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摘  要:  以茶籽饼粕为原料, 采用体积分数 65% 乙醇-水溶液提取, 并通过中低压色谱快速分

离得到高纯度的黄酮苷混合物。进一步采用高效液相色谱制备, 柱子 XB- C18 ( < 10mm @

250 mm, 5Lm ) ,流动相甲醇-水 (体积比 2B3), 紫外 270 nm, 流速 3 mL /m in, 分离得到黄酮苷化

合物Ñ和Ò。经 IR、M S和 NM R鉴定,两种化合物分别为山奈酚 3- O- [ 2- O-B-D-半乳糖- 6- O-A-L-鼠李糖 ] -B-D-葡

萄糖苷 (Ñ )和山奈酚 3- O- [ 2- O-B-D-木糖- 6- O- A-L-鼠李糖 ] -B-D-葡萄糖苷 (Ò )。
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Gamellia oleif era Abe.l Cake

CH EN H ong-x ia, WANG Cheng-zhang, YE Jian-zhong, ZHOU H ao

( Institute o f Chem ica l Industry o f Forest P roducts, CAF; National Eng inee ring Lab. fo r B iom ass Chem ica l
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Abstrac t: The dreg-cakes of o il came llia( Cam ellia d eifera Abe.l ) w ere ex tracted w ith 65% e thano .l The ex trac t w as separated

bym iddle-pressure chrom atography. The flavoniod g lycosides m ixture in high purity was obta ined two com pounds were iso lated by

HPLC, using XB-C18 co lum n ( < 10 mm @ 250 mm, 5Lm ) w ith amob ile phase which consists of am ixture o fm ethano l and wa ter

( volum e ra tio 2B3). It had a flow rate of 3. 0mL /m in. UV detection was m ade at 230 nm. According of IR, M S and NMR, the

two compounds w ere identified to be kaempfero l 3-O-[ 2-O-B-D-ga lactopyranosy-l 6-O-A-L-rham nopyranosy l]-B-D-g lucopy ranos ide

(Ñ ) and kaemp fero l 3-O-[ 2-O-B-D-xy lopyranosy-l 6-O-A-L-rhamnopyranosy l]-B-D-g lucopy ranoside(Ò ) , respective ly.

K ey words: Cam ellia oleif era Abe.l cake; flavonoid g lyco sides; HPLC; iso lation

油茶 (Cam ellia oleif era Abe.l )属山茶科山茶属植物,为多年生乔木或灌木
[ 1]

