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大孔树脂对核桃青皮中胡桃醌的分离纯化

马乐，张有林，韩军岐+，周星余，夏莎莎

(陕西师范大学食品工程与营养科学学院，陕西西安，7loll9)

摘 要 比较6种不同极性大孔树脂对核桃青皮提取物中胡桃醌的静态吸附和解吸性能，筛选出最佳的大孔树

脂。通过与胡桃醌标准品HPLC保留时间相比较的方法对胡桃醌含量进行分析。结果表明：D101树脂为纯化

核桃青皮胡桃醌的最佳树脂，较佳的动态吸附条件为上样液胡桃醌浓度0．114 mg／mL，pH 2．0，上样速率为

1．0 mL／min，吸附率可达81．85％；较佳的洗脱条件为体积分数95％的丙酮，pH 4．O，洗脱速率为0．33 mL／min，

解吸率为76．5％。经HPLC鉴定和分析，D1叭分离纯化核桃青皮胡桃醌不会造成组成变化和较大损失。D101

大孔树脂对核桃青皮胡桃醌有较好的分离纯化效果。
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核桃青果皮(walnut green husk)在中药中被称为

青龙衣，是核桃外部一层厚厚的绿色果皮，青龙衣含

有一类生物活性较高的物质——胡桃醌(5-羟基-l，

4一萘醌)。青龙衣辛、苦、涩、平，有清热解毒、祛风疗

癣、止痛止痢的功效¨1。由于胡桃醌具有广泛的药

用价值，所以近年来备受人们关注。据相关研究表

明，核桃青皮中胡桃醌有抑癌、抗肿瘤作用，因此综合

开发和有效利用核桃青皮中的胡桃醌具有重要意

义心]。大孔吸附树脂有较好的选择性、吸附容量大

和易于再生等优点，被广泛应用于天然产物活性物质

的分离纯化”j，但尚未见此法应用于核桃青皮胡桃

醌分离纯化的相关报道。因此，本研究以核桃青皮为

原料，通过6种不同性能树脂(见表1)的吸附解吸试

验，筛选适合树脂，对核桃青皮胡桃醌进行分离纯化，

以期获得最佳的纯化效果。

表1 6种大孔树脂的基本性能

Table 1 The basic properties o衔kinds of macroporous resin

1 材料与方法

1．1材料与仪器

青皮核桃：8月中旬核桃采摘于陕西省蓝田县

青皮核桃取青皮，冷冻干燥处理后研磨，过60目筛，

装于棕色玻璃瓶内，冷藏备用；大孔吸附树脂AB-8、

s一8、NKA．9、D．101，西安蓝晓科技新材料股份有限公
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司；x．5、LS．300，西安蓝深特种树脂有限公司；胡桃醌

标准品，美国Sigma公司；H，PO。、甲醇色谱纯，天津

市科密欧化学试剂有限公司；无水乙醇、丙酮、甲醇、

NaOH、浓HCl，分析纯，天津富宇化工有限公司。

KQ3200DE型数控超声波清洗器，昆山市超声

仪器有限公司；RE．52旋转蒸发仪，上海安亭实验仪

器有限公司；uV．1100紫外可见分光光度计，上海

美谱达仪器有限公司；HL-2s恒流泵，上海沪西分

析仪器厂有限公司；SHZ-82恒温振荡器，金坛市富

华仪器有限公司；LGJ．18c冷冻干燥机，北京四环

科学仪器厂；PHS．3C精密pH计，上海精密科学仪

器有限公司；JAl203电子天平，上海精密科学仪器

 



