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摘要#以电子鼻检测及评价模型为抑臭活性导向方法#余甘

子
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乙醇提取物经过有机溶剂分级萃取$硅胶正相分离$

0

#.

反相柱分离后得到了抑制口臭活性含量最高的
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等多种波谱分析对其进

行结构鉴定%波谱分析表明'
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,%为后续口臭研究及余甘子的开发

利用提供了依据%
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(热带&亚热带落叶小乔木的果

实,

#

-

!目前主要分布于中国南部的广东&广西&福建&贵州&云

南等省区以及热带的印度&马来西亚&泰国&巴基斯坦等国

家$中国余甘子资源分布广&品种繁多&产量丰富!但其开发

利用率及产品附加值低$余甘子作为藏药使用历史悠久!其

富含对人体有利的多种营养与活性成分!包括有酚类&糖类&

皂苷&有机酸&黄酮等类型物质!如鞣花酸&柚皮素&云香苷&

桂皮酸&槲皮素&没食子酸&
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谷甾醇&二十六烷酸等,
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年起国内外对余甘子植株活性研究报道日益增多$近

年来研究表明余甘子具有抗氧化,

@A/
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&抗肿瘤,
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&抗衰老,
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-

抗菌与消炎,
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-等作用$

口臭是一种口腔疾病!甚至是全身疾病的征兆$全球约

"/b

的人遭受口臭的困扰!口臭对患者造成严重的生理及心

里障碍$
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等,
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-探讨了口臭与幽门螺杆菌的关系!研究表

明幽门螺杆菌是口臭的致臭菌之一!能够生成硫化氢和甲硫

醇等挥发性硫化物$
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-研究了余甘子对幽门螺旋

杆菌的抑制作用!结果表明余甘子中的多酚类&黄酮类物质

具有很好的抗幽门螺旋杆菌作用$
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-论述了口腔清

新剂的质量评价方法$除此之外!国内外针对口臭形成的本

质&口臭的评价方法&抑制口臭的有效成分&改善口臭食品的

研究还很缺乏$基于此!本研究以电子鼻技术作为评价手

段!以抑臭能力作为活性导向追踪!对余甘子抑臭能力进行

评价!并对其提取物的抑臭成分进行分离纯化!以期从余甘

子中寻找有抑制口臭的成分!为余甘子开发利用提供理论

依据$
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材料与方法
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原料与试剂
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(+品种为玻璃甘!产自

广东潮州!购于广西南宁市海吉星水果批发市场*

乙醇&氯仿&乙酸乙酯&正丁醇&甲醇&硫酸&十二烷基硫
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酸钠&三乙醇胺+分析纯*

牛血清蛋白+上海罗氏制药有限公司*

甲醇&乙腈+色谱级!美国
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公司*

超纯水+过
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!浙江月旭科技有限公司$
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!

仪器设备

二氧化碳细胞培养箱+

WW)0?PC

型!上海博讯实业有限

公司医疗设备厂*

电子天平+
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型!梅特勒%托利多仪器'上海(

公司*

紫外分析仪+
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型!北京市六一仪器厂*
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VÊ P/$$

!德国
XHL89H

公司*

质 谱 仪+

>?1Pm34>EP4+2

型!加 拿 大
>

OO

(795

X7'N

=

N-9J0'H

O

'HG-7'<

公司*

便携式电子鼻+

?R*!

!德国
>1E3R*3R

公司*

分光光度计+
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型!上海佑科仪器仪表有限公司$
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试验设计与方法
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余甘子抑制口臭活性评价方法
!

课题组研究发现!电

子鼻传感器中
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'检测甲基类化合物(&

E

C

'检测无机硫化

物(&

E

B

'检测有机硫化物(与感官评价值相关性好!在口臭的

评估与检测中!
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可作为口腔恶臭的表征传感器!其

响应值越大表明口臭气味越严重$样品的电子鼻测定图谱

导入电子鼻分析模型中所得的臭味指数值越大!表明其口臭

越严重$因此本研究采用电子鼻的臭味指数为抑制口臭活

性评价指标$将待测组分配置成浓度为
!)"/J
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的样

品液!在
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顶空瓶中分别加入
#J]

全唾和
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样

品液!振荡均匀后!置于
!Cc

密封恒温孵化
#"I

后!采用电

子鼻分析其臭味程度!评价样品的抑臭活性$
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!

