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黄酮类化合物是一类在植物界中分布广泛、具有多种

生物活性的多酚类化合物[1- 2]。如白果双黄酮和葛根总黄酮

等 , 对心血管疾病有治疗作用 ; 木犀草素、羟基芫花素和杜

鹃素等能治疗气管炎 ; 竹叶黄酮具有优良的抗自由基、抗

氧化、抗衰老、降血脂、免疫调节、抗菌等生物学功效 , 在人

类的营养、健 康 和 疾 病 防 治上 有 着 广 阔 的 应 用 前 景 [3]。自

1965 年德国科学家首先发现了银杏叶中含有降低胆固 醇

的有效成分以来, 对银杏叶中黄酮类化学成分、药理药效与

应用方面的研究一直是该领域的热点[4]。有些黄酮类成分已

正式投入药物生产, 如槲皮素片、黄芩甙片和银杏叶制剂等。

1 黄酮类化合物提取方法

1.1 溶剂法

1.1.1 水提法。水提法适于黄酮甙类物质提取。该法成本

低、对环境及人类无毒害、设备简单 , 适合工业化大生产 , 但

提取率低 , 提取物中杂质较多( 如无机盐、蛋白质、糖类等) ,

后续分离麻烦 , 现在很少单一使用该法。胡敏等对水提法作

了改进, 使所得银杏提取物( GBE) 中总黄酮的含量有所提高[5]。

1.1.2 碱性水或碱性稀醇提取法。黄酮类化合物大多具有

酚羟基, 易溶于碱水 , 酸化后又可沉淀析出。其原因一是由

于黄酮酚羟基的酸性, 二是由于黄酮母核在碱性条件下开

环 , 形成 2′!羟基查耳酮 , 极性增大而溶解。因此可用碱性水

( 碳酸钠、氢氧化钠、氢氧化钙水溶液) 或碱性稀醇( 50 %乙

醇) 浸出 , 浸出液经酸化后析出黄酮类化合物。氢氧化钠水

溶液的浸出能力高, 但杂质较多 , 不利于纯化。当植物材料

( 如花和果实) 含有较多的果胶、黏液质、鞣质及水溶性杂质

时 , 宜采用石灰水 , 使它们与氢氧化钙生成钙盐沉淀滤除 ,

但浸出效果不如氢氧化钠水溶液好 , 同时有些黄酮类化合

物能与钙结合成不溶性物质被滤除。一般可以根据不同的

原料使用不同碱性溶液。丁利君等用 pH 值为 10 的氢氧化

钠溶液从菊花中提取黄酮类物质时 , 效果较好 [6]。曹永刚用

碱性较强的饱和石灰水从魁米中提取芦丁 , 使芦丁成盐溶

解 , 效果好[7]。一般应注意酸碱性不宜过强 , 以免强碱在加热

时破坏黄酮 , 也防止在酸化时生成盐 , 使析出的黄酮又复分

解 , 影响收得率。

1.1.3 有机溶剂提取法。根据黄酮类化合物与杂质极性不

同来选择适合的有机溶剂 , 常 用 乙 酸 乙 酯 、丙 酮 、乙 醇、甲

醇、水或某 些 极 性 较 大的 混 合 溶 剂 如 甲 醇∶水( 1∶1) 进行 提

取。一般游离甙元 , 难溶或不溶于水 , 易溶于甲醇、乙醇、乙

酸乙酯、乙醚、丙酮、石油醚等有机溶剂及稀碱液中 , 黄酮甙

类易溶于水、甲醇、乙醇等强极性的溶剂中 , 故浓度 90 %~

95 %的乙醇适宜提取黄酮甙元 , 60 %左右的乙醇适宜提取

黄 酮 甙 类 。许 钢 等 用 70 %丙 酮 提 取 竹 叶 黄 酮 , 提 取 率 达

95.5 %[8]。王兰珍等用 70 %乙醇冷浸 , 从元宝枫叶粉中提取

黄酮类物质 , 提取率和黄酮含量都很高 , 提取物易于浓缩和

干燥[9]。

1.2 微波法 微波法原理是利用磁控管所产生的 24.5 亿

次/s 超高频率的快速震动 , 使材料内分子间相互碰撞、挤

压, 利于有效成分的浸出。此法不仅具有反应高效性和强选

择性等特点 , 还具有操作简单、副产物少、产率高及产物易

提纯等优点。浸出过程中材料细粉不凝聚、不糊化 , 克服了

热水法易凝聚、糊化的不足。范志刚等用微波法提取雪莲黄

酮类物质, 提高了雪莲的利用率[10]。

1.3 酶解法 酶解法对于一些黄酮类物质被 细 胞 壁 包 围

不易提取的原料比较实用。原理是能够充分破坏以纤维素

为主的细胞壁结构及其细胞间相连的果胶 , 使植物中的果

胶完全分解成小分子物质 , 减小提取的传质阻力 , 使植物中
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的黄酮类物质能够充分地释放出来。王晓等 [11]用复合酶提

