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Abstract: Phenolics are abundant in seeds of Brassica napus, mainly including hydroxycinnamic acid de-
rivatives, proanthocyanidins (PAs) and flavonoid derivatives. Different research methods have been reported 
by researchers. In this research, both chemical analysis and HPLC-ESI/MS2 analysis were conducted to 
compare the different compositions of soluble phenolics in embryo and seed coat of B. napus. The extraction 
parameters were also optimized by comparing single factors like extraction temperature and solvent. And the 
results showed that room temperature and solvent of 80% acetone yielded the maximum phenolics. Further 
comparison showed that total phenolics and flavonoids in seed coat were much higher than in embryo of im-
mature seeds. Among the identified phenolics, flavonoid and proanthocyanidin in seed coat were higher than 
in embryo, whereas derivatives of hydroxyl-cinnamic acid were lower accumulated in seed coat than embryo. 
Sinapine, as the most abundant phenolics, was mainly existed in embryo. And epicatechin was abundant in 
seed coat, which was well known as the most abundant flavonoids. 
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摘  要：甘蓝型油菜种子含有大量的多酚物质，主要是羟基苯丙烯酸衍生物、原花色素和类黄酮衍生

物，不同研究者对多酚物质的研究方法各异。本文使用化学分析和 HPLC-ESI/MS2 分析，首先研究了

不同溶液在不同温度下对油菜籽多酚物质萃取效率的影响，发现 80%的丙酮水溶液在室温条件下对油

菜籽多酚的萃取效率最高。进一步对未成熟种子种皮和胚多酚物质进行研究，发现总酚和总类黄酮含

量种皮明显高于胚。多酚物质中，种皮类黄酮和原花色素的含量要高于胚，但羟基苯丙烯酸衍生物的

含量要低于胚。芥子碱是油菜籽中含量最丰富的多酚物质，主要存在于胚当中。而表儿茶素是含量最

丰富的类黄酮物质，主要存在于种皮当中。 
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1. 引言 

甘蓝型油菜(Brassica napus L.)是重要的油料作

物，面积仅次于大豆[1]。油菜饼粕是重要的蛋白质来

源，可作为动物饲料，含有大量氨基酸、蛋白质和糖

类，但同时也含有大量的多酚物质，多酚物质的存在

会导致油菜种皮变黑，油菜饼粕具有苦味和涩味，从

而影响油菜饼粕的营养价值[2]。油菜种子中存在的羟

基苯丙烯酸衍生物主要有芥子酸、芥子碱、阿魏酸和

咖啡酸等，以及它们形成的糖苷[3-5]。原花色素是由黄

烷醇类物质通过碳–碳键相连聚合而成的低聚体和

多聚体，油菜中的原花色素都是由表儿茶素聚合而来
[6]，我们实验室 Jiang 等[7]发现油菜籽中的可溶性原花

色素主要是表儿茶素的二聚体和三聚体。类黄酮是一

类植物次生代谢产物，一般具有抗氧化活性、抗致癌

性和抗诱变作用[8-10]。油菜籽中常见的类黄酮主要有

黄酮醇类和黄烷醇类。黄酮醇类(主要是槲皮素、山萘

酚和异鼠李素)主要以糖基化和酰基化的衍生物存在。

连接的糖主要是葡萄糖和槐糖，连接的酰基主要是芥

子酰、阿魏酰和咖啡酰等[6,11]。黄烷醇类主要是表儿

茶素，它们比较特殊，一般不会形成糖苷，单体分子

常常聚合形成种皮中的主要色素相关物质——原花

色素[12]。此外，油菜籽中还含有其它一些多酚物质，

如没食子酸、原儿茶酸和羟基苯甲酸等[13]。 

对于植物组织多酚物质的提取，不同植物使用不

同的溶剂和温度。如 Jasinski 等[14]使用 80%甲醇水溶

液在室温条件下提取蒺藜苜蓿叶片中的类黄酮，Nie

等[15]使用 80%的乙醇水溶液在 80℃条件下提取桑树

叶片的总类黄酮，Sarina 等[16]使用 80%丙酮水溶液在

室温条件下提取金缕梅叶片的总酚，Augar 等[6]使用

甲醇/丙酮/水的混合溶液在 4℃条件下提取发育过程

中油菜种皮的类黄酮物质，而刘秦等[5]使用甲醇水溶

液在室温条件下提取成熟油菜籽多酚物质。不同的萃

取溶液和萃取温度都会影响多酚物质的萃取效率，因

此寻找合适的萃取溶液和萃取温度对于油菜籽多酚

物质的研究十分重要。 

为了选育多酚含量低的优质油菜，需要对种子胚

和种皮中多酚物质的含量和种类进行分析。目前对于

油菜种子胚和种皮多酚的研究大多集中在成熟种子

(去皮油菜饼粕和籽壳)，但成熟种子多酚物质往往和

蛋白、多糖等结合形成不溶性物质[17]，这对成熟种子

多酚物质的萃取和研究带来一定的困难。Auger 等[6]

