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高聚物型色谱柱在高效液相色谱法中一步分析制备
葛根素及大豆苷元的应用
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( 1. 南京工业大学 生物与制药工程学院，江苏 南京 211800;
2. 中国科学院 广州能源研究所，广东 广州 510640)

摘 要:建立了使用以聚苯乙烯-二乙烯基苯( PS-DVB) 为基质的高聚物型色谱柱一步分离制备葛根提取液中的葛
根素和大豆苷元的方法。采用 MKF-ＲP-HH色谱柱( 300 mm×7. 8 mm，8 μm) ，葛根提取液经 70%乙醇溶解稀释，以
水( A) 和甲醇( B) 为流动相进行梯度洗脱，流速 1. 0 mL /min，检测波长 250 nm，柱温 30 ℃。结果表明:葛根提取液
中的 2种有效成分葛根素和大豆苷元均与杂质达到了较好的分离效果，且柱效大于 2 100 N /m，优于常规的 C-18

硅胶色谱柱( 柱效: 1 000 N /m) 。该高聚物型色谱柱不仅可用于上述分析，还可用作半制备柱制备得葛根素和大豆
苷元纯品，葛根素在 2 ～ 50 μg /mL 范围内线性关系良好，回归方程为 y葛根 = 1. 342 2x-1. 018 4，线性相关系数为
0. 999;大豆苷元在 2～20 μg /mL范围内线性关系良好，回归方程为 y大豆 = 2. 275x+0. 869 5，线性相关系数为 0. 999;
葛根素和大豆苷元的纯化得率分别可达 95. 9%和 78. 5%。
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One-step determination and preparation of
puerarin and daidzein by polymer column in HPLC
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Abstract: Polymeric chromatographic column with polystyrene-divinyl-benzene ( PS-DVB ) packing
materials ( MKF-ＲP-HH，300 mm×7. 8 mm，8 μm) was established to determinate and prepare puerarin
and daidzein．The kudzu extraction dissolved and diluted by 70% ethanol．Water ( A) /methanol ( B) was
served as mobile phase at the rate of 1. 0 mL /min．Detection was done at the wavelength of 250 nm at 30
℃ ．Two active ingredients ( puerarin and daidzein ) and impurities have achieved effective separation．
Column efficiency reached 2 100 N /m that is superior than conventional silica column ( 1 000 N /m) ．This
polymeric column can be used as semi－preparative column to prepare puerarin and daidzein．The selected
chromatographic conditions led to effectively determinating puerarin with good linearity within 2 － 50
μg /mL，the regression equation was y ( puerarin) = 1. 342 2x－1. 018 4，and the regression coefficient was
0. 999; the selected chromatographic conditions were found to effectively determinate daidzein with good



linearity within 2-20 μg /mL，the regression equation was y ( daidzein ) = 2. 275x + 0. 869 5，and the
regression coefficient was 0. 999．The purification efficiency of puerain and daidzein could reach to 95. 9%
and 78. 5%．
Keywords: polystyrene-divinyl-benzene; polymeric chromatographic column; reversed phase high-
performance liquid chromatography; puerarin; daidzein

葛根是豆科植物野葛、甘葛藤的干燥根，早在
《本草纲目》中就有葛根可入药的记载［1］，在现代医
学中，较多权威资料如《中药大辞典》等著述，它具
有以下药理作用: 扩张冠状动脉和脑血管、降血糖
血脂、抗脂质过氧化和消除自由基、预防老年痴呆
等［1－4］。葛根提取液中的主要有效成分为葛根素和
大豆苷元等异黄酮类化合物，纯度较高的异黄酮类

化合物更具有药用价值，但各类天然葛根中除了异

黄酮类化合物，还含有其他有毒成分［5］。为了得到
纯度较高的异黄酮类化合物，葛根素的检测、分离
技术得到研发人员的广泛关注。通常分离分析葛
根提取液是用反相高效液相色谱法［6］，而其色谱柱

