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摘要：目的  制备高纯度 3,5-O-二咖啡酰基奎宁酸，并评价其对人宫颈癌 HeLa 细胞的抗增殖活性。方法  采用柱色谱提

取法和中压液相色谱法从奇蒿花中分离、纯化得到高纯度的 3,5-O-二咖啡酰基奎宁酸。采用 MTT 法评价该化合物对人宫

颈癌 HeLa 细胞的体外抗增殖活性。结果  柱色谱提取的提取率和中压液相色谱法的回收率分别为 99.0%，61.2%，总回

收率为 54.0%。随着 3,5-O-二咖啡酰基奎宁酸浓度升高，HeLa 细胞存活率下降，细胞形态损伤增加，受试药物的 IC50 值

为 26.5 µg·mL。结论  本研究提供了一种简单、高效、节能的 3,5-O-二咖啡酰基奎宁酸制备方法。3,5-O-二咖啡酰基奎

宁酸对 HeLa 细胞具有一定的体外抗增殖活性。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the preparing technology of 3,5-O-dicaffeoyl quinic acid with high purity and its 
antiproliferative activity on HeLa cells. METHODS  3,5-O-dicaffeoyl quinic acid was prepared by column chromatographic 
extraction methods coupled with medium pressure liquid chromatography from flower of Artemisia anomala. The 
antiproliferative activity of 3,5-O-dicaffeoyl quinic acid on HeLa cell was evaluated by MTT method. RESULTS  The 
extraction and purification recovery yield were 99.0% and 61.2%, respectively. The total recovery yield of 3,5-O-dicaffeoyl 
quinic acid reached 54.0%. With the increase of 3,5-O-dicaffeoyl quinic acid concentration, the HeLa cells viability decreased 

and the cell morphological damage increased. The IC50 value of 3,5-O-dicaffeoyl quinic acid on HeLa cells was 26.5 µg·mL1. 
CONCLUSION  A simple, efficient, energy-saving 3,5-O-dicaffeoyl quinic acid preparation method is developed. The 
compound displays good antiproliferative activity on HeLa cells in vitro. 
KEYWORDS: 3,5-O-dicaffeoyl quinic acid; Artemisia anomala; column chromatographic extraction method; medium pressure 
liquid chromatography; antiproliferative activity 

 

                              

基金项目：浙江省医药卫生项目(2017KY311)；“十三五”浙江省中医药(中西医结合)重点学科建设计划项目(2017-XK-A43)  

作者简介：施琦渊，男，博士，讲师    Tel: (0571)87692881    E-mail: shiqiyuan@hmc.edu.cn    *通信作者：施菁，女，硕士，教授    Tel: 

(0571)87692894    E-mail: 2002035004@hmc.edu.cn   

奇蒿(Artemisia anomala S. Moore)为菊科多年生

草本植物，常用作止痛药、抗生素和伤口愈合剂[1-2]，

在其加工、运输过程中，花容易脱落，常被丢弃。

本课题组对奇蒿花进行了初步化学成分研究，首

次从中分离、纯化得到一种含量较高的化合物

(>1%)，经结构鉴定为 3,5-O-二咖啡酰基奎宁酸。

出于废物利用和增加附加值的考虑，本研究报道

了一种制备 3,5-O-二咖啡酰基奎宁酸的新方法，即

以奇蒿花为原料，采用柱色谱提取法，以中压液

相色谱法为分离方法，并以所得化合物为药理活

性研究用的试药，研究其对人宫颈癌 HeLa 细胞的

抗增殖活性，以期为奇蒿的综合开发利用提供参考。 

1  仪器与材料 

1260 高效液相色谱仪、四元泵、DAD 检测器

(美国 Agilent 公司)；中压制备液相色谱仪、二元

泵(瑞士 BUCHI 公司)；New classic MF 型电子分

析天平(瑞士梅特勒公司)； 3111 型 CO2 培养箱

(Thermo 公司)；BioRad 680 酶标仪(美国伯乐公

司)；DMI3000B 荧光倒置显微镜(Leica 公司)。 

奇蒿采于浙江省杭州市瓶窑镇奇鹤村；对照
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品 3,5-O-二咖啡酰基奎宁酸(成都曼思特生物科技

