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山核桃外果皮黄酮提取与纯化
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　　【摘要】　采用有机溶剂萃取法提取山核桃外果皮黄酮化合物，通过单因素和正交试验确定了最佳工艺参数。

结果表明，提取溶剂为体积分数 ７０％乙醇、提取时间 ４ｈ、提取温度 ６０℃、液料比 １５ｍＬ／ｇ条件下得黄酮化合物最高

提取率为 １１４％。采用硅胶色谱柱层析法纯化黄酮化合物，在液固比 ３ｍＬ／ｇ的条件下，体积分数 ７０％乙醇以

２ｍＬ／ｍｉｎ的流速进行洗脱，黄酮纯度提高了 ３４６％，总黄酮回收率达 ８９４６％。
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　　引言

山核桃外果皮是浙、皖地区的主要农业废弃物。

研究表明，山核桃外果皮富含 Ｋ、Ｍｎ、Ｃａ、Ｆｅ、Ｃｕ、Ｚｎ、
Ｍｇ等多种无机元素和黄酮、单宁、醌类、多糖、维生
素等生物活性成分

［１］
。因此，开发利用山核桃外果

皮有利于提高植物资源的利用率和保护山核桃产区

的生态环境。已有资料报道，可以利用山核桃外果

皮制备工业钾盐———碳酸钾和焦磷酸钾
［２］
；山核桃

外果皮黄酮化合物具有重要的生物学功能，如抑制

食用油脂的自动氧化过程、清除活性氧自由基、延长

油脂的储藏时间
［３］
；对小鼠（Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ）经６０Ｃｏ辐

射所致的氧化损伤有一定的防护作用，能显著降低

血清和肝组织中的丙二醛含量并提高细胞超氧物岐

化酶的活性
［４］
，对农作物小麦和绿豆的苗期生长具

有一定的促进作用
［５］
等。目前，山核桃外果皮黄酮

化合物的研究主要集中在医学、农业和食品等领域，

有关山核桃外果皮黄酮化合物的提取与纯化工艺尚

未见有报道。本文对山核桃外果皮黄酮的提取与纯

化工艺条件进行研究，以期能为农业废弃物的开发

利用提供理论依据。

１　材料与方法

１１　材料与设备
１１１　试验材料

植物材料：山核桃外果皮为当年产，由安徽省



宁国市山里仁食品有限公司提供。将山核桃外果皮

捡去石块和杂物，用水稍加清洗后自然晾干，机械粉

碎过４０目筛，避光冷藏备用。
层析材料：硅胶（２００～３００目）用浓盐酸清除微

量金属离子，蒸馏水冲洗至 ｐＨ值 ７左右［６］
，在干燥

箱１１０℃下活化２４ｈ，冷却至室温备用。
１１２　试剂与设备

试剂：芦丁标准品（优级纯，购于中国药品生物

制品鉴定所）、乙醇、盐酸、硝酸铝、亚硝酸钠、氢氧

化钠均为分析纯。

设备：ＦＡ １００４型电子天平（上海方瑞仪器有
限公司）；７５７型紫外 可见分光光度计（上海雷韵试

验仪器制造有限公司）；ＵＶ １６００型紫外分光光度
计（北京北分天普仪器技术有限公司）；ＳＢＳ１００型数
控记滴自动部分收集器（上海新诺仪器设备有限公

司）；ＲＥ ５２Ａ型旋转蒸发仪（郑州亚荣仪器设备
厂）。

１２　试验方法
１２１　黄酮提取试验

称取山核桃外果皮粉末 ５ｇ，经溶剂回流提取、
抽滤、离心、上清液减压浓缩、干燥得黄酮粗提样品

冷藏备用。

（１）单因素试验
通过单因素试验确定提取溶剂类型、提取溶剂

体积分数、提取时间、提取温度、液料比各因素的较

适宜范围。其中，提取溶剂为蒸馏水、体积分数为

５０％甲醇、体积分数为 ５０％乙醇、丙酮、乙酸乙酯，
适宜溶剂提取的体积分数为 ５０％、６０％、７０％、
８０％、９０％，提取时间为 １、２、３、４、５ｈ，提取温度为
５０、６０、７０、８０、９０℃，液料比为８、１０、１５、２０、２５ｍＬ／ｇ。

