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大孔吸附树脂纯化两色金鸡菊总黄酮的工艺研究 
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摘  要：目的  研究大孔树脂纯化两色金鸡菊总黄酮的工艺条件及参数。方法  采用静态吸附解吸法优选适宜的大孔树脂，

以树脂吸附量、总黄酮解吸率为考察指标，对筛选出的树脂进行工艺优化。结果  D-101 树脂具有较好的吸附及解吸附性能，

其最佳工艺为：上样液质量浓度 3.4 mg/mL，树脂的上样量为 15 mL/g，上样液 pH 值为 5.0，上样流速 1.0 mL/min，6 BV 去

离子水洗脱除杂后，用 pH 5.0 的 70%乙醇以 1.5 mL/min 洗脱 5 BV；所得两色金鸡菊总黄酮质量分数为 73.5%，得率为 8.8%。

结论  D-101 树脂综合性能好，适合于两色金鸡菊总黄酮的分离纯化。 
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Purification of total flavonoids from Coreopsis tinctoria with macroporous resins 
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Abstract: Objective  To explore the technological parameters and the purification process of total flavonoids from Coreopsis 
tinctoria. Methods  Nine types of macroporous resins were compared through static adsorption-desorption methods with 
adsorbability and desorption ratio as indexes to optimize the purification parameters. Results  D-101 resin showed better adsorption 
and desorption parameters, and the optimal parameters for purification process were as follows: the concentration of sample extract 
was 3.4 mg/mL, the loaded amount was 15 mL/g, pH value was 5.0, the flow rate was 1.0 mL/min, and after being eluted with 6 BV 
water, the optimal solution for desorption was 70% ethanol in pH 5.0 with 5 BV at the flow rate of 1.5 mL/min. The purity of total 
flavonoids was 73.5%, and the yield was 8.8%. Conclusion  D-101 resin shows significant effect on the purification of flavonoids 
which is feasible to separate and purify total flavonoids from C. tinctoria. 
Key words: Coreopsis tinctoria Nutt.; total flavonoids; macroporous resin; purification technology 

 
两色金鸡菊又名雪菊，为菊科金鸡菊属两色金

鸡菊 Coreopsis tinctoria Nutt.的干燥头状花序，原产

北美，现广泛栽培种植于世界各地。其具有清热解

毒、降血压、调血脂之功效[1]，我国新疆和田地区

居民将其用于茶饮。良好的疗效使两色金鸡菊产品

在市场上倍受消费者青睐，该药材的栽培面积也在

逐年递增。研究显示黄酮类化合物是两色金鸡菊的

主要标识性成分，其总黄酮含量可达 25%[2]。本课

题组前期通过药效学研究阐明了两色金鸡菊黄酮的

降压作用及其机制[3-6]。大孔吸附树脂是一种具有吸

附容量大、工艺流程短、易放大、再生容易等特点

的分离材料，已被广泛用于中药有效成分的分离富

集[7-8]。本实验通过大孔吸附树脂法富集两色金鸡菊

总黄酮，旨在建立适合工业化生产的纯化工艺，为

其进一步的新药开发提供数据参考。 
1  仪器与材料 

754 紫外可见分光光度计（上海菁华科技有限

公司），梅特勒 AL204 型电子天平（梅特勒–托利 
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多上海有限公司），BP211D 十万分之一电子分析天