取山楂叶中黄酮类物质 , 提取率比常用的方法提高了 2 %～

3 %。邢秀芳等将纤维素酶用于葛根总黄酮的提取 , 比较加

酶和不加酶提取葛根总黄酮的得率 , 结果表明 , 用纤维素酶

提取葛根总黄酮的得率提高了 13 %, 效果很好[12]。

1.4 超临界流体萃取法 超临界流体萃取( SFE) 主要指超

临界 CO2 萃取 , 该法提取率高 , 无残留溶剂污染 , 活性成分

和热不稳定成分不易被分解破坏而保持天然特征 , 可选择

性提取和分离纯化 , 溶剂和溶质分离方便[13]。但该法生产成

本高 , 提取物中烷基酚含量较高 , 超临界 CO2 是非极性溶

剂 , 对非极性和分子量很低的极性物质表现出很好的溶解

性 , 但对极性较强的物质溶解能力不足。虽然增大密度能使

其溶解能力提高, 但增大密度需提高萃取压力 , 这将使萃取

设备的费用显著增加 , 不适于大规模生产[14]。因此在实际操

作中 , 常常在超临界 CO2 中加入另一种物质以改变其极性 ,

如从甘草中提取黄酮类化合物 , 用 CO2- 水- 乙醇溶剂体系

可萃取出极性较小的甘草查耳酮 , 以及极性较大的甘草素

和异甘草素。加入的物质被称作夹带剂, 也称作提携剂。常

用的夹带剂有甲醇、水、乙醇、丙酮、三氯甲烷、乙酸乙酯等[15]。

骆祥峰用此法提取银杏黄酮获得成功 , 得黄绿色精提物 , 黄

酮类化合物含量在 35 %以上[4]。

1.5 双水相萃取分离法 双水相萃取技术( ATPE) 分离原

理是物质在双水相体系中的选择性分配。该法设备投资少,

操作简单 , 无有机溶剂残留污染。由于天然植物中所含的化

合物众多, 而双水相萃取技术具有较高的选择性和专一性 ,

因此利用这些技术有希望为从天然植物中提取有效药用成

分开辟一条新的思路[16]。

1.6 超声波提取法 超声波提取是利用超声 波 空 化 作 用

加速植物有效成分浸出的提取。该法具有设备简单、操作方

便、提取时间短、产率高、无需加热 , 有利于保护热不稳定成

分、省时、节能、提取率高等优点 [17], 许刚等通过超声提取正

交试验确定对超声提取结果影响大小的因素依次为 : 浸提

剂>浸提剂浓度>超声时间>液固比; 得出用 20 倍原料重的

70 %丙酮在 57 ℃水介质条件下超声浸提 30 min, 黄酮类物

质提取率最高; 还得出超声竹叶提取物对自由基的除去作

用比水浴法好[8]。郭孝武等从黄芩中提取黄芩甙 , 用超声波

提取 10 min 比煎煮法提取 3 h 的提取率还高[18]。

2 黄酮类化合物分离纯化方法

2.1 柱层析法

2.1.1 聚酰胺柱层析法。聚酰胺柱层析法分离效果好 , 样品

容量大 , 适于在制备分离工艺中应用。但洗脱速度慢, 死吸

附较大( 损失有时高达 30 %) , 常有低分子量酰胺的低聚物

杂质混入 , 装柱时用 5 %甲醇或 10 %盐酸预洗除去低聚物。

李文魁等以甲醇- 氯仿为洗脱剂 , 用聚酰胺层析柱对各种黄

酮甙类进行分离 , 效果好 [19]。高木修造等利用硅胶层析柱

( 氯仿- 甲醇作洗脱剂) 和聚酰胺层析柱( 水- 甲醇作洗脱剂)

