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本发明属于物质提取技术领域，提供了一种

杏花蜂花粉在提取酚胺化合物中的应用、从杏花

蜂花粉中提取酚胺化合物的方法。本发明提供的

从杏花蜂花粉中提取酚胺化合物的方法，通过石

油醚将杏花蜂花粉中的脂类物质除去；然后采用

醇溶液对脱脂后的杏花蜂花粉进行提取，将酚胺

化合物释放到醇溶液中；采用萃取剂对杏花蜂花

粉醇提取物进行萃取，除去溶于水的杂质；然后

采用硅胶柱对杏花蜂花粉萃取物进行初步纯化

分离；再采用制备型液相色谱仪进行进一步纯

化，保证得到了酚胺化合物；同时，所得酚胺化合

物的产量高、纯度高、杂质少；另外，所得酚胺化

合物具有极强的酪氨酸酶抑制效果和抗氧化效

果。
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1.一种杏花蜂花粉在提取酚胺化合物中的应用，所述酚胺化合物为N1‑(E)‑N5‑(E)‑N10‑

(E)‑三‑对‑香豆酰亚精胺；

所述N1‑(E)‑N5‑(E)‑N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰亚精胺具有式I所示结构：

从杏花蜂花粉中提取酚胺类化合物的方法，包括以下步骤：

将杏花蜂花粉和石油醚混合，进行脱脂处理，得到脱脂杏花蜂花粉；所述脱脂处理的条

件包括：脱脂处理的次数为2次，每次脱脂处理的料液比为1：2g/mL，每次脱脂处理的时间为

20～40min；脱脂处理的温度为25～40℃；

将所述脱脂杏花蜂花粉和醇溶液混合，进行提取，除去所得提取液中的残渣，得到上清

液；所述醇溶液为醇的水溶液；所述醇溶液的体积浓度为70～90％；所述醇溶液中的醇为甲

醇或乙醇；所述提取的条件包括：提取的次数为2次，每次提取的料液比独立地为1g：(10～

40)mL，每次提取的时间为20～40min；提取的温度为25～40℃；

将所述上清液进行第一浓缩得到杏花蜂花粉醇提取物；

将所述杏花蜂花粉醇提取物和萃取剂混合，进行萃取，所得上层萃取相经第二浓缩后

进行冷冻干燥，得到杏花蜂花粉萃取物；所述萃取剂为水和乙酸乙酯的混合溶液；所述萃取

剂中水和乙酸乙酯体积比为1:1～1:3；

将所述杏花蜂花粉萃取物过硅胶柱后，依次采用第一洗脱剂、第二洗脱剂和第三洗脱

剂进行梯度洗脱，得到组分3和组分4；

所述硅胶柱为日本YMC公司型号SLG12S50、粒径50μm硅胶柱；

所述硅胶柱中硅胶的体积为杏花蜂花粉萃取物上样体积的60倍；

所述第一洗脱剂为氯仿和甲醇体积比为95：5的混合液；

所述第二洗脱剂为氯仿和甲醇体积比为90：10的混合液；

所述第三洗脱剂为氯仿和甲醇体积比为85：15的混合液；

所述第一洗脱剂、第二洗脱剂和第三洗脱剂的用量为硅胶柱的柱体积的2倍；

将所述组分3和组分4分别利用制备型液相色谱仪进行纯化，得到酚胺化合物；所述酚

胺化合物为N1‑(E)‑N5‑(E)‑N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰亚精胺；

所述制备型液相色谱仪的参数包括：

色谱仪：伊利特制备色谱仪；

色谱柱：伊利特SinoChrom  ODS‑BP，300*20mm，10μm；

流动相：流动相A为体积浓度为0.1％的乙酸水溶液，流动相B为甲醇；

洗脱程序：0～30min，60％B；

进样量：1mL；

流速：8mL/min。

2.一种从杏花蜂花粉中提取酚胺化合物的方法，包括以下步骤：
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将杏花蜂花粉和石油醚混合，进行脱脂处理，得到脱脂杏花蜂花粉；所述脱脂处理的条

