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摘要：利用制备高效液相色谱法从大豆总异黄酮提取物中制备出了 & 种大豆异黄酮糖苷。在 (&9.):.; <= >*)色

谱柱（*"" -- . !( -- /’ 3’，# !-）上，以甲醇 )体积分数为 "/ *? 的乙酸水溶液（体积比为 !&0 $$）为流动相，流速
为 !" -@ A -/0，采用等度洗脱方式，制备了 & 种大豆异黄酮糖苷，经质谱分析，确认它们分别为大豆苷、黄豆苷和染
料木苷。高效液相色谱分析表明，所制备的 & 种化合物的纯度均达到了 ,,? 以上。
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- - 大 豆（ T&$N+.0 ）是 豆 科 植 物 大 豆
［B$5-02% ,*C（@’）K+PP’］的成熟种子，大豆异黄
酮是大豆生长过程中形成的一类次生代谢产物，其

结构与雌激素相似，是一类植物雌激素。大豆异黄

酮有多方面的药理活性，包括抗癌、预防和治疗心血

管疾病、预防和治疗骨质疏松和更年期综合征以及

免疫调节作用。大豆异黄酮在防治癌症、降低血脂、

抗动脉粥样硬化症等方面有很好的疗效，在激素替

代治疗、激素依赖性肿瘤以及其他肿瘤的防治方面

有着广阔的应用前景。目前，以大豆总异黄酮或大

豆异黄酮提取物为功效成分的保健食品或功能食品

已被陆续开发出来。

- - 大豆中天然存在的异黄酮主要有 *! 种，可以分
为 & 类，即大豆苷类（ 3./3S/0 1P&"Q）、染料木苷类
（ 1+0/M4/0 1P&"Q）和黄豆苷类（1#$6/4/0 1P&"Q），它们
分别以游离型、葡萄糖苷型、乙酰基葡萄糖苷型和丙

二酰基葡萄糖苷型 % 种形式存在，其结构式见图 *
和图 !。其中大豆苷（ 3./3S/0）、染料木苷（ 1+0/M)
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!"#）和黄豆苷（ $%&’"!"#）是大豆异黄酮的主要存在
形式。

