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提 要

维生素 � 族中活力最高的是 , 生育酚
。

关于维生素 � 的医疗效用
,

目前的看法认为它不

仅是抗不孕药物
,

而且是治疗其它疾病如肝炎
、

高血压等的辅助药物
。

我们为了探索淡水藻

类在医药上的应用
,

选择了鱼池中大量繁殖的血红裸藻作为材料
,

提取 。生育酚
。

本文介绍

了血红裸藻中卜生育酚的提取和测定方法
。

实验结果表明血红裸藻中有较丰富的 � 一生 育酚

�。
�

�一�
�

� 毫克 �克�
,

可供维生素生产的参考
。

“一
生育酚是 �

一
经基色满的衍生物

,

由于它极易氧化
,

一般常作为生物抗氧化剂
〔�� 。

关于维生素 � 的医疗效用及其作用机制
,

近年来讨论得很热烈�� !
。

根据 � � � � 年美国

《科学新闻》报导
�
维生素 � 除了作为抗不孕药物外

,

尚可作为治疗消化系统炎症包括肝

炎和肝硬变的辅助药物 � 同时
,

对于循环系统的疾病如高血压
、

动脉粥样硬化也有预防和

治疗的效果 �对于一些外科疾病如痔疮
、

溃疡等也有疗效�� !
。

甚至有人认为维生素 � 可以

在大气污染严重的地区作为防护药物�� !
。

总之对维生素 � 作用的认识将随着人们不断的

实践和科研工作的进展而逐步地深人
。

维生素 � 在人工合成前
,

多半是从植物中提取的
,

即或是采用化学合成法
,

其中也有

一部分原料如植醇也是从植物中取得的
。

在植物中
,

玉米胚芽油和小麦胚芽油 中
� 一
生育

酚的含量最高
,

约为 �一� 毫克�克 �� , �但小麦胚芽不能长期保存
,

而且材料来源较困难 〔习��

如能找到一种来源广泛而又经济的材料
,

将对维生素 � 的生产提供有利条件
。

根据国外

文献报道细致裸藻品系 � �� �� �� �� �。‘价 �� �� �� � �
,

其
� 一
生育酚含量为 �

�

� 毫克 �克
〔�� 。

虽然它的含量不及小麦胚芽油高
,

但这类藻类来源较广
,

容易获得
。

在我国池塘中普遍大

量繁殖一种血红裸藻 ��叮��、
, �� 梦二��

,

如能从此类裸藻中提取所需的
� 一
生育酚

,

可为

提取维生素 � 提供新的材料来源
。

本文介绍我们对血红裸藻维生素 � 提取和 测定 的 结

果
,

供维生素生产的参考
。

一
、

材 料 和 方 法

每年 �一�� 月间
,

血红裸藻在鱼池 中大量繁殖
,

水面上呈一层橙红色至暗红色水华
。

我们就利用这些自然生长的血红裸藻作为材料
。

取样时
,

用竹竿在水面上掠过
,

将藻归

集于一角
,

用纱布网捞取
,

除去杂物后
,

即可直接作为提取
� 一
生育酚的原材料

。

�� � � 年 � 月 � 日收到
。
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提取 用一般脂肪提取法虽可提出组织中含
。一
生育酚的脂类�� 

