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摘要!以亚麻籽粕为原料!采用回流法提取木酚素"粗提液

浓缩后经
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型大孔吸附树脂分离!进而通过半制备高效

液相纯化!以
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.
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%

'

'为色谱

柱!乙腈&

N

'

&$/!T

磷酸水&

\

'为流动相!梯度洗脱!流速

6U'X

*

')-

!检测波长
45$-'

!柱温
6$^

!进样量
4'X

!得

到纯度
"5T

的亚麻木酚素产品"探究亚麻木酚素对
Y

4

W

4

及
Y

4

W

4

紫外光解反应诱导质粒
>:N

氧化损伤的保护作

用!结果表明其质量浓度为
$/$#

"

$/7$

%

.

*

%

X

时!对抑制

>:N

氧化损伤具有显著的保护作用"
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亚麻籽是亚麻科#

X)-(30(0

%亚麻属#

8+&D> X3

%一年生草

本植物亚麻#

8+&D>DB+0/0+BB+>D>X/

%的成熟种子!其成分主

要包括油脂+蛋白质+矿物质+亚麻籽胶+维生素+木酚素

等)

!V4

*

"木酚素是一类由双分子苯丙素合成的天然酚类化

合物!具有
]

8

$

]

7

$

]

8

的基本骨架#图
!

%!广泛分布在多种

植物中!其中亚麻籽中含量最高)

6V7

*

"作为植物雌激素及良

好的天然抗氧化剂!木酚素具有多方面的药理活性!包括抗

肿瘤)

U

*

+预防心血管疾病)

8

*

+预防骨质疏松和糖尿病)

#V5

*等"

传统亚麻籽的应用仅局限于榨油!榨油后的副产物亚麻籽饼

粕除少量用于动物饲料外!一般作为肥料或者废物处理!造

成了资源的极大浪费)

"V!$

*

"因此!以亚麻籽饼粕为原料建立

快速分离制备木酚素的方法对提高资源的有效利用率具有

重要意义"

传统分离纯化亚麻木酚素的方法多采用
]

!5

填充柱色

谱+制备型
]

!5

色谱柱和硅胶层析柱色谱"上述方法虽样品

处理量大!但操作较为繁琐+分离效率较低)

!!

*

"

N-1G0(B

等)

!4

*采用高速逆流色谱对亚麻木酚素提取物进行纯化!产

品纯度达到
"$T

以上!该方法虽消除了不可逆吸附!但在选

择两相溶剂系统时由于缺乏理论指导而较为困难!且往往需

要在分离之前采用吸附树脂进行初步分离#富集%"张文斌

等)
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*采用
<&U

型大孔吸附树脂分离纯化亚麻木酚素!产品

纯度达到了
8U/#T

"大孔吸附树脂虽然具有吸附性能好+效

率高+解吸方便等优点!但是多适用于样品的粗分离!如需含

量更高的产品应结合其它分离方法)

!7

*

"大孔吸附树脂或硅

胶柱层析与半制备高效液相色谱法#

YMX]

%联用具有分离

速度快+产品纯度和回收率高等优点!已被广泛应用于植物

有效成分的分离制备中)

!U

*

!然而目前未见文献报道采用大

孔吸附树脂与半制备高效液相色谱联用纯化亚麻木酚素"

机体受到辐射或免疫力低下时!体内的自由基会大量产

生!如短时间难以消除将会氧化体内大分子进而损伤组织或

器官!如&自由基引起脂质过氧化+诱导
>:N

损伤等)
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"

>:N

的持续损伤!可能会引起
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复制或翻译错误!从而

"6!



导致点突变或染色体重排及经由各种信号途径引起应激反

应!引起细胞衰老!引发老年病)

!"

*

"木酚素作为植物雌激素

及良好的天然抗氧化剂!具有一定消除过氧化的能力)

UV5

*

"

因此!本研究拟采用大孔吸附树脂与半制备高效液相色谱联

用技术纯化亚麻木酚素!并探究其对质粒
>:N

氧化损伤的

保护作用!旨在为亚麻籽饼粕的高效开发利用提供一种新

思路"

图
!

!

木酚素母体结构及亚麻籽中主要的木酚素
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材料与方法
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材料与仪器

亚麻籽粕&菏泽中禾健元生物科技有限公司(

亚麻木酚素标准品&纯度
0

"5T

!成都曼思特生物科技

有限公司(

乙腈+磷酸&色谱纯!赛默飞世尔科技#中国%有限公司(

:(WY

+

Y]*

+甲醇+乙醇+乙酸乙酯&分析纯!成都市科隆

化学品有限公司(

H

YU/U

"

"/$

精密试纸&上海三爱思试剂有限公司(

>!$!

