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[摘要] 目的：采用大孔吸附树脂分离技术优化木蝴蝶总黄酮纯化工艺并考察其抗肿瘤活性。方法：比较不

同型号的大孔吸附树脂对木蝴蝶总黄酮的静态吸附和动态吸附效果，筛选富集效果较好的大孔吸附树脂；结合

单因素试验，以总黄酮样品浓度、pH值、最大加样体积、解析溶剂和解析用量为考察因素，优化大孔吸附树脂对

木蝴蝶总黄酮的最佳纯化工艺。采用MTT法考察木蝴蝶总黄酮对H1975、HepG2细胞增殖的影响。结果：AB-8大

孔吸附树脂的醇解析液中黄酮的纯度最高，木蝴蝶样品质量浓度为6 mg/mL，pH值为2耀4，最大加样体积为21 BV

时吸附最完全。6 BV体积水洗脱及6 BV体积70%乙醇先后解吸时，总黄酮解析最为完全且纯度最高。MTT试验

结果显示，木蝴蝶总黄酮对H1975与HepG2细胞增殖均具有抑制作用，IC50分别为157.7 滋g/mL与649.2 滋g/mL，表

明木蝴蝶总黄酮具有一定的抗肿瘤活性。结论：大孔吸附树脂富集分离木蝴蝶总黄酮的纯化工艺稳定可行，所

得的木蝴蝶总黄酮对H1975细胞增殖具有明显抑制作用，但对HepG2细胞增殖抑制作用较弱。
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Optimization of Enrichment and Purification Process for Total

Flavonoids from Muhudie (Oroxylumindicum) And Their Anti-tumor

Activity

[Abstract] Objective: To optimize the purification process of total flavonoids from Muhudie (Oroxylu原

mindicum) using macroporous adsorbent resin separation technique and investigate their antitumour activity.

Methods: The static and dynamic adsorption effects of different types of macroporous adsorption resins on the

total flavonoids of Muhudie (Oroxylumindicum) were compared to screen the macroporous adsorption resins with

better enrichment effects. And then combined with a one-factor test, the concentration of the total flavonoid

samples, the pH value, the maximum volume of the sample, the solvent of the resolution, and the amount of

the resolution were used as the factors of investigation, to optimize the optimal purification process of the

macroporous adsorption resins on the total flavonoids of Muhudie (Oroxylumindicum). In addition, MTT method

was used to investigate the effects of total flavonoids of Muhudie (Oroxylumindicum) on the proliferation of

H1975 and HepG2 cells. Results: The highest purity of flavonoids was found in the alcohol resolving solution

of AB-8 macroporous adsorbent resin, and the most complete adsorption was achieved when the sample con原

centration of Oroxylumindicum was 6 mg/mL, and the pH value was 2-4, with the maximal volume of 21 BV.
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木 蝴 蝶 （ Oroxylum indicum） 又 名 千 张 纸 、 破 布 子 ， 为 紫 葳

