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3种不同固定相对皂苷异构体分离度的对比研究 

李心璨, 唐天昕, 余辰茜, 杨飞雪, 朴香兰* 
(中央民族大学药学院, 北京  100081) 

摘  要: 目的  分析 3 种不同固定相对皂苷异构体的分离效果。方法  3 对皂苷异构体 gypenoside L 和

gypenoside LI、damulin A 和 damulin B、20(S)-ginsenoside Rg3 和 20(R)-ginsenoside Rg3, 通过 C18 色谱柱、五

氟苯基丙基色谱柱及双苯基色谱柱进行分离比较。以 Inertsill ODS-SP 色谱柱、Shim-pack Velox PFPP 色谱柱

和 Shim-pack Velox Biphenyl 色谱柱作为固定相, 用不同比例的流动相分离 gypenoside L、gypenoside LI、

damulin A、damulin B、20(S)-ginsenoside Rg3 和 20(R)-ginsenoside Rg3。结果  Shim-pack Velox PFPP 色谱柱

分别在 29%和 33%乙腈水溶液以 1.0 mL/min 等度洗脱, gypenoside L 和 gypenoside LI 的分离度达到 2.27, 

20(S)-ginsenoside Rg3 和 20(R)-ginsenoside Rg3 的分离度达到 3.50, 分离效果最佳; Shim-pack Velox Biphenyl

色谱柱在 33%乙腈水溶液以 0.5 mL/min 等度洗脱, damulin A 和 damulin B 的分离效果最佳, 分离度达到 2.73。

结论  五氟苯基丙基色谱柱因键合五氟苯基丙基, 对差向异构体具有更好的分离度, 双苯基色谱柱因键合二

苯基, 对位置异构体有更好的分离度。 

关键词: 皂苷; 同分异构体; 分离; 五氟苯基丙基色谱柱; 双苯基色谱柱 

Comparative studies on resolution of saponin isomers by various 
stationary phases 

LI Xin-Can, TANG Tian-Xin, YU Chen-Qian, YANG Fei-Xue, PIAO Xiang-Lan* 
(School of Pharmacy, Minzu University of China, Beijing 100081, China) 

ABSTRACT: Objective  To analyze the separation effects of 3 different stationary phases on saponin isomer. 
Methods  Three pairs of saponin isomers, gypenoside L and gypenoside LI, damulin A and damulin B, 
20(S)-ginsenoside Rg3 and 20(R)-ginsenoside Rg3, were compared by C18 column, pentafluorophenylpropyl (PFPP) 
column and diphenyl column, respectively. Inertsill ODS-SP column, Shim-pack Velox PFPP column and Shim-pack 
Velox Diphenyl column were used as stationary phases, and gypenoside L, gypenoside LI, damulin A, damulin B, 
20(S)-ginsenoside Rg3 and 20(R)-ginsenoside Rg3 were separated by different proportions of mobile phase. Results  
The effects of separation of gypenoside L and gypenoside LI, and 20(S)-ginsenoside Rg3 and 20(R)-ginsenoside Rg3 
showed the best using Shim-pack Velox PFPP column. The resolution of gypenoside L and gypenoside LI was 2.27 
eluted with 29% acetonitrile and the resolution of 20(S)-ginsenoside Rg3 and 20(R)-ginsenoside Rg3 was 3.50 eluted 
with 33% acetonitrile at flow rate of 1.0 mL/min; Damulin A and damulin B showed the best separation, with the 
resolution of 2.73, using Shim-pack Velox Diphenyl column eluted with 33% acetonitrile at the flow rate of      
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0.5 mL/min. Conclusion  Pentafluorophenylpropyl column is used to separate the epimers due to the bonding of 
pentafluorophenylpropyl. Diphenyl column shows better resolution for positional isomers due to the bonding of 
diphenyl groups. 
KEY WORDS: saponin; isomer; separation; pentafluorophenylpropyl column; biphenyl column 
 
 

