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癞葡萄皂苷的分离、纯化及其结构鉴定
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摘 要：分别使用Ap8大孔树脂、C。。填料柱，从癞葡萄醇提取物中分离纯化癞葡萄皂苷，并用高

效液相色谱法测定所得化合物的相对舍量，最后使用质谱、核磁共振的方法对其分子结构进行了

鉴定。结果成功分离纯化出一种皂苷，经测定，该皂苷的纯度为95．70％，结构鉴定为葫芦烷一5一烯一

3B，22，23，24，25一四羟基一3—0-3—8-肛吡喃葡萄糖(1—6)一》吡喃葡萄糖苷。
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Abstract：To separate，purify and identify saponins from Momordica charantia L．Var．abbreviate

Ser were studied．The ethonal extract of Momordica charantia L．Var．abbreviate Ser was purified

through A昏8 and C18 column．The relative content of the obtained saponin was determined by

HPLC and its structure was identified by NMR．One saponin，the relative content 95．70％and

the structure cucurbitane-5一an一3{9-22，23，24，25一tetrahydroxy卜3-0-3一口一分glucopyranose(1·6)一

D-glucopyranoside was obtained succedssfully，and was same to the Momordicoside A that has

been reported in peer view international journals．
．
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癞葡萄(Momordica．charantia L．Var．abbre— viate Ser)属于葫芦科苦瓜属的一个变种，原产于印
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度，由江苏省优质产品开发服务中心驯化改良而

成，无锡富仁生物科技有限公司大面积栽培获得成

功。癞葡萄富含皂苷、多肽、多糖等活性成分，具有

降血糖、降血脂、抗癌、抗艾滋病、抑菌、抗氧化、增

强免疫力等功效El-s3。皂苷是癞葡萄重要的活性成

分之一，癞葡萄皂苷占果实干重的3．1％，具有明显

的降血糖活性"]。

苦瓜中主要含有葫芦素烷型、齐墩果烷型、乌

苏烷型等三萜类皂苷。现在共有Momordicoside

A、Momordicoside B、Goyaglycoside a、Goyaglyco-

side b等30多种苦瓜皂苷已见报道[s-lo]，而对于苦

瓜的变种癞葡萄，目前还未见有关其皂苷单体的研

究报道。传统的皂苷分离纯化方法是将皂苷的粗

提物经大孔树脂、硅胶柱和C，。填料柱反复洗脱，并

采用薄层层析法检测得到不同种类的皂苷，这种方

法操作繁琐，工作量大，使用了大量有毒的有机溶

剂[1¨。作者将粗皂苷经大孔吸附树脂初步洗脱后

直接上C。。填料柱分离，采用电喷雾质谱检测，合并

分子离子峰相同的洗脱液，得到一种皂苷纯品，简

化了分离步骤，缩短了分离纯化周期，避免使用如

氯仿等毒性大的有机溶剂。电喷雾质谱是一种很

“软”的质谱，可以得到物质的准分子离子峰，通常

没有碎片离子峰，对皂苷等极性较大的物质测定十

分有利。通过质谱、核磁共振确定了该皂苷的分子

结构。

1材料与方法

1．1实验材料与设备

癞葡萄干粉：无锡富仁科技有限公司提供；

Aglient 1100型高效液相色谱仪：Aglient公司产

品；Waters Platform ZMD 4000质谱仪：Waters公

司产品；旋转蒸发仪：上海亚荣生化仪器厂产品；

Unico FWJ2000型可见光分光光度计：尤尼科仪器

有限公司生产；C，。填料：日本YMC公司生产；大孔

树脂AB-8：南开大学化工厂生产；Bruker

AVANCE AV-500核磁共振仪：Bruker公司产品。

1．2癞葡萄皂苷的分离纯化

癞葡萄干粉l kg，置于10 L的容器中，加入体

积分数75％乙醇9 L，70℃下提取24 h。用旋转蒸

发仪将提取液浓缩至一定体积，再用正丁醇萃取。

蒸干萃取液中的正丁醇，用水复溶，再用AB-8大孔

树脂吸附，分别用体积分数40％、60％及95％的工

业乙醇洗脱m。引。取体积分数60％乙醇洗脱液，浓

缩后上C18填料柱(20 mm×800 mm，200～300

目)，用体积分数60％～100％甲醇水溶液梯度洗

脱，再用分步收集器收集洗脱液，每管收集10 mL，

使用质谱作为检测器，将所得质谱信息中分子离子

峰相同的洗脱液合并，浓缩后得到一种癞葡萄皂苷

单体。

1．3癞葡萄皂苷纯度鉴定

使用反相高效液相色谱法(RP—HPLC)测定癞

葡萄皂苷的纯度。条件为：色谱柱：Zorbax SB C。8，

4．6 X 150 mm；柱温：30℃；流动相：体积分数

60％～100％甲醇水溶液梯度洗脱；体积流量：0．3

mL／min；进样量：1 btL；检测器：蒸发光散射

(ELSD)。

1．4癞葡萄皂苷分子结构的质谱法推测

将癞葡萄皂苷溶于甲醇中，用ESI／MS进行测

定。质谱条件：离子方式ESI+和ESI／MS，毛细管

电压4．23 kV，锥孔电压36 V；ESI+／MS：毛细管电

压4．20 kV，锥孔电压36 V；离子源温度100℃；脱

溶剂汽温度250℃；相对分子质量范围：200～1 000

m／z；光电倍增器电压700 V；检测器真空2．6 Pa；载

气为氮气，体积流量4．3 L／h；进样方式：直接进样。

1．5癞葡萄皂苷分子结构的NMR法测定

将分离得到的化合物溶于氘代甲醇(CD30D)

