定了总黄酮的最佳纯化条件。具体的试验结果如下： 
1) NKA-9 大孔树脂对银杏叶黄酮的吸附解吸效果最好，平衡时的最大解吸率约为 65.47%，最大吸附

量约 7.19 mg/g，吸附平衡时间约 4 h；解吸平衡时间约 1 h，最大解吸率达 99.07%。 
2) NKA-9 大孔树脂纯化银杏叶黄酮提取物的工艺条件：样品的上样黄酮浓度为 0.8 mg/mL，pH 为 5，

上样流速 0.6 BV/h，温度 25℃；洗脱剂为 70%的乙醇溶液，用量 4 BV，流速 1.0 BV/h，在此条件下纯化

总黄酮从 20.68%提高到 57.41%。 
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