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摘要：为实现化学合成的香叶醇β犇吡喃葡萄糖苷的高效、

系统分离纯化，采用改进的ＫｏｅｎｉｇｓＫｎｏｒｒ法，以硅胶担持碳

酸银催化剂提高合成收率，利用硅胶柱层析及高效液相

（ＨＰＬＣ）对粗样品进行分离纯化，硅胶柱层析通过薄层层析

选择较佳的流动相配比，即乙酸乙酯和乙醇按照５０１，４０

１，３０１依次进行梯度洗脱，利用 ＨＰＬＣ技术的高精密性，

其流动相乙腈水为５５４５，分别纯化合成的粗品。结果表

明：采用新型的催化剂使产物收率由５６．１％提高到７５％，收

率得以较为显著的提高；且硅胶柱层析得到产物纯度为

９０．１２％，ＨＰＬＣ纯化得到的产物纯度为９８．６６％，两种层析

方法均可得到纯度较佳的香叶醇糖苷；为香叶醇吡喃葡萄糖

苷合成及纯化提供一定的借鉴。
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香叶醇是一种具有类似玫瑰花香的非环单萜烯醇，通常

作为香精的主香剂，在医药、食品、烟草等领域广泛应

用［１－２］。但在烟草以及食品烘培领域，由于香叶醇热不稳

定，易挥发性降低了其使用效果［３］；而香叶醇葡萄糖苷作为

香叶醇的香料前体物质相对提高了其热稳定性。

香叶醇葡萄糖苷是茶叶等植物体内天然存在的一种糖苷

键合态的前体物质，本身无香气，在植物成熟期间通过β葡萄

糖苷酶水解释放出香气物质———香叶醇［４－６］；天然存在的香

叶醇葡萄糖苷含量低，来源较少，分离较困难，因此有学者［７］

采用化学合成的方法解决此难题。但化学法合成的糖苷类物

质，粗产物所含成分较为复杂，需进一步的纯化分离。

ＫｏｅｎｉｇｓＫｎｏｒｒ法
［８－９］、相转移催化法［１０］和化学酶法［１１］

是目前合成糖苷较为常见的化学方法，郭瑞霞等［１２］通过相

转移催化法合成了香叶醇吡喃葡萄糖苷，其收率达到了

６４％，但是操作较为复杂，反应条件较为苛刻；ＥｉｊｉＫａｗａｈａｒａ

等［１３］采用化学酶法合成了苯乙醇糖苷，产率达到了５３％，但

是合成酶比较昂贵，工业生产成本相对较高；张雷等［１４］利用
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碳酸银和硫酸钙作为催化剂合成了一定量的香叶醇糖苷，但