（２）正交试验
在单因素试验的基础上，以溶剂体积分数、提取

时间、提取温度、液料比为研究对象，按 Ｌ９（３
４
）安排

四因素三水平的正交试验，黄酮提取率为评价指标。

正交试验因素与水平如表１所示。
１２２　黄酮纯化试验

（１）黄酮粗提液预处理
用体积分数为７０％乙醇溶解黄酮粗提样品成

表 １　正交试验因素与水平

Ｔａｂ．１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓ

水平

因素

溶剂体积

分数 ａ／％

提取时间

ｂ／ｈ

提取温度

ｃ／℃

液料比

ｄ／ｍＬ·ｇ－１

１ ６０ ２ ６０ １０

２ ７０ ３ ７０ １５

３ ８０ ４ ８０ ２０

质量浓度为１５ｍｇ／ｍＬ的黄酮粗提液，经适量石油
醚萃取３次，去除脂溶性成分弃去石油醚层，留作纯
化样品时使用。

（２）硅胶色谱柱制备
采用硅胶色谱柱层析法纯化黄酮

［６］
。经预处

理硅胶，湿法装入５ｃｍ×６０ｃｍ玻璃色谱柱中。
（３）解吸附条件
在黄酮粗提液与硅胶液固比３ｍＬ／ｇ的条件下，

设置体积分数 ２０％、４０％、６０％、８０％甲醇和体积分
数２０％、４０％、６０％、８０％乙醇作洗脱剂，对硅胶吸
附的黄酮进行静态解吸附性能比较，以确定最佳洗

脱溶剂；设置洗脱流速为 １、２、３、４、５ｍＬ／ｍｉｎ，采用
数控记滴自动部分收集器分段收集流出液，进行动

态解吸附性能比较，以确定最佳洗脱流速。

１３　测定方法
１３１　评价指标

（１）黄酮提取率：黄酮质量与山核桃果皮质量
的百分比。

（２）黄酮洗脱率：洗脱黄酮质量与吸附黄酮质
量的百分比，计算式为

Ｄ＝
Ｄ３

Ｄ２（Ｄ０－Ｄ１）
×１００％ （１）

式中　Ｄ０———加入的起始黄酮质量，ｍｇ
Ｄ１———滤液中残余黄酮质量，ｍｇ
Ｄ２———硅胶吸附的黄酮质量，ｍｇ
Ｄ３———洗脱的黄酮质量，ｍｇ

１３２　标准曲线绘制
（１）芦丁标准溶液的配制
精确称取芦丁（黄酮标准物）对照品 １０ｍｇ，置

１０ｍＬ容量瓶中，用体积分数 ９５％乙醇溶解并稀释
到刻度，摇匀。

（２）最大吸收波长的测定
精确量取 １０ｍＬ芦丁标准溶液，用体积分数

９５％乙醇补充至１０ｍＬ；加入质量分数５％亚硝酸钠
０３ｍＬ摇匀，放置６ｍｉｎ；再加质量分数１０％硝酸铝
０３ｍＬ，放置６ｍｉｎ；加入质量分数 ４％氢氧化钠溶
液４ｍＬ，用体积分数 ９５％乙醇稀释至刻度；１５ｍｉｎ
后采用 ＵＶ １６００型紫外分光光度计在波长 ２００～
７００ｎｍ范围内扫描并确定黄酮吸收波长。

（３）回归方程建立
按照 ＮａＮＯ２－ＡｌＣｌ３络合 分光光度法

［６］
于波长

５１０ｎｍ处测定吸光度，作出标准曲线。得到吸光度
与质量浓度关系的回归方程为

Ｅ＝００８６Ｆ＋０００２５　（ｒ＝０９９９８） （２）
式中　Ｅ———吸光度

Ｆ———黄酮质量浓度，ｍｇ／ｍＬ
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１３３　黄酮纯度测定
准确称取纯化前、后的样品粉末各 ０１ｇ，分别

