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金丝小枣环磷酸腺苷提取工艺优化
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摘要:以水为溶剂，采用回流法提取金丝小枣中的cAMP，并利用高效液相色谱法(HPLC)对提取物中的

cAMP含量进行定量分析。以cAMP提取含量及回收率作为综合评价指标，系统考察并比较了不同提取纯

化方案的效果。确定了最佳提取纯化工艺为：使用D293阴离子交换树脂进行富集纯化，最佳操作条件

为上柱枣汁pH6.0，上柱流速控制为3mL/min；以0.05mol/LHCl溶液作为洗脱剂，控制洗脱流速为

1.5mL/min；收集洗脱液后用氨水调节pH至中性(7.0)，最后采用氧化铝柱进行脱色处理。该优化

工艺能高效、稳定地提取金丝小枣中的环磷酸腺苷，为其深度开发与利用提供了可靠的技术依据。
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Abstract: Abstract: Using water as the solvent, cAMP was extracted from the jujubes by the reflux extraction method. The 

cAMP content in the extracts was quantitatively analyzed using High Performance Liquid Chromatography (HPLC). 

The extraction yield and recovery rate of cAMP were used as comprehensive evaluation indicators to systematically 

investigate and compare the effects of different extraction and purification schemes. The optimal extraction and 

purification process was determined as follows: enrichment and purification using D293 anion exchange resin, with 

the optimal conditions being the pH of the jujube juice for loading at 6.0 and a loading flow rate of 3 mL/min; using 

a 0.05 mol/L HCl solution as the eluent with an elution flow rate controlled at 1.5 mL/min; the collected eluate was 

adjusted to a neutral pH (7.0) with ammonia water, followed finally by decolorization using an alumina column. 

This optimized process can efficiently and stably extract cAMP from Leling Golden Silk Small Jujube, providing a 

reliable technical basis for its further development and utilization.
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1  引言
枣含有丰富的营养成分，一般含糖76％～88％，

含酸0.2％～1.6％，每100g含维生素C397～384.5mg，
枣含水量较低，干物质较高，出干率为69～71％[1-3]。
枣还含有维生素P、维生素A、维生素B和黄酮类物质环

