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高粱外种皮中原花青素的提取工艺及其组分鉴定

刘　睿, 段玉清, 谢笔钧※, 潘思轶, 刘卫兵
(华中农业大学食品科技学院,武汉 430070)

摘　要: 本研究旨在提取黑龙江产高粱外种皮中的原花青素并鉴定其组成。通过正交试验对提取工艺进行优化,采用柱层

析、葡聚糖 (Sephadex L H 220)凝胶色谱进行纯化和分离,纯化和分离的原花青素产物用 ES I2M S鉴定其组成。在影响提取

率的 4个因素温度、料液比、时间和 pH 值中, 温度对提取率的影响最为显著,料液比也有一定影响。研究得到最佳提取工

艺为: 温度 80℃,时间 1. 5 h, pH 值为 4,料液比为 1∶20; 通过 ES I2M S鉴定出了原花青素的组成成分的分子量,黑龙江产

高粱外种皮中的原花青素以聚合度小于 5的低聚体为主。
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0　引　言

原花青素 (p rocyan id in s,简称 PC)是广泛存在于植

物界和食品中的一大类多酚类化合物。自 20世纪 60年

代 PC 的结构被阐明以后,人们不断在大自然中发现新

的富含原花青素的资源,并对其中的原花青素的组成和

原花青素的结构进行鉴定。现在已发现多种富含原花

青素的资源,其中尤以对葡萄皮、籽中的原花青素的研

究最深入、最广泛、最成功,取得了突破性的进展[ 1- 4 ]。

而对高粱外种皮中的原花青素的研究少有文献报道。

我国幅员辽阔,高粱的种植面积和产量都居世界前

列[ 5 ] ,高粱外种皮中的原花青素 (缩合单宁)过去一直被

认为是一种抗营养因子, 其存在不利于动物和人的消

化,甚至鸟类都不食用[ 6 ]。但现代生物学和药理学研究

表明,原花青素具有很多生理活性和药理活性。如原花

青素具有很强的抗氧化能力、能清除各种自由基和抗肿

瘤、延缓衰老、抗炎症等多种药理活性,现已在临床医学

和日用化工领域得到应用,同时毒理学研究表明原花青

素没有任何毒副作用[ 1 ]。

通常研究认为原花青素活性较高的是低聚体 (聚合

度< 5) [ 7 ] ,本文旨在提取高粱外种皮中的原花青素,并

通过葡聚糖凝胶柱色谱和大气压电喷雾电离质谱 (ES I2
M S)的方法,对柱层析法纯化得到的黑龙江产高粱外种

皮中原花青素 (SPC)进行分离和鉴定,为提高高粱外种

皮中的原花青素的应用价值提供科学依据。这有利于提

高高粱这种农作物的附加值,为原花青素的进一步研究

和应用提供原料, 因而具有广泛的经济效益和社会效

益。

1　材料与方法

1. 1　材料

原料:黑龙江产高梁

葡聚糖凝胶 Sephadex L H 220: Sigm a公司

质谱仪: A gilen t 1100 L CöM SD T rap

1. 2　研究方法

1. 2. 1　SPC 的提取、纯化

高粱种子
碾磨
外种皮

提取
提取液

真空浓缩
浓缩液

柱层析
洗脱液

真空浓缩

冷冻干燥
SPC 粉末

Po rter法

测定
SPC 含量

表 1　正交实验的因素和水平

T ab le 1　Focto rs and levels of the o rthognal experim en ts

水平

因　　素

A
温度ö℃

B
时间öm in

C
pH 值

D
料液比

1 50 30 4 1∶10

2 60 60 5 1∶15

3 70 90 6 1∶20

4 80 120 7 1∶25

表 2　L 16 (45)正交实验设计

T ab le 2　L ayou t of the o rthogonal experim en ts L 16 (45)

