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高速逆流色谱分离芝麻菜种子中的硫代葡萄糖苷

．沈莲清， 许明峰
(浙江工商大学食品与生物工程学院，浙江杭州310035)

摘要：比较了各种溶刺系统对高速逆流色谱法分离硫代葡萄糖苷的影响，考察了高速逆流色谱

的流速、转速和进样量对提取效果的影响。用V(正丁醇)：V(乙腈)：V(15％的硫酸铵溶液)一

1，0．5 l 2．4作为溶剂系统上相作流动相，在体积流量为1．0 mL／min、转速为600 r／min的条件

下，成功地从甲醇粗提物中分离了硫代葡萄糖苷，并用高效液相色谱法测定硫代葡萄糖苷，纯度达

到95．2％。
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Separation of Glucosinolate from Eruca sative Seed by High—Speed

Counter-Current Chromatography

SHEN Lian—qing，XU Ming-feng

(College of Food Science and Biotechnology Engineering，Zhejiang Gongshang University，Hangzhou 310035，China)

Abstract：In the manuscript，the effects on different solvent system，flow rate，rotary speed and

sample value for extract glucosinolate from Eruca satire seed were studied．Glucoerucin was

obtained by HSCCC with a binary phase solvent system composed of EtOH—ACN一1 5％(NH4)2

SOI(1 l 0．5 l 2．4)．The mobile phase was the upper phase and performed at a flow rate at 1．0

mL／min，while the apparatus rotated at 600 r／min．The result of high performance liquid

chromatographic revealed that the purity was 95．2％．
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硫代葡萄糖苷(gIucosinolate)广泛存在于十字

花科(Cruciferea)植物中，是最主要的次生代谢产

物‘¨。到目前为止，已经发现120多种硫苷‘21。根

据侧链R基团的不同，可以把硫苷分为：脂肪类、吲

哚类和芳香类[3]。在十字花科相应内源黑芥子酶

(thioglucoside glucohydrolase，EC 3．2．3．1)的作

用下，硫苷容易水解生成异硫氰酸盐j硫氰酸盐和

腈类等化合物H]，pH、侧链R基团和金属离子的不

同将影响各产物的形成Es3。最近几年发现，硫苷的

降解产物可以抑制真菌和微生物的生长，同时还发

现某些硫苷还具有抗癌的作用，这主要是通过降解

产物激发人体免疫力而起作用。硫苛的降解产物

收稿日期：2007—03—28．

基金项目：浙江省重大科技项目(2004C12005)．

作者简介：沈莲清(1946一)，女，江苏苏州人，教授，博导，主要从事农产品加工及天然活性物质提取方面的研究．

通讯作者：许明II(1981·)t男，浙江长兴人，农产品加工及天然活性物质提取硕士研究生．Email：exxmf@163．Col-n

 