首次研究了黑籽油菜发育过程中种皮原花色素和类

黄酮含量的变化。本文首先通过对油菜籽多酚物质萃

取条件进行比较研究，通过化学分析法和 HPLC-ESI/ 

MS2分析法，研究了未成熟油菜种子胚和种皮多酚物

质的组成差异。 

2. 材料和方法 

2.1. 实验材料 

将甘蓝型油菜“扬油 6 号”(黑籽)种植在扬州大

学实验田中，授粉 5 周后采集角果(Jiang 等[7]的研究

结果表明授粉 5 周后的油菜籽总酚含量达到最大，并

且这一时期种皮与胚的分离较为容易)，每株采集 3~5

个角果，手工剥离种子，准确称量 1 g 种子(湿重种子)。 

2.2. 化学试剂 

甲醇、乙醇、丙酮、碳酸钠、单宁酸、氢氧化钠、

亚硝酸钠和六水合氯化铝均为分析纯，购自上海生工

生物工程有限公司。Folin-Ciocalteu 试剂、表儿茶素、

Procyanidin B2 和异鼠李素-3-O-葡萄糖苷购自美国

Sigma 公司。甲酸、乙氰为色谱纯，购自美国 Tedia

公司。水为 Milli-Q 系统纯化的水。 

2.3. 实验方法 

2.3.1. 样品多酚物质的提取 

多酚物质的提取参考 Auger 等[6]的方法略有改

动。取准确称量的 1 g 样品置于研钵中，研磨 5 min

后加入 5 mL 萃取溶液(分别为：80%的甲醇水溶液、

80%的乙醇水溶液、80%的丙酮水溶液和甲醇/丙酮/

水(40:40:20, v/v/v)，在特定温度下(室温和 80℃水浴)

超声波裂解 15 min。然后室温离心(19,000 g, 5 min)并

收集上清，将沉淀重悬于 5 mL 上述溶液中，放置在

摇床上 25℃过夜(200 rpm)，然后再次室温离心(19,000 

g, 5 min)，合并 2 次上清液，氮吹除去有机溶剂，用

水定溶至 4 mL(以下称为多酚物质提取液)，储存在

−70℃待测。每个样品重复 3 次。为了研究超声裂解

温度对萃取效率的影响，不同溶液的超声裂解分别在

2 种不同温度(室温和 80℃水浴)条件下进行。为了研

究未成熟种子种皮和胚多酚物质的差异，分别取 1 g

分离的种皮和胚，提取各自的多酚物质。 
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2.3.2. 可溶性总酚含量的测定 

多酚萃取液中总酚含量的测定使用 Folin-Cio- 

calteu 分析法，参考 Eynck 等[18]的方法略有改动。取

上述多酚物质提取液 100 μL，加入 300 μL 的水和 400 

μL 的 Folin-Ciocalteu 试剂，室温反应 3 min 后加入 400 

μL (1 mol/L)的碳酸钠水溶液，震荡、混匀，室温放置

45 min，然后取上述反应溶液 1 mL，用水稀释 10 倍，

使用 752 型紫外可见分光光度计在 725 nm 下测定吸

光度。用单宁酸做标准曲线，求出每克湿重种子所含

可溶性总酚的毫克数，可溶性总酚的含量用等量的单

宁酸表示。 

2.3.3. 可溶性总类黄酮含量的测定 

可溶性总类黄酮含量的测定参考 Faudale 等[19]的

方法。取 1 mL 的多酚物质提取液加入 5 mL 的水和

0.3 mL 5%的亚硝酸钠水溶液，室温反应 6 min，然后

加入 0.6 mL 10%的六水氯化铝水溶液，室温反应 5 

min，最后加入 2 mL(1 mol·L−1)的氢氧化钠水溶液，

用水定溶至 10 mL，用 752 型紫外可见分光光度计在

510 nm 下立即测定吸光度。用表儿茶素标准品做标准

曲线，求出每克湿重种子所含可溶性总类黄酮的毫克

数，可溶性总类黄酮的含量用等量的表儿茶素表示。 

2.3.4. HPLC-ESI/MS2 分析 

Table 1. The chromatographic elution gradient 
表 1. 色谱洗脱梯度 

时间(min) 
T(min) 

