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大孔树脂对刺葡萄籽中原花青素的纯化 
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摘  要：运用正交试验筛选树脂，探索原花青素在所选树脂上的吸附和解吸工艺条件．结果表明，所考察的
YWD-06C、YWD-09F、YWD-03K7、YWD-04B1、HPD-300、HPD-700、D-101 和 DS-401 树脂中，YWD-06C 树
脂为葡萄籽原花青素纯化的最佳树脂；最佳吸附条件：吸附温度 20 ℃，吸附时间 6 h，溶液 pH 值为 4；最佳解
吸条件：解吸液为 60%的乙醇水溶液，pH 值为 4，解吸时间 6 h，解吸温度 25 ℃．通过动态试验，确定吸附速
率为 4 B/h，洗脱速率为 2 BV/h，经该工艺所得纯化物中原花青素的含量达 92.57%． 
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Purification of proanthocyanidins from grape seeds 

by macroiporous adsorption resins 
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Abstract：The technics of purification of proanthocyanidins from grape (Vitis davidii Foëx) seeds were studied. Resin 
was chosen by orthogonal experiment, capability of adsorption and desorption and effect factors of proanthocyanidins 
on resins were reviewed, the best conditions for adsorption and desorption on the chosen resin of proanthocyanidins 
were researched. The result were as follows: the best chosen resin was YWD-06C, the optimal adsorption conditions 
were: temperature, 20 ℃, adsorption time, 6 h, pH, 4；the optimal desorption conditions were: solvent 60% ethanol, pH, 
4, desorption time, 6 h, temperature, 25 ℃; the adsorption speed, 4 BV/h and the desorption speed, 2 BV/h, which were 
established by dynamic testing. The content of proanthocyanidins after purfication reached 92.57%. 
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原花青素(procyanidins，简称 PC)是植物中广泛
存在的一类属于双黄酮衍生物的天然多酚化合物，
有人将其归为生物类黄酮[1-2]，也有人将其归为缩合
鞣质[3]．这类化合物由不同数量的儿茶素或表儿茶
素结合而成，最简单的是儿茶素、表儿茶素或儿茶
素与表儿茶素形成的二聚体，此外还有三聚体、四
聚体等直至十聚体．原花青素具有极强的抗氧化特
性，一般存在于植物的果实、种子、花和皮中，在
葡萄、山楂、花生、银杏、白桦树、松树等植物中
的含量都很丰富[4]．在原花青素各种不同聚合体中

以二聚体 B2 的抗氧化能力最强．原花青素具有多种
生物活性，能防治多种疾病，具有高效、低毒、高
生物利用率等特点，在植物中的主要作用是保护植
物中易被氧化的成分，在人体内的抗氧化和清除自
由基的能力是 V-E 的 50 倍、V-C 的 20 倍[5-6]，并
且还具有保护心血管、预防高血压、抗肿瘤、抗辐
射、抗突变及美容等作用[7]．中国葡萄资源丰富，
每年用于酿造酒和其他饮料的鲜葡萄超过 10 万 t，
每年生产葡萄酒后的废渣中就有(400~600)万 kg 的
葡萄籽[8]．葡萄籽中含有大量的原花青素，因此充
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分利用好酿酒后的葡萄籽资源，不仅物尽其用，而
且还会带来巨大的经济效益．笔者研究大孔树脂分
离纯化葡萄籽原花青素的方法和工艺，旨在为刺葡
萄的综合利用提供理论依据． 

1  材料和方法 

1.1  材料、仪器与试剂 

以湖南怀化市芷江地区出产的高山刺葡萄籽
为试材；原花青素B2标准品购自SEGMA公司；原
花青素标准品(≥95%)购自天津市尖峰天然产物研
究开发有限公司(探索试验条件所用原花青素为
80%的低聚原花青素产品)；8种大孔树脂(表1)均为
乳白色不透明球状颗粒，购自沧州远威化工有限公
司和沧州宝恩化工有限公司． 

表1  8种树脂的性能参数 

Table 1  Capability parameter of 8 macroporous resins 

树脂型号 比表面积/(m2·g－1) 平均孔径/Å 粒度/mm 极性
YWD-06C ≥250 160 0.30~1.20 极性
YWD-09F 500 120 0.30~1.20 非极性
YWD-03K7 ≥500 130 0.30~1.20 弱极性
YWD-04B1 ≥600  70 0.30~1.20 中极性
HPD-300  800~1 000 50~55 0.30~1.20 非极性
HPD-700 650~700 85~90 0.30~1.20 非极性
D-101 500~550  90~100 0.25~0.84 弱极性
DS-401 480~520 130~140 0.30~1.25 弱极性

