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强阴离子交换固相萃取柱分离纯化柚皮苷

宁方刚 1，许 晨 2，许建中 2 ,*，陈清西 1

(1.厦门大学生命科学学院，福建 厦门      361005；

2.国家海洋局第三海洋研究所海洋生物遗传资源重点实验室，福建 厦门      361005)

摘   要：目的：建立固相萃取分离纯化柚皮苷的方法。方法：以强阴离子交换(strong anion exchange，SAX)填料

为吸附材料，利用柚皮苷与填料的功能基团之间的静电作用将柚皮苷吸附在填料上，考察洗脱液离子强度、洗脱

液体积，洗脱流速对洗脱效果的影响。结果：选用 5mL碳酸氢钠溶液(0.1mol/L，pH9.0)为洗脱液，以 0.5mL/min

的流速进行洗脱，回收率达到 9 1 % 以上。结论：本方法简单、高效，选择性好，可为柚皮苷样品的纯化提供

理论依据。
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Abstract ：Purpose: A solid-phase extraction procedure for the separation and purification of naringin (NG) was developed using

strong anion exchange (SAX) cartridge. Method: Naringin was adsorbed onto the cartridge by electrostatic interaction between

naringin and functional groups. Several variables affecting the elution performance of SAX, such as ionic strength of elution,

elution volume and elution rate, were studied. Results: The application of 5 mL of sodium bicarbonate solution (0.1 mol/L,

pH = 9.0) to elute SAX cartridge at a flow rate of 0.5 mL/min resulted in a recovery rate of 91%. Conclusions: The established

method is simple and efficient.
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柚皮苷(naringin)是一种二氢黄酮类化合物，全称为柚

皮素 -7-O-新橙皮糖苷，又称柚苷、柑橘苷、异橙皮苷，

主要存在于柚(Citrus grandis)、葡萄柚(Citrusparadis)和酸

橙(Citrusauranlium)及其变种的果皮及果实中[1]。柚果

皮中柚皮苷的含量(约为 1%～6%)明显高于柚果实，占

柚皮中黄酮类化合物含量的 80%以上，分布于柚皮的不

同部位，随果实成熟程度的增加而降低[2]。柚皮苷的结

构如图 1 所示。

柚皮苷在降血脂[3]、抗动脉粥样硬化[4-5]、抗炎[6-8]、

抗氧化清除自由基[9-12]、抗肿瘤抗癌[13]、抗菌抗病毒[14-15]、

抗过敏作用[16]、抗骨质疏松[17]等方面都具有较强的生物

活性。

柚皮苷的分析检测方法多样，大体有以下 4 种：

高效液相色谱法[1 8]、毛细管电泳法[1 9]、流动注射双安

图 1 柚皮苷结构式

Fig.1   Structure of naringin
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培法[20]和薄层扫描法[21]。其中反相高效液相色谱法占绝