()* +),-).#/ 0# 0! 0$

# /1"/23"# 4 4 54
! $3#"6!3"# 54 4 54
$ $%&’"!3"# 4 5+4$ 54

图 !" # 种大豆异黄酮苷元的结构
!"#$ !" %&’()&(’*+ ,- &.’** +,/0*12 "+,-314,2* 1#3(),2*+

()* +),-).#/ 0# 0! 0$

% " /1"/2"# 4 4 4
% & ,1%)#&%/1"/2"# 4 4 +5+4!+554

% ’ 1’3!&%/1"/2"# 4 4 +5+4$

% ( $%&’"!"# 4 5+4$ 4
% ) ,1%)#&%$%&’"!"# 4 5+4$ +5+4!+554

% * 1’3!&%$%&’"!"# 4 5+4$ +5+4$

#+ $3#"6!"# 54 4 4
## ,1%)#&%$3#"6!"# 54 4 +5+4!+554

#! 1’3!&%$3#"6!"# 54 4 +5+4$

图 $" % 种大豆异黄酮糖苷的结构
!"#$ $" %&’()&(’*+ ,- 2"2* +,/0*12 "+,-314,2* #3(),+"5*+

% % 关于大豆异黄酮的报道主要集中于大豆异黄酮
的生物活性、总异黄酮的提取和精制、异黄酮成分的

鉴定和定量测定以及体内代谢研究方面。大豆异黄

酮的分析方法很多［# , $］，其中高效液相色谱法

（478+）是目前应用最为广泛的大豆异黄酮成分测
定方法，具有测定样品范围广、样品制备较为简单、

分离效率高、灵敏度好、测定结果准确等优点［" , &］。

478+ 与质谱（9:）联用是大豆异黄酮成分快速鉴
定和定量的最佳方法，对于大豆异黄酮成分的体内

代谢研究起到了重要作用［’ , (］。大豆异黄酮的制备

研究主要集中于以产品为导向的总异黄酮的提取分

离和精制［) , #!］。大豆异黄酮各成分的分离制备研

究文献报道较少，采用常规硅胶、聚酰胺或凝胶柱色

谱反复分离，可以实现对部分成分的分离，但由于大

豆异黄酮的溶解度低使这些方法的效率很低、成分

易发生变化［#$ , #&］；采用高速逆流色谱法结合溶剂萃

取可以实现大豆异黄酮各成分的分离制备，大容量

分离柱可以得到较为满意的效果，但制备效率仍然

受到样品溶解度和仪器性能的限制［#’ , #)］。为了获

得用于大豆异黄酮类保健食品质量分析和质量控制

的对照品，我们开展了大豆异黄酮标准物质的研究。

本文利用制备 478+ 结合溶剂萃取和离心脱盐技术
同时制备出了大豆苷、黄豆苷和染料木苷这 $ 种大
豆异黄酮糖苷的单体，纯度均达到 **; 以上。

!" 实验部分

! $ !" 仪器、试剂与材料
% % <1!3=6 7=3- 8+ "+++ 制备型高效液相色谱仪，
配 <1!3=6 !")( 双波长紫外>可见分光光度检测器
（美国 <1!3=6 公司）；47 ##++ 分析型高效液相色谱
仪，配二极管阵列检测器（?@?）（美国 @$"%3#! 公
司）；A"##"$1# 8+B @/C1#!1$3 91D 质谱仪（美国
A"##"$1# 公司）。
% % 甲醇和乙腈（色谱纯，德国 93=’E 公司），水为
9"%%">B 超纯水，其他试剂均为分析纯。大豆总异黄
酮提取物购于天津市尖峰天然产物研究开发有限公

司，其中总异黄酮含量为 "+;。
! $ $" 色谱条件
% % 分析型高效液相色谱条件 % （#）分析色谱柱
()C1>71E +#)（#&+ ,, - $. * ,, "* /*，" !,）；流
动相"为 &+ ,,)% F 8 醋酸钠缓冲液（ -4 &）>甲醇>
乙腈（体积比为 "+ / "+ / !+）混合液，流动相#为 &+
,,)% F 8 醋酸钠缓冲液（-4 &）>甲醇（体积比为 )+ /

!+）混合液；梯度洗脱程序为 &;"
$+
#$$$

,"#
"&;"

#&
#$$$

,"#
’+;"

&
#$$
,"#

#++;"；流速为 +. ) ,8 F ,"#。检测
波长 !’+ #,；进样体积 $ !8。（!）分析色谱柱 G)=>
H1D ID!3#/>+#)（!&+ ,, - ". ’ ,, "* /*，& !,）；
流动相为甲醇>水（体积比为 $+ / (+）混合液；流速
+. ) ,8 F ,"#；检测波长 !’+ #,；进样体积 & !8。
% % 制备型高效液相色谱条件 % 制备色谱柱 ()C1>
71E 40 +#)（#++ ,, - !& ,, "* /*，’ !,）；流动相
为甲醇>体积分数为 +. #; 的乙酸水溶液（体积比为
!$/ ((）；流速 !+ ,8 F ,"#；检测波长 !’+ #,；进样体
积 # ,8。
! $ #" 质谱条件
% % 采用电喷雾电离源（I:J），正离子和负离子扫
描，质量范围 #!+ 0 # &++ .；将样品溶于甲醇中，采
用注射泵进样方式，流速 $ !8 F ,"#。高纯氮气流量
+ * #& 971；毛细管温度 !++ K，电压 #+ L；电喷雾电
压 1 ". & EL。碰撞诱导解离（+J?）能量根据测定结
果调整，一般为 $+ 0 "+ 3L。
! $ &" 样品处理
% % 取大豆总异黄酮提取物 ’++ $，在研磨下用水混
匀成混悬液。依次以乙酸乙酯、水饱和正丁醇萃取。

由于用水饱和正丁醇萃取时不能分层，故每次萃取

·"’$·
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完成后采用抽滤的方法将其分为滤饼和滤液两个部

分。滤饼以新鲜的水饱和正丁醇研磨混匀，再与水

相充分分配后再抽滤。这样重复操作 # 次。最后，经
高效液相色谱分析确定抽滤后得到的滤饼（!"，$#%
"）为含目标成分部分，此部分用于高效液相色谱制
备。其余三部分（包括乙酸乙酯部分、正丁醇部分和

水部分）含有其他几种大豆异黄酮，另作研究。

! ! 称取 !" 部分 # #"，用甲醇超声溶解后定容至
$% #$，取样进行 %&$’ 分析，所用色谱条件见
“$& ’”节中分析型 %&$’ 条件（$），色谱图见图 (。

