
第 38 卷  第 1 期 

2023 年 2 月 

天津科技大学学报 

Journal of Tianjin University of Science  & Technology 

Vol. 38  No. 1 

Feb. 2023 

 

  收稿日期：2022-04-28；修回日期：2022-06-28 

  基金项目：天津市“131”创新型人才团队资助项目(201926) 

  作者简介：王松军（1995—），男，河南人，硕士研究生；通信作者：张 民，教授，zm0102@sina.com 

 

 

 

 

 

海参筋中海参皂苷提取分离及结构分析 
 

王松军，张 民 
(天津科技大学食品科学与工程学院，天津 300457) 

 

摘  要：海参皂苷是由苷元和糖基侧链组成的结构复杂的糖基类化合物．本研究以海参筋为原料进行海参皂苷的提

取，以 D101 大孔吸附树脂和半制备液相色谱仪进行分离纯化，得到 3 种物质 SCTS-Ⅳ-W、SCTS-Ⅳ-20 和 SCTS-Ⅳ-

40．采用傅里叶变换红外光谱(FTIR)、气相色谱法(GC)以及安装了电喷雾电离源和飞行时间离子阱的串联质谱仪

(ESI-IT/TOF-MS/MS)分析其结构，结果表明：3 种物质含有皂苷类物质的官能团以及奎诺糖、木糖、3-O-甲基葡萄糖

和葡萄糖 4 种糖基，并且发现了其可能的结构． 
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Extraction, Isolation and Structural Analysis of Sea Cucumber  

Saponins from Sea Cucumber Tendons 

WANG Songjun，ZHANG Min 

(College of Food Science and Engineering，Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：Sea cucumber saponins are glycosyl compounds with complex structures composed of aglycones and glycosyl 

side chains. In this study，sea cucumber saponins were extracted from sea cucumber tendon as raw material，purified and 

separated by D101 macroporous adsorption resin and semi-preparative liquid chromatography，and three substances SCTS-

Ⅳ-W，SCTS-Ⅳ-20 and SCTS-Ⅳ-40 were obtained. The structures were analyzed by Fourier transform infrared spectros-

copy (FTIR)，gas chromatography (GC) and tandem mass spectrometer with electric spray ionization and time-of-flight ion 

trap (ESI-IT/TOF-MS/MS). The results showed that the three substances contained the functional groups of saponins，

quinose，xylose，3-O-methyl glucose and glucose 4 glycosyl groups，and their possible structures were also found. 
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海参筋是海参的神经系统，附着于海参体壁的内

部，是控制运动的部位，营养成分最为丰富，蛋白质

以及皂苷等成分的含量均高于体壁[1]，在海参加工过

程中很容易脱落并混合在内脏之中，造成浪费．目前

的文献报道，几乎没有单纯以海参筋为原料进行生物

活性物质的提取、分离并进行应用[2]． 

海参皂苷分子的极性较大，因此可以选择极性较

大的溶液进行提取，例如水、乙醇和正丁醇．此外，在

加热条件下提取会大大提升提取得率．目前提取海

参皂苷的提取方法主要是在水或醇溶液中进行加热

回流或浸提等[3]．经过初步提取的海参粗皂苷含有

盐、蛋白质、色素等多种杂质，为了提高海参皂苷的

纯度和后续的结构分析，需要对其进行纯化．海参皂

苷的纯化方法主要有大孔树脂吸附、薄层色谱分离、

正反相硅胶柱分离、离心分配色谱分离、高效离心分

配色谱分离、半制备液相色谱分离等方法[4-5]． 

海参皂苷的结构主要分为两个部分：皂苷元和糖

基侧链．海参皂苷种类多且复杂，不仅包括同分异构

体，还有四环和五环、萜类和甾类、烷型和非烷型等

区分，糖的种类、顺序位置、数量等差异，以及酯化和
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磺化等区别．从官能团来看，海参皂苷元的环状结构

