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板栗花粉黄酮的精制及其质谱分析 
 

郭丽梅，王盼盼 
(天津科技大学材料科学与化学工程学院，天津 300457) 

 

摘  要：对板栗花粉中总黄酮进行提取．用 AB–8 大孔树脂对总黄酮进行初步分离纯化，其较佳洗脱程序为用 200,mL

蒸馏水淋洗后使用 140,mL 70%乙醇淋洗．粗提液反复纯化后用液相色谱–质谱联用仪对黄酮进行定性分析．结果表

明，经过大孔树脂纯化后总黄酮的含量由 13.39%提高到 78.12%，依据质谱图推断出板栗花粉中黄酮的主要成分为山

奈酚、槲皮素、异鼠李素以及杨梅黄酮． 
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Refinement and MS Analysis of Flavonoids in Chestnut Pollen 

GUO Limei，WANG Panpan 

(College of Material Science and Chemical Engineering，Tianjin University of Science & Technology， 

Tianjin 300457，China) 

Abstract：Flavonoids in chestnut pollen were extracted by using ethanol. The crude extraction was purified with macropor-

ous resin AB-8 using 200,mL distilled water and 140,mL 70% ethanol. The content of flavonoids after refinement increased

from 13.39% to 78.12%. The flavonoids from chestnut pollen were analyzed with HPLC-MS. The result showed that there 

were four kinds of flavonoids in chestnut pollen，which were myricetin，quercetin，kaempferol and isorhamnetin.  
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黄酮类化合物是一类广泛存在于植物中的天然

植物成分，为植物多酚类的代谢物，大多有颜色，其

相对分子质量较低且具有多种生理活性，如抗氧化、

抗自由基、抗癌、抗炎、抗病毒和降血糖等[1–2]．黄酮

类化合物对高血压引起的头痛、项强、头晕、耳鸣等

症状有明显的疗效[1]．黄酮在板栗花粉中含量较高[3]，

是板栗花粉中值得研究的一类具有生物活性的化合

物[4–6]．常用的提取黄酮的方法为醇提法[7]．分析黄酮

的方法主要有分光光度法、气相色谱法、高效液相色

谱法、薄层色谱法等 [8–13]．其中分光光度法操作简

单、耗时较少，可用于总黄酮的检测．液相色谱质谱

法分离效率高，分析速度快，检测灵敏度高，可用于

黄酮种类及黄酮含量的检测． 

本研究采用板栗花粉作为原料，采用醇提法对其

中的黄酮进行了提取，并采用分光光度法检测总黄酮

的含量，用高效液相色谱–质谱联用法对提取的黄酮

进行定性检测，为板栗花粉黄酮的开发提供科学 

依据． 

1 材料与方法 

1.1 原料、试剂及仪器 

板栗花粉，承德畅达天然营养品有限公司；AB–8

大孔树脂，南开大学化工厂；乙醇、乙腈、超纯水等试

剂，天津北方天医化学试剂厂；芦丁、杨梅黄酮、槲皮

素等标准品，南京替斯艾么中药研究所． 

  旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂；VIS–723G

可见分光光度计，北京福利仪器分析公司；Waters 

3100 液质联用仪，美国 Waters 公司． 

1.2 实验方法 

1.2.1 树脂的预处理 

  先用 95%乙醇浸泡 12,h，然后用蒸馏水洗至无醇
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味，再用 4%盐酸溶液浸泡 12,h，用蒸馏水洗至中性

后，用 4%NaOH 溶液浸泡 12,h，用蒸馏水洗至中性，

置于 4,℃冰箱备用． 

1.2.2 黄酮提取工艺
[14]

 

