
第28卷第12期
2 0 1 1年 1 2 月

精 细 化 工
FINE CHEMICALS

Vol． 28，No． 12

Dec． 2 0 1 1

催化与分离提纯技术

收稿日期:2011 － 08 － 19;定用日期:2011 － 10 － 28
作者简介:史高峰( 1963 － ) ，男，教授，博士，电话: 13109391608，E － mail: shigaofeng@ lut． cn。

酸碱法纯化红三叶草中总异黄酮的工艺

史高峰，蒲凌云，陈学福，王国英，祝娟娟
( 兰州理工大学 石油化工学院，甘肃 兰州 730050)

摘要:采用酸碱法及醇溶水沉法对红三叶草中总异黄酮进行了纯化工艺的研究，分别考察碱溶 pH、酸沉 pH、水
沉加水量对异黄酮含量及浸膏得率的影响。再通过正交实验得到最佳纯化工艺条件为:碱溶 pH = 8. 5，酸沉 pH
= 2. 5，加水量为异黄酮醇溶液的 6 倍量时，异黄酮质量分数可达 50%以上。
关键词:红三叶草;异黄酮;酸碱法;纯化

中图分类号:R284． 1 文献标识码:A 文章编号:1003 － 5214( 2011) 12 － 1191 － 04

A Study on the Acid-base Purification of Isoflavones in Red Clover

SHI Gao-feng，PU Ling-yun，CHEN Xue-fu，WANG Guo-ying，ZHU Juan-juan
( College of Petrochemical Engineering，Lanzhou University of Technology，Lanzhou 730050，Gansu，China)

Abstract: The purification technology with a method of acid-base and water-precipitation in purifying
the total isoflavones from red clover was studied． The effect of alkaline solution，acid settling and the
amount of water on the content of isoflavones and the yield of extractive was investigated． By the
orthogonal test L9 ( 3

3 ) ，the optimal purification conditions were ascertained as follows: pH 8. 5 of
alkaline solution，pH 2. 5 of acid settling，and six times of the amount of water． Under the optimum
conditions the content of the total isoflavones from red clover could reach 50% ．
Key words: red clover; isoflavones; acid-base method; purification

红三叶草( Trifolium pratense L． ) 是豆科多年生
的草本植物，又名红车轴、红花苜蓿、红菽草、金雀
菜、三叶草［1］。研究发现，红三叶是少数几种含有
芒柄花素 ( formononetin) 、鹰嘴豆芽素 ( biochanin ) ，
染料木素 ( genistein) 、大豆素 ( daidzein) 4 种雌激素
样异黄酮的植物之一，具有大多数异黄酮 6 倍以上
的雌激素样的活性，且具有双向调节作用。目前，红
三叶异黄酮的提取物是国际上公认的治疗妇女更年

期综合征疗效确切的植物药，其销量在美国多年来

一直名列植物药前十位，我国每年均有大量出口。
目前，红三叶草中总异黄酮一般采用乙醇提取、

大孔树脂分离的制备方法
［7］，但该方法存在分离设

备投入高、产量低、有机溶剂耗量大、分离纯化效率
低等问题。同时，根据卫生部颁发的卫法监发
［2002］135 号文件，由于大孔吸附树脂分离纯化工
艺的安全性尚在研究中，为保障食品的食用安全，卫

生部将不再受理以此工艺生产的保健食品，从而严

重限制了采用该工艺制备的异黄酮产品的应用范

围
［8］。为此，本文采用碱溶酸沉法和醇溶水沉法联
合对红三叶异黄酮进行纯化，并对其纯化工艺进行

了优化实验，得到了最佳的纯化工艺条件。

1 实验部分

1. 1 试剂与仪器
红三叶草，由甘肃岷县方正草业有限公司提供，

经中国科学院西北高原生物研究所黄荣福研究员鉴

定为豆科植物红三叶草( Trifolium pratense L． ) 的干
燥带花枝叶; 鹰嘴豆芽素标准品 ( 质量分数大于

98% ) 购自 Sigma公司;甲醇为色谱纯;无水乙醇、氢
氧化钠、硫酸均为 AR。

U －2001紫外分光光度计(日本 Hitachi公司) ，ZK
－82电热真空干燥箱( 上海市实验仪器总厂) ，AL204
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电子天平〔梅特勒 －托利多仪器(上海)有限公司〕，RE
－3000旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪器厂) ，KQ5200DE
数控超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 供试液的制备
取 100 g红三叶全草，将其粉碎，置于1 000 mL

的圆底烧瓶中，采用 V ( 体积分数为 90%乙醇) ∶ V
( 乙酸乙酯) = 4∶1 的混合溶剂进行热回流提取，其
中提取的料液质量比为 1∶8，提取温度为 75 ℃，提取
时间为 1. 5 h，共提取 3 次，合并滤液进行减压浓缩，
回收溶剂，收集浓缩液，进行真空干燥，得浸膏量为