上存在不同位置双键；羟基较多，造成极性较大；羟

基和糖连接的位点生产连接基团[6]．目前，研究海参

皂 苷 结 构 的 方 法 主 要 有 傅 里 叶 变 换 红 外 光 谱

(FTIR)、核磁共振(NMR)和质谱法(MS)等．通过核

磁共振光谱可以得到海参皂苷的主要结构信息，但是

通常需要大量的高纯度样品和多种谱图相互辅助分

析，数据量较大，分析过程较为繁琐．在质谱分析时，

由于海参皂苷极性较大，通常以电离或激光的形式产

生的碎片离子分析物质的结构，例如基质辅助激光解

吸电离质谱(MALDI-MS)和电喷雾电离质谱(ESI-

MS)等技术[7]，方法灵敏度较高，已成为分析海参皂

苷的首选技术． 

本研究以海参筋为原料进行海参皂苷的提取分

离和结构分析，提高海参筋的利用率，旨在丰富海参

皂苷的种类和结构信息． 

1 材料与方法 

1.1 材料 

海参内脏，百德福生物科技有限公司；乙醇、二

氯甲烷、正丁醇，分析纯，国药集团化学试剂有限公

司；D101 大孔吸附树脂(30～60 目)，安徽三星树脂

科技有限公司；木糖、奎诺糖、葡萄糖、3-O-甲基葡

萄糖(纯度≥98% )，索莱宝生物科技有限公司． 

1.2 方法 

1.2.1 提取 

海参皂苷的提取参考已有研究方法[8-9]并略有修

改．将海参筋从海参的内脏中挑出、洗净、冷冻干燥、

粉碎备用．粉碎的海参筋用乙醇溶液反复进行加热

提取，合并提取液，55 ℃减压旋转蒸发，除去乙醇；

再用蒸馏水稀释，二氯甲烷萃取，重复 2 次，除去蛋

白质；用正丁醇萃取水层溶液，重复 3 次，提取海参

皂苷，合并正丁醇部分；65 ℃减压旋转蒸发除去正丁

醇，蒸馏水溶解，冷冻干燥，得到海参筋总皂苷． 

1.2.2 紫外分光光度法定量测定海参皂苷 

紫外分光光度法测定海参筋总皂苷含量的方法

参考 Cheok 等[10]的方法并略有修改． 

标准品溶液的配制：精确称取 5 mg 薯蓣皂苷，

用 60% 的甲醇溶液定容至 25 mL，摇匀． 

波长的确定：分别精确吸取薯蓣皂苷标准溶液和

海参筋皂苷提取液各 0.3 mL 置于 25 mL 具塞试管

中，80 ℃水浴干燥，加入 5 mL 硫酸-甲醇溶液(体积

比为 7﹕3)，60 ℃水浴 1 h，冰水浴冷却，摇匀；在

200～800 nm 波长范围内进行扫描，用空白对照消除

背景误差．薯蓣皂苷标准液与海参筋皂苷提取液的

共同吸收峰的波长为海参筋皂苷的测定波长． 

标准曲线的绘制：取 6 支 25 mL 具塞试管，分别

加入精确量取的标准品溶液 0、0.12、0.24、0.36、

0.48、0.60 mL，80 ℃水浴干燥，再分别加入 5 mL 硫

酸-甲醇溶液(体积比为 7﹕3)，60 ℃水浴 1 h，冰水

浴冷却，振荡；在测定波长下进行吸光度测定，进行

线性回归分析，得到皂苷含量标准计算方程(以薯蓣

皂苷计)． 

海参筋总皂苷含量的计算：薯蓣皂苷的相对分子

质量为 869，根据海参中 5 种主要皂苷 holothurin A、

holothurin A1、holothurin B、echinoside A、24-dehydro-

chinoside A 的含量分布，计算得出海参皂苷平均相对

分子质量是 1 190.33，与薯蓣皂苷相对分子质量相比

较，二者的换算系数为 1.37．海参筋总皂苷含量的计

算公式为：海参筋总皂苷含量＝薯蓣皂苷含量×

1.37． 

1.2.3 分离 

D101 大孔吸附树脂分离：将预处理好的大孔树

脂 选 用湿法装柱(直径 3.2 cm ，高 度 28 cm)．将

5 mg/mL 样品溶液以 1.5 mL/min 的流量进行上样吸

附，然后用蒸馏水以及体积分数为 10% 、30% 、50% 、

70% 、90% 的乙醇溶液以 1 mL/min 的流量进行洗脱，

每份收集 10 mL，检测收集液，确定海参皂苷含量[11]. 

