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高效液相色谱3电喷雾质谱联用法检测

大豆异黄酮和皂苷

董淮海， 陶冠军， 王林祥， 秦 日方， 谷文英
（江南大学 食品学院，江苏 无锡 !"#$/4）

摘 要：应用高效液相色谱3电喷雾质谱联用法，直接对大豆胚芽的 %$5乙醇室温提取液进行检

测 )根据各色谱峰的质谱特征，在室温提取液中鉴定出 - 种异黄酮，% 种 6 组皂苷，# 种 7 组皂苷和

! 种 8 组皂苷 )结果证明对于复杂天然产物的定性定量分析，高效液相色谱3电喷雾质谱（9:;< =
8>?3@>）联用分析法是一种方便快捷有效的方法 )
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在室温下，将大豆胚芽用 %$5乙醇搅拌提取，

大豆异黄酮、皂苷、醇溶性蛋白、低聚糖和色素一起

被提取出来，提取液是一个多组分复杂体系，大豆

异黄酮和皂苷本身也包括多种类型 )大豆异黄酮是

多酚类化合物，主要包括染料木素（MPIFZUPFI）、大豆

黄素（TEFTXPFI）和黄豆黄素（M(QRFUPFI）及 %3C3葡萄糖

苷，4a3C3丙 二 酰 葡 萄 糖 苷，4a3C3乙 酰 葡 萄 糖 苷［"］

（见表 "）)大豆皂苷属齐墩果烷型皂苷 )大豆皂苷元

一共有 % 种，分别称为大豆皂苷元 6 b D，大豆皂苷

即是这些皂苷元和单糖（或乙酰化的单糖）形成的

糖苷［!］，有 4 种 6 组皂苷、2 种 7 组皂苷和 ! 种 8
组皂苷已被分离鉴定［/］（见表 !）) 7 组皂苷在食用

豆中分布广泛，6 组皂苷只存在于大豆胚芽中，8 组

皂苷不稳定，是 7 组皂苷的前体［#］)
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表 ! 大豆异黄酮类型及其结构

"#$%! "&’ ()*’+ #,- +(./0(/.’ 12 +1)$’#, 3+124#51,’+

异黄酮类型 !" !# ! !$

染料木素 % &% % ’

大豆黄素 % % % ’

黄豆黄素 (%$& % % ’