1  引  言 

皂苷类化合物(saponins)在植物界中分布较广, 是绞股

蓝、人参、三七等植物中的主要活性成分[1-4], 它们具有抗

炎、抗肿瘤、抗菌、抗氧化等生物活性[5,6]。目前, 绞股蓝、

人参和三七中的皂苷研究较多。同时许多皂苷类化合物为异

构体化合物[7-11], 并且异构体的活性往往有所差异[12,13], 如
杜恩明[14]以 L-/D-酪氨酸分子为手性原料, 合成海洋天然产

物(-)-renieramycin G 的立体异构体(+)-renieramycin G, 并采

用 噻 唑 蓝 [MTT, 3-(4,5)-dimethylthiahiazo (-z-y1)-3,5-di- 
phenytetrazoliumromide]比色法检测细胞毒活性结果显示: 
(+)-renieramycin G 的 抗 肿 瘤 活 性 与 天 然 产 物

(-)-renieramycin G 相当, 且比另外 2 个异构体高一个数量

级, 结合立体异构体的拓扑构型, 杜恩明发现分子保持 L
型的拓扑构型是影响 renieramycin G 立体异构体抗肿瘤作

用的一个重要因素。可见, 异构体即使结构上只具有微小

差异也可能会具有不同的药理活性, 故在药理作用机制和

分子生物学等方面的评价时, 都需首先明确异构体化合物

的结构, 更需要选用分离度好的方法进行异构体化合物的

分离。 
目前对于皂苷异构体的拆分, 往往有以下 5 种: (1)硅

胶色谱柱法: 对于一些皂苷异构体可以达到较好的分离方

法, 但步骤繁琐[15], 而且对于大部分皂苷异构体而言, 硅
胶色谱柱分分离效果并不理想; (2)薄层色谱法(thin layer 
chromatography, TLC): 薄层色谱法具有样品用量少, 分析

速度快的特点, 可以使人参皂苷 Rg2、Rg1、Rf、Re 等达

到 很 好 的 分 离 效 果 [16], 但 对 于 比 移 值 (retardation 
factorvalue, Rf)极为相近的异构体化合物无法达到有效分

离 ; (3) 高 速 逆 流 色 谱 (high-speed countercurrent 
chromatography, HSCCC): 高速逆流色谱不需要任何固态

载体, 污染少, 不会造成样品损失[17], 但无法分离性质极

为 相 近 的 皂 苷 类 异 构 体 ; (4) 超 高 效 液 相 色 谱 (ultra 
performance liquid chromatography, UPLC): UPLC是一种借

助于 HPLC(高效液相色法)的理论及原理, 发展出的全新

技术, 具有检测高效, 增加了分析的通量、灵敏度及色谱

峰容量等优点, 已经开始逐渐地投入到液相实验中, 但由

于价格较 HPLC 高昂, 目前还没有关于 UPLC 应用于分离

异 构 体 化 合 物 的 实 例 [18]; (5) 高 效 液 相 色 谱 法 (high 
performance liquid chromatography, HPLC): 皂苷类化合物

因其具有两性特点(亲水亲脂性), 所以常选用反相液相色

谱法分离皂苷类化合物 , 而碳十八键合硅胶固定相

(octadecyl silane, ODS)是迄今在 HPLC 中使用最广、应用

最多的固定相填料, 可适用于大部分化合物的分离分析, 
但由于硅胶基质本身性质的限制, ODS 在异构体化合物的

分离方面分离度往往较低, 不能完全满足皂苷类异构体化

合物分离分析要求[19]。 
分离度(resolution, R)为判断色谱柱分离物质的总分

离效能指标。根据《中国药典》0512 高效液相色谱法通

则[20]无论是定性鉴别还是定量测定, 均要求待测物质色谱

峰与相邻色谱峰之间的分离度应大于 1.5。 
本研究选择 3 种不同类型固定相, 即碳十八键合硅胶

固定相色谱柱、键合二苯基(biphenyl)固定相的实心核颗粒

色 谱 柱 和 键 合 五 氟 苯 基 丙 基 (pentafluorophenylpropyl, 
PFPP)固定相的实心核颗粒色谱柱, 以其对绞股蓝中分离

的 3 对皂苷异构体 gypenoside L 和 gypenoside LI、damulin 
A 和 damulin B、20(S)-ginsenoside Rg3 和 20(R)-ginsenoside 
Rg3(图 1)的分离度比较, 筛选最佳分离填料, 为皂苷类同

