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葡萄籽中原花青素类成分的制备及其止泻活性评价
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摘 要： 目的 研究特定聚合度原花青素为主要成分的葡萄籽提取物在腹泻治疗中的新用途。方法 将葡萄籽进行粉碎、粗

提、精制并分级沉淀后得到 6个部位，以大鼠腹泻模型评价葡萄籽原花青素提取物各部位的止泻活性，并对有效部位的总

原花青素含量、平均聚合度和主要单体组成等特性进行分析。结果 来源于葡萄籽的多聚原花青素部位F4对应激性腹泻模

型有显著活性，而其他纯化部位和总提物并无此作用。结论 F4部位在主要原花青素单体组成和含量上与总原花青素及其

他部位相比并无差异，但在平均聚合度上差异明显，表明F4部位的止泻活性与其特定的聚合度密切相关。
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Abstract: Objective The procyanidins was researched as the main component of grape seed extract in the treatment of diarrhea.

Methods Grape seeds were crushed, roughly extracted, refined and then six parts were obtained after fractionation. Subsequently, a

diarrhea model was used to study the antidiarrheal effectiveness of all parts of the extract. In addition, the characteristics of the total

proanthocyanidin contents of active fractions, the mean degrees of polymerization, and the monomer composition were analyzed.

Results The polymeric procyanidins site F4 derived from grape seeds on stress diarrhea model had significant activity, while other

parts of the purification and the total extract did not have such effect. Conclusion F4 is nothing special compared with the total

proanthocyanidins and other parts on the monomer composition and the content of procyanidins, but in significantly difference on

the mean degree of polymerization. The results suggest that F4 shows antidiarrheal activity, and its specific was closely related to the

degree of polymerization.
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原花青素（proanthocyanidins）是黄烷-3-醇类衍

生物及其聚合物的总称，天然来源的原花青素通常

是多种黄烷醇单体缩合成不同聚合度的混合物，广

泛存在于各种植物中。因其表现出多方面的药理
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活性，原花青素作为功能性添加剂被大量应用于保