多为十八烷基硅烷键合的硅胶填料，该基质填料不

耐酸碱、不耐水、易污染、难以清洗和再生［7］，易对
样品造成不可逆吸附而拖尾［8］，更难以用于大量制

备。高聚物型色谱柱填料的结构聚苯乙烯二乙烯
基苯( PS-DVB) ，其结构耐酸、碱和耐水，易清洗再
生［9］，且无不可逆吸附。特别是在优良溶剂作用下
也可抗溶胀，耐 40 MPa 的压力。文献中多为使用
硅胶型色谱柱分离分析葛根提取液，而纯化制备时

却更换另类填料及重新优化选择流动相条件，极为

繁琐。
因此，笔者选用 PS-DVB 为基质的高聚物型色

谱柱( MKF-ＲP-HH) 对葛根提取液进行分离条件的
研究并优化，以期达到更好的分离效果，并可直接

应用于纯化制备。

1 材料与方法
1. 1 仪器与试剂
高效液相色谱仪 ( 配备 P680 HPLC 泵、UVD-

170U型可变波长紫外检测器，AT-330 柱温箱、8125
型进样装置) ，美国 Dionex 公司; PS-DVB 高聚物色
谱柱( MKF-ＲP-HH) ，南京麦科菲高效分离载体有
限公司;葛根提取原液( 葛根提取液-Ⅰ) ，南京工业
大学沼气站; 甲醇 ( 色谱纯 ) ，美国 TEDIA 公司;
Milli-Q Plus 超纯水仪，Millipore 公司; 葛根素 ( 批
号: YM0510YA14 ) 、大 豆 苷 元 ( 批 号: GＲ-133-

131014) ，美国 Sigma公司。
1. 2 液相色谱检测条件
色谱柱: MKF-ＲP-HH ( 300 mm × 7. 8 mm，8

μm) ;流动相: A为水，B为甲醇;检测波长: 250 nm;
流速: 1. 0 mL /min;柱温: 30 ℃ ;进样量: 20 μL;流动
相在使用前分别用 0. 45 μm 的混合纤维膜和尼龙
膜过滤，超声 30 min。
1. 3 葛根素与大豆苷元的混合对照品溶液、葛根提
取液的配制

葛根素( 6. 25 mg /mL) 和大豆苷元( 5 mg /mL)
混合对照品储备液: 精密称取葛根素 62. 5 mg 和大
豆苷元 50. 0 mg，置于 10 mL容量瓶中，用甲醇定容
至刻度。
葛根素 ( 0. 062 5 mg /mL ) 与大豆苷元 ( 0. 05

mg /mL) 的混合对照品溶液: 精密量取葛根素( 6. 25
mg /mL) 和大豆苷元( 5 mg /mL) 混合对照品储备液
1 mL，置于 100 mL 容量瓶中，用甲醇定容至刻度，
用 0. 45 μm的尼龙滤头过滤，备用。
葛根提取液-Ⅱ: 精密量取 2. 5 mL 葛根提取

液-Ⅰ，置于 10 mL 容量瓶中，用 70%乙醇定容至刻
度( 即稀释 4 倍) ，用 0. 45 μm 的尼龙滤头过滤，
备用。
葛根提取液-Ⅲ: 精密量取 1 mL 葛根提取

液-Ⅱ，置于 10 mL 容量瓶中，用 70%乙醇定容至刻
度( 即稀释 10 倍) ，用 0. 45 μm 的尼龙滤头过滤，
备用。
1. 4 标准品储备液及标准品溶液的配制
精密称取葛根素 20. 0 mg，置于 10 mL 容量瓶

中，用甲醇定容至刻度，制得质量浓度为 2 mg /mL
的葛根素标准品溶液。
精密称取大豆苷元 20. 0 mg，置于 10 mL 容量

瓶中，用甲醇定容至刻度，制得质量浓度为 2 mg /mL
的大豆苷元标准品溶液。
精密量取 1. 25 mL 葛根素标准品溶液 ( 2

mg /mL) ，置于 50 mL 容量瓶中，用甲醇定容至刻
度，制得质量浓度为 50 μg /mL 的葛根素标准品储
备液。
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精密量取 1. 25 mL 大豆苷元标准品溶液 ( 2
mg /mL) ，置于 50 mL 容量瓶中，用甲醇定容至刻
度，制得质量浓度为 50 μg /mL 的大豆苷元标准品
储备液。
精密量取 6. 0、4. 0、2. 0、1. 0 和 0. 4 mL 葛根素

