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摘要 目的  从葡萄籽中分离多酚化合物 进行抗氧化作用研究 ∀方法  采用 ⁄ °2 ×  • 柱

色谱与制备型  °2°≤相结合从葡萄籽乙酸乙酯萃取部位分离多酚物质 根据  ≥   ≤⁄ ÷2射线单晶衍射等

谱学数据并与已知化合物对照 确定化合物结构 ∀对不同类型化合物经还原能力 !⁄°° #  ΑΑ22Β2

自由基捕获试验进行抗氧化能力筛选 选择有抗氧化潜力的化合物施于小鼠脾细胞  损伤模型 用

单细胞凝胶电泳≥≤∞ 2技术分析化合物对细胞内 ⁄ 氧化损伤的防护作用 ∀结果

共分离到个化合物包括 个新结构 葡酚酮  ≤ 抗氧化试验表明 原花青素  !儿茶素 !表儿茶素与没食子

酸的体外抗氧化能力较强 且低浓度 Λ#


 Λ#

均表现对细胞 ⁄ 氧化损伤的防护作用 但 
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儿茶素导致细胞 ⁄氧化损伤 ∀结论  葡酚酮  ≤ 为首次报道 ∀多酚类物质在低浓度有较好的细胞

⁄氧化损伤的防护作用 可解释多酚物质的营养保健作用 而高浓度的多酚物质也可成为致氧化损伤物质 提示

天然抗氧化剂的保健作用可能受剂量的影响 ∀
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  自由基可导致脂质 !蛋白质和 ⁄的氧化性退

化 !激活致癌原 !抑制胞内抗氧化防御系统等 从而

参与了人类上百种疾病的发生 !发展过程如关节

炎 !动脉粥样硬化 !早衰 !器官局部缺血与再灌注损

伤 !老年性痴呆 !胃肠道功能紊乱和肿瘤等 近年来

寻找抗氧化剂 特别是天然的安全有效的抗氧化剂

成为研究热点≈ ∀自 / 法兰西之谜0现象≈揭示以

来 不断有关于葡萄籽提取物 ≥∞ 

¬的报道 其主要生物活性有心血管保护 !化

学预防 !细胞保护等≈  
所含主要成分为儿茶素 !

