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摘要!采用
d=<>)d7)mF+

联用系统测定了
5

种不同野生樱

桃李叶中黄酮苷元的含量"并对醇提物成分进行快速分析(

结果表明"槲皮素和山奈酚为野生樱桃李叶主要黄酮苷元(

d=<>

测定
!

种苷元可在
'2"*,K

内达到基线分离"线性关

系良好"平均回收率分别为
%62&$P
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)G1

$"表明该方法快速!准确!重

复性好(不同品种和生长环境的野生樱桃李叶中黄酮苷元

含量有差异"但均以山奈酚为主(阳坡紫果叶山奈酚含量最

高为#
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"沟谷红果叶最低为 #
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"总黄酮含量变化幅度为
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通过
d=<>)d7)mF+

联用系统快速鉴别"阳坡紫果叶醇提物

主成分为
#

种单咖啡酰奎宁酸!

5

种槲皮素苷!

'

种山奈

酚苷(

关键词!野生樱桃李)黄酮苷元)
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联用)组成

分析
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野生樱桃李#

F>@)@5=1>%5/
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1>%

$俗称野酸梅'蔷薇科李

属'落枝灌木或小乔木!

#

%

(植株多分枝'成熟叶片为椭圆形+

卵圆形或倒卵形'少数出现椭圆状披针形(就世界范围而

言'野生樱桃李主要分布于中亚天山+高加索+小亚细亚及巴

尔干半岛!

!

%

'樱桃李的野生种在中国仅分布于新疆伊犁地区

霍城县的科古尔琴山的大西沟和小西沟等的
#"

多条山沟

中'集中分布于海拔
#"""

$

#&""*

的沟谷和多石砾的阳坡

地'已被列为国家
4

级重点保护植物和新疆维吾尔自治区
4

级重点保护植物(中国学者!

1Z5

%对野生樱桃李的研究多集

中在其生态+栽培及果实营养成分等方面'对其有效成分的

提取与活性研究近年来才逐步开展(野生樱桃李果实抗氧

化活性与多酚含量有明显相关性'矢车菊
1)

半乳糖苷+矢车

菊
1)

葡萄糖苷是樱桃李果皮中含量最多的花色苷!

$Z'
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(课

题组!

6Z#"

%前期研究发现野生樱桃李叶醇提物中含有多种黄

酮类化合物'具有很好的抗氧化和抑制
!

)

葡萄糖苷酶活性'

为野生樱桃李叶发挥活性的重要物质基础'但对化学成分的

&%



分离纯化和鉴定尚未见报道(近年来从天然产物中寻找可

能发展为新药的先导化合物的研究备受重视'对于活性物质

的快速分析在天然产物研究中具有重要意义(

\=<>)O9

)

O9

技术在化学成分研究中的应用已显优势'是天然产物药

效物质基础研究的有力手段'但其昂贵的价格以及对使用者

的技术要求阻碍了它的普及!

##

%

(

N>mdBÂ mF+

与传统质

谱相比较'直观易用'节约时间'能在常规分析中获得具有一

致性的高质量质谱数据(本试验拟建立
d=<>

法快速测定

野生樱桃李叶黄酮苷元含量的检测方法'利用
d=<>)d7)

mF+

联用系统快速分析鉴定野生樱桃李叶中化学成分'为物

质基础的导向性分离提供理论依据(
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!

材料与方法
#2#

!

材料与仪器

#2#2#

!

材料与试剂

野生樱桃李叶"分别于
!"#'

年
%

月采自新疆伊犁霍城

县大西沟'其中样
#

紫果叶+样
!