磷酸腺苷（cAMP）、环磷酸鸟苷（cGMP）等[4,5]，故

枣又有“天然维生素”的美誉。

环磷酸腺苷是金丝小枣中一种重要的生物活

性物质 [6 ,7]，具有增强免疫力、改善心血管功

能、抗过敏等多种生理功效 [8]。高效、高得率

地从枣中提取cAMP一直是食品科学和中药学研

究的热点 [9]。本研究以金丝小枣为材料提取纯

化获得高纯度的cAMP，为从枣等天然植物工业

化生产cAMP药品和功能性食品奠定了基础。

2  材料与方法
2.1  材料

金丝小枣：选取无霉变金丝小枣去核后经40℃
干燥，粉碎后过60目筛，室温条件下密封保存。

实验试剂：纯度99.9%cAMP标准品，美国

Sigma公司；氢氧化钠（分析纯），盐酸（分析

纯），硝酸银（分析纯），D293阴离子交换树

脂，732阳离子交换树脂，95％酒精，氢氧化钡

（分析纯）；蒸馏水，自制。

2.2  仪器与设备

高压液相色谱仪 (包括W a t e r s T M 6 0 0高压

泵、WatersTM 486可变波长检测器、N-2000 双通道

色谱工作站)，美国Agilent公司；HZQ-Q离心机，

上海安亭科学仪器有限公司；BSZ-100自动收集

器，上海沪西分析仪器厂有限公司；HD-3紫外检测

仪，上海沪西分析仪器厂有限公司；AL204电子天

平，梅特勒托利多有限公司。

2.3  方法
2.3.1  枣汁的制备方法

目前枣汁的制备多采用醇提，本实验采用沸水

浸提15分钟[10]，收率得到了有效的提高，浸提结

果如表1表1。

2.3.2  样品的预处理、检测

残留液的处理：残留液取出50mL加入13％Ba(OH)2
溶液的上清液5mL，放入冰箱冷藏保存2h，使大部

分蛋白质沉淀，离心去沉淀，上清液取小样，用高

压液相（HPLC）检测cAMP的含量。

原枣汁样品的预处理：取原枣汁50mL，加入 
5mL 13%的饱和Ba(OH)2，离心去蛋白，HPLC检测 
cAMP 的含量。

其它洗脱液及残留液调pH为7.0后，直接取样

用高压液相检测。

2.3.3  阴离子交换树脂提取操作方法

取一定量D293阴离子交换树脂，先用1mol/L 
的NaOH溶液浸泡，后用蒸馏水洗至中性，再用 
1mol/LHCl溶液浸泡树脂3h，最后蒸馏水洗至流

出，液用硝酸银检验无浑浊，即可取500mL枣汁以

3mL/min的流速上柱。

2.3.4  四种不同方案提取 cAMP

1) 方案一：500mL枣汁经 D293 阴离子交换柱

上柱交换，然后用NaCl-HCl洗脱液（NaCl含量0.4 
mol/L，HCl含量0.1mol/L）洗脱。所得洗脱液调 pH
至7.0，然后经中性氧化铝柱脱色。最后所得流出液

进行浓缩结晶。高压液相检测cAMP含量。

2) 方案二：500mL枣汁经D293阴离子交换柱上柱

交换，然后用NaCl-HCl洗脱液（NaCl含量0.4mol/L，
HCl含量0.1mol/L）洗脱，得到的洗脱液调pH至1.0使
cAMP带正电，然后上732阳离子交换树脂（Na型）。

用0.1mol/LNaOH洗脱液洗脱。收集高峰处的洗脱液，

调pH至7.0，取小样，高压液相检测cAMP含量。

3) 方案三：500mL枣汁经D293阴离子交换树脂

提取(洗脱液0.4M NaCl-0.1 M HCl)，然后进行除盐处

理。先将阴离子交换树脂处理成 OH-型，由于cAMP 
洗脱液pH在1.0左右，此时cAMP带正电，应从树脂中

表1表1.cAMP浸提实验结果

cAMP峰高 cAMP 峰面积       cAMP浓度(mg/L)         干枣质量(kg) 枣汁体积(mL)
标样  116216.43     2969188.5   40                 - -
枣汁  34097.66         1456893.25            14.083              0.9 4550
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流出，而Cl-则被交换上柱。反应方程式：R-OH+Cl-= 
R-Cl+OH-。收集开始出峰至pH由碱变中性的流出液。

按收集先后顺序对收集试管编号1、2、3、4。用高

压液相检测各试管中cAMP的含量。

4) 方案四：500mL枣汁经D293阴离子交换树脂

上柱提取，洗脱液为0.05mol/L HCl，分段收集洗脱

液，取峰值及其左右处的收集液，同样按收集先后

顺序对收集试管编号1、2、3、4、5（峰值处），

用高压液相检测各试管中 cAMP 的含量。最后经中

性氧化铝脱色。

2.3.5  cAMP 含量计算方法

CcAMP = C×A
B×D

C―标样浓度（mg/mL） 
A―待测样品在 HPLC 中所测峰高 
B－标样在 HPLC 中所测峰高

D－校正因子（待测样品加入氢氧化钡后的体

积与原体积之比）

3  结果与分析
3.1  不同方案提取 cAMP含量分析

经高压液相检测，方案一各取样结果如表2表2。
此方案在洗脱液中加入NaCl，目的是加强洗脱液

的离子强度，使cAMP能够充分洗脱出来，因此回

收率比较高，但是此过程中引入的NaCl杂质，使得

cAMP纯度很低，结晶后成品中含有大量盐分。

表2表2.方案一操作过程中取样cAMP的含量

峰高 峰面积 浓度（mg/L）
标样

 原枣汁

残留液

 洗脱液

116216.43
34097.66

4408.4
230073.5

2969188.5
1456893.25
192527.2
6858666

40
14.083
1.8966
86.39

由于采取方案一所得cAMP洗脱液可能含有大

量阴离子杂质，方案二将cAMP调整为带正电，然

后与732阳离子交换树脂交换就有可能去掉这些杂

质。但阳离子洗脱后，cAMP含量大大降低，可能

原因是732阳离子交换树脂对cAMP吸附效果不佳。

调pH值时又引入杂质，因此，此方案所得cAMP洗
脱液含有的盐分比方案一还要高。高压液相检测结

果如表3表3。

表3.表3.方案二操作过程中取样 cAMP 的含量

峰高 峰面积 浓度

标样  116216.43   2969188.5 40
阴离子洗脱液 230073.5    6858666.0 86.39
阳离子洗脱液 42745.5     1252391.4 14.71

