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Резюме
Введение. В оригинальной статье представлены результаты экспериментального исследования, проведенного 
с использованием метода высокоэффективной тонкослойной хроматографии (ВЭТСХ), растительных образцов –  
корневищ с корнями Dioscorea caucasica Lipsky, Dioscorea nipponika Makino. Данные виды диоскорей используются в 
различных областях медицины в качестве фунгицидного, антимикробного, а также антисклеротического средства. 
Метод ВЭТСХ используется на этапе скрининга растительных образцов для предварительной идентификации и 
денситометрического количественного определения диосгенина в растительных экстрактах.
Цель. Разработка ВЭТСХ-методики количественной оценки содержания диосгенина после проведения кислотного 
гидролиза экстрактов в воздушно-сухом сырье – корневищах с корнями Dioscorea caucasica Lipsky, Dioscorea nipponika 
Makino.
Материалы и методы. Экстракты получали путем предварительного обезжиривания и депигментирования  
воздушно-сухого сырья корневищ с корнями изучаемых видов диоскорей дихлорметаном х.ч. с последующим двойным 
экстрагированием. Первое экстрагирование проводили в среде 50%-го водного раствора изопропанола х.ч. при 
озвучивании ультразвуком с последующим проведением кислотного гидролиза О-гликозидных связей, упариванием. 
Второе экстрагирование проводили путем перерастворения сухого остатка в метаноле х.ч.; очищали от взвешенных 
частиц фильтрованием через шприцевые фильтры с диаметром перфораций 20 мкм. ВЭТСХ осуществляли на  
аппаратном комплексе CAMAG (Швейцария) с использованием пластин HPTLC Aluminium sheets Silica gel 60 F254,  
20 × 20 см, которые разрезали до размера 20 × 10 см.
Результаты и обсуждение. После проведения сканирующей денситометрии при 366 и 542 нм было установлено,  
что хроматографирование метанольных извлечений в системе растворителей толуол х.ч. – хлороформ х.ч. – ацетон  
х.ч. (2 : 8 : 2 по объему) позволяет удовлетворительно провести разделение и последующее денситометрическое 
количественное определение диосгенина. Сравнение треков растительных экстрактов корневищ с корнями Dioscorea 
caucasica Lipsky и Dioscorea nipponika Makino проводили со стандартным образцом диосгенина.
Заключение. Проведенное исследование позволило установить, что содержание стероидного сапогенина диосгенина  
в воздушно-сухом сырье Dioscorea nipponica Makino (286,4–296,3 мкг/г) незначительно преобладает над его  
содержанием в сырье Dioscorea caucasica Lipsky (257–277,1 мкг/г). Полученные количественные значения, рассчитанные 
раздельно по высоте и площади пиков, демонстрируют хорошую сходимость, что подтверждает корректность методики. 
Разработанный метод высокоэффективной тонкослойной хроматографии с денситометрическим детектированием 
диосгенина может быть рекомендован для рутинного количественного анализа данного соединения в растительном сырье.
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Abstract
Introduction. The original article presents the results of an experimental study conducted using the method of  
high-performance thin-layer chromatography (HPTLC) on plant samples – rhizomes with roots of Dioscorea caucasica Lipsky 
and Dioscorea nipponika Makino. These species of Dioscorea are used in various fields of medicine as fungicides, antimicrobials,  
and anti-sclerotic agents. The HPTLC method is used at the screening stage of plant samples for preliminary identification  
and densitometric quantitative determination of diosgenin in plant extracts.
Aim. Development of a HPTLC methodology for quantitative assessment of diosgenin content after acid hydrolysis of  
extracts in air-dried raw materials – rhizomes with roots of Dioscorea caucasica Lipsky and Dioscorea nipponika Makino.
Materials and methods. The extracts were obtained by preliminary degreasing and depigmentation of air-dried rhizomes  
with roots of the studied Dioscorea species using high-purity dichloromethane, followed by double extraction. The first  
extraction was carried out in a 50 % aqueous solution of isopropanol with ultrasonication, followed by acid hydrolysis  
of O-glycosidic bonds and evaporation. The second extraction was carried out by redissolving the dry residue in methanol;  
it was purified from suspended particles by filtration through syringe filters with a perforation diameter of 20 μm. HPTLC  
was performed on a «CAMAG» (Switzerland) apparatus using HPTLC Aluminum sheets Silica gel 60 F254 20 × 20 cm, which  
were cut to a size of 20 × 10 cm.
Results and discussion. After performing scanning densitometry at 366 and 542 nm, it was established that the  
chromatography of methanol extracts in a toluene-chloroform-acetone solvent system (2 : 8 : 2 v/v) allows for satisfactory  
separation and subsequent densitometric quantitative determination of diosgenin. The tracks of plant extracts from the  
rhizomes and roots of Dioscorea caucasica Lipsky and Dioscorea nipponika Makino were compared with a standard sample  
of diosgenin.
Conclusion. The study found that the content of the steroid sapogenin diosgenin in air-dried Dioscorea nipponica Makino  
raw material (286,4–296,3 μg/g) slightly exceeds its content in Dioscorea caucasica Lipsky raw material (257–277,1  μg/g).  
The quantitative values obtained, calculated separately for peak height and area, show good convergence, confirming the 
correctness of the method. The developed method of high-performance thin-layer chromatography with densitometric  
detection of diosgenin can be recommended for routine quantitative analysis of this compound in plant raw materials.

