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水杨梅黄酮类成分初步表征及水杨梅总黄酮抗氧化作用研究

覃开羽，张 蓓，王 莹，万永艳，梁学政，吴 敏△

（广西壮族自治区柳州市中医医院，广西 柳州 ５４５０２６）
摘要：目的 探讨水杨梅黄酮类成分的纯化工艺、表征及抗氧化作用。方法 以水杨梅总黄酮为指标性成分，比较大孔吸附树脂法、石灰

乳－硫酸法及萃取法对水杨梅总黄酮的分离纯化效果，筛选最佳纯化工艺。采用超高效液相色谱 －四极杆飞行时间串联质谱（ＵＰＬＣ－
Ｑ－ＴＯＦ／ＭＳ）法检测纯化前后的水杨梅黄酮类成分，对其进行初步表征。采用铁还原法、ＡＢＴＳ自由基清除率（以维生素 Ｃ为阳性对
照）、ＤＰＰＨ自由基清除率考察水杨梅总黄酮的抗氧化活性。结果 水杨梅最佳纯化工艺为以 ＨＰＤ－１００型大孔树脂吸附，５０％ 乙醇为
洗脱剂；纯化前、后分别检测出７８９个和７３０个化学成分，表征后分别得到３６个和２８个黄酮类成分；铁还原法测得样品溶液吸光度为
０．７４３３（阳性对照为 ０．８２３３），ＡＢＴＳ自由基清除率为 ８４．８９％，ＤＰＰＨ自由基清除率为 ４８．６９％。结论 水杨梅总黄酮可采用大孔吸附

树脂法纯化，操作简单，检测有效，且水杨梅有一定的抗氧化作用。

关键词：水杨梅；总黄酮；纯化工艺；表征；抗氧化作用；超高效液相色谱 －四极杆飞行时间串联质谱法
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水杨梅为茜草科植物水杨梅 ＡｄｉｎａｒｕｂｅｌｌａＨａｎｃｅ
的干燥带花果序犤１－２犦，一般分布在广西、湖南、四川、福

建、台湾、广东等地，好生于溪边、河边、沙滩等湿润处，

有清热利湿、解毒消肿功效，主要用于治疗湿热泄泻、痢

疾、湿疹、疮疖肿毒、风火牙痛、跌打损伤、外伤出血等。

水杨梅具有抗肿瘤、抗病毒、抗菌、抗氧化等生物活性，

其中抗氧化活性尤其显著犤３犦。水杨梅发挥抗氧化作用的有

效成分为酚酸类化合物，此化合物具有酚羟基结构犤４犦。

本课题组扩大思路，拟从水杨梅中发现新的抗氧化活性

成分犤５－８犦。鉴于黄酮类成分同样具有酚羟基结构，故也

应具有抗氧化作用。为此，本研究中以水杨梅总黄酮为

指标性成分，通过比较大孔吸附树脂法、石灰乳－硫酸

法及萃取法考察最佳纯化工艺，通过超高效液相色谱－
四极杆飞行时间串联质谱（ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ－ＭＳ）法表征
纯化前后的黄酮类成分，并研究其抗氧化作用，为水杨

梅的抗氧化作用研究提供参考犤９－１２犦。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

Ｌ５型紫外分光光度计（上海仪电分析仪器有限公
司）；ＫＲ型８０－２离心沉淀器（常州市康仁医疗器械有
限公司）；ＰＨＳ－３Ｃ型酸度计（上海光学仪器厂）；ＤＫ－
Ｓ２６型电热恒温水浴锅（上海精宏实验设备有限公司／
太仓精宏仪器设备有限公司）；ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ６５４５型
色谱仪，超高效液相色谱－四极杆飞行时间串联质谱仪
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（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＧＷＢ－１超纯水系统；层析柱
（２．５ｃｍ×２３ｃｍ／３．５ｃｍ×３３ｃｍ）；ＲＥ－５２９９型旋转蒸
发器（上海亚荣生化仪器厂）；ＡＬ２０４型电子天平（梅特
勒－托利多仪器＜上海＞有限公司）。
１．２ 试药