有限公司；Breezel525高相液相色谱仪，美国waters

公司。

1．2 实验方法

1．2．1 样品溶液的制备

称量一定量的核桃青皮干粉，以体积分数85％

乙醇为提取剂，设置超声波功率为150 w，处理时间

30 min，提取温度35℃，料液比1：20(g：mL)，提取2

次，真空抽滤，合并滤液；旋转蒸发去除溶剂，获得胡

桃醌粗品，以甲醇溶解制得样品溶液。

1．2．2 胡桃醌含量的测定

精确称取胡桃醌对照品7．50 mg，甲醇溶解定容

至50 mL，即为胡桃醌标准品溶液。分别取胡桃醌标

准品溶液0、O．5、1．0、2．0、4．0、8．0、16．0 mL定容至

50 mL，即得浓度分别为0、0．001 5、0．003、0．006、

0．012、O．024、0．048 mg／mL梯度溶液。在紫外可见

分光光度计下，422 nm波长处测定各梯度溶液的吸

光值。绘制吸光值(A)与胡桃醌标准品质量浓度

(c)的标准曲线，获得回归方程。

1．2．3 大孔树脂的预处理

大孔树脂先用4％NaOH溶液浸泡4 h，蒸馏水

洗至中性；后用4％HCl溶液浸泡4 h，蒸馏水洗至中

性；最后通过体积分数95％乙醇浸泡处理4 h，蒸馏

水冲洗至无醇味，备用。

1．2．4大孔树脂静态吸附与解吸

(1)静态吸附实验。准确称取1．0 g湿树脂放置

于50 mL具塞锥形瓶中，加入样品溶液30 mL，密封

置于175 r／min摇床上，25℃下振荡12 h，吸取上清

液测定胡桃醌含量。根据公式(1)和(2)计算吸附量

和吸附率H。5。：

ge／(mg．g一·)：坠二坐(1)

D／％=篇川。(co—c1)×yl
(3)

gd／(mg．g-1)=半 (4)