大多数，一般与固相萃取联用，因为该方法快速、灵

敏、准确。

固相萃取法利用固相填料与目标物间的相互作用直

接从样品溶液中对目标物进行提取分离，分离效率高，

操作简单，可实现自动化，并可通过对固相填料进行

表面修饰改性以提高选择性，且在分离的同时还可实现

目标物的适度富集，所以应用范围越来越广泛。

在稀碱溶液中，柚皮苷分子中的酚羟基以离子形

式存在，为弱酸根离子(NG －)，本实验以强阴离子交换

填料为吸附材料，采用固相萃取技术对柚皮苷进行萃取

分离。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

福建琯溪蜜柚(Citrus grandis (L.) Osbeck. cv Guansi

miyou)购于厦门，经过来源确认。

柚皮苷标准品    中国食品药品检定研究院；甲醇

(色谱纯)    韩国 SK Chemicals公司；乙酸(色谱纯)    美国

Tedia公司；二甲基甲酰胺(DMF，分析纯)    国药集团

化学试剂有限公司；NaOH、CH 3COONa、NaHSO 4、

NaH2PO4、NaNO3、NaHCO3(分析纯)    西陇化工股份有

限公司；Mill i-Q 纯水。

1.2 仪器与设备

Elite 1201型高效液相色谱系统(配有 1201型高压恒

流泵、1201型UV检测器、ZWII 型柱温箱和 1201型自

动进样器)    大连依利特科学仪器公司；AS10200型超声

仪     台湾Auto Science Technology公司；Al-104/01电子

天平    瑞士梅特勒 -托利多公司；Green ODS-AQ色谱柱

(4.6mm×250mm，5μm)、Green ODS-AQ保护柱(4.6mm×

10mm，5μm)    美国Boston Analytics公司；Cleanert

SAX 强阴离子交换固相萃取柱，(以硅胶为基质，主要

功能基团为三甲基胺丙基)(1g，6mL)    天津博纳艾杰尔

科技有限公司。

1.3 方法

1.3.1 色谱条件

色谱柱：Green ODS-AQ色谱柱(4.6mm× 250mm，

5μm)；流动相：甲醇 -水 -乙酸(45:55:0.1，V/V)；流

速：1 .0mL/min；检测波长：283nm；柱温：30℃；

进样量：1 0μL。

1.3.2 标准样品溶液配制

配制柚皮苷对照样品之前，将柚皮苷对照品置于

105℃烘箱中干燥 5h。精密称取 26.5mg的柚皮苷对照品

溶解于DMF溶液(DMF:H2O＝ 20:80，V/V)中，并定容

于 100mL容量瓶中，摇匀。再取该储备液用上述的DMF

溶液稀释配成 10.6～265.0mg/L工作溶液。

1.3.3 柚皮苷粗品提取

取琯溪蜜柚果皮的白皮层，切成小块，先自然风

干，再置于 50℃真空烘箱干燥 24h，粉碎，过 100目

筛网。称取 100g 粉末，按料液比 1:8(g/mL)的比例浸泡

在 800mL 85℃的热水中 1h，并不断搅拌，过滤得浸提

液。按此法重复提取两次，合并浸提液，旋蒸浓缩至

100mL。置于 4℃冰箱中结晶 24h，滤出沉淀并干燥得

柚皮苷粗提物。

1.3.4 供试样品配制

精密称取 1 1 5 . 3 3 m g 柚皮苷粗提物，溶于 1 L

0.5mmol/L NaOH溶液中，经 0.45μm过滤膜过滤，储存

于 4℃冰箱中备用。

