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	项目名称: 基于HPLC活性制备油茶籽醇提取物特征化合物

	学校名称
	中南林业科技大学

	学生姓名
	学  号
	专      业
	性 别
	入 学 年 份

	兰芳
	20144020
	食品科学与工程
	女
	2014年9月

	郑双
	20133961
	粮食工程
	男
	2013年9月

	王萌皓
	20134044
	食品科学与工程
	女
	2013年9月

	常宇
	20144013
	食品科学与工程
	男
	2014年9月

	钱月娥
	20134129
	食品质量与安全
	女
	2013年9月

	指导教师
	曹清明
	职称
	副教授

	项目所属
一级学科
	林学/220
	项目科类(理科/文科)
	理科

	学生曾经参与科研的情况
王萌皓主持食品科学与工程学院大学生科技创新训练项目《从油茶籽醇提取物制备几个多酚类单体化合物》。
郑双、钱月娥申报了中南林业科技大学团委大学生科技创新项目《从油茶叶醇提取物制备几个酚类单体化合物》。

	指导教师承担科研课题情况
2016-2018主持湖南省自科基金项目《高抗氧活性的朝鲜蓟提取物制备关键技术研究(2016JJ5016)》。
2011-2013参与国家自科基金项目《高抗氧活性油茶生物酚组分的结构表征及其作用机理研究（31070612/C161103）》，排第二，已结题。
2008参与湖南省教育厅重点项目《基于生物酚的油茶活性成分分析及富集技术研究（08A086）》，排第三，已结题。
2007-2008年参与中澳科技合作特别基金项目《山茶属植物种子油品质评价及其活性成分分离(CH060164)》，排第2，已结题。

	项目研究和实验的目的、内容和要解决的主要问题
(1) 研究目的
目的是研究油茶籽抗氧化活性及功效主成分，对活性组分进行制备，对主要活性成分进行分离、纯化和鉴定。
（2）研究的内容
a、对提取物进行离线和HPLC-online在线活性的测定：了解油茶籽提取物的抗氧化活性；
b、筛选制备具有活性的新化合物：对于HPLC-MS的质谱结构进行裂解规律的研究，分析其结构，运用Scifinder数据库查新，进行核磁共振1H-NMR、13C-NMR、HMBC、HSQC以及H-H COSY共五大谱的研究，完成结构鉴定；
c、制备具有高抗氧活性的特征化合物；
d、制备具有高抗氧活性的组分：熟练基于活性筛选的组分制备程序，得到具有活性的油茶籽提取物。
(3)拟解决的关键问题
对油茶籽提取物抗氧化活性的功效主成分进行研究，对高抗氧化活性组分进行制备，以及实现制备方法的标准化。

