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葡萄籽原花青素结构单元的红外光谱分析
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摘 要：对葡萄籽原花青素粗提物及其纯化物的红外光谱分析发现，在1 520～1 540 cm_有一个

峰，从而推断其基本结构单元主要为原花青定(即B环为邻苯二酚)。由于采用体积分数30％乙醇

洗脱纯化物除原花青素外还含有一定量的酚酸，而体积分数50％和70％乙醇洗脱纯化物以原花青

素(结构单元主要为花青定)为主，因此乙醇洗脱纯化物的红外光谱图在1 380 1 100 am叫和750

～850 am-1有一定差别，而体积分数70％和50％的乙醇洗脱纯化物红外光谱图比较相近，仅在

1 000 1 200cm叫处有细微差剐．将葡萄籽原花青素在热酸条件下进行醇解，用LC～MS测定其

醇解后的基本结构单元，结果表明葡萄籽原花青素醇解产物为矢车菊素，从而证明葡萄籽原花青

素基本结构单元为花青定，这与其红外光谱图特征峰的推断相吻合．
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The Analysis of’the Infrared Spectra of Grape Seed Proanthocyanidins

LI Chun—yang，XU Shi—ying， WANG Zhang

(School of Food Science and Technology，Ministry of Education，Southern Yangtze University，Wuxi 214036，

China)

Abstract：By analysis of the Infrared Spectra of crude proanthocyanidin and purified

proanthocyanidin extracted from grape seed，a single peak at 1 520～1 540 am一1 region was

observed，which could be used to verify the fact that，the basic structural unit of grape seed

proanthocyanidin mainly contains tWO hydroxyls on B ring．Meanwhile，there are some difference

between purified extract No．1(the elutes in big hole resin by 30％ethan01)and the purified

extract No．2(the elutes in big hole resin by 50％ethan01)or No．3(the elutes in big hole resin by

70％ethan01)in the Infrared Spectra of 1 380～1 100 cm_1 and 750～850 cm～．The purified

extracts No． 1 possessed some phenolic acid， which has different structure from

proanthocyanidin，the purified extracts No．2 and No．3 are all proanthocyanidin with the basic

structural unit of procyanidin．The infrared spectra of purified extract No．2 and No．3 is very

similar except 1ittle difference in the 1 000----1 200 cm～region．The result of depolymerization of

the grape seed proanthocyanidin under hot acidic alcoh01． and analysis with LC—MS，showed

that they are all cyanidins．The result verified that the basic structural unit of grape seed

proanthocyanidin is cyanidin．That is consistent with the conclusion deduced from the infrared

characteristic peaks．
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原花青素(proanthocyanidin)是指从植物中分

