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芸苔属植物种子中萝卜硫素的提取工艺研究
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摘要：由于萝卜硫素(1I异硫氰酸一4一甲磺酰基丁烷)具有一定的抗癌作用，该化合物越来越引起

人们的重视。作者对芸苔属植物种子为原料的萝卜硫素提取工艺进行了研究，通过比较原料预处

理方式、溶剂、预先酶解时间、萃取时间、金属离子等对提取的影响，得到萝卜硫素的提取工艺条

件。GC—MS表明，提取的物质为萝卜硫素。
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Abstract：Natural Sulforaphane (4一methylsulfinyl一3_butenyl isothiocyanate) is an interesting

research area for anti—cancer effect in nutrimental and pharmaceutical application．In this work，

the extraction of sulforaphane from broccoli seed meal using s01Vent extraction was inVestigated．

In order to achieve a high extraction rate，the optimum extraction process parameters，including

pre-treatment technique，solvent concentration，pre—reaction time，extraction time and metal ions

were carefully investigated and achieved． Furthermore， the is01ated substrate was proVen to be

sulforaphane by GC—MS analysis．
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花椰菜，甘蓝等能减少癌症的发病率¨引。十字花

科植物具有抗癌作用是因为含有硫代葡萄糖苷(简

称硫苷，Glucosin01ate)。当植物被磨碎或咀嚼时，
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硫苷就会被硫代葡萄糖苷酶水解，在不同pH值、盐

