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摘　要 :蘑菇中的麦角甾固醇经紫外线照射后可产生维生素 D2 ,能被人体吸收利用 ,是天然维生素 D的

重要来源之一。为了增进本科生对脂溶性维生素代谢的认识和理解 ,设计了从香菇中提取麦角甾醇 ,再

经光化反应将麦角甾醇转化为维生素 D2的生物化学教学实验。为简化实验步骤、方便教学 ,试验筛选

出了样品预处理、光反应及热反应的最佳条件 ,确定了不经皂化处理 ,提取物先后用 254、365 nm的紫外

光照射 1 h后 ,置于 85℃水浴下处理 15 m in实验流程。经高效液相色谱分析 ,测得产物收率为 4. 5%。
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Abstract: V itam in D2 made from ergosterol in mushroom s when it reacts with ultraviolet light, can be absorbed and uti2
lized by the human body and is one of natural sources of vitam in D. In order to equip undergraduates with a solid under2
standing of metabolism of fat2soluble vitam ins, a teaching experiment of biochem istry was designed where ergosterol was

extracted from shiitake mushroom s, and then was transformed to vitam in D2 by photolysis and thermal rearrangement.

Op tim ized experimental p rocedure was established, which contains the non2saponified p retreatment of samp les, extracts

exposing to UV radiation at 254 nm and 365 nm for 1 h, and keep ing at 85℃ in water bath for 15 m in. The yield of vi2
tam in D2 analyzed by HPLC turned out to be 4. 5%.
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1　引　言

维生素代谢与人的日常生活和身体健康密切相

关 ,其结构、稳定性、化学反应及体内代谢过程是生物

化学教学中的重要组成部分。在现有的高等院校生物

化学教学中 ,以维生素 C为主的提取、定量方法相关

的教学实验较多 ,与脂溶性维生素的化学变化、体内代

谢相关的教学实验未见报道 [ 122 ]。这可能是由于这类

维生素稳定性差、提取困难、合成方法复杂 ,利用实验

教学再现其相关性质具有较大的难度。

维生素 D为类固醇衍生物 ,主要包括维生素 D2、

D3 ,与人及动物体内钙磷代谢有密切关系 ,是人和家

畜、家禽生长发育不可缺少的一种重要维生素。食物

中缺乏维生素 D可致小儿佝偻病、婴儿手足搐搦症、



成人骨软化症及老年骨质疏松症。与其他维生素比

较 ,维生素 D的理化性质较为特殊 ,首先 ,人体对其需

要量极低 ,国际营养学专业机构推荐人体的维生素 D

的日需要量为 5μg。仅为维生素 C的 2万分之一 ;其

次 ,人体获得维生素 D分食物摄取和通过紫外线照射

转化 2种途径。光照是人体获得维生素 D的最佳途

径 ,口服过量维生素 D是发生临床过量中毒事件的主

要原因 [ 3 ]。

无论动植物体内 ,天然维生素 D的存在量都非常

少 ,很难通过直接提取纯化方法获得。本文通过简单

实验操作提取获得香菇中含量丰富的麦角甾醇 (维生

素 D2原 ) ,进而通过紫外线照射、热处理反应光转化

成为维生素 D2 ,并通过 HPLC检测了反应的得率。

2　实验部分

2. 1　实验材料

香菇 :购自上海市农贸市场。

2. 2　仪器与试剂

(1) 仪器。ZF22型四用紫外分析仪 (海门市其林

医用仪器厂 ) , Agilent 1100 LC高效液相仪 , Z0RBAX

300SB 2C18高效液相柱 ,精密电子天平 ,电热恒温干燥

箱 ,电热恒温水浴锅。

(2) 试剂。麦角甾醇标准品 :色谱醇 (上海晶纯

试剂有限公司 ) ;维生素 D2标准品 :色谱醇 ( SIGMA ) ;

乙腈 :色谱纯 ;无水乙醇 :分析纯 ;石油醚 :分析纯 ;焦性

没食子酸 :分析纯 ; KOH:分析纯 ;无水硫酸钠 :分析纯 ;

