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中压制备色谱法分离黑果枸杞中2 个矮牵牛素
花色苷及其对胰脂肪酶的抑制活性

米 佳，张渌淘，禄 璐，魏佳仪，金 波，罗 青，闫亚美*，曹有龙* 
（宁夏农林科学院枸杞科学研究所/国家枸杞工程技术研究中心，宁夏 银川 750002）

摘  要：为了快速制备较高纯度的黑果枸杞花色苷，黑果枸杞花色苷粗提物首先用大孔树脂-中压制备色谱进

行纯化，再用凝胶树脂-中压制备色谱分离获得2 个花色苷单体，采用超高效液相色谱-串联质谱（ultra-high 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry，UPLC-MS/MS）、核磁共振氢谱（1H nuclear magnetic 

resonance，1H NMR）对其结构进行鉴定，并对纯化物的胰脂肪酶抑制活性进行评价。结果表明：用D101大孔树

脂-中压制备色谱对黑果枸杞花色苷进行纯化，所得纯化物中P1、P2的相对含量分别为18.22%和30.77%，继续采用

Sephadex LH-20联合中压制备色谱分离纯化可得到相对含量分别为84.16%和81.48%的两个黑果枸杞花色苷组分P1

和P2，经UPLC-MS/MS和1H NMR鉴定，2 个花色苷化合物分别为矮牵牛素-3-O-芸香糖(反式-对香豆酰基)-葡萄糖

苷-5-O-葡萄糖苷和矮牵牛素-3-O-芸香糖(反式-对香豆酰基)-5-O-葡萄糖苷。P1和P2具有较好的胰脂肪酶抑制活性，

其IC50值分别为0.250 mg/mL和0.224 mg/mL，且远低于花色苷粗提物和大孔树脂纯化物。研究为黑果枸杞花色苷利

用提供一定基础。
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Separation and Pancreatic Lipase Inhibitory Activity of Two Petunidin Anthocyanins from Lycium ruthenicum Murr. by 

Preparative Medium-Pressure Liquid Chromatography
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Abstract: Two anthocyanin monomers were separated from the crude anthocyanin extract from Lycium ruthenicum Murr. 

(LRM) by sequential preparative medium-pressure liquid chromatography (MPLC) on microporous and gel-type resins, and 

their structures were identified by ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS)  

and nuclear magnetic resonance (1H NMR) spectroscopy. Their inhibitory activity against pancreatic lipase was also 

evaluated. Results indicated that the contents of anthocyanins P1 and P2 in the purified product obtained with macroporous 

resin D101 were 18.22% and 30.77% and were increased to 84.16% and 81.48% after chromatography on Sephadex LH-20,  

respectively. P1 and P2 were identified as petunidin 3-O-rutinoside(trans-p-coumarin)-glucoside-5-O-glucoside and 

petunidin 3-O-rutinoside(trans-p-coumarin)-5-O-glucoside by UPLC-MS/MS and 1H NMR, respectively. Both of 

them showed an excellent inhibitory activity against pancreatic lipase with half maximal inhibitory concentration 

(IC50) of 0.250 and 0.224 mg/mL, respectively, which were much lower than that of the crude anthocyanin extract 
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and the macroporous resin D101 purified product. This work provides a basis for further research and utilization of 

anthocyanins from LRM.
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黑果枸杞（Lycium ruthenicum  Murr.），属茄科