标准品储备液( 50 μg /mL) ，置于 10 mL 容量瓶中，
用甲醇定容至刻度，分别制得质量浓度为 30、20、
10、5和 2 μg /mL的葛根素标准品溶液。
精密量取 4. 0、3. 2、2. 4、1. 6、0. 8 和 0. 4 mL 大

豆苷元标准品储备液( 50 μg /mL) ，置于 10 mL容量
瓶中，用甲醇定容至刻度，分别制得质量浓度为 20、
16、12、8、4和 2 μg /mL的大豆苷元标准品溶液。
1. 5 葛根素和大豆苷元的收集和浓缩
高聚物型色谱柱 MKF-ＲP-HH ( 300 mm × 7. 8

mm，8 μm) 可用作半制备柱纯化制备葛根素和大豆
苷元。在液相条件下分离葛根提取液-Ⅱ，手动收集
葛根素峰和大豆苷元峰，得到葛根素收集液和大豆

苷元收集液。
将葛根素和大豆苷元收集液分别置于 55 ℃和

45 ℃水浴中，经旋转蒸发仪浓缩，得到葛根素浓缩
收集液和大豆苷元浓缩收集液。

2 结果与讨论
2. 1 流动相中甲醇含量对葛根提取液分离效果的
影响

在文献［6］中，色谱柱为 Symmetry C18( 150 mm×
3. 9 mm，5 μm) ，流动相为甲醇和醋酸水溶液梯度条
件洗脱，流速为 1. 0 mL /min，柱温为室温，检测波长
为 250 nm。虽然待测组分与相邻组分可达到基线
分离，理论塔板数仅大于 1 000 N /m。葛根提取液
是成分复杂的混合物，其中，含有多种含氧杂环、氨
基、羧基和醛基等极性基团，宜与硅胶型色谱柱填
料中残存的硅羟基发生非特异性吸附。另外，硅胶
型色谱柱不耐酸、碱和水，易污染，难清洗和再
生［7］，而高聚物型色谱柱填料无残留羟基，无此非

特异性吸附，且耐酸、碱和水，易清洗和再生［9］，故
先借鉴文献［6］流动相体系，用高聚物型色谱柱测
定葛根提取液-Ⅱ，但结果比文献［6］的结果差。这
是由于高聚物型色谱柱填料与硅胶型色谱柱填料

存在结构差异，其最适流动相也必然有差别，故下

文将对适合高聚物型色谱柱分离葛根提取液-Ⅱ的
最佳液相条件进行优化。
不同体积分数甲醇含量的等度流动相对葛根

提取液-Ⅱ分离的影响见图 1。

图 1 不同等度甲醇流动相条件下葛根
提取液-Ⅱ的 HPLC色谱图

Fig. 1 HPLC chromatogram of different methanol
gradient of kudzu extraction-Ⅱ

由图 1 可知，在谱线 4 中，流动相为 90%B 时，
出峰很快，分别在 10 min 和 16 min 处出了两个
峰。降低甲醇体积分数至 50%时 ( 谱线 3 ) ，出峰
时间延迟，但分离度增大，即在 90%B 中，8 ～ 15
min处的单峰可被分出多个连续的未分离的峰，说
明随着甲醇浓度降低，分离度可改善。谱线 2 为
继续降低甲醇体积分数至 40%，除 10 min 处的一
组峰外，其他出峰时间都进一步延迟，分离度进一

步增大，分别在 10、22 和 30 min 出了 3 组相互分
离的峰。再降低至 30%B( 谱线 1) ，10 min 处的一
组峰仍然存在，而第 2 个峰延至 50 min 处，第 3 个
峰 70 min时仍未出现，其余各峰出峰时间均随甲
醇浓度降低而延迟。甲醇体积分数低至 30%时，
虽然分离度最好，但出峰速度太慢，因此认为 40%
B 为较好等度条件。
以上述不同等度流动相条件的结果，测定葛根