平（德国 Sartorius 公司），FW100 型植物粉碎机（天

津泰斯特仪器有限公司），RE—5298A 旋转蒸发仪

（上海亚荣生化仪器厂），真空恒温干燥箱（北京市

永光明医疗仪器厂）。 
D-101 树脂（天津兴南允能高分子技术有限公

司），AB-8 树脂（天津市光复准细化工研究所），

HPD100、HPD200A、HPD300、HPD700、HPD400、
HPD500、HPD826 树脂（沧州宝恩化工有限公司）。

两色金鸡菊采自新疆和田地区皮山县，由新疆维吾

尔自治区药物研究所杨伟俊副研究员鉴定为菊科金

鸡菊属植物两色金鸡菊 Coreopsis tinctoria Nutt.
的干燥花序。芦丁对照品（中国食品药品检定研

究院，批号 100080-200707）；其他试剂均为国产

分析纯试剂。 
2  方法与结果 
2.1  总黄酮的测定[9] 
2.1.1  对照品溶液的制备  精密称取 120 ℃下减

压干燥至恒定质量的芦丁对照品 5.557 6 mg，置 25 
mL 量瓶中，用少量甲醇加热使其溶解，冷却后用

甲醇加至刻度，即得 0.222 3 mg/mL 芦丁对照品溶

液。摇匀、备用。 
2.1.2  标准曲线的绘制  精密吸取 0.222 3 mg/mL
芦丁对照品溶液 0、1.0、2.0、3.0、4.0、5.0、6.0 mL，
置于 25 mL 量瓶中，各加水至 6.0 mL，加 5%亚硝

酸钠溶液 1.0 mL，混匀，静置 6 min，加 10%硝酸

铝溶液 1.0 mL，摇匀，放置 6 min，加氢氧化钠溶

液 l0.0 mL，再加水至刻度，摇匀，静置 15 min，以

相应试剂为空白，照紫外–可见分光光度法，在 509 
nm 波长处测定吸光度（A）值。以 A 为纵坐标，质

量浓度为横坐标，绘制标准曲线，得标准曲线方程

A=13.917 X－0.007 5，r=0.999，结果表明在 0.008 9～
0.053 3 mg/mL 线性关系良好。 
2.1.3  测定波长的选择  吸取 0.222 3 mg/mL 芦丁

对照品溶液和样品溶液各 1.0 mL，按“2.1.2”项下

方法依法进行显色反应，在 200～800 nm 扫描。结

果表明，芦丁对照品和样品的显色溶液均在 509 nm
处有最大吸收，因此选定 509 nm 作为测定波长。 
2.1.4  总黄酮的测定和上样液的制备  称取金鸡菊