配合分离 , 从黄芩中分离出 11 种黄酮类化合物 ; 利用聚酰

胺层析柱 , 水和乙醇梯度洗脱 , 从金钱草中分离到 5 种黄酮

类化合物。

2.1.2 硅胶柱层析法。由于黄酮类化合物与硅胶有很强的

吸附能力 , 难洗脱 , 而且与硅胶中很多金属离子络合而不能

被洗脱, 所以应预先用浓盐酸处理硅胶除去金属离子 , 以免

干扰分离效果。硅胶主要用于分离极性较低的黄酮类化合

物如异黄酮、黄烷类、二氢黄酮( 醇) 和高度甲基化或乙酰化

的黄酮和黄酮醇 , 如用乙醚- 氯仿溶剂系统从野靛中分离异

黄酮类[20]。硅胶在降活后也可用于极性较大的黄酮类化合

物, 如甙类、多羟基黄酮类化合物。如穿心莲根丙酮提取物

用苯- 己烷( 3∶1) 洗脱得到芹菜素 7, 4′!二甲醚 , 用苯洗脱得

到 5!OH!7, 8, 2′!四甲氧基黄酮醇[21]。

2.1.3 葡聚糖凝胶柱层析法。葡聚糖凝胶( 主要有Sephadex

LH!20 型和 Sephadex!G 型) 是一种淋洗速度快 , 可以反复使

用 , 没有损失的非常好的分离和纯化黄酮类化合物的填充

材料。其中 Sephadex!LH20 的洗出液中不含杂质 , 适用于从

纸色谱分析、硅胶及聚酰胺柱色谱中分离出来的黄酮类化

合物糖甙配基及糖甙的最终纯化。葡聚糖凝胶在分离游离

黄酮时, 主要靠吸附作用 , 吸附程度取决于游离酚羟基的数

目 , 游离酚羟基的数目越多越难以洗脱 ; 在分离黄酮甙时 ,

则分子筛的属性起主导作用 , 相对分子质量的大小或含糖

的多少决定化合物被洗脱的先后 , 分子量越大 , 连的糖越

多 , 越易洗脱。如用甲醇作洗脱剂 , 从 SephadexLH!20 柱洗

出下列物质先后顺序为 : 刺槐甙( 山萘酚!3!半鼠李糖!7!鼠

李糖甙) 、芦丁( 双糖) 、槲皮甙( 单糖) 、芹菜素( 5, 7, 4′!三羟

基黄酮) 、山萘酚( 3, 5, 7, 4′!四羟基黄酮) 、槲皮素( 3, 5, 7, 3′,

4′!五羟基黄酮) [22]。李教社等用葡聚糖凝胶柱层析从密蒙花

中分离得到了 8 个黄酮类化合物[23]。

2.2 薄层层析法( TLC) 薄层层析法有离心 薄 层 层 析 和

制备性薄层层析 , 前者具有分离速度快、处理量大等优点 ,

可以替代制备型薄层层析 , 有时甚至能替代柱层析; 后者适

宜量小的纯化处理 , 李教社等用制备性 TLC 从密蒙花中分

离得到 3 个黄酮类化合物[23]。

2.3 高效液相色谱法 ( HPLC) HPLC 正相系统的固定相

有硅胶柱和氨基柱 , 反相系统的固定相有 C18 柱、C8 柱、苯

基柱、氨基柱及 C2 柱等。流动相一般用甲醇- 水或乙腈- 水

系统 , 并加入少量的酸( 乙酸、磷酸、甲酸及磷酸二氢钾) 来

改善分离效果 , 防止拖尾。虽然 HPLC 较纸色谱、柱色谱、薄

层色谱的分离效果更理想 , 但考虑到其分离成本较高 , 更多

的是用于黄酮类化合物的定性检测、定量分析或少量样品

的制备等[24]。

2.4 纸层析法 适于分离各种类型黄酮类化 合 物 及 其 甙

类的复杂混合物。优点是容易得到满意的层析分离, 既便于

分离量小的也便于分离相对量大的黄酮类化合物, 所需设

备和材料的费用少。郭新华等应用表面活性剂胶束水溶液

纸色谱分离测定了 5 种黄酮及黄酮甙类化合物的 Rf 值[25]。

2.5 超临界流体萃取分离法 超临界流体萃 取 分 离 是 利

用超临界流体对中草药有效成分进行提取分离的新技术。

邓启焕对银杏 叶的 有 效 成 分 进 行 提 取 分离 工 艺 的 研 究 表

明 : 利用混合超临界流体萃取得率高、操作时间短、黄酮含

量高[26]。刘志敏等利用该法对 6 种黄酮及黄酮类化合物作

了研究 , 发现色谱条件也是影响色谱分离的重要因素 , 流动

相组成是影响色谱条件的主要因素[27]。

2.6 大孔树脂吸附法 大孔吸附树脂具有吸附快、吸附容

量大、吸附选择性好、解吸条件温和、洗脱率高、物化稳定性

高、不受无机物存在的影响、再生简单、使用周期长、易于构

成闭路循环、节省费用等优点 , 适宜工业化生产。大孔吸附
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树脂为吸附和筛选相结合的分离材料 , 在确定分离条件时 ,