半制备高效液相色谱分离：将 D101 大孔吸附树

脂分离纯化后的各组分海参皂苷利用半制备液相色

谱仪进一步分离[12-13]．色谱条件：流动相 A 和流动相

B 分 别 为超纯 水 和甲醇 ，色 谱 柱 为 ODS-C18 

(250 mm×300 mm，15 μm)，进样量 2 mL，检测波长

210 nm，柱温 30 ℃．洗脱条件：0～20 min，0% 流动相

B；20～35 min，20% 流动相 B；35～50 min，40% 流动

相 B；50～55 min，流动相 B 由 40%逐渐减少至 0% ． 

1.2.4 结构分析 

FTIR 分析：将样品彻底干燥，准确称取 1 mg 皂

苷样品和 150 mg KBr 置于玛瑙研钵中彻底研磨，压

成薄片．使用红外光谱仪进行分析，扫描范围为

400～4 000 cm
-1，分辨率 4 cm

-1，扫描 16 次，并提交

背景以减去空气光谱[14]． 

糖基侧链的单糖组成分析：称取 2 mg 单糖标准

品和肌醇、30 mg 硼氢化钠，加入 2 mL 蒸馏水，室温

反应 90 min；滴加乙酸直到没有气泡产生，用体积分

数 0.1% 的盐酸-甲醇进行洗涤，并用旋转蒸发仪减压

蒸发至干燥状态，重复 5 次．样品在 105 ℃烘箱中加
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热 20 min，保证绝对干燥．向样品中加入吡啶、乙酸

酐各 0.5 mL，在 105 ℃烘箱中反应 1 h，生成糖醇乙

酸酯衍生物．称取 10 mg 海参皂苷置于安瓿瓶中，加

入 2 mol/L 的三氟乙酸(TFA)2 mL，在 120 ℃烘箱中

反应 4 h，冷却后过滤；用少量蒸馏水洗涤 3 次，合并

洗涤液，用旋转蒸发仪减压蒸发至干燥状态，以少量

蒸馏水复溶再干燥，重复 3 次以除去 TFA．按照制备

单糖标准衍生物的方法制备样品衍生物[15]． 

检 测 条 件 ：毛 细 管 柱 Rtx-5MS(30 cm × 

0.25 mm×0.25 µm)，样品用氦气(流量 24 mL/min)进

行承载，进样口温度 280 ℃，分流比 20﹕1，流量

1 mL/min，进样量 0.2 μL．升温步骤为 100 ℃保持

2 min，然后以 10 ℃/min 升至 280 ℃，维持 5 min
[16]． 

质谱分析：取 1 mg 样品溶解于 1 mL 的超纯水

中，充分溶解后用无机微孔滤膜过滤，装入进样小瓶

中．利用安装了电喷雾电离源和飞行时间离子阱的

串联质谱仪(ESI-IT/TOF-MS/MS)，以正离子模式对

样品进行解离鉴定．全扫描质谱在相对分子质量范

围为 400～1 400，对可疑的解离物离子进行 MSn 数

据采集．液氮为雾化气体，其流量为 1.5 L/min．毛细

管 和 脱 脂 机 的 电 压 分 别 设 置 为 4.5 kV 和

1.65 kV．CDL 和热块温度保持在 200 ℃．MS/MS 图

谱是用氩气作为碰撞气体从选定的前体离子的 CID

中获得的．相对能量为 50% ，离子积累时间设定为

30 ms，前体离子的隔离宽度设置为 1．使用调谐溶液

校准后，所有计算误差都小于 0.000 5% [17-18]． 

1.3 数据分析 

数据用“平均值±标准差”表示，采用单因素方

差分析方法进行组间比较，使用 Tukey 方法进行检

验，P＜0.05 和 P＜0.01 分别表示组间有显著差异和

极显著差异． 

2 结果与分析 

2.1 海参皂苷的定量分析 

  选用薯蓣皂苷为标准品，经检测在 330 nm 处有

最大吸收，故在 330 nm 处测定不同质量浓度样品的

吸光度，标准曲线如图 1所示． 

标准曲线拟合所得 的 方 程 为 y＝ 44.595 x－

0.013 6，R2＝0.998 9．在随后的海参皂苷的定量分析

时，将海参皂苷的吸光度代入方程，计算海参皂苷的

含量． 

2.2 海参皂苷的分离结果分析 

海参皂苷的洗脱曲线如图 2所示． 

 