 万方数据



14 食品 与 生物技术 学报 第26卷

是抗癌药的重要组成部分，其提取和纯化方法正日

益引起人们的关注。目前已有很多方法用于分离

提取硫苷，比如离子交换法和HPLC，但只能得到

很少量的硫苷[6]。吴谋成[73等用DEAE Sephadex

A一25葡聚糖凝胶柱阴离子交换与高效液相色谱联

用分离的方法，分别从甘蓝型油菜种子和芥菜型油

菜种子中各提纯分离出一种硫代葡萄糖苷，得到了

较纯的化合物。作者选择高速逆流色谱可快速、大

量地提取硫苷，具有一定的理论和现实意义。芝麻

菜属十字花科植物，原产于我国云南，是一种重要

的植物油和蛋白质来源，近年来风行于印度和巴基

斯坦[8]，作者报道了从芝麻菜种子中提取、分离硫

代葡萄糖苷的方法。

1材料与方法

1．1材料与仪器

1．1．1材料 芝麻菜种子，成都市特色种业研究

所提供；硫苷标准品，Sigma公司提供。

1．1．2 试剂 甲醇，乙酸乙酯，正丁醇，乙腈，甲

醇，乙腈。

1．1．3仪器 高速逆流色谱仪(HSCCC．D400)：浙

江工商大学食品与生物工程研究所研制；岛津公司

高效液相色谱仪：由LC一20AT泵、SP肛20A紫外检

测器、柱温箱组成；LOOYE ZX98—1型旋转蒸发仪：

上海申胜仪器厂制造；LGJ一10型冷冻干燥机：北京

四环科学仪器厂制造。

1．2测定方法与指标

高效液相色谱方法鉴定提纯物的纯度。色谱

条件：色谱柱，Shimadzu VP—ODS，250 mm×4．6

mm；流动相为乙腈+3 mmol／L四甲基溴化铵溶液

(体积比10：90)；体积流量1．0 mL／min；紫外检测

波长230 tim；柱温25℃。

1．3实验方法

1．3．I硫代葡萄糖苷的提取 为了保证硫苷不被

酶解，首先必须使酶失活。采用高温钝化的方法，

把芝麻菜种子加入到沸腾的甲醇中灭酶30 min。

然后用粉碎机粉碎，并用沸腾的甲醇对原料进行提

取，每次1 h，共进行3次，可以萃取出其中的大部

分硫苷。对甲醇提取物进行浓缩，将浓缩得到的膏

状物溶于适量水，再以等量乙酸乙酯对其进行脱脂

处理，连续3次。将水相旋转蒸发至含水量较少

时，再对其进行冷冻干燥，就可得到粗样品。

1．3．2 硫代葡萄糖苷逆流色谱分离条件的选择

选择合适的溶剂系统、转速、流速和进样量，用高速

逆流色谱技术，分离单种硫代葡萄糖苷。逆流色谱

技术的关键在于溶剂系统的选择。硫代葡萄糖苷

是一类水溶性化合物，作者选用的是一个含盐的高

极性溶剂系统嘲，以正丁醇、乙腈、盐溶液为系统组

分，试验不同的比例及盐溶液浓度的有关参数，找

到对硫苷分离较为有效的系统。

2结果与分析

2．1溶剂系统的选择

在试验过程中，首先是TLC分析初选，测定被

分离组分在溶剂系统的上相和下相的溶解分配情

况，再通过小型的逆流色谱仪实验以确定其可行

性，最终选定合适的溶剂系统，结果见表1。

表1不同溶剂系统

Tab．1 The different solvent system

对芝麻菜种子粗提物进行TLC分析，结果见

图1的0号所示。由图l可见，该粗样品中至少含

有A、B、C、D 4种主要成分。因为TLC板上某斑点

颜色的大小、深浅程度与该斑点所代表的物质在溶

液中的浓度相关，故可以通过TLC分析判定各物

质在某一溶剂系统中的分配情况。从图1看出，在

各个溶剂系统中除了组分A与组分B外，其它各组

分的分配情况变化不大，且两组分在2号系统和4

号系统中的分配系数与在其它系统中的分配系数

有较大差距。又因为在2号系统中A、B、C 3种组

分的分配系数相似，不易于三者的分离，故选择4

系统。

A

C

B

D

图l展开剂：氯仿一甲醇一水(体积比10；10 t 1l

显色剂：质量分数15％的硫酸乙醇溶液

Fig．1 The result of separation under the circumstance

of 0．79 sample Developping solvent system：

chloroform-methanol-waterl 10；10：1】

Colorizing agent：15％sulfuric acid-enthanol SO-

lution
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2．2体积流量对HSCCC保留率的影响

将高速逆流色谱仪的转速设为600 r／min，分

别测定流动相在0．5、1．0、1．5、2．0 mL／min的条

件下固定相的保留率，测定流动相体积流量对固定

相保留率的影响。HSCCC—D400型高速逆流色谱

仪的转速为600 r／rain时，流动相体积流量对固定

相的保留率的影响见图2。从图2可以看出，在转

