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摘要：【目的】研究丙酮／（ＮＨ４）２ ＳＯ４双水相萃取体系对分离槐米中芦丁的影响因素。【方法】利用正交设计法

进行优化，并把 ２８．５７％的硫酸铵溶液与等体积的 ７０％的丙酮混合溶液，调至 ｐＨ＝９ 形成的双水相，两相的

体积比（Ｖ上／Ｖ下）是 １．６２。【结果】萃取体系的上相中芦丁含量达到 ９５．９２％。【结论】丙酮／（ＮＨ４）２ ＳＯ４ 双水

相萃取体系分离芦丁具有良好的选择性。
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　　【研究意义】芦丁（Ｒｕｔｉｎ）来源于芸香科和石楠
科等植物，其中槐米（Ｆｌｏｓ ｓｏｐｈｏｒａｅ ）中含量最大，
是提取芦丁的主要原料。芦丁物理特性明确［１］，还
有降低毛细血管通透性和脆性，促进细胞增生和防
止血细胞凝聚，以及抗炎、抗过敏、利尿、解痉、镇咳、
降血脂等功效［２，３］。芦丁还作为抗氧剂和天然食用

黄色素应用于食品工业中［４］。【前人研究进展】目

前，已经报道了多种芦丁制备方法：利用碱水提槐
米，然后酸沉淀法得到芦丁粗产品［５］；利用壬酚基聚

氧乙烯醚和碳酸氢钠混合溶液湿润处理原料后，再
用硼酸?石灰水溶液进行反复萃取，提取液经过酸化

后得到芦丁粗产品［６］；Ｔ 型关联度分析法用于芦丁

纯化，先加热失活酶，后用碱溶液渗漉提取，再酸化

提取液，最后结晶得到芦丁，含量可达 ９４．２％［７］；利

用 ７０％的乙醇提取，然后经过反复结晶可得到 ８９％
纯度的芦丁产品［８］；芦丁粗产品经过葡聚糖凝胶色

谱柱分离可得到高纯度芦丁（纯度 ９８％以上）［９］；醇

提取得到的溶液经过苯乙烯基大孔树脂吸附，洗脱

后结晶可得到 ９５％纯度的芦丁［１０，１ １］；用 Ｄ１６ 大孔吸



附树脂对苦荞中芦丁进行吸附，洗脱后可得到纯度
为 ３８．７６ ％芦丁［１２］。用高速逆流色谱法分离石椒
草中芦丁，从粗提物中得到纯度高于 ９９％的芦
丁［１３］。利用以上的方法，要得到高纯度的芦丁，存
在分离过程复杂，制备量少等问题。近年来，双水相
萃取技术因具有简单易行、低温、容易放大和生物活
性保持较好等特点被广泛应用于生物产品的分离和

纯化过程。传统的双水相体系多为水溶性高分子化
合物，其成本较高，回收利用困难。随着双水相技术
的不断发展，以低分子有机溶剂代替高分子有机溶
剂的普通有机物型双水相体系，具备价廉、低毒、溶
剂的回收利用及环保处理简单等特点，又由于组成
成分的极性较大，尤其适用于极性物质的提取和纯
化［１４］。这使双水相萃取工艺工业化有可能成为现
实［１５］。【本研究切入点】通过实验筛选适合于芦丁
萃取的双水相体系：丙酮／（ＮＨ４）２ ＳＯ４双水相体系，
利用芦丁在水中溶解度较小、在极性有机溶剂中溶
解度较大的性质将芦丁转入到丙酮有机相中，以期
获得较为理想的提纯率，为芦丁纯化的工业化生产
提供一种新方法。【拟解决的关键问题】由于在双水
相萃取分离中，萃取体系中两相的组成会影响分离
效率，所以我们通过研究双水相组成与分离效率的
关系，确定分离条件和方法。

１　材料与方法

１．１　实验材料

　　槐米购于桂林市，芦丁标准品由中国药品生物
制 品 检 定 所 提 供 （１０００８０ － ２００７０７），丙 酮、
（ＮＨ４）２ ＳＯ４等均为分析纯。

　　ＳＨＩＭＡＤＺＵ ＵＶ２４５０ 紫外可见分光光度计，

ＷＡＴＥＲＳ ｅ２６９５ 高 效 液 相 色 谱 仪，ＭＥＴＴＬＥＲ
ＴＯＬＥＤＯ ＡＢ３０４?Ｓ电子分析天平，ＨＨ?Ｈ６ 数显恒
温水浴锅由金坛市医疗仪器厂提供；ＳＡＲＴＯＲＩＵＳ
ＰＢ?１０ 酸度计。

