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Ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà âûñîêîýôôåêòèâíîé æèäêîñòíîé õðîìàòî-ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè

(ÂÝÆÕ-ÌÑ) ðàçðàáîòàí ïîäõîä ê îïðåäåëåíèþ òðèòåðïåíîâûõ ãëèêîçèäîâ â ýêñòðàêòàõ

æåíüøåíÿ. Ïîâûøåíèå ñåëåêòèâíîñòè ïî ñðàâíåíèþ ñ èñïîëüçóåìûìè äëÿ ñòàíäàðòèçà-

öèè ýêñòðàêòîâ èç ðàñòèòåëüíîãî ñûðüÿ ÂÝÆÕ-ÓÔ ìåòîäèêàìè ïîçâîëèëî îäíîâðåìåííî

èäåíòèôèöèðîâàòü è îïðåäåëÿòü 23 îñíîâíûõ è ìèíîðíûõ ãèíñåíîçèäà. Äëÿ ýòîãî ïîìèìî

ïðèìåíåíèÿ âûñîêîñåëåêòèâíîãî ÌÑ äåòåêòèðîâàíèÿ èîíîâ àääóêòîâ ìîëåêóë ãèíñåíîçè-

äîâ ñ íàòðèåì è ôðàãìåíòíûõ èîíîâ ñàïîãåíèíà, áûëè ñïåöèàëüíî ïîäîáðàíû óñëîâèÿ äëÿ

õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ íà ñîðáåíòå ñ ïðèâèòûìè ïåíòàôòîðôåíèëüíûìè ãðóï-

ïàìè. Îòäåëüíî èññëåäîâàëè âëèÿíèå òåìïåðàòóðû è ñîñòàâà ïîäâèæíîé ôàçû íà ñåëåê-

òèâíîñòü ðàçäåëåíèÿ îïðåäåëÿåìûõ ãëèêîçèäîâ. Äëÿ íåêîòîðûõ ïàð ñîåäèíåíèé (F4 è Rg6,

Rk3 è Rh4) äîáèòüñÿ ïîëíîãî õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ ïèêîâ íå óäàëîñü, îäíàêî

èõ îïðåäåëåíèå ïðè ñîâìåñòíîì ïðèñóòñòâèè âîçìîæíî áëàãîäàðÿ ðåãèñòðàöèè ðàçëè÷àþ-

ùèõñÿ ïî îòíîøåíèþ m/z ñèãíàëîâ. Äëÿ âñåõ îïðåäåëÿåìûõ ñîåäèíåíèé áûëè óñòàíîâëåíû

äèàïàçîíû ëèíåéíîñòè è óðàâíåíèÿ ãðàäóèðîâî÷íûõ çàâèñèìîñòåé, à òàêæå îïðåäåëåíû

ìåòðîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè, òàêèå êàê ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ è âîñïðîèçâîäèìîñòü.

Ðàçðàáîòàííûé ïîäõîä áûë îïðîáîâàí ïðè ñòàíäàðòèçàöèè ðåôåðåíòíûõ ýêñòðàêòîâ êîð-

íåé àçèàòñêîãî (P. ginseng) è àìåðèêàíñêîãî (P. quinquefolius) æåíüøåíÿ. Äëÿ íåêîòîðûõ

ãèíñåíîçèäîâ çàÿâëåííûå ïðîèçâîäèòåëåì ñîäåðæàíèÿ íå ñîîòâåòñòâîâàëè äåéñòâèòåëü-

íûì, äëÿ îñòàëüíûõ îïðåäåëåííûå êîíöåíòðàöèè îêàçàëèñü áëèçêè ê çàÿâëåííûì. Êðîìå

òîãî, óäàëîñü ðàñøèðèòü êðóã êîíòðîëèðóåìûõ ãèíñåíîçèäîâ, ÷òî âàæíî ïðè ìåäèöèíñêîì

ïðèìåíåíèè òàêèõ ýêñòðàêòîâ.
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An approach to detection of triterpene glycosides in ginseng extracts is developed using high performance

liquid chromatography/mass spectrometry (HPLC-MS). Enhanced selectivity compared to commonly

used HPLC-UV techniques provides simultaneous registration of chromatographic peaks and determina-

tion of 23 major and minor ginsenosides. For this purpose, in addition to the use of highly selective MS de-

tection of adduct ions of sodium ginsenoside molecules and fragmentary sapogenin ions, special conditions

of chromatographic separation on a sorbent modified with pentafluorophenyl (PFP) groups were speci-

fied. The effect of column temperature and mobile phase composition on the separation selectivity of

glycosides was also studied. Though we failed to achieve complete chromatographic separation of the

peaks for several compounds (F4 and Rg6, Rk3 and Rh4), their determination appeared possible in case of
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their joint attendance due to registration of the signals that differ in the value of m/z ratio. For all studied

compounds, the linearity ranges and calibration equations along with the metrological characteristics

such as the detection limit and reproducibility were determined. The developed approach was tested in

standardization of the reference extracts of Asian (P. ginseng) and American (P. quinquefolius) ginseng

roots. For some ginsenosides, the content declared by the manufacture did not match the actual content,

but for others the concentrations were close to the declared values. Moreover, we managed to expand the

range of ginsenosides under control which is rather important for their use in medicine.

Keywords: high performance liquid chromatography; mass spectrometry; quality control; plant extracts;

ginsenosides; selectivity; pentafluorophenyl substituents.