科 植 物 木 蝴 蝶 Oroxylum indicum (L.)Vent. 的 干 燥 成 熟 种 子 ，

味 苦 、 甘 、 凉 ， 归 肺 、 肝 、 胃 经 ， 具 有 清 肺 利 咽 、 疏 肝 和 胃 及 敛 疮

等 功 效 。 木 蝴 蝶 始 载 于 《 滇 南 本 草 》 ， 随 后 又 被 《 纲 目 拾 遗 》 记

载 。 1995年 木 蝴 蝶 作 为 中 国 传 统 中 药 被 首 次 收 载 于 《 中 华 人 民

共 和 国 药 典 》 。 木 蝴 蝶 主 要 分 布 在 云 南 、 广 东 、 江 西 、 广 西 、 贵

州 等 地 [1]。 国 内 外 研 究 报 道 的 木 蝴 蝶 化 合 物 大 约 有 100 多 种 ，

其 中 黄 酮 及 苷 类 化 合 物 为 主 要 有 效 部 位 [2-3]， 此 外 还 含 有 对 羟

基 苯 乙 醇 和 环 乙 醇 类 [4-5]、 挥 发 油 及 有 机 酸 类 等 成 分 [6-7]。 《 滇 南

本 草 》 记 载 木 蝴 蝶 “ 入 肺 经 ， 定 喘 ， 消 痰 ； 入 脾 胃 经 ， 破 蛊 积 ， 通

行 十 二 经 气 血 ， 除 血 蛊 注 、 气 蛊 注 之 毒 。 又 能 补 虚 、 宽 中 、 进

食 ， 民 族 地 区 呼 为 三 百 两 银 药 者 ， 盖 其 治 蛊 得 效 也 ” 。 现 代 药

理 研 究 表 明 ， 木 蝴 蝶 粗 提 物 具 有 抗 氧 化 [8-9]、 抗 炎 、 抗 菌 [10]、 抗 肿

瘤 [11-13]和 镇 咳 祛 痰 [14]等 药 理 活 性 。 其 中 黄 酮 类 化 合 物 是 其 发 挥

药 理 作 用 的 主 要 有 效 部 位 ， 白 杨 素 为 黄 酮 类 化 合 物 中 重 要 的

有 效 活 性 成 分 。

大 孔 吸 附 树 脂 具 有 稳 定 性 高 、 表 面 积 大 、 吸 附 容 量 大 、 选

择 性 好 、 吸 附 速 度 快 、 解 吸 条 件 温 和 、 使 用 周 期 长 等 优 点 ， 是

20 世 纪 60 年 代 出 现 的 新 型 有 机 高 聚 物 吸 附 剂 ， 在 环 保 、 食 品 、

医 药 等 领 域 得 到 广 泛 应 用 。 大 孔 吸 附 树 脂 可 用 于 纯 化 富 集 黄

酮 类 化 合 物 [15-17]。 然 而 ， 有 关 大 孔 吸 附 树 脂 对 木 蝴 蝶 总 黄 酮 进

行 纯 化 的 研 究 尚 不 明 确 。

因 此 ， 本 研 究 旨 在 考 察 DM130 、 D101 、 AB-8 、 HPD-100 、

DM301 型 大 孔 吸 附 树 脂 对 木 蝴 蝶 总 黄 酮 的 静 态 吸 附 和 动 态

吸 附 效 果 ， 优 化 木 蝴 蝶 总 黄 酮 的 分 离 纯 化 工 艺 ， 并 结 合 MTT法

考 察 木 蝴 蝶 总 黄 酮 对 H1975 、 HepG2 细 胞 增 殖 作 用 的 影 响 ， 以

期 为 木 蝴 蝶 的 药 理 活 性 研 究 及 其 相 关 制 剂 开 发 提 供 理 论 依 据 。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细 胞 人 肺 腺 癌 细 胞 （ H1975） （ 批 号 ： BFN608006102） 、

