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笃斯越橘果实花色苷的色谱分离纯化、结构表征 

与抗氧化活性评价 
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* 
 

（苏州科技大学化学与生命科学学院，江苏苏州 215009） 

摘要：笃斯越橘果实富含丰富的花色苷，具有重要的开发价值，但目前其花色苷的系统研究仍较有限。该研究对笃斯越橘果实

中的花色苷类化合物进行了分离纯化与结构鉴定，并系统评价了其抗氧化活性及构效关系。采用 0.1%盐酸水溶液提取、大孔树脂柱

层析、葡聚糖 LH-20 凝胶柱色谱及制备型高效液相色谱技术，从笃斯越橘果实中分离得到 7 个花色苷单体，其中化合物 1、3、5、6、

7 为首次从该植物中报道。抗氧化评价结果表明，在 DPPH 和 ABTS 自由基清除实验中，所有花色苷的活性均显著优于阳性对照 Vc；

在还原力实验中，各花色苷及 Vc 的还原力随浓度升高而增强，200 μmol·L-1时化合物 2 吸光度最高，Vc 为 0.33，与化合物 5、7 等

活性较强的花色苷相当。构效关系分析表明，B 环邻二酚结构是高效抗氧化活性的关键，含该结构的化合物 2 和 3 活性最强；B 环三

羟基（化合物 7）次之；甲氧基化或单羟基取代均导致活性下降。该研究揭示了笃斯越橘果实花色苷的化学多样性及其抗氧化构效规

律，为其作为天然抗氧化剂和高附加值产品的开发提供了理论依据。 
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Chromatographic Separation, Purification, Structural Characterization, 

and Antioxidant Activity Evaluation of Anthocyanins from The Fruits of 

Vaccinium Uliginosum L. 

QI Luyao, YANG Guang, SHI Wei, YUAN Linli, JI Lilian, ZHANG Jianmei* 

(School of Chemistry and Life Sciences, Suzhou University of Science and Technology, Suzhou 215009, China)  

Abstract: Vaccinium uliginosum L. fruits are rich in anthocyanins and possess significant development value, however, systematic studies 

on their anthocyanin profiles remains limited. In this study, anthocyanins from V. uliginosum L. fruits were isolated, purified, and structurally 

characterized, and their antioxidant activities as well as structure–activity relationships were systematically evaluated. Using 0.1% hydrochloric 

acid aqueous solution for extraction, followed by macroporous resin column chromatography, Sephadex LH-20 gel column chromatography, 

and preparative high-performance liquid chromatography, seven anthocyanin monomers were isolated from V. uliginosum L. fruits, among 

which compounds 1, 3, 5, 6, and 7 are reported from this plant for the first time. The antioxidant evaluation results showed that in both DPPH 

and ABTS radical scavenging assays, all tested anthocyanins exhibited significantly higher activities than the positive control vitamin C (Vc). In 

the reducing power assay, the reducing capacities of all anthocyanins and Vc increased with increasing concentration; at 200 μmol·L-1, 

compound 2 showed the highest absorbance, while Vc exhibited a value of 0.33, comparable to those of compounds 5 and 7, which also 

demonstrated strong reducing power. Structure–activity relationship analysis indicated that the ortho-dihydroxyl moiety on the B-ring is the key 

structural feature responsible for high antioxidant activity, with compounds 2 and 3 (containing this moiety) exhibiting the strongest activities, 

followed by compound 7 (bearing a trihydroxy B-ring), whereas methoxylation or mono-hydroxyl substitution led to decreased activity. This 

study reveals the chemical diversity of anthocyanins from V. uliginosum L. fruits and the structure–activity rules governing their antioxidant 

properties, thereby providing a theoretical basis for their development as natural antioxidants and high-value-added products. 
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花青素（Anthocyanidin）是一类水溶性天然色素，常与葡萄糖、半乳糖等糖苷通过糖苷键结合形成花色苷