件包括：脱脂处理的次数为2次，每次脱脂处理的料液比为1：2g/mL，每次脱脂处理的时间为

20～40min；脱脂处理的温度为25～40℃；

将所述脱脂杏花蜂花粉和醇溶液混合，进行提取，除去所得提取液中的残渣，得到上清

液；所述醇溶液为醇的水溶液；所述醇溶液的体积浓度为70～90％；所述醇溶液中的醇为甲

醇或乙醇；所述提取的条件包括：提取的次数为2次，每次提取的料液比独立地为1g：(10～

40)mL，每次提取的时间为20～40min；提取的温度为25～40℃；

将所述上清液进行第一浓缩得到杏花蜂花粉醇提取物；

将所述杏花蜂花粉醇提取物和萃取剂混合，进行萃取，所得上层萃取相经第二浓缩后

进行冷冻干燥，得到杏花蜂花粉萃取物；所述萃取剂为水和乙酸乙酯的混合溶液；所述萃取

剂中水和乙酸乙酯体积比为1:1～1:3；

将所述杏花蜂花粉萃取物过硅胶柱后，依次采用第一洗脱剂、第二洗脱剂和第三洗脱

剂进行梯度洗脱，得到组分3和组分4；

所述硅胶柱为日本YMC公司型号SLG12S50、粒径50μm硅胶柱；

所述硅胶柱中硅胶的体积为杏花蜂花粉萃取物上样体积的60倍；

所述第一洗脱剂为氯仿和甲醇体积比为95：5的混合液；

所述第二洗脱剂为氯仿和甲醇体积比为90：10的混合液；

所述第三洗脱剂为氯仿和甲醇体积比为85：15的混合液；

所述第一洗脱剂、第二洗脱剂和第三洗脱剂的用量为硅胶柱的柱体积的2倍；

将所述组分3和组分4分别利用制备型液相色谱仪进行纯化，得到酚胺化合物；所述酚

胺化合物为N1‑(E)‑N5‑(E)‑N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰亚精胺；

所述制备型液相色谱仪的参数包括：

色谱仪：伊利特制备色谱仪；

色谱柱：伊利特SinoChrom  ODS‑BP，300*20mm，10μm；

流动相：流动相A为体积浓度为0.1％的乙酸水溶液，流动相B为甲醇；

洗脱程序：0～30min，60％B；

进样量：1mL；

流速：8mL/min。

3.根据权利要求2所述的方法，其特征在于，所述梯度洗脱后，还包括：将所得洗脱液进

行TLC检验，相同条带的洗脱液合并到一起，最终得到4个组分，分别为组分1、组分2、组分3

和组分4；利用高效液相色谱法对4个组分进行检测，确定组分3和组分4含有N1‑(E)‑N5‑(E)‑

N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰亚精胺。

4.根据权利要求3所述的方法，其特征在于，所述高效液相色谱法的参数包括：

色谱仪：美国Thermo‑Fisher公司UltiMate  3000液相色谱仪；

色谱柱：Hypersil  DOLD，250*4.6mm，5μm；

流动相：流动相A为体积浓度为0.13％的甲酸水溶液，流动相B为甲醇；

洗脱程序：0min，50％B；20min，63％B；

进样量：10μL；

流速：0.5mL/min。
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5.根据权利要求2所述的方法，其特征在于，组分3和组分4利用制备型液相色谱仪进行

纯化之前，还包括：将组分3和组分4分别用色谱甲醇配制成2mg/mL的样品溶液。
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一种杏花蜂花粉在提取酚胺化合物中的应用、从杏花蜂花粉

中提取酚胺化合物的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及物质提取技术领域，尤其涉及一种杏花蜂花粉在提取酚胺化合物中的

应用、从杏花蜂花粉中提取酚胺化合物的方法。

背景技术

[0002] N1‑(E)‑N5‑(E)‑N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰亚精胺具有式I所示结构，属于酚胺化合

物。酚胺化合物可以调节植物生长、细胞增殖、诱导花的形成，在植物的发育和防御中有着

特殊的功能。近年来研究表明，酚胺类化合物具有抗真菌、抗炎和抗氧化等多种功能活性。

酚胺化合物作为新兴的功能活性因子，可应用于保健品、化妆品和药品等多领域。

[0003]

[0004] 虽然现有技术已经公开了从莲藕等中提取N1‑(E)‑N5‑(E)‑N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰

亚精胺，但是获得的N1‑(E)‑N5‑(E)‑N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰亚精胺的产量低、纯度低。

发明内容

[0005] 有鉴于此，本发明的目的在于提供一种杏花蜂花粉在提取酚胺化合物中的应用、

从杏花蜂花粉中提取酚胺化合物的方法。本发明从杏花蜂花粉提取酚胺化合物，所得酚胺

化合物的产量高、纯度高。

[0006] 为了实现上述发明目的，本发明提供以下技术方案：

[0007] 本发明提供了一种杏花蜂花粉在提取酚胺化合物中的应用，所述酚胺化合物为

N1‑(E)‑N5‑(E)‑N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰亚精胺；

[0008] 所述N1‑(E)‑N5‑(E)‑N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰亚精胺具有式I所示结构：

[0009]

[0010] 本发明还提供了一种从杏花蜂花粉中提取酚胺化合物的方法，包括以下步骤：

[0011] 将杏花蜂花粉和石油醚混合，进行脱脂处理，得到脱脂杏花蜂花粉；

[0012] 将所述脱脂杏花蜂花粉和醇溶液混合，进行提取，除去所得提取液中的残渣，得到
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上清液；

