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摘　要 : 　利用 MALD I- TOF MS分析了红树植物木榄花萼缩合单宁的结构单元组成类型、平均聚

合度和平均分子质量。并以木榄花萼缩合单宁为原料 ,通过 HCl-正丁醇法酸解反应制备了花青

定粗产品 ,同时测定了花青定粗产品对二苯基苦基苯肼自由基 (DPPH·)的清除能力及铁离子还

原 /抗氧化能力 ( FRAP)。结果表明 :木榄花萼缩合单宁结构单元组成类型主要为儿茶素或表儿茶素 , 平均聚合度为

7. 5,平均分子质量为 2 081. 60 u;花青定粗产品具有较强的清除自由基能力 , DPPH·半数抑制浓度 ( IC50 )为

43. 889 mg/L,并具有较高的 FRAP ( (7. 718±0. 109) mmol/g)。
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Preparation and Antioxidant Activity of Cyanidin from Condensed Tannins
Extracted from Calyx of B ruguiera gym norrhiza
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Abstract: Type of structural units, degree of polymerization and mean molecular weight of condensed tannins extracted from calyx

of large red mangrove (B rugu iera gym norrhiza) were characterized by matrix2assisted laser desorp tion / ionization time2of2flight

mass spectrometry (MALD I2TOF MS). Crude cyanidin p roducts were p repared from condensed tannins of B. gym norrh iza by

means of butanol/HCl reaction. In addition, the free radical2scavenging activity and antioxidant ability of crude cyanidin p roducts

were determ ined by using 1, 12diphenyl222p icrylhydrazyl radical (DPPH·) and ferric reducing/antioxidant power ( FRAP) model

system s respectively. The results showed that catechin /ep icatechin were the structural units occurring in condensed tannins of B.

gym norrh iza. Average degree of polymerization was 7. 5, and mean molecular mass was 2 081. 60 u. Crude cyanidin p roducts

showed a very good DPPH radical scavenging activity ( IC50 of 43. 889 mg/L) and ferric reducing/antioxidant ability ( (7. 718 ±

0. 109) mmol/g).

Key words: MALD I2TOF MS; calyx of B rugu iera gym norrhiza; condensed tannins; cyanidin; antioxidant activity

花色素类及其糖苷———花色素苷类在化学上属于类黄酮 ,自然界中它们常以糖苷形式存在 ,是植物

的主要显色物质 ,包括花青定、翠雀定和天竺葵定等及其糖苷类。花色素具有明显的保健作用 ,具有很

强的抗氧化能力 ,可以清除自由基 ,降低氧化酶的活性 ,抑制胆固醇吸收 ,降低低密度脂蛋白胆固醇含

量 ;此外 ,还具有抗变异、抗肿瘤、抗过敏、保护胃黏膜等多种疗效 [ 1- 2 ]。因此 ,花色素合成及调控是目前
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非常活跃的研究领域。花色素的制备方法主要是通过从植物材料中分离对应的花色素苷并对花色素苷