由于方案一和方案二操作过程中用0.4mol/L 
NaCl-0.1 mol/LHCl作为洗脱液，且调pH过程中引入

了NaOH或HCl，使得最终所得cAMP溶液含有大量

NaCl而影响后面的结晶操作。因此方案三考虑使用

阴离子交换树脂除去Cl-，再用阳离子交换树脂除

去Na+。用紫外检测仪检测流出液并对其进行部分

收集。同时检测pH的变化。收集开始出峰至pH由

碱变中性的流出液。按收集先后顺序对收集试管编

号 1、2、3、4。用高压液相检测各试管中cAMP的
含量。结果如表表44所示。可以看出，流出液cAMP含
量很低且分布不均匀。可能原因为：Cl-与树脂交

换后，OH-被交换到下流液体中使上柱液体pH不断

升高，当pH升到大于2.0时，cAMP变为带负电，部

分被交换到树脂上而不会流出。因此，除盐过程使

cAMP 回收率大大降低， 此法并非最佳工艺路线。

表4.表4.方案三操作过程中取样 cAMP 的含量

试管号 峰高 峰面积            浓度（mg/L）
标样  49451.383         1098419.250             7.5

        1             16579.307   497448.813    2.5145
 2  44257.027         1096718.125           6.7122

        3             62135.113    1552371.750    9.4237
        4            140011.344    3302543.500    21.2347

方案四采用D293阴离子交换树脂上柱，洗脱

液改为0.05 mol/L HCl，分段收集洗脱液，取峰值

及其左右处的收集液，同样按收集先后顺序对收集

试管编号1、2、3、4、5（峰值处），用高压液相

检测。从表5表5中结果可以看到，峰值处cAMP含量远

大于相邻试管收集液，证明此方法出峰比较集中。

同时，峰值处洗脱液用氨水调pH值至7.0左右，然

后上氧化铝柱脱色。如此操作溶液中就不存在 NaCl，
而是NH4Cl。NH4Cl在加热浓缩过程中分解可生成氨

气和氯化氢气体从而挥发掉。因此方案四摆脱了其它

方案工艺过程中引入大量杂质的操作，可使cAMP的
纯度有效提高，保证了cAMP结晶的完成。综合考虑

回收率、纯度及生产成本，此方法为较优工艺路线。
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3.2  不同方案比较

经计算，对不同工艺cAMP提取所得的数据汇

总，结果如表表66。由表中数据可以看出，方案四所

得cAMP提取液的cAMP含量和回收率虽然都不及方

案一高，但两者差距并不大，因方案四不会引入杂

质，在工业生产中应最先考虑此种工艺。

4  讨论
本实验中，以金丝小枣为原料，先将其按料液

比为 1:10 的比率制备成枣汁(此时pH 值大约为6.0 
左右，cAMP带负电)，然后采用D293阴离子交换树

脂提取环磷酸腺苷。研究制定了四种提取方案，并

通过实施方案得出了如下结果：

方案一：使用D293阴离子柱，用0.4MNaCl-
0.1M HCl作为洗脱液，此方案因NaCl的存在使得

洗脱液离子强度增强，回收率比较高，但是会引入

NaCl杂质，因此并非优选方案。方案二：先经一

次D293上柱，洗脱液仍为0.4M NaCl-0.1M HCl，
之后调pH值至1.0使cAMP带正电，再经732阳离子

交换树脂，洗脱液为0.1M NaOH。此方案回收率很

低，因此也非优选方案。方案三：经D293上柱洗

脱后，通过离子交换进行除盐处理，但效果不佳，

主要问题是回收率太低且出峰不集中。方案四：考

虑到在实验过程中要避免引入NaCl杂质，因此采用

0.05mol/L HCl作为洗脱液，用氨水调pH值至中性，

再经中性氧化铝脱色。此方法有两方面优点，首先

洗脱液浓度降低后，可以减少比cAMP更难洗脱的

杂质的引入。其次，用氨水调 pH 值所生成的NH4Cl
可以在蒸发浓缩过程中分解成氨气和氯化氢挥发

掉，有利于cAMP的结晶。此方案因洗脱液强度不

高，回收率会稍微有所降低。

通过对各方案所得数据的比较，并综合考虑提

取成本、生产效率及结晶操作的实现，确定方案四

为较优提取路线。操作条件为：上柱枣汁pH为6.0，
上柱流速为3mL/min，洗脱液为 0.05mol/L HCl，洗脱

流速为1.5mL/min。
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