Êîíòðîëü êà÷åñòâà ïðîäóêòîâ ïèòàíèÿ, áèîëîãè-

÷åñêè àêòèâíûõ äîáàâîê (ÁÀÄ) è ñðåäñòâ òðàäè-

öèîííîé ìåäèöèíû íà îñíîâå ðàñòåíèé ÿâëÿåòñÿ

àêòóàëüíîé çàäà÷åé ñîâðåìåííîãî çäðàâîîõðàíå-

íèÿ, ïîñêîëüêó òàêèå ïðåïàðàòû, â îòëè÷èå îò

ëåêàðñòâ, íå ïðîõîäÿò âñå ñòàäèè ïðîâåðêè ñîîò-

âåòñòâèÿ ñîñòàâà è îïðåäåëåíèÿ îïàñíûõ ïðèìå-

ñåé [1]. Îñíîâíûìè ïðîáëåìàìè ïðè ïðîâåäåíèè

àíàëèçà äëÿ óñòàíîâëåíèÿ ñîñòàâà ðàñòèòåëüíûõ

ïðåïàðàòîâ ÿâëÿþòñÿ ïðèñóòñòâèå áîëüøîãî ÷èñ-

ëà êîìïîíåíòîâ èëè äàæå ãðóïï êîìïîíåíòîâ,

ñõîæèõ ïî ñòðóêòóðå, áîëüøèíñòâî èç êîòîðûõ

îáëàäàåò ôèçèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ, à òàêæå

îòñóòñòâèå êîììåð÷åñêè äîñòóïíûõ ñòàíäàðòíûõ

îáðàçöîâ, êîòîðûå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ

äîñòîâåðíîé èäåíòèôèêàöèè è îïðåäåëåíèÿ ýòèõ

êîìïîíåíòîâ [2]. Èñòî÷íèêîì èíôîðìàöèè î êà-

÷åñòâåííîì è êîëè÷åñòâåííîì ñîñòàâå ëåêàðñò-

âåííûõ ðàñòåíèé ìîãóò ñëóæèòü äàííûå îá èñ-

ñëåäîâàíèè ðåôåðåíòíîãî ðàñòèòåëüíîãî ìàòå-

ðèàëà, ïîëó÷åííîãî èç ïðîâåðåííîãî ðàñòèòåëü-

íîãî ñûðüÿ èëè èìåþùåãî âàó÷åð, ïîäòâåðæäàþ-

ùèé ïîäëèííîñòü è ïðèíàäëåæíîñòü ê îïðåäå-

ëåííîìó âèäó ñ óêàçàíèåì âîçðàñòà ðàñòåíèÿ è

ãåîãðàôè÷åñêîãî ðåãèîíà åãî ñáîðà, ïîñêîëüêó ñî-

ñòàâ è ñîäåðæàíèå ôèçèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ

êîìïîíåíòîâ ìîãóò áûòü ðàçëè÷íûìè. Òàêèå îñî-

áåííîñòè ñëåäóåò ó÷èòûâàòü ïðè ðàçðàáîòêå êðè-

òåðèåâ âûÿâëåíèÿ ôàëüñèôèêàòîâ. Íà ñåãîäíÿø-

íèé äåíü äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ïîäëèííîñòè ðàñòè-

òåëüíîãî ïðîäóêòà îïðåäåëÿþò îñíîâíûå èçâåñò-

íûå êîìïîíåíòû — áèîìàðêåðû. Â ïðîäàæó ïî-

ñòóïàþò ðåôåðåíòíûå ðàñòèòåëüíûå ìàòåðèàëû

è ðåôåðåíòíûå îáðàçöû ýêñòðàêòîâ ðàñòåíèé ñ

óêàçàíèåì ñïîñîáà èçâëå÷åíèÿ è ñîäåðæàíèÿ â

íèõ áèîìàðêåðîâ. Òàêèå îáðàçöû äîñòóïíû äëÿ

ñàìûõ èçâåñòíûõ ëåêàðñòâåííûõ ðàñòåíèé, â ÷à-

ñòíîñòè, äëÿ æåíüøåíÿ.

Æåíüøåíü (ðîä Panax) â íàñòîÿùåå âðåìÿ

ïðèìåíÿþò êàê áèîëîãè÷åñêè àêòèâíóþ äîáàâêó,

àäàïòîãåí è îáùåóêðåïëÿþùåå ñðåäñòâî, ïîâû-

øàþùåå ñîïðîòèâëÿåìîñòü îðãàíèçìà ê ôèçè÷å-

ñêîìó, õèìè÷åñêîìó è áèîëîãè÷åñêîìó ñòðåññó

[2, 3]. Íàèáîëåå ÷àñòî òàêèå ïðåïàðàòû èçãîòàâ-

ëèâàþò íà îñíîâå Panax ginseng (â Êîðåå è

Àçèè), Panax quinquefolius (â ÑØÀ), Panax noto-

ginseng (â Êèòàå è ßïîíèè). Íàèáîëåå èçó÷åí êî-

ðåéñêèé æåíüøåíü, êîòîðûé èñïîëüçîâàëè â ìå-

äèöèíå ñòðàí Àçèè íà ïðîòÿæåíèè 5000 ëåò [1].

Áèîìàðêåðàìè æåíüøåíÿ ÿâëÿþòñÿ ãèíñåíîçè-

äû — âåùåñòâà, îòíîñÿùèåñÿ ê êëàññó òðèòåðïå-

íîâûõ ñàïîíèíîâ, ìîëåêóëû êîòîðûõ ñîñòîÿò èç

îñíîâàíèÿ (ñàïîãåíèíà) è óãëåâîäíûõ áîêîâûõ

öåïåé [4]. Íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûìè ÿâëÿþò-

ñÿ ãèíñåíîçèäû ñ ñàïîãåíèíàìè ïðîòîïàíàêñà-

òðèîëüíîãî (ÏÏÒ) è ïðîòîïàíàêñàäèîëüíîãî

(ÏÏÄ) òèïîâ. Òàê, â ðàáîòå [5] áûëî ðåøåíî èñ-

ïîëüçîâàòü òðè ãèíñåíîçèäà ÏÏÄ-òèïà (Rb1,

Rb2, Rd) è îäèí ãèíñåíîçèä ÏÏÒ-òèïà (Rf) â êà-

÷åñòâå áèîìàðêåðîâ äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïðèñóòñò-

âèÿ P. ginseng â ñîñòàâå ÁÀÄ. Âûáîð ýòîò, âåðîÿò-

íî, áûë ïðîäèêòîâàí õîðîøèì ðàçäåëåíèåì ýòèõ

ãèíñåíîçèäîâ íà õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ êîëîíêàõ,

çàïîëíåííûõ îêòàäåöèëñèëèêàãåëåì, â îòëè÷èå,

íàïðèìåð, îò ãèíñåíîçèäîâ Rc è Rb3 [6]. Îäíàêî

áîëåå ñóùåñòâåííûì ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ïðèñóòñò-

