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贵州烤烟糖苷类化学成分抗氧化活性及分离鉴定 
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摘  要：为深入研究烟草糖苷类化学成分及其抗氧化活性，以贵州烤烟为材料，首先用有机溶剂甲醇回流提取和大孔树脂吸

附法获得糖苷类化学成分粗提物，对糖苷粗提物不同溶剂萃取物的清除 DPPH自由基活性进行研究，再应用反相色谱、凝胶

色谱、半制备液相色谱及薄层层析等技术，对清除自由基活性最好的组分进行进一步分离纯化。结果表明，糖苷粗提物不同

溶剂萃取物均表现一定的清除 DPPH 自由基活性，其中乙酸乙酯部分活性最好。从乙酸乙酯部分分离获得了多个糖苷类单

体，并利用核磁共振仪对其中 4个单体结构进行了鉴定，分别为 7,8-二氢-3-氧代-α-紫罗兰醇-β-D-吡喃葡萄糖苷（化合物 1），

3-氧代-α-紫罗兰醇-β-D-吡喃葡萄糖苷（化合物 2），异嗪皮啶 6-O-β-D-吡喃葡萄糖苷（化合物 3），东莨菪苷（化合物 4）。 
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Abstract: To explore the chemical constituents of tobacco glycosides and their antioxidant activities, crude glycoside extracts from 
Guizhou flue-cured tobacco leaves were obtained by methanol-reflux and macroporous resin adsorption. DPPH radical-scavenging 
activities of different extracts of crude glycoside were investigated. Further separation and purification of ethyl acetate fractions were 
processed through reversed phase chromatography, gel chromatography, preparative liquid chromatography and thin layer 
chromatography. The results showed that, each crude glycoside extract showed certain DPPH radical-scavenging activities, in which 
the ethyl acetate fraction exhibited the best activity. Multiple monomeric compounds were isolated from the ethyl acetate fraction, and 
four glycoside chemical compounds were identified by NMR. The four monomers are 7,8-dihyd-3-oxo-α-ionol-β-D-
glucopyranoside(1), 3-oxo-α-ionol-β-D-glucopyranosid (2), 6-O-β-D-glucopyranosid(3) and O-β-D- glucopyranosid(4).  
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糖苷是烟草中重要的潜香物质[1-3]，由单糖或低

聚糖的半缩醛羟基和另一分子中的羟基、氨基、硫

羟基等失水而产生的化合物。烟草糖苷不具有明显

的挥发性和香味特征，但在经过高温加热或燃烧时

释放香气香味，是影响烟叶香气的重要因素[4-8]。因

分离难度大，难以获得单体化合物，烟草中糖苷类

物质一直是研究的重点和难点。从烟草中分离鉴定

糖苷类香气前体的工作已经开展了一些，主要集中

在 20 世纪 70 年代中期至 80 年代初，其单体结构

的分离鉴定也为烟草香气的形成机理提供了新见 
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解。此外，在多种植物化学成分的研究中，很早就