红果叶均采样于阳坡'样
1

紫果叶+样
5

红果叶均采样于沟谷'经伊犁师范学院资源与

生态研究所赵玉教授鉴定为蔷薇科野生樱桃李叶'洗净'阴

干后
&"_

烘干至恒重'粉碎过
&"

目筛备用'树叶标本存放

于伊犁师范学院资源与生态研究所*

山奈酚+槲皮素+异鼠李素"
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*

%6P

'上海源叶生物

科技有限公司*

$)

半乳糖+

$)

木糖+

2)

鼠李糖+

$)

葡萄糖+

2)

阿拉伯糖"
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*

%6P

'上海源叶生物科技有限公司*

乙醇+盐酸"分析纯'国药集团化学试剂有限公司*

甲醇+甲酸"色谱纯'阿达玛斯试剂#上海$有限公司*

石油醚#

&"

$

%"_

$"分析纯'天津市北联精细化学品开

发有限公司(

#2#2!

!

主要仪器设备

超高效液相色谱仪"

N>mdBÂ d=<>\)>-+JJ

'配备光

电二极管矩阵#

=FN

$检测器'美国
I+Q:.J

公司*

质谱仪"

N>mdBÂ mF+

质谱检测器'美 国
I+Q:.J

公司*

色谱柱"
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#2'

#
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'

!2#**`

$"**

$'美国
I+Q:.J

公司*

电子天平"

9+.Q4.,WJE9N#!59

型'德国赛多利斯科学仪

器有限公司*

集热式磁力加热搅拌器"

FL)#"#9

型'金坛市医疗仪

器厂(

#2!
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方法

#2!2#

!

混合标准液的配制
!

分别精密称取
!2$*

V

槲皮素+

$2"*

V

山奈酚+

!2$*

V

异鼠李素置于
!$*<

容量瓶中'无水

甲醇超声溶解'冷却后定容'得到质量浓度分别为
#""

'

!""

'
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#
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)
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的标准品储备液(取储备液进行稀释'配制
!"

'
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'
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'
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'

#""

'
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'
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)

*<

#以山奈酚计$的混合标准液'

过
"2!!

#

*

微孔滤膜'取滤液于
5_

保存备用(

#2!2!

!

样品溶液的制备
!

称取
"2!$

V

野生樱桃李#样
#

$叶
!

份'加入石油醚#

&"

$

%"_

$
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'水浴加热至沸腾'并保持

微沸
#D

'脱脂'去叶绿素'抽滤后将滤渣晾干(其中
#

份加

入无水甲醇
!$*<

'另
#

份加入无水甲醇
!"*<

和
5*4-

)

<

的盐酸
$*<

'分别于
6"_

回流
12"D

'抽滤'离心后将滤液用

无水甲醇定容至
!$*<

容量瓶中'得到野生樱桃李叶醇提物

和水解液'取
#2"*<

过
"2!!

#

*

微孔滤膜'取滤液于
5_

保

存备用(

#2!21
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色谱条件
!

色谱柱为
N>mdBÂ d=<>E(\ >
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#

#2'

#

*

'

!2#** $̀"**

$*流动相
N

为
"2#P

甲酸水溶液'

E

为甲醇(标准品和水解样品分析色谱条件
5

"梯度洗脱方

法为
"

$

'*,K

'

1$P

$

$!PE

*

'

$
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$!P

$

#""PE

*
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$
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#""P

$

1$P E

(流速
"21*<

)

*,K

*进样体积
#2"

#

<

*

柱温
1"_

*检测波长
1&"K*

(醇提物分析色谱条件
4

"梯

度洗脱方法为
"

$
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!6P E
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##
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51P E

'流速
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)

*,K

*进样

体积
#2"
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*柱温
1"_

*检测波长
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质谱条件
!

N>mdBÂ mF+

质谱检测器'

=:.U4.*+K)

3:

模式*

(9B

负离子全扫描'

#""

$

6""F+

*锥孔电压
#$7

'毛

细管电压
"26[7

*离子源温度
&""_

*

(*

;

4R:.

操作系统(

#2!2$

!

标准曲线和样品测定
!

按照
#2!21

色谱条件进样

#2"

#

<

'以峰面积#

4

$与相应的浓度#

T

$分别绘制标准曲线'

根据标准曲线计算样品中黄酮苷元的含量(

#2!2&

!

方法学考察
!

参考文献!

#!