  取破壁板栗花粉 5,g 置于四口烧瓶中，加入

50,mL 70%乙醇溶液，70,℃水浴加热提取 1.5,h，过滤

得滤液Ⅰ．重复提取 1 次得滤液Ⅱ，合并滤液得到黄

酮粗提液． 

1.2.3 纯化工艺 

  取 20,mL 预处理好的大孔树脂装柱，取 10,mL

粗提液旋转蒸发至干，用 4,mL 70%乙醇进行溶解，湿

法上样，用 200,mL 蒸馏水淋洗，然后依次用 140,mL

体积分数分别为 60%、70%、80%的乙醇淋洗[15]，流量

为 1,mL/min，收集乙醇部分，得到乙醇洗脱液． 

1.2.4 标准曲线绘制 

  芦丁标准液：称量 120,℃下烘干的芦丁标准品

0.025,0,g，用 95%乙醇溶解，定容于 50,mL 容量瓶

中，质量浓度为 0.5,mg/mL． 

  取 0.0、1.0、2.0、3.0、4.0、5.0、6.0,mL 芦丁标准液

于 25,mL 容量瓶中，加水 6,mL 后再加入 5%的亚硝

酸钠溶 液 1,mL ，摇匀，静置 6,min ；加 入 10% 的

Al(NO3)3 溶液 1,mL，摇匀，静置 6,min；再加入 4%的

NaOH 溶液 10,mL，加水定容，摇匀，静置 15,min；

4,000,r/min 离心 10,min，以不含芦丁的空白溶液为参

比溶液，采用可见分光光度法在波长 510,nm 处测定

吸光度，以质量浓度与吸光度绘制标准曲线[15]． 

  将提取液在相同的方法下测定吸光度(A)．由回

归方程算出总黄酮类化合物质量浓度．取 40,mL 的

黄酮粗提液或者乙醇洗脱液蒸干，计算旋蒸瓶前后的

质量差(m)，蒸干后固体中总黄酮含量(P)按照式(1)

计算： 

   
( 0.008 8) 40

9.416 5

A
P

m

+ ×=
×

 (1)

1.2.5 液相色谱–质谱分析 

  色谱条件：Waters 3100 高效液相色谱仪，PDA 

2998 检测器，Waters 2767 收集和进样系统，Waters 

symmetry C18 色谱柱(5,µm，150,mm×4.6,mm)，流动

相 A 为 0.1%的甲酸水溶液，流动相 B 为 0.1%的甲酸

乙 腈 溶 液 ，流 量 为 1,mL/min ，检 测波长为 280 、

350,nm，流动相的洗脱程序见表 1． 

  质谱参数：毛细管电压 3.00,kV，离子源温度

110,℃，锥孔电压 30,V，抽取器电压 3,V，去溶剂化温

度 300,℃，载气 为 高 纯氮气 ，脱溶 剂 气 流 流 量

550,L/h ，反吹气 流 量 50,L/h ．电离 方式为电喷雾

(ESI)，正离子扫描模式，扫描范围质荷比(m/e)为

85～1,500． 

表 1 梯度淋洗程序 

Tab. 1 Process of gradient elution 

流动相组成 
时间/min 

A/% B/% 

0 90.0 10.0 

5 73.0 27.0 

10 73.0 27.0 

15 60.0 40.0 

20 20.0 80.0 

25 20.0 80.0 

30 90.0 10.0 

2 结果与分析 

2.1 提取物中总黄酮含量 

按 1.2.4 方法绘制标准曲线，得线性回归方程为

A＝9.416,5,X－0.008,8，R2＝0.999,6．不同浓度乙醇

淋洗所得总黄酮的含量见表 2． 

表 2 不同浓度乙醇淋洗所得总黄酮的含量 

Tab. 2 Content of flavonoids and ethanol concentrations in 

elution 

样品 含量/% 

粗提液 13.39 

60%乙醇洗脱液 32.49 

70%乙醇洗脱液 36.12 

80%乙醇洗脱液 31.56 

70%乙醇重复洗脱液 78.12 

由表 2 可知，粗提液中黄酮的含量为 13.39%，使

用大孔树脂纯化后，总黄酮含量均有提高，较佳的洗

脱液浓度为 70%乙醇，将 70%乙醇的洗脱液浓缩，重

复纯化两次，得到黄酮含量为 78.12%的液相色谱-质

谱待测液． 

2.2 液相色谱–质谱检测黄酮种类 

黄酮类物质在 280、350,nm 左右为典型吸收峰，

因此同时出现在两个波长下的峰为黄酮峰，其他峰为

杂质峰，将待测液在 1.2.5 液质条件下分析(图 1)．从

图 1 可以看出，黄酮峰的保留时间为 6.63、6.97、

7.43、7.87、8.25、8.50,min(取 350,nm 下的保留时

间)．杂质在 280,nm 下有较强的干扰作用，相比于

350,nm 的谱图，该波长下各峰的分离情况较差． 

黄酮类物质在正离子模式中通常表现出加氢峰

[M＋H]
+，加钾峰[M＋K]

+或者加钠峰[M＋Na]
+的形

式，并且在 ESI 电离方式得到的谱图为一级质谱图，
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通常产生较大的碎片离子和分子离子峰，可从谱图中 找到各物质相应的分子离子峰． 

