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苦丁茶总黄酮纯化工艺及其黄嘌呤氧化酶
抑制活性研究

谭颂严，杨志伟*

（广西大学轻工与食品工程学院，广西南宁 530004）

摘 要：以 D101大孔树脂对苦丁茶粗提物中的总黄酮进行分离纯化，确定最佳纯化工艺条件，测定纯化前后的样品
总黄酮的纯度，并检测纯化前后样品对黄嘌呤氧化酶（xanthine oxidase，XOD）的体外抑制活性。通过单因素试验得到
最佳优化工艺条件为上样液 pH值为 3、洗脱液乙醇浓度 70%、上样液浓度 3.0 mg/mL、上样液流速 2.0 mL/min、洗脱液
流速 2.0 mL/min、上样量 55 mL、洗脱液体积 40 mL。纯化后样品纯度由 75.53%提高至 94.40%，对 XOD 的 IC50 分别为
（228.22±1.07）μg/mL和（135.74±1.02）μg/mL。
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Study on Purification Technology of Total Flavonoids from Kudingcha and Their Inhibitory
Activity on Xanthine Oxidase
TAN Song-yan， YANG Zhi-wei*

（College of Light Industry and Food Engineering，Guangxi University， Nanning 530004， Guangxi， China）
Ａｂｓｔｒａｃｔ： In this study， the total flavonoids in Kudingcha crude extract were separated and purified using D101
macroporous resin. The optimum purification conditions were elucidated， the purity of the total flavonoids before
and after purification was determined， and the in vitro inhibitory activity of the samples on xanthine oxidase
（XOD） was detected. The optimum process conditions were determined using Harman's single factor test， and
the results were as follows： sample pH value 3； eluent 70% ethanol solution； concentration of sample solution
3.0 mg/mL； flow rate of sample solution 2.0 mL/min； flow rate of eluent 2.0 mL/min； sample volume 55 mL；
and eluent volume 40 mL. Following purification， the purity of the sample was increased from 75.53% to
94.40%. The IC50 values for XOD inhibition were（228.22±1.07） μg/mL before purification and（135.74±
1.02） μg/mL after purification， respectively.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： flavonoids of kudincha； macroporous resin； purification process； xanthine oxidase； inhibitory ac－
tivity
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苦丁茶（Ilex Kudingcha C.J.Tseng）是冬青科冬青
属苦丁茶种常绿乔木，主要分布于我国华南、西南地
区。 苦丁茶是一种传统药用植物，具有清热解暑、活血

化瘀、清肝明目等功效[1]。 现代科学研究的结果表明，
苦丁茶中含有多酚类、黄酮类、三萜类、挥发油、多糖类
等多种化合物[2]。 其中黄酮类化合物苦丁茶中含量较
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高，是苦丁茶的主要生物活性成分之一，在大多数苦
丁茶中发现存在槲皮素、芦丁、杨梅酮等多种黄酮化
合物[3]。 据报道，黄酮类化合物在抗肿瘤[4]、抑菌[5]、抗氧
化 [6]、降尿酸 [7]等方面具有生物活性。 黄嘌呤氧化酶
（xanthine oxidase，XOD） 是人体嘌呤代谢过程中的关
键酶， 主要功能为将次黄嘌呤催化氧化为黄嘌呤，再
进一步氧化生成尿酸[8]。 人体主要通过两大途径获取
尿酸：一是通过食物摄入尿酸；二是由 XOD 催化次黄
嘌呤、黄嘌呤等底物生成尿酸。 人体体液中尿酸含量
过高可能导致高尿酸血症和痛风， 在临床治疗方面，
抑制 XOD活性是治疗高尿酸血症和痛风的良好靶点，
其原理为利用黄嘌呤氧化酶抑制剂可逆或不可逆地
抑制 XOD的活性，减少尿酸的生成进而达到治疗高尿
酸血症和痛风的目的[9]。 目前临床常见的黄嘌呤氧化
酶抑制剂类降尿酸药物包括别嘌醇、非布司他、托匹
司他等，但具有不同程度、类型的毒副作用[10]，因此有必
要寻找更高效、低毒副作用的黄嘌呤氧化酶抑制剂。