人 肝 癌 细 胞 （ HepG2） （ 批 号 ： BFN60800692） 细 胞 株 均 来 自 中

国 科 学 院 上 海 细 胞 库 。

1.1.2 主 要 试 剂 木 蝴 蝶 （ 广 州 采 芝 林 药 业 ， 批 号 ： YPA5L0001） ；

白 杨 素 （ 四 川 省 维 克 奇 生 物 技 术 有 限 公 司 ， 纯 度 跃98% ， 批 号 ：

480-40-0） ； 大 孔 吸 附 树 脂 DM130（ 批 号 ： 190411） 、 D101（ 批

号 ： 200313） 、 AB-8（ 批 号 ： 190518） 、 HPD-100（ 批 号 ： 190314） 、

DM301（ 批 号 ： 190519） 均 购 自 天 津 海 光 化 工 有 限 公 司 ； 无 水

乙 醇 （ 天 津 市 科 密 欧 化 学 试 剂 有 限 公 司 ， 批 号 ： 64-17-5） ； 三

氯 化 铝 （ 天 津 市 大 茂 化 学 试 剂 厂 ， 批 号 ： XK13-201-00146） ；

甲 基 噻 唑 蓝 四 氮 唑 盐 （ MTT） （ 上 海 生 工 生 物 工 程 有 限 公 司 ，

批 号 ： A600799） ； 二 甲 基 亚 砜 （ DMSO） （ 广 州 塞 拉 芬 生 物 科 技

有 限 公 司 ， 批 号 ： 0231-4L） ； 0.25%Trypsin-EDTA 胰 酶 （ 批 号 ：

12605010） 与 青 霉 素 和 链 霉 素 联 合 抗 生 素 （ 批 号 ： 13505157）

均 购 自 美 国 Gibco 公 司 。

1.1.3 主 要 仪 器 紫 外 可 见 分 光 光 度 计 （ 尤 尼 柯 上 海 仪 器 有

限 公 司 ， 型 号 ： UV-2100） ； 旋 转 蒸 发 仪 （ 上 海 霄 汉 实 业 发 展 有

限 公 司 ， 型 号 ： XHRE-2000A） ； 低 温 冷 却 液 循 环 泵 （ 巩 义 市 予

华 仪 器 有 限 责 任 公 司 ， 型 号 ： DLSB-5L/25） ； 数 显 恒 温 水 浴 锅

（ 上 海 浦 东 物 理 光 学 仪 器 厂 ， 型 号 ： HH-6） ； 分 析 天 平 （ 瑞 士 普

利 赛 斯 公 司 ， 型 号 ： XS225） ； 电 热 恒 温 水 浴 锅 （ 北 京 精 科 华 瑞

仪 器 有 限 公 司 ， 型 号 ： SII-NI4B） ； 净 化 工 作 台 （ 苏 州 净 化 设 备

有 限 公 司 ， 型 号 ： SW-CJ-2D） ； 生 物 显 微 镜 （ 重 庆 奥 特 光 学 仪

器 有 限 公 司 ， 型 号 ： BOS-300） ； 酶 标 仪 （ 美 国 Thermo Fisher 公

司 ， 型 号 ： 1510） ； pH 计 （ 赛 多 利 斯 科 学 仪 器 北 京 有 限 公 司 ， 型

号 ： PB-10） 。

1.2 方法

1.2.1 木 蝴 蝶 总 黄 酮 测 定 方 法 的 建 立

1.2.1.1 溶 液 的 制 备 对 照 品 溶 液 的 制 备 ： 精 密 称 定 白 杨 素

对 照 品 1.97 mg ， 用 70% 乙 醇 溶 解 并 定 容 至 10 mL 容 量 瓶 中 ， 得

到 197 滋g/mL的 对 照 品 溶 液 。

供 试 品 溶 液 的 制 备 ： 将 木 蝴 蝶 药 材 粉 碎 ， 称 取 200 g 置 于

圆 底 烧 瓶 中 ， 用 10倍 量 、 8倍 量 70%乙 醇 回 流 提 取 2次 ， 2 h/次 ， 提

取 液 经 滤 纸 过 滤 并 浓 缩 至 无 醇 味 ， 取 上 清 作 为 提 取 液 。 精 密

量 取 提 取 液 1.0 mL， 置 25 mL 容 量 瓶 中 ， 用 70% 乙 醇 稀 释 定 容

至 刻 度 ， 摇 匀 ， 即 得 供 试 品 溶 液 。

1.2.1.2 显 色 方 法 及 检 测 波 长 的 确 定 参 考 文 献 [18] 测 定 方

法 ， 分 别 精 密 量 取 供 试 品 溶 液 、 对 照 品 溶 液 适 量 ， 加 入 饱 和 三

氯 化 铝 溶 液 进 行 显 色 ， 采 用 紫 外 分 光 光 度 计 在 333 nm 波 长 处

测 定 木 蝴 蝶 总 黄 酮 含 量 。

1.2.1.3 标 准 曲 线 的 绘 制 将 “ 1.2.1.1 ” 项 下 白 杨 素 对 照 品 溶

液 稀 释 成 质 量 浓 度 为 1.97、 3.94、 7.88、 11.82、 15.76、 19.70 滋g/mL

的 溶 液 ， 加 入 饱 和 三 氯 化 铝 溶 液 显 色 ， 采 用 紫 外 分 光 光 度 计

在 333 nm 波 长 处 测 定 吸 光 度 。 以 吸 光 度 为 纵 坐 标 ， 质 量 浓 度

为 横 坐 标 绘 制 标 准 曲 线 。

The highest purity was achieved when it was eluted with 6 BV volume of water and desorbed with 6 BV

volume of 70% ethanol. The results of the MTT assay showed that the total flavonoids of Muhudie (Oroxylu原

mindicum) showed some inhibitory effect on the proliferation of H1975 and HepG2 cells, with IC50 of 157.7

滋g/mL and 649.2 滋g/mL, respectively, indicating that the total flavonoids in Muhudie (Oroxylumindicum)

have certain anti-tumour activity. Conclusion: The purification process for the enrichment and separation of

total flavonoids from Muhudie (Oroxylumindicum) by macroporous adsorption resin is stable and feasible, and

the obtained total flavonoids from Muhudie (Oroxylumindicum) shows significant inhibitory effect on the proliferation

of H1975 cells, but the inhibitory effect on the proliferation of HepG2 cells is weak.

[Keywords] Muhudie (Oroxylumindicum); total flavonoids; macroporous adsorption resin; enrichment and

purification process; anti-tumor activity
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1.2.2 大 孔 吸 附 树 脂 的 筛 选