染料木素糖苷 % &% ’ %

大豆黄素糖苷 % % ’ %

黄豆黄素糖苷 (%$& % ’ %

乙酰染料木素糖苷 % &% ’ (&(%$

乙酰大豆黄素糖苷 % % ’ (&(%$

乙酰黄豆黄素糖苷 (%$& % ’ (&(%$

丙二酰染料木素糖苷 % &% ’ (&(%#(&&%

丙二酰大豆黄素糖苷 % % ’ (&(%#(&&%

丙二酰黄豆黄素糖苷 (%$& % ’ (&(%#(&&%

表 6 大豆皂苷的类型及其结构

"#$%6 "&’ ()*’+ #,- +(./0(/.’ 12 +1)$’#, +#*1,3,+

皂苷类型 !" !# !$

) 组皂苷

)* (%#&% !+,+-./ %

)0 (%#&% !+,+-./ (%#&)1

)1 (%#&% "+2+34*5 (%#&)1

)6 % !+,+-./ (%#&)1

)7 (%#&% % %

)8 (%#&% % (%#&)1

)- % % %

)4 % % (%#&)1

9 组皂苷

9* (%#&% !+,+-./

90 (%#&% "+2+34*5

91 % "+2+34*5

90: (%#&% %

91: % %

; 组皂苷

;* (%#&% !+,+-./

;0 (%#&% "+2+34*5

用高效液相色谱检测上述乙醇提取液中的大

豆异黄酮和皂苷时，若用标准样品定性方法确定色

谱图中每个峰的归属，由于大豆异黄酮和皂苷有多

种类型，因此需要多种标准样品 < 但大豆异黄酮标

准样品价格昂贵，大豆皂苷的标准样品目前尚无供

应厂商 < 自行分离或合成标准样品则费时费力，因

此给大豆异黄酮和皂苷的高效液相色谱法定性定

量分析带来诸多不便 <在高效液相色谱+电喷雾质谱

（%=2( > ;?@+A?）联用法中，色谱柱流出液分微量进

入质谱仪，质谱仪记录每个峰的质谱数据 < 根据每

个峰的质谱数据特征，就可以确定每个峰的归属，

从而不需用多种标准样品来确定每个峰的归属，使

定性定量分析变得方便快捷 <
B*35*C*.D6DE等在分离 FG+&+乙酰染料木素和

FG+&+乙酰大豆黄素时，将分离所得的单体直接注入

质谱仪，在各单体的质谱图中观察到分子离子峰和

高丰度的苷元离子峰［H］< ?7I147.. 等用!+葡萄糖苷酶

水解 提 取 样 品，得 到 各 种 大 豆 异 黄 酮 苷 元，再 用

%=2(> ;?@+A? 联用法对其结构进行鉴定，在其质谱

图中观察到大豆黄素和染料木素 A J % 准分子离子

峰和 5 > K 值为 ""L 的黄酮裂解特征峰［F］< ?4D3*DM*等
在研究大豆皂苷 ) 和 9 时，先用多步柱层析将皂苷 )
和 9 分离成各种单体，再应用B)9+A?确认各种单离

皂苷的结构 <在各单体的正离子质谱中观察到各种

皂苷的 A J %、A J N* 和 A J O 准分子离子峰，在

负离子质谱中观察到各种糖基的裂解碎片离子峰，

根据这些碎片可以推断糖基的连接次序［P］<以上方

法都是先将大豆异黄酮和皂苷分离或水解后，再用

质谱进行鉴定 <应用 %=2( > ;?@+A? 联用分析法，不

经分离或其他样品预处理，分别直接检测大豆胚芽

提取物中的大豆异黄酮和皂苷，结果证明此方法可

以有效地从大豆胚芽提取物中鉴定出各种类型的

大豆异黄酮和皂苷，为复杂天然产物的高效液相色

谱定性定量分析提供了一个有效的途径 <

! 材料与方法

! % ! 大豆异黄酮和皂苷的提取

称取 HQ - 脱脂胚芽粉，加 HQQ 52PQR的乙醇，

"QQ 3 > 5DS 搅拌，室温提取 # 4，提取 # 次 <抽滤所得

提取液用旋转蒸发器挥去溶剂后得黄色糖浆，黄色

糖浆于 HQ T真空干燥 "# 4 得黄色粉末 <称取 Q < H -
黄色粉末于 "QQ 52 容量瓶中，用 PQR乙醇定容，定

容后用 Q < UH#5 膜过滤，滤液作为 %=2( > ;?@+A?
分析样品 <
! % 6 实验方法

高效液相色谱仪为 V*I73E #FWQ，电喷雾质谱仪

为 V*I73E XA, UQQQ，色 谱 柱 为 ?Y557I3Y (L
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（! " # $$ % #&’ $$），柱温 (& )，流动相为含 #*醋

酸的甲醇和 #*醋酸，梯度洗脱 "

