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摘要!以大豆粉末磷脂为原料"采用 '8:乙醇溶液提纯得到卵磷脂"再采用反相制备色谱系统分离

纯化得到二亚油酰磷脂酰胆碱!DCi6#% 探讨了洗脱剂种类'洗脱流速'上样量对分离纯化 DCi6

的影响% 结果表明*以甲醇溶液作为洗脱剂进行洗脱时"在甲醇体积分数 '8:'洗脱流速 !9

UC(U-+'上样量 "&8 /!以 7" /6$9 柱填充材料为基准#时"DCi6纯度可达 '$&!:"得率为 !$&8:$

以乙醇溶液作为洗脱剂进行洗脱时"在乙醇体积分数 9":'洗脱流速 !9 UC(U-+'上样量 "&28 /!以

7" /6$9 柱填充材料为基准#时" DCi6纯度可达 '!&%:"得率为 !"&$:% 从DCi6的纯度考虑"以

乙醇溶液作为洗脱剂优于甲醇溶液%

关键词!大豆粉末磷脂$二亚油酰磷脂酰胆碱$反相柱色谱$纯化
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55二亚油酰磷脂酰胆碱(DCi6)是大豆卵磷脂

(i6)的主要活性成分-$.

%具有抗氧化-!.

!预防纤维

化-1.

!抗炎!调节细胞凋亡!修复和保护细胞膜-7.等

独特的药用价值及特殊生理功能" 但天然存在的

DCi6含量并不高%以大豆磷脂为例%其中的 DCi6

含量仅为 $":左右"

国内外对磷脂的研究多集中在磷脂大类及磷脂

酰胆碱(i6)分子种类的高效液相色谱检测方法和

营养功能上-8 #$".

%对特异性磷脂分子(如 DCi6!二

油酰磷脂酰胆碱这类具有特定脂肪酰种类和位置的

磷脂分子)的分离纯化以及合成的相关报道较少"

史苏佳等-$$.提出用正相硅胶柱纯化二亚麻酰磷脂

!1$
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酰胆碱%但未提及对 DCi6的纯化程度%且以正己

烷#甲醇#水作为洗脱剂%不利于回收%同时也不利

于产品安全和环境友好-$!.

" 酶法合成 DCi6具有

反应条件温和!溶剂使用量少的特点%但目前该法对

DCi6含量提高有限" 因此%寻找一种高效!绿色环

保的方法制备高纯度DCi6具有很好的经济效益与

社会价值" 本文以大豆粉末磷脂为原料%经 '8:乙

醇溶液处理后%得到高纯度的磷脂酰胆碱%再将磷脂

酰胆碱溶于乙醇%用反相 6$9 柱进行分离" 考虑到

甲醇在有机溶剂中价格低廉%而乙醇在食品加工中

无毒无害%本研究考察了甲醇和乙醇作为洗脱剂对

DCi6的分离纯化效果%以期为制备高纯度的 DCi6

提供参考"

$%材料与方法

$&$5实验材料

$&$&$5原料与试剂

大豆粉末磷脂 (i6含量 1":% DCi6含量

9&8:)%安徽素之味生物科技有限公司*无水乙醇!

乙醚!丙酮!甘油!乙酸铵%均为分析纯*甲醇!正己

烷!无水乙醇%均为色谱纯*& #

!

#磷脂酰胆碱标准

品(纯度
%

'9:)%百灵威科技有限公司*$%! #二亚

油酰基#1 #c+ #磷脂酰胆碱(DCi6%纯度
%

'':)%

美国 4-/UX公司"

$&$&!5仪器与设备

6>LL3A>

3J

Ji$""(!"" 中压快速纯化制备系

统!中压制备型 6HXW-*SO EHXcN 6$9 色谱柱(!" =18

"

U%$"" {%7" /)!FS+_c-HYMi6$9色谱柱(!8" UUk

7&% UU%8

"

U)%博纳艾杰尔公司* eX;SWc!''% 高效

液相色谱仪(iDA检测器)!eX;SWc$8!8 二元 >iC6

泵%eX;SWc公司*JL!"7("! 电子天平%梅特勒 #托

利多仪器有限公司*fKL!"""L旋转蒸发仪%巩义市

予华仪器有限责任公司*DE#$"$4型集热式恒温磁

力搅拌器%常州国华电器有限公司"