离出来，广泛存在于自然界的黄烷一3一醇类化合物及

其聚合物，其结构通式见图1．植物体中原花青素常

常是聚合度不同的混合物[1]，含有多种同分异构体

，各组分间性质接近口]，不易分离．葡萄籽原花青素

主要以花青定和翠雀定两种基本结构单元为主，经

聚合而成多聚物．花青定和翠雀定的区别在于其B

环分别为邻苯二酚和连苯三酚结构，其含量和比例

变化会使葡萄籽原花青素的性质产生一定差异口]．

定性研究葡萄籽原花青素结构单元花青定和翠雀

定的红外特征光谱图，可以初步判断两者在原花青

素中的比例以及原花青素的性质和特征C43．
oH

H0

原花青素n为0～10 R3=H或OH

图1原花青素结构通式

Fig．1 Proanthocyanidions structural formula

20世纪40年代，马斯魁勒博士最先从花生仁

的包衣中提取出原花青素，后又发现法国海岸的树

皮中也含有大量的原花青素[5]．20世纪70年代，一

些学者将研究目光投向葡萄籽，发现葡萄籽含有丰

富的原花青素，并对其提取工艺、结构、性质和功能

进行了研究．据报道，低聚原花青素(oligomeric

proanthocyanidins)具有强大的抗氧化性，在体内抗

氧化、清除自由基的能力分别是VE的50倍和VC

的20倍[6]，一般将葡萄籽原花青素作为功能性成

分添加于药品或保健食品中．目前，国外利用色谱

法对原花青素的提取、分离、纯化，以及单体结构研

究较多，而用红外光谱法对原花青素进行定量和定

性研究较少，国内尚未见报道．由于葡萄籽原花青

素的结构复杂，仅发现的原花青素二聚体就有8种

同分异构体，且其性质十分接近，因此很难通过分

离纯化获得单一结构的原花青素，得到的只能是具

有一定相对分子质量分布范围的原花青素聚合体．

对于聚合度差异较大、同分异构体较多的原花青素

来说，人们很难通过分离纯化获得聚合度、单元结

构以及单元键合方式相同的原花青素，因此需采用

简便易行的方法测定和判断原花青素的基本单元

结构．国外利用红外光谱法对基本结构单元不同的

聚原花青素进行了一定的研究[4]，根据原花青素基

本结构单元中花青定和翠雀定所占比例多少，将其

红外谱图划分为5种类型，用于原花青素所含单元

结构类型的定性判断．作者对红外光谱法分析葡萄

籽原花青素结构单元的组成进行了初步探讨和研

究．该方法操作过程简单，有一定的应用价值．

1材料与方法

1．1材 料

葡萄籽：秦皇岛华城葡萄酒有限公司提供；原

花青素标样：天津尖峰天然产物研究开发公司提

供；HP一2MGL大孔吸附树脂：日本三菱公司产品；

化学试剂：甲醇、乙醇、盐酸、香草醛均为分析纯．

富立叶变换红外光谱仪Nicolet Nexus FT—IR

spectrometer Thermo Electron Corparation

1．2方法

1．2．1 葡萄籽原花青素的提取 称取100 g真空

干燥葡萄籽，用中药粉碎机粉碎后，加入体积分数

70％乙醇进行提取，浓缩后即得原花青素粗提液，

再经喷雾干燥可得原花青素粗粉(也有人称之为葡

萄籽提取物、葡多酚)．

1．2．2葡萄籽原花青素的纯化将HP一2MGL大

孔吸附树脂用乙醇浸泡、酸洗、碱洗，再用去离子水

洗至中性，然后装柱(26 mm×800 ram)．控制流速

1．0 mL／min，用去离子水将大孔树脂柱平衡后，将

一定浓度的葡萄籽提取物水溶液加入柱中．待大孔

树脂吸附达到饱和后，分别用去离子水，体积分数

30％、50％、70％的乙醇洗脱．分别收集不同体积分

数的乙醇洗脱物，真空浓缩、冻于，得到葡萄籽原花

青素纯化物1、纯化物2、纯化物3，备用．

1．2．3 葡萄籽原花青素的红外扫描光谱分析 取

1--一2 mg葡萄籽原花青素，加入200 mg KBr混匀，在

玛瑙研钵中研磨、压片．在红外光谱仪中先对纯KBr

薄片进行背景扫描，然后再对含有样品的KBr薄片

进行扫描，得到葡萄籽原花青素的红外光谱图．

1．2．4 葡萄籽原花青素醇解产物的LC—MS分析

葡萄籽原花青素醇解产物的测定：用体积分数

50％的甲醇盐酸溶液(浓盐酸体积分数17％)，在超
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声波作用下溶解葡萄籽粗提粉20 rain，离心，微孔

