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摘　要 :以苦瓜为原料 ,建立了 SPE精制、HPL C检测、ESI2MS定性为主要步骤的苦瓜皂苷的分析

方法。通过 H PL C测定 ,得到了 SPE精制的最佳工艺条件为 :上样 p H 为 8 ,经 10 %、20 %乙醇各

15 mL 淋洗后用 10 mL 40 %乙醇淋洗 ,洗脱液为 65 %乙醇 ,洗脱体积为 7 mL ,流速为 1 mL/ min ,

此条件下所得液相色谱的峰数、峰形、峰面积均较理想。测得最佳条件下精制的苦瓜总皂苷含量为

82. 13 %。经 ESI2MS定性分析得出 ,精制后的产物为三萜类皂苷。苦瓜皂苷快速分离方法的研

究 ,对其构效关系和生物活性研究提供了重要的前提条件。
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Abstract : The analysis method of momordica saponins wit h SPE p urification , HPL C detection and ESI2MS

qualitative analysis was established using momordica as raw material . The optimum conditions of SPE

p urification were determined by H PL C , and t he result s were as follows : t he sample p H value was 8 ; it

was leached wit h 10 mL 40 % et hanol af ter washing with 10 % and 20 % et hanol ; t he elution solution was 7

mL 65 % et hanol ; and t he flow rate was 1 mL/ min. On t his condition , t he peak numbers , peak shape and

peak areas of t he HPL C profile were all relatively ideal . U nder optimum conditions , t he content of

momordica saponins was 82. 13 %. The ESI2MS qualitative analysis result showed t hat t he refining product

was t riterpenes saponins. The rapid separation met hod of momordica saponins p roindes the basis for t he

st udy of t heir st ruct ure2effect relationship and biological activity.
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　　苦瓜皂苷具有降血糖、抗氧化、提高免疫力、降

低胆固醇、抗艾滋病毒和抗肿瘤等生理功能[1 ]。

在其分离纯化方面 ,大都用硅胶柱层析或聚酰

胺柱层析 ,这些方法耗时长 ,有机溶剂使用量大 ,耗

能多。而固相萃取 ( SPE)具有回收率高 ,分离效果

好 ,避免乳化现象 ,操作简单、省时 ,省力等优点。且

由于 SPE内的填充物 ,可与高效液相色谱柱的填充

物相同 ,所以经 SPE分离后的物质再经高效液相分

析 ,可以有效地保护仪器 ,延长色谱柱的使用期限。

本文尝试应用固相萃取装置探讨苦瓜皂苷的高
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效分离方法 ,用高效液相色谱对分离后的结果进行

分析。研究苦瓜皂苷的快速分离纯化 ,对进一步研

究其构效关系和生理功能具有重要意义。

1　材料与方法

1 . 1　实验材料

1 . 1 . 1　原料

苦瓜 , (山东寿光出产 ,购于哈达果蔬批发市场)

1 . 1 . 2　试剂

人参皂苷 Rg1 标准品 ,购于黑龙江省药检所。

甲醇、乙腈 ,色谱纯 ;重蒸水 ;无水乙醇、正丁醇、石油

醚皆为分析纯 ;大孔树脂 AB28 ,购于天津南开大学。

1 . 1 . 3　仪器

L C2000高效液相色谱 ,上海天美科学仪器有

限公司 ;萃取小柱 C18 (500 mg ,1 mL) ;固相萃取装

置 HSE212D ,天津市恒奥科技发展有限公司 ;超声

波发生器 ,昆山市超声仪器有限公司 ( KQ2500

VD E) ; RE52298 旋转蒸发器 ,上海亚荣生化仪器

厂 ;普利塞电热恒温箱 ,上海跃进医疗器械厂 ;固相

超纯水仪 , Hitachi Inst rument s Co . L td。

1 . 2　实验方法

1 . 2 . 1　苦瓜皂苷标准曲线的绘制[ 2 ]

