
油脂加工 粮油食品科技 第２３卷 ２０１５年 第３期

３２　　　

千金子中６，７－二羟基香豆素的
分离鉴定及抗氧化活性研究

封家福１，赵　琦２，卫秀敏１，勾秋芬１，陈封政２

（１．乐山职业技术学院，四川 乐山　６１４０００；
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摘　要：为进一步研究中药千金子的活性物质，将千金子粉末用乙醇室温浸泡提取，经浓缩、除脂、
乙酸乙酯萃取后得到千金子乙酸乙酯萃取物，再经洗涤、重结晶得到单体化合物。通过质谱和核磁

共振技术鉴定单体化合物的结构为６，７－二羟基香豆素。以ＶＣ为阳性对照，采用清除ＤＰＰＨ自由
基实验法和对猪油的抗氧化实验，研究６，７－二羟基香豆素的抗氧化活性。结果表明，６，７二羟基
香豆素清除 ＤＰＰＨ自由基的体系终浓度 ＩＣ５０为０．０５８μｇ／ｍＬ，远低于 ＶＣ的体系终浓度（ＩＣ５０为
０．５４２μｇ／ｍＬ）；油脂过氧化值实验显示，６，７－二羟基香豆素的抗氧化活性强于ＶＣ。千金子的活
性物质６，７－二羟基香豆素具有较强的抗氧化活性。
关键词：千金子；６，７－二羟基香豆素；化学成分；抗氧化活性；抗氧化机理
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　　大戟属（Ｅｕｐｈｏｒｂｉａ）是大戟科植物中最大的一
个属，我国原产６６种，另有规范化栽培１４种，共计
８０种。续随子（Ｅｕｐｈｏｒｂｉａｌａｔｈｙｒｉｓ）是大戟属的一个
种，分布于我国１０余个省市，其果实为我国传统药
材，称为千金子。《本草纲目》等记载该植物的果实

具有“逐水消肿，破淤杀虫”等功效。文献报道千金

子含有丰富的油脂，是理想的生物质能源物质。千

金子中的活性成分主要是二萜类化合物、香豆素类

化合物及甾醇类化合物，其含有的大环二萜类化合

物引起了天然药物化学家的广泛研究兴趣。我国著

名植物化学家郝小江等和国外学者从该类植物果实

中得到了许多结构新颖且颇具活性的新化合

物［１－３］。目前的药理实验结果表明，该植物果实中

含有的二萜类化合物具有多种生理活性［４－６］，如抗

肿瘤、抗溃疡、抗病毒、抗结核、杀虫抑菌及松弛血管
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等活性，尤其是其含有的续随子醇（ｌａｔｈｙｒｏｌ）、大戟
因子Ｌ１、大戟因子Ｌ２和大戟因子Ｌ３对肝癌 ＳＭＭＣ
－７２２１、肺腺癌Ｌ３４２和胃腺癌ＭＣｃ８０－３具有很强的
抑制作用，它们的抗肿瘤活性强于长春碱（ｖｉｎｂｌａｓ
ｔｉｎｅ，ＶＬＢ）。本实验室已对千金子中的大戟因子 Ｌ１
等进行了研究，并申请了国家发明专利［７－８］。为了

进一步探索千金子的其它活性成分，本文对其粉末

进行了室温乙醇浸提，提取液减压挥去乙醇后，得到

浸膏，浸膏用石油醚除去油脂，然后用乙酸乙酯萃

取，得到乙酸乙酯萃取物，研究发现该萃取物具有一

定的抗氧化活性，之后对该萃取物进行了成分分析，

分离鉴定出６，７－二羟基香豆素（Ｅｓｃｕｌｅｔｉｎ），并进
行抗氧化性能研究，探讨其抗氧化机理。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

千金子：成都市国际商贸城荷花池中药材专业

市场；维生素Ｃ：上海源叶生物科技有限公司；ＤＰＰＨ
（１，１－二苯基－２－三硝基苯肼）：北京中生瑞泰科
技有限公司；无水乙醇、甲醇、石油醚、乙酸乙酯、丙

酮、硫代硫酸钠（均为分析纯）：成都市长征化学试

剂公司生产；氘代二甲亚砜（氘代率为９９．８％）：百
灵威科技有限公司生产；水为普通蒸馏水，自制；油

脂为新鲜炼制的猪油，自制。

三用紫外线分析仪：上海闵行虹浦仪器厂；

ＤＦ－１０１Ｃ恒温搅拌器：河南巩义市英峪高科仪器
厂；ＲＥ－２０００Ａ旋转蒸发仪：上海亚荣生化仪器厂；
岛津 ＬＣＭＳ－８０３０液质联用仪；ＶａｒｉａｎＩＮＯＶＡ４００
核磁共振谱仪；多功能粉碎机（ＸＬ－６００Ｂ）：永康市
小宝电器有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　６，７－二羟基香豆素的提取与纯化