近年来，大量研究表明，多种黄酮类化合物具有
抑制 XOD活性、降低人体血尿酸含量的作用。郝悦等[11]

以黄嘌呤氧化酶抑制活性为指标，研究 30种黄酮的降
尿酸活性，其中木犀草素、槲皮素、芹菜素、山柰酚可明
显抑制黄嘌呤氧化酶的活性，IC50分别为 42.02、120.22、
135.98、184.36 μmol/L；李佳川等[12]利用分子对接技术，
将藤茶总黄酮中的主要活性成分与 XOD 进行分子对
接，结果表明藤茶总黄酮主要活性成分中的二氢杨梅
素、杨梅素、槲皮素和藤茶素对接得分较高，动物实验
显示藤茶总黄酮能显著降低高尿酸血症模型小鼠血
清中的 XOD的活性和尿酸、肌酐、尿素氮的含量；Zhang
等[13]利用分子对接证实槲皮素与 XOD 的结合位点在
XOD 的黄素腺嘌呤二核苷酸（flavin adenine dinucle-
otide，FAD）结构域的异丙嗪环上，使 XOD 的构象发生
变化，进而影响酶的催化功能。

本试验对大孔树脂吸附苦丁茶总黄酮的纯化工
艺进行研究，并采用紫外分光光度法检测纯化前后样
品的 XOD体外抑制活性，探究苦丁茶总黄酮抑制XOD
的活性能力，为进一步开发苦丁茶中的黄酮类化合物，
解析苦丁茶总黄酮抑制 XOD活性的机理提供参考。

1 材料与方法
1.1 主要材料与试剂

苦丁茶：市售；芦丁标准品（纯度≥98%）、黄嘌呤
（纯度≥98%）、黄嘌呤氧化酶（10.9 U/mL）：北京索莱宝
科技有限公司；别嘌醇、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、无水
乙醇、浓盐酸、氢氧化钠、亚硝酸钠、硝酸铝、二甲基亚

砜（均为分析纯）：上海源叶生物科技有限公司；D101
型大孔树脂： 江苏常州市长丰化工有限公司；96 孔酶
标板：无锡耐思生命科技股份有限公司。
1.2 主要仪器与设备

KQ-600DA 型超声波清洗器：昆山市超声仪器有
限公司；722N可见分光光度计：上海仪器分析器有限公
司；AL204 分析天平：梅特勒-托利多仪器（上海）有限
公司；PHSJ-4F 型 pH 计：上海雷磁仪器有限公司；Max
Plus 384酶标仪：美国 Moleaular Devices公司；RE-2000
旋转蒸发仪：上海亚荣生化仪器厂；SCIENTZ-10N 型
冷冻干燥机：宁波新芝生物科技股份有限公司；DHG-
9240A恒温鼓风干燥箱：上海精宏实验设备有限公司；
SHA-B恒温水浴振荡器：常州金坛良友仪器有限公司。
1.3 试验方法
1.3.1 苦丁茶中黄酮的提取

苦丁茶粉碎后过 80 目筛，低温烘干；精密称取一
定量烘干后的苦丁茶粉进行超声波辅助提取，条件为
超声功率 600 W、料液比 1 ∶ 50（g/mL）、乙醇浓度 50%、
时间 40 min、温度 60℃。 提取结束后，过滤，取滤液在
50℃旋转蒸发挥干乙醇，于冷冻干燥机中冻干得到苦
丁茶粗提物。
1.3.2 芦丁标准曲线的绘制

芦丁标准曲线的绘制参考万聆[14]的方法，并稍加
修改。芦丁标准品试验前于 105℃烘箱中干燥至恒重，
精确称取芦丁标准品 10 mg，用 70%乙醇定容于 10 mL
容量瓶中，得到 1.0 mg/mL的芦丁标准溶液。分别取 0、
0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL 芦丁标准溶液于 6支 10 mL 具
刻度试管中， 加入 3 mL 70%乙醇， 加入 1 mL 5%的
NaNO2 溶液，摇匀，避光静置 6 min 后加入 1 mL 10%的
Al（NO3）3 溶液，摇匀，避光静置 6 min 后加入 4 mL 4%
NaOH 溶液，用 70%乙醇定容至 10 mL，摇匀，即得到
浓度分别为 0、0.02、0.04、0.06、0.08、0.10 mg/mL 的芦
丁标准品稀释液， 避光静置 15 min 后在 510 nm 处测
定吸光度。 以芦丁标准溶液的浓度为横坐标，以各浓
度芦丁标准溶液的吸光度为纵坐标， 绘制标准曲线，
得到标准曲线方程 y=10.691 9x+0.001 2（R2=0.999 5）。
1.3.3 样品中黄酮纯度的测定

