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微波辅助萃取-大孔树脂分离纯化芳樟叶黄酮

王 先，杨 坤，王兆守，何 宁，王远鹏，孙道华，李清彪※

（厦门大学化学化工学院化学工程与生物工程系，化学生物学福建省重点实验室，厦门 361005）

摘 要：为了综合利用芳樟叶精油提取过程中产生的大量残渣，该文利用微波辅助萃取和大孔树脂选择性吸附来分离纯

化芳樟叶黄酮。采用L9(3
4)正交试验，考察了萃取剂、微波辐射功率、辐射时间及料液比对黄酮得率的影响，确定了微

波辅助萃取的优化工艺条件：以60%乙醇做萃取剂，微波功率320 W，间歇辐射2次，每次1 min，料液质量体积比1:12，

在此条件下，芳樟叶黄酮的提取得率为2.97%，与乙醇热回流提取方法相比，得率提高了6.83%，时间缩短了98.89%；为

进一步纯化萃取所得的黄酮提取物，选择6种大孔吸附树脂，测定芳樟叶黄酮在树脂上的吸附量和解吸率，筛选出了吸

附剂HPD-450，其对芳樟叶黄酮有较好的静态吸附和解吸效果。经装填有大孔树脂HPD-450的固定床纯化后黄酮纯度由

22.49%提高到51.28%，纯化倍数2.3倍。
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0 引 言

芳樟(Cinamomum camphora（Linn.）Pvesl）为樟科

（Lauraceae）樟属（CinnamomumTrew）植物，是重要的

经济树种，从芳樟叶中提取的芳香油在香料、医药和化

工合成方面都有广泛的用途[1]。现代药理研究表明，芳樟

叶具有抗菌[2]、抗氧化[3]、抗炎[3]、抗癌[4]等多种生物活

性。

黄酮类化合物是一类广泛分布于植物界的低分子量

天然成分，为植物多酚的代谢物，具有抗氧化、抗癌、

抗菌、抗炎、抗病毒、降血糖等多种生物活性[5]。孙崇鲁

等研究表明芳樟叶含有大量的黄酮类化合物[6]。Chen 等

采用高效毛细管电泳电化学检测仪测得芳樟叶中含有黄

酮类化合物芦丁和榭皮素[7]。

黄酮类化合物的一般提取方法有溶剂提取法、超声

波法、酶解法等[5]。微波辅助萃取法是近年发展起来的将

微波技术和传统溶剂萃取相结合的一种提取技术，由于

该技术具有操作时间短、提取率高、溶剂用量少、成本

低等特点，在天然产物分离提取方面得到广泛应用[8-12]。

黄酮类化合物的分离纯化方法主要有大孔树脂吸附法、

超滤法、柱层析法、铅盐沉淀法、盐析纯化法等。大孔
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树脂吸附法具有效率高、工艺简单、生产成本低、不受