余甘子中抑臭活性物质的提取分离
!

余甘子抑臭活

性物质提取分离纯化路线见图
#

$
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#

(余甘子活性物质提取及有机溶剂萃取+余甘子果实

采摘后!经清洗晾干!去核!于
//c

恒温干燥
"

!
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!粉碎!得

余甘子干燥粉末!加入
/

倍体积的
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乙醇!超声提取
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后!于
/$c

水浴恒温提取
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!提取
!

次!合并提取液!过

滤!于
/$c

真空浓缩干燥得乙醇提取浸膏'

?

(!并将浸膏用
!

倍体积的水分散!得悬浮液!依次用等体积氯仿&乙酸乙酯&正

丁醇充分萃取!萃取次数
@

次以上!浓缩干燥!得到氯仿萃取

组分'

0

(&乙酸乙酯萃取组分'

R

(&正丁醇萃取组分'

X

(&水余液

组分'

M

($采用
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方法评价各萃取组分抑臭活性$

图
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余甘子抑臭活性物质提取分离流程
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组分的硅胶柱层析分离+将
#)!)"

'

#

(溶剂萃取中

活性较高的乙酸乙酯萃取组分'

R

(再用硅胶进行柱层析分

离$称取乙酸乙酯'

R

(萃取组分
##"

Q

!用等量硅胶干法拌样

后!装入玻璃层析柱!硅胶层析柱内径
##,J

!柱高为
/$,J

$

采用氯仿%甲醇体系进行梯度洗脱*依次用
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'
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Ca!

'

'

(!

%a@

'

*
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(进行洗脱$按不同梯度

收集样品并真空浓缩至干!分别得到
R

)

&

R

(

&

R

'

&

R

*
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组分$将各组分样品配置成同浓度的待测样品液!采用

#)!)#

方法测定不同洗脱组分的抑制口臭活性$
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(

组分的
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#.

反相层析柱分离+将
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(乙酸乙

酯萃取物硅胶柱层析的氯仿
A

甲醇体系
.a"

'

(

(洗脱组分

R

(

进行
0

#.

低压反相柱分离$

0

#.

反相层析柱内径
/,J

!柱

高为
@$,J

$采用
"$b

甲醇水溶液&

@$b

甲醇水溶液&

%$b

甲醇水溶液&

#$$b

甲醇溶液进行梯度洗脱!按不同梯度收集

样品 并 浓 缩 至 干!得 到
R

(

6"$

&

R

(

6@$
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(

6%$

&
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(

6#$$

$将各梯度样品配置成同浓度的待测样品液!采用

#)!)#

方法测定不同洗脱组分的抑制口臭活性$
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(
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的
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分离+将
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'

!

(中
0

#.

低压反相

柱分离洗脱组分
R

(
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用硅胶柱层析分离!干法装柱后依

次采用氯仿%甲醇体系
/$a#

'

%
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'

,
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#$a#

'

&

(!

/a#
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-

(!

!a#

'

.
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'

/

(进行梯度洗脱!并采用薄层色谱法

'

4]0

法(分析收集合并馏分!将所得馏分利用高压制备液相

色谱进行分离$样品溶解于甲醇溶液中!色谱条件+色谱柱+
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(!紫外

检测波长+
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全波长扫描!流动相+超纯水与甲醇

'色谱级(或者超纯水与乙腈'色谱级(等度洗脱!流速+

#)$J]

)

J7<

!温度+
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结构鉴定
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&
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型超导核磁共振仪测定!测定氢
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0*6E

(!以四甲基硅烷'

463

(为内

标$高分辨电子轰击质谱'
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(采用
>?1Pm34>EP

4+2

型质谱仪测定$大气压化学电离源
>?01

!扫描范围
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N,G<J'59
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结果与分析
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!

