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H P LC分析芦苇叶中天然抗氧化

成分黄酮类化合物

戴 军 王洪新
“

(中央研究所 )

华春雷

摘要 用 高效液相 色谱法 ( H P LC) 成功地分离和制备 了芦苇叶中天然杭氧化成分

黄酮类化合物
,

并进行 了定性和定量分析
。
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0 前 言

芦苇叶具有一定的医药功能仁`
,

2〕和食品保鲜
、

抗氧化作用31[
,

这与其中含有一定量的黄

酮类化合物有密切关系
「3

·

` 〕 。

关于芦叶中黄酮类化合物的分析研究
,

国内外都未见报道
。

本文

应用高效液相色谱法 ( H P L C )
,

在苯基柱上
,

成功地分离出 10 余种化合物
,

通过二极管阵列

检测器检测和采集光谱
,

初步定性出其中有 9 种化合物为黄酮类
; 并用苯基柱制备得到其中

8 种黄酮纯品
,

经结构鉴定
,

有 6 种已确证 为结构相近的黄酮贰类物质
。

以其中之一芦丁为

标准
,

测定出 9 种黄酮化合物在芦叶中的近似含量
。

本研究为探索芦叶中黄酮类化合物的抗

氧化机理及其提取
、

利用的方法提供 了依据
。

1 实验方法

1
.

1 仪器

H P l o 5 0 高效液相色谱仪

1
.

2 试剂

甲醇光谱纯
; 芦丁为生化试剂 (含量不少于 95 写 ) ;芦苇叶

,

1 9 9 0 年 5 月采于江苏如皋地

区 ;水为超纯级
,

华晶微电子公司提供
; 其它皆为 A

·

R 级
。

1
.

3 芦叶样品预处理
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将 芦叶低温干燥
、

粉碎
,

称取其碎叶 1 3 0 9 左右
,

用石油醚 ( b
·

6P 。一 90
`

C )抽提除色素
、

蜡

质
;
再将其 叶渣 自然风干

,

用 70 % 乙醇溶 液提取
,

将其酒 精抽提物 浓缩 至约 40 m l
,

经过

P V P P 填充柱 (4
.

0 9 精制过的 P V P P 装填必 16 义 80 柱 ) 充分吸附
,

先用水洗去不吸附物
,

再

用 3 。% D M F 水 溶液 解 吸
,

收 集洗脱 液
,

真 空旋转 浓缩
,

用 甲醇溶 解并 定容至 10 m l
,

用

0
.

5拌m 微孔膜过滤
,

其滤液供色谱制备用
。

色谱分析时
,

需将此滤液稀释 1 00 倍左右
。

L 4 色谱条件

分析时 色谱柱
:

W a t e r s 拜
一

B o n d a p k P h e n y l 必 3
.

9 火 3 0 0 m m ( 1 0拼m ) ; 流动相
:

甲醇 /水

( 4 0 / 6 0
, v / v ) ; 流速

: l m l / m in ; 柱温
: Z o C (室温 ) ;进样 5拼L ;

检测波长 5 4 o n m
,

带宽 s n m ;
参

比波长 5 3 6 n m
,

带宽 8 0 n m ;
放大因子 M F I

.

o ; 光谱采集
:

手动
,

1 9 0 ~ 6 0 0 n m
.

制备时 色谱柱
:

大连化物所色谱中心 s p h e r i s o r
b
一

C 6 H S ,

必 s 又 3 0 0 m m ( 2 0拼m ) ; 流动

相
:

甲醇 /水 ( 14 / 86
,

v/
v ) ; 流速 3m l/ m in ; 柱温

:

40 C ; 进样 10 0拌L ;
检测 M F o

.

1 ;
其它与分析

时相 同
。

1
.

5 收集和制备

定时手动收集检测器出口 的有关组分
。

用 H P L C 检验收集液纯度
。

收集液经真空旋转

浓缩
、

干燥 ( 40 ℃
,

40 0 P a )
,

即得高纯度的黄酮制品
。

2 结果与讨论

2
.

1 定性试验

按上述分析条件
,

测得芦叶样品的色谱分离分析图如图 1
.

其中 9 个色谱峰的光谱图都

具 有黄酮类所特有的吸收带 I ( 3 0 0 ~ 3 8 0n m )和带 l ( 24 0一 2 8 0 n m )
,

且两带相对强度也具

备黄酮类特征
仁3 〕

。

保留时间 R T 一 13
.

02 m in 的峰为芦丁
, ·

因为该峰和芦丁标准品的保留时

间
、

光谱采集图完全一致 (见图 2
,

3)
.

图 l 芦叶样品的色谱分离图

本实验收集和制备了芦叶中 8 个黄酮类组分
,

经做 F A B
一

M S
、 ’

H
一

N M R
、

U V 及位移试

剂对 U v 光谱影响试验
,

酸水解液中糖基的 G C 分析川
,

鉴定出 6 个组分的结构于表 1
.