素和大豆苷元的混合物对照品溶液，以确定在不同

等度甲醇浓度中葛根素和大豆苷元在提取液-Ⅱ中
的归属，结果见图 2。
根据文献［10－12］可知，葛根素出峰早于大豆

苷元;葛根素在较低甲醇浓度下出峰，大豆苷元在

较高甲醇浓度下出峰。故由图 2 可知，谱线 7 流动
相为 90%等度甲醇体积分数时，混合对照品溶液在
9 min和 15 min各出一个峰，分别为葛根素和大豆
苷元。降低甲醇体积分数至 50%时( 谱线 6) ，混合
对照品溶液只在 13 min 有一个葛根素峰，而大豆苷
元 70 min仍未出峰。谱线 5中，在 40%等度甲醇体
积分数下葛根素在 20 min 出峰，大豆苷元更不出
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图 2 不同甲醇等度条件下葛根提取液-Ⅱ和
对照品溶液的 HPLC色谱图

Fig. 2 HPLC chromatogram of different methanol
gradient of the control and kudzu
extraction-Ⅱ

峰。由上述结果可知，葛根素及杂质峰随甲醇浓度
降低而推迟出峰;而大豆苷元除在流动相为 90%等
度甲醇体积分数中出峰，低于 50%B 在 70 min 内皆
不出峰。
为了使葛根提取液-Ⅱ中成分既有良好的分离

度，又使大豆苷元出峰，进一步改进流动相洗脱方

式为梯度洗脱，洗脱结果见图 3。

a为杂质一; b为葛根素; c为杂质二; d为大豆苷元

谱线 2为提取液-Ⅱ-40%CH3OH等度

谱线 8为提取液-Ⅱ-40%CH3OH( 0～20 min) 40→

90%CH3OH( 20～25 min)

谱线 9为对照品-40%CH3OH( 0～20 min) 40→

90%CH3OH( 20～25 min)

图 3 不同条件洗脱葛根提取液-Ⅱ和对照品的 HPLC色谱图
Fig. 3 HPLC chromatogram of kudzu extraction-Ⅱand

standard samples by different methanol gradient

由前文可知，在等度 40%B条件下，虽然大豆苷
元不出峰，但提取液-Ⅱ中各峰出峰时间和分离度较
好;另又可知大豆苷元在 90%B 时可出峰。结合两

者，先在等度 40%B 流动相中洗脱 20 min，而后在
20～25 min提升甲醇体积分数至 90%B，即谱线 8。
比较谱线 2与谱线 8 可知，30 min 前各峰的分离度
在谱线 2、8 中均相当，即 10 min 处有一组峰 a，22
min处有一尖峰 b; 当 30 min 后，谱线 8 在 30 ～ 35
min处出了一组峰 c，在 40 min 出了一个独立的尖
峰 d。以谱线 8的流动相条件测定葛根素和大豆苷
元混合对照品溶液，即谱线 9。由此可知，葛根素和
大豆苷元分别在 22、40 min 出峰，即谱线 8 中 b、d
分别是葛根素和大豆苷元，a 和 c 分别为提取液-Ⅱ
中的杂质峰。此结果表明，经谱线 8条件洗脱后，葛
根素和大豆苷元都有出峰，且均与杂质峰达到基线

分离。另由前文可知，分离度随甲醇浓度降低而增
大，故进一步优化降低 0 ～ 20 min 的等度甲醇浓度，
洗脱结果见图 4。

a为杂质一; b为葛根素; c为杂质二; d为大豆苷元

谱线 8为提取液-Ⅱ-40%CH3OH( 0～20 min) 40→

90%CH3OH( 20～25 min)

谱线 10为提取液-Ⅱ-35%CH3OH( 0～35 min) 35→

90%CH3OH( 35～40 min)

谱线 11为提取液-Ⅱ-35%CH3OH( 0～35 min) 35→

90%CH3OH( 35～45 min)

谱线 12为对照品-35%CH3OH( 0～35 min) 35→

90%CH3OH( 35～45 min)

