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　　三萜皂苷分布于五加科、桔梗科、远志科、豆科、伞形科

等植物中 ,许多中药如人参、柴胡、甘草等都含有三萜皂苷。

经药理和临床证明 ,三萜皂苷具有免疫、防治心血管疾病、抗

肿瘤等多方面的生物活性和药理作用。 三萜皂苷由含有 30

个碳原子的皂苷元和各种糖、酸构成。 由于构成三萜皂苷的

糖的种类、数目和连接方式不同 ,使三萜皂苷的结构比较复

杂。 基于三萜皂苷基本骨架的通性和某些官能团的特性 ,可

以进行定性定量分析 ,现将近年来文献报道的分析方法综述

如下:

1　分析方法

1. 1　比色法 ( co lo rimetr y):在皂苷类成分的分析测定中 ,颜

色反应仍占较为重要的地位。比色法就利用这些颜色反应对

皂苷进行分析测定。这些颜色反应虽较灵敏 ,但专属性较差。

用于三萜皂苷颜色反应的试剂有浓硫酸、香草醛 -浓硫酸、香

草醛 -冰醋酸、香草醛 -高氯酸等。 李润平等 [1 ]采用硫酸 -香草

醛比色法 ,在 450 nm处测定了商陆皂苷含量。高山林等 [2]利

用香草醛 -高氯酸试剂与罗汉果皂苷反应显色 ,然后进行比

色 ,测定了大、中、小 3种罗汉果中总皂苷含量。 比色法常用

于人参总皂苷的测定。 显色剂主要有: 香草醛 -高氯酸 -冰醋

酸、香草醛 -高氯酸 -80%磷酸、香草醛 -70%硫酸水溶液等。

1. 2　分光光度法 ( spectr ophotometr y ): 分光光度法不仅能

测定有色物质 ,还能精确测定有共轭等结构的无色物质 ,属

于经典、成熟的方法。因其简便、灵敏 、适应面广 ,常用于三萜

皂苷的分析测定。吴洪兰等 [3 ]采用分光光度法以 5%香草醛

-冰醋酸溶液为显色剂 ,在 550 nm最大吸收处测定了人参花

蕾中总皂苷的含量。

近年来 ,分光光度法在分析测定三萜皂苷的方法上有了

相当的进展 ,在上述常规的分光光度法之外 ,增添了导数光

谱法 ,多波长光谱法 ,差示分光光度法 ,正交函数光度法等。

1. 3　薄层色谱法 ( TLC): 可以使某一成分与其他成分或杂

质分离 ,排除干扰 ,从而进行定性或定量分析。由于其简便易

行 ,并可以同时作多个样品点的平行分析 ,因此得到广泛的

应用。 近年来 ,单纯的 TLC法仅用来定性分析 ,通过同板或

异板 Rf值来鉴定成分 ,古老的目视比较法等薄层定量方法

已被薄层 -紫外分光光度法 ( T LC-UV)、薄层扫描法 ( TLCS)