型大孔吸附树脂&天津波鸿树脂科技有限公司(

质粒
>:N

&由四川农业大学生命科学学院提供(

琼脂 糖+

8d>:N X+(1)-

.

\2PP0G

+

*
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'

Y)-1SSS

?(GE0G

&宝生物工程#大连%有限公司(

高效液相色谱系统&

X]&4$N

型!包括
LM>&4$N

紫外$

可见光检测器+

LSX&4$N

自动进样器+

4X]&!$N>R

H

泵!日本

岛津公司(

半制备液相色谱系统&

>&M8!$$

型!配有
4

台
:M#$$$

输

液泵+

:[6$$$]

紫外检测器!江苏汉邦科技有限公司(

旋转蒸发器&

=%U4]L&!

型!上海亚荣生化仪器厂(

真空冷冻干燥机&

XO;&!4

型!北京松源华兴科技发展有

限公司(

恒温水浴锅&

\&48$

型!上海亚荣生化仪器厂(

紫外可见分光光度计&

N6"$

型!上海翱艺仪器有限

公司(

循环水式多用真空泵&

LYc&>

#

SSS

%型!巩义市英峪高科

仪器厂(

高速冷冻离心机&

Y]&6$!5=

型!安徽中科中佳科学仪

器有限公司(

电泳仪及凝胶成像系统&

\)+&=(1

型!美国伯乐公司(

电子分析天平&

\LN!47L

型!北京赛多利斯仪器系统有

限公司(

玻璃层析柱&

4/U3'd7$3'

!上海华美实验仪器厂"
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方法
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亚麻木酚素
YMX]

检测方法的建立
!

精密称取适量

亚麻木酚素标准品!用甲醇定容于
!$'X

容量瓶中!制成

$/!77'

.

'

'X

的标准品储备液!于
7^

保存备用"通过对标

准品储备液全波长扫描!确定
YMX]

分析波长"选用
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.
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#

4U$''d7/8''

!

U

%

'

%色谱柱!流动相为乙腈

#

N

%

&$/!T

磷酸水#

\

%!进样量
!$

%

X

!流速
!/$'X

'

')-

!柱温

6U^

"考察等度洗脱#

$

"

6$')-

!

4$T N

"

5$T \

%和梯度

洗脱#

$

"

!$')-

!

!UT

"

4$T N

(

!$

"

!U')-

!

4$T

"

5$T N

%

4

种方式对亚麻木酚素的分离效果!从而建立亚麻木酚素

YMX]

检测方法"

!/4/4

!

亚麻籽粕中木酚素的提取
!

称取亚麻籽粕
U$

.

!按

!

"

!$

#

.

'

'X

%的料液比加入
#$T

甲醇溶液浸泡
6I

!回流提

取
!I

!过滤!滤渣二次提取!合并滤液"滤液加入
7'+*

'

X

的
:(WY

溶液至最终碱浓度为
$/!'+*

'

X

!碱解
6$')-

!加

入
!$T Y]*

调
H

Y

至
U/$

"

U/U

!静 置
6$ ')-

!离 心

#

7U$$G

'

')-

!

!$')-

%!浓缩滤液至原体积的
!

'

4$

"浓缩液

用乙酸乙酯萃取
6

次!得亚麻木酚素萃取液!备用"

!/4/6

!

大孔吸附树脂与半制备
YMX]

联用纯化亚麻木酚素

亚麻木酚素萃取液经
>!$!

型大孔吸附树脂洗脱#树脂

的预处理参考文献)

4$

"

4!

*%"先用蒸馏水以
!'X

'

')-

的

速率除去多糖+蛋白质等杂质!然后在相同条件下依次采用

!$T

!

4$T

!

6$T

!

7$T

的乙醇进行洗脱!每个梯度
!/U

个柱体

积"收集洗脱液!进行检测后合并目标组分洗脱液!浓缩+冷

冻干燥得到亚麻木酚素纯化物
S

!

7^

保存备用"

称取淡黄色的亚麻木酚素纯化物
S

适量!

#$T

甲醇溶液

溶解稀释至
74'

.

'

'X

"以
?0

.

G0B]

!5

#

6$''d4U$''

!