粉末适量，加 18 倍量 70%乙醇加热回流提取 2 次，

每次 1.5 h，滤过，合并滤液，减压浓缩后得粗提物。

称取粗提物 19.2 mg，置 25 mL 量瓶中，加水至刻

度，从中精密吸取 1 mL，按“2.1.2”项下“加 5%
亚硝酸钠溶液 1.0 mL 起”依法测定 A 值，计算得粗

提物中总黄酮质量分数为 44.54 %，RSD 值为 1.06%
（n=3）。取适量粗提物溶于水，制成吸附所需质量

浓度的上样液。 
2.2  树脂的筛选 
2.2.1  大孔树脂的预处理[9-10]  将不同型号的树脂

分别用 95%乙醇浸泡 24 h，充分溶胀后，用 95%乙

醇在柱上流动冲洗，不时检出洗出液加适量去离子

水至无白色浑浊为止，再用去离子水洗至无醇味，

备用。 
2.2.2  不同型号树脂对总黄酮的静态吸附–解吸性

能考察[11-12]  称取预处理好的 9 种型号大孔树脂

2.0 g（湿质量），置 50 mL 锥形瓶中，加入样品溶

液 20.0 mL（3.24 mg/mL），5 min 振摇 10 s，持续

2 h，然后静置 24 h，使其充分吸附。吸取上层液测

定 A 值，计算总黄酮的质量浓度，计算总黄酮的静

态吸附量和吸附率。将滤出的各种树脂分别另置于

50 mL 锥形瓶中，各加入 70%乙醇 20.0 mL， 5 min
振摇 10 s，持续 2 h，然后静置 24 h，使其充分解吸

附，抽滤，得解吸后的滤液。测定解吸液的吸光度，

计算滤液中总黄酮质量浓度，并计算总黄酮的静态

解吸量和解吸率。结果见表 1。 
吸附量=（初始质量浓度－剩余质量浓度）×溶液体积/

干树脂质量 

吸附率=（吸附量－初始总黄酮量）/初始总黄酮量 

解吸量=（解吸液质量浓度×解吸液体积）/干树脂质量 

解吸率=解吸量/吸附量 

结果显示，在静态吸附试验中，HPD826、
HPD200A、D-101 3 种树脂静态吸附量较高，其吸

附率均达到 95%以上。在静态解吸试验中，解吸率

达到 65%以上的树脂有 HPD700、HPD100、
HPD400、HPD200A、D-101 树脂。综合静态吸附

和解吸试验，可知 D-101 树脂对两色金鸡菊总黄酮

具有较好的吸附和解吸性能，且在制药工业中，以

D-101 树脂应用最为广泛，因此选定 D-101 型树脂

作为两色金鸡菊总黄酮富集纯化的树脂型号。 
2.3  D-101 树脂分离纯化两色金鸡菊总黄酮的工艺

参数考察[13] 
2.3.1  吸附曲线的绘制及上样量的确定  准确称

取已处理的 D-101 树脂 1份（相当于干树脂 10.0 g），
取两色金鸡菊总黄酮溶液（含总黄酮 14.62 mg/mL)，  
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表 1  不同大孔树脂对两色金鸡菊总黄酮的静态吸附和解吸性能 
Table 1  Static adsorption of total flavonoids from C. tinctoria by nine types of macroporous resins 

树脂类型 极  性 吸附量/(mg·g−1) 吸附率/% 解吸量/(mg·g−1) 解吸率/% 

HPD-100 非极性 30.6 94.5 20.9 68.3 

HPD-200A 非极性 30.9 95.5 21.1 68.3 

HPD-300 非极性 30.8 94.9 19.6 63.8 

HPD-700 非极性 29.7 91.7 21.5 72.2 

D-101 非极性 30.8 95.1 20.8 67.5 

HPD-826 氢  键 30.8 95.2 20.0 64.9 

AB-8 弱极性 30.5 94.4 17.5 57.4 

HPD-400 中极性 30.5 94.0 21.5 70.4 

HPD-500 极  性 30.4 93.9 17.5 57.6 

 
以 1.0 mL/min 上柱，按树脂床体积数收集流出液，

并测定每次流出液中总黄酮的质量浓度。结果见图

1。从第 3 个 BV 开始，总黄酮出现少量泄漏，到第

12 个 BV 时，D-101 树脂对两色金鸡菊总黄酮的吸

附达到饱和，即 10.0 g D-101 树脂对总黄酮最大吸

附量可达到 555.5 mg。为了避免总黄酮的泄漏，故

拟定上样量为 15.0 mL/g（总黄酮 3.4 mg/mL）。 

 

图 1  D-101 树脂对两色金鸡菊总黄酮的吸附曲线 
Fig. 1  Dynamic adsorption curves of D-101 on total 

flavonoids from C. tinctoria 

2.3.2  上样液质量浓度的考察  取两色金鸡菊总

黄酮溶液 20.0 mL（含总黄酮为 12.14 mg/mL），分

别加水使上样液质量浓度分别为 0.81、1.21、3.36、
3.84、4.86 mg/mL，通过装有 10.0 g D-101 树脂的

色谱柱上，至吸附完全后，先用去离子水洗脱，再

用 95%乙醇 100.0 mL 洗脱至基本无黄酮，收集流出

液，测定 A 值，计算树脂吸附量和总黄酮解吸率。

结果见表 2。上样液质量浓度为稀释 5 倍时，D-101
树脂对总黄酮的解吸率最高，稀释倍数过大或过小

均不利于 D-101 树脂对两色金鸡菊总黄酮的吸附。

故选择5倍稀释液即3.40 mg/mL为上样液质量浓度。 

表 2  上样液质量浓度对两色金鸡菊总黄酮的影响 
Table 2  Effect of sample concentration on total flavonoids 