流动相 A(%) 
Mobile phase A(%) 

流动相 B(%) 
Mobile phase B(%)

0 94 4 

40 80 20 

60 65 35 

61 0 100 

76 0 100 

77 94 4 

86 96 4 

 

性多酚物质首先在全扫描模式下检测，为了进一步确

定化合物的结构，挑选特定质荷比的离子进行二级质

谱分析，碰撞气为氮气，根据分子大小设置碰撞电压

在 15~40 V 之间。仪器控制软件为 Agilent Masshunter 

Workstation Data Acquisition，数据分析软件为 Agilent 

Masshunter Qualitative Analysis。化合物分子离子峰

([M−H]−和[M+H]+)提取离子色谱图(EIC)的峰面积被

用作定量分析。为了比较种皮多酚物质和胚多酚物质

含量的差异，求出每克湿重种皮所含多酚和胚多酚的

微克数。 

3. 结果与分析 

3.1. 不同溶剂和不同温度对油菜种子多酚物质 

萃取效率的影响 
在 HPLC-ESI/MS2分析前先将提取液用聚四氟乙

烯滤膜(0.45 μm)过滤。高效液相色谱仪为 Agilent 

1200，色谱仪包括在线脱气装置(G1322A)、级联泵

(G1311A)、自动进样器(G1329A)和 DAD 检测装置

(G1315D)。10 μL样品通过C18保护柱(2.0 × 4 mm, 3.5 

μm；Phenomenex)在 XB-C18 色谱柱(2.1 × 150 mm, 3.5 

μm; Welch, Ultimate)中进行分离。流速为0.3 mL·min−1，

柱温箱为 30℃，DAD 检测波段为 190~800 nm。流动

相 A 为 0.1%的甲酸水溶液，流动相 B 为 0.1%的甲酸

乙氰溶液。洗脱梯度见表 1。 

本实验设计了 2 个不同温度，即室温和 80℃，在

每个温度段都进行了 4 种溶液萃取效率的比较。从图

1 可以看出，在室温条件下，丙酮水溶液对油菜种子

多酚物质的萃取效率要明显高于甲醇和乙醇的水溶

液，萃取效率略低于混合溶液。而在 80℃条件下，丙

酮水溶液的萃取效率明显高于其它 3 种溶液。而对于

种子类黄酮的萃取，无论是在室温条件还是在 80℃条

件，丙酮水溶液的萃取效率都明显高于其它 3 种溶液

的萃取效率(图 1(b))。在高温(80℃)条件下，丙酮水溶

液对总酚和总类黄酮的萃取效率都有所增加，但甲

醇、乙醇和混合溶液的萃取效率反而降低。太高的温

度有可能会导致类黄酮等多酚物质的氧化，反而会降

低萃取效率；同时，高温条件下有机溶剂的挥发也是

一个不能忽略的问题。 

质谱分析仪使用 Agilent 6460 三重串联四级杆质

谱仪，离子源为电喷雾离子源(ESI)，在正负离子模式

下检测。仪器参数如下：干燥气温度为 300℃，干燥

气流量为 10 L·min−1，雾化器压力为 15 psi，鞘气(使

用 N2作为鞘气)流速为 7 L·min−1，鞘气温度为 250℃，

毛细管电压为 4000 V，喷雾电压为 500 V，全扫描质

荷比(m/z)在 90~2000 范围，扫描时间为 500 ms。可溶 在室温条件下，丙酮水溶液的萃取效率明显高于 
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(a)                                              (b) 

Figure 1. Variation of phenolic contents extracted by different solvents at room temperature and 80˚C: (a) Total phenolics exacted by four 
solvents at room temperature and 80˚C; (b) Total flavonoids exacted by four solvents at room temperature and 80˚C 

图 1. 不同温度下 4 种溶液萃取多酚物质含量的比较：(a) 不同温度下 4 种溶液萃取总酚的含量；(b) 不同温度下 4 种溶液萃取总类黄酮的

含量 

 