, 广泛分布于湖南、江

西、广西等 15个省、自治区。我国现有油茶林种植面积 368万 hm
2
, 年产茶油约 30万吨

[ 2]
。茶籽经榨

油后, 产生了大量的副产品 ) ) ) 油茶饼粕,它含有多种有效成分,其中茶皂素的含量非常丰富,是一种纯

天然的非离子型表面活性剂,同时还具有抗渗、消炎、镇痛等作用
[ 3]
。但是油茶饼粕中还有其它有效成

分如黄酮苷,近年来研究表明: 黄酮类物质具有多种多样的生理活性,如抗氧化、调节血管渗透性,改善

记忆, 抗抑郁,抗焦虑、中枢抑制和神经保护等功能
[ 4- 7]
。俞斌等

[ 8]
采用硅胶柱层析方法分离得到 2种

黄酮苷,并建立了两种黄酮苷的高效液相色谱方法,色谱柱: C18 H ypersil( < 4. 6mm @ 250 mm, 5 Lm ),

流动相:乙腈-水 (体积比 20B80) ,检测波长 266 nm,流速 1. 0 mL /m in, 进样量 10 LL。本研究通过中低

压制备色谱仪进行快速分离,并建立高效液相色谱制备的方法, 分离得到 2种黄酮苷,并通过 IR、NMR

和 MS等方法进行结构鉴定。
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1 材料与方法

1. 1 原料及试剂

油茶籽于 2009年 11月采于江西省。无水乙醇、氯仿均为分析纯,甲醇为色谱纯,蒸馏水自制,硅胶

( 50Lm )。

1. 2 主要仪器

LC- 10A型高效液相色谱仪, 日本岛津公司; AV- 500型核磁共振仪, Bruker公司; N ico let 550红外

光谱仪,美国赛默飞世尔公司; C- 630型中低压制备色谱仪,瑞士步琦公司。

1. 3 实验方法

1. 3. 1 提取与分离  油茶籽粉碎后, 用石油醚做溶剂,料液比 1 B8( gBmL,下同 )超声波提取 3~ 4次, 过

滤得到脱脂后的茶籽饼粕。茶籽饼粕用体积分数 65% 的乙醇水溶液, 料液比 1B15, 温度 70 e 提取 3

次,过滤得到滤液,浓缩后得到浸膏。将浸膏以料液比 1 B20溶于无水甲醇,并置于冰箱中冷冻 4 h, 过

滤,得到滤液,重复 3~ 4次,浓缩后得到黄酮苷类化合物粗品。样品采用中低压制备色谱分离, 收集体

积分数 25% 氯仿-甲醇洗脱部分, 得到纯度为 90% 以上的 2种黄酮苷的混合物。并进一步通过高效

液相色谱仪进行分离,得到黄酮苷类化合物Ñ和Ò。
1. 3. 2 分析液相色谱条件  色谱柱: H ypersilODS 2( < 4. 6mm @ 200mm, 5 Lm );流动相: 甲醇-水 (体

积比 4B6) ,紫外 270 nm,流速: 1 mL /m in。

1. 3. 3 中低压制备色谱条件  柱子: 2 cm @ 45 cm,紫外 220 nm检测,流速 10mL /m in,压力在 2~ 3MPa。

1. 3. 4 高效液相制备色谱条件  色谱柱: XB- C18( < 10mm @ 250mm, 5 Lm ); 流动相:甲醇-水 (体积

比 2 B3), 紫外 270 nm,流速: 3mL /m in。

1. 3. 5 结构鉴定方法  红外光谱:压片法,测量范围: 4000~ 600 cm
- 1

,分辨率为 2 cm
-1
。核磁共振: 采用

氚代甲醇作溶剂,
13
C NMR在 125 MH z的条件下进行扫描,

1
H NMR在 300MH z的条件下进行扫描。

2 结果与讨论

2. 1 化合物的分离

一般硅胶柱具有上样量少,分离过程较慢,定性分析较复杂等缺点。中低压制备色谱中的柱子具有

抗压性,硅胶装填完后,用 10M Pa左右的氮气进行冲压,使硅胶分布均匀, 达到更好的分离效果。在制

备色谱分离过程中,可以调整流速,具有一定的压力,使混合物能够在此过程中得到很好的分离,并同步

使用紫外检测器检测,分段收集需要的组分,整个过程快速简洁。

黄酮苷类化合物粗品通过中低压色谱分离, 柱子 2 cm @ 45 cm, 流速 10mL /m in时, 压力在 2~

3MPa,收集体积分数 25% 氯仿-甲醇部分洗脱液。收集得到的样品 H PLC分析如图 1所示。

由中低压制备色谱得到的样品,经过高效液相色谱制备后,得到化合物 Ñ和 Ò,见图 2。

  

图 1 中低压制备色谱分离后样品的 HPLC谱图

F ig. 1 HPLC spectrum of samp le af term idd le

pressure chrom atography

     

   图 2 样品的高效液相色谱制备图

Fig. 2 Preara tiveHPLC spectrum of sam p le
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由图 2可以看出在此液相条件下,两个化合物能够得到较好的分离。化合物 Ñ和 Ò的 H PLC图谱

见图 3。

图 3 化合物Ñ ( a)和化合物Ò ( b)的 HPLC谱图

F ig. 3 HPLC spec tra of compoundsÑ ( a) and Ò ( b)

2. 2 化合物的结构鉴定

2. 2. 1 化合物Ñ  淡黄色粉末, 在紫外灯下显黄色荧光,盐酸-镁粉反应呈阳性, M o lish反应呈阳性, 提

示该化合物为黄酮苷类化合物。经薄层酸水解与标准品葡萄糖、半乳糖和鼠李糖对照 Rf 值相同,说明

所连的糖为这 3种糖。经过稀酸水解后, 苷元的 M S, NMR数据与标准谱图库配匹配为山奈酚。M S

m /z: [M + N a]
+

779,结合
13
C NMR谱,确定分子式为 C33H40O20。以上数据经与文献 [ 9]对照,基本一致,

故鉴定化合物Ñ为山奈酚 3- O- [ 2-O- B-D-半乳糖- 6-O-A-L-鼠李糖 ]- B-D-葡萄糖苷 ( kaem pferol 3-

O-[ 2-O-B-D-ga lactopyranosy-l 6-O-A-L-rham nopyranosy l]-B-D-g lucopyranoside)。

红外谱图中, 3357 cm
-1
为羟基的伸缩振动, 1359 cm

- 1
为羟基的弯曲振动, 2968和 2850 cm

- 1
为化学

键 CH 3的伸缩振动, 2922 cm
-1
为化学键 CH 2的伸缩振动, 1450 cm

- 1
为化学键 CH 3和化学键 CH 2的弯

曲振动, 1607和 1498 cm
- 1
为芳烃的骨架振动, 1655 cm

- 1
为芳香酮的伸缩振动。其氢、碳信号归属如下:

1
H NMR ( CD3OD, 300MH z)谱中, D 7. 9 ( 2H, d, J = 9. 0H z)和 6. 8 ( 2H, d, J = 9. 0H z)提示为 B环上

H- 2c, 6c及 H- 3c, 5c的质子信号, D 6. 2 ( 1H, s, H- 8), 6. 0 ( 1H, d, J = 1. 8H z, H- 6 ), 5. 2 ( 2H, d, J =

1. 8H z, G lu H- 1, G laH- 1) , 4. 79( Rha d, J= 1. 8H z, H- 1) , 1. 3( Rha, d, J = 6. 0H z, H- 6), 1. 0( Rha, d,

H- 5);
13
C NMR ( CD3OD, 125MH z)谱中, D179( C- 4), 167( C- 7), 161. 5( C- 5), 160( C- 4c) , 158. 6( C- 2,

C- 9), 134. 7( C- 3) , 132. 4( C- 2c, 6c), 122. 9( C- 1c) , 116. 3( C- 3c, C- 5c) , 104. 5( C- 10) , 100. 3( C- 6),

95. 1( C- 8), 101. 2( G lu C- 1), 82( G lu C- 2), 78. 3( G lu C- 3) , 72. 3( G lu C- 4) , 77. 8( G lu C- 5), 68. 3

( G lu C- 6) , 101. 2( G la C- 1), 75. 4( G la C- 2), 77(G la C- 3), 71. 4( G la C- 4), 77. 8( G la C- 5), 62. 6( G la

图 4 化合物Ñ ( a)和化合物Ò ( b)的结构图

Fig. 4 S tructures of com poundsÑ ( a) and Ò ( b )

C- 6), 102. 2( Rha C- 1) , 72( Rha C- 2) , 73. 8

( Rha C- 3 ), 71. 3 ( Rha C- 4 ), 69. 73 ( Rha

C- 5), 17. 9( Rha C- 6)。

2. 2. 2 化合物 Ò  淡黄色粉末, 在紫外灯下

显黄色荧光, 盐酸-镁粉反应呈阳性, M o lish反

应呈阳性, 提示该化合物为黄酮苷类化合物。

经薄层酸水解与标准品葡萄糖、木糖和鼠李糖

对照 R f 值相同, 说明所连的糖为这 3种糖。

经过稀酸水解后, 苷元的 M S, NMR数据与标

准谱图库配匹配为山奈酚。HRES I-M S m /z:

[M + N a]
+

749, 结合
13
C NMR谱, 确定分子式

为 C32H 38O19。以上数据经与文献 [ 9]对照, 基

本一致,故鉴定化合物 Ò为山奈酚 3- O- [ 2-

O- B-D-木糖- 6-O- A- L-鼠李糖 ]- B-D-葡萄
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糖苷 ( kaempfero l 3-O-[ 2-O-B-D-xy lopyranosy-l 6-O-A-L-rhamnopy ranosy l]-B-D-g lucopyranoside)。红外谱图

中, 3346 cm
-1
为羟基的伸缩振动, 1357 cm

- 1
为羟基的弯曲振动, 2977和 2844 cm

-1
为化学键 CH 3的伸缩

振动, 2925 cm
- 1
为化学键 CH 2的伸缩振动, 1447 cm

- 1
为化学键 CH 3和化学键 CH2的弯曲振动, 1614、

1570和 1497 cm
- 1
为芳烃的骨架振动, 1653 cm

- 1
为芳香酮的伸缩振动。其氢、碳信号归属如下:

1
H NMR ( CD3OD, 300MH z)谱中, D 7. 9 ( 2H, d, J = 9. 0H z)和 6. 8 ( 2H, d, J = 9. 0H z)提示为 B环上

H- 2c, 6c及 H- 3c, 5c的质子信号, D 6. 2 ( 1H, s, H- 8), 6. 0 ( 1H, d, J = 1. 8H z, H- 6 ), 5. 2 ( 2H, d, J =