溶于体积分数９５％乙醇并定容到１００ｍＬ，在相同条
件下测定样品的吸光度，根据回归方程计算出样品

中的黄酮含量。

２　结果与分析

２１　提取条件
２１１　提取溶剂

定量称取山核桃果皮粉末 ５０ｇ，在提取时间
４ｈ，提取温度 ６０℃，液料比 １５ｍＬ／ｇ，提取溶剂为蒸
馏水、体积分数 ５０％甲醇、体积分数 ５０％乙醇、丙
酮、乙酸乙酯的条件下，研究溶剂对黄酮提取率的影

响，试验结果如表 ２所示。由表 ２可以看出，黄酮提
取率因溶剂的极性不同有很大区别，蒸馏水的提取

率最低，体积分数５０％乙醇的提取率最高。说明此
类黄酮可能是一类结构呈平面型的黄酮醇分子，因

为分子间排列紧密，引力较大，难溶于水，易溶解于

有机溶剂
［７］
。丙酮的提取率也较高，考虑到丙酮的

毒性和产物得率，以下试验均选用乙醇作为最适提

取溶剂。

表 ２　提取溶剂的选择

Ｔａｂ．２　Ｃｈｏｉｃｅｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓｏｌｖｅｎｔ

提取溶剂 蒸馏水
体积分数

５０％甲醇

体积分数

５０％乙醇
丙酮 乙酸乙酯

提取率／％ ０２３５ ０６８０ ０８９４ ０８０２ ０４３６

２１２　提取溶剂体积分数
在提取时间４ｈ，提取温度６０℃，液料比１５ｍＬ／ｇ

的条件下，研究体积分数为 ５０％、６０％、７０％、８０％、
９０％乙醇对黄酮提取率的影响。由图１ａ可以看出，
随着乙醇体积分数的增加，黄酮提取率呈线性迅速

增长，当乙醇体积分数大于 ７０％后，黄酮提取率呈

下降的趋势。这是由于乙醇体积分数不同其极性不

同，黄酮类化合物具有较高的极性
［８］
。因此选用

７０％乙醇浸提黄酮最为适宜。
２１３　提取时间

在提取溶剂体积分数 ７０％乙醇，提取温度
６０℃，液料比１５ｍＬ／ｇ，提取时间为 １、２、３、４、５ｈ条
件下，研究提取时间对黄酮提取率的影响。由图 １ｂ
可以看出，黄酮提取率与提取时间基本呈正相关，说

明适当延长提取时间，可以提高黄酮的提取率。但

时间超过４ｈ后，黄酮提取率趋于稳定。因此，确定
提取时间为４ｈ。
２１４　提取温度

在提取溶剂体积分数 ７０％乙醇，提取时间 ４ｈ，
液料比 １５ｍＬ／ｇ，提取温度为 ５０、６０、７０、８０、９０℃的
条件下，研究温度对黄酮提取率的影响。由图 １ｃ可
以看出，在５０～６０℃的范围内，黄酮提取率随温度
的增加迅速提高，７０℃以后黄酮提取率开始缓慢下
降。究其原因，可能是高温促进了黄酮的氧化分解，

或使部分热溶性物质释放，干扰了测定的准确

性
［９］
。因此，选用６０℃为最佳提取温度。

２１５　液料比
在提取溶剂体积分数 ７０％乙醇，提取时间 ４ｈ，

提取温度６０℃，液料比为８、１０、１５、２０、２５ｍＬ／ｇ的条
件下，研究液料比对黄酮提取率的影响。

从图１ｄ可以看出，液料比从８ｍＬ／ｇ开始，随着
溶剂体积的增加，黄酮提取率迅速增长，这是因为山

核桃果皮粉末与提取溶剂的接触面增大，黄酮类化

合物容易渗透出来
［１０］
。液料比达到 １５ｍＬ／ｇ时，黄

酮提取率的增加速度开始减缓，液料比达到２０ｍＬ／ｇ
时，黄酮提取率仍有增加但增加的幅度有限。尽管

继续增加溶剂体积还可以提高黄酮提取率，但过多

的溶剂不仅增加了后续操作的负荷也增加了提取成

本。因此，选用液料比１５ｍＬ／ｇ为宜。

图 １　不同提取条件对黄酮提取率的影响

Ｆｉｇ．１　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｉｏｎｏｆｆｌａｖｏｎｅ
　
２１６　正交试验结果