进行酸化水解来获得各种花色素。该方法的生产工序复杂 ,并且用于生产花色素的高纯度花色苷原料

的产量也相对有限和价格高昂 ,导致该方法所生产的花色素的价格极高 ,难于在市场上大量供应。若能

利用资源量巨大的原花色素 (即缩合单宁 )通过酸解转化制备花青定等花色素 ,可有望最大限度地降低

花色素的生产成本。本研究利用 MALD I- TOF MS分析了红树植物木榄花萼缩合单宁的结构单元组成

类型 ,并以木榄花萼缩合单宁为原料 ,通过 HCl-正丁醇法降解反应制备了花青定粗产品 ,研究了酸解转

化产物对二苯基苦基苯肼自由基 (DPPH·)的清除作用和铁离子还原 /抗氧化能力 ( FRAP)。

1　材料与方法

1. 1　原理

原花青素的 4→8键很不稳定 ,易在酸的作用下打开。下部单元形成 (+) -儿茶素 ,上部单元成为正

碳离子 (A) , A失去一个质子成为黄 - 3-烯 - 3 -醇 ( B)。在有氧条件下 B失去杂环上的氢负离子 ,被氧

化为花青定 ,反应过程如图 1所示。

图 1　原花青素酸解转化反应示意图

F ig. 1　Ac id conversion of procyan id in

1. 2　原料、试剂及主要仪器

原料 :红树植物木榄 (B rugu iera gym norrh iza (L inn. ) Lam. )花萼 ,采自福建九龙江口红树林自然保

护区。样品采集后迅速用 70 %丙酮溶液提取 3次 ,收集提取液在 30 ℃旋转减压蒸发除去丙酮 ,将含

有缩合单宁的水相冷冻干燥以得到缩合单宁样品粗提物。粗提物用少量 50 %甲醇溶液溶解后上

Sephadex LH- 20纯化以获得缩合单宁纯化物 [ 3 ]。

试剂 :甲醇、丙酮、三氟乙酸 ( TFA )等均为国产分析纯试剂 ,乙腈为色谱纯。氯化铯纯度 ≥99 % ,

Fluka公司 ; Dowex 50 ×8～400强酸型阳离子交换树脂、二苯基苦基苯肼自由基 (DPPH·)、Fe
3+

-三吡啶

三吖嗪 ( TPTZ)、丁基羟基茴香醚 (BHA )、 (+) -儿茶素及抗坏血酸 (AA ) , Sigma公司产品 ;样品纯化所

用色谱填料为 Sephadex LH- 20, Amersham公司 ;实验用水为二次去离子水。

仪器 :高效液相色谱仪 1100 Series,美国 Agilent公司 ;二极管阵列 (DAD )检测器 ; UV - 2000紫外可见

分光光度计 ,尤尼柯 ; FD- 1冷冻干燥机 ,北京 ; B ruker ReflexⅢ基质辅助激光解吸附飞行时间质谱仪 ,德国。

1. 3　实验方法

1. 3. 1　MALD I- TOF MS分析　参考向平等 [ 4 ]的研究方法 ,对木榄花萼单宁进行 MALD I- TOF质谱分
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析。选用氯化铯 (3. 80 g/L的水溶液 )为离子化试剂。

1. 3. 2　HCl-正丁醇法酸解转化反应　取木榄花萼缩合单宁 100 mg,溶于 12. 2 mL水中 ,补加 HCl-正丁

醇 (体积比 95∶5)溶剂系统至总体积 70 mL,充分混匀 ,置于 100 ℃水浴充分反应 75 m in。反应完全后

取出冷却 ,加水萃取除去 HCl,于 40 ℃减压浓缩蒸干 ,得缩合单宁酸解转化产物即花青定粗产品约

81 mg,得率约为 81 % , HPLC分析其纯度。

1. 3. 3　HPLC分析花青定粗产品　取花青定粗产品少量加 1 mL 25 %的乙腈水溶液溶解制样 ,所有流

动相和样品溶液均用 0. 22μm的滤膜过滤。用反相液相色谱 (RP- HPLC)结合 DAD分析缩合单宁降解

产物组成成分。色谱柱用 Hypersil ODS 5μm, 4. 6 mm ×250 mm; 流动相 :乙腈 + 0. 1 % TFA (Ⅰ)、水 +

0. 1 % TFA (Ⅱ) ; 流速 : 1 mL /m in; 梯度设置 : 0～6 m in, 15 % Ⅰ; 6～20 m in, 15 %～22 % Ⅰ; 20～35 m in,

22 %～30 %Ⅰ; 35～60 m in, 30 %～48 %Ⅰ; 60～75 m in, 48 %～100 %Ⅰ; 75～80 m in, 100 %Ⅰ。检测 : DAD ,

280、512、524和 530 nm。进样量 30μL;柱温 30 ℃。

1. 3. 4　测定 DPPH·清除能力　参考文献 [ 5 ]的方法 ,测定了花青定粗产品的 DPPH·清除能力。实验

结果用达到 50 % DPPH·清除率所需的样品质量浓度来表示。

1. 3. 5　测定总抗氧化活性　参照 Benzie等 [ 6 ]采用铁离子还原 /抗氧化能力 ( FRAP)分析法测定了花青

定粗产品的总抗氧化能力。结果用达到每克待测样品干质量抗氧化能力所需抗坏血酸的量 (mmol/g)