（Anthocyanin），属类黄酮类化合物[1,2]。花色苷广泛存在于植物果实中，其分子结构中的多酚羟基赋予其优异的

自由基清除能力，在缓解氧化应激、延缓衰老及增强免疫等方面表现出显著活性，并在视力保护、抗肿瘤及改善

代谢性疾病等方面具有潜在应用价值[3-6]。自由基是生物体代谢产生的含未配对电子的原子或分子，生理状态下其

产生与清除处于动态平衡，但紫外线、污染等外源刺激可诱发氧化应激，导致脂质过氧化、蛋白质羰基化及 DNA

损伤，进而与衰老、心血管疾病及神经退行性疾病的发生密切相关[7-11]。因此，从天然产物中发掘高效、低毒的

抗氧化剂已成为功能食品领域的研究热点。 

笃斯越橘（Vaccinium uliginosum L.）是杜鹃花科（Ericaceae）越橘属（Vaccinium L.）落叶灌木，又称笃斯、

蓝莓、黑豆树，甸果及地果等，是我国北方高海拔地区重要的野生果树资源，主要分布于黑龙江、吉林及辽宁等

省份[12]。野生笃斯越橘的果实及叶片中含有丰富的黄酮类、多糖类及有机酸等多种功能成分，同时含有花青素和

槲皮素等活性物质[12,13]。其中，花色苷作为其最具特色的活性组分，展现出较高的研究与开发潜力。目前，针对

笃斯越橘花色苷的研究多集中于提取工艺优化及粗提物的活性评价[14-17]。例如，王化等[18]证实其粗提物具有良好

的 DPPH 自由基清除能力，勾智丽[19]则运用响应面法对提取参数进行了系统优化。然而，现有研究对花色苷单体

化学结构的认识仍较为有限，结构解析主要依赖高效液相色谱-质谱联用技术（HPLC-MS）[20]，该方法虽能提供

分子量与部分碎片信息，但对同分异构体中的空间构型及细微结构差异辨别能力不足，易导致鉴定偏差[21]。 

基于此，本研究以笃斯越橘果实为原料，采用多种色谱分离技术获取高纯度花色苷单体，并借助核磁共振波

谱技术（NMR）实现其精细结构鉴定。在此基础上，通过 DPPH、ABTS 自由基清除法及铁氰化钾还原法，从氢

原子转移、电子转移及还原能力等多重机制系统评价各花色苷单体的抗氧化活性。研究结果旨在揭示笃斯越橘花

色苷的化学多样性及构效规律，为其作为天然抗氧化剂及高附加值产品的开发提供理论依据与物质基础。 

1  材料与方法 

1.1  原料   

1.1.1  原料来源   

笃斯越橘果实采自黑龙江省大兴安岭地区图强林场，为杜鹃花科越橘属植物笃斯越橘（Vaccinium uliginosum 

L.）的果实。 

1.1.2  试剂 

甲醇、三氟乙酸（分析纯），成都市科隆化学品有限公司；甲醇、乙腈（色谱纯），上海萨恩化学技术有限公

司；氘代甲醇-d4、代三氟乙酸，阿拉丁试剂（上海）有限公司；Sephadex LH-20 葡聚糖凝胶，瑞士 Pharmacia Biotech

公司；Amberlite XAD-7HP 离子交换大孔吸附树脂，上海笛柏生物科技有限公司；2,2-二苯基-1-苦基肼基（DPPH）、

2,2－联氮二（3－乙基－苯并噻唑－6－磺酸）二铵盐（ABTS），Sigma 公司；抗坏血酸（Vc）、磷酸氢二钠、磷

酸二氢钠、铁氰化钾、三氯化铁、过硫酸钾，国药集团化学试剂有限公司。 

1.1.3  仪器 

Bruker AVANCE 600 MHz 核磁共振波谱仪，瑞士 Bruker 公司；NP7000 制备型高效液相色谱仪，江苏汉邦科

技有限公司；LC-20AD 分析型高效液相色谱仪，日本岛津仪器有限公司；R501 旋转蒸发仪，巩义市英峪高科仪

器厂；Neptune C18分析型色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），广州菲罗门科学仪器有限公司；UniSil C18制备色谱

柱（50 mm×250 mm，10 μm），成都铼谱科技有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  提取 

笃斯越橘果实（10 kg）经组织粉碎，置于 20 L 含有体积分数为 0.1%的盐酸水溶液中室温浸泡过夜，浑浊的

提取液先以纱布缓慢过滤，滤液离心得澄清的花色苷提取液。 

1.2.2  分离 

1.2.2.1  大孔吸附树脂粗分 

将澄清的花色苷提取液直接通过 Amberlite XAD-7HP 大孔吸附树脂柱（30 cm×120 cm）进行充分吸附。依次
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用酸化的纯水（含体积分数 0.01%的 HCl）、体积分数 30%的乙醇溶液（含体积分数 0.01%的 HCl）和体积分数 80%

