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　　摘要：芥子碱是十字花科植物中主要的功效成分，具有降压、抗肿瘤、平喘、抗辐射等功效。研究芥子碱的荧光性
质及环糊精（ＣＤ）的增敏作用，建立芥子碱荧光定量方法并用于４种十字花科植物种子中的芥子碱含量的测定。芥子
碱的最大激发波长为３５０ｎｍ，最大发射波长为４７０ｎｍ。α－ＣＤ和 β－ＣＤ疏水性的空腔可与芥子碱形成包合物从而
增强芥子碱的荧光强度，而γ－ＣＤ基本没有影响。芥子碱的荧光强度在ｐＨ值为３～６的酸性条件下稳定；随着ｐＨ值
的继续升高，其荧光强度迅速下降。采用常温浸提和超声辅助提取莱菔子、黄芥子、白芥子和油菜籽粕中的芥子碱，并

利用建立的荧光定量方法测定。结果表明，超声辅助可有效增加芥子碱提取效率；白芥子中芥子碱含量最高，为

１４２５ｍｇ／ｇ，其次为油菜籽粕，黄芥子中芥子碱含量最低，为７．６９ｍｇ／ｇ。
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　　芥子碱是一种季铵盐生物碱（图１），广泛存在于十字花
科植物种子中，如白芥子、黄芥子、莱菔子、油菜籽等，并主要

以芥子碱硫氰酸盐的形式存在［１］。现代药理学研究表明，芥

子碱具有多种生理活性，可通过扩张支气管平滑肌，起到平喘

的作用［２］；能够抑制肿瘤血管的生成，起到抗肿瘤作用［３］；具

有抗雄激素活性，起到抑制前列腺增生的作用［４］；芥子碱还

具有降压、降血脂、抗辐射、辅助神经元再生等作用［５－８］。

　　《中国药典》以芥子碱含量评价芥子、莱菔子等中药材的
质量，要求芥子中芥子碱含量不低于０．５％，莱菔子中不低于
０．４％［９］。目前，芥子碱的测定方法主要是通过高效液相色

谱法（ＨＰＬＣ）［１０－１１］和毛细管电泳法［１２］对芥子碱单体分离后

再定量。这需要较长的分析时间及较为昂贵的设备和专业的

人员操作，并且十字花科植物种子中还含有３－羟基－４－甲
氧基桂皮酰胆碱、４－羟基苯甲酰胆碱、３，４－甲氧基苯甲酰胆
碱、芥子酸等芥子碱衍生物，这些成分具有相似的生物活

性［１３］。因此，快速测定芥子中总芥子碱类含量对评价其药材

质量也有一定的意义。测定总芥子碱的方法目前有分光光度

法［１４］和雷氏盐沉淀法等［１５］。本试验研究了芥子碱的荧光特

性，并利用环糊精空腔包结作用的荧光增强效应，建立芥子碱

含量的荧光测定方法，并用于４种十字花科植物种子中的总
芥子碱含量的测定。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试剂与原料　芥子碱硫氰酸盐标准品购自上海同田
生物技术股份有限公司；α－环糊精（ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ，ＣＤ）、β－环
糊精、γ－环糊精购自江苏丰园生物技术有限公司；莱菔子、
黄芥子、白芥子购买于中药店；油菜籽粕购买于菜市场；其他

所用试剂均为分析纯。

１．１．２　主要仪器设备　９７０ＣＲＴ型荧光分光光度计，购自上
海精密科学仪器有限公司；ＵＶ－５２００ＰＣ型紫外可见分光光
度计，购自上海元析仪器有限公司。

１．２　方法
１．２．１　芥子碱最佳荧光体系的建立　精确称取芥子碱标准
品，用超纯水溶解得到浓度为１．３５ｍｇ／ｍＬ的标准溶液，放置
于４℃冰箱备用。（１）ｐＨ值的影响试验：准确移取２００μＬ芥
子碱标准溶液于１０ｍＬ容量瓶中，用不同 ｐＨ值的磷酸缓冲
液（０．２ｍｏｌ／Ｌ）定容至１０ｍＬ，充分摇匀放置３０ｍｉｎ后，在激
发波长３５０ｎｍ、发射波长４７０ｎｍ条件下测量荧光强度。（２）
ＣＤ的影响试验：用 ｐＨ值为６的磷酸缓冲液（０．２ｍｏｌ／Ｌ）配
制浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ的α－ＣＤ、β－ＣＤ、γ－ＣＤ溶液。准确移
取２００μＬ芥子碱标准溶液于１０ｍＬ容量瓶中，加入不同体积
的ＣＤ溶液后，用ｐＨ值为６的磷酸缓冲液定容，充分摇匀后
放置３０ｍｉｎ，在激发波长３５０ｎｍ、发射波长４７０ｎｍ条件下测
量荧光强度。