表示。对所有样品均采用 3个平行样按上述方法进行测定 ,取其平均值。

2　结果与分析

2. 1　木榄花萼缩合单宁及花青定粗产品

2. 1. 1　木榄花萼缩合单宁 MALD I- TOF MS分析　MALD I- TOF是质谱分析中最常用的确定植物单宁

结构单元的方法 ,能对植物缩合单宁进行快速、简便且准确的结构分析。本研究利用 MALD I- TOF MS

技术对木榄花萼缩合单宁结构单元组成类型进行了快速测定。

对木榄花萼缩合单宁在高浓度的离子化试剂 Cs
+条件下进行 MALD I- TOF质谱分析 ,得到该单宁

的 MALD I- TOF质谱图 (图 2)。在木榄花萼缩合单宁的 MALD I- TOF质谱图中 ,最主要的离子峰系列

是 : m / z 998. 6, 1286. 7, 1574. 7, 1862. 7, 2151. 7, 2439. 6, 2727. 5, 3015. 3, 3303. 2, 3591. 9, 3879. 7,

4167. 5, 4455. 3, 4744. 0。该离子峰系列各相邻离子峰之间的等距间隔为 m / z 288,该等距间隔显示了

构成木榄花萼缩合单宁的黄烷三醇结构单元 (U288)的质量数。这一主要系列的离子峰是由不同数量

的结构单元 U288构成的均聚物在 MALD I过程中产生的分子离子峰 [M + Cs]
+

,通过计算各聚合物中结

构单元 U288的个数就能得出各聚合物的聚合度。在该条件下 ,MALD I- TOF质谱能检测到木榄花萼缩

合单宁中从三聚到十六聚体均聚物的存在 ,更高聚合度的聚合物没有被检测到。通过研究揭示 ,木榄花

萼缩合单宁中黄烷三醇聚合物的主要类型是原花青定 ,在构成上主要是由儿茶素和表儿茶素结构单元

通过 C—C聚合而成。木榄花萼缩合单宁的平均聚合度由 MALD I- TOF质谱测定的值为 7. 5,平均分子

质量为 2 081. 60 u。

2. 1. 2　花青定粗产品的 HPLC图谱分析　利用 HCl-正丁醇法对木榄花萼缩合单宁进行了酸解转化得

到花青定粗产品 , HPLC分析实验结果见图 3。由 HPLC图谱分析可知 ,木榄花萼缩合单宁结构单元主

要是儿茶素 /表儿茶素 (C /EC) ,其降解产物主要为花青定 ,与 MALD I- TOF质谱分析结果相一致。

2. 2　木榄花萼缩合单宁制备花青定粗产品的条件研究

不同的反应时间、含水量及反应物质量浓度对花青定粗产品中花青定纯度的影响见图 4。由图 4

可以看出 ,转化产物中花青定纯度与酸解转化反应时间之间关系复杂。当反应时间为 30和 75 m in时

花青定纯度较高 (分别为 49. 00 %和 49. 69 % ) ;反应体系含水量对花青定纯度影响较大 ,是该反应中

必须严格控制的关键因素。较低的反应体系含水量会抑制花青定的生成 ,并增加副产物的生成量 ,因此

在采用该方法制备花青定时务必要保证反应系统较高的含水量 ,从而减少副产物的生成 ,来增大目标产

物花青定的纯度 ;当缩合单宁样品质量浓度大于 0. 2 g/L时 ,缩合单宁样品质量浓度对花青定纯度影响
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不大 ,均能保持较高的花青定纯度 (大于 40 % )。当缩合单宁样品质量浓度较低时 (小于 0. 2 g /L )则会

抑制花青定的生成 ,在实际制备过程中应注意控制反应物缩合单宁质量浓度不能太低。将花青定粗产

品利用大孔吸附树脂技术进一步纯化 ,有望将转化产物花青定粗产品中花青定纯度提高到 80 %以上 ,

利用该方法制备花青定 ,制备工艺简单快捷、原料廉价丰富 ,得到花青定粗产品中花青定纯度较高。

2. 3　花青定粗产品的抗氧化能力研究

2. 3. 1　花青定粗产品的自由基清除作用　DPPH·分光测定法 ,在国内外广泛用于清除自由基物质性

质的研究与天然抗氧化剂的筛选 [ 7- 8 ]。按 1. 3. 4节自由基清除率测试方法 ,对花青定粗产品的自由基

表 1　花青定粗产品抗氧化能力测定 1)