from C. tinctoria 

上样液质量浓度/(mg·mL−1) 吸附量/(mg·g−1) 解吸率/%

0.81 22.88 70.6 

1.21 23.60 72.9 

3.36 24.68 76.2 

3.84 18.07 55.8 

4.86 23.39 72.2 

 
2.3.3  上样液pH值的影响  准确吸取 150.0 mL上

样液（总黄酮为 3.40 mg/mL）4 份，用 1.0 mol/L HCl
溶液或 1.0 mol/L NaOH 溶液调 pH 值为 4.0、5.0、
6.0、7.0，加于装有 10.0 g D-101 树脂的色谱柱上，

至吸附完全后，先用去离子水洗脱，再用 95%乙醇

100.0 mL 洗脱至基本无黄酮，收集流出液，测定 A
值，计算树脂吸附量和总黄酮解吸率，结果见表 3。
pH 值低于 5.0 时吸附效果好，随着上样液的 pH 值

的升高，树脂对总黄酮的吸附能力下降，说明树脂

在酸性条件下对总黄酮的吸附性能好。因此选择 pH
值为 5.0 为上样液的最佳 pH 值。 

表 3  上样液 pH 值对两色金鸡菊总黄酮的影响 
Table 3  Effect of different pH value of sample on total 

flavonoids from C. tinctoria 

上样液 pH 值 吸附量/(mg·g−1) 解吸率/% 

4.0 41.6 81.6 

5.0 41.5 82.7 

6.0 37.3 73.1 

7.0 34.9 68.5 
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2.3.4  上样流速的选择  准确吸取 150.0 mL 上样

液（总黄酮为 3.40 mg/mL）4 份，将其 pH 值调为

5.0，以 0.5、1.0、1.5、2.0 mL/min 上柱，吸附完全

后，先以去离子水洗脱，再用 95%乙醇 100.0 mL
洗脱至基本无黄酮，收集流出液，测定 A 值，计算

树脂吸附量和总黄酮解吸率。结果见表 4。树脂对

总黄酮的吸附性能随着上样流速增大而下降，流速

慢有利于树脂对总黄酮的吸附。可能是树脂的内扩

散效应所致。流速过大，溶液通过树脂床的速度大

于传质速度，总黄酮分子来不及扩散到树脂的内孔

便已流出，使得树脂对总黄酮的吸附量减少。当上

样流速为 1.0 mL/min 时，树脂对总黄酮的吸附效果

最好，因此选择 1.0 mL/min 的流速进行上柱。 

表 4  上样流速对两色金鸡菊总黄酮的影响 
Table 4  Effect of adsorption rate on total flavonoids from 

C. tinctoria 

上样流速/(mL·min−1) 吸附量/(mg·g−1) 解吸率/% 

0.5 37.6 73.7 

1.0 38.3 75.1 

1.5 36.5 71.6 

2.0 36.1 70.9 

 
2.3.5  洗脱剂体积分数的选择  准确吸取 150.0 
mL 上样液（总黄酮为 3.40 mg/mL）4 份，将其 pH
值调为 5.0，以 1.0 mL/min 上柱，至吸附完全后，

先用水洗脱后，再分别用 30%、50%、70%、95%
乙醇 100.0 mL 洗脱，收集流出液，测定流出液吸光

度值，计算树脂解吸量和总黄酮解吸率。结果见表

5。结果表明，树脂对总黄酮的解吸量随乙醇体积分

数增大而增大，70%乙醇的树脂解吸量和解吸率最

高，当乙醇体积分数大于 70%时，解吸率下降。可

能是由于乙醇体积分数增大，醇溶性的杂质增多，

降低了解吸率。因此，选择 70%乙醇溶液进行洗脱。 

表 5  乙醇体积分数对两色金鸡菊总黄酮的影响 
Table 5  Effect of eluent concentration on total flavonoids 

from C. tinctoria 

乙醇体积分数/% 解吸量/(mg·g−1) 解吸率/% 

30 34.1 66.8 

50 39.7 77.9 

70 42.3 82.9 

95 41.0 80.6 

 