１．２　实验方法

１．２．１　粗提物的制备

　　称取槐米粉 １００ｇ，加至 ７００ｇ 饱和 Ｃａ（ＯＨ）２溶
液中，混合，调节 ｐＨ 值为 ９，恒温水浴加热至 ６０℃。
提取时间 ６０ｍｉｎ，趁热过滤。滤渣重复提取两次，合
并滤液，用旋转蒸发仪进行减压蒸发浓缩，盐酸试液
调节 ｐＨ 值为 ４，得到芦丁粗品沉淀，过滤取沉淀真
空干燥至衡重，用 １．２．３ 节的方法计算得芦丁含量
为 ６１．６２５％。

１．２．２　总黄酮含量 ＵＶ测定

　　参考《中国药典》２０１０ 版第 １ 部槐花项［１ ６］中的

方法。标准品溶液的制备：取芦丁标准品 ５０ｍｇ，精
密称定，置 ２５ｍＬ 量瓶中，加甲醇适量，置水浴上微
热使溶解，放冷，加甲醇至刻度，摇匀。再精密量取

１０ｍＬ，置 １００ｍＬ 量瓶中，加水至刻度，摇匀，即得
（每 １ｍＬ中含芦丁 ０．２ｍｇ）。标准曲线的绘制：精密
量取标准品溶液 １ｍＬ、２ｍＬ、３ｍＬ、４ｍＬ、５ｍＬ 与

６ｍＬ，分别置 ２５ｍＬ 量瓶中，各加水至 ６．０ｍＬ，加

５％亚硝酸钠溶液 １ｍＬ，混匀，放置 ６ｍｉｎ，加 １０％硝
酸铝溶液 １ｍＬ，摇匀，放置 ６ｍｉｎ，加氢氧化钠试液

１０ｍＬ，再加水至刻度，摇匀，放置 １５ｍｉｎ，以相应的
试剂为空白，按照紫外?可见分光光度法（中国药典

２０１０ 年版一部附录ⅤＡ），在 ５００ｎｍ 波长处测定吸
收度，其回归方程为 ｙ ＝１２．５５３ｘ－ ０．０３０４，相关系
数为 ０．９９９。

１．２．３　芦丁含量 ＨＰＬＣ测定方法

　　同样参考《中国药典》２０１０ 版第 １ 部槐花项［１ ６］

中的方法。标准品溶液的制备：取芦丁标准品适量，
精密称定，加甲醇制成 ０．１ｍｇ／ｍＬ芦丁溶液。色谱
条件：以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂，色谱柱为

Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ?Ｃ１８ 柱 （５μｍ，４．６ｍｍ ×
２５０ｍｍ）；以甲醇?１％冰醋酸溶液（３２∶６８）为流动
相；流动相流速为 １．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长为 ２５７ｎｍ。
标准品溶液与供试品溶液进样量各 １０μＬ。

１．２．４　芦丁在丙酮／（ＮＨ４）２ ＳＯ４双水相体系中的

实验

　　在丙酮／（ＮＨ４）２ ＳＯ４双水相体系中改变丙酮浓

度、（ＮＨ４）２ ＳＯ４水溶液浓度、体系 ｐＨ 值和粗提物
加入量，研究芦丁在双水相中的分配行为，以芦丁含
量接近 １００％ 为最佳条件进行单因素实验，在单因
素实验的基础上进行正交实验。

１．２．４．１　丙酮浓度对芦丁双水相萃取的影响

　　分别称取 ５ 份粗提取物 ０．５ｇ，溶解在 １０ｍＬ
２８５７％的（ＮＨ４）２ ＳＯ４水溶液中，分别加入等体积
含量为 １００％，９０％，８０％，７０％的丙酮溶液超声

２ｍｉｎ，震荡溶解，静置分相。

１．２．４．２　ｐＨ 值对芦丁双水相萃取的影响

　　分别称取 ６ 份粗提取物各 ０．５ｇ，溶解在 １０ｍＬ
２８．５７％的（ＮＨ４）２ ＳＯ４水溶液中，加入等体积的

７０％的丙酮溶液中超声 ２ｍｉｎ，分别用盐酸或 ＮａＯＨ
试液调 ｐＨ 值为 ５、６、７、８、９，静置分相。
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１．２．４．３　（ＮＨ４）２ ＳＯ４水溶液浓度对芦丁双水相萃

