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摘= =要：目的= =通过制备键合 βJ环糊精琼脂凝胶微球（AdJβJCa）作为分离介质，对大豆异黄酮粗品中大豆苷元进行高效

分离纯化。方法= =利用琼脂为原料，通过乳化、交联并键合功能基团 βJ环糊精（βJCa）制备 AdJβJCa；将其作为一种分离

介质，通过考察流动相、洗脱体积流量和微球负载量 P个方面，确定 AdJβJCa分离纯化大豆苷元的工艺并进行验证，质谱

和核磁共振鉴定其结构；通过与其他 O种黄酮类物质表没食子儿茶素没食子酸酯（bdCd）和葛根素在 CNU反相柱色谱保留

行为比较，结合 autoalChQKM进行分子模拟，以及流动相乙腈体积分数变化对 P种黄酮类物质在 AdJβJCa固定相上的保留

时间的变化曲线证明其色谱机制。结果= =大豆异黄酮粗品中主要成分为大豆苷元（RTKNQB），AdJβJCa的负载量为 NKPP=mgLmi
（大豆异黄酮粗品总量L柱体积），体积流量为 O=_sLh时，通过 OMB乙醇洗脱 O=_s、QMB乙醇洗脱 NKPP=_s、TMB乙醇洗脱 S～
T= _s，得到质量分数≥VRB（平均质量分数 VSKVUB）的大豆苷元，收率为 VTKUSB。色谱机制实验表明 AdJβJCa具有亲水

和反相双重保留与分离作用。结论= = AdJβJCa能够高效地分离纯化大豆苷元。=
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大豆异黄酮（soóbe~n= ásofl~vone）是从大豆中