中，以四甲基硅烷(TMS)作内标，核磁共振仪测定

该化合物的氢谱(1 H—NMR)、全去偶碳谱(”C-

NMR)、不失真极化转移增强谱(DEPT—NMR)。

2结果与讨论

2．1癞葡萄皂苷的纯度检测

癞葡萄皂苷的紫外吸收很弱，如果在用HPLC

测定其浓度时使用紫外检测器，则会产生很大的误

差，因此这里使用蒸发光散射检测器。由图1知，

保留时间为3．055 min处的峰为杂质峰，丽保留时

间为5．268 min处的峰则为样品峰。面积归一化法

显示其相对含量为95．70％，已达到进行核磁共振

检测所需的纯度。

2．2质谱法推测癞葡萄皂苷的结构

使用电喷雾质谱法推测癞葡萄皂苷的结构[1 31，

结果见图2。

在正离子谱图中，m／z 840为该化合物分子结

合了一个钠离子后形成的准分子离子峰；而在负离

子谱图中，一共有一个准分子离子峰和两个主要的

离子碎片峰，其中，m／z 816为该化合物失去了一个

质子后的准分子离子峰，由此可推断该化合物的相

对分子质量为817，m／z 654可能为该化合物掉了

一个糖基碎片(816～162)后形成的碎片离子峰，

m／z 492可能为该化合物掉了两个糖基(816-162-
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Fig．1 HPLC result of the saponin from Momordica

charantia L．V8r．abbreviater Ser
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因此m／z 492可能是该化合物的母核形的碎片离

子峰。

2．3癞葡萄皂苷的磁核共振数据及其结构鉴定

该化合物为白色粉末，溶于甲醇，在甲醇水溶

液中析出白色沉淀。1H—NMR显示苷元部分共含有

8个甲基质子信号[8 0．82(3H，s)，0．95(3H，d，J2

6．77 Hz)，1．05(3H，s)，1．34(3H，s)，1．35(3H，s)，

1．55(3H，s)，1．56(3H，s)，2．05(3H，s)]，3个相对

于低场的含氧碳上的质子信号[8 3．64(1H，d，J=

6．81 Hz)，3．66(1H，d，J=4．96 Hz)，3．68(1H，d，

J=4．35 Hz)]和一个多重峰烯基质子信号[8

5．683。在化学位移为3～6的范围内，还存在着2

个糖基上的12个质子信号，分别为[艿3．18(2H，d，

J=8．07 Hz)，3．36(2H，d，J一9．98 Hz)，3．42

(1H，t，J=7．75 Hz)，3．55(1H，t，J=7．65)，3．76

(1H，d，J一7．12 Hz)，3．82(1H，d，J=7．20 Hz)，

3．85(1H，d，J=9．88 Hz)，4．08(1H，d，J=9．82

Hz)，4．28(1H，d，，=7．81 Hz)，4．42(1 H，d，J一

7．81 Hz)，5．45(1H，d，J=6．23)，5．52(1H，d，J=

5．43)]。
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图2癞葡萄皂苷的ESbMS图

Fig．2 ESI-MS of the Momordica charantia L．Var．abbreviater Ser

该化合物碳谱中各碳化学位移数据如下：13 C-

NMR(500MHz，CD3 OD)[艿23．4(C一1)，28．7(C．

2)，88．5(C-3)，42．6(C一4)，144．6(C-5)，120．3(C-

6)，25．6(C一7)，45．5(C一8)，39．8(C-9)，33．8(C-10)，

29．9(C一11)，30．0(C_12)，48．1(C-13)，49．1(D14)，

36．4(C一15)，26．2(C一16)，48．8(C-17)，16．0(C一

18)，29．0(C-19)，43．7(C-20)，14．9(C．21)，72．4(D

ES+

9e6

22)，76．0(C-23)，72．6(C一24)。75．3(C一25)，28．4(C-

26)，28．8(C-27)，23．9(C一28)，26．6(C一29)，18．9(C-

30)，106．8(C-1’)，75．9(C一2’)．78．4(C-3’)，72．0

(C-4’)，78．3(C一5’)，70．2(C一6’)，105．1(C-1”)，75．4

(C一2”)，78．3(C-3”)，71．9(C一4”)，77．4(C一5”)，63．1

(C一6”)]。”C—NMR显示了此化合物含有42个碳，

除了两个糖之外，母环上有30个碳原子，说明它为
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三萜类皂苷。其中共有8个甲基，从双健的化学位

移判断此化合物为四环三萜类皂苷。除了糖分子

上的10个碳原子外，另外还有4个碳含有羟基信

号，表明该化合物有多个取代羟基。这一点从

DEPT谱中仅有7个CH：也得到了证实。两个糖

的连接方式为l一6相连，并接在C一3上。由此推断

该化合物为葫芦烷一5一烯一38，22，23，24，25一四羟基一

3-O-3—8一D一吡喃葡萄糖(1—6)一D一吡喃葡萄糖苷。

这种皂苷与1980年日本学者Okabe等人报道的苦

瓜皂苷A相一致[14]。该皂苷分子式为Ct2 H，。Om
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