Keywords: diosgenin, rhizomes with roots of Dioscorea caucasica Lipsky and Dioscorea nipponika Makino, HPTLC
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ВВЕДЕНИЕ
Диоскорея кавказская (Dioscorea caucasica Lipsky)  

и диоскорея ниппонская (Dioscorea nipponika Makino) 
являются растительными источниками нативного  
диосцина, агликоном которого является диосгенин. 
В ряде исследований отмечены фармакологические 
свойства диосгенина, такие как фунгицидные, цитоток-
сические и антимикробные. Dioscorea caucasica Lips- 
ky является эндемичным видом Закавказья, окрест- 
ностей города Сочи в России и распространена на 
территории республики Абхазии. Dioscorea nipponika 
Makino является эндемичным видом Дальнего Восто- 
ка России и сопредельных государств. 

Целью нашего исследования была разработка  
ВЭТСХ-методики количественной оценки содержа- 
ния диосгенина после проведения кислотного гид- 
ролиза экстрактов в воздушно-сухом сырье – корне-
вищах с корнями Dioscorea caucasica Lipsky, Dioscorea 
nipponika Makino. 

Промышленное значение среди стероидных са-
погенинов имеет диосгенин, который получают 
из корневищ с корнями некоторых видов диоско-
рей  [1]. Основными поставщиками корневищ с кор-
нями видов диоскорей являются Мексика, страны 
Центральной Америки, Индия и Китай, где массово 
заготавливают данный вид сырья из производящих 
растений, таких как Dioscorea composita, D. floribunda, 
D.  tepinapensis, D.  prazeri, D. sylvatica, D. belizensis, 
D.  zingiberensis  [1]. Кроме корневищ с корнями ви-
дов диоскорей, для малотоннажного производства 
диосгенина используют и другие виды раститель-
ного сырья, например траву паслена, корневища с 
корнями ямса, семена пажитника сенного, листья 
и корневища с корнями видов юкк (юкка славная,  
юкка Треккуля, юкка узколистная, юкка сизая и т. п.). 
Корневища с корнями видов диоскореи, в том чис-
ле кавказской и ниппонской, широко используются  
в медицине. Важной характеристикой стероидных 

спиростаноловых гликозидов, которая лежит в осно- 
ве их биологической активности, является склон-
ность к образованию комплексов со стеринами. В 
просвете желудочно-кишечного тракта диосгенин 
способен образовывать комплексы с холестерином, 
поступающим с пищей. Кроме того, стероидные са- 
понины демонстрируют широкий спектр биологиче-
ских эффектов, включая антимикробное, противо- 
опухолевое и гемолитическое действие, купирова-
ние симптомов аутоиммунных заболеваний в экспе- 
рименте и противовоспалительное действие [1–6].

Медицинская и фармацевтическая промышлен-
ность проявляет большой интерес к диосгенину, ак-
тивному вторичному метаболиту растительных кле-
ток. В биотехнологии это соединение выступает в 
качестве исходного субстрата (прекурсора) для по- 
лучения стероидных гормонов [7–10]. 