称取 10 mg 冻干制备的样品，用 70%乙醇定容于
10 mL 容量瓶中，得到样品溶液，取 1 mL 样品溶液于
10 mL 容量瓶中，按 1.3.2 中的方法处理后于 510 nm
处检测吸光度，根据回归方程计算样品溶液中的总黄
酮浓度，再计算得到样品中总黄酮的纯度。计算公式
如下[15]。

纯度/%= C×V×N
m ×100
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式中：C为溶液中总黄酮浓度，mg/mL；V 为所取样
品溶液的体积，mL；N为稀释倍数；m为样品质量，mg。
1.3.4 大孔树脂的预处理

D101 大孔树脂经 3 倍体积的 95%乙醇浸泡溶胀
24 h，再用 95%乙醇冲洗抽滤，至滤液中加入蒸馏水不
产生浑浊为止，用蒸馏水冲洗至无醇味备用，预处理
后的大孔树脂储存在 95%乙醇溶液中，使用前用蒸馏
水冲洗至无醇味即可[16]。
1.3.5 大孔树脂静态吸附曲线和静态解吸曲线的绘制

称取 2 g 预处理后的大孔树脂于具塞锥形瓶中，
加入 50 mL一定浓度的苦丁茶粗提物溶液， 置于转速
120 r/min 的恒温水浴振荡器中，每隔一段时间取 1 mL
苦丁茶粗提物溶液，测定其总黄酮浓度，直到锥形瓶
中溶液的黄酮浓度趋于稳定。 根据测得的数据，以时
间为横坐标，以吸附率为纵坐标，绘制静态吸附曲线。

将上述吸附饱和的大孔树脂水洗、晾干，置于具
塞锥形瓶中，加入 50 mL70%乙醇，置于转速 120 r/min
的恒温水浴振荡器中，每隔一段时间取 1 mL乙醇溶液
测定其总黄酮浓度，至剩余溶液中的总黄酮浓度趋于
稳定。 根据测得的数据，以时间为横坐标，以解吸率为
纵坐标，绘制静态解吸曲线。 公式如下[17]。

吸附率/%= C0V0-C1V1

C0V0
×100

解吸率/%= C2V2

C0V0-C1V1
×100

式中：C0为吸附前上样液初始总黄酮浓度，mg/mL；
C1 为吸附后上样液总黄酮浓度，mg/mL；C2 为解吸后样
液总黄酮浓度，mg/mL；V0 为吸附前上样液体积，mL；
V1 为吸附后上样液体积，mL；V2 为解吸液体积，mL。
1.3.6 大孔树脂纯化工艺参数的确定
1.3.6.1 上样液 pH值对大孔树脂吸附率的影响

称取 2 g 预处理后的大孔树脂若干份于具塞锥形
瓶中，分别加入 pH值为 1、2、3、4、5的一定浓度的上样
液 50 mL，在恒温水浴振荡器中以转速 120 r/min 振荡
24 h，到达吸附饱和，计算吸附率。每个 pH值梯度重复
3次平行试验。
1.3.6.2 洗脱液浓度对解吸率的影响

称取吸附饱和的 2 g 大孔树脂若干份于具塞锥形
瓶中，分别加入浓度为 50%、60%、70%、80%、90%乙醇
洗脱液， 在恒温水浴振荡器中以转速 120 r/min 振荡
24 h进行解吸，计算解吸率。 每个乙醇浓度梯度重复 3
次平行试验。
1.3.6.3 上样浓度对大孔树脂吸附率的影响