其结

果也确证了上述芦丁的定性
。
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图 2芦丁标样色谱图 图 3芦丁光谱采集图 ( 2 0 0一 4 5 on n l )

表 1 芦苇叶中 6 种黄酮体的化学结构

保留时间
( n l一n )

黄 酮 名 R ]
结构式 ( G代表葡萄搪

,

R 代表 鼠李搪 )

R Z R 3 R
一

R S 通 式

峰号

7
.

6 1 5

木捍草素
一 6一 C 一 双 一 O H

葡萄糖贰

一气二一 G一 ( )

一 H 一 ( ) H } 一 H

G

H

lR

分
。一

!G!

é书戎
2 9

.

0 9 2

木择草素
一 5

’

一 C 三

葡萄糖贰

一 ( ) H 一 H 一 ( ) H 一 H

3 1 ()
.

6 5 3

木择草素

一 7一 甲氧

基一 6一 C一

葡萄糖 贰

一 ( ) H 一 H 一 ( ) C H
3

一 C 一 G

5 1 3
.

0 2 0

愉斗皮素
一 3一 0 一 芸香 一 O H

糖贰 ( 芦丁 )

木 斜皮素
一 3一 ( )一 葡 一 ( ) H

萄糖 贰

异鼠李素
一 3一 〔 )一芸 一 ( )C H

香糖贰

一 ( )一 G 一 R 一 ( ) H 一 H 一 H

6 1 3
.

7 5 0 一 H

9 2 3
.

2 5 0

一 ( )一 G 一 ( ) H 一 H

一( )一G一 ( )

一 一 ( ) H 一 H

R

一 H

2
.

2 芦叶中黄酮化合物的含量

以芦丁为标准
,

用外标法测得芦苇叶中 9 种黄酮体的近似 含量和芦苇叶中总黄酮含量

的近似值于表 2
.

本法测定芦叶中芦丁的平均回收率为 9 3
.

6 %
.

表 2 芦叶中黄酮的含量 ( 以芦丁计 )

峰 号 1 2 3 4 5 6 7 8 9

R T ( m
l n )

黄酮含量

( %
,

干叶中 )

总黄酮
( %

,

干叶中 )

7
.

6 1 5 9
.

0 9 2 1 0
.

6 5 3 1 1
.

7 2 6 1 3
.

0 2 0 1 3
.

7 5 0 18
,

1 2 6 20

0
.

0 6 4 1 0
.

0 8 8 1 0
.

0 6 3 5 0
.

0 2 6 8 0
.

0 2 8 9 0
.

0 2 6 0 0
.

0 4 3 1 0

.

22 1

0 3 5 9

2 3
.

2 5 0

0
.

0 5 1 3

0
.

4 2 8
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2
.

3 色谱条件的优化

以 H L PC分析黄酮类
,

色谱体系一般采用 O D S 柱
一

甲醇 /水 /醋酸 (或加磷酸盐 ) 仁
5

,

` 〕 。

本

实验起始也选用 O D S 柱
,

分别以甲醇 /水 /磷酸二氢钾
一

磷酸及 甲醇 /水 /醋酸作流动相
,

效果

皆不够理想
。

为考虑到制备纯化方便
,

不加盐和酸
,

而改用 甲醇 /水作流动相
,

分离效果有所

改善
,

但仍有部分峰重叠
。

又 考虑到黄酮含有芳环结构
,

在苯基柱上的容量因子较大
,

可调整

变化范围较宽
,

较适合同时分离复杂样品多种黄酮化合物
,

故改用 p h e
ny l 柱

一

甲醇 /水体系

分离
,

其结果较满意 (参阅图 1 )
。

在上述色谱体系中
,

甲醇
一

水的最佳 比例在 B on d a p a k P h e
ny l 分析柱上为 4 。 / 6 。

,

而在

S p h e r is or b
一

C
6 H 。

半制备柱上为 1 4/ 8 6( 这与两柱的苯基键合量不同有关 )
。

在这两个最佳点

上下
,

增大 甲醇含量
,

黄酮容量因子 k
’

和保留时间 R ,1’ 都变小
,

分离变差
; 减少 甲醇含量

,

k
’

值和 R T 则都增大
,

分离虽可
,

但峰形变差 (谱带扩张 )
,

检测灵敏度降低
,

且分析时间拖长
。

2
.

4 芦叶中黄酮化合物的抗氧化性能

用 R a n c i m a t 法和烘箱贮存法
,

以猪油
、

菜籽色拉油和二级豆油为底物
,

测定本实验制取

的芦叶中黄酮类化合物的抗氧化性能
,

结果表明 [ ` 〕 :

这些黄酮化合物确实具有显著的油脂抗

氧化作用
,

是芦叶中抗氧化组分的主要组成部分
,

并且它们与芦叶中酚酸类化合物及氨基酸

类化合物有较强的抗氧化协同效应
。
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