,

但如用植物材料时
,

最好选用穿透性强
、

可以破裂脂合肮键的溶剂�� !
,

而且要求在提取过程中
,

氧化和酶解越

少越好
。

我们采用氯仿
�
甲醇

�
水 ��

� � � �
�

�� 作为抽提液
,

效果较好 �� 。

实验中每次提取样

品量为 �一�� 克
,

样品和提取液的比例为 � � � � 。 样品经反复提取三次后呈灰棕色
,

提取

液为深棕红色
。

为了尽可能地提取完全
,

可再用氯仿提取三次
,

合并提取液
。

在提取液中

加人氯仿和水 ��
�
�� 在分液漏斗中静置过夜并分相

。

排除杂质 用上述方法提取
,

往往含有大量叶绿素及其他非
。一生育酚的脂类

。

最初

我们曾用硅胶柱层析法除去杂质�� ,

但经多次试验
,

不如用皂化法除杂质较为合适
。

皂化

时
,

先将分相后的氯仿部分
,

在无氧条件下 �通从 或 � � �� 浓缩至 �一� 毫升以后
,

加入

�� 务氢氧化钾酒精溶液 �� 一�� 毫升
,

相当于提取物重量 �� 多 � 为了防止氧化
,

加入苯三

酚 � 克
,

煮沸 �� 分钟
。

皂化后
,

用冷蒸馏水 �� 毫升将皂化后的剩余物质洗人分 液 漏斗

中
,

用乙醚反复提取三次
,

每次约 �� 毫升
,

一直提到乙醚无色时为止
。

合并乙醚提取液
,

用蒸馏水反复洗涤直至中性 �� �� 。

以后再将乙醚提取液在 �� 一�� ℃
、

无氧条件下浓缩
。

此

时绝大部分杂质均除去
。

纯化 为了进一步纯化
,

将浓缩液用柱层析法分离 �� 。

将市售酸性氧化铝 �� 克加入

�� 毫升石油醚及 �
�

� 毫升蒸馏水
,

使之成为三级活性氧化铝
,

充分搅拌均匀后装柱
。

柱上

端加入少许无水硫酸钠
,

以吸去样品中微量的水分
。

将浓缩后的乙醚液 � 毫升加入柱中
,

再用 卯 毫升石油醚洗脱
,

洗脱速度为每分钟 � 毫升左右
。

收集的洗脱液
,

在无氧条件下

除去石油醚
,

供测定用
。

测定

�
�

紫外分光光度法
� 用 �� ��� � �� � 型万用分光光度计测定吸收光谱

,

以标准 ��� 生育

酚酒精溶液作比较
。

选择波长范围为 � �� 一 � �� 毫微米
,

如测定样品在 � �� 毫微米有吸收

峰
,

则可初步肯定含有
� 一
生育酚�� !