 

主要仪器为组合恒温磁力搅拌器、RE-52AA旋
转蒸发仪(上海亚荣生化仪器厂)、SHB-Ⅲ循环水式
多用真空泵(郑州长城科工贸有限公司)、DLSB-5/10

型低温冷却液循环泵(郑州长城科工贸有限公司)、
D2-2BC型真空干燥箱(天津泰斯特仪器有限公司)、
ES-1100电子天平(长沙湘平科技发展有限公司)、
VIS-7220紫外分光光度计(北京瑞利分析仪器厂)和
玻璃层析柱． 

主要试剂乙醇(95%)、乙酸乙酯、正丁醇、浓
盐酸、NH4Fe(SO4)2、NaCl均为分析纯；甲醇为色
谱纯． 

1.2  方  法 

1.2.1  葡萄籽中原花青素的提取与初步分离 

将 1 kg 刺葡萄籽粉碎，用超临界 CO2 法提取葡
萄籽油脱脂[9-10]后，用 5%NaCl 水溶液以 1∶5 的料
液比搅拌 1 h 去蛋白质，然后进行原花青素的提取

[11]．提取液为 70%的乙醇溶液，料液比 1∶7，温度
60 ℃，提取时间 2 h．提取 2 次．将上述原花青素
的提取液减压蒸馏(45 ℃)至无醇，离心分离，上清
液用 4 倍体积的乙酸乙酯分 6 次萃取，合并乙酸乙
酯萃取液，减压蒸馏(≤35 ℃)至有少量沉淀析出后
置于真空干燥箱干燥(≤30 ℃)2 h，得低聚原花青素
粗产品，备用． 

1.2.2  提取物中原花青素含量的测定 

在文献[12-13]的基础上，对铁盐浓度和浓盐酸
-正丁醇的比例进行改进后，测定提取物中原花青素
的含量． 

1.2.3  大孔树脂的预处理 

取 8 种型号的大孔树脂用无水乙醇浸泡 24 h，
湿法装柱，用无水乙醇冲至无浑浊，用蒸馏水洗至
无醇味．经酸、碱处理后用蒸馏水洗至中性[14-15]． 

1.2.4  树脂静态吸附与解吸试验 

(1) 静态吸附试验．分别准确称取 0.500 0 g 预
处理过的 8 种大孔树脂于锥形瓶中，分别加入 5 mL

无水乙醇使树脂充分涨溶，再分别加入 50 mL 原花
青素水溶液(原花青素含量为 0.4 mg/mL)，封口，置
于 25 ℃水浴摇床中振摇 24 h，测定溶液吸光度，
检测树脂的吸附量． 

Qe = 0 1 1( ) /C C V W ． 

Qe 为树脂吸附量(mg/g)； 0C 为吸附前溶液中原
花青素的质量浓度(mg/mL)； 1C 为吸附后溶液中原
花青素的质量浓度(mg/mL)； 1V 为溶液体积(mL)；
W 为树脂干重(g)． 

 (2) 静态解吸试验．将上述充分吸附后的原花
青素水溶液进行过滤，去除水液，再将其置于锥形
瓶中，各加入 50%的乙醇水溶液 50 mL，封口，置
于 25 ℃水浴摇床中振摇 24 h，检测树脂的解吸率，
并根据静态吸附和静态解析试验确定最佳树脂． 

Qd＝C2V2/W； 

D＝Qd/Qe ． 

Qd为解析量(mg/g)；C2为解析液中原花青素的
质量浓度(mg/mL)； V2为解析液体积(mL)；D为解
析率． 

1.2.5  吸附、解吸条件的确定 

(1) 吸附条件的确定．取0.500 0 g预处理过的所
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选最佳树脂，加入0.4 mg/mL原花青素水溶液50 mL，
以吸附时间、吸附温度和供试液pH值设计L16(4

3)正
交试验，用盐酸-正丁醇法测定吸附完全后原花青素
溶液的吸光度，考察吸附条件对树脂吸附性能的影
响，确定最佳吸附条件． 

(2) 解吸条件的确定．取0.500 0 g所选最佳树
脂，加入0.4 mg/mL原花青素水溶液50 mL，在相同
条件下吸附饱和后，滤去水溶液，以乙醇水溶液浓
度、pH值、洗脱时间及洗脱温度设计L16(4