（Solanceae）枸杞属（Lycium L.），是近年来发现的

多年生，抗旱、耐盐野生枸杞资源，主要分布于我国

西北地区，在欧洲和中亚地区也有少量分布[1]。黑果枸

杞富含花色苷类化合物，其花色苷含量占干果质量的

1.5%～3.2%，远高于其他果蔬，是蓝莓花色苷含量的

1.7 倍[2]。花色苷是花青素在自然状态下与各种单糖或双

糖结合在一起形成的糖苷类化合物[3]，黑果枸杞中富含

不同于其他果蔬的花色苷，主要为芳香酸酰化的矮牵牛

素花色苷及其同分异构体，有十余种[4]，其中含量最高

的为矮牵牛素-3-O-芸香糖(反式-对香豆酰基)-5-O-葡萄

糖苷，其分子质量较大，结构同时具有矮牵牛素母核、

芳香酸酰化、芸香糖和葡萄糖糖苷化的特征，在食源性

材料中较为少见 [5-7]，研究发现黑果枸杞花色苷具有抗

氧化、抗炎症、提高免疫、降血脂、抗肿瘤、改善记忆 

力[8-14]等多种功效。

胰脂肪酶是水解膳食中脂质的酶，抑制其活性能够

降低人体对脂质的吸收，从而改善肥胖[15-16]。前期研究发

现黑果枸杞花色苷提取物可与胰脂肪酶通过氢键和范德

华力相结合，进而抑制胰脂肪酶的活性[17]，且单体矮牵

牛素-3-O-芸香糖(反式-对香豆酰基)-5-O-葡萄糖苷的活性

高于粗提物[18]，是较好的胰脂肪酶活性抑制剂。研究还

表明，不同的花色苷单体可能存在活性差异，黑果枸杞

花色苷的抗氧化能力与其结构中A、B环上的羟基基团数

目、酰化程度、糖配基种类有关联[19-20]，黑果枸杞花色苷

具有抑制胰脂肪酶活性的作用，但黑果枸杞中存在不同

的矮牵牛素花色苷对胰脂肪酶抑制活性尚未进行研究。

因此有必要从黑果枸杞中分离制备获得不同的矮牵牛素

花色苷单体，并比较其对其胰脂肪酶的抑制作用。

采用大孔树脂、凝胶树脂纯化黑果枸杞主要花

色苷的研究已有不少报道，但多采用柱体积较小的常

压柱，制备量小[21-22]，杜霞[23]采用flash C18柱（80 g，
25～35 μm，100 Å）联合中压快速分离系统制备黑果

枸杞花色苷，获得了纯度为60.0%的矮牵牛素-3-芸香糖

苷(对香豆酰)-5-葡萄糖苷，但目前对于同时制备2 个较

高纯度黑果枸杞矮牵牛素花色苷的方法鲜见报道。大孔

树脂、凝胶树脂等与中压制备色谱联合用于纯化多酚类

物质具有快速、高效的效果，能从复杂的样品中富集到

微量化合物[24-25]。本研究在对8 种大孔树脂对黑果枸杞

花色苷的分离效果进行筛选后，选择最适于黑果枸杞

花色苷分离纯化的大孔树脂，与中压制备色谱联用分

离纯化黑果枸杞花色苷，并用LH-20凝胶树脂进一步纯

化黑果枸杞花色苷，获得纯度较高的2 个黑果枸杞花色

苷单体，采用超高效液相色谱（ultra-high performance 
liquid chromatography，UPLC）技术分析其相对纯度，

超高效液相色谱-串联质谱（ultra-high performance liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry，UPLC-MS/

MS）和核磁共振氢谱（1H nuclear magnetic resonance，
1H NMR）技术对其结构进行鉴定，旨在为黑果枸杞花色

苷的功效研究和开发利用提供基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

黑果枸杞为市售；AB-8、XAD-7、HPD100、ADS-7、 

D101、NKA-9、DA201、D4020大孔树脂 北京索莱宝

科技有限公司；Sephadex LH-20树脂 美国GE公司；乙

醇（食品级）、乙酸（色谱纯） 国药集团化学试剂有

限公司；甲醇（色谱纯） 美国ACS公司；氘代甲醇、

氘代三氟乙酸 上海柏飞化工科技有限公司；其他试剂

均为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

中压制备色谱仪系统（C620 Control System，C605 
Pump Module，C640 UV Photometer，C660 Fraction 
Collector）、R-300旋转蒸发器  瑞士Büchi公司；

