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黑豆种皮中原花青素的提取和纯化研究 
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（江苏第二师范学院生命科学与化学化工学院，江苏省生物功能分子重点建设实验室，江苏南京 210013） 

摘要：本文主要研究黑豆（Phaseolus vulgaris）种皮中原花青素的提取和纯化方法。通过使用超声波辅助提取法粗提原花青素

（Procyanidins，PC），以 AB-8 型大孔树脂吸附法纯化粗提物，并对纯化产物进行了红外色谱定性分析。单因素提取实验结果显示：

提取条件分别在乙醇的浓度为 60%，提取时间在 40 min，料液比为 1:20 以及提取温度为 50 ℃时提取效率相对较高。随后正交试验结

果显示了最优综合提取条件为：乙醇浓度为 60%、提取时间为 50 min、料液比为 1:20 (m/V)、提取温度为 60 ℃；确定了 AB-8 型大孔

树脂纯化工艺的最佳动态吸附和解析条件为：以 0.6 mg/mL 的原花青素粗提液为上样液质量浓度，流速为 1.0 mL/min，吸附平衡时间

为 4 h，60%的乙醇溶液作为洗脱液，洗脱流速 1.5 mL/min，解析时间为 3 h；且红外光谱定性分析显示以上条件纯化原花青素相对有

效。 
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Abstract: In this study, extraction and purification methods of procyanidins from black bean seed coats was investigated. The 

procyanidins (PC) were extracted by ultrasonic assisted extraction and the crude extracts were purified by AB-8 macroporous resin adsorption 

method. The purified products were analyzed by infrared spectrum. The results of single factor experiments showed that the extraction method 

was more relatively effective when the concentration of ethanol was 60%, the extraction time was 50 mins, the solid-liquid ratio was 1:20 (m/V) 

and extraction temperature was 50℃. Whereafter, the results of orthogonal test showed that the optimal extraction conditions were as follows: 

the ethanol concentration of 60%, the extraction time of 50 mins, the solid-liquid ratio of 1:20 (m/V), and the extraction temperature of 60℃. The 

optimal dynamic adsorption and analytical conditions of the purification of AB-8 macroporous resin were as follows: 0.6 mg/mL procyanidins 

extract, the flow rate of 1 mL/min, the adsorption equilibrium time of 4 h, 60% ethanol solution as the eluent, elution flow rate of 1.5 mL/min, 

the elution balance time of 3 h. Qualitative analysis by infrared spectroscopy showed that the above conditions for the purification of 

proanthocyanidins were relatively effective. 
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黑豆（Phaseolus vulgaris）是豆科植物大豆的成

熟的黑色种子。黑豆的种皮是黑色的，子叶有黄色或

者绿色的，分为黄仁黑豆、青仁黑豆和恒春黑豆 3 个

品种。种植面积较广，原产于我国黑龙江、吉林、辽

宁和安徽，现在山东、河南、河北和江苏均有种植。

黑豆的营养价值很丰富，具有高蛋白、低脂肪的特点，

并含有维生素和多种微量元素。中医学认为，黑豆是

一种经济、有助于抗衰老、具有医食同疗的特殊功能 
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食品，尤其是其黑紫色的豆皮富含具有抗氧化作用的

原花青素[1]。 
原花青素（procyanidins，PC）是自然界中广泛存

在于植物体中的一类多酚类化合物，是从植物中分离

到的一种无色的物质，一般将在无机酸存在时、在加

热条件下可以产生红色花青素的一类多酚化合物统称

为原花青素[2]。原花青素由儿茶素、表儿茶素单体和

不同数量的儿茶素或表儿茶素聚合体组成，聚合体又

分为低聚体和高聚体[3]。现代医学认为，人体的许多

疾病都和体内存在的自由基有关，大量研究表明，原

花青素是目前研究发现的容易获得、最强效的自由基

清除剂。原花青素低聚体具有高效的抗氧化活性，其

清除自由基能力是 VE的 50 倍、Vc 的 20 倍[4]。还具
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有保护心血管系统、降血糖、抗肿瘤、延缓皮肤衰老、