$&!5实验方法

$&!&$5DCi6的分离纯化

以大豆粉末磷脂为原料%DCi6的分离纯化工

艺流程如图 $ 所示"

图 $%!XNC分离纯化工艺流程

$&!&$&$5原料预处理

取 !" /大豆粉末磷脂于烧杯中%加入 7" UC

'8:的乙醇溶液%在 8"n水浴中加热搅拌均匀%静

置%收集上清液%于 8"n旋转蒸发除去溶剂%得到磷

脂酰胆碱粗提物" 取 8 /磷脂酰胆碱粗提物于具塞

圆底烧瓶中%加入 !" UC'8:的乙醇溶液%于 %"n

加热搅拌溶解%降温至 #2n%保温 !7 N%直接收集

上清液%于 8"n旋转蒸发除去溶剂%得到高纯度的

磷脂酰胆碱(磷脂酰胆碱含量为 '":%其中 DCi6

含量为 !9:)"

$&!&$&!5反相6$9 色谱柱分离纯化DCi6

采用中压制备型 6HXW-*SO EHXcN 6$9 色谱柱对

磷脂酰胆碱中的DCi6进行分离纯化" 将 $&!&$&$

制备的磷脂酰胆碱溶解于乙醇中(料溶比 "&8o$)%

以此作为上样原料进行上样%然后用洗脱剂进行洗

脱%每 $" UC收集一玻璃试管%采用 >iC6分析

DCi6的纯度%合并 DiC6纯度大于 8":的洗脱液%

真空脱溶得产品DCi6"

$&!&!5DCi6的>iC6测定-9.

$&!&!&$5标准曲线的制作

分别配制质量浓度梯度为 "&$"!"&!8!"&8"!

"&28!$&"" U/(UC的 DCi6标准溶液% 经 "&!!

"

U

尼龙滤膜过滤后%进行 >iC6分析" 以峰面积(.)

为纵坐标%DCi6的质量浓度(R)为横坐标绘制标准

曲线%得到标准曲线方程(.j$1 "27 !'7&9'% 9R

h$8$ 8"%&981 2%%

!

j"&''2)"

>iC6分析条件+FS+_c-HYMi6$9 色谱柱(!8"

UUk7&% UU%8

"

U)*流动相为甲醇 #正己烷 #

"&"8 UGH(C乙酸铵#甘油(体积比 97o%o9o"&%)*检

测波长 !"1 +U*流速 $ UC(U-+*柱温 18n*进样量

!"

"

C"

$&!&!&!5样品处理及测定

对于洗脱液%直接取 $ UC经 "&!!

"

U尼龙滤

膜过滤后进行 >iC6分析" 对于 DCi6产品%取 8"

U/DCi6产品%用 1 UC乙醇溶解并定容于 !8 UC

容量瓶中%再取 $ UC经 "&!!

"

U尼龙滤膜过滤后

进行>iC6分析" 采用面积归一化法计算 DCi6的

纯度" 将样品中DCi6的峰面积代入 $&!&!&$ 标准

曲线回归方程%得到DCi6含量" 分别按式($)和式

(!)计算洗脱液和DCi6产品中DCi6的得率"

.

$

j>

$

Q

$

(*k$"": ($)

式中+.

$

为洗脱液中DCi6得率*>

$

为洗脱液中

DCi6含量%U/(UC*Q

$

为洗脱液体积%UC**为上样

量%U/"

11$
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j>
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Q
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(* (!)

式中+.

!

为产品中DCi6得率*>

!

为产品乙醇溶

解液中DCi6含量%U/(UC*Q

!

为定容体积%UC**为

上样量%U/"

&%结果与讨论

!&$5甲醇洗脱体系对DCi6分离纯化的影响

!&$&$5洗脱流速的影响

在柱分离过程中洗脱流速是影响分离效果和成

本的重要因素%洗脱流速过快时%样品来不及平衡%

影响分离效果*洗脱流速过慢时%会导致柱内扩散现

象严重%同样会影响分离效果-$1.