图 !" 大豆异黄酮糖苷的分析色谱图
!"#$ !" %&’()*+(#’*) (, -(./0*1 "-(,2*3(10

#245(-"60- /. *1*2.+"5*2 789%
()*+,-./*+ /0+1#)：203*4&*5 ’$)（$#% ## * (& + ## .6 76，

" !#）；8*#9+: 30+1#:：( !$；#0;.+: 9<*8:：#% ##0+ = $ 807.4
1# */:-*-: ;1>>:?（ 9% #）4#:-<*)0+4*/:-0).-?.+:（ "% , "% , ’%，
3 = 3）（"）*)7 #% ##0+ = $ 807.1# */:-*-: ;1>>:?（9% #）4#:-<4
*)0+（)% , ’%，3 = 3）（#）18.)" * "?*7.:)- 9?0"?*# 0> #@ "
(%

#$$$
#.)

"#@ "
$#

#$$$
#.)

-%@ "
#
#$$$

#.)
$%%@ "；>+0A ?*-:：%& )

#$ = #.)；#:*81?:7 *- BC ’-% )#6
! ! &:*58：(6 7*.7D.)；E6 "+,/.-.)；’6 ":).8-.)6

! ! 图 ( 表明，!" 部分主要含有 ( 种大豆异黄酮糖
苷类成分，其他成分很少，非常有利于这 ( 个成分的
放大制备。

# $ $" :% 中成分的制备
! ! 取 ’’% #" !"，用甲醇溶解并调其浓度为 #& %
" = $，然后以 " , $ 的体积比与制备色谱所用的流动
相混合，配制成供试液，用于制备色谱分离。分别收

集制备色谱的 (、E、’ ( 个组分（见图 "），用氨水将
9% 值调至中性后再浓缩至干。在所得固体中加入
少量水（( 种异黄酮糖苷在水中几乎不溶），用离心
的方法脱去中和时产生的醋酸铵，最后分别得到化

合物 ( #+ #"，化合物 E (" #" 及化合物 ’ $%- #"。

&" 结果与讨论

& $ #" 纯度检测

! ! 将“$& #”节中得到的化合物 (、E 和 ’ 分别用
分析型高效液相色谱法检测，分析用色谱条件见

图 %" 大豆异黄酮糖苷的制备色谱图
!"#$ %" %&’()*+(#’*) (, -(./0*1 "-(,2*3(10

#245(-"60- /. ;’0;*’*+"30 789%
&?:9*?*-.3: /0+1#)：203*4&*5 %F ’$)（$%% ## * ’# ##

.& 7& ，- !#）；8*#9+: 30+1#:：$ #$；#0;.+: 9<*8:：#:-<*)0+4
% 6 $@ *G1:018 */:-./ */.7（ ’( , ..， 3 = 3）； >+0A ?*-:： ’%
#$ = #.)；#:*81?:7 *- BC ’-% )#6
! ! &:*58：(6 7*.7D.)；E6 "+,/.-.)；’6 ":).8-.)6

“$& ’”节中分析型高效液相色谱条件（’）。经峰面
积归一化法计算，化合物 (、E 和 ’ 的纯度分别为
++& "’@，++& -)@ 和 ++& +#@。
& $ &" 结构鉴定
! ! 大豆异黄酮糖苷主要由大豆黄素、黄豆黄素和
染料木素 ( 种苷元分别形成的葡萄糖苷、乙酰葡萄
糖苷和丙二酰葡萄糖苷组成，葡萄糖残基通常连接