[0013] 将所述上清液进行第一浓缩得到杏花蜂花粉醇提取物；

[0014] 将所述杏花蜂花粉醇提取物和萃取剂混合，进行萃取，所得上层萃取相经第二浓

缩后进行冷冻干燥，得到杏花蜂花粉萃取物；

[0015] 所述萃取剂为水和乙酸乙酯的混合溶液；

[0016] 将所述杏花蜂花粉萃取物过硅胶柱后，依次采用第一洗脱剂、第二洗脱剂和第三

洗脱剂进行梯度洗脱，得到组分3和组分4；

[0017] 所述硅胶柱为日本YMC公司型号SLG12S50、粒径50μm硅胶柱；

[0018] 所述硅胶柱中硅胶的体积为杏花蜂花粉萃取物上样体积的60倍；

[0019] 所述第一洗脱剂为氯仿和甲醇体积比为95：5的混合液；

[0020] 所述第二洗脱剂为氯仿和甲醇体积比为90：10的混合液；

[0021] 所述第三洗脱剂为氯仿和甲醇体积比为85：15的混合液；

[0022] 将所述组分3和组分4分别利用制备型液相色谱仪进行纯化，得到酚胺化合物；所

述酚胺化合物为N1‑(E)‑N5‑(E)‑N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰亚精胺；

[0023] 所述制备型液相色谱仪的参数包括：

[0024] 色谱仪：伊利特制备色谱仪；

[0025] 色谱柱：伊利特SinoChrom  ODS‑BP，300*20mm，10μm；

[0026] 流动相：流动相A为体积浓度为0.1％的乙酸水溶液，流动相B为甲醇；

[0027] 洗脱程序：0～30min，60％B；

[0028] 进样量：1mL；

[0029] 流速：8mL/min。

[0030] 优选地，所述脱脂处理的条件包括：脱脂处理的次数为2次，每次脱脂处理的料液

比为1：2g/mL，每次脱脂处理的时间为20～40min；脱脂处理的温度为25～40℃。

[0031] 优选地，所述醇溶液为醇的水溶液；所述醇溶液的体积浓度为70～90％；所述醇溶

液中的醇为甲醇或乙醇。

[0032] 优选地，所述提取的条件包括：提取的次数为2次，每次提取的料液比独立地为1g：

(10～40)mL，每次提取的时间为20～40min；提取的温度为25～40℃。

[0033] 优选地，所述萃取剂中水和乙酸乙酯体积比为1:1～1:3。

[0034] 优选地，所述第一洗脱剂、第二洗脱剂和第三洗脱剂的用量为硅胶柱的柱体积的2

倍。

[0035] 优选地，所述梯度洗脱后，还包括：将所得洗脱液进行TLC检验，相同条带的洗脱液

合并到一起，最终得到4个组分，分别为组分1、组分2、组分3和组分4；利用高效液相色谱法

对4个组分进行检测，确定组分3和组分4含有N1‑(E)‑N5‑(E)‑N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰亚精

胺。

[0036] 优选地，所述高效液相色谱法的参数包括：

[0037] 色谱仪：美国Thermo‑Fisher公司UltiMate  3000液相色谱仪；

[0038] 色谱柱：Hypersil  DOLD，250*4.6mm，5μm；

[0039] 流动相：流动相A为体积浓度为0.13％的甲酸水溶液，流动相B为甲醇；

[0040] 洗脱程序：0min，50％B；20min，63％B；

说　明　书 2/13 页

6

CN 113181254 B

6



[0041] 进样量：10μL；

[0042] 流速：0.5mL/min。

[0043] 优选地，组分3和组分4利用制备型液相色谱仪进行纯化之前，还包括：将组分3和

组分4分别用色谱甲醇配制成2mg/mL的样品溶液。

[0044] 本发明提供了一种杏花蜂花粉在提取酚胺化合物中的应用，所述酚胺化合物为

N1‑(E)‑N5‑(E)‑N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰亚精胺。本发明从杏花蜂花粉中提取酚胺化合物，所

得酚胺化合物的产量高、纯度高。

[0045] 本发明还提供了一种从杏花蜂花粉中提取酚胺化合物的方法，包括以下步骤：将

杏花蜂花粉和石油醚混合，进行脱脂处理，得到脱脂杏花蜂花粉；将所述脱脂杏花蜂花粉和

醇溶液混合，进行提取，除去所得提取液中的残渣，得到上清液；将所述上清液进行第一浓

缩得到杏花蜂花粉醇提取物；将所述杏花蜂花粉醇提取物和萃取剂混合，进行萃取，所得上

层萃取相经第二浓缩后进行冷冻干燥，得到杏花蜂花粉萃取物；将所述杏花蜂花粉萃取物

过硅胶柱后，依次采用第一洗脱剂、第二洗脱剂和第三洗脱剂进行梯度洗脱，得到组分3和

组分4；所述硅胶柱为日本YMC公司型号SLG12S50、粒径50μm硅胶柱；所述硅胶柱中硅胶的体

积为杏花蜂花粉萃取物上样体积的60倍；所述第一洗脱剂为氯仿和甲醇体积比为95：5的混

合液；所述第二洗脱剂为氯仿和甲醇体积比为90：10的混合液；所述第三洗脱剂为氯仿和甲

醇体积比为85：15的混合液；将所述组分3和组分4分别利用制备型液相色谱仪进行纯化，得

到酚胺化合物；所述酚胺化合物为N1‑(E)‑N5‑(E)‑N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰亚精胺；所述制备

型液相色谱仪的参数包括：色谱仪：伊利特制备色谱仪；色谱柱：伊利特SinoChrom  ODS‑BP，

300*20mm，10μm；流动相：流动相A为体积浓度为0.1％的乙酸水溶液，流动相B为甲醇；洗脱

程序：0～30min，60％B；进样量：1mL；流速：8mL/min。

[0046] 本发明提供的方法，通过石油醚将杏花蜂花粉中的脂类物质除去；然后采用醇溶

液对脱脂杏花蜂花粉进行提取，将杏花蜂花粉中的酚胺化合物释放到醇溶液中；采用萃取

剂对杏花蜂花粉醇提取物进行萃取，除去溶于水的杂质；然后采用硅胶柱对杏花蜂花粉萃

取物进行初步纯化分离；再采用制备型液相色谱仪进行进一步纯化，保证得到了酚胺化合

物；同时，所得酚胺化合物的产量高、纯度高、杂质少；另外，所得酚胺化合物具有极强的酪

氨酸酶抑制效果和抗氧化效果。

[0047] 进一步地，本发明通过合理控制提取的条件，使酚胺化合物被大量提取出来，最终

使所得酚胺化合物的收率高。

[0048] 进一步地，本发明的提取方法中所有提取步骤均在较低温度下进行，对酚胺化合

物的破坏小，保留率高。

附图说明

[0049] 图1为本发明提供的从杏花蜂花粉中提取N1‑(E)‑N5‑(E)‑N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰

亚精胺的方法流程图；

[0050] 图2为实施例1所得杏花蜂花粉萃取物(a)、组分1(b)、组分2(c)、组分3(d)、组分4

(e)和最终所得酚胺化合物(f)的色谱图；

[0051] 图3为实施例1所得酚胺化合物的一级(a)和二级(b)质谱图。
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具体实施方式