取的影响

　　分别称取 ５ 份粗提取物 ０．５ｇ，分别溶解在

１０ｍＬ １６．６７％、２３．０８％、２８．５７％、３３．３３％、３７．
５０％的（ＮＨ４）２ ＳＯ４水溶液中，加入等体积的 ７０％的
丙酮溶液中超声 ２ｍｉｎ，分别调 ｐＨ 值为 ９，震荡溶
解，静置分相。

１．２．４．４　粗提物的量对芦丁双水相萃取的影响

　　分别称取粗提取物各 ０．３ｇ、０．４ｇ、０．５ｇ、０．６ｇ、

０．７ｇ、０．８ｇ，分别加入 １０ｍＬ ３３．３３％的（ＮＨ４）２ ＳＯ４

水溶液，加入等体积的 ７０％的丙酮溶液中超声

２ｍｉｎ，分别调 ｐＨ 值为 ９，震荡溶解，静置分相。

２　结果与分析

２．１　丙酮浓度对芦丁双水相萃取的影响

　　图 １ 结果显示，当丙酮浓度小于 ７０％时，不形
成双水相。加入 １００％，９０％，８０％，７０％的丙酮溶
液与（ＮＨ４）２ ＳＯ４ 水溶液所形成的双水相的相比

（Ｒ＝Ｖ上／Ｖ下）分别为 ５．８８，３．７０，２．１３ 和 １．６７。当
丙酮浓度等于 ６０％时，与等体积的（ＮＨ４）２ ＳＯ４水溶

液完全互溶不分层。初提物在 １００％，９０％，８０％，

７０％ 丙酮溶液与等体积的（ＮＨ４）２ ＳＯ４水溶液形成

的双水相中进行分配达到平衡后，分别取上相溶液，
用紫外分光光度计测量总黄酮的含量，用 １．２．２ 节
的方法计算出总黄酮的含量。可以看出，随着两相
中丙酮含量的增大（７０％～８０％），总黄酮含量上升。
但丙酮含量的进一步提高（≥８０％），黄酮和其它成
分在上下两相中的分配系数 （Ｋ ＝Ｃ下／Ｃ上，Ｃ下 为下
相中总黄酮及其它成分的浓度，Ｃ上 为上相中总黄酮
的浓度）降低，更容易进入上相溶液，从而导致了萃
取液（上相溶液）中总黄酮含量的降低。

图 １　丙酮浓度对分离效果的影响

　　Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｅｔｏｎｅ ｏｎ ｔｈｅ

ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

２．２　ｐＨ值对芦丁双水相萃取的影响

　　图 ２ 结果显示，在 ｐＨ≤ ６ 时，槐米提取物不完
全溶解在溶液中，不在两相中进行分配，不能用于萃

取分离。在较高酸度的溶液中，芦丁完全处于游离
的状态，极性相对较弱的芦丁难以溶解在酸性含盐
溶液中。但 ｐＨ 值提高至中性和弱碱性时，极性增
大使得芦丁变得较容易溶解在溶剂中。

图 ２　ｐＨ 值对分离效果的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

２．３　（ＮＨ４）２ＳＯ４水溶液浓度对芦丁双水相萃取的

影响

　　图 ３ 结果显示，当（ＮＨ４）２ ＳＯ４水溶液浓度大于

３３．３３％时，有（ＮＨ４）２ ＳＯ４晶体析出。再分别测定
不同浓度（ＮＨ４）２ ＳＯ４水溶液双水相体系中分离效

果，结果显示（ＮＨ４）２ ＳＯ４水溶液浓度对两相的体积

比和组分在两相中分配系数产生影响：（ＮＨ４）２ ＳＯ４

水溶液浓度变大时，使得上相中更多的水进入下相，
并使得上相溶液的极性相对下降，使得芦丁在上相
的溶解度增大，但过大的（ＮＨ４）２ ＳＯ４水溶液浓度将

使得其它杂质更多的进入上相，导致芦丁含量的
降低。

　　图 ３　（ＮＨ４）２ ＳＯ４水溶液浓度对分离效果的影响

　　Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ （ＮＨ４）２ ＳＯ４ ｏｎ

ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

２．４　粗提物的量对芦丁双水相萃取的影响

　　当芦丁粗提物加入量过大时会产生沉淀，在加
入量为 ０．５ｇ 时，芦丁溶解度最大，大于 ０．５ｇ时出现
溶不完全现象。

２．５　正交实验

　　根据单因素实验结果，双水相萃取芦丁受到
（ＮＨ４）２ ＳＯ４水溶液浓度（Ⅰ）、ｐＨ 值（Ⅱ）、丙酮浓度
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（Ⅲ）、芦丁粗提物的量等因素的影响，芦丁粗提物最
大溶解量为 ０．５ｇ／１０ｍＬ，为优化提取工艺条件，对
其余 ３ 个因素渐进行正交实验，选择 Ｌ９（３４）进行实
验设计，实验因素、水平安排如表 １。
表 １　正交实验因素水平表