有限公司，批号：A0026；纯度>98%)；人宫颈癌

HeLa 细胞株(中科院上海细胞库)；乙腈(色谱纯，

美国 Tedia 公司)；甲酸、醋酸均为色谱纯，来自

上海阿拉丁生化科技股份有限公司；DEME 高糖

培养基(Gibco 公司)；胎牛血清(杭州四季青生物工

程材料有限公司)；MTT、DMSO 均来自碧云天生

物技术；水(重蒸水)；乙醇、磷酸等均为分析纯，

来自天津永大化学试剂有限公司。 

2  方法与结果 

2.1  3,5-O-二咖啡酰基奎宁酸定量测定方法 

2.1.1  色谱条件  色谱柱为 Agilent Eclipse XDB- 

C18 柱(250 mm×4.6 mm，5 μm)；柱温为 40 ℃；检

测波长为 328 nm；流速为 1 mL·min1；流动相为

乙腈-5%醋酸溶液(14∶86)。 

2.1.2  对照品溶液的制备  取 3,5-O-二咖啡酰基

奎宁酸对照品约 10 mg，精密称定，置于 10 mL

量瓶中，加水溶解，定量，摇匀，即得对照品储

备液。取对照品储备液适量，稀释即得对照品溶液。 

2.1.3  供试品溶液的制备  取样品溶液，加 2%醋

酸溶液稀释，经 0.45 μm 滤膜滤过，即得供试品溶液。 

2.1.4  测定  分别精密吸取对照品溶液与供试品

溶液 10 μL，注入液相色谱仪测定，典型样品的色

谱图见图 1。 

 
图 1  典型样品的色谱图 
A对照品溶液；B对照品+供试品溶液；C供试品溶液。 

Fig. 1  Typical chromatograms of test sample 
Astandard solution; Bstandard and sample solution; Csample solution. 

2.2  提取 

2.2.1  乙醇浓度的选择  取奇蒿花粉末约 10 g，

精密称定，分别加入 100 mL 的 0%，20%，40%，

60%，80%，100%乙醇溶液，浸泡提取 1 h，过滤，

取续滤液，液相分析，结果见图 2。结果表明，随

着乙醇浓度的增加，3,5-O-咖啡酰奎宁酸的得率先

升后降，乙醇浓度为 60%时，得率最高，因此选

择 60%乙醇溶液作为后续试验的提取溶剂。 

 
图 2  乙醇浓度对 3,5-O-二咖啡酰基奎宁酸提取的影响

(n=3) 
Fig. 2  Effects of ethanol concentration on the extraction of 
3,5-O-dicaffeoyl quinic acid(n=3) 

2.2.2  浸泡溶剂用量的选择   取奇蒿花粉末约

10 g，精密称定，加入 100 mL 的 60%乙醇溶液，

采用纱布滤过的方法，在 0.5，1，1.5，2，2.5 h

测定未被药材吸收的溶剂体积。实验结果表明，

奇蒿花粉末最多可吸收 3.8 倍量的 60%乙醇溶液，

为了便于操作，选择浸泡溶剂用量为 4 倍量。 

2.2.3  浸泡时间的选择  取奇蒿花粉末约 10 g，

精密称定，加入 40 mL 的 60%乙醇溶液，分别在

1，2，3，4，5，6 h 取样分析。实验结果表明，

3,5-O-咖啡酰奎宁酸的得率先快速增加，后趋于平

稳，在 4 h 左右达到平衡，见图 3。因此浸泡时间

选择 4 h。 

 
图 3  浸泡时间对 3,5-O-二咖啡酰基奎宁酸提取的影响(n=3) 