Метод ВЭТСХ является хорошей альтернативой 
колоночным методам хроматографии (высокоэффек-
тивной жидкостной и газо-жидкостной хроматогра-
фии), поскольку он является экономичным (отсутст- 
вие необходимости приобретать дорогостоящие ко-
лонки), экспрессным (одновременно можно анали- 
зировать несколько десятков растительных экстрак- 
тов на одной пластине), менее трудоемким по срав-
нению с колоночными видами хроматографии, ис-
пользуется в стандартизации растительных экстрак-
тов и растительных настоек по методу «отпечатков 
пальцев» [11–14].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Стандарт диосгенина (чистота >99 %) был полу-

чен от PhytoLab (Германия). Растворители для экст- 
ракции и проведения ВЭТСХ, такие как изопропанол 
х.ч., метанол х.ч., толуол х.ч., ацетон х.ч., хлороформ 
х.ч., кислота серная, были приобретены у компании 
АО «ВЕКТОН» (Россия) и ООО «Компонент-Реактив» 
(Россия). Воду очищали при помощи установки для 
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получения воды аналитического качества УПВА-5 
(ООО  ПФ «Ливам», Россия). Растительный материал 
(корневища с корнями в рубленом виде) был приоб-
ретен у двух российских компаний: диоскореи кав-
казской  – у ООО «Шалфей» (г.  Иркутск, без серии,  
собранные летом 2017  года), диоскореи ниппон-
ской  – у ООО  «Старослав» (г.  Бердск, серия 010417, 
собранные летом 2016 года).

Методика экстрагирования стероидных сапони-
нов подробно описана в статье [15]. Методика кис-
лотного гидролиза О-гликозидной связи, равно как  
и альтернативные методы экстракции стероидных са-
понинов, описаны в источнике [1]. После кислотно-
го гидролиза изопропаноловый экстракт упаривали 
в открытых пробирках досуха, взвешивали на ана-
литических весах (точная навеска), после приливали 
10  мл метанола х.ч. Для удаления взвешенных частиц 
из полученного метанольного раствора использова- 
ли фильтры нейлоновые шприцевые Labfil 0,22  мкм 
диаметром 25 мм для фильтрования водных и орга-
нических растворов, серия С0000279, лот K11182SF 
(Labfil, Китай).

Приготовление раствора СО диосгенина. Для при-
готовления раствора стандарта диосгенина с кон- 
центрацией 1 мг/мл берут точную навеску 20 мг стан-
дарта диосгенина и растворяют в 20 мл метанола.  
Отбирают 2,5  мл раствора с концентрацией 1 мг/мл  
и доводят метанолом до объема 10 мл (раствор  
диосгенина с концентрацией 0,25 мг/мл).

Для идентификации и количественного денсито-
метрического определения диосгенина в раститель-
ных извлечениях диоскореи кавказской и диоскореи 
ниппонской была использована методика высокоэф-
фективной тонкослойной хроматографии, которая ра-
нее успешно применялась для определения данного 
соединения в растительных извлечениях других рас- 
тительных организмов [16–20]. 

Использованы высокоэффективные пластины на 
алюминиевой фольге HPTLC Aluminium sheets Silica  
gel 60 F254, 20 × 20 см, которые нарезались на сег- 
менты форматом 20 × 10 см. Толщина слоя силикаге- 
ля на пластинах – 150–200 мкм. 

Нанесение: аппликатор Automatic TLC Sampler 4 
(CAMAG, Швейцария), тип нанесения – Spray. Шири- 
на штриха – 6 мм, отступ слева – 15 мм, отступ от  
нижнего края пластины –10 мм, дистанция меж-
ду треками  – 10  мм, число треков – 12. Расстояние  
между треками  – 6  мм. Техника разделения – восхо-
дящая. Раствор стандартного образца диосгенина с 
концентрацией 0,25 мг/мл наносился объемами 1,5;  
2; 2,5 мкл.