Ｔａｂｌｅ １　Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

水平／因素
Ｌｅｖｅｌｓ／Ｆａｃ
ｔｏｒｓ

Ⅰ（％） Ⅱ Ⅲ（％）

１ ２３．０８ ７ ９０
２ ２８．５７ ８ ８０
３ ３３．３３ ９ ７０

　　根据表 １ 正交实验的因素、水平安排，实验选择
正交表进行实验安排，用 １．２．３ 节的方法计算出芦
丁的含量，实验结果及极差分析结果见表 ２。
表 ２　正交实验结果及极差分析表

Ｔａｂｌｅ ２　Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ａｎｄ ｒａｎｇｅ ａｎａｌｙ

ｓｉｓ

水平／
因素
Ｌｅｖｅｌｓ／
Ｆａｃｔｏｒｓ

Ⅰ
（％）

Ⅱ Ⅲ
（％）

芦丁
含量
Ｃｏｎｔｅｎｔ
ｏｆ ｒｕｔｉｎ
（％）

１ １ １ １ ８２．７２
２ １ ２ ２ ７３．７５
３ １ ３ ３ ８４．６３
４ ２ １ ２ ８６．８９
５ ２ ２ ３ ９２．９８
６ ２ ３ １ ８９．４２
７ ３ １ ３ ８７．５２
８ ３ ２ １ ８４．１７
９ ３ ３ ２ ８３．６１
Ｋ １ ８０．３７ ８５．７１ ８５．４４
Ｋ ２ ８９．７６ ８３．６３ ８１．４２
Ｋ ３ ８５．１ ８５．８９ ８８．３８
Ｒ ９．４ ２．３１ ７

　　从表 ２ 结果可以看到，在（ＮＨ４）２ ＳＯ４水溶液浓

度、溶液 ｐＨ 值、丙酮浓度 ３ 个因素中，在考察的水
平范围内，对芦丁含量的影响的主次关系为Ⅰ
（（ＮＨ４）２ ＳＯ４）水溶液浓度）＞Ⅲ（丙酮浓度）＞Ⅱ
（溶液 ｐＨ）；再通过比较各因素的 ３ 个水平芦丁含
量 Ｋ 值的大小，可以得出在考察的因素水平范围
内，最佳工艺条件为Ⅰ２Ⅱ３Ⅲ３，即浓度为 ２８．５７％
（ＮＨ４）２ ＳＯ４水溶液 １０ｍＬ，７０％丙酮为 １０ｍＬ，ｐＨ
值为 ９，粗提物加入量为 ０．５ｇ，混合后形成双水相，
可得到芦丁含量较高。

２．６　重复验证实验结果

　　根据正交实验的极差分析可得到最佳工艺条
件，用上述最佳工艺条件重复实验 ２ 次，用 ＨＰＬＣ

法测芦丁的含量。从实验结果（表 ３）可知，该工艺
可行，重复性较好。
表 ３　验证实验结果

Ｔａｂｌｅ ３　Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｃｏｎｆｉｒｍａｔｏｒｙ ｔｅｓｔ （ｎ＝２）

序号
Ｎｏ．

芦丁含量
Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ
ｒｕｔｉｎ（％）

平均值
Ａｖｅｒａｇｅ
ｖａｌｕｅ（％）

ＲＳＤ
（％）

１ ９６．１１６
２ ９５．７２０ ９５．９１８ ０．３

３　结论

　　丙酮作为双水相中的一相时，（ＮＨ４）２ ＳＯ４水溶

液浓度、溶剂 ｐＨ 值、丙酮浓度均对芦丁含量产生影
响。本文通过单因素实验和 ３ 因素 ３ 水平正交实
验，确定丙酮双水相提纯芦丁最佳工艺条件为浓度
为 ２８．５７％（ＮＨ４）２ ＳＯ４水溶液 １０ｍＬ，７０％丙酮为

１０ｍＬ，ｐＨ 值为 ９，粗提物加入量为 ０．５ｇ，混合后形
成双水相，上、下相体积比是 １．６２，取上相减压浓缩
真空 干 燥 得 芦 丁 的 含 量 为 ９５．９２％。丙 酮／
（ＮＨ４）２ ＳＯ４双水相萃取体系分离芦丁具有良好的

选择性。
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