提取分离的结构类似于雌性激素的一类次生代谢产

物的总称。大豆异黄酮中主要成分有 NO种，分为大

豆苷类（d~ádzán=groìp）、黄豆苷类（glócátán=groìp）
以及染料木苷类（genástán=groìp）P类，主要以游离

型的苷元或是苷类形式存在xNz。其中苷元作为体内

生物活性的主要形式之一受到更多关注和研究xOz。

大豆苷元作为大豆异黄酮的主要成分之一，具有抗

心律失常xPz、心肌保护作用xQJRz、抗肿瘤xSJTz、抗氧

化xUJVz、抗炎xNMz、促进神经保护或再生功能xNNz、心

脑血管保护、雌激素样和抗雌激素样作用、抗骨质

疏松、提高机体免疫力及影响内分泌系统xNOz、降低

胆固醇xNPz等多种药理活性。目前对于大豆异黄酮的

制备多集中在大豆异黄酮混合物的研究，针对大豆

苷元纯化的研究较少。uì 等xNQz利用溶剂萃取、氧

化铝纯化、重结晶操作从葛根中得到大豆苷元；康

少华等xNRz利用硅胶柱纯化后大豆苷元质量分数达

到 VMB；v~ng 等xNSz利用高速逆流色谱从大豆粗提

物中得到质量分数为 VVB的大豆苷元。以上方法较

为繁琐，对纯化设备要求较高，投入较大，难以高

收率获得高质量分数的大豆苷元。=
βJ环糊精（βJCa）是由 T个吡喃葡萄糖单元通

过 αJNIQ 糖苷键组成的“外亲水，内疏水”环状空

腔结构的化合物，其最重要的特点是可作为主体分

子能通过“内识别”作用（包括空间匹配效应、范

德华力及疏水作用）和“外识别”作用（包括氢键

作用、πJπ 电子作用、偶极J偶极作用及静电作用）

对化合物进行识别xNTz，根据上述特性，多种 βJCa
键合不同种类基质的固定相用来分离葛根素xNUz、表

没食子儿茶素没食子酸酯（bdCd）xNVz等多种天然

产物。本实验以键合 βJCa 琼脂凝胶微球（AdJβJ=
Ca）作为分离介质，用于大豆异黄酮粗品中大豆苷

元的分离纯化，对纯化工艺进行了优化，并对其色

谱机制进行了研究。=
N= =仪器与材料=

t~ters=eOSVR高效液相色谱仪、OVVU=maA检测

器、t~ters= CJNU 柱，美国 t~ters 公司；色谱柱，

上海华美实验仪器厂；制备型高效液相色谱仪

iCPMMM，包括二元梯度泵、紫外检测器、混合器，

北京创新通恒科技有限公司；ArtNOMa 半微量分

析天平，日本岛津公司。=
大豆异黄酮粗品（批号 OMNQMQOU，大豆苷元质

量分数 RTKNQB）、大豆苷元对照品（OMNRMUNT，质

量分数≥VUB）、葛根素（OMNRMRNS，质量分数≥

VUB）、bdCd（OMNRNNMV，质量分数≥VUB），西安

沃森生物科技有限公司；甲醇，色谱纯，德国jercâ
公司；无水乙醇，分析纯，西陇化工股份有限公司；

琼脂粉、βJCa、环己烷、司盘 UR，国药集团化学试

剂有限公司；其他试剂均为分析纯。=
O= =方法与结果=
OKN= = AdJβJCa的制备=

参考文献方法xOMJOOz并加以改进。①琼脂凝胶裸

球制备：配制 N=i的 MKN=gLmi的琼脂水溶液，使其

加热溶解后，加入 N=i混合后的油相和乳化剂（环

己烷J司盘 UR，Q︰N）搅拌乳化 PM= mán，抽滤，乙

醇和纯化水交替洗涤去除残余油相和乳化剂得到琼

脂凝胶裸球。②裸球交联：取 NMM=g裸球加入 NMM=mi
纯化水后，搅拌中依次加入= NR= g的硫酸钠，Q= mi
的 RMB=k~le和 NKO=g硼氢化钠后，缓慢加入 OR=mi
环氧氯丙烷和 RM=mi的 RMB=k~le后，于 RM=℃加

热搅拌 NU=h，冷却至室温用乙酸调节 pe=RKM～SKM，
抽滤后乙醇和纯化水交替洗涤得到交联微球。③键

合 βJCa：取 5 g βJCa加入 NMM=mi纯化水加热溶解

后，加入 NMM= g 交联微球，后续同步骤②，得到

AdJβJCa。=
微球制备完成后，依次通过 MKPMM、MKNMM、MKMSU=

mm筛网的振动筛进行筛选，通过 MKMSU=mm筛网的

微球用于分离纯化应用，通过扫描电镜（pbj）观

察以及通过粒度分析仪测定粒径大小及其分布情况

发现 AdJβJCa 颗粒较为均匀，其平均粒径大小为

（NOKPV±MKUM）μm，见图 N。=
OKO= =大豆苷元分析检测方法=
OKOKN= =色谱条件xOPz= =色谱柱为t~ters=CJNU柱（ORM=
mm×QKS= mm，5 μm），流动相为水J甲醇，洗脱方

式为梯度洗脱：M～NR=mán，PRB甲醇；NR～OM=mán，
PRB～SRB甲醇；OM～QM=mán，SRB～RRB甲醇；QM～
RM=mán，RRB～PRB甲醇；检测波长 ORQ=nm，体积

流量 NKM=miLmán，柱温 OR=℃，进样量 10 μL。色谱

图见图 O。=
OKOKO= =对照品溶液配制= =精确称取 RM=mg大豆苷元

对照品至 RM=mi量瓶中，分别加甲醇溶解完全后并

定容至刻度，为大豆苷元对照品溶液。=
OKOKP= =供试品溶液配制= =精确称取大豆异黄酮粗品

RM=mg至 RM=mi量瓶中，分别加甲醇溶解完全后并

定容至刻度后摇匀，过 0.22 μm 的微孔滤膜，滤液

为大豆异黄酮供试品溶液。=
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图 N= = AdJβJCa的 pbj照片= EAF=及其粒径分布= E_F=
cigK=N= =pbj=micrograph= EAF= and=particle= size= distribution=
E_F=of=AdJβJCa=