。

�
�

纸层析法 � 用反相层析法
。

将 �
�

, 厘米宽 �� 厘米长的 � ��
�� �� � 号滤纸条浸人

�
,

� 重量� 体积的凡士林乙醚溶液
,

乙醚在空气中挥发后
,

剩下均匀的凡士林覆盖物�� �� 。

点

样 � 微升后
,

平衡 � 小时
,

然后用 �� 多酒精溶液作为展层剂进行上行层析
。

展层时间依

温度而定
,

一般为 �� 一�� 小时
。

展层后取 出晾干
。

�� 分钟后
,

再用 �� �� 外联毗吮酒精溶

液和 �
�

�多三氯化铁酒精溶液显色
,

在有
� 一
生育酚处

,

出现粉红色的圆斑
,

计算 其 �� 值

�层析的比移值�
,

再与标准
� 一
生育酚相比较

。

�
�

薄板层析法 � 采用硅胶 � 薄板
。

硅胶 ��� � 目� �
�

� 克和锻石膏 �
�

� 克
,

少许狡纤钠

混合磨匀
,

加入二倍体积的水充分搅匀 � 在硅胶开始变稠时倒出
�

涂于 �
�

� � �� 厘米玻璃

板上 �薄板厚度为 。
�

� 毫米
,

在室温中干燥过夜
,

使用前在 � �� ℃活化一小时
。

点样量 �一 �

微升
,

推进剂为苯或氯仿
。

在温度高于 �� ℃ 时不需平衡
,

用上行层析
。

展层时间 � �一��

分
。

展层后取出
,

用 � � ,一
联毗咤一氯化铁酒精溶液显色

, 。一
生育酚呈粉红色的斑点

。

操作步骤如下页图示
。

二
、

试验结果和讨论

吸附荆的选择 选择合适的吸附剂对于分离
� 一
生育酚是相当重要的一环

。

根据文献
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裸藻 ��� 克�

�
加 ‘。倍体积的抽提液

,

提取三次

�
残渣

�加氯仿提
取三次

液
�取
�提

�
合并提取液

�加甲醉
二氯仿�� � ‘�

今静置过夜
分相
今

相仿
�氯�

水
,

甲醇

�甲醇回收利用 �

�
浓缩

加 � �� � � � 酒精溶液皂化

皂化残留物

�加水
, 乙醚

分相
杏

杏 今

水相 醚相
�弃� 今

上柱纯化
小

初步提纯 二一生育酚

报道
,

硅胶
、

氧化镁
、

白土
、

氧化铝等均可作为分离
� 一
生育酚的吸附剂

‘� ,�� �� 。

我们用标准
� 一
生育酚作回收率试验

,

观察到三级活性氧化铝回收率较高
,

而硅胶
、

氧化镁
、

白土
、

一级

活性氧化铝等效果较差�见表 � �
。

如将洗脱后的硅胶柱及氧化铝柱�一级 �加人显色剂时
,

表 � 不同吸附荆对
。一生育酚吸附能力的 比较

�

汉一

一一一一��
��
��������朽只����吕,一�勺‘,‘,白石 油 醚

�� 乙醚石油醚

试试 测测

土 � 硅 胶 � 氧 化 镁 氧化铝�三级 � 氧化铝 �一级 �

�

了
�

� � �

十十十

痕

� ��

� � �

� � �

� 夕�

� � �

� ��

仿醚醇乙氯甲

� � � 指紫外光吸收光谱的吸收峰 �试测 指用 � 。一联咄咤一
�
��

,

酒精溶液侧试
,

有红色反应者为十
。

柱子呈现粉红色的带
,

用各种溶剂甚至甲醇洗脱数次也未能全部洗下
,

说明吸附很牢
。

将

甲醇洗脱液用紫外光分光光度计测试
,

在 �� � 毫微米有吸收峰
,

表明虽经多次洗脱
,

尚

有一定量的
“一
生育酚留在柱上

。

用三级活性氧化铝作为吸附剂 时
,

回收率在 �� 务 以

上
。

纸层析 用反相纸层析法可以初步将
� 一
生育酚定性

,

其 �� 值随温度不同而有所差

异
,

在 �� 一 � �℃ 条件下
,

标准维生素 � 的 �� 为 �
�

�� 一�
�

� � ,

样品为 �
�

�� 一 �
�

� � 。 斑点位

置及大小基本一致 �见图 � �
。

薄板层析 用氯仿作为推进剂�� !
,

标准
� 一
生育酚及样品的 �� 值随温度不同而有变
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表 � 藻类及其他高等植物中
� 一生育酚的含� 比较

种种 类类 二一生育酚含量�毫克�克���

��� “� �
� ” � � � � � ���‘ � � � � �� ��� � � ���

��� � � �亡刀 � � � � � �仿仿 �� ���

石石“ � �� � � , � 。乒, , ‘‘ � � �一�
,

� � ���

��� � � � � 脚。月 �‘ 力�� 之人� 刀
�� 刀‘�‘‘ � ���

��� � 人� � 祝。刀 � � 阴� �几� 斑� 儿万�‘‘ � �
�

���

��� � � � � � , 刀 “‘� 口犷‘“汾汾 有有

���五�� � 亡��� � �
���

���

��� “� ,� 了 �� 口护�� 人“脚脚 � �
。

���

��� � �  ! �� 了��‘ ��
���

� �
�

���

棉棉 子 油油 � � �一�
,

� � ���

小小 麦麦 ���

小小麦胚芽油油 �
,

� � �一�
,

5 0 000

菠菠 菜菜 l ,

0 0 000

酵酵 母母 无无

‘.口 ...
...
. 门

..
. .

.
. 门. . . . . .

.
日
. .
.

. . . . .
‘ .

.
.

.
. . . . . . . . . . ‘. . . , . . .