水杨梅，购自广西贵港绿之源中药饮片厂，经我院

吴冰副主任药师鉴定为 草科水杨梅的茎皮；芦丁对照

品（中国食品药品检定研究院，批号为 １０００８０－
２０１６１０，含量≥９９％）；ＡＢＴＳ（国药集团化学试剂有限公
司，批号为 ２０１９０７１１）；ＤＰＰＨ（国药集团化学试剂有限
公司，批号为２０１９０７３１）；维生素 Ｃ（天津力生制药股份
有限公司，批号为 ２００２００８）；ＨＰＤ－１００型大孔吸附树
脂；水饱和正丁醇、甲醇为色谱纯，其余试剂均为分析

纯，水为蒸馏水。

２ 方法与结果

２．１ 溶液制备

取芦丁对照品 １０ｍｇ，精密称定，加甲醇溶解并定
容至 ５０ｍＬ，即得质量浓度为 ０．２ｍｇ／ｍＬ的芦丁对照
品溶液。称取水杨梅药材样品粉末１０ｇ，置锥形瓶中，加
入 １５倍量的 ７０％乙醇，温度 ８０℃，回流提取 １ｈ，滤
过，浓缩，即得供试品溶液。

２．２ 检测波长确定

取芦丁对照品溶液５ｍＬ，置２５ｍＬ容量瓶中，加水
至 ６ｍＬ，加入 １ｍＬ５％亚硝酸钠溶液，摇匀，静置
６ｍｉｎ；加入１ｍＬ１０％硝酸铝溶液，摇匀，静置６ｍｉｎ；加
１０ｍＬ４％氢氧化钠溶液，用水定容，摇匀，放置１５ｍｉｎ。在
４００～６００ｎｍ波长范围内扫描，结果芦丁对照品在
５１０ｎｍ波长处有最大吸收峰，故以５１０ｎｍ作为检测波长。
２．３ 线性关系考察

精密量取芦丁对照品溶液１，２，３，４，５ｍＬ，按２．２项下
方法操作至“放置 １５ｍｉｎ”。用紫外分光光度计在
５１０ｎｍ波长处测定吸光度。以吸光度为纵坐标（Ｙ）、芦
丁对照品溶液质量浓度为横坐标（Ｘ，μｇ／ｍＬ）进行线性
回归，得回归方程 Ｙ＝０．０１３３Ｘ－０．００８５，Ｒ２＝０．９９９６
（ｎ＝５）。结果表明，芦丁质量浓度在８～４０μｇ／ｍＬ范围
为与吸光度线性关系良好。

２．４ 大孔树脂预处理和装柱

大孔吸附树脂用去离子水浸泡 １０ｈ，使之充分溶
胀，滤去水、浮游物和破碎树脂后，水洗至澄清。再用

２ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠浸泡 ８～１０ｈ，并不时搅拌，除去碱
液，水洗至中性，再经 ２ｍｏｌ／ＬＨＣｌ浸泡 ８～１０ｈ，并不
时搅拌，以除去新树脂中的各种杂质，除去酸液后水洗

至中性，然后用 ９５％乙醇浸泡 ４～６ｈ，并不时搅拌，滤
去乙醇，继续用甲醇洗脱至洗出液滴入水中不呈乳白色

混浊为止，再用去离子水洗去甲醇，湿法装柱犤１３－１４犦。装

柱前先在柱中加入一定量的水，将带水的树脂浆液倒入

柱中，将过量的水从柱底放出，保持水面高于树脂层面

３ｃｍ，并使树脂分布均匀犤１５犦。

２．５ 成分分析

色谱条件：色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８柱
（５０ｍｍ×２．１ｍｍ，１．８μｍ）；流动相为甲醇（Ａ）－水
（Ｂ），梯度洗脱（０～５ｍｉｎ时 １５％Ａ，５～１０ｍｉｎ时 ２３％Ａ，
１０～２０ｍｉｎ时 ３５％Ａ牘；流速为 ０．２ｍＬ／ｍｉｎ；柱温为
２５℃；进样量为１０μＬ。

