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　　摘　要:为了确认天然棕色棉色素的组分特性,采用反相 C１８层析柱对天然棕色棉色素提取粗品进行分离,通过

高效液相色谱和紫外Ｇ可见光谱法进行研究.色素提取粗品的液相色谱表明,在保留时间３min以内有分离度较好

的组分但数量少,绝大部分组分处在保留时间为７~１７min范围但分离度不好,呈正态分布峰形形态(馒头峰),这两

部分均为有色物质.采用不同浓度的甲醇水溶液(极性不同)为流动相进行梯度淋洗,能够将保留时间为７~１７min
色素组分一定程度分离,但被分离色素组分的液相色谱图并不是单一尖锐的峰形.色素液相色谱表明,５％的甲醇

溶液可以将保留时间为３min以下的色素物质进行富集,３０％甲醇溶液可以对保留时间为１３．５min的黄色色素物

质进行富集.不同梯度淋洗得到的色素混合物质尽管极性有差异,但紫外Ｇ可见光谱非常相似,说明天然棕色棉的色

素的确是由极性略有不同但结构非常类似的物质组成的混合物.
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０　引　言

目前得到商业化应用的天然彩色棉仅有棕色和

绿色两大色系[１],其颜色主要来源于纤维生长过程

中色素在棉纤维中腔及次生层堆积的结果[２Ｇ３].天

然彩色棉色谱不全和色泽不稳定依然是主要不足,
目前还没有得到有效解决.研究天然彩色棉色素的

组分和结构,明了天然彩色棉色素的化学及物理特

性,可以为天然彩色棉的产业化开发提供针对性的

指导,也可以为天然彩色棉色泽创新培育提供借鉴,
因而一直受到关注.目前已有一些学者[４Ｇ６]进行了

棕色棉色素结构与组分的探索性研究,获得了一些

非常有益的研究结果.赵向前等[４]在常温下用纯甲

醇提取棕棉色素,通过显色反应和紫外检测认为棕

棉色素含有黄酮类;马明波[７]用７０％的乙醇水溶液

提取棕棉色素,通过显色反应和质谱检测表明棕棉

色素中含有缩合单宁;胡超等[８]采用纯乙醇对棕棉

纤维进行色素提取,分析研究表明棕棉色素中含有

缩合单宁氧化成的醌类物质.黄酮类、缩合单宁、缩
合单宁氧化成的醌类等都在天然棕色棉色素研究中

被证实存在.不同的研究结论可能是不同的学者采

用的提取方法、鉴定方法以及纤维的来源不同所致.
目前,对于天然棕色棉色素的分析已经作了大量的

研究[４Ｇ１０],但对天然棕色棉纤维色素的结构和组分

还不能确定.鉴于反相 C１８层析柱对亲水性溶质分

离效果比较好,罗少宏研究结果表明选用３０％乙醇

水溶液作为提取液可以获得较多的棕色棉色素提取

组分[１１].本文采用３０％乙醇水溶液提取天然棕色

棉色素,反相 C１８层析柱对天然棕色棉色素提取物

进行不同极性洗脱液的梯度淋洗分离,对洗脱液进

行高效液相色谱(HPLC)和紫外Ｇ可见光谱分析,为
天然棕色棉色素的分离提供借鉴.

１　实验部分

１．１　材料与试剂

材料:天然浅棕色棉(浙江省农业科学院棉花

研究所培育并提供);YMC∗GEL反相 C１８硅胶键



合填料(北京慧得易科技有限责任公司);乙醇、甲
醇分 析 纯 和 色 谱 级 (杭 州 高 晶 精 细 化 工 有 限

公司).

１．２　实验方法

１．２．１　色素的提取

将天然浅棕色棉纤维粉碎至１５０目,称取４０．０
g纤维粉末放入１L烧杯中,按料液比为１∶２５(m/

v)加入３０％乙醇水溶液,置于超声清洗机(深圳市

洁盟清洗设备有限公司)内,５５℃,３００W 超声辅助

萃取３h,抽滤,残余纤维粉末再萃取,抽滤,合并两

次滤液,于旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪器厂)上５５
℃旋转蒸发浓缩至膏状,将膏状浓缩色素移入一次

性塑 料 培 养 皿 中,于 真 空 冷 冻 干 燥 机 (美 国

LABCONCOFreeZone公司)－８０℃冷冻干燥,得
色素粗品粉末,放入干燥皿中保存.

