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仿刺参中皂苷类成分的高效液相色谱指纹图谱
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摘要：利用高效液相色谱法建立了仿刺参皂苷类成 分 的 指 纹 图 谱，为 仿 刺 参 的 质 量 控 制 提 供 了 新 的 方 法。采 用 固

相萃取制备供试品溶液，选用 =",+57 &>4?#% 色谱柱（!&" ** . */ , **，& !*），以乙腈 4"/ #@ 磷酸水溶液为流动

相进行梯度洗脱，检测波长为 !"& <*，柱温 (" A 。分析了不同产地的 #" 批仿刺参样品，采用国家药典委员会推荐

的“ 中药色谱指纹图谱相似度评价系统（!""* B 版）”处理谱图，确定了 , 个共有峰。计算了 #" 个样本间的指纹图

谱相似度，所得相似度计算结果均大于 "/ $)。该方法具有良好的稳定性和重现性，可用于仿刺参的质量控制。
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- - 仿 刺 参（ )6+*/"895 :-8",+*95）属 棘 皮 动 物 门

（39:6<";’,*5)5）海 参 纲（U"#"):8,96;’5）楯 手 目

（BM(6;"9:6,")6;5）刺 参 科（ &)69:"(";6;5’）海 洋 动

物［#］。自古以 来 被 认 为 是 一 种 名 贵 的 滋 补 食 品 和

药材，被冠为“ 海八珍”之首。近几年国内市场上出

现了各种各样的海参产品，有的商家基于不同种类

海参的营养价值、经济价值都存在较大的差异，将不

同海参故意混淆加工欺骗消费者。由于市场上销售

的仿刺参产品均经过一系列的加工处理，外部形态

变化较大，靠外表鉴别需要经验较多，所以利用外部

形态特征很难准确识别。因此，迫切需要建立一种

快速准确的仿刺参质量控制的方法。

- - 海参皂苷是海参的主要次生代谢产物，也是进

行化学防御的物质基础，具有广泛的生理药理活性，

如对肿瘤细胞的细胞毒作用［!］、抗真菌作用［(］和溶

血活性［*］等，是 海 参 质 量 的 重 要 评 价 指 标。 近 年

来，对海参中皂苷类化合物的研究主要集中在分离、

纯化及结构鉴 定 方 面［& 0 )］，迄 今 已 有 #"" 余 种 海 参

皂苷的结构得到阐明［%］。据文献报道，至今共从刺

参中分离鉴定出 #& 种不同结构的海参皂苷［$ 0 ##］。
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# # 作者所在实验室前期已对 " 种海参的皂苷类成

分进行了高 效 液 相 色 谱（!"#$）分 析 比 较，结 果 证

明，受分类和生长环境的影响，不同种属海参的皂苷

组成差异显著［$!］。在此基础上，还需研究不同产地

的同种海参的皂苷组成是否有显著差异，从而证明

以皂苷作为其质量评价指标来鉴别海参真伪的可行

性。目前指纹图谱技术已成为公认的鉴别中药品种

和评价中药质量的有效手段，关于人参、西洋参等药

材 中 皂 苷 类 的 指 纹 图 谱 研 究 亦 有 大 量 文 献 报

道［$% & $’］，但还未见有关海参中皂苷类指纹图谱的研

究报道。本文参考中药色谱指纹图谱的评价标准，

采用 !"#$ 研究了不同产地的仿刺参的皂苷组成，

建立了 $( 批仿刺参样品的总皂苷指纹图谱，为仿刺

参的质量控制提供了依据。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与材料

# # $$(( 型高效液相色谱 仪（ 美 国 %&’()*+ 公 司），

配有二极管阵列检测器（,%,）；固 相 萃 取 仪（ 美 国

-./)(01 公 司 ）；乙 腈（ 色 谱 纯，美 国 2.34)&1* 公

司）；超纯水（ 美 国 2’((’/15) 公 司 ）；其 他 试 剂 为 分

析纯。皂苷标准品 61(1+17’* %$ 由本实验室前期分

离纯化所得。

# # 仿刺参样品及来源：-$，大连8$（!(() 8(’）；-!，

大连8!（!(() 8$!）；-%，大 连8%（!(() 8(’）；-*，威

海8$（!(() 8(’）；-’，威 海8!（!(() 8$!）；-+，烟 台8$
（!(() 8(’）；-,，烟 台8!（!(() 8$!）；-"，青 岛（!(() 8
(’）；-)，宁德（!(() 8$!）；-$(，温州（!(() 8(’）。

