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甜橙种子中柠檬苦素类似物

配糖体的测定
�

田庆国�， 丁霄霖�， 陶冠军�， 王林祥�， 戴 军�

（��无锡轻工大学食品学院，江苏无锡�����；��无锡轻工大学测试中心，江苏无锡�����）

摘 要：利用液质联用（���������）技术对甜橙种子的乙醇提取物进行了检测，从中发现了两种柠

檬苦素类似物的配糖体———奥巴叩酮配糖体和诺米林配糖体�采用��和��核磁共振谱法对化合

物的结构进行了进一步证实�
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柠檬苦素类似物（��4����+1）是存在于芸香科

（: 2
’,
,）和楝科（�,��
’,
,）植物中的一类三萜类

化合物，特别在柑桔属（������）中含量丰富［�］
�柠

檬苦素类似物是引起桔汁苦味的主要原因之一，迄

今为止，柑桔属中已分离出�种柠檬苦素类化合

物的甙元和��种配糖体［�］
�近年来研究表明，柠檬

苦素类化合物能够较强地激活体内的主要解毒酶

———谷胱甘肽转移酶（"�����20
�1),0
1,）的活性�

大量的动物试验表明，柠檬苦素类化合物具有抑制

由化学物质导致的肝癌、小肠癌、口腔癌和皮肤癌

等作用［��］
�由于柠檬苦素类化合物主要存在于柑

桔加工的副产物中，所以是一类开发价值很高的生

理活性物质�特别是柠檬苦素类似物的配糖体具有

水溶性好、无苦味等特点，更适宜用作功能性食品

添加剂�目前日本、美国已报道了柠檬苦素类似物

制作功能性食品和饮料的专利［�］，但由于柠檬苦素
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类似物配糖体的极性很强，纯化相当困难，所以在

这方面的研究远远落后于柠檬苦素类似物甙元方

面的研究�

作者利用液相色谱（����）和电喷雾质谱（���

�	�）联用技术对甜橙（�
����
����
�������）种子

的乙醇提取物进行了定向检测，发现了甜橙种子中

二种主要的柠檬苦素类化合物的配糖体———奥巴

叩酮配糖体（�������������
��，��）和诺米林配

糖体（���
�
������
��，��），采用核磁共振波谱法

对所得化合物的结构作了进一步证实�

� 材料与方法

��� 仪器

����������� !!!液质联用仪（"�����公司生

产），"�����#!!制备液相色谱仪（"�����公司生

产），$��
���%!!核磁共振仪（$��
��公司生产）�

��� 试剂和药品

氯化钠、甲酸、浓盐酸、氢氧化钠、无水乙醇均

为分析纯；乙腈为色谱纯；&%’(!大孔吸附树脂、&

%!)弱碱性阴离子交换树脂，为南开大学化工厂产

品�

��� 分析条件

����色谱条件：�)*柱（� �#��+(!��，’

��，"�����）；流动相体积比为乙腈,水,甲酸-)’,

*’,!�!(；流速为)��／�
�；检测波长()!��，二极

管阵列检测器；液相色谱的流出组分经三通分流，

使进入质谱的流速为)!��／�
��

质谱条件���.；毛细管电压%�’�$；脱溶温

度(*!/；源温)(!/；离子能量!�’�$；倍增器电

压#’!$；第一级锥孔电压 ’$；第二级锥孔电压’

$；氮气流量%�#�／0�

制备色谱条件：色谱柱为�1��2���)*半制

备柱（�(!�!��+(’��，)!��，大连依利特科

学仪器公司）；流动相为乙腈�水�三氟乙酸（体积比

(’,3’,!�!(）；流速为#��／�
�；检测波长()!��；

进样体积(!!���

��� 样品处理

将干燥并粉碎的甜橙种子（四川江津产）)�!��

用石油醚（#!�4!/）彻底脱脂后，用丙酮提取柠檬

苦素类似物的甙元，然后用3!5乙醇回流提取%

次，每次)0，合并乙醇提取物，把乙醇提取物减压

蒸去乙醇，过滤除去沉淀析出的黄酮类等化合物，

滤液用!�)���／�盐酸调��值至 �’，上&%’(!