的乙醇溶液（含体积分数 0.01%的 HCl）进行梯度洗脱。收集颜色最深、富含花色苷的 30%乙醇洗脱组分，于不

超过 40 ℃条件下减压浓缩，得花色苷粗提物浓缩液。 

1.2.2.2  Sephadex LH-20 凝胶柱色谱分离 

将上述浓缩液经 Sephadex LH-20 凝胶柱（4.2 cm×150 cm）色谱分离，以体积分数 30%的甲醇溶液（含体积

分数 0.05%的三氟乙酸）等度洗脱。按红色色带分部收集，合并后得到 5 个组分（Fr.1~Fr.5）。 

1.2.2.3  反相制备型高效液相色谱纯化 

采用反相制备型 HPLC 对 Fr.1~Fr.5 分别进行进一步纯化。检测波长为 278 nm，体积流量为 50 mL·min
-1，流

动相为甲醇-水（含体积分数 0.1%的三氟乙酸）体系。具体洗脱条件及所得化合物如下：Fr.1 以甲醇:水（40:60）

洗脱，得到化合物 3（87 mg，tR=42.8 min）、6（8 mg，tR=34.3 min）和 7（12 mg，tR=51.1 min）；Fr.2 以甲醇:水

（45:55）洗脱，得到化合物 1（48 mg，tR=37.9 min）；Fr.3 以甲醇:水（40:60）洗脱，得到化合物 3（125 mg，       

tR=38.5 min）；Fr.4 以甲醇:水（43:57）洗脱，得到化合物 2（125 mg，tR=32.1 min）和 4（51 mg，tR=40.7 min）；

Fr.5 以甲醇:水（45:55）洗脱，得到化合物 5（32 mg，tR=41.2 min）。 

1.2.2.4  化合物纯度检测 

 

图1 化合物1的高效液相色谱图 

Fig.1 High performance liquid chromatography spectrum of compound 1 

 

图2 笃斯越橘果实中花色苷的提取与分离流程图 

Fig.2 Flow diagram of anthocyanins extraction and separation from Vaccinium uliginosum L. fruits 

将制备型 HPLC 所得各单体化合物，采用分析型 HPLC 在相同色谱条件下进行纯度检测。经面积归一化法计

算，化合物 1~7 的 HPLC 纯度均大于 95%（化合物 1 的 HPLC 图谱见图 1），满足后续结构鉴定和抗氧化活性测

试的要求。 
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笃斯越橘果实中花色苷的提取分离流程如图 2 所示。 

1.2.3  DPPH 自由基清除 

配制 0.2 mmol·L
-1的 DPPH 甲醇溶液作为工作液，避光保存备用。将待测化合物用相应溶剂进行倍比稀释，

得到浓度分别为 200、100、50、25、12.5 μmol·L
-1的系列工作液。采用 96 孔酶标板进行测定。分别取 50 μL 上述

不同浓度的样品溶液置于孔板中，加入 150 μL DPPH 工作液，充分混匀。室温下避光反应 30 min 后，于 517 nm

波长处测定吸光度，记为 A1。同时测定以下两组对照：50 μL 样品溶液与 150 μL 甲醇混合后的吸光度 A2，以及

50 μL 样品溶液与 150 μL DPPH 工作液反应后的吸光度 A3。以抗坏血酸（Vc）为阳性对照，每个浓度设置 3 个平

行重复。DPPH 自由基清除率计算公式（1）： 

3 2 1 2
0

23

100
A A A A

D
A A

  
 



（ ）（ ）
                   （1） 

式中： 

D0——DPPH 自由基清除率，%； 

A1——样品组吸光度； 

A2——空白吸光度； 

A3——对照吸光度。 

1.2.4  ABTS 自由基清除 

取 200 μmol·L
-1待测样品母液，经倍比稀释得到系列浓度工作液（200、100、50、25、12.5、6.25、3.125 μmol·L

-1）。

采用 96 孔酶标板进行测定。分别取 50 μL 不同浓度样品溶液加入孔板中，再加入 200 μL ABTS 工作液，振荡混

匀后于室温避光反应 6 min。反应结束后，于 734 nm 波长处测定吸光度。以超纯水代替样品溶液作为阴性对照，

以超纯水代替 ABTS 工作液作为空白对照。每个浓度设置 3 个平行重复。ABTS 阳离子自由基清除率计算公式（2）： 

3 2 1 2

2

0

3

100
A A A A

D
A A

  
 