! ! #" 样品溶液的制备

# # 分别称取海参样品粉末 !- ( &，加入 +(9 乙 醇

!( :# 回流提取 % 次，每次 $ 6；合并提取液并减压

旋转蒸发至干，残 渣 溶 于 $( :# 水 中，用 等 体 积 的

水饱和正丁醇萃取 % 次；合并正丁醇提取液，减压旋

转蒸发至 干。残 渣 加 水 溶 解 后 上 样 至 已 处 理 好 的

-";8$$" 固相萃 取 小 柱，依 次 用 ’ :# 水、’ :# 甲

醇洗脱，收集甲 醇 洗 脱 液，水 浴 中 蒸 干，用 %(9（ < =
<）乙腈定量转移至 ’ :# 容量瓶中，经 (- *’ !: 有

机滤膜过滤，取续滤液作为供试品溶液。

! ! $" 色谱条件

# # >15?@7 -A8$$" 色谱柱（!’( :: . *- + ::，’
!:）；流 动 相 %：乙 腈；流 动 相 A：(- $9 磷 酸 水 溶

液；梯度 洗 脱 程 序：( / ’ :’*，%(9 %；’ / %( :’*，

%(9 % / ’(9 %。 流 速：$- ( :# = :’*；进 样 量：!(
!#；检测波长：!(’ *:；柱温：%( B。

#" 结果与讨论

# # 通过对不同种属海参皂苷的组成进行 !"#$ 分

析比较，结果发现，每种海参都有其特征性的皂苷组

成（ 见图 $），可 用 于 不 同 海 参 之 间 的 品 种 鉴 别［$!］。

但同种海参之间不同的生长环境对其皂苷的结构及

组成是否会产生影响，相应产生的皂苷图谱是否会

有差异，尚需进一步研究。因此，本文分析了不同产

地的 $( 批仿刺参样品的皂苷指纹图谱，以期解决上

述问题，同时为仿刺参的质量控制提供依据。

图 !" 不同海参皂苷的色谱图

"#$! !" %&’()*+($’*), (- +’#+.’/.0. $123(,#4.,
-’() 4#--.’.0+ ,.* 3535)6.’,

# 21?’() /6@3)3：@0)+1*’+5’()（ %），(- $9 @C.)1.3 /613/615’0
@0’D（A）E F5@D’)*+ )(.+’1*：( & ’ :’*，%(9 %；’ & %( :’*，

%(9 % & +(9 %E
# @E !"#$%&’() *+’&,#$()；?E -.+/)&,&"%/#+ 0/+.11.#；0E 2)&)3
"#$%&’() 4+5#&,&"()E

# ! !" 流动相的选择

# # 进行 !"#$ 分析时，选择合适的流动相能提高

样品各色谱峰之间的分离度，增强响应值，同时降低

基线噪声。本实验考察了乙腈8(- $9 磷酸水、乙腈8
(- $9 乙酸水、乙腈8(- $9 乙酸 铵 水 和 乙 腈8(- $9 氨

水 * 种流动相对色谱峰的影响。由图 ! 可知，以乙

腈8(- $9 磷酸水为流动相时，各皂苷的响应度较高，

分离度较好，且基线平稳，无其他杂质峰干扰。以乙

腈8(- $9 乙酸水 为 流 动 相 的 分 离 效 果 仅 次 于 乙 腈8
(- $9 磷酸 水；而 以 乙 腈8(- $9 乙 酸 铵 水 为 流 动 相