取预处理后大孔树脂湿法装入具阀色谱柱（2 cm×

30 cm）中，分别用质量浓度为2.5、3.0、3.5、4.0、4.5 mg/mL
的上样液经过层析柱， 流速为 2.0 mL/min，pH 值为 3，
计算吸附率。
1.3.6.4 上样流速对大孔树脂吸附率的影响

取预处理后大孔树脂湿法装入具阀色谱柱（2 cm×
30 cm）中，分别以流速 1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 mL/min 使
上样液经过层析柱，上样液质量浓度为 3.0 mg/mL，pH
值为 3，计算吸附率。
1.3.6.5 洗脱液流速对解吸率的影响

取吸附饱和的大孔树脂湿法装柱，70%乙醇溶液
分别以流速 1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 mL/min 经过层析柱，
至流出的洗脱液无色为止，收集洗脱液，计算解吸率。
1.3.6.6 大孔树脂动态吸附曲线的绘制

称取预处理后的 D101 树脂 5 g，湿法装柱，将苦
丁茶粗提物配制为质量浓度 3.0 mg/mL 上样液， 以流
速 2.0 mL/min流过层析柱，每 5 mL收集 1管流出液，测
定其总黄酮浓度，共收集 16管。以管数为横坐标，总黄
酮浓度为纵坐标绘制大孔树脂动态吸附曲线。 当流出
液中总黄酮浓度为上样液初始浓度的 10%时，达到大
孔树脂的泄漏点[18]，此时的上样体积为最佳上样体积。
1.3.6.7 大孔树脂动态洗脱曲线的绘制

上样结束后，先用 80 mL 蒸馏水水洗杂质，再用
70%乙醇，以流速 2.0 mL/min 进行洗脱，每 5 mL 收集
1管洗脱液，测定其总黄酮浓度，共收集 16管。 以管数
为横坐标，总黄酮浓度为纵坐标，绘制动态洗脱曲线，
确定最佳洗脱液体积。
1.3.7 苦丁茶黄酮纯度的测定

在最佳工艺条件下，对苦丁茶粗提物进行纯化，收
集乙醇溶液洗脱后的洗脱液于旋转蒸发仪中旋蒸至
无醇味，再经过冷冻干燥得到粉末状物质。 根据 1.3.3
公式计算纯化前后样品的纯度。
1.3.8 XOD体外活性抑制试验
1.3.8.1 溶液和供试品配制

供试品和溶液配制的方法参照 Nguyen 等 [19]的方
法，并稍作修改。 磷酸缓冲溶液（phosphate buffer solu－
tion，PBS）：称取 71.6 g Na2HPO4·12H2O，蒸馏水定容至
1 000 mL，得到 A 液；称取 31.2 g NaH2PO4·2H2O，蒸馏
水定容至 1 000 mL，得到 B 液。 量取 A 液 81 mL，B 液
19 mL，混合摇匀，即得到 0.2 mol/L、pH 7.4的 PBS。 黄嘌
呤（xanthine，XA）底物溶液：精密称取黄嘌呤 6.1 mg，用
1 mL1 mol/L氢氧化钠溶液助溶，以 PBS定容至 100mL，
得到 0.4 mmol/L 黄嘌呤溶液。 XOD 溶液： 取 XOD
（10.9 U/mL）用 PBS 稀释为 0.05 U/mL 工作液。 XA 和
XOD溶液均应现配现用。
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苦丁茶粗提物和纯化后的总黄酮溶液：称取适量
苦丁茶粗提物和纯化后的总黄酮样品，用二甲基亚砜
（dimethyl sulfoxide，DMSO） 溶解配制成 100 mg/mL 的
储备液，试验时用 PBS 将储备液稀释为不同浓度的供
试品溶液，苦丁茶粗提物溶液在反应体系中的终浓度
分别为 125、150、175、200、225、250、275 μg/mL， 纯化
后的总黄酮溶液的终浓度分别为 75、100、125、150、
175、200、225 μg/mL，反应体系中 DMSO 含量＜5%（体
积比）。

别嘌醇溶液：精密称取别嘌醇 10 mg，用 PBS 于
100 mL容量瓶中定容，得到 0.1 mg/mL 别嘌醇溶液，使
用时用 PBS稀释为所需浓度，现配现用。
1.3.8.2 黄嘌呤氧化酶体外活性抑制试验