质谱条件：采用电喷式离子源（ＥＳＩ）、正离子检测模
式，ＩＤＡ扫描，离子喷雾电压分别为（ＥＳＩ＋）５５ｋＶ，
（ＥＳＩ－）－４５００Ｖ，去簇电压（ＤＰ）分别为１００Ｖ／－１００Ｖ；
碰撞电压（ＣＥ）为３５ｅＶ；雾化气（ｇａｓ１）气压为５５ｐｓｉ；辅
助加热器（ｇａｓ２）气压为 ５５ｐｓｉ；气帘气（ＣＵＲ）气压为
３５ｐｓｉ；去溶剂温度（ＴＥＭ）为 ５００℃；扫描范围（ＴＯＦ
ＭＡＳＳＥＳ）ｍ／ｚ１００～２０００；碰撞活化扫描（ＣＥＳ）为１５ｅＶ。

成分分析：供试品溶液按前述色谱和质谱条件进样

分析纯化前后最佳工艺富集部位的主要成分。利用

ＱｕａｌｉｔａｔｉｖｅＡｎａｌｙｓｉｓＶ１０．０分析软件，分别提取正、负离
子模式下采集的样品溶液的基峰离子流图，参考文献

犤１６－１７犦，再分别结合数据库匹配和已有文献报道比
对，并对其 ｍ／ｚ及化学式进行分析犤１８犦，对其中的黄酮

类成分进行归属，定性鉴别纯化前富集部位中的 ３６个
黄酮类成分和纯化后富集部位的２８个黄酮类成分。结
果见表１和表２。
２．６ ３种纯化方法比较
２．６．１ 石灰乳－硫酸法

将水杨梅总黄酮提取液浓缩至３０ｍＬ，用石灰乳调
ｐＨ至 １２，充分反应，再用硫酸调 ｐＨ至 ５～６，持续搅
拌，静置滤过，滤渣水洗３次，滤液并入洗液，浓缩，再用
９５％乙醇定容至５０ｍＬ，待测。
２．６．２ 萃取法

将水杨梅总黄酮浓缩液 ３０ｍＬ依次用 ２０ｍＬ石油
醚、乙醚、乙酸乙酯、水饱和正丁醇各萃取 ３次，回收
溶剂，将萃取液浓缩蒸干，用 ９５％乙醇溶解，并定容至
５０ｍＬ容量瓶中，待测。
２．６．３ 大孔树脂吸附法

树脂静态吸附试验：１牘吸附时间考察。取大孔吸附
树脂 ３．０ｇ，置 １００ｍＬ具塞锥形瓶中，精密加入已知水
杨梅总黄酮质量浓度（Ｐ０）的提取液２０ｍＬ，将锥形瓶置
３５℃振荡水槽中振荡（１４０次／分），每隔 ２ｈ测定 １次
待测液质量浓度（Ｐ１），测定时间设定为 ２，４，６，８，１０ｈ，
测定至树脂吸附饱和为止，分别计算每个时间段的吸附

率 Ｖａ犤Ｖａ＝（Ｐ０－Ｐ１）／Ｐ０×１００％犦，绘制静态等温吸附
动力曲线。结果见图１Ａ。可知，吸附率随吸附时间的延
长而上升，当吸附时间为８ｈ时吸附率达到平衡。２牘ｐＨ
考察。取４份水杨梅总黄酮提取液待测液，测定 Ｐ０，将待测
液的 ｐＨ分别调至 ５．４４，５．４７，５．５０，５．５２，各取 ２０ｍＬ，
与 １．５ｇ树脂装于具塞锥形瓶中，置 ３５℃振荡水槽中
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序号

１
２
３
４
５
６
７
８
９
１０
１１
１２
１３
１４
１５
１６
１７
１８
１９
２０
２１
２２
２３
２４
２５
２６
２７
２８
２９
３０
３１
３２
３３
３４
３５
３６

保留时间（ｍｉｎ）

１０．７４９
９．０３５
８．６２３
３．４１０
１１．２５４
８．４８４
１１．８０３
８．１９３
０．６８５
１１．２４７
１５．８６０
１３．１９７
０．６７７
５．１７９
０．６７８
２．３０１
１６．５６０
１７．８４７
９．３１７
１２．１８１
１３．１４６
１７．８５０
１５．８３５
１．９５１
１６．６３７
１７．０５８
１７．０９３
１４．７４２
１３．０７１
８．２７８
０．６７８
８．１２４
８．５７４
０．７０２
１．２２７
０．６８２