取代。

TLC-UV法将样品溶液点于硅胶板上 ,展开 ,斑点定

位、挖取斑点、洗脱、定容 ,于最大波长处进行紫外分光光度

法定量分析。 Vanhaelen-fa stre等 [4 ]用高效薄层 ( HPT LC)法

分离了人参中的 6种主要皂苷 ,用氯化亚硫酰显色 ,加热后

在最大吸收波长 275 nm处分别测定了其含量。

T LCS法是定量分析中应用普遍、快速、准确的方法。其

线性范围、精密度、重复性和加样回收等各项方法学研究方

面均获良好的结果。 T LCS法在测定人参皂苷含量上有较多

的应用 [5]。Lostantini等 [6 ]用 HPTLC扫描法 ,以丙醇 -乙酸乙

酯 -水 ( 3. 5∶ 4. 5∶ 2)为展开剂 ,检测波长为 212 nm,对七叶

皂苷进行了含量测定。

由一维 TLCS法上发展起来的二维 TLCS也应用于人

参皂苷等的不同三萜皂苷的分析。

1. 4　高效液相色谱法 ( HPLC): HPLC法的分离效能高、分

析速度快及仪器化等特点正好适应中药成分的多样、复杂等

特点 ,因而 , HPLC法在中药化学成分分析方面得到了迅速

的发展和应用。

HPLC法根据仪器所接检测器的不同 ,可分为: 高效液

相-紫外分光光度 ( HPLC-UV )法、高效液相 -蒸发光检测

( HPLC-ELSD)法、高效液相 -荧光检测 ( HPLC-FD)法等。

HPLC-UV法应用较多。 Yoshikawa等 [7 ]以 HPLC法测

定了从欧马栗中提取的七叶皂苷Ⅰ a、Ⅰ b、Ⅱ a、Ⅱ b 4个主要

成分的含量 ,同时测定了日本马栗树的成分和组成。 Kuw aji-

ma等 [8]用 HPLC法对不同甘草中甘草皂苷的含量以及加工

前后甘草中化学成分变化进行了研究。

Samukaw a等 [9]用 Superpher Rp-C18柱以 ( a ) CH3CN-

H2O-0. 1% H3PO4 ( 21∶ 74∶ 8) ; ( b) CH3 CN线性梯度洗脱

分离测定了 22种人参皂苷。许旭东等 [10]首次建立了 木属

植物中 6种化学成分的 RP-HPLC法 ,用 Supelco SIL-LC-18

柱 ,以甲醇 -1%乙酸四氢呋喃 ( 500∶ 110∶ 1)为流动相 ,于

205 nm处对 木属 11种植物中 2种三萜皂苷进行了定量

分析。

光电二极管阵列检测器是紫外检测器的一种 ,它同时可

以得到定性 、定量及色谱峰是否为单一组分的信息 ,是当前

色谱新技术之一 ,现已逐渐应用于三萜皂苷等中药有效成分

的分析 [11]。

对于一些没有紫外吸收的样品 ,通常用蒸发光散射检测

器 ( ELSD)与 HPLC联用检测含量。 ELSD灵敏度高 ,对流动

相系统温度变化不敏感 ,可以梯度洗脱 ,与 UV检测器相比

扩大了 HPLC的应用范围 ,消除杂质和流动相的紫外吸收
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干扰 ,无需测定校正因子就可定量。 Li等 [12]用该法对北美人

参中伪人参皂苷 F进行了检测。

HPLC与荧光检测器 ( FD)联用 ,可用来分析能产生荧

光或其衍生物能发荧光的物质 [13]。

1. 5　气相色谱法 ( GC): 气相色谱法是以气体为流动相的一

种色谱法 ,目前由于使用了高效能的色谱柱 ,高灵敏度的检

测器和微机处理 ,使气相色谱成为一种分析速度快、灵敏度

高、应用范围广的分析方法。 近年来 , GC与质谱、光谱等联

用 ,为未知物的定性、定量分析开辟了一个广阔的前景。 Lee

等 [14]用 GC等方法对从 Sponge Melophlus isis中提取的新

三萜皂苷成分进行了分析。 Ohana等 [15]运用 GC-M S和其它

光谱法对豌豆 Pisum sativum L. 中的新的三萜皂苷成分进

行了分析鉴定。

1. 6　毛细管电泳法 ( CE): 又称高效毛细管电泳 ( HPCE) ,是

最近几年来发展最快的分析方法之一。 CE是经典电泳技术

和现代微柱分离相结合的产物。 其具有三高二少的特点: 高

灵敏度、高分辨率、高速度、样品少、成本低。 在实际工作中 ,

结合传统电泳的工作方式与色谱技术的特点 ,形成以下几种

分离模式: 毛细管区带电泳 ( CZE)、胶束动电毛细管电泳

( MECC)、毛细管等速电泳 ( CITP )、毛细管凝胶电泳

( CGE)、毛细管等电聚焦电泳 ( CIEF)及近年刚刚兴起的毛

细管电色谱 ( CEC)。 其中用于三萜皂苷分析较多的是 CZE

和 M ECC。

Emara等 [16]在 60 mmo l / L硼酸缓冲液 , p H 10,分离电

压 12 kV条件下 ,用 HPCE成功地分离并测定了 Trifolium

alexand rinum L. 种子中的齐墩果酸型三萜皂苷。 彭军等 [7]

