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3一甲磺酰基丙基

提取分离与抗月
异硫代氰酸酯的
中瘤的体外试验

王伟， 苏光耀， 沈莲清。
(浙江工商大学食品与生物工程学院，浙江杭州310035)

摘 要：为了得到具有抗癌有活性的、较高纯度的3一甲磺酰基丙基异硫代氰酸酯(iberin)，作者研

究了iberin的提取、分离及纯化工艺。确定了以丙酮为溶剂，从甘蓝种子的硫苷酶解产物中超声提

取iberin粗提物，并用GC—MS鉴定其结构，再依次通过正相硅胶柱与Sephadex LH一20凝胶柱分

离提纯得到iberin样品，HPLC测定其纯度为80．9％。采用体外细胞筛选试验研究iberin的抗肿

瘤活性，结果显示iberin对小鼠白血病细胞P388和人鼻咽癌细胞CNE均有很强的抑制效果。
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Studies on Purification and Antitumor in Vitro Experiment of Iberin
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Abstract：In order to obtain anticancer and high purified 3一methylsulpropane isothiocyanate

(iberin)， the extraction， separation and purification of iberin obtained from enzymatic

hydrolysates of glucosinolates in cabbage seed were carefully investigated． The iberin was

ultrasonic extracted from cabbage seed with acetone and then determined by GC—MS．The extract

were separated and purified by using the silica gel column chromatography and Sephadex LH一20

column chromatography． The purity of iberin was 80．9％， which was determined by high

performance liquid chromatograph(HPLC)． Moreover，the antitumor effects of iberin were also

tested． The results present here demonstrated that iberin exhibited a higher inhibition effect on

the pro“feration of P388 and CNE tumor cell．
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甘蓝类植物(Brnssif口。比mcP口L)是十字花科

(Cruciferae)芥属(Brassicae)的一个种，起源于地

中海沿岸和西北欧的海滨Ⅲ。甘蓝属蔬菜是全世

界栽培历史最长、种植面积最广的十字花科蔬菜，

原料易得且具有较强的防癌作用，因为十字花科植

物中含有比较丰富的硫代葡萄糖苷(Glucosino—

late)，它是一种含硫含氮的阴离子亲水性植物次生

代谢产物，可被芥子酶(myrosinase)或胃肠道中细
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菌酶降解生成异硫代氰酸酯、硫代氰酸酯、腈类化