表儿茶素及其没食子酸酯以不同方式 !不同程度聚

合而成的原花青素类物质≈ ∀

本文从葡萄籽乙酸乙酯提取部位分离多酚化合

物的过程中 除分得没食子酸 !儿茶素 !表儿茶素与

原花青素    个已知化合物外 还获得 个同

分异构的新结构 葡酚酮√ ≤图  ∀

选取不同结构类型的化合物进行还原能力 !⁄°°#

ΑΑ22Β2自由基捕获试验 对

有抗氧化潜力的化合物利用小鼠脾细胞  损伤

模型 用单细胞凝胶电泳 ≥≤∞   2

技术分析化合物对细胞内 ⁄ 氧化

损伤的防护作用 并讨论结构 !剂量与药效的关系 ∀

ƒ∏  ≥∏∏∏2 − 4

材料和方法

药品  ΑΑ22Β2低熔点

°  2与正常熔点° 

 2的琼脂糖凝胶 三羟甲基

氨基甲烷× × ÷2 溴乙锭∞∏

均购自 ≥公司 ∀葡萄籽由烟台葡萄酒

厂提供 ∀

动物  小鼠    由山东大学实验动物中

心提供

仪器  • 2半制备高效液相色谱仪 

∞ƒ⁄2冻干机 2¬∏傅立叶变换

红外光谱仪 °质谱仪 √ ∏核

磁共振仪  紫外可见分光光度仪 

∏°  ≤≤⁄单晶衍射仪 ⁄≠2型稳压稳

流电泳仪 ∏÷2倒置荧光显微镜配备

成像系统 ∀

提取分离  葡萄籽粉碎得 1 粗粉 经石

油醚室温浸泡脱脂后 用  丙酮室温冷浸 浸取

液低温减压浓缩至无丙酮味 用乙酸乙酯萃取 萃取

液低温回收得浸膏 1∀将浸膏用蒸馏水溶解 

分次用 ⁄ °柱   ≅  色谱 甲醇2水

梯度洗脱 合并相同部位分别用 ×  • ƒ

柱  ≅  色谱 丙酮2水2甲酸梯度洗脱 经聚

酰胺薄膜色谱合并为  部分 ƒ   再经

×  • ƒ反复柱色谱 重结晶纯化 由 ƒ

得白色结晶 1  ƒ得 2  3  

4  ƒ得 51  61  ∀ ƒ ƒ分

别经  °2°≤分析  检测得多个成分 多次

收集单峰合并 低温减压回收 分析纯度 必要时经

次 °≤制备纯化 浓缩后冻干 由 ƒ得化合物

8  10  由 ƒ得化合物 7 

9  11  ∀

化合物的抗氧化活性筛选  配置梯度浓度的样

品甲醇溶液   #
 根据文献≈报道的

方法 考察还原能力 ∀根据文献≈的方法 考察化

合物的自由基捕获活性 ∀

单细胞悬液的制备  按文献≈方法进行 ∀

Η2 Ο2诱导细胞 ∆ΝΑ损伤(染毒)与多酚的防护

作用  按文献≈方法进行 ∀

多酚诱导细胞 ∆ΝΑ损伤作用  取细胞用不同

浓度的样品溶液    Λ#

于 ε

  ≤孵箱中培养  离心洗涤后悬于 ε

1  ° 中待 ≥≤∞检测 ∀

ΣΧΓΕ检测细胞 ∆ΝΑ损伤  按文献≈方法

进行 ∀组间单因素方差分析用 ≥≥软件完成≈ ∀

结果

1  化合物结构鉴定

经  ≥   谱图分析 并与标准化合物谱

图对照 确定化合物 1为没食子酸 化合

物 5 6 分别为儿茶素  !表 儿茶 素


≈

化合物 7 − 11分别为原花青素  

   
≈ ∀

化合物 2  淡黄色片状结晶  1 

## 药学学报 °∏≥    



1 ε ≤⁄   ∞   #
 ∃Ε 

 1 ∃Ε   1 ∀单晶衍射主要数据如下 

≤  #   °  1  

1  1 ≅  Β 1β ∂ 

1 ≅
   根据 Φ

由 ≥2 计算  

1     1  ∀
 中 ∆1 ϑ

1 2与 ∆ 1 ϑ  1 2为芳

环间位偶合信号 ∆ 1  ϑ  1 1 

2 1  1     2 1   

   

ϑ 1 1  2与 1  ϑ  1 

  2为典型的黄烷22醇的 ≤ 环信号 故 2 的

结构中应该含有黄烷22醇的  ≤ 环结构 即苯骈二

氢吡喃结构 

2  ≤≥≠ 与 ≤ 也验证了这一推

断表  ∀ 
≤ 中剩余 个碳信号 ∆ 1 

1 1 1 1 1 显

然不是黄烷22醇的 苯环结构 ∀ ∆ 1对应的两

个亚甲基氢信号 ∆ 1  ϑ  1 1 

2χ 1   ϑ  1  1  2χ

   

Ταβλε 1  ΝΜΡ δατα οφ χοµ πουνδ 2 (600 ΜΗζ φορ
1
Η ανδ 150 ΜΗζ φορ

13
Χ , ∆ , Χ∆3 Ο∆)

° ∆≤ ∆ 2  ≤≥≠ ≤ ψ ≤ ∞≥≠

 1 1 1 1 2 2χ ≤2 ≤2 ≤2χ ≤2χ ≤2χ ≤2 2 2χ 2 2χ 2χ

 1 1  1  2 2 ≤2χ ≤2 2 2 2χ

 1 1 1 1 2 2 ≤2 ≤2 ≤2 ≤2 ≤2 2 2

1 1 1 2 2 ≤2 ≤2 ≤2 ≤2 ≤2 2 2 2

 1

 1 1 1 2 ≤2 ≤2 ≤2 ≤2

 1

 1 1 1 2 ≤2 ≤2 ≤2

 1

 1

χ 1

χ 1 1  2χ 2 ≤2χ ≤2χ ≤2χ ≤2 2 2 2χ

χ 1

χ 1 1  1  2χ 2χ ≤2χ ≤2χ ≤2χ ≤2χ 2χ 2 2

χ 1 1 1 1 2χ 2χ ≤2χ ≤2χ ≤2χ 2χ 2 2 2χ

1 1 1 2χ 2χ ≤2χ ≤2χ 2χ 2χ 2

χ 1

Ταβλε 2  ΝΜΡ δατα οφ χοµ πουνδσ 3 ανδ 4 (600 ΜΗζ φορ
1
Η ανδ 150 ΜΗζ φορ

13
Χ , ∆ , Χ∆3 Ο∆)

