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Якорцы стелющиеся (Tribulus terrestris Linna-
eus.) – вид цветковых растений рода Якорцы 
(Tribulus L.) семейства Парнолистниковые (Zygo-
phyllaceae), который издревле применяется в ка-
честве растительного сырья в традиционной и 
альтернативной китайской медицине (ТКМ) [1]. В 
якорцах стелющихся найдены стероидные глико-
зиды (не менее 0,7 %), агликоном которых являет-
ся диосгенин [2]. Для этого растения характерно 
также присутствие в химическом составе спиро-
станоловых и фуростаноловых сапонинов (рис. 1). 
Известно, что растения T. terrestris из разных гео-
графических регионов содержат сапонины, раз-
личающиеся по составу. В доступной литературе 
встречается информация о сапонинах, выделенных 
только из якорцев, произрастающих в Китае, Ин-
дии, Болгарии и Молдавии [3]. Поэтому разработ-
ка методов стандартизации растительного сырья и 
анализа выделяемых из якорцев стелющихся био-
логически активных веществ является очень акту-
альной задачей.

В литературе для определения сапонинов 
чаще всего применяют высокоэффективную 
жидкостную хроматографию (ВЭЖХ) с ко-
лонками, заполненными обращенно-фазовым 

сорбентом, который хорошо подходит как для 
разделения полярных гликозидов, так и их агли-
конов. Однако отсутствие хромофорных групп у 
таких соединений не позволяет использовать УФ-
детектирование, а использование градиентного 
элюирования исключает возможность применения 
рефрактометрического детектора. Применение ис-
парительного детектирования по светорассеянию 
(ИДСР) успешно зарекомендовало себя при опре-
делении сапонинов T. terrestris в разных частях 
растений, собранных в разных местах произраста-
ния, а также в коммерческих продуктах на основе 
этого растения с пределом обнаружения по прото-
диосцину 10 мкг/мл [4].

Наилучшим способом детектирования (по ин-
формативности, селективности и чувствительно-
сти) для определения сапонинов считается иони-
зация электрораспылением в сочетании с тандем-
ной масс-спектрометрией (МС). Использование 
этого метода позволило получить характеристич-
ные ВЭЖХ–МС/МС профили для разных частей 
растений T. terrestris, собранных в Юго-Восточной 
Европе и Западно-Азиатском регионе, а также во 
Вьетнаме и Индии. Наибольшая концентрация 
протодиосцина (одного из основных хемометри-
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чески значимых маркеров) характерна для Юго-
Восточно-Европейского и Западно-Азиатского 
хемотипов. Для получения характеристичных 
профилей растений проводили последователь-
ную жидкостную экстракцию СHCl3 (50 мл) и 
70%-м этанолом из 1 г высушенного материала 
надземных частей растения, затем экстракты объ-
единяли. Для анализа проб применяли разработан-
ный способ ВЭЖХ–МС/МС определения шести 
разных сапонинов и рутина с минимальными 
определяемыми значениями концентрации от 
0,05 мкг/мл (0,038 мкг/мл для протодиосцина) 
[5]. Важно отметить, что как и в случае УФ- и 
ИДСР-детектирования количественную оценку 
содержания компонентов в растительном сырье 
методом ВЭЖХ-МС проводят методом градуиро-
вочного графика. При этом наилучшим способом 
является внесение в раствор меченного изотопами 
внутреннего стандарта, что позволяет скомпенси-
ровать матричные эффекты при ионизации анали-
та. Однако такие стандарты на сегодняшний день 
редко доступны для большинства физиологиче-
ски активных компонентов растений, кроме того, 
установление точной концентрации аналита тре-
бует значительных усилий и временных затрат, а 
также досконально исследованной и проверенной 
системы извлечения аналитов из образца расти-
тельного материала. В последние годы в области 
анализа и контроля качества средств ТКМ широ-
кое применение находит способ количественного 

Сапогенин R1 R2 R3 R4
Тигогенин H H CH2 OH
Гитогенин H OH CH2 OH
Хецогенин =O H CH2 OH
Хлорогенин H H CH(OH) OH
Диосгенин H H =CH OH

Примеры спиросапонинов
Диосцин H H =CH OGlc(Rha)Rha
Аговозид O H CH2 OGlc

Примеры фурустаноловых сапонинов
Протодиосцин H H =CH OGlc(Rha)Rha
Прототрибестин H H =CH OGlc(Rha)SO3Na

анализа многокомпонентной системы (КАМС), 
который позволяет определять содержания анали-
тов, используя факторы пересчета и устанавливая 
концентрацию одного референтного компонента в 
пробе [6]. Например, данный способ был успешно 
применен в ВЭЖХ–УФ-анализе тритерпеновых 
сапонинов P. notoginseng [7].