âèå ãèíñåíîçèäà Rf â P. ginseng, íîòîãèíñåíîçèäà

R1 â P. notoginseng è îòíîñÿùåãîñÿ ê îêòèëëîëü-

íîìó (ÎÒ) òèïó ïñåâäîãèíñåíîçèäà F11 â P. quin-

quefolius ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðèñòè÷åñêèì è ïîçâî-

ëÿåò ðàçëè÷àòü ýòè âèäû æåíüøåíÿ [7 – 9]. Îäíà-

êî ôàðìàêîïååé ÑØÀ [10] ðåêîìåíäîâàíî èñ-

ïîëüçîâàíèå ñóììàðíîãî ñîäåðæàíèÿ øåñòè ãèí-

ñåíîçèäîâ — Rb1, Rb2, Rc, Re, Rg1 è Rd äëÿ

êîíòðîëÿ êà÷åñòâà êîðíåé æåíüøåíÿ. Òàêèì îá-

ðàçîì, ñîâðåìåííûå ìåòîäû àíàëèçà äîëæíû

îáåñïå÷èâàòü óäîâëåòâîðèòåëüíîå õðîìàòîãðà-

ôè÷åñêîå ðàçäåëåíèå è âîçìîæíîñòü îäíîâðåìåí-

íîãî îïðåäåëåíèÿ êàê ìîæíî áîëüøåãî ÷èñëà ãèí-

ñåíîçèäîâ-áèîìàðêåðîâ, îòíîñÿùèõñÿ ê ðàçíûì

ãðóïïàì ïî òèïó ñàïîãåíèíà.

Ðàçäåëåíèå ãèíñåíîçèäîâ æåíüøåíÿ ïðîâî-

äÿò íà ñîðáåíòàõ ñ ïðèâèòûìè ãðóïïàìè C18, à

äëÿ ðåãèñòðàöèè ñèãíàëà ïðèìåíÿþò ÓÔ-äåòåê-

òèðîâàíèå [11, 12], èñïàðèòåëüíîå äåòåêòèðîâà-

íèå ïî ñâåòîðàññåÿíèþ (ÈÄÑÐ) [13, 14] è ìàññ-

ñïåêòðîìåòðè÷åñêîå äåòåêòèðîâàíèå [6, 15].

Èç-çà íåñåëåêòèâíîãî ïîãëîùåíèÿ ñàïîíèíîâ

æåíüøåíÿ â äèàïàçîíå äëèí âîëí 190 – 220 íì

ïðèìåíåíèå ÓÔ-äåòåêòèðîâàíèÿ îáû÷íî ïðè-

âîäèò ê çàâûøåííûì çíà÷åíèÿì êîíöåíòðàöèé

ãèíñåíîçèäîâ, îñîáåííî â ñëó÷àå ïåðåêðûâàíèÿ

õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ ïèêîâ îñíîâíûõ îïðåäåëÿ-

åìûõ è ìèíîðíûõ èëè ïðèìåñíûõ êîìïîíåíòîâ.
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Â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà íåîáõîäèìû âûñîêàÿ äîñòî-

âåðíîñòü è ñåëåêòèâíîñòü îïðåäåëåíèÿ áèîìàðêå-

ðîâ, íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü áîëåå ñëîæíûå

êîìáèíèðîâàííûå ÂÝÆÕ-ÌÑ ìåòîäû. Òàêèì îá-

ðàçîì, öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ñòàëà

ðàçðàáîòêà óñîâåðøåíñòâîâàííîãî ñïîñîáà

ÂÝÆÕ-ÌÑ îïðåäåëåíèÿ ãèíñåíîçèäîâ è åãî ïðè-

ìåíåíèå äëÿ ñòàíäàðòèçàöèè ñóùåñòâóþùèõ ðå-

ôåðåíòíûõ îáðàçöîâ ýêñòðàêòîâ æåíüøåíÿ.

Îáîðóäîâàíèå è ðåàãåíòû. Â ðàáîòå èñïîëü-

çîâàëè ñëåäóþùèå ðåàêòèâû: ïñåâäîãèíñåíîçèäû

F11 è RT5, ãèíñåíîçèäû Rb1, Rb2, Rb3, Re, Rd,

Rg1, Rf, Rc, Rg2, Rg3, Rh1, Rh2, R1 è C-K (>98 %,

Phytolab GmbH, Ãåðìàíèÿ); ãèíñåíîçèäû F1, F2,

Rg6, Rh4, Rk3, F4, Rk1, Rg5 è Ro (>98 %, Chro-

maDex Int., ÑØÀ); àöåòîíèòðèë è ìåòàíîë (äëÿ

ãðàäèåíòíîé õðîìàòîãðàôèè Panreac, Èñïàíèÿ),

óêñóñíóþ è ìóðàâüèíóþ êèñëîòû (Sigma-Aldrich,

ÑØÀ). Äåèîíèçèðîâàííóþ âîäó ïîëó÷àëè èç äèñ-

òèëëèðîâàííîé ñ ïîìîùüþ óñòàíîâêè Milli-Q

(Millipore, ÑØÀ).