Fig. 3  Effects of macerating time on the extraction of 
3,5-O-dicaffeoyl quinic acid(n=3) 

2.2.4  单根和串联柱色谱提取  基于上述单因素

实验结果，取奇蒿花粉末约 10 g，精密称定，置

于盛有 40 mL 的 60%乙醇溶液的玻璃柱中(直径
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1.8 cm，径高比 10/1)，自由沉降，室温(20 ℃)浸

泡 4 h，60%乙醇溶液洗脱，流速为 4 BV·h1。洗

脱液分段收集并分析，每份 40 mL。实验结果表明，

32 倍量 60%乙醇溶液可将奇蒿花粉末中的 3,5-O-

二咖啡酰基奎宁酸提净(图 4)。为减少提取溶剂用

量，将柱色谱串联，单根柱色谱提取所得洗脱液，

仅保留前 3 份作为终产物，第 4 份作为下一个提

取单元的浸泡溶剂，第 5，6，7，8 份作为下一个

提取单元的洗脱溶剂。 

 
图 4  单根(白柱)和串联柱色谱法(黑柱，12 倍量 60%乙醇)

从奇蒿花中提取 3,5-O-二咖啡酰基奎宁酸的含量(n=3) 

Fig. 4  Extraction of 3,5-O-dicaffeoyl quinic acid from 
Artemisia anomala flower by non-cyclic single CCE with 
60% ethanol(white bars) and by the cyclic CCE with 12-fold 
volume of 60% ethanol(black bar)(n=3) 

另取奇蒿花约 10 g，精密称定，加 10 倍量 60%

乙醇，加热回流提取 2 次，每次 2 h，滤过，合并

滤液，即得回流提取液，作为柱色谱提取法研究

的对照。 

实验结果表明，串联柱色谱提取方法的提取

率可达 99.0%(12 倍量 60%乙醇)，比传统热回流提

取方法高 17.6%(提取 2次，每次 10倍量 60%乙醇)，

仅比单根柱色谱提取方法低 1%(32 倍量 60%乙醇)，

结果见表 1。 

表 1  不同提取方法的 3,5-O-二咖啡酰基奎宁酸得率和提

取率(n=3) 

Tab. 1  Extracting efficiency of 3,5-O-dicaffeoyl quinic acid 
by different extraction methods(n=3) 

提取方法 3,5-O-二咖啡酰基奎宁酸得率/mg·g1 提取率/%

传统回流提取法 9.72±0.09 81.4±0.9

单根柱色谱提取法 11.95±0.06 100.0±0.6

串联柱色谱提取法 11.83±0.12 99.0±1.1

2.3  浓缩 

取串联柱色谱提取法所得洗脱液，60 ℃减压

浓缩至生药浓度分别为 0.1，0.2，0.25，0.33，

0.5 g·mL1。浓缩液经 5 000 r·min1 离心 30 min，

取上清液，加 2%醋酸溶液稀释，液相分析。实验

结果表明，随着浓缩程度的不断增加，3,5-O-二咖

啡酰基奎宁酸的回收率不断降低，当浓缩液的浓

度为生药 0.33 g·mL1 时，回收率仅为 76.6%。而

浓缩程度过低，则后续纯化过程中上样体积过大，

谱带展宽，影响中压液相色谱分离效果。综合考

虑，选择生药浓度为 0.25 g·mL1 作为浓缩终点(回

收率为 89.1%)。结果见图 5。 

 
图 5  浓缩对于 3,5-O-二咖啡酰基奎宁酸回收率的影响(n=3) 

Fig. 5  Effects of concentration process on the recovery of 
3,5-O-dicaffeoyl quinic acid(n=3) 