=

=
=
=
图 O= = 大豆苷元对照品 = EAF= 和大豆异黄酮粗品 = E_F= 的
emiC图=
cigK=O= =emiC=of=reference=substance= EAF=and=crude=product=
E_F=of=soybean=isoflavone=
=
OKOKQ= =线性范围考察= =精密量取大豆苷元对照品溶

液各 S、R、Q、P、O、N=mi于 NM=mi量瓶中，加甲

醇定容到刻度线后摇匀，按照“OKOKN”项下色谱条

件进样，以进样量为横坐标（u），峰面积为纵坐标

（v），绘制标准曲线，得回归方程为 v＝PKNQ×NMT=
u＋NKNU×NMR，r＝MKVVV= U，线性范围为 MKN～MKS=
mgLmi。=
OKOKR= =精密度试验= =取对照品溶液，按照“OKOKN”
项色谱条件重复进样 S次，记录色谱峰面积，其opa

为 MKTSB，结果表明仪器精密度良好。=
OKOKS= =稳定性试验= =取同一供试品溶液，分别放置

M、O、Q、U、NO、OQ=h后，按照“OKOKN”项色谱条

件测定峰面积，其 opa为 MKVTB，结果表明供试品

溶液在 OQ=h是稳定的。=
OKOKT= =重复性试验= =精密称取大豆异黄酮粗品 S
份，按照“OKOKP”项方法平行制备同样供试样品溶

液 S份，按照“OKOKN”项色谱条件测定峰面积，计

算大豆苷元质量分数，其 opa为 NKNOB，表明重复

性良好。=
OKOKU= =加样回收率试验= =按照“OKOKP”项精密称取

RM=mg大豆异黄酮粗品 S份，分别加入 P=mi的大豆

苷元对照品溶液于 RM=mi量瓶中，加甲醇溶解并定

容至刻度线，按照“OKOKN”项色谱条件测定并计算，

其平均加样回收率为 NMMKOPB，opa为 NKPQB。=
OKP= = AdJβJCa分离纯化大豆苷元=

取 AdJβJCa凝胶微球装入色谱柱（NM=mm×QM=
cm）中，用纯化水洗涤压柱，柱体积为（PMKM±MKR）
mi，装柱完毕后连接到制备型色谱系统上，用流动