4)正交试
验，用盐酸-正丁醇法测定解吸完全后原花青素溶液
的吸光度，考察洗脱条件对解吸效果的影响，确定
最佳解吸条件． 

1.2.6  树脂动态吸附试验 

(1) 上柱速率对吸附量的影响．分别取一定量
处理过的所选树脂湿法装柱，以 0.4 mg/mL 原花青
素溶液上柱，调节不同上柱速率，收集流出液．每
收集 10 mL 流出液用盐酸-正丁醇法测量 1 次其中
原花青素的含量，考察上柱速率 2、4、6 BV/h 对树
脂吸附性能的影响． 

(2) 洗脱速率对洗脱解吸率的影响．分别取一
定量处理过的所选树脂湿法装柱，给定相同的上柱
条件，按最佳吸附条件进行吸附，使其饱和，以不
同的洗脱速率洗脱，考察洗脱速率 1、2、3 BV/h

对洗脱效果的影响． 

通过上述试验，确定所选树脂对原花青素吸附
分离的最佳工艺条件． 

1.2.7  刺葡萄籽低聚原花青素的纯化 

将溶剂浸提所得低聚原花青素粗提物溶于蒸
馏水中，以上述试验所选定的树脂为吸附剂，上柱
吸附至饱和，然后以 60%乙醇水溶液按最佳工艺条
件进行洗脱，每 10 mL 收集 1 次洗脱液，用盐酸-

正丁醇法测定洗脱液中原花青素的含量． 

1.2.8  纯化物中 B2含量的测定 

准确称取 0.001 0 g 原花青素二聚体 B2 标准品，
用甲醇(GR)定容至 10 mL，得质量浓度为 0.1 mg/mL

的 B2 标准液，稀释，配制成质量浓度为 15、30、
45、60、75 μg/mL 的原花青素二聚体 B2 系列标准
溶液．通过 HPLC 法测定原花青素二聚体 B2 标准
曲线．测定条件：流动相甲醇与水的体积比为
24 76∶ ，并经 0.45 μm 滤膜过滤，脱气；流速 0.8 

mL/min；检测波长 280 nm；进样量 20 μL．在相同
条件下测定 1.2.1 方法所得低聚原花青素粗产品(质
量浓度为 0.1 mg/mL)和经大孔树脂纯化后纯化物
(原花青素质量浓度为 120 μg /mL)中 B2 的峰面积，
计算 B2 的含量． 

2  结果与分析 

2.1  刺葡萄籽中原花青素的初步提取与分离结果 

将处理过的 1 kg 刺葡萄籽在最佳提取条件下
进行提取，乙酸乙酯萃取后得到低聚粗产品 4.608 

g，正丁醇萃取后得高聚粗产品 4.251 g，产品总质
量为 8.859 g，得率为 0.89%． 

2.2  原花青素标准品的标准曲线 

以盐酸-正丁醇法测定原花青素标准品的标准
曲线方程为 y =0.859 7x + 0.011 3，R2=0.999 2，式
中 y 为吸光度，x 为溶液中原花青素的质量浓度
(mg/mL)． 

2.3  树脂静态吸附试验结果 

2.3.1  树脂的筛选 

原花青素具有多酚键和糖苷键，有一定的极性
和亲水性，生成氢键的能力较强，有利于极性和弱
极性的树脂吸附，但吸附能力太强不利于解吸．由
表 2 可见，所用树脂吸附效果最好的是 HPD- 300，
其 次 是 HPD-700 、 YWD-03K7 、 YWD-04B1 和
YWD-06C，几种树脂的吸附能力相差不大，其中 

HPD-700 和 YWD-03K7 树脂的吸附能力完全相同． 

表2 大孔树脂的静态吸附情况 

Table 2 Static adsorption of the resin 

树脂型号 吸光度
吸附液中原花青素 

质量浓度/(mg·mL－1) 
吸附量/(mg·g

－1) 
YWD-06C 0.034 0.026 37.4 

YWD-09F 0.055 0.050 35.0 

YWD-03K7 0.026 0.017 38.3 

YWD-04B1 0.028 0.019 38.1 

HPD-300 0.014 0.003 39.7 

HPD-700 0.026 0.017 38.3 

D-101 0.055 0.050 35.0 

DS-401 0.048 0.043 35.7 
 

由表 3 可见，解吸率最高的树脂是 YWD-06C，
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其次是 D-101、YWD-09F 和 HPD-700，因此，综合
考虑，选取 YWD-06C 为最佳树脂． 

