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十字花科植物种子中莱菔硫烷的薄层色谱鉴别
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摘　要 : 用正己烷2乙醇体积比为 5∶5的混合溶剂作为展开剂 ,碘蒸汽为显色剂 ,建立了十字花科植物中莱菔硫烷

薄层色谱定性分析的方法。并运用相同的方法对甘蓝和白菜种子的粗提液进行鉴别 ,实验表明甘蓝种子中含少量

莱菔硫烷 ,白菜种子中几乎不含这种物质 ;并用 HPLC对其进行分析验证。该方法操作简便 ,专属性强 ,斑点清晰 ,

无需大型仪器和特殊试剂 ,适用于多个样品的低价快速检测。

关键词 : 莱菔硫烷 ; 薄层色谱 ; 快速检测

中图分类号 : TQ225127

收稿日期 : 2005205213

基金项目 : 北京市生物加工重点实验室资助 (SYS100100421)

第一作者 : 女 ,1982年生 ,本科生

3通讯联系人
E2mail : yuanqp @mail. buct . edu. cn

引言

莱菔硫烷 ( sulforaphane , SFN) ,分子式 : CH3 S

(O) CH2CH2CH2CH2N C S ,是众多异硫氰酸酯

中的一种 ,硫代葡萄糖苷的一种水解产物 ,是蔬菜中

防癌和抗癌效果最好的天然活性物质之一 ,尤其对

食道癌、肺癌、结肠癌、乳腺癌、肝癌及大肠癌等有很

好的防治效果 ,也因此具有较为广阔的市场前景。

现已证实 ,十字花科植物 (如甘蓝、花椰菜、青花菜

等)含量最为丰富[125 ]。目前 ,国际上大多数的研究

只是针对十字花科植物的药性研究 ,而对莱菔硫烷

的制备研究还很薄弱 ,国内也少有相关报道。

对于莱菔硫烷的检测方法 ,目前主要是紫外分

光光度法[6 ]、气相色谱法[7 ]和 HPLC法[8 ]。但紫外

分光光度法需进行预处理 ,反应步骤多 ,特异性低 ,

重现性差 ; HPLC法和气相色谱法虽均可达到理想

的精度 ,重现性也不错 ,但对于莱菔硫烷的初步鉴

定 ,运用这两种方法势必会增加研究成本。本实验

利用薄层色谱法对莱菔硫烷的存在及含量进行定性

鉴定 ,确定分离效果最佳的展开剂 ,同时也为其他可

能含有莱菔硫烷的十字花科植物种子薄层色谱鉴别

提供了良好的前处理方法及色谱条件。薄层色谱法

操作简单快捷、灵敏度高、准确可靠 ,可作为莱菔硫

烷分析的一种有效手段。

1　实验部分

111　材料和试剂

青花菜种子、甘蓝种子　中国农业科学院蔬菜

花卉研究所 ;白菜种子 　北京京研益农种苗技术中

心 ;去离子水 ;超纯水 ;莱菔硫烷标准样品 　美国

Sigma公司 ; Tris - HCl (p H712)缓冲溶液 ;无水硫酸

钠、石油醚、乙醇、正己烷、三氯甲烷、二氯甲烷、乙酸

乙酯、丙酮、异丙醇、甲醇均为分析纯 　康科德科技

有限公司 ;乙腈 　色谱纯 ,百灵威化学试剂有限公

司 ;固体碘。

112　实验主要仪器

恒温磁力搅拌器 ,JB22 上海雷磁新泾仪器有限

公司 ;离心机 , TDL25 上海安亭科学仪器厂 ;旋转蒸

发仪 ,RE252A上海亚荣生化仪器厂 ;层析缸 ;硅胶 G

预制板 (10 cm×5 cm ,厚度 012～0125 mm) ,烟台市

化学工业研究所 ;微量进样器 (25μL ) ,上海医用仪

器厂 ; HPLC仪 ,日立 ( Hitachi) 。

113　实验步骤

11311　试样制备　称取青花菜种子 1 g ,研磨成粉

状。加入 Tris2HCl (pH712)缓冲溶液 8 mL ,水解2 h。