将１．００ｋｇ干燥的千金子粉碎，用３Ｌ无水乙醇
室温浸泡提取２４ｈ，过滤；滤渣再次用３Ｌ无水乙醇
室温浸泡提取２４ｈ，过滤，合并滤液。在６０℃条件
下减压浓缩滤液至流浸膏状；然后用３００ｍＬ蒸馏水
将浸膏稀释，先用３００ｍＬ石油醚萃取两次，除去油
脂等强脂溶性成分；剩余水液再用３００ｍＬ乙酸乙酯
萃取两次，减压浓缩，得到乙酸乙酯萃取物。将乙酸

乙酯萃取物用丙酮慢慢洗涤，得到淡黄色的不溶物。

将黄色不溶物用甲醇加热溶解，室温挥发溶剂，得到

小颗粒的黄色晶体。

１．２．２　６，７－二羟基香豆素的结构鉴定
以甲醇为溶剂，用 ＬＣＭＳ－８０３０液质联用仪确

定该化合物的分子量；以氘代二甲亚砜为溶剂，用

ＶａｒｉａｎＩＮＯＶＡ４００核磁共振谱仪进行核磁测试；通
过质谱图、核磁共振氢谱图、碳谱图解析化合物的

结构。　　
１．２．３　抗氧化性能的测定

采用ＤＰＰＨ清除率法［９］，ＶＣ为阳性对照，研究

化合物６，７－二羟基香豆素的抗氧化活性。
１．２．４　６，７－二羟基香豆素对油脂的抗氧化性研究

按照ＧＢ／Ｔ５００９．３７－２００３的方法，每隔４ｄ测
定一次，比较６，７－二羟基香豆素和 ＶＣ的抗氧化
性。过氧化值（ＰＯＶ）计算公式如下：

ＰＯＶ＝｛［（Ｖ１－Ｖ２）×ｃ×０．１２６９］／ｍ｝×１００

（１）
式中，ＰＯＶ表示试样的过氧化值，ｇ／１００ｇ；Ｖ１表

示试样消耗硫代硫酸钠标准滴定液的体积，ｍＬ；Ｖ２
表示试剂空白消耗硫代硫酸钠标准滴定液的体积，

ｍＬ；ｃ表示硫代硫酸钠标准滴定溶液的浓度，ｍｏｌ／
Ｌ；ｍ表示试样质量，ｇ；０．１２６９表示与１．００ｍＬ硫代
硫酸钠滴定溶液［ｃ（Ｎａ２Ｓ２Ｏ３）＝１．０００ｍｏｌ／Ｌ］相当
的碘的质量，单位为ｇ。
１．２．５　 数据分析

抗氧化性能测定和 ＰＯＶ值测定均同时做三组
重复，结果以三组实验的平均值表示。

２　结果与分析
２．１　６，７－二羟基香豆素的制备

将２６．３５ｇ千金子乙酸乙酯萃取物置于三角瓶
中，加入１５０ｍＬ丙酮，在磁力搅拌器上搅拌３０ｍｉｎ，
抽滤，得到沉淀，然后再用１５０ｍＬ丙酮慢慢洗涤，得
到２．１６ｇ淡黄色固体粉末状沉淀。将２．１６ｇ粉末
状沉淀溶于１００ｍＬ热甲醇中，在室温条件下放置
４８ｈ，待甲醇挥发减少后，瓶壁和瓶底析出大量小颗
粒的黄色晶体，过滤，得到淡黄色晶体，干燥后称重

为１．２６ｇ。然后通过高效硅胶薄层板检测（硅胶薄
层层析条件：二氯甲烷∶甲醇 ＝８∶１），紫外灯下显示
单一强荧光斑点。

２．２　６，７－二羟基香豆素的鉴定
将得到的黄色晶体溶液氘代二甲亚砜，进行核

磁测试，得到核磁共振氢谱图（图１）。通过核磁共
振氢谱（１Ｈ－ＮＭＲ）可以看出 δ６．９３（１Ｈ，ｓ）和 δ
６．７６（１Ｈ，ｓ）是两个无裂分的芳氢信号；δ６．１８
（１Ｈ，ｄ，９．６Ｈｚ）和δ７．７６（１Ｈ，ｄ，９．６Ｈｚ）是一组
相互裂分的烯氢信号。将该化合物的氢谱数据与