式中：D，解吸率，％；q。，解吸量，mg／g；c。，起始

质量浓度，mg／mL；c。，平衡质量浓度mg／mL；y。，吸附

溶液体积mL；c：，解吸液中多酚质量浓度，mg／mL；

K，解吸溶液体积，mL；m，树脂取量，g。

1．2．5 大孔树脂动态吸附与解吸

将预处理好的大孔树脂湿法装入(16 mm×500

mm)层析柱中，用蒸馏水平衡后，将样品溶液以一定

流速上样并收集流出液，每10 mL为一管，测定并计

算流出液的浓度，确定流速、体积等条件，得到最佳的

吸附条件，绘制动态吸附曲线。

将吸附饱和的树脂进行解吸试验，用蒸馏水洗至

无粗提液残留，适当浓度的洗脱液以一定流速进行洗

脱并收集洗脱液，计算流出液浓度，确定洗脱流速、体

积等条件，得到最佳的洗脱条件，绘制动态洗脱曲线。

1．3 核桃青皮中胡桃醌的含量HPLC分析

经过大孔树脂纯化后的核桃青皮胡桃醌提取物

采用HPLC法测定其含量。具体HPLC条件参考曲

中原等的方法旧1，色谱柱为Agilent c18柱(4．6 mm×

250 mm，5仙m)，流动相为y(甲醇)：y(水)=55：

45，水相用H，PO。调pH值约为3．5(磷酸：水体积比

为1：500)，体积流量0．8 mL／min，检测波长250

nm，柱温30℃。样品色谱峰保留时间与标准品保留

时间相比较，根据峰面积计算胡桃醌含量，结果以19

核桃青皮干粉中胡桃醌含量(斗g)计。

1．4统计分析

试验重复3次，结果以均值±标准差表示，结果采

用DPs进行方差分析及Excel软件对数据统计分析。

E／％=垒≥×100 (2) 2 结果与分析
C0

’ ’一⋯

式中：g。，吸附量，mg／g；E，吸附率，％；c。，起始

质量浓度，mg／mL；c。，平衡质量浓度，mg／mL；K，吸

附溶液体积，mL；m，树脂的质量，g。

(2)静态解吸实验。将已经充分吸附的树脂用

蒸馏水清洗，直至表面无样品液残留，然后再用滤纸

吸干水分，放置于具塞锥形瓶中。分别加入30 mL不

同溶剂密封置于175 r／min振荡器中，25℃下振荡，

解吸12 h后，吸取上清液测定胡桃醌含量。根据下

列公式计算解吸率和解吸量。4“。：

2．1标准曲线的绘制

以胡桃醌标准品浓度为横坐标(x，mg／mL)，吸

光度值为纵坐标(y)，绘制标准曲线，见图l。回归方

程为：y=20．279x+0．001 9，尺2=0．999 7，表明该曲

线具有较好的线性关系。

2．2大孔树脂的筛选

由于大孔树脂物理结构、化学性质的不同，所以

对胡桃醌的吸附、解吸效果也有所不同，表2显示了

6种大孔树脂对核桃青皮粗提液中胡桃醌的静态吸

附量、解吸量和解吸率。
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图l 胡桃醌标准曲线图

Fig．1 Standard curve of juglone

6种大孔树脂静态吸附和解析性能的分析比较

The static adsorption and desorption analysis of

6 macroporous resins

注：同列不同字母表示统计学上具有显著差异(尸<O．05)。

据表2可知，D10l对核桃青皮胡桃醌的吸附量

最高，可达到0．315 mg／g；其次是NKA一9吸附量为

0．308 mg／g；吸附效果最差的S-8吸附量仅为0．182

mg／g。通过对6种大孔树脂解吸性能试验可得，

D101对胡桃醌的解吸性能最好，解吸率可达

70．2％；其次AB一8解吸率为65．67％；Ls一300的解吸

率最差仅有50．3％。这一现象说明，大孔树脂对核

桃青皮胡桃醌的吸附和解吸存在一定的选择性。

D101树脂吸附量明显高于其他5种树脂(P<

0．05)，可能是由于D101树脂的极性和核桃青皮中

胡桃醌极性相似，且D101在解吸效果中也明显优于

其他树脂(P<0．05)，故综合考虑D101树脂为此次

试验中纯化胡桃醌的最佳树脂。

2．3静态吸附与解吸条件的优化

2．3．1 大孔树脂对核桃青皮胡桃醌的吸附性能

D101树脂中加入胡桃醌粗提液进行静态吸附，

每隔一段时间测定胡桃醌含量，计算吸附量。将吸附

饱和树脂进行静态解吸试验，同样测定胡桃醌含量，

计算解吸量，并绘制静态吸附和解吸动力学曲线。

D101树脂在静态吸附起始阶段对核桃青皮胡桃

醌的吸附量快速增加，属快速平衡型H1。随着时间

的延长，吸附量逐渐达到饱和。当在4 h时树脂吸附

至Q!鱼∑里!：垒兰型旦：!f!旦19 1曼曼Z 2

基本达到平衡，如果再延长吸附时间，吸附量的变化

幅度不大，因此可选择4 h作为吸附平衡态，见图2。
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图2 D101树脂静态吸附和解吸动力学曲线

Fig．2 The static adsorption and desorption kinetic

curve of D101 resin

通过解吸曲线可知，解吸开始时随着时间的延长

而不断增大，当处在2h时树脂解吸量已达较高，再延

长时间解吸量变化不太明显，说明2 h后就达到了解

吸平衡状态。

2．3．2粗提液pH值对大孔树脂吸附效果的影响

调节粗提液pH值为1．0～7．0，经过一段时间的

静态吸附，测吸附后胡桃醌含量，计算吸附率，结果见

图3。

图3 pH值对胡桃醌吸附率的影响

Fig．3 The effect of pH on adsorption ratio of juglone

由图3可知，当pH 2．O时树脂对胡桃醌吸附效

果最佳，随pH值升高D101树脂吸附能力逐渐下降，

这可能是因为核桃青皮胡桃醌结构中的一0H基团中

的H+被解离出来，以离子形式存在于溶液中，在此

状态下不易被树脂吸附。说明核桃青皮中的胡桃醌

可能在酸性环境下能够保持分子状态，有利于D101

树脂的吸附。

2．3．3 粗提液胡桃醌浓度对树脂吸附效果的影响

配制粗提液胡桃醌浓度为o．a72 4—0．201 0 mg／IIlL，

进行静态吸附试验，测胡桃醌含量并计算吸附率，结

果见图4。

上样浓度大小影响大孔树脂的吸附性能。一般

情况，大孔树脂吸附量与上样液浓度成反比，低浓度
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图4不I司浓度胡桃醌静态吸附曲线

