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在线抗氧化分析和超滤亲和液质联用技术
快速筛选桂花抗氧化及抑制酪氨酸酶的

活性成分
周慧吉1，李廷钊1,2，李　波1,2, *

（1.安利（上海）科技发展有限公司，上海 201203；
2.安利（中国）植物研发中心，江苏无锡 214145）

摘　要：目的：研究桂花水提物的抗氧化活性及酪氨酸酶抑制活性，并初步研究其活性化学成分。方法：以

DPPH·清除能力、ABTS+·清除能力和 FRAP 这 3 种抗氧化活性评价指标来衡量桂花水提物及其化合物的抗氧化能

力；采用超高效液相-ABTS+·-质谱（UPLC-PDA-QDa-ABTS+·）在线法对桂花中的抗氧化活性成分进行定性鉴别，

同时采用超滤亲和-液质联用技术（Ultra-filtration affinity-liquid chromatography spectrometry, UF-LC-MS），筛选桂

花中的酪氨酸酶抑制剂。用 H2O2 致皮肤成纤维细胞氧化损伤模型，评价桂花水提物及其化合物对皮肤成纤维细胞

的氧化应激保护作用。结果：桂花水提物清除 DPPH·及 ABTS+·的半数有效浓度（EC50）值分别为 37.66 和

38.32 μg/mL。当桂花浓度达到 2 mg/mL 时，FRAP 值可高达 3.17。桂花水提物抑制酪氨酸酶双酚酶的 EC50 为

595.9 μg/mL。通过 UPLC-Triple-TOF/MS 分析，初步鉴定了桂花水提物中 28 种化学成分。采用 UPLC-PDA-QDa-
ABTS+·在线法及 UF-LC-MS 技术，快速筛选出桂花提取物中 5 种具有较好抗氧化作用并兼具显著酪氨酸酶结合率

的化学成分，鉴定其中主要的活性成分为毛蕊花糖苷。体外抗氧化和酪氨酸酶实验，验证了毛蕊花糖苷具有显著

抗氧化活性及酪氨酸酶抑制活性。毛蕊花糖苷清除 DPPH·及 ABTS+·的 EC50 值分别为 10.27 和 14.96 μg/mL。当毛

蕊花糖苷浓度达到 1 mg/mL 时，FRAP 值可高达 4.22。毛蕊花糖苷对酪氨酸酶单酚酶的 EC50 为 477.5 μg/mL，对

双酚酶的抑制活性几乎没有。利用 H2O2 致皮肤成纤维细胞氧化损伤模型，进一步验证桂花提取物及毛蕊花糖苷对

皮肤成纤维细胞氧化损伤具有显著保护作用。结论：桂花水提物及其主要活性成分毛蕊花糖苷具有很好的体外抗

氧化能力、酪氨酸酶抑制活性及氧化应激保护能力。

关键词：桂花，毛蕊花糖苷，UPLC-ABTS+·，在线抗氧化，超滤亲和-液质联用，酪氨酸酶抑制剂
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Abstract：Objective:  To investigate  and  analyze  antioxidant  activities  and  tyrosinase  inhibition  of  the  aqueous  extract  of
Osmanthus fragrans flower (O. fragrans), as well as its active ingredients. Methods: In this study, antioxidant activities of  
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extract  of O.  fragrans were carried out  by using DPPH·,  ABTS+·  radical  scavenging assays and total  antioxidant  activity
(FRAP). Qualitative analysis of major active components was performed by UPLC-PDA-QDa-ABTS+· online method and
UF-LC-MS  method  were  used  to  qualitatively  identify  the  antioxidant  components  and  tyrosinase  inhibitors  from O.
fragrans extract  respectively.  Oxidative  damage  model  of  skin  fibroblasts  induced  by  H2O2 was  used  to  evaluate  the
protective effect of oxidative stress of O. fragrans aqueous extract and its chemical components. Results: Aqueous extract
of O. fragrans had good scavenging effect on DPPH· and ABTS+· free radical in vitro, and its EC50 values of free radical
scavenging effect  on DPPH· and ABTS+·  were 37.66,  38.32 μg/mL, respectively.  When the concentration of O. fragrans
extract reached 2 mg/mL, FRAP value could be as high as 3.17. The EC50 of tyrosinase diphenoloxidase inhibition of O.
fragrans extract was 595.9 μg/mL. Through analysis of UPLC-Triple-TOF/MS, a total of 28 chemical compositions were
preliminarily identified. Five antioxidant active compounds which also greatly combined with tyrosinase were screened out
from O.  fragrans extract  by  simultaneously  using  UPLC-PDA-QDa-ABTS+·  online  method  and  UF-LC-MS  method.
Among them, the main active ingredient was verbascoside. Antioxidant and tyrosinase assay showed that verbascoside had
significant  antioxidant  activity  and  tyrosinase  inhibitory  activity.  EC50 values  of  verbascoside  of  scavenging  effect  on
DPPH· and ABTS+· were 10.27, 14.96 μg/mL, respectively. When the concentration of verbascoside was 1 mg/mL, FRAP
value could be up to 4.22. The EC50 of tyrosinase monophenoloxidase inhibition of verbascoside was 477.5 μg/mL, but with
little  diphenoloxidase  inhibitiory  effect.  The  oxidative  damage  model  induced  by  H2O2 was  used  to  further  verify  the
significant protective effects of O. fragrans extract and verbascoside on oxidative damage of skin fibroblasts. Conclusion:
The aqueous extract of O. fragrans and its main active component, verbascoside, had good antioxidant activity, tyrosinase
inhibitory activity and oxidative stress protection ability.