黄嘌呤氧化酶体外活性检测方法参考燕晓婷等[20]、
Zhang等[21]的方法，并加以修改。方法为试验在 96孔酶
标板中进行， 向酶标板中加入 50 μL 供试品和别嘌醇
溶液，分别为试验组和对照组；加入 50 μL PBS，为空
白组。分别向各组加入 50 μL XOD溶液，在酶标仪中于
37℃恒温孵育 3 min， 分别向各组加入 100 μL XA 溶
液，启动反应，体系总体积为 200 μL。 在波长 290 nm
处测定吸光度 A，每 10 s 读取一次，记录 3 min 内吸光
度的变化，每个浓度平行测定 3次，计算 XOD 抑制率，
公式如下。

XOD抑制率/%= [（dA/dt）空白-（dA/dt）样品]
（dA/dt）空白

×100

式中：dA为反应起始和反应终止时的吸光度的差
值；dt为反应时间。
1.4 数据处理

所有试验数据均平行 3 次，数据表示为平均值±
标准差，试验数据采用 Excel 软件进行统计分析，使用
GraphPad Prism 7.0 软件进行分析并计算不同样品对
XOD 的 IC50。

2 结果与分析
2.1 大孔树脂静态吸附曲线和静态解吸曲线
2.1.1 大孔树脂静态吸附曲线

大孔树脂静态吸附曲线见图 1。
由图 1可知，在 0.5 h~9.0 h内，大孔树脂对黄酮的

吸附率随着吸附时间的延长而增长。 吸附 3 h时，吸附
率达到（75.08±0.37）%，为饱和吸附率的 91.31%，说明
D101大孔树脂对苦丁茶总黄酮的吸附为快速平衡型，
对苦丁茶总黄酮具有良好的吸附效果。 吸附 5 h后，静
态吸附曲线随时间延长趋于平缓，此时大孔树脂基本
吸附饱和，达到吸附平衡的状态。 考虑时间成本问题，
最佳静态吸附时间为 3 h。

2.1.2 大孔树脂静态解吸曲线
大孔树脂静态解吸曲线见图 2。

由图 2 可知，大孔树脂在 2 h 内迅速解吸。 解吸
2 h 时，解吸率为（89.78±0.38）%，达到最大解吸率的
93.91%。 解吸 2 h 后，随着解吸时间延长，大孔树脂静
态解吸曲线趋于平缓。 说明以 70%乙醇为洗脱液时，
D101大孔树脂对苦丁茶黄酮具有快速解吸作用，为节
约时间成本，取 2 h为最佳静态解吸时间。
2.2 大孔树脂纯化工艺参数
2.2.1 上样液 pH值对吸附率的影响

上样液 pH值对吸附率的影响见图 3。

图 1 大孔树脂静态吸附曲线

Fig.1 Static adsorption curve of macroporous resin
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图 2 大孔树脂静态解吸曲线

Fig.2 Static desorption curve of macroporous resin
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图 3 上样 pH值对吸附率的影响

Fig.3 Effect of loading pH on adsorption rate
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由图 3 可知， 当上样液 pH 值为 3 时吸附率达到
最高，这是因为当 pH 值过低时，大量氢离子与溶液中
的黄酮类化合物争夺大孔树脂上的吸附活性位点，导
致吸附率降低；当 pH 值过高，黄酮类化合物游离出阴
离子，与树脂的氢键作用减弱[22]，均会降低大孔树脂对
黄酮类化合物的吸附率。因此选择在上样液 pH值为 3
的条件下进行吸附。
2.2.2 洗脱液浓度对解吸率的影响

洗脱液浓度对解吸率的影响见图 4。

由图 4 可知，当乙醇浓度在 50%~90%时，解吸率
随乙醇浓度的升高而升高； 乙醇浓度为 70%、80%、
90%时，乙醇浓度的升高对解吸率的影响并不明显，这
可能是因为在一定浓度乙醇的极性条件下，苦丁茶总
黄酮与大孔树脂结合的作用位点易被破坏[23]。 从节约
成本、减少有机试剂使用的角度考虑，选择洗脱液乙
醇浓度为 70%进行解吸。
2.2.3 上样浓度对大孔树脂吸附率的影响

