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摘 要 ：海参皂苷是海参的主要活性物质之一，有巨大的开发价值和应用潜力。但是海参皂苷在海参中含量较少并且 

种类较多，不易于大量提取与分析。因此海参皂苷的大量提取与分析成为研究的热点。从提取方法、分离纯化方法、分析 

方法三个方面综述了海参皂苷的研究进展，为进一步研究海参皂苷提供了线索和依据。 
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Abstract：Sea cucumber glycosides was main active substance of sea cucumber，which had great development 

value and potential application．But the content of the sea cucumber glycosides in sea cucumber was low and 

structure was complicated，difficult to fully extract and analyse．So the sea cucumber glycosides extraction and 

analysis has become a hot research topic．In this paper，the research progress of Sea cucumber glycosides was 

discussed from its extraction，purification and analytical method．It provided good clues and evidence for further 

study on sea cucumber glycosides． 
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症”圆。“滋阴、补血、健阳、润燥、调经、养胎、利产。产后、 

病后衰老，宜同火腿或猪羊肉煨食之”翻。海参皂苷是 

海参中最早被分离出的一类皂苷成分，至今已经有 

300多种被分离出来。海参皂苷，是由苷元和糖链通过 

B一糖苷键结合而成，主要为海参烷型(holostane)，偶有 

非海参烷型(nonholostane)结构 。 

现代药理学研究表明，海参皂苷是海参的主要活 

性物质之一，具有多种多样的生理活性。这些生理活 

性包括：抗肿瘤作用171、抗真菌作用[81、溶血作用【9]及免 

疫调节作用㈣等。化合物本身活性强，可以作为新型药 

物的候选化合物和先导化合物，有巨大的开发价值和 

应用潜力。本文从提取方法、分离纯化方法、分析方法 

三个方面综述了海参皂苷的研究进展，为进一步研究 

海参皂苷提供了参考。 

221===一 

1 海参皂苷的提取方法 

海参皂苷极性比较大，易溶于极性大的溶剂，如 

甲醇，乙醇，甚至是水。与此同时，海参中含有较多的 

磷脂类物质。所以在提取过程中一般采用醇提法，一 

方面可以去除脂肪酸，获得较多的皂苷类成分，另一 

方面操作简单，成本较低。 

1．1 回流提取法 

回流提取 (60％乙醇提取 7次)一大孔吸附树脂 

(取70％乙醇馏分)或流浸膏分散在水后萃取(用正丁 

醇萃取 6次)一将 70％乙醇洗脱部分或正丁醇部分减 

压回收，得到海参总皂苷_1l1。 

表 1 海参皂苷的回流提取方法 

Table 1 The reflux extraction oftriterpene glycosides ofsea cucumber 

1．2 醇一醇提取法 

甲醇回流提取 3次，取滤液一提取物甲醇热溶解， 

冷却收集上清液浓缩一加苯洗涤 3次，收集苯不溶 

物_÷加 95％乙醇回流2次，取乙醇提取液，减压干 

燥，获得海参粗皂苷 。 

1-3 水一醇提取法 

加水煮沸 3次，每次 15 min，取滤液一加 40％乙 

醇，过滤沉淀物一加 65％乙醇，过滤沉淀物一加95％ 

乙醇，取乳白色浑浊，离心，加苯，除不溶物一加氯仿， 

除不溶物，蒸馏去除氯仿后得海参粗皂苷 。 

1．4 水提取法 

海参水提取液或海参废弃液一1 mol／L NaOH调节 

pH=10，离心收集上清液一AB一8型大孔吸附树脂柱， 

离子水，5O％和7O％的乙醇溶液洗脱，收集 70％乙醇 

的洗脱组分一石油醚萃取脱脂，正丁醇萃取3次一减 

压浓缩至浸膏状后进行真空冷冻干燥，即得到水溶性 

海参皂苷冻干品【l7_删。 

1．5 冷浸提取法 

将海参制品绞碎，用 85％的乙醇冷浸多次，每次 

3 d 7 d，减压回收乙醇提取液得流浸膏。将流浸膏均 

匀分散在水中，依次用等量的石油醚，正丁醇萃取，分 

别得到石油醚部分和正丁醇部分，取正丁醇部分，将 

正丁醇部分减压回收，得到海参总皂苷【删。 

2 海参皂苷的分离纯化方法 

2．1 常规柱色谱 

由于海参体内含有较多的盐分，蛋白，多糖等成 

分，会影响进一步的分离工作，而大孔吸附树脂层析 

具有很好的除盐效果，还可同时除去部分蛋白、多糖 

等一些水溶性杂质。海参中化学成分复杂，并且海参 

皂苷的极性差别少，所以在海参皂苷的分离过程中常 

常需要采用两种以上的硅胶柱系统和反复硅胶柱层 

析来达到分离目的常以氯仿一甲醇一水进行洗脱。在海 

参皂苷的凝胶柱层析分离中，海参皂苷分子量比较 

大，极性强，易溶于水，并且在一些化合物中其单糖羟 

基常被硫酸酯化，所以极易被洗脱出来，从而可以使 

用羟丙基葡聚糖凝胶(Sephadex LH一20)更好的与脂溶 

性物质或分子量小的成分如色素等分离【2l_。海参皂苷 

的常规分离流程如图1所示。 

2．2 高效 

2．2 液相层析法(HPLC) 

在进行海参皂苷分离纯化时，色谱柱一般选择以 

硅胶和反相硅胶作色谱柱填料的制备色谱柱，检测器 

常为示差折光检测器(RID)。该方法的优点是可以进 
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图 1 海参皂苷的提取分离流程图 

Fig．1 Extraction and separation processes of sea cucumber glycosides 

行快速定性分析，并且有时候可用作定量分析，但是缺 

点是需要时间长，消耗溶剂多，不适合大量分离[22-23]。 

2．3 高效离心分配色谱或离心色谱(HPCPC或CPC) 