１．２．２　色素的初步分离

取１．０g色素粉末,溶解于１５mL去离子水中,
经４．５μm微孔滤膜过滤后,将色素溶液沿着(２．６
×４０cm)层析柱壁加入到 C１８层析柱(上海五相仪

器仪表有限公司),待色素吸附达到平衡,分别用不

同甲醇浓度水溶液作为流动相梯次冲洗.得到分段

富集组分,分别于旋转蒸发仪上５５ ℃浓缩至大约

１０mL,装入２０mL样品瓶中,放入冷冻柜中保存,
高效液相色谱检测备用.

１．２．３　HPLC检测

采用 AgilentＧ１２６０高效液相色谱仪(美国安捷

伦科技有限公司)进行 HPLC检测.HPLC检测条

件:色谱柱:AgilentZORBAXEclipseXDBＧC１８,４．６
×１５０nm,３．５μm,柱温３０℃,流速１mL/min,进
样量２０μL,检测波长分别为２８０、４００nm 和５００
nm.流动相为甲醇(A相)、１０mmol/L甲酸水溶液

(B相),梯度洗脱条件:０~３ min,４ ％A;３~２０
min,４~１００％A;２０~３０min,１００％A.

１．２．４　紫外Ｇ可见分光光度计检测

采用 TUＧ１９５０ 双光束紫外Ｇ可见分光光度计

(北京普析通用仪器有限公司)进行光谱检测,分别

移取一定色素溶液,用适当的去离子水稀释,参比液

为相应的溶剂(去离子水),检测波长１９０~５００nm.

２　结果与讨论

２．１　棕棉色素提取物的反相C１８高效液相色谱

图１为粗提色素及不同浓度甲醇溶液梯次洗脱

出的色素提取物的高效液相色谱图.由图１可见,

　