	国内外研究现状和发展动态
油茶别名茶子树、油茶树，为茶科（Theaceae）山茶属植物，是世界四大木本油料之一，为我国主要的经济林木，起源于亚洲东部，主产区为中国南部和西南部，我国油茶种植面积约为300万hm2，主要有以下几种品种：普通油茶（Camellia oleifera Abel.）约占总面积的98 %，其次为浙江省的浙江红花油茶、云南省的腾冲红花油茶、广东省和广西省的南山茶等。油茶籽中所含的多酚物质具有抗氧化、抑菌、抗心脑血管疾病、抗癌等多种功效作用。
随着天然产物研究的发展，人们对油茶籽酚类化合物组份、其功效作用及利用价值开展了深入的研究，但是现有技术从油茶籽中提取的酚类物质多属于混合物，多种化合物并存，成分不明确杂质也比较多，不纯净，不利于油茶籽提取物的广泛利用和市场化。
大孔吸附树脂法是利用大孔吸附树脂对混合物中待分离物质所具有的吸附作用和筛选作用从而达到分离目的的方法。大孔树脂是一种不含交换基团，具有大孔结构的高分子材料，一般是白色颗粒状，粒度多为20-60目。理化性质稳定，不溶于酸、碱及有机溶剂，不受无机盐类影响，通常有非极性和中等极性两类。在水溶液中吸附力较强且有良好的吸附选择性。大孔吸附树脂同时兼有吸附性和筛选性，因此，欲分离的天然产物成分的极性大小和分子体积是影响分离的关键。
柱层析法又称柱色谱法，是目前应用最广泛的一种分离技术。它是根据样品混合物中不同组分理化性质的不同且在固定相与流动相中的分配系数不同来完成分离的。柱层析根据固定相的不同分为硅胶柱层析、凝胶柱层析、聚酰胺柱层析等，不同的柱层析方法适合于不同的物质分离。
薄层色谱常用TLC表示，又称薄层层析，属于固－液吸附色谱，它是把欲分离的样品点在薄层上，然后用展开剂展开，使混合物得以分离的方法。将吸附剂或者支持剂（有时加入固化剂）均匀地铺在一块玻璃上，形成薄层。薄层层析是一种微量、快速的层析方法。李晓娜等综述了薄层层析在植物活性成分研究中的应用，主要包括利用Rf值对样品与标准样品进行比照鉴定纯化合物、混合物分离、提纯和制备、筛选柱层析洗脱条件。
高效液相色谱法分离效果好、操作简单，在黄酮类化合物及其他活性成分的鉴定中应用非常广泛，若待测物保留时间与已知物质保留时间一致则认为待测物与已知物为同一物质，确定物质结构是根据同样色谱条件下待测物与已知物质保留时间对照来实现的，在单体制备过程中起着重要的作用，但在新物质结构定性确定中只能充当一个辅助手段。
目前对于活性成分的研究，主要是上述建立在化合物理化性质基础上的结构鉴定或者对于提取物的活性的研究，即活性和成分往往单独开展研究，而不是基于活性的化合物的研究，因此，很难说明油茶籽提取物的构效关系。
成分法（化学提纯）作为科学研究的方法，对精细的科学认识有重大意义。但是如果作为一种商用开发方法和研究方法，其弱点有：
（1）有时我们以为发现了植物的有效成分时，而实际上它只是有效成分之一，可能只是比较容易提纯、比较容易发现的，未必是更本质的植化成分。故我们不应该草率；
（2）更本质的植化成分常常是难以提纯的，难以定量的复杂结构；
（3）植物内部本身就是一个微型的复方制剂，它的功效常常不只是来源于某种或某类化学成分，而是几类化学成分都起作用，但有主次。
在线方法能够克服传统色谱分离、分析模式都是基于混合物间理化性质的差异，没有包含任何药理功能的信息。传统方法一般是将成分分离进行效应测定或对提取物进行效应研究后，再与化学指纹图谱进行相关分析。这些离线（offline）分析方法，繁琐且难以比较全面地反映中药化学成分与生物效果之间的关系。
在线的研究可以用来指导化合物的分离纯化，也指导提取液组分的生产制备。结合HPLC-online的活性检测，开展HPLC-online MS化合物的鉴定，能够了解活性的化合物基础。
HPLC-online在线活性研究是2000年由荷兰学者Koleva I I等建立的一种运用DPPH筛选抗氧化剂的方法。HPLC-online筛选法是利用色谱柱将复杂混合物分离后，其分离的组分直接与从HPLC泵引入的试剂DPPH或者ABTS+自由基反应，进入另一个HPLC检测器，分别在517 nm或者415 nm下检测，具有抗氧化活性化合物能与DPPH或者ABTS+反应，其吸收减弱，其峰面积减少，峰面积的减少与清除作用的强弱成一定相关性。在线清除自由基活性评价方法，从原理上来讲，可以通过测定峰面积的微小变化，准确评价抗氧化物质清除自由基活性，同时可以通过色谱信息和质谱信息追踪抗氧活性物质基础。
Cano等运用ABTS+在线筛选天然抗氧化剂的方法研究了极性化合物白藜芦醇和非极性化合物Vc的抗氧化活性。Wang X H等采用在线HPLC-DPPH法筛选了油橄榄叶不同溶剂提取部位的抗氧化活性部位，结果表明油橄榄叶的乙酸乙醋部位抗氧化活性最强，为其抗氧化活性最佳部位。Wu等采用DPPH在线法筛选了Acacia confusa中的主要抗氧化物质，并通过MS-UV明确了没食子酸、杨梅黄酮 3-鼠李糖苷、槲皮素、山奈酚、橄榄苦苷和鼠李素是其主要抗氧化成份。
研究活性成分在快速筛选的目的不仅是制备单体化合物、寻找新的化合物或者先导物，他的研究还贯穿了中药的理念——组分研究法。与成分研究方法（单体制备）相比，组分研究方法一方面可除去植物中的高吸湿性成分和有害成分，浓集有效成分，从而制成高含量制剂，另一方面，在混合物中一部分是已知的有效成分，另一部分是未知的可能有效的成分。对于这一部分未知的成分中常常有更本质的成分，可以暂时只知道其在线活性。对于油茶籽高抗氧活性提取物的制备引入组分法和成分法相结合的方法，能为提取物产业化提供技术基础。
油茶籽中所含的多酚物质具有抗氧化、抑菌、抗心脑血管疾病、抗癌等多种功效作用，是一类值得开发的天然抗氧化剂。对油茶籽的多酚提取及抗氧化性研究，可以拓宽综合开发利用油茶资源之路。对于油茶籽多酚抗氧化剂的深入研究，可以使油茶的开发利用延伸到油茶籽饼（茶枯）中。总之，油茶资源的深入研究，可以产生显著的经济效益和社会意义。对油茶籽醇提取物单体的制备，可以为油茶籽活性的研究打下基础。
油茶的研究开展至今，对于现在文献报道的一些化合物，从Sigma公司等试剂公司都买不到标品，各实验室在开展实验时都临时制备标准品，难度大，费用高，有时甚至还需要做结构鉴定，影响了研究工作的开展。