高效离心分配色谱技术(HPCPC)是由离心色谱 

进一步发展，属于液液分配色谱，同时也是现代逆流 

色谱的一种。它的机理是是基于组分在旋转螺旋管内 

的相对移动而互不混溶的两相溶剂间分配系数不同 

而获得分离，不需要用固体支撑体。其优点是：避免物 

质对固定相的不可逆吸附，失活，操作成本低，制备量 

大，操作灵活[241。其步骤包括溶剂系统及样品溶液的制 

备，固定相(溶剂系统上相)的填充，流动相(溶剂系统 

下相)及样品溶液的加入。Yadollah Bahrami等采用高 

效离心分配色谱技术 (HPCPC)，溶剂系统为 CHC1 ： 

MeOH：H2O一0．1％HCO2H(7：13：8)，对一些海参皂 

苷的同分异构体取得很好的分离，且减少有机溶剂 

的消耗[25 。 

3 海参皂苷的定性方法 

3．1 光谱学方法 

质谱常用于海参皂苷分子量的确定，以及皂苷糖 

链上单糖的连接J顺序。由于皂苷类成分具有难挥发性， 
一 般的硬电离技术在皂苷的应用上难以发挥，所以海 

参皂苷一般采用软电离技术，如正或负离子快原子轰 

击质谱(FAB—MS)，场解析质谱(FD—MS)等。随着联用 

技术的发展，基质辅助激光解析串联质谱仪(MALDI— 

MS／MS)和电喷雾离子化串联质谱(EsI—MsMs)等串联质 

谱技术开始成功应用于海参皂苷的定性检测上，串联质 

谱方法简单，快捷，为海参皂苷的定性检测提供很大帮 

助[271。核磁共振谱可分为核磁共振氢谱(1H—NMR)，核 

磁共振碳谱 (”C—NMR)和二维核磁共振谱(2D— 

NMR)，它们是测定海参皂苷结构的主要依据。 

3．2 液质联用法 

于林芳(281等利用HPLC—MS／MS联用技术，其中质 

谱仪为Q—TOF质谱仪，采用负离子模式检测，毛细管 

电压为 3．0 kV；锥孑L电压 60 V；扫描范围为200 m／z～ 

2 000 m／z，对 8种海参体内皂苷类化合物进行定性分 

析。通过质谱数据获得各皂苷成分的精确分子质量，分子 

式和碎片离子的裂解信息，最后与HPLC—DAD图谱和 

文献数据对比，对海参体内的部分已知皂苷进行鉴定。 

Roman S．Popov等 [291通过HPLC—MS／MS联用技 

术，利用梯度洗脱的方法，在海星体内Patiriapec— 

栅nera发现两种海参皂苷类成分，并且通过总离子流 

的保留时间和对其准分子离子峰以及其裂解方式进 

行解析，最终确定为 cucumariosides F1和F2，并确认 

这两种海参皂苷的来源。这体现了HPLC—MS／MS在海 

参皂苷定性分析的作用。与此同时，液质联用技术也 

是区分同分异构体的主要方法。海参皂苷类苷元结构 

类似，糖单元组成相近，容易出现同分异构体。S6ver— 