! 结果与讨论

! " # 大豆异黄酮的鉴定

+,-./0 !12’ 高效液相色谱仪的检测器配用二

极管阵列检测器，对流出液在紫外可见光范围内扫

描，检测时可同时得到每个峰的紫外可见光吸收光

谱 "在检测大豆异黄酮时发现每个峰在 !1’ 3$ 附

近都有最大吸收，因此在检测大豆异黄酮时选择

!1’ 3$ 为检测波长 " 以 !1’ 3$ 为检测波长，以含

#*醋酸的甲醇和 #*醋酸为流动相，优化流动相组

成和梯度洗脱模式，得到大豆异黄酮的 4567 色谱

图（见图 #,），在 (’ $83 内得到 2 个分离度很好的色

谱峰 "色谱峰分两个区域：!’ $83 以前的 ( 个峰和

!’ $83 以后的 1 个峰 "该 4567 方法在 (’ $83 内能

检测到 2 种异黄酮，可以用于大豆异黄酮的定量分

析 "
+,-./0 9:;<’’’ 为电喷雾质谱仪，其正离子

方式和负离子方式都在 $ = > 值为 !’’ ? # &’’ 内扫

描 " 4567 流出液分微量进入质谱仪，得到大豆异黄

酮的正离子总离子流图和负离子总离子流图（图 #
中 @ 和 A）"以正离子总离子流图和负离子总离子流

图中各峰的质谱，对 4567 各出峰进行鉴定，一共

鉴定出 2 种异黄酮（见表 (），按出峰次序依次为：大

豆黄素糖苷（B,8B>83），黄豆黄素糖苷（CDEA8-83），染料

木素糖苷（C.380-83，图 # 中 B 和 .），丙二酰大豆黄素

糖苷（1FGHG$,DI3EDB,8B>83），丙二酰黄豆黄素糖苷

（1FGHG$,DI3EDCDEA8-83），乙 酰 大 豆 黄 素 糖 苷（1FGHG
,A.-E DB,8B>83 ），乙 酰 黄 豆 黄 素 糖 苷（ 1FGHG
,A.-EDCDEA8-83），丙 二 酰 染 料 木 素 糖 苷（ 1FGHG
$,DI3EDC.380-83），乙 酰 染 料 木 素 糖 苷（ 1FGHG
,A.-EDC.380-83），此 结 果 与 JK8C.$8-0L 等 的 结 果 相

符［#］"
在样品中没有检测到 ( 种异黄酮苷元：大豆黄

素（B,8B>.83），黄豆黄素（CDEA8-.83），染料木素（C.380G
-.83）"异黄酮大部分以丙二酰糖苷和糖苷的形式存

在 "在天然状态下，异黄酮以丙二酰形式存在，丙二

酰形式不稳定 " 在水存在下加热，丙二酰形式的异

黄酮转化为糖苷形式；没有水存在下加热，丙二酰

形式的异黄酮转化为乙酰形式［M］" 在处理样品时，

采用旋转蒸发和真空干燥，目的是为了去除水分，

因而是在水存在下加热样品，样品中丙二酰形式的

异黄酮转化为糖苷形式，所以样品中糖苷形式的异

黄酮含量很高 "

," 4567（!1’ 3$）色谱图

@"总离子流图（NJ O ）

A"总离子流图（NJ P ）

B"染料木素糖苷质谱图（NJ O ）

."染料木素糖苷质谱图（NJ P ）

图 # 大豆异黄酮的色谱图和质谱图

$%&"# ’()* +,-./01.&-0/2 034 /022 256+1-0 .7 2.89
:603 %2.7;0<.362
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在 !"# $ %" 质谱中，负离子方式下，大豆黄素、