图 4 不同条件洗脱葛根提取液-Ⅱ的 HPLC色谱图
Fig. 4 HPLC chromatogram of kudzu extraction-Ⅱ by

different methanol gradient

由前图 1可知: 葛根素在等度 40%B、30%B 流
动相中分别在 22 min 和 50 min 出峰，可推测，若在
等度 35%B流动相中，葛根素约在 35 min 出峰。谱
线 10为先在等度 35%B流动相中洗脱 35 min，而后
在 35～40 min 提升甲醇体积分数至 90%B。对比谱
线 8与 10，10 min的杂质出峰时间仍然不变。谱线
10中，葛根素出峰时间延迟至 35 min，杂质二延迟
至45～50 min，大豆苷元延迟至 55 min，葛根素峰与
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杂质一分离度增大至 4. 5，谱线 8、10 中，大豆苷元
与杂质二的分离度相当。
为制备纯净的葛根素和大豆苷元，需增加大豆

苷元与杂质二的分离度。根据大豆苷元在低浓度
下不出峰，可推测，减缓提升甲醇浓度的速率，从而

延迟大豆苷元出峰，达此目的。谱线 11为先在等度
35%B流动相中洗脱 35 min，而后再在 35 ～ 45 min
提升甲醇体积分数至 90%B。由谱线 10 与 11 比较
可知，两者葛根素峰与杂质一分离度相当，均大于

等于 4. 5，且谱线 11中大豆苷元峰与杂质二的分离
度由 5. 1增至 7. 8，至此，为纯化制备建立了较可靠
的谱线基础。
2. 2 半制备柱收集葛根素和大豆苷元
高聚物型色谱柱 MKF-ＲP-HH ( 300 mm × 7. 8

mm，8 μm) 可用作半制备柱一步纯化制备葛根素和
大豆苷元。通过对葛根素和大豆苷元收集液浓缩
后的再测定，可评价纯化制备的效果。
2. 2. 1 葛根素和大豆苷元的定性
用半制备柱在谱线 11 条件下分别测定葛根

素、大豆苷元的收集液和浓缩收集液，结果见
图 5。

a为杂质一; b为葛根素; c为杂质二;

d为大豆苷元; e为流动相所出峰

图 5 各样品在谱线 11条件下洗脱的 HPLC色谱图
Fig. 5 HPLC chromatogram of condition 11

gradient of samples

由图 5可知:在流动相空白中，56 min 处出现峰
e，此峰为流动相梯度改变所出;而混合对照品除流动
相空白峰 e外，33 min处峰 b和 60 min处峰 d分别为
葛根素和大豆苷元;与图 5( a) 葛根提取液-Ⅱ比较，葛
根素收集液和其浓缩收集液则在 33 min 处出葛根素
峰 b，而无杂质峰 a、c，即其中无杂质一和杂质二，说
明该收集液为葛根素纯品，即此收集过程已一步达到

了对葛根素的分离纯化。另两峰面积的大小则是因
浓度不同，即浓缩收集液中的峰 b 面积大于收集液;
同样，大豆苷元收集液和浓缩收集液中除峰 e 外，只
有峰 d，其面积的大小也说明此收集过程已一步且同
时达到了对大豆苷元的分离纯化及浓缩。
2. 2. 2 标准曲线绘制
按谱线 11 条件测定葛根素及大豆苷元标准品

溶液，其葛根素、大豆苷元峰面积分别见表 1、2。

表 1 不同浓度葛根素标准品的峰面积
Table 1 Peak area of puerarin at different concentration

ρ / ( μg·mL－1 ) 2 5 10 20 30 50

峰面积 1. 96 5. 87 11. 29 25. 83 40. 36 65. 62

表 2 不同浓度大豆苷元标准品的峰面积
Table 2 Peak area of daidzein at different concentration

ρ / ( μg·mL－1 ) 2 4 8 12 16 20

峰面积 5. 09 10. 30 19. 57 25. 58 37. 11 46. 62

由表 1和表 2可知:由峰面积 y对浓度 x 回归，
得其线性相关系数 Ｒ2，用加权法处理得到葛根素的

回归方程 y葛根 = 1. 342 2x葛根－1. 018 4，Ｒ2 = 0. 999 在
2～50 μg /mL浓度范围内线性关系良好; 大豆苷元
的回归方程 y大豆 = 2. 275x大豆 +0. 869 5，Ｒ2 = 0. 999，
在2～20 μg /mL浓度范围内线性关系良好。
2. 2. 3 收集液中葛根素和大豆苷元得率的考察
以谱线 11条件分离葛根提取液-Ⅱ并收集葛根