发现糖苷类成分具有较好的体外抗氧化活性[9-12]，

但烟草糖苷类成分的抗氧化活性鲜有研究。确定烟

草糖苷类等成分的清除自由基能力和抗氧化活性，

对于降低卷烟的危害性具有一定的现实意义。本研

究采用天然产物分离方法，通过测定烟草粗糖苷不

同极性萃取物对1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）

的清除能力来评估其抗氧化活性，并对活性较好部

分进行系统分离鉴定，为烟草糖苷抗氧化活性研究

及烟草综合开发利用提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与材料 

Inova400核磁共振仪，TMS内标；ESI-MS由

Waters Xevo-QTOF质谱仪测定；柱色谱硅胶和薄层

色谱硅胶（青岛海洋化工厂）；反相材料 RP-18

（40~63 μｍ）（Merck）；Amberlite XAD-2大孔吸附

树脂（Sigma）；凝胶柱填料为 Sephadex LH-20

（25~100 μｍ）（Amersham Biosciences）；半制备液

相色谱（Waters 1525 型），流动相为甲醇：去离子

水；  UV-2501PC 紫外可见分光光度计（日本

SHIMADZU）；XT-4双目显微熔点测定仪（北京泰

克仪器有限公司）；化学试剂均为分析纯，半制备系

统采用色谱纯级别（Merck）；糖苷显色剂为 5% α-

萘酚甲醇溶液；维生素 C（VC，天津市大茂化学试

剂厂）；DPPH（上海麦克林公司）。烟叶材料：烟叶

均为贵州产区烤烟。 

1.2  方法 

1.2.1  提取样品的制备  取烤烟烟叶 2.2 kg，粉碎

至 20~40目，加入 3倍重量的 95%乙醇溶液，加热

回流提取 3次，每次 4 h，合并提取液后浓缩蒸干，

加适量甲醇溶解，趁热抽滤得到深红色液体，滤液

再次减压浓缩，得浸膏 436 g。浸膏加水悬浊，用石

油醚多次萃取，合并萃取液并减压浓缩，得石油醚

萃取层 27.25 g，计算得率为 6.25%。再依次用乙酸

乙酯、正丁醇萃取，得乙酸乙酯萃取层 28.14 g和正

丁醇萃取层 7 0 . 8 5  g，得率依次为 6 . 4 5 %和 

16.25%，收集水层。 

1.2.2  粗糖苷成分的富集及检测  乙酸乙酯部分

溶液通过 Amberlite XAD-2大孔树脂柱，依次用去

离子水和不同浓度乙醇水溶剂逐级洗脱，收集中间

段洗脱物，减压蒸干，通过薄层层析（TLC）检测，

经 α-萘酚浓硫酸溶液喷洒后加热显色反应，检测出

含有糖苷成分的粗分段组分，合并相似组分得糖苷

类粗成分。 

1.2.3  抗氧化活性研究  抗氧化活性检测参考文

献[13]方法。（1）DPPH储备液的配制：准确称取 1,1- 

二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）0.078 g，用无水乙醇

溶解定容至 100 mL 棕色容量瓶中，摇匀，得浓度

为 2.0 mmol/L母液，4 ℃保存备用。（2）VC溶液

的配制：准确称取 VC 0.25 g，水溶解得母液浓度

2.5mg/mL，分别取母液 0.01、0.02、0.03、0.05、0.08、

0.10和 0.15 mL定容至 25 mL容量瓶中，得浓度梯

度 0.001、0.002、0.003、0.005、0.008、0.010和 0.015 

mg/L溶液，室温放置备用。（3）供试品溶液配制：

将各萃取层浸膏用无水乙醇溶解，按一定浓度梯度

依次稀释备用。（4）自由基清除率测定方法：参照

文献[13]方法，取 2 mL不同浓度供试品溶液与 2 mL

浓度为 0.2 mmol/L DPPH溶液加入比色管中，混匀

后室温避光放置 30 min，于 517 nm处测定吸光度

值（A值），平行测定 3次，以 VC为阳性对照。利

用 DPPH溶液的特征紫红色基团的吸收，用紫外-可

见分光光度法测定反应后的供试溶液在 517 nm 吸

收的下降程度，表示其对有机自由基的清除能力。

按照公式和回归方程分别计算自由基清除率和半

数清除率（IC50）。 

DPPH清除率＝1－(Ai－Aj)/A0 

Ai为样品＋DPPH 吸光度的平均值；Aj为样品

溶液吸光度的平均值；A0为DPPH吸光度的平均值。

1.2.4  化合物分离与富集  取烟草乙醇提取物中

乙酸乙酯萃取段浸膏（28.14 g）用 Amberlite XAD-2

大孔树脂柱色谱粗分，经水-乙醇（1∶0~0∶1，V∶

V）梯度洗脱，TLC检测分段为 9个部分（Fr.1~9），

将其中的 Fr.2段通过凝胶柱（LH-20）层析后，进样

至半制备色谱系统中进行分离，在流动相为 37%甲
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醇-水溶剂条件下，保留时间为 12 min时获得化合物