黄豆黄素和染料木素能得到准分子离子峰，其他 &
种异黄酮没有得到准分子离子峰（见表 ’）( 以染料

木素为例，在染料木素质谱中（见图 )），正离子方式

得到 * $ + 值为 ,-- ( - 的 % . /0 离子峰，* $ + 值为

,’’ ( , 的 % . 1 准分子离子峰和 * $ + 值为 23) ( ’ 苷

元离子峰，负离子方式得到 * $ + 值为 ,&3 ( - 的 % .
45离子峰，* $ + 值为 ,’) ( - 的 %61 准分子离子峰

和 * $ + 值为 2&7 ( , 的苷元离子峰 (

表 ! 大豆异黄酮 "#$%& ’()*+( 鉴定结果

,-./! ,01 231452627-5284 86 98:.1-4 2986;-<8419 .: "#$%&
’()*+(

保留时间 $
*89 % . 1 %61 鉴定结果

)2 ( 3) ,)3 ( ’ ,)- ( -
大豆黄素糖苷

（42)12:;7）

), ( )) ,,3 ( ’ ,,- ( &
黄豆黄素糖苷

（422122;):）

)3 ( &) ,’’ ( , ,’) ( -
染料木素糖苷

（42)12:;):）

22 ( <’ -:’ ( & =
丙二酰大豆黄素糖苷

（42,122;)2）

2’ ( 37 -’’ ( & =
丙二酰黄豆黄素糖苷

（42-12,;)’）

2, ( 2& ,-7 ( , =
乙酰大豆黄素糖苷

（42’122;):）

2- ( ’, ,<7 ( & =
乙酰黄豆黄素糖苷

（42,12,;))）

23 ( )) -)7 ( - =
丙二酰染料木素糖苷

（42,122;)’）

27 ( :< ,3- ( ’ =
乙酰染料木素糖苷

（42’122;))）

= / = 大豆皂苷的鉴定

大豆皂苷分子中只有一个双键，最大吸收波长

为 2:- 9* (若用紫外检测器检测，流动相的背景吸

收大，有时甚至淹没样品的吸收峰，并且不能梯度

洗脱 ( 若用质量检测器如蒸发光散射检测器，可排

除流动相的干扰，也可以梯度洗脱 ( 质谱就是一种

质量检测器，>0?@AB C%D,::: 质谱仪具有很高的

分辨率和灵敏度，应用它对 1EF4 流出液进行检

测，得到大豆皂苷的正离子总离子流图和负离子总

离子流图（图 20 和 G），根据总离子流图中各出峰的

质谱对每个峰进行鉴定，共鉴定出 3 种 H 组皂苷，,
种 I 组皂苷和 2 种 ! 组皂苷（见表 ,）(

0(总离子流图（!" . ）

G(总离子流图（!" = ）

J(大豆皂苷 I0 的质谱图（!" . ）

K(大豆皂苷 I0 的质谱图（!"6）

图 = 大豆皂苷的色谱图和质谱图

>2?/= "#$% 70@8A-58?@-A9 -43 A-99 9B175@- 86 98:*
.1-4 9-B84249

在总离子流图中，离子峰也分为 ’ 组，按出峰

次序依次为 H 组、I 组和 ! 组皂苷，每组皂苷的出

峰次序和 "L8A08M0 等的结果相同［3］(其中 H@、HN 和

IJ、IGO没有很好地分离，在这两个峰的质谱中，可

同时找到它们的 % . /0 离子峰，可进一步改变色

谱条件，将它们分开 (大豆胚芽在室温提取时，可同

时得到 H 组、I 组和 ! 组皂苷，! 组皂苷没有全部

转化为 I 组皂苷 (

<), 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第 2) 卷
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表 ! 大豆皂苷的 "#$%&’(鉴定结果

)*+,! )-. /0.12/3/4*2/51 53 657+.*1 6*851/16 +7 "#$%&’(

保留时间 !
"#$ % % & ’( % ) * 鉴定结果

+, - .. . +/, - / . +0. - / . +/1 - /
去乙酰

23（450*0/6+0）

7. - /. . +7, - / . +/. - / . +71 - /
去乙酰

2(（45,*086+,）

87 - 17 . 7/8 - / . 7,1 - / . 7/7 - / 2(（4/8*.9967.）

88 - .8 . 87/ - / . 850 - / . 875 - / 23（4/1*.98677）

85 - /9 . 8+9 - 1 . 887 - 1 . 8.0 - 1 2:（4/1*.9867+）

81 - +8 . +9+ - / . ++5 - / . +9. - / 2;（45,*096+/）

81 - +8 . +18 - / . +01 - / . +17 - / 2<（4/.*086+,）

58 - +8 05, - 5 0,. - / 051 - / =(（48,*1,6.0）

55 - 7+ 08+ - 5 0/5 - 5 08. - 5 =3（48,*1,6.,）

5/ - +/ 0.+ - 5 075 - 5 0.. - 5 =:（481*1/6.1）

5/ - +/ 10/ - 5 ,.0 - 5 105 - 5 =3>（48+*/,6.8）

/9 - 98 05/ - 5 010 - 5 055 - 5 ?(（48,*1/6.0）

/9 - ,8 089 - 5 0/7 - 5 070 - 5 ?3（48,*1/6.,）

以皂苷 =( 为例（见图 + 中 : 和 @），在皂苷 =(
的质谱中，在正离子方式下，" ! A 值为 0,. - / 时为

% & ’( 离子峰，" ! A值为 050 - / 时为 % & * 准分子

离子峰，" ! A值为 8+7 - 8 时为苷元—6*—*+6 离子

峰 -在负离子方式下，" ! A 值为 051 - / 时为 %B* 准

分子离子峰 - ?CD ! %C中，生成的离子碎片与锥孔电

压有关，不同的锥孔电压，得到的离子碎片也不同 -
本实验中采用固定的锥孔电压，此锥孔电压下，皂

苷可以得到高丰度的准分子离子峰，便于大豆皂甙

的鉴定 -

9 结 论

应用 *EF4 ! %C 联用分析法，在大豆胚芽 19G
乙醇室温提取物中，鉴定出 0 种异黄酮，1 种 2 组皂

苷，8 种 = 组皂苷和 + 种 ? 组皂苷 -此结果证明对于

复杂天然产物的定性定量分析，*EF4 ! %C 联用分

析法是一种方便快捷有效的方法 -
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