1.2.2.1 树 脂 的 预 处 理 称 取 大 孔 吸 附 树 脂 适 量 ， 在 无 水 乙

醇 溶 液 中 浸 泡 24 h后 ， 更 换 无 水 乙 醇 继 续 浸 泡 ， 直 至 上 清 液 加

适 量 水 无 白 色 浑 浊 现 象 为 止 ， 再 用 蒸 馏 水 冲 洗 至 无 醇 味 。 其

次 进 行 酸 碱 处 理 ， 先 用 1.00 mol/L的 HCl 溶 液 浸 泡 24 h， 用 蒸 馏

水 冲 洗 至 上 清 液 pH 值 为 中 性 ； 再 用 1.00 mol/L 的 NaOH 溶 液 浸

泡 24 h， 用 蒸 馏 水 冲 洗 至 上 清 液 pH值 为 中 性 [19]。

1.2.2.2 静 态 吸 附 及 解 析 试 验 取 各 型 大 孔 吸 附 树 脂 2.5 g，

置 于 磨 口 三 角 瓶 中 ， 分 别 加 入 40 mL供 试 品 溶 液 ， 在 室 温 下 静

态 吸 附 24 h， 收 集 上 清 液 ， 测 定 静 态 吸 附 后 总 黄 酮 浓 度 。 随 后

加 入 25 mL的 超 纯 水 及 50 mL 70% 乙 醇 各 静 态 解 析 24 h ， 测 定

水 及 70%乙 醇 解 析 液 中 总 黄 酮 浓 度 ， 按 照 以 下 公 式 计 算 树 脂 的

吸 附 量 、 吸 附 率 、 解 吸 量 、 解 析 率 及 纯 度 ， 选 择 吸 附 效 果 最 佳

的 大 孔 树 脂 。

吸 附 量 =
（ Ca-Cb） 伊V b

W

吸 附 率 （ %） =
（ Ca-Cb）

（ Ca伊100%）

析 量 =
V c伊Cc

W

解 析 率 （ %） =
Cc

（ Ca-Cb） 伊100%

式 中 ： Ca为 样 品 质 量 浓 度 （ mg/mL） ； Cb 为 吸 附 后 上 清 液 质

量 浓 度 （ mg/mL） ； Cc 为 解 析 液 质 量 浓 度 （ mg/mL） ； V b 为 加 样 体

积 （ mL） ； V c为 洗 脱 液 体 积 （ mL） ； W 为 树 脂 质 量 （ g） 。

纯 度 （ %） =
（ C伊V）

m伊100%

式 中 ： C 为 解 析 液 质 量 浓 度 （ mg/mL） ； V 为 解 析 液 体 积

（ mL） ； m为 干 燥 后 木 蝴 蝶 总 黄 酮 纯 化 物 的 质 量 （ mg） 。

1.2.3 样 品 浓 度 的 筛 选 称 取 5 份 等 量 AB-8 型 大 孔 吸 附 树

脂 ， 分 别 加 入 30 mL 不 同 质 量 浓 度 （ 2 、 4 、 6、 8、 10 mg/mL） 供 试

品 溶 液 进 行 静 态 吸 附 ， 室 温 吸 附 24 h 后 ， 测 定 上 清 液 中 的 总 黄

酮 浓 度 ， 考 察 样 品 浓 度 对 大 孔 吸 附 树 脂 吸 附 量 及 吸 附 率 的

影 响 。

1.2.4 样 品 pH 值 的 筛 选 取 5 份 等 量 AB-8 型 大 孔 吸 附 树 脂 ，

分 别 加 入 30 mL 不 同 pH 值 （ 2、 4 、 5 、 6 、 8） 的 供 试 品 溶 液 进 行 静

态 吸 附 ， 室 温 吸 附 24 h 后 ， 测 定 上 清 液 中 的 总 黄 酮 浓 度 ， 考 察

样 品 pH值 对 大 孔 吸 附 树 脂 吸 附 量 及 吸 附 率 的 影 响 。

1.2.5 最 大 加 样 体 积 的 确 定 样 品 体 积 过 小 时 吸 附 不 完 全 ，

纯 化 效 率 降 低 ； 体 积 过 大 则 会 产 生 无 效 吸 附 ， 因 此 研 究 样 品

体 积 对 大 孔 吸 附 树 脂 的 影 响 尤 为 重 要 。 将 大 孔 吸 附 树 脂 装 入

层 析 柱 （ 1.5 cm伊12.0 cm） 中 ， 加 入 木 蝴 蝶 样 品 以 流 速 为 3 BV/h

进 行 动 态 吸 附 ， 收 集 流 出 液 测 定 总 黄 酮 浓 度 。 当 流 出 液 浓 度

接 近 于 样 品 加 入 浓 度 时 ， 停 止 加 样 并 记 录 样 品 体 积 ， 即 得 到

最 大 加 样 体 积 。

1.2.6 解 析 溶 剂 的 筛 选 首 先 用 25 mL 超 纯 水 除 去 部 分 杂