Fig．4 Static adsorption curve of difkrent juglone

concentration

有利于吸附进行¨⋯。由图4可知，随样品液初始浓

度不断增加，D101树脂的吸附量也不断升高，当胡桃

醌浓度增加到0．114 mg／mL时，树脂吸附率由高逐

渐降低。应该是由于在低浓度时，胡桃醌分子能够有

机会充分接触树脂，而在高浓度条件下，胡桃醌分子

扩散受到抑制使树脂吸附能力下降，故试验选择胡桃

醌上样浓度0．114 mg／mL为宜。

2．3．4 不同洗脱剂对大孔树脂解吸效果的影响

将已吸附饱和的树脂进行静态解吸试验，分别选

用甲醇、乙醇和丙酮作为洗脱剂，经过一段时间的洗

脱，测定胡桃醌含量并计算解吸率，结果见图5。

一 I
图5不同洗脱剂对胡桃醌解吸率的影响

Fig．5 Effect of different elution reagents on the

desorption rate of juglone

一般情况，大孔树脂使用的洗脱剂主要有甲醇、乙

醇和丙酮⋯J。如图5所示，甲醇作为洗脱剂进行解吸，

解吸率仅为17．7％，均低于乙醇和丙酮，而丙酮对胡桃

醌的洗脱能力最强，因此丙酮为最佳洗脱剂。

2．3．5 丙酮浓度对大孔树脂解吸效果的影响

将不同浓度的丙酮溶液分别放入吸附饱和的树

脂中，静态解吸一段时间，测胡桃醌含量，计算解吸

率，结果见图6。

如图6所示，随着丙酮浓度提高，解吸率不断增

加，当丙酮浓度增加到95％时，再进一步增加浓度，

解吸率反而会降低，可能是因为洗脱剂的极性在一定

图6丙酮浓度对胡桃醌解吸率的影响

Fig．6 Effect of acetone concentration on

desorption rate of juglone

程度上影响吸附质洗脱¨2|，所以选择95％丙酮为较

佳的洗脱浓度。

2．3．6 解吸液pH值对大孔树脂解吸效果的影响

调节洗脱剂pH值为1．o～7．0，经过一段时间静

态解吸测定解吸后的胡桃醌含量，计算解吸率，结果

见图7。

图7 pH对胡桃醌解吸率的影响

Fig．7 E“宅ct of pH on desorption rate of juglone

图7所示，随洗脱剂pH不断升高，胡桃醌解吸

率逐渐增加，当pH 4．o时解吸率达到最大，但当pH

值继续升高，解吸能力反而下降。这可能是因为酸性

不断降低使胡桃醌分子结构发生变化，导致解吸率降

低。而当pH值为4．0时，因胡桃醌与树脂之间的作

用较弱，胡桃醌容易被洗脱，故解吸率达到最大。

2．4大孔树脂动态吸附与解吸条件优化

2．4．1 上样流速对大孔树脂吸附效果的影响

大孔树脂湿法装柱后，胡桃醌粗提液分别以

0．33、1．O和1．7 mL／min流速上样，收集流出液，测

胡桃醌浓度并绘制动态吸附曲线，结果见图8。

通常上样速度慢有利于树脂对胡桃醌吸附，如果

流速过快，样品液中部分胡桃醌来不及扩散到树脂内

表面，就流出柱子，导致树脂对胡桃醌的吸附量下降；

但是如果流速过慢，不仅会影响生产效率，而且还会

增长生产周期¨31。如图8所示，在0．33 mL／min和

1．0 mL／min两种上样流速下，树脂吸附胡桃醌的能
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图8流速对吸附效果的影响