ine Van Dyck等[3O]采用液质联用方法对海参Holothuria 

forskali进行分析，发现多个同分异构体，其中有 13个 

为新化合物。 

HPLC芯片技术是一种新兴的色谱分析技术，通 

常与质谱联用。HPLC一芯片／质谱工作流程可将整个分 

析周期(糖链断裂，质谱分析)缩短为几十分钟，这将极 

大地提高药物分析的效率。Karen Grace V．Bondoc[ ]等 

采用 nano—HPLC—chip Q—TOF MS对三种海参进行同 

分异构体分析，其中液相条件：C18微流芯片柱(40 nL 

富集柱，43 mmx0．075 mm分析柱)，流动相A：10％甲 

醇(含0．1％甲酸)，流动相 B：100％甲醇(含 0．1％甲 

酸)，梯度洗脱，纳米泵到分析柱流速为300 nL／min， 

质谱条件：正离子扫描 ，记录质荷比范围400 m／z～ 

2 000m／z，基准质荷比范围680．035 m／z～1 279．995 m／z。 

检测出多种海参皂苷的同分异构体，HPLC一芯片／质谱 

技术为发现具有新型结构的海参皂苷提供重要依据。 

4 海参皂苷的定量方法 

4．1 显色剂显色法 

显色剂显色法是采用紫外～可见分光光度法，以 
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齐墩果酸或海参皂苷 Echinoside A为对照品建立标 

准曲线，5％香草醛一冰醋酸为显色剂，检测波长为 

546 nm～560 nm，最后通过比色法测定总皂苷含量的一 

种方法[ 。 

4．2 HPLC—EISD法 

蒸发光散射检测器(ELSD)对于没有紫外吸收的 

皂苷类化合物的含量检测提供了有力的帮助。张然等 

以三萜皂苷 Holotoxin A1为对照品，醋酸铵溶液(氨 

水调 pH=7．00)：乙腈为流动相，梯度洗脱，采用蒸发 

光散射检测器(EISD)，漂移管温度为 60℃，建立三 

萜皂苷 Holotoxin A1的HPLC—EISD检测方法，发现 

在0．2 txg／mL～25 Ixg／mL线性关系良好 (R2=0．999)，检 

测限为0．05 ixg／mU33]。 

4．3 溶血活性试验 

海参皂苷具有溶血’活|陛，所以有人也采用该特点 

来进行定量分析。S6verine Van Dyck等先采用离心法和 

磷酸缓冲溶液(PBS)对牛血液反复洗涤，制得红细胞悬 

液。在红细胞悬液中加人海参皂苷，37℃培养 1 h后进 

行离心，在540 nm下测悬液的吸光度。采用其他具有 

溶血活性皂苷类成分作为对照品，最后进行比较 。 

4．4 PMP衍生化法 

由于海参皂苷上的 D一异鼠李糖(D—quinovose)属 

于还原糖，可以与PMP(1一苯基一3一甲基一5一吡唑啉酮) 