加乙醇 2 mL。再用石油醚脱脂三次 ,每次10 mL。向

乙醇2水相加乙酸乙酯萃取三次 ,每次10 mL。收集乙

酸乙酯相 ,加无水硫酸钠吸水至澄清 ,旋转蒸发仪真

空浓缩该相。加 5 mL 乙酸乙酯溶解 ,最终得一金褐

色溶液。

11312　薄层层析　本实验采用硅胶为吸附剂 ,通过

选用不同的展开剂来考察其对莱菔硫烷粗提液的分



离效果。

将 10 mL 展开剂 (纯溶剂或一定配比的混合溶

剂)倒入层析缸中 ,盖上瓶塞 ,尽量使层析缸中气体

达到饱和。用微量进样器在硅胶 G预制板上距下

端 1 cm的基线上点样 ,均取样 2μL ;点完样液后用

电吹风机吹干。将该硅胶板放入倒有展开剂的层析

缸中 ,室温、垂直上行展开 ,展距为 815 cm。当溶剂

前沿到达终止线时 ,取出硅胶板 ,用电吹风机吹干后

放入碘瓶中显色。

11313　专属性研究实验　改变反应条件 ,大量减少

莱菔硫烷产量 ,制备对比试样 ,进一步考察薄层色谱

法定性检测莱菔硫烷的专属性。

对比试样 1　取青花菜种子 1 g ,研磨成粉状 ,放

入 p H值 210的冰醋酸溶液[10 ]中水解 2 h ,后续步骤

同 11311。

对比试样 2　取青花菜种子 1 g ,研磨成粉状 ,沸

水浴加热 2 h。再加入 Tris2HCl (p H712)缓冲溶液 8

mL ,沸水浴水解 1 h。后续步骤同 11311。

将以上两个试样与标样、青花菜粗提液作对比 ,

用正己烷2乙醇体积比 5∶5 的二元混合展开剂展开

分析。并用 HPLC法对该两个对比试样加以验证。

11314　甘蓝和白菜种子中莱菔硫烷的薄层色谱鉴

别　取甘蓝种子和白菜种子各 1 g ,后续步骤同

11311。将该两个试样与标样、青花菜粗提液作对

比 ,用正己烷2乙醇体积比 5∶5的二元混合展开剂展

开分析。并用 HPLC法对该两个对比试样加以验

证。

11315　HPLC检测　Hitachi HPLC仪 ,色谱柱为反

相 C18柱 (250 nm×416 mm ,5 um ,DiamodsilTM) ,展

开剂为乙腈和水 ,检测波长为 254 nm ,流速 1 mL/

min ,进样量为 10μL ,采用梯度洗脱 ,A泵为质量分

数 100 %乙腈 ,B泵为纯净水 ,在 20 min内乙腈的浓

度由 20 %升至 100 %。

2　结果与讨论

211　固定相的选择

在 Kore[10 ]等人实验的基础上 ,本实验采用硅

胶 G预制板为固定相。

212　显色方法的选择

本实验选择碘蒸气显色法 ,因为碘与异硫氰酸

酯和腈结合过程是不变性的 ,且还与大多数有机成

分可逆结合 ,最后 ,每种纯物质都会在薄层板上产生

一个斑点。

213　展开剂的选择

在实验中 ,各个组分极性有差异 ,故不同的组分

在吸附剂和展开剂间的分配情况不同 ,从而导致各

个组分在薄层层析板上的移动距离不同。溶剂强度

太弱或太强都会导致组分斑点之间距离近甚至分不

开 ,只有适宜强度的溶剂会使组分斑点之间距离拉

大。故根据各组分 R (斑点至样点的距离与总距离

的比)选择适宜的溶剂。实验中采用的是层析板是

硅胶板 ,先采用一些溶剂作为单一展开剂 ,保持点样

样品量基本相同 ,观察样品中各组分斑点在薄层板

上的分布情况 ;然后根据分离情况 ,指导二元展开剂

的配制 ,以求一个强度适宜的展开剂。

由图 1 可知 ,莱菔硫烷处于极性杂质斑点和溶

剂前沿的中间 ,并能与其他杂质有效分离时是最理

想的分布 ,即可用

I1/ ( I1 + I2) = (1 - R s) / (1 - Ra)