得到回归方程 y = 28. 85265 x - 0. 00574 ( r2 =

0. 9988) 。

1 . 2 . 2　固相萃取法精制苦瓜皂苷

苦瓜皂苷溶剂提取、超声辅提[ 3 ]、大孔树脂纯

化[4 ]后 ,经 C18固相萃取小柱精制苦瓜皂苷。

1 . 2 . 3　固相萃取条件的确定

1 . 2 . 3 . 1　柱预处理

本实验使用的是反相 C18小柱 ,用 10 mL 甲醇

通过 SPE小柱 ,再用 10 mL 重蒸水通过小柱 ,对其

进行活化。

1 . 2 . 3 . 2　加样

称取 100 mg纯化后苦瓜皂苷溶于 10 mL 重蒸

水中调节 p H ,充分溶解过 0. 45μm滤膜 ,以 1 mL/

min的流速通过小柱。

1 . 2 . 3 . 3　上样 p H值的确定

将苦瓜皂苷纯化物水溶液调至不同的 p H 值 ,

上柱 ,高效液相色谱检测流出液的出峰面积 ,因为色

谱图的出峰面积与皂苷的含量呈正比 ,因此以出峰

面积作为评价标准来确定样液的最适 p H值。

1 . 2 . 3 . 4　固定相淋洗

配制 10 %、20 %、30 %、40 %的乙醇溶液梯度洗

脱 ,目的是将干扰物洗出 ,而将目的物保留 ,流速为

1 mL/ min ,每个浓度 20 mL 上样总量 ,5 mL/管收

集 ,淋洗液经高效液相色谱法进行分析。以出峰数

量和峰面积作为评定标准选出最佳的淋洗液浓度。

1 . 2 . 3 . 5　分析物的洗脱和收集

分别配制 45 %、50 %、55 %、60 %、65 %、70 %、

75 %、80 %的乙醇 ,待小柱上样、淋洗后 ,将小柱真空

抽干 ,洗脱液以 1 mL/ min的流速通过小柱 ,对目的

物进行洗脱 ,5 mL/管进行收集 ,共收集两管 ,待高

效液相分析 ,以出峰数量和峰面积作为评定标准 ,将

出峰数量多 ,峰面积大的洗脱浓度确定为最佳洗脱

浓度。

1 . 2 . 3 . 6　最佳洗脱量的确定

在确定最佳洗脱浓度的基础上 ,1mL/管收集洗

脱液 ,高效液相进行分析 ,确定最佳洗脱量。

1 . 2 . 3 . 7　液相色谱分析条件

检测器 :UV检测器 ,λ= 203 nm ;色谱柱 :ODS2
3 250 mm×4. 6 mm ,5μm ;柱温 :室温 ;流动相 :乙

腈 +水为 (55 + 45) ;流速 1. 0 mL/ min ;进样量 : 20

μL。

1 . 2 . 4　香草醛2高氯酸法测定固相萃取精制苦瓜皂
苷的含量

准确称取干燥至恒重的精制苦瓜皂苷 5 mg加

甲醇溶解定容至 5 mL ,摇匀。精密吸取精制苦瓜皂

苷溶液 0. 2 mL 与具塞试管中 ,水浴挥去溶剂 ,其他

步骤与 1 . 2 . 1相同。

1 . 2 . 5　高效液相色谱2点喷雾离子阱质谱联用分析
质谱条件 :离子阱质谱 ;离子源 :电喷雾 ( ESI) ;

雾化压力 :0. 207 MPa ;干燥器流速 :12 L/ min ;干燥

器温度 :345 ℃;分流比为 1∶3 ;添加少量甲酸。

2　结果与讨论

2 . 1　固相萃取精制苦瓜皂苷工艺研究结果

2 . 1 . 1　样液上样 p H值的确定

将 C18小柱活化后 ,将不同 p H 的样液上柱 ,用

高效液相色谱检测 ,峰面积为评价标准 ,结果如图 1

所示。

图 1　样液 p H对吸附效果的影响

　　吸附过程中吸附质以分子状态被吸附剂吸附 ,

因此要达到较好的效果必须使吸附质保持分子状

态 ,而不是离子状态。实验结果表明 ,p H 值呈弱碱

性时 ,大孔树脂对苦瓜皂苷的选择吸附性能好 ,这可

能和苦瓜皂苷是非离子性物质有关。苦瓜皂苷在碱

性条件下比较稳定 ,因此 ,苦瓜皂苷溶液的 p H选为
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8为宜。