分子式

Ｃ１５Ｈ１４Ｏ６
Ｃ３３Ｈ４２Ｏ１５
Ｃ４４Ｈ５０Ｏ２６
Ｃ１５Ｈ１４Ｏ５
Ｃ３４Ｈ４２Ｏ１８
Ｃ３４Ｈ３４Ｏ２０
Ｃ３９Ｈ３２Ｏ１５
Ｃ２５Ｈ２８Ｏ１５
Ｃ２４Ｈ２２Ｏ１２
Ｃ１９Ｈ１８Ｏ８
Ｃ２３Ｈ２０Ｏ６
Ｃ３０Ｈ３４Ｏ１６
Ｃ１７Ｈ１６Ｏ７
Ｃ２２Ｈ２２Ｏ１１
Ｃ２０Ｈ２０Ｏ１１
Ｃ１８Ｈ１８Ｏ８
Ｃ２１Ｈ１８Ｏ１１
Ｃ２３Ｈ２６Ｏ１２
Ｃ３３Ｈ４２Ｏ１５
Ｃ２３Ｈ２６Ｏ１０
Ｃ２８Ｈ３０Ｏ１４
Ｃ２４Ｈ２４Ｏ１１
Ｃ３１Ｈ３６Ｏ１８
Ｃ２０Ｈ２０Ｏ１１
Ｃ３０Ｈ３４Ｏ１７
Ｃ２２Ｈ２０Ｏ１２
Ｃ２８Ｈ３０Ｏ１１
Ｃ３２Ｈ３６Ｏ１９
Ｃ２４Ｈ２４Ｏ１１
Ｃ２４Ｈ２２Ｏ１３
Ｃ２８Ｈ２８Ｏ１５
Ｃ２９Ｈ３４Ｏ１８
Ｃ４０Ｈ４０Ｏ２２
Ｃ１７Ｈ１４Ｏ９
Ｃ１６Ｈ１４Ｏ７
Ｃ２８Ｈ３０Ｏ１５

理论值

２９０．０７８９
６７８．２５２２
９９４．２５５９
２７４．０８４４
７３８．２３４３
７６２．１６１５
７４０．１７５０
５６８．１４０１
５０２．１１０６
３７４．０９９８
３９２．１２６２
６５０．１８３９
３３２．０９０７
４６２．１１６７
４３６．１０１２
３６２．１００３
４４６．０８４２
４９４．１４０５
６７８．２５１８
４６２．１５２１
５９０．１６５３
４８８．１３２６
６９６．１９０３
４３６．１０１８
６６６．１７９５
４７６．０９４６
５４２．１７６５
７２４．１８４１
４８８．１３３２
５１８．１０４２
６０４．１４４３
６７０．１７２１
８７２．１９９９
３６２．０６３６
３１８．０７４０
６０６．１６３５

实测值

２９１．０８６１
７０１．２４１０
９９５．２６３２
２９２．１１７９

７６３．１６８７
７４１．１８１８
５６９．１４７３
５２５．１００４
３９７．０８９２
４１５．１１５５
６５１．１８９７
３５５．０８０１
４８５．１０５７
４５９．０９０３
３８５．０８９６
４４７．０９１３
４９５．１４７６
７０１．２４０８
４８５．１４２０
５９１．１７２４
５１１，１２１６
７１９．１７９４
４５９．０９００
６８９．１６８５
４７７．１０１１
５４３．１８３７
７２５．１９０９
５１１．１２１８
５４１．０９４５
６０５．１４８６
６７１．１７９１
８９５．１８８６
３６３．０６９９
３１９．０７９２
６０７．１６９０