$

#1

%'以预试验优化的色

谱条件
5

进行方法学考察(取同一份混合标准品#山奈酚浓

度为
#""

#

V

)

*<

$'重复进样
&

次'每次进样
#2$

#

<

'计算相

应保留时间和峰面积的
?9F

'考察试验精密度*取样
#

水解

液每隔
!D

进样
#2$

#

<

'进样
&

次'计算相应峰面积的
?9F

'

考察试验稳定性*平行称取
"2!$

V

样
#

共
$

份'按照
#2!2!

方

法制备水解液'分别进样
#2$

#

<

'计算槲皮素和山奈酚含量

和相应峰面积的
?9F

'考察试验重复性*平行称取
"2!$

V

样

#

共
&

份'分别向样品中添加低+中+高质量的标准品#相当于

样品中含量的
6"P

'

#""P

'

#!"P

$'按照
#2!2!

方法制备水解

液
&

份'分别进样
#2$

#

<

'根据标准曲线计算槲皮素和山奈

酚的含量+回收率和
?9F

'考察试验加标回收率(

#2!2'

!

样品含量测定
!

采用外标法测定
5

种不同样品中黄

酮苷元的含量'参考
9Q,3D:.

等!

#5

%提出的通过转换因子#槲皮

素+山奈酚转换因子分贝为
!2$#

和
!2&5

$由黄酮苷元计算总

黄酮含量的方法'根据公式计算
5

种不同样品总黄酮含量(

!

!

结果与分析

!2#

!

水解试验
!

由图
#

可知'野生樱桃李叶水解液色谱图中峰
#

+峰
!

分

别与标准品槲皮素+山奈酚保留时间一致'且表现出相同的

特征紫外吸收'可确定峰
#

+峰
!

为槲皮素和山奈酚'水解样

品中未检测到异鼠李素(取水解液以乙酸乙酯&异丙醇&

水为展开剂'通过苯胺&二苯胺
)

磷酸法显色'发现水解产物

中存在鼠李糖+木糖+阿拉伯糖+葡萄糖和半乳糖#极性由小

到大$(说明野生樱桃李叶中主要含有以槲皮素和山奈酚为

苷元的黄酮类化合物(
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安全与检测
!

!"#6

年第
%

期



图
#

!

混合标准品和野生樱桃李叶水解液
d=<>

色谱图
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W.:#
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V

.+*J4U.:U:.:K3:JWSJQ+K3:J

+K/D

0

/.4-

0

J+Q:J

!2!

!

标准曲线绘制

按照
#2!21

色谱条件
5

将不同质量浓度的混合标准液各

进样
#2$

#

<

'以峰面积#

4

$与相应的浓度#

T

$绘制标准曲线

并进行线性分析'得到混合标准品的回归方程+相关系数和

线性范围'结果见表
#

(

!21

!

方法学考察
!

!212#

!

精密度
!

结果显示'槲皮素+山奈酚+异鼠李素保留时

表
#

!

标准品的线性关系和精密度考察
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<,K:+..:-+Q,4KJD,

;

+K/
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.:3,J,4K4UQD.::JQ+K/+./

J+*

;

-:J

#

)G'

$

标准品 回归方程 相关系数
线性范围)

#

#

V

/

*<

Z#

$

槲皮素
!

4G###""TZ!'$"" "2%%%$ #"

$

#""

山奈酚
!

4G!"6""TZ'1$"" "2%%%& !"

$

!""

异鼠李素
4G#%"""TZ1#%"" "2%%%' #"

$

#""

间分别为
52#

'

$2%

'

&25*,K

'保留时间
?9F

值分别为
"26&P

'

"2&'P

'

"2$%P

*峰面积的
?9F

值分别为
#2"6P

'

"2'5P

'

"2'$P

'表明仪器的精密度较好(

!212!

!

稳定性
!

结果显示'槲皮素+山奈酚峰面积的
?9F

分

别为
"2%6P

'

"25%P

'表明水解液室温下
#!D

内稳定(

!2121

!

重复性
!