Àíàëèç ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ÂÝÆÕ-

ÌÑ/ÌÑ ñèñòåìû, ñîñòîÿùåé èç òàíäåìíîãî

ìàññ-ñïåêòðîìåòðà QTrap 3200 (AB Sciex, Êàíà-

äà), îñíàùåííîãî èñòî÷íèêîì ýëåêòðîðàñïûëè-

òåëüíîé èîíèçàöèè (ÈÝÐ), è ñèñòåìû ÂÝÆÕ

ULTIMATE 3000 (Thermo Scientific, ÑØÀ). Ïðè

îïðåäåëåíèè ãèíñåíîçèäîâ èñïîëüçîâàëè êîëîí-

êè ñ îáðàùåííî-ôàçîâûì ñîðáåíòîì Hypersil

Gold PFP (150 × 2,1 ìì; 3,0 ìêì) è Acclaim RSLC

120 C18 (150 × 3,0 ìì; 3,0 ìêì) ïðîèçâîäñòâà

Thermo Scientific (ÑØÀ). Ýêñïåðèìåíòàëüíûå

äàííûå ðåãèñòðèðîâàëè è îáðàáàòûâàëè ñ ïîìî-

ùüþ ïåðñîíàëüíîãî êîìïüþòåðà è ïðîãðàììíûõ

ïàêåòîâ «Analyst» (AB Sciex, Êàíàäà).

Ïðèãîòîâëåíèå ñòàíäàðòíûõ ðàñòâîðîâ è

ïîñòðîåíèå ãðàäóèðîâî÷íûõ çàâèñèìîñòåé.

Òî÷íûå íàâåñêè ãèíñåíîçèäîâ ìàññîé 1 ìã ðàñ-

òâîðÿëè â 1 ìë ìåòàíîëà. Ïîëó÷åííûå ðàñòâîðû

èñïîëüçîâàëè äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ñòîêîâîãî ðàñ-

òâîðà ñ êîíöåíòðàöèÿìè ãèíñåíîçèäîâ íà óðîâíå

40 ìêã/ìë, êîòîðûé õðàíèëè ïðè –17 °C â òå÷åíèå

íå áîëåå 10 ñóòîê. Ïîëó÷åííûé ñòîêîâûé ðàñòâîð

èñïîëüçîâàëè äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ñåðèè ãðàäó-

èðîâî÷íûõ ðàñòâîðîâ ñ êîíöåíòðàöèÿìè: 20, 10,

5, 2,5, 1,25, 0,625, 0,313, 0,156, 0,078, 0,039 ìêã/ìë

â 50 %-íîì âîäíîì ðàñòâîðå àöåòîíèòðèëà â äåíü

ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà. Ìåòðîëîãè÷åñêèå õàðàêòå-

ðèñòèêè îïðåäåëåíèÿ ãèíñåíîçèäîâ ïðèâåäåíû â

òàáë. 1.
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Òàáëèöà 1. Ìåòðîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ïðè îïðåäåëåíèè ãèíñåíîçèäîâ æåíüøåíÿ

Ãèíñåíîçèä
Âðåìÿ óäåð-

æèâàíèÿ, ìèí

Äèàïàçîí

ëèíåéíîñòè, íã/ìë

Óðàâíåíèå ãðàäóèðîâî÷íîé

çàâèñèìîñòè

Êîýôôèöèåíò

äåòåðìèíàöèè, r2

Ïðåäåë îáíàðó-

æåíèÿ, íã/ìë
S

r
, %

R1 10,85 39 – 1250 y = 467 619x + 3969,7 0,9999 12 4,7

Rg1 12,50 39 – 1250 y = 441 310x + 14 561 0,9980 12 10,1

Re 13,15 39 – 1250 y = 329 165x + 6957,7 0,9993 12 4,7

F11 17,40 39 – 1250 y = 530 460x + 13 562 0,9987 12 0,3

RT5 18,60 39 – 625 y = 315 300x + 3658,3 0,9979 12 9,3

Rf 22,22 39 – 625 y = 719 818x + 7329,2 0,9986 12 7,7

Rh1 25,24 39 – 625 y = 905 968x + 15146 0,9975 12 9,3

Rg2 26,21 39 – 1250 y = 496 145x + 5436,3 0,9982 12 10,5

Rb1 31,10 39 – 1250 y = 136 623x – 48,458 0,9998 12 13,0

Rc 32,10 39 – 1250 y = 156 458x + 574,43 0,9989 12 7,9

Ro 32,56 39 – 312,5 y = 655 204x + 1447,8 0,9993 12 9,7

Rb2 33,20 39 – 625 y = 160 003x – 2616,7 0,9993 12 5,1

Rb3 33,70 39 – 1250 y = 261 854x – 974,53 0,9990 12 3,0

Rd 34,95 39 – 1250 y = 338 043x – 4253,9 0,9998 12 5,4

Rk3 37,00 39 – 625 y = 75 167x + 2477,5 0,9988 12 4,1

F4 37,10 39 – 625 y = 118 282x + 3441,7 0,9991 12 3,7

Rg6 37,60 39 – 625 y = 118 282x + 3441,7 0,9991 12 3,7

Rh4 37,69 78 – 625 y = 47 461x + 427,83 0,9996 24 3,5

F2 41,01 39 – 1250 y = 560 565x – 12 386 0,9990 12 9,3

Rg3 42,83 39 – 625 y = 602 212x – 19 708 0,9983 12 16,6

C-K 48,04 39 – 312,5 y = 401 208x – 7895,7 0,9988 12 4,9

Rg5 48,90 39 – 312,5 y = 214 225x – 815,65 0,9933 12 18,1

Rk1 49,28 39 – 312,5 y = 115 561x + 1492,2 0,9990 12 10,0



Ïðîáîïîäãîòîâêà ðàñòèòåëüíûõ ýêñòðàê-

òîâ. Îòáèðàëè 0,010 ã ñóõèõ îáðàçöîâ ðåôåðåíò-

íûõ ýêñòðàêòîâ P. ginseng è P. quinquefolius

(ChromaDex Int., ÑØÀ) è äîáàâëÿëè 1 ìë ýêñòðà-

ãåíòà (70 %-íûé ðàñòâîð ìåòàíîëà â âîäå). Äàëåå

âûäåðæèâàëè ñìåñü ïðè òåìïåðàòóðå íå áîëåå

30 °C â óëüòðàçâóêîâîé âàííå â òå÷åíèå 10 ìèí.

Ïîñëå ýòîãî îòáèðàëè 3 ìë ýêñòðàêòà è ïðîïóñêà-

ëè ÷åðåç 0,45 ìêì øïðèöåâîé ôèëüòð Chromafil

Xtra PET-45/25 (Macherey-Nagel GmbH, Ãåðìà-

íèÿ). Çàòåì îáðàçöû ðàçáàâëÿëè 50 %-íûì âîä-

íûì ðàñòâîðîì ìåòàíîëà â 10, 100 è 1000 ðàç.