无机物影响、再生方便等优点，近年来在中国已广泛用

于天然植物有效成分的分离纯化，如分离纯化皂苷、黄

酮、生物碱等[13-15]。目前还未见微波辅助萃取结合大孔

树脂分离纯化芳樟叶黄酮的报道。

芳樟叶提取精油后残留大量的叶渣，叶渣中还含有

具有经济价值的黄酮类化合物。为综合利用芳樟叶精油

提取过程中产生的大量残渣，本文以厦门牡丹香化有限

公司人工组培的纯种芳樟叶为研究对象，对微波萃取结

合大孔树脂吸附分离纯化芳樟叶黄酮的工艺进行了研

究，以期确立有效的提取分离工艺，从而提高纯种芳樟

的综合利用价值，开拓芳樟资源的应用领域。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

原料：纯种芳樟叶（品种牡丹 1 号），由厦门市牡

丹香化有限公司提供。

大孔吸附树脂：NKA-9 型、AB-8 型、S-8 型（天津

南开大学）；D101 型（天津海光化工有限公司）；HPD-100

型、HPD-450 型（河北沧州宝恩化工有限公司）。

试剂：黄酮标准品芦丁，纯度 95%以上，（上海生

化试剂厂）；其他试剂均为国产分析纯。

仪器：格兰仕 WP800T 微波炉（佛山市格兰仕微波

炉电器有限公司）；RE-52 旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪

器厂）；722s 分光光度计（上海精密科学仪器有限公司）；

TDL-40 低速离心机（上海安亭科学仪器厂）；GZX-DH

电热恒温干燥箱（上海跃进医疗器械厂）。

1.2 试验方法
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1.2.1 芳樟叶预处理

提取精油后的芳樟叶渣在 60℃条件下干燥 24 h，粉

碎，过 65 目筛，备用。

1.2.2 大孔吸附树脂的预处理

大孔吸附树脂用 95%的乙醇充分浸泡，然后用乙醇

洗至洗出液加适量水后无白色浑浊，再用去离子水洗去

乙醇，最后转入酸碱处理，即用体积分数 5%HCl 溶液浸

泡 3 h，然后用去离子水洗至 pH 值为中性，接着用质量

分数 5%的 NaOH 溶液浸泡 3 h，最后用去离子水洗至 pH

值为中性。

1.2.3 微波辅助萃取方法

称取预处理过的芳樟叶干粉 5.0 g，置于 500 mL 三角

瓶中，再加入一定量的溶剂（乙醇水溶液），然后置于

微波炉中。为防止溶剂沸腾，每次微波辐射时间为 1 min，

冷却后再用微波辐射，依此反复多次后，冷却后抽滤除

去固体杂质收集滤液。将提取液减压蒸馏浓缩，4000 r/min

离心 10 min 除去固体杂质，得到粗提液，置于 250 mL

容量瓶中定容后再移取 1 mL 测定黄酮的含量。

在前人相关单因素试验的基础上[16]，选择微波辐射

时间（A）、微波功率（B）、料液比（C）和萃取剂乙

醇浓度（D）4 个影响因素，每个因素选 3 个水平进行考

察，选用 L9(3
4)正交表（表 1），以黄酮的提取得率（单

位质量芳樟叶干粉经提取后获得的黄酮质量，用质量百

分率表示）作为优化目标进行正交试验。每个试验重复

两次。

表1 正交试验因素水平表

Table 1 Factors and levels of orthogonal design

水平 辐射时间 A/min 微波功率 B/W 固液比 C/g∙mL-1 乙醇浓度 D/%

1 1 136 1/8 50

2 2 320 1/10 60

3 3 528 1/12 70

1.2.4 树脂吸附与脱附试验

在优化的微波辅助萃取条件下浸提芳樟叶黄酮，将

提取液减压回收乙醇后得浓缩水溶液，作为树脂吸附原

液备用。

称取预处理过的大孔树脂各 1.0 g（用滤纸吸干）装

入具塞磨口三角瓶中，分别各加入初始浓度 1.452 mg/mL

（测量值）的芳樟叶黄酮水溶液 50 mL，25℃振摇 24 h

充分吸附后过滤，测定滤液中剩余黄酮浓度。吸附平衡

后的大孔树脂，加入 50 mL 一定浓度的乙醇，25℃振摇

解吸 24 h，过滤，测定滤液中黄酮浓度，按以下两式分

别计算平衡吸附量和解吸率。

Q＝（C0－C1）×V1／W （1）

R＝C2×V2／(Q×W)×100％ （2）

式中 Q— — 平衡吸附量，mg/g；C0— — 初始黄酮浓度，

mg/mL；C1— — 吸附达平衡时黄酮浓度，mg/mL；V1— —

吸附液体积，mL；R— — 解吸率，％；C2— — 解吸液黄

酮浓度，mg/mL；V2— — 解吸液的体积，mL；W— — 树

脂质量，g。

1.2.5 黄酮的树脂纯化试验