相进行平衡 SM=mán。称取 OM=mg大豆异黄酮粗品溶

入流动相中后上柱，紫外检测器监测波长 ORQ=nm，
按色谱峰顺序收集，峰宽较大时，按照 NM=mi收集

N 次，通过 emiC 检测其量和色谱纯度后，合并质

量分数（指色谱纯度，为面积归一化法得到）≥VRB
的洗脱液。=
OKPKN= =流动相的考察= =考虑到成本和环境安全因

素，以乙醇和水作为流动相进行纯化，上柱洗脱体

积流量为 N=miLmán进行洗脱，实验结果表明，NRB
乙醇作为流动相洗脱 OMM= mán后，主要成分难以洗

脱下来，而 TMB乙醇能够迅速将主要成分洗脱下来，

但难以达到对主要成分纯化的目的（图 PJA），因此

流动相的优化区间设置为 NRB～TMB乙醇。=
当 OMB乙醇洗脱 O= _s后，部分杂质被洗脱下

来，将乙醇体积分数增加到 TMB，可将大豆苷元洗

脱下来，质量分数≥VRB的大豆苷元收率为 UUKSQB
（图 PJ_，收集时间为 NMR～NPR= mán），但少量的杂

质与大豆苷元重合，降低其质量分数和收率。=
继续增加 OMB乙醇洗脱体积时，难以将其他杂

质与大豆苷元实现较好地分离，并且使得目标产物

的峰展宽增大，因此增加 N个洗脱梯度，以达到分

离效果和兼顾洗脱效率的目的，结果表明 OMB乙醇

（M～SM=mán）、QMB乙醇（SM～NMM=mán）、TMB乙醇

（NMM～OMM= mán），大豆苷元能与其他成分得到较好

A=

A=

_=

大豆苷元=

大豆苷元=

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

OM=
=
=
NR=
=
=
NM=
=
=
= R=
=
=
= M=

数
目
占
比
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=

M= = = = = = = NM= = = = = = = OM= = = = = = = PM= = = = = = = QM= = = = = = = RM=
粒径/μm=
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地分离（图 PJC），可以得到 Q个色谱峰，通过 emiC
分析检测后，其中色谱峰 Q（保留时间为 NOM～NUM=
mán）是大豆苷元富集馏分，质量分数为 VTKTSB= =
（图 Q）。=
OKPKO= =洗脱体积流量的考察= =称取 OM=mg大豆异黄

酮粗品，色谱柱规格和柱体积（_s）同上，按照

OMB乙醇（O=_s）、QMB乙醇（NKP=_s）洗脱后，TMB
乙醇继续洗脱，通过检测分析发现，当洗脱体积流

量为 O=miLmán，质量分数≥VRB的大豆苷元收率为

VSKTVB（质量分数 VTKRPB），增加到 P=miLmán，质

量分数≥VRB的大豆苷元收率为 TSKOUB（质量分数

VTKUNB）。=
以大豆苷元色谱质量分数≥VRB的收率为指标

考察，并通过制备色谱图（图 R，阴影部分为质量

分数≥VRB的大豆苷元，下同）观察发现，增加洗

脱体积流量，色谱峰 P和 Q的分离度降低，继而会

降低收率，体积流量为 O=miLmán时并不明显，当体

积流量增加到 P=miLmán后，收率迅速下降。=
=

= = = = = = =

=
=

图 P= = AdJβJCa纯化大豆异黄酮的制备色谱图=
cigK=P= =mreparative=chromatogram=of=purification=of=soybean=isoflavone=by=AdJβJCa=

= = = =

=
=

图 Q= = AdJβJCa纯化大豆异黄酮 emiC图=
cigK=Q= =emiC=of=soybean=isoflavone=purified=by=AdJβJCa=

= = = = = = =

=
=

图 R= =不同体积流量的 AdJβJCa纯化大豆苷元制备色谱图=
cigK=R= =mreparative=chromatogram=of=different=flow=rate=for=purification=of=daidzein=by=AdJβJCa=

M= = = = = = QM= = = = = = UM= = = = = NOM= = = = = NSM= = = = = OMM= = = M= = = = = = QM= = = = = = UM= = = = = NOM= = = = = NSM= = = = = OMM= = = = M= = = = = = QM= = = = = = UM= = = = = NOM= = = = NSM= = = = = OMM=
tLmán=

流动相：=
TMB乙醇=

流动相：=
OMB乙醇（M～SM=mán）=
TMB乙醇（SM～OMM=mán）=

流动相：=
OMB乙醇（M～SM=mán）=
QMB乙醇（SM～NMM=mán）=
TMB乙醇（NMM～OMM=mán）=

N=

O=

P=

Q=A= _= C=

M= = = = = = = = NR= = = = = = = PM= = = = = = = QR= = = M= = = = = = = = NR= = = = = = = = PM= = = = = = = QR= = = M= = = = = = = = NR= = = = = = = PM= = = = = = = QR= = = M= = = = = = = = NR= = = = = = = PM= = = = = = = QR=
tLmán=

图 PJC峰 N：=
M～QR=mán=

图 PJC峰 O：=
QR～NMM=mán=

图 PJC峰 P：=
NMM～NOM=mán=

图 PJC峰 Q：=
NOM～NUM=mán=

M= = = = = = QM= = = = = = UM= = = = = NOM= = = = NSM= = = = OMM= = = = = M= = = = = = QM= = = = = = UM= = = = = NOM= = = = NSM= = = = OMM=
tLmán=

