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摘要：利用普通硅胶柱，选用乙醚—正己烷作流动相对姜油

树脂进行初步分离，采用 ＧＣ—ＭＳ法进行跟踪检测。对比

不同展开剂下β倍半水芹烯和姜烯混合液在硝酸银硅胶板

上的层析情况，选用体积比为９９１的正己烷—乙酸乙酯流

动相体系分离其中的β倍半水芹烯。结果表明：β倍半水芹

烯的ＧＣ—ＭＳ峰面积百分数达９５．７９％，收率为８９．７３％。通

过对β倍半水芹烯峰值样进行 ＨＰＬＣ检测，证明β倍半水

芹烯的紫外特征吸收波长为２３２ｎｍ，在姜烯的特征吸收峰

２６２ｎｍ下基本无吸收。

关键词：硅胶；硝酸银硅胶；β倍半水芹烯；柱层析
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β倍半水芹烯与姜烯等均为倍半萜烯类化合物，同属姜

油树脂的主要活性成分［１］。研究［２］证实，β倍半水芹烯同姜

烯均具有抗溃疡、抗生育、抗病毒等多种生物活性。β倍半

水芹烯的性质与姜烯极为相似，常规的分离方法难以得到高

纯度的β倍半水芹烯。Ｗｉｎｓｔｅｉｎ等
［３］发现银离子可以与烯

烃类物质形成络合物，该物质所含双键的位置对络合物的稳

定性有一定的影响［４－５］；姜油树脂中所含倍半萜类型不同，

其双键位置不同，因此与银离子形成的络合物稳定性也不同。

本试验拟根据β倍半水芹烯的结构特点，在前期研究
［６］３８－４３

的基础上结合贾雁高［７］３５－５２研究的普通硅胶柱层析的工艺路

线，利用β倍半水芹烯和姜烯与银离子形成络合物稳定性的

不同，采用二次柱层析法［８］从姜油树脂中分离提纯β倍半水

芹烯，旨在为高纯度β倍半水芹烯的提取分离提供依据。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂

１．１．１　材料与试剂

姜油树脂：南阳张仲景大厨房股份有限公司；

乙醚、甲醇、硝酸银、正己烷、乙酸乙酯、香草醛、浓硫酸：

Ａ．Ｒ．，天津广成化学试剂有限公司；

柱层析硅胶：２００～３００目，青岛海洋化工有限公司；

Ｇ型薄层层析硅胶板：青岛海洋化工有限公司。

１．１．２　主要设备

自动核酸蛋白分离层析仪：ＭＡ９９３型，上海沪西分析

仪器有限公司；

气相 色 谱—质 谱 联 用 仪：ＨＰ６８９０Ｎ５９７２ＮＭＳＤ 型，

ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ；

高效液相色谱仪（ＵＶＤ）：１２６０Ｉｎｆｉｎｉｔｙ型，ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈ

ｎｏｌｏｇｉｅｓ。
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１．２　试验方法

１．２．１　硅胶柱层析法分离姜油树脂中的β倍半水芹烯和姜

烯　参照贾雁高
［７］３５－３７和董新荣等［９］有关硅胶柱的分离研

究，将层析用硅胶１１０℃下活化１０ｍｉｎ后干法装柱，量取１ｇ

姜油树脂于层析柱中，柱长６０ｃｍ，用体积比３９７的乙醚—

正己烷流动相体系进行洗脱，控制流速２ｍＬ／ｍｉｎ，分瓶收集

流出液，以ＧＣ—ＭＳ测定其组成。

１．２．２　ＧＭ—ＭＳ和 ＨＰＬＣ分析　用气质联用色谱仪进行跟

踪检测，确定流出液的组成。检测过程中的色谱条件与质谱

条件参照前期姜烯的分析条件［１０］。同时以高效液相色谱法

进一步分析β倍半水芹烯的紫外吸收情况。

色谱条件：ＯＤＳ柱，柱温２５℃；流动相为甲醇—水体系，

梯度洗脱（０～５ｍｉｎ内甲醇浓度由０升至５％；５～１２ｍｉｎ

内，甲醇浓度由５％升至２０％；１２ｍｉｎ后甲醇浓度为２０％），

流量１ｍＬ／ｍｉｎ；ＤＡＤ检测器，检测波长２３２ｎｍ。

１．２．３　硝酸银硅胶与硝酸银硅胶Ｇ板的制备　称少量硝酸

银于体积比为７３的甲醇—水溶液中，待其完全溶解后加

入硅胶，搅拌均匀，１１０℃条件下避光烘干，避光保存备用。

将Ｇ型薄层层析板置于１０％的硝酸银溶液中浸泡１０～２０ｓ

后取出，避光晾干。

１．２．４　硝酸银硅胶Ｇ板ＴＬＣ试验　参照前期研究
［１０］，吸取

β倍半水芹烯的峰值样品，用毛细管点样于已处理好的硝酸

银硅胶Ｇ薄层板上，以正己烷和乙酸乙酯不同配比的混合溶

液作为展开剂，展开后取出Ｇ板，用１％的香草醛－浓硫酸

溶液显色。

１．２．５　硝酸银硅胶柱层析分离β倍半水芹烯　参照普通硅

胶柱的装法，避光下将处理好的硝酸银硅胶［１１］一次性加入

层析柱中，取硅胶柱中富含β倍半水芹烯的流出液加入层析

柱的上端，加流动相，控制流速，分瓶收集样品，待测。

１．２．６　β倍半水芹烯的 ＧＣ—ＭＳ和 ＨＰＬＣ 分析　采用

ＧＣ—ＭＳ和 ＨＰＬＣ测定硝酸银硅胶柱各样品的组成及β倍

半水芹烯的含量。分析条件同１．２．２。

２　结果与分析
２．１　硅胶柱层析法分离β倍半水芹烯

图１普通硅胶柱峰值样的ＧＣ—ＭＣ检测结果表明，该样品

中主要含有姜烯和β倍半水芹烯两种物质（见表１）。经 ＨＰＬＣ

在２３２ｎｍ下进一步检测却只出现一个吸收峰（见图２），前期的

研究表明姜烯在２３２ｎｍ下具有紫外吸收，分析其原因如下：

图１　硅胶柱层析法的ＧＣ／ＭＳ色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＧＣ／ＭＳｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆβｓｅｓｑｕｉｐｈｅｌｌａｎｄｒｅｎｅ

ｂｙｓｉｌｉｃａｇｅｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｃｏｌｕｍｎ

表１　硅胶柱β倍半水芹烯峰值样的化学组成及相对含量

Ｔａｂｌｅ１　 Ｔｈｅｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓａｎｄｔｈｅｉｒｒｅｌａｔｉｖｅ

ａｍｏｕｎｔｏｆβｓｅｓｑｕｉｐｈｅｌｌａｎｄｒｅｎｅｐｅａｋｓａｍｐｌｅ

保留时间 化学成分 峰面积百分数／％

１３．６４ 姜烯 ３１．０３

１４．２９ β倍半水芹烯 ６８．９７

图２　β倍半水芹烯峰值样的 ＨＰＬＣ色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆβｓｅｓｑｕｉｐｈｅｌｌａｎｄｒｅｎｅ

ｐｅａｋｓａｍｐｌｅ

① 在２３２ｎｍ下β倍半水芹烯不具有紫外吸收；② 在２３２ｎｍ

下β倍半水芹烯与姜烯具有完全相同的紫外吸收。为了证

实β倍半水芹烯的紫外吸收情况，进行进一步的研究。

２．２　硝酸银硅胶Ｇ板薄层层析

由图３可知，正己烷含量在９６％～９９％范围内的混合溶

剂对β倍半水芹烯和姜烯的分离效果较好，但是整体区别不

大，试验过程中考虑到硅胶的性质［１２］，层析过程适宜选用弱

极性的溶剂，最终确定体积比９９１的正己烷—乙酸乙酯混

合溶剂作为柱层析的流动相。图３中β倍半水芹烯的显色

点为最上端的紫红色斑点，犚犳值约为０．６，在烘干显色过程

中该点逐渐消失，出现此现象的原因可能是β倍半水芹烯与

银离子形成的络合物具有受热不稳定性，该结论有待进一步

的研究。

从左至右正己烷与乙酸乙酯体积比分别为９９１，９８２，９７３，９６４

图３　β倍半水芹烯峰值样在硝酸银硅胶Ｇ板上的薄层层析

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｔｈｉｎｌａｙｅｒｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｏｆβｓｅｓｑｕｉｐｈｅｌｌａｎｄｒｅｎｅｏｎ

ａｒｇｅｎｔａｔｅｄｓｉｌｉｃａｇｅｌＧｐｒｅｃｏａｔｅｄｐｌａｔｅ

２．３　β倍半水芹烯的硝酸银硅胶柱层析

以体积比为９９１的正己烷—乙酸乙酯为流动相体系，

以１．２．３中处理好的硝酸银硅胶干法装柱，取１．２．１硅胶柱中

β倍半水芹烯和姜烯的混合液上柱，控制流速２ｍＬ／ｍｉｎ，收

集流出液。将所得峰值样品进行 ＧＣ—ＭＳ检测，检测结果

见图４及表２。
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图４　硝酸银硅胶柱β倍半水芹烯的ＧＣ／ＭＳ色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＧＣ／ＭＳｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆβｓｅｓｑｕｉｐｈｅｌｌａｎｄｒｅｎｅ

ｂｙａｒｇｅｎｔａｔｅｄｓｉｌｉｃａｇｅｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｃｏｌｕｍｎ

表２　硝酸银硅胶柱β倍半水芹烯峰值样的

化学组成及相对含量

Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓａｎｄｔｈｅｉｒｒｅｌａｔｉｖｅ

ａｍｏｕｎｔｏｆβｓｅｓｑｕｉｐｈｅｌｌａｎｄｒｅｎｅｐｒｏｄｕｃｔ

保留时间／ｍｉｎ 化学成分 峰面积百分数／％

１３．３３ 十二甲基环六硅氧烷 ４．２１

１４．２７ β倍半水芹烯 ９５．７９

ＧＣ—ＭＳ检测结果表明，β倍半水芹烯和姜烯经硝酸银

硅胶柱可实现充分分离，β倍半水芹烯峰值样中其相对含量

可达９５．７９％。分析该峰值样所得质谱数据，其检测结果与

ＴｅｒｉｓＡ等
［１３］所得β倍半水芹烯的质谱数据基本相同，因此

可判定该峰值样为β倍半水芹烯。

２．４　β倍半水芹烯的紫外吸收

将２．３中的峰值样分别在２３２ｎｍ 和２６２ｎｍ 下进行

ＨＰＬＣ检测，所得结果见图５。结果表明，β倍半水芹烯具有

紫外吸收，其特征吸收波长为２３２ｎｍ，峰面积百分含量达

９６．２０％；在姜烯的紫外特征吸收峰２６２ｎｍ下β倍半水芹烯

基本无吸收，在硅胶—硝酸银硅胶柱上两种烯可以实现充分

的分离。

图５　β倍半水芹烯峰值样的 ＨＰＬＣ色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ５　 ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆβｓｅｓｑｕｉｐｈｅｌｌａｎｄｒｅｎｅ

ｐｅａｋｓａｍｐｌｅ

２．５　β倍半水芹烯的收率

根据硅胶—硝酸银硅胶柱所得样品和姜油树脂的

ＧＣ／ＭＳ分析结果，参照贾雁高
［７］５９的计算方法，计算β倍半

水芹烯的收率：

犢＝
犃１×犞１

犃２×犿×犖
×１００％， （１）

式中：

犢———收率，％；

犃１———单位体积柱层析样品中β倍半水芹烯的 ＧＣ峰

面积计数；

犃２———单位体积姜油树脂样品中β倍半水芹烯的 ＧＣ

峰面积计数；

犞１———柱层析所得β倍半水芹烯样品的体积，ｍＬ；

犿———姜油树脂的样品量，ｇ；

犖———姜油树脂的稀释倍数。

在选定的分离条件下，共收集样品９６ｍＬ，样品中β倍

半水芹烯的峰面积计数为３５７７７３５７，计算得β倍半水芹烯

的收率为８９．７３％。

３　结论
Ｗｉｎｓｔｅｉｎ

［３］研究证明烯烃类物质与银离子可形成络合

物，该络合物的稳定性与其双键位置有关。本试验根据姜油

树脂中β倍半水芹烯和姜烯双键位置的差异，在贾雁

高［７］３５－５２和作者前期研究［６］３８－４３的基础上以普通硅胶柱—

硝酸银硅胶柱分离出了姜油树脂中的β倍半水芹烯，同时证

明了β倍半水芹烯在２３２ｎｍ下具有紫外吸收。该方法具有

较高的收率与纯度，为分离提纯天然产物中的β倍半水芹烯

提供了参考依据。硝酸银硅胶Ｇ板薄层层析过程中，显色点

在加热条件下逐渐消失，对于β倍半水芹烯与银离子形成的

络合物是否具有受热不稳定性，还有待进一步的研究与探讨。
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［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１０，７５（９）：７３１７３９．

［３３］ＨａｎｎａＳｔａｒｏｓｚｃｚｙｋ，ＪｕｌｉａＰｉｅｌｉｃｈｏｗｓｋａ，ＫａｔａｒｚｙｎａＳｚｔｕｋａ，ｅｔ

ａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｃｏｄｇｅｌａｔｉｎｆｉｌｍｓ

ｍｏｄｉｆｉｅｄｗｉｔｈＥＤＣａｎｄＴＧａｓｅ［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１２，１３０

（２）：３３５３４３．

［３４］曾少葵，杨思新，冯翠玲，等．转谷酰胺酶及阿魏酸改性对鱼皮

明胶可食膜性能的影响［Ｃ］／／２０１１年中国水产学会学术年会．

北京：中国水产学会，２０１１：４１３．

［３５］ＪａｙａｐｐａＭＫｏｌｉ，ＳｕｂｒａｔａＢａｓｕ，ＢｉｎａｙＢＮａｙａｋ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐｒｏｖｅ

ｍｅｎｔｏｆｇｅｌｓｔｒｅｎｇｔｈａｎｄｍｅｌｔｉｎｇｐｏｉｎｔｏｆｆｉｓｈｇｅｌａｔｉｎｂｙａｄｄｉｔｉｏｎ

ｏｆｃｏｅｎｈａｎｃｅｒｓｕｓｉｎｇｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ

ｏｆＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅ，２０１１，７６（６）：５０３５０９．

［３６］安广杰，王璋．改性水解明胶的理化性质分析［Ｊ］．食品科学，

２００７，２８（７）：６８７２．

［３７］葛晓军．鱼皮明胶的壳聚糖与酶法复合改性及其膜性能研究

［Ｄ］．青岛：中国海洋大学，２０１１：４０４２．

［３８］ＹａｓｉｒＡｌｉＡｒｆａｔ，ＳｏｏｔｔａｗａｔＢｅｎｊａｋｕｌ，ＫｉｔｉｙａＶｏｎｇｋａｍｊａｎ，ｅｔ

ａｌ．Ｓｈｅｌｆｌｉｆｅｅｘｔｅｎｓｉｏｎｏｆｒｅｆｒｉｇｅｒａｔｅｄｓｅａｂａｓｓｓｌｉｃｅｓｗｒａｐｐｅｄ

ｗｉｔｈｆｉｓｈｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅ／ｆｉｓｈｓｋｉｎｇｅｌａｔｉｎＺｎＯｎａｎｏｃｏｍｐｏｓｉｔｅ

ｆｉｌｍｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄｗｉｔｈｂａｓｉｌｌｅａｆｅｓｓｅｎｔｉａｌｏｉｌ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１５，５２（１０）：６１８２６１９３．

（上接第１６７页）

［８］朱斌，陈晓光．二次柱层析制备高纯度表没食子儿茶素没食子酸

酯（ＥＧＣＧ）的工艺研究［Ｊ］．食品与机械，２００９，２５（４）：８３８５．

［９］董新荣，刘仲华，何新益，等．辣椒色素的分离纯化与光学性质

的研究［Ｊ］．食品与机械，２００６，２２（６）：５３５５．

［１０］王艳，杜爱玲，杜爱琴．银离子配位柱层析法分离姜油树脂中

的姜烯［Ｊ］．精细化工，２０１２，２９（７）：６７３６７７．

［１１］ＧｈｏｓｈＡ，ＨｏｑｕｅＭ，Ｄｕｔｔａ．Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙ

ａｃｉｄｅｓｔｅｒｓｂｙａｒｇｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｌｕｒｒｍｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｏｎｓｉｌｉｃａａｃｉｄ

［Ｊ］．Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，１９７２，６９（１）：２０７２０８．

［１２］ＳｎｙｄｅｒＬＲ，ＤｏｌａｎＪＷ，ＧｒａｎｔＪＲ．Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｉｎｈｉｇｈ

ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ［Ｊ］．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，

１９７９，１６５（１）：３３０．

［１３］ＴｅｒｉｓＡ，ＶａｎＢ，ＧｅｒｒｉｔＰ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｉｖｅ

ｍａｊｏｒｓｅｓｑｕｉｔｅｒｐｅｎｅｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｓｏｆｇｉｎｇｅｒ［Ｊ］．Ｊ．Ｐｈｙｔｏ

ｃｈｅｍｉｃａｌＡｎａｌｙｓｉｓ，１９９１，２（１）：２６３４．
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