TU1810紫外 -可见分光光度计  北京普析通用仪器
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有限责任公司；DC-1006低温恒温槽  上海菁海仪

器有限公司；QYC 200恒温摇床  上海福马实验设

备有限公司；1260高效制备液相色谱仪、C 18色谱柱

（4.6 mm×100 mm，1.8 μm）、ZORBAX SB-C18色谱

柱（25 mm×250 mm，5 μm） 美国安捷伦科技有限 

公司；H-class UPLC系统（ACQUITY PDA/ePDA检测器）   
美国沃特世科技有限公司；Q-Exactive HF液相色谱-质
谱联用仪 美国赛默飞世尔科技有限公司；A-VANCE 
NEO 400 MHz NMR仪 德国布鲁克科技有限公司。

1.3 方法

1.3.1 黑果枸杞花色苷的提取

黑果枸杞去除坏果、果柄等杂质，粉碎后过40 目
筛，用4‰的盐酸-无水乙醇溶液按料液比1∶30（g/mL）

提取。在常温条件下提取30 min，滤液过0.45 μm滤膜，

滤渣继续用相同方法提取2 次，合并滤液，45 ℃减压浓

缩，冻干后得到花色苷粗提物。

1.3.2 花色苷含量的测定

参考文献方法[24]，用pH值示差法进行测定。

A A530 nm, pH 1.0 A700 nm, pH 1.0 A530 nm, pH 4.5 A700 nm, pH 4.5 	 （1）

C A M 1 000 n
ε 	 （2）

式 中 ： A 为 吸 光 度 ； C 为 花 色 苷 质 量 浓 

度 /（mg /mL）；M为矢车菊 - 3 - O -葡萄糖苷的分子 

质量（449.2  g /mol）；n为稀释倍数；ε为消光系数 

（29 600 L/（mol·cm））。

1.3.3 大孔树脂分离纯化黑果枸杞花色苷

1.3.3.1 静态实验筛选树脂

静态吸附实验：准确称取经过预处理后的8 种大孔

树脂各6.000 g置于100 mL具塞三角瓶中，精密加入黑

果枸杞花色苷粗提液50.00 mL，25 ℃、100 r/min振荡

24 h，在530 nm波长处测定剩余溶液的吸光度A1。按式

（3）、（4）计算静态吸附量、吸附率。

静态解吸实验：向已吸附饱和的10  种树脂分别

精密加入50 mL 70%乙醇＋0.4%盐酸溶液，25  ℃、 

100 r/min振荡24 h。在530 nm波长处测定解吸液吸光度。

按式（3）～（5）计算吸附量、吸附率和解吸率：

mqe

C0 C1 V0 	 （3）

A0
A/%

A0 A1 100	 （4）

A0 A1
D/%

A2 100	 （5）

式中：qe为花色苷吸附量/（mg/g）；A和D分别为吸

附率/%和解吸率/%；C0和C1分别为吸附前和吸附后花色

苷质量浓度/（mg/mL）；A0和A1为吸附前和吸附后花色

苷在530 nm波长处吸光度；A2为解吸后530 nm波长处吸

光度；m为树脂的质量/g。

1.3.3.2 大孔树脂静态吸附-解吸动力学测定

将初步筛选出的3 种树脂，进行花色苷静态吸附和

解吸的动力学实验，方法同1.3.3.1节，在吸附和解吸过

程中，每隔30 min取0.5 mL，在530 nm波长处测定吸光

度，直到吸附和解吸平衡。分别以吸附率和解吸率为纵

坐标，时间为横坐标，绘制吸附解吸动力学曲线，确定

纯化花色苷最佳的大孔树脂。

1.3.3.3 D101树脂静态吸附解吸条件优化

D101大孔树脂对不同质量浓度枸杞花色苷的吸

附效果：在室温（25 ℃）下的恒温振荡器中，向装有

1.000 g D101大孔吸附树脂的150 mL具塞三角瓶中分别加

入不同质量浓度（0.010、0.018、0.036、0.051、0.100、
0.137、0.153、0.180、0.200 mg/mL）的花色苷提取液

50.00 mL，100 r/min振荡吸附4.5 h，测定滤液中剩余花

色苷质量浓度，计算吸附量，确定最佳进样质量浓度。

花色苷溶液pH值对吸附效果的影响：用0.01 mol/L盐
酸将70%乙醇溶液调至不同pH值（1.0、2.0、3.0、4.0、
5.0），并分别配制质量浓度为0.179 mg/mL花色苷溶