[0052] 本发明提供了一种杏花蜂花粉在提取酚胺化合物中的应用，所述酚胺化合物为

N1‑(E)‑N5‑(E)‑N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰亚精胺。

[0053] 本发明从杏花蜂花粉中提取酚胺化合物，所得酚胺化合物的产量高、纯度高、杂质

少。

[0054] 本发明还提供了一种从杏花蜂花粉中提取酚胺化合物的方法，包括以下步骤：

[0055] 将杏花蜂花粉和石油醚混合，进行脱脂处理，得到脱脂杏花蜂花粉；

[0056] 将所述脱脂杏花蜂花粉和醇溶液混合，进行提取，除去所得提取液中的残渣，得到

上清液；

[0057] 将所述上清液进行第一浓缩得到杏花蜂花粉醇提取物；

[0058] 将所述杏花蜂花粉醇提取物和萃取剂混合，进行萃取，所得上层萃取相经第二浓

缩后进行冷冻干燥，得到杏花蜂花粉萃取物；

[0059] 将所述杏花蜂花粉萃取物过硅胶柱后，依次采用第一洗脱剂、第二洗脱剂和第三

洗脱剂进行梯度洗脱，得到组分3和组分4；

[0060] 将所述组分3和组分4分别利用制备型液相色谱仪进行纯化，得到酚胺化合物；所

述酚胺化合物为N1‑(E)‑N5‑(E)‑N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰亚精胺。

[0061] 在本发明中，如无特殊说明，本发明所用原料均优选为市售产品。

[0062] 本发明将杏花蜂花粉和石油醚混合，进行脱脂处理，得到脱脂杏花蜂花粉。

[0063] 在本发明中，所述杏花蜂花粉在和石油醚混合之前，优选进行机械破碎；所述机械

破碎优选在粉碎机中进行；本发明对所述机械破碎的参数不做具体限定，只要能够使杏花

蜂花粉的粒径为80目即可。

[0064] 在本发明中，所述脱脂处理的条件优选包括：脱脂处理的次数优选为2次，每次脱

脂处理的料液比优选为1：2g/mL，每次脱脂处理的时间优选为20～40min；脱脂处理的温度

优选为25～40℃。在本发明中，所述脱脂处理优选在超声的条件下进行，所述超声的功率优

选为500～600W。

[0065] 本发明中，脱脂处理能够将杏花蜂花粉中的脂类除去。

[0066] 得到脱脂杏花蜂花粉后，本发明将所述脱脂杏花蜂花粉和醇溶液混合，进行提取，

除去所得提取液中的残渣，得到上清液。

[0067] 在本发明中，所述醇溶液优选为醇的水溶液；所述醇溶液的体积浓度优选为70～

90％，进一步优选为80％；所述醇溶液中的醇优选为甲醇或乙醇，进一步优选为乙醇。在本

发明的具体实施例中，所述醇溶液具体优选为体积浓度为80％的乙醇水溶液。

[0068] 在本发明中，所述提取的条件优选包括：提取的次数优选为2次，每次提取的料液

比独立地优选为1g：(10～40)mL，进一步优选为1g：30mL；每次提取的时间优选为20～

40min，进一步优选为30min；提取的温度优选为25～40℃。在本发明中，所述提取优选在超

声的条件下进行，所述超声的功率优选为500～600W。

[0069] 本发明中，提取能够将脱脂杏花蜂花粉中的酚胺化合物较大程度提取出来，以保

证酚胺化合物的收率高。

[0070] 在本发明中，所述除去所得提取液中的残渣的方式优选为抽滤，本发明对所述抽

滤的参数不做具体限定，采用本领域技术人员熟知的抽滤方式即可。

说　明　书 4/13 页

8

CN 113181254 B

8



[0071] 得到上清液后，本发明将所述上清液进行第一浓缩得到杏花蜂花粉醇提取物。

[0072] 在本发明中，所述第一浓缩优选在旋转蒸发仪上进行，所述第一浓缩的温度优选

为30～40℃。本发明对所述第一浓缩的时间不做具体限定，只要能够将上清液中的提取剂

充分除去即可。

[0073] 得到杏花蜂花粉醇提取物后，本发明将所述杏花蜂花粉醇提取物和萃取剂混合，

进行萃取，所得上层萃取相经第二浓缩后进行冷冻干燥，得到杏花蜂花粉萃取物。

[0074] 在本发明中，所述萃取剂为水和乙酸乙酯的混合溶液；所述萃取剂中水和乙酸乙

酯的体积比优选为1：1～1：3，具体优选为1：1。在本发明中，所述萃取剂与杏花蜂花粉醇提

取物的体积比优选为6：1。

[0075] 在本发明中，所述萃取优选包括以下步骤：将所述杏花蜂花粉醇提取物与萃取剂

中的水混合，然后与乙酸乙酯混合进行萃取。

[0076] 在本发明中，所述第二浓缩优选在旋转蒸发仪上进行，所述第二浓缩的温度优选

为30～40℃。本发明对所述第二浓缩的时间不做具体限定，只要能够将上层萃取相中的乙

酸乙酯充分去除即可。

[0077] 在本发明中，所述冷冻干燥优选包括：先在‑50～‑60℃常压预冻2h，60～70Pa、‑50

～‑60℃的条件下真空冷冻干燥48h。

[0078] 本发明中，萃取能够将溶于水的杂质，比如低聚糖和多肽等极性相对较大的物质

充分去除，以保证最终酚胺化合物的高纯度。

[0079] 得到杏花蜂花粉萃取物后，本发明将所述杏花蜂花粉萃取物过硅胶柱后，依次采

用第一洗脱剂、第二洗脱剂和第三洗脱剂进行梯度洗脱，得到组分3和组分4。

[0080] 在本发明中，所述硅胶柱为日本YMC公司型号SLG12S50、粒径50μm硅胶柱；所述硅

胶柱中硅胶的体积为杏花蜂花粉萃取物上样体积的60倍。

[0081] 在本发明中，所述第一洗脱剂为氯仿和甲醇体积比为95：5的混合液；所述第二洗