Key  words： Osmanthus  fragrans Lour.； verbascoside； UPLC-ABTS+·； online  antioxidation； UF-LC-MS； tyrosinase

inhibitors

 

桂花（ Osmanthus  fragrans Lour.）属木犀科

（Oleaceae）木犀属（Osmanthus）植物，又名金粟、九里

香，是我国十大传统名花之一[1]，具有观赏、食用价

值，有“全营养食品”之称[2]。桂花在我国有悠久的食

用历史，以“食”、“药”等方式融入养生保健，至今还

流行各式桂花饮、桂花酒、桂花糕点等[3]。据《本草

纲目》记载，桂花能“治百病、养精神、和颜色，为诸药

先聘通使，久服轻身不老，面生光华、媚好如童子”，

具有延缓衰老的作用[4]。文献研究表明，桂花中的次

生代谢产物丰富，主要含有苯乙醇苷、黄酮、苯丙

素、三萜等多种成分[5]。其中，又以毛蕊花糖苷含量

最为丰富[6−7]。

药食同源植物的活性成分研究一直是研究热

点，传统方法是将活性成分分离后再逐一进行活性测

定，耗时耗力，且易出现活性丢失现象[8]。近年，高效

液相色谱-ABTS+·在线抗氧化检测技术已被广泛应

用于天然产物中抗氧化剂的分离和鉴定[9−10]，将活性

分析与现代分析仪器结合，如甘小娜等[11] 成功运用

此技术筛选了藤茶中的抗氧化物质。然而，目前抗氧

化活性筛选鲜少有超高效液相（UPLC）的在线抗氧

化运用。超滤亲和-质谱联用技术（UF-LC-MS）是将

超滤技术与质谱技术相结合的一种高效药物筛选方

法[12−13]，以酶为靶点成功应用于复杂体系中活性成分

的发现和鉴定[14−15]，如 SONG 等[16] 采用 UF-LC-MS
从菊花中筛选了黄嘌呤氧化酶抑制剂。然而，国内外

对酪氨酸酶的超滤亲和应用鲜少有报道。酪氨酸酶

（Tyrosinase）是一种含铜氧化还原酶，与动物体黑色

素的合成、抗氧化、保护皮肤和果蔬的褐变密切相

关，可通过抑制其活性达到美白褪黑和保鲜果蔬的目

的 [17−18]。

本实验探究了桂花水提物的抗氧化活性及抑制

酪氨酸酶的活性。且采用 UPLC-PDA-QDa-ABTS+·
法筛选桂花中抗氧化剂，同时利用 UF-LC-MS 技术，

快速筛选桂花中酪氨酸酶抑制剂。此外，对桂花活性

成分的抗氧化能力及酪氨酸酶的抑制性进行了验证，

并进一步评价了桂花及其活性成分对皮肤成纤维细

胞氧化损伤的保护作用。本文初步揭示了桂花抗氧

化和美白活性药效物质基础，并为桂花开发的抗氧化

功能食品、预防食物酶促褐变以及口服美容保健功

能产品提供一定的参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

桂花　购自广西桂林，由本单位孙帅博士鉴定

为木犀科木犀属植物，存样于安利（中国）研发中心中

药材标本库；甲醇、乙腈（色谱纯）　德国 Merck 公

司；乙醇（分析纯）　GENERAL-REAGENT 公司；甲

酸（色谱纯）　美国 Honeywell 公司；2,2’-联氮双（3-
乙基苯并噻唑啉-6-磺酸）二铵盐（ABTS）、过硫酸钾

（K2（SO4）2）、PBS（C8020）　Adamas Reagent 公司；

酪氨酸酶（9002-10-2）、二甲基亚砜 DMSO（#D4540）
　美国 Sigma 公司；毛蕊花糖苷（Batch  NO.7335;
CAS 61276-17-3；纯度 99.8%）　上海诗丹德生物技

术有限公司；B16 细胞株　中国科学院上海细胞生

物所；DMEM 高糖培养基（11965084）、胎牛血清

FBS（10099141C）、青霉素 -链霉素（10000  U/mL）
PS（10378016）、0.25% 胰酶细胞消化液（R001100）
　美国 Gibco 公司；MTT 试剂盒（G020-1-2）　南京

建成公司；活性氧检测试剂盒（S0033S）　上海碧云

天公司；其他试剂      均购自上海泰坦科技股份有限
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公司；超滤离心管（10 kDa）　美国 Microcon 公司；超

纯水   自制，美国密理博 Milli-Q 超纯水机。

Acquity/H Class 超高效液相色谱仪（配 PDA-检
测器，串联 QDa-质谱仪）　美国 Waters 公司；液质

联用系统：Agilent 1290 UPLC 超高效液相色谱仪　

安捷伦科技有限公司；串联 AB Sciex Triple TOF®
4600 高分辨质谱　SCIEX 公司; Milli-Q 超纯水系

统　上海技舟化工科技有限公司；XS2051/10 万分之

一电子天平、MS3002S 型电子分析天平　梅特勒-托
利多国际贸易有限公司；WF-600EHT 型超声波

清洗机　宁波海曙五方超声设备有限公司；

RWB3220CY-2 高速冷冻离心机　德国 Eppendorf
公司；SH-PG-010 恒温水浴锅　美国 Thermo 公司；

FlexStation 3 多功能酶标仪　美国 Molecular 公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   桂花水提物的制备　桂花粉碎，准确称取 20.0 g，
加入 240 mL 蒸馏水，100 ℃ 回流提取 2 次，每次 1 h，
滤过后合并滤液，用旋转蒸发仪真空浓缩至小体积，