１．２．２　芥子碱标准曲线的绘制　分别移取０、１０、２０、３０、４０、
５０μＬ的芥子碱标准溶液于 １０ｍＬ容量瓶中，加入 ７ｍＬ
１５ｍｍｏｌ／Ｌβ－ＣＤ溶液（０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液配制，ｐＨ值为
６）和１ｍＬ６０％乙醇，用ｐＨ值为６的磷酸盐缓冲溶液定容至
１０ｍＬ。充分摇匀后在室温下放置 ３０ｍｉｎ，在激发波长
３５０ｎｍ、发射波长４７０ｎｍ条件下测量荧光强度。
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１．２．３　十字花科植物中芥子碱的提取与测量　莱菔子、黄芥
子、白芥子、油菜籽粕粉碎后过４０目筛。准确称取０．２５ｇ样
品，加入２５ｍＬ６０％乙醇。采用浸提和超声２种提取方式，浸
提时间为１２０ｍｉｎ，超声提取时间为３０ｍｉｎ，提取均在常温下
进行。提取完成后过滤，取０．２ｍＬ滤液于１０ｍＬ容量瓶中，
加入０．８ｍＬ６０％乙醇，再加入７ｍＬ１５ｍｍｏｌ／Ｌβ－ＣＤ溶液，
用ｐＨ值为６的磷酸盐缓冲溶液定容至１０ｍＬ。充分摇匀后
在室温下放置３０ｍｉｎ，在激发波长３５０ｎｍ、发射波长４７０ｎｍ
条件下测量荧光强度。根据标准曲线计算芥子碱浓度。

２　结果与分析

２．１　芥子碱的荧光性质
芥子碱在紫外光的激发下可产生荧光，由图２可知，芥子

碱的最大激发波长为３５０ｎｍ，最大发射波长为４７０ｎｍ。

２．２　环糊精对芥子碱荧光强度的影响
环糊精是一类由 Ｄ－吡喃型葡萄糖通过 α－１，４－糖苷

键连接而成的环状低聚糖，其分子形状为上宽下窄中空的环

筒状，可与客体分子通过范德华力、疏水作用、空间匹配效应

及氢键等相互作用力形成主客体包合物。ＣＤ疏水性的空腔
微环境可以影响客体分子的理化性质，如改变其紫外 －可见
吸收、荧光等光谱性质，从而在分析化学上有广泛的应用，可

以提高检测的灵敏度和准确性［１６］。由图３可知，芥子碱的荧
光强度随着α－ＣＤ和β－ＣＤ浓度的升高而逐渐增强，而γ－
ＣＤ的影响不明显。并且β－ＣＤ会使芥子碱的最大发射波长
向短波方向移动，从原来的４７０ｎｍ蓝移至４６０ｎｍ。这些现
象说明α－ＣＤ和 β－ＣＤ可与芥子碱形成包结物，从而影响
其荧光性质。荧光强度的增强可能是因为芥子碱分子进入

ＣＤ的疏水性空腔，增加了芥子碱的刚性结构，减少了荧光猝
灭，从而导致其荧光强度增强［１６］。而 γ－ＣＤ因为空腔尺寸
较大，与芥子碱空间匹配程度较差，不形成包结物。

根据芥子碱在４７０ｎｍ处荧光强度随α－ＣＤ和β－ＣＤ浓
度的变化而变化，二者包结反应的平衡常数Ｋ可以由Ｂｅｎｅｓｉ－
Ｈｉｌｄｅｂｒａｎｄ方程（公式１）求得［１７］：