在苷元的 . 位。因此，可以通过其质谱中分子离子
和特征碎片离子分析确认其分子结构［.］。

! ! 化合物 ( 在 HIJ = KI 正离子模式下给出准分子
离子 ! " # "$.& $（［K / %］/，$%%@ ）（括号内的数字
为 质 谱 峰 的 相 对 强 度 ）和 ! " # ’##& ’
（［K / % 0 "+/］/，$-@ ）；! " # "$.& $ 离子的二级质
谱给出 ! " # ’##& ’（［K / % 0 "+/］/，$%%@ ）。化合物
( 在 HIJ = KI 负离子模式下给出准分子离子! " #
"-$& # （［K / %’LL］0， $%%@ ）， ! " # "#$& )
（［K / ’+］0，+%@ ）和 ! " # ’#(& )（［K 0 % 0 "+/］0，
$)@ ）；! " # "#$& ) 离子的二级质谱给出 ! " # ’#(& ’
（［K / ’+ 0 "+/］0，$%%@ ）。上述实验结果与文献［.］
中大豆苷的数据一致。其结构见图 ’ 中的化合物 "。
! ! 化合物 E 在 HIJ = KI 正离子模式下给出准分子
离子 ! " # "".& $（［K / %］/，$%%@ ）和 ! " # ’)#& (
（［K / % 0 "+/］/，$"@ ）；! " # "".& $ 离子的二级质
谱给出 ! " # ’)#& ’（［K / % 0 "+/］/，$%%@ ）。化合
物 E 在 HIJ = KI 负离子模式下给出准分子离子! " #
"+$& )（［K / %’LL］0，$%%@ ）和 ! " # ’)"& %
（［K 0 % 0 "+/］0，’%@ ）；! " # "+$& ) 离子的二级质
谱给出 ! " # ’)(& $（［K 0 % 0 "+/］0，$%%@ ）。上述
实验结果与文献［.］中黄豆苷的数据一致。其结构
见图 ’ 中的化合物 .。

·#-(·
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# # 化合物 ! 在 "#$ % &# 正离子模式下给出准分子
离子 ! " # "$$% &（［& ’ ’］’，&((( ）和 ! " # !)&% $
（［& ’ ’ * )*+］’，+(( ）；! " # "$$% & 离子的二级质
谱给出 ! " # !)&% $（［& ’ ’ * )*+］’，&((( ）。化合
物 ! 在 "#$ % &# 负离子模式下给出准分子离子
! " # "))% ,（［& ’ ’!,,］*，&((( ）和 ! " # !+-% ,
（［& * ’ * )*+］*，&.( ）；! " # "))% , 离子的二级质
谱给出 ! " # !+-% !（［& * ’ * )*+］*，$(( ）。上述实
验结果与文献［)］中染料木苷的数据一致。其结构
见图 ! 中的化合物 &(。
! ! "# 流动相酸化的作用与后续处理
# # 由于 $ 种大豆异黄酮糖苷的结构中均含有酚羟
基，故三者均呈弱酸性。若流动相中不加酸，当进样

量较小时，峰形和分离度尚可，但随着进样量的增加

（大于 & -. 时），色谱峰出现拖尾和前伸等情况，所
以流动相中添加酸对改善峰形和分离效果是必需

的。但是流动相中加酸后，若不加以中和，在浓缩过

程中酸浓度会逐渐升高，容易引起糖苷的酸水解。

故浓缩前须加少量氨水中和，蒸干后还必须进行脱

盐处理，这给实验操作带来了一定的麻烦。

图 $# 过载时大豆异黄酮糖苷的制备色谱图
"#$! $# %&’()*+,#-$ .(’.+(+/#&’ 0123 45(*6+/*$(+67

*8 7*9:’+- #7*8)+&*-’ $);4*7#,’7
!/01-231)024/5+ +167535168 209 3/9 82-9 28 56 :5); " ;
#2-4*9 <1*=-9：2; & ; ! -.；>; & ; + -.；+; ! ; ( -.;

! ! %# 进样量的优化
# # 由于大豆异黄酮糖苷的溶解性不好，且 $ 种异
黄酮糖苷的极性相近，当进样量过大时，各峰分离度

变差，分离时间及溶剂用量均增加，需对色谱峰进行

切割收集，很难同时获得纯度较高的 $ 种异黄酮糖
苷单体。从图 , 中可以看出，进样体积为 &% ! -.
时，峰形开始分叉，分离度尚可；当进样体积增大为

&% + -. 和 !% ( -. 时，峰形前伸，分离度明显下降。
另外，从图 , 中也可看出当进样量增大时，保留时间
为 &% - -56 左右的峰会越来越大直至变为平头峰
（经分析型 ’?.! 分析这个平头峰为 $ 种糖苷的混
合物），这使得后面 $ 种糖苷的纯度下降。因此，为

了获得高纯度单体及便于手动收集，本制备方法中，

每次进样约为 "% ( -)，进样体积为 & -.。

"# 结论

# # 本文采用制备型高效液相色谱结合溶剂萃取和
离心脱盐的方法，制备了 $ 种大豆异黄酮的糖苷，经
分析型 ’?.! 检测，纯度均达到了 --( 以上。由于
异黄酮类化合物在各种常用溶剂中的溶解性都很

差，使得制备液相色谱的进样量受到很大限制。因

此，如何增加进样量，提高分离效率，还有待进一步

研究。
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