图 1 标准曲线 

Fig. 1  Standard curve 

 

图 2 海参皂苷的洗脱曲线 

Fig. 2 Elution curve of sea cucumber saponins 

  采用 D101 大孔吸附树脂对海参皂苷进行分离，

得到 5 个组分，将各组分命名为 SCTS-Ⅰ、SCTS-Ⅱ、

SCTS-Ⅲ、SCTS-Ⅳ和 SCTS-Ⅴ．取各洗脱组分海参

皂苷参照 1.2.2 节的方法进行定量分析．各洗脱组分

中海参皂苷的纯度见表 1．由表 1 可知：各组分的海

参皂苷含量存在很大差异，SCTS-Ⅳ中皂苷含量最

高，其次是 SCTS-Ⅲ，其他洗脱组分中海参皂苷的含

量较少．因此，以 SCTS-Ⅳ为原料进行后续实验. 

表 1 各洗脱组分中海参皂苷的纯度 

Tab. 1 Purity of sea cucumber saponins in each elution 

fraction 

 

组分 纯度/%  组分 纯度/%  

样品溶液 36.35±3.58 SCTS-Ⅲ 55.08±2.26 

SCTS-Ⅰ 08.43±0.04 SCTS-Ⅳ 86.01±2.84 

SCTS-Ⅱ 35.37±1.59 SCTS-Ⅴ 13.50±0.36 

 

SCTS-Ⅳ组分经过半制备液相分离得到 4 个洗脱

峰，包括 2 个水洗脱峰、1 个 20%甲醇溶液洗脱峰和

1 个 40%甲醇溶液洗脱峰(图 3)．采用面积归一化法

计算可得，2 个水洗脱峰占比为 20.97% 和 18.04% ，

20%甲醇溶液洗脱峰占比 12.77% ，40%甲醇溶液洗

脱峰占比 43.83% (表 2)．由于水洗脱组分的 2 个峰

距离较近，在收集过程中不易区分，所以将 2 个峰合

并收集，其余 2 个洗脱峰单独收集，3 个收集物分别

命名为 SCTS-Ⅳ-W、SCTS-Ⅳ-20 和 SCTS-Ⅳ-40． 
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图 3 SCTS-Ⅳ组分半制备液相洗脱峰 

Fig. 3  Semi-preparative liquid phase elution peak of the

eluted components of SCTS-Ⅳ 

表 2 SCTS-Ⅳ组分半制备液相峰表 

Tab. 2  Semi-preparative liquid phase peak table of the

eluted components of SCTS-Ⅳ 

 

编号 保留时间/min 峰面积 占比/%  

1 05.339 007 609 0.170 

2 06.158 002 051 0.045 

3 07.707 002 439 0.054 

4 09.743 950 903 20.97 

5 11.066 818 096 18.04 

6 27.708 579 026 12.77 

7 38.531 186 970 04.12 

8 41.868 1 987 3431  43.83 

 