	本项目学生有关的研究积累和已取得的成绩
学生已参与项目的研究，与指导老师一同撰写和申报专利如下：
曹清明、郑双、王蔚婕、李亚男、李颖、钟海雁.一种鞣花酸类化合物及其提取方法
申请号：201610130362.1

曹清明、付红军、王萌皓、何洁、钟海雁、胡小龙.
一种联苄类化合物及其提取方法
申请号：201610129936.3

曹清明、包莉圆、王蔚婕、钱月娥、刘晨曦、钟海雁.一种香豆素类化合物及其提取方法
申请号：201610130288.3



	项目的创新点和特色
a、基于化合物的活性分离制备单体化合物，进行鉴定。
b、开发基于功能的油茶籽特征化合物。


	项目的技术路线及预期成果
（1）技术路线











（2）预期成果

a、基于HPLC-online活性测定，筛选制备活性单体化合物，从油茶籽制备出具有抗氧活性的单体化合物4个，并完成结构鉴定；
b、基于HPLC-online质谱鉴定结果，进行Scifinder数据库检索，制订制备油茶籽特征化合物的标准方法；
c、申报发明专利1项；发表核心以上学术论文1篇。

	年度目标和工作内容（分年度写）
a、2016年度
项目启动，制定详细试验方案。收集并制备油茶籽样品，采购试剂药品，进行种属鉴定，完成油茶籽功能成分的初步提取和分离，开展基于抗氧活性的油茶籽提取物HPLC-online在线和离线活性研究，制备基于活性的单体化合物4个，完成NMR结构鉴定。
b、2017年度
基于HPLC-online MS鉴定和Scifinder检索，制订单体特征化合物的制备方法，发表学术论文1篇，申请发明专利1项。完成项目总结和验收。


	指导教师意见
签字：                   日期：


TLC检测合并





液相纯化制备





硅胶柱层析 (200～300目) 


CH2Cl2-MeOH 10:1→1:3) 梯度洗脱 
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柱层析，一定比例的乙醇-水梯度洗脱 
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50%乙醇（其他溶剂组合）回流提取2次，每次2 h 过滤，减压浓缩至基本无醇








油茶籽样品5 kg（小样预试15g)
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甲醇重结晶制备
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