１
Ｆ－Ｆ０

＝ １
ＫｋＱ［Ｇ］·

１
［ＣＤ］＋

１
ｋＱ［Ｇ］。 （１）

式中：Ｆ０为无ＣＤ时的荧光强度；Ｆ为添加不同浓度 ＣＤ后的
荧光强度；［ＣＤ］为 ＣＤ浓度，ｍｏｌ／Ｌ；Ｋ为二者包结反应的平
衡常数，Ｌ／ｍｏｌ；［Ｇ］为芥子碱浓度，ｍｏｌ／Ｌ；Ｑ为包结物荧光量
子产率；ｋ为仪器参数。由１／（Ｆ－Ｆ０）对１／［ＣＤ］作图，通过
斜率和截距可计算得到平衡常数Ｋ。如图３－Ｄ所示，回归曲
线呈良好的线性关系，说明 α－ＣＤ、β－ＣＤ与芥子碱的包合
比为１∶１。计算结果列于表１，β－ＣＤ与芥子碱的包结平衡
常数大于α－ＣＤ，说明β－ＣＤ与芥子碱包合物更稳定。因为
β－ＣＤ更廉价易得，且与芥子碱包结更稳定，所以后续试验
选用β－ＣＤ为荧光增敏剂。

２．３　最佳荧光体系的建立
如图４－Ａ所示，芥子碱荧光强度在 ｐＨ值为３～６的酸

性条件下基本稳定；随着ｐＨ值的继续升高，其荧光强度迅速
下降。所以，选择ｐＨ值为６的磷酸缓冲液进行后续试验。
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表１　环糊精与芥子碱包结反应的平衡常数

环糊精类型 回归方程 ｒ２ Ｋ
α－ＣＤ ｙ＝２．５６７×１０－５ｘ＋２．１９０×１０－４ ０．９９６５ ８．５３１
β－ＣＤ ｙ＝２．４９５×１０－５ｘ＋２．９５４×１０－４ ０．９９７３ １１．８４０

　　芥子碱与ＣＤ的包结可能需要一定的时间才能稳定，如
图４－Ｂ所示，芥子碱荧光强度随放置时间的延长迅速下降，
２５ｍｉｎ后趋于稳定。因此，后续试验中溶液配制混合均匀后，

放置３０ｍｉｎ再开始测量荧光强度。
在提取十字花科植物中芥子碱时，多用乙醇水溶液为提

取溶剂［１１，１８－１９］。因此，在测定实际样品时，要考虑乙醇对芥

子碱荧光的影响。如图４－Ｃ所示，在１０ｍＬ容量瓶中加入不
同体积的无水乙醇，因为乙醇会影响溶剂极性，对芥子碱荧光

强度影响很大。因此，绘制标准曲线和测定样品时要保证乙

醇体积一致。

２．４　荧光法测定芥子碱方法考察
根据“１．２．３”节的方法步骤，测定一系列已知浓度的芥

子碱标准溶液的荧光强度，绘制标准曲线。如图５所示，芥子
碱的荧光强度与其浓度呈良好的线性关系。当体系中存在

β－ＣＤ时，同一浓度的芥子碱荧光强度更高，说明 β－ＣＤ有
增敏效果。在空白体系中芥子碱的标准曲线方程为 ｙ＝
５．１０ｘ＋２２．５３，ｒ＝０．９９８；添加β－ＣＤ后，标准曲线方程为ｙ＝
５．９４ｘ＋４５．００，ｒ＝０．９９６；式中：ｙ为荧光强度，ｘ为芥子碱浓
度，μｇ／ｍＬ。根据斜率比值，β－ＣＤ的增敏倍数为 １１６倍。
连续测定浓度为２０μｇ／ｍＬ的芥子碱标准品６次，计算荧光强
度的相对标准差为１．６７％，表明方法稳定性很好。

２．５　十字花科植物样品中芥子碱含量测定结果
采用常温浸提和超声辅助提取萝卜籽、黄芥子、白芥子和

油菜籽粕中的芥子碱，并利用建立的荧光定量方法进行测定，

结果如表２所示。超声辅助提取能有效提高芥子碱的提取效
果，可能是因为超声波穿透力强，细胞更易破碎，因此提取效

率更高。４种十字花科植物种子中，白芥子中芥子碱含量最
高，为１４．２５ｍｇ／ｇ，其次为油菜籽粕，黄芥子含量最低，原因
是十字花科植物种子中还含有３－羟基 －４－甲氧基桂皮酰
胆碱、４－羟基苯甲酰胆碱、３，４－甲氧基苯甲酰胆碱、芥子酸
等芥子碱衍生物，这些化合物结构相似，都会有荧光。因此，