试剂反应，形成紫外吸收强的PMP—quinovose，并且在 

HPLC检测中与其他 PMP糖类衍生物有很好的分离 

效果，所以可用于定量检测。Dong Ping等以D一异鼠李 

糖(D—quinovose)作为对照品，经过 HPLC(流动相为 

22％的乙腈的磷酸氢钾缓冲液，pH为 5．2，紫外检测波 

长为 250 nm)分析后作标准曲线，接着对海参皂苷进 

行提取分离及用三氟乙酸进行酸水解，除去苷元，收 

集经过水解的糖单元并与 PMP试剂反应，然后经过标 

准曲线测海参皂苷中D一异鼠李糖(D—quinovose)的含 

量，最后通过公式校正确定海参皂苷的含量。其方法 

在 6．56 mg／L～164 mg／L。时具有良好的线性关系 (R = 

0．995)，重现性、稳定性良好，定量限和定性限分别为 

1．122 mg／L和4．42 mg／Lp4]。 

4．5 液质联用法 

宋姗姗等∞采用液质联用法检测血清中海参皂苷 

Echinoside A，以皂苷单体 Echinoside A为标准品，采 

用选择离子监测扫描(SIM)，流动相为乙腈一0．1％碳酸 

铵水梯度洗脱，质谱条件为负离子扫描，毛细管电压 

3．5 kV，作标准曲线，发现海参皂苷单体 Echinoside A， 

在0-3 ixg／mL～20 Ixg／mL浓度范围内，单体浓度与液质 

SIM模式下峰面积呈现良好的线性关系，并从小鼠血 

液中检测到 Echinoside A，由此知海参皂苷 Echinoside 

A可经消化道吸收，为海参皂苷在保健食品及药物中 

的应用提供了科学依据。Guo Dan等哪 0以洛伐他丁酸 

为内标物，扫描方式为多反应监测 (MRM)，建立了 

LC—MS／MS的方法测定小鼠体内中海参皂苷nobiliside 

A的浓度，液相条件为甲醇一水(80：20)等梯度洗脱， 

质谱条件去簇电压：一101．00 V；射入电压：一303．00 V； 

碰撞能：一130．00 V；碰撞室出口电压：一7．o0 v，发现 

nobilside A的血浆浓度在50 ng／mL～5 000 ng／mL(R = 

0．994 6)范围内线性关系良好，可作为海参皂苷nobil— 

side A体内分析的重要依据。 

5 结论 

海参作为保健品，市场需求量大，同时随着研究 

的深入，海参皂苷在预防和治疗疾病方面越来越受人 

关注，其作为药物的先导化合物的潜力巨大。当前海 

参皂苷的研究主要集中在对不同海参中海参皂苷单 

体化合物的提取分离、结构鉴定和生理活性研究方 

面，至今已有多种海参皂苷的结构以及其活性得到阐 

明。但是对于海参皂苷的提取分离和分析方面研究相 

对较少，现在还处于实验室阶段。在分离提取方面，缺 

乏对新技术的应用，提取率低，不适用于工业化生产， 

但是我们可以借助植物皂苷类的提取分离方法，用于 

海参皂苷的分离。在分析方面，液质联用的发展对化 

合物的含量测定和定性分析上发挥着越来越大的作 

用，它不需要对样品进行复杂繁琐的预处理，具有高 

效快速、灵敏度高，尤其适于不易分离得到、分离度低 

或在分离过程中容易丢失的组分等一系列优点，对海 

参皂苷的分析有重大的意义。因此，在海参皂苷的提 

取分离及分析方面的研究还需进一步加强。 
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