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黑莓天然维生素 E纯化技术研究 

李维林 1, 崔恩惠 2, 赵慧芳 2, 方  亮 2, 吴文龙 2* 

(1. 南京林业大学林学院, 南方现代林业协同创新中心, 南京  210037;  

2. 江苏省中国科学院植物研究所, 南京  210014) 

摘  要: 目的  建立一种硅胶柱层析纯化黑莓种籽油中天然 VE 的方法。方法  采用单因素实验的方法, 以维

生素 E 的含量为考察指标, 对洗脱剂种类、洗脱剂配比、硅胶用量、洗脱剂用量进行优化。结果  黑莓天然

VE 的最优纯化工艺参数为: 硅胶与维生素 E 粗提物的质量比 为洗脱剂, 洗脱剂用(V/V ,1׃8)正己烷׃乙醇 ;1׃3

量为粗提物的 15 倍。在此条件下, 纯化物中维生素 E 的含量可以达到(51.5±0.530)%。结论  采用硅胶柱层析

方法可以有效纯化黑莓天然维生素 E。 
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Study on purification technology of natural vitamin E in blackberry 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for purifying VE from blackberry seed oil by silica gel column 

chromatography. Methods  Single factor experiments were carried out to optimize the purification process of natural 

VE from blackberry seed oil. The eluent type, ethanol/hexane ratio, silica gel weight and eluent volume were selected 

by taking VE content as the index. Results  The optimal purification process parameter of berry natural VE was: 

Silica gel and the quality of the crude extracted from vitamin E than 3 1׃; Ethanol : n-hexane (8 1׃, V/V) as eluent, 

dosage of eluent for the crude extracted of 15 times. Under these conditions, the content of vitamin E in the purified 

compound could reach (51.5±0.530)%. Conclusion  Silica gel column chromatography is a feasible method for the 

purification of blackberry natural Vitamin E. 
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1  引  言 

天然维生素 E(VE)是一种脂溶性维生素, 其水解产物

生育酚具有活性高, 使用安全等特点, 已经广泛应用于医

药[1,2]、食品[3,4]、饲料[5]、化妆品、化工等方面。黑莓是蔷

薇科悬钩子属(Rubus L.)浆果类果树, 其果实中含有极为丰

富的天然 VE、花青素、多酚等, 被誉为“生命之果”[6]。黑

莓果实中天然 VE 的含量极为丰富[7], 具有良好的开发应用

前景。 

天然 VE 的提取和纯化技术 , 前人已经有很多研    
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究[810], 其提取方法有尿素包合法、溶剂萃取法、分子蒸

馏法、皂化-冷析法、超临界 CO2 萃取法等, 纯化方法有溶

剂法、分子蒸馏法、硅胶层析法等。目前应用较多的提取

方法是分子蒸馏法[11,12]和超临界 CO2 萃取法[13,14]。硅胶柱

层析是最常用的 VE 纯化方法[1517], 具有效率高、稳定性

好、成本低且操作简单易行等特点, 前期采用溶剂超声提

取法得到黑莓种籽油[18]本研究采用硅胶柱层析法对黑莓

VE粗提物进行纯化, 通过单因素实验优化工艺参数, 以期

为今后黑莓天然 VE 工业化生产提供技术基础, 为黑莓的

深加工利用提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  材料与仪器 

原料 : 采用尿素包合法从黑莓种籽油中提取天然

VE, 尿素与种籽油的质量比为 加热℃ 50 ,1׃3 30 min, 乙

醇浓度 95%, 冷析时间 4 h, 冷析温度 0 ℃, 所得粗提物

VE 含量 3.21%。无水乙醇、尿素、三氯化铁、磷酸、甲

醇(购自国药化学试剂有限公司), 邻菲罗啉(天津欧博凯

化工有限公司)。 

SHZ-III 型循环水式多用真空泵(上海亚荣生化仪器

厂); RE-52AA 旋转蒸发器(上海亚荣生化仪器厂); TU-1810

紫外-可见光分光光度计(北京普析通用仪器有限责任公

司); EX-200A 型电子分析天平(浙江慈溪天东衡器厂); 硅

胶 100~200 目(青岛海洋化工有限公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  硅胶柱层析纯化 VE 的方法 