甲醇和乙醇，略低于混合溶液。在高温条件下，丙酮

水溶液的萃取效率均高于其它 3 种溶液。同时，丙酮

相对于甲醇具有较低的毒性，使用更为安全。因此我

们选择 80%丙酮水溶液进行油菜种子多酚物质的萃

取。在多酚萃取的超声波裂解过程中，超声波与溶液

作用会使溶液温度升高，但温度不会升高至 80℃，适

当的高温可以提高溶液的萃取效率，同时又不会造成

大量多酚物质的氧化。所以，我们选择在室温条件下

用 80%丙酮水溶液进行多酚的萃取，超声裂解时不需

要控制温度，这样既简化了操作步骤，又保持了较高

的萃取效率。 

3.2. 油菜种子种皮和胚多酚物质的分析 

为了比较未成熟种子种皮和胚多酚物质含量和

种类的差异，首先需要确定种子中主要的多酚物质种

类。表 2 列出了油菜种子中主要多酚物质的色谱峰、

色谱保留时间，紫外最大吸收波长，去质子化/质子化

([M−H]−/[M+H]+)分子离子的质荷比(m/z)和各分子离

子裂解产生的子离子质荷比。确认了主要的 4 种羟基

苯丙烯酸衍生物，5 种原花青素低聚体和 6 种类黄酮

化合物。发现种子主要含有大量芥子碱、黄烷-3-醇单

体和黄烷-3-醇的低聚体，同时含有大量的黄酮醇类化

合物，包括山萘酚和异鼠李素的糖基化和酰基化产

物。 

分离种皮和胚，使用化学分析法和 HPLC-ESI/ 

MS2法研究种皮和胚多酚物质含量的差异。首先通过

化学分析法测定萃取液所含总酚和总类黄酮的含量，

从图 2 可以看到，未成熟种子种皮中的总酚和总类黄

酮含量明显高于胚。将胚和种皮的萃取溶液进行

HPLC-ESI/MS2 分析，通过与种子萃取物色谱质谱结

果对比，确定主要色谱峰代表的物质，然后使用提取

离子色谱图(EIC)进行定量，使用各种标准品确定主要

多酚物质的含量(见表 3)。结果可以看出，油菜种子胚

和种皮中可溶性多酚物质种类组成基本一致，但各种

多酚物质的含量差异较大。种子胚中羟基苯丙烯酸衍

生物的含量要远远高于种皮，芥子碱是种子胚中含量

最多的一种多酚物质，也是种子中含量最多的一种多

酚物质。对于其它的多酚物质，如构成原花色素的前

体表儿茶素、表儿茶素低聚体和类黄酮的含量种皮明

显高于胚。发现种皮中含量最多的类黄酮物质是构成

原花色素的前体物质表儿茶素。而其他含量较多的类

黄酮物质，如异鼠李素和山萘酚等主要以糖基化和酰

基化的形式存在。 

比较种皮和胚中几种主要类黄酮物质的含量，可

以发现种皮类黄酮含量是胚类黄酮含量的几十倍到

上百倍。但某些含量较少的类黄酮物质却是种皮低于

胚。通过种皮和胚萃取物的紫外吸收图谱(图 3)可以看

出，胚中类黄酮类物质很少。种皮中明显存在的吸收

峰 2、3、4 和 5 对应的是表儿茶素二聚体(PB2)、表儿

茶素单体、表儿茶素三聚体和表儿茶素四聚体，在胚 
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Table 2. Main phenolic compounds identified by HPLC-ESI/MS2 analysis in seeds of B. napus 

表 2. HPLC-ESI/MS2分析油菜种子萃取物确定的主要多酚物质 

分子离子质荷比 (m/z) 
Mass spectrum (m/z) 紫外峰 

Peak 
化合物名称 

Compound names 

保留时间  
(min) 

Rt(min) 

最大紫外 
吸收波长(nm) 

UV(nm) [M−H]− [M+H]+ 

子离子质荷比(m/z) 
MS2 [M−H]− (m/z) 

子离子质荷比(m/z)
MS2 [M+H]+ (m/z)