浓缩液用冻干机低温干燥。冻干后−20 ℃ 保存备

用。准确称取桂花水提物冻干粉 10 mg，加入蒸馏

水 5 mL，配制成 2 mg/mL 的桂花溶液，并用蒸馏水

稀释到低浓度。 

1.2.2   体外抗氧化活性测定　 

1.2.2.1   DPPH· 清除能力测定　参考文献方法[19]。

精密称取 DPPH 粉末 4 mg，加入 100 mL 无水乙醇，

4 ℃ 保存备用，自由基溶液有效期为 1 d，使用时用

无水乙醇调节至吸光值 0.8（517  nm 波长），即为

DPPH 液。取 100 μL 样品溶液，加入 100 μL 的 DPPH
液，充分混合均匀，在避光条件下室温反应 30 min，
测 A517，每个样品重复 3 次。Trolex 作为阳性对照，

乙醇作为空白对照。

DPPH ·清除率(%) = (1−A1/A0)×100

式中：A1 为样品组 A517 值；A0 为空白对照组

A517 值。 

1.2.2.2   ABTS+·清除能力测定　参考文献 [20]，精密

称取 ABTS 粉末约 50 mg，加适量 PBS 溶液溶解；精

密称取过硫酸钾粉末约 50 mg，加入 10 mL PBS 溶

解；取适量过硫酸钾溶液加入 ABTS 溶液中，混匀，

即得 ABTS 终浓度为 3.6 nmol/L，过硫酸钾终浓度

为 1.2 nmol/L；室温避光反应过夜（12~16 h），于 4 ℃
保存备用（有效期为 2 d），使用时用 PBS 调节至所需

吸光度（729 nm 波长下吸光度为 0.8±0.02）。
将 100  μL 不同浓度的样品溶液与 200  μL

底物溶液混合，孵育 10 min 后测 A734。每个样品重

复 3 次。Trolex 作为阳性对照，PBS 作为空白对

照。计算 ABTS+·清除率。

ABTS+ ·清除率(%) = (1−A1/A0)×100

式中：A1 为样品组 A734 值；A0 为空白对照组

A734 值。 

1.2.2.3   总抗氧化能力（FRAP 法）测定　准确移取样

品溶液，与 180 μL FRAP 工作液（按照试剂盒操作步

骤配制）混合均匀后，37 ℃ 下孵育 5  min 后测定

A593。每个样品平行重复 3 次。具体操作方法和计

算公式均参照碧云天总抗氧化能力检测试剂盒

（FRAP）法。 

1.2.3   酪氨酸酶抑制实验　 

1.2.3.1   酪氨酸酶的单酚氧化酶活力测定　酪氨酸

酶单酚氧化酶测定参考文献 [21] 并对方法进行细微

调整。以酪氨酸为底物，熊果苷为阳性对照，测定样

品对酪氨酸酶单酚氧化酶的抑制活性。试验分为空

白组、阳性对照组、样品组和背景组（n=3）。空白组

不加样品，背景组不加酪氨酸酶液。其余组依次加

入 50 μL 的 L-酪氨酸（0.5 mmol/L）及 100 μL 样品

液，混匀后 37 ℃ 孵育 5 min。随后加入 100 μL 酪

氨酸酶溶液（250 U/mL），混匀后 37 ℃ 孵育 15 min，
于 475 nm 处测定吸光度值。抑制率计算公式如下：

抑制率(%) =
[
1− A1 −A2

A3 −A4

]
×100

式中：A1：样品溶液加酶的吸光值；样品对照组

A2：50 μL PBS 替代 50 μL 酪氨酸酶；空白组 A3：100 μL
PBS 替代 100 μL 样品溶液；空白对照组 A4：100 μL
PBS 替代 100 μL 样品溶液，并用 100 μL PBS 替代

100 μL 酪氨酸酶。 

1.2.3.2   酪氨酸酶的双酚氧化酶活力测定　酪氨酸

酶双酚氧化酶测定参考文献 [22] 并对方法进行了细

微的调整。以多巴为底物，熊果苷为阳性对照，测定

样品对酪氨酸酶双酚氧化酶的抑制活性。试验分为

空白组、阳性对照组、样品组和背景组（n=3）。空白

组不加样品，背景组不加酪氨酸酶液。其余组依次加

入 50 μL 的多巴溶液（0.5 mmol/L）及 100 μL 样品

液，混匀后 37 ℃ 孵育 5 min。随后加入 100 μL 酪

氨酸酶溶液（100 U/mL），混匀后 37 ℃ 孵育 5 min，
于 475  nm 处测定吸光度值；抑制率计算公式同

1.2.3.1。 

1.2.4   桂花中化学成分的 UPLC-Triple-TOF/MS 分析

　色谱条件：Waters ACQUITY HSS T3 （2.1×100 mm,
1.8 μm）；柱温：30 ℃；进样量：1 μL；流动相 A：0.1%
甲酸水溶液，流动相 B：乙腈；流速：0.3  mL/min。
梯度洗脱程序：0~10 min，90%~80% A；10~15 min，
80%~70%  A；15~21  min，70%~50%  A;  21~23  min，
50%~20%  A;  23~25  min，20%~10%  A;  25~28  min，
10%~90% A。

质谱条件：离子源为 ESI 源；一级质谱参数为扫

描范围：50~1700；雾化气（kPa）：345 ；气帘气（kPa）：
240；离子源电压（V）：5000；离子源温度（℃）：500；去
簇电压（V）：100；碰撞能（eV）：10。二级质谱参数为

扫描范围：100~1500 m/z；去簇电压（V）：100；碰撞能

（eV）：40；碰撞电压摆幅（eV）：20。 
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1.2.5   桂花在线抗氧化活性筛选　UPLC-QDa-ABTS+·