余甘子粗提物及溶剂萃取物的活性分析

余甘子粗提物及不同溶剂萃取物的活性分析见表
#

$由

表
#

可知!水余液的得率最高!表明余甘子粗提物中主要为

极性大的物质!中等极性物质较少!极性小的物质最少$与

空白对照比对!乙醇粗提物的电子鼻模型臭味指数均显著降

低'约为空白的一半(!说明余甘子有明显的抑臭作用$电子

鼻传感器
E

C

'

M#M

(&

E

B

'

M"M

(信号显示!乙酸乙酯萃取部

位与其他部位有显著性差异!且信号值最低!说明余甘子乙

酸乙酯萃取部位有明显抑制无机硫化物和有机硫化物产生

的作用*传感器
E

%

'

M#3

(信号显示!氯仿与乙酸乙酯萃取部

位无显著性差异!但两者相对其他部位有显著差异!说明余

甘子中小极性物质有明显抑制甲基类化合物产生的活性$

与
B/b

乙醇粗提物相比!各萃取组分臭味指数有一定差异!

其中氯仿和正丁醇萃取物与乙醇粗提物相当!而水余液不如

乙醇粗提物$比较其传感器信号值显示!乙酸乙酯萃取物的

抑制活性最显著!同时对甲基类化合物的抑制也相当显著!

说明余甘子萃取分离后所得乙酸乙酯萃取物活性显著高于

B/b

乙醇提取液!萃取分离对余甘子的抑臭活性物质进行了

富集纯化$

")"

!

R

组分的硅胶柱分离及活性分析

乙酸乙酯萃取组分经硅胶柱分离得到
/

个组分
R

)

&

R

(

&

R

'

&

R

*

&

R

+

!其得率与抑制口臭活性比较见表
"

$

表
#

!

余甘子粗提物与不同溶剂萃取物抑臭活性比较h

4G;(9#

!

0'J

O

GH7N'<-G;(9N'YG,-7Z7-

=

-'NL

OO

H9NN'HG(JG('5'H'Y?I

=

((G<-ILN9J;(7,G9[-HG,-7Z9

样品 得率)
b

电子鼻模型

臭味指数

电子鼻传感器信号值
:

)

:

+

E

%

'

M#3

(

E

C

'

M#M

(

E

B

'

M"M

(

空白对照
!

)

!")$BCd#)!./

5

##)"#!d$)%BC

;

!")@B@d")$/B

9

"#)"/!d$)C@"

9

乙醇粗提物 )

#@).#Cd$)B/$

;

##)$CCd$)/.C

;

#B)#CBd#)#@C

,

#!)@.#d$)C"!

,

氯仿
!!!

/)B@

#/)!/Cd$)%@C

;

C).!Bd$)!"/

G

#")B$%d$)%%"

;

.)@@.d$)@B!

;

乙酸乙酯
!

#$)/C

/)@%Cd$)!.%

G

.)!%Bd$)%.#

G

B)%C$d$)!#.

G

%)BB!d$)"!%

G

正丁醇
!!

#%)%$ #/)$.!d$)@/C

;

#")./@d$)@/.

,

#@)C!.d$)B%C

;

B)!#@d$)/@@

;

水余液
!!

@B)!"

"/).C!d")!//

,

#/)$@/d$)@"C

5

"C)@CCd#).CB

5

#.)@#Bd#)$#%

5

!!!!!!!!!!

h

!

同列数据后的不同字母表示存在显著差异'

?

#

$)$/

($

表
"

!

不同组分抑制口臭活性的比较h

4G;(9"

!

0'J

O

GH7N'<-G;(9N'YG,-7Z7-

=

-'NL

OO

H9NN'HG(JG('5'H'Y

)!+

,'J

O

'<9<-N

组分 得率)
b

传感器

E

C

'

M#M

(

E

%

'

M#3

(

E

B

'

M"M

(

空白对照 )

#%)B@"d$)!!%

,

#!)#".d$)"C@

5

##)%C!d$)!@B

,

R

(

/C)C/ %)$/$d$)"%"

G

B)/CBd$)/.C

G

/)#.Bd$)!#B

G

R

*

")$@

.)"%/d$).#@

;

B)B/@d$)%#%

G;

%)C!"d$)/.#

;

R

)

"#)"%

.)@#"d$)/C%

;

##)#..d$)C!@

,

%)."%d$)@!/

;

R

'

#")@@ .)%C.d$).!!