分异构体的分离提供实验依据。 

2  材料与方法 

2.1  试  剂 

对照品 gypenoside L(纯度＞95%)、gypenoside LI(纯
度＞95%)、damulin A(纯度＞90%)及 damulin B(纯度＞90%)
均 由 本 实 验 分 离 得 到 ; 20(S)-ginsenoside Rg3 、

20(R)-ginsenoside Rg3(纯度＞99%, 成都乐美天医药/德
思特生物公司); NW Ultra-pure Water System 超纯水(上
海 Heal Force 公司); 乙腈(色谱纯, 北京市通广精细化

工公司)。 

2.2  仪器与设备 

HPLC 系统(配有 SIL-20A 自动进样器、CTO-10AS VP
控温箱、SPD-20A 二极管阵列检测器、LC-20AT 泵及 LC 
solution 软件 , 日本 Shimadzu 公司 ); Shim-pack Velox 
PFPP、Shim-pack Velox Diphenyl、Inertsill ODS-SP 色谱柱

(日本 Shimadzu 公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  色谱条件 
Shim-pack Velox PFPP 色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm); 

Shim-pack Velox Diphenyl 色谱柱(150 mm×4.6 mm, 2.7 μm); 
Inertsill ODS-SP 色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm)。流动相 A  
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图 1  绞股蓝皂苷异构体的化学结构 
Fig.1  Chemical structures of saponins from Gynostemma pentaphyllum 

 
 

为超纯水, 流动相 B 为乙腈。为避免梯度洗脱引起的空白

梯度存在基线漂移、杂质峰较多和重现性较差等问题, 实
验采用等度洗脱, 以 39%、42%、44%、31%、33%及 29%
乙腈等度洗脱; 进样量为 10 μL; 柱温 25.5 ℃; 紫外检测

波长设为 203 nm。 
2.3.2  样品溶液的配制 

取 gypenoside L 和 gypenoside LI, 用甲醇配成    
2.15 mg/mL的 gypenoside L和 2.14 mg/mL的 gypenoside LI
混合溶液 ; 取 damulin A 和 damulin B, 用甲醇配成    
2.03 mg/mL 的 damulin A 和 2.06 mg/mL 的 damulin B 混合

溶液; 取 20(S)-ginsenoside Rg3 和 20(R)-ginsenoside Rg3, 
用甲醇配成各含 2.12 mg/mL 的 20(S)-ginsenoside Rg3 和

20(R)-ginsenoside Rg3 混合溶液。 

3  结果与分析 

3.1  绞股蓝皂苷差向异构体 gypenoside L 和

gypenoside LI 的分离 

分别利用 Inertsill ODS-SP 色谱柱、Shim-pack Velox 

PFPP 色谱柱和 Shim-pack Velox Biphenyl 色谱柱对

gypenoside L 和 gypenoside LI 混合溶液进行等度洗脱。

Inertsill ODS-SP 色谱柱在 39%乙腈以 1 mL/min 等度洗脱, 
Shim-pack Velox PFPP 色谱柱在 31%乙腈以 1 mL/min 等度

洗脱, 而 Shim-pack Velox Biphenyl 色谱柱在 29%乙腈以

0.5 mL/min 等度洗脱(图 2), 发现 Shim-pack Velox PFPP 色

谱柱对 gypenoside L 和 gypenoside LI 的分离效果最佳, 保
留时间最短, 为 20.1 min, 分离度达到 2.27, 而 Shim-pack 
Velox Biphenyl 色谱柱效果最差 , 保留时间最长 , 为   
66.1 min, 分离度只有 1.15。 