化合物
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ｔａｘｉｆｏｌｉｎ３－ａｒａｂｉｎｏｓｉｄｅ
５，７，３′－ｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙ－６，４′，５′－ｔｒｉｍｅｔｈｏｘｙｆｌａｖａｎｏｎｅ
ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ７－Ｏ－ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄｅ
ｄｉｈｙｄｒｏｐｒｕｄｏｍｅｎｉｎ
ｗａｎｅｐｉｍｅｄｏｓｉｄｅＡ
ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｄｉｎＡ
ｍａｙｓｉｎ３′－ｍｅｔｈｙｌｅｔｈｅｒ
６′′－Ｏ－ａｃｅｔｙｌｇｌｙｃｉｔｉｎ
ｈａｐｌｏｓｉｄｅＣ
ｔａｘｉｆｏｌｉｎ３－ａｒａｂｉｎｏｓｉｄｅ
６′′－Ｏ－ｍａｌｏｎｙｌｎａｒｉｎｇｉｎ
ｋａｅｍｐｆｅｒｉｄｅ３－ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄｅ
ｉｋａｒｉｓｏｓｉｄｅＤ
ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ３－（４′′′，６′′′－ｄｉａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓｙｌ）（１→３）－ｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ
６′′－Ｏ－ａｃｅｔｙｌｇｌｙｃｉｔｉｎ
６′′－ｍａｌｏｎｙｌｃｏｓｍｏｓｉｉｎ
ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ３－Ｏ－ｂｅｔａ－Ｄ－２′′，３′′，４′′－ｔｒｉａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ
ｌｉｍｏｃｉｔｒｏｌ３－ａｌｐｈａ－Ｌ－ａｒａｂｉｎｏｐｙｒａｎｏｓｙｌ－（１→３）－ｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ
ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ３－（２′′－ｆｅｒｕｌｏｙｌｇｌｕｃｏｓｙｌ）－（１→２）－（６′′－ｍａｌｏｎｙｌｇｌｕｃｏｓｉｄｅ）

３，５，７，３′，４′－ｐｅｎｔａｈｙｄｒｏｘｙ－６，８－ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｆｌａｖｏｎｅ
ｄｉｈｙｄｒｏｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ
３－（１，３－ｂｅｎｚｏｄｉｏｘｏｌ－５－ｙｌ）－７－犤（２Ｓ，３Ｒ，４Ｓ，５Ｓ，６Ｒ）－６－犤犤（２Ｓ，３Ｒ，４Ｒ）－
３，４－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ－４－（ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌ）ｏｘｏｌａｎ－２－ｙｌ犦ｏｘｙｍｅｔｈｙｌ犦－３，４，５－ｔｒｉｈｙ
ｄｒｏｘｙｏｘａｎ－２－ｙｌ犦ｏｘｙ－６－ｍｅｔｈｏｘｙｃｈｒｏｍｅｎ－４－ｏｎｅ

表１ 纯化前的水杨梅黄酮类成分分析

Ｔａｂ．１ ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｏｆＡｄｉｎａｒｕｂｅｌｌａｂｅｆｏｒｅｔｈｅｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

振荡（１４０次／分）１０ｈ后静置，测定 Ｐ１，计算吸附率。结
果见图１Ｂ。可知，吸附率在ｐＨ达５．４７前有上升趋势，
达５．４７时最高，之后呈下降趋势。３牘洗脱剂体积分数考
察。移取３份已充分吸附水杨梅总黄酮的树脂，置具塞
锥形瓶中，分别加入 ３０ｍＬ体积分数分别为 ３０％，
４０％，５０％，６０％，７０％，８０％的乙醇，置 ３５℃振荡水槽
中振荡（１４０次／分）后静置，使黄酮从树脂上解析，分别
测定洗脱液浓度（Ｃ），计算洗脱率牗洗脱率 ＝洗脱液浓

度×洗脱液体积／饱和吸附量牘。结果见图１Ｃ。可知，乙
醇体积分数为 ５０％时的洗脱率最高，故在进行树脂吸
附黄酮的动态洗脱时，选用５０％乙醇作为洗脱剂。

树脂动态吸附试验：１牘动态吸附泄漏曲线。以提取
液－树脂体积比为横坐标、吸附率为纵坐标考察泄漏曲
线，当达到平衡时，吸附速率与洗脱速率相等。结果见

图２Ａ。可知，当提取液达到７倍量的树脂体积时，水杨
梅总黄酮开始出现明显泄漏，达到吸附饱和时，可处理

·药学论著·

ＰｈａｒｍａｃｙＡｒｔｉｃｌｅｓ
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序号

１
２
３
４
５
６
７
８
９
１０
１１
１２
１３
１４
１５
１６

１７
１８
１９
２０
２１
２２
２３
２４
２５
２６
２７
２８

保留时间（ｍｉｎ）

０．６８１
０．６８４
０．７００
０．７０３
０．７１２
０．７４４
０．７７３
１．１２２
１．１８５
１．８８８
５．７９３
５．９５４
８．２９３
８．７２０
８．８３７
８．８６８