浓度等影响下，变成异硫氰酸酯、氰酸酯、腈类或恶

唑烷2一硫酮等各种化合物，其中异硫氰酸酯是最重

要的一类化合物。异硫氰酸酯是植物抵抗昆虫的

一类防御性物质，对动物有抗营养作用，因此在菜

籽加工动物饲料前需用微生物降解等方法将其除

去H]。但是近年来发现异硫氰酸酯类化合物(如萝

卜硫素、异硫氰酸苯乙酯等)表现出很强的抗癌活

性。萝卜硫素(sulforaphane，1一异硫氰酸一4一甲磺酰

基丁烷，分子结构式见图1)是葡萄糖莱菔子苷(硫

苷的一种)经酶解后产生的，它具有抑制I型酶和

诱导Ⅱ型酶的作用，从而可以在体内中和致癌化学

物质。另外萝卜硫素还可以抑制癌细胞繁殖，诱导

细胞凋亡，保护DNA免收损伤，抗癌细胞转移等作

用[5-6]。因此，萝卜硫素被认为是迄今为止蔬菜中

发现的最强的抗癌成分之一。动物实验表明经常

食用富含萝卜硫素的蔬菜可以提高抗癌能力口’8]。
o

|I
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图l萝卜硫素分子式

Fig．1 Molecule fomula Of sulforaphane

随着对萝卜硫素研究的深入，人们迫切需要一

种萝卜硫素的提取路线。但是目前国内对于萝卜

硫素等异硫氰酸酯的报道主要是分析检测方

面∽’10|，有关萝卜硫素的提取方法以及不同品种植

物萝卜硫素的含量比较还很少有文献报道。作者

以芸苔属植物种子为原料，对萝卜硫素的提取工艺

进行了研究，并且对一些常见的芸苔属植物中萝卜

硫素的含量进行了比较。

1材料和方法

1．1 材料

原材料：蔬菜种子为西兰花、甘蓝、芥蓝、羽衣

甘蓝、球茎甘蓝、大白菜、花菜等，共28个品种。其

中翠绿青花菜80 d(西兰花)购于温州首指种业有

限公司，其余种子均购于杭州勿忘农种子公司。

主要试剂：萝卜硫素标样：购于Sigma公司；甲

醇为色谱纯，其余试剂均为分析纯。

主要仪器：高效液相色谱仪：waters公司产品，

配备有1525型泵和2996检测器；TRACE 2000

DSQ GC／MS气质联用仪：美国热电公司产品，配有

NIST V2．0谱库；DFT一100中药粉碎机：温岭市大

德中药机械有限公司产品；ZFQ 85A旋转蒸发器：

上海医械专机厂产品；有机通风柜：浙江三和科教

仪器有限公司产品。

1．2方法

1．2．1 以脱脂种子为原料的提取流程 15．0 g种

子磨碎一加入过量正己烷脱脂一加入25 mL的

o．05 mol／mL的磷酸缓冲液(pH 7．o)混合，酶解一

分别加入40 mL的有机溶剂萃取3次一真空浓缩

除去有机溶剂一甲醇定容到50 mL一0．22且m微滤

膜过滤一HPLC测定萝卜硫素含量。以青花菜种

子为原料，分别研究原料预处理方式、溶剂、酶解时

间、萃取时间、金属离子等对萝卜硫素提取率的影

响，得出最佳提取工艺。

1．2．2 以未脱脂种子为原料的提取流程 15．O g

种子磨碎一加入25 mL的O．05 mol／mL的磷酸缓

冲液(pH 7．0)混合，酶解一分别加入40 mL的二氯

甲烷萃取3次一真空浓缩除去二氯甲烷一残留物

用体积分数10％乙醇溶液溶解一正己烷萃取3次

以除去油脂一体积分数10％乙醇相用二氯甲烷萃

取3次一旋转蒸发除去二氯甲烷一甲醇定容到50

mL一0．22“m微滤膜过滤一HPLC测定萝卜硫素

含量。

1．2．3 HPLC分析条件 色谱柱：ZORBAX E—

clipse XDB-C18，D 4．6 mm×150 mm，粒径：5 Iim；

流量：1 mL／min；温度为30℃；检测波长：241 nm；

进样量：10“L；流动相为从体积分数10％甲醇、

90％水，45 min内线性变化到90％甲醇、10％水。

定量方法：以一系列浓度的萝卜硫素标样溶液做标

准曲线，得y=3×108X+109 682，R2=O．999 9，在

1．0～60．0弘g／mL范围内都与峰面积呈良好的线

性关系。

1．2．4 GC—MS分析条件 色谱柱：HP一5弹性石

英毛细管柱(30 m×O．25 mm×0．25 pm)，气化室

温度300℃，恒流流量(高纯氦气)：1．O mL／min，柱

程序升温：50℃保持2 min，以10℃／min升到190

℃，再以20℃／min升到300℃，保持5 min。接口

温度280℃，EI+源：70 eV，200℃，检测器电压

350 V，扫描频率2次／s，质量范围：35～500。

2结果与分析

2．1萝卜硫素的鉴定

对青花菜种子提取液做了GC—MS分析，总离

子流图见图2，图中保留时间为14．78 min的质谱

图见图3，荷质比与文献[11]相近。紫外扫描图谱

(图4)和液相保留时间(15．160 min，图5)也和萝卜

硫素标样一致，因此可知水解液中液相分析保留时
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间为15．160 min左右的物质为萝卜硫素。

从图中可以看出，二氯甲烷、三氯甲烷、乙酸乙

酯作为萃取剂时，萃取液中萝卜硫素含量比较高。

二氯甲烷提取率最高，而且容易挥发，在旋转蒸发

时很容易除去，因此二氯甲烷最适合作为萃取剂。

但是因二氯甲烷具有较大的毒性，当提取的萝卜硫

素用作食品或药品时，乙酸乙酯适宜作为萃取剂。石

油醚作为萃取剂时，萃取液中未检测到萝卜硫素。

2．2不同溶剂对提取率的影响

以翠绿青花菜种子为原料，比较了二氯甲烷、

三氯甲烷、乙酸乙酯和石油醚作为萃取剂对萝卜硫

素萃取率的影响结果如图6所示。
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2．3原料脱脂对提取率的影响

正己烷脱脂可能会使芥子酶失活而减少异硫氰

酸盐的形成，因此有些文献采用新鲜种子直接水解后

提取萝卜硫素。为了比较这两种方法的提取率，作者

做了两组对比实验。分别称取15 g青花菜种子，按

方法1．2．1和方法1．2．2提取萝卜硫素，HPLC测定

提取率。两种方法得到的提取率如图7所示。

I
脱脂后提取 直接提取

图7原料脱脂对提取率的影响

Fig．7 Effect of de—fat of seed meal on the yieId of sul‘

foraphane

由图可见，尽管正己烷可能会影响芥子酶的酶
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是由于种子中含有大量油脂，阻碍了芥子酶和硫苷