实验

因　　素

A
温度ö℃

B
时间öm in

C
pH 值

D
料液比

E
空闲列

1 1 1 1 1 1

2 1 2 2 2 2

3 1 3 3 3 3

4 1 4 4 4 4

5 2 1 2 3 4

6 2 2 1 4 3

7 2 3 4 1 2

8 2 4 3 2 1

9 3 1 3 4 2

10 3 2 4 3 1

11 3 3 1 2 4

12 3 4 2 1 3

13 4 1 4 2 3

14 4 2 3 1 4

15 4 3 2 4 1

16 4 4 1 3 2

准确称取一定量的高粱外种皮,采用 50%乙醇ö水
(mL ömL )作为提取剂, 分别对提取的温度, 提取的时
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间,料液比,提取剂的 pH 值进行单因素试验。在单因素

实验的基础上, 以提取温度、时间、料液比、pH 值设计

L 16 (45)正交实验 (见表 1、2) ,探讨最佳提取工艺。

原花青素的纯化, 采用大孔树脂作柱层析的填料,

提取液浓缩后上柱,不同体积比的乙醇ö水 (0ö100、10ö
90、30ö70、50ö50、70ö30 mL ömL )作洗脱剂, 分别收集

洗脱液, 将洗脱液真空浓缩 (< 40℃) , 冷冻干燥, 按

Po rter法测定原花青素含量。

1. 2. 2　SPC 的葡聚糖凝胶色谱柱分离

SPC 粉末 (少量乙醇溶解)
Sephadex L H 220

分级分离
收集不同

级分
真空浓缩

冷冻干燥
不同级分。

称取 0. 40 g SPC 粉末,用少量乙醇溶解,上葡聚糖

凝胶柱 (Sephadex L H 220, 2×60 cm ) ,流动相分别采用

不同体积比的乙醇ö水 (30ö70 和 70ö30 mL ömL )作阶

梯梯度洗脱,最后采用丙酮ö水 (70ö30 mL ömL )进行洗

脱, 分部收集; 流速为 0. 50 mL öm in; 检测波长为 280

nm。测定分部收集的每一管洗脱液在 280 nm 的吸光度

值 (A b s) ,作A b s- 管数曲线,将相应部分合并,真空浓

缩、冷冻干燥,得到不同级分。

1. 3　检测方法

1. 3. 1　原花青素的含量测定方法

采用 Po rter法分析[ 8 ]。

1. 3. 2　SPC 组分鉴定方法

直接采用 ES I2M S进行鉴定。

分别取葡聚糖凝胶柱分离的不同级分 SPC 用甲醇

溶解,加入离子化试剂,直接通过质谱 (M S)仪用进样器

进样,采用ES I- M S分析。条件如下:采用负离子模式,

雾化压力为2. 33×105 Pa, 干燥气体的流速为9. 00

mL öm in,温度为 350℃,毛细管电压为 4 kV。

2　结果与讨论

2. 1　SPC 的提取、纯化

2. 1. 1　原花青素的提取工艺的优化

正交实验方差分析结果分别见表 3。
表 3　方差分析

T ab le 3　V ariance analysis

来源 离均差平方和 自由度 均方 F 显著性

A 0. 01811 3 0. 00604 13. 70 3 3
B 0. 00062 3 0. 00021 0. 47

C 0. 00179 3 0. 00060 1. 35

D 0. 00646 3 0. 00215 4. 89 3

注: F 0. 01 (3, 12) = 5. 95, F 0. 05 (3, 12) = 3. 49; 3 3 表示在P = 0. 01水平

显著, 3 表示在 P = 0. 05水平显著。

由表 3所示方差分析的结果表明:温度对提取率的

影响最为显著,料液比也有一定影响。综合考虑,选定:

温度 80℃,时间 1. 5 h, pH 值为 4,料液比为 1∶20为最

适提取工艺。研究认为 60%～ 70%丙酮ö水体系能最大
限度提取植物原料中的原花青素[ 9 ]。以此工艺提取率能

达到丙酮最大提取率的 90%。说明采用此工艺提取高

粱外种皮中的原花青素是可行的。

2. 1. 2　原花青素的纯化

原花青素纯化的结果见图 1和图 2。

图 1　洗脱剂对洗脱物中 SPC 的质量的影响

F ig. 1　Effects of differen t eluan ts on

quality of SPC in elu tan t

图 2　洗脱剂对洗脱物中 SPC 纯度的影响

F ig. 2　Effects of differen t eluan ts on

pu rity of SPC in elu tan t

图 1、2 所示结果表明: 30∶70 乙醇ö水 (mL ömL )