体积流量 O=mi·mán−N=
流动相：=
OMB乙醇（M～PM=mán）=
QMB乙醇（PM～RM=mán）=
TMB乙醇（RM～OMM=mán）=

大豆苷元= 大豆苷元=

体积流量 P=mi·mán−N=
流动相：=
OMB乙醇（M～OM=mán）=
QMB乙醇（OM～PP=mán）=
TMB乙醇（PP～OMM=mán）=
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相同的色谱条件下，通过压力测试实验发现，

大豆异黄酮粗品上样量增加到 PM=mg时，洗脱体积

流量 O=miLmin时，质量分数≥VRB的大豆苷元收率

迅速下降，为 TUKQTB。综合洗脱效率、微球负载量

和收率 P个方面考虑，O=_sLh（N=miLmin）的洗脱

体积流量达到的纯化效果最佳。=
OKPKP= =微球负载量（负载量为上样量与微球体积之

比）的考察= =确定洗脱体积流量后，按照相同的色

谱柱规格和柱体积，按照优化后的流动相洗脱条件，

体积流量 N=miLmin，分别称取 PM、QM、RM=mg大豆

异黄酮粗品，通过流动相溶解后上样，通过制备色

谱观察（图 S），emiC检测质量分数和质量浓度，

并计算收率。结果表明，上样量 QM= mg，即分离介

质负载量为 NKPP= mgLmi（上样量与微球柱体积之

比）时效果最佳，质量分数为 VTKSSB时收率达到

VTKOPB。=

= = = = = = =

=
=

图 S= =不同微球负载量的 Ad-β-Ca纯化大豆苷元制备色谱图=
cigK=S= =mreparative=chromatogram=of=different=sample=loading=for=purification of=daidzein=by=Ad-β-Ca 

=
OK4= =结构鉴定=

通过emiC分析可以看出大豆异黄酮主要成分

富集在制备色谱图色谱峰 Q，即保留时间在 NOM～
NUM=min，目标产物质量分数较高，根据上述最佳流

动相纯化条件，富集的产物浓缩后冷冻干燥进行样

品制备，通过质谱和核磁共振鉴定其结构。冻干样

品为淡黄色粉末；eoJbpfJjp=EmLzFW=ORRKMSO=MR=xj＋

ezH=E计算值 ORRKMSO=MRF，推测分子式为 CNReNMlQ；
NeJkjo=EajplJdSI=QMM=jezF=δW=UKOU=ENeI=sI=eJOFI=
TKVS=ENeI=dI=g=Z=UKU=ezI=eJRFI=TKPV=EOeI=dI=g=Z=UKU=ezI=
eJ2′, 6′), 6.93 (1H, dd, g=Z=UKUI=OKM=ezI=eJSFI=SKUS=ENeI=
dI=g=Z=OKM=ezI=eJUFI=SKUN=EOeI=dI=g=Z=UKU=ezI=eJ3′, 5′)；
NPCJkjo=ENMM=jezI=ajplJdSF=δW=NTQKT=ECJQFI=NSPKN=
ECJTFI= NRTKR= ECJVFI= NRTKO= ECJOFI= NROKT= ECJ4′), 130.0=
ECJ2′, 6′), 127.O= ECJRFI= NOPKQ= ECJ1′), 122.S= ECJPFI=
NNSKP= ECJNMFI= NNRKQ= ECJSFI= NNQKV= ECJ3′, 5′), 102.N=
ECJUF。以上波谱数据与文献报道基本一致xOQz，鉴定