Элюирование: автоматическая камера Automatic 
Developing Chamber 2 (CAMAG, Швейцария) с блоком 
контроля влажности при 31,5 %, температура в ка-
мере  – 24 °C, насыщение (saturation) камеры – 5  мин  
(с фильтровальной бумагой) – 25 мл подвижной фа- 
зы, элюирование (development) – 10 мл подвижной  
фазы, сушка – 5 мин.

Состав подвижной фазы: толуол – хлороформ  – 
ацетон (2 : 8 : 2 по объему). Дистанция фронта элюен-
та – 80 мм. 

Дериватизация: устройство для иммерсии Chro-
matogram Immersion Device III (CAMAG, Швейцария). 
Параметры: время – 2 с, скорость – 1. Метод дери- 
ватизации  – иммерсия (погружение). Реагент – кис-
лота серная концентрированная : вода : метанол в со-
отношении 20  мл – 170 мл – 10 мл соответственно. 
Реактивы предварительно охлаждают и смешивают 
при охлаждении. После иммерсии нагревание плас- 
тины проводится в течение 10 мин при температуре 
105–110 °С.

Документирование: система документирования 
TLC Visualizer (CAMAG, Швейцария). Чистая пласти-
на, пластина после элюирования и пластина после 
дериватизации фотографировалась в трех режимах:  
УФ254, УФ366 и white R (в режиме «белого света»). 

Денситометрия: спектроденситометр TLC Scan-
ner  4 (CAMAG, Швейцария) с программным обеспе-
чением winCATS в режиме поглощения при 542 нм  
с вольфрамовой лампой, в режиме флуоресценции 
при 366 нм с ртутной лампой. 

Количественное определение диосгенина в про-
бе проводили с использованием многоточечной ка-
либровки. Для повышения точности результатов ка- 
либровочные зависимости строили раздельно по вы-
соте и площади пиков. Выбор параметра сигнала  
(высота или площадь пика) проводили путем срав- 
нения величин коэффициента корреляции и коэф-
фициента вариации (CV) с максимальным первым и  
минимальным вторым коэффициентом одновременно.

Статистический анализ. Эксперименты проводи-
лись в трех повторениях, и переменные были пред-
ставлены в виде среднего значения и стандартного  
отклонения, а также для средних арифметических  
были рассчитаны 95 % доверительные интервалы.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Расчет содержания диосгенина в экстрактах кор-

невищ с корнями Dioscorea caucasica Lipsky и Diosco- 
rea nipponika Makino.

В ходе исследования фотографирование пластин 
осуществлялось после элюирования при 366 нм, а  
также после дериватизации при 366 нм и в видимой 
области спектра – в режиме white R (рисунок 1).

Для сравнения чистоты спектров пятен-штрихов 
стандартного образца диосгенина и аналогичных пя-
тен-штрихов диосгенина в экстрактах двух видов диос- 
корей после дериватизации был выполнен спект- 
ральный анализ при длине волны 542 нм, который  
показывает, что спектры треков стандарта и образ- 
цов практически идентичны (рисунок 2).

Экстремумы длин волн лежат в интервале от 541 
до 545 нм. Разброс значений экстремумов объяс- 
няется различной концентрацией диосгенина в раст- 
ворах стандартов с учетом объемов нанесения. При 
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большем содержании диосгенина (независимо, стан-
дарт или проба) экстремумы полос поглощения наблю- 
даются около 541 нм.

С целью количественного определения содержа- 
ния диосгенина в корневищах с корнями двух ви-
дов диоскореи, Dioscorea caucasica Lipsky и Dioscorea 
nipponika Makino, были получены растительные из- 
влечения, которые в дальнейшем подвергались кис-

лотному гидролизу для разрыва О-гликозидных свя-
зей в молекулах стероидных гликозидов, содержащих 
в качестве агликонов стероидный сапогенин диосге-
нин [1, 2]. 

В таблицах 1 и 2 приведены данные денситоме-
трии (n = 3) для экстракта из корневищ с корнями 
Dioscorea caucasica Lipsky по высоте и площади пиков 
при длинах волн 366 нм и 542 нм соответственно.