7. 81 g，然后将浸膏用石油醚进行热回流脱脂，得到
浸膏粉 5. 2 g，采用紫外分光光度法测得其异黄酮质
量分数为 10%。然后向此浸膏中加入 100 mL 的蒸
馏水，配制成异黄酮浸膏的水溶液，备用。
1. 2. 2 红三叶草异黄酮的含量测定
标准曲线的制作:精确称取鹰嘴豆芽素 A 标准

品 9. 8 mg，用甲醇溶解并定容至 10 mL，再从此溶液
中准确吸取 0. 5 mL于 10 mL容量瓶，用甲醇定容至
刻度。精密吸取 0. 2、0. 4、0. 6、0. 8、1. 0 mL此溶液，
分别置于 10 mL容量瓶中，各自加入甲醇定容至 10
mL，在波长 260 nm 处测定吸收值。得回归标准曲
线为:

Y = 140. 6X + 0. 1254，r = 0. 999 9
其中: X是红三叶草异黄酮的浓度。
1. 2. 3 红三叶总异黄酮纯化
1. 2. 3. 1 碱溶 pH的考察
取如 1. 2. 1 节方法制备红三叶异黄酮的备用液

10 mL各 5 份，分别缓缓加入 2 mol /L的 NaOH水溶
液调节 pH至 7、7. 5、8、8. 5、9。然后进行过滤，取滤
液，缓缓向滤液中加入 2 mol /L 的硫酸溶液，调节
pH至 2. 0，在室温下静置 1 h，可观察到有黄褐色沉
淀析出，3 000 r /min离心 15 min，收集沉淀，进行真
空干燥，得黄褐色粉末浸膏。取少量浸膏粉末，用甲
醇溶解且用 10 mL容量瓶定容，用紫外分光光度法
测其总异黄酮含量。
1. 2. 3. 2 酸沉 pH的考察
取如 1. 2. 1 节方法制备红三叶异黄酮的备用液

50 mL，分别缓缓加入 2 mol /L的 NaOH 水溶液调节
pH至 8。然后进行过滤，取滤液将其分成 5 等份，
然后缓缓向滤液中加入 2 mol /L 的硫酸溶液，分别
调节 pH至 2、2. 5、3、3. 5、4，在室温下静置 1 h，可观
察到有黄褐色沉淀析出，后处理同 1. 2. 3. 1 节。
1. 2. 3． 3 水沉加水量的考察
取上述酸沉浸膏粉末 2 g 于小烧杯中，向其中

缓缓加入无水乙醇至浸膏完全溶解，过滤后，将其分

成 5 等份，然后向滤液中缓缓加入滤液量的 2 倍、4
倍、6 倍、8 倍、10 倍的蒸馏水，滤液中出现了灰绿色
絮状沉淀，静置 12 h后，后处理同 1. 2. 3. 1 节。

2 结果与分析

红三叶异黄酮属于黄酮类化合物，其结构中具

有酚羟基，显酸性，易溶于碱水中，而难溶于酸水，根

据红三叶异黄酮的理化性质，以红三叶总异黄酮含

量为指标，分别对碱溶 pH、酸沉 pH、水沉加水量分
别进行了考察，其考察结果分析如下。
2. 1 碱溶 pH的考察
不同碱溶 pH对异黄酮质量分数的影响见图 1。

图 1 不同碱液浓度对异黄酮质量分数的影响
Fig． 1 Effect of base concentration on the mass fraction of

isoflavone

由图 1 可知，碱的 pH = 8. 5 时，异黄酮质量分
数最高，可达 32%。这是由于异黄酮类化合物结构
中具有酚羟基，显酸性，易溶于碱水中，随着碱浓度

的增加，异黄酮溶解度逐渐增大，但碱性过大会破坏

黄酮的母核，从而导致异黄酮含量下降。
2. 2 酸沉 pH的考察
不同酸沉 pH对异黄酮质量分数的影响见图 2。

图 2 不同酸浓度对异黄酮质量分数的影响
Fig． 2 Effect of acid concentration on the mass fraction of

isoflavone
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由图 2可知，酸的 pH = 2. 5 时，异黄酮质量分数
最高，可达 42%。根据异黄酮类物质的结构性质可
知，异黄酮类化合物显酸性，不溶于酸性溶液中，所以

pH减小有利于异黄酮类物质析出，可与其他易溶于
酸性溶液的杂质进行分离，达到分离纯化的目的。
2. 3 水沉加水量的考察
异黄酮乙醇溶液加水量倍数对异黄酮质量分数

的影响如图 3 所示。

图 3 不同加水量倍数对异黄酮质量分数的影响
Fig． 3 Effect of water volume on the mass fraction of isoflavone

由图 3 可知，加水量为样品醇溶液的 6 倍量时，
异黄酮质量分数最高，可达 54%。这是由于异黄酮
类物质易溶于乙醇，而难溶于水。随着异黄酮乙醇
溶液加水量的增加，异黄酮类物质析出，而随着加水