时，皂 苷 的 响 应 度 极 低，基 线 漂 移 严 重；以 乙 腈8
(- $9 氨水为流动相时，出现较多未知杂质 峰，且 基

线漂移，不能得到较好的峰形。因此本文决定选用

乙腈8(- $9 磷酸水作为流动相。

·+""·
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图 !" 仿刺参总皂苷提取物在不同流动相条件下的色谱图

!"#$ !" %&’()*+(#’*), (- +&. ./+’*0+ (- +’"+.’1.2.
#340(,"5., -’() !" #$%&’()*+ 6"+& 5"--.’.2+
)(7"3. 1&*,.,

! !"#$%&’( &)*(%+’：# $ % ,%’，&#- #.&(+’%("%)&；% $ %# ,%’，

&#- #.&(+’%("%)& $ %#- #.&(+’%("%)&/
! 0+1%)& 23#4&4： #/ #.&(+’%("%)&5#’ (- #6*&+*4 23+423+"%.
#.%$；1/ #.&(+’%("%)&57#(&" .+’(#%’%’8 #’ (- #.&(%. #.%$；./ #.&5
(+’%("%)&57#(&" .+’(#%’%’8 #’ (- #,,+’%*, #.&(#(&；$/ #.&(+’%5
("%)&57#(&" .+’(#%’%’8 #’ (- #,,+’%#/

! $ !" 洗脱程序的选择

! ! 本实验考察了不同梯度洗脱程序对样品各色谱

峰分离度的影响，结果发现，梯度洗脱程序的变化仅

对各色谱峰的保留时间产生较大的影响，对各色谱

峰的分离度影响不大，因此在保证基线达到较好分

离的同时又节 省 分 析 时 间 的 前 提 下，最 终 选 择 (’ )
节所述的色谱条件进行指纹图谱分析。

! $ #" 方法学考察

! $ # $ $" 精密度

! ! 取同一供试品溶液，按 (’ ) 节的色谱条件连续

进样 * 次，记录色谱图，考察各共有峰的相对保留时

间和相对峰面积，其相对标准偏差（9:;）分别小于

#’ &- 和 (’ +-，表明仪器的精密度良好。

! $ # $ !" 稳定性

! ! 取 同 一 供 试 品 溶 液，分 别 在 #、&、,、-、(&、&, 3
进行测定，考察各共有峰的相对保留时间和相对峰

面积，其 9:; 分别小于 #’ &- 和 &’ ,-，表明样品在

&, 3 内稳定。

! $ # $ #" 重复性

! ! 取同一批海参样品，按 (’ & 节的方法分别制备

供试品 * 份，按 (’ ) 节的色谱条件进行测定，记录色

谱图，考察各共有峰的相对保留时间和相对峰面积，

其 9:; 分别小于 #’ &- 和 )’ %-，说明方法具有良好

的重复性和可靠性。

! $ %" 指纹图谱的建立

! ! 取不同产地的 (# 批仿刺参样品，按 (’ & 节的方

法制备供试品溶液，按 (’ ) 节的色谱条件进行测定，

其典型的 <=>? 指纹图谱见图 )#，最后确定仿刺参

皂苷色谱图中含有 * 个共有峰，其中含量最 高 的 %
号峰为 3+)+(+@%’ A( ；图 )1 是 3+)+(+@%’ A( 对照品

的色谱图。

图 #" （*）仿刺参总皂苷提取物和（7）对照品

&(3(+(/"2 8$ 的色谱图

!"#$ #" %&’()*+(#’*), (-（*）+&. ./+’*0+ (- +’"+.’1.2.
#340(,"5., -’() !" #$%&’()*+ *25（7）&(3(+(/"2
8$ 0(2+’(3