°
3

∆≤ ∆ ∞≥≠

4

∆≤ ∆ ∞≥≠

 1 1  2 2χ 2 2χ  2χ 1 1  2 2χ 2 2χ 2χ

 1 1  1  2 2 2χ 1 1  1  2 2

 1 1 1 1 2 2 2 1 1 1 1 2 2 2

1 1 1 2 2 1√ 2χ 2 2

 1 1

 1 1 1 1 1 1

 1 1

 1 1 1 1 1 1

 1 1

 1 1

χ 1 1

χ 1 1  2 2 2χ 1 1  2 2

χ 1 1

χ 1 1  1  2χ 2 2 1 1  1  2χ 2 2

χ 1 1 1 1 2χ 2 2χ 1 1 1 1 2χ 2 2χ

1 1 1 2χ 2χ 2 1√ 2 2χ 2χ

χ 1 1

##范培红等 葡萄籽多酚的分离鉴定及其对细胞 ⁄氧化损伤的防护作用



与 ∆1≤2χ存在 ≤ 关系 与 ∆ 1  1

  2χ存在
2  ≤≥≠ 关系 ∀ ∆ 1 

2χ可归属为三取代双键的氢信号 ∀在 ≤

谱图中还存在 2χ 2χ与 ∆ 1≤2χ 2χ与 ∆

1≤2χ的相关关系 ∀由此推断可能存在五元

不饱和内酯环 连接为图 片断 ∀进一步分析远程

相关关系 该片断以 χ位连于苯骈二氢吡喃的 位

表  ∀而且由 ϑ   1 判断化合物为  2

τρανσ构型 ≤⁄数据特征区显示负 ≤效应 故确

定为 2 Ρ绝对构型 结合单晶衍射结构图 确定

χ位绝对构型 ∀由此推定 2 为 Ρ Σ χ Σ222

¬2Χ2∏22 2    2

¬命名为葡酚酮√ ∀

ƒ∏   ∏ 2 



2  ≤≥≠   

≤ 

ƒ∏   ×∞° ∏∏∏2

化合物 3  白色针状结晶  1   ε 

≤⁄ ∞   #
 ∃Ε   1 ∃Ε 

 1 4 为白色颗粒 高温降解未测得熔点  ≤⁄

  ∞   #
 ∃Ε   1 ∃Ε 

 1 ∀二者与 2 的  谱图十分相似表 和

表  ∀ ∞≥2≥均显示≈   峰 µΠζ  提示分子

量  ∀同法解析 3 4的结构 ∆ 1  2

显示  2χισ构型 ≤⁄中负 ≤效应说明为 2 Ρ

构型 比较 2 ,3 ,4三者
 谱图的细微差别 3 与 2

的 χ位两质子位移常数 !偶合关系十分相似 均呈现

明显的双二重峰 ∆1  ϑ 1 1 

2χ 1  ϑ 1 1  2χ 而

4中 χ位两质子偶合裂分较小 且较低场 2χ向高

场位移至 ∆1 说明 2 ,3 中 χ构型相近 4 有所不

同 ∀三者 ∞≥≠ 谱图也显示这种差别 在 2 ,3中 2

与两个 2χ均有 νοε相关 而在 4中 2仅与较低

场的 2χ相关 ∀故推断 3 为 Ρ  Ρ χ Σ222

¬2Χ2∏22 2    2

¬4 为  Ρ  Ρ χ Ρ222¬

2Χ2∏222  2¬2分

别命名为葡酚酮√≤ ∀

2  还原能力与自由基捕获试验

根据所获得化合物的结构类型与含量 选择

  √   

  进行抗氧化活性考察 并与市售抗氧

化剂 ∂≤比较 ∀在还原能力试验中 所测化合物均

表现活性随浓度增加而增加   活性增

加最迅速 还原也最彻底 其次为 

和 均强于等量 ∂≤的作用图  ∀在

自由基捕获试验中 同样存在量效关系 计算的半数

抑制 浓 度 ≤ 分 别 为     1

#
1 #

1

#
1 #

∂≤ 1

# ∀作用强度顺序与还原能力稍有出入 但

仍然是  活性最好 且均强于 ∂≤ ∀在

