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摘= =要：目的= =以制备反相高效液相J蒸发光散射检测（omJemiCJbipa）法为基础，大量分离制备达玛烷J3β,12β,20,25J四
醇（ORJleJmma）差向异构体，比较间隔连续进样法和离线制备法大量分离制备 ORJleJmma 差向异构体的制备效率，探寻

出最佳的分离制备色谱法。方法 = = 分别对间隔连续进样法以及离线制备法在不同比例的流动相和不同进样量下对

ORJleJmma差向异构体分离制备情况进行了考察，通过比较制备效率、转移率等筛选出最佳的制备方法。结果= = O种方法最

佳分离制备色谱条件和制备结果：间隔连续进样法流动相为甲醇J水（UP∶NT），体积流量 OM=miLmán，进样质量浓度 OM=mgLmi，
进样量 N=mi，OMEpFJORJleJmma的制备效率为 NUKMN=mgLh，OMEoFJORJleJmma的制备效率为 PRKPS=mgLh；离线制备法流动相

为甲醇J水（UN∶NV），体积流量 OM=miLmán，进样质量浓度 OMM=mgLmi，进样量 OKR=mi；OMEpFJORJleJmma的制备效率为 RMKRR=
mgLh，OMEoFJORJleJmma的制备效率为 RNKVP=mgLh。结论= =离线制备法分离制备效率优于小质量浓度间隔连续进样法，离线

制备法操作简单，重现性好，制备量大，为 ORJleJmma差向异构体混合物的大量分离制备奠定了良好的基础。=
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达玛烷J3β,12β,20,25J四醇（ORJleJmma）是一