Ïîëó÷åííûå ðàñòâîðû àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì

ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ â ðåæèìå ðåãèñòðàöèè âûáðàí-

íûõ èîíîâ.

Óñëîâèÿ õðîìàòî-ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêî-

ãî îïðåäåëåíèÿ. Îïðåäåëåíèå ïðîâîäèëè ñ èñ-

ïîëüçîâàíèåì èñòî÷íèêà ÈÝÐ â ðåæèìå ðåãèñò-

ðàöèè ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûõ èîíîâ. Òåìïå-

ðàòóðà èñòî÷íèêà èîíèçàöèè ñîñòàâëÿëà 350 °C,

íàïðÿæåíèå íà êàïèëëÿðå — 5,5 êÂ; äàâëåíèå ãà-

çà-çàâåñû — 1,0 · 105 Ïà; äàâëåíèå ãàçà-ðàñïûëè-

òåëÿ è ãàçà-îñóøèòåëÿ — îêîëî 2,8 · 105 Ïà. Çíà-

÷åíèå ïîòåíöèàëà äåêëàñòåðèçàöèè (ÏÄ), ðàâíîå

60 Â, áûëî óñòàíîâëåíî äëÿ ðåãèñòðàöèè èîíîâ

ñ m/z 405,3, 407,3, 439,3, 393,3, 643,3 è 789,3, äëÿ

èîíîâ ñ m/z 423,3 è 425,3 çíà÷åíèå ÏÄ ñîñòàâëÿ-

ëî 50 Â. Çíà÷åíèå âõîäíîãî ïîòåíöèàëà íà íóëå-

âîì êâàäðóïîëå — 10 Â. Ñîñòàâ ïîäâèæíîé ôàçû:

âîäíûé ðàñòâîð ìóðàâüèíîé êèñëîòû 0,5 % (ýëþ-

åíò À) è àöåòîíèòðèë (ýëþåíò Á). Ðàçäåëåíèå

ïðîáû ïðîâîäèëè â ãðàäèåíòíîì ðåæèìå ïîäà÷è

ýëþåíòà, ñêîðîñòü ïîòîêà ñîñòàâëÿëà 0,5 ìë/ìèí.

Òåìïåðàòóðà òåðìîñòàòà êîëîíêè — 25 °C, îáúåì

ââîäèìîé ïðîáû — 0,010 ìë. Ïðîãðàììà ãðàäè-

åíòíîãî ýëþèðîâàíèÿ ïðåäñòàâëåíà íèæå:

Âðåìåííîé

èíòåðâàë, ìèí

Èçìåíåíèå

êîíöåíòðàöèè

ýëþåíòà Á, %

0,0 – 1,0 14

1,0 – 11,0 14 – 18

11,0 – 25,0 18 – 24

25,0 – 45,0 24 – 37

45,0 – 52,0 37 – 45

52,0 – 53,0 45 – 93

53,0 – 56,0 93

56,0 – 56,2 93 – 14

56,2 – 61,0 14

Âûáîð óñëîâèé ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêîãî

äåòåêòèðîâàíèÿ áûë îñíîâàí íà ðàíåå îïèñàí-

íûõ â ðàáîòå [6] ýêñïåðèìåíòàõ. Îïðåäåëåíèå

ãèíñåíîçèäîâ ïðîâîäèëè ïî ôðàãìåíòàðíûì

èîíàì, îáðàçóþùèìñÿ â èñòî÷íèêå èîíèçàöèè

ïðè îòùåïëåíèè ñàõàðèäíûõ çàìåñòèòåëåé è ñî-

îòâåòñòâóþùèì ôðàãìåíòàì ñàïîãåíèíà ñ îòùåï-

ëåíèåì ìîëåêóë âîäû, òàê êàê ïèêè ôðàãìåíòàð-

íûõ èîíîâ â ìàññ-ñïåêòðå îáëàäàþò áîëüøåé èí-

òåíñèâíîñòüþ, ÷åì ïèêè ìîëåêóëÿðíûõ èîíîâ è

èõ àääóêòîâ. Äëÿ ðàñ÷åòà ñîäåðæàíèé èñïîëüçî-

âàëè íàèáîëåå èíòåíñèâíûå ñèãíàëû, ñîîòâåòñò-

âóþùèå èîíàì ñ m/z 425,3 äëÿ ÏÏÄ, 423,3 — äëÿ

ÏÏÒ, 439,3 — äëÿ îëåàíîëîâûõ (ÎÀÊ) è ÎÒ ñàïî-

ãåíèíîâ.

Âûáîð óñëîâèé ðàçäåëåíèÿ. Èçó÷åíî âëèÿíèå

ñëåäóþùèõ ôàêòîðîâ íà ðàçäåëåíèå ãèíñåíîçè-

äîâ â ýêñòðàêòàõ êîðíåé Panax quinquefolius è

Panax ginseng: ñîñòàâà íåïîäâèæíîé ôàçû, ãðà-

äèåíòà êîíöåíòðàöèè ýëþåíòà Á è òåìïåðàòóðû

òåðìîñòàòà êîëîíêè.