抑菌和抗疲劳等作用，并作为保健食品被大量生产，

被广泛应用于药品、食品、保健食品和化妆品等领域
[5]，是极具经济价值与市场开发价值的天然产物。 

原花青素大多存在于植物的树皮、果皮及种皮中，

目前市场上原花青素主要来源于松树皮、葡萄皮、葡

萄籽和荔枝皮等，但从黑豆种皮中提取、纯化原花青

素并进行系统化分析的报道较少。本文旨在研究黑豆

种皮中原花青素的提取、纯化方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

黑豆（产自福建省三明市）；无水乙醇、甲醇、盐

酸（ω%：36.0~38.0）和氢氧化钠等试剂（南京化学

试剂股份有限公司）；柠檬酸（西陇化工股份有限公

司）；柠檬酸三钠（国药集团化学试剂有限公司）；Tris 
（Biosharp公司）；儿茶素标准品（Sigma-aldrich公司）；

香草醛（生物工程股份有限公司）；AB-8 大孔树脂（西

安瀚宇树脂科技有限公司）。 

1.2  仪器与设备 

高功率数控超声波清洗器（超声仪器有限公司）；

破壁料理机（九阳股份有限公司）；BSA224S 电子天

平（赛多利斯科学仪器有限公司）；SHZ-Ⅲ循环水式

真空泵（科尔仪器设备有限公司）；安泰生物安全柜（苏

净集团有限公司）；分光光度计（Thermo 公司）；数显

恒温水浴锅（荣华仪器制造有限公司）；冷冻干燥机

（Telstar 公司）；真空浓缩仪（Eppendorf 公司）。 

1.3  方法 

1.3.1  原花青素浓度的测量方法 
采用香草醛-盐酸法测量黑豆种皮原花青素粗提

物的浓度。以甲醇为溶剂，配置浓度为 2%的香草醛

甲醇溶液，现配现用。测量时，取 1 mL 提取液于试

管中（若提取液浓度过高，将其稀释 10 倍后再取），

加入 5 mL 的 2%香草醛甲醇溶液，再加入 1 mL 的浓

盐酸，震荡摇匀后，于 500 nm 波长下测量吸光值。 
以儿茶素为标准品，配置浓度分别为 0.1 mg/mL、

0.2 mg/mL、0.3 mg/mL、0.4 mg/mL、0.5 mg/mL 的儿

茶素标准溶液，使用香草醛-盐酸法于 500 nm 下测量

吸光值。以儿茶素浓度（mg/mL）为 x 轴，吸光度值

A 为 y 轴，绘制标准曲线并得到直线方程如下： 
y=0.98x +0.0193，R2 = 0.9931 

1.3.2  原花青素提取单因素试验 

1.3.2.1  乙醇浓度对原花青素提取效果的影响 
剥取一定量的黑豆种皮，使用料理机磨碎成粉末，

称取 1 g 黑豆种皮粉末置于锥形瓶中，分别加入 55%、

60%、65%、70%和 75%的 5 个不同浓度的乙醇溶液，

料液比为 1:20(m/V)，使用封口膜封闭锥形瓶。然后将

样品放入超声波清洗仪中，使用 100%功率，在 60 ℃
下提取 30 min。将提取液进行抽滤除去固体颗粒，分

别取 1 mL 提取液按照香草醛-盐酸法测定原花青素含

量。 
1.3.2.2  提取时间对原花青素提取效果的影响 

剥取一定量的黑豆种皮，使用料理机磨碎成粉末，

称取 1 g 黑豆种皮粉末置于锥形瓶中，加入 60%的乙

醇溶液，料液比为 1:20(m/V)，使用封口膜封闭锥形瓶。

然后将样品放入超声波清洗仪中，使用 100%功率，

在 60 ℃下进行提取，设定 5 个不同的提取时间分别为

20 min、30 min、40 min、50 min 和 60 min。将提取液

进行抽滤除去固体颗粒，分别取 1 mL 提取液按照香

草醛-盐酸法测定原花青素含量。 
1.3.2.3  料液比对原花青素提取效果的影响 

剥取一定量的黑豆种皮，使用料理机磨碎成粉末，

称取 1 g 黑豆种皮粉末置于锥形瓶中，加入 60%的乙

醇溶液，设定 5 个不同的料液比分别为 1:10、1:20、
1:30、1:40、1:50(m/V)，使用封口膜封闭锥形瓶。然

后将样品放入超声波清洗仪中，使用 100%功率，在

60 ℃下提取，提取时间为 30 min。将提取液进行抽滤

除去固体颗粒，分别取 1 mL 提取液按照香草醛-盐酸

法测定原花青素含量。 
1.3.2.4  提取温度对原花青素提取效果的影响 

剥取一定量的黑豆种皮，使用料理机磨碎成粉末，

称取 1 g 黑豆种皮粉末置于锥形瓶中，加入 60%的乙