健食品和化妆品中。天然原花青素也是新药发现

的重要来源，在抗尿路感染［1-2］、降低心血管发病风

险［3-4］等方面均表现出良好的临床应用前景。FDA

于 2012年批准上市的第一个口服天然药物就是以

原花青素类为主要活性成分，用于HIV相关腹泻的

治疗［5］。

原花青素在自然界储量丰富，像葡萄籽等食品

加工废弃物就可作为原花青素的廉价来源。尽管

如此，开发以原花青素为活性成分的新药，仍然面

临适应症定位、质量研究方法不成熟等诸多问题。

由于不同植物来源的原花青素在单体结构和聚合

程度上存在一定相似性，通过对已上市和临床在研

品种的分析，可以为其他类似新药的开发提供思

路。本研究拟以葡萄籽原花青素为天然来源，探讨

其在止泻方面的应用前景，由于不同聚合度原花青

素缩合物可以表现出不同的药理活性［6-7］，因此本研

究在活性评价之前对葡萄籽总原花青素进行了聚

合度分级。分析原花青素平均聚合度（mDP）的方

法很多，目前主要采用凝胶排阻层析或酸催化下的

亲核试剂解聚法，计算平均聚合度。通过文献调

研［8］，本研究采用间苯三酚作为解聚试剂，在优化经

典实验方法［9］的基础上，完成了各部位平均聚合度

和单体组成等数据的测定。

1 实验材料

1.1 仪器与设备

UV-1601 紫外分光光度计（日本岛津公司）；

Agilent-1260 高效液相色谱仪（美国安捷伦公司）；

LCMS-IT-TOF（LC-30AD超高压泵，SIL-30AC自动

进样器，CTO-20A柱温箱，SPD-M20A PDA检测器，

日本岛津公司）。

1.2 材料与试剂

葡萄籽药材（河北安国市永泰中药材有限公

司，产地新疆）；葡萄籽提取物（天津市尖峰天然药

物研究开发有限公司，批号 002-1412069-03，总原花

青 素 质 量 分 数 95.0%）；儿 茶 素（批 号 110877-

201203，质量分数 97.2%）、表儿茶素（批号 110878-

200102，质量分数 99.7%）、表儿茶素没食子酸酯（批

号 111987-201501，质量分数 98.1%）均购自中国食

品药品检定研究院；醋酸奥曲肽注射液（诺华制药

有限公司，批号 S0340）；间苯三酚（分析纯，上海阿

拉丁生化科技股份有限公司）；香草醛、抗坏血

酸（分析纯，天津光复精细化工研究所）；AB-8大孔

树脂（南开大学化工厂）；色谱甲醇（ThermoFisher）；

丙酮、醋酸乙酯、甲苯、氯仿、盐酸等均为分析纯，天

津康科德科技有限公司。

1.3 动物

SD大鼠，SPF级，体质量300g左右，购自北京维

通利华实验动物技术有限公司，动物生产许可证号

SCXK（京）2012-0001。

2 方法与结果

2.1 葡萄籽总原花青素粗提物的制备和含量测定

药材粉碎至中微粒度（80目），采用 20倍量 70%

丙酮为溶剂［10］对葡萄籽粉末进行提取，搅拌提取获

得总原花青素粗品。总原花青素的含量采用香草

醛-盐酸法测定［11］。由于该方法对儿茶素、表儿茶素

等原花青素单体的显色反应灵敏度较低，造成以上

述成分为定量标准时测定结果常常偏高，因此试验

中采用尖峰公司葡萄籽提取物（总花青素质量分数

为 95%）作为对照品。将其用甲醇配制成质量浓度

为 0.6 mg/mL的储备液，参考文献中方法［11］制作标

准曲线。待测供试品以甲醇制成适当浓度溶液，依

照上述方法测定吸光度，根据标准曲线计算总花青

素含量约为59.9%，提取收率为9.09%。

2.2 葡萄籽总原花青素粗提物的精制

溶剂提取得到粗提物后，采用 AB-8 大孔树脂

进行精制［12］，以 100的水溶解粗提物，上样进行吸׃1

附，水洗至无色。以 40%的乙醇为洗脱剂，洗脱 4倍

柱体积。收集该部位洗脱液，减压浓缩、干燥，得到

葡萄籽总原花青素精制品，其总原花青素质量分数

提高至91.70%，纯化收率为41.6%。

2.3 平均聚合度的测定及方法优化

2.3.1 解聚反应及 HPLC 检测条件 利用间苯三

酚降解反应测定原花青素的平均聚合度，在酸催化

下，多聚原花青素被间苯三酚降解为游离原花青素

单体和单体 - 间苯三酚加成物。试验中参照

Kennedy的方法［9］，以甲醇稀释浓盐酸制成 0.1 mol/

L的盐酸甲醇溶液，以此溶液配制含 50 mg/mL间苯

三酚和 10 mg/mL抗坏血酸的裂解溶液。精密量取

4 mL裂解溶液至微量具盖反应瓶中，加入 20 mg待

测样品（纯化精制后的原花青素），置 50 ℃水浴中搅

拌反应20 min。

反应产物采用HPLC法检测［9］，色谱柱为ReproSil-

Pur Basic C18（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为溶液

A（1% 冰醋酸水溶液）、溶液 B（甲醇）二元溶剂，梯

度条件为 0～10 min，2～5% B；10～40 min，5～

20% B；40～65 min，20～40% B；65～70 min，90%

B；体积流量1 mL/min；波长280 nm；柱温30 ℃。
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液相色谱峰的指认通过飞行时间质谱给出的