９．０９７
９．９２４
１１．２４９
１１．３４０
１１．９０２
１３．１８０
１３．２９２
１３．３７８
１５．８６７
１６．４９５
１６．７４２
１７．４６５

分子式

Ｃ３６Ｈ４６Ｏ２０
Ｃ１７Ｈ１６Ｏ７
Ｃ２４Ｈ２２Ｏ１２
Ｃ２３Ｈ２４Ｏ１３
Ｃ２８Ｈ２４Ｏ１４
Ｃ２０Ｈ２０Ｏ１０
Ｃ１７Ｈ１４Ｏ９
Ｃ１６Ｈ１０Ｏ５
Ｃ１６Ｈ１４Ｏ７
Ｃ３３Ｈ３２Ｏ２０
Ｃ３３Ｈ４０Ｏ１８
Ｃ３２Ｈ３６Ｏ１８
Ｃ２５Ｈ２８Ｏ１５
Ｃ４４Ｈ５０Ｏ２６
Ｃ３４Ｈ３４Ｏ２０
Ｃ３４Ｈ４２Ｏ２１

Ｃ３３Ｈ４２Ｏ１５
Ｃ３５Ｈ４４Ｏ２０
Ｃ２５Ｈ２８Ｏ１４
Ｃ１９Ｈ１８Ｏ８
Ｃ３９Ｈ３２Ｏ１５
Ｃ２４Ｈ２６Ｏ１４
Ｃ３０Ｈ３４Ｏ１６
Ｃ１７Ｈ２４Ｏ９
Ｃ２０Ｈ１８Ｏ４
Ｃ２３Ｈ２２Ｏ１０
Ｃ３０Ｈ３４Ｏ１７
Ｃ１９Ｈ１８Ｏ８

理论值

７９８．２５６２
３３２．０８９９
５０２．１１０６
５０８．１１９２
５８４．１１５８
４２０．１０５９
３６２．０６４３
２８２．０５１６
３１８．０７３７
７４８．１４８２
７２４．２１８１
７０８．１８９５
５６８．１４０１
９９４．２５６０
７６２．１６１６
７８６．２２３４

６７８．２５２６
７８４．２０４３
５５２．１４５５
３７４．１００６
７４０．１７４８
５３８．１２９９
６５０．１８５５
３７２．１４１６
３２２．１２０６
４５８．１２２０
６６６．１８０５
３７４．１００４

实测值

８２１．２４６８
３５５．０７９３
５２５．１００３
５０９．１２６５
５８５．１２２８
４４３．０９５０
３６３．０７０９
２８３．０５９１
３１９．０８０４
７４９．１５８７
７２５．２２５８
７３１．１７９２
５６９．１４７５
９９５．２６３３
７６３．１６８８
８０９．２１２５

７０１．２４１３
７８５．２４６９
５５３．１５２６
３９７．０８９６
７４１，１８１６
５３９．１３７０
６５１．１９１４
３７３．１４９３
３２３．１２８７
４８１．１１０５
６８９．１６９４
３７５．１０７６

表２ 纯化后的水杨梅黄酮类成分分析
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体积分数 ／％

吸附率 ／％
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０
５．４３ ５．４５ ５．４７ ５．４９ ５．５１ ５．５３

ｐＨ

Ａ．吸附时间 Ｂ．ｐＨ Ｃ．乙醇体积分数
图１ 树脂静态吸附的影响因素

Ａ．Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｔｉｍｅ Ｂ．ｐＨ Ｃ．Ｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｅｔｈａｎｏｌ

Ｆｉｇ．１ Ｆａｃｔｏｒｓａｆｆｅｃｔｉｎｇｓｔａｔｉｃａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｏｆｒｅｓｉｎ

Ａ Ｂ Ｃ

１２倍量树脂的提取液，故确定水杨梅总黄酮提取液最
大上柱体积为５４０ｍＬ。２牘动态洗脱曲线。以洗脱液体积
为横坐标、洗脱液体积分数为纵坐标绘制树脂的动态洗

脱曲线，结果见图２Ｂ。可知，当洗脱液体积超过１６０ｍＬ
时，洗脱液体积分数呈逐渐下降趋势，说明水杨梅总黄酮

在洗脱液体积为１６０ｍＬ时可洗脱完全，而后逐渐减少。

２．６．４ 效果比较

大孔树脂法中，提取液体积为３１５ｍＬ左右时，水杨
梅总黄酮开始出现明显泄漏，洗脱剂体积约为 ５４０ｍＬ
时，树脂的解析达到平衡。将上述动态吸附和动态洗脱

条件下得到的洗脱液进行浓缩、真空干燥、粉碎，得精制

后的水杨梅总黄酮提取物，测定其总黄酮的得率为

·药学论著·
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吸附率 ／％
９０
８０
７０
６０
５０
４０
３０
２０
１０
０
０ ２ ４ ６ ８ １０ １２ １４ １６

提取液 －树
脂体积比

５
４
３
２
１
０

体积分数 ／％

体积 ／ｍＬ

Ａ

０．６４３％，纯度为５７．３３％。
经石灰乳－硫酸法所得产物，经分光光度计测定其

吸光度，计算其中所含总黄酮浓度，再将其烘干称定质

量，３次平行试验后，测得水杨梅总黄酮得率为
０．８７３％，纯度为３３．１７％。

水杨梅总黄酮粗提物依次经石油醚、乙醚、乙酸乙

酯、水饱和正丁醇萃取，平行试验３次，经测定水杨梅总
黄酮得率为１．１０３％，纯度为３６．３５％。

可见，测定水杨梅总黄酮的纯度大小依次为大孔树

脂法＞萃取法＞石灰乳－硫酸法。
２．７ 水杨梅总黄酮抗氧化活性

２．７．１ 溶液制备

ＡＢＴＳ溶液：将 ７ｍｍｏｌ／ＬＡＢＴＳ无水乙醇溶液与
２．４５ｎｍｏｌ／Ｌ过硫酸钾溶液等体积混合，室温避光放置
１６ｈ，形成 ＡＢＴＳ贮备液。使用时用无水乙醇稀释成
７３４ｎｍ波长处吸光度为０．７±０．０２的工作液。

ＤＰＰＨ溶液：取ＤＰＰＨ适量，精密称定，置容量瓶中，
加入无水乙醇溶解并定容，得ＤＰＰＨ溶液。避光操作。

ＰＢＳ：分别取 Ｎａ２ＨＰＯ４和 ＮａＨ２ＰＯ４粉末适量，精密
称定，置容量瓶中，加入去离子水溶解并定容，得相应溶

液，混合，得ｐＨ６．６０ＰＢＳ。
２．７．２ 抗氧化活性测定

ＡＢＴＳ自由基清除率：取ＡＢＴＳ工作液适量，置试管
中，加提取物样品溶液，混匀，室温下反应，以维生素 Ｃ
为参照进行比较，在７３４ｎｍ波长处测定其吸光度。以无水
乙醇作阴性对照，计算清除率。清除率＝（１－Ａ１／Ａ０）×
１００％。其中，Ａ１为加入供试品后的吸光度，Ａ０为阴性对
照的吸光度。结果清除率为８４．８９％。

ＤＰＰＨ自由基清除率：将 ０．１ｍＬ提取物样品溶液
及维生素Ｃ溶液分别加入一定量的ＤＰＰＨ溶液，迅速混
匀，置３７℃水箱中３０ｍｉｎ后，在５１７ｎｍ波长处进样测
定，以等体积水和无水乙醇混合液空白调零，以维生素Ｃ
作阴性对照。结果清除率为４８．６９％。

铁还原能力：取提取物样品溶液、ＰＢＳ和铁氰化钾
溶液置试管中，混匀，５０℃反应 ２０ｍｉｎ，加入 １０％三氯
乙酸终止反应，３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取上清液，加
水和三氯化铁溶液，混匀，１０ｍｉｎ后，于 ７００ｎｍ波长处
进样测定。以维生素 Ｃ为阳性对照，吸光度为０．８２３３，
提取物样品溶液吸光度为０．７４３３。
３ 讨论