质 ， 再 用 40 mL 不 同 体 积 分 数 的 乙 醇 （ 40% 、 50% 、 60% 、 70% 、

80%） 静 态 解 析 已 吸 附 完 全 的 大 孔 吸 附 树 脂 ， 室 温 解 析 24 h

后 ， 测 定 水 和 乙 醇 解 析 液 中 总 黄 酮 浓 度 ， 以 解 析 率 和 总 黄 酮

纯 度 优 选 最 佳 解 析 溶 剂 。

1.2.7 洗 脱 用 量 的 考 察 先 后 用 超 纯 水 及 70% 乙 醇 以 3 BV/h

的 流 速 将 已 吸 附 饱 和 的 大 孔 吸 附 树 脂 层 析 柱 （ 1.5 cm伊12.0 cm） 进

行 解 析 ， 收 集 洗 脱 液 ， 测 定 洗 脱 液 中 总 黄 酮 浓 度 和 固 形 物 浓

度 ， 以 总 黄 酮 浓 度 及 固 形 物 浓 度 对 洗 脱 体 积 作 图 。

1.2.8 纯 化 工 艺 验 证 精 密 称 取 木 蝴 蝶 粉 末 ， 按 照 “ 1.2.1.1 ”

项 下 制 备 木 蝴 蝶 样 品 溶 液 ， 调 节 样 品 质 量 浓 度 为 6 mg/mL， pH

值 为 2~4 ， 在 大 孔 吸 附 树 脂 层 析 柱 后 静 态 吸 附 24 h ， 先 以 6 BV

的 水 洗 脱 ， 再 用 6 BV 70% 乙 醇 解 吸 ， 得 到 的 70% 乙 醇 的 解 析

液 ， 旋 转 蒸 发 进 行 浓 缩 ， 冷 冻 干 燥 得 到 木 蝴 蝶 纯 化 物 ， 通 过 测

定 其 得 率 与 纯 度 ， 以 考 察 纯 化 工 艺 的 稳 定 性 与 可 靠 性 。

1.2.9 抗 肿 瘤 活 性 研 究 取 对 数 生 长 期 的 人 肺 癌 细 胞

H1975 、 人 肝 癌 细 胞 HepG2， 以 1伊104 个 /孔 接 种 于 96 孔 细 胞 培

养 板 ， 置 于 37 益 ， 5%CO2 培 养 箱 中 培 养 ， 设 置 空 白 组 、 正 常 组

与 给 药 组 ， 每 组 分 别 设 置 6 个 平 行 孔 。 空 白 组 不 接 种 细 胞 ； 正

常 组 接 种 细 胞 无 任 何 药 物 添 加 ； 给 药 组 接 种 细 胞 后 分 别 加 入

6.25 、 12.50、 25.00 、 50.00 、 100.00、 200.00 滋g/mL 木 蝴 蝶 总 黄 酮

溶 液 ， 干 预 时 间 为 24 h。 随 后 弃 去 上 清 ， 加 入 100 滋L含 10% MTT

的 培 养 液 ， 继 续 培 养 4 h 后 ， 在 570 nm 波 长 处 测 定 吸 光 值 （ A） ，

计 算 肿 瘤 细 胞 抑 制 率 。 细 胞 抑 制 率 =（ A 给 药 组 -A 空 白 组 ） /（ A 正 常 组 -

A 空 白 组 ） 伊100%。

2 结 果

2.1 标准曲线结果 白 杨 素 质 量 浓 度 在 1.97~19.7 滋g/mL 范

围 内 与 吸 光 度 呈 良 好 的 线 性 关 系 ， 回 归 方 程 为 Y =0.046 1X-

0.007 4 ， R2=0.999 。 （ 见 图 1）

图 1 白杨素标准曲线图

2.2 大孔吸附树脂筛选结果 D101 型 大 孔 吸 附 树 脂 对 木 蝴

蝶 总 黄 酮 的 吸 附 效 果 最 好 ， 其 次 为 AB-8 、 HPD-100 型 大 孔 吸

附 树 脂 。 DM301 型 大 孔 吸 附 树 脂 对 木 蝴 蝶 总 黄 酮 的 解 析 效 果

最 优 ， AB-8 与 D101型 次 之 。 然 而 ， 通 过 分 析 70% 乙 醇 解 析 液 中

木 蝴 蝶 总 黄 酮 的 纯 度 时 ， AB-8 型 大 孔 吸 附 树 脂 醇 解 析 液 中 木

蝴 蝶 总 黄 酮 的 纯 度 最 高 （ 58.64%） 。 （ 见 表 1~2） 因 此 ， 综 合 吸 附

率 、 解 析 率 、 纯 度 结 果 分 析 ， 本 研 究 选 择 AB-8 型 大 孔 吸 附 树 脂

作 为 木 蝴 蝶 总 黄 酮 富 集 和 纯 化 的 载 体 。

表 1 不同型号大孔吸附树脂对木蝴蝶总黄酮吸附量结果

树 脂 类 型 树 脂 质 量 / g 初 始 质 量 浓 度 /（ m g / m L ） 滤 液 质 量 浓 度 /（ m g / m L ） 吸 附 量 /（ m g / g ） 吸 附 率 / %