是反应时间过长，产率相对不高。目前，糖苷的分离纯化方

法使用较多的为硅胶柱层析，如：张雷等［１４］利用硅胶柱层析

技术纯化合成的香叶醇糖苷，得到一定纯度的产物，但是其

流动相为氯仿与甲醇的混合溶液，对试验条件要求较为严

格，而且香叶醇糖苷纯度越高对研究其热行为以及应用越有

利。因此，本研究拟采用改进的ＫｏｅｎｉｇｓＫｎｏｒｒ法，以加入硅

胶的碳酸银作为催化剂，探讨其合成率的提高方法，且优化

其脱乙酰反应历程，并对比和优化硅胶柱层析、ＨＰＬＣ（高效

液相色谱）对香叶醇葡萄糖苷的纯化条件和纯化效果，得到

一定纯度的香叶醇葡萄糖苷，旨在为香叶醇葡萄糖苷的合

成、分离纯化提供一定的借鉴。

１　材料与方法
１．１　主要仪器

液相色谱仪：Ａｇｉｌｅｎｔ１２００型，美国安捷伦公司；

数控层析冷柜：ＳＬⅡ型，北京四环科学仪器厂；

旋转蒸发仪：Ｎ１０００ＤＷ型，上海爱朗仪器有限公司；

层析柱（６ｃｍ×８５ｃｍ），青岛海洋化工厂；

数显搅拌水浴锅：ＨＨ１型，金坛市城东新瑞仪器厂。

１．２　主要材料

硅胶薄层板（３ｃｍ×１０ｃｍ，５ｃｍ×１０ｃｍ）、硅胶（直径

０．０３７～０．０４９ｍｍ）：青岛海洋化工厂；

溴α犇四乙酰葡萄糖：纯度９８％，楚盛威化工厂；

香叶醇：纯度９９％，环球天然香料油工厂；

乙腈：色谱级，美国 Ｍｅｒｃｋ公司；

丙酮等试剂：分析纯，科密欧试剂公司。

１．３　硅胶担持碳酸银催化剂

精确称量６．８０ｇ硝酸银及４．５０ｇ硅胶，量取６０ｍＬ水，

配制成混合反应液ａ；再次称取２．１２ｇ碳酸钠，加入５０ｍＬ

水制成反应液ｂ。室温下向制备液ａ中缓慢滴加制备液ｂ，

边滴边搅拌，滴加完毕后搅拌反应１０ｍｉｎ，收集反应液真空

过滤，蒸馏水水洗至滤液ｐＨ７左右，收集沉淀得到黄绿色固

体，继续真空低温干燥，得到干燥的黄绿色固体粉末，质量

９．３０ｇ，整个过程应注意避光。

１．４　香叶醇糖苷的合成

香叶醇葡萄糖苷合成途径见图１。

　　取２５０ｍＬ三口圆底烧瓶，倒入１００ｍＬ丙酮，磁力搅拌

下缓慢滴加１５ｍｍｏｌ（２．３１ｇ）的香叶醇，待香叶醇滴加完毕

后向反应瓶中加入５ｇ４Ａ分子筛，继续磁力搅拌，向反应瓶

中分批滴加１０ｍｍｏｌ（４．１１ｇ）溴代糖，磁力搅拌１０ｍｉｎ，然后

图１　香叶醇葡萄糖苷合成途径

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｇｅｒａｎｉｏｌｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ

向反应瓶中加入１０ｍｍｏｌ（３．７６ｇ）自制的碳酸银硅胶催化

剂，磁力搅拌下反应１０ｍｉｎ后将反应瓶转入水浴中回流，直

至ＴＬＣ（薄层层析色谱）检测至反应终点（整个反应过程均在

磁力搅拌下进行）。停止反应，并迅速将反应液冷却至室温，

真空过滤沉淀，收集滤液，滤液经真空旋蒸（５０℃）浓缩后得

到棕黄色糖浆４．５１ｇ，密封后冰箱冷藏待用。

取上述反应所得粗品４．５０ｇ，加入到盛有１２５ｍＬ的

水∶三乙胺∶甲醇比例为１∶１∶８混合溶液的反应瓶中，室

温下磁力搅拌反应，ＴＬＣ（薄层层析色谱）监测反应终点。停

止反应，反应液继续真空旋蒸（５０℃）浓缩得到棕黄色糖浆

３．９６ｇ。

１．５　香叶醇葡萄糖苷的分离纯化

１．５．１　色谱分离纯化理论及应用

（１）色谱塔板理论：作为色谱学分离纯化的理论基础，

将色谱柱视为一个分馏塔，待分离样品在其内的塔板间往返

移动，样品中的各个组分在固定相与流动相之间达到一个动

态平衡，随着流动相的移动，各组分流动至下一个塔板，达到

重新平衡，从而各组分达到分离。理论塔板数按式（１）计算：

犖 ＝１６
狋犚

犢（ ）
２

＝
犔

犎
， （１）

式中：

犖———理论塔板数；

狋犚———待分离样品的保留值；

犢———待分离样品的峰底宽，ｃｍ；

犔———色谱柱长度，ｃｍ；

犎———理论塔板高，ｃｍ。

（２）色谱速率理论：建立在塔板理论基础上，并且认为

样品中的各个组分分子在色谱柱内的运动不规则且随机，其

移动的速率是不均一的，引入了影响塔板高的流动相移动速

率以及其他三项因素。理论塔板高按式（２）计算：

犎＝犃＋犅／μ＋犆μ， （２）

式中：

犎———理论塔板高，ｃｍ；

犃———涡流扩散项；

犅———分子扩散系数；

犆———传质阻力系数；

μ———流动相流速，ｍＬ／ｍｉｎ。

（３）分离度：又称分辨率定量描述混合样品中相邻的组

分之间的分离情况，是柱效能以及选择性影响的综合，与色

谱柱理论塔板数、相对保留值以及分配比相关。分离度按

式（３）计算：

犚 ＝
１

４
槡犖（

α－１

α
）（
犽

犽＋１
）， （３）

式中：

犚———分离度；

犖———色谱柱理论塔板数；

α———相对保留值；

犽———分配比。

由式（３）可知：α越大，样品的犚 越大。但当α大于１．５

时，犚 的增加并不明显，而且分离速率相对较低，据此对流动

相配比进行选择。
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根据式（１）～（３）可知，狀不仅与相对保留值α相关，与样