Fig．8 Innuence of nowing rates on adsorption ef&ct

力均优于1．7 mL／min的情况。在0．33、1．0 mL／min

速率下，树脂的吸附能力相差不大(P>0．05)，因此

选择流速1．0 mL／min为宜。

2．4．2 洗脱剂流速对大孔树脂解吸效果的影响

吸附饱和的树脂，用95％丙酮溶液进行洗脱，洗

脱流速分别为0．33、1．0和1．7 mL／min流速上样，收

集洗脱液，测定胡桃醌浓度并绘制动态解吸曲线，结

果见图9。

图9洗脱剂流速解吸效果的影响

F培9 Innuence of eluting rates on desorption e仃ect

一般而言，洗脱流速要求慢，如果流速快，可能会

使洗脱剂不能够和树脂充分接触，导致解吸量降低，

生产效率下降；但如果流速过慢，又会延长生产周期，

故生产中要进行综合考虑¨4|。由图9可知，随着洗

脱速度的增加，解吸量不断下降，当洗脱速度为0．33

mL／min时有较好的洗脱效果，所以选此流速为最佳

洗脱流速。

2．5核桃青皮中胡桃醌的含量HPLC分析

D10l纯化前后的核桃青皮胡桃醌提取物及胡桃

醌标准品HPLC谱见图10。核桃青皮胡桃醌纯化前

保留时间4～15 min之间有许多杂峰，经D101纯化

后杂峰被有效降低，与胡桃醌标准品对比出峰时间也

无明显变化，表明D101大孔树脂适用于分离纯化核

桃青皮胡桃醌且不会造成成分变化。核桃青皮胡桃

醌纯化前后含量见表3。
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表3 D101大孔树脂纯化前后胡桃醌含量比较1’

Table 3 Content of juglone of walnut green husk

befbre and after D10l macroporous resin puri6catioⅡ

注：1)含量以斗g／g核桃青皮粉计，均值±标准差；2)保留率：核

桃青皮胡桃醌纯化后与纯化前含量的比值。

≮卜■～
图10大孔树脂DlOl纯化前、后的核桃青皮

提取物HPLC谱及胡桃醌标准品HPLC谱

Fig．10 Ef玷cts of D101 resin on HPLC spectrum of walnut

green husk extract and the HPI￡spectmm of standard juglone

3 结论

通过静态吸附、解吸试验对6种大孔树脂进行筛

选，得到适用于核桃青皮胡桃醌分离纯化的D101树

脂。试验对胡桃醌粗提液pH值、质量浓度、洗脱剂

种类、洗脱液浓度以及上样液流速等影响因素进行考

察，初步确定了胡桃醌的吸附、解吸条件。(1)最佳

吸附条件为：核桃青皮胡桃醌上样质量浓度为

O．114 mg／mL，pH 2．0时，以1．0 mL／min的流速上

样，在此条件下树脂对胡桃醌的吸附率最高，可达到

81．85％。(2)最佳解吸条件为：洗脱剂为体积分数

95％的丙酮，pH 4．0时，以0．33 mL／min的流速洗

n懈㈨搁B
耵r
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脱，解吸效果较好，解吸率可达76．5％。经HPLc分

析鉴定，D101树脂分离纯化核桃青皮胡桃醌不仅能

够有效去除杂质而且也不会引起胡桃醌成分的变化。

由此可见，D101树脂分离核桃青皮胡桃醌是可行的，

且为以后在生产中开展胡桃醌的分离纯化奠定理论

基础。
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Separation and purification of juglone ftom walnut green
husk by macroporous resin

MA Le，ZHANG You—lin，HAN Jun—qi+，ZHOU Xing—yu，XIA Sha-sha

(College of Food Engineering and Nutritional Science Shanxi Nomal university，xian 710l 19，china)

ABSTRACT The content of juglone from walnut green husk extraction was relatively low，which innuences its bio-

logical activity． So it is imponant to 6nd a simple and ef耗ctiVe method to separate and purify it． Moreover，the opti—

mum technology and conditions were also needed．】Ⅵethod： The static adsorption and desorption perfbrmance of six

dif亿rent polarities macroporous resins to juglone of walnut green husk extracts were compared to select the most suit—

able resin． The juglone content of walnut green husk extracts were analyzed by HPLC(high performance liquid chro—

matography)through comparing to the retention time of ju910ne standard． Result：Macroporous resin D101 was the

best one for purification of walnut green husk juglone． Its optimum absorption condition was： feeding concentration

0．114 mg／mL，pH2．0，feeding rate 1．0mL／min，then the adsorption ratio was 81．85％．The optimum desorption

conditions were：elute acetone concentration 95％， pH4．0， elution rate 0．33mL／min． The desorption ratio could

reach to 76．5％． Identified and analyzed by HPLC，there was no large lose and change on the juglone profiles of wal—

nut green husk with D101 macroporous resin purification． Conclusion：D101 macroporous resin could be used to puri—

fy ju910ne of walnut green husk．

Key words walnut green husk；juglone；macroporous resin；separation and purification
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