精确分子量、相应原花青素单体的对照溶液比对及

参考文献数据完成。LC-TOF-MS 的 UPLC 色谱条

件［9］：色谱柱为 Water Acquity UPLC BEH C18（50

mm×2.1 mm，1.7 μm），流动相为 1% 乙酸水溶

液（A）-甲醇（B），梯度条件为 0～15 min，0～15% B；

15～18 min，15%～95% B。进样量 2 μL，体积流量

0.2 mL/min，柱温 40 ℃，PDA检测器：190～400 nm。

质谱条件为ESI离子源（正离子模式），喷雾电压为

4.5 kV，雾化气为氮气，体积流量为 1.5 L/min，加热

模块（BH）温度为 200 ℃，曲形脱溶剂管（CDL）温度

为200 ℃，一、二级离子扫描范围为m/z 100～1 000，

离子累计时间 10 ms，采用自动采集模式，每一级质

谱自动选择基峰离子作为下一级质谱的母离子进

行碎裂，高纯氩气作为 CID 碰撞气及冷却气，二级

碰撞能量为 50%，准确质量数用三氟甲酸钠校正。

解聚反应产物的图谱和主要色谱峰的归属情况见

图1和表1。mDP由下列公式计算：

mDP=∑（间苯三酚加成物峰面积×相对物质的量校正

因子）/∑（原花青素单体峰面积×相对物质的量校正因子）+1

间苯三酚加成物及原花青素单体的相对物质

的量校正因子采用文献报道值［9］，见表2。

由于表儿茶素与儿茶素的间苯三酚加成物相

对校正因子相同，因此尽管两化合物在“2.3.1”项的

HPLC条件下难以基线分离，但合并统计峰面积不

影响聚合度的计算。

2.3.2 解聚反应淬灭条件优化

试验中发现解聚反应的淬灭条件对HPLC检测

结果有较大影响，因此有必要对淬灭条件进行优

化。试验中以纯化精制后的原花青素为研究对象，

分别通过 40 mmol醋酸钠溶液、稀氨水和纯水中止

反应，并与不加淬灭试剂直接液相检测进行比较，

优选对测定干扰小，供试溶液稳定性好的方式。具

体结果见图2、3。

图 2显示，以醋酸钠溶液中止反应，供试品溶液

色谱峰对称性和分离均较差，不适合进行聚合度分
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图1 间苯三酚解聚反应产物的HPLC图谱

Fig.1 HPLC of phloroglucinol depolymerization reaction

product

表1 主要色谱峰的归属

Table 1 Ascription of major peaks

峰号

1

2

3

4

5

6

精确m/z

［M+H］+

415.1021

415.1016

291.0842

567.1131

291.0844

443.0965

［M-H］

413.0879

413.0871

289.0715

565.0983

289.0711

441.0809

分子式

C21H18O9

C21H18O9

C15H14O6

C28H22O13

C15H14O6

C22H18O10

化合物归属

儿茶素-间苯三酚

表儿茶素-间苯三酚

儿茶素

表儿茶素没食子酸酯-间苯三酚

表儿茶素

表儿茶素没食子酸酯

表2 间苯三酚加成物及原花青素单体的相对校正因子表

Table 2 Relative correction factor of phloroglucinol procyanidin products and monomers