合物、嚅唑烷硫酮等化合物心1]。其中异硫代氰酸

酯具有高度的生物活性¨]，已经证实异硫代氰酸酯

可增加或上调一些解毒酶的活性，促进清除致癌

物，降低癌症发生的危险，具有防癌作用卜6|。美国

科学家瓦特伯格博士是第一个发现十字花科甘蓝

属蔬菜具有防癌作用的科学家。早在1977年他就

发现从包心菜中提取的异硫氰酸酯类化合物可抑

制由致癌物诱发的小鼠恶性肿瘤。大多数研究者

认为，异硫代氰酸酯是通过对致癌物的代谢调控机

制起作用[7-8]。

3一甲磺酰基丙基异硫代氰酸酯(Iberin)是3一甲

磺酰基丙基硫代葡萄糖苷(Glucoiberin)经黑芥子

酶酶解或酸水解产生的一类异硫代氰酸酯p]，相对

分子质量为163．30，分子式CH。SOCH。CH。CH：

NCS，结构式为：

0

||
／s＼／＼／N≮夕s
作者以鸡心甘蓝种子为原料，利用植物种子本

身内在的芥子酶，研究了甘蓝种子中硫苷的酶解产

物异硫代氰酸酯的提取、分离和纯化工艺，并鉴定

其结构。通过研究溶剂、超声对iberin提取的影响，

确定了提高iberin含量的提取工艺，此外采用体外

细胞筛选试验研究iberin的抗肿瘤活性。

1 材料与方法

1．1 原料

鸡心甘蓝种子：杭州市种子公司购买；Iberin

标样：SIGMA公司产品。

1．2试剂

甲醇：MERCK公司产品，为色谱纯；丙酮，正己

烷，浓盐酸试剂：杭州华东化工试剂有限公司产品，

均为分析纯；200～300目柱层析硅胶：青岛海洋化

工厂生产；SephadexTM LH一20：安玛西亚公司产品。

1．3 仪器

SK5200LH超声仪：上海科导仪器有限公司制

造；L00YE ZX98—1旋转蒸发仪：上海申胜仪器厂

制造；BsZ一100自动部分收集器：上海沪西分析仪器

厂有限公司制造；LGJ一10冷冻干燥机：北京四环科

学仪器厂制造；Shimadzu LC一20A高效液相色谱

仪：日本岛津公司制造；Trace 2000 GC／DSQ MS：

美国热电公司，配有NIST V2．O谱库。

1．4检测方法

1．4．1 HPI。C检测条件 色谱柱：Shimadzu RP一

18C(250 mm×4．6 mm带预柱)；检测波长：

20l nm；流动相：V(甲醇)：V(水)=4：6；流速：

O．8 mL／min；柱温：25℃；进样量：10弘L；检测时

间：20 min。

1．4．2 GC—MS检测条件 色谱柱：HP一5ms石英

毛细管柱(15 m×0．25 mm×0．25肛m)；载气：高纯

氮气，恒流流速；进样口温度：250℃；升温程序：

50℃保持2 min，然后以10℃／min升温至250℃，

保持8 min。GC—MS接口温度250℃，扫描范围

35～500 amu，扫描频率2次／s，EI离子源温度

200℃，EI能量70 eV。

1．5 实验方法

1．5．1 Iberin的制备与提取工艺的优化

1)硫苷的酶解：参照文献[10]中硫苷最佳酶解

条件进行酶解。1 000 g甘蓝种子机械粉碎后，添加

2 000 mL蒸馏水和20 mg抗坏血酸，用盐酸调节至

pH 4，搅拌后用保鲜膜封好，置于摇床(25℃，200

r／min)中酶解8 h。将酶解好的样品冷冻干燥，得

到种子粉末待用。由于种子粉末中iberin的含量比

较低，作者通过对提取工艺的优化提高iberin的提

取率。

2)不同溶剂对提取率的影响：准确称取3份2

g的干燥粉末，然后分别加入40 mL的二氯甲烷、

丙酮、乙酸乙酯作为提取溶剂，在摇床中浸提8 h，

过滤，浓缩滤液。浓缩物加2 mL水定溶后过O．22

肛m水系滤膜，HPLC定量分析，求出各个样品中

iberin的提取率，通过提取率的大小比较不同溶剂

的提取效果，确定提取溶剂。

3)超声时问对提取率的影响：准确称取9份2

g的干燥粉末，每份都加入40 mL丙酮，分别超声

提取15、30、45、60、75、90、105、120 min，其中一份

作为对照在摇床中浸提8 h，过滤，浓缩滤液。浓缩

物加2 mL水定溶后过o．22扯m水系滤膜，HPI￡定

量分析，求出iberin的提取率，通过提取率的大小比

较超声提取和摇床提取的效果并确定超声提取时间。

4)Iberin的提取：剩余的干燥粉末加20 L丙

酮，超声提取，抽滤除去粉末，粉末再用10 L丙酮超

声提取，合并两次丙酮浸提液，浓缩并回收溶剂，浓

缩物用正己烷充分脱脂后得到硫苷酶解粗提物。

用HPLC和GC—MS定性、定量检测粗提物中

iberin的含量，粗提物用于进一步的分离纯化。

1．5．2 Iberin的分离 粗提物用少量丙酮溶解后，

湿法上硅胶层析柱(4 cm×70 cm，柱体积800 mL)，

再依次用V(正己烷)：V(丙酮)一5：5，4：6，3：7

共3个梯度的洗脱剂系统进行洗脱，每个剃度的洗
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脱体积为5 L，调到最大流速15 mL／min左右，每