湿法装填硅胶柱, 称取6 g VE粗提物溶解于5 mL正己

烷中, 倒入硅胶柱中。先用 15 mL 正己烷冲洗, 再用极性溶

剂洗脱。洗脱液经减压浓缩, 去除溶剂, 得到 VE 纯化物。 

2.2.2  VE 含量测定方法 

参照崔恩惠等[19]的方法测定样品中的 VE 含量, 称取

VE 纯化物 0.1 g, 用正己烷定容到 50 mL, 再吸取 0.5 mL, 

加入 2.11 mmoL/L 氯化铁乙醇溶液 0.2 mL, 7.32 mmoL/L

的 1, 10-菲罗啉乙醇溶液和 42.58 mmoL/L 磷酸 0.31 mL, 

并定容到 15 mL, 反应 30 s, 测定 509 nm 下的吸光度。根

据标准曲线Y=0.0522X+0.0128(R2=0.9987)计算VE含量, 其

中 Y 为 VE 浓度(μg/mL), X 为 A509。 

2.2.3  洗脱剂的选择 

以 5 个柱体积的(5 BV)乙醇׃正己烷溶液(81׃, V:V)、无

水乙醇、甲醇为洗脱剂, 硅胶(与样品的质量比为 为固定(1׃3

相, 以纯化物中 VE 含量为指标, 考察各洗脱剂的分离效果。 

2.2.4  洗脱剂的配比 

分别以 5 BV 乙醇-正己烷溶液(61׃9、1׃8、1׃7、1׃、

为洗脱剂, 硅胶(与样品的质量比为(1׃10 为固定相, 以(1׃3

纯化物中 VE 含量为指标, 考察乙醇与正己烷比例对分离

效果的影响。 

2.2.5  硅胶用量 

以 5 BV 乙醇-正己烷溶液(81׃, V:V)为洗脱剂, 设置硅

胶与粗提物质量比 以纯化物中 ,1׃5、1׃4、1׃3、1׃2、1׃1

VE 含量为指标, 考察不同硅胶与粗提物的质量比对分离

纯化效果的影响。 

2.2.6  洗脱剂的用量 

以 5BV 乙醇-正己烷溶液(81׃, V:V)为洗脱剂, 硅胶(与

样品的质量比为 为固定相, 以(1׃3 5 mL 为一个体积单位, 

共洗脱 10 个体积单位, 通过测定每一个体积单位洗洗脱

液中 VE 的含量来确定洗脱剂的最佳用量。 

2.2.7  验证实验 

根据单因素实验得到的最优试验方案进行验证实验, 

考察纯化物的 VE 含量。 

3  结果与分析 

3.1  洗脱剂的选择 

乙醇-正己烷、无水乙醇、甲醇 3 种洗脱剂的洗脱效

果见表 1。由表 1 可见, 以乙醇-正己烷(81׃, V:V)为洗脱时, 

VE 的含量最高, 分离纯化效果最好, 其次是无水乙醇, 甲

醇的效果最差。这 3 种洗脱剂的极性大小是乙醇-正己烷<

无水乙醇<甲醇, 由此可见, 当洗脱剂极性增大时, 纯化物

中 VE 的含量有所下降, 这可能是因为当极性增大时, 除

VE 以外的吸附在硅胶柱上的极性物质也洗脱下来, 导致

VE 相对含量下降。因此选择乙醇-正己烷为最佳洗脱溶剂。 
 

表 1  不同洗脱剂的洗脱结果 
Table 1  The elution results of different eluents 

类别 乙醇׃正己烷(8:1, V/V) 无水乙醇 甲醇 

吸光度 0.466±0.003a 0.460±0.002a 0.453±0.003b

VE 质量
/mg 

13.000±0.100a 12.900±0.092a 12.600±0.090b

VE 含量/% 52.100±0.490a 51.400±0.402a 50.600±0.408a

注: 文中小写字母表示不同处理间差异显著, P<0.05。 

 