其结构为大豆苷元。=
OKR= =验证试验=

根据上述优化后的色谱条件，柱体积为（PMKM±
MKR）mi，按 NKPP=mgLmi负载量将样品溶解到流动

相中后按照 O=_sLh体积流量上样和洗脱，洗脱程序

为 OMB乙醇 O=_s、QMB乙醇 NKPP=_s、TMB乙醇洗

脱 S～T=_s。按照最佳纯化条件，连续 P批次进行

验证，结果见表 N，色谱图见图 T。由验证试验结果

发现，大豆异黄酮粗品通过 AdJβJCa 纯化后的大

豆苷元平均质量分数达到 VSKVUB，opa为 MKOOB；

平均收率达到 VTKUSB，opa 为 MKOMB；因此，

AdJβJCa纯化大豆苷元的方法是稳定可靠的。=
OKS= =色谱行为与分离机制=

以琼脂为原料，通过乳化、交联后制备琼脂凝

胶微球，并键合 βJCa 功能基团对大豆异黄酮进行

纯化，实验过程中发现，没有键合 βJCa 的琼脂凝

胶微球，无论在纯水体系还是高浓度的有机溶剂中，=
=

表 1= = Ad-β-Ca纯化大豆苷元验证试验=
Table=1= =sertification=of=purification=of=daidzein=by=Ad-β-Ca 

批号= 收集时间GLmin= 质量分数LB= 收率LB=

N= NQM～ONM= VSKUV= VTKUV=

O= NQM～ONM= VTKOP= VTKSR=

P= NPM～OMM= VSKUP= VUKMP=
G质量分数≥VRB的大豆苷元收集时间=
Gcollection time of daidzein at purity ≥ 95%=

大豆苷元= 大豆苷元= 大豆苷元=

M= = = = = = TM= = = = = NQM= = = = = ONM= = = = = OUM= = = = = PRM= = M= = = = = = TM= = = = = NQM= = = = = ONM= = = = = OUM= = = = = PRM= = M= = = = = = TM= = = = = NQM= = = = = ONM= = = = = OUM= = = = = PRM=
tLmin=

负载量 PM=mg：=
质量分数 VUKSMB=
收率 VTKSQB=

负载量 QM=mg：=
质量分数 VTKSSB=
收率 VTKOPB=

负载量 RM=mg：=
质量分数 VTKNTB=
收率 UTKSQB=
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图 T= = AdJβJCa纯化大豆苷元制备色谱图验证=
cigK= T= = sertification= of= preparative= chromatogram= for=
purification=of=daidzein=by=AdJβJCa=
=
对大豆异黄酮粗品基本无吸附和分离作用，因此表

明 AdJβJCa的吸附与分离作用源于 βJCa。=
OKSKN= =保留行为比较= = βJCa 固定相在制备分离色

谱中报道较多的是黄酮类化合物的纯化研究，本实

验以 bdCd、葛根素（pìer~rán）和大豆苷元为研究

对象，通过 CNU色谱柱的色谱保留行为进行对比。

各称取 O=mg的 bdCd、葛根素、大豆苷元混合溶解

于 NMB甲醇，CNU 色谱柱的色谱条件除紫外检测波

长设置为 OTR= nm 外，其他条件同“OKOKN”项；

AdJβJCa的色谱柱规格和柱体积与“OKP”项相同，

流动相按照 NMB甲醇（M～UM=mán），TMB甲醇（UM～
NRM=mán），NMMB甲醇（NRM～PMM=mán），体积流量 N=
miLmán进行洗脱；为兼顾 P种物质的检测，紫外波

长设置为 OTR=nm。=
根据反相色谱分离原理，不同的化合物根据其

疏水特性的差异而得到分离。根据图U所示，bdCd、
葛根素和大豆苷元在 CNU 色谱柱中的洗脱顺序是

bdCd＞葛根素＞大豆苷元；而在 AdJβJCa中，按

照梯度洗脱，其洗脱顺序为葛根素＞大豆苷元＞

bdCd，洗脱顺序与反相色谱柱 CNU并不完全一致，

以上现象说明 AdJβJCa 的保留与分离作用除了

βJCa空腔提供了疏水作用外，还有其他类型的作用

力需要进一步验证。=
OKSKO= =分子模拟研究= =客体分子能进入环糊精空

腔，与环糊精空腔的体积匹配作用是最重要的，其

中相对分子质量为 OMM～UMM 的客体分子较为适合

其空腔尺寸xNTz。通过 ~ìtoalChQKM软件进行分子模

拟对接，从空间结构看，bdCd 与 βJCa 通过空间=

=
=
=

=
=
=
图 U= = P种黄酮类化合物的 CNU= emiC图= EAF=和 AdJβJCa
制备液相色谱图= E_F=
cigK= U= = CNU= emiC= of= three= âind= of= flavonoids= EAF= and=
preparation=chromatogram=of=AdJβJCa=E_F=
=
诱导效应，整个分子基本进入 βJCa 的空腔当中，