1 芥子碱 21.601 240, 330  310.2 - 119,175, 207,251

2 Procyanidin B2 23.405 202, 280 577  
407, 289, 425,  

451, 125 
- 

3 表儿茶素 25.772 204, 217, 280 289  
203, 109, 245,  
205, 125, 151 

- 

4 表儿茶素三聚体 29.602 202, 281 865.3  
577, 695, 424, 
287, 451, 739 

- 

5 表儿茶素四聚体 31.405 202, 281 1153.4  
287, 414, 125,  

577, 983 
- 

- 顺是芥子酸 33.126 - 223  
149, 193, 121,  

164, 207 
- 

8 异鼠李素二己糖苷 34.144 202, 269, 350 639.2  315, 477 - 

- 山奈酚二己糖苷 35.643 - 609  319, 429, 284 - 

- 反式芥子酸 36.001 - 223  
149, 193, 121,  

164, 207 
- 

- 
山奈酚芥子 
酰三己糖苷 

37.164 - 977  
653, 285, 477,  
191, 353, 815 

- 

- 
异鼠李素芥子 
酰三己糖苷 

37.773 - 1007  
477, 315, 683,  

353, 845 
- 

15 Procyanidin B5 39.294 202, 281 577  407, 424, 289, 451 - 

17 表儿茶素三聚体 40.120 202, 281 865.3  
587, 287, 695,  
407, 451, 739 

- 

- 
异鼠李素己 
糖苷硫酸酯 

40.772 - 557  477, 315 - 

- 1,2-二芥子酰葡萄糖 51.595 - 591.2  223, 367, 205 - 

 

 

Figure 2. Content of total phenolics and total flavonoids in seed coat and embryo 
图 2. 种皮和胚中总酚与总类黄酮的含量 
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Table 3. The content of phenolic compounds in embryo and seed coat of Brassica napus 
表 3. 多酚物质在胚和种皮中的含量 

酚类化合物 
Phenolic compounds 

种皮中含量(μg·g−1) 
Seed coat content(μg·g−1) 

胚中含量(μg·g−1) 
Embryo content(μg·g−1) 

芥子碱 427.56 ± 221.37 3368.64 ± 204.96 

顺式芥子酸 1.47 ± 0.12 1.59 ± 0.51 

反式芥子酸 8.34 ± 2.37 21.03 ± 3.93 

1,2-二芥子酰葡萄糖 2.13 ± 0.24 10.98 ± 0.66 

表儿茶素 1448.85 ± 100.62 83.97 ± 12.57 

表儿茶素二聚体(PB2) 414.21 ± 4.23 4.53 ± 1.23 

表儿茶素三聚体(保留时间短) 325.95 ± 16.02 10.29 ± 4.77 

表儿茶素四聚体 107.04 ± 16.86 3.9 ± 0.75 

表儿茶素三聚体(保留时间长) 62.16 ± 13.83 3.51 ± 1.83 

表儿茶素二聚体(PB5) 91.47 ± 1.71 4.98 ± 2.97 

异鼠李素二己糖苷 58.77 ± 9.75 4.62 ± 0.69 

山奈酚芥子酰三己糖苷 3.48 ± 0.24 11.43 ± 0.81 

异鼠李素芥子酰三己糖苷 6.57 ± 1.65 1.29 ± 1.11 

山奈酚二己糖苷 1.71 ± 0.3 59.73 ± 2.97 

异鼠李素己糖硫酸酯 55.47 ± 14.25 1.59 ± 0.36 

 

 

Figure 3. UV chromatogram of soluble phenolics in seed coat and embryo: (a) UV chromatogram of soluble phenolics in seed coat; (b) UV chroma-
togram of soluble phenolics in embryo 

图 3. 种皮和胚可溶性多酚物质的紫外吸收图谱：(a) 种皮可溶性多酚物质的紫外吸收图谱；(b) 胚可溶性多酚物质的紫外吸收图谱 

 

中几乎没有这几种物质的紫外吸收，说明这几种物质

在胚中的含量很少。一些未知的色谱峰(6、7、9)，通

过 DAD 检测、二级质谱分析，初步确定为类黄酮的

紫外吸收特性(图 4)，它们在 202 nm 和 280 nm 处都

有强的紫外吸收峰。这些物质在种皮中大量存在，但

在胚中含量很少。胚中大量存在的芥子碱对应紫外吸

衍生物，例如 6、7 和 9 三个峰都有典型的原花色素 收峰 1，可以看到种皮中相应保留时间的吸收峰很小。 
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Figure 4. UV absorption characteristics of chromatograms of chemical 6, 7, 9 and Procyanidin B2 (PB2) 
图 4. 色谱峰 6、7、9 及标准品 Procyanidin B2(PB2)的紫外吸收特性 

 

以上实验结

量和总类黄酮种皮明显高于胚，未成熟种子中不同

的多

4. 结论 

剂和不同温度对甘蓝型油菜未成熟

进行比较，获得了 80%丙酮水溶液在室
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