H P D - 1 0 0 2 . 5 0 4 9 4 . 1 3 7 0 . 2 3 3 2 6 2 . 5 0 9 4 . 3 6

A B - 8 2 . 5 0 8 2 4 . 1 3 7 0 . 1 9 7 0 6 2 . 8 3 9 5 . 2 4

D 1 0 1 2 . 5 1 6 9 4 . 1 3 7 0 . 1 6 6 6 6 3 . 1 0 9 5 . 9 7

D M 1 3 0 2 . 5 3 1 0 4 . 1 3 7 0 . 2 5 2 5 6 1 . 3 9 9 3 . 9 0

D M 3 0 1 2 . 5 1 6 9 4 . 1 3 7 0 . 3 7 3 5 5 9 . 8 1 9 0 . 9 7

白 杨 素 质 量 浓 度 /（ 滋g/mL）

Y=0.046 1X-0.007 4

R2=0.999
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表 2 不同型号大孔吸附树脂对木蝴蝶总黄酮解吸率结果

树 脂 类 型 吸 附 量 /（ m g / g ） 水 解 吸 量 /（ m g / g ） 水 解 吸 率 / % 醇 解 吸 量 /（ m g / g ） 醇 解 吸 率 / % 纯 度 / %

H P D - 1 0 0 6 2 . 3 4 0 . 5 6 5 1 . 4 5 5 4 . 7 9 7 0 . 3 2 5 4 . 9 3

A B - 8 6 2 . 8 3 0 . 4 9 0 1 . 2 5 5 7 . 5 1 7 3 . 2 2 5 8 . 6 4

D 1 0 1 6 3 . 1 0 0 . 4 1 4 1 . 0 5 5 8 . 3 6 7 3 . 9 8 5 7 . 0 1

D M 1 3 0 6 1 . 3 9 0 . 8 4 0 2 . 1 9 5 5 . 7 6 7 2 . 6 6 5 2 . 7 6

D M 3 0 1 5 9 . 8 1 0 . 3 8 4 1 . 0 3 5 6 . 7 1 7 5 . 8 5 5 6 . 7 3

2.3 样品浓度结果 随 着 木 蝴 蝶 总 黄 酮 质 量 浓 度 的 升 高 ， 大

孔 吸 附 树 脂 对 木 蝴 蝶 总 黄 酮 的 吸 附 量 随 之 上 升 ， 而 吸 附 率 却

呈 下 降 趋 势 ， 且 当 质 量 浓 度 大 于 8 mg/mL 时 ， 吸 附 率 直 线 下 降

不 利 于 木 蝴 蝶 总 黄 酮 纯 化 分 离 ， 因 此 选 用 6 mg/mL为 最 佳 样 品

质 量 浓 度 。 （ 见 图 2）

图 2 不同质量浓度下木蝴蝶总黄酮的吸附量和吸附率

2.4 样品pH值结果 当 pH 值 低 于 4 时 ， 大 孔 吸 附 树 脂 对 木 蝴

蝶 总 黄 酮 的 吸 附 量 与 吸 附 率 影 响 不 明 显 ； 当 pH 值 大 于 4 时 ， 大

孔 吸 附 树 脂 对 木 蝴 蝶 总 黄 酮 的 吸 附 量 及 吸 附 率 显 著 下 降 。

（ 见 图 3） 因 此 ， 选 用 pH值 为 2~4 的 木 蝴 蝶 样 品 时 保 证 吸 附 效 果

最 佳 。

图 3 不同 pH值下木蝴蝶总黄酮的吸附量和吸附率

2.5 样品最大体积确定结果 当 上 样 体 积 大 于 21 BV 时 ， 流

出 液 中 木 蝴 蝶 总 黄 酮 的 质 量 浓 度 几 乎 接 近 6 mg/mL， 表 明 树 脂

层 析 柱 对 木 蝴 蝶 总 黄 酮 的 吸 附 达 到 饱 和 ， 此 时 树 脂 的 吸 附 量

约 为 128.90 mg/g 。 （ 见 图 4） 因 此 ， 确 定 样 品 最 大 体 积 为 21 BV。

图 4 AB-8型大孔吸附树脂的吸附量曲线图

2.6 解析溶剂优化结果 水 溶 液 中 含 有 少 量 木 蝴 蝶 总 黄 酮 ，

说 明 部 分 木 蝴 蝶 总 黄 酮 可 以 被 水 解 吸 ， 故 需 要 对 水 洗 脱 用 量

进 行 考 察 。 不 同 体 积 分 数 乙 醇 的 解 析 液 中 ， 70%乙 醇 对 木 蝴 蝶

总 黄 酮 的 解 析 率 最 高 ， 可 达 到 62.27% 。 （ 见 图 5） 且 其 木 蝴 蝶 总

黄 酮 纯 度 高 达 61.82% 。 （ 见 图 6） 因 此 ， 本 研 究 选 用 70% 乙 醇

为 最 佳 洗 脱 溶 剂 。

图 5 不同体积分数乙醇对总黄酮解吸率的影响

图 6 不同体积分数乙醇对总黄酮纯度的影响

2.7 解析容积用量结果 当 水 洗 脱 体 积 达 到 6 BV 时 ， 水 溶 性

杂 质 基 本 去 除 ， 木 蝴 蝶 总 黄 酮 浓 度 达 到 最 低 且 趋 于 平 衡 ， 故

洗 脱 用 水 量 确 定 为 6 BV。 当 70%乙 醇 洗 脱 体 积 到 6 BV 时 ， 木 蝴

蝶 总 黄 酮 基 本 解 析 完 全 ， 总 解 析 率 为 76.75%。 （ 见 图 7耀8）

图 7 水洗脱对总黄酮及总固形物的影响

图 8 醇解析对木蝴蝶总黄酮和总固形物的影响

2.8 纯化工艺验证结果 经 大 孔 吸 附 树 脂 纯 化 得 到 的 木 蝴

蝶 纯 化 物 ， 其 收 率 为 59.0%， 木 蝴 蝶 总 黄 酮 纯 度 为 62.1%。

2.9 抗肿瘤活性研究结果 木 蝴 蝶 总 黄 酮 对 H1975 与 HepG2

细 胞 增 殖 均 具 有 一 定 的 抑 制 作 用 ， IC50 分 别 为 157.7 滋g/mL 与

649.2 滋g/mL ， 表 明 木 蝴 蝶 总 黄 酮 具 有 一 定 的 抗 肿 瘤 活 性 ， 尤

其 对 H1975细 胞 增 殖 具 有 明 显 的 抑 制 作 用 。 （ 见 图 9）

乙 醇 体 积 分 数

乙 醇 体 积 分 数

树 脂 床 体 积 / B V 树 脂 床 体 积 / B V

树 脂 床 体 积 / B V 树 脂 床 体 积 / B V

树 脂 床 体 积 / B V 树 脂 床 体 积 / B V

树 脂 床 体 积 / B V 树 脂 床 体 积 / B V
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图 9 木蝴蝶总黄酮对肿瘤细胞的抑制作用