3.2  绞股蓝皂苷位置异构体 damulin A 和 damulin 
B 的分离 

分别利用 Inertsill ODS-SP 色谱柱、Shim-pack Velox 
PFPP 色谱柱和 Shim-pack Velox Biphenyl 色谱柱对 damulin 
A 和 damulin B 混合溶液进行等度洗脱。Inertsill ODS-SP
色谱柱在 42%乙腈以 1 mL/min 等度洗脱, Shim-pack Velox 
PFPP 色谱柱在 33%乙腈以 1 mL/min 等度洗脱 , 而

Shim-pack Velox Biphenyl 色谱柱在 33%乙腈以 0.5 mL/min
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等度洗脱(图 3), 发现 Shim-pack Velox Biphenyl 色谱柱对

damulin A 和 damulin B 的分离效果最佳, 但因为其与异构

体键合作用强, 故保留时间最长, 为 84.3 min, 分离度达到

2.73, 而 Shim-pack Velox PFPP 色谱柱效果最差, 虽然保留

时间最短, 为 20.1 min, 但分离度只有 1.48。 

3.3  人参皂苷差向异构体 20(S)-ginsenoside Rg3 和

20(R)-ginsenoside Rg3 的分离 

分别利用 Inertsill ODS-SP 色谱柱、Shim-pack Velox 
PFPP 色谱柱和 Shim-pack Velox Biphenyl 色谱柱对

20(S)-ginsenoside Rg3 和 20(R)-ginsenoside Rg3 混合溶液进

行等度洗脱。 Inertsill ODS-SP 色谱柱在 44%乙腈以     
1.0 mL/min 等度洗脱, Shim-pack Velox PFPP 色谱柱在 33%
乙腈以 1.0 mL/min 等度洗脱, 而 Shim-pack Velox Biphenyl
色谱柱在 33%乙腈以 0.5 mL/min 等度洗脱(图 4), 发现

Shim-pack Velox PFPP 色谱柱对 20(S)-ginsenoside Rg3 和

20(R)-ginsenoside Rg3 的分离效果最佳, 但因为其与异构

体键合作用较强, 故保留时间相对较长, 为 41.4 min, 分离

度达到 3.50, 而 Inertsill ODS-SP 色谱柱效果较差, 虽然保

留时间较短, 为 20.1 min, 但分离度只有 1.38, 不能达到分

离标准。 
 
 

 
 
 

注: (A) Inertsill ODS-SP色谱柱; (B) Shim-pack Velox PFPP色谱柱; 
(C) Shim-pack Velox Biphenyl 色谱柱; 1. gypenoside L; 2. 

gypenoside LI。 
图 2  不同固定相对 gypenoside L 和 gypenoside LI 的分离 

Fig.2  Separation of gypenoside L and gypenoside LI by various 
stationary phases 

 
 

注: (A) Inertsill ODS-SP色谱柱; (B) Shim-pack Velox PFPP色谱柱; 
(C) Shim-pack Velox Biphenyl 色谱柱; 1. damulin B; 2. damulin A。 

图 3  不同固定相对 damulin A 和 damulin B 的分离 
Fig.3  Separation of damulin A and damulin B by various stationary 

phases 
 

 
 

注: (A) Inertsill ODS-SP色谱柱; (B) Shim-pack Velox PFPP色谱柱; 
(C) Shim-pack Velox Biphenyl 色谱柱; 1. 20(S)-ginsenoside Rg3; 2. 

