
55※基础研究 食品科学 2007, Vol. 28, No. 12

果也较为理想，同时乙醇对吸附多酚的洗脱率较高。

研究进一步考察 XD A - 5 树脂对多酚果胶的分离条

件，确定以 pH 值为 2.0 的提取液直接上样，上样流速

3.0ml/min，最大上样量5.5BV，用 60% 的乙醇溶液洗脱

2 . 5 B V ，洗脱峰集中，拖尾现象不明显。　　
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聚酰胺分离纯化茶黄素类物质研究
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摘   要：本实验利用聚酰胺分离茶黄素类，研究发现其最佳的分离条件为：上样量250mg/50ml 聚酰胺，上样浓

度20%，洗脱剂为甲醇:氯仿:丙酮:冰醋酸=3:5:8:0.5，等度洗脱，流速0.6BV/h。得到TF、TF-3'-G两个组分，含

量分别为 9 3 %、8 5 %。这是一种简单、有效的茶黄素类分离方法。
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Abstract ：This study investigated purification of theaflavins by polyamide. The optimal separation conditions were the volume

of theaflavins 250 mg/50 ml polyamid, the sovlent system including methanol, chloroform, acetone and glacial acetic acid with

their respective ratio as 3:5:8:0.3, and speed of washout 0.6 BV/h. Two components of TF and TF-3'-G were obtained, and their

concentrations were 93% and 85% respectively. This is a simple and effective method for separation and purification of the

theaflavins.
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茶黄素类(theaflavins，简称TFs)是由儿茶素聚合而

成的一类多羟基化合物，目前国内外大量研究证实其具

有抗肿瘤[1]、抗炎[2]、抗氧化[3]、抗病毒[4]、抗菌[5-6]及

抗心血管疾病等作用，是一类极具开发潜力的天然产

物。茶黄素类是一类混合物，其单体分离纯化难度大，

大部分药理实验仅限用低含量的茶黄素，很多作用机理

无法得到解释，限制了茶黄素类的进一步研究，因此

寻找一种简单、高效的茶黄素单体分离纯化方法显得尤

为重要，目前应用的方法较多，有硅胶、N K A 大孔树

脂、Sephadex LH-20 柱层析[7]及高速逆流色谱法[8-9]等。

前者成本高，分离时间长，后者进样量小，分离度有

限。为此，本实验采用聚酰胺分离茶黄素类，以期为
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茶黄素类物质的分离纯化提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