（ ）（ ）
                    （2） 

式中： 

D0——ABTS 阳离子自由基清除率，%； 

A1——样品组吸光度； 

A2——空白吸光度； 

A3——对照吸光度。 

1.2.5  还原能力测定 

配置 200 μmol·L
-1待测样品，依次倍比稀释至 200，100，50，25，12.5，6.25，3.125 μmol·L

-1等系列浓度工

作液。在离心管中依次加入 100 μL 样品溶液、250 μL 磷酸盐缓冲液（0.2 mol·L
-1，pH 值为 6.6）和 250 μL 体积分

数为 1%的铁氰化钾溶液，充分混匀。将混合液置于 50 ℃水浴中反应 20 min。反应结束后，加入 250 μL 体积分

数为 10%的 TCA 溶液，混匀后静置 5 min 以终止反应。取 500 μL 上清液（或混合液）转移至新离心管中，依次

加入 500 μL 蒸馏水和 100 μL 体积分数为 0.1%的 FeCl₃溶液，混匀后避光反应 20 min。以超纯水代替样品溶液、

其余试剂相同作为空白对照。反应结束后，于 700 nm 波长处测定各组的吸光度。按照下列公式（3）计算还原能

力： 

20 1D A A                                       （3） 

式中： 

D0——总还原力； 

A1——空白吸光度； 

A2——样品组吸光度。 

1.2.6  数据分析 

所有实验均设 3 个重复，实验结果以平均值±标准方差表示。采用双因素方差分析（Two-way ANOVA）及 Tukey
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多重比较检验进行统计学分析，不同小写字母（a，b，c，d）表示具有差异显著（P<0.05），并用 GraphPad Prism 

8.0.2 软件作图。 

2  结果与讨论 

2.1  化合物的结构鉴定 

化合物 1：红色粉末。ESI-MS:535[M]
+。1

H NMR (600 MHz, CD3OD-TFA-d1 (19:1, V/V)) δ 8.89 (1H, s, H-4), 8.22 

(1H, d, J = 8.6 Hz, H-6'), 7.97 (1H, brs, H-2'), 6.97 (1H, d, J = 8.6 Hz, H-5'), 6.86 (1H, s, H-8), 6.67 (1H, s, H-6), 5.22 (1H, 

d, J = 7.8 Hz, Glc-H-1), 4.57 (1H, d, J = 11.5 Hz, Glc-H-6a), 4.30 (1H, dd, J = 11.5, 7.4 Hz, Glc-H-6b), 3.82 (1H, t, J = 8.3 

Hz, Glc-H-5), 3.68 (1H, t, J = 8.3 Hz, Glc-H-2), 3.56 (1H, t, J = 8.3 Hz, Glc-H-3), 3.44 (1H, t, J = 8.3 Hz, Glc-H-4), 3.42 

(2H, s, malonyl-H-2); 
13

C NMR (150 MHz, CD3OD-TFA-d1 (19:1, V/V)) δ 170.6 (C-7), 170.2 (malonyl-C-3), 168.7 

(malonyl-C-1), 164.1 (C-2), 159.1 (C-5), 157.7 (C-9), 155.8 (C-4'), 147.4 (C-3'), 145.5 (C-3), 136.7 (C-4), 128.4 (C-6'), 

121.1 (C-1'), 118.3 (C-2'), 117.4 (C-5'), 113.2 (C-10), 103.6 (Glc-C-1), 103.5 (C-6), 95.3 (C-8), 77.9 (Glc-C-3), 76.0 

(Glc-C-5), 74.6 (Glc-C-2), 71.3 (Glc-C-4), 65.5 (Glc-C-6), 41.8 (malonyl-C-2)。以上数据与文献[22]报道基本一致，故鉴

定该化合物为矢车菊素-3-O-(6-丙二酰葡萄糖苷)。 

化合物 2：红色粉末。ESI-MS:449[M]
+。1

H NMR (600 MHz, CD3OD-TFA-d1 (19:1, V/V)) δ 8.99 (1H, s, H-4), 8.22 

(1H, dd, J = 8.7, 2.3 Hz, H-6'), 8.01 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-2'), 6.98 (1H, d, J = 8.7 Hz, H-5'), 6.86 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-8), 