2.3 海参皂苷的结构分析 

2.3.1 FTIR 分析 

研究[19]表明，海参皂苷中含有羟基、烷基、醚和

酯等．利用傅里叶变换红外光谱仪对薯蓣皂苷标准

品、SCTS-Ⅳ-W、SCTS-Ⅳ-20 和 SCTS-Ⅳ-40 进行分

析，结果如图 4 所示．4 种皂苷在 3 425 cm
-1 附近均

存在羟基(—OH)伸缩振动吸收峰，说明它们都含有

羟基官能团．2 926 cm
-1 附近是亚甲基(—CH2)的吸

收峰，其中 SCTS-Ⅳ-20 和 SCTS-Ⅳ-40 在此处的吸

收较弱．2 863 cm
-1 附近是甲基(—CH3)的对称伸缩

振动吸收峰，其中 SCTS-Ⅳ-W 没有此吸收峰，表明

SCTS-Ⅳ-W 中没有甲基(—CH3). 1 748 cm
-1 附近是

羰基(C＝O)的伸缩振动吸收峰，其中薯蓣皂苷标准

品在此处的吸收效果较强，而 SCTS-Ⅳ-20 和 SCTS-

Ⅳ-40 吸收效果较弱，SCTS-Ⅳ-W 在此处没有吸收

峰．1 162 cm
-1 附近是吡喃环上碳—氧—碳(C—O—

C)结构的振动吸收峰，这是苷元和单糖连接形成的

糖苷键，表明存在苷元和单糖的连接. 1 049 cm
-1 附

近为吡喃环结构的振动吸收峰，SCTS-Ⅳ-W、SCTS-

Ⅳ-20 和 SCTS-Ⅳ-40 均含有吡喃环结构．研究[20]表

明，甾体皂苷在 680～980 cm
-1 范围内会出现小的吸

收峰，这些微弱的吸收峰代表了化合物的指纹区．对

比薯蓣皂苷标准品，3 种海参皂苷均在此范围内出现

了小的吸收峰，所以待测物质为皂苷类物质． 

 

图 4 薯蓣皂苷、SCTS-Ⅳ-W、SCTS-Ⅳ-20 和 SCTS-Ⅳ-

40的傅里叶变换红外光谱图 

Fig. 4 FTIR of diosgenin，SCTS-Ⅳ-W，SCTS-Ⅳ-20 and 

SCTS-Ⅳ-40 

2.3.2 糖基侧链部分的单糖组成分析 

将 SCTS-Ⅳ-W、SCTS-Ⅳ-20 和 SCTS-Ⅳ-40 糖

基部分单糖组成结果与单糖标准品衍生物的出峰时

间进行比较可知，3 种海参皂苷糖基部分的单糖主要

有奎诺糖、木糖、3-O-甲基葡萄糖和葡萄糖(图 5). 

其中葡萄糖的响应值最高，其次是奎诺糖和木糖，含

量相对较少的是 3-O-甲基葡萄糖．根据面积归一法

计算得出海参皂苷糖基部分的单糖成分物质的量百

分比(表 3)．由表 3 可知，SCTS-Ⅳ-W、SCTS-Ⅳ-20

和 SCTS-Ⅳ-40 的糖基部分均由奎诺糖、木糖、3-O-

甲基葡萄糖和葡萄糖组成，物质的量之比分别是

34.33﹕17.49﹕11.70﹕36.48、26.98﹕27.35﹕24.51﹕

21.16 和 16.43﹕11.68﹕1.69﹕70.20． 

2.3.3 ESI-IT/TOF-MS/MS 分析 

  由于化合物在裂解过程中存在不唯一性，在分析

本实验结果时，参照糖基部分的单糖组成结果以及谱

图中碎片离子的峰强度和皂苷结构特征进行推断，并

将化合物最有可能的裂解途径在谱图中用带箭头的

实线进行标注．海参皂苷的 ESI-IT/TOF-MS/MS 解离

图如图 6所示，海参皂苷的裂解方式如图 7所示． 

  SCTS-Ⅳ-W：如图 6(a)所示，SCTS-Ⅳ-W 物质

的母离子[M＋Na]
+的 m/z 为 1 313.652 1．[M＋Na]

+

解离生成 m/z 为 1 145.279 6 和 969.376 7 的离子碎

片，失去皂苷α 糖链末端的葡萄糖单元(相对分子质

量为 162)和 3-O-甲基葡萄糖单元(相对分子质量为

176). 进一步解离生成 m/z 为 873.638 9 和 669.281 3

的离子碎片，丢失 β 糖链末端的木糖单元(相对分子

质量为 132)和葡萄糖单元．继续解离丢失奎诺糖单

元(相对分子质量为 146)后，生成 m/z 为 523.338 0

的离子碎片，是皂苷元部分的特征离子碎片．化合物
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可能的裂解方式如图 7(a)所示． 

 

(a) 混标 

 

(b) SCTS-Ⅳ-W 

 

(c) SCTS-Ⅳ-20 

 

(d) SCTS-Ⅳ-40 

1. 奎诺糖；2. 木糖；3. 3-O-甲基葡萄糖；4. 肌醇；5. 葡萄糖 

图 5 单糖组成的气相色谱图 

Fig. 5 Gas chromatograms of monosaccharide composition 

  SCTS-Ⅳ-20：如图 6(b)所示，SCTS-Ⅳ-20 物质

的母离子[M＋Na]
+的 m/z 为 1 141.166 8．[M＋Na]