本法测定得到的是十字花科植物种子中总芥子碱含量。

表２　十字花科植物样品中芥子碱含量测定结果

样品 提取方式
芥子碱含量（ｍｇ／ｇ）

荧光法 分光光度法

莱菔子 浸提 ７．５１±０．１７ １３．１９±０．３３
超声辅助 １２．２５±０．２１ ２３．１９±０．１６

黄芥子 浸提 ５．０５±０．０８ １０．７２±０．１１
超声辅助 ７．６９±０．１６ １４．８９±０．２２

白芥子 浸提 １０．１４±０．２６ １１．７５±０．１７
超声辅助 １４．２５±０．１７ １４．３９±０．２２

油菜籽粕 浸提 １０．７７±０．１０ １２．３８±０．１８
超声辅助 １４．２３±０．２５ １５．１４±０．３１

　　芥子碱的紫外吸收光谱在３３２ｎｍ有最大吸收峰，因此也
可以用分光光度法测定。本研究比较了分光光度法和荧光法

的测定结果。在 ３３２ｎｍ下，芥子碱的标准曲线为 ｙ＝
０．００５８６ｘ＋０．００６８２，ｒ＝０．９９７，式中：ｙ为吸光度；ｘ为芥子
碱浓度，μｇ／ｍＬ。对同一样品的测定结果如表２所示，分光光
度法测定的芥子碱含量普遍高于荧光法测定结果，这是因为

分光光度法没有选择性，提取液中还含有其他在３３２ｎｍ下有
光吸收的物质。而荧光法具有一定的选择性，因此对于复杂

样品，测定结果比分光光度法更准确。

３　结论

芥子碱的最大激发波长和发射波长分别为３５０、４７０ｎｍ。
α－ＣＤ和β－ＣＤ可以通过包结作用，增强芥子碱荧光强度。
建立了芥子碱荧光定量方法，并用于莱菔子、黄芥子、白芥子

和油菜籽等４种十字花科植物种子中的芥子碱含量的测定，
结果表明白芥子中芥子碱含量最高，黄芥子最低。
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藜麦种子不同溶剂提取物及其抗氧化活性

华艳宏１，庞春花１，２，张永清１，贺　笑１，杨世芳１，薛　蓉２
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　　摘要：以一号藜麦种子为研究对象，分别采用蒸馏水、７０％甲醇、７０％乙醇、７０％丙酮、甲醇、乙醇、丙酮为溶剂，通
过超声波浸提方法，比较不同溶剂提取藜麦种子提取物中活性物质含量及其抗氧化活性差异。结果表明，不同溶剂提

取的藜麦种子总多酚、总黄酮含量存在一定差异，提取液中总多酚含量为１．１４～３．２８ｍｇ／ｇ，其中以７０％乙醇为溶剂
时含量最高；总黄酮含量为１．３４～１．９８ｍｇ／ｇ，以７０％乙醇、蒸馏水为溶剂时含量较高，且二者之间无显著差异；不同
溶剂藜麦种子提取液均具有一定的ＤＰＰＨ、羟基自由基清除能力和铁还原能力。同时相关性分析表明，不同溶剂提取
物中总多酚含量与其抗氧化活性间的相关性显著，总黄酮含量与其抗氧化活性间的相关性较小。７０％乙醇是藜麦种
子中总多酚、总黄酮提取及其抗氧化活性研究的最好溶剂。本研究可为藜麦种子提取物的开发利用提供参考。
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　　藜麦（ＣｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍｑｕｉｎｏａＷｉｌｌｄ．）别称南美藜，是藜科
（Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉａｃｅａｅ）藜属（Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ）的１年生草本植物，原
产于南美洲的安地斯山脉，是当地的一种农作物，有几千年的

种植历史［１］。目前在我国西藏、山西及西北地区都有种植。

２１世纪以来，藜麦在全球范围开始引种和试种，成为食品领
域的研究热点。因其食品的安全性、全营养性，联合国将

２０１３年定义为国际藜麦年［２］。许多研究表明，藜麦蛋白质含

量高，氨基酸分配均衡，且脂肪酸多为不饱和脂肪酸，矿物质、

抗氧化物质含量丰富，是一种高蛋白、低热量、活性物质丰富

的营养食物，可充分满足人类生命活动的基本要求，不仅是健

康食品，更是安全食品［３］，是具有腹腔疾病及过敏体质人群

的优良食材［４］。多酚、黄酮是广泛存在于植物中的活性物

质，因其具有抗氧化、抗衰老、预防心血管疾病并且能够有效

增强自身免疫力等特点而被广泛应用于医药行业。研究已证

实藜麦中含有丰富的多酚、黄酮类化合物，其中大部分是香草

酚酸、阿魏酸及其衍生物、槲皮素、山奈酚［５－６］，表现出高抗氧
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