3.2  乙醇-正己烷配比的选择 

设置 5 个乙醇-正己烷的比例对硅胶柱上的维生素 E

进行洗脱, 以 VE 含量为考察指标, 结果见图 1, VE 含量随

乙醇与正己烷的体积比增大而增加, 当体积比增加到 1׃8

时达到峰值, 随后又随乙醇-正己烷体积比的增大而减少, 

也就是说当乙醇与正己烷的体积比为 1׃8 时, 纯化物中 VE

的含量最高, 分离纯化的效果最好。分析认为, 当乙醇与

正己烷体积比小于 1׃8 时, 溶液的极性相对较少, 还不足

以将吸附在硅胶上的 VE 全部洗脱下来, 而当体积比大于

溶液极性变大, 这时不但把 ,1׃8 VE 洗脱下来, 还把其它

吸附在硅胶柱上的极性物质洗脱了下来, 因此使得纯化物

种的 VE 含量有所下降。 
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图 1  乙醇-正己烷比例对维生素 E 含量的影响(n=3) 

Fig.1  Effect of ethanol/hexane ratio on VE content (n=3) 
 

3.3  硅胶用量 

设置了 5 个硅胶与样品质量比进行实验, 结果见图 2, 

当硅胶与样品质量比从 1׃1 升高至 1׃3 时, 纯化物中 VE 的

含量随着硅胶用量的增加而增加, 在硅胶与样品的质量比

达到 1׃3 时, 曲线开始逐渐平缓下来, 即 VE 含量稳定下

来。在硅胶与样品的质量比小于 1׃3 时, 硅胶不能把样品

中的 VE 完全吸附, 随着硅胶用量增加, VE 的吸附量增加, 

解吸附量也随之增加; 当硅胶与样品的质量比为 1׃3 时, 

VE 被完全吸附, 因此在硅胶与样品的质量比进一步增大

时, VE 的量维持不变。由此得出, 在硅胶与样品的质量比

为 1׃3 时, 样品中的 VE 被全部吸附, 分离纯化效果最佳。 

 

 
 

图 2  硅胶用量(硅胶与样品比例)对维生素 E 含量的影响(n=3) 

Fig.2  Effect of silica gel/sample ratio on the VE content (n=3) 
 

3.4  洗脱剂的用量 

以 5 mL 为一个体积单位, 考察洗脱剂乙醇-正己烷

的用量, 结果见图(1׃8) 3。随着洗脱进程的进行, 单位体积

的纯化物中 VE 的含量逐渐降低。在前两个单位中 VE 含

量减少的幅度较小, 而在第三个单位中, VE 含量相比较第

2 个减少的幅度最大, 在接下来的几个单位中, VE 含量减

少幅度大致相同, 直到第 7 个体积单位中, VE 含量接近 0, 

即用 30 mL(6 个体积单位)极性洗脱剂可以把 2 g 样品中的

VE 全部洗脱出来。由此认为, 极性洗脱剂乙醇-正己烷(81׃)

与样品的比为 时, 样品中的(m/V)1׃15 VE 能够被全部洗脱

出来。 

 
 

图 3  洗脱剂用量对维生素 E 含量的影响 

Fig.3  Effect of eluent volume on the VEcontent 
 

3.5  验证试验结果 

根据前述单因素试验的结果, 采用乙醇-正己烷(81׃, 

V:V)为洗脱剂, 硅胶与 VE 粗提物的质量比 乙醇-正己 ,1׃3

烷用量与 VE 粗提物比 的工艺参数, 进行验证试(m/V) 1׃15

验, 得到的纯化物中 VE 的含量为(51.5±0.530)%。 

4  结  论 

本研究采用硅胶柱层析的方法纯化黑莓种籽天然 VE, 

采用单因素试验的方法, 对洗脱剂种类、洗脱剂配比、硅

胶用量、洗脱剂用量进行优化, 所确定的黑莓天然 VE 的

纯化工艺为: 硅胶柱层析中硅胶与 VE 粗提物的质量比  ;1׃3

乙醇-正己烷(81׃, V:V)为洗脱剂, 洗脱剂用量为粗提物的

15 倍(m/V)。验证试验结果表明, 在此条件下, 纯化物中

VE 的含量可以达到(51.5±0.530)%。 
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