醇溶液，料液比为 1:20(m/V)，使用封口膜封闭锥形瓶。

然后将样品放入超声波清洗仪中，使用 100%功率，

设置5个不同的温度分别为40 ℃、50 ℃、60 ℃和70 ℃
进行提取，提取时间 30 min。将提取液进行抽滤除去

固体颗粒。分别取 1 mL 提取液按照香草醛-盐酸法测

定原花青素含量。 
1.3.2.5  原花青素提取正交试验方法 

为了更加准确的确定黑豆种皮原花青素的提取条

件，根据正交实验原理，在前述的乙醇浓度、提取时

间、提取温度、料液比、提取次数 4 个单因素实验的

基础之上，分别选取较优的 3 个水平进行试验，重复

两次并取平均值，最后进行结果分析。原花青素提取

率的计算： 
提取率(%)=(粗提液中原花青素质量/黑豆种皮质

量)×100% 
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1.3.3  原花青素粗提物的纯化研究 
按照 1.3.3 优化的最优方法得到的黑豆种皮原花

青素粗提液经真空浓缩[6]、冷冻、干燥成粉末备用。

采用大孔树脂层析柱进行纯化处理。大孔树脂多为工

业型原料，含有碱等防腐剂，因此使用前须预处理除

去杂质。取适量大孔树脂于无水乙醇中静置 24 h，令

树脂充分水合后用蒸馏水洗至无醇；其次用 5%的盐

酸溶液浸泡树脂 12 h，用蒸馏水洗至中性；再置于 5%
氢氧化钠溶液中浸没 12 h 后用蒸馏水冲洗；最后置于

蒸馏水中备用[7]；采用大孔树脂湿法装柱待用[8]，研究

动态的吸附与解析条件。 
1.3.3.1  确定最佳上样液流速 

配制上样液浓度为 0.6 mg/mL，测出吸光值 A0。

将 20 mL AB-8 大孔树脂湿法装柱，分别以 0.4、0.6、
0.8、1.0 mL/min 的流速上样，流出液每到 10 mL 收集

一次，测吸光值 A1。当 A1值趋于稳定时，停止上样，

绘制泄露曲线，确定最佳上样液流速。 
1.3.3.2  确定吸附液的最适浓度 

量取 20 mL AB-8 大孔树脂，湿法装柱。上样液

质量浓度分别为 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mg/mL，分

别测上样液的吸光度值 A0
[9]，以最佳上样液流速上样

20 mL，待上样液全部通过层析柱后，测出流出液的

吸光值 A1，计算吸附率并绘制曲线，确定吸附液的最

适浓度。 
1.3.3.3  选择最佳洗脱流速 

量取 20 mL AB-8 大孔树脂，以上述最佳浓度的

溶液上样使其吸附饱和，先用适量的去离子水洗脱有

机酸、糖类等杂质（可进行速度调试），然后用静态吸

附试验选择出最优浓度的乙醇溶液洗脱，分别以 0.5、
1、1.5 mL/min 的流速洗脱，每收集 10 mL 流出液时，

测吸光值 A2，绘制相应曲线，选择最佳洗脱流速。 
1.3.4  原花青素纯化产物的红外色谱定性分析 

称量纯化后的黑豆皮原花青素固体粉末约 2 mg，
与溴化钾充分研磨，进行干燥处理。经压片处理 5 min
后，得到原花青素-溴化钾圆片，在红外分光光度计中

进行红外光谱扫描，得到红外光谱图[10]。 

1.4  数据分析 

数据处理及作图采用 SPSS 和 Microsoft Excel 分
析软件。 

2  结果与讨论 

2.1  原花青素提取效果单因素实验分析 

 

  
图 1 乙醇浓度（a）、提取时间（b）、料液比（c）、和提取温度

（d）对原花青素提取效果影响的结果 
Fig.1 Effects of ethanol concentration (a), extraction time (b), 

solid-liquid ratio (c) and extraction temperature (d) on the 

extraction of procyanidins 
根据图 1(a)结果所示，乙醇的浓度在低于 60%时， 

随着乙醇浓度的增加，黑豆种皮中原花青素的提取效

果呈上升趋势；当乙醇的浓度高于 60%时，随着乙醇 
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浓度的增加，提取效果反而呈下降趋势，乙醇浓度过