双蒸水。

2. 3　实验步骤

(1) 标准曲线的制作。精确称取麦角甾醇标准品

用乙醇溶解使浓度为 10 mg/mL。用乙醇将其稀释成

一定浓度的标准系列溶液 : 0、0. 5、1. 0、2. 0、4. 0、6. 0

mg/mL。将标准系列溶液进样 10μL进行测定 ,用峰

面积比对浓度绘制标准曲线。

精确称取维生素 D2标准品用乙醇溶解使浓度为

1 mg/mL。用乙醇将其稀释成一定浓度的标准系列溶

液 : 0、25、50、100、200、400μg/mL。测定方法同上。

HPLC条件 :流动相为 85%～93%乙腈水溶液 ,梯

度洗脱 30 m in,流速 0. 8 mL /m in,柱温 25℃,检测波长

为 265 nm [ 425 ]。

(2) 麦角甾醇的提取。将新鲜香菇烘干 ,加液氮

于研钵中磨成粉末。准确称取 2份 6. 0 g的香菇粉末

样品。

不经皂化处理 :香菇样品加入 90 mL无水乙醇进

行抽提 , 95℃水浴回流 30 m in。冷却后将样品转移到

分液漏斗中 ,用石油醚振摇萃取静置分层 ,收集石油醚

层。水层再用石油醚萃取一次 ,合并石油醚层。无水

硫酸钠干燥、过滤后 45℃减压浓缩蒸干。用流动相溶

解定容至 1. 0 mL,过 0. 45μm微孔滤膜后 ,稀释 1倍 ,

HPLC进样 10μL进行测定。

皂化处理 :香菇样品加入 90 mL含 16 g/L焦性没

食子酸的无水乙醇溶液 ,搅拌均匀后 ,加入 30 mL 2. 0

mol/L KOH溶液 , 95℃水浴回流 30 m in。萃取方法同

上 ,石油醚层经反复水洗 ,直至用 pH试纸检查水层不

显碱性。其余步骤同上。

(3) 提取物的光化反应。不经皂化处理得到的提

取物用 254 nm的紫外光照射 1 h后 ,用 365 nm的紫

外光再照射 1 h, HPLC进样 10μL进行测定。

光反应后 ,将样品置于 85℃水浴下处理 15 m in,

HPLC进样 10μL进行测定。

(4) 计算维生素 D2的收率。根据样品测定的色

谱峰面积 ,在相应标准曲线查出对应的含量 ,按下式计

算维生素 D2收率 ,

维生素 D2收率 =

维生素 D2的量
投入麦角甾醇量 -剩余麦角甾醇量

×100%

3　实验结果

3. 1　麦角甾醇与维生素 D2的标准曲线

麦角甾醇标准品和维生素 D2标准品的洗脱峰如

图 1所示。麦角甾醇峰出现在 29 m in左右 ,维生素 D2

峰出现在 26 m in左右。

图 1　麦角甾醇标准品和维生素 D2标准品的色谱图

　　以进样浓度 (X , mg /mL )对相应的峰面积 ( Y )进

行线性回归 ,麦角甾醇标准曲线的回归方程为 :

　Y = 12 621. 982 1 X - 42. 225 72,　r = 0. 999 82

以进样浓度 (X , μg /mL )对相应的峰面积 ( Y )进

行线性回归 ,维生素 D2标准曲线的回归方程为 :