+解

离生成 m/z 为 961.198 3 的离子碎片，失去皂苷糖链

末端的葡萄糖单元；然后解离生成 m/z 为 829.818 3

的离子碎片，失去木糖单元；进一步解离生成 m/z 为

653.621 4 的离子碎片，失去 3-O-甲基葡萄糖单元；

最后解离失去与苷元相连的奎诺糖单元，生成 m/z 为

507.237 4 的离子碎片，是皂苷元部分的特征离子碎

片．化合物可能的裂解方式如图 7(b)所示． 

表 3 SCTS-Ⅳ-W、SCTS-Ⅳ-20 和 SCTS-Ⅳ-40 的单糖

组成物质的量百分比 

Tab. 3 Mole percentage of monosaccharide of SCTS-Ⅳ -

W，SCTS-Ⅳ-20 and SCTS-Ⅳ-40 

 

样品 SCTS-Ⅳ-W SCTS-Ⅳ-20 SCTS-Ⅳ-40

奎诺糖/%  34.33 26.98 16.43 

木糖/%  17.49 27.35 11.68 

3-O-甲基葡萄糖/% 11.70 24.51 01.69 

葡萄糖/%  36.48 21.16 70.20 

 

(a) SCTS-Ⅳ-W 

 

(b) SCTS-Ⅳ-20 

 

(c) SCTS-Ⅳ-40 

图 6 海参皂苷的 ESI-IT/TOF-MS/MS解离图 

Fig. 6 ESI-IT/TOF-MS/MS spectra of sea cucumber 

saponins 

SCTS-Ⅳ-40：如图 6(c)所示，SCTS-Ⅳ-40 物质的

母离子[M＋H]
+的 m/z 为 1 251.662 3．[M＋H]

+解离
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生成 m/z 为 1 083.545 5 的离子碎片，此时是皂苷失去

α 糖 链 的葡萄糖 单 元 ；进一步 解 离 生 成 m/z 为

915.339 1、769.432 3、601.947 6 的离子碎片，依次裂

解失去 β 糖链末端的葡萄糖单元、奎诺糖单元和葡萄

糖单元；继续解离失去和苷元相连的木糖单元后，生

成 m/z 为 469.216 1 的离子碎片，该碎片是皂苷元部

分的特征离子碎片．化合物可能的裂解方式如图

7(c)所示． 

 

        (a) SCTS-Ⅳ-W             (b) SCTS-Ⅳ-20              (c) SCTS-Ⅳ-40 

图 7 海参皂苷的裂解方式 

Fig. 7 Cleavage pattern of sea cucumber saponins 

3 结 论 

本研究表明，D101 大孔吸附树脂和半制备高效

液相色谱可以很好地分离海参皂苷并得到 3 种物质

SCTS-Ⅳ-W、SCTS-Ⅳ-20 和 SCTS-Ⅳ-40．3 种物质

中含有羟基、甲基、亚甲基内酯醚等以及皂苷所特有

的指纹峰，表明它们均为皂苷类化合物. SCTS-Ⅳ-W

和 SCTS-Ⅳ-20 的糖基部分为奎诺糖、木糖、3-O-甲

基葡萄糖和葡萄糖，物质的量之比分别是 34.33﹕

17.49﹕11.70﹕36.48 和 26.98﹕27.35﹕24.51﹕21.16. 

SCTS-Ⅳ-40 的糖基部分是由奎诺糖、木糖、3-O-甲

基葡萄糖和葡萄糖组成，物质的量之比为 16.43﹕

11.68﹕1.69﹕70.20，缺少了 3-O-甲基葡萄糖. SCTS-

Ⅳ-W 的母离子[M+Na]
+的 m/z 为 1 313.652 1，SCTS-

Ⅳ-20 的母离子[M+Na]
+的 m/z 为 1 141.166 8，SCTS-

Ⅳ-40 的母离子[M+H]
+的 m/z 为 1 251.662 3．单糖组

成和比例与气相色谱结果一致． 
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