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摘 要:目的 研究烟根中活性化合物芦丁和绿原酸的分离方法及含量。方法 烟根乙醇-水提取物浓缩后经乙酯萃

取得乙酯组分和水层浓缩液,水层浓缩液经大孔吸附树脂柱层析得90%乙醇组分和50%乙醇组分。使用液质联用(LC-
MS)技术分析以上三个组分化学成分,利用硅胶、MCIGELCHP20P等柱色谱对有效成分进行分离,利用 HPLC测定

有效成分的含量。结果 烟根50%乙醇组分含有芦丁和绿原酸,90%乙醇组分仅含有芦丁,乙酯组分两者皆无;芦丁和

绿原酸在烟根中总含量分别为151mg/kg和2.67mg/kg。结论 芦丁和绿原酸的极性较大,存在于大极性的组分中。
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  Abstract: Objective Toinvestigatetheisolationmethodandthecontentofactivecompoundsofrutin
andchlorogenicacidinNicotianatabacumroots. Methods TheconcentratedsolutionoftherootsofNicoti-
anatabacumextractedwithEtOH-H2OwerepartitionedbetweenEtOAcandH2O.TheextractliquidofEtO-
AcwasevaporatedtodrynessunderlowpressuretoaffordtheEtOAcfraction.TheextractliquidofH2Owas
subjectedtoD101macroporousadsorptionresincolumnchromatography(CC)toproducetheEtOH-H2O(90
∶10)fractionandtheEtOH-H2O(50∶50)fraction.Thechemicalconstituentsoftheabovethreefractions
wereanalyzedbyLC-MS,theactivecompoundswereisolatedbysilicagelandMCIGELCHP20Pcolumn
chromatographymethodsandthecontentsofactivecompoundsweredeterminedbyHPLCmethod. Results 
IntherootsofNicotianatabacum,theEtOH-H2O(50∶50)fractioncontainedrutinandchlorogenicacid,the
EtOH-H2O(90∶10)fractiononlycontainedrutin,andtheEtOAcfractiondidnotcontainthesetwocom-
pounds.Thetotalcontentofrutinandchlorogenicacidwere151mg/kgand2.67mg/kgintherootsofNicoti-
anatabacum,respectively.ConclusionThepolaritiesofrutinandchlorogenicacidarefairlystrong,onlyexist
inhighpolarfractions.
  Keywords: LC-MS;chlorogenicacid;rutin;therootsofNicotianatabacum

  作为一种重要的经济作物,烟草(Nicotianataba-
cumL.)的化学成分非常复杂,目前从烟草中鉴定的

化学成分达2549种之多,烟草中化学成分涉及的骨架

类型主要有萜类、黄酮、生物碱以及绿原酸类似物

等[1-5]。之前的研究表明烟根提取物50%乙醇组分具

有很强的抗氧化活性[6]。为了阐述抗氧化活性成分,
我们使用LC-MS技术对烟根不同组分的化学成分进

行检测分析,使用硅胶等柱色谱分离方法从烟根的
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50%乙醇组分分离得到化合物芦丁和绿原酸,并用高