КАМС – относительно новый метод количе-
ственного анализа, поэтому важно показать и до-
казать возможность его применения на практике, 
сравнивая значения концентраций  анализируемых 
соединений, рассчитанных разными способами. 
Наиболее часто для такой оценки применяют от-
носительную ошибку метода (ООМ, %) [7]: 

                    
1 2

2

–OOM(%) = 100%,C C
C

                (1)

где С1, С2 – концентрация компонента, определен-
ная по методам КАМС и внешнего или внутрен-
него стандарта соответственно. Приемлемым счи-
тается отклонение меньше 10%. В методе КАМС 
референтное соединение выступает в роли вну-
треннего стандарта, концентрация которого меня-
ется от пробы к пробе и должна быть определена с 
помощью построения градуировочной зависимо-
сти. Существуют три способа определения коэф-
фициента пересчета.

1. Метод расчета по одной точке. Для опре-
деления фактора пересчета по этому способу необ-
ходимо приготовить стандартные растворы рефе-

Рис. 1. Состав гликозидов растений рода Якорцы (Tribulus L.)
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рентного и определяемого соединений таким об-
разом, чтобы их концентрации находились вблизи 
середины рабочего диапазона концентраций . Зна-
чение фактора определяется по формуле:

                          

/ ,
/

st st
x

x x

S Cf
S C

                   (2)

где Cx – концентрация определяемого соединения, 
Cst – концентрация соединения, принятого за рефе-
рентное, Sx, Sst – величина аналитического сигнала 
(в данном случае площадь хроматографического 
пика) определяемого и референтного соединений 
соответственно.

2. Многоточечный метод расчета. Фактор 
пересчета, рассчитанный по этому способу, 
представляет собой среднее значение факторов, 
полученных на разных уровнях концентрации 
по методу 1. Для этого необходимо приготовить 
серии стандартных растворов референтного и 
определяемых соединений  и рассчитать факто-
ры по методу 1, а затем построить график зависи-
мости фактора пересчета от концентрации опре-
деляемого соединения. Если на малых уровнях 
концентрации наблюдаются сильные флуктуации 
значения фактора, необходимо ограничить рабо-
чий диапазон концентраций  снизу. По факторам 
пересчета, принадлежащим новому рабочему диа-
пазону концентраций , следует определить конеч-
ный фактор пересчета по формуле:
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                      (3)

где n – число уровней концентраций .
3. Расчет фактора пересчета по методу ли-

нейной регрессии [8]. Расчет фактора по методу 
линейной регрессии, как и по методу 2,  требует 
построения градуировочных графиков и уста-
новления градуировочных зависимостей рефе-
рентного и определяемого соединений . Однако в 
данном случае фактор определяется как отноше-
ние угловых коэффициентов наклонов графиков 
градуировочных зависимостей:

                                   f x = kst /kx,                              (4)

где kst , kx – коэффициенты наклона градуировоч-
ных функций  референтного и определяемого со-
единения соответственно.

Далее концентрации определяемых соедине-
ний по методу КАМС следует рассчитывать по 
формуле:

                   
,' x

x x'
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                          (5)

где  С x́ – концентрация определяемого компонен-
та, а С śt  – концентрация соединения (принятого за 
референтное в том же образце), рассчитанная по 
методу градуировочного графика.