６，７－二羟基香豆素相关文献［１０］中的数据进行对

照，发现其数据基本一致。通过核磁测试得到核磁

共振碳谱图，见图 ２。通过核磁共振碳谱（１３Ｃ－
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ＮＭＲ）可以看出该化合物只有９个碳，其化学位移
分别为δ１６４．３、１５２．０、１５０．５、１４６．１、１４４．６、１１３．０、
１１２．８、１１２．５和１０３．６，其中 δ１６４．３为羰基碳的信
号。这些数据与文献［１１］中报道的６，７－二羟基香
豆素的碳谱数据完全一致。故该化合物鉴定为６，
７－二羟基香豆素（６，７－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｃｏｕｍａｒｉｎ），其结
构式如图３所示，其氢谱和碳谱数据归属见表１。

图１　６，７－二羟基香豆素的核磁共振氢谱图

图２　６，７－二羟基香豆素的核磁共振碳谱图

图３　６，７－二羟基香豆素的结构

表１　化合物的核磁数据

编号 氢谱数据 碳谱数据

１ － －

２ － １６４．３

３ ６．１８（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝９．６Ｈｚ） １１２．５

４ ７．７６（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝９．６Ｈｚ） １４６．１

５ ６．９３（１Ｈ，ｓ） １１３．０

６ － １４４．６

７ － １５２．０

８ ６．７６（１Ｈ，ｓ） １０３．６

９ － １５０．５

１０ － １１２．８

质谱测试（图４）显示该化合物的分子离子峰为

１７９，即［Ｍ＋Ｈ］＋，预示该化合物的分子量为１７８。

碎片峰 ｍ／ｚ１５１及 ｍ／ｚ１２２是化合物丢失１个 ＣＯ

和２个ＣＯ中性分子形成的碎片分子离子峰。其碎

片离子峰的形成过程可能如图５所示。

图４　６，７－二羟基香豆素的质谱图

图５　碎片离子峰的可能形成过程

２．３　６，７－二羟基香豆素的 ＤＰＰＨ自由基清除

能力　　

６，７－二羟基香豆素和ＶＣ对ＤＰＰＨ自由基的清

除率见图６。

从图中可以看出６，７－二羟基香豆素和 ＶＣ对

ＤＰＰＨ均有很强的清除作用，并且其清除率随化合

物浓度的增大而增大，且６，７－二羟基香豆素的抗

氧化能力远强于阳性对照 ＶＣ。６，７－二羟基香豆

素的体系终浓度 ＩＣ５０为０．０５８μｇ／ｍＬ，而 ＶＣ的体系 图６　不同浓度的６，７－二羟基香豆素及ＶＣ对ＤＰＰＨ自由基的清除率
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３５　　　

终浓度ＩＣ５０为０．５４２μｇ／ｍＬ，从其 ＩＣ５０来看，６，７－

二羟基香豆素的抗氧化活性比ＶＣ强１０倍。

香豆素类化合物的抗氧化活性强弱与酚羟基的

数量和位置有关，尤其是具有邻二酚羟基结构的香

豆素，其可能的抗氧化机理如图７所示。

图７　６，７－二羟基香豆素的抗氧化机理

２．４　６，７－二羟基香豆素对油脂的抗氧化性研究

研究不同浓度的样品及ＶＣ对猪油的抗氧化性，

得到其ＰＯＶ值，结果如图８所示。

图８　６，７－二羟基香豆素及ＶＣ对猪油的抗氧化活性

由图８可以看出６，７－二羟基香豆素和 ＶＣ的

ＰＯＶ值远低于空白组，且６，７－二羟基香豆素浓度

增加，则其ＰＯＶ值减小，６，７－二羟基香豆素对油脂

的抗氧化活性增大。从图中可以看出６，７－二羟基

香豆素的抗氧化活性远高于 ＶＣ，０．００５％的６，７－

二羟基香豆素的抗氧化活性略强于０．０５％的 ＶＣ的

抗氧化活性，略弱于０．１％的ＶＣ的抗氧化活性。

３　结论
据报道，千金子的生理活性较多，其主要活性物

质为大环二萜类化合物。本研究表明，千金子中６，

７－二羟基香豆素含量较高，该化合物具有很强的抗

氧化活性，其清除 ＤＰＰＨ自由基的体系终浓度 ＩＣ５０
为 ０．０５８μｇ／ｍＬ，远低于 ＶＣ的体系终浓度（ＩＣ５０
０．５４２μｇ／ｍＬ）；对猪油的抗氧化实验显示，０．００５％

的６，７－二羟基香豆素的抗氧化活性略强于０．０５％

的ＶＣ，略弱于０．１％的 ＶＣ，表明化合物６，７－二羟

基香豆素的抗氧化活性远高于ＶＣ，揭示了富含６，７

－二羟基香豆素的千金子具有抗氧化活性，同时６，

７－二羟基香豆素的强抗氧化活性表明其在医药保

健行业和食品天然抗氧化剂领域具有潜在的应用

价值。
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