通过单因素试验，选出适宜的提取溶剂体积分

数、提取时间、提取温度和液料比进行正交试验，试

验结果如表３所示。

由正交试验结果得知，影响黄酮化合物提取率

的因素由大至小顺序为 Ａ、Ｄ、Ｃ、Ｂ，即：提取溶剂体
积分数、液料比、提取温度、提取时间。根据各因子

Ｋ值可知，最佳组合方案为 Ａ２Ｂ３Ｃ１Ｄ２，即提取溶剂
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体积分数为７０％乙醇，提取时间为４ｈ，提取温度为
６０℃，液料比为１５ｍＬ／ｇ时，所得黄酮提取率最高可
达１１４％。将黄酮粗提液减压浓缩至最小体积，冷
冻干燥得黄酮粗提样品，测得黄酮纯度为６２７０％。

表 ３　正交试验结果分析

Ｔａｂ．３　Ｒｅｓｕｌｔｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

试验

序号

溶剂体

积分数

Ａ

提取

时间

Ｂ

提取

温度

Ｃ

液料比

Ｄ

提取

率／％

１ １ １ １ １ ０６５

２ １ ２ ２ ２ ０８９

３ １ ３ ３ ３ ０７８

４ ２ １ ２ ３ １０６

５ ２ ２ ３ １ ０８６

６ ２ ３ １ ２ １１４

７ ３ １ ３ ２ ０８４

８ ３ ２ １ ３ ０８０

９ ３ ３ ２ １ ０７２

Ｋ１ ０７７３ ０８５０ ０８９０ ０７４３

Ｋ２ １０２０ ０８５０ ０８６３ ０９５７

Ｋ３ ０７８７ ０８８０ ０８２７ ０８８０

Ｒ ０２４７ ００３０ ００６３ ０２１４

２２　纯化条件
２２１　洗脱溶剂对黄酮解吸的影响

（１）黄酮静态解吸附性能比较
在８只２００ｍＬ碘量瓶中按液固比３ｍＬ／ｇ分别

加入质量浓度为 １５ｍｇ／ｍＬ的黄酮粗提液和硅胶，
静置吸附３０ｍｉｎ后抽滤，测定滤液中黄酮残余量。
用体积分数２０％、４０％、６０％、８０％甲醇和体积分数
２０％、４０％、６０％、８０％乙醇各２００ｍＬ，每瓶分５次洗
脱，收集洗脱液测定吸光度，计算黄酮洗脱量。重复

３次取其平均值，结果如表４所示。

表 ４　不同溶剂解吸黄酮试验结果

Ｔａｂ．４　Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｌｖｅｎｔｓ

试验

指标

甲醇体积分数／％ 乙醇体积分数／％

２０ ４０ ６０ ８０ ２０ ４０ ６０ ８０

吸附量／ｍｇ ３０７５３１０８３１２６３１１４３１３５３０８７３１３３３０９２

洗脱量／ｍｇ ０４２８１３６２１５４８１３７８０２７５１８７２２６６８１５４４

洗脱率／％ １３９２４３８２４９５２４４２５ ８７７ ６０６４８５１６４９９４

　　由表４可知，乙醇对黄酮的解吸效果总体上要
比甲醇好，体积分数 ４０％、６０％、８０％乙醇的洗脱率
分别为 ６０６４％、８５１６％、４９９４％，其中体积分数
６０％乙醇的洗脱率达到８５％以上，体积分数 ２０％乙
醇的洗脱率只有 ８７７％。说明乙醇是黄酮的适宜
洗脱剂，其体积分数为４０％ ～８０％。

（２）黄酮动态解吸附性能比较
在５ｃｍ×６０ｃｍ玻璃色谱柱中，按液固比３ｍＬ／ｇ

硅胶装柱，缓慢均匀地加入质量浓度为 １５ｍｇ／ｍＬ
的黄酮粗提液于色谱柱，静置吸附 ３０ｍｉｎ后抽滤，
测定滤液中的黄酮残余量。用体积分数为 ０％（蒸
馏水）、２０％、４０％、６０％、７０％、８０％、９０％乙醇各
２００ｍＬ分 ５次进行梯度洗脱，以 ２ｍＬ／ｍｉｎ的流速
分段收集测定，得出洗脱剂体积分数与黄酮洗脱量