通过形成稳定的复合物；大豆苷元分子较小，进入

βJCa内腔，与之疏水作用较强；葛根素仅部分结构

与βJ环糊精空间匹配，作用较弱（图V）。比较bdCd，
葛根素和大豆苷元与 βJCa 结合自由能发现，影响

其分子间结合的稳定性是由多重作用力综合作用的

结果，如疏水作用力、氢键作用力、范德华力等。其

中 bdCd与 βJCa形成的结合自由能最小（−Δd＝
−SKT），因此是最稳定的，其次是大豆苷元（−Δd＝
−RKQ），结合作用最弱的是葛根素（−Δd＝−RKNQ），
因此可以预测 P种化合物的保留能力是 bdCd＞大

豆苷元＞葛根素，与实验结果一致。=
OKSKP= =保留机制研究= =以 bdCd、葛根素和大豆苷

元为研究对象，各称取 O= mg 的对照品混合溶解于

乙腈溶液中，研究 AdJβJCa 不同体积分数的乙腈

对 P种黄酮类化合物的保留行为（除流动相外，其

他色谱条件同“OKSKN”）。=
在纯化实验过程中发现，P 种黄酮化合物的保

留时间并不呈现梯度变化，都呈现出“r”形洗脱=

M= = = = = = TM= = = = = NQM= = = = = ONM= = = = = OUM= = = = = PRM=
tLmán=

大豆苷元=

bdCd=

葛根素=

bdCd=葛根素=

大豆苷元=

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

M= = = = = = RM= = = = = NMM= = = = = NRM= = = = = OMM= = = = = ORM= = = = = PMM=
tLmán=

A=

_=
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图 V= =最稳定的 βJCa复合物结构=
cigK=V= =jost=stable=βJCa=complexes=

=
曲线（图 NM），与文献报道一致xORJOSz。尤其是 bdCd
的保留趋势更加明显，OMB乙腈连续洗脱 PMM= mán
难以洗脱下来，SMB乙腈保留时间最短，而 NMMB乙

腈连续洗脱 OMM=mán依然难以洗脱，这与 OJ苯基色

原酮母核及其C环上的苯甲酯结构引起的疏水性和

众多的羟基提供的亲水性有关，葛根素和大豆苷元

也具有相关的疏水和亲水结构，从而与 βJCa“外亲

水，内疏水”的结构相互作用，表明 AdJβJCa 具

有亲水与反相双重保留与分离作用。=
=

=
=
=

图 NM= = P种黄酮化合物保留时间曲线=
cigK=NM= =oetention=time=curves=of=three=âinds=of=flavonoids=
=
P= =讨论=

本研究利用廉价易得的琼脂制备的 AdJβJCa
凝胶分离介质，对大豆异黄酮主要成分进行纯化，

并对流动相，上样量和体积流量关键工艺参数进行

系统的研究，得到了高质量分数与高收率的大豆苷

元。本方法纯化体系简单，溶剂毒性低，具有较好

的实用价值，为大豆异黄酮标准化药用开发提供了

可靠的参考依据。=
色谱机制研究表明，AdJβJCa具有亲水与反相

双重作用保留与分离作用，通过流动相的改变，可

以在单一色谱柱中实现不同的分离模式，并且 βJCa
固定相性质稳定性、操作简便，这为复杂的天然产

物分离提供了较好的分离模式。=

志谢：厦门大学药学院孙翠玲工程师在质谱和

核磁共振检测方面提供相关帮助。=
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