膜(o．45弘m)过滤．将滤液在(100±2)℃醇解60

rain，迅速冷至室温，微孔过滤，然后进行LC-MS分

析测定．

色谱柱：Lichrospher C18 4．6 mmX250 mm；流

动相：甲醇一水一o．1％乙酸，梯度洗脱；柱温：30℃；

流量：0．3 mL／min；进样量：10“L．二极管阵列检测

器，扫描波长200～800 nm．质谱条件：离子方式

EIS-；毛细管电压：3．88 kV(EIS十)；堆孔电压：38

V；离子源温度：120℃；脱溶温度：250℃；m／z 200

"-一1500；光电倍增电压：650；载气体积流量：4．2 L／h．

2结果与讨论

2．1葡萄籽原花青素粗提物和纯化物的红外光谱

分析

葡萄籽原花青素粗提物经大孔吸附树脂吸附

后，依次用体积分数30％、50％、70％的乙醇洗脱，

分别得到葡萄籽原花青素纯化物1、纯化物2，纯化

物3，用富立叶变换红外光谱仪对葡萄籽原花青素

粗提物和上述3种原花青素纯化物的红外光谱进

行分析．

由图2可以看到，葡萄籽原花青素的特征骨架

振动主要集中在1 000～1 650 cm-1和700～850

cm"1区域，纯化物2和纯化物3的红外谱图比较接

近，其主要原因是由于纯化物2和纯化物3的原花

青素含量较高，两者的原花青素基本结构单元构成

相似，其特征骨架振动的红外图谱差异较小．

摹

薅
装
煅
茛
翼

1 800 1 400 1 000 600

波擞沁m。

图2葡萄籽原花青素粗提物和纯化物的红外光谱图

谱

Fig．2 The IR spectra of crude and purified proanthocy。

anidin extracted from grape seed

将葡萄籽原花青素纯化物1与纯化物2和纯化

物3的红外光谱图进行比较发现，纯化物1在1 100

～1 400 cm"1和750～850 em-1骨架特征振动区域，

出现峰的数量和峰的形状与纯化物2和纯化物3有

所不同．其主要原因是，葡萄籽原花青素含有较多

的羟基，与大孔树脂结合较为紧密，体积分数为

30％的乙醇洗脱能力较弱，洗脱物中含有酚酸、儿

茶素、表儿茶素及低聚原花青素，而体积分数为

50％和70％的乙醇洗脱能力较强，可以将大部分原

花青素洗脱出来，因此纯化物2和纯化物3主要是

原花青素类物质．由于香豆酸、绿原酸、咖啡酸、阿

魏酸等酚酸物质不含有B环，其特征骨架振动与原

花青素有所不同，因此纯化物1与纯化物2和纯化

物3的红外图谱有一定差别．而50％和70％乙醇洗

脱物的差别主要在于其原花青素构成和聚合度的

不同，由于两者的结构单元都是以原花青定为主，

所以纯化物2和纯化物3的红外图谱十分相似．

2．2葡萄籽原花青素粗提物和纯化物红外图谱的

理论解释

原花青素在红外光谱特征振动频率与其结构

相关，其B环羟基的数量变化对原花青素的红外光

谱有直接影响．在芳环骨架伸缩振动特征区域，B环

含有3个羟基的翠雀定(如从Ribes nigra，R．san—

guineum和Lotus peduneulatus分离出的以翠雀定

为主的聚原花青素)，在1 540～l 520 cm-1强振动频

率区有两个峰，而含有两个羟基的花青定(如从

Vaeeinium oxycoccos和Cydonia oblonga分离出的

以花青定为主的聚原花青素)，在1 520～1 535 cm-1

区域只有一个峰．通过对26种聚原花青素红外光

谱与其结构的相关性研究表明[4]，当原花青素聚合

体中翠雀定结构单元含量超过60％时，在其红外光

谱1 520 crn-1处有两个峰；当聚合体中翠雀定结构

单元质量分数(如来自Pinus radiate phloem含

48％翠雀定结构单元)低于花青定的质量分数，则

其红外光谱在1 520 cm-1处只有一个峰．B环的羟

基变化也反映在780～730 cm"1低频指纹区即芳香

环的不饱和卜H面外变形振动产生的吸收，以花
青定为主的聚原花青素面外变形振动频率较高，在

780"--'770 em-1区域有显著的强吸收谱带，而以翠雀

定为主的聚原花青素面外变形振动频率较低，在

730 cmd附近有显著的强吸收谱带．

根据对26种聚原花青素的研究，可将其红外

吸收光谱分为5类(即A、B、C、D、E)，见图3(原花

青素类别参考)．A类是以原花青定为主的聚原花

青素，结构单元为顺式(主要是表儿茶素)；B是以原

花青定为主的聚原花青素，结构单元有顺式和反式

(主要为等量的儿茶素和表儿茶素)；C是由原花青

定和翠雀定混合的聚原花青素，结构单元有顺式和

反式(主要为表樯儿茶索、表儿茶素与一定比例的
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儿茶素、桔儿茶素)；D是以翠雀定为主的原花青