在线鉴别桂花中的抗氧化成分装置流程见图 1[18]。

Line A：样品溶液经色谱柱分离后，进入柱后反应模

块，与柱后反应体系泵入的 PBS 缓冲液混合后先后

流经 PDA 检测器和 Qda 检测器，即可得到化合物

在 330 nm 下的正吸收峰图及质谱图。Line B：将柱

后体系中的溶剂置换成 ABTS+·，ABTS+·在 729 nm

处有最大吸收。当抗氧化剂存在时，ABTS+·转变成

结构稳定的 ABTS，其在 729 nm 的吸收消失[23]。以

相同的条件进样，供试品溶液经分离后与柱后反应体

系泵入的 ABTS+·混合并反应后进入 PDA 检测器，即

可得到由于自由基的清除作用而形成的负吸收峰[24]。

UPLC 条件：检测波长：330 nm/729 nm；进样量：

2 μL；其余条件均与 1.2.4 中色谱条件相同。

质谱条件：离子源：电喷雾离子源（ESI）；负离子

检测模式；雾化器：N2；锥孔电压（CV）：15 V；质量扫

描范围：100~800 m/z。柱后反应系统条件：反应环体

积：1  mL；柱后流动相：PBS/ABTS+·溶液；流速：

0.5 mL/min；柱后反应模块温度：37 ℃。 

1.2.6   超滤亲和技术筛选桂花中酪氨酸酶抑制剂　

如图 2 所示，参考文献 [25]，试验分为空白对照组、

样品组和阻断性竞争样品对照组。空白组使用

PBS 替代酶；样品组使用 PBS 代替竞争性配体与酶

预孵化；对照组加入 50 μL 竞争性配体与 250 μL 酪

氨酸酶溶液（500 U/mL）预孵化，置于 37 ℃ 恒温水

浴锅中预孵化 30 min。将溶液转移至超滤离心管中

12000 r/min 的速度常温离心 15 min，向滤膜中加入

PBS 清洗 3 次，彻底洗去未结合的配体。舍弃离心

液后，依次往离心管中加入桂花水溶液（10 mg/mL，

50 μL）和 250 μL PBS 溶液，37 ℃ 下继续孵育 30 min，

于 12000 r/min 的高速离心 15 min，向滤膜中加入

300 μL PBS，离心清洗 2 次。收集过滤液，混匀后

UPLC-MS 分析。竞争性配体溶液为 500 μg/mL 白

藜芦醇。 
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图 1    在线检测桂花抗氧化成分流程图

Fig.1    Flow chart of online detection of antioxidants in Osmanthus fragrans
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图 2    UF-LC-MS 流程图

Fig.2    Principle of UF-LC-MS
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1.2.7   成纤维细胞活性氧检测　 