根据标准曲线计算原料中槲皮素和山奈酚

平均含量分别为
12&$#5

'

'2&'%&*

V

)

V

'峰面积的
?9F

分别

为
#2!%P

'

#2"'P

'表明方法重复性良好(

!2125

!

加标回收率
!

由表
!

可知'槲皮素和山奈酚的平均回

收率分别为
%62&$P

'

#"!2"!P

'

?9F

均小于
!P

'说明方法的

准确度良好(

!25

!

样品的测定
!

由表
1

可知'不同样品所含黄酮苷元中山奈酚含量均明

显高于槲皮素'说明野生樱桃李叶中黄酮类成分以山奈酚苷

类化合物居多(阳坡样品总黄酮含量均高于沟谷样品'诸

等!

#$

%研究发现光照能够强烈地影响植物的初生代谢+植物

细胞生长及次生代谢产物积累(分析原因是阳坡日照时间

长+辐射强度大+土壤干燥等因素促使野生樱桃李叶产生抗

逆性'局部器官或组织合成较多的黄酮类化合物'以利于自

身的保护(文献!

#&

%报道不同遗传背景的植物存在成分和

含量差异'与本试验中不同生长环境下紫果叶中黄酮苷元总

含量均高于红果叶相吻合(

表
!

!

野生樱桃李叶中添加标准品的回收率

A+S-:!

!

?:34T:.,:J4UJQ+K/+./J,K:XQ.+3Q,4K4U-:+T:J

#

)G1

$

成分 取样品量)
V

成分含量)
*

V

添加量)
*

V

检出量)
*

V

回收率)
P

平均回收率)
P ?9F

)

P

"2!$"1 "2%#5" "2' #2&"%' %%2$$

槲皮素
"2!$"$ "2%#5' "2% #2'%"# %'25' %62&$ #2"6

"2!$"% "2%#&# #2# !2""## %62%1

"2!$## #2%!61 #2$ 1255%5 #"#2%'

山奈酚
"2!$"! #2%!#5 #2% 1266#$ #"12!5 #"!2"! #2#'

"2!$#! #2%!%! !21 52!!%5 #""26$

表
1

!

不同供试品中黄酮含量测定

A+S-:1

!

F:Q:.*,K+Q,4K4UQD:U-+T4K4,/J34KQ:KQ,K/,UU:.:KQJ+*

;

-:J

#

)G1

$

*

V

"

V

样品 槲皮素 山奈酚 异鼠李素 总黄酮

样
#

阳坡紫果叶
12'$M"2!5 '2&6M"25$

未检出
!%2&%M12$&

样
!

阳坡红果叶
!211M"2#1 $2'$M"2!#

未检出
!#2"1M#2'&

样
1

沟谷紫果叶
12"6M"2#' &2#1M"2!&

未检出
!12%#M!2!1

样
5

沟谷红果叶
!26"M"2!$ 52$%M"21!

未检出
#%2#$M!2%5

6%
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%
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d=<>)d7)mF+

联用系统快速分析野生樱桃李叶化学成分
!



!2$

!

醇提物化学成分

由图
!

可知'醇提物中化合物
#

极性较大且含量较高*

化合物
!

$

%

保留时间集中在
#1

$

#6*,K

'说明化合物极性

相近*化合物
#"

$

#!

含量较低'各峰之间分离度可满足质谱

分析(

N>mdBÂ mF+

质谱检测器直观易用'摆脱了传统质谱

仪的操作复杂性'可快速获得高质量的质谱数据'对化合物进

行快速鉴定'补充了诸如
=FN

等光学检测器的不足(本试验

基于野生樱桃李叶醇提物化学成分的紫外和质谱数据'结合

水解试验'根据课题组前期研究积累经验并参考文献!

#'

$

!$

%'对野生樱桃李叶醇提物黄酮成分进行快速分析'结果见

表
5

(其中
#

号峰
d7

#

*+X

为
!#%

'

!1"

'

1!&K*

'分子离子峰

J

)

R

为
1$12!"

!