素和大豆苷元。单次分别收集葛根素及大豆苷元
收集液 9和 2 mL，重复 4 次( 共进样 80 μL) 并合并
其收集液，经旋蒸浓缩，得到葛根素浓缩收集液 5
mL，大豆苷元浓缩收集液 0. 15 mL。
用谱线 11条件对葛根提取液-Ⅲ和葛根素浓缩

收集液进行高效液相色谱测定，两者的葛根素峰面

积分别为 71. 517 和 10. 118，由葛根素标准曲线的
回归方程可知:

葛根提取液-Ⅲ中葛根素质量浓度为 54. 04 μg /
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mL，则葛根素提取液-Ⅱ中葛根素质量浓度为 540. 4
μg /mL。

4次 /80 μL葛根提取液-Ⅱ中葛根素量为 540. 4
μg /mL×( 80 /1 000) mL = 43. 23 μg; 葛根素浓缩收
集液中葛根素质量浓度为 8. 30 μg /mL，5 mL 葛根素
浓缩收集液中葛根素量: 8. 30 μg /mL×5 mL = 41. 50
μg。葛根素收集得率: ( 41. 50 μg /43. 23 μg) ×100%
= 95. 9%。
用谱线 11条件对葛根提取液-Ⅱ和大豆苷元浓

缩收集液进行 HPLC 测定，两者的大豆苷元峰面积
分别为 34. 755 和 15. 033，由大豆苷元标准曲线的
回归方程可知葛根提取液-Ⅱ中大豆苷元质量浓度为
14. 89 μg /mL，4次 /80 μL 葛根提取液-Ⅱ中大豆苷元
总量: 14. 89 μg /mL×( 80 /1000) mL=1. 191 2 μg;大豆
苷元浓缩收集液中大豆苷元质量浓度为 6. 23
μg /mL，0. 15 mL大豆苷元浓缩收集液中大豆苷元含
量: 6. 23 μg /mL×0. 15 mL=0. 934 5 μg，故收集大豆苷
元得率为( 0. 934 5 μg /1. 191 2 μg) ×100%=78. 5%。
由上可知，用 MKF-ＲP-HH 高聚物色谱柱对葛

根提取液-Ⅱ中的葛根素和大豆苷元进行一步法分
离纯 化 和 半 制 备，其 得 率 分 别 可 达 95. 9%
和 78. 5%。

3 结论
以 PS-DVB高聚物填料装填的半制备型色谱柱

为研究对象，对葛根提取液-Ⅱ中的葛根素和大豆苷
元进行一步分离纯化和半制备。色谱检测条件: 色
谱柱规格为( 300 mm×7. 8 mm，8 μm) ，流动相为甲
醇和水，流速为 1. 0 mL /min，柱温 30 ℃，使用分段
梯度法洗脱( 35% CH3OH( 0～35 min) 35→90% CH3

OH( 35～45 min) ) 可将葛根素、大豆苷元与杂质达
到有效分离并收集得葛根素和大豆苷元纯品。在
该检测条件下可以实现对葛根素和大豆苷元的一

般检测，并一步得到葛根素和大豆苷元纯品，葛根

素在 2 ～ 50 μg /mL 范围内线性关系良好，回归方程
为 y葛根 = 1. 342 2x-1. 018 4，线性相关系数为 0. 999;
大豆苷元在 2 ～ 20 μg /mL 范围内线性关系良好，回
归方程为 y大豆 = 2. 275x + 0. 869 5，线性相关系数
为 0. 999。
综上所述，本实验采用高 PS-DVB 聚合物色谱

柱一步分离纯化和半制备葛根素和大豆苷元，方法

简单，葛根素和大豆苷元的得率分别可达 95. 9%和
78. 5%，为制备葛根素和大豆苷元纯品提供了新
方法。
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