!$

%

'

%为色谱柱!乙腈#

N

%

&$/!T

磷酸水#

\

%为流动相!检测

波长
45$-'

!柱温
6$ ^

!通过改变流动相的组成#

!UT

"

4UT N

"

5UT

"

#UT \

%+流速#

6U

!

7$

!

7U'X

'

')-

%+上样量

#采用体积超载的方式!固定样品溶液的浓度为
74'

.

'

'X

!

依次进样
!

!

4

!

6'X

%确定半制备
YMX]

分离亚麻木酚素的

最优条件"在该条件下收集主色谱峰洗脱液!冷冻干燥!得

到亚麻木酚素纯化物
SS

"

!/4/7

!

亚麻木酚素纯化物
SS

对质粒
>:N

氧化损伤的保护

作用
!

采用琼脂糖凝胶电泳法研究亚麻木酚素纯化物
SS

对

质粒
>:N

氧化损伤的保护作用!参照张溢等)
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*方法并作适

当修改"

对
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W
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诱导的质粒
>:N

氧化损伤的保护作用&精密
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提取与活性
!
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量取
4

%

X

质粒
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!加入
7

%

X

不同浓度的亚麻木酚素水溶

液#

$/7$

!

$/6U

!

$/6$

!

$/4U

!

$/4$

!

$/!U

!

$/!$

!

$/$U

!

$/$$

%

.

'

%

X

%!

混匀!迅速加入
!$T

的
Y

4

W

4

4

%

X

!用灭菌水补足反应体系

至
!$

%

X

"

6#^

水浴
4$')-

后!

"$9

电压下琼脂糖凝胶电

泳
6$')-

!结束后在凝胶成像系统下观察电泳结果"

对光解条件下
Y

4

W

4

诱导的质粒
>:N

氧化损伤的保护

作用#

Y

4

W

4

在光解作用下可以产生羟基自由基%

)
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*

&将上述

方法中亚麻木酚素水溶液的浓度变为
$/$#

!

$/$"

!

$/!4

!

$/!U

%

.

'

%

X

!

6#^

水浴
4$')-

变为水浴
!$')-

后紫外光照

射
!$')-

!其它条件不变"

4

!

结果与分析
4/!

!

亚麻木酚素
YMX]

检测方法的建立

通过对标准品储备液全波长扫描!确定亚麻木酚素在

45$/U-'

处具有最大吸收波长#图
4

%"因此!选择
45$-'

作为检测波长"结果表明&采用梯度洗脱!

$

"

!$ ')-

!

!UT

"

4$T N

(

!$

"

!U')-

!

4$T

"

5$T N

时!亚麻木酚素可

以在
!U')-

内获得良好的分离度"在此条件下!亚麻木酚

素标准品的色谱图见图
6

"

4/4

!

半制备
YMX]

分离亚麻木酚素条件的优化

4/4/!

!

流动相的组成
!

在上样量
!'X

!流速
6U'X

'

')-

的

条件下!考察了流动相的组成对亚麻木酚素分离效果的影

响!结果见图
7

"由图
7

可知!采用等度洗脱时分离度较低!

且若增大流动相中
\

的比例可以使分离时间明显缩短!但与

此同时亚麻木酚素与其附近杂质峰之间的分离度也逐渐下

降"采用梯度洗脱时!

U')-

以后再将乙腈的比例由
4$T

增

至
4UT

时分离度#

!/8#

%及分离时间#

!$/!68')-

%均比较理

想"故最优洗脱条件为梯度洗脱!

$

"

U')-

!

!UT

"

4$T N

(

U

"

!$')-

!

4$T

"

4UT N

(

!$

"

!U')-

!

4UT N

"

图
4

!

亚麻木酚素标准品的紫外光谱图

Q)

.

2G04

!

[9B

H

03@G+

.

G('+PB@(-1(G1L>O

图
6

!

亚麻木酚素标准品的色谱图

Q)

.

2G06

!

YMX]3IG+'(@+

.

G('+PB@(-1(G1L>O

图
7

!

流动相的组成对分离效果的影响

Q)

.

2G07

!

JI0)-P*20-30+P'+C)*0

H

I(B03+'

H

+B)@)+-+-B0

H

(G(@)+-
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4/4/4

!

流动相的流速
!

在上样量
!'X

!最优洗脱条件时!考

察了流动相流速对分离效果的影响!结果见图
U

"图
U

#

(

%+

#

C

%的流速分别为
7$

!