首先根据被分离化合物分子体积的大小选用适当的树脂孔

径, 其次要根据分子中是否含有酚羟基、羧基或碱性氮原子

来确定树脂的型号和分离条件。常用的洗脱剂有水、甲醇、

乙醇、丙酮、乙酸乙酯等。对非极性大孔树脂, 洗脱剂极性越

小 , 洗脱能力越强 ; 对极性大孔树脂和极性较大的化合物 ,

则用极性强的溶剂能更好地分离。据报道 , 弱极性 AB!8 大

孔树脂对葛根黄酮、银杏叶黄酮进行吸附分离 , 提取物中黄

酮含量提高近 1 倍。吉云秀等用 D101 型树脂成功地纯化了

银杏叶中的黄酮类化合物, 效果良好[28]。

2.7 液滴逆流层析法 液滴逆流层析是利用 化 合 物 在 两

相溶剂中的不同溶解度而实现分离 , 具有分离效果好、上样

量大( 0.5～2.0 g) 、分离速度快、样品零损失、分离自动化等优

点。适用于分离黄酮( 醇) 的溶剂系统为氯仿- 甲醇- 水、正丁

醇- 醋酸- 水、氯仿- 正丁醇- 甲醇- 水 , 后者不仅适用于甙元

也适用于甙的分离; 适用于分离异黄酮的溶剂系统有氯仿-

甲醇- 水; 分离双苯吡酮的溶剂系统有氯仿- 甲醇- 水。

2.8 梯度 pH 值萃取法 黄酮类化合物中有酚羟基的取代

而显酸性, 并且由于羟基的数目和位置不同 , 酸性强弱也不

同 , 利用这一特性 , 将植物提取的总黄酮溶于有机溶剂中 ,

依次按弱碱至强碱 , 从稀碱至浓碱的水溶液的顺序进行萃

取 , 就可以将黄酮按较强酸性至较弱酸性的顺序分别萃取

出来。如将混合物溶于有机溶剂乙醚后, 依次用 5 %NaHCO3、

5 %Na2CO3、0.2 %NaOH、5 %NaOH 水溶液萃取 , 可依次萃取

出 7, 4′!二羟基黄酮、7!羟基黄酮或 4′!羟基黄酮、一般酚羟

基黄酮、5!羟基黄酮。

2.9 金属试剂络合沉淀法 金属试剂络合沉 淀 法 是 利 用

铝盐、铅盐、镁盐能与具有邻二酚羟基结构的黄酮类化合物

形成配合物沉淀, 可以把它们与其他化合物分开 , 加酸解离

还原。如铅盐沉淀法即将植物原料的乙醇提取液蒸干 , 浓缩

物用水溶解 , 加醋酸铅饱和水溶液沉淀黄酮类物质 , 滤集沉

淀 , 洗净后 , 悬浮于乙醇中 , 通硫化氢脱铅 , 过滤 , 浓缩乙醇

液即可。现很少用硫化氢脱铅 , 而用硫酸盐、磷酸盐或阳离

子交换树脂脱铅。