! ! 采用国家药典委员会推荐的“ 中药色谱指纹图

谱相似度评价系统（&##, A 版）”处理数据，将 (# 批

样品的色谱图导入该软件后，剪切掉前 % ,%’ 的溶

剂峰，通过色谱峰的多点校正，对 (# 个样品的色谱

峰进行匹配并自动生成对照指纹图 谱 9（ 见 图 ,）。

比较 (# 批样品的指纹图谱后发现，收集来的不同产

地的仿刺参样品皂苷的指纹图谱中主要峰群的整体

图貌基本一致。

·+--·
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图 !" #$ 批仿刺参样品的 !"#$ 指纹图谱

%&’( !" !"#$ )&*’+,-,&*./ 0) #$ !" #$%&’()*+ /12-3+/
# !$ % !$&："#$%&’"；(：)’*’)’+,’ *-+.’)%)-+/0

% ( &" 指纹图谱的相似度评价

# # 指纹图谱的评价指标是对供试品的指纹图谱与

该品种的对 照 指 纹 图 谱（ 共 有 模 式 图 谱）之 间 的 相

似度进行比较和计算。对照共有指纹图谱，以含量

最高的 ’ 号峰 12&2/23-+ 4$ 作为 参 照 峰，各 峰 的 相

对保留时间、相对峰面积结果见表 $，相似度计算结

果见表 !。

# # 综合表 $ 和表 ! 可以看出，$& 批样品指纹图谱

的相似度均在 &( )* 以上。虽然不同产地 的 样 品 中

各皂苷含量的相对比值有所差别，但这种在共性特

征基础上存在的个体差异是常见的现象。推测其变

化的原因，可能是由于仿刺参的生长环境、年龄以及

加工方式不同等诸多不确定因素造成的。

表 #" #$ 批仿刺参样品共有峰的相对保留时间及相对峰面积

4153+ #" 6+31.&7+ ,+.+*.&0* .&2+/（664）1*8 ,+31.&7+
-+19 1,+1/（6":）0) ’ ;0220* -+19/ 0) #$
!" #$%&’()*+ /12-3+/

5’#6
720

((8
49’)#.’ (!: ; <

(54
49’)#.’ (!: ; <

$ & 0 "*’ & 0 $) & 0 &*+ ,! 0 +-
! & 0 )$& & 0 !& & 0 $$! +! 0 $-
, & 0 )+& & 0 !& & 0 ,$- ,! 0 ),
+ & 0 )’) & 0 !& & 0 !** ,* 0 )+
’ $ & 0 !& $ ,$ 0 ’!
- $ 0 &!- & 0 !$ & 0 +$, ’$ 0 &-

表 %" #$ 批仿刺参样品的相似度分析结果

4153+ %" <&2&31,&.= 1*13=/&/ 0) #$
!" #$%&’()*+ /12-3+/

!#$%&’ 720 !-$-&#)-/= !#$%&’ 720 !-$-&#)-/=
!$ & 0 ))* !* & 0 )),
!! & 0 )), !" & 0 ))$
!, & 0 )"’ !) & 0 )"&
!+ & 0 ))! !$& & 0 )*&
!’ & 0 ))$ ( $ 0 &&
!- & 0 )*$

(" 结论

# # 本实验对不同产地、不同季节的 $& 批仿刺参样

品中的总皂 苷 进 行 了 指 纹 图 谱 研 究，在“ 中 药 色 谱

指纹图谱相似度评价系统（!&&+ 4 版）”的辅助下，

得到了仿刺参总皂苷的 >5?@ 指纹图谱。同时，本

实验对提取 条 件、色 谱 条 件 等 进 行 了 优 化，结 果 表

明，所建立的 方 法 的 精 密 度、稳 定 性 与 重 现 性 均 较

好，符合指纹图谱研究的技术要求，可作为仿刺参质

量评价的依据。但对于仿刺参不同的生长环境、采

集时间、年龄以及加工方式等复杂因素对指纹图谱

产生的 影 响 还 不 能 做 出 明 确 的 结 论，还 需 进 一 步

研究。
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