2.4  纯化 

通过对流动相组成、上样量、流速等条件的

优化，优选得到以下最佳中压液相色谱分离条件：

取生药浓度为 0.25 g·mL1 的浓缩液 20 mL，经

13 000 r·min1 离心 10 min 后，取上清液，置于装

有反相硅胶(50 μm)的玻璃柱上(15 mm×250 mm，

I.D.)，室温条件下(20 ℃)，以乙醇-5%醋酸溶液

(5∶95)为流动相，等度洗脱，流速为 20 mL·min1，

收集洗脱液(每份 50 mL)，液相分析，中压液相色

谱分离结果见图 6。根据测定结果，合并组分，减

压浓缩至干，即得目标产物。在该实验条件下，1

次中压液相色谱分离可制备得到 32.3 mg 高纯度

3,5-O-咖啡酰奎宁酸 (峰面积归一化法测定纯

度>98%)，纯化过程的回收率为 61.2%。 

2.5  结构鉴定 

ESI-TOFMS 谱图显示[M-H](m/z 515.119 4)

和[M+H]+(m/z 517.134 5)信号。 
1H-NMR(CD3OD，500 MHz)：δ 2.16~2.35(4H，

m，H-2，-6)，4.00(1H，dd，J=3.0，7.5 Hz，H-4)，

5.41(1H，m，H-5)，5.45(1H，m，H-3)，6.29 和

6.38(1H，d，J=16.0 Hz，H-8’， -8’’)，6.80 和

6.81(1H ，d，J=8.0 Hz，H-5’， -5’’)，6.98 和

6.99(1H ，dd，J=2.0，8.0 Hz，H-6’，-6’’)，6.99
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和 7.00 (1H ，d，J=2.0 Hz，H-2’，-2’’)，7.60 和

7.64(1H，d，J=16.0 Hz，H-7’，-7’’)。 

 
图 6  最佳中压液相色谱条件下分离所得流份的峰面积和纯度 

Fig. 6  Peak areas and purity of medium pressure liquid 
chromatography elutes under optimized conditions 