液，各取50 mL装入150 mL三角瓶中，各三角瓶中分别

装入处理后的大孔树脂1.000 g，置于恒温振荡器中，以 

100 r/min吸附4.5 h。分别测定吸附前后的吸光度，计算

大孔树脂的吸附率。

乙醇体积分数对D101树脂静态解吸效果的影响：

准确称取已吸附饱和的大孔树脂1.000 g装入三角瓶中，

分别加入50 mL体积分数50%、60%、70%、80%、90%

的酸性乙醇溶液（pH 3.0），放于恒温振荡器中25 ℃、

100 r/min解吸4.5 h，分别测定解吸前后花色苷的吸光

度，计算解吸率。

1.3.3.4 D101大孔树脂分离纯化黑果枸杞花色苷

在Ф8 cm×100 cm的层析柱中，采用湿法灌柱，

平衡后，将pH 3、0 .180  mg /mL的花色苷粗提液以 

2.0 mL/min流速上样，吸附，吸附平衡后，用蒸馏水洗去

表面杂质，准备洗脱。

洗脱流速对动态解吸率的影响：选取不同流速

（15、20、25、30 mL/min）70%乙醇溶液进行洗脱，收

集流出液并测定不同体积流出液中花色苷质量浓度，计

算花色苷的回收率。

纯化后花色苷得率按式（6）进行计算：

m0
/%

m1 100 （6）

式中：m1为纯化后花色苷质量/mg；m0为花色苷上 

样量/g。
1.3.4 Sephedex LH-20分离纯化黑果枸杞花色苷

将D101大孔树脂纯化后的花色苷溶液继续采用

Sephadex LH-20联合中压制备色谱（Ф36 mm×460 mm）

分离，柱压为0.1 bar，花色苷溶液质量浓度为2.0 mg/mL， 
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上样量为10 mL，然后用体积分数为30%的酸性乙醇溶液

洗脱，流速2.5 mL/min，每10 mL收集一管，合并相同组

分，浓缩和冻干后，得到黑果枸杞花色苷P1、P2。
1.3.5 高效制备液相色谱分离纯化黑果枸杞花色苷

用去离子水溶解适量花色苷单体，过0.45 μm微孔

滤膜，即为分析用液。流动相A为15%甲醇-乙腈，流

动相B为1%甲酸-0.1%三氟乙酸溶液。流速18 mL/min，

柱温25 ℃，检测波长280 nm，进样体积500 μL。梯度

洗脱条件：0～11 min，15%～30% A、85%～70% B；

11～15 min，30%～15% A、70%～85% B；15～18 min，
15% A、85% B。按峰分别收集P1、P2纯化组分，用于结

构鉴定。

1.3.6 UPLC法检测花色苷

用去离子水溶解适量花色苷单体，过0.45 μm微孔滤

膜，即为分析用液。UPLC分析条件：流动相A为0.1%

的甲酸水溶液；B为0.1%甲酸-乙腈溶液。洗脱梯度为：

0～2 min，95% A、5% B；2～12 min，95%～75% A、

5%～25% B；12～14 min，75%～50% A、25%～50% B；
1 4 ～ 2 1   m i n， 5 0 % ～ 2 0 %   A 、 5 0 % ～ 8 0 %   B ；