1（34 mg）；Fr.5段通过 RP-18反相硅胶柱层析，流

动相为甲醇-水（1∶9~10∶0，V∶V），通过 TLC检

测合并后分段为 6段（PE.1~6），其中 PE.3部分经过

凝胶柱（LH-20）层析后，经过 HPLC系统分离，在

37%乙腈-水流动相条件下，在保留时间为 12 min和

14 min分别获得化合物 2（36 mg）和 3（41 mg）；

Fr.6 段通过正相硅胶柱层析（流动相为石油醚-丙酮

5∶1，V∶V）后，TLC检测含有糖苷类物质的样品

段，进样至半制备色谱系统中进行分离，在流动相为

19%乙腈-水溶剂条件下，保留时间为 9 min 时获得

化合物 4（24 mg）。 

1.2.5  结构鉴定  分别采用电喷雾质谱（ESI/MS）

和核磁共振（1H NMR和 13C NMR）对分离产物进

行结构鉴定。1H NMR的核磁共振频率为 400 MHz，
13C NMR的核磁共振频率为 100 MHz，以 DMSO-

d6为溶剂，四甲基硅烷（TMS）为内标。 

2  结  果 

2.1  烤烟粗提物不同萃取层抗氧化活性 

以样品溶液质量浓度为横坐标，DPPH 自由基

清除率为纵坐标，绘制曲线如图 1，并计算 IC50值

（表 1）。 

抗氧化活性测定结果表明（图 1），烟叶浸膏不

同极性溶剂萃取层均具有一定抗氧化活性，抗氧化

活性由强到弱为：乙酸乙酯萃取层>正丁醇萃取层>

水层>石油醚萃取层。其 IC50值由大到小为：石油

醚萃取层>水层>正丁醇萃取层>乙酸乙酯萃取层。

IC50值越小说明其抗氧化性越强，后续单体化合物

分离试验选取抗氧化活性最好的乙酸乙酯萃取层

为材料进行活性物质的分离纯化。 

2.2  糖苷成分结构鉴定 

经柱层析及半制备色谱系统分离，从烟草乙醇

提取物中乙酸乙酯萃取段浸膏获得多个糖苷单体

化合物，对其中 4个单体进行结构解析。结果表明，

化合物 1:白色粉末（甲醇:水溶剂），mp.375~378 ℃。

TOF-MS FD+:m/z (%):372，分子式为 C19H32O7。不

饱和度为 5。易溶于甲醇、乙醇、乙酸乙酯，不溶 

表 1  各烤烟粗提样品对 DPPH自由基的 IC50检测结果 

Table 1  Scavenging IC50 of each sample on DPPH free 
radical 

样品 线性回归 R2 IC50(mg·mL-1) 

VC y=6573.2x-3.1645 0.9996 0.0081 

石油醚部分 y=196.32x-1.0942 0.9976 0.2603 

乙酸乙酯部分 y=538.9x-9.5381 0.9932 0.1105 

正丁醇部分 y=259.32x+3.5276 0.9994 0.1792 

水部分 y=206.12x+4.0928 0.9983 0.2227 

 

 
图 1  各样品对 DPPH自由基清除力随质量浓度变化曲线 

Fig. 1  DPPH scavenging curves of each sample with change 
of concentrations 

 

于石油醚、乙醚。α-萘酚-浓硫酸溶液喷洒后加热显

色反应呈紫红色斑点。1HNMR [MeOD，400 MHz]：

δH 5.80（1H，s，H-4），5.71（1H，dd，J=16，6.4Hz，

H-7），5.67（1H，d，J=16，6.4Hz，H-8），4.29（1H，

d，H-2'），4.19（1 H，d，J=7.6 Hz，H-1’），3.60（2H，

m，H-6'），3.12（1H，m，H-9），3.10-3.01（3H，

m，H-4'，H-S'，H-3'），2.62（1H，dd，J=8.8 Hz，

H-6），2.38（1H，s，H-2），2.07（1H，s，H-2），

1.85（3H，s，H-10），1.20（3H，d，J=6.4 Hz，H-

13），0.95（6H，dd，J=15.2 Hz，H-11，H-12）；13CNMR 

[MeOD，100 MHz]：δC 20.2（CH3，C-13），22.4（CH3，

C-10），26.3（CH3，C-11），26.9（CH3，C-12），35.1

（C-1），46.7（CH2，C-2），53.9（CH，C-6），60.6

（CH2，C-6'），69.3（CH，C-4'），73.1（CH，C-3'），

74.1（CH，C-2'），76.2（CH，C-9），76.3（C-3），

100.3（CH，C-1'），123.8（CH，C-4），126.6（CH，

C-8），136.1（CH，C-7），169.7（C-5），200.6（C=O，

C-3）。 

以上数据与文献报道的 7,8-dihyd-3-oxo-α-

ionol-β-D-glucopyranoside基本一致[14]，可以判断该 
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化合物为 7,8-二氢-3-氧代-α-紫罗兰醇-β-D-吡喃葡