化合物

（+）-儿茶素

（−−）-表儿茶素

（−−）-表儿茶素没食子酸酯

（+）-儿茶素-间苯三酚

（−−）-表儿茶素-间苯三酚

（−−）-表儿茶素没食子酸酯-间苯三酚

相对物质的量校正因子 λ=280 nm

1.00

1.00

0.32

0.94

0.94

0.27

相对质量校正因子 λ=280 nm

1.00

1.00

0.48

0.94

0.94

0.41
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析；采用其他淬灭方式得到的液相色谱图基本一

致。图 3显示，若不进行溶剂淬灭，计算出的平均聚

合度随供试溶液放置时间的延长而明显增大；以纯

水和稀氨水稀释淬灭后，平均聚合度均可在一定时

间内基本保持不变，但稀氨水淬灭的不足之处是，

供试溶液放置时间延长后（6 h后）有多个副产物生

成，对待测成分的有效分离产生一定影响，因此平

均聚合度测定工艺确定用水稀释法中止反应。

2.4 葡萄籽总花青素分级沉淀

采用不同溶剂组合对树脂纯化后的葡萄籽总

原花青素进行分级沉淀处理［6，13］，按以下步骤进行

操作，将 100 g总原花青素精制品，以水溶解制成 40

g/L溶液，等体积醋酸乙酯萃取 3次，有机层合并后

蒸干，以3 L水复溶后，再以等体积甲苯-醋酸乙酯混

合溶剂（11׃）萃取，水层蒸干得到F1部位；将总花青

素溶液醋酸乙酯萃取后的水层蒸干，以 2 L甲醇复

溶，弃去少量不溶物（F7部位），加入 2 L氯仿，使氯

仿比例达到 50%，滤过得 F2部位（沉淀）；将滤液蒸

干后，再以甲醇复溶成饱和溶液，重复上述氯仿沉

淀操作，使氯仿的比例分别达到 60%、70%和 80%，

各比例得到沉淀依次为F3、F4和F5部位，最后的滤

液蒸干，得F6部位。各部位相对于总原花青素精制

品的收率见表3。

2.5 止泻活性的评价

2.5.1 方法 采用应激性腹泻模型评价树脂精制

后的总原花青素及F1～F7部位的止泻活性，并与醋

酸奥曲肽注射液进行比较，以期为其临床应用提供

实验依据。

选取 SD大鼠，体质量 300 g左右。动物随机分

为 11组，每组 5只，即对照组、模型组、总原花青素

组、各聚合度部位组（F1～F7）和阳性对照（醋酸奥

曲肽）组。总花青素组、各聚合度部位组临用前以

0.5% CMC溶解配制，供动物 ig给药用；醋酸奥曲肽

临用前以生理盐水溶解并稀释至所需浓度供动物

sc给药用。

按 10 mL/kg ig 0.2 kg/L番泻叶浸出液，4 h后按

10 mL/kg ig 相应药物。对照组、模型组 ig 0.5%

CMC，总花青素组、各聚合度部位组给药剂量均为

4 g生药/kg，阳性对照组 sc醋酸奥曲肽注射液，剂量

为30 μg/kg。

2.5.2 观察指标

（1）体质量增长率 称取实验大鼠体质量作为初

始体质量，实验期间观测每日体质量，求得体质量

增长率。

体质量增长率=（当日体质量−初始体质量）/初始体质量

（2）腹泻指数的计算 计数每天稀便次数及大便

总次数，计算腹泻指数，并根据污迹范围判定稀便

级。稀便级：1级——污迹直径＜1 cm；2级——污

迹直径在 1～2 cm；3级——污迹直径在 2～3 cm；4

级——污迹直径＞3 cm。

稀便率=稀便数/大便总次数

腹泻指数=稀便率×稀便级

2.5.3 统计学处理 应用统计软件 SAS9.0进行统

计分析，所有计量资料以 x̄ ± s表示，所有定量数据

进行正态性和方差齐性检验，采用单因素方差分析

统计，两组间比较采用LSD法。

A- 40 mmol醋酸钠水溶液稀释5倍（进样量10 μL）；B-纯水稀释5倍（进样

量10 μL）；C-反应后直接进样（进样量2 μL）；D- 0.1%氨水稀释5倍（进样量

10 μL，0 h）；E- 0.1%氨水稀释5倍（进样量10 μL，6 h）

A- diluted five times with 40 mmol sodium acetate solution（injected 10

μL）；B- diluted five times with water（injected 10 μL）；C- direct injec‐

tion（injected 2 μL）；D-diluted five times with 0.1% ammonia（injected

10 μL，0 h）；E-diluted five times with 0.1% ammonia（injected 10 μL，6 h）

图2 不同淬灭条件对液相分离的影响

Fig.2 Effects of different quenched conditions on the sepa‐

ration of products
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图3 解聚反应不同淬灭方式对mDP的影响