2 1～ 2 2   m i n， 2 0 %   A、 8 0 %   B； 2 2～ 2 4   m i n，
2 0 %～9 5 %  A、8 0 %～5 %   B；流速1 . 0  mL /min， 

柱温30 ℃，进样体积10 µL，检测波长280 nm。

1.3.7 黑果枸杞花色苷P1、P2的结构鉴定

质谱条件：离子源为电喷雾电离源，扫描模式为

正离子模式，加热器温度325 ℃，鞘气流速45 arb，辅

助气（N2）流速15 arb，吹扫气流速1 arb，电喷雾电压

3.5 kV，毛细管温度330 ℃，透镜电压为55%，扫描模

式为一级全扫描（Full Scan，m/z 100～1 500）与数据

依赖性二级质谱扫描（dd-MS2，Top N=5），分辨率为

120 000（一级质谱）& 60 000（二级质谱），碰撞模式

为高能量碰撞解离。

NMR条件：用氘代甲醇与氘代三氟乙酸（9∶1，V/V） 

混合溶液溶解花色苷单体，进行1H NMR分析，操作温度

为300 K。

1.3.8 不同纯度黑果枸杞花色苷对胰脂肪酶活性的抑制

效果

参考文献[17]方法研究黑果枸杞花色苷粗提物、

D101大孔树脂纯化的黑果枸杞花色苷和黑果枸杞花色苷

P1、P2对胰脂肪酶的抑制作用。

1.4 数据统计分析

所有指标均重复测定3 次，结果为3 次平行实验 

±s。采用SPSS 22.0对数据统计分析，采用Duncan和
LSD多重比较分析差异显著性（P＜0.05）。

2 结果与分析

2.1 大孔树脂-中压制备色谱法纯化黑果枸杞花色苷

2.1.1 大孔树脂的初筛

不同大孔树脂对黑果枸杞花色苷的静态吸附和解吸

能力见表1。可以看出，大孔树脂对黑果枸杞花色苷吸附

具有一定的选择性，静态吸附率最好的是AB-8，静态吸

附能力高达99.038%，这是因为两物质的极性越相似则

范德华力越大更容易结合，AB-8型大孔树脂是弱极性，

因此与弱极性的花色苷更易结合[26]。但其解吸率较低，

仅为79.806%。这是由于吸附能力较强的大孔树脂在一

定条件下，洗脱较困难，造成解吸能力下降。其次，吸

附能力较好的是D101和D4020，吸附率分别为98.144%

和98.076%。解吸率最好的树脂是ADS-7，解吸率为

95.161%，但该树脂的吸附率较低，再之解吸率较好的是

D101、D4020树脂，解吸率分别为91.947%和89.768%。

综合考虑，选择吸附和解吸效果均较好的D101和D4020
大孔树脂进行进一步的筛选。

表 1 不同大孔树脂静态吸附与解吸能力对比

Table 1 Comparison of adsorption and desorption capacity of different 

macroporous resins

型号 极性 粒径/mm 平均
孔径/Å

比表面积/
（m2/g） 吸附率/% 解吸率/% 吸附量/

（mg/g）
AB-8 弱极性 0.3～1.25 130～140 480～520 99.038±0.238 79.806±0.716 8.897±0.004

ADS-7 强极性 0.3～1.25 25～30 ≥100 82.337±0.315 95.161±0.860 7.531±0.013
NKA-9 极性 0.3～1.25 100～120 500～550 97.113±0.206 87.615±0.998 8.818±0.020
HPD100 非极性 0.3～1.2 85～90 650～700 97.595±0.238 87.957±0.569 8.797±0.011

D101 非极性 0.3～1.25 90～100 550～600 98.144±0.206 91.947±0.485 8.841±0.005
XAD7 中等极性 0.56～0.71 300～400 380 90.309±0.546 86.228±1.077 8.492±0.015
D4020 非极性 0.3～1.25 100～105 540～580 98.076±0.119 89.768±0.620 8.834±0.004
DA201 极性 0.3～1.25 100～120 500～550 97.526±0.206 89.429±0.223 8.818±0.005