萄糖苷，其结构式如图 2。 

 

O O
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OH
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HO

O  
图 2  化合物 1的化学式结构 

Fig. 2  The structure of compound 1 

 

化合物 2，白色粉末（丙酮溶剂），mp. 398~402℃。

TOF-MS FD+:m/z(%): 370，分子式为 C19H30O7，不

饱和度为 5。易溶于甲醇、乙醇、丙酮，不溶于石

油醚、乙醚。α-萘酚-浓硫酸溶液喷洒后加热显色反

应呈紫红色斑点。1HNMR [MeOD，400 MHz]：δH5.73

（1H，s，H-4），5.62（1H，d，J=16，6.4Hz，H-7），

5.54（1H，d，J=16，6.4Hz，H-8），4.18（1H，d，

H-2’），4.19（1H，d，J=7.6Hz，H-1’），3.60（2H，

m，H-6’），3.12（1H，m，H-9），3.10-3.01（3H，

m，H-4’，H-5’，H-3’），2.62（1H，d，J=8.8Hz，H-

6），2.38（1H，s，H-2），2.07（1H，s，H-2），1.85

（3H，s，H-10），1.20（3H，dd，J=6.4Hz，H-13），

0.95（ 6H， dd， J=15.2Hz， H-11， H-12）；
13CNMR[MeOD，100MHz]：δC20.3（CH3，C-13），

22.2（CH3，C-10），26.1（CH3，C-11），26.8（CH3，

C-12），35.2（C-1），46.5（CH2，C-2），54.0（CH，

C-6），60.2（CH2，C-6’），69.3（CH，C-4’），73.0

（CH，C-3’），74.1（CH，C-2’），76.3（CH，C-9），

76.2（C-3），100.1（CH，C-1’），123.7（CH，C-4），

126.6（CH，C-8），136.1（CH，C-7），161.5（C-5），

197.0（C=O，C-3）。 

以上数据与文献报道的 3-oxo-α-ionol-β-D-

glucopyranosid基本一致[14-16]，可以判断该化合物为

3-氧代-α-紫罗兰醇-β-D-吡喃葡萄糖苷。其结构式如

图 3。 

化合物 3，白色粉末（甲醇溶剂），mp.267~270℃。

TOF-MS FD+:m/z(%): 370，分子式为 C16H18O10，不

饱和度为 9。易溶于甲醇、乙醇，不溶于石油醚、

乙醚、氯仿。α-萘酚-浓硫酸溶液喷洒后加热显色反 
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图 3  化合物 2的化学式结构 

Fig. 3  The structure of compound 2 

 