两项试验中 √均未表现很强的活性 自由

基捕获试验半数抑制浓度 ≤为 1 # ∀

υ ) υ ≤ π ) π ∞ ν ) ν ∂ λ ) λ  τ ) τ ° ≅ ) ≅ ∂≤

ƒ∏   ≥   

∏  ≤  ≤ 

 ∞  √   ∂   

    °   

∂≤    

∏∏ ¬×

∏∏ ∏

  ×     

 ∏⁄  

 ¬  × ≥∞  √

∏∏

3  ΣΧΓΕ (Χοµετ ασσαψ)结果

## 药学学报 °∏≥    



根据体外抗氧化活性试验结果 继续对 

和   进行抗细胞 ⁄ 氧

化损伤试验 √  因活性不强而排除 

因其结构与活性均与 相似也不

作研究 ∀彗星图像如图 所示 ∀

 Λ#


 损伤阳性对照组 

为 ?  空白对照为  ?  加药保护后 

下降表  ∀可见所测药物显示较好的保护效

果 ∀图 为  Λ#
药物作用与对照组的比较 ∀

分析不同药品组的数据发现量效关系不规律 保护

作用并不总是随浓度增加而增强 在  Λ#


下 以   活性最强 但  Λ#
活性

低于  Λ#
 ∀考察另一个 ⁄损伤指标 ⁄

可揭示相一致的规律表  ∀

进一步考察不同浓度药品本身对细胞的影响 

用不同浓度   和  Λ#

同

法孵育细胞 所得 分别为  ?   ?  

 ? 和  ?  阴性对照组为  ?  ∀组间比较

认为   Λ#
可视为无损伤  Λ#

组

开始有彗星状细胞出现 至  Λ#
呈现明显

的氧化损伤作用 Π 1 ∀

讨论

葡萄籽多酚主要由原花青素类物质构成 本研

究获得化合物 2 3 4 它们的结构与儿茶素 !表儿茶

ƒ∏      Λ#




≤    °  

  ¬2∏¬√  ⁄

    ≤  ∏  

Λ#


∏ ε   

 Λ#


   ε  

×¬¬√ ⁄ 

 ⁄   ? ≥∞ 

¬∂∏

      

 Π 1

素相比 差别仅在 环 查阅文献发现茶多酚结构 

环在茶发酵过程中会氧化成醌 继而还会发生水解 !

继续氧化等变化≈
故认为 个新结构可能为儿茶

素 !表儿茶素的衍变产物 ∀这类化合物的抗氧化作

用不明显 可能与其氧化度较高有关 ∀

ƒ∏  √   ¬    Λ#


   

≤ °  2∏  Λ#




Ταβλε 3  Ινηιβιτορψ εφφεχτ οφ χατεχηιν , προχψανιδιν Β4 ανδ γαλλιχ αχιδ ον ηψδρογεν περοξιδε2ινδυχεδ οξιδατιϖε

δαµαγε το ∆ΝΑιν µιχεσπλεεν χελλσ. Τηεεξτεντ οφ οξιδατιϖε δαµαγετο ∆ΝΑ ωασασσεσσεδ βψχοµετ ασσαψ ανδ

ωασεξπρεσσεδ βψ χοµετ σχορε ανδ αϖεραγεδ ταιλ λενγτη ( µιγρατιον οφ ∆ΝΑ φροµ τηε ηεαδ οφ νυχλει) . ∆ατα

ρεπρεσεντ τηε µεαν ? ΣΕΜ

≤
 Λ#



 

≤ΠΛ#


 

°ΠΛ#


 

ΠΛ#


 

≤  ?   ?   ?   ?   ?   ?   ?   ? 

×ΠΛ  ?   ?   ?   ?   ?   ?   ?   ? 