３．１ ３种分离纯化方法比较
黄酮类成分的分离纯化方法较多，如聚酰胺柱层

析法、液 －液萃取法、大孔树脂吸附法，以及超临界萃
取法、超滤法、溶剂气浮等新技术。本研究中从操作

性、经济性、有效性 ３个方面综合考虑，最终选择了萃
取法、石灰乳 －硫酸法、大孔吸附树脂法 ３种分离纯
化方法。

萃取法是运用几种不同极性的有机溶剂将水杨梅

粗提物除黄酮外的其他成分提取分离。由于相似相溶的

原理，极性相似的成分均可被分离出来，但与黄酮极性

相似的成分同样可保留下来。此方法虽然操作简单、耗

时短，但重复操作萃取步骤易造成有效成分损耗过多，

且使用多种极性溶剂成本过高，易造成环境污染，后期

回收难度大，提纯率也欠佳，故不是分离纯化黄酮类成

分的最佳方法。

石灰乳 －硫酸法是简单的分离方法，利用“碱提酸
沉”的方法提取分离黄酮类成分。黄酮类成分含有多个

酚羟基，显弱酸性，易溶于碱性溶液而遇酸性溶液则沉

淀析出。本操作虽然简单易行，但对于溶液的酸碱度要

求较严格，若碱浓度过高易破坏黄酮母核，影响有效成

分的提取，酸性也不宜过强，以免生成 盐致使析出的

沉淀又重新溶解，降低产品得率。结果证实，此方法的总

黄酮得率略低，故不作最佳提取方法。

大孔吸附树脂属有机高聚物吸附剂，具有选择性

好、吸附量大等特点，且再生处理简便，尤其适用于黄酮

类成分的分离纯化，也利于大规模生产犤１９－２２犦。大孔吸附

树脂法最大的不足在于耗时长，成本花费主要在时间

上。从树脂的活化操作开始，直至纯化过程中树脂的吸

附、洗脱，均需耗费大量时间。且大孔吸附是由于物理吸

附的原理，依靠分子之间的范德华力，通过比表面进行物

理吸附而工作，不受化学试剂的影响，损耗较小。此方法

最终得到分离纯化的黄酮类成分得率远高于其他 ２种
方法，故本研究中选择其作为最佳分离纯化工艺。

·药学论著·
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Ａ．总黄酮动态吸附泄漏曲线 Ｂ．树脂动态洗脱曲线
图２ 树脂动态吸附试验曲线图
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３．２ 化合物表征

本研究中运用 ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ／ＭＳ技术，通过比
对数据库匹配度较高的黄酮类成分进行了初步分析，有

效表征了纯化前（３６个）、纯化后（２８个）水杨梅的黄酮
类成分犤２３－２７犦，其中有９种为相同的黄酮类化合物。可能
是由于纯化工艺的影响，导致某些黄酮类化合物不被富

集，纯化后检测出新的黄酮类化合物则可能是由于富集

后有效提高了该类化合物的含量，故能被仪器所识别。

这与纯化后检出的化合物总数多于纯化前的情况相符。

本研究中通过初步结构表征结合抗氧化活性的文献报

道，对水杨梅有抗氧化活性的黄酮类成分进行初步归

属，发现槲皮素类成分发挥了主要作用。

３．３ 抗氧化活性测定

本研究中抗氧化能力的３种方法体外测定机制不
完全一致，其中 ＡＢＴＳ法、ＤＰＰＨ法以清除自由基为基
础，铁还原法主要通过测定待测物的还原能力。

ＡＢＴＳ法、ＤＰＰＨ法均会生成新的配对化合物，吸光
度也随之改变，故可通过比色法进行定量分析，从而判

定抗氧化成分的活性。铁还原法是当试剂与抗氧化成分

反应后，在酸性条件下与三氯化铁反应生成普鲁士蓝，

在７００ｎｍ波长处有吸收，从而判定其抗氧化活性。
３种方法均利用吸光度原理进行抗氧化活性测定，

方法简单易行，且重复性好，３种反应强度均与抗氧化
成分的活性呈量效关系，结果均证实水杨梅总黄酮有一

定抗氧化活性。但本研究中仅探讨了水杨梅是否具有抗

氧化活性，并未作进一步的活性分析。具体是何种成分

发挥了作用，有待运用对照品结合一级质谱相对分子

量、二级质谱裂解结构进行分析，从而为下一步抗氧化

试验打下基础。
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