В случае масс-спектрометрического анализа 
достоинством применения КАМС является то, что 
некоторые вещества можно регистрировать, ис-
пользуя групповые характеристичные фрагмент-
ные ионы [9]. В таком случае условия получения 
сигнала одинаковых по составу ионов для постро-
ения хроматограмм и условия вычисления площа-
ди пиков для референтного аналита и остальных 
определяемых компонентов будут близки, что по-
зволит уменьшить систематическую ошибку, свя-
занную, например, с загрязнением камеры иониза-
ции масс-спектрометра.

Таким образом, применение метода ВЭЖХ–
МС/МС, а также способа КАМС для одновре-
менного определения протодиосцина, диосцина 
и диосгенина в растительных экстрактах из тра-
вы T. terrestris представляется перспективным, 
так как не требует сложной пробоподготовки и от-
личается хорошими показателями чувствительно-
сти и воспроизводимости, а также позволяет про-
водить комплексную оценку качества препаратов 
на основе этого растительного сырья.

Экспериментальная часть

Растворы и реагенты. В работе использовали 
следующие реактивы: протодиосцин, диосцин и 
диосгенин (>98%, «Phytolab», Германия), ацетони-
трил и метанол (для градиентной хроматографии, 
«Merck», Германия), муравьиная кислота («Sigma 
Aldrich», Германия).

Оборудование. В работе использовали систему 
ВЭЖХ–МС/МС, состоящую из тандемного масс-
спектрометра «QTrap 3200» («AB Sciex», Канада), 
оснащенного источниками химической иониза-
ции при атмосферном давлении и электрораспы-
лительной ионизации, а также системой «ВЭЖХ 
ULTIMATE 3000» («Dionex», США). В качестве 
неподвижной фазы при определении протодиос-
цина, диосцина и диосгенина при их совместном 
присутствии в пробах использовали колонку с об-
ращено-фазовым сорбентом «Acclaim RSLC» дли-
ной 150 мм, внутренним диаметром 2,1 мм, раз-
мером зерна сорбента 2.2 мкм («Thermo», США). 
Экспериментальные данные регистрировали и об-
рабатывали с помощью персонального компьюте-
ра и программных пакетов «Analyst» («AB Sciex», 
Канада).

Приготовление стандартных растворов и 
построение градуировочных зависимостей. На-
вески протодиосцина, диосцина и диосгенина мас-
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сой 1 мг растворяли в 1 мл воды. Полученные рас-
творы использовали для приготовления серий гра-
дуировочных растворов с концентрацией 15,125; 
32,25; 62,5; 125; 250; 500; 1000 и 2000 нг/мл. По-
лученные для водных растворов метрологические 
характеристики приведены в табл. 1. Пределы об-
наружения вычисляли по формуле:

                                Смин = 0,3С,                           (6)

где С – наименьшая концентрация линейного диа-
пазона определяемых содержаний.

Анализ растительных экстрактов. Отбира-
ли 50 г измельченных надземных частей растения 
T. terrestris (ООО «Азбука трав», Россия) и по-
следовательно добавляли 350, 250 и 250 мл 70%-
го раствора этанола, перемешивая на шейкере в 
течение одного часа. Объединенные этанольные 
вытяжки упаривали на песчаной бане до получения 
сухого экстракта (0,4172 г). Отбирали навески 
полученного сухого экстракта (~100 мг), а так-
же навески исходного растительного материала 
(100 мг). Использовали по три навески каждого 
образца. К навеске в пробирке объемом 15 мл до-
бавляли 10 мл смеси метанол:вода (1:1), тщательно 
перемешивая. Далее проводили экстракцию в уль-
тразвуковой ванне (ЗАО «ПКФ Сапфир», УЗВ-1.3 л, 
190 Вт, 35 кГц) при 25–30 °С в течение 15 мин. От-
бирали 5 мл надосадочной жидкости и пропуска-
ли через фильтр (0,45 мкм) «CHROMAFIL Xtra» 
(«Macherey-Nagel», Германия), отбрасывали пер-
вые 2–3 мл экстракта, и отбирали 1 мл получен-
ного фильтрата в пробирку для центрифугирова-
ния (1,5 мл). Далее центрифугировали 10 мин при 
16 000 об/мин и отбирали 700 мкл надосадочной 
жидкости в виалу для ВЭЖХ–МС-анализа.