2.10 膜分离法 主要有超滤、微滤、纳滤和反渗 透 等 , 是

在常温下操作 , 低能耗 , 在原生物体系环境下实现物质分

离 , 无相变 , 能高效浓缩富积产物 , 有效去除杂质。超滤法

( UF) 是膜分离法的代表 , 通过控制超滤膜孔径大小 , 能 有

效除去提取液中大分子物质 , 故选用适宜孔径的超滤膜是

提高产品收率和质量的关键。王世岭用超滤法分离黄芩甙,

效果较好[29]。

2.11 活性炭吸附法 活性炭吸附法适用于 纯 化 黄 酮 甙 ,

尤其是初步纯化水或甲醇水液提取的植物粗提物中的黄酮

甙非常有效。方法是先将植物原料用水煎煮( 也可直接用甲

醇提取) , 水煎液浓缩至稠浆状 , 加入甲醇溶解 , 过滤 , 于滤

液中分次加入活性炭 , 检查直至溶液无黄酮反应为止。过

滤 , 将吸有黄酮的活性炭依次用沸甲醇、沸水及 7 %苯酚水

液( 即室温下饱和水溶液) 洗脱 , 即得总黄酮。

3 黄酮类化合物含量测定方法

3.1 分光光度法 分光光度法是利用黄酮类 化 合 物 结 构

上的酚羟基及其还原性羰基能够与金属盐试剂形成有色络

合物原理进行测定。该法设备价廉 , 操作简便 , 但样品未经

分离纯化 , 受花色素、酚酸及其他酚性成分的干扰 , 误差较

大 , 结果高于实际含量[30]。冯涛等验证了利用分光光度法测

定竹叶中总黄酮含量的可靠性 [31]。张正康利用分光光度法

测定刺五加片中总黄酮含量 , 可为控制刺五加片质量提供

检测依据[32]。

3.2 高效液相色谱法 ( HPLC) 自 20 世纪 70 年代以来 ,

应用 HPLC 已成功地分离了大量的黄酮类化合物 , 在分析

中 , 以 C18 柱与 C8 柱最为常用 , 柱内填充粒径以 10、5 μm 用

的最多。由于黄酮类化合物常带有酚羟基 , 在水中会部分解

离 , 而未解离的羟基与固定相作用较强 , 从而导致拖尾 , 所

以黄酮类的反相高效液相色谱( RP!HPLC) 中需要加入酸调

节 pH 值以抑制解离克服拖尾现象 , 这与离子抑制色谱技

术的原理是一致的[33]。自 HPLC 应用于黄酮类的分析以来 ,

RP!HPLC 一直扮演着中心角色 , 流动相以甲醇- 水、乙睛-

水体系应用最为广泛。张廷之等用 RP!HPLC 法测定了毛竹

叶中总黄酮的含量 , 并与分光光度法作了比较 , 结果表明 :