上样浓度对大孔树脂吸附率的影响见图 5。

由图 5可知，随着上样浓度的提高，大孔树脂吸附
率呈先上升后下降的趋势。 浓度为 3.0 mg/mL 时吸附
率最高。继续提高浓度，吸附率逐渐下降。原因可能是

上样浓度提高的同时， 溶液中分子的密集程度增大，
更容易与大孔树脂接触并被吸附；浓度过高时，上样
液中的总黄酮经过大孔树脂时不能充分被吸附，上样
液所含杂质的浓度也随之提高，影响了上样液黄酮与
大孔树脂充分接触，导致吸附率逐渐下降[24]。因此确定
最佳上样浓度为 3.0 mg/mL。
2.2.4 上样流速对大孔树脂吸附率的影响

上样流速对大孔树脂吸附率的影响见图 6。

由图 6可知，随着上样流速的增加，大孔树脂的吸
附率逐渐下降。 可能是因为在大孔树脂吸附速率有限
的情况下，上样液流速越快，与大孔树脂接触的时间
就越短，吸附率就越低；反之，上样液流速越慢，上样液
流过大孔树脂所需时间越长，就能更充分地与大孔树
脂接触，吸附率就越高。 但上样液流速过低会导致耗
费时间过长，降低了生产效率，考虑到时间成本，选择
2.0 mL/min为最佳上样流速。
2.2.5 洗脱液流速对解吸率的影响

洗脱液流速对解吸率的影响见图 7。

由图 7可知， 解吸率随洗脱液流速的增加呈先上
升后下降的趋势。 这可能是因为当流速太慢，吸附在
大孔树脂内部的黄酮类物质无法被充分洗脱下来；当

图 4 洗脱液浓度对解吸率的影响

Fig.4 Effect of eluent solubility on resolution
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图 5 上样浓度对吸附率的影响

Fig.5 Effect of loading concentration on adsorption rate
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图 6 上样流速对吸附率的影响

Fig.6 Effect of loading flow rate on adsorption rate
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图 7 洗脱液流速对解吸率的影响

Fig.7 Effect of eluent solubility on resolution
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流速太高，则导致吸附的黄酮未能充分地溶解在乙醇
中被洗脱下来，因此影响了解吸率，综合考虑时间和
解吸率的因素， 选择 2.0 mL/min为最佳洗脱液流速进
行解吸。
2.2.6 动态吸附曲线

动态吸附曲线见图 8。

由图 8可知，随着上样量的增加，流出液中的黄酮
浓度也随之提高，上样体积由 0~50 mL 时，流出液中
的黄酮浓度缓慢增加；上样体积超过 50 mL时，流出液
的黄酮浓度开始迅速提高； 上样体积为 55 mL 时，流
出液黄酮浓度为（0.28±0.01）mg/mL，接近上样液浓度
（3 mg/mL）的 10%，认为 55 mL 是动态吸附的泄漏点，
当上样体积高于 55 mL时吸附的黄酮大量泄漏， 损失
较大，因此选择上样体积为 55 mL。
2.2.7 动态解吸曲线

动态解吸曲线见图 9。

由图 9 可知，70%乙醇洗脱液以流速 2.0 mL/min
通过吸附饱和的大孔树脂，可以迅速将大孔树脂中吸
附的黄酮洗脱下来，在 70%乙醇洗脱液通过 10 mL 时
达到高峰， 通过 40 mL后大孔树脂中吸附的黄酮基本
被洗脱下来，洗脱曲线出峰快，洗脱峰集中，无明显的

拖尾现象，因此认为 40 mL为最佳的洗脱液体积。
2.3 苦丁茶总黄酮纯度的测定

苦丁茶总黄酮粗提物中，总黄酮纯度为（75.53±
0.86）%，相对标准偏差（relative standard deviation，RSD）
为 1.135%； 苦丁茶粗提物经上述最佳纯化工艺纯化
后，冻干所得的样品中，总黄酮纯度为（94.40±1.46）%，
RSD 为 1.548%。 经纯化后，样品总黄酮的纯度明显
提高。
2.4 苦丁茶粗提物和纯化后总黄酮样品的 XOD 体外
抑制活性
2.4.1 样品对 XOD的体外抑制活性