类原人参二醇（mma）的衍生物，它普遍存在于人

参属植物的皂苷水解产物中，为达玛烷型四环三萜

类原人参二醇型苷元xNJPz。NVUO年teá等xQz首次从三

七叶总皂苷的酸水解产物中分离得到 ORJleJmma，
并确定其化学结构。之后药学工作者也相继从三七

芦头及茎叶、西洋参茎叶以及花蕾和绞股蓝总皂苷

的水解物中分离得到xNz。OMMU 年马晓宁等xRz及许志

超等xSz分别从绞股蓝皂苷和西洋参茎叶皂苷水解物

中首次分离得到 ORJleJ=mma。王丹等xTz用碱水解人

参总皂苷，经过反复柱色谱最后重结晶得到 ORJ=
leJmma。王凯等xUz用 NMB醋酸水解三七芦头皂苷用

硅胶柱色谱及 emiC分离得到 ORJleJmma。胡晗绯

等xVz把三七叶干燥粉碎后用 TMB乙醇回流提取，经

大孔吸附树脂以 TMB乙醇洗脱，得到的浸膏经硅胶

色谱柱分离得到该化合物。陶娌娜xNMz用 NMB的盐

酸J乙醇为条件降解人参根总皂苷，再用柱色谱、萃

取以及结晶等方法分离得到 ORJleJmma。=
OMMT年tang等xNNz首次从人参果总皂苷中发现

了 ORJleJmma，发现其活性高于 mma 和人参皂苷

ogO、ogP。本课题组研究发现 ORJleJmma对细胞周

期相关蛋白 cdkQ、cócäánaN、bOcN、jajO及 pON
的表达均有明显的抑制作用，其对肿瘤生长的抑制

活性要比目前在国内广泛使用的抗癌药物人参皂苷

ogP高 R～NR倍xNNJNOz。tang等xNOz在体外实验中发现

ORJleJmma 能够抑制癌细胞的扩散和移植瘤细胞

的增长，且无宿主毒性。tang 等xNPz用 ORJleJmma
制备氨基酸衍生物，得到的产物抗癌活性比原产物

提高 NM 倍。nu 等xNQz用 ORJleJmma 制备氯乙酰氯

衍物，部分衍生物有很强的抗癌活性，CJOM位形成

双键的衍生物抗癌活性尤为明显。ORJleJmma 的

CJOM位为手性碳原子，其存在差向异构体，即 OMEpFJ=
ORJleJmma和 OMEoFJORJleJmma。=

异构体的构型不同，通常也会有不同的药理、

药动学特征以及毒性等生物学性质。异构体的拆分

及其药理活性的研究在新药开发中也占有重要地

位，是新药的主要来源之一。大多数化学药品是由

等量的左旋和右旋 O种对映体组成的外消旋体，而

单一对映体或光学百分比较高的药物，同外消旋药

物相比，在临床治疗以及用药中，更有利于药物动

力学以及药物使用剂量的控制，且使用的药物专一，

使得疗效更好，副作用小，毒副反应更容易监控。

手性拆分具有结晶拆分法、化学拆分法、生物学拆

分法、萃取拆分、分子印迹技术、色谱拆分、膜拆

分、毛细管电泳拆分、旋转带蒸馏技术等xNRJOMz，而

色谱拆分法是手性拆分中的主要方法，其中 emiC
法拆分又以其应用广泛、操作简单、分离条件简单、

分离效果好、灵敏度高等优势而备受关注。本实验

利用非手性的 emiC法，通过低能高效的间隔连续

进样以及稳定性、重现性好的离线制备法，对 ORJ=
leJmma 差向异构体进行分离制备，并考察不同流

动相组成以及进样量对这 O 种分离制备方法的影

响，对分离制备的结果进行了优选与评价，这不仅

为接下来大规模分离制备 ORJleJmma 异构体提供

了方法与条件，同时也为其进一步进行抗癌活性的

研究奠定了基础。=
N= =仪器与材料=

iCJPMMM 制备型高效液相色谱，北京创新通恒

科技有限公司；emiC= mrjm= hJRMN分析高效液相

色谱，德国 hkArbo公司；jodeä=NMM=bipa，美

国 pofqA公司；bipaJrjPMMM蒸发光散射检测器，

上海通微分析技术有限公司；_pJNMMA型自动馏分

收集器，上海沪西分析仪器厂有限公司；kJNMMN型
旋转蒸发仪，上海爱郎仪器有限公司J东京理化器械

（株）独资工厂；aip_JNMLOM型低温冷却循环泵，上

海爱郎仪器有限公司J东京理化器械（株）独资工厂。=
ORJleJmma差向异构体混合物（o：TPKNB；p：

OSKVB）、OMEpFJORJleJmma、OMEoFJORJleJmma对照

品，经 emiC 检测质量分数＞VUB，沈阳药科大学

基于靶点的药物设计与研究教育部重点实验室自
= =
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制；甲醇，色谱纯，天津康科德科技有限公司；纯

化水。=
O= =方法与结果=
OKN= =间隔连续进样法分离制备 ORJleJmma异构体=
OKNKN= = 制备色谱条件 = = 色谱柱为北京创新通恒

cujáJCNU柱（ORM=mm×PM=mm，10 μm）；柱温为室

温；进样量 N=mi；体积流量 OM=miLmán；蒸发光散

射检测器。=
OKNKO= =分析色谱条件= =色谱柱为 Agáäent= eCJCNU柱
（ORM=mm×QKS=mm，5 μm）；柱温 OR=℃；流动相为

甲醇J水（UT∶NP）；进样量 20 μL；体积流量 N=
miLmán；蒸发光散射检测器。=
OKNKP= =不同比例流动相的考察= =分别称取 ORJleJ=
mma差向异构体混合物 QNKRO、SMKOV、UNKNM、NOPKUO=
mg，溶于 Q=mi甲醇中，配制成质量浓度分别为 NM、
NR、OM、PM=mgLmi的样品溶液，经 0.45 μm 微孔滤

膜滤过后备用。分别考察了以上不同的进样质量浓

度在不同比例的流动相（甲醇J水为 UN∶NV、UP∶
NT、UR∶NR、UT∶NP）下色谱峰的分离周期（从进

样到目标物质峰结束的时间）、流动相耗损（分离周

期内所用的流动相体积）、产量（是基于 ORJleJmma
差向异构体混合物中的 OMEpFJORJleJmma 进行计

算）、转移率（制备所得样品的实际量L制备所得样

品的理论量）和质量分数情况。=
流动相组成为甲醇J水（UN∶NV）时，流动相极

性偏大，样品在色谱柱中的保留时间延长，峰形变

宽，柱效下降，分离周期为其他比例下的 O倍，流

动相耗损大；流动相组成为甲醇J水（UT∶NP）时，

OMEpFJORJleJmma 与 OMEoFJORJleJmma 的分离度小

于 NKM，因此，以上比例的流动相组成不作为最佳考

虑。最终对流动相组成为甲醇J水（UR∶NR、UP∶NT）
下的分离制备情况进行了比较，结果见表 N。以

OMEpFJORJleJmma为例（下同）。=
由表 N可知，随着进样质量浓度的增大，分离=

=
表 N= =流动相组成为甲醇J水（UP∶NT、UR∶NR）对 OMESFJORJleJmma分离制备结果的影响=

qable=N= = fnfluence=of=moblie=phase=methanolJwater=EUP∶NT=and=UR∶NRF=on=separation=and=preparation=of=OMESFJORJleJmma=