茶黄素类(自制)含量 85 %。制备方法：用 NK A 大

孔树脂，醇梯度洗脱回收 60% 乙醇浓缩即得。其 HPL C

图谱如图 1 所示。

2 结果与分析

2.1 最佳洗脱剂的选择

本研究首先选用薄层色谱的展开剂为柱色谱的洗脱

剂，即：甲醇:丙酮:冰醋酸=8:5:3，按1.2.1的条件进行

洗脱，结果发现不到 5h 就将所用化合物全部洗脱下来，

要在如此短的时间内分离出单体是不可能的。同时也说

明此洗脱液的洗脱能力太强，进一步实验必须降低洗脱

能力。本实验添加对茶黄素类溶解度较低的氯仿进行实

验，洗脱剂甲醇-氯仿-丙酮-冰醋酸其比例为8:5:5:3，

此时洗脱能力虽然降低了，但仍未达到分离效果，需

要进一步降低洗脱能力即甲醇的比例。第三次选用甲

醇-氯仿-丙酮-冰醋酸其比例为3:5:5:3，此时分离效果

好，能收集到七个明显不同的色段，第一段大于 1 0 c m

(与后段间距即前一段刚好出完时与后一段的距离，下

同)，第二段0.8cm，第三段1.2cm，第四段1.0cm，第

五段2.8cm，第六段1.0cm。但洗脱时间过长(72h)。同

时也发现由于冰醋酸的沸点高浓缩困难，虽然在完全没

有冰醋酸的条件下，分离度要差，但发现分离度并不

与冰醋酸的浓度成正比，所以第四次选择洗脱剂在提高

丙酮比例的同时也降低冰醋酸的比例，这样既提高洗脱

能力缩短时间，也减少浓缩困难。此次选用甲醇-氯仿-

丙酮-冰醋酸其比例为3:5:8:0.5，同样能得到七个不同的

色段，并且时间大大缩短(36h)。

2.3 最佳上样量的选择

以上述的溶剂系统为洗脱剂，按1.2.1 的条件进行

操作，上样量分别选用 150、250、350、450mg，其

中前两种上样量分离度好，条带清晰，上样量为 350mg

的条带模糊，交叉现象严重，上样量为 4 5 0 m g 时已看

不见条带，其各物质含量也大大降低。所以最佳上样

量为250mg/50ml 聚酰胺，最大不能超过300mg/50ml 聚

酰 胺 。

2.4 最佳流速的选择

此次实验分别选用了0.2、0.4、0.6、0.8BV/h四种

流速来进行最佳流速的选择。结果发现前三种流速都能

很好的分离茶黄素类，能见七个色带，但前两种分离

时间过长，而 0.8BV/h 的流速不能达到有效分离，故

0.6BV/h 为最佳流速。

2.5 结果分析

按不同色段进行分部收集(由于前三段太少不做分

离)，再浓缩、冷冻干燥，经 H P L C 分析发现第七段为

TF(如图 2)，含量93%，第六段为TF-3'-G(如图 3)，含

量 8 5 % ，其中第四、第五段仍为混合物，只是以某种

物质为主，仍需要进一步分离。

2.6 放大实验

按 1.2.2 条件进行放大实验，上样 4.5g，最终回
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图1    茶黄素类高效液相色谱图

Fig.1      Chromatograms of theaflavins

聚酰胺(尼龙 -6，聚己内酰胺，80～100 目)。

层析柱；自动分部收集仪；旋转蒸发仪；冷冻干

燥机；高效液相色谱仪    日本Shimadzu公司。

乙腈( 色谱纯) ；丙酮、氯仿、甲醇、冰醋酸( 均

为分析纯)。

1.2 方法

1.2.1 聚酰胺层析柱分离茶黄素类单体的技术参数

柱床体积0.05L(φ1.12cm× 20cm)；上样量250mg；

上样浓度20%；洗脱剂为甲醇:氯仿:丙酮:冰醋酸=3:5:8:

0.5；等度洗脱；流速 0.6BV/h；分部收集。

1.2.2 工艺放大实验

柱床体积0.8L(φ 5cm× 100cm)；上样量4.5g。其

余同上。

1.2.3 TFs 分析色谱条件

色谱柱C18 Shim-pack VP-ODS(4.6× 150mm)；流速

0.9ml/ m i n；柱温 40℃；检测波长 280nm；进样量

10μl；流动相 A：2% 冰醋酸(HAC)，B：乙腈:乙酸乙

酯=7:1(V/V)。

表1     TFs洗脱条件

Table 1      Conditions of gradient elution for TFs

时间(min) A(%) B(%) 持续时间(min)

0 82 18 26

26 70 30 2

28 82 18 5

33 stop
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量较小的儿茶素先洗脱下来。TF后于TF-3'-G及 TF-3-G，

证明后两者所带的没食子酰基增加了它们的极性，而没

食子酰基所带的羟基并没有使TF-3'-G、TF-3-G与聚酰胺

结合，可能它们是邻位羟基，使吸附力减小的缘故[10]。

实验证实聚酰胺分离茶黄素类是可取的。最佳的分

离条件为：上样量250mg/50ml 聚酰胺，上样浓度20%，

洗脱剂为甲醇:氯仿:丙酮:冰醋酸=3:5:8:0.5，等度洗脱，

流速0.6BV/h。此条件下，TF含量为93%，得率33.78%，

回收率 69.85%；TF-3'-G 含量 85%，得率 31.56%，回

收率80.2%。由于本实验材料的限制(TF、TF-3'-G 含量

高，而 T F - 3 - G、T F D G 含量很少)，结果只得到 T F、

TF-3'-G，希望下次能制备出TF-3-G、TFDG 含量高的茶

黄素类，进一步研究 T F - 3 - G、T F D G 单体制备工艺。
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图2    TF HPLC 图谱

Fig.2      Chromatography of TF component by HPLC

收 TF1.52g，含量为 93%，得率 33.78%，TF 回收率

69.85%；TF-3'-G1.42g，含量85%，得率31.56%，TF-

3'-G 回收率80.2%。

2.7 讨论

聚酰胺为尼龙-6(聚己内酰胺)，其既亲水又亲脂，

因此它既能分离水溶性物质又能分离脂溶性物质。茶黄

素类是儿茶素的聚合物，其比儿茶素具有更多的羟基，

更易与聚酰胺形成氢键，结合更牢固。并且茶黄素类

是弱极性色素，其水溶性远不如儿茶素，况且实验选

用的流动相为甲醇-氯仿-丙酮-冰醋酸，使整个条件更

接近于反相色谱，所以儿茶素比茶黄素类先洗脱下来。

另外实验选用的是80～100 目聚酰胺，除了上述作用之

外，分子本身的大小也起到很大作用。这也使得分子
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图3    TF-3'-G HPLC 图谱

Fig.3      Chromatography of TF-3'-G component by HPLC
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