1.2.7.1   人皮肤成纤维细胞培养　人皮肤成纤维细

胞 HS27 培养于含有 10% FBS 的 DMEM 高糖培养

基中（含 100 U/mL 青霉素，100 μg/mL 链霉素），置

CO2 孵箱，于 37 ℃、5% CO2、饱和湿度环境下。每

2~3 d 用 0.25% 胰酶消化，以 1:3~1:5 传代。当细

胞生长状态稳定，呈对数生长期时，用于实验。 

1.2.7.2   MTT 法测定化合物对细胞活性的影响　参

考文献 [26]，当细胞生长至对数期时，消化制成细胞

悬液。每孔 100 μL，密度为 5×104 个/mL，接种于 96
孔板中。培养 24 h，待细胞贴壁后，弃去培养液。实

验分为空白组：只含培养基；对照组：加培养基正常

培养细胞；测试组：含不同浓度桂花水提物溶液的

培养基培养细胞。培养 48 h 后，每孔加 MTT 溶液

50 μL，继续培养 4 h，弃去上清液，每孔加 DMSO
150 μL，振荡 20 min，酶标仪于 570 nm 处测定各孔

的吸光度。

按照公式计算细胞存活率：

细胞存活率（%）=（测试组 A570 值−空白组 A570

值）/（对照组 A570 值−空白组 A570 值）×100 

1.2.7.3   细胞抗氧化能力测定　参考文献 [27]，细胞

培养同上，当细胞生长至对数期时，消化制成细胞悬

液，以每孔体积 2 mL，密度 1×105 个/mL，接种于

6 孔板中。待细胞贴壁 24 h 后，弃去培养液，PBS 洗

涤两次。加药作用 24 h 后，每孔加 H2O2（叔丁基过

氧化氢终浓度 500 μmol/L），孵育 30 min。孵育结束

后吸弃孔液，用 PBS 清洗 1 次。按照 1:1000 用无血

清培养液稀释 DCFH-DA，使其终浓度为 10 μmol/L。
每孔中加入 1mL 稀释好的 DCFH-DA。37 ℃ 细胞

培养箱内孵育 20 min。用无血清细胞培养液洗涤细

胞 3 次，以除去为进入细胞内的 DCFH-DA。0.05%
胰酶消化细胞，4 ℃ 预冷 1.5 mL PBS 离心洗涤一

次，离心后用 150 μL PBS 重悬细胞，过滤成单细胞，

用流式细胞仪检测。实验分为空白组：无样品，无

H2O2，无探针；阴性对照组：无样品，无 H2O2，有探

针；模型组：无样品，有 H2O2，有探针；阳性对照组：阳

性药物，有 H2O2，有探针；样品组：有样品，有 H2O2，

有探针。阳性药物为 200 μg/mL Trolex。 

1.3　数据处理

x̄

采用 GraphPad Prism 6.0 软件对实验数据进行

分析，数据结果以均值±标准差（ ±s）表示，组间比较

采用单因素方差分析，组间两两比较采用 t 检验分

析。P<0.01 为差异具有统计学意义。 

2　结果与分析 

2.1　桂花的抗氧化活性及抑制酪氨酸酶活性 

2.1.1   桂花提取物的抗氧化活性　桂花水提物的

DPPH·清除能力、ABTS+·清除能力和 FRAP 结果分

别见图 3、图 4、图 5。由图可知，桂花水提物和 Trolex
清除 DPPH·、ABTS+·能力及总抗氧化能力与二者的

质量浓度均呈现一定的量效关系。与相同质量浓度

的 Trolex 相比较，桂花水提物清除 DPPH·、ABTS+·

的能力略弱。桂花水提物和 Trolex 清除 DPPH·的

半数有效浓度（EC50）值分别为 37.66  μg/mL 及

17.17 μg/mL。桂花水提物和 Trolex清除 ABTS+·的

EC50 值分别为 38.32 μg/mL 及 11.80 μg/mL。结果

显示,桂花水提物具有良好的清除 DPPH·及 ABTS+·

的效果。不同浓度样品的总抗氧化能力用标准物质

FeSO4 溶液浓度表示，即 FRAP 值。当桂花浓度达

到 2 mg/mL 时，FRAP 值可高达 3.17。
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图 3    桂花提取物对 DPPH· 的清除作用
Fig.3    DPPH· scavenging effect of O. fragrans extract
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图 4    桂花提取物对 ABTS+· 的清除作用
Fig.4    ABTS+· scavenging effect of O. fragrans extract
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图 5    桂花提取物总抗氧化能力（FRAP）
Fig.5    Total antioxidant capacity of O. fragrans extract

 

因此，桂花水提物具有较强的抗氧化作用，结果

与文献 [28] 报道一致。初步猜测是桂花提取物中含

有丰富的总多酚及总黄酮。然而，文献中的桂花基本

都是乙醇提取，且没有评价各成分对抗氧化的贡献。

因此，后续采用 UPLC-QDa-ABTS+·在线筛选桂花水
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提物中主要的抗氧化活性成分。 

2.1.2   桂花提取物对酪氨酸酶抑制活性　桂花提取

物对酪氨酸酶单酚酶、双酚酶的抑制活性测定结果

见图 6。桂花提取物浓度在 8~500 μg/mL 范围内，酪

氨酸酶单酚酶抑制率随样品浓度的升高而升高，呈现

剂量依赖关系。但当桂花浓度大于 500 μg/mL 时，

酪氨酸酶单酚酶抑制率却出现明显下降。而对于酪

氨酸酶双酚酶，桂花提取物抑制活性随样品浓度的升

高而升高，剂量依赖性明显，具有较好的双酚酶抑制

效果，EC50 为 595.9 μg/mL。
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图 6    桂花水提物对酪氨酸酶的抑制作用
Fig.6    Inhibitory activity of O. fragrans extract

against tyrosinase
 

文献 [29] 中发现桂花丙酮提取物对酪氨酸酶单

酚酶的抑制率远远高于双酚酶。实验结果显示桂花

水提物对酪氨酸酶双酶有更好地抑制效果，可能与不

同溶剂提取的活性成分不同有关。 

2.2　桂花化学成分的鉴定

通过 UPLC-Q-TOF-MS 对桂花提取液进行分

析[30]，结合“Analyst 1.1.7”及“Peakview 1.2.0.3”软件

中色谱峰对应的准分子离子信息、二级碎片信息，并

参考相关文献（表 1），成功初步鉴定了 28 个化合物

（见图 7）。其中，苯乙醇苷类成分 5 个，分别是红景

天苷、橄榄苦苷、毛蕊花糖苷、异毛蕊花糖苷和 2-乙
酰基毛蕊花糖苷；黄酮类成分 8 个，分别为芦丁及其

同分异构体、异槲皮苷、木犀草苷、山奈酚-3-O-葡萄

糖苷、山奈酚-3-O-芸香糖苷、山奈酚-3-O-鼠李糖苷

和柚皮素；环烯醚萜类化合物 2 个，分别是特女贞苷

和女贞苷；木脂素类化合物 3 个，分别是 r-连翘种

苷、s-连翘种苷和连翘苷；有机酸类成分 7 个，分别为

奎宁酸、新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸、对香

豆酸和阿魏酸；糖类成分 1 个，为阿洛糖醇；其他

2 种化合物为 Caffeoyl rutinose ester 及一个未知物。

化合物 6 的分子离子峰 [M-H]-的m/z 值为 487.15，
是毛蕊花糖苷脱离了-C8H8O2（136 Da），与文献 [31]
报道的 Caffeoyl rutinose ester 相一致。化合物 7 的

一级质谱准分子离子峰为 m/z  353.09，UPLC-Q-
TOF-MS 根据数据处理软件计算其分子式可能为

C16H18O9，其二级质谱碎片显示为 m/z 191，推测为

失去一分子咖啡酰基的奎尼酸。与商业化标准品进

行比较后，进一步验证了化合物 7 为绿原酸，与文

献 [32] 报道的结果相一致。化合物 16、17 的分子

离子峰 [M-H]-的 m/z 值为 623.20，并在 m/z 461.17
生成主要离子碎片，推断为失去一分子葡萄糖（162 Da）
的苷元。二者均显示相似的二级质谱碎片（m/z 161.02，
133.03），推断进一步失去一分子咖啡酰基。与商业