2.1.2 大孔树脂静态吸附-解吸动力学
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图 1 大孔树脂的静态吸附（a）和解吸（b）动力学曲线

Fig. 1 Adsorption (a) and desorption (b) kinetic curves of macroporous resins
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如图1a所示，两种树脂对黑果枸杞花色苷的吸附均

为快速增长平稳型。两种树脂对花色苷的0～90 min内
吸附率增加较为迅速。随着时间的延长，两种树脂对花

色苷的吸附率逐渐平衡，且在390 min后逐渐平衡，平衡

时，两种树脂的吸附率分别为96.19%和95.60%，D101树
脂的吸附率相对较好。

从图1b可以看出，在0～30 min内，D101和D4020
两种树脂解吸率均为快速增长，在60 min后逐渐达到

平衡，D101树脂在180 min达到平衡，平衡时解吸率为

91.34%。D4020树脂在120 min基本达到平衡，平衡时解

吸率为89.11%，所以D101树脂解吸率较好。因此，确定

D101树脂为纯化黑果枸杞花色苷的最佳树脂。

2.1.3 D101大孔树脂的静态吸附及解吸条件优化
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a.花色苷质量浓度对D101树脂吸附量的影响；b.花色苷溶液pH值对吸附

率的影响；c.洗脱液体积分数对黑果枸杞花色苷静态解吸效果的影响；

d.洗脱流速对花色苷回收率的影响。字母不同表示差异显著（P＜0.05）。

图 2 D101大孔树脂的静态吸附及解吸条件优化

Fig. 2 Optimization of static adsorption and desorption conditions of 

macroporous resin D101

如图2a所示，D101树脂对黑果枸杞花色苷的吸附能

力随着花色苷粗提液质量浓度的增大而增大，并在花色

苷粗提物质量浓度达到0.18 mg/mL时，基本达到饱和，

这一结果为后续大孔树脂-中压制备色谱分离纯化花色苷

提供合适的进样质量浓度。

由图2b可见，在pH 1～3之间，D101大孔树脂对黑果

枸杞花色苷的吸附率随着pH值的升高逐渐上升，当花色

苷溶液的pH值为3时，吸附率最高，并且显著地高于其他

pH值时，当pH继续升高至5时，花色苷的吸附率迅速下

降，因此选择pH值为3的花色苷溶液进行上样。

由图2c可见，随着洗脱液体积分数的增大，花色

苷的解吸率先升高后降低，洗脱液乙醇体积分数为70%
时，花色苷的解吸率最高，解吸效果最好。因此确定洗

脱液为70%乙醇溶液。

由图2d可见，随着洗脱流速的增大，花色苷回收

率增大，当洗脱流速为25 mL /min时，回收率最高为

92.64%，继续增大流速，回收率开始降低。因此选择最

佳洗脱流速为25 mL/min。
综上，选择D101大孔树脂-中压制备色谱分离纯化黑

果枸杞花色苷的工艺条件为：首先将pH 3、0.18 mg/mL
的花色苷溶液在室温下进行上样，用70%乙醇溶液、流

速25 mL/min进行洗脱，此时，花色苷得率为72.71%，所

得纯化的花色苷命名为S1。
2.2 凝胶树脂中压制备色谱纯化黑果枸杞花色苷
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图 3 D101大孔树脂纯化（a）和Sephadex LH-20纯化黑果枸杞 

花色苷P1（b）、P2（c）的UPLC图

Fig. 3 UPLC chromatograms of anthocyanin fractions from L. ruthenicum 

Murr. purified with resin D101 (a) and Sephadex LH-20 (b and c)
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将经过大孔树脂纯化后的花色苷溶液继续采用