Условия хроматомасс-спектрометрического 
определения. Для определения использовали ис-
точник ионов для электрораспылительной иониза-
ции в режиме регистрации выбранных ионов для 

положительно заряженных ионов (температура 
источника ионизации 350 °С; напряжение на ка-
пилляре 5,5 кВ; давление газа-завесы 1 бар; давле-
ние газа-распылителя 2,8 бар). Разделение пробы 
проводили в изократическом режиме подачи элю-
ента, скорость потока составляла 0,4 мл/мин. Под-
вижная фаза состояла из двух компонентов: воды с 
добавкой 0,1%-й муравьиной кислоты (элюент А) 
и ацетонитрила (элюент Б). Использовали две про-
граммы градиентного элюирования. В сокращен-
ной программе элюирования для детектирования 
в режиме выбранных ионов, в начале анализа (до 
1,5 мин) концентрация элюента Б составляла 15%; 
затем (до 7,5 мин) концентрация элюента Б равно-
мерно увеличивалась до 95% и оставалась посто-
янной в течение 6,5 мин; после анализа в течение 
4 мин проводили уравновешивание системы в на-
чальных условиях (15% элюента Б). Время анали-
за в режиме сканирования составило 20 мин, при 
этом концентрация элюента Б, в отличие от сокра-
щенной программы, выдерживалась равной 95% в 
течение 7,5–16 мин, однако никаких дополнитель-
ных пиков на отрезке от 14 до 16 мин не наблюда-
ли. Температура термостата колонки 25 °С. Объем 
вводимой пробы составлял 0,02 мл. Метрологи-
ческие характеристики использованного подхода 
приведены в табл. 1.

Обсуждение результатов

Помимо протодиосцина и диосцина (рис. 1), 
в состав экстрактов из якорцев стелющихся вхо-
дит большое число других важных компонентов 
близкой структуры, например террестросины A, 
B, C, D, E и F и другие производные хецогенина, 
гитогенина, тигогенина и диосгенина [3]. Для не-
которых из этих компонентов применение УФ-
детектирования является возможным благодаря 
наличию кето-группы при 12-м атоме углерода, 
однако более информативным и универсальным 

Т а б л и ц а  1
Метрологические характеристики предложенного подхода определения протодиосцина, диосцина                  

и диосгенина

Вещество
Диапазон 

линейности, 
нг/мл

Уравнение 
градуировочной 
зависимости

Коэффициент 
корреляции, r2

Предел обнаружения 
в водном растворе,                 

мкг/мл

Диосгенин 60–1000 y = 938 x – 208 0,9982 0,02

Диосцин 15–1000 y = 529 x – 1765 0,9976 0,005

Протодиосцин 30–1000 y = 51 x – 71 0,9938 0,01
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является ВЭЖХ–МС-анализ в режиме сканиро-
вания положительных ионов [5]. Таким образом, 
получены хроматограммы экстрактов из измель-
ченной травы T. terrestris в варианте обращенно-
фазовой хроматографии с использованием сорбен-
та Acclaim RSLC C18. В течение анализа продол-
жительностью 20 мин получены пики нескольких 
основных компонентов (для протодиосцина и ди-
осцина масс-спектры приведены на рис. 2), одна-
ко полного хроматографического разделения всех 
компонентов добиться не удалось. 

Обнаруженные производные диосгенина и 
хецогенина были идентифицированы на основа-
нии совпадения m/z сигналов ионов [M+H]+, [M–
H2O+H]+ и [M+Na]+ в масс-спектрах этих пиков 
с рассчитанными моноизотопными массами этих 
ионов для данных соединений, а также по сопо-
ставлению наблюдаемых в спектрах сканирования 
фрагментных ионов (соответствующих последова-
тельному отщеплению сахаридных заместителей 

с образованием фрагментных ионов сапогенина 
и дегидратированного сапогенина) с расчетными 
массами данных фрагментов (табл. 2). Таким об-
разом, для селективного определения отдельных 
групп физиологически активных сапонинов необ-
ходим переход к более селективному способу де-
тектирования – регистрации сигналов отдельных 
ионов, характерных для групп компонентов, от-
личающихся типом сапогенина. В случае произво-
дных диосгенина, к которым относятся такие ос-
новные компоненты, как протодиосцин (5,11 мин) 
и диосцин (7,95 мин), такими характерными сиг-
налами являются фрагмент диосгенина m/z = 415 
и дегидратированная протонированная молекула 
диосгенина m/z = 397 (табл. 2).