脱剂为氯仿和甲醇体积比为90：10的混合液；所述第三洗脱剂为氯仿和甲醇体积比为85：15

的混合液。在本发明中，所述第一洗脱剂、第二洗脱剂和第三洗脱剂的用量为硅胶柱的柱体

积的2倍。

[0082] 所述梯度洗脱后，本发明优选还包括：将所得洗脱液进行TLC检验，相同条带的洗

脱液合并到一起，最终得到4个组分，分别为组分1、组分2、组分3和组分4；利用高效液相色

谱法对4个组分进行检测，确定组分3和组分4含有N1‑(E)‑N5‑(E)‑N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰亚

精胺。

[0083] 本发明对所述TLC检验的参数不做具体限定，采用本领域技术人员熟知的TLC检验

操作及参数即可。

[0084] 在本发明中，所述高效液相色谱法的参数优选包括：色谱仪：美国Thermo‑Fisher

公司UltiMate  3000液相色谱仪；色谱柱：Hypersil  DOLD，250*4.6mm，5μm；流动相：流动相A

为体积浓度为0.13％的甲酸水溶液，流动相B为甲醇；洗脱程序：0min，50％B；20min，63％B；

进样量：10μL；流速：0.5mL/min。

[0085] 本发明中，硅胶柱的主要作用是根据不同物质在硅胶上的吸附力不同而得到分

离，将不同极性的物质按照极性的大小顺序分别洗脱下来，以实现纯化目标物质的目的。

[0086] 得到组分3和组分4后，本发明将所述组分3和组分4分别利用制备型液相色谱仪进
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行纯化，得到酚胺化合物；所述酚胺化合物为N1‑(E)‑N5‑(E)‑N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰亚精

胺。

[0087] 在本发明中，组分3和组分4利用制备型液相色谱仪进行纯化之前，优选还包括：将

组分3和组分4分别用色谱甲醇配制成2mg/mL的样品溶液。

[0088] 在本发明中，所述制备型液相色谱仪的参数包括：

[0089] 色谱仪：伊利特制备色谱仪；

[0090] 色谱柱：伊利特SinoChrom  ODS‑BP，300*20mm，10μm；

[0091] 流动相：流动相A为体积浓度为0.1％的乙酸水溶液，流动相B为甲醇；

[0092] 洗脱程序：0～30min，60％B；

[0093] 进样量：1mL；

[0094] 流速：8mL/min。

[0095] 所述纯化后，本发明优选还包括将所得纯化物进行冷冻干燥。在本发明中，所述冷

冻干燥优选包括：先在‑50～‑60℃常压预冻2h，然后在60～70Pa、‑50～‑60℃真空冷冻干燥

48h。

[0096] 本发明中，所述组分3和组分4经制备型液相色谱仪纯化，能够提高酚胺化合物的

纯度，减少杂质的含量。

[0097] 图1为本发明提供的从杏花蜂花粉中提取N1‑(E)‑N5‑(E)‑N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰

亚精胺的方法流程图；具体为：杏花蜂花粉经石油醚脱脂、醇溶液提取，得到杏花蜂花粉醇

提取物；所述杏花蜂花粉醇提取物经水‑乙酸乙酯萃取，得到杏花蜂花粉萃取物；所述杏花

蜂花粉萃取物经过硅胶柱和洗脱，得到组分1、组分2、组分3和组分4；分别对所述组分3和组

分4利用制备型液相色谱仪纯化，得到酚胺化合物N1‑(E)‑N5‑(E)‑N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰亚

精胺。

[0098] 下面结合实施例对本发明提供的杏花蜂花粉在提取酚胺化合物中的应用、从杏花

蜂花粉中提取酚胺化合物的方法进行详细的说明，但是不能把它们理解为对本发明保护范

围的限定。

[0099] 实施例1

[0100] 称取100g杏花蜂花粉原料于粉碎机中进行机械粉碎后，将得到的80目的机械粉碎

后杏花蜂花粉用石油醚超声(超声的功率为600W)脱脂处理；所述脱脂处理的条件包括：脱

脂处理的次数为2次，每次脱脂处理的料液比为1：2g/mL，每次脱脂处理的时间为30min，脱

脂处理的温度为30℃，得到脱脂杏花蜂花粉。

[0101] 将脱脂杏花蜂花粉用体积浓度为80％的乙醇水溶液在超声(超声的功率为600W)

的条件下进行提取；提取条件包括：提取的次数为2次，每次提取的料液比1：30g/mL，每次提

取的时间为30min；提取的温度为30℃；将所得提取液进行抽滤除去残渣，得到上清液；用旋

转蒸发仪对上清液进行第一浓缩，得到杏花蜂花粉醇提取物；将150mL杏花蜂花粉醇提取物

悬浮于375mL蒸馏水后与525mL乙酸乙酯混合进行萃取，将上层萃取相经第二浓缩后，先于‑

58℃常压预冻2h，然后于66Pa、‑58℃真空冷冻干燥48h，得到杏花蜂花粉萃取物。

[0102] 将所述杏花蜂花粉萃取物过硅胶柱后，依次采用第一洗脱剂、第二洗脱剂和第三

洗脱剂进行梯度洗脱，得到组分3和组分4。

[0103] 硅胶柱为日本YMC公司型号SLG12S50、粒径50μm硅胶柱；硅胶柱中硅胶的体积为杏
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花蜂花粉萃取物上样体积的60倍；第一洗脱剂为氯仿和甲醇体积比为95：5的混合液；第二