　Y = 30 588. 861 7 X + 167. 056 91,　r = 0. 999 33

3. 2　麦角甾醇的提取

样品不经皂化 ,其提取物的洗脱峰如图 2 ( a)所

示。样品经皂化 ,其提取物的洗脱峰如图 2 ( b)所示。

不经皂化的处理方法 ,提取物乙醇溶液中麦角甾醇的

浓度为 3. 15 mg/mL;皂化处理方法 ,提取物乙醇溶液

中麦角甾醇的浓度为 2. 34 mg/mL。两者的结果相差

不大。
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( a) 未皂化处理 ( b) 皂化处理

图 2　提取液的色谱图

3. 3　光化反应结果

经两步光照反应 ,产物的洗脱峰如图 3 ( a)所示。

由图可知 ,紫外光照射后 ,伴随副产物的生成 ,麦角甾

醇的量明显减少 ,但是维生素 D2生成未能检出。

经热反应 ,产物洗脱峰如图 3 ( b)所示。由图可

知 ,热反应后 ,生成了维生素 D2 ,浓度为 84. 42

μg/mL,麦角甾醇的浓度为 1. 27 mg/mL。

( a) 热反应前 ( b) 热反应后

图 3　光反应前、后产物的色谱图

3. 4　维生素 D2收率

经计算 ,维生素 D2收率为 4. 5%。

4　讨　论

4. 1　样品的预处理

食用真菌中含有大量麦角甾醇 ,是提取麦角甾醇

的重要原料 [ 6, 8 ]。文献报道 ,提取麦角甾醇时需先皂

化样品 ,以除去一些脂溶性杂质 [ 8210 ]。本文比较了皂

化和不皂化 2种提取方法 , HPLC测定结果表明 ,不皂

化处理的样品提取液在 5. 5 m in左右有一个明显的杂

质峰 ,而皂化处理后这个杂质峰消失。然而 ,这个杂质

峰并不影响麦角甾醇的分配行为和检测结果 ,且不皂

化可以一定程度提高麦角甾醇的收率 ,因此为了简化

提取过程 ,将实验方案确定为不经皂化直接提取麦角

甾醇的方法。

4. 2　光化反应条件

麦角甾醇经光化反应可转化为维生素 D2 ,同时生

成一些如速甾醇、光甾醇等副产物 ,转化过程见图 4。

光化反应的关键步骤是紫外光照射 ,主要有两步光异

构法和一步光异构法。前者多采用 250、350 nm左右

图 4　光化反应生成维生素 D2的反应方程式

的紫外光先后照射 [ 11 ]
,后者则需要 280 nm左右的紫

外光进行照射 [ 12 ]。由于实验室常用的紫外分析仪具

有 245、365 nm 2个波长 ,所以采用这 2个波长经两步

异构获得维生素 D2的前体。该前体经热效应重排进

一步生成维生素 D2 ,该过程可以自然发生 ,但需要较

长时间。本实验光照后的 HPLC图谱中没有检测到维
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生素 D2。考虑到学生实验的时间要求 ,采用加热的方

式加快反应速度 ,在加热后的反应液中很快检测到了

维生素 D2。

4. 3　热反应条件及维生素 D2的收率

光反应后 ,尝试通过适当延长热反应时间和提高

反应温度的方法增加维生素 D2的得率 ,发现效果不明

示 ,同时引发反应副产物得增加。实验发现 85℃, 15

m in为较稳定的热处理条件 ,这一反应条件下 ,维生素

D2得率虽然较低 (4. 5% ) ,但是反应结果可重复性高 ,

HPLC分析得到完整的产物峰 ,可以完整地再现维生

素 D2原经光应反应转化为维生素 D2反应过程 ,达到

实验的预期目的 ,非常符合学生实验的设计要求。
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C4 H9OH→CH3 + CH2 CH2 CH2 OH (↑)

单分子分解反应加强 ,能够迅速引发大量的活性自由

基参与链传播反应 ,这是引起正丁醇着火延迟缩短的

主要原因。

5　结　语

本文在 Dagaut提出的正丁醇详细氧化反应机理

基础上 ,利用 Chemkin气相反应程序中的零维、均质模

型模拟计算了定容绝热条件下正丁醇理论着火延迟时

间 ,研究不同边界条件对着火延迟的影响 ,并对不同的

温度条件下进行着火延迟敏感度分析。计算结果表

明 ,相同边界条件下正丁醇着火延迟时间要长于乙醇 ,

在低温 (小于 1 300 K)时着火延迟随温度、压力、当量

比的增加而明显缩短 ,温度对着火延迟的影响较压力、

当量比大。1 100 K时着火延迟最敏感反应表明 ,相同

条件下正丁醇的链引发反应中缺少碳碳键断裂反应 ,

链传播反应主要通过 C3 H5 氧化反应来扩大链式反

应 ,链反应路径相对较长。1 300 K时正丁醇着火延迟

缩短的主要原因是高温促使的碳碳键断裂反应的增

加 ,加速了着火所需活性基的增长。链引发反应中

C—C键的断裂反应是影响燃料着火延迟特性的根本

原因。
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