Fig.3 Influence of different quenched conditions on mDP

表3 葡萄籽提取物溶剂分级沉淀各部位的收率

Table 3 Yield of various parts of grape seeds extract

through solvent fractionation

部位

F1

F2

F3

F4

收率/%

19.26

19.30

14.40

18.08

部位

F5

F6

F7

收率/%

6.62

3.71

6.62
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2.5.4 结果

（1）对体质量增长率的影响 对照组体质量持续

增长，模型组动物体质量锐减呈持续负增长趋势。

ig给予葡萄籽提取物F4能显著增加体质量，与醋酸

奥曲肽注射液作用相似；总原花青素组于 ig 3 d左

右动物出现腹胀死亡，无法进行后续实验观察；其

他提取物未见明显效果。结果见表4。

（2）对稀便率的影响 对照组大鼠粪便呈干燥、

颗粒状。模型组大鼠粪便呈不规则形状，夹有黏

液。葡萄籽提取物F4能显著降低腹泻指数，第1、2、

3、4 天降低幅度分别为 33.6%、61.6%（P＜0.01）、

78.1%（P＜0.01）、74.6%（P＜0.001），效果与醋酸奥

曲肽注射液相当；F6治疗第 3、4天使腹泻指数降低

55.6%（P＜0.05）、38.2%（P＜0.05）；总原花青素组于

灌药 3天左右动物出现腹胀死亡，无法进行后续实

验观察；其他提取物未见明显效果。结果见表5。

2.6 F1～～F7平均聚合度的测定及单体组成分析

2.6.1 平均聚合度测定 采用上述优化后的条件

对葡萄籽原花青素的不同部位及各提取物进行

mDP测定，结果见表6。

2.6.2 原花青素单体组成分析 降解反应产物的

定量测定结果可以反映多（寡）聚原花青素中儿茶

素、表儿茶素和表儿茶素没食子酸酯 3种单体组成

情况。计算公式为：

各单体在纯化部位中含量=∑（供试溶液某原花青素单体或其

间苯三酚加成物峰面积×质量校正因子）/儿茶素对照溶液峰面

积×（对照溶液浓度×供试液稀释倍数）/降解前供试品浓度

表4 葡萄籽提取物对体质量增长率的影响（（x̄± s，，n=5））
Table 4 Influence of grape seeds extract on growth of body mass（x̄± s，n=5）

组别

对照

模型

F1

F2

F3

F4

F5

F6

F7

醋酸奥曲肽

体质量增长率/%

第1天

3.60±1.09

−1.42±4.11#

2.06±5.02

1.14±3.35

1.95±3.95

2.13±2.05

2.75±3.32

2.25±2.14

3.24±3.72

3.35±1.84*

第2天

4.60±0.98

−2.29±3.16##

3.41±4.63

1.62±3.4

2.00±3.66

3.53±1.82**

2.44±3.58

0.92±3.31

1.64±4.68

4.42±2.19**

第3天

5.27±1.22

−2.55±3.56##

2.47±6.85

1.23±5.88

3.48±5.31

4.33±2.82**

2.92±4.51

2.43±3.33

2.59±4.27

4.64±3.03**

第4天

7.15±2.12

−2.69±2.9###

1.70±6.73

2.54±5.31

3.23±5.36

4.87±3.14**

2.99±5.03

2.19±4.17

2.47±4.15

5.30±3.99**

与对照组比较：#P＜0.05 ##P＜0.01 ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
#P < 0.05 ##P < 0.01 ###P < 0.001 vs control group；*P < 0.05 **P < 0.01 vs model group

表5 葡萄籽提取物对腹泻指数的影响（（x̄± s，，n=5））
Table 5 Influence of grape seeds extract on diarrhea index（x̄± s，n=5）