" 此外%洗脱流速

过快或者过慢还可能造成溶剂消耗量过大%增加生

产成本" 因此%有必要确立适宜的洗脱流速" 本实

验以甲醇作为洗脱剂%固定上样量为 "&8 /(以 7" /

6$9 柱填充材料为基准%下同)%在洗脱流速分别为

$!!!"!!9 UC(U-+ 时%对合并洗脱液的 DCi6纯度

和得率进行分析%结果分别如图 $ 和表 $ 所示"

图 $%甲醇洗脱体系下不同洗脱流速时的色谱图

表 $%甲醇洗脱体系下洗脱流速对!XNC分离效果的影响

洗脱流速(

(UC(U-+)

DCi6

纯度(:

DCi6

得率(:

溶剂消

耗量(UC

$! '"&2 $'&9 !2"

!" 98&$ !$&' !'"

!9 91&2 !7&$ !9"

55由图 $ 可见%随着洗脱流速的加快%DCi6在更

短的时间内被洗脱出来%但不同结构的磷脂酰胆碱

分离效果变差" 由表 $ 可知%随着洗脱流速的增加%

DCi6纯度降低%得率升高" 洗脱流速为 !"! !9

UC(U-+时%DCi6纯度分别为 98&$:和 91&2:%二

者纯度相差不大%同时二者溶剂消耗量接近*但洗脱

流速为 !9 UC(U-+ 时 DCi6得率更高%且洗脱时间

更短" 相比之下%以 !9 UC(U-+ 的洗脱流速进行洗

脱在生产上更具有实际价值"

!&$&!5甲醇体积分数的影响

在反相柱分离系统中%洗脱剂中添加适量水分

能提高分离效果%但水分含量过高会使反相柱的保

留性能大大减弱-$7.

" 本实验中固定洗脱流速为 !9

UC(U-+%上样量为 "&8 /%以不同体积分数的甲醇为

洗脱剂%对合并洗脱液的 DCi6纯度和得率进行分

析%结果如图 ! 和表 ! 所示"

图 &%甲醇洗脱体系下不同甲醇体积分数时的色谱图

表 &%甲醇洗脱体系下甲醇体积分数对

!XNC分离效果的影响

甲醇体积

分数(:

DCi6

纯度(:

DCi6

得率(:

溶剂消

耗量(UC

$"" 91&2 !7&$ $ !9"

'8 '1&2 !$&8 $ $79

'" '8&8 !$&! 7 79"

55由表 ! 和图 ! 可见%随着甲醇体积分数的降

低%DCi6纯度提高%在甲醇体积分数为 '":时%

DCi6纯度高达 '8&8:%与 '8:的甲醇相比%以

'":甲醇作为洗脱剂进行洗脱时%其纯度提高不

到 ! 百分点%但洗脱时间延长了 1 倍%溶剂消耗量

增加了 1 倍" 综合考虑%'8:甲醇更适合作为

DCi6的洗脱剂"

!&$&15上样量的影响

在制备液相色谱中%样品的上样量是影响分离

效果的重要因素之一" 固定相负载样品的能力是一

定的%上样量过多或者过少都不利于分离" 上样量

过小%分离效率变低*上样量过大%会导致相邻峰的

分离度降低%甚至重叠在一起无法分离%分离效果变

差-$8.

" 本实验以 '8:甲醇为洗脱剂%固定洗脱流

速为 !9 UC(U-+%以不同的上样量进行上样%对合并

洗脱液的 DCi6纯度和得率进行分析%结果如图 1

和表 1 所示"

图 '%甲醇洗脱体系下不同上样量时的色谱图

55由图 1 可见%不同上样量下 DCi6的洗脱时间

无明显差异" 由表 1 可见%整体来看随着上样量的

71$
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增加%DCi6纯度呈下降趋势%而得率呈升高趋势"

考虑到将该方法投入到生产中应尽可能提高样品处

理量%选择 "&8 /上样量%既达到 DCi6较高纯度的

要求%又达到更高产量的要求"

表 '%甲醇洗脱体系下上样量对!XNC分离效果的影响

上样量(/

DCi6

纯度(:

DCi6

得率(:

溶剂消

耗量(UC

"&!8 '1&2 !1&$ $ ""9

"&8" '1&% !1&7 $ $79

"&28 99&$ !1&2 $ "'!

!&!5乙醇洗脱体系对DCi6分离纯化的影响

!&!&$5洗脱流速的影响

按 !&$&$ 分离条件%将洗脱剂甲醇换为乙醇%考

察不同洗脱流速对 DCi6分离效果的影响%结果如

图 7 和表 7 所示"

图 (%乙醇洗脱体系下不同洗脱流速时的色谱图

表 (%乙醇洗脱体系下洗脱流速对!XNC分离效果的影响

洗脱流速(

(UC(U-+)

DCi6

纯度(:

DCi6

得率(:

溶剂消

耗量(UC

$! 82&" !$&8 $"!