用 HPLC法、 CZE法、 M ECC法测定了甘草制品中甘草酸的

含量 ,测定结果表明 , M ECC法与 HPLC法分析数据接近 ,

比较准确 ,而且前者比 HPLC法分离效率高 ,溶剂量少 ,是

一种很有发展潜力的分析方法。

1. 7　超临界流体色谱法 ( SFC): 超临界流体色谱技术是 20

世纪 80年代发展起来的一种崭新的色谱技术。 由于它具有

气相和液相色谱所没有的优点 ,并能分离和分析气相和液相

色谱不能解决的一些对象 ,使之应用广泛 ,发展十分迅速。李

云华等 [18]以 SFC法测定了三七及其制品中人参二醇及人参

三醇的含量 ,使用 15%硫酸乙醇 -水 ( 1∶ 1)直接进行水解 ,克

服了文献报道的水解不完全 ,结果不稳定 ,不能定量回收的

缺点。

1. 8　基体辅助激光解吸电离飞行时间质谱法 ( M ALDI-

TO F-M S): M ALDI-TOF-MS在复杂体系各组分的定性分

析中所表现出的高效性已被人们广泛利用。 在定量方面 ,人

们已从 M ALDI-TOF-MS用于蛋白质定量向中药定量上发

展。 袁湘林等 [19]用 M ALDI-TOF-M S法对人参皂苷 Rg3进

行了定量 ,并考察了定量时不同内标物、不同检测方式对定

量结果的影响。

1. 9　酶免疫测定法 ( EIA): 是一种测定液相内微量物质的

方法。 用酶标记已知抗体或抗疫蛋白 (抗抗体 )或标记抗原 ,

与待查配体 (抗原或抗体 )材料混合反应后 ,将抗原抗体结合

物用适当方法分离出来 ,再加入酶的底物邻苯二胺 ( OPD)显

色 ,用酶标仪测定待测物质的含量。 Yoon等 [20]用 EIA法定

性分析微量人参皂苷 Rf后 ,又用该法定量检测了人参皂苷

Rf和 Rg。Yoon等还比较了 EIA和 HPLC这两种方法 ,它们

的线性回归方程为 Y ( EIA) = 1. 31X ( HPLC) ,相关系数分别

为 11. 48和 0. 98。

2　结语

综上所述 ,以上 9种方法已在三萜皂苷的定性、定量分

析中取得了成功 ,并在三萜皂苷的研究中起到了重要的作

用。 随着科技的不断发展 ,将有更多先进的分析方法用于三

萜皂苷的定性、定量分析 ,这些强有力的新兴分析手段必将

以快速、准确、选择性强、稳定性好、灵敏度高、样品用量少、

消耗少、自动化等特点在三萜皂苷类复杂成分分析中发挥重

大作用。
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香菇有效成分提取分离及分析方法研究进展

边洪荣 ,李小娜 ,潘海宇 ,张海岚

 

(华北煤炭医学院 药学系 ,河北 唐山　 063000)