高反而不利于提取。因此，采用 55%、60%、65%作

为正交试验中乙醇浓度三个水平。 
提取时间对原花青素提取效果影响的结果如图

1(b)所示。提取时间在 40 min 之前，黑豆种皮中原花

青素的提取效果随着提取时间的延长而呈上升趋势；

提取时间在 40 min 之后，提取效果随着提取时间的延

长而呈下降趋势，提取时间过长可能会导致原花青素

的稳定性下降，反而降低了提取率。 
因此，采用 30 min、40 min 和 50 min 作为正交试

验的提取时间三个水平。 
根据图 1(c)结果所示，黑豆种皮中原花青素的提

取浓度随着料液比的增大而升高，但是料液比过高会

造成材料的浪费。再根据提取率来看，料液比在低于

1:30 时，提取率随着料液比的增高而降低，料液比在

1:30~1:10 之间，提取率有峰值，料液比为 1:20 (m/V)
的时候提取率水平较高，但仍低于料液比为 1:50 的提

取率。但是 1:50 的溶液量过多，考虑到后期的浓缩以

及溶液的节省问题，因此，采用 1:30、1:20、1:10 (m/V)
作为正交试验的中料液比的三个水平。 

提取温度对原花青素提取效果影响的结果如图

1(d)所示。提取温度在 50 ℃之前，黑豆种皮中原花青

素的提取效果随着提取温度的升高而呈上升趋势；提

取温度在 50 ℃之后，提取效果随着提取温度的升高而

呈下降趋势，提取时间过高可能会导致原花青素的稳

定性下降，反而降低了提取率。因此，采用 40 ℃、50 ℃
和 60 ℃作为正交试验中提取温度三个水平。 

2.2  原花青素提取效果正交实验分析 

在正交单因素实验的基础之上，对影响黑豆种皮

原花青素粗提物提取效果的 4 个主要因素：乙醇浓度

(A)、提取时间(B)、料液比(C)和提取温度(D)进行分析，

分别选取 3 个水平，采用 L9(34)正交实验进行最佳提

取条件实验分析，具体设计参照表 1。 
表1 正交试验设计 

Table 1 The design of orthogonal experiment 

因素 

名称 

A B C D 

乙醇浓度

/% 

提取时间

/min 

料液比

(m/V) 

提取温度

/℃ 

水平 1 55 30 1:10 50 

水平 2 60 40 1:20 60 
水平 3 65 50 1:30 70 

由表 2 的正交试验结果可知，料液比和乙醇浓度

对黑豆种皮的原花青素提取效果影响较大，相比较之

下，提取温度和提取时间影响较小。 

四个因素对黑豆种皮中原花青素的提取效果的显

著性依次是：料液比(m/V)>乙醇浓度(%)>提取温度

(℃)>提取时间(min)。根据均值的结果得出，黑豆种皮

原花青素的最优提取条件是 A2B3C1D2。但根据料液比

的单因素试验，当料液比为 1:10(m/V)时，提取率较低，

浪费原材料，并且乙醇易挥发，会导致溶液过少，不

利于工业化生产，所以最终选用的料液比为

1:20(m/V)。因此确定的最优提取条件为 A2B3C2D2，即

乙醇浓度为 60%、提取时间为 50 min、料液比为 1:20 
(m/V)、提取温度为 60 ℃。 

童锡迪等[11]、张海晖等[12]、孙智达等[13]和姜霞等
[14]分别研究了莲子壳、板栗壳中、沙枣果肉和葡萄籽

中原花青素的最佳提取工艺，研究结果显示乙醇浓度

介于 50%~72%之间，提取温度在介于 40 ℃和 76 ℃之

间，料液比为 1:7(m/V)至 1:15(m/V)不等，由于均未使

用超声波辅助提取，所以提取时间都较长。 
QIN 等人使用超声波辅助提取法研究了红景天中

原花青素的最优提取条件，其最佳提取条件如下：料

液比为 1:40 (m/V)、乙醇浓度为 60%，提取温度为

50 ℃，提取时间为 30 min[15]，同本文的最终结果较为

接近。因为所使用的提取材料都不同，所以最佳提取

条件会有所偏差，但均在一定的较小的范围内波动。 
表2 正交试验设计分析结果 

Table 2 The analysis results of orthogonal experiment 

编

号

A B C D 

吸光值 乙醇浓

度/% 

提取时

间/min 

料液比

(m/V) 