2.3.6  洗脱剂pH值的影响  准确吸取 150.0 mL上

样液（总黄酮为 3.40 mg/mL）4 份，将其 pH 值调

为 5.0，以 1.0 mL/min 上柱，至吸附完全后，先用

去离子水洗脱后，分别将 70%乙醇 100.0 mL 的 pH
值调为 4.0、5.0、6.0、7.0，洗脱至基本无黄酮。收

集流出液，测定流出液 A 值，计算树脂解吸量和总

黄酮解吸率。结果见表 6。结果表明，树脂对总黄

酮的解吸附效果随洗脱剂 pH 值增大而增大，即在

弱酸条件下有利于树脂解吸总黄酮，但 pH 值增大

到一定值时，解吸附效果有所下降。当 pH 值为 5.0
时，其解吸率最高。因此选择洗脱剂的 pH 值为 5.0
进行洗脱。 

表 6  洗脱剂 pH 值对两色金鸡菊总黄酮的影响 
Table 6  Effect of eluent pH value on total flavonoids from 

C. tinctoria 

洗脱剂 pH 值 解吸量/(mg·g−1) 解吸率/% 

4.0 42.7 83.7 

5.0 48.5 95.0 

6.0 47.8 93.8 

7.0 43.8 85.9 
 
2.3.7  洗脱速度的考察  准确吸取 150.0 mL 上样

液（总黄酮为 3.40 mg/mL）4 份，将其 pH 值调为

5.0，以 1.0 mL/min 上柱，至吸附完全后，先用去离

子水洗脱后，再分别用 pH 值为 5.0 的 70%乙醇以

0.5、1.0、1.5、2.0 mL/min 进行洗脱。收集流出液

至 100.0 mL，测定流出液 A 值，计算树脂解吸量和

总黄酮解吸率。结果见表 7。结果表明，树脂对总

黄酮的解吸附效果随着洗脱速度的增大而增大，但

洗脱速度增大到一定值时，解吸附的效果下降。当

洗脱速度为 1.5 mL/min 时，总黄酮的解吸率最高，

因此选择洗脱速度为 1.5 mL/min 进行洗脱。 

表 7  洗脱速度对两色金鸡菊总黄酮的影响 
Table 7  Effect of eluting rate on total flavonoids from C. 

tinctoria 

洗脱速度/(mL·min−1) 解吸量/(mg·g−1) 解吸率/% 

0.5 39.3 77.0 

1.0 42.8 83.9 

1.5 46.8 91.8 

2.0 41.7 81.8 
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2.3.8  洗脱剂用量的确定  准确称取已处理好的

D-101 树脂（约相当于干树脂 10.0 g）1 份，准确

吸取 150.0 mL 上样液（总黄酮为 3.40 mg/mL），将

其 pH 值调为 5.0，以 1.0 mL/min 上柱，至吸附完

全后，先用去离子水洗脱后，再用 pH 值为 5.0 的

70%乙醇以 1.5 mL/min 洗脱，按树脂床体积数收集

流出液，至流出液基本无黄酮时停止。测定各流出

液总黄酮 A 值，绘制洗脱曲线，见图 2。在第 2 BV
洗脱体积时，总黄酮质量浓度达到最高，随后总黄

酮质量浓度逐渐降低。当洗脱到 5 BV 时，树脂将

绝大部分的总黄酮基本洗脱下来。因此拟定洗脱剂

用量为 5 BV。 

 