На стадии проведения оптимизации условий 
масс-спектрометрического детектирования подби-
рали параметры, отвечающие за настройки работы 
масс-анализатора, а именно: потенциал декласте-
ризации (ПД) и входной потенциал на нулевом 

Рис. 2. Масс-спектры протодиосцина (а) и диосцина (б), полученные в результате ВЭЖХ–МС-
анализа образца этанольного экстракта из растительного материала T. terrestris
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квадруполе (ВП), необходимые для повышения 
интенсивности аналитического сигнала. Для это-
го в режиме прямого ввода с помощью шприцево-
го насоса анализировали водно-ацетонитрильные 
растворы (5 мкг/мл) диосцина и протодиосцина. 
В случае протодиосцина фрагментные ионы с 
m/z = 415 и m/z = 397 имели низкую интенсив-
ность. Для диосцина регистрировали близкие по 
значению интенсивности сигналы этих ионов при 
разных значениях ВП в интервале от 8 до 12 В. 
Для выбора оптимального значения ПД из диа-
пазона 20–100 В получили серию хроматограмм 
с шагом варьирования ПД 20 В. Разделение при 
каждом значении ПД проводили 3 раза. Показано 
(рис. 3), что оптимальным оказалось значение ПД 
40 В для иона с m/z = 415 и 20 В для иона с m/z = 
397. Значения температуры и давления потоков 
газов в источнике ионизации задавали в соответ-
ствии с рекомендацией производителя для скоро-
стей потока подвижной фазы 0,4–1,0 мл/мин (см. 
экспериментальную часть).

Для перевода молекул сапонинов T. terrestris в 
протонированную форму в состав подвижной фазы 
входила деонизированная вода с добавкой 0,1%-й 
муравьиной кислоты, что позволило добиться при-
емлемых времени удерживания и интенсивности 
пиков определяемых веществ (рис. 4). Для опре-
деления аналитов применяли сокращенную про-
грамму градиентного элюирования, так как раз-
работанный способ селективного детектирования 
в режиме регистрации выбранных ионов можно 
использовать даже при отсутствии полного хрома-
тографического разделения пиков протодиосцина 
и диосгенина с другими компонентами экстракта.

Для вычисления факторов пересчета для прото-
диосцина и диосгенина (табл. 3) по формулам (2), 
(3) и (4) использовали площади пиков по сигналам 
ионов с m/z = 415, m/z = 397 и их сумме. Для срав-
нения этих способов вычисляли ООМ по формуле 

(1) для одного из значений концентрации в одном 
из градуировочных растворов (125 нг/мл). Из по-
лученных данных следует, что значения факторов 
пересчета, вычисленные для разных ионов, отли-
чаются незначительно, однако наименьшая ошиб-
ка вычисления концентрации, по сравнению с 
методом градуировочного графика, получена при 
использовании суммарного сигнала двух ионов и 
метода расчета фактора по отношению наклонов 
градуировочных графиков.

Оценку характеристик разработанного подхо-
да определения протодиосцина, диосцина и ди-
осгенина проводили при анализе экстрактов из 
надземных частей растения T. terrestris. На рис. 4 
приведены хроматограммы образцов экстрактов 
из надземных частей растения T. terrestris при экс-
трагировании смесью метанол : вода (1:1) и скон-
центрированной этанольной вытяжкой, которая 
часто применяется в традиционной медицине [5]. 
Показано, что экстрагирование водно-метаноль-
ной смесью под воздействием ультразвука без на-
гревания привело к неполному извлечению менее 
полярного компонента – диосцина (табл. 3). Расчет 
содержания протодиосцина проводили по методу 
градуировочного графика и по методу КАМС, при 
этом значения ООМ оказались менее 10%. 