Таблица 1. Параметры денситометрии экстракта корневищ с корнями Dioscorea caucasica Lipsky  
при длине волны 366 нм

Table 1. Densitometry parameters of the extract of rhizomes with roots Dioscorea caucasica Lipsky  
at a wavelength of 366 nm

Трек
Track

Объем для 
нанесения, мкл

Volume for 
application, μl

Высота пика, 
AU

Peak height, AU

Расчет содержания  
(по высоте пика), нг/пятно

Calculation of content  
(by peak height), ng/spot

Площадь пика, 
AU

Peak area, AU

Расчет содержания  
(по площади пика), нг/пятно

Calculation of content  
(by peak area), ng/spot

4 2 355,60 495,50 8704,04 554,30
6 2 363,13 509,12 7996,86 502,58
8 2 368,86 519,48 8534,93 541,93

М (σ) 2 362,53
508,033 (12,03)

±∆x = 478,15–537,92
8411,94

532,94 (27,01)
±∆x = 465,84–600,04

Рисунок 1. Фотографии пластин: 
А – после элюирования при 366 нм; Б – после дериватизации при 366 нм; В –  после дериватизации в режиме white R

Figure 1. Photographs of plates: 
A – after elution at 366 nm; B – after derivatization at 366 nm; С – after derivatization in white R mode
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Рисунок 2. Спектры стандарта диосгенина и спектры диосгенина в экстрактах Dioscorea caucasica Lipsky и Diosco- 
rea nipponika Makino при 542 нм. 
А – спектральный рисунок; Б – значения максимальных сигналов для каждого из треков и его цветовая марки- 
ровка. Треки 1, 2, 3, 10, 11 и 12, нанесенные в объемах 1 мкл (треки 1 и 10), 2 мкл (треки 2 и 11) и 3 мкл (треки 3  
и 12), принадлежат стандартному раствору диосгенина с концентрацией 0,25 мг/мл, треки 4, 6 и 8 принадлежат  
диосгенину из извлечения корневищ с корнями Dioscorea caucasica Lipsky, треки 5, 7 и 9 принадлежат диосге- 
нину из извлечения корневищ с корнями Dioscorea nipponica Makino

Figure 2. Spectra of the diosgenin standard and spectra of diosgenin in extracts of Dioscorea caucasica Lipsky and 
Dioscorea nipponika Makino at 542 nm. 
A – Spectral pattern; B – maximum signal values for each track and its color coding. Tracks 1, 2, 3, 10, 11, and 12 belong 
to the standard diosgenin solution with a concentration of 0.25 mg/ml, applied in volumes of 1  μl (tracks 1 and 10), 
2 µl (tracks 2 and 11) and 3 µl (tracks 3 and 12), tracks 4, 6, and 8 belong to diosgenin from the extract of rhizomes with  
roots of Dioscorea caucasica Lipsky, tracks 5, 7, and 9 belong to diosgenin from the extract of rhizomes with roots of 
Dioscorea nipponica Makino
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В таблицах 3 и 4 приведены данные денситомет- 
рии (n = 3) для экстракта из корневищ с корнями 
Dioscorea nipponica Makino по высоте и площади пи- 
ков при длинах волн 366 нм и 542 нм соответственно.

Для подсчета содержания в воздушно-сухом сы-
рье корневищ с корнями изучаемых видов диоскорей 
стероидного сапогенина диосгенина используют пе-

ременные: влажность сырья корневищ с корнями дио-
скореи кавказской – 5,05 %, корневищ с корнями дио-
скореи ниппонской – 11,65 %.

Содержание диосгенина в корневищах с корня- 
ми Dioscorea caucasica Lipsky с использованием точ- 
ной навески высушенного сырья 0,5050 г отражено в 
таблице 5. 

Таблица 2. Параметры денситометрии экстракта корневищ с корнями Dioscorea caucasica Lipsky  
при длине волны 542 нм

Table 2. Densitometry parameters of the extract of rhizomes with roots Dioscorea caucasica Lipsky  
at a wavelength of 542 nm

Трек
Track

Объем для 
нанесения, мкл

Volume for 
application, μl

Высота пика, 
AU

Peak height, AU

Расчет содержания  
(по высоте пика), нг/пятно

Calculation of content  
(by peak height), ng/spot

Площадь пика, 
AU

Peak area, AU

Расчет содержания  
(по площади пика), нг/пятно

Calculation of content  
(by peak area), ng/spot

4 2 115,39 517,09 2680,10 552,78

6 2 116,82 524,94 2668,19 550,17

8 2 116,02 520,54 2638,82 543,76

М (σ) 2 116,08
520,86 (3,93)