称取 5 g 预处理过的树脂湿法装柱，层析柱内径

1.6 cm，柱体积约 18 mL。将芳樟叶黄酮水溶液连续上样，

至黄酮出现穿透时停止上样。用大量蒸馏水冲洗除去未

吸附的水溶性杂质后再用 70%乙醇洗脱，将洗脱液浓缩，

真空干燥得纯化后芳樟叶黄酮，用一定量的 95%乙醇溶

解，测定黄酮的浓度，计算出固形物中黄酮的纯度。

1.2.6 黄酮的含量的方法测定

黄酮的含量按文献[6]中的方法测定。

1）标准方程的建立

用硝酸铝－亚硝酸钠比色法测定不同浓度芦丁标准

品溶液吸光度，绘制标准曲线：

A＝12.1C－0.001 （R2＝0.9998） （3）

式中 A——吸光度；C——芦丁浓度，mg/mL。

2）样品中黄酮含量的测定

准确吸取 1 mL 的提取液，按照测定芦丁标准液吸光

度的步骤测定吸光度 A，根据标准曲线可计算出提取液中

黄酮的含量。芳樟叶黄酮的提取得率 Y 的计算公式为：

Y=V×C×25/(m×1000)×100% （4）

式中 V——提取液体积，mL；C——测试溶液中黄酮的

浓度，mg/mL；m——芳樟叶渣干粉的质量，g。

树脂吸附解吸及黄酮纯化试验中，液相黄酮含量均

用上述方法测量。

2 结果与分析

2.1 黄酮的微波辅助提取条件与效率

从正交试验结果的极差分析（表 2）和方差分析（表

3）可知，微波功率、料液比和乙醇浓度对芳樟叶黄酮提

取得率有显著性影响。最佳提取工艺条件组合为

A2B2C3D2，即微波功率为 320 W，萃取剂为 60%乙醇，

原料与萃取剂的质量体积比为1︰12，微波间歇辐射2次，

每次 1 min。影响微波提取效率的显著性顺序为微波功率

＞料液比＞萃取剂乙醇浓度＞辐射时间。

表 2 L9(3
4)正交试验设计及结果分析

Table 2 L9(3
4) arrangement and results of orthogonal test

序号 A B C D 提取得率/%

1 1 1 1 1 2.38

2 1 2 2 2 2.82

3 1 3 3 3 2.54

4 2 1 2 3 2.72

5 2 2 3 1 2.84

6 2 3 1 2 2.44

7 3 1 3 2 2.83

8 3 2 1 3 2.75

9 3 3 2 1 2.32

k1 2.58 2.64 2.52 2.51

k2 2.67 2.80 2.62 2.70

k3 2.63 2.43 2.74 2.67

R 0.087 0.370 0.213 0.183

与乙醇热回流提取方法相比[6]，微波提取所用的时间

为 2 min，热回流提取所用的时间为 180 min，前者比后

者的提取时间缩短了 98.89%，而黄酮得率反而提高了
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6.83％（见表 4）。可见，微波辅助提取具有省时、高效

等优点，适用于芳樟叶中黄酮的提取。

表3 各因素方差分析

Table 3 Variance analysis of factors

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值

A 0.0224 2 0.0112 1.31 >0.05

B 0.418 2 0.209 24.51 <0.01

C 0.138 2 0.0691 8.10 <0.05

D 0.119 2 0.0596 6.99 <0.05

误差项 0.0768 9 0.00854

注：F0.05(2,9)=4.26，F0.01(2,9)=10.6。

2.2 大孔树脂静态吸附量和解吸率

本试验所考察的 6 种大孔树脂的物理性质、黄酮的

平衡吸附量和解吸率的测定结果见表5。由表5可以看出，

S-8 和 HPD-450 吸附量高于其他 4 种树脂。但 S-8 吸附量

虽然最大，解吸率却不高，只有 37.2%，而 HPD-450 不

仅有较大的吸附量，且其解吸率可达 90.9%。因此，选用

HPD-450 作为芳樟叶黄酮吸附剂更有实际意义。

表4 两种提取方法的结果对比

Table 4 Comparison of two extraction methods

提取方法 提取时间/min 提取得率/%

微波辅助提取 2 2.97±0.53

乙醇回流提取 180 2.77±0.60

表 5 大孔树脂的主要物理性质、平衡吸附量和解吸率

Table 5 Primary properties, equilibrium adsorption quantities and desorption yields for six macroporous resins