式中 , R s为莱菔硫烷斑点的 R ; Ra为杂质 a斑点的

R ; I1 , I2为图 1中相应距离。

当 I1/ ( I1 + I2) = 015左右时 ,溶剂最适宜。

图 1　薄层层析示意图

Fig. 1　Sketch of TLC plate

21311　单一展开剂　由表 1可知 ,各单一展开剂并

不能将莱菔硫烷粗提液有效地分离开来 ,所以配制

二元混合溶液作展开试验 ,初步定下混合展开剂的

溶剂类型 ,以求进一步找到二者合适的配比。

表 1　不同单一展开剂下的检测结果

Table 1　Analysis results in different single solvents

展开剂
溶剂在硅胶上

的强度因子ε
R s R a

1 - R s

1 - R a

正己烷 0101 0100 0100

三氯甲烷 0131 0100 0100

二氯甲烷 0132 0101 0100

乙酸乙酯 0145 0107 0100

莱菔硫烷 R

过小 ,均未得

以展开。

丙酮 0143 0132 0104 0171

异丙醇 0163 0133 0108 0173

乙醇 0168 0155 0155 1100

21312　二元混合展开剂　从 R 值适宜范围和分离

出的杂质数看 (表 2) ,展开剂为正己烷2丙酮体积比
2∶8、正己烷2乙醇体积比分别为 2∶8 ,5∶5 ,8∶2、丙酮
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2乙醇体积比分别为 2∶8 , 5∶5 时分离效果较好。丙

酮具有毒性 ,容易造成污染 ,下面就正己烷2乙醇体
系作更细致的讨论。

表 2　不同二元混合展开剂下的检测结果

Table 2　Analysis results in different mixed pairs of solvent

二元溶剂

及其体积

比

R s

R (杂质)