3 讨 论

木 蝴 蝶 黄 酮 粗 提 物 的 化 学 成 分 非 常 复 杂 ， 除 了 含 有 黄 酮

类 化 合 物 以 外 ， 还 含 有 糖 类 、 有 机 酸 、 蛋 白 质 及 鞣 质 等 物 质 ，

因 此 需 要 进 一 步 纯 化 [20-21]。 大 孔 吸 附 树 脂 作 为 一 种 有 机 高 聚

吸 附 剂 ， 具 有 选 择 性 好 、 吸 附 容 量 大 、 解 吸 容 易 、 再 生 简 便 等

优 点 ， 对 苷 类 、 黄 酮 类 等 成 分 的 富 集 纯 化 有 较 好 的 效 果 ， 在 生

物 碱 类 、 酚 类 等 方 面 的 分 离 纯 化 中 也 有 广 泛 应 用 。 因 此 本 研

究 采 用 大 孔 吸 附 树 脂 对 木 蝴 蝶 提 取 物 进 行 富 集 纯 化 。

本 研 究 首 先 采 用 静 态 吸 附 和 解 析 实 验 筛 选 不 同 极 性 的

大 孔 吸 附 树 脂 ， 其 中 HPD-100 、 D101 、 AB-8 、 DM130 为 非 极 性

大 孔 吸 附 树 脂 ， DM310 为 中 等 极 性 大 孔 吸 附 树 脂 。 结 果 表 明

非 极 性 大 孔 吸 附 树 脂 HPD-100 、 D101 、 AB-8 、 DM130 对 木 蝴 蝶

总 黄 酮 的 吸 附 率 明 显 高 于 中 等 极 性 的 DM310 。 根 据 极 性 相 似

相 溶 原 理 ， 木 蝴 蝶 中 黄 酮 类 化 合 物 极 性 相 对 较 低 ， 主 要 为 黄

酮 苷 元 及 连 一 个 糖 的 黄 酮 苷 元 。 这 与 前 期 的 研 究 结 果 [22]相 符 。

本 研 究 采 用 单 因 素 考 察 对 样 品 浓 度 、 pH 值 、 最 大 加 样 体 积 等

吸 附 条 件 进 行 优 化 ， 优 化 后 发 现 将 木 蝴 蝶 样 品 调 至 pH 值 为 2~

4 时 吸 附 最 完 全 。 这 可 能 是 由 于 黄 酮 类 化 合 物 显 酸 性 。 在 酸 性

条 件 下 ， 其 主 要 以 分 子 的 状 态 存 在 ， 有 利 于 其 与 非 极 性 大 孔

吸 附 树 脂 的 结 合 ； 而 在 碱 性 条 件 下 ， 其 主 要 以 离 子 的 状 态 存

在 ， 不 利 于 其 与 大 孔 吸 附 树 脂 的 结 合 。

本 研 究 对 解 析 溶 剂 及 解 析 液 体 积 等 解 吸 附 条 件 进 行 优

化 ， 优 化 后 发 现 解 吸 溶 液 随 着 乙 醇 体 积 分 数 （ 40%~70%） 的 升

高 ， 其 解 析 率 升 高 。 这 是 由 于 随 着 乙 醇 体 积 分 数 的 升 高 ， 解 析

溶 液 的 极 性 降 低 ， 其 对 极 性 相 对 较 低 的 木 蝴 蝶 总 黄 酮 解 析 能

力 升 高 。 而 当 乙 醇 浓 度 体 积 分 数 升 高 至 80%时 ， 其 解 析 率 低 于