OZ\

%

Z

'推测为单咖啡酰奎宁酸!

!!

'

!&

%

(

#"

+

##

+

#!

号峰含量较低'质谱数据复杂'未做推断(

图
!

!

野生樱桃李叶醇提物
d=<>

谱图

L,

V

W.:!

!

d=<>3D.4*+Q4

V

.+*J4U*:QD+K4-:XQ.+3Q

U.4*F>@)@5=1>%5/

9

1>%<:+T:

表
5

!

野生樱桃李叶醇提物黄酮苷紫外质谱分析结果

A+S-:5

!

d7+K/O9+K+-

0

J,J.:JW-QJ4UU-+T4K:

V

-

0

34J,/:J4U*:QD+K4-:XQ.+3Q

峰号 保留时间)
*,K

d7

#

*+X

)

K*

!

OZ\

%

Z

#

J

)

R

$ 黄酮苷元 推测单糖类型 单糖个数 文献

! #12%!' !$$

'

1$& 5&12!$

槲皮素 半乳糖+葡萄糖 单糖 !

#'

$

#6

%

1 #52156 !$$

'

1$& 5&12!#

槲皮素 半乳糖+葡萄糖 单糖 !

#'

$

#6

%

5 #52'$% !&5

'

15% 51#2!&

山柰酚 鼠李糖 单糖 !

#%

$

!"

%

$ #$2"!' !&&

'

15& $&12!!

山奈酚 鼠李糖和阿拉伯糖或木糖 双糖 !

#%

'

!#

%

& #&2"$5 !$$

'

1$# 5112#%

槲皮素 木糖苷+阿拉伯糖 单糖 !

!!

$

!1

%

' #&2&$! !&5

'

156 &"%2!!

山奈酚 半乳糖+葡萄糖 双糖 !

#'

$

#6

%

6 #'2"#' !&5

'

15& $&12#%

山奈酚 鼠李糖和阿拉伯糖或木糖 双糖 !

#%

$

!"

%

% #'2#!& !&5

'

155 $''2!1

山奈酚 鼠李糖 双糖 !

!5

$

!$

%

#" #%2#'$ !&5

'

11$ Z

山奈酚
Z Z

## !"2#"& !&5

'

11' Z

山奈酚
Z Z

#! !#25%$ !$$

'

15% Z

槲皮素
Z Z

1

!

结论
本试验结果表明'以槲皮素和山奈酚为苷元'与鼠李糖+

木糖+阿拉伯糖+葡萄糖和半乳糖等缩合而成的黄酮苷为野

生樱桃李叶中主要成分(

d=<>

测定水解产物中槲皮素和

山奈酚的含量在
' *,K

内完成'精密度
?9F

值分别为

#2"6P

'

"2'5P

'重复性
?9F

值分别为
#2!%P

'

#2"'P

'稳定性

?9F

值分别为
"2%6P

'

"25%P

'平均回收率分别为
%62&$P

'

#"!2"!P

'

?9F

均小于
!P

'说明该方法快速+准确+可行(

5

种不同样品的总黄酮含量为#

#%2#$M!2%5

$

$

#

!%2&%M

12$&

$

*

V

)

V

'其中阳坡紫果叶
$

沟谷紫果叶
$

阳坡红果叶
$

沟谷红果叶(通过
d=<>)d7)mF+

联用系统快速分析阳坡

紫果叶醇提物主成分为
#

种单咖啡酰奎宁酸+

5

种槲皮素糖

苷+

'

种山奈酚糖苷(

d=<>)d7)mF+

联用系统使分离和鉴

定同时进行'能够快速+准确+有效地鉴别物质(对野生樱桃

李叶醇提物化学成分结构的确定'课题组将通过柱色谱和制

备色谱等手段分离+纯化后进一步研究(
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(可见山苍子精油壳

聚糖复合涂膜降低了营养物质的消耗'有效地延缓了金柑的

衰老'拓展了山苍子精油壳聚糖复合涂膜在果蔬保鲜中的应

用'但其保鲜机理还有待于进一步探究(
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