化标准品进行比较后，进一步验证了化合物 16、
17 为同分异构体，分别为毛蕊花糖苷和异毛蕊花糖

苷，是桂花的主要活性成分，与文献 [7,33] 的报道结

果相一致。化合物 27 的分子离子峰 [M-H]-的 m/z 值为

523.18。其二级碎片 m/z 361.13 推测是失去一分子

葡萄糖得到的，碎片 m/z 291.09 和 259.10 是由于该

残基进一步失去 C4H6O、CH3OH 产生的。二级质谱

碎片 m/z 171.03 和 111.01 也与文献 [31] 报道一致，

初步推断为女贞苷。其他化合物也依据其保留时

间、碎片信息、参考文献进行初步推断，结果见表 1。 

2.3　桂花提取物中抗氧化成分的鉴定

桂花供试品溶液经色谱分离后在 330 nm 波长

下进行检测，得到呈正峰的色谱分析图（图 8A）。另

外供试品溶液经过色谱分离后进入柱后衍生器和

ABTS 发生反应后在 729 nm 下进行检测，得到呈负

峰的抗氧化活性分析图（图 8B）。由图 8A、B 显示，

共有 6 个较明显的对应的正负峰，说明这 6 个化合

物均有不同程度的抗氧化活性，其中主要抗氧化成分

为化合物 16。分别对其中的质谱峰进行分析，得化

合物 7 的分子离子峰 [M−H]−的 m/z 值为 352.94，化
合物 10、11 的分子离子峰 [M−H]−的 m/z 值为 639.19、
639.21，化合物 16、17 的分子离子峰 [M−H]−的 m/z
值为 623.31、623.36（如图 8C：分子量 623.3 的提取

离子流图；图 8D：毛蕊花糖苷的质谱图），化合物

27 的分子离子峰 [M−H]−的 m/z 值为 523.20。结合

2.2 的化学成分鉴定结果，根据化合物的紫外吸收、

保留时间及分子量信息，初步推断化合物 7、10、11、
16、17 和 27 分别为绿原酸、r-连翘种苷、s-连翘种

苷、毛蕊花糖苷、异毛蕊花糖苷及女贞苷。

根据文献 [6] 可知，毛蕊花糖苷是桂花的主要成

分，含量高达 10%。结合 2.2 的 MS 图谱及图 8A、B，

毛蕊花糖苷的正峰及负峰面积均为最大，说明毛蕊花

糖苷是桂花水提物中最主要的抗氧化活性成分。 
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图 7    桂花的质谱总离子流图

Fig.7    Total ion chromatogram of O. fragrans flower samples
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2.4　超滤离心法分析桂花提取物中抑制酪氨酸酶的活

性成分

与桂花提取物的色谱图（空白组，图 9a）相比，样

品组（图 9b）的桂花提取物中部分成分色谱峰面积要

低于空白组，提示桂花提取物中部分化合物能够与酪

氨酸酶结合。为排除非特异性结合而造成的假阳性

结果，设计以白藜芦醇为阳性对照的竞争性抑制试验

阳性对照组（图 9c）。酪氨酸酶与白藜芦醇预孵化

后，白藜芦醇会提前占据酪氨酸酶的活性位点。此时

桂花提取物中活性成分则无法与酪氨酸酶进一步结

合，活性成分的色谱峰面积较样品组则会升高。试验

结果显示，桂花中化合物 7、10、11、16、17 的峰面积

较空白组（图 9a）有较明显的降低（图 9b）。而在添加

了竞争性配体白藜芦醇后，这 5 个化合物的峰面积

又得以恢复（图 9c），因此，推测 5 个化合物与酪氨酸

酶发生了特异性结合，可能是潜在的酶抑制剂。结

合 2.2 数据，比对相应化合物的分子离子峰数据，推

断化合物 7、10、11、16、17 分别为绿原酸、r-连翘种

苷、s-连翘种苷、毛蕊花糖苷和异毛蕊花糖苷。由于

毛蕊花糖苷（化合物 16）的下降程度最为明显，推测

 

表 1    桂花提取物主要成分鉴定结果

Table 1    Compounds of O. fragrans flowers identified by UPLC–QTOF–MS

序号
保留时间
（min） [M-H]- m/z 分子式 中文名 英文名 MS/MS 数据 参考文献

1 0.87 181.0718 C6H14O6 阿洛糖醇 Allitol 181.0717;119.0369;101.0255;
89.0261;71.0143 [34]

2 0.92 191.0568 C7H12O6 奎宁酸 Quinic acid 191.0561;127.0402;93.0347;85.0295 [35]

3 1.79 312.1092 C14H19NO7 未知 Unknown 161.0467;159.0311;150.0572;101.0249

4 2.62 353.0891 C16H18O9 新绿原酸 Neochlorogenic acid 191.0558;173.0441;135.0450;127.0401 [36]

5 2.74 299.1137 C14H20O7 红景天苷 Salidroside 137.0239;119.0508;95.0316;89.0254 [32]

6 2.87 487.1475 C21H28O13 / Caffeoyl rutinose ester 487.1515;179.0371;161.0264;
135.0467;133.0317 [31]

7 4.14 353.0878 C16H18O9 绿原酸 Chlorogenic acid 191.0571;161.0255;135.0463;127.0410 [32]

8 4.41 353.0883 C16H18O9 隐绿原酸 4-Dicaffeoylquinic acid 191.0558;179.0341;161.0243;
135.0441;127.0390 [32]

9 5.39 179.0356 C9H8O4 咖啡酸 Caffeic acid 143.8633;135.0459;134.0393;
107.0490;79.0547 [36]

10 7.43 639.1924 C29H36O16 r-连翘种苷 r-Suspensaside 639.1947;621.1817;179.0344;
161.0237;151.0395 [37]

11 7.63 639.1925 C29H36O16 s-连翘种苷 s-Suspensaside 639.1953;621.1850;179.0354;
161.0257;151.0404 [38]

12 8.13 163.0405 C9H8O3 对香豆酸 p-Coumaric acid 162.8371;119.0495;93.0340 [39]