Из 50 г исходного растительного сырья было 
получено при последовательной экстракции 
70%-м этанолом около 0,4 г сухого порошка, со-
держащего 40 мг/г протодиосцина, следовательно, 
на 1 г исходного растительного сырья приходится 
около 0,3 мг этого вещества. Тогда на основании 
данных табл. 3 можно сделать вывод, что экстра-
гирование водно-метанольной смесью (в объеме 
10 мл) позволяет добиться почти полного извле-
чения протодиосцина из 0,1 г растительного ма-
териала T. terrestris за один акт экстрагирования. 
Диосгенин не был обнаружен в исследованных 
экстрактах.

Выводы

Разработан способ быстрого одновременного 
ВЭЖХ–МС/МС-определения протодиосцина, 
диосцина и диосгенина в экстрактах из расти-
тельного сырья T. terrestris. Показано, что при-
менение способа КАМС для количественной 
обработки МС-данных позволяет проводить 
адекватную оценку содержания определяемых 
соединений. Расхождение с результатами, полу-
ченными методом градуировочного графика, не 
превышает 10%.

Пределы обнаружения составили 5, 10 и 
20 нг/мл при определении диосцина, протоди-
осцина и диосгенина соответственно. Преиму-

Рис. 3. Зависимость площадей пика диосцина по 
выделенным ионам с m/z = 415 (1) и m/z = 397 (2) от 

потенциала декластеризации (ПД)
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Рис. 4. Хроматограммы, полученные в режимах регистрации выбранных ионов с m/z = 397 (1) и m/z = 415 (2): 
а – стандартный раствор с содержанием диосцина, протодиосцина и диосгенина 0,5 мкг/мл; б – экстракт 
из сконцентрированной этанольной вытяжки и в – экстракт из сухого растительного материала T. terrestris

ществом указанного способа анализа является 
его высокая достоверность и правильность, что 
позволяет использовать предложенный способ 
в качестве референтного. Установлено, что экс-
трагирование смесью метанол : вода (1:1) под 

воздействием ультразвука без нагревания по-
зволяет добиться хорошего извлечения более по-
лярных гликозидов фуростанолового типа, но не 
подходит для извлечения спиростаноловых сапо-
нинов, например диосцина.
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Т а б л и ц а  3
Содержание диосцина, протодиосцина и диосгенина в исследованных образцах

Компонент
Растительный материал Этанольный экстракт (сухой)

Cград, мг/г CКАМС, мг/г ООМ, % Cград, мг/г CКАМС, мг/г ООМ, %

Протодиосцин 0,35 0,37 7 39 41 5

Диосцин 0,008 – – 2,8 – –

Диосгенин <0,002 <0,002 – <0,1 <0,1 –

Работа поддержана Российским фондом фундаментальных исследований 
(проект мол_а_дк 16-33-60007).
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QUANTITATIVE ANALYSIS OF MULTICOMPONENT SYSTEM 
FOR LIQUID CHROMATOGRAPHY MASS SPECTROMETRY 
DETERMINATION OF DIOSGENIN, DIOSCIN AND PROTODIOSCIN IN 
PLANT EXTRACTS OF TRIBULUS TERRESTRIS

A.N. Stavrianidi*, E.A. Stekolshchikova, P.N. Turova, I.A. Rodin, O.A. Shpigun

(Division of Analytical Chemistry; *e-mail: stavrianidi.andrey@gmail.com)

An approach of simultaneous detection of dioscin, diosgenin and protodioscin in 
extracts from plant material was developed on the basis of liquid chromatography/mass 
spectrometry (limits of detection were in the range from 5 to 20 ng/ml). Analysis of extracts 
was carried out using a reversed-phase chromatography with C18 sorbent followed by 
electrospray ionization in positive ion mode and tandem mass-spectrometric detection 
in positive multiple ion monitoring mode. For quantifi cation peak areas in extracted 
ion chromatograms were used in external calibration and quantitative analysis of 
multicomponent system approaches. It was shown that difference in the results was lower 
than 10 %. The proposed approach was tested during the analysis of ethanolic infusion and 
water-methanolic extract from the aerial parts of plant Tribulus terrestris.

Key words: high performance liquid chromatography/mass spectrometry, electrospray 
ionization, extraction, vegetable raw materials, Tribulus terrestris, saponins.
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