速固定时，随着流动相体积流量的增大，固定相的

保留率呈下降的趋势。当流动相的体积流量为0．5

mL／min和1．0 mL／min时，固定相保留率分别为

86．5％和82．6％；当流动相的体积流量增加到1．5

mL／min时，固定相的保留率降到75．8％；当流动

相的体积流量增加到2．0 mL／min时，固定相的保

留率降低到62．4％。可见低流量时保留率较高，但

低流量也会导致分离效率的降低。综合考虑保留

率和分离效率的影响，选取体积流量为1．0 mL／

min。

摹

静
缸
隧
罂
馊
瞳

图2不同体积流量对固定相保留率的影响

Fig．2 Effect of different flow rate on the retention ratio

of stationary phase

2．3转速对HSCCC保留率的影响

将流动相的体积流量设为1．0 mL／min并保持

恒定，分别测定转速在200、400、600、800 r／min时

固定相的保留率，测定转速对固定相保留率的影

响。

流动相的体积流量为1．0 mL／min时高速逆流

色谱仪转速的变化对固定相保留率的影响见图3。

从图3可以看出，当转速为200 r／rain和400 r／rain

时，固定相的保留率分别为54．1％和73．1％；当转

速达到600 r／rain时，固定相的保留率达到

82．6％；随着转速的增大，固定相的保留率相应增

大。当转速为800 r／rain时，固定相保留率达到了

83．5％，可见转速越高保留率较高，但考虑到仪器

承受力有限，故选取转速为600 r／min。

2．4进样量对分离效果的影响

将流动相体积流量固定为1．0 mL／min，色谱

柱转速固定为600 r／min，分别测定进样量为0．5、

1．0、1．5、2．0 g(均溶解在20 mL由固定相和流动

相等体积组成的溶剂系统中)时的分离情况。比较

其分离效果以确定该逆流色谱仪较为有效的最大

进样量。
’

进样0．5 g和1．0 g时，A与B组分可以分离

开来；当进样为1．5 g时，各组分有少量交叉；当进

样2．0 g时，分离效果很差，各组分有很严重的交叉

现象。图4即为进样1．5 g时对收集样品TLC分

析的结果。

摹
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转速／(r／min)

囤3不同转速对固定相保留率的影响

Fig．3 The effect of rotary speed on the retention ratio

of stationary phase ．

2 6 10 14 18 22 26 32 34 38 42 46 50 54 58 62

展开荆：氯仿一甲醇一水(10；10·1)，显色刑：15％硫酸乙醇

溶液

圈4迸样■为1．5 g时的分离结果

Fig．4 The result of separation under the circumstance

ofl．5 g sample

2．5高效液相色谱图分析

当选用V(正丁醇)。V(乙腈)：V(15％胸硫酸

铵溶液)=1：0．5；2．4溶剂体系，体积流量1．0

mL／min、转速为600 r／rain时一个组分的HPLC

图谱见图5。

通过HPLC检测可知，样品的纯度达到了

95．2％，从而可知高速逆流色谱具有很好的分离

效率。

3 结 语

1)对逆流色谱分流芝麻菜种子中的硫代葡萄

糖苷的溶剂系统进行了研究，找到了合适的溶剂系
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统正丁醇一乙腈一15％硫酸铵溶液(体积比1；0．5：

2．4)。

2)采用柱容积400 mL的HSCCC—D400型高

速逆流色谱仪分离芝麻菜种子粗提物，可以分离得

》
目

时间／min

到较纯的样品组分。

3)研究了影响逆流色谱分离的主要参数：流动

相流量、色谱柱转速、进样量等对固定相的保留率

及分离效果的影响，优化了分离条件。

500

400

名300
200

lOO

0

O 5 10 15 20 25 30

时间／rain

柱规格：Shimadzu VP·ODS 250 minX 4．6 mmI．D．，流动相：乙腈：3 mmol／L四甲基溴化铵溶液(10：90)流速：1．0 mL／minI检测波长：UV检

测器230 nm

图5标准品和样品的HPLC谱图

Fig．5 The HPLC chromatogram of the standard and the sample
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