7U'X

'

')-

"由图
U

可知!随着流速的

增加!分离时间逐渐缩短!但亚麻木酚素与其附近杂质峰之

间的分离度也逐渐下降"比较图
U

#

(

%+#

C

%与图
7

#

1

%!发现

当流速为
6U'X

'

')-

时!亚麻木酚素的分离度#

!/8#

%及分离

时间#

!$/!68')-

%均比较理想!故选择
6U'X

'

')-

为最佳

流速"

4/4/6

!

上样量
!

在流速
6U'X

'

')-

!最优洗脱条件时!考察

了上样量对分离效果的影响!结果见图
8

"图
8

#

(

%+#

C

%的上

样量分别为
57

!

!48'

.

"由图
8

可知!随着上样量的增加!相

邻
4

组分间的分离度减小!当上样量到达一定量时!相邻组

分无法实现分离"上样量为
!48'

.

时!亚麻木酚素与其附

近的杂质峰分离度较低!考虑产品的纯度及分离效率!选择

上样量为
57'

.

"

!!

综上!使用半制备
YMX]

分离亚麻木酚素的最佳条件

为&

?0

.

G0B]

!5

#

6$''d4U$''

!

!$

%

'

%色谱柱!流动相乙

腈#

N

%

&$/!T

磷酸水#

\

%进行梯度洗脱
$

"

U')-

!

!UT

"

4$T

N

(

U

"

!$')-

!

4$T

"

4UT N

(

!$

"

!8')-

!

4UT N

!检测波长

45$-'

!进样量
4'X

!流速
6U'X

'

')-

!柱温
6$^

"在该条

件下!收集色谱图中标
!

的组分)图
8

#

(

%*!冷冻干燥获得亚

麻木酚素纯化物
SS

"

4/6

!

纯度分析

采用已建立的亚麻木酚素含量检测
YMX]

方法!绘制亚

麻木酚素的标准曲线
Ij7/68"!d!$

8

WV!/!5#4d!$

4

!

N

4

j$/"""""

!线性范围
U/#8

"

!77/$$

%

.

"亚麻木酚素标准

品+萃取液+纯化物
S

+纯化物
SS

的色谱图见图
#

"图
#

中标
!

的色谱峰峰保留时间一致!均在
!$/U')-

"定量分析结果表

明&亚麻木酚素萃取液+纯化物
S

+纯化物
SS

的纯度依次为

!5T

!

8$T

!

"5T

"

!!

大孔吸附树脂是一类新型高分子材料!具有吸附性能

好+效率高+解吸方便等优点!在分离纯化中草药活性成分方

面显示出极大的优越性!但是所得的样品纯度往往不高!多

适用于粗分离)

!7

*

"半制备高效液相色谱分离纯化具有速度

快+产品纯度和回收率高等优点!目前已被广泛应用于植物

有效成分的分离制备中!但是成本较高且分离量有限)

!U

*

"

若使样品在进行半制备高效液相色谱纯化之前先得到粗分

离#富集%!则可以取得更好的纯化效果"因此!本试验通过

大孔吸附树脂与半制备高效液相色谱联用技术纯化亚麻木

酚素!产品纯度可达到
"5T

!与杨雪艳#纯度
U"/6$T

%

)

4$

*

+杨

宏志#纯度
88/#!T

%等)

4!

*比较具有较大优势"

4/7

!

亚麻木酚素纯化物
SS

对质粒
>:N

氧化损伤的保护

作用

!!

亚麻木酚素对
Y

4

W

4

诱导的质粒
>:N

氧化损伤的保护

作用见图
5

#

(

%"质粒
>:N

在自然状态下为超螺旋结构)

47

*

!

电泳结果显示为一条谱带#泳道
!$

%"在诱导处理过程中部

分
>:N

由超螺旋结构变为开环结构!呈现出
4

条谱带!如

图
5

#

(

%泳道
5

和泳道
"

显示"此外!电泳条带的亮度反映了

图
U

!

流动相的流速对分离效果的影响

Q)

.

2G0U

!

JI0)-P*20-30+P'+C)*0

H

I(B0P*+AG(@0+-B0

H

(G(@)+-

图
8

!

上样量对分离效果的影响

Q)

.

2G08

!

JI0)-P*20-30+PB('

H

*)-

.

('+2-@+-B0

H

(G(@)+-
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图
#

!

YMX]

色谱图

Q)

.

2G0#

!

YMX]3IG+'(@+

.

G('

泳道
!

"

"/>:NeY

4

W

4

e

不同浓度亚麻木酚素#

$/7$

!

$/6U

!

$/6$

!

$/4U

!

$/4$

!

$/!U

!

$/!$

!

$/$U

!