20(R)-ginsenoside Rg3。 
图 4  不同固定相对 20(S)-ginsenoside Rg3 和 20(R)-ginsenoside 

Rg3 的分离 
Fig.4  Separation of 20(S)-ginsenoside Rg3 and 20(R)-ginsenoside 

Rg3 by various stationary phases 
 

4  结论与讨论 

皂苷类化合物的侧链 20 位手性碳的不同差向异构会

产生差向异构体, 比如人参皂苷 Rg3 就有 20(S)-ginsenoside 
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Rg3 和 20(R)-ginsenoside Rg3, 绞股蓝皂苷中也有 20 位 S
构型的 gypenoside L 和 20 位 R 构型的 gypenoside LI; 皂苷

侧链的 20 位双键也会产生 2 种位置异构体, 如 20(22)双键

的 damulin A 和 20(21)双键的 damulin B 就是位置异构体

(图 1)。前期本实验室从绞股蓝中分离得到上述 3 对皂苷立

体异构体[21,22]。 
由于在使用相同固定相时, 流动相流速增加, 会导致

系统压力也相应上升, 故在对各固定相对应流速的选择上, 
主要考虑所使用的 HPLC 系统(日本 Shimadzu 公司)能承受

的系统压力上限, 使各组流动相均不超过压力上限。使用

Inertsill ODS-SP 色谱柱和 Shim-pack Velox PFPP 色谱柱时, 
流动相流速为 1 mL/min, 而 Shim-pack Velox Biphenyl色谱

柱虽较前 2 种分析柱短(150 mm×4.6 mm), 但它的固定相

粒径为 2.7 µm, 比 Inertsill ODS-SP 色谱柱和 Shim-pack 
Velox PFPP 色谱柱的粒径(5 µm)小, 系统压力较高, 所以

使用 Shim-pack Velox Biphenyl 色谱柱时, 流动相流速设为

0.5 mL/min。 
为了对比 3 种固定相对于 3 对异构体的分离性能优劣, 

本研究均取 3 种固定相对于 3 种异构体分离度最高情况进

行比较, 即用多种等浓度乙腈, 按浓度由高至低依次进行

分离。在高浓度情况下, 2 种异构体往往难以分离; 随着浓

度的降低, 分离度升高, 直至浓度低至无法将异构体洗脱

出峰, 在以上浓度中, 选择分离度最高情况进行比较。 
实心核颗粒色谱柱填料一般是由内部的实心核以及

包裹在实心核上的多孔性硅胶或杂化颗粒型硅胶组成。内

部的实心核结构可以在一定程度上增加基质的机械稳定性, 
同时实心核具有优良的传热性能, 可以有效减少在分离分

析过程中, 固定相和流动相之间的摩擦生热产生的轴向温

度梯度和纵向温度的差异, 使得流动相粘度以及溶质分子

之间的保留因子差异也因此降低, 有助于抑制峰展宽。 
核壳微粒的高度分散以及粒径均一, 不仅可以缩短

溶质分子在多孔壳层内部的传质路径, 加快固液两相之间

的传质速率, 还可以有效减少因粒径分布不均而导致的

涡流扩散的影响, 同时粗糙的多孔核层使得核壳微粒之

间产生很大的摩擦力, 由此产生的剪应力使柱床更为稳

固[2325]。故而与普通 ODS 柱相比, 同等粒径的填料的情

况下, 实心核颗粒色谱柱具有更高的柱效、更低的背压以

及更高的分析效率。 
键合五氟苯基丙基(PFPP)固定相由于含有 5 个氟, 因

此具有较强的氢键作用力和阳离子交换作用力, 可提供

π-π 作用、偶极矩作用和静电作用[26], 因此对差向异构体的

分离效果较好。在 gypenoside L 和 gypenoside LI、
20(S)-ginsenoside Rg3 和 20(R)-ginsenoside Rg3 的分离实验

中具有较好的分离度; 键合二苯基(Biphenyl)固定相具有

十字交叉的二苯基结构, 立体选择性很强, 能够增强含有

芳香基团的化合物的保留。双键在内侧的化合物在键合二

苯基固定相中保留时间长于双键在外侧的化合物 , 如

20(22)双键的 damulin A 的保留时间长于 20(21)双键的

damulin B, 并且分离效果好, 同时苯基键合相具有较高的

覆盖度, 分离极性化合物时得到的色谱对称性较好。因此, 
在分离差向异构体化合物时可选择五氟苯基丙基色谱柱, 
而分离位置异构体化合物时可选择使用二苯基色谱柱。 
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