大孔吸附树脂色谱柱，用去离子水彻底洗去未被吸

附的物质，再用3!5乙醇洗脱柠檬苦素类似物配糖

体�将洗脱液减压蒸去乙醇，用!�)���／�氢氧化钠

调��值为#�’后上&%!)阴离子交换柱，用去离

子水洗彻底后改用!�’���／�氯化钠水溶液洗脱柠

檬苦素类似物配糖体�洗脱液再经&%’(!吸附树脂

柱脱盐，用无水乙醇洗脱柠檬苦素类似物配糖体，

将洗脱液冷冻干燥得’�)(�粗品�

用所得粗品配成%!!��／��的水溶液，取)

��稀释)!!倍后用于������	�测定，进样体积

流量)!��／�
�，色谱图和总离子流图见图)，质谱

图见图(，%所示�针对奥巴叩酮配糖体和诺米林配

糖体组分进行制备高效液相色谱纯化�共进样!�#

��，收集两个主要组分，经冷冻干燥得组分�)’� 

��，组分�#(���并把所收集组分再用������	�

检测�

图� 液相色谱图及总离子流图
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图� 奥巴叩酮配糖体的质谱图
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图� 诺米林配糖体的���／��图
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� 结果与讨论

�	� 结果

质谱中发现存在奥巴叩酮配糖体（���，��

��）和诺米林配糖体（���，����）�

�）组分�核磁共振数据
�����（ ��!���，�，"#$测定）：��呋喃：

����%，��&%�；��呋喃：���’(；���：��’"%（�，)�%�

�）；��%：��(��（�，)�%�’）；����：���’�；葡萄糖��

�：&��#�（�，)��(）；����：’�#�&；*�甲基氢：��’(%，

��’&’，��%((，��#��，#�(#���’*���（ ��!�

��，�，"#$测定）：%#(�#’#（*��），��(��%(（*���），

��&�"&（*�’），�&"�(�（*��），�&��%&（*�%�），�&#�

’�（*�%’），�%����（*�%#），��"��&（*�%），��%�%’

（*�%%），�#&�#�（+����	�*��），(%�(%（*�&），�����

（*���），�#�&(（*��&），���%�（+����	�*��），���#�

（*���），���#&（*�(），�#�"�（*��），&��’&（*�"），

&&�#&&（*��’），&&�#&（*��#），’"���（*��），���"�

（*���），%��’�（*��%），*�甲基：%"���，%��#’，%%�

(�，�"�#’，�&���；葡萄糖*%�*&：����’，���(&，

�’�(#，�#�%(

以上数据均与文献［(］报道的奥巴叩酮配糖体

的氢谱和碳谱一致�结构见图&�

%）组分�核磁共振数据

�����（ ��!���，�，"#$测定）：��&""，��

&��；��呋喃：���%&；���：&��(’（�，)���）；����：��

��；����：’�#&(；乙 酰 基 氢：%�#%’；*�甲 基 氢：#�

(##，#�"(%，��’%，��’�%，��&’%；葡萄糖���：&�
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以上数据与文献报道的诺米林配糖体的氢谱

数据一致［�］
�结构见图��

图� 奥巴叩酮配糖体的结构式
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图� 诺米林配糖体的结构式
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��� 讨论

����� 酸对色谱条件的影响 在	
����测定

中，流动相中添加适量的酸对峰形保持和分离效果

是必需的，单从分析角度看，磷酸、三氟乙酸及甲酸

可以起同样的作用，但是不挥发的缓冲液如磷酸不

能使用，因为它会导致质谱离子电流降低和取样孔

阻塞�使用三氟乙酸需经柱后衍生，否则离子流信

号很低�甲酸和丙酸是较适合的酸�在制备液相中

也必须用易于挥发性的酸，否则冷冻干燥过程中不

能将酸除去，影响下一步的纯化和测定�由于三氟

乙酸沸点较低，所以选用三氟乙酸�

����� 电喷雾电离方式（��） 	
��采用电喷

雾电离接口方式具有很大的优点，��是一种非常

软的电离方式，可以很方便地用于强极性、难挥发

性化合物的离子化，是用质谱进行大分子化合物相

对分子质量测量的一个重大突破�通常的电离方式

如��法，根本无法得到柠檬苦素类似物配糖体的

分子离子峰���电离方式的出现使这一问题迎刃

而解�另外，��电离方式样品用量极少，不易污染

离子 源，谱 图 干 净，灵 敏 度 高，它 的 检 测 限 可 达

�������������不论是一般的天然有机极性小分

子或者是生物大分子都能进行相对分子质量测定�

����� 	
����测定的缺陷 ��作为	
��

接口，其灵敏度受流动相组分和流速的影响较大，

流速增加，洗脱液中水在甲醇或乙腈中的比例升

高，灵敏度显著降低�所以��	
部分和质谱部分

的匹配问题是一个关键因素�

� 结 论

	
��联用技术是一种快速灵敏的检测技术，

不用标样就可直接对物质进行定性分析�可以避免

样品繁杂的纯化，结果准确，可靠、迅速�
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