应呈紫红色斑点。1HNMR [MeOD，400 MHz]: δH 

7.81（1H，d，J=3.9Hz，H-4），7.22（1H，d，H-8），

6.93（1 H，d，J=4.2 Hz，H-3），6.29（1H，d，J=9.8 

Hz，H-9），5.19（1H，d，J=5.8Hz，H-1'），3.40（1H，

d，J=9.2Hz，H-6'），1.26（3H，s，7-OMe）；13CNMR 

[MeOD，100 MHz]：δC 56.1（C-OMe），60.2（CH2，

C-6'），69.2（CH，C-4'），72.3（CH，C-2'），74.9（CH，

C-3'），75.8（CH，C-5'），99.0（CH，C-1'），99.1（C-

10），103.4（CH，C-8），108.9（CH，C-3），113.0

（C-6），149.9（C-4），145.0（C-5），148.2（C-7），

164.3（C-9），170.3（C=O，C-2）。 

以上数据与文献报道的 Isofraxetin 6-O-β-D-

glucopyranoside基本一致[15]，可以判断该化合物为

异嗪皮啶 6-O-β-D-吡喃葡萄糖苷。其结构式如图 4。 

化合物 4，白色粉末（甲醇溶剂），mp.232~236 ℃。

TOF-MS FD+: m/z(%): 354，分子式为 C16H18O9，不

饱和度为 9。易溶于甲醇、乙醇，不溶于石油醚、

乙醚、氯仿。α-萘酚-浓硫酸溶液喷洒后加热显色反

应呈紫红色斑点。1HNMR [MeOD，400 MHz]：δH3.69

（1H，s，6-OMe），4.13（1H，m，H-5'），4.40（1 

H，m，H-4'），4.30（1H，m，H-2'），4.41（1H，m，

H-3'），4.31（1H，m，H-6a'），4.52（1H，d，J=2.2 

Hz，H-6b'），5.88（1H，d，J=7.2 Hz，H-1’），6.39

（1H，d，J=9.6 Hz，H-3），7.11（1H，s，H-5），

7.59（1H，s，H-8），7.63（1H，d，J=9.6 Hz，H-4）； 
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图 4  化合物 3的化学式结构 

Fig. 4  The structure of compound 3 
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13CNMR [MeOD，100 MHz]：δC 57.0（6-OMe），64.2

（CH2，C-6'），71.9（CH，C-4'），74.9（CH，C-2'），

79.2（CH，C-3'），80.0（CH，C-5'），102.9（CH，

C-1'），105.2（CH，C-8），110.8（CH，C-5），112.8

（CH，C-10），115.1（CH，C-3），144.8（CH，C-

4），148.1（CH，C-6），150.9（CH，C-9），152.2（CH，

C-7），162.5（C=O，C-2）。 

以上数据与文献报道的 Scopolin 基本一致[15,17]，

可以判断该化合物为东莨菪苷。其结构式如图 5。 
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图 5  化合物 4的化学式结构 

Fig. 5  The structure of compound 4 
 

3  讨  论 

以贵州烤烟为材料提取获得烤烟浸膏，通过大

孔树脂吸附法获得糖苷类化学成分粗提物，再通过

不同极性有机溶剂分级分离，对烤烟糖苷粗提物不

同溶剂萃取物进行清除 DPPH自由基活性研究。结

果表明，糖苷粗提物不同溶剂萃取物均表现一定的

清除 DPPH自由基活性，其中乙酸乙酯部分活性最

好。应用反相色谱、凝胶色谱、半制备液相色谱及

薄层层析等技术，对烤烟糖苷粗提物的乙酸乙酯部

分进一步分离纯化，获得了多个糖苷类单体。利用

核磁共振仪对其中 4个单体结构进行了鉴定，分别

为：7,8-二氢-3-氧代-α-紫罗兰醇-β-D-吡喃葡萄糖苷

（化合物 1），3-氧代-α-紫罗兰醇-β-D-吡喃葡萄糖

苷（化合物 2），异嗪皮啶 6-O-β-D-吡喃葡萄糖苷（化

合物 3），东莨菪苷（化合物 4）。 

吸烟过量有害健康，可引起人体呼吸道等部位

的损伤，但流行病学研究报告也显示，吸烟可降低

老年痴呆症（Alzheimer 's disease，AD）和帕金森氏

综合症（Parkinson 's disease，PD）的发病率，这可

能与发现的烟草尼古丁清除活性氧自由基活性有

关[18]。此外，烟草中还含有黄酮类、香豆类和单宁

类等多种化学成分，而这些化合物已经被证明具有

较好的抗氧化性和降低自由基活性的功能[19]。本研

究采用 DPPH 法测定烟草糖苷类物质抗氧化能力，

结果显示烟草糖苷提取物各萃取层均具有不同程

度的抗氧化活性，并对抗氧化活性较好的乙酸乙酯

萃取层进行了系统分离。在分离的多个化合物单体

中，首先鉴定了 4 个糖苷类化合物，其中化合物 3

和 4是具有多酚单元的糖苷，可能是烤烟糖苷粗提

物具有抗氧化活性的物质基础之一。同时，3-氧代

-α-紫罗兰醇-β-D-吡喃葡萄糖苷为具有良好加香作

用的紫罗兰醇类[20]。研究结果证明了烟草糖苷类化

学成分的抗氧化活性，为开展系统的烟草糖苷单体

抗氧化活性研究及烟草综合开发利用提供了依据。 
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