2 . 1 . 2　淋洗液的选择结果

对淋洗液进行液相分析 , 10 %～40 %淋洗液洗

出的皂苷很少 ,出峰面积很小 ,其中 10 %乙醇浓度

的淋洗液基本上没有峰出现 ,见图 2。40 %洗脱液

中有 4. 7 min处明显的峰 ,见图 3 ,说明 40 %的乙醇

洗脱时会有少量皂苷被洗脱 ,但是相对而言 ,杂质基

本已完全洗脱。总体而言 ,10 %～40 %的乙醇对苦

瓜皂苷的洗脱能力较差 ,对淋洗液体积进行分析发

现 ,当 10 %和 20 %淋洗液洗脱量累积到 15 mL ,

40 %乙醇淋洗液到 10 mL 时基本已经没有杂质峰

出现。

图 2　10 %乙醇梯度洗脱高效液相色谱图

图 3　40 %乙醇梯度洗脱高效液相色谱图

　　最终确定淋洗液浓度为 10 %乙醇、20 %乙醇各

15 mL 通过固相萃取小柱后 ,再用 10 mL 40 %乙醇

淋洗小柱 ,流速为 1 mL/ min。

2 . 1 . 3　洗脱浓度的选择结果

准备 8个小柱 ,同时上样 ,比较不同洗脱液的洗

脱效果 ,确定最佳的洗脱浓度。选择洗脱液的高效

液相色谱中峰型较好、峰高相对高的峰进行峰面积

分析 ,结果见图 4。图 5为峰号的参照色谱图。

图 4　洗脱浓度对 1 #～8 #峰洗脱效果的影响

　　通过以上分析可见 ,大部分峰在乙醇浓度为

65 %时峰面积最大 ,只有 1 # 和 6 # 的峰面积在乙醇

浓度为 60 %时峰面积最大。总体而言 ,乙醇浓度为

65 %时洗脱效果为最佳 ,洗脱液高效液相色谱图见

图 5 ,其中前三个峰为溶剂峰。之所以出现这样的

结果 ,是由皂苷的性质决定的。皂苷易溶于稀乙醇

和热的无水乙醇 ,由于实验是在常温下进行 ,所以在

乙醇浓度 65 %时的洗脱能力较好 ,浓度偏小或偏大

均不利于皂苷的溶解。

图 5　65 %乙醇洗脱液液相色谱图

2 . 1 . 4　最佳洗脱量的确定结果

前期所做工作中 ,洗脱液采用的是 5 mL/ t ub

分析的 ,选择的范围比较宽 ,后期经过调整 ,采用

65 %乙醇洗脱液 1 mL/ t ub 收集 ,经高效液相分析

得出 ,65 %乙醇的洗脱量在 7 mL 时就可以将皂苷

全部洗出。

2 . 2　香草醛2高氯酸法测定固相萃取精制苦瓜皂苷
的含量

由表 1 可以看出 ,用固相萃取精制的皂苷含量

要比纯化后的苦瓜皂苷大 30. 62 % ,比苦瓜粗皂苷

含量高 55. 65 % ,固相萃取方法大大增大了苦瓜皂

苷的纯度 ,此方法可行。
表 1　不同提纯方法所得苦瓜总皂苷含量表

溶剂提取超声辅

提苦瓜粗皂苷

大孔树脂纯化

苦瓜皂苷

固相萃取精制

苦瓜皂苷

皂苷含量/ % 26. 48 51. 51 82. 13

2 . 3　液质分析结果

分别在正、负离子检测方式下 ,将 65 %乙醇洗

脱皂苷注入液质联用仪 ,获得了高效液相色谱图和

对应图 12中的 8个峰的苦瓜皂苷的一级全扫描质

谱图 ,如表 2所描述。

　　经与文献[5 ]对照可知 ,1～5号峰为苦瓜皂苷 L

( momordicosi de L) ,6号苦瓜皂苷结构可能为苦瓜

皂苷 F2 ( momordicosi de F2 ) 或 苦 瓜 皂 苷 I

( momordicosi de I) ,7、8号苦瓜皂苷结构可能为 3β,

7β,252三羟基2葫芦烷25 , (23 E)2二烯2192醛 (3β,7β,

252t rihydroxy2cucurbita25 , (23 E)2diene2192al)或苦

瓜素 I( momordici ne I) 。因此可判定经固相萃取精

制所得的产物为皂苷类物质 ,且为三萜类皂苷。
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表 2　固相萃取所得精制苦瓜皂苷 1 #～8 #的 LC2MS测定数据

峰号 [ M + Na ] + [ M + K] + [ M + H216222 H2O ] + [ M + 2 H2H2O ] + [ M + H21622H2O ] + [ M + H2H2O ] + [ 2M2H ] - M

1～5 657 673 437 — — — — 634

6 641 657 — 602 439 — — 618

7、8 495 511 — — — 437 943 472

3　结论

建立了固相萃取法精制苦瓜皂苷。固相萃取精

制的最佳工艺条件为 :上样 p H 为 8 ,10 %、20 %乙

醇各 15 mL 淋洗后用 10 mL 40 %乙醇淋洗 ,洗脱液

浓度为 65 % ,洗脱体积为 7 mL ,流速为 1 mL/ min

时 ,此条件下所得液相色谱峰数、峰形、峰面积均较

理想。测得最佳条件下精制的苦瓜总皂苷含量为

82. 13 %。经 ESI2MS定性 ,判定精制后产物为皂苷

类物质且为三萜类皂苷。固相萃取方法不仅可以省

时 ,省力 ,还可以显著的提高皂苷的含量 ,为对苦瓜

皂苷进行进一步分析奠定了良好的基础。
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