1 2 3 4

正己烷

2丙酮
2∶8 0142 0106 0108 0172 0191

5∶5 0115 0102 0151 0161 0186

正己烷2

异丙醇

5∶5 0118 0129 0141 0185 0189

8∶2 0111 0146 0189 0193 0194

正己烷2

乙醇

2∶8 0154 0121 0150 0191 0197

5∶5 0148 0106 0157 0195 0198

8∶2 0118 0104 0160 0173 0194

丙酮2

乙醇

2∶8 0165 0108 0151 0192 0197

5∶5 0166 0112 0149 0191 0197

丙酮2

甲醇

2∶8 0174 0129

5∶5 0174 0114 0166

　　杂质栏中表示的是薄层板上除莱菔硫烷斑点外 ,由始端到终端

依次所显示的其余斑点的 R

21313　正己烷2乙醇不同体积比的溶液作为展开剂
　在对展开剂正己烷2乙醇体系组成进行考察中 ,观

察了展开剂中有机溶剂正己烷和乙醇体积比对莱菔

硫烷粗提物分离的影响。表 3 表明 ,增加乙醇的体

积 ,可使莱菔硫烷的 R 值增大 ;但当乙醇体积增加

到一定值后 ,分离效果反而不佳。出于对 R 值

(0125～0175)和溶剂 (1 - R s) / (1 - Ra)≈015)的考

虑 ,当展开剂正己烷2乙醇以 5∶5的体积比混合时比

较合适。

表 3　正己烷2乙醇混合展开剂体积比对

莱菔硫烷检测的影响

Table 3　Effect of different proportions in the solvent

system hexane2ethanol on sulforaphane

体积比 R s R a
1 - R s

1 - R a

1∶9 0155 0155 1100

3∶7 0154 0120 0158

5∶5 0148 0106 0155

7∶3 0122 0106 0183

10∶0 0100 0100 1100

214　专属性

将两个对比试样与标样、青花菜粗提液作对比。

由图 2可见 ,青花菜莱菔硫烷粗提物迁移率与标准

样品的迁移率基本一致 ,但在相同水平线上 ,两对比

试样均无明显斑点。经 HPL C 分析 (表 4) ,该两试

样莱菔硫烷含量很少。这说明用薄层色谱法鉴别莱

菔硫烷的专属性强且干扰少。同时也说明 ,在这两

种反应条件下可有效抑制莱菔硫烷的生成。

a.标准样 ;b.青花菜粗提物 ;c.对比试样 1 ;d.对比试样 2 (点样体

积均为 2μL)

图 2　莱菔硫烷粗提物薄层色谱图 (专属性)

Fig. 2　TLC analysis of crude sulforaphane (specificity)

215　应用

来自甘蓝种子和白菜种子的粗提液用正己烷2
乙醇 (5∶5)的二元混合展开剂展开分析。由图 3 可

见 ,3 种莱菔硫烷粗提物的迁移率与标准样品的迁

a.标准样 ;b.青花菜粗提物 ;c.甘蓝粗提物 ; d.白菜粗提物 (点样

体积均为 2μL)

图 3　莱菔硫烷粗提物薄层色谱图 (应用)

Fig. 3　TLC analysis of crude sulforaphane (application)

移率基本一致 ,且由斑点的大小和颜色的深浅可知 ,

青花菜种子中莱菔硫烷的含量高于甘蓝种子 ,而白

菜种子中则含量很少。该结果与所得的 HPLC分

析结果 (表 4)一致。说明该薄层色谱法可广泛运用

于十字花科植物种子中莱菔硫烷的鉴别。

表 4　HPLC与薄层色谱对比分析

Table 4　HPLC and TLC results

斑点颜色
深浅

SFN与种子粉末的质量比
( HPLC测定结果) / mg·g - 1

标样 深

青花菜种子
粗提液

较深 412249

经沸水浴加热
灭酶的试样

很浅 011397

经酸水解的试样 不明显 010907

甘蓝种子粗提液 较浅 018650

白菜种子粗提液 不明显 010767
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3　结论

利用硅胶 G薄层板 ,展开剂采用正己烷2乙醇体
积比为 5∶5的混合试剂 ,碘蒸气为显色剂 ;实验中标

样与提取的莱菔硫烷在 R 为 0155附近呈现清晰的

黄褐色斑点 ,最终达到快速检测样品中莱菔硫烷的

目的 ;并用 HPLC色谱验证其分离效果良好。本文

介绍的方法与文献报道的其他方法相比 ,简单易行、

专属性强、样品用量少、斑点清晰、实验时间短、成本

低 ,是莱菔硫烷快速检测的一种有效手段 ,为其他可

能含有莱菔硫烷的十字花科植物种子薄层色谱鉴别

提供了良好的前处理方法及色谱条件。
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Qualitative identif ication of the sulforaphane of cruciferae
by thin layer chromatography

HU Ye　L IAN G Hao　YUAN Qi2peng
(College of Life Science and Technology , Beijing University of Chemical Technology , Beijing 100029 ,China)

Abstract : In this article , a thin2layer chromatography ( TLC) qualitative analysis method for the isolation and i2
dentification of sulforaphane in broccoli seeds is reported. The conditions employed were : the solvent system of

hexane2ethanol was a 5 + 5 mixed solution ; the color development reagent was iodine rapor. This method was al2
so used to identify components in the crude extracts of cabbage and Chinese cabbage seeds. The results showed

that the content of sulforaphane in the former was less than that in broccoli and that in the latter was low.

HPLC was also employed to analyze the same samples. The TLC method is simple , reliable , specific , and inex2
pensive , and does not require any large equipment or special reagents ; moreover , the spots are clearly observ2
able. The method is suitable for rapid analysis of many samples.

Key words : sulforaphane ; TLC ; rapid analysis
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