;

#$)"@@d$)@#$

G;,

C)/@Bd$)C$@

;

R

+

%)!.

B)!$#d$).@.

;

#$)B$Cd$)%/$

;,

C)C$Bd$)%@.

;

!!!!!!!!!!!!!!

h

!

同列数据后的不同字母表示存在显著差异'

?

#

$)$/

($

@"

第
!"

卷第
#$

期 姜元欣等+余甘子抑制口臭活性物质的分离纯化与结构鉴定
!



!!

由表
"

经统计学分析!观察传感器
E

C

'

M#M

(与
E

B

'

M"M

(数据!各硅胶分离组分均显著低于对照组!其中组分

R

(

降低程度最大!且与其他
@

个分离组分有显著性差异!表

明
/

个组分都具备抑制全唾中硫化物生成的活性!且组分
R

(

的活性最强$对于传感器
E

%

'

M#3

(!

/

个组分与空白对照

组有显著性差异!但
/

个组分相互间差异性不明显!说明
/

个组分都有抑制甲基类化合物生成的活性$

/

个组分对全唾臭味指数的影响见图
"

$由图
"

可知!

组分
R

(

&

R

'

&

R

*

有降低臭味指数的活性!组分
R

(

活性最

强!与其余组分有显著性差异*组分
R

)

&

R

+

促进了臭味指

数升高!其中组分
R&

尤为明显!呈现显著性差异$因此
R

(

组分中活性成分抑制口臭能力最强!可以作为活性跟踪的组

分!需对其做进一步分离纯化$

不同字母表示存在显著差异'

?

#

$)$/

(

图
"

!

不同组分对全唾臭味指数的影响

27

Q

LH9"

!

RYY9,-'YR

)!

R

+

,'J

O

'<9<-N'<NG(7ZG

'5'H7<59[

")!

!

组分
R

(

0

#.

反相柱粗分离及活性分析

组分
R

(

'

%@)%.

Q

(经
0

#.

反相层析柱分离所得组分得率

与抑制口臭活性比较见表
!

和图
!

$由表
!

可知!

@

个反相

层析分离组分中
R

(

6"$

的得率最高!达到
.$)#!b

$各洗

脱组分与空白对照组相比皆有显著性差异!但组分间无差

异!说明各组分都有抑制口臭的活性!且活性能力相当$观

察三个传感器信号值!与
R

(

相比!除
R

(

6"$

有所升高或

基本持平外!其余洗脱组分
R

(

6@$

&

R

(

6%$

&

R

(

6#$$

有

一定程度的降低!但与
R

(

6"$

无显著差异$说明
0

#.

反相

层析柱的不同乙醇浓度洗脱物!其抑制口臭没有显著差异!

鉴于其他组分洗脱物的含量少!而
"$b

甲醇水溶液洗脱的得

率为
.$)#!b

!因此对
"$b

甲醇水溶液洗脱部位
R

(

6"$

做

进一步的制备分离$

不同字母表示存在显著差异'

?

#

$)$/

(

图
!

!

不同洗脱梯度!甲醇-水"组分对全唾臭味指数的影响

27

Q

LH9!

!

RYY9,-'Y57YY9H9<-9(L-7'<

Q

HG579<-

!

J9-IG<'(P

UG-9H

"

'<NG(7ZG'5'H7<59[

表
!

!

不同洗脱梯度$甲醇(水%组分抑制口臭活性比较h

4G;(9!

!

0'J

O

GH7N'<-G;(9N'YG,-7Z7-

=

-'NL

OO

H9NN'HG(JG('5'H;

=

57YY9H9<-9(L-7'<

Q

HG579<-

$

J9-IG<'(PUG-9H

%

组分 得率)
b

传感器

EC

'

M#M

(

E%

'

M#3

(

EB

'

M"M

(

空白对照 )

#").%Cd$)C@"

;

##)$""d$)@@@

;

.)%"$d$)@!"