 

图 1 待测液的液相色谱图 

Fig. 1 HPLC of the extraction 

 

  依据参考文献[16–18]，总结出板栗花粉中可能

存在的黄酮种类见表 3． 

  通过表 3 可以看出，板栗花粉中可能存在的黄酮

有 6 种，不考虑黄酮与其他物质的结合，花粉中检测

到的黄酮为槲皮素、山奈酚、异鼠李素以及杨梅黄酮

4 种．为了进一步确定 4 种黄酮的存在，将 4 种黄酮

的标准品在相同的质谱条件下检测，得到的标准谱图

与样品谱图中的离子峰进行比较，结果见表 4． 

表 3 板栗花粉中可能存在的黄酮及分析 

Tab. 3 The kinds and analysis of flavonoids contained in chestnut pollen 

在质谱中检测到的黄酮组分 
组分名称 

相对分 

子质量 
常见文献峰值 

保留时间/min 主要离子峰峰值 识别理由 

山奈酚(1) 286.23 

 287.23[M＋H]+ 

  309.23[M＋Na]+ 

 325.23[M＋K]+ 

– – – 

槲皮素(2) 302.23 

 303.23[M＋H]+ 

  325.23[M＋Na]+ 

 341.23[M＋K]+ 

7.87 
303.1 

479.2 

该峰的分子离子峰为 479.2，没有找到与之相合的物质，

但主要碎片 303.1 为槲皮素的质子峰，因此该组分可能

是槲皮素的某个结合态． 

异鼠李素(3) 316.27 

317.23[M＋H]+ 

 339.23[M＋Na]+ 

355.23[M＋K]+ 

8.25 
317.2 

479.1 

该峰的分子离子峰为 479.1，没有找到与之相合的物质，

但主要碎片 317.2 为异鼠李素的质子峰，因此该组分可

能是异鼠李素的某个结合态． 

杨梅黄酮(4) 318.24 

319.24[M＋H]+ 

 341.24[M＋Na]+ 

357.24[M＋K]+ 

6.63 
319.2 

481.2 

该峰的分子离子峰为 481.2，没有找到与之相合的物质，

但主要碎片 319.2 为杨梅黄酮的质子峰，因此该组分可

能是杨梅黄酮的某个结合态． 

山奈酚葡萄糖

醛酸苷(5) 
462.36 

463.36[M＋H]+ 

 485.36[M＋Na]+ 

501.36[M＋K]+ 

8.50 
287.1 

463.2 

该峰的分子离子峰为 463.2，为(5)的质子峰，287.1 为山

奈酚的质子峰，因此该组分有可能为(5)． 

槲皮素–3–O–

葡萄糖苷(6) 
464.38 

465.38[M＋H]+ 

 487.38[M＋Na]+ 

503.38[M＋K]+ 

7.43 
303.2 

465.2 

该峰的分子离子峰为 465.2，为(6)的质子峰，303.2 为槲

皮素的质子峰，因此该组分有可能为(6)． 

山奈酚–3，7–

O–L–二鼠李

糖(7) 

578.57 

579.57[M＋H]+ 

 601.57[M＋Na]+ 

617.57[M＋K]+ 

6.97 617.2 
该峰的分子离子峰为 617.2，为(7)的加钾峰，因此该组

分有可能是(7)． 
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表 4 标准品在质谱中的行为及与样品质谱图对照 

Tab. 4 The behavior of standard substance and the  

samples 

黄酮标准品 
在质谱中的 

表现峰值 

待测液中检测的 

主要离子峰峰值 

山奈酚 287.2 287.1 

槲皮素 303.1 303.2 

异鼠李素 317.2 317.2 

杨梅黄酮 319.2 319.2 

由表 4 可以初步断定，板栗花粉中可能存在的黄

酮为山奈酚、槲皮素、异鼠李素以及杨梅黄酮等． 

3 结 论 

经液相色谱–质谱联用仪的检测，初步可断定板

栗花粉中含有的黄酮种类主要为山奈酚、槲皮素、异

鼠李素以及杨梅黄酮，存在的形式多为游离态与葡萄

糖、鼠李糖等糖的结合．粗提液经过大孔树脂纯化后

总黄酮的含量由 13.39%提高到 78.12%，较佳的洗脱

体系可选为 200,mL 蒸馏水和 140,mL 70%乙醇，依次

洗脱，流量为 1,mL/min． 
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