13 9.30 193.0513 C10H10O4 阿魏酸 Ferulic acid 178.0246;149.0614;134.0370;133.0294 [6]

14 10.05 609.148 C27H30O16 芦丁 Rutin 609.1433;609.1841;301.0321;
300.0258;271.0208 [40]

15 10.72 463.0885 C21H20O12 异槲皮苷 Isoquercitrin
463.0877;301.0306;300.0270;271.0254;

178.9921;151.0015 [31]

16 10.88 623.1963 C29H36O15 毛蕊花糖苷 Verbascoside 623.1975;461.1676;161.0250;133.0298 [7]

17 12.06 623.1985 C29H36O15 异毛蕊花糖苷 Isoacteoside 623.1975;461.167;161.0253;133.0293 [33]

18 12.25 609.1473 C27H30O16 芦丁同分异构体 Isomer of rutin
609.1473;300.0230;301.0347;

255.0298;178.9968 [41]

19 12.41 449.1091 C21H20O11 木犀草苷 Luteoloside 287.0577;258.0527;145.0521 [31]

20 12.59 447.0937 C21H20O11 山奈酚-3-O-葡萄糖苷 Kaemferol-3-O-
glucopyranoside 447.0915;284.0320;255.0285;227.0339 [35]

21 13.64 665.2086 C31H38O16 2-乙酰基毛蕊花糖苷 2-Acetylacteoside
665.2064;623.1952;461.1631;

161.0240;133.0289 [41]

22 13.86 593.1515 C27H30O15 山奈酚-3-O-芸香糖苷 Kaempferol 3-rutinoside 593.1504;285.0389;284.0304;229.0512 [42]

23 14.15 539.1769 C25H32O13 橄榄苦苷 Oleuropein
539.1787;377.1211;307.0847;

149.0247;89.0235 [31]

24 14.42 431.0984 C21H20O10 山奈酚-3-O-鼠李糖苷 Kaempferol-3-O-
rhamnoside

285.0380;284.0296;255.0286;
229.0492;227.0337 [43]

25 15.34 579.2082 C27H34O11 连翘苷 Phillyrin
579.2087;533.2042;371.1501;

356.1283;161.0488 [44]

26 15.61 685.2349 C31H42O17 特女贞苷 Specnuezhenide
361.1288;291.0864;223.017;

127.0417;89.0255 [31]

27 15.94 523.1828 C25H32O12 女贞苷 Ligustroside 523.1785;361.1268;291.0855;259.0952;
171.0291;111.0083;59.0140 [31]

28 18.39 271.0613 C15H12O5 柚皮素 Naringenin 271.0612;177.0189;151.0036;
119.0497;107.0126 [45]
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其是主要的酪氨酸酶抑制剂。 

2.5　毛蕊花糖苷体外抗氧化能力及对酪氨酸酶抑制活

性验证 

2.5.1   毛蕊花糖苷抗氧化活性　毛蕊花糖苷的 DPPH·

清除能力、ABTS+·清除能力和 FRAP 结果分别见

图 10、图 11、图 12。由图可知，毛蕊花糖苷和 Trolex

清除 DPPH·、ABTS+·能力及总抗氧化能力与二者的

质量浓度均呈现一定的量效关系。同批次实验下，毛

蕊花糖苷和 Trolex 清除 DPPH·的 EC50 值分别为

10.27 及 18.77 μg/mL。毛蕊花糖苷和 Trolex 清除

ABTS+·的 EC50 值分别为 14.96 及 12.20 μg/mL。不

同浓度样品的总抗氧化能力用标准物质 FeSO4 溶液

浓度表示，即 FRAP 值。当毛蕊花糖苷浓度达到

1 mg/mL 时，FRAP 值可高达 4.22。因此，毛蕊花糖

苷具有较强的抗氧化能力。
 

2.5.2   毛蕊花糖苷抑制酪氨酸酶活性　毛蕊花糖苷

对酪氨酸酶单酚酶、双酚酶的抑制活性测定结果见

图 13。毛蕊花糖苷浓度在 4~1000 μg/mL 范围内，
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图 8    桂花提取物在线抗氧化图谱

Fig.8    Online antioxidant chromatogram of O. fragrans extract
注：桂花样本原色谱图（A）、在线 ABTS 色谱图（B）、毛蕊花糖苷的提取离子流图（C）及毛蕊花糖苷的 MS 图（D）。
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Fig.9    Analysis of tyrosinase inhibitory components in O. fragrans flower extract by UF-UPLC-MS analysis
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酪氨酸酶单酚酶抑制率随浓度的升高而升高，且呈现

剂量依赖性；然而对酪氨酸酶双酚酶几乎无抑制作

用。综上，毛蕊花糖苷有较好的酪氨酸酶的单酚酶抑

制效果，EC50 为 477.5 μg/mL。
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图 13    毛蕊花糖苷对酪氨酸酶的抑制作用
Fig.13    Inhibitory activity of verbascoside against tyrosinase