;

R

(

6#$$ $)B! ").%/d$)#%#

G

")C$#d$)#"#

G

")%$#d$)#%@

G

R

(

6%$ $)B$

!)$$%d$)"#/

G

!)#C/d$)"!#

G

")%$%d$)#B$

G

R

(

6@$ B)"$

")B!/d$)!B#

G

").$"d$)"%#

G

").%#d$)".@

G

R

(

6"$ .$)#! @)$/"d$)./"

G

!)C!@d$)%C"

G

!)%!!d#)$@"

G

R

(

)

!).!/d$)$""

G

!)@C#d$)#$#

G

!)C@/d$)$@"

G

!!!!!!!!!!!!!

h

!

同列数据后的不同字母表示存在显著差异'

?

#

$)$/

($

")@

!

R

(

6"$

组分的
W?]0

分离及纯度检测

R

(

6"$

组分经硅胶反复正相分离及液相制备分离后

得到
!

个化合物+

]#

'

%).J

Q

(&

]"

'

@)/J

Q

(&

]!

'

@)BJ

Q

(!通

过
W?]0#B$

!

.$$<J

全波长扫描进行纯度检测!

]#

&

]!

的

最大吸收波长在
"$"<J

左右!

]"

的最大吸收波长在
".$<J

左右'图略(!所得化合物纯度均在
B.b

以上$

")/

!

化合物
]#

&

]"

&

]!

结构鉴定

化合物
]#

为无色粒状晶体!熔点
##$c

!易溶于水!微

溶于甲醇$

#!

0*6E

'

#"/6WS

!

0V

!

+V

(谱中给出碳信号
-

+

B.)#

'

0P#

(!

C!).

'

0P"

(!

C@).

'

0P!

(!

C#).

'

0P@

(!

C#).

'

0P/

(!

%")C

'

0P%

(!

B!)B

'

0P#

4(!

C")B

'

0P"

4(!

C%)"

'

0P!

4(!

C.)$

'

0P@

4(!

C.)$

'

0P/

4(!

%").

'

0P%

4($

#

W *6E

'

/$$6WS

!

0V

!

+V

(谱中给出

#"

个质子信号
-

+

@).C

!

@)C/

!

@)/C

!

@)!!

!

!)%@

!

!)/%

!

!)@%

!

!)""

!

!)#"

$

R31P63

'

P

)

4

(正离子检测+

"$!

,

:(L,'N9f*G

-

f

!负离

子检测+

#%#

,

:(L,'N9PW

!

+

-

A

!相对分子质量为
!@"

$以上

数据与文献,

#"

-报道的麦芽糖谱图数据基本一致'由于溶剂

不同化学位移值差异较大(!确定化合物
]#

为麦芽糖'

JG(-P

'N9

(!见图
@

$

!!

化合物
]"

为浅黄色油状液体!微具气味!溶于甲醇$

#!

0*6E

'

#/$6WS

!

0V

!

+V

(谱中给出碳信号
-

+

#%!)#

'

0P

#

(!

#!!)/

'

0P"

(!

#!")@

'

0P!

(!

#!")@

'

0P@

(!

#!")@

'

0P/

(!

#!")@

'

0P%

(!

#!!)/

'

0PC

(!

#%!)#

'

0P.

(!

%@)!

'

0P#

4(!

@$)#

'

0P"

4(!

!#)%

'

0P!

4(!

!$)#

'

0P@

4(!

"@)B

'

0P/

4(!

"@)$

'

0P%

4(!

#@)@

'

0PC

4(!

##)@

'

0P.

4(!

%@)!

'

0P#

44(!

@$)#

'

0P"

44(!

!#)%

'

0P!

44(!

!$)#

'

0P

/"

基础研究
!

"$#%

年第
#$

期



@

44(!

"@)B

'

0P/

44(!

"@)$

'

0P%

44(!

#@)@

'

0PC

44(!

##)@

'

0P.

44($

#

W*6E

'

%$$6WS

!

0V

!

+V

(谱中给出质子信号
-

+

C)C$

'

J

!

"W

(!