洗脱剂为氯仿和甲醇体积比为90：10的混合液；第三洗脱剂为氯仿和甲醇体积比为85：15的

混合液；所述第一洗脱剂、第二洗脱剂和第三洗脱剂的用量均为硅胶柱的柱体积的2倍。

[0104] 得到洗脱液后，将洗脱液通过TLC检测合并，具有相同条带的洗脱液合并到一起，

最终合并得到4个组分，分别命名为组分1、组分2、组分3、组分4。将组分1、组分2、组分3和组

分4分别通过高效液相色谱分析，结果发现：组分3和组分4里含有目标化合物，因此对组分3

和组分4进行进一步纯化。

[0105] 组分3和组分4分别用制备型液相色谱仪进行纯化：将组分3和组分4样品溶于色谱

甲醇，配置成2mg/mL的样品溶液，用0.45μm的滤膜过滤，色谱条件：采用伊利特制备色谱仪，

以伊利特SinoChrom  ODS‑BP(300*20mm，10μm)为色谱柱，流动相：体积浓度为0.1％的乙酸

水溶液为流动相A，甲醇为流动相B，洗脱条件为0～30min，60％B；进样量为1mL，流速8mL/

min。收集目标色谱峰，然后先于‑58℃常压预冻2h，然后于66Pa、‑58℃真空冷冻干燥48h，得

到酚胺化合物62.5mg。

[0106] 采用高效液相色谱法对所得杏花蜂花粉萃取物(a)、组分1(b)、组分2(c)、组分3

(d)、组分4(e)和最终所得酚胺化合物(f)进行分析，所得色谱图如图2所示。从图2可以看

出：硅胶柱层析对杏花蜂花粉萃取物中的酚胺化合物有很好的分离和富集效果，杏花蜂花

粉萃取物(a)经硅胶柱层析后得到组分1(b)、组分2(c)、组分3(d)和组分4(e)，其中酚胺化

合物主要富集在组分3(d)和组分4(e)中，故采用制备型液相色谱仪进一步纯化得到酚胺化

合物(f)，得到的酚胺化合物纯度高、杂质少。

[0107] 对所得酚胺化合物进行结构鉴定，图3为酚胺化合物的一级(a)和二级(b)质谱图；

表1为实施例1所得酚胺化合物的核磁结果。

[0108] 表1实施例1所得酚胺化合物的核磁结果
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[0109]
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[0110]

[0111] 结合表1的核磁信息和图3的质谱信息，可以得到：本实施例提取得到的酚胺化合

物具有式I所示结构，为N1‑(E)‑N5‑(E)‑N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰亚精胺，584.2756m/z[M+H]+，

分子式为C34H37N3O6，纯度为99.70％，纯度高。
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[0112]

[0113] 所得酚胺化合物的产量根据公式1计算得到：

[0114]

[0115] 在本实施例中，100g杏花蜂花粉经过提取得到62.5mg酚胺化合物，所以产量为625

μg/g，表示每克原料能提取得到625微克酚胺化合物。

[0116] 所得酚胺化合物的抑制酪氨酸酶效果测试

[0117] 方法：将提取得到的酚胺化合物配制成浓度为1μmol/L、5μmol/L、10μmol/L、30μ

mol/L和50μmol/L的样品溶液；在50μL各浓度样品溶液中分别加入50μL浓度为27.92μg/mL

的酪氨酸酶溶液，在37℃下孵育2min后，加入150μL浓度为0.5mmol/L的L‑多巴溶液，在

475nm处测定吸光度，每10s测一次，共测5min。

[0118] 用50μLPBS缓冲液代替样品溶液，其他步骤相同，作为空白对照。

[0119] 将酚胺化合物替换为曲酸作为阳性对照。

[0120] 酪氨酸酶的抑制率按照公式2进行计算：

[0121] 酶抑制率(％)＝[1‑(样品组斜率/空白组斜率)]×100％公式2。

[0122] 根据不同浓度样品溶液对酪氨酸酶的抑制率进行曲线拟合，并计算抑制率为50％

时对应的样品浓度，得到样品的半抑制浓度(IC50)，IC50值越低说明抑制酪氨酸酶的效果越

好。

[0123] 实施例1所得酚胺化合物和曲酸的IC50结果如表2所示

[0124] 表2实施例1所得酚胺化合物和曲酸的IC50值

[0125]

[0126] 从表2可以看出：实施例1所得N1‑(E)‑N5‑(E)‑N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰亚精胺的IC50
值为8.57±0.79μM，曲酸的IC50值为19.89±1.82μM，IC50值越小效果越好，N1‑(E)‑N5‑(E)‑

N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰亚精胺抑制酪氨酸酶效果强于阳性对照曲酸，说明本发明提取的N1‑

(E)‑N5‑(E)‑N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰亚精胺具有极强的酪氨酸酶抑制效果。

[0127] 所得酚胺化合物的抗氧化效果测试

[0128] 方法：用75mmol/L磷酸盐缓冲溶液依次配制一系列浓度的水溶性维生素E

(Trolox)标准溶液(6.25、12.5、25、50、100、200μmol/L)。分别加入不同浓度Trolox标准溶

液或者样品溶液25μL及8.16×10‑8mol/L荧光素钠(FL)溶液150μL，在37℃下预温10min后，

加入153mmol/L偶氮类化合物(AAPH)50μL，在37℃下以激发波长485nm，发射波长528nm进行
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连续测定，每1min测定1次各孔荧光强度，测定2h。以相对荧光强度采用近似积分法计算荧