±∆x = 511,10–530,62
2662,37

548,90 (4,64)
±∆x = 537,37–560,43

Таблица 3. Параметры денситометрии экстракта корневищ с корнями Dioscorea nipponica Makino  
при длине волны 366 нм

Table 3. Densitometry parameters of the extract of rhizomes with roots Dioscorea nipponica Makino  
at a wavelength of 366 nm

Трек
Track

Объем для 
нанесения, мкл

Volume for 
application, μl

Высота пика, 
AU

Peak height, AU

Расчет содержания  
(по высоте пика), нг/пятно

Calculation of content  
(by peak height), ng/spot

Площадь пика, 
AU

Peak area, AU

Расчет содержания  
(по площади пика), нг/пятно

Calculation of content  
(by peak area), ng/spot

5 2 355,84 495,93 8314,90 525,84

7 2 362,53 507,96 8382,58 530,90

9 2 369,03 519,79 8452,27 535,89

М (σ) 2 362,47
507,89 (11,93); 

±∆x = 478,26–537,53
8383,25

530,88 (5,03); 
±∆x = 518,39–543,36

Таблица 4. Параметры денситометрии экстракта корневищ с корнями Dioscorea nipponica Makino  
при длине волны 542 нм

Table 4. Densitometry parameters of the extract of rhizomes with roots Dioscorea nipponica Makino  
at a wavelength of 542 nm

Трек
Track

Объем для 
нанесения, мкл

Volume for 
application, μl

Высота пика, 
AU

Peak height, AU

Расчет содержания  
(по высоте пика), нг/пятно

Calculation of content  
(by peak height), ng/spot

Площадь пика, 
AU

Peak area, AU

Расчет содержания  
(по площади пика), нг/пятно

Calculation of content  
(by peak area), ng/spot

5 2 112,82 502,94 2535,08 519,19

7 2 114,73 512,91 2526,35 518,73

9 2 114,63 508,90 2543,52 522,94

М (σ) 2 114,06
508,25 (5,02); 

±∆x = 495,79–520,71
2 534,98

520,29 (2,31); 
±∆x = 514,55–526,02
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Таблица 5. Содержание диосгенина в корневищах  
с корнями Dioscorea caucasica Lipsky

Table 5. Diosgenin content in rhizomes with  
roots Dioscorea caucasica Lipsky
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253,8 266,2 260,2 287,9

Среднее содержание диосгенина в воздушно-су-
хом сырье корневищ с корнями Dioscorea caucasica 
Lipsky по высоте пика составляет 257 мкг/г, по площа- 
ди пика составляет 277,1 мкг/г. 

Содержание диосгенина в корневищах с корня- 
ми Dioscorea nipponica Makino с использованием точ-
ной навески высушенного сырья 0,5070 г отражено  
в таблице 6. 

Таблица 6. Содержание диосгенина в корневищах  
с корнями Dioscorea nipponica Makino

Table 6. Diosgenin content in rhizomes  
with roots Dioscorea nipponica Makino
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286,3 299,2 286,5 293,3

Среднее содержание диосгенина в воздушно-су-
хом сырье корневищ с корнями Dioscorea nipponica 
Makino по высоте пика составляет 286,4 мкг/г, по пло-
щади пика составляет 296,3 мкг/г.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенное исследование позволило устано-

вить, что содержание стероидного сапогенина дио- 
сгенина в воздушно-сухом сырье Dioscorea nipponica 
Makino (286,4–296,3 мкг/г) незначительно преобладает  
над его содержанием в сырье Dioscorea caucasica 
Lipsky (257–277,1 мкг/г). Полученные количественные 
значения, рассчитанные раздельно по высоте и пло-
щади пиков, демонстрируют хорошую сходимость, 
что подтверждает корректность методики. Разра-
ботанный метод высокоэффективной тонкослойной  
хроматографии с денситометрическим детектирова-
нием диосгенина может быть рекомендован для ру-
тинного количественного анализа данного соедине-
ния в растительном сырье.
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