250 mL收集1瓶。用GF删硅胶板对收集物进行

TLC分析，根据结果合并含有iberin的馏分，

HPLC检测iberin的纯度。

1．5．3 Iberin的纯化 采用Sephadex LH一20凝胶

层析柱(2．5 cm×100 cm，柱体积400 mL)对粗样

品进一步纯化。浓缩的iberin粗样品用少量丙酮溶

解，过o．22“m的有机膜除去杂质后上样。以丙酮

为洗脱液，洗脱体积为400 mL，控制流速为20 s／

滴，部分收集器每2 h收集l管，用GF。。。硅胶板对

收集物进行TLC分析，根据结果合并含有iberin的

馏分，HPI，C检测iberin的纯度。

1．5．4 体外抗肿瘤活性研究一MTT法

1)受试物：纯化后的iberin样品(纯度>80％)，

以适量DMSO溶解，临用时以无血清DMEM稀释至

所需浓度，DMSO终浓度低于O．1％。

细胞株及培养条件：人宫颈癌HeLa细胞、人原

髓细胞白血病HL一60细胞、人鼻咽癌CNE细胞和

人前列腺癌PC3细胞购自中科院上海细胞库；小鼠

白血病P388细胞由浙江大学孙红祥教授馈赠。上

述肿瘤细胞用含10％新生牛血清、40 U／mL庆大霉

素的DMEM培养液，于37℃、5％COz和饱和湿度的

培养箱中传代培养，取对数生长期细胞用于实验。

2)体外肿瘤细胞增殖抑制试验[11|：取对数生

长期肿瘤细胞，调整细胞悬液浓度，每孔100“L细

胞悬液接种于96孔细胞培养板中，接种24 h后给

药(100肛L／孔)，分别设空白对照组、细胞对照组以

及5个质量浓度受试物组。继续培养72 h后每孔

加入100肛L MTT(质量浓度1 mg／mL，以DMEM

培养液溶解)，37℃培养4 h，弃去各孔内液体后加

入150“L酸化异丙醇(含O．04 mol／L HCl)，避光放

置30 min，DG3022A型酶联免疫检测仪测定570 nm

处吸光度，计算不同质量浓度受试物对肿瘤细胞的体

外增殖抑制率，并以孙瑞元教授编写的NDsT(New

Drug Statistical neatment)计算机程序计算受试物对

肿瘤细胞增殖(72 h)的半数抑制浓度(IC5。)。

2结果与讨论

2．1 Iberin提取工艺的优化

2．1．1 不同溶剂对提取率的影响 目前提取异硫

代氰酸酯常用溶剂是二氯甲烷，提取效果比较好，

但缺点是毒性较大。由于异硫代氰酸酯极性较小，

常用的溶剂有丙酮和乙酸乙酯，试验结果见图1。

丙酮的提取效果跟二氯甲烷差不多，但毒性小、沸

点低、易于旋转蒸发，可以缩短提取时间。而乙酸

乙酯提取效果不如二氯甲烷和丙酮，所以选用丙酮

作为提取溶剂。
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图l 不同溶剂对iberjn提取率的影响

Fig．1 Effect of different solVents咖extraction of iberin

2．1．2超声时间对提取率的影响 种子经机械粉

碎，由于有些细胞没有完全被破碎，酶解后有很多

异硫代氰酸酯残留在细胞内，一般的提取方法就很

难将细胞内的iberin提取出来，而超声提取就有这

方面的优势。超声提取原理是利用超声波产生的

强烈振动、空化效应、粉碎等作用使细胞破碎，将细

胞内所含成分提取到溶剂中。

采用摇床浸提8 h的方法，iberin的提取率为

28．6％。超声时间对iberin提取的影响见图2。由

图2可见，超声提取能够提高异硫氰酸酯的提取

率，超声30 min后iberin的提取率达到28．3％。

iberin的提取率随超声时间的增加而增大，到75

min时iberin的提取率达到最高，为39．O％，但过

75 min后提取率开始减少，因此超声时间控制在75

min内较为合适。有研究表明：在超声提取过程中，

异硫代氰酸酯在丙酮溶液中是稳定的。这种现象

可能是由于温度对iberin的稳定性有影响，超声时

间过长或温度升高会导致其部分分解。根据实验

结果确定种子粉末用丙酮超声提取75 min。

图2超芦时间对iberin提取军的影响

Fig．2 Effect Of uItr躯Onic tjme 0n extraction Of iberin

2．1．3提取工艺流程的确定甘蓝种子一粉碎一

酶解8 h一冷冻干燥一丙酮超声提取75 min，提取

二次一抽滤合并两次滤液一浓缩一浓缩物正己烷

脱脂一硫苷酶解粗提物。

郇∞"如巧加：2

m，O

摹＼蚌铎掣S口IJaD_
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2．2硫苷酶解粗提物的HPLC检测