粗品中,前３min冲出的色素组分,峰形相对较尖

锐,特别是在保留时间１．４min时出现一个非常尖

锐、强度很大的吸收峰.但在７~１７min洗脱出来

的色素组分呈现正态分布的峰形(为了叙述方便,
称为“馒头峰”),这与马明波等[７,９]、罗少宏[１１]实验

结果基本一致.对于前３min冲洗出来的色素提

取物,由于分离度较好,可以考虑进一步进行富

集、分离得到较纯的组分,并进行结构与性能的研

究.对于“馒头峰”位置的色素组分,推测可能是

极性非常相近的多酚类物质,以至反相 C１８层析柱

不能分开.粗提色素７~１７min的洗脱物(馒头

峰)是色素提取物的主体部分,因而对“馒头峰”色
素洗脱物组分和性能的研究非常有意义.本文采

用不同极性洗脱液(不同浓度甲醇溶液)进行梯次

淋洗,并对洗脱物的液相色谱进行研究.从图１
中可以看出,随着流动相中甲醇比例的提高(极性

降低),冲出组分的保留时间会逐渐延长.说明

“馒头峰”物质可以按极性由大到小依次被洗脱下

来,“馒头峰”被梯次剖开.５％甲醇溶液冲洗时,
冲出物几乎不含“馒头峰”物质,主要洗脱成分为

保留时间小于３min的物质.因而５％甲醇洗脱

液可以用于保留时间小于３min物质的富集分离;
随后用１０％甲醇洗脱液洗脱时仅得到一个与色素

粗品相比略小的“馒头峰”,没有保留时间小于３
min的物质被冲出,这进一步说明了５％的甲醇溶

液已经将保留时间小于３min的物质完全洗脱分

离;继续用极性更低的洗脱液(甲醇浓度逐步增

加)梯次洗脱,可分别得到大小不同,但洗脱时间

逐渐增加的“馒头峰”物质.当洗脱溶液的甲醇浓

度提高到７０％以上后,洗脱物减少,在色谱图上出

现了比较尖锐的峰,其中８０％甲醇溶液洗脱物在

保留时间为２１．３min处出现了一个明显的锐峰,
说明可以得到较纯的物质用于富集研究.这种不

同极性洗脱液梯次洗脱将“馒头峰”剖开的特性,
说明色素粗品的“馒头峰”物质是由极性不同的物

质组成.从峰形可以看出,不同极性洗脱液洗脱

得到的仍然是一种混合物质.这是因为一是不同

极性洗脱液冲出物质的液相色谱在保留时间上有

重叠,二是冲出物的液相色谱仍然是“馒头峰”形
态,只是在峰形大小以及中位保留时间有差异.
因而要进一步精细分离粗品中的“馒头峰”物质,
用本文的洗脱条件还不能完成,需要寻找更加合

适的分离(洗脱)方法.
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图１　不同甲醇浓度溶液梯次洗脱出棕棉色素

提取物的高效液相色谱(检测波长２８０nm)

　　图２为用４００nm 和５００nm 检测波长获得的

不同甲醇浓度洗脱物的高效液相色谱图.相应的曲

线和图１具有对应关系.目测表明,棕棉色素提取

液通常呈黄色,并随着浓度的提高,会略显橙红色,
选用４００nm 和５００nm 这两个可见光波长进行检

测是为了检测黄色和红色的色泽特性,表征的是洗

脱物　

图２　不同甲醇浓度溶液梯次洗脱出棕棉色素

提取物的高效液相色谱

质的有色程度.从图２可以看出９０％甲醇水溶液

洗脱物和１００％甲醇溶液的洗脱物应该是无色.

８０％甲醇浓度以下的洗脱物,均具有黄色和红色色

泽特性,这和图３中的洗脱物目测是一致的.图３
中９０％和１００％甲醇溶液洗脱物由于疏水性较高,
因而在水溶液中呈不透明状态(乳浊液).

另外,从图２(a)可见,在保留时间为１３．０min
时,色素粗提物中有一明显的黄色物质存在(４００
nm 检测),该物质可以被３０％甲醇淋洗液有效冲

出,因而３０％甲醇溶液洗脱物可以作为进一步分离

该黄色物质的基础物质.但由于棕棉色素结构复

杂,即使梯度淋洗得到的色素物质也是混合物,是由

一类极性不同的物质组成的混合物.

图３　不同甲醇浓度洗脱出的棕棉色素水溶液照片

注:从左至右依次为色素粗品及５％、１０％、２０％、３０％、

４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％甲醇水溶液冲洗出色

素组分,１００％纯甲醇冲洗出色素组分.

２．２　棕棉色素各组分紫外Ｇ可见吸取光谱

从图４可以看出,不同甲醇浓度洗脱液洗脱物

质的紫外Ｇ可见吸收光谱非常的相似.低于６０％甲

醇浓度洗脱液的洗脱物的紫外Ｇ可见吸收光谱的形

状几乎和粗提色素一致,５０％和６０％甲醇溶液洗脱

物在２００~２１０nm 处的最大吸收峰有一定的蓝移.

７０％以上甲醇溶液洗脱液的洗脱物在２３２nm 处有

一明显的肩峰出现.即使是９０％和１００％甲醇溶液

的无色洗脱物,其结构也和有色物质相似,说明这些

不同极性的色素物质应该具有非常相似的结构.

图４　不同甲醇浓度溶液洗脱出组分的紫外Ｇ可见吸收光谱
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３　结　论

用不同浓度甲醇水溶液为洗脱液能将棕棉色

素高效液相色谱图上保留时间为７~１７min的“馒
头峰”剖开,但是被剖开的各组分峰并不是单一尖

锐的峰,因而仍然是混合物而不是单一组分,研究

结果说明棕棉色素的确是由极性不同但又非常接

近的一类物质组成的混合物.不同极性(甲醇水

溶液)的洗脱物具有极为相似的紫外Ｇ可见吸收光

谱,说明这些不同极性的色素物质应该具有非常

相似的结构.