##范培红等 葡萄籽多酚的分离鉴定及其对细胞 ⁄氧化损伤的防护作用



体外抗氧化实验结果均体现化合物的抗氧化作

用随浓度增加而增加 从整体趋势看 酚羟基数目增

加 抗氧化活性增加 在两项试验中作为二聚体的

   的活性均强于单倍体  或

但是酚羟基不是唯一的决定因素 在自

由基捕获试验中 含 个邻酚羟基的 的活

性却强于  个酚羟基的  或 ∀

   和 均表

现了比 ∂≤强的抗氧化作用 ∀

体外抗氧化实验仅从化学反应角度对化合物抗

氧化作用进行了初步评价与筛选 作者进一步进行

了细胞水平试验 预试验表明 小鼠脾细胞对

Λ#
级浓度样品液即产生敏感反应 因此本文

在Λ#
级水平上讨论体外抗氧化作用较显著的

   和 对细胞的保护

作用 ∀

细胞试验结果表明 低浓度    

和 均有一定程度的抑制 诱导

细胞 ⁄ 损 伤 的 作 用 ∀ 在  Λ#
 下

  活性约为 的两倍 与其酚羟

基数目一致 ∀但值得注意的是化合物量效关系并不

规律  Λ#


  可产生  左右

的损伤抑制 而  Λ#
 时仅为   弱于

这种矛盾可用多酚类化合物存在抗氧化与

促氧化两种作用来解释≈ 
对不同浓度 

的研究结果也证实了这一点  Λ#




可产生接近  Λ#


 的损伤程度 故高浓

度时可表现促氧化作用 ∀文献≈也报道高浓度黄

酮类物质会抑制生长 !诱导人正常淋巴细胞的断裂

等 ∀因此不能靠单纯增加药品浓度来增加抗氧化保

护作用 提示剂量在多酚类物质发挥营养作用中有

制约作用 真正的量效关系比较复杂 ∀多酚类物质

的促氧化作用可能源自其与体内金属离子的反应 

如还原 ƒ
后便可催化羟自由基的形成≈ ∀

致谢 北京师范大学邓志威测定   山东大学晶体所

于文涛测定 ÷2射线单晶衍射 中科院上海生化所林小静测

定 ≤⁄本院分析测试中心田进国测定  高彦慧测定 ≥ 程

秀民协助测定 ∂ 山东大学卫生毒理教研室郝小宁协助

≥≤∞分析 ∀

Ρεφερενχεσ

≈ ⁄    ≥  ετ αλ ƒ

 ¬ ∏ 

√ ≈  Τοξιχολογψ 148 

  

≈ ƒ ∞    ετ αλ  

¬  ∏ 2   

∏≈  Λανχετ  341 

  

≈ ≥   ∏ °≥  ετ αλ≤√

    ∏

∏ ≈  ϑ Μολ Χελλ Χαρδιολ 31    

≈     •≤  ετ αλ∏

2∏∏ 

√  ¬≈  Νυτρ

Ρεσ 19    

≈  ≥⁄  ∞  ⁄  √  

 ¬ ≥°∞  ∏ 

 ¬ ∏    ∏ 

  ≤≤    ≤°

 ≈  ΦΑΣΕΒ ϑ 13  

≈ °∏≤  ∏  ≤ ∂  ετ αλ  
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Πηψτοχηεµιστρψ 36    

≈ ∏×   ≤ ≥  ετ αλ ¬
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ϑ Φοοδ ∆ρυγ Αναλ 9    

≈ ≥2 ∏°√≤ ∂√≤√
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≈ • ÷×    • ∏ ×  ετ αλ  

∏∏  ∏ ∏ ⁄  

≈  Αχτα Πηαρµ Σιν 药学学报  37  

 

≈ ⁄∏≥ ≤   ⁄∏   ετ αλ ±∏ 

   ¬2∏ ⁄
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≈  Μυτατ Ρεσ 393    

≈ ≥°   × ×    ετ αλ  ∏
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≈  Εξπ χελλ Ρεσ 175    

≈  °≥ ≥ƒ  °  ετ αλ∞√∏

 ∏∏  ⁄ 

 ≈  Μυταγενεσισ 12 

  