Sephadex LH-20联合中压制备色谱进行纯化，按峰收集

组分，浓缩和冻干后，得到黑果枸杞花色苷组分P1和
P2，得率分别为19.53%、45.34%。用UPLC在280 nm条

件下检测，如图3所示，采用峰面积归一化法计算相对

含量，经大孔树脂纯化后，组分P1、P2的相对含量分别

为18.22%和30.77%，经Sephadex LH-20纯化后，P1、P2
的相对含量分别为84.16%和81.48%，纯度分别提高了

3.62 倍和1.65 倍。

2.3 花色苷结构鉴定
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a、b分别为P1的一级、二级质谱图；c、d分别为P2的一级、二级质谱图。

图 4 黑果枸杞花色苷的一级和二级质谱图

Fig. 4 Primary and secondary mass spectra of  

L. ruthenicum Murr. anthocyanins

黑果枸杞花色苷质谱见图4。花色苷P1，紫色粉末，

[M＋H]＋ m/z 1 095.32，并且含有离子碎片m/z 933.26
表明失去了一分子的葡萄糖（m/z 162），m/z 771.21表
明失去了一分子的葡萄糖（m/z 162），m/z 479.11表明

失去了一分子的香豆酸（m/z 146）和一分子的芸香糖 

（m/z 308），m/z 317.06（M－308－146－162）表明P2
有一个矮牵牛素配基（m/z 317），1H NMR数据如表2所
示，参考文献[27-29]，推测所获得的黑果枸杞花色苷P1为
矮牵牛素-3-O-芸香糖(反式-对香豆酰基)-葡萄糖苷-5-O-
葡萄糖苷，其化学结构如图5 P1所示。

花色苷P2，紫色粉末，[M＋H]＋ m/z 933.26，并

且样品含有离子碎片m/z 771.21表明失去了一分子葡萄

糖（m/z 162），m/z 479.11表明失去了一分子的香豆酸

（m/z 146）和一分子的芸香糖（m/z 308），m/z 317.06
（M－308－146－162）表明P2有一个矮牵牛素配基 

（m / z  3 1 7）。 1H  N M R数据如表2所示，参考文献 

[19,29-30]，推测所获得的黑果枸杞花色苷P2为矮牵牛

素-3-O-芸香糖(反式-对香豆酰基)-5-O-葡萄糖苷，其化学

结构如图5 P2所示。

表 2 花色苷的1H NMR（400 MHz）数据

Table 2 1H NMR (400 MHz) data of the isolated anthocyanins

花青素 P1 P2 花青素 P1 P2 花青素 P1 P2
矮牵牛素配基 5-O-葡萄糖苷 3G6-O-鼠李糖基

4-H 8.88 s 8.92 s 5G1 5.20 d（7.7） 5.20 d（7.6） R1 4.74 s 4.72 s
6-H 6.97 s 7.04 s 5G2

3.40～3.90 3.50～3.80

R2
3.40～3.90 3.50～3.80

8-H 6.97 s 7.01 s 5G3 R3
2’-H 7.82 d（2.3）7.97 d（1.6） 5G4 R4 4.87 t（9.4） 4.83 t（9.5）
6’-H 7.72 d（2.2）7.80 d（1.5） 5G5 R5 3.40～3.90 3.50～3.80

3’-OCH3 3.92 s 3.99 s 5G6a R5-CH3 0.96 d（6.2） 1.00 d（6.2）
3-O-葡萄糖苷 5G6b 香豆酰基

3G1 5.53 d（7.7）5.51 d（7.6） C4-O-葡萄糖基 C2 7.42 d（8.8） 7.47 d（8.7）
3G2

3.40～3.90 3.50～3.80

C4G1 5.02 d（7.1）

n/a

C3 7.07 d（8.8） 6.81 d（8.6）
3G3 C4G2

3.40～3.90

C5 7.07 d（8.8） 6.81 d（8.6）
3G4 C4G3 C6 7.42 d（8.8） 7.47 d（8.7）
3G5 C4G4 α 6.40 d（16.0） 6.24 d（15.9）
3G6a C4G5 β 7.51 d（15.9） 7.56 d（15.9）
3G6b C4G6a