13C-NMR(CD3OD，125 MHz)：δ 34.69(C-2)，

36.44(C-6)，69.35(C-4)，70.73(C-3)，71.27(C-5)，

73.45(C-1)，113.72 和 113.78(C-8’，-8’’)，114.20 

(C-2’，-2’’)，115.11(C-5’，-5’’)，121.64 和 121.71 

(C-6’，-6’’)，126.42 和 126.54(C-1’，-1’’)，145.38 

(C-3’，-3’’)，145.71 和 145.92(C-7’，C -7’’)，148.11

和 148.21(C-4’，-4’’)，167.07 和 167.55(C-9’，-9’’)，

173.98(C-7)。 

上述质谱、1H-NMR 和 13C-NMR 数据与文献

[3]报道基本一致。 

2.6  3,5-O-二咖啡酰基奎宁酸对HeLa细胞的抗增

殖活性 

体外肿瘤细胞增殖抑制试验(MTT 法)[4]：取对

数生长期人宫颈癌 HeLa 细胞，0.25%胰蛋白酶消

化后，调整细胞悬液浓度为 5×104 ·mL1，每孔

100 μL 细胞悬液接种于 96 孔细胞培养板中。次日

给药(每孔 100 μL)，分别设空白对照组、细胞对照

组以及不同浓度药物组，于 37 ℃，5%CO2 培养

箱中培养 48 h 后，采用倒置显微镜观察，拍照记

录 各 组 细 胞 形 态 。 每 孔 加 入 20 μL MTT 

(5 mg·mL1，以 PBS 培养液溶解)，继续培养 4 h。

以移液枪小心吸去上清，每孔加入 150 μL DMSO，

室温置于摇床 10 min，酶标仪于 490 nm 处测定 OD

值，计算细胞存活率[细胞存活率(%)=(OD 药物组 

OD 空白对照组)/(OD 细胞对照组OD 空白对照组)×100%]和受试

药物的半数抑制浓度 IC50。 

细胞形态结果见图 7，48 h 时，暴露于

15.6 µg·mL1 药物的细胞，形态发生明显改变，细

胞轮廓变圆，贴壁不紧密，细胞数量减少，浓度

越高，细胞损伤越严重。 

 
0 µg·mL1          3.9 µg·mL1         7.8 µg·mL1 

 
15.6 µg·mL1        31.25 µg·mL1        62.5 µg·mL1 

图 7  不同浓度 3,5-O-二咖啡酰基奎宁酸对人宫颈癌 HeLa

细胞形态的影响 

Fig. 7  Effect of 3,5-O-dicaffeoyl quinic acid with different 
concentration on the morphology of HeLa cells  

细胞存活率见图 8，随 3,5-O-二咖啡酰基奎宁

酸浓度升高，细胞存活率下降，当浓度达到

15.6 µg·mL1 时，与正常对照组比较，细胞存活率

有显著差异(P<0.05)，IC50 值为 26.5 µg·mL1，95%

置信区间为 22.17~ 31.68 µg·mL1。研究结果表明，

3,5-O-二咖啡酰基奎宁酸对 HeLa 细胞具有一定的

体外抗增殖活性。 

 
图 8  3,5-O-二咖啡酰基奎宁酸对人宫颈癌 HeLa 细胞存活

率的影响(n=3) 
与正常对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Fig. 8  Effect of 3,5-O- dicaffeoyl quinic acid on the 
morphology of HeLa cells(n=3) 
Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

3  讨论 

3,5-O-二咖啡酰基奎宁酸的制备方法有化学

合成和植化分离等方法。Raheem 等[5]报道了一种

3,5-O-二咖啡酰基奎宁酸的合成方法，合成涉及羟

基的保护和脱保护，九步反应，得率约为 20.5%。

也有学者报道从植物中分离 3,5-O-二咖啡酰基奎

宁酸，但多数是从植物化学成分的角度研究，得

率较低，不适合工业化生产。本研究以奇蒿加工

过程中产生的废弃物奇蒿花为原料，研究 3,5-O-

二咖啡酰基奎宁酸的制备工艺，总回收率高
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(54.0%)，操作步骤少，适合大规模生产，为高纯

度 3,5-O-二咖啡酰基奎宁酸提供了一种新方法。 

本研究采用柱色谱提取和中压液相色谱法作

为提取和纯化方法，设备简单、操作简便、生产

效率高。应用柱色谱从植物中提取天然产物，已

被证明比传统的萃取方法更有效，溶剂用量更少，

能耗更低，特别适合于热不稳定天然活性成分的

提取[6-7]。本课题组前期研究发现 3,5-O-咖啡酰奎

宁酸的热稳定性较差[8]，本研究结果也表明，加热

回流提取法得率低于柱色谱提取法，而基于罐组

逆流提取原理的串联柱色谱提取法，比单根柱色

谱提取法，溶剂用量更少，提取效率更高。中压

液相色谱法常用于天然活性成分的分离纯化[9-12]，

兼顾柱效和系统压力，对仪器设备要求较低，可

在较低压力下完成对组分的分离，易于扩大生产。

本研究通过对流动相组成、上样量、流速等条件

的优化，在中压设备允许的压力范围内，在较短

的时间内(5 h 内)，实现了目标成分和杂质的部分

分离，得到了高纯度的 3,5-O-二咖啡酰奎宁酸。串

联柱色谱提取结合中压法是从植物材料中大量制

备热敏性成分的有效方法。 

在抗肿瘤活性方面，文献报道 3,5-O-二咖啡酰

奎宁酸能抑制癌蛋白 E6 和 E6AP，同时抑制 SiHa

和 CaSKi 细胞(宫颈癌细胞)的增殖[13]，本研究对

3,5-O-二咖啡酰奎宁酸对 HeLa 细胞的抗增殖活性

进行了研究，为 3,5-O-二咖啡酰奎宁酸及奇蒿进一

步开发利用提供了参考。 
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