Âûáîð íåïîäâèæíîé ôàçû. Äëÿ ïðåäâàðè-

òåëüíîãî ðàçäåëåíèÿ ñëîæíîé ñìåñè ãèíñåíîçè-

äîâ èç êîðíåé àìåðèêàíñêîãî è àçèàòñêîãî æåíü-

øåíÿ áûëè ïðèìåíåíû õðîìàòîãðàôè÷åñêèå êî-

ëîíêè ñ îáðàùåííî-ôàçîâûìè ñîðáåíòàìè íà îñ-

íîâå ñèëèêàãåëÿ ñ äèàìåòðîì çåðíà ñîðáåíòà

3 ìêì: Hypersil GOLD PFP (ñ ïðèâèòûìè ïåí-

òàôòîðôåíèëüíûìè (ÏÔÔ) çàìåñòèòåëÿìè) è

Acclaim RSLC 120 C18 (ñ ïðèâèòûìè îêòàäåöèëü-

íûìè ãðóïïàìè). Â êà÷åñòâå ïîäâèæíîé ôàçû

èñïîëüçîâàëè ýëþåíò Á — àöåòîíèòðèë è ýëþ-

åíò À — âîäó ñ äîáàâêîé 0,5 %-íîé ìóðàâüèíîé

êèñëîòû. Ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå íåïîä-

âèæíîé ôàçû Ñ18-ñîðáåíòà è ëèíåéíîãî ãðàäèåí-

òà (10 – 95 % ýëþåíòà Á) áûëî ïîëó÷åíî óäîâëå-

òâîðèòåëüíîå ðàçäåëåíèå ïèêîâ ãèíñåíîçèäîâ

Rk3 è F4, Rh4 è Rg6, êîòîðûå íå óäàåòñÿ ðàçäå-

ëèòü íà êîëîíêå, çàïîëíåííîé ÏÔÔ ñîðáåíòîì, à

òàêæå ïàð èçîìåðîâ — Rg5 è Rk1, Rg3 è èçî-Rg3.

Îäíàêî ïîëíîñòüþ ðàçäåëèòü â òàêîé ñèñòåìå

îñòàëüíûå ãèíñåíîçèäû íå óäàëîñü. Õðîìàòî-

ãðàììà ýêñòðàêòà àçèàòñêîãî æåíüøåíÿ ïðåä-

ñòàâëåíà íà ðèñ. 1, à.

Ïðè ïðîâåäåíèè ðàçäåëåíèÿ â ðåæèìå ãðàäè-

åíòíîãî ýëþèðîâàíèÿ ïî ïðèâåäåííîé âûøå ïðî-

ãðàììå íà ñîðáåíòå ñ ÏÔÔ-çàìåñòèòåëÿìè â ñèëó

èõ áîëåå ïîëÿðíîé ïðèðîäû ïî ñðàâíåíèþ ñ îêòà-

äåöèëüíûìè çàìåñòèòåëÿìè ãèíñåíîçèäû õàðàê-

òåðèçóþòñÿ ìåíüøèìè çíà÷åíèÿìè âðåìåí óäåð-

æèâàíèÿ. Áîëåå òîãî, íàáëþäàåòñÿ áîëåå ïîëíîå

ðàçäåëåíèå ãðóïï ãèíñåíîçèäîâ ñ ÏÏÒ è ÏÏÄ àã-

ëèêîíàìè, à òàêæå êðèòè÷åñêèõ ïàð ãèíñåíîçè-

äîâ, îòëè÷àþùèõñÿ íà îäèí ðàìíîçíûé çàìåñòè-

òåëü, íàïðèìåð, Rg1-Re è Rg2-Rh1.

Èñïîëüçîâàíèå ãðàäèåíòíîãî ýëþèðîâàíèÿ è

êîëîíêè ñ ÏÔÔ ñîðáåíòîì ïîçâîëèëî ïîëó÷èòü

ëó÷øåå ðàçäåëåíèå äëÿ áîëüøèíñòâà îïðåäåëÿå-

ìûõ ñîåäèíåíèé, à òàêæå ñìåñòèòü ïèêè â ñòîðî-

íó ìåíüøèõ âðåìåí óäåðæèâàíèÿ (ðèñ. 1, á), ïî-

ýòîìó äëÿ äàëüíåéøåãî ðàçäåëåíèÿ è îïðåäåëå-

íèÿ ãèíñåíîçèäîâ â ýêñòðàêòàõ áûëà âûáðàíà êî-

ëîíêà ñ ÏÔÔ ñîðáåíòîì.
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Âûáîð òåìïåðàòóðû òåðìîñòàòà êîëîí-

êè. Òåìïåðàòóðó òåðìîñòàòà âàðüèðîâàëè îò 20

äî 35 °C ñ øàãîì 5 °C. Ïðè òåìïåðàòóðå 35 °C

íàáëþäàåòñÿ íåïîëíîå ðàçäåëåíèå ãèíñåíîçèäîâ

Rg1 è Re, Rg2 è åãî ïðåäïîëàãàåìîãî èçîìåðà

(ðèñ. 2, à).

Ïîíèæåíèå òåìïåðàòóðû äî 20 °C ïîçâîëÿåò

ðàçäåëèòü ïèêè ãèíñåíîçèäîâ Rg1 è Re, à òàêæå

ñïîñîáñòâóåò ïîâûøåíèþ ñåëåêòèâíîñòè äëÿ ðàç-

äåëåíèÿ ïèêîâ ÏÏÄ ãèíñåíîçèäîâ, îäíàêî ãèíñå-

íîçèä Rg2 è åãî èçîìåð ýëþèðîâàëèñü ïðàêòè÷å-

ñêè îäíîâðåìåííî, ÷òî âèäíî èç õðîìàòîãðàììû,
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Ðèñ. 1. Õðîìàòîãðàôè÷åñêèé ïðîôèëü ýêñòðàêòà àçèàòñêîãî æåíüøåíÿ íà êîëîíêå C18 (à) è ÏÔÔ êîëîíêå (á): êðàñíûì

öâåòîì îáîçíà÷åíû ïèêè ÏÏÒ ãèíñåíîçèäîâ, ñèíèì — ÏÏÄ, çåëåíûì — ÎÀÊ è ÎÒ ãèíñåíîçèäîâ



èçîáðàæåííîé íà ðèñ. 2, á, â êîòîðîé äàííûå âå-

ùåñòâà ïðåäñòàâëåíû îäíèì õðîìàòîãðàôè÷å-

ñêèì ïèêîì ñ âðåìåíåì óäåðæèâàíèè 25,63 ìèí.