素，结构单元为顺式(主要为表桔儿茶素)；E是以翠
Ho

雀定为主的原花青素，结构单元为反式(主要为樯

儿茶素)．

摹

谆
采
魁
靛
罂

1 600 1 400 1 200 l 000 800 600

波数，cm“

A和B：以原花青定为主
C：原翠雀定和原花青定各约占50％
D和E：以原翠雀定为主

图3原花青素红外图谱类别参考

Fig．3 The IR spoctra of different kind of proanthocya。

nidin polymer

将葡萄籽原花青素粗提物、纯化物与5类(A、

B、C、D、E)聚原花青素的红外光谱进行比较，可以

发现：葡萄籽花青素粗提物、纯化物的红外谱图与

原花青素A类红外图谱较为相似，在1 520"一I 540

cm"1处有一个单峰，在780 770 cm-1处有较多的显

著特征峰，由此推断：葡萄籽提取纯化物是以原花

青定为主要结构单元的原花青素(主要为顺式表儿

茶素)，原翠雀定含量较少．在葡萄籽原花青素提取

和纯化过程中，其原花青定、原翠雀定的比例变化

不大，没有翠雀定的大幅增减，只是以花青定基本

结构单元的聚原花青素含量提高．同时，也说明葡

萄籽原花青素B环(芳香环)及其羟基在骨架伸缩

振动区域1 500--一i 600 cml处和低频指纹区域730

～800 cm"1处有很强的吸收，具有显著的特征峰．在

此区域原花青素的红外光谱受杂质的影响和干扰较

小，即使葡萄籽原花青素粗提物(原花青素质量分数

>40％)也可以看到明显的红外特征吸收．

2．3葡萄籽原花青素醇解产物Lc_一MS的分析和

测定

为进一步验证葡萄籽原花青素的主要结构单

元为原花青定即B_环含有两个羟基，将其进行醇

解使之完全转化为花色素(反应式见图4)，然后在

525 nm波长下对醇解后的产物进行HPLC检测分

析．由图5可见，醇解产物的色谱图只有1个主要的

峰，其面积约占总面积的95％以上，说明原花青素

醇解产物只含有一种主要的花色素．

2肿谢伽
OH

——◆ ^／OH

。H H。、淤。H
OH

procyanidin 2 cyanidin+catcchin

epicatechin2 4 13—8catechin(extender)end group

图4原花色素在热酸醇处理下产生花色素的反应

Fig．4 The cyanidin reaction of proanthocyanidin under

acidic alcohol depolymerization

为了对该花色素进一步定性、确定其相对分子

质量，采用LC～MS进行了分析．由图6(a)可见，

11．95 min出现一主要的峰；对该峰进行波长扫描，

发现其在22T,277、536 Flm波长处有最大吸收，见

图6(b)；其正离子(M+)为287，负离子(M)为

285，见图6(c)和图6(d)；通过选择分子离子峰，发

现M+287出峰时间为12．10 rain，M-285出峰时

间为12．07 rain．根据以上分析和判断，可以确定该

产物为矢车菊素，相对分子质量为286，也就是说葡

萄籽原花青素水解产物主要为矢车菊素(cyanidin，

见图4和图6)，其B-环上含有两个羟基，从而证明

葡萄籽原花青素主要结构单元为原花青定，正好与

葡萄籽原花青素红外光谱图特征峰的推断结果相

吻合．
当

200

150

《

曩100
硼
50

O

5 10 15 20 25 30

时间／rain

图5葡萄籽原花青素醇解产物色谱分析

尉g．5 LC of depolymerized products of grape seed pro—

anthocyanidin under acidic alcohol

3 结 论

原花青素B环上羟基的数量变化对原花青素

的红外光谱有直接影响．当B环上有3个羟基时

(即原花青素为桔儿茶素类物质或原翠雀定类化合
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物)，其红外光谱在1 520～1 540 cm"1处有两个峰； 当

85

．46e5 100

摹

餐50
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图6葡萄籽原花青素水解产物的I，C-一MS图(正、负离子选择离子峰)

Fig．6 LC--MS of depolymerized products of grape seed proanthocyanidin under acidic alcohol

B环上有两个羟基时(即原花青素为儿茶素类物质

或原花青定类化合物)，则有一个单峰．葡萄籽原花

青素粗提物(原花青素质量分数>40％)和纯化物

在1 520 1 540 cm-1处有一个峰，因此可以推测葡

萄籽原花青素基本结构单元主要为原花青定，其原

翠雀定的含量较少．

葡萄籽原花青素大孔树脂纯化物1(即体积分

数为30％乙醇洗脱物)与纯化物2、3(即体积分数为

50％、70％乙醇洗脱物)的红外谱图有一定差别，纯

化物2、3的红外谱图差别较小．其主要原因为：体
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葡萄籽原花青素在热酸条件下醇解产生花色

素，利用LC—MS对花色素进行分析测定，确定为

矢车菊素，从而证明葡萄籽原花青素主要结构单元

为花青定即其B环上含有两个羟基．
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