作为柱层析纯化原花青素的洗脱剂时,能得到纯度大于

95%的原花青素产物,而且这一部分得率最高,说明采

用 30∶70醇ö水 (mL ömL )体系,通过柱层析方法纯化

原花青素是可行的。

原花青素的提取多采用有机溶剂 (甲醇、丙酮)作提

取剂进行;也有采用脱氧水作提取剂,在加压条件下,提

取原花青素[ 10 ]。这些方法或容易产生有机物残留,对环

境不友好,或存在投资成本太高等不足。而对原花青素

的纯化多采用有机溶剂液相萃取 (如乙酸乙酯、二氯甲

烷等) ,此类方法也存在容易产生有机物残留、环境污染

等问题。还有采用发酵的方法将原料中的糖类通过发酵

的方法除去,以达到纯化原花青素的目的,但产物的纯

度不高[ 11 ]。

本研究采用食用级乙醇作提取剂,提取高粱外种皮

中原花青素,利用柱层析方法,以乙醇作流动相纯化,能

得到纯度达到 95. 01%的产物, 整个提取纯化过程中,

乙醇回收循环使用,能节约成本,且对环境友好。产品中

也不存在有毒有机物残留。得到的产物水溶性和醇溶性

都很好。

2. 2　葡聚糖凝胶柱色谱方法分离 SPC

通过柱层析纯化得到的产物是由不同聚合度组成

的混合物,通常采用凝胶柱色谱方法进一步进行分离,

得到不同分子量范围的级分, 目前多采用 Sephadex

L H 220进行分离。Sephadex L H 220分离 PC 的机理除

了凝胶的分子筛效应外,还通过氢键作用和疏水相互作

用影响分离,同时还可能存在分配效应和离子效应影响

分离效果[ 12, 13 ]。凝胶分离一般以甲醇水溶液和丙酮水

溶液作流动相,而且丙酮的水溶液的洗脱能力最好,但
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丙酮或甲醇都有毒。本研究主要采用不同体积比的乙醇

ö水作流动相,通过阶梯梯度洗脱,分部收集洗脱液,合

并相应部分,真空浓缩、冷冻干燥。

通过 Po rter法对不同级分进行检测,结果显示,不

同级分的原花青素的含量不同。乙醇ö水 ( 30ö70,

mL ömL ) 溶液洗脱部分的原花青素含量很低, 主要为

单体儿茶素和表儿茶素以及其他水溶性成分。而主要的

原花青素组成部分由乙醇ö水 (70ö30, mL ömL )溶液洗

脱下来,其中原花青素的含量大于 95%。最后用丙酮ö
水 (70ö30, mL ömL )进行洗脱,其洗脱物中只含有少量

的原花青素。说明通过葡聚糖凝胶 (Sephadex L H 220)

分离,以乙醇ö水溶液作流动相将本研究方法提取、纯化
的原花青素的混合物进行进一步的纯化,并将不同组成

的原花青素进行分离是可行的。

2. 3　ES I2M S鉴定 SPC

对原花青素的组成和结构鉴定,M S 是行之有效的

方法。可以直接通过M S的方法进行鉴定原花青素的组

成。本研究对柱层析纯化的原花青素通过葡聚糖凝胶分

离后的不同级分采用 ES I2M S进行鉴定,如图 3、4、5所

示。结果表明,乙醇ö水 (30ö70, mL ömL ) 溶液洗脱部分

主要为单体,其分子离子峰 (M - H ) —为m öz 289. 1)见

图 3,而乙醇ö水 (70ö30, mL ömL ) 溶液洗脱部分主要为

原花青素, 其分子离子峰分别有 m öz 289. 5, m öz

577. 4- , m öz 865. 1, m öz 1153. 2, m öz 1441, 结果见图

4;丙酮ö水 (70ö30, mL ömL )洗脱部分为少量单体和低

聚合度原花青素, 其分子离子分别为m öz 289. 0, m öz

577. 0, m öz 865. 1,结果见图 5。不同聚合度原花青素低

聚体的分子离子 (M 2H )对应的质荷 (m öz)比见表 4。

图 3　30%乙醇洗脱级分 ES I2M S图 (m öz)