品峰宽度犢 亦有关。式（２）中当犃、犅、犆 均较小时，可得到

较小的犢。当固定相颗粒较小，填装越均匀涡流扩散项犃 越

小；当柱压较大，柱温较低，分子扩散相系数犅 较小；上样量

较小，固定相颗粒较小，柱温较大时，传质阻力系数犆 较小。

由此，选择粒径为０．０３７～０．０４９ｍｍ的硅胶，有利于降低犃

和犆，同时装填开始采用自然沉降，然后加压使硅胶颗粒的

填充更加均匀，充实，降低了数值犅 以及犃；选择上样量为硅

胶质量的１／５０时，有利于降低犆，以此进行硅胶柱层析分离

纯化。

１．５．２　硅胶柱层析法分离纯化

（１）硅胶的预处理及装柱：取４５０ｇＧＦ硅胶于１１０℃烘

箱中烘６ｈ，使其释放出硅羟基，然后用适量的乙酸乙酯浸泡

硅胶１２ｈ，经超声脱气后直接用于装柱。

（２）上样：采用湿法装柱，关闭玻璃柱（６ｃｍ×１００ｃｍ）

下端阀门，加入约１／３玻璃柱高的乙酸乙酯，再把处理过的

硅胶在搅拌的条件下，迅速倒入玻璃柱内，然后将玻璃柱下

端阀门打开，使倒入的硅胶自然沉降到玻璃柱底端，期间持

续均匀地敲打玻璃柱壁，以驱赶加入硅胶过程产生的气泡，

硅胶完全均匀的压实后，加入适量已烘干的无水硫酸钠作为

缓冲层。

取１０．０ｇ香叶醇糖苷粗品，用少量乙酸乙酯稀释样品，

环玻璃柱快速的滴加，样品接触硅胶上表层时，开始加入一

定比例的流动相，进行梯度洗脱，每个梯度的流动相用量为

１个柱床体积。薄层层析监控整个分离过程，并进行不同阶

段的收集，合并相同组分，旋转蒸发得到香叶醇糖苷，ＨＰＬＣ

测定其纯度。

１．５．３　ＲＰ—ＨＰＬＣ法分离纯化

（１）ＨＰＬＣ分离纯化条件：Ｃ１８高效液相制备柱（２５０ｍｍ×

２０ｍｍ）；柱温：室温；流速：４ｍＬ／ｍｉｎ；上样量：５０μＬ；乙腈与

水溶液一定比例洗脱。

样品处理：取２０ｍｇ香叶醇糖苷粗品，色谱纯乙腈溶解，

并定容至５ｍＬ棕色容量瓶中，４℃冷藏保存，待纯化。

（２）ＲＰ—ＨＰＬＣ分析条件：Ｃ１８高效液相分析柱（２５０ｍｍ×

４．６ｍｍ）；柱温：室温；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：１０μＬ；流动

相：水乙腈＝３０７０。

样品处理：取层析后旋转蒸发所得的样品１０ｍｇ，色谱

纯乙腈溶解，并定容到５０ｍＬ；４℃冷藏保存，待分析。

２　结果与讨论
２．１　香叶醇糖苷合成的优化

硅胶担持碳酸银催化剂代替传统的碳酸银催化剂，使反

应底物与催化剂的接触面积加大，加快了反应进程，产物产

率由５６．１％提高到７５％，较文献［１５］所述的产率（６６％）有所

提高。得到的香叶基四乙酰葡萄糖苷不需经过分离纯化，直

接加入到上述三乙胺混合液中脱除乙酰基，较郭瑞霞等［１２］

对四乙酰香叶醇β犇葡萄糖苷进行硅胶柱层析纯化再脱除

乙酰基，简化了反应历程，较文献［１５］反应条件更加温和、易

操作。

薄层层析对香叶醇糖苷合成历程的监测见图２。

　　由图２（ａ）可知，香叶醇的添加量是过量的，整个反应历

图２　香叶醇四乙酰葡萄糖苷及香叶醇葡萄糖苷的合成

ＴＬＣ监控图

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＡｉｓＴＬＣｏｆｇｅｒａｎｉｏｌｆｏｕｒａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓｉｄｅｓｙｎｔｈｅ

ｓｉｓ，ＢｉｓＴＬＣｏｆｇｅｒａｎｉｏｌｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

程随着反应时间的增加，溴代糖的量逐渐降低，产物量逐渐

增多，在５ｈ时，反应基本结束；由图２（ｂ）可知，随着反应进

行，四乙酰葡萄糖苷脱除乙酰基，并生成目标产物，且产量不

断增多，但反应产物较为复杂，有副产物生成。

２．２　香叶醇葡萄糖苷的分离纯化

２．２．１　薄层层析　选择硅胶柱层析流动相配比。香叶醇葡

萄糖苷粗品与纯化的对照品薄层层析确定最佳流动相配比

见图３。

图３　薄层层析确定流动相配比

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＴＬＣｏｆｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｆｌｏｗ

　　由图３可知，样品中组分较为复杂，流动相乙酸乙酯和

乙醇配比为５０１，４０１，３０１，均可使粗样品达到一定的

分离，随着流动相极性比例的增加，样品中组分的移动速率

相对加快，但是相邻组分则更接近，分离效果相对降低，但是

亦能满足相邻组分分离的要求。

根据薄层层析色谱，得出香叶醇糖苷粗品中相邻组分在

不同流动相比例条件下的比移值以及其相对保留值α见表１。

　　由表１可知，香叶醇糖苷相邻组分的相对保留值在

１．３４～１．６６，对于粗样品可以获得预期的分离度，且随着乙醇

添加量的增加流动相的极性增加，相对保留值α逐渐降低，

表明分离效果下降，最低Δ犚犳值为０．１７３，最低相对保留值为

１．３４；但是，因香叶醇糖苷粗品组分较为复杂，选择梯度流动

表１　香叶醇葡萄糖苷ＴＬＣ分析

Ｔａｂｌｅ１　ＴＬＣａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｅｒａｎｉｏｌｇｌｙｃｏｓｉｄｅ

流动相配比
不同组分比移值犚犳

犚犳犪 犚犳犫
Δ犚犳

相对保

留值α

５０１ ０．３１２ ０．５１９ ０．２０７ １．６６

４０１ ０．４０７ ０．５９２ ０．１９５ １．４５

３０１ ０．５０６ ０．６７９ ０．１７３ １．３４
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相比例洗脱，可使相邻组分达到较好的分离效果，且分离效

率高。

利用１．５．２中得到硅胶柱，并按照其所述进行分离纯化，

并对每个收集瓶进行薄层层析以确定同类项见图４。

　　由图４可知，５、６号收集瓶含有少量的香叶醇糖苷，进行

合并之后再次硅胶柱层析分离，７～１５号收集瓶均含有较纯

的香叶醇糖苷，同时可以看出利用此硅胶柱以及流动相配比

可相对较好完成香叶醇糖苷的纯化。

２．２．２　ＲＰ—ＨＰＬＣ纯化　根据液相色谱理论，较适宜的相

对保留值α可以提高分离度以及柱效，由此选择适宜的流动

相比例很重要，ＨＰＬＣ法纯化粗品结果见图５和表２。

图４　香叶醇葡萄糖苷硅胶柱层析后薄层层析分析

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＴＬＣａｎａｌｙｓｉｓｏｆＳＧＣＣｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

图５　不同流动相比例的高效液相分析图

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＨＰＬＣａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｌｏｗ

表２　香叶醇葡萄糖苷的高效液相色谱分析

Ｔａｂｌｅ２　ＨＰＬＣａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｅｒａｎｉｏｌｇｌｙｃｏｓｉｄｅ

流动相配比 相对保留值α 峰宽

２５７５ １．１０ ０．２５９９

４０６０ １．１２ ０．２４７３

４５５５ １．２６ ０．２２７６

由表２和图５可知，当流动相配比为水乙腈＝４５５５

时，所需组分之间的相对保留值为１．２６，且峰之间重叠很少，

峰宽犢 值较其他图谱小，所以理论塔板数狀较其它较高，色

谱柱效以及色谱柱分离度较好。

２．２．３　ＨＰＬＣ纯度分析　ＨＰＬＣ对经硅胶柱层析以及高效

液相分离纯化的样品纯度进行检测，结果见图６。

　　纯度分析采用面积归一法，硅胶柱层析纯化后样品的纯

度为９０．１２％，而经过 ＨＰＬＣ 纯化得到的样品的纯度为

９８．６６％，由此可知，ＨＰＬＣ的纯化效果较硅胶柱层析好，但

是硅胶柱层析可以处理较大量的样品。

图６　对两种纯化后样品纯度 ＨＰＬＣ分析

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＨＰＬＣａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｗｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｕｒｉｆｉｅｄｍｅｔｈｏｄｓ

ｆｏｒｓａｍｐｌｅｓ
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３　结论
本研究通过加入新型的硅胶担持碳酸银催化剂进行催

化合成香叶醇葡萄糖苷，且所得粗产物不经纯化直接脱除乙

酰基，从而大大简化了反应进程，相对提高产率及反应效率。

以分离纯化理论为依据对比和优化了两种香叶醇吡喃

葡萄糖苷的分离纯化的方法。结果表明，ＨＰＬＣ法得到的样

品纯度较硅胶柱层析法较高，可达到９８．６６％，更适合高纯度

样品的制备。但处理大批量样品时硅胶柱层析法由于上样

量相对较大，利用其分离纯化既经济且效果较好。但是，为

了满足糖苷类香料前体分离纯化的经济、快速和高效，将硅

胶柱层析与 ＨＰＬＣ结合用于糖苷类粗品的纯化是值得探索

的新方向。
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