
加热３０ ｍｉｎ”。
３． ３ 　 供试品提取条件的优化　 通过对提取溶剂
（水、１０％甲醇、３０％甲醇、５０％甲醇）、提取方式（加
热回流、水浴超声）、提取时间（超声２０，３０，４０
ｍｉｎ）、取样量（０． ２５，０． ５０，０． ７５ ｇ）的比较，最终选择
供试品的提取条件为“取约０． ５ ｇ，精密称定，置三
角烧瓶中，精密加入１０％甲醇溶液２５ ｍＬ，超声处理
３０ ｍｉｎ”。
３． ４　 色谱柱的选择　 色谱柱分别选择Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ －
Ｃ１８（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）、大连依利特ｈｙｐｅｒｓｉｌ
ＯＤＳ２（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）、Ｅｘｔｅｎｄ － Ｃ１８（２５０
ｍｍ ×４． ６ ｍｍ，５ μｍ）色谱柱，流动相均为乙腈０． ０４
ｍｏｌ·Ｌ１磷酸二氢钾水溶液（４０ ∶ ６０），检测波长为
３６０ ｎｍ。由表３可知，三种色谱柱所得供试品（批
号：０５１２０１）含量结果均在误差范围内，说明该含量
测定的耐用性较好。在样品测定中，最后选择
Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ － Ｃ１８色谱柱。

表３　 色谱柱的选择（ｎ ＝ ４）
Ｔａｂ ３　 Ｃｈｏｏｓｅ ｏｆ ｃｏｌｕｍｎ（ｎ ＝ ４）
色谱柱 Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ

－ Ｃ１８

ｈｙｐｅｒｓｉｌ

ＯＤＳ２

Ｅｘｔｅｎｄ

－ Ｃ１８
平均 ＲＳＤ ／ ％

样品含量
／ ｍｇ·ｇ － １ ６． ７５ ６． ７６ ６． ７３ ６． ７５ ０． ２３
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ＨＰＬＣ测定三七花蕾中的皂苷含量研究
张媛，崔蓉，杜洪建，杨奕（金华职业技术学院医学院药学系，浙江金华３２１０１７）

摘要：目的　 建立三七花蕾中８种四环三萜皂苷（人参皂苷Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１、Ｒｃ、Ｒｂ２、Ｒｂ３、Ｒｄ和三七皂苷Ｒ１）的高效液相色谱定
性定量测定方法。方法　 采用Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＯＤＳ（４． ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ，５ μｍ）分析柱，以含０． ００５％甲酸的乙腈水进行梯度洗脱，在
６５ ｍｉｎ内获得良好分离。结果　 三七花蕾中８种皂苷在一定的浓度范围内，与峰面积呈良好的线性关系，回收率分别为：Ｒ１
９５． ６％ ～ １０２． ５％（ｎ ＝ ３），Ｒｇ１ ９８． ８％ ～ １０３． １％（ｎ ＝ ３），Ｒｅ ９５． ３％ ～ １０１． ７％（ｎ ＝ ３），Ｒｂ１ ９８． ９％ ～ １０１． １％（ｎ ＝ ３），Ｒｃ
９５． ６％ ～１０２． ３％（ｎ ＝ ３），Ｒｂ２ ９９． ０％ ～ １００． ４％（ｎ ＝