量的继续增加，一些中小极性的物质也被析出，导致

异黄酮含量下降。
2. 4 最佳工艺选择
在单因素实验的基础上，选取碱溶 pH、酸沉

pH、加水量倍数为参考因素，以红三叶草中总异黄
酮含量和浸膏含量为指标，综合评分 = 0. 7 ×异黄酮
质量分数( % ) + 0. 3 ×浸膏得率( % ) ，设计 L9 ( 3

3 )

正交实验，确定红三叶草中总异黄酮的最佳纯化工

艺。因素实验表见表 1，正交实验结果见表 2。

表 1 正交实验因素水平
Table 1 Factors and levels of orthogonal test

水平

因素

A
碱溶 pH

B
酸沉 pH

C
加水量 /倍

1 8 2 6

2 8. 5 2. 5 8

3 9 3 10

由表 1 可知，异黄酮含量及得率的因素影响程
度按照从小到大的顺序排列为 RA ＞ RB ＞ RC，并得到

最佳纯化工艺条件为 A2B2C1，即碱溶 pH = 8. 5，酸
沉 pH =2. 5，加水量为异黄酮醇溶液的 6 倍量。

表 2 正交实验结果
Table 2 Results of orthogonal experiment

实验号
A
碱溶 pH

B
酸沉 pH

C
加水量 /倍

总异黄酮
质量分数 /%

浸膏得率
/%

综合
评分

1 1 1 1 49. 31 0. 91 34. 79

2 1 2 2 50. 23 0. 96 35. 45

3 1 3 3 48. 70 1. 02 34. 40

4 2 1 2 52. 85 1. 05 37. 31

5 2 2 3 54. 12 0. 99 38. 18

6 2 3 1 50. 64 1. 10 35. 78

7 3 1 3 48. 22 1. 01 34. 06

8 3 2 1 51. 48 0. 94 36. 32

9 3 3 2 47. 11 0. 98 33. 27

K1 34. 88 35. 38 35. 63

K2 37. 09 36. 65 35. 34

K3 34. 55 34. 48 35. 55

R 2. 54 2. 17 0. 29

2. 5 红三叶异黄酮酸碱纯化法重复性验证实验
如 1. 2. 1节方法制备红三叶异黄酮的备用液，向

其中加入 2 mol /L的 NaOH水溶液调节 pH = 8. 5，过
滤后，再向滤液中缓缓加入 2 mol /L 的硫酸溶液，调
节 pH =2. 5，离心后，将沉淀进行真空干燥，再用无水
乙醇进行溶解，加入乙醇溶解液 6 倍的蒸馏水，待其
完全沉淀后，离心，得异黄酮粗粉。用紫外分光光度
法测其异黄酮含量，其结果如表 3所示。

表 3 红三叶异黄酮酸碱纯化法重复性验证实验结果
Table 3 Result of verifying test in the acid-base purification of

isoflavones

实验次数 浸膏量 / g 浸膏得率 /% 异黄酮质量分数 /%

1 1. 0512 1. 05 50. 60

2 0. 9134 0. 91 52. 10

3 0. 9485 0. 95 54. 40

3 结论

采用酸碱法及醇溶水沉法对红三叶草中异黄酮

进行纯化，最佳工艺条件为:碱溶 pH = 8. 5，酸沉 pH
=2. 5，加水量为异黄酮醇溶液的 6 倍量时，红三叶
异黄酮质量分数最高，可达 50%以上。
此技术工艺简单，且制备过程中仅采用食用级

乙醇为溶剂，具有安全、污染少、成本低的优点，为开
发以异黄酮为有效成分的保健食品和医药品提供了

参考。
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本文对适用的氧化剂进行了筛选，结果见表 4。
以新制的 Ag2O 作氧化剂，成本最高，收率最低，且
氧化银的还原产物银附着在瓶壁上，难以处理。
NaClO2 和 Jone's试剂只需室温反应，但亚氯酸钠氧
化反应时间短，反应物定量转化，收率非常高，且后

处理简单，而 Jone's试剂氧化反应时间长，且现用现
配，操作繁琐。故 NaClO2 是本反应较优的氧化剂。

表 4 氧化剂对氧化反应收率的影响
Table 4 Effect of oxidant on the yield of oxidation

氧化剂

新制的 Ag2O① NaClO2 新制的 Jone's试剂②

反应时间 /h 3 1 10
反应温度 /℃ 90 20 ～ 25 20 ～ 25
收率 /% 46 99 87

①新制的 Ag2O: n( 硝酸银) ∶n〔NaOH( 1 mol /L) 〕= 1∶2，室温，搅

拌约 30 min;②三氧化铬的硫酸溶液。

3 结论

以邻香兰素为原料，在氢化钠作用下，与烯丙基

溴发生烯丙基化反应，所得到的中间体经亚氯酸钠

和氨基磺酸氧化得到 3-甲氧基-2-( 2-丙烯氧基) 苯
甲酸，然后，与甲醇作用成酯，再经过克莱森重排、氨
解反应得到目标产品———阿利苯多，反应总收率为
71. 9%。本文探索了一条合成阿利苯多的工艺路
线，此工艺具有原料易得，操作简便，条件温和，产品

收率高，易于纯化等特点。
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