样品质量浓度L=

Emg·mi−NF=

甲醇J水（UP∶NT）= 甲醇J水（UR∶NR）=

分离周期Lmán= 流动相耗损Lmi=转移率LB= 质量分数LB=产量Lmg= 分离周期Lmán=流动相耗损Lmi= 转移率LB=质量分数LB= 产量Lmg=

NM= SMKST= N=ONPKQ= VTKTU= NMMKM= OKSP= QTKUR= UVTKM= VSKTU= VVKM= OKSM=

NR= SMKUV= N=ONTKU= VMKVR= NMMKM= PKTS= QUKMM= VSMKM= TUKRS= VVKS= PKNT=

OM= SNKOS= N=OORKO= UTKVO= VVKM= QKTP= QVKUV= VVTKU= TRKMV= VUKV= QKMQ=

PM= SNKVU= N=OPVKS= UMKNT= VUKM= SKUN= RMKNP= N=MMOKS= UQKPV= VTKM= SKUN=
=
周期延长，流动相的耗损增加，产量也随之增大。

OMEpFJORJleJmma 的转移率随着进样质量浓度增加

而降低，质量分数也有下降趋势，但不成线性关系。

在相同的进样质量浓度下，流动相组成为甲醇J水
（UP∶NT、UR∶NR）O 个比例中，前者的 OMEpFJORJ=
leJmma 转移率和实际产量比后者高，虽分离周期

延长，流动相耗损增加，但效率提高。综合考虑几

项指标，最终确定间隔连续进样法的制备条件：流

动相组成为甲醇J水（UP∶NT），体积流量为 OM=
miLmán，进样质量浓度为 OM= mgLmi，进样量为 N=
mi，柱温为室温，色谱柱为北京创新通恒 cujáJCNU
柱（ORM=mm×PM=mm，10 μm）。=
OKNKQ= =样品的制备= =按“OKNKP”项优选的最佳条件，

以间隔连续进样法分离制备 ORJleJmaa 差向异构

体混合物 QMNKMUN=mg，分别连续收集 N、O号峰（图

N），得到的组分经减压干燥，称定质量，用分析型

emiCJbipa验纯，结果见图 O。连续间隔进样法制

备耗时 R=h得到 OMEpFJORJleJmma=VNKRU=mg，转移率

为 UPKSUB，制备效率为 NUKMN= mgLh，质量分数

VUKPOB；OMEoFJORJleJmma= NTSKUO= mg，转移率为

SMKPNB，制备效率为 PRKPS=mgLh，质量分数 VTKMUB。=
OKO= =离线制备法分离制备 ORJleJmma异构体=
OKOKN= = 制备色谱条件 = = 色谱柱为北京创新通恒

cujáJCNU柱（ORM=mm×PM=mm，10 μm）；柱温为室

温；进样质量浓度 OMM=mgLmi，进样量 OKR=mi；体

积流量 OM=miLmán；蒸发光散射检测器。=
OKOKO= =分析色谱条件= =色谱条件同“OKNKO”项。自

动流分收集器参数设置：间隔 N=mán接样。=
OKOKP= =不同比例流动相的考察= =分别以流动相组成

为甲醇J水（UN∶NV），进样量为 NKM、OKR=mi以及流

动相组成为甲醇J水（TV∶ON），进样量为 OKR=mi进

样，当出现第 N个色谱峰时开始以离线法接取流分，

后用分析型 emiCJbipa 进行检测，合并流分。考

察分离条件（流动性组成及进样量）对首峰出峰时=
= =
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=

=
=
=

N号峰主要含 OMEpFJORJleJmma，保留时间（to）为 QTKQU=mán；
O号峰主要含 OMEoFJORJleJmma，to为 ROKRQ=mán=
qhe= fárst= peak= maánäó= contaáned= OMEpFJORJleJmmaI= wáth= the=
retentáon=táme=EtoF=of=QTKQU=mánK=qhe=second=peak=maánäó=contaáned=
OMEoFJORJleJmmaI=wáth=the=to=of=ROKRQ=mán==