图 2  两色金鸡菊总黄酮的洗脱曲线 
Fig. 2  Elution curve of total flavonoids from C. tinctoria 

2.3.9  洗脱除杂用水量的考察  准确吸取 150.0 
mL 上样液（总黄酮为 3.40 mg/mL），将其 pH 值调

为 5.0，以 1.0 mL/min 通过装有 10.0 g D-101 树脂

的色谱柱，至吸附完全后，用去离子水以 1.0 mL/min
洗脱，按树脂床体积数收集流出液，浓缩干燥至恒

定质量，称定杂质质量，结果见图 3。随着用水量

的增加，所得杂质量不断减少，当洗脱用水量达到

6 BV 时，大部分杂质被洗脱洗脱下来。综合考虑选

定用 6 BV 去离子水进行洗脱除杂。 

 

图 3  洗脱除杂用水量的考察 
Fig. 3  Effect of volume of washing water on total 

flavonoids from C. tinctoria 

2.4  最佳工艺条件验证 
称取已处理好的 D-101 型大孔树脂 10 g。吸取

150ml 上样液（总黄酮 3.4 mg/mL），调 pH 值为 5，
以 1mL/min 上样。至吸附完全后，用 6 BV 去离子

水以 1.5 mL/min 洗脱后，再用 pH 5.0 的 70%乙醇

溶液 5 BV，以 1.5 mL/min 进行洗脱，平行 3 次试

验。结果总黄酮的解吸率为（94.30±0.46）%，所

得两色金鸡菊总黄酮的质量分数为（73.57±4.81）%，

得率为（8.80±0.45）%。纯化前，提取液中总黄酮

的质量分数为（44.54±1.06）%。结果表明，在上

述工艺条件下 D-101 树脂对总黄酮的吸附纯化稳

定，且总黄酮的质量分数有所提高。 
3  讨论 

本实验通过大孔吸附树脂法对两色金鸡菊总黄

酮分离纯化进行了研究。实验中选用了 9 种不同极

性的大孔吸附树脂进行筛选。从中选取了一种树脂，

进行样液总黄酮质量浓度的预实验，将配制的总黄

酮溶液稀释不同倍数，结果表明总黄酮质量浓度过

大或过小，会导致树脂吸附过饱和或吸附较少，表

现为吸附率均大或均小，不能体现树脂吸附性能的

差异。因此，在筛选过程中，需选择适中的总黄酮

质量浓度。在静态吸附性能考察试验中，不同类型

树脂对两色金鸡菊总黄酮的吸附性能表现为非极性

树脂（HPD-200A、D101、HPD-300、HPD-100）＞

氢键（HPD-826）＞弱极性（AB-8）＞中极性

（HPD-400）、极性（HPD-500），结果显示非极性、

氢键树脂具有较好的吸附性能，但解吸率却显示为

非极性树脂（HPD-200A、D101、HPD-100、HPD- 
700）＞中极性（HPD-400）＞氢键（HPD-826）＞

弱极性（AB-8）、极性（HPD-500）。由此可以判断，

非极性树脂对两色金鸡菊总黄酮有良好的综合性

能，考虑到 D-101 树脂在医药工业应用的广泛性，

因此，选择了 D-101 树脂对两色金鸡菊总黄酮进行

分离纯化。 
实验中考察了最大上样量、上样液浓度、上样

液 pH 值、洗脱剂体积分数、洗脱 pH 值、洗脱剂用

量及洗脱除杂用水量等影响树脂分离纯化的主要因

素。通过验证试验进一步确定 D-101 树脂分离纯化

两色金鸡菊总黄酮的最佳工艺条件为：树脂的上样

量为 15 mL/g，上样质量浓度为 3.4 mg/mL，上样液

pH 值为 5.0，以 1.0 mL/min 进行上样，6 BV 去离

子水洗脱后，用 pH 值为 5 的 70%乙醇溶液 5 BV，

以 1.5 mL/min 洗脱。在此条件下，总黄酮解吸率为

94%左右，得率为 8.8%，质量分数达 73.5%，为纯

化前的 1.6 倍。该工艺简单易操作、实验成本低、
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无污染，且能达到较好的分离纯化效果等优点，可

为两色金鸡菊总黄酮的工业化生产提供数据参考。 
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