提取温度

/℃ 

1 1 1 1 1 0.72±0.01 

2 1 2 2 2 0.49±0.01

3 1 3 3 3 0.28±0.01

4 2 2 3 1 0.31±0.02

5 2 3 1 2 1.14±0.01

6 2 1 2 3 0.57±0.01

7 3 3 2 1 0.35±0.00

8 3 1 3 2 0.21±0.01

9 3 2 1 3 0.72±0.01

K1 1.49 1.50 2.58 1.38  

K2 2.07 1.52  1.41 1.85  

K3 1.28 1.77  0.79  1.56  

k1 0.50 0.50  0.86  0.46  

k2 0.67 0.51 0.47  0.62  

k3 0.43 0.59  0.26 0.52 

R 0.25 0.08 0.60 0.16  
最优组合 A2B3C1D2 
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2.3  黑豆种皮原花青素动态吸附和解析研究 

2.3.1  上样液流速对动态吸附的影响 

 
图2 上样液流速对动态吸附的影响 

Fig.2 Effects of different sampling velocities on the dynamic 

adsorption 

由图 2 上样液流速对动态吸附的影响曲线可知，

不同流速的上样液导致吸附效率不同。本试验每当流

出液体积到 10 mL 时测量吸光值，图中虽然展示流出

液体积相同情况下，流速较慢，吸光值越较快达到饱

和。但是上样液 0.4 mL/min 的流速需 25 min 才流出

10 mL，而流速为 1 mL/min 的上样液只需要 10 min。
图中也显示最后各流速吸光值饱和值相似且 1.0 
mL/min 的流速饱和值略大，因此综合考虑时间因素决

定选用 1.0 mL/min 的上样液流速以提高效率。 

2.3.2  上样液浓度对动态吸附的影响 

 

图3 上样液浓度对动态吸附的影响 

Fig.3 Effects of different sampling concentrations on the 

dynamic adsorption 

由图 3 可知，一定范围内，吸附率随着上样液浓

度增大而增大，到了 0.6 mg/mL 后呈下降趋势，可能

由于上样液浓度过大，超出树脂吸附限量。因此，选

用上样液浓度为 0.6 mg/mL。 
2.3.3  洗脱液流速对解析速度的影响 

由图 4 可知，不同的洗脱液流速进行洗脱，洗脱

的峰值较为集中，说明洗脱流速对洗脱剂量影响不大，

综合考虑实验所耗时间，选择速度稍快的 1.5 mL/min
作为最佳解析流速。 

 

图4 洗脱液流速对解析速度的影响 

Fig.4 Effects of different eluent velocities on the elution 

efficiency 

本实验选取 AB-8 型大孔树脂，张继曼等纯化黑

豆花色苷时通过动态和静态试验最终也选取 AB-8 型

大孔树脂[16]，王少波等也通过比较发现 AB-8 型大孔

树脂吸附与解析率最高[17]。原因可能在于黑豆中原花

青素物质属于弱极性化合物，AB-8 型树脂能较易吸附

带有一定的极性和亲水性的物质。 
本实验最佳纯化条件为：吸附平衡时间 4 h，解析

平衡时间 3 h，上样液浓度为 0.6 mg/mL，流速 1.0 
mL/min，洗脱液乙醇浓度 60%，洗脱液流速 1.5 
mL/min。 

宋岩等[18]2013 年对黑豆花色苷提取纯化研究中，

大孔树脂吸附平衡与解析时间分别为 40 min 和 70 
min，比本实验时间短，原因可能为其静态吸附使用

了 200 mL 花色苷粗提样，吸附迅速达到饱和，本试

验仅用 30 mL 粗提液，所以时间较长。于立梅等以马

尾松树皮的原花青素为对象进行纯化研究中，通过

LSA-10 树脂的上样液与解析液流速与本实验相同，而

上样浓度为 12.5 mg/mL[19]，部分原因可能是大孔树脂

型号不同导致吸附量不同。 
2.3.4  原花青素提取物的红外光谱分析 

红外光谱图数据显示，黑豆皮原花青素的粗提物、

纯化物和标准品的透过率(T%)逐步降低，说明纯化工

艺奏效，纯化物含有的吸光杂质成分比粗提物少，因

此透过率 T 值较低。由于提供的标准品为儿茶素，而

原花青素除了含有儿茶素外，还有表儿茶素及其他多

聚体，因此标准品的峰值较少。纯化物出现与标准品

相同情况的几次尖峰、双峰或肩峰，而粗提物却无相

似的特征峰出现。红外光谱图显示，在 1500~1600 cm-1

间，出现苯环振动的吸收峰，在 3400 cm-1处峰为原花

青素的羟基振动。因此，红外图谱显示本实验的纯化
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工艺确实奏效，纯化物含有纯度更好的原花青素。
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