图 N= = omJemiC制备色谱图=
cigK=N= =mreparation=omJemiC=

= = = =

=

=

图 O= =间隔连续进样法分离制备 OMESFJORJleJmma= EAF=和
OMEoFJORJleJmma=EBF=emiC图=
cigK=O= =emiC=of=OMESFJORJleJmma= EAF=and=OM=EoFJORJleJ=
mma=EBF=prepared=by=continuous=sampling=interval=method=
=
间［OMEpFJORJleJmma的出峰时间］、流分收取时间

［分析型emiC检测到OMEpFJORJleJmma组分出现时

至 OMEoFJORJleJmma组分结束的时间］和 OMEpFJORJ=
leJmma制备效率（制备样品所得的实际质量L制备

时间）的影响，结果见表 O。=
由表 O可知，流动相的极性增大时，保留时间、

制备时间延长，影响制备效率；当减小进样量时，O
峰间的分离度增加，柱效升高，但制备效率却大大

降低，因此选择流动相组成为甲醇J水（UN∶NV）。离

线制备法的最佳制备条件：色谱柱为北京创新通恒=
=

表 O= =流动相组成对 ORJleJmma差向异构体分离制备的影响=
qable=O= = fnfluence=of=moblie=phase=on=separation=and=preparation=of=ORJleJmma=epimers=

分离条件= 首峰出峰=

时间Lmán=

含 OMEpFJORJleJ=

mma流分时间Lmán=

含 ORJleJmma差向异构=

体混合物流分时间Lmán=

含 OMEoFJORJleJ=

mma流分时间Lmán=

流分收取=

时间Lmán=

OMEpFJORJleJmma=

制备效率LEmg·h−NF=甲醇J水=进样量Lmi=

UN∶NV= = OKR= RV= M～R= S～NT= NU～QO= QO= RMKRR=

UN∶NV= NKM= RV= M～S= T～= V= NM～PS= PS= OSKMM=

TV∶ON= OKR= UM= M～U= V～OS= OT～TM= TM= OUKNR=
=
cujáJCNU柱（ORM=mm×PM=mm，10 μm）；柱温为室

温；流动相组成为甲醇J水（UN∶NV）；体积流量 OM=
miLmán；进样质量浓度 OMM=mgLmi，进样量 OKR=mi。=
OKOKQ= =样品的制备= =按“OKOKP”项优选的最佳条件，

以离线制备法分离制备 ORJleJmaa 差向异构体混

合物 O=MMQKR=mg，得到的 OMEpFJORJleJmma和 OMEoFJ=
ORJleJmma 经减压干燥，称定质量，用分析型

emiCJbipa验纯，结果见图 P。离线制备法分离制

备耗时 RKR=h，得到 OMEpFJORJleJmma=OUMKUN=mg，转

移率 RNKVUB，制备效率 RMKRR= mgLh，质量分数

VVKUNB；得到 OMEoFJORJleJmma=OURKSP=mg，转移率

NVKQUB，制备效率 RNKVP=mgLh，质量分数 VUKPVB。=
P= =分析与讨论=

间隔连续进样法即在保证 O次进样之间的时间=

= = = =

=
=
图 P= = 离线制备法分离制备 OMESFJORJleJmma= EAF= 和
OMEoFJORJleJmma=EBF=emiC图=
cigK= P= =emiC= of=OMESFJORJleJmma= EAF= and= OMEoFJORJleJ=
mma=EBF=prepared=by=offJline=preparation=method=

=
间隔使 O次出峰不重叠的前提下连续重复进样，是

大量制备样品的方法之一。一般的制备方法为单一

的不连续的进样，这种传统的制备方法没有充分利

用从进样到出峰的这一段时间，从而降低了制备效

O=

N=

M= = = = = = NM= = = = = = OM= = = = = = PM= = = = = = QM= = = = = = RM= = = = = = SM= = = = = = TM=
tLmán=

M= = = = = = = Q= = = = = = = U= = = = = = NO= = = = = = M= = = = = = = Q= = = = = = = U= = = = = = NO=
tLmán=