$/$$

%

.

'

%

X

%

!

泳 道
!$/>:N

!

泳道
!!/

*

>:N

'

Y)-1SSS?(GE0G

#

(

%

Y

4

W

4

诱导质粒
>:N

损伤

泳道
!

+

6

+

U

+

#/>:NeY

4

W

4

e

不同浓度亚麻木酚素#

$/$#

!

$/$"

!

$/!4

!

$/!U

%

.

'

%

X

%

!

泳道
4

+

7

+

8/>:NeY

4

W

4

e[9e

不同浓度亚麻

木酚素#

$/$#

!

$/$"

!

$/!4

%

.

'

%

X

%

!

泳道
5/>:N

!

泳道
"/

*

>:N

'

Y)-1SSS?(GE0G

#

C

%

Y

4

W

4

光解反应诱导质粒
>:N

损伤

图
5

!

不同浓度亚麻木酚素水溶液对质粒
>:N

损伤

保护作用的电泳图

Q)

.

2G05

!

%*03@G+

H

I+G0@)3

H

(@@0G-+PM*(B')1>:N)-

@I0

H

G0B0-30+G(CB0-30+PL>O

>:N

含量的多少!条带越亮说明
>:N

含量越高(反之!含量

越低)

4UV48

*

"因此!由图
5

#

(

%可知&当亚麻木酚素浓度为

$/$U

%

.

'

%

X

时!对
Y

4

W

4

诱导的质粒
>:N

氧化损伤无保护

作用(当浓度在
$/!

"

$/7

%

.

'

%

X

时!亚麻木酚素对
Y

4

W

4

诱

导的质粒
>:N

氧化损伤具有显著保护作用#与泳道
!$

对

比%"

根据亚麻木酚素对
Y

4

W

4

诱导质粒
>:N

氧化损伤的保

护作用的研究结果!进一步探讨了亚麻木酚素对光解条件下

Y

4

W

4

诱导质粒
>:N

氧化损伤的保护作用!结果见图
5

#

C

%"

由图
5

#

C

%可知!浓度在
$/$#

"

$/!4

%

.

'

%

X

时!亚麻木酚素对

Y

4

W

4

诱导的质粒
>:N

氧化损伤具有保护作用!但对光解条

件下
Y

4

W

4

诱导的质粒
>:N

氧化损伤并无显著的保护

作用"

!!

通过研究亚麻木酚素对
Y

4

W

4

诱导的质粒
>:N

氧化损

伤以及
Y

4

W

4

光解反应诱导的质粒
>:N

氧化损伤的保护作

用!可间接说明其是否具有抗氧化能力"本研究结果表明!

亚麻木酚素对
Y

4

W

4

诱导的质粒
>:N

氧化损伤的保护作用

较
Y

4

W

4

光解反应诱导的质粒
>:N

氧化损伤的强"一方面

是由于
>:N

在紫外光处理下更易遭到破坏)

47

*

!另一方面可

能是设置的亚麻木酚素浓度太低!未能起到保护作用或是亚

麻木酚素在紫外光照射下发生了分解)

4#V45

*

!导致其丧失了

原有的抗氧化能力!但需要试验进一步验证"

6

!

结论
本研究以亚麻籽粕为原料!采用回流法提取木酚素!提

取液经乙酸乙酯萃取+

>!$!

型大孔吸附树脂柱分离后!再通

过半制备
YMX]

纯化!获得了纯度为
"5T

的亚麻木酚素"

优化得到半制备
YMX]

纯化亚麻木酚素的条件为&

?0

.

G0B

]

!5

#

6$''d4U$''

!

!$

%

'

%为色谱柱!乙腈#

N

%

&$/!T

磷酸

水#

\

%为流动相进行梯度洗脱
$

"

U')-

!

!UT

"

4$T N

(

U

"

!$ ')-

!

4$T

"

4UT N

(

!$

"

!8 ')-

!

4UT N

!检测波长

45$-'

!柱温
6$^

!流速
6U'X

'

')-

!进样量
4'X

"亚麻木
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酚素质量浓度
#

$/$#

%

.

'

%

X

时!对
Y

4

W

4

诱导的质粒
>:N

氧化损伤具有较好的保护作用!但在测定浓度范围内

#

$/$#

"

$/!4

%

.

'

%

X

%亚麻木酚素对光解条件下
Y

4

W

4

诱导的

质粒
>:N

氧化损伤的保护作用不显著"本研究为亚麻籽粕

中木酚素的分离纯化提供了新思路"
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