组别

对照

模型

F1

F2

F3

F4

F5

F6

F7

醋酸奥曲肽

腹泻指数

第1天

0.0±0.0

3.04±0.80###

3.17±0.72

2.83±0.98

2.91±1.05

2.02±1.12

2.66±0.56

2.84±0.44

1.98±0.79

1.87±1.14

第2天

0.0±0.0

2.60±0.52###

2.22±0.18

2.46±0.97

2.55±1.22

1.00±0.51**

2.13±0.50

1.98±0.40

2.00±0.86

1.00±0.87**

第3天

0.0±0.0

2.42±1.01###

1.66±0.93

1.72±1.06

1.56±0.79

0.53±0.41**

1.54±0.36

1.07±0.34*

1.43±0.75

0.45±0.28**

第4天

0.0±0.0

2.05±0.56###

1.61±0.64

1.55±0.62

1.46±0.60

0.52±0.30***

1.34±0.75

1.27±0.37*

1.37±0.70

0.51±0.31***

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05 **P＜0.01 ***P＜0.001
###P < 0.001 vs control group；*P < 0.05 **P < 0.01 ***P < 0.001 vs model group
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儿茶素对照溶液的制备：取儿茶素对照品适

量，精密称定，以水溶解、稀释定容为 0.2 mg/mL的

溶液。供试溶液的制备：采用 2.5.1项下条件建立裂

解反应体系，精密吸取反应后的溶液 2 mL，以水稀

释定容至 10 mL，即得。间苯三酚加成物及原花青

素单体的相对质量校正因子采用文献报道值［9］。各

单体含量等见表 7。由于 F7不溶于甲醇，无法用盐

酸-香草醛法测得总花青素含量，另外降解时 F7因

溶解度低，只有小部分与间苯三酚进行反应，反应

产物少，无法准确反映单体组成情况。

3 讨论

初步止泻药效评价显示，来源于葡萄籽的多聚

原花青素部位F4对应激性腹泻模型有显著活性，而

其他纯化部位和总提物并无此作用。F4部位在主

要原花青素单体组成和含量上与总原花青素及其

他部位相比并无差异，但在平均聚合度上差异明

显，表明F4部位的止泻活性与其特定的聚合度密切

相关。大量研究证实，来源于大戟科南美药用植物

秘鲁巴豆 Croton lechleri 树皮中的原花青素提取

物（Crofelemer）对多种因素引起的非感染性腹泻具

有抑制作用［14-15］。与葡萄籽中的原花青素相比，两

者在单体组成上差异明显，前者以没食子儿茶素和

表没食子儿茶素为主［5］，而后者主要含儿茶素、表儿

茶素和表儿茶素-3-O-没食子酸酯；另一方面，两者

缩合成键（B型键）的方式类似，Crofelemer以C4-C8

连接为主，葡萄籽原花青素既有 C4-C8又有 C4-C6

连接。上述结构异同提示，原花青素止泻活性受单

体组成的影响较小，而受结构单元连接形式和链长

度影响的可能性更大。

本试验采用间苯三酚解聚法测定的平均聚合

度，相对于使用巯乙胺和苄硫醇等其他常用亲核试

剂，本法在反应转化率、产物差向异构化和试剂安

全性上有明显优势［8］，但这类酸催化解聚反应本身

受实验条件影响很大，例如儿茶素、表儿茶素在酸

性条件下热稳定性差，加热时间延长或反应没有淬

灭中止，可造成测定结果偏高。因此，在对反应参

数进行严格控制的同时，后续研究还需采用凝胶渗

透层析或凝胶排阻层析等方法对平均聚合度的测

定数值加以确证。

药理研究表明，多聚原花青素可作为小肠氯离

子通道（CFTR 和 CaCC）的抑制剂发挥作用［16］。由

此推测，葡萄籽特定聚合度的原花青素可能对多种

成因引起的腹泻都有治疗作用，因此可采用多种腹

泻模型综合评价其止泻活性，以增加临床适用

范围。

目前，葡萄籽原花青素的药理活性研究更多集

中在抗氧化、抗肿瘤等方面，涉及不同聚合度组分

间差异的研究较少，本试验可为葡萄籽原花青素及

其他来源的原花青素的进一步开发提供新的思路。
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