6.65 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-6), 5.29 (1H, d, J = 8.0 Hz, Glc-H-1), 3.94 (1H, dd, J = 12.1, 2.1 Hz, Glc-H-6a), 3.74 (1H, dd, J 

= 12.1, 5.9 Hz, Glc-H-6b), 3.69 (1H, t, J =8.0 Hz, Glc-H-2), 3.59 (1H, m, Glc-H-5), 3.56 (1H, m, Glc-H-3)，3.47 (1H, t, J = 

9.2 Hz, Glc-H-4); 
13

C NMR (150 MHz, CD3OD-TFA-d1 (19:1, V/V)) δ 170.5 (C-7), 163.9 (C-2), 159.2 (C-5), 157.5 (C-9), 

155.8 (C-4'), 147.3 (C-3'), 145.6 (C-3), 136.6 (C-4), 128.3 (C-6'), 121.1 (C-1'), 118.3 (C-2'), 117.4 (C-5'), 113.3 (C-10), 

103.7 (Glc-C-1), 103.4 (C-6), 95.1 (C-8), 78.8(Glc-C-5), 78.1 (Glc-C-3), 74.8 (Glc-C-2), 71.1 (Glc-C-4), 62.3 (Glc-C-6)。

以上数据与文献[22]报道基本一致，故鉴定该化合物为矢车菊素-3-O-葡萄糖苷。 

化合物 3：红色粉末。ESI-MS:611[M]
+。1

H NMR (600 MHz, CD3OD-TFA-d1 (19:1, V/V)) δ 8.87 (1H, s, H-4), 7.75 

(2H, s, H-2', 6'), 6.86 (1H, s, H-8), 6.67 (1H, s, H-6), 5.30 (1H, d, J = 7.7 Hz, Glc-H-1), 4.66 (1H, s, Rham-H-1), 4.07 (1H, 

d, J = 10.8 Hz, Glc-H-6a), 3.81 (1H, brs, Rham-H-2), 3.73 (1H, m, Glc-H-2), 3.71 (1H, m, Rham-H-3), 3.63 (1H, m, 

Glc-H-6b), 3.61 (1H, m, Glc-H-3), 3.59 (1H, m, Rham-H-5), 3.56 (1H, m, Glc-H-5), 3.44 (1H, t, J = 9.4 Hz, Glc-H-4), 

3.34 (1H, t, J = 9.1 Hz, Rham-H-4), 1.15 (3H, d, J = 6.1 Hz, Rham-H-6); 
13

C NMR (150 MHz, CD3OD-TFA-d1 (19:1, 

V/V)) δ 170.3 (C-7), 163.9 (C-2), 158.8 (C-5), 157.5 (C-9), 147.5 (C-3', 5'), 145.8 (C-3), 144.8 (C-4'), 135.4 (C-4), 120.0 

(C-1'), 113.1 (C-10), 112.7 (C-2', 6'), 103.4 (Glc-C-1), 103.2 (C-6), 102.2 (Rham-C-1), 95.1 (C-8), 77.9 (Glc-C-4), 77.4 

(Glc-C-3), 74.7 (Glc-C-2), 73.9 (Rham-C-3), 72.4 (Glc-C-5), 71.8 (Rham-C-4), 71.2 (Rham-C-2), 69.7 (Rham-C-5), 17.8 

(Rham-C-6)。以上数据与文献[23]报道基本一致，故鉴定该化合物为飞燕草素-3-O-芸香糖苷。 

化合物 4：红色粉末。ESI-MS:463[M]
+。1

H NMR (600 MHz, CD3OD-TFA-d1 (19:1, V/V)) δ 9.06 (1H, s, H-4), 8.26 

(1H, dd, J = 8.6, 1.8 Hz, H-6'), 8.24 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-2'), 7.07 (1H, d, J = 8.6 Hz, H-5'), 6.95 (1H, s, H-8), 6.69 (1H, s, 

H-6), 5.34 (1H, d, J = 7.7 Hz, Glc-H-1), 4.04 (3H, s, -OCH3), 3.95 (1H, dd, J = 12.2, 1.8 Hz, Glc-H-6a), 3.74 (1H, dd, J = 

12.2, 6.2 Hz, Glc-H-6b), 3.68 (1H, t, J = 8.8 Hz, Glc-H-2), 3.59 (2H, m, Glc-H-3, 5), 3.46 (1H, t, J = 9.4 Hz, Glc-H-4); 
13