Table 1　An tiox idan t activ ities of crude cyan id in products

样品名称 samp les IC50 /DPPH / (mg·L - 1 ) FRAP / (mmol·g- 1 )

花青定粗产品
crude cyanidin p roducts

43. 889 ±0. 390d 7. 718 ±0. 109a

木榄花萼缩合单宁
B. gym norrh iza condensed tannins

132. 627 ±1. 864a 1. 827 ±0. 032d

(+) -儿茶素 (+) 2catechin 75. 433 ±2. 050b 4. 343 ±0. 066c

抗坏血酸 ascorbic acid 78. 254 ±1. 407b

丁基羟基茴香醚
butylated hydroxyanisole

57. 464 ±0. 974c 7. 425 ±0. 137b

　　1)同一列中不同字母表示存在显著性差异 ( P < 0. 05) D ifferent letters show
significant differences from each other ( P < 0. 05) .

清除率进行测定 ,并以木榄花萼缩合

单宁、(+) -儿茶素、抗坏血酸及常用

抗氧化剂丁基羟基茴香醚作为对照

(表 1)。

较低的自由基半数抑制浓度

( IC50 )值表示更高的自由基清除能

力 ,实验结果如表 1所示 ,各样品的

DPPH·清除能力依次为 :花青定粗产

品 > BHA > ( +) -儿茶素≈抗坏血

酸 >木榄花萼缩合单宁。统计分析发

现 ,花青定粗产品相对于木榄花萼缩
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合单宁、(+) -儿茶素、抗坏血酸及人工合成抗氧化剂 BHA均表现出明显更高的 DPPH·清除能力 ( P <

0. 05)。表明花青定粗产品具有较高的自由基清除能力。

2. 3. 2　花青定粗产品的 FRAP测定 　结果见表 1。花青定粗产品表现出较高的 FRAP ( ( 7. 718 ±

0. 109) mmol/g) ,是木榄花萼缩合单宁 FRAP ( (1. 827 ±0. 032) mmol/g)的 4倍多 ,且明显高于缩合单宁

的单体 (+) -儿茶素 ( (4. 343 ±0. 066) mmol/g) ,比人工合成的抗氧化剂 BHA ( (7. 425 ±0. 137) mmol/g)

表现出更高的抗氧化能力。

花青定粗产品较高的抗氧化和自由基清除能力主要来自花青定。大量研究显示花色素有强的抗氧

化活性 [ 9- 10 ]。首先如同其他植物多酚类物质一样 ,花色素被理解为多羟基苯基化合物的抗氧化作用和

清除自由基的作用。Kahkonen等 [ 9 ]对植物中普遍存在的 6种花色素及其糖苷在亚油酸甲酯中的抗氧

化活性作过比较。并且 ,对于这些化合物对 DPPH·的清除能力也作了研究。发现大多数花色素及其糖

苷在这种亚油酸甲酯中显示出强的抗氧化性能。

由 Benzie等建立的 FRAP法原理明确 ,操作简便 ,不需特殊仪器 ,易于标准化 ,已用于测定不同抗氧

化物质、食物与生物样品的抗氧化活性 ,但是它所测结果反映的不是样品针对某一种自由基的清除活

性 ,而是样品总的还原能力 ,一些学者因此认为该法测定结果可用来反映样品的总抗氧化活性 [ 6 ]。

3　结 论

3. 1　根据对木榄花萼缩合单宁进行 MALD I- TOF质谱分析结果 ,得到该缩合单宁的化学结构主要为原

花青素类型 ;在聚合物组成上 ,主要是由各聚合程度不同的原花青素的均聚物组成 ,构成该缩合单宁的

黄烷 - 3-醇结构单元主要是儿茶素和表儿茶素。木榄花萼缩合单宁的平均聚合度为 7. 5,平均分子质量

为 2 081. 60 u。

3. 2　以木榄花萼缩合单宁为原料进行 HCl-正丁醇法酸解转化 ,通过控制反应时间 ( 75 m in)、反应体系

含水量 (22 % )及反应物缩合单宁质量浓度 (大于 0. 2 g/L )可使所得花青定粗产品中花青定纯度高于

40 %。

3. 3　花青定粗产品具有较强的自由基清除能力及较高的铁离子还原 /抗氧化能力 ( FRAP)。
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