表3  大孔树脂的静态解吸情况 

Table 3  Static desorption of the resin 

树脂型号 吸光度 
吸附液中原花青素 

质量浓度/(mg·mL－1) 
解吸量

/(mg·g－1)
解吸率

/% 

YWD-06C 0.166 0.179 17.9 47.8

YWD-09F 0.130 0.138 13.8 39.4

YWD-03K7 0.118 0.124 12.4 32.3

YWD-04B1 0.097 0.099 9.9 25.9

HPD-300 0.127 0.134 13.4 33.7

HPD-700 0.133 0.141 14.1 36.8

D-101 0.131 0.139 13.9 39.7

DS-401 0.074 0.072 7.2 20.1
 

2.3.2  吸附条件正交试验结果 

吸附后测得溶液的吸光度越小，吸附效果越
好．由表 4 可知，在吸附过程中各因素对吸附效果
的影响都较大，其中吸附时间的影响最大．时间太 

表4  吸附条件正交试验结果 

Table 4  The orthogonal analysis of adsorption 

试验 

编号 

因 素 
吸光度 

A B C 

1 2 20 2 0.054 

2 4 20 3 0.021 

3 6 20 4 0.020 

4 8 20 5 0.081 

5 2 30 3 0.135 

6 4 30 2 0.012 

7 6 30 5 0.026 

8 8 30 4 0.030 

9 2 40 4 0.064 

10 4 40 5 0.052 

11 6 40 2 0.011 

12 8 40 3 0.055 

13 2 50 5 0.136 

14 4 50 4 0.033 

15 6 50 3 0.059 

16 8 50 2 0.099 

K1 0.389 0.176 0.176  

K2 0.118 0.203 0.270  

K3 0.116 0.182 0.147  

K4 0.265 0.307 0.295  

k1 0.097 25 0.044 00 0.044 00  

k2 0.029 50 0.050 75 0.067 50  

k3 0.029 00 0.045 50 0.036 75  

k4 0.066 25 0.076 75 0.073 75  

极差 0.068 25 0.032 75 0.037 00  

A  吸附时间(h)；B  吸附温度( )℃ ；C  供试液 pH 值． 

短，吸附不完全；时间太长，可能会使原花青素在
树脂中重新解吸出来．50 ℃时吸光度较大可能是
原花青素在较高温度下发生分解生成色素所致．最
佳吸附条件为吸附温度 20 ℃，吸附时间 6 h，溶液
pH 4． 

2.3.3  解吸条件正交试验结果 

由表 5 可知，解吸时间对解吸效果影响最大，
这是由于时间太短，解吸不完全；时间太长，可能
会使解吸出来的原花青素重新吸附到树脂上．其他
3 个因素对解吸效果的影响基本相同．最佳解吸条
件：解吸液为 60％的乙醇水溶液，pH 4，解吸时间
6 h，解吸温度 25 ℃． 

表5  解吸条件正交试验结果 

 Table 5  The orthogonal analysis of adsorption 

试验 D E F G 吸光度
1 80 2 2 25 0.787

2 70 3 4 25 0.757

3 60 4 6 25 0.909

4 50 5 8 25 0.820

5 70 4 2 35 0.825

6 80 5 4 35 0.758

7 50 2 6 35 0.729

8 60 3 8 35 0.826

9 50 3 2 45 0.783

10 60 2 4 45 0.794

11 70 5 6 45 0.860

12 80 4 8 45 0.822

13 60 5 2 55 0.805

14 50 4 4 55 0.765

15 80 3 6 55 0.894

16 70 2 8 55 0.790

K1 3.261 3.100 3.200 3.273  

K2 3.232 3.260 3.074 3.138  

K3 3.334 3.321 3.392 3.259  

K4 3.097 3.243 3.258 3.254  

k1 0.815 25 0.775 00 0.800 00 0.842 35  

k2 0.808 00 0.815 00 0.768 50 0.784 50  

k3 0.833 50 0.830 25 0.848 00 0.814 75  

k4 0.774 25 0.810 75 0.814 50 0.813 50  

极差 0.059 25 0.055 25 0.079 50 0.057 85  

    D  乙醇浓度(%)；E  解析液 pH 值；F  解吸时间(h)；G  解吸温
度( )℃ ． 
 

2.4  树脂动态吸附试验结果 

2.4.1  吸附流速对吸附量的影响 

以流出液体积为横坐标，以流出液中原花青素
质量浓度为纵坐标，得上柱速率对吸附量影响的关
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系曲线(图 1)．由图 1 可知，当流速为 2 BV/h 时，
树脂对原花青素的吸附比较完全，但由于流速太
慢，使得操作时间过长；当流速为 6 BV/h 时，由于
流速过快，原花青素还未被树脂完全吸附就随洗脱
液流出，造成原花青素的浪费，因此选取 4 BV/h