Ïðè ïîâûøåíèè òåìïåðàòóðû äî 30 °C óëó÷øå-

íèÿ ðàçäåëåíèÿ ïèêîâ ýòèõ êîìïîíåíòîâ íå ïðî-

èñõîäèëî, ïîýòîìó äëÿ ðàçäåëåíèÿ áûëà âûáðàíà

òåìïåðàòóðà òåðìîñòàòà êîëîíêè 25 °C, ïðè êîòî-

ðîé áûëî äîñòèãíóòî óäîâëåòâîðèòåëüíîå ðàçäå-

ëåíèå ãèíñåíîçèäîâ Rg1 è Re.

Âûáîð ïðîãðàììû ãðàäèåíòíîãî ýëþèðîâà-

íèÿ. Ïðè âûáðàííîé íåïîäâèæíîé ôàçå è òåìïå-

ðàòóðå òåðìîñòàòà êîëîíêè âàðüèðîâàëè ñîñòàâ

ïîäâèæíîé ôàçû. Ïðè âûñîêîé íà÷àëüíîé êîí-

öåíòðàöèè ýëþåíòà Á — 20 % âðåìåíà óäåðæèâà-
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Ðèñ. 2. Õðîìàòîãðàôè÷åñêèé ïðîôèëü ýêñòðàêòà àìåðèêàíñêîãî æåíüøåíÿ íà ÏÔÔ êîëîíêå ïðè òåìïåðàòóðå 35 °C (à) è

20 °C (á): êðàñíûì öâåòîì îáîçíà÷åíû ïèêè ÏÏÒ ãèíñåíîçèäîâ, ñèíèì — ÏÏÄ, çåëåíûì — ÎÀÊ è ÎÒ ãèíñåíîçèäîâ



íèÿ ãèíñåíîçèäîâ R1, Re è Rg1 îêàçûâàëèñü

áëèçêè ê ìåðòâîìó âðåìåíè õðîìàòîãðàôè÷åñêîé

ñèñòåìû, à òàêæå íå ïðîèñõîäèëî ðàçäåëåíèÿ ïè-

êîâ ãèíñåíîçèäîâ Re è Rg1 (ðèñ. 3, à).

Ïðè óìåíüøåíèè èñõîäíîé êîíöåíòðàöèè

àöåòîíèòðèëà äî 15 % ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíûì

ðàçäåëåíèå ãèíñåíîçèäîâ Re è Rg1, òàêæå ïèêè

ñìåùàëèñü â ñòîðîíó áîëüøèõ âðåìåí óäåðæèâà-
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à

á

Ðèñ. 3. Õðîìàòîãðàììà ñìåñè ãèíñåíîçèäîâ ñ êîíöåíòðàöèåé 1 ìêã/ìë ïðè íà÷àëüíîé êîíöåíòðàöèè ýëþåíòà Á 20 % (à)

è 15 % (á): êðàñíûì öâåòîì îáîçíà÷åíû ïèêè ÏÏÒ ãèíñåíîçèäîâ, ñèíèì — ÏÏÄ, çåëåíûì — ÎÀÊ è ÎÒ ãèíñåíîçèäîâ



íèÿ. Áîëåå ïîëîãèé ãðàäèåíò ïîçâîëÿåò äîáèòüñÿ

óäîâëåòâîðèòåëüíîãî ðàçäåëåíèÿ ãðóïïû îïðåäå-

ëÿåìûõ ñîåäèíåíèé: F1, Rb1, Rc, Ro, Rb2, Rb3 è

Rd (ðèñ. 3, á).

Ñòàíäàðòèçàöèÿ ðåôåðåíòíûõ îáðàçöîâ

ýêñòðàêòîâ æåíüøåíÿ. Â âûáðàííûõ óñëîâèÿõ

ðàçäåëåíèÿ áûëè ïîëó÷åíû õðîìàòîãðàììû ðå-

ôåðåíòíûõ îáðàçöîâ ýêñòðàêòîâ èç êîðíåé

àìåðèêàíñêîãî è àçèàòñêîãî æåíüøåíÿ (ðèñ. 4).

Ðàçäåëåíèå ïàð õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ ïèêîâ,

ñîîòâåòñòâóþùèõ ãèíñåíîçèäàì Rk3 è F4, Rh4 è

Rg6 â âûáðàííûõ óñëîâèÿõ íå áûëî äîñòàòî÷íûì

äëÿ èõ îäíîâðåìåííîãî îïðåäåëåíèÿ ïî ñèãíàëàì

ôðàãìåíòíûõ èîíîâ ñ îäèíàêîâûì çíà÷åíèåì
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à

á

Ðèñ. 4. Õðîìàòîãðàììû ýêñòðàêòîâ êîðíåé àìåðèêàíñêîãî (à) è àçèàòñêîãî (á) æåíüøåíÿ: êðàñíûì öâåòîì îáîçíà÷åíû

ïèêè ÏÏÒ ãèíñåíîçèäîâ, ñèíèì — ÏÏÄ, çåëåíûì — ÎÀÊ è ÎÒ ãèíñåíîçèäîâ
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Ðèñ. 5. Ñòðóêòóðû è ìàññ-ñïåêòðû ãèíñåíîçèäîâ F4 (à), Rg6 (á), Rk3 (â) è Rh4 (ã), ïîëó÷åííûå ïðè ÈÝÐ â ðåæèìå ðåãèñò-

ðàöèè ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûõ èîíîâ

Òàáëèöà 2. Ñîäåðæàíèå ãèíñåíîçèäîâ (ìã/ã) â ýêñòðàêòàõ àìåðèêàíñêîãî è àçèàòñêîãî æåíüøåíÿ

Ãèíñåíîçèä
Ñîäåðæàíèå â ýêñòðàêòå àìåðèêàíñêîãî æåíüøåíÿ Ñîäåðæàíèå â ýêñòðàêòå àçèàòñêîãî æåíüøåíÿ