测定不同浓度苦丁茶粗提物和纯化后总黄酮样
品对 XOD的抑制率，绘制浓度-抑制率曲线，见图 10。

由图 10可知，苦丁茶粗提物和纯化后的总黄酮样
品对 XOD具有体外抑制活性，抑制率随样品浓度升高
而升高。 李美娟[25]对苦丁茶化学成分和 XOD抑制活性
进行研究，结果显示苦丁茶乙醇提取物经乙酸乙酯萃
取后，萃取部分中含有多种黄酮类化合物，其 XOD 抑
制活性随样品浓度升高而升高，本试验结果与该研究
结果相似。
2.4.2 粗提物和纯化后的总黄酮样品的 IC50

采用 GraphPad Prism 7.0 软件，计算粗提物和纯化
后的总黄酮样品以及别嘌醇（阳性对照）的 IC50。 结果
见表 1。

图 8 大孔树脂动态吸附曲线

Fig.8 Dynamic adsorption curve of macroporous resin
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图 9 大孔树脂动态解吸曲线

Fig.9 Dynamic desorption curve macroporous resin
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图 10 苦丁茶粗提物和纯化后总黄酮对 XOD的浓度-抑制率曲线

Fig.10 The concentration-inhibitory rate curve of crude extract of

Kudingcha and purified total flavonoids sample
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表 1 粗提物和纯化后的总黄酮样品及别嘌醇的 IC50

Table 1 IC50 value of crude extract，purified total flavonoids

sample and allopurinol for the XOD inhibition

样品名称 IC50 /（μg/mL）

苦丁茶粗提物 228.22±1.07

纯化后的总黄酮样品 135.74±1.02

别嘌醇 1.34±0.07
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由表 1 可知， 苦丁茶粗提物对 XOD 的 IC50 为
（228.22±1.07）μg/mL，纯化后的总黄酮样品为（135.74±
1.02）μg/mL。 纯化后的总黄酮样品黄酮纯度提高，具
有更强的 XOD 体外抑制活性。 郝悦等[11]筛选 30 种黄
酮类化合物（纯度＞98%），从中得到 XOD 抑制活性最
强的木犀草素、槲皮素、芹菜素、山柰酚，IC50 分别为
12.03、36.94、36.75、52.77 μg/mL，说明不同黄酮类化合
物的 XOD 抑制活性存在差异。 本试验纯化后总黄酮
样品可能为多种黄酮类化合物的混合物，混合物中黄
酮类化合物的种类和含量决定了混合物 XOD 抑制活
性的强弱。 因此，对纯化后总黄酮样品进一步纯化分
离后， 可能得到具有更强 XOD 抑制活性的黄酮类化
合物。

3 结论
本研究使用超声波辅助乙醇提取法提取苦丁茶

中的黄酮类化合物，采用 D101大孔树脂对粗提物总黄
酮进行分离纯化，探究最佳的纯化工艺条件，得到的
最佳纯化工艺条件：上样液 pH值为 3，洗脱液乙醇浓度
70%，上样液浓度 3.0 mg/mL，上样液流速 2.0 mL/min，洗
脱液流速 2.0mL/min，上样量 55mL，洗脱液体积 40mL。
在最佳纯化工艺条件下， 苦丁茶乙醇提取物中的总黄
酮纯度由（75.53±0.86）%提高至（94.40±1.46）%，可见
D101大孔树脂能有效地分离纯化苦丁茶总黄酮。

根据试验结果可知，苦丁茶粗提物和纯化后总黄
酮样品对 XOD具有体外抑制活性，其抑制活性随着样
品中总黄酮纯度的升高而升高。 其抑制活性的强弱关
系为别嘌醇＞纯化后总黄酮样品＞苦丁茶粗提物。 后续
可进一步分离鉴定具有 XOD 抑制活性的苦丁茶黄酮
组分，探明苦丁茶黄酮抑制 XOD活性的机理。
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