C4G6b

注：n/a.无该位点。
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图 5 花色苷的化学结构及其原子编号

Fig. 5 Chemical structures and atom number of anthocyanins

2.4 不同纯度黑果枸杞花色苷对胰脂肪酶的抑制效果

如图6所示，随着黑果枸杞花色苷粗提物质量浓度

的增大，对胰脂肪酶的抑制率也不断增大，当质量浓度

为5 mg/mL时，对胰脂肪酶的抑制率为85.3%，大孔树脂

纯化后的花色苷和P1、P2在质量浓度为0.1～0.5 mg/mL
时，随着质量浓度增大对胰脂肪酶抑制作用不断增大，

两种纯化后的花色苷在质量浓度小于0.2 mg/mL时，抑

制作用差异不显著，但质量浓度大于0.3 mg/mL时，经

LH-20凝胶树脂纯化的花色苷对胰脂肪酶的抑制率显著高

于D101大孔树脂纯化后的花色苷。
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图 6 黑果枸杞花色苷粗提物（a）和纯化物（b）对胰脂肪酶的抑制效果

Fig. 6 Inhibitory effect of crude extract (a) and purified (b) 

anthocyanins from L. ruthenicum Murr. against pancreatic lipase

由表3可见，S1和P1、P2对胰脂肪酶的半抑制浓度

（IC50）分别为粗提物的34.7%、17.7%和15.9%，说明纯

度较高的黑果枸杞花色苷对胰脂肪酶抑制率效果更好。

P1和P2的胰脂肪酶抑制活性相当。P1和P2的IC50值分别

为0.250 mg/mL和0.224 mg/mL，已报道从紫娟茶中分离

的飞燕草素-3-O-β-D-(6-(E)-对香豆酸)吡喃半乳糖苷和矢

车菊素-3-O-β-D-(6-(E)-对香豆酸)吡喃半乳糖苷抑制胰脂

肪酶的IC50值分别为0.55 mg/mL和2.47 mg/mL[31]，矢车菊

素-3-O-葡萄糖苷抑制胰脂肪酶的IC50值为0.02 mg/mL[32]。

可见从黑果枸杞中分离得到的矮牵牛素花色苷具有较好

的胰脂肪酶抑制作用。

表 3 不同纯度的黑果枸杞花色苷对胰脂肪酶的IC50

Table 3 IC50 of anthocyanins of different purities from  
L. ruthenicum Murr. against pancreatic lipase

指标 粗提物 S1 P1 P2
IC50/（mg/mL） 1.412±0.016c 0.490±0.011b 0.250±0.026a 0.224±0.028a

注：不同小写字母表示差异显著，P＜0.05。

3 结 论

用中压制备色谱与D101大孔树脂、Sephadex LH-20
凝胶树脂联用，同时分离纯化出2 个较高纯度的黑果枸杞

花色苷，方法便捷、成本低。大孔树脂-中压制备色谱分

离纯化黑果枸杞花色苷的最佳工艺条件为进样液pH 3、
花色苷粗提物质量浓度0.18 mg/mL、洗脱剂为70%乙醇

溶液、流速25 mL/min，花色苷得率为72.71%。继续采用

Sephadex LH-20纯化后，P1和P2的得率分别为19.53%、

45.34%，相对含量分别为84.16%、81.48%，经鉴定，P1
和P2分别为矮牵牛素-3-O-芸香糖(反式-对香豆酰基)-葡萄

糖苷-5-O-葡萄糖苷和矮牵牛素-3-O-芸香糖(反式-对香豆

酰基)-5-O-葡萄糖苷，P1和P2均具有较好的胰脂肪酶抑制

活性，且显著大于大孔树脂纯化的花色苷。该研究为黑

果枸杞花色苷的规模化生产提供技术参考，同时为黑果

枸杞花色苷的功效研究及高附加值产品的生产提供良好

基础。
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