Ðàññ÷èòàííîå Ñòàíäàðòèçèðîâàííîå Ðàññ÷èòàííîå Ñòàíäàðòèçèðîâàííîå

R1 <0,06 — 0,16 ± 0,01 —

Rg1 1,7 ± 0,1 1,72 2,2 ± 0,2 3,3

Re 14,9 ± 0,4 16,85 7,3 ± 0,2 12,1

F11 0,160 ± 0,003 — <0,12 —

Rf <0,06 — 2,0 ± 0,2 —

RT5 2,6 ± 0,1 — <0,12 —

Rh1 0,25 ± 0,03 — 1,8 ± 0,1 —

Rg2 0,7 ± 0,1 — 1,8 ± 0,2 —

Rb1 54 ± 4 49,21 30 ± 3 29,3

Rc 13 ± 1 13,77 17 ± 1 25,1

Rb2 3,8 ± 0,4 22,4 13 ± 2 21,7

Rb3 2,9 ± 0,4 2,0 ± 0,3

Rd 15,4 ± 1,3 12,17 12 ± 1 15,2

Ro 2,6 ± 0,1 — 4,2 ± 0,1

F2 0,45 ± 0,07 — 0,21 ± 0,03 —

Rg3 1,9 ± 0,2 — 4,1 ± 0,5 —

C-K 0,12 ± 0,02 — 0,21 ± 0,03 —

F4 0,96 ± 0,04 — 1,5 ± 0,1 —

Rk3 0,36 ± 0,04 — 1,5 ± 0,2 —

Rg6 1,6 ± 0,1 — 3,7 ± 0,2 —

Rh4 1,01 ± 0,02 — 6,0 ± 0,1 —

Rg5 1,9 ± 0,3 — 4,1 ± 0,7 —

Rk1 3,7 ± 0,4 — 7,0 ± 0,8 —



m/z, ïîñêîëüêó â ñîñòàâ äàííûõ ñîåäèíåíèé âõî-

äèò ñàïîãåíèí ÏÏÒ-òèïà. Òàêèì îáðàçîì, áûëî

ðåøåíî ïðîâîäèòü êîëè÷åñòâåííûé ðàñ÷åò ïî

ñèãíàëàì, ñîîòâåòñòâóþùèì èõ íàòðèåâûì àä-

äóêòàì [M + Na]+ — 789,3 m/z äëÿ F4 è Rg6 è

643,3 m/z äëÿ Rk3 è Rh4 ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 5).

Ïî ðåçóëüòàòàì êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà óñòà-

íîâëåíû ñîäåðæàíèÿ îñíîâíûõ è ìèíîðíûõ êîì-

ïîíåíòîâ â ýêñòðàêòàõ. Çàÿâëåííûå ñîäåðæàíèÿ

íåñêîëüêèõ îñíîâíûõ êîìïîíåíòîâ, îïðåäåëåí-

íûå ïðîèçâîäèòåëåì ìåòîäîì ÂÝÆÕ-ÓÔ, ñîâïà-

äàëè ñ ïîëó÷åííûìè çíà÷åíèÿìè (òàáë. 2).

Çàâûøåííîå ñîäåðæàíèå ãèíñåíîçèäîâ Rb2

è Rb3, îïðåäåëåííîå ìåòîäîì ÂÝÆÕ ÓÔ, ìîæåò

áûòü ñâÿçàíî ñ íåäîñòàòî÷íûì ðàçäåëåíèåì ïè-

êîâ ýòèõ êîìïîíåíòîâ ìåæäó ñîáîé è ñ ãèíñåíîçè-

äîì Ro íà ñîðáåíòå ñ ïðèâèòûìè ãðóïïàìè C18.

Ñîäåðæàíèå ãèíñåíîçèäà Ro â ýêñòðàêòàõ ïðîèç-

âîäèòåëåì íå íîðìèðóåòñÿ.

Òàêèì îáðàçîì, ðàçðàáîòàí è àïðîáèðîâàí íà

ñòàíäàðòíûõ îáðàçöàõ ðåôåðåíòíûõ ýêñòðàêòîâ

àìåðèêàíñêîãî è àçèàòñêîãî æåíüøåíÿ ñïîñîá îï-

ðåäåëåíèÿ îñíîâíûõ è ìèíîðíûõ ãëèêîçèäîâ ìå-

òîäîì ÂÝÆÕ-ÌÑ. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðåäëîæåííûé

ïîäõîä ìîæåò áûòü óñïåøíî èñïîëüçîâàí äëÿ ñå-

ëåêòèâíîãî îïðåäåëåíèÿ è èäåíòèôèêàöèè óêà-

çàííûõ âåùåñòâ â ïðèñóòñòâèè äðóãèõ êîìïîíåí-

òîâ ðàñòèòåëüíûõ ýêñòðàêòîâ. Ðàçðàáîòàííûé

ñïîñîá ïîçâîëèë óòî÷íèòü è ðàñøèðèòü çàÿâëåí-

íûé ñîñòàâ ãëèêîçèäîâ â èññëåäîâàííûõ îáðàç-

öàõ ýêñòðàêòîâ áëàãîäàðÿ ïðåâîñõîäÿùåé ñå-

ëåêòèâíîñòè ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðèìåíÿåìûìè

ÂÝÆÕ-ÓÔ ïîäõîäàìè ñ ðàçäåëåíèåì íà êîëîí-

êàõ, çàïîëíåííûõ ñîðáåíòîì Ñ18. Îáíàðóæåíèå

ãèíñåíîçèäîâ æåíüøåíÿ ïðîâîäèëè íà óðîâíå

10 íã/ìë è âûøå. Ïðåäëîæåííûé ñïîñîá õàðàêòå-

ðèçîâàëñÿ óäîâëåòâîðèòåëüíîé âîñïðîèçâîäè-

ìîñòüþ, äèàïàçîí îïðåäåëÿåìûõ ñîäåðæàíèé ñî-

îòâåòñòâîâàë ëèíåéíîìó äèíàìè÷åñêîìó äèàïà-

çîíó ãðàäóèðîâî÷íîé çàâèñèìîñòè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì îáîðó-

äîâàíèÿ, ïðèîáðåòåííîãî çà ñ÷åò ñðåäñòâ Ïðî-

ãðàììû ðàçâèòèÿ Ìîñêîâñêîãî óíèâåðñèòåòà.
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