F ig. 3　ES I2M S spectrogram of elu t ing fract ions w ith 30% ethano l

图 4　70%乙醇洗脱级分 ES I2M S图 (m öz)

F ig. 4　ES I2M S spectrogram of elu t ing fract ions w ith 70% ethano l

图 5　70%丙酮洗脱级分 ES I2M S图 (m öz)

F ig. 5　ES I2M S spectrogram of elu t ing fract ions w ith 70% acetone
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表 4　原花青素对应的质荷比

T ab le 4　M öZ co rresponding to mo lecu lo rion

of differen t po lym eric SPC

原花青素低聚物 质荷比 (M—H )—

单体 289

二聚体 577

三聚体 865

四聚体 1153

五聚体 1441

由此可见,通过本研究得到的原花青素主要是聚合

度< 5的低聚体。这与国外有关文献报道的在成熟的高

粱种子中不含有原花青素的低聚物不同[ 14 ]。可能是由

于高粱的品种、产地、成熟度不同,以及提取剂的不同所

致。研究认为低聚体的原花青素的活性较强,具有广泛

的药理活性和抗氧化活性及清除自由基活性[ 1 ]。本研究

结果证实我国黑龙江产高粱是一种富含高活性低聚体

原花青素的植物资源。这一研究结果未见国内外文献报

道。

3　结　论

1) 黑龙江产高粱外种皮中的原花青素的最佳提取

工艺为: 采用 50%乙醇ö水 (mL ömL )溶液作提取剂,提

取温度 80℃,时间 1. 5 h, pH 值为 4,料液比为 1∶20。

2) 通过柱层析方法纯化得到的产物,以乙醇ö水溶
液作流动相, 采用阶梯梯度洗脱, 通过葡聚糖凝胶

(Sephadex L H 220)柱色谱分离和 ES I2M S 方法鉴定可

知,其组分主要是聚合度< 5的高活性低聚体。
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Extraction technology and iden tif ica tion of procyan id in s
from Ep isperm of Sorghum seed

L iu Rui, D ua n Yuq ing , Xie B ijun
※, Pa n S iy i, L iu W e ib ing

(Colleg e of F ood S cience and T echnology , H uaz hong A g ricu ltu ra l U n iversity , W uhan 430070, Ch ina)

Abstract: In th is study, p rocyan id in s w ere ex tracted and determ ined from the ep isperm of So rghum seed harvested

in H eilongjiang P rovince. Ex tract ion condit ion s w ere op t im ized by o rtho rhom b ic ana lysis. Co lum n ch rom atogra2
phy and gel (Sephadex L H 220) ch rom atography w ere conducted fo r fu rther separa t ion and pu rif ica t ion. T he re2
su lt ing pu rif ied and separa ted ex tracts w ere iden t if ied by u sing ES I2M S. Am ong the fou r ex tract ion facto rs con2
cerned, includ ing tem pera tu re, ra t io of m ateria löso lu t ion, ex tract ion t im e and pH value, tem pera tu re w as the

m o st sign if ican t tha t affected the ex tract ion ra te, fo llow ed by the ra t io of m ateria löso lu t ion. M o lecu lar w eigh ts of

variou s p rocyan id in s ex tracted w ere m easu red by ES I2M S. T he op t im ized ex tract ion condit ion w as to ex tract a t

tem pera tu re 80℃ fo r 1. 5 h a t pH 4, and w ith a 1∶20 m ateria löso lu t ion ra t io. In the m ateria l stud ied, o ligom ers,

no larger than pen tam ers, w ere the m ajo r p rocyan id in s p resen ted in the Ep isperm of So rghum seed.

Key words: p rocyan id in s; ex tract ion; separa t ion; ES I2M S; iden t if ica t ion; o ligom ers
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