参考文献:
[１]ZHOU W,BAO Y,LIM．Theeffectsof１,２,３,４Ｇ

Butanetetracarboxylicacid(BTCA)finishingonthecolor
ofnaturallycoloredcottonfabrics[J]．RJTA,２００９,１３
(４):２６Ｇ３３．

[２]张镁,胡伯陶,赵向前．天然彩色棉的基础和应用[M]．
北京:中国纺织出版社,２００５．

[３]邱新棉,周文龙,李茂松,等．天然彩色棉纤维色素的遗

传基础形成及湿处理色素变化规律的研究[J]．中国农业

科学,２００２,３５(６):６１０Ｇ６１５．
[４]赵向前,王学德．天然彩色棉纤维色素成分的研究[J]．

作物学报,２００５,３１(４):４５６Ｇ４６２．
[５]詹少华,林毅,蔡永萍,等．天然棕色棉色素提取,纯化及

其 UV光谱研究[J]．激光生物学报,２００４,１３(５):３２４Ｇ３２８．
[６]HUAS,WANGX,YUANS,etal．Characterization

ofpigmentationandcellulosesynthesisincoloredcotton
fibers[J]．CropScience,２００７,４７(４):１５４０Ｇ１５４６．

[７]马明波．天然棕色棉色素的分离,结构及其抗菌性能研

究[D]．杭州:浙江理工大学,２０１２．
[８]胡超,杨园园,郭宁,等．棕色棉与白色棉缩合单宁单体

儿茶素动态变化的比较[J]．植物生理学报,２０１１,４７(７):

６８５Ｇ６９０．
[９]马明波,李荣霞,李海祥,等．天然棕色棉色素与白色棉

棉籽壳色素成分的比较[J]．纺织学报,２０１２,３３(１):１Ｇ５．
[１０]RICHARDSAF,ROWET,STANKOVICELESINI

U．Structureofnaturallycoloredcottons[J]．Journal
oftheTextileInstitute,１９９９,９０(４):４９３Ｇ４９９．

[１１]罗少宏．天然棕色棉色素组分,结构及性能研究[D]．杭
州:浙江理工大学,２０１４．

ResearchonMulticomponentCharacteristicsofNaturallyBrownCotton
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(a．CollegeofMaterialsandTextiles;b．KeyLaboratoryofAdvancedTextile
MaterialsandManufacturingTechnology,MinistryofEducation,
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Abstract:Toresearchthemulticomponentcharacteristicsofnaturallybrowncottonpigments,reverseＧ
C１８chromatographiccolumnwasappliedtoseparatethepigmentofnaturallybrowncottonroughlyandthe
researchwasconductedbyHPLCandUVＧvisiblespectrums．LC(LiquidChromatogram)showsthatthere
arefewcomponentswithgooddegreeofseparationwithin３minretentiontime,andmostcomponentsare
withintheretentiontimeof７~１７ min,butthedegreeofseparationispoorandpresentsnormal
distributionpeakshape(steamedbunpeak)．Thetwopartsarecoloredmatters．Methanolsolutionswith
differentconcentration(differentpolarity)wereusedasthemobilephaseforgradientelutiontoseparate
pigmentcomponentswiththeretentiontimeof７~１７mintosomeextent,butliquidchromatogramof
separatedpigmentcomponentsisnotsinglekeenＧedgedpeakshape．Liquidchromatogram ofpigment
indicatesthat５％ methanolsolutioncancollectthepigmentcomponentswithin３minretentiontimeand
３０％ methanolsolutioncancollecttheyellowpigmentwhoseretentiontimeis１３．５min．Althoughthe
pigmentmixturegainedfrom differentgradienthasdifferentpolarity,UVＧvisiblespectrumsarequite
similar．Thisshowsthatpigmentsofnaturallybrowncottonarethemixturewithdifferentpolarityand
similarstructure．

Keywords:naturallybrowncotton;pigment;reverseＧC１８chromatographiccolumn;HPLC;UVＧ
visibleabsorptionspectrum
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