　　香菇堪称食用菌的上品 ,营养丰富 ,香郁诱人 ,食药兼

用 ,健脾益气 ,调和阴阳。 其主要成分有香菇多糖 ( lentinan,

LN T )、香菇嘌呤 ( eriadenine)、核苷酸、维生素、三萜类化合

物、大量的蛋白质和氨基酸、多种矿物质及膳食纤维素等 [1]。

现将其主要成分的提取分离及分析方法综述如下。

1　香菇多糖

香菇多糖是香菇中的重要药用成分 ,具有较强抗肿瘤活

性。 是以 β -D( 1→ 3)葡萄糖残基为主链 , ( 1→ 6)葡萄糖基为

侧链的葡聚糖 ,相对分子质量约为 50万。 1969年最先由日

本学者证实有抑制小鼠 S180肉瘤生长的作用 ,作为优良的免

疫调节剂进入临床 ,国内于 1988年引进并实现国产化 [2]。另

一些香菇中的多糖物质由 D-葡萄糖、D -半乳糖、D-甘露糖、

L-阿拉伯糖及 D-木糖构成。 王金华等用热水、稀酸、稀碱提

取香菇多糖 ,多糖经分级表明 ,在香菇子实体中至少含有 7

种香菇多糖 [3]。

1. 1　提取分离:目前 ,国内提取香菇多糖主要采取的方法有

水提醇沉法、盐析法、超滤法、酶法、复合酶解法、色谱法等。

传统的香菇多糖的提取方法是水提醇沉法 ,先用热水提取 ,

然后用乙醇沉淀 ,除掉水提取液中的杂质 ,其工艺比较简单 ,

易于推广 [4]。

任国梅等 [5]用蒸馏水在 90℃～ 100℃加热回流提取 ,

用氯仿—正丁醇去蛋白 ,经水流动透析 ,用 72%乙醇沉淀多

糖 ,得水提香菇多糖 ,收得率为 3. 32%。 其子实体残渣用

1 mo l / L NaOH提取 ,充氮防氧化 ,调 pH值至中性 ,经透析 ,

沉淀为碱提非水溶性多糖 ,收得率为 0. 36%。上清液为碱提

水溶性多糖 ,收得率 1. 94%。王卫国等 [6]基于原来的提取方

法工艺复杂 ,收率低 ,成本高 ,普通肿瘤病人无法接受 ,通过

对香菇多糖提取纯化条件进行正交设计优化研究。 结果表

明 ,香菇多糖提取最佳工艺条件为: pH7. 0, 96℃浸提 4 h,

料水比为 1∶ 20,醇析浓度为 70% ,蛋白质去除时样品与氯

仿-正丁醇为 1∶ 1,氯仿 -正丁醇为 1∶ 0. 25,萃取时间为 30

min效果最好。由于乙醇沉淀的方法醇用量大 ,生产成本高 ,

胡稳奇等 [7 ]采用盐析法提取香菇多糖 ,将水提液用一定饱和

度的硫酸铵进行沉淀处理。结果表明 ,用 80%硫酸铵盐析的

效果比等量的 95%乙醇沉淀更好。

工业化用酶在中药的提取制备中 ,取得了较好的效果 ,

可提高收率 ,具有较大的应用潜力 [8]。 张欣等 [9]采取了酶法

提取香菇多糖 ,结果表明 ,利用复合酶解法结合热水浸提法

提取菇柄多糖 ,提取率达 7. 13% (克多糖 /100克菇柄干品 ) ,

是热水浸提法的 3. 43倍 ,酶解的最适作用条件为 pH4. 5,温

度 46℃ ,时间 80 min。 陈哲超等 [10 ]采用复合酶解法提取香

菇多糖蛋白 ,采用复合酶解和热水浸提法分离纯化香菇中多

糖蛋白的综合程序。 与单纯热水浸提法等其它方法相比 ,本

法能显著提高香菇有效成分的浸提效果 ,总氨基酸与必需氨

基酸百分比含量均提高 2倍以上 ,香菇多糖含量提高了 4

倍 ,且酶解后大大改善了糖类的分布 ,抗肿瘤、抗病毒活性的

具较高相对分子质量的葡聚糖物质含量也明显提高 ,效果极

其显著。 郑宗坤等 [11]采用螺旋卷式超滤器对香菇多糖进行

提取研究。结果表明 ,在此实验范围内 ,用超滤作预处理较离

心法效果好 ,超滤温度为 25℃ , p H值接近浸提介质的 p H,

超滤压力为 0. 15～ 0. 18 M Pa ,制得香菇多糖的纯度为

74. 4% ,回收率 79. 6% ,是以 D -葡聚糖为主的混和多糖。

1. 2　分析方法

1. 2. 1　鉴别:多糖可以发生颜色反应 [3 ] ,与蒽酮试剂作用后

溶液呈蓝绿色 ,与酚 -硫酸反应溶液均呈桔红色。在浓硫酸作

用下与 α-萘酚反应 ,在多糖溶液与硫酸界面出现紫色环 ,搅

拌后溶液呈紫色 ,与斐林试剂呈阴性反应。

陈孜等 [12]利用薄层色谱法鉴别香菇多糖 ,选用硅胶 H
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