Iberin标品的HPLC分析结果见图3。用

HPLC分析测定样品，分别以保留时间和峰面积对

样品中iberin进行定性和定量分析。硫苷酶解粗提

物的HPLC检测结果见图4，对照标品的出峰时间，

初步确定样品中含有iberin。

图3 Iberin标品的HPLC图谱

Fig．3 HPLC chromatograph of standard iberin

时间／min

图4硫苷酶解产物的HPLC图谱

Fig．4 HPLC chromatograph of enzymatic hydrolysat鹤

Of gIuc惦inoIat酷

2．3硫苷酶解粗提物的GC·MS检测

硫苷酶解粗提物的GC图谱见图5。图5中保

留时间为11．92 min的化合物经在线计算机谱库检

索，并根据有机化合物质谱断裂的一般规律和有关

数据进行定性(将该化合物的质谱图与标准质谱图

对照)，确定硫苷酶解粗提物中含有iberin，其谱库

检索相关性达到90．87％，相对丰度为45．35％。
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图5硫苷酶解租提物的GC图谱

Fjg．5 GC chromatograph of e眦ymatic hydrolysat嚣of

gIucosinolat瞄

2．4 Iberin的分离

大约8 g的iberin粗提物上硅胶层析柱，梯度

洗脱后，共收集60瓶。浓缩每瓶收集物，用硅胶板

对收集物进行TLC分析，合并含有iberin的馏分，

HPLC分析iberin样品的纯度，结果见图6。根据

在201 nm下iberin对应的峰面积的百分比，得出

样品中iberin的纯度为51．5％。

图6硅胶层析柱分离后iberin粗样品的HPLc图谱

Fig．6 HPLC chromatograph of jberin sampIe separated

by si-j∞gel column chromatography

2．5 Iberin的纯化

经硅胶柱层析分离得到的iberin粗样品上

Sephadex LH一20凝胶层析柱进一步纯化，共收集

40管馏分，用GF嘲硅胶板对收集物进行TLC分

析。合并含有iberin的馏分，用HPLC分析iberin

的纯度，结果见图7。图7中杂质峰较少，说明该馏

分中杂质比较少，iberin的纯化效果较好。根据201

nm处iberin对应峰面积的百分比，得出该馏分中

iberin的纯度为80．9％。
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图7 sephadex LH一20凝胶层析柱纯化后jberin样品

的HPLC图谱

Fig．7阳PI￡cll舢to留raph 0f iberiII s帅pIe pu—ned by
sephadex L件20 gel酬岫ch删lmto舯phy

2．6 Iberin的体外抗肿瘤活性

选用人宫颈癌HeLa细胞、人原髓细胞白血病

HL一60细胞、人鼻咽癌CNE细胞、人前列腺癌PC3

细胞、小鼠白血病P388细胞，用质量浓度分别为

0．625、1．250、2．500、5．ooo、10．000且g／mL共5个

剂量的受试药物作用于肿瘤细胞，72 h后各组的肿

瘤细胞抑制率见表1。

以孙瑞元教授编写的NDST(New Drug Statisti—

cal Treatment)计算机程序计算受试物对肿瘤细胞增

∞如∞加∞如∞如加m
o
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殖(72 h)的半数抑制浓度(IC5。)，结果见表2。

表l Iberin对不同肿瘤细胞株的抑制作用

Tab．1 Inhibition effects of iberin on djfferenttumor ce¨Iin箦

表2 Iberin对不同肿瘤细胞的IC50(72 h)

Tab·2 Ic5。(72 h)0fiberin on differentt岫or ce¨ 3 结 语
肿瘤细胞 IC5。／(“g／mL)

HeLa

HL一60

CNE

PC3

P388

3．79±O．14

3．45±O．66

2．77±O．37

5．27±O．46

2．65±O．08

试验结果显示，iberin对多种肿瘤细胞株(He—

La、HL-60、CNE、PC3以及P388细胞)均有体外增

殖抑制活性。其中对小鼠白血病细胞P388和人鼻

咽癌细胞CNE抑制作用最强，其次对人宫颈癌细

胞Hela和人白血病细胞HL一60也有很强的抑制，

对人前列腺癌细胞PC3抑制作用较弱。
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