A= _=

M= = = = P= = = = S= = = = V= = = = NO= = = NR= = M= = = = P= = = = S= = = = V= = = = NO= = = NR=
tLmán=

_=A=

= =
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率。而通过间隔连续进样，可以节省时间、提高效

率、节约流动相，减少消耗，降低废液的排放。=
离线制备法即进样量超出或接近了制备柱的最

大承受量，而远远超出了检测器的检测限，制备时

不连接检测器，而是通过分析型 emiC作为检测器

来检测不同时间段的流出液。离线法的优势在于制

备量大，不受检测器检测限的限制，因此其应用范

围更广，不受实验仪器的条件限制，能够很好地达

到制备分离的目的。=
间隔连续进样法和离线制备法制备效率等比较

是在两者各自最佳的制备条件下进行比较。间隔连

续进样法在比较了甲醇J水（UR∶NR、UP∶NT、UN∶
NV）比例和不同进样量后得到最佳制备条件：流动

相比例为甲醇J水（UP∶NT），进样量 OM= mgLmi，N=
mi。离线制备法由于进样量大，在甲醇J水（UR∶
NR、UP∶NT）时分离度差，O 种异构体没法分开。

比较了甲醇J水（UN∶NV、TV∶ON）比例和不同进样

量后，得到最佳制备条件：流动相为甲醇J水（UN∶
NV），进样质量浓度 OMM=mgLmi，进样量 OKR=mi。=

在实验中，流动相组成和进样量对整个分离制

备的影响尤为显著。随着流动相中水的比例增加，

极性变大，出峰延迟，导致样品在色谱柱中保留时

间过长，柱效降低，峰型变宽，流动相的耗损增多，

工作效率随之降低。在间隔连续进样法中流动相比

例为甲醇J水 UR∶NR、UP∶NT 时，两者之间除了出

峰时间其他差距不明显，但当流动相变为（UN∶NV）
时，柱效变低，峰宽为前 O者的 O倍。离线制备法

中流动相甲醇J水比例为TV∶ON时制备效率为OUKNR=
mgLh，而甲醇J水 UN∶NV时制备效率为 RMKRR=mgLh。
虽在离线制备法中进样量增大，已经超出了制备柱

的最大载样量，但是超量并不影响制备效率，反而

在一定的流动相比例和进样量下制备效率增高。=
在间隔连续进样法最佳制备条件筛选时，相同

流动相比例下随着进样质量浓度增大得到的样品质

量分数整体呈下降的趋势，但是在接取峰的过程为

人工手动接峰，存在一定误差，导致在流动相组成

为甲醇J水（UR∶NR），进样质量浓度为 NM= mgLmi
时，OMEpFJORJleJmma的质量分数为 VVKMB。=

本实验中，所用的离线制备法和间隔连续进样

法未见相关文献报道。间隔连续进样法是在小浓度

进样、O 峰分离度很好的情况下进行分离，接取流

出液时舍去交叉部分较离线制备法少，回收率比离

线制备法的高，但是由于进样量小制备效率远远低

于离线制备法。离线制备法中流分的接取是在线和

离线相结合（出峰前和出峰快结束时连接检测器，

中间制备时由于制备量大而断开检测器连接），此方

法避免系统不稳定导致各个组分保留时间不确定的

问题，重现性好，能高效地制备出高质量分数样品。

其次，在离线制备法分离纯体的过程中结合间隔连

续进样法，间隔时间虽然比低质量浓度的间隔连续

进样法长，但相对单针进样可以节约时间提高制备

效率。在离线制备法中进样量、流动相等影响使得

O 个异构体存在交叉，制备过程中为了保证纯度而

舍去交叉部分，从而降低了制备效率，尤其是后出

峰的 OMEoFJORJleJmma。在交叉部分 OMEoFJORJleJ=
mma成分就已经达到最大值被冲出，而在出峰后 OM=
mán才接取的含 OMEoFJORJleJmma流出液，其成分

量已经变少，而且进样量大导致的拖尾现象使

OMEoFJORJleJmma成分跨越时间长，使得 OMEoFJORJ=
leJmma转移率只为 NVKQUB，制备效率 RNKVP=mgLh，
而 OMEpFJORJleJmma转移率 RNKVUB，制备效率 RMKRR=
mgLh。离线制备法中 OMEpFJORJleJmma制备效率为

间隔连续进样的 P 倍，OMEoFJORJleJmma 制备效率

为其 NKR倍，优于间隔连续进样法。=
Q= =结论=

本实验考察了不同流动相组成比例和进样量对

间隔连续进样法与离线制备法分离制备 ORJleJ=
mma异构体的影响，比较了 O种方法的分离制备效

率。最终离线制备法因其操作方法简单，制备量大，

分离效率高，产品产量大的优势，确定为更理想的

分离制备方法，此方法也可以用作其他成分简单的

物质和异构体分离与制备。=
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