. . .
. ,

. ,

O
O

O

图 1 “一生育酚反相纸层析图形

反相层析
,

凡士林乙醚滤纸 ;溶剂为
75% 酒精 ;平衡时间

,
8 小时 ;展层时间

,

1 2 小时 犷温度
,

2 5 oC

。

R r 值: 11是标准
。一生育酚

,
R 户值为 0

.
50 ; I 和 m 是样品

的 R r 值
,

分别为 0
.
51 和 0

.
50 。

化
。

用氯仿作为推进剂时尚有一些
a一
生育酚和黄色杂物相混;用丙酮

:
醋酸 (5

:
l) 上行

层析时黄色杂物被带走
,

仅剩下粉红色的斑点
,

说明柱层析后仍有少数杂物未被排除
。

改

用苯作为推进剂[10J
,

展层时间为 40 分
,

杂色物和
a一
生育酚已明显分开

。

其 Rl 值在 15 ℃

时为 0
.
24一0

.
35, 3 0

0C 为 0
.
45一0

.51 (见图 2
,

3
)

。

紫外吸收光谱及粗定量结果 用标准a
一
生育酚与样品相对照

,

曲线图形基本上一致
,

但标准样品峰比较明显
,

测试样品峰较小
,

可能是杂质未除尽的干扰(见图 4)
。

文献中报

000 0 000

000 0 000
III。 1 1 1 1 111

22222

000 0 000

000
0

000

111 1 1 1 1 111

33333

图 2 裸藻中 十生育酚薄板层析图形

吸附剂为硅胶 G ; 推进剂为苯 ;温度

为 30℃
。

11 为标准 。一生育酚
,

其马 值为
0
.
50 ; 11 1和 I为样品

,
R r 值为 0

.
5 1。

图 3 裸藻中 “一生育酚薄板层析图形

吸附剂为硅胶 G ,

推进剂为氯仿
,

温

度为 10 ℃
。

n 为标准样品
,

其 尺f 值为

0
.
40: x和 111为样品

,
R r 值分别为 0

.
3 9

和 0
.
400
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道
a一
生育酚吸收光谱为 292 毫微米 〔10]

,

我们用标准
a一
生育酚进行测试

,

测定波长为 285
、

28
8

、

2
90

、

2 9 2

、

2 9 4
。

其高峰点在 290 毫微米
,

以后就 290 毫微米作为
a 一生育酚吸收峰

,

提

取的样品经柱层析后用紫外分光光度计初测
,

如在 290 毫微米有吸收峰
,

则按其光密度和

标准样品相比较
,

推算出其
a一
生育酚的含量

。

根据十四次测试结果
,

血红裸藻中
a 一
生育

酚粗含量在 1
.
2 毫克/克左右

。

但由于柱层析后还带有杂质
,

所以其含量偏高
,

经薄层层

析后进一步除去杂质
,

其含量约为 0
.
6一10 毫克/克

。

图 4 裸藻中 二一生育酚酒精溶液紫外吸收光谱和标准 。一生育酚吸收光谱的比较

样品为血红裸藻 a 一生育酚酒精溶液
,

标准为 a
一
生育酚酒精溶液

。

讨论
·

近年来
,

有关藻类中 a-- 生育酚及醒类研究逐渐增多
〔, ,15]

,

除作含量分析外
,

多侧

重于机理上的探讨
,

如研究 a
一
生育酚及其他醒类和光合作用中电子传递的关系

,

以及用

a一生育酚及其他醒类作为生化分类的指标
〔41 。

我们的目的是试图从藻类利用的角度
,

探索

常见的大量生长的藻类中
。一生育酚含量

,

以便为今后藻类在医药上的应 用开辟途径
。

根

据文献报导
,

低等植物中的酵母是没有
a一
生育酚的叫

。

藻类中虽普遍地存在 a-- 生育酚
,

但其含量以裸藻为最高
〔
9.1
8] ,

同时用它和高等植物相比较
,

裸藻中的含量也可与棉子油相

当〔, 。,
( 见表 2)

。

根据我们分析结果可以看出
,

血红裸藻含有相当丰富的 a-- 生育酚
,

其含量达 0
.
6一1

毫克/克
。

而且血红裸藻生长繁殖时间长
,

根据我们在所内养殖场鱼池测定产量的结果
,

1 9 7 3 年 5一10 月
,

虽然阴雨连绵
、

血红裸藻产量平均每亩每月可达 20一30 公斤 (干重)
。

此种藻类虽可作为鱼的饵料
,

但大量繁殖时对鱼生长亦不利
,

如能捞取出来作为提取
。-

生育酚的材料
,

则可一举两得;其粗制品
,

尚可作为畜类及家禽促进繁殖的药物
。
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