为最佳吸附流速． 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 1  不同吸附流速下树脂对原花青素的吸附 

Fig.1  Adsorption of different flowing velocity  
 

2.4.2  洗脱速率对吸附量的影响 

根据经验[16]，洗脱速率一般为吸附速率的 1/2，
故笔者考察 1、2、3 BV/h 3 个洗脱速率对吸附量的
的影响．以流出液体积为横坐标，流出液中原花青
素质量浓度为纵坐标，得不同流速下树脂对原花青
素的解吸曲线(图 2)．由图 2 可见，洗脱速率越小，
洗脱越完全；1 BV/h 时虽然洗脱效果较好，但由于
流速过慢，使得操作时间过长；流速为 2 BV/h 时，
洗脱曲线集中，对称，无明显拖尾现象；流速为 3 

BV/h 时，流速较快，洗脱不完全，拖尾现象严重，
所以，选取 2 BV/h 为最佳流速． 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 2  不同洗脱速率下树脂对原花青素的吸附 

     Fig.2  Desorption curve of different flowing velocity  
 

2.5  刺葡萄籽低聚原花青素的纯化 

根据静态试验和动态试验确定的吸附、解吸条

件，对用溶剂法提取的低聚原花青素粗提物进行纯
化，用盐酸-正丁醇法测定洗脱液中原花青素的含
量，结果表明，原花青素主要集中在第3组洗脱液，
即20~30 mL阶段，此阶段洗脱液中原花青素含量达
到92.57%． 

2.6  纯化物中原花青素 B2 的含量 

按 1.2.8 色谱条件，用 HPLC 法分别得到原花
青素 B2 标准品与纯化物的色谱图(图 3、图 4)． 

 

 

 

 

     

  

 

 

 

出峰时间/min 

图3  原花青素B2标准品的HPLC图 

Fig.3  HPLC spectrum of B2 standard product 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       出峰时间/min 

图4  原花青素纯化物的HPLC图 
       Fig.4  HPLC spectrum of purified proanthocyanidins 

 

根据试验结果，得刺葡萄籽低聚原花青素纯化
物中二聚体B2峰面积与质量浓度的线性回归方程

10 900 24 629y x  ( 2 0.9991R  )．由刺葡萄籽低聚
原花青素纯化物中二聚体B2峰面积与质量浓度的
标准曲线可得刺葡萄籽低聚原花青素纯化物中二
聚体B2的质量浓度为40.17 μg/mL，计算可得二聚体
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B2含量为33.5%．同样方法可测得溶剂法粗提所得
低聚原花青素中二聚体B2的含量为9.19%． 

3  结论与讨论  

利用大孔吸附树脂对溶剂法所得刺葡萄籽低
聚原花青素粗产品进行纯化．通过静态试验选择出
YWD-06C树脂为最佳吸附剂，并通过正交试验确定
了最佳吸附条件：吸附温度20 ℃，吸附时间6 h，
溶液pH值为4；最佳解吸条件：解吸液为60%的乙
醇水溶液，pH值为4，解吸时间6 h，解吸温度25 ℃；
通过动态试验确定吸附速率为4 BV/h，洗脱速率为2 

BV/h．刺葡萄籽低聚原花青素粗提物经YWD-06C

树脂纯化后，收集20~30 mL阶段洗脱液，用盐酸-

正丁醇法测得其中原花青素含量达92.57%．用本方
法纯化刺葡萄籽低聚原花青素，不仅可以去除提取
物中大部分杂质，提高原花青素的含量，而且可以
富集原花青素纯化物中的二聚体B2，葡萄籽低聚原
花青素产品中B2含量的提高，将大大提高产品的抗
氧化能力和药用价值，也将大大提高产品的经济价
值，因此，本纯化工艺对于葡萄籽的综合利用、对
于提高葡萄籽低聚原花青素产品的品质、对于提升
刺葡萄深加工的价值具有非常好的应用前景． 
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