1. 8H z, G lu H- 1, G laH- 1) , 4. 79( Rha d, J= 1. 8H z, H- 1) , 1. 3( Rha, d, J = 6. 0H z, H- 6), 1. 1( Rha, d,

H- 5);
13
C NMR ( CD3OD, 125MH z)谱中, D 179. 5( C- 4), 166( C- 7) , 163( C- 5) , 161. 4( C- 4c), 158. 7

( C- 2, C- 9) , 134. 7( C- 3) , 132. 8( C- 2c, 6c) , 122. 9( C- 1c), 116. 2( C- 3c, C- 5c) , 105. 2 ( C- 10), 99. 9

( C- 6) , 94. 9( C- 8) , 100( G lu C- 1), 82( G lu C- 2) , 77. 0 ( G lu C- 3) , 71. 4( G lu C- 4) , 78. 2( G lu C- 5),

68. 1(G lu C- 6) , 102( Xy lC- 1) , 74. 7( Xy lC- 3), 76. 9( Xy l C- 2) , 71( Xy l C- 4) , 66. 6( Xy l C- 5) , 102. 1

( Rha C- 1) , 72. 1( Rha C- 2), 73. 8( Rha C- 3) , 72. 3( Rha C- 4), 69. 7( Rha C- 5) , 17. 8( Rha C- 6)。

3 结 论

3. 1 茶籽饼粕经过乙醇水溶液提取,浸膏采用甲醇溶解并冷冻后去除不溶物, 通过中低压色谱制备得

到黄酮苷类化合物,再进一步通过高效液相制备得到黄酮苷化合物 Ñ和 Ò。

3. 2 中低压制备色谱采用硅胶作填料,柱子 2 cm @45 cm,流速 10 mL /m in时,压力在 2~ 3M Pa下,收集

体积分数为 25% 氯仿-甲醇部分洗脱液,得到纯度 90% 以上的黄酮苷类化合物。

3. 3 高效液相制备采用 XB- C18( < 10 mm @ 250mm, 5 Lm )柱子, 在流动相甲醇-水 (体积比 2 B3), 紫

外 270 nm,流速 3 mL /m in。在此条件下,两个黄酮苷化合物能够得到很好的分离。

3. 4 收集得到的黄酮苷化合物 Ñ和 Ò分别通过 IR、M S和 NMR进行结构鉴定,并与文献进行匹对, 化

合物Ñ为山奈酚 3- O- [ 2-O- B-D-半乳糖- 6-O-A-L-鼠李糖 ]- B-D-葡萄糖苷,化合物Ò为山奈酚 3-

O- [ 2-O- B-D-木糖- 6- O-A-L-鼠李糖 ]- B-D-葡萄糖苷。

参考文献:

[ 1]柳荣祥,朱全芬,夏春华.茶皂素生物活性应用研究进展及发展趋势 [ J] .茶叶科学, 1996, 16( 2 ) : 81- 86.

[ 2]冯纪福.我国油茶产业发展的主要模式及模式选择要素研究 [ J] .林产工业, 2010, 30( 1 ) : 58- 61.

[ 3]夏辉,田呈瑞.茶皂素提取纯化及生物活性研究进展 [ J].粮食与油脂, 2007 ( 6) : 41- 43.

[ 4]王龙,孙建设.类黄酮的化学结构及生物学功能 [ J].河北农业大学学报, 2003, 26( 5) : 144- 147.

[ 5]张鞍灵,刘国强,马琼,等.黄酮类化合物生物活性与结构的关系 [ J] .西北林学院学报, 2001, 16( 2 ): 75- 79.

[ 6]白凤梅,蔡同一.类黄酮生物活性及其机理的研究进展 [ J].食品科学, 1998, 8( 1) : 11- 13.

[ 7]陆柏益,张英,吴晓琴.竹叶黄酮的抗氧化性及其心脑血管药理活性研究进展 [ J] .林产化学与工业, 2005, 25 ( 3) : 120- 124.

[ 8]俞斌,颜流水,罗旭彪,等. HPLC法测定油茶枯饼中两种主要黄酮苷 [ J] .分析实验室, 2008, 27( 10 ): 52- 54.

[ 9 ] TOSH IKAZU S, JIRO A, ATSUKO Y, et a.l Tw o flavonol glycosides from seed s of Cam ellia sin en sis[ J] . Phytochem ist ry, 1991, 30( 3) : 991-

995.