光衰退曲线下面积(AUC)。以Trolox浓度为横坐标，净面积netAUC(netAUC＝AUC样品—AUC

空白)为纵坐标，绘制氧自由基吸收能力(ORAC)标准曲线。将样品用75mmol/L磷酸盐缓冲溶

液配制成5μg/mL，进行上述实验并计算样品的Trolox当量。

[0129] 实施例1所得酚胺化合物和Trolox的ORAC结果如表3所示

[0130] 表3实施例1所得酚胺化合物和Trolox的ORAC值

[0131]

[0132] 从表3可以看出：实施例1所得N1‑(E)‑N5
‑(E)‑N10‑(E)‑三‑对‑香豆酰亚精胺的

ORAC值大于Trolox，ORAC值越大则抗氧化效果越好，说明本发明提取的N1‑(E)‑N5‑(E)‑N10‑

(E)‑三‑对‑香豆酰亚精胺具有极强的抗氧化效果。

[0133] 对比例1

[0134] 与实施例1类似，区别仅在于，将杏花蜂花粉替换为玫瑰蜂花粉、茶花蜂花粉、玉米

蜂花粉、荷花蜂花粉和荞麦蜂花粉，其他条件与实施例1相同。

[0135] 不同蜂花粉所得酚胺化合物的纯度和产量如表4所示。

[0136] 表4不同蜂花粉得到的酚胺化合物的纯度和产量结果

[0137]

[0138]

[0139] 注：“‑”表示该蜂花粉中酚胺化合物含量太低、提取不到。

[0140] 从表4可以看出：相比玫瑰蜂花粉、茶花蜂花粉、玉米蜂花粉、荷花蜂花粉和荞麦蜂

花粉，本发明从杏花蜂花粉中得到的酚胺化合物的纯度高、产量高。

[0141] 对比例2

[0142] 称取100g杏花蜂花粉原料于粉碎机中进行机械粉碎后，将得到的80目的机械粉碎

后杏花蜂花粉用石油醚超声(超声的功率为100W)脱脂处理；所述脱脂处理的条件包括：脱

脂处理的次数为2次，每次脱脂处理的料液比为1：1g/mL，每次脱脂处理的时间为10min，脱

脂处理的温度为50℃，得到脱脂杏花蜂花粉。

[0143] 将脱脂杏花蜂花粉用体积浓度为50％的乙醇水溶液在超声(超声的功率为100W)
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的条件下进行提取；提取条件包括：提取的次数为2次，每次提取的料液比1：5g/mL，每次提

取的时间为10min；提取的温度为50℃；将所得提取液进行抽滤除去残渣，得到上清液；用旋

转蒸发仪对上清液进行第一浓缩，得到杏花蜂花粉醇提取物；将60mL杏花蜂花粉醇提取物

悬浮于140mL蒸馏水后与190mL乙酸乙酯混合进行萃取，将上层萃取相经第二浓缩后，并于‑

58℃常压预冻2h，然后于66Pa、‑58℃真空冷冻干燥48h，得到杏花蜂花粉萃取物。

[0144] 将所述杏花蜂花粉萃取物过硅胶柱后，依次采用第一洗脱剂、第二洗脱剂和第三

洗脱剂进行梯度洗脱，得到组分3和组分4。

[0145] 硅胶柱为日本YMC公司型号SLG12S50、粒径50μm硅胶柱；硅胶柱中硅胶的体积为杏

花蜂花粉萃取物上样体积的60倍；第一洗脱剂为氯仿和甲醇体积比为95：5的混合液；第二

洗脱剂为氯仿和甲醇体积比为90：10的混合液；第三洗脱剂为氯仿和甲醇体积比为85：15的

混合液；所述第一洗脱剂、第二洗脱剂和第三洗脱剂的用量均为硅胶柱的柱体积的2倍。

[0146] 得到洗脱液后，将洗脱液通过TLC检测合并，具有相同条带的洗脱液合并到一起，

最终合并得到4个组分，分别命名为组分1、组分2、组分3、组分4。将组分1、组分2、组分3和组

分4分别通过高效液相色谱分析，结果发现：组分3和组分4里含有目标化合物，因此对组分3

和组分4进行进一步纯化。

[0147] 组分3和组分4分别用制备型液相色谱仪进行纯化：将组分3和组分4样品溶于色谱

甲醇，配置成2mg/mL的样品溶液，用0.45μm的滤膜过滤，色谱条件：采用伊利特制备色谱仪，

以伊利特SinoChrom  ODS‑BP(300*20mm，10μm)为色谱柱，流动相：体积浓度为0.1％的乙酸

水溶液为流动相A，甲醇为流动相B，洗脱条件为0～30min，60％B；进样量为1mL，流速8mL/

min。收集目标色谱峰，于‑58℃常压预冻2h，然后于66Pa、‑58℃真空冷冻干燥48h，得到酚胺

化合物。纯度为95.2％，产量329μg/g。

[0148] 对比例3

[0149] 称取100g杏花蜂花粉原料于粉碎机中进行机械粉碎后，将得到的80目的机械粉碎

后杏花蜂花粉用石油醚超声(超声的功率为500W)脱脂处理；所述脱脂处理的条件包括：脱

脂处理的次数为2次，每次脱脂处理的料液比为1：2g/mL，每次脱脂处理的时间为20min，脱

脂处理的温度为40℃，得到脱脂杏花蜂花粉。

[0150] 将脱脂杏花蜂花粉用体积浓度为80％的乙醇水溶液在超声(超声的功率为500W)