效液相色谱法分析其组分中化合物芦丁和绿原酸的含

量。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂 烟草于2015年6月16日采自广

西乐业县,食用酒精(广西百色甘化股份有限公司),

D101-大孔吸附树脂(天津浩聚树脂科技有限公司),薄
层色谱硅胶、柱层析硅胶(200-300目)(青岛海洋化工

厂分厂),MCIGELCHP20P(日本三菱化学公司),

RP-C18半制备柱(5μm,10.0×250mm)和RP-C18
分析柱(5μm,4.6×150mm)(YMC,Japan)。显色

剂为(10%)的硫酸乙醇溶液,芦丁和绿原酸对照品(纯
度95%)由本研究组分离纯化获得。

1.2 仪 器  LC-MS-IT-TOF 质 谱 仪 (Shimadzu,

Kyoto,Japan),BrukerDRX-500型超导核磁共振仪

测定(Bruker,Bremerhaven,Germany),制备液相色

谱仪(江苏汉邦科技有限公司)、高效液相色谱仪(LC-
20A)(岛津,Japan),RE5220旋转蒸发仪(上海亚荣生

化仪器厂),B-100 旋转蒸发仪(步琦实验室设备公

司),T6-1650F紫外可见分光光度计(北京普析通用仪

器有限公司),FA1204B电子分析天平(上海精科天美

仪器有限公司),SHB-Ⅲ循环水式多用真空泵(郑州长

城科工贸有限公司),DLSB-5/10低温冷却液循环泵

(郑州长城科工贸有限公司),ZF-1三用紫外分析仪

(上海精科实业有限公司)。

1.3 方法

1.3.1 提取分离 新鲜烟根(15kg)依次用90%乙

醇和50%乙醇在室温下分别浸提3次,每次浸泡3d。
把所有浸提液合并减压浓缩到6L,浓缩液用乙酯萃

取3次。乙酯萃取液回收后得到乙酯组分(31g)。水

组分浓缩后通过大孔吸附树脂柱层析,依次用水、50%
乙醇、90%乙醇洗脱,把50%乙醇和90%乙醇洗脱液

回收得到50%乙醇组分52g和90%乙醇组分5g。
以上三个组分通过LC-MS-IT-TOF分析。50%乙醇

组分LC-MS分析结果,见图1。在50%乙醇组分中从

[M-H]-离子(m/z687.6030和353.0896)处分别获

得分子式为C27H30O16和C16H18O9 的化合物;在90%
乙醇组分中从[M-H]-离子(m/z687.6032)处获得分

子式为C27H30O16的化合物。50%乙醇组分经硅胶柱

层析(800g,8.0×70cm)氯仿-甲醇-水(90∶10∶0
~40∶60∶6)洗脱得四个组分Fr.1~Fr.4。Fr.3(5.
6g)组分通过MCIGELCHP20P柱色谱(100g,2.5
cm×40cm)分离,用甲醇-水(5∶95~100∶0)洗脱得

Fr.3.1~Fr.3.5五个组分和芦丁(1.1g)。使用

HPLC法以甲醇-水(30∶70)对Fr.3.1(2g)组分分离

纯化得到绿原酸(4mg)。

图1 烟根50%乙醇组分LC-MS色谱图

1.3.2 含量测定 对于极性较大单体成分的含量测

定相比于其它方法,HPLC法更为快速准确。因此本

文含量测定方法参考文献[7]和用LC-MS色谱分析结

果,再根据各组分的特点改进。检测波长:芦丁为346
nm、绿原酸为330nm,流动相:甲醇-1%甲酸水(40∶
60),柱温箱温度:25℃,对照品进样体积为5μl,组分

进样为10μl,采用外标法以峰面积定量。

2 实验结果

2.1 化合物芦丁和绿原酸的波谱数据 芦丁(ru-
tin),黄色粉末,紫外灯254nm下有荧光,硫酸显色为

黄色。C27H30O16,(-)HRESIMSm/z:687.60360(M-
H)-,1H-NMR(500MHz,CD3OD)δH:7.64(1H,d,

J=2.4Hz,H-2′),7.62(1H,dd,J=8.3,2.4Hz,

H-6′),6.86(1H,d,J=8.3Hz,H-5′),6.38(1H,

d,J=1.8Hz,H-8),6.18(1H,d,J=1.8Hz,H-
6),5.02(1H,d,J=7.8Hz,H-1″),4.50(1H,d,J
=1.8Hz,H-1′″),1.10(3H,d,J=6.6Hz,H-6′″).
13CNMR(125MHz,CD3OD)δC:159.0(s,C-2),

135.3(s,C-3),179.1(s,C-4),162.7(s,C-5),100.
0(d,C-6),166.0(s,C-7),94.6(d,C-8),158.2(s,

C-9),105.3(s,C-10),123.0(s,C-1′),116.0(d,C-
2′),145.5(s,C-3′),149.5(s,C-4′),117.4(d,C-
5′),123.2(d,C-6′),104.4(d,C-1″),75.3(d,C-
2″),78.2(d,C-3″),73.6(d,C-4″),77.0(d,C-5″),