C 

NMR (150 MHz, CD3OD-TFA-d1 (19:1, V/V)) δ 170.8 (C-7), 164.1 (C-2), 159.4 (C-5), 157.9 (C-9), 156.5 (C-4'), 149.5 

(C-3'), 145.6 (C-3), 137.3 (C-4), 128.9 (C-6'), 121.1 (C-1'), 117.6 (C-5'), 115.2 (C-2'), 113.6 (C-10), 103.8 (Glc-C-1), 103.4 

(C-6), 95.3 (C-8), 78.9 (Glc-C-5), 78.2 (Glc-C-3), 74.9 (Glc-C-2), 71.2 (Glc-C-4), 62.4 (Glc-C-6)。以上数据与文献[24]报

道基本一致，故鉴定该化合物为芍药色素-3-O-葡萄糖苷。 

化合物 5：红色粉末。ESI-MS:433[M]
+。1

H NMR (600 MHz, CD3OD-TFA-d1 (19:1, V/V)) δ 9.05 (1H, s, H-4), 8.57 

(2H, d, J = 8.6 Hz, H-2', 6'), 7.02 (2H, d, J = 8.6 Hz, H-3', 5'), 6.90 (1H, s, H-8), 6.65 (1H, s, H-6), 5.27 (1H, d, J = 7.7 Hz, 

Glc-H-1), 3.92 (1H, d, J = 11.8 Hz, Glc-H-6a), 3.71 (1H, dd, J = 11.8, 5.9 Hz, Glc-H-6b), 3.64 (1H, t, J = 8.5 Hz, Glc-H-2), 

3.54 (2H, m, Glc-H-3, 5), 3.43 (1H, t, J = 9.2 Hz, Glc-H-4); 
13

C NMR (150 MHz, CD3OD-TFA-d1 (19:1, V/V)) δ 170.8 

(C-7), 166.6 (C-2), 164.5 (C-5), 159.4 (C-9), 157.9 (C-4'), 145.4 (C-3), 137.7 (C-4), 135.7 (C-2', 6'), 120.8 (C-1'), 117.8 
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(C-3', 5'), 113.6 (C-10), 103.9 (Glc-C-1), 103.4 (C-6), 95.2 (C-8), 78.8 (Glc-C-5), 78.2 (Glc-C-3), 74.8 (Glc-C-2), 71.1 

(Glc-C-4), 62.4 (Glc-C-6)。以上数据与文献[25]报道基本一致，故鉴定该化合物为天竺葵素-3-O-葡萄糖苷。 

化合物 6：红色粉末。ESI-MS:597[M]
+。1

H NMR (600 MHz, CD3OD-TFA-d1 (19:1, V/V)) δ 8.86 (1H, s, H-4), 7.73 

(2H, s, H2', 6'), 6.83 (1H, s, H-8), 6.63 (1H, s, H-6), 5.47 (1H, d, J = 7.6 Hz, Glc-H-1), 4.70 (1H, d, J = 7.6 Hz, Xyl-H-1), 

4.00 (1H, t, J = 8.7 Hz, Glc-H-2), 3.93 (1H, dd, J = 12.1, 1.9 Hz, Glc-H-6a), 3.79 (1H, t, J = 9.0 Hz, Glc-H-3), 3.76 (1H, dd, 

J = 12.1, 5.6 Hz, Glc-H-6b), 3.62 (1H, m, Xyl-H-5a), 3.60 (1H, m, Glc-H-5), 3.53 (1H, t, J = 9.4 Hz, Glc-H-4), 3.37 (1H, 

m, Xyl-H-4), 3.29 (1H, t, J = 8.9 Hz, Xyl-H-3), 2.98 (1H, t, J = 11.0 Hz, Xyl-H-5b); 
13

C NMR (150 MHz, CD3OD-TFA-d1 

(19:1, V/V)) δ 170.3 (C-7), 163.9 (C-2), 159.1 (C-5), 157.4 (C-9), 147.5 (C-3', 5'), 145.4 (C-3), 144.7 (C-4'), 135.3 (C-4), 

120.0 (C-1'), 113.0 (C-10), 112.7 (C-2', 6'), 106.1 (Xyl-C-1), 103.3 (C-6), 101.6 (Glc-C-1), 95.0 (C-8), 82.6 (Glc-C-2), 78.6 