的条件下进行提取；提取条件包括：提取的次数为2次，每次提取的料液比1：30g/mL，每次提

取的时间为20min；提取的温度为40℃；将所得提取液进行抽滤除去残渣，得到上清液；用旋

转蒸发仪对上清液进行第一浓缩，得到杏花蜂花粉醇提取物；将150mL杏花蜂花粉醇提取物

悬浮于375mL蒸馏水后与525mL乙酸乙酯混合进行萃取，将上层萃取相经第二浓缩后，并于‑

58℃常压预冻2h，然后于66Pa、‑58℃真空冷冻干燥48h，得到杏花蜂花粉萃取物。

[0151] 将所述杏花蜂花粉萃取物过硅胶柱后，用洗脱剂进行等度洗脱，得到3个组分。

[0152] 硅胶柱为日本YMC公司型号SL12SA150、粒径150μm硅胶柱；硅胶柱中硅胶的体积为

杏花蜂花粉萃取物上样体积的20倍；洗脱剂为氯仿和甲醇体积比为85：15的混合液。

[0153] 得到洗脱液后，将洗脱液通过TLC检测合并，具有相同条带的洗脱液合并到一起，

最终合并得到3个组分，分别命名为组分1、组分2、组分3。将组分1、组分2和组分3分别通过

高效液相色谱分析，结果发现：组分2和组分3里含有目标化合物，因此对组分2和组分3进行

进一步纯化。
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[0154] 组分2和组分3分别用制备型液相色谱仪进行纯化：将组分2和组分3样品溶于色谱

甲醇，配置成2mg/mL的样品溶液，用0.45μm的滤膜过滤，色谱条件：采用伊利特制备色谱仪，

以伊利特SinoChrom  ODS‑BP(300*20mm，10μm)为色谱柱，流动相：体积浓度为0.1％的乙酸

水溶液为流动相A，甲醇为流动相B，洗脱条件为0～30min，60％B；进样量为1mL，流速8mL/

min。收集目标色谱峰，于‑58℃常压预冻2h，然后于66Pa、‑58℃真空冷冻干燥48h，得到酚胺

化合物。纯度为95.6％，产量345μg/g。

[0155] 对比例4

[0156] 称取100g杏花蜂花粉原料于粉碎机中进行机械粉碎后，将得到的80目的机械粉碎

后杏花蜂花粉用石油醚超声(超声的功率为600W)脱脂处理；所述脱脂处理的条件包括：脱

脂处理的次数为2次，每次脱脂处理的料液比为1：2g/mL，每次脱脂处理的时间为20min，脱

脂处理的温度为30℃，得到脱脂杏花蜂花粉。

[0157] 将脱脂杏花蜂花粉用体积浓度为80％的乙醇水溶液在超声(超声的功率为600W)

的条件下进行提取；提取条件包括：提取的次数为2次，每次提取的料液比1：30g/mL，每次提

取的时间为20min；提取的温度为50℃；将所得提取液进行抽滤除去残渣，得到上清液；用旋

转蒸发仪对上清液进行第一浓缩，得到杏花蜂花粉醇提取物；将150mL杏花蜂花粉醇提取物

悬浮于230mL蒸馏水后与330mL乙酸乙酯混合进行萃取，将上层萃取相经第二浓缩后，并于‑

58℃常压预冻2h，然后于66Pa、‑58℃真空冷冻干燥48h，得到杏花蜂花粉萃取物。

[0158] 将所述杏花蜂花粉萃取物过硅胶柱后，用洗脱剂进行等度洗脱，得到3个组分；

[0159] 硅胶柱为日本YMC公司型号SLG12S50、粒径50μm硅胶柱；硅胶柱中硅胶的体积为杏

花蜂花粉萃取物上样体积的50倍；洗脱剂为氯仿和甲醇体积比为85：15的混合液。

[0160] 得到洗脱液后，将洗脱液通过TLC检测合并，具有相同条带的洗脱液合并到一起，

最终合并得到3个组分，分别命名为组分1、组分2、组分3。将组分1、组分2和组分3分别通过

高效液相色谱分析，结果发现：组分2和组分3里含有目标化合物，因此对组分2和组分3进行

进一步纯化。

[0161] 组分2和组分3分别用制备型液相色谱仪进行纯化：将组分2和组分3样品溶于色谱

甲醇，配置成2mg/mL的样品溶液，用0.45μm的滤膜过滤，色谱条件：采用伊利特制备色谱仪，

以伊利特SinoChrom  ODS‑BP(250*10mm，5μm)为色谱柱，流动相：体积浓度为0.13％的甲酸

水溶液为流动相A，乙腈为流动相B，洗脱条件为0～30min，55％B；进样量为1mL，流速3mL/

min。收集目标色谱峰，于‑58℃常压预冻2h，然后于66Pa、‑58℃真空冷冻干燥48h，得到酚胺

化合物。纯度为82.3％，产量259μg/g。

[0162] 对比实施例1和对比例2～4可以看出：对比例2～4所述提取方法得到酚胺化合物

的纯度和产量均低于实施例1，说明本发明的提取方法最佳。

[0163] 以上所述仅是本发明的优选实施方式，应当指出，对于本技术领域的普通技术人

员来说，在不脱离本发明原理的前提下，还可以做出若干改进和润饰，这些改进和润饰也应

视为本发明的保护范围。

说　明　书 13/13 页

17

CN 113181254 B

17



图1

说　明　书　附　图 1/3 页

18

CN 113181254 B

18



图2
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图3
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