的接触，而且由于新鲜种子和缓冲液混合后黏度很

大，萃取时传质和过滤都比较困难，导致部分萝卜

硫素留在滤渣中没被二氯甲烷洗下来，损失比较

多。因此在以后的实验中，均采用先脱脂然后再提

取的工艺。

2．4预先水解时间对提取率的影响

以翠绿青花菜种子为原料，提取时间均为6 h

的情况下，比较了预先水解时间分别为O h(即二氯

甲烷和缓冲液同时加入到种子中)、2、4、6 h后萃取

的萝卜硫素得率，结果见图8。
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图8预先水解时间对提取率的影响

Fig．8 Effect of pre-reaction tjme蚰the yield of su卜

foraphane

从图中可以看出，预先水解时间对提取率影响

不大，即酶水解同时加二氯甲烷对提取率影响不

大，由此可推测二氯甲烷对硫苷酶的活性没有影

响。但是当预先水解时间为0 h(即一边水解一边

萃取)时，总的提取时间最短，因此在以后的实验中

采用预先水解时间为o h的提取方式。

2．5萃取时间对提取率的影响

以翠绿青花菜种子为原料，预先水解时间为o h

时，研究了萃取时间为2、4、6、8、10 h时萃取液中萝

卜硫素的含量，结果如图9所示。可以看出萃取时间

为8 h后萃取率达到最高，因此萃取时间应为8 h。

2．6不同离子对提取率的影响

萝卜硫素是由芥子酶催化葡萄糖莱菔子苷水

解而来的，金属离子的存在可能对芥子酶的酶活有

促进或抑制作用。以翠绿青花菜种子为原料，在水

解时加入FeCl：、MgCl2、ZnClz和CaCl：等(浓度均

为5 mmol／L)，研究这些金属离子对萝卜硫素产量

的影响，结果如图10。

从图中可以推断Fe2十、M92+、Ca2+等金属离子

对酶活有抑制作用，因而造成萝卜硫素提取率降

低。Zn2+离子则对萝卜硫素的提取率没有影响，因

此综合考虑，提取液中不加金属离子。

图9萃取时间对提取率的影响

Fig．9 Effect of extraction time on the yieId of suIfora-

phane
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图10金属离子对萝卜硫素产量的影响

Fig．10 Eff色ct 0f different metaI ions on the yield of

sulforaphane

2．7各种子中萝卜硫素含量的分析

文献报道西兰花、甘蓝、芥蓝、羽衣甘蓝、球茎

甘蓝、大白菜、花菜等芸苔属蔬菜都含有萝卜硫素。

为了寻找最佳的提取原料，比较了这7个种类蔬菜

共28个品种的种子的萝卜硫素提取率，结果发现

芥蓝、大白菜、花菜和羽衣甘蓝中并没有发现有萝

卜硫素，西兰花、甘蓝和球茎甘蓝的各个品种水解

液都得到了萝卜硫素。

对西兰花各个品种种子的萝卜硫素得率进行

了分析(表1)，可以看出西兰花种子的萝卜硫素得

率比其它种子要高很多，因此西兰花种子是提取萝

卜硫素的最佳原料。虽然西兰花种子都含有萝卜

硫素，但是不同品种的总异硫氰酸酯和萝卜硫素的

得率很不一样。绿龙I号、绿龙II号、翠绿青花菜

的萝卜硫素得率很高，而蓝海、蓝帝、蓝带的得率很

低。这个不同可能是由于不同品种的芥子酶活性

不同造成的。Matusheski研究认为，在有些品种

中，4一甲基亚磺酰丁基芥子油苷(glucoraphanin)的

酶解产物主要是腈类物质sulforaphane nitrile，但

如果通过添加外源的芥子酶，则会主要水解为萝卜

硫素[11|。在今后的研究中，将添加不同的外源芥子

酶，观察这些品种的萝卜硫素产量。在所有的种子

中，绿龙1号的萝卜硫素得率最高。翠绿青花菜种
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表l 13种芸苔属植物种子中萝卜硫素提取率。

Tab．1 YieId of suJforaphane from蛐eds of 13 Varjeti嚣of

B，口ssfcn

*注：其余15种芸苔属种子中未检出萝卜硫素，没有列在

该表中。

子的萝卜硫素得率虽然比绿龙系列的要低，但是其

价格比绿龙要低很多(绿龙I号种子的市场价是翠

绿青花菜的12倍)，因此翠绿青花菜、绿龙I号和绿
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3)共检测了28种芸苔属植物种子，结果表明

13种种子中含有萝卜硫素，其中以绿龙I号、绿龙
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