树脂 极性 粒径/mm 孔径/nm 比表面积/m2·g-1 平衡吸附量/mg·g-1 70％乙醇洗脱解吸率/%

D101 非极性 0.3～1.25 10.0～12.0 400～600 28.8 82.9

HPD-100 非极性 0.3～1.2 8.5～9.0 650～700 36.3 78.8

AB-8 弱极性 0.3～1.25 13.0～14.0 480～520 32.5 87.0

HPD-450 弱极性 0.3～1.25 9.0～11.0 500～550 39.2 90.9

NKA-9 极性 0.3～1.25 15.5～16.5 250～290 32.1 75.3

S-8 极性 0.3～1.25 28.0～30.0 100～120 40.8 37.2

2.3 乙醇浓度对解吸的影响

洗脱剂具有使大孔树脂溶涨，减弱被吸附物质与树

脂之间的亲和力的作用，并可溶解被吸附物质。大孔树

脂常用的洗脱剂是低级醇、酮或其水溶液，如甲醇、乙

醇、丙醇和丙酮。考虑到实际生产安全性等方面要求，

本试验使用乙醇作为洗脱剂[17]。分别选择了不同浓度的

乙醇水溶液作为洗脱剂，测定其解吸率，结果表明：10%

和 30%乙醇水溶液的解吸率比较低，仅为 11.6%和 41.7%；

50%乙醇水溶液的解吸率有所提高，达到 73.4%；70%和

95%乙醇水溶液的解吸效果较好，分别为 90.7%和 96.9%，

两者之间无显著差异，从节约试剂用量考虑，选用 70％

乙醇溶液为解析液。

2.4 芳樟叶黄酮的纯化效果

芳樟叶黄酮水溶液采用装填大孔吸附树脂 HPD-450

的固定床连续上样，检测流出液黄酮浓度，待样品穿透，

停止上样。先用 5 倍柱体积的蒸馏水充分冲洗水溶性杂

质，然后用 70%乙醇充分洗脱。洗脱曲线如图 1 所示。

注：柱体积为 18 mL

图1 70%乙醇条件下黄酮的洗脱曲线

Fig.1 Elution curve at the eluent (ethanol) concentration of 70%

5 倍柱体积的 70%乙醇基本上可将芳樟叶黄酮洗脱

下来。将收集得到的流出液浓缩、干燥，得到的固形物

用一定量 95%的乙醇溶解，测定黄酮的浓度，计算得到

固形物黄酮纯度为 51.3%，而树脂吸附原液（见 1.2.4 树

脂吸附与脱附试验）干燥所得固形物黄酮纯度仅为

22.5%，提纯后样品纯度提高了 1.3 倍。

3 结 论

1）微波功率、料液比和乙醇浓度对芳樟叶黄酮提取

得率的影响显著。最佳微波提取工艺为：以 60%乙醇做

萃取剂，微波功率 320 W，间歇辐射两次，每次 1 min，

料液比 1︰12，芳樟叶黄酮提取得率达 2.97%，比乙醇热

回流提取提高了 6.83%，并且提取时间缩短了 98.89%。

2）考察了 6 种大孔树脂对芳樟叶黄酮的吸附和解吸

性能，确定 HPD-450 型树脂为芳樟叶黄酮的分离纯化材

料。用树脂 HPD-450 纯化芳樟叶黄酮时，宜选用 70%乙

醇水溶液作为解吸液，用量为 5 倍柱体积。大孔树脂

HPD-450 纯化后黄酮纯度由 22.5%提高到 51.3%，纯化倍

数 2.3 倍。
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Separation and purification of flavonoids from Cinnamomum camphora

leaves via microwave-assisted extraction and macroporous resin

adsorption

Wang Xian，Yang Kun，Wang Zhaoshou，He Ning，Wang Yuanpeng，

Sun Daohua，Li Qingbiao
※

（Department of Chemical and Biochemical Engineering, College of Chemistry and Chemical Engineering, Key Lab for Chemical Biology

of Fujian Province, Xiamen University, Xiamen 361005, China）

Abstract: Flavonoids was extracted by the microwave-assisted extraction technology from the residue of Cinnamomum

camphora leaves during essential oil extraction. Macroporous resin adsorption was used for further purification. With

orthogonal designed experiments the optimal extraction conditions were determined: 60% ethanol aqueous solution,

microwave power 320 W and treated for 2 min, 1﹕12（g∙mL-1）for the mass to volume ratio of material to extractant.

Under such conditions, the yield of the flavonoids reached 2.97%, which is 6.83% higher than that obtained using heat

ethanol reflux extraction, and the operation duration of the newly developed extraction technology was significantly

reduced by 98.89%. Six kinds of macroporous resin were then examined for further purification of Cinnamomum

camphora flavonoids. Results showed that HPD-450 resin possessed correspondingly the best absorption and desorption

behavior. After an absorption-desorption operation applied upon an HPD-450 resin packed column, the purity of

flavonoids could be improved to 51.3% from 22.5%, and the purification fold is 2.3.

Key words: Cinnamomum camphora leaves, flavonoids, microwave extraction, macroporous resin, separation,

purification