乙 醇 浓 度 70% 时 的 解 析 率 。 这 可 能 是 由 于 在 80% 乙 醇 中 大 孔

吸 附 树 脂 的 孔 径 发 生 改 变 ， 进 而 影 响 其 解 析 能 力 。 具 体 原 因

有 待 进 一 步 研 究 。

近 年 来 ， 肿 瘤 的 确 诊 率 日 益 升 高 ， 已 成 为 危 害 人 类 健 康

的 重 大 疾 病 。 临 床 上 主 要 治 疗 手 段 包 括 放 疗 、 化 疗 及 手 术 。 由

于 传 统 临 床 治 疗 过 程 中 往 往 会 发 生 严 重 不 良 反 应 及 毒 性 ， 低

毒 高 效 的 天 然 化 合 物 成 为 抗 肿 瘤 研 究 的 重 点 [23]。 木 蝴 蝶 作 为

一 种 常 用 的 传 统 中 药 ， 在 临 床 上 应 用 广 泛 ， 且 近 年 来 木 蝴 蝶

抗 肿 瘤 活 性 的 研 究 也 日 趋 深 入 。 研 究 表 明 木 蝴 蝶 中 黄 酮 类 化

合 物 对 肺 癌 、 肝 癌 、 食 管 癌 等 有 一 定 的 抑 制 作 用 。 王 大 勇 等 [24]

研 究 发 现 木 蝴 蝶 苷 A 可 抑 制 肝 癌 细 胞 增 殖 、 侵 袭 和 上 皮 间 质

转 化 ， 诱 导 肝 癌 细 胞 凋 亡 ， 其 机 制 与 抑 制 MEK/ERK 信 号 通 路

有 关 。 WEI L 月等 [25]通 过 建 立 肺 癌 细 胞 A549移 植 、 转 移 和 原 位

移 植 模 型 ， 发 现 木 蝴 蝶 素 A能 通 过 抑 制 ERK/GSK-3茁信 号 通 路

抑 制 肺 癌 细 胞 A549 的 侵 袭 和 迁 移 ， 从 而 达 到 抑 癌 的 作 用 。 鲁

冰 冰 [26]研 究 发 现 木 蝴 蝶 苷 A 可 以 通 过 与 JAK2 靶 向 结 合 ， 在 细

胞 和 组 织 中 下 调 STAT3Try705 、 STAT3Ser727 和 NFKBSer907 的

磷 酸 化 水 平 ， 阻 滞 细 胞 周 期 在 G0/G1 期 ， 进 而 在 体 内 和 体 外 实

验 中 有 效 抑 制 食 管 鳞 癌 细 胞 增 殖 。 基 于 此 ， 本 研 究 以 H1975 、

HepG2 细 胞 为 模 型 ， 评 价 纯 化 所 得 的 木 蝴 蝶 总 黄 酮 对 其 增 殖

作 用 的 影 响 。 结 果 显 示 ， 木 蝴 蝶 总 黄 酮 能 够 抑 制 H1975 、

HepG2 细 胞 的 增 殖 ， 尤 其 对 H1975 细 胞 的 增 殖 具 有 明 显 的 抑

制 作 用 ， 具 有 潜 在 的 抗 肿 瘤 活 性 ， 但 其 药 效 和 作 用 机 制 还 需

通 过 体 内 药 理 实 验 作 进 一 步 研 究 。 木 蝴 蝶 中 总 黄 酮 提 取 物 成

分 复 杂 ， 分 离 纯 化 总 黄 酮 活 性 成 分 的 研 究 尤 为 重 要 。
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