两者测定结果较接近 , 但 HPLC 法相对干扰少 , 重现性好 ,

测定结果更为精确可靠 , 比色法稳定性稍差[34]。

3.3 毛 细 管 电 泳 法 毛 细 管 电 泳 法 具 有 速 度 快 , 选 择 性

高 , 分离效率高 , 经济及样品前处理简单 , 产、进样体积小 ,

溶剂消耗少和抗污染能力强等优点。毛细管电泳因其电泳

迁移技术的差异可分为区带电泳、等速电泳、等电点电泳、

凝胶电泳和电动色谱柱电泳 5 种类型。最普通的分离方式

是在溶液中使用单一的缓冲溶液 , 称之为毛细管区域电泳

( CZE) 。在黄酮类化合物的分离中, 主要采用的方法是CZE。

吴同在大豆异黄酮提取液分离分析工作中建立了毛细管电

泳技术的定量方法[35]。Vanttinen 等采用毛细管电泳法对处理

过的豆粉和豆腐中大豆黄素及金雀异黄素进行了测定[36]。

3.4 超临界流体色谱法 近年来 , 超临界流体色谱法在国

际上发展很快 , 但在我国还处于探索阶段。刘志敏等利用超

临界流体色谱法测定银杏叶中的总黄酮类 , 以苯基为固定

相 , 二氧化碳- 乙醇- 磷酸( V/V, 90∶9.98∶0.02) 为流动相 , 3 个

黄酮甙元获得良好的分离 , 然后计算了总黄酮的含量 , 这种

方法定量结果准确 , 重现性好[37]。

3.5 薄层扫描法 薄层扫描法是样品经薄层层析分离后 ,

直接在薄层扫描仪上 , 在选定 λR 和 λS 范围内扫描( 或单波

长法) , 得薄层斑点的面积积分值 , 由回归方程计算含量。该

法不受其他成分干扰 , 方法简便、准确。章崇仪等用聚酰胺

薄膜为固定相 , 以乙醇- 36 %醋酸为展开剂层析后 , 双波长

反射法锯齿扫描测定了黄芩中黄芩甙的含量[38]。

3.6 其他方法 极谱法灵敏、方便、快速。徐礼燊等以硫酸

铵为底液, 用导数脉冲极谱法测定了三白草中总黄酮含量[39]。

库伦滴定法是利用黄酮类化合物的分子结构中带有羟基的

性质, 可与溴发生取代反应。徐礼燊等用库伦滴定法测定了

三白草中总黄酮和金丝桃甙的含量 , 与比色法结果基本一

致 , 但库伦滴定法操作方便、快速 [40]。络合滴定法是利用黄

酮类与某些金属离子具有很强的络合作用形成一定的组成

沉淀, 经过滤洗涤后溶于适当溶剂中 , 再以 EDTA 滴定沉淀

中的金属离子。
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响较大。

2.2.6 培养温度试验。将摇床温度分别设定为 20、25、30、

35、40 ℃进行发酵试验 , 结果见图 7。从图 7 可以看出 , 枯草

芽孢杆菌 DPG!01 最适发酵温度在 35~40 ℃, 工艺中定为

( 37±1) ℃。

2.3 正交试验结果 正交试验结果见表 1。从表 1 可以看出:

最优方案为 A2B2C1D2, 即摇瓶培养基配方为 : 豆饼粉 2.0 %,

尿素 0.1 %, 玉 米 浆 0.15 %, 玉 米 淀 粉 1.00 %, 磷 酸氢 二 钾

0.3 %, 磷酸二氢钾 0.15 %, 硫酸镁 0.1 %, 硫酸锰 0.02 %。以

该培养基进行摇瓶试验 , 发酵水平最高达到 9.1×109 cfu/ml,

芽孢形成率达到 90 %以上。

3 结论与讨论

发酵液可以达到的有效活菌总数对于微生态产品生产

意义重大, 不但直接影响生产成本 , 而且对产品质量及实际

使用效果起着至关重要的作用。在该试验优化条件下, 枯草

芽孢杆菌 DPG!01 发酵水平达到 9.1×109 cfu/ml, 芽孢形成率

达到 90 %。发酵液采用超滤工艺浓缩 , 然后加入淀粉作为

载体 , 干燥后浓缩菌剂有效活菌总数达到 200×1010 cfu/g 以

上 , 成品室温保存 18 个月 , 活菌保存率为 82 %。
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