(Glc-C-5), 78.0 (Glc-C-3), 77.7 (Xyl-C-3), 75.8 (Xyl-C-2), 70.8 (Xyl-C-4), 70.7 (Glc-C-4), 67.1 (Xyl-C-5), 62.2 

(Glc-C-6)。以上数据与文献[26]报道基本一致，故鉴定该化合物为飞燕草素-3-O-桑布双糖苷。 

化合物 7：红色粉末。ESI-MS: 581 [M]
+。1

H NMR (600 MHz, CD3OD-TFA-d1 (19:1, V/V)) δ 8.86 (1H, s, H-4), 8.20 

(1H, dd, J = 8.6, 1.9 Hz, H-6'), 7.92 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-2'), 6.93 (1H, d, J = 8.6 Hz, H-5'), 6.82 (1H, s, H-8), 6.61 (1H, s, 

H-6), 5.43 (1H, d, J = 7.6 Hz, Glc-H-1), 4.79 (1H, d, J = 7.7 Hz, Xyl-H-1), 3.97 (1H, t, J = 8.7 Hz, Glc-H-2), 3.95 (1H, m, 

Glc-H-6a), 3.81 (1H, t, J = 9.0 Hz, Glc-H-3), 3.77 (1H, m, Glc-H-6b), 3.73 (1H, m, Xyl-H-5a), 3.62 (1H, m, Glc-H-5), 

3.53 (1H, t, J = 9.4 Hz, Glc-H-4), 3.44 (1H, m, Xyl-H-4), 3.33 (1H, t, J = 9.1 Hz, Xyl-H-3), 3.20 (1H, t, J = 8.0 Hz, 

Xyl-H-2), 3.09 (1H, t, J = 10.9 Hz, Xyl-H-5b); 
13

C NMR (150 MHz, CD3OD-TFA-d1 (19:1, V/V)) δ 170.3 (C-7), 163.6 

(C-2), 159.1 (C-5), 157.3 (C-9), 155.8 (C-4'), 147.4 (C-3'), 145.2 (C-3), 135.8 (C-4), 128.8 (C-6'), 121.0 (C-1'), 118.3 

(C-2'), 117.3 (C-5'), 113.0 (C-10), 105.6 (Xyl-C-1), 103.3 (C-6), 101.4 (Glc-C-1), 95.1 (C-8), 81.5 (Glc-C-2), 78.6 

(Glc-C-5), 78.2 (Glc-C-3), 77.9 (Xyl-C-3), 75.7 (Xyl-C-2), 71.0 (Xyl-C-4), 70.8 (Glc-C-4), 67.2 (Xyl-C-5), 62.2 

(Glc-C-6)。以上数据与文献[26]报道基本一致，故鉴定该化合物为矢车菊素-3-O-桑布双糖苷。 

化合物 1 的 1
H NMR 和 13

C NMR 谱图如图 3 所示，化合物 1-7 的化学结构如图 4 所示。 

 

图3 化合物1的氢谱和碳谱谱图 

Fig.3 1H NMR and 13C NMR spectra of compound 1 

 

图4 花色苷化合物1~7的化学结构  

Fig.4 Chemical structures of anthocyanin compounds 1~7 
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2.2  抗氧化能力评价 