的动态解吸曲线，如图２所示。

图 ２　黄酮动态解吸曲线

Ｆｉｇ．２　Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｄｙｎａｍｉｃｓｔａｔｅｏｎｆｌａｖｏｎｅ
　
从黄酮解吸的动态曲线可知，体积分数 ４０％、

６０％、７０％乙醇均能有效洗脱硅胶色谱柱吸附的黄
酮，尤以体积分数 ７０％乙醇洗脱率最高，体积分数
２０％和体积分数８０％乙醇也能少量洗脱吸附黄酮，
分别是１２１ｍｇ和 １２８ｍｇ。虽然蒸馏水与体积分
数９０％乙醇未能洗脱下黄酮，却能将黄酮中混有的
水溶性和醇溶性的杂质去除，起到纯化黄酮的作用。

经测定，洗脱下的黄酮总量为 ３３００ｍｇ，总黄酮的
回收率达到８９４６％。
２２２　洗脱流速对黄酮解吸的影响

按检测黄酮动态吸附性能方法装柱 ５支并上
样。选用体积分数７０％乙醇作洗脱剂，洗脱剂用量
各１００ｍＬ，以 １、２、３、４、５ｍＬ／ｍｉｎ的流速分别洗脱。
每收集１０ｍＬ流出液测定黄酮洗脱量，评价 ５种洗
脱流速与黄酮质量的解吸关系，结果如图３所示。

图３　不同洗脱流速下黄酮洗脱量与洗脱剂体积关系曲线

Ｆｉｇ．３　Ｒｅｌａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆｆｌａｖｏｎｅｓｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎａｎｄｅｌｕｅｎｔ

ｖｏｌｕｍｅｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｌｕｉｄｓｐｅｅｄｓ
　

试验表明，洗脱流速与黄酮洗脱量呈负相关关

系。首先，洗脱流速为 １ｍＬ／ｍｉｎ时黄酮洗脱量最
多，流速为 ２～５ｍＬ／ｍｉｎ时黄酮洗脱量依次减少。
其次，洗脱流速为 １～２ｍＬ／ｍｉｎ时的黄酮解吸峰出
现早，而３～５ｍＬ／ｍｉｎ的解吸峰出现迟。另外，流速
慢的洗脱剂用量少，流速快的洗脱剂用量多。因为
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流速慢使洗脱剂在硅胶柱上保留较长的时间，有利

于充分解吸附，流速快使洗脱剂尚未来得及解吸硅

胶上的黄酮便流出。从图 ３可以看出，流速 １～
２ｍＬ／ｍｉｎ的洗脱效率高，洗脱剂用量分别在 ８０、
９０ｍＬ时就将吸附黄酮大部或全部洗净；流速 ３～
５ｍＬ／ｍｉｎ的洗脱效率较低，１００ｍＬ洗脱剂全部用完
尚有黄酮未洗净。理论上洗脱剂用量越多吸附物洗

脱越彻底，但洗脱剂用量过多不仅造成浪费也会影

响后处理
［１１］
。本试验确定 ２ｍＬ／ｍｉｎ为最佳解吸流

速，尽管 １ｍＬ／ｍｉｎ流速黄酮解吸量最多，但相应也
延长了黄酮的收集时间。将上述收集液合并后减压

浓缩到最小体积，冷冻干燥得黄色固体粉末，测得黄

酮纯度为８４４０％。

３　结论

（１）用体积分数７０％乙醇浸提山核桃外果皮、
液料比１５ｍＬ／ｇ、浸提温度６０℃、浸提时间４ｈ时，黄
酮提取率达 １１４％，粗提样品中的黄酮纯度为
６２７０％。

（２）用硅胶色谱柱层析，在液固比 ３ｍＬ／ｇ、吸
附时间３０ｍｉｎ、７０％乙醇洗脱、流速 ２ｍＬ／ｍｉｎ的条
件下，洗脱效果最好，黄酮回收率达 ８９４６％；纯化
后的黄酮纯度为 ８４４０％，比纯化前黄酮纯度提高
了３４６％。
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