!" 81&8 !!&2 $""

!9 8$&1 !1&9 27

55由图 7 可见%乙醇作为洗脱剂时%不同结构的磷

脂酰胆碱重叠在一个峰上%无法分离" 与甲醇相比%

乙醇极性更弱%洗脱能力更强%磷脂酰胆碱更快流

出%导致分离效果变差" 由表 7 可见%在 1 种洗脱流

速下%DCi6纯度介于 8": =%":之间%得率介于

!$: =!7:之间" 综合考虑效率和成本%选择洗脱

流速为 !9 UC(U-+"

!&!&!5乙醇体积分数的影响

相较甲醇洗脱体系%乙醇对磷脂酰胆碱洗脱能

力更强%为了提高分离效果%需考虑更高水分含量对

DCi6分离效果的影响" 按 !&$&! 分离条件%将洗

脱剂不同体积分数的甲醇换成不同体积分数的乙

醇%考察乙醇体积分数对DCi6分离效果的影响%结

果如图 8 和表 8 所示"

图 )%乙醇洗脱体系下不同乙醇体积分数时的色谱图

表 )%乙醇洗脱体系下乙醇体积分数对

!XNC分离效果的影响

乙醇体积

分数(:

DCi6

纯度(:

DCi6

得率(:

溶剂消

耗量(UC

$"" 8$&1 !1&9 $ $27

'" 22&2 !$&9 $ 1!!

9" '%&$ $'&2 $ 2%7

55由图 8 和表 8 可见%随着乙醇体积分数的降低%

DCi6分离效果得到明显改善" 乙醇体积分数为

'":时%DCi6纯度仅为 22&2:%远未达到高纯度磷

脂酰胆碱的要求*而乙醇体积分数为 9":时%DCi6

纯度可达 '%&$:" 因此%选择 9":乙醇作为洗

脱剂"

!&!&15上样量的影响

以 9":乙醇为洗脱剂%固定洗脱流速为 !9

UC(U-+%考察上样量对 DCi6分离效果的影响%结

果如图 % 和表 % 所示"

图 *%乙醇洗脱体系下不同上样量时的色谱图

表 *%乙醇洗脱体系下上样量对!XNC分离效果的影响

上样量(/ DCi6纯度(:DCi6得率(:溶剂消耗量(UC

"&!8 '2&9 $'&8 $ 87"

"&8" '%&$ $'&2 $ 2%7

"&28 '7&' !$&" ! "$%

55由图 % 可见%不同上样量下 DCi6的洗脱时间

无明显差异" 由表 % 可见%随着上样量的增加%

DCi6的纯度略有下降%但都高于 '":%上样量 "&28

/与 "&8" /相比%得率上升不到 ! 百分点" 综合考

虑分离效果和成本%选择上样量为 "&28 /"
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!&15最优条件下产品纯度和得率

对优化的甲醇洗脱体系('8:甲醇%洗脱流速

!9 UC(U-+%上样量 "&8 /)和乙醇洗脱体系(9":乙

醇%洗脱流速 !9 UC(U-+%上样量 "&28 /)下产品

DCi6的纯度和得率进行检测%结果表明%甲醇洗脱

体系得到的产品 DCi6纯度为 '$&!:%得率为

!$<8:%乙醇洗脱体系得到的产品 DCi6纯度为

'!<%:%得率为 !"&$:" 与优化的甲醇洗脱体系相

比%乙醇洗脱体系得到的DCi6纯度更高%但得率有

所下降%溶剂消耗量也更大" 实际工业生产%需结合

标准和法规选择合适的洗脱体系"

'%结%论

以大豆粉末磷脂为原料提取磷脂酰胆碱%再采

用反相制备色谱系统从磷脂酰胆碱中分离纯化

DCi6%以不同体积分数的甲醇或者乙醇作为洗脱剂

均可实现DCi6的分离纯化%其纯度均能达到 '":

以上" 本实验采用的中压柱色谱分离技术易于工业

化%分离效果好%本研究结果将利于推进 DCi6的制

备及应用"
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