生物体内的氧化应激与多种慢性疾病的发生发展密切相关，当代谢处于不平衡状态时，过量产生的自由基会

攻击脂质、蛋白质和核酸，引起氧化损伤[27]。抗氧化剂能够通过氢原子转移（HAT）或单电子转移（SET）等机

制清除自由基[28]。本实验采用三种基于不同原理的体外评价体系，综合评价花色苷化合物的抗氧化活性。 

通过测定 DPPH 自由基清除率判断花色苷的抗氧化能力，以 IC50值（清除率为 50%时抗氧化剂的浓度）作为

评价指标，值越小清除效果越好。图 5 显示，各花色苷的自由基清除能力随浓度升高而逐渐提高，其 IC50值分别

为 44.93、28.91、30.72、54.17、46.33、39.62、35.75 μmol·L
-1。所有受试花色苷的抗氧化能力均高于阳性对照物

Vc（84.05 μmol·L
-1）。构效关系分析表明，B 环邻二酚和邻三酚结构片段是 DPPH 清除活性的关键，化合物 2、3、

6 和 7 均含此类结构片段而表现出较强的活性，这是因为邻位羟基能够通过分子内氢键稳定氧化后形成的半醌自

由基，从而高效清除 DPPH。此外，甲氧基（–OCH₃）取代羟基会降低活性：化合物 4 含 3′-OCH₃，其 IC50值分

别为 54.17 μmol·L
-1，活性最弱，这是因为甲氧基无法提供氢原子，且空间位阻干扰了自由基的稳定化。而 B 环仅

含单羟基的化合物 5 活性相对较弱，证实单酚结构难以有效稳定自由基。化合物 1 的抗氧化活性显著弱于化合物

2，表明丙二酰取代基的存在不利于抗氧化活性，主要是因为丙二酰基的引入一方面通过空间位阻和电子效应削弱

了花青素核心 B 环邻苯二酚结构供氢和稳定自由基的能力[29]，另一方面可能改变其分子稳定性和肠道代谢途径，

进而影响整体抗氧化表现[30]。综上，花色苷清除 DPPH 自由基的能力主要取决于 B 环羟基的数量与位置，其中邻

二酚很邻三酚为较优结构单元，甲氧基化和单羟基均导致活性下降。 

在 ABTS 自由基清除实验中，各花色苷及阳性对照 Vc 的清除率随浓度升高而逐渐增强，呈现明确的剂量-效

应关系（图 6）。通过非线性拟合计算各化合物的 IC50 值，依次为 16.28、10.85、11.74、13.57、14.04、13.14 和       

12.09 μmol·L
-1，阳性对照物 Vc 的 IC50值为 69.82 μmol·L

-1。所有受试花色苷的 ABTS 清除能力均显著优于 Vc，

其中化合物 2、3、6 和 7 的活性相对较强，结果与 DPPH 实验一致，B 环含邻二酚和邻三酚结构片段的化合物表

现出较强的 ABTS 清除能力。 

在还原力实验中，各花色苷及阳性对照 Vc 的还原力随浓度升高而逐渐增强，吸光度越大表示还原力越强（图

7）。在最高浓度 200 μmol·L
-1时，各化合物的吸光度分别为 0.20、0.34、0.31、0.25、0.33、0.29 和 0.33，阳性对

照 Vc 在该浓度下的吸光度为 0.33。其中化合物 2 的吸光度最大，还原力最强；化合物 1 的吸光度最小，还原力

最弱。该结果与 DPPH、ABTS 试验基本一致，B 环含邻二酚和邻三酚结构的化合物表现出较强的还原力。 

 

图5 花色苷化合物DPPH自由基清除能力 

Fig.5 DPPH free radical scavenging activity of anthocyanin compounds  

注：不同字母表示显著性差异（P<0.05）。下图同。 
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图6 花色苷化合物ABTS自由基清除能力 

Fig.6 ABTS free radical scavenging activity of anthocyanin compounds  

 

图7 花色苷化合物还原力分析 

Fig.7 Reducing power assay of anthocyanin compounds  

3  结论 

本研究将 Amberlite XAD-7HP 大孔吸附树脂柱色谱、Sephadex LH-20 凝胶柱色谱与制备型 HPLC 三种分离纯

化技术进行系统组合，成功构建了适用于笃斯越橘果实花色苷类化合物的高效分离体系。通过质谱与核磁共振波

谱技术对所得单体进行结构鉴定，明确了各化合物的取代基种类、数量及连接位置，最终从笃斯越橘果实中分离

并鉴定了 7 个花色苷类化合物，其中化合物 1、3、5、6 和 7 为首次从该植物资源中报道，进一步丰富了笃斯越橘

花色苷的化学信息库。 

在此基础上，结合抗氧化活性评价与构效关系分析发现，B 环含邻二酚和邻三酚结构片段是花色苷高效清除

DPPH 和 ABTS 自由基的关键活性单元，而甲氧基化或单羟基取代均导致活性下降。上述结果系统揭示了笃斯越

橘果实中花色苷类化合物的化学组成及其抗氧化构效规律，深化了对其化学成分多样性与生物活性的认识，为该

资源的深度开发利用提供了重要的理论依据。此外，所获得的花色苷单体为后续开展抗氧化、抗炎等生物活性研

究奠定了坚实的物质基础，对于开发基于天然花色苷的功能性食品及相关健康产品具有重要的实践指导意义。 
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