≈ ƒ ≠ ∏≠   • ≤  ετ αλ°

Λοτυσ Πεδυνχυλατυσ ≈  Πηψτοχηεµιστρψ 45 

  

≈      ≥√   ετ αλ °

 ≈  Πηψτοχηεµιστρψ

 30    

≈ ƒ ⁄     °

∏ ∏ 2 ≈   ϑ Νατ Προδ

Ρεπορτσ 13    

≈   ≠ ≠ ∏ ≥  ετ αλ ¬2
¬√ ⁄ ∏

 ¬ ¬  ¬  ≈  Φρεε

Ραδιχαλ Βιολ Μεδ  25    

≈ ≠ ≤ ≤ ≠  °   ¬2¬
 √∏ ¬ ≈  ϑ Αγριχ Φοοδ Χηεµ 

## 药学学报 °∏≥    



 45    

≈ ⁄∏≥  •  ⁄ ∂ ×  

√  ⁄     ¬

   ∏ ≈  Μυτατ Ρεσ

 390      

≈ ≥∏≥≤  •  ≤  ∞  ¬ 

∏2∏∏⁄ ¬

≈  Χανχερλεττ  60    

欢迎订阅中国药学会主办期刊

中国药学会是依法登记的全国药学科学技术工作者的学术性群众团体 是中国科协的成员单位 成立于 年 ∀在近百

年的历史风雨中 中国药学会在药学同仁的关心和支持下为繁荣中国药学事业和培养药学人才作出了历史性的贡献 ∀为了

交流在科研 !生产 !教学等方面的成果 !经验 推动药学事业的发展 中国药学会编辑出版以药学各领域为内容的学术期刊共

种 现将期刊按刊名 刊期 页码 创刊时间 主编 编辑部地址 电话 邮发代号 定价元 ∞ 的顺序排列简介如下 欢

迎订阅 ∀

1  中国药学杂志  半月刊  年 月 周海钧 北京东

四西大街  号     1 

¬ ∀

2  药学学报  月刊  年 月 王晓良 北京先农坛街

号     1 ¬¬  

∀

3  中国中药杂志  半月刊  年 月 肖培根 北京东

直门内南小街  号      

1   ∏ ∀

4  中草药  月刊  年 汤立达 天津市鞍山西道 

号      1 

 ∀

5  中文科技资料目录#中草药  双月刊 文献题录 条 

年 汤立达 天津市鞍山西道 号 

 自办发行 1   ∀

6  国外医药#植物药分册  双月刊  年 月 董锡

裕 天津市鞍山西道 号  自办

发行 1  ∏

7  中国医院药学杂志  月刊  年 月 蔡鸿生 武汉

汉口胜利街  号       

1  √  ∀

8  药物分析杂志  月刊  年 月 涂国士 北京天坛

西里 号     1 ¬

∀

9  中国海洋药物杂志  双月刊  年 月 关美君 青

岛莱芜二路 号甲     1 

 ∏∀

10  中国新药与临床杂志  月刊  年 月 俞耀松 

上海愚园路  弄  号   

 1 ¬ ¬¬ ∀

11  中国现代应用药学杂志  双月刊  年 月 刘书

春 杭州市莫干山路文北巷  号  

    1 ¬ ∏∀

12  中国临床药理学杂志  双月刊   年  月 韩启

德 北京海淀区学院路 号  

  1   ∀

13  中国药物化学杂志  双月刊  年 月 张礼和 

沈阳文化路 号  

  1 ∏∀

14  中国新药杂志  月刊  年 月 桑国卫 北京海

淀知春路 号中国医药大厦  

    1  ∏∀

15  中国药学英文版  季刊  年 月 王夔 北京

市海淀区学院路 号  自办发

行 1  ∏∏∀

16  药物流行病学杂志  双月刊  年 月 曾繁典 

武汉兰陵路 号     1 

¬¬ ∀

17  药物生物技术  双月刊  年 月 吴梧桐 南京

市童家巷 号     1 

 ∏∏∀

18  中国临床药学杂志  双月刊  年 月 王永铭 
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##范培红等 葡萄籽多酚的分离鉴定及其对细胞 ⁄氧化损伤的防护作用