然而，实验发现桂花具有较好的双酚酶抑制效

果，毛蕊花糖苷则只有较好的单酚酶活性，几乎没有

双酚酶抑制活性，表明两者对酶的作用机制并不相

同，猜测与竞争性底物不同有关[46]。超滤亲和技术主

要探索的是酶与小分子化合物的结合效果，并不能深

层次解释酶的抑制机理，因此化合物的酶抑制效果及

具体作用机理需要后期进一步验证。 

2.6　桂花与毛蕊花糖苷对人皮肤成纤维细胞氧化损伤

的保护作用 

2.6.1   桂花提取液及毛蕊花糖苷的安全浓度范围　

不同浓度桂花提取液（1.563~50 μg/mL）及毛蕊花糖

苷（3.125~100 μmol/L）分别加入细胞培养液孵育。

48 h 后 MTT 法检测各组 HS27 成纤维细胞存活

率。结果显示毛蕊花糖苷 100 及 50 μmol/L 两组细

胞存活率明显下降，与未加药组相比差异有统计学意

义（P<0.0001），见图 14。上述结果表明，桂花提取

液≤50 μg/mL 均没有明显毒性，毛蕊花糖苷的安全

浓度范围为≤25 μmol/L。因此进一步选择安全浓度

范围内的桂花提取液及毛蕊花糖苷进行后续实验。 

2.6.2   桂花提取液及毛蕊花糖苷对细胞中 ROS 水平

的影响　成纤维细胞是皮肤衰老过程中最主要的效

应细胞，H2O2 是一种常见的活性氧，极易透过细胞膜

导致细胞结构的氧化损伤或诱发细胞凋亡[47]。利用

离体细胞氧化损伤模型研究 ROS 的作用机制并筛

选抗氧化损伤物质是较为有效的技术方法[48]。ROS
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图 10    毛蕊花糖苷对 DPPH·的清除作用

Fig.10    DPPH· radical scavenging activity of verbascoside
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图 11    毛蕊花糖苷对 ABTS+·的清除作用

Fig.11    ABTS+· radical scavenging activity of verbascoside
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图 12    毛蕊花糖苷总抗氧化能力（FRAP）
Fig.12    Total antioxidant capacity of verbascoside
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图 14    桂花提取液及毛蕊花糖苷的 MTT 测定结果

Fig.14    MTT results of O. fragrans flower extract and
verbascoside

注：各组细胞存活率以占空白对照组的百分率表示；****表示
与未加药空白对照组相比差异极显著，P<0.0001。
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是氧化应激反应后生成的一种自由基。细胞内 ROS
过多或未被及时清除，细胞会对刺激性因子产生急性

的应激性反应，使细胞结构等发生不可逆性的改变和

功能失常，从而促使机体细胞衰老、脏器功能减退

等[49]。为了进一步了解桂花水提物及毛蕊花糖苷延

缓人皮肤成纤维细胞因氧化应激所致衰老的可能机

制，本文进一步观察了干扰后细胞经 H2O2 处理后细

胞中 ROS 水平。

如图 15A 所示，空白组荧光响应值很低，说明细

胞本身发出的背景荧光很弱。阴性对照组为在无

H2O2 存在下细胞自身 ROS 水平。模型组为在 H2O2

刺激下细胞内部的 ROS 水平，模型组相比较阴性对

照组荧光强度显著升高，说明造模成功。由 2.6.1 结

果可知，50 μg/mL 桂花提取物及 25 μmol/L 毛蕊花

糖苷均没有细胞毒性，因此选用该浓度进行样品功

效分析。由图 15B 可知，50 μg/mL 桂花提取物及

25 μmol/L 毛蕊花糖苷处理后的细胞 ROS 水平与模

型组相比差异极显著（P<0.0001），说明桂花提取物及

毛蕊花糖苷对皮肤成纤维细胞氧化损伤具有显著保

护作用。
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图 15    桂花及毛蕊花糖苷对 HS27 细胞中 ROS 水平的影响
Fig.15    Effects of O.fragrans and verbascoside on ROS levels

in HS27 cells by flow cytometry
注：A：流式细胞仪分析图；B：数据分析图；***表示与模型组
相比差异显著，P<0.001；****表示与模型组相比差异极显著，
P<0.0001。
  

3　讨论与结论
在体外的抗氧化实验中，桂花水提取物对 DPPH·

清除能力、ABTS+·清除能力和 FRAP 3 种抗氧化活

性评价指标均表现出优异效果，EC50 值与 Trolex 阳

性对照基本接近；此外，桂花水提物对酪氨酸酶也有

显著的抑制作用。说明桂花水提取物具有明显的抗

氧化作用及抑制酪氨酸酶活性。经过对桂花水提取

物液质联用分析研究，从桂花水提取物中共鉴定了

28 个化合物，主要为苯乙醇苷类、黄酮类、环烯醚萜

类、木脂素类及有机酸类成分。通过本研究通过在

线-UPLC-ABTS+·方法及超滤亲和-液质联用技术分

别从桂花水提物中快速简便地筛选出抗氧化剂及酪

氨酸酶抑制剂，初步推断毛蕊花糖苷是桂花中的主要

活性成分。体外抗氧化实验及酶活性试验也进一步

验证了毛蕊花糖苷具有显著的抗氧化活性及酪氨酸

酶抑制作用。结合文献 [50] 报道的抑制黑色素实

验，桂花水提物及毛蕊花糖苷具有潜在美白功效。

为了进一步了解桂花水提物及毛蕊花糖苷延缓

人皮肤因氧化应激所致衰老的可能机制，本文进一步

观察了人皮肤成纤维细胞经 H2O2 处理后的 ROS 水

平。实验结果显示，桂花水提取物及毛蕊花糖苷均能

显著降低 H2O2 处理后细胞的活性氧水平，对皮肤成

纤维细胞氧化损伤具有显著保护作用。该结果为以

后桂花质量标准的提升和桂花保健美容功能的综合

开发提供参考和数据支持。

由于本文运用的两种快速筛选技术的原理不一

样，无法实现同时评估。后期可尝试将超滤亲和处理

后的样品也同时引入柱后反应体系，在 lineA 系统中

分析超滤亲和处理后的 3 个样品。省去不同体系转

化的时间，减少进样次数，将两种体系合为一体，从而

实现同时在线分析不同体系的活性成分。但是，柱后

反应体系的加入，会极大地影响色谱峰的分离度，对

于成分复杂的提取物具有较大挑战。
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