68.2(t,C-6″),102.1(d,C-1″′),72.0(d,C-2″′),

71.1(d,C-3″′),72.0(d,C-4″′),69.4(d,C-5″′),

17.6(q,C-6″′),以上数据和文献[8]中芦丁报道的一

致。
绿 原 酸 (chlorogenicacid),淡 黄 色 粉 末:(-)

HRESIMSm/z353.0896[M-H]-,707.1850[2M-
H]-;C16H18O9,1H NMR(500MHz,CD3OD)δH:

7.52(1H,d,J=14.7Hz,H-7′),7.00(1H,d,J=
2.0Hz,H-2′),6.85(1H,dd,J=8.0,2.0Hz,H-
6′),6.73(1H,d,J=8.0Hz,H-5′),6.25(1H,d,J
=14.7Hz,H-8′),5.33(1H,ddd,J=3.5Hz,H-
5),4.25(1H,ddd,J=3.5Hz,H-3),3.74(1H,
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dd,J=7.6,3.5Hz,H-4),2.13(4H,m,H-2,6),
13CNMR(125MHz,CD3OD)δC:76.2(s,C-1),38.
2(t,C-2),73.2(d,C-3),74.5(d,C-4),72.3(d,C-
5),40.4(t,C-6),179.9(s,C-7),127.9(s,C-1′),

115.5(d,C-2′),146.9(s,C-3′),149.7(s,C-4′),

116.7(d,C-5′),123.3(d,C-6′),147.4(d,C-7′),

115.4(d,C-8′),169.4(s,C-9′),以上数据和文献[9]

中绿原酸报道的一致。

2.2 含量测试结果 在5μl芦丁对照品(浓度4.8

mg/ml)、5μl绿原酸对照品(浓度2.8mg/ml)、10μl
90%乙醇组分(浓度2.0mg/ml)和10μl50%乙醇组

分(浓度9.7mg/ml)中,各组分芦丁和绿原酸含量测

试结果见表1。烟根中芦丁的总含量为(5×0.017/

2.0+52×0.42/9.7)g/15kg=0.151g/kg,绿原酸

的含量为(52×0.0075/9.7)g/15kg=0.00267g/kg
=2.67mg/kg,比烟叶芦丁(433mg/kg)和绿原酸

(15.5mg/kg)的含量都低。

表1 各组分中芦丁和绿原酸含量

组分或对照品
芦丁峰面积/

保留时间(min)
芦丁浓度

(mg/ml)
绿原酸峰面积/

保留时间(min)
绿原酸浓度

(mg/ml)
芦丁对照品 39773411/10.441 4.8 - -
绿原酸对照品 - - 33702108/4.477 2.8
90%乙醇组分 277103/10.413 0.017 0 0
50%乙醇组分 6940458/10.416 0.42 181250/4.476 0.0075

3 讨论

黄酮类化合物是一类重要的天然有机化合物,它
广泛存在于高等植物及羊齿植物的根、茎、叶、花、果实

等中,不仅数量、种类繁多而且结构类型复杂多样[10]。
具有抑制酶、抗癌、抗菌、抗病毒、抗炎症、抗过敏、抗糖

尿病、镇痛、有抗炎、平喘、降血脂、神经保护、预防和治

疗心血管疾病等广谱的药理作用和生物活性,对人类

肿瘤、衰老、心血管病等退变性疾病的治疗和预防有重

要意义[10-14]。绿原酸类物质是植物体内有氧呼吸过程

中经莽草酸途径产生的一种苯丙素类次生代谢产物,
广泛存在于高等双子叶植物和蕨类植物中,除具有抗

菌、抗寄生虫、抗病毒、抗氧化作用外,还具有抗焦虑、
保肝利胆、抗肿瘤、降血糖、降血脂、降血压、抑制糖尿

病以及抗辐射等生物活性[2,15-16]。从烟根50%乙醇组

分LC-MS色谱还可见保留时间和芦丁及绿原酸相近

的化合物,它们是否为芦丁和绿原酸的类似物有待于

进一步研究。前面的研究发现烟根的50%乙醇组分

活性最好,其浓度达到160mg/L时清除DPPH 自由

基的活性接近维生素C和常用抗氧化剂BHT[11];而
其中的抗氧化活性是否为芦丁和绿原酸还有待于进一

步研究。
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