1.3.5 固相萃取步骤与条件

活化：5mL甲醇，5mL纯水，流速为 0.5mL/min；

平衡：6mL 0.1mol/L乙酸钠溶液，流速为 0.5mL/min；

上样：0 .5mL 柚皮苷粗品溶液，pH 6.0，流速为

0.5mL/min，然后真空抽干；淋洗：1mL纯水，流速

为 3mL/min，真空抽干；洗脱：不同洗脱液 pH值、洗

脱液体积、洗脱流速条件；再生：1 0 m L 甲醇，流速

为 3mL/min。

1.3.6 固相萃取柱的洗脱

分别取 3mL 相同浓度的硫酸氢钠、磷酸二氢钠、

硝酸钠、柠檬酸钠、碳酸氢钠溶液作为洗脱液，以

0.5mL/min的流速洗脱吸附有柚皮苷的固相萃取柱，考

察洗脱液 p H 值的影响；确定好最佳洗脱液后，分别

取 1～7mL该洗脱液以 0.5mL/min的流速进行洗脱，考

察洗脱体积的影响；确定好最佳洗脱液和洗脱体积

后，分别以 0.5～12mL/min的流速进行洗脱，考察洗脱

流速的影响。

2 结果与分析

2.1 粗提物中柚皮苷含量的测定

柚皮苷测定的标准曲线方程为 y＝16.908x＋25.776，

结果显示，在给定的色谱条件下，柚皮苷在 1 0 . 6～

265.0mg/L范围内，其质量浓度与峰面积线性关系良好

(r＞ 0.9997)。

由图 2可以看出，柚皮苷粗提物中柚皮苷与杂质的

分离度高；杂质极性一般较大，很可能就是柚皮中的有

机酸成分。此外，还有一定量的天然色素及其他杂质

存在于粗提物中。使用外标法定量计算，柚皮苷的含

量大约为 75%。
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2.2 固相萃取洗脱条件

2.2.1 固相萃取柱的活化和平衡

强阴离子交换柱(strong anion exchange，SAX)前

期的处理程序比 C 18柱要复杂一些，具体步骤是：甲醇

活化 SAX 填料，使之充分活化；纯水替换甲醇，使基

质效应降低到尽可能小；最后用弱酸根离子平衡，使柱

上的活性基团充分替换为弱酸根离子。未经弱酸根离子

平衡处理的填料对柚皮苷的吸附率最高为 45%左右，而

经过平衡处理的填料对柚皮苷的吸附率得到了极大的提

高。通过多次试验，最终选用醋酸钠作为平衡溶液，

平衡处理后的填料对柚皮苷的吸附率接近 100%。

              
 上样量－渗漏量

                   
柱载样量

吸附率 /%＝————————× 100＝—————× 100

                       
上样量                                上样量

式中：渗漏量是指上完样后未吸附在柱上的柚皮苷

质量与淋洗液中的柚皮苷质量之和。渗漏量的计算是先

基于外标法计算出溶液中柚皮苷的质量浓度，再测定溶

液体积，最后二者相乘即可。

2.2.2 洗脱液离子强度的影响

选择不同 pH值的盐类化合物配制成相同浓度的洗

脱液，考察不同洗脱液对柚皮苷的洗脱效果的影响，实

验结果见表 1。

从表 1可知，用不同 pH值的洗脱剂洗脱吸附于固

相柱上的柚皮苷，其回收率随洗脱 p H 值的变化规律

为：pH 1.5～6.0时，随着洗脱液 pH 值的升高，柚皮
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图 2 柚皮苷提取物的高效液相色谱图

Fig.2   HPLC chromatogram of naringin extract

上样量 /μg 柱载样量 /μg 洗脱液 洗脱液体积 /mL 解吸量 /μg 回收率 /%

43.25 43.11± 0.02 0.1mol/L 硫酸氢钠(pH1.5) 3 33.87± 0.11 78.31

43.25 43.13± 0.01 0.1mol/L 磷酸二氢钠(pH4.5) 3 34.35± 0.09 79.42

43.25 43.12± 0.02 0.1mol/L 硝酸钠(pH6.0) 3 30.95± 0.11 71.56

43.25 42.48± 0.05 0.1mol/L柠檬酸钠(pH7.5) 3 33.46± 0.07 77.36

43.25 42.82± 0.02 0.1mol/L 碳酸氢钠(pH9.0) 3 35.63± 0.09 82.39

表 1 洗脱液离子强度对柚皮苷洗脱效果的影响

Table 1   Effect of ionic strength on naringin desorption

注：柱载样量＝上样量－渗漏量；柱载样量和解吸量均以“平均值±绝对误差”表示(n ＝ 3 )；回收率 /% ＝解吸量平均值 / 上样量× 10 0。下同。

苷的回收率呈下降趋势；而 pH6.0～9.0时，随着洗脱

液 p H 值的升高，柚皮苷的回收率呈上升趋势。由此

可见，低 pH 值和高 pH 值的条件均有利于柚皮苷的洗

脱而不利于柚皮苷的吸附。pH6 的条件最不利于柚皮

苷的洗脱。

从离子强度的角度来看，不同种类的阴离子在离子

交换过程中表现出来的优势是不一样的：类似碳酸氢钠

的强碱弱酸盐的电离使溶液呈碱性，此时它是较为理想

的洗脱剂；硝酸钠这样的强酸强碱盐的电离使溶液接近

中性，因此它不宜用于洗脱柚皮苷。

综上所述，离子强度和 pH值对柚皮苷洗脱效果的作

用机理复杂，还需进一步的探讨。

2.2.3 洗脱液体积的影响

选择最佳的洗脱剂种类和 pH值条件，即 0.1mol/L

碳酸氢钠溶液(pH9.0)，以不同洗脱液体积洗脱吸附于固

相柱上的柚皮苷，考察洗脱体积对柚皮苷的洗脱效果，

结果见表 2。

上样量 /μg 柱载样量 /μg 洗脱液体积 /mL 解吸量 /μg 回收率 /%

43.25 42.94± 0.04 1 14.39± 0.13 33.26

43.25 42.84± 0.10 2 34.64± 0.0 80.10

43.25 42.82± 0.02 3 35.63± 0.09 82.39

43.25 43.01± 0.07 4 36.67± 0.10 84.79

43.25 43.05± 0.02 5 39.40± 0.05 91.11

43.25 42.98± 0.07 6 39.41± 0.01 91.12

43.25 43.04± 0.05 7 39.43± 0.11 91.17

表 2 洗脱液体积对柚皮苷洗脱效果的影响

Table 2   Effect of elution volume on naringin desorption

从表 2 可得：在一定的洗脱液体积范围内，随洗

脱液用量的增加，柚皮苷回收率不断升高；当用量达到

5mL时，再增加洗脱液用量对柚皮苷回收率的提高无明

显效果。考虑到成本因素，选用 5mL 0.1mol/L碳酸氢

钠溶液(pH9.0)洗脱剂既经济，又能达到良好的洗脱效

果。在 0.5mL/min的流速下进行洗脱，柚皮苷的回收率

达到 9 1 % 以上，洗脱效果良好。
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2.2.4 洗脱流速的影响

根据以上实验结果，固定洗脱剂为 0.1mol/L碳酸氢

钠溶液(pH9.0)，用量 5mL，以不同洗脱流速洗脱吸附

与固相柱上的柚皮苷，考察洗脱流速对柚皮苷的洗脱效

果，结果见表 3 。

上样量 /μg 柱载样量 /μg 洗脱液流速 /(mL/min) 解吸量 /μg 回收率 /%

43.25 43.05± 0.02 0.5 39.40± 0.05 91.11

43.25 43.06± 0.05 3 37.83± 0.10 87.50

43.25 43.04± 0.04 6 36.68± 0.14 85.09

43.25 43.04± 0.07 9 35.84± 0.20 83.19

43.25 43.06± 0.09 12 34.68± 0.16 80.23

表 3 洗脱流速对柚皮苷洗脱效果的影响

Table 3   Effect of elution flow rate on naringin desorption

由表 3 可得，在一定的洗脱流速范围内，随洗脱

流速的增大，柚皮苷回收率呈降低的趋势。在洗脱液

用量相同情况下，流速越大，洗脱时间越短，有效洗

脱接触时间越有限，洗脱效果越差。

综合以上结果，选用 5mL 0.1mol/L碳酸氢钠(pH9.0)

溶液，以 0.5mL/min的流速进行洗脱，回收率可以达到

9 1 % 以上，洗脱效果良好。

2.2.5 洗脱液中柚皮苷纯度的检验

为了检测柚皮苷在洗脱液中的纯度，现以1mL 0.1mol/L

碳酸氢钠溶液(pH9.0)为洗脱剂，以 0.5mL/min的流速进

行洗脱，洗脱液经滤膜过滤，进高效液相色谱仪，测

得的色谱图如图 3 所示。

图 3 洗脱液高效液相色谱图

Fig.3   HPLC chromatogram showing naringin purity
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通过比较图 2、3可以看出，洗脱液中杂质少，柚

皮苷纯度高，柚皮苷与杂质的分离度大，基线相当平

稳；因此，固相萃取 - 反相高效液相色谱法分离、检

测柚皮苷快速、准确、灵敏。

3 结  论

本实验所建立的柚皮苷分离提取的固相萃取方法，

成本低，产品中杂质较少、柚皮苷纯度高，方法操作

简便，选择性好。若进一步优化固相萃取条件，柚皮

苷的回收率还有提高的空间。固相萃取 -反相高效液相

色谱法分离、检测柚皮苷快速、准确、灵敏。
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