C)/"

'

J

!

"W

(!

@)"%

'

55

!

T

#

e.)/WS

!

T

"

e#)%WS

!

"W

(!

@)#B

'

55

!

T

#

e.)/WS

!

T

"

e#)%WS

!

"W

(!

#)%B

'

J

!

"W

(!

#)@%

!

#)!"

'

J

!

#%W

(!

$)B/

!

$)B$

'

55

!

Te#!).

!

%)!WS

!

#"W

($

R31P

63

'

P

)

4

(正离子检测+

!B#

,

6fW

-

f

!

@#!

,

6f*G

-

f

!

#%%

,

O

I-IG(7,G,75

-

f

!相对分子质量为
!B$

$以上数据与文献

,

#!

-报道的数据基本一致!确定化合物
]"

为
#

!

"P

苯二甲酸
P

双
P"

4甲基庚酯,

X7N

'

"PJ9-I

=

(I9

O

-

=

(

(

O

I-IG(G-9

-!见图
/

$

图
@

!

化合物
]#

的化学结构式

27

Q

LH9@

!

4I9,I9J7,G(N-HL,-LH9'Y-I9,'J

O

'L<5]#

图
/

!

化合物
]"

的化学结构式

27

Q

LH9/

!

4I9,I9J7,G(N-HL,-LH9'Y-I9,'J

O

'L<5]"

!!

化合物
]!

为无色晶体!溶解甲醇!

#!

0*6E

'

#/$6WS

!

0V

!

+V

(谱中给出碳信号
-

+

C!).

'

0P#

(!

%@)@

'

0P"

(!

#@C)B

'

0P

#

4(!

#!")@

'

0P"

4(!

#"B)B

'

0P!

4(!

##!).

'

0P@

4(!

#"B)B

'

0P/

4(!

#!")@

'

0P%

4($

#

W*6E

'

%$$6WS

!

0V

!

+V

(谱中给出
#$

个质

子信号
-

+

")$"

!

@)$#

!

@)/B

!

/)$#

!

%)%%

!

C)#"

$

R31P63

'

P

)

4

(负离

子检测+

#/$

,

6PW

!

-

A

!相对分子质量为
#/!

$以上数据与文献

,

#@

-报道的数据基本一致!确定化合物
]!

为
#P

'

@

4

P

氨苯基(

P

#

!

"

异二醇,

#P

'

@

4

PGJ7<'P

O

I9<

=

(

(

P9-IG<9P#

!

"P57'(

-!见图
%

$

!!

经以上分析!发现分离鉴定的
!

个化合物结构都不是一

类物质!且均不是新化合物!在其他研究抗氧化活性的植物

原料中均有报到!其中一种为最为普通的多羟基化合物%%%

麦芽糖!另一种为塑化剂类结构类似物!第三种为含苯环的

多羟基化合物$

图
%

!

化合物
]!

的化学结构式

27

Q

LH9%

!

4I9,I9J7,G(N-HL,-LH9'Y-I9,'J

O

'L<5]!

!

!

结论
以电子鼻口臭检测及评价模型为抑臭活性导向方法!采

用有机溶剂分级萃取&硅胶正相柱分离&

0

#.

反相柱分离等方

法!从余甘子干果
B/b

乙醇提取物分离得到了抑制口臭活性

最强的
R

(

6"$

组分!将该组分进行多次正相硅胶柱分离与

W?]0

制备分离!分离得到了
!

种化合物!利用#

W *6E

&

#!

0*6E

&

WEPR31P63

等多种波谱结构鉴定了
JG(-'N9

'

]#

(&

#

!

"PX7N

'

"PJ9-I

=

(I9

O

-

=

(

(

O

I-IG(G-9

'

]"

(&

#P

'

@

4

PGJ7<'P

O

I9<

=

(

(

P

9-IG<9P#

!

"P57'(

'

]!

($本研究的抑臭评价手段对清咽类保健食

品或口腔清新类产品的研发提供一个评价的方法$由于未能

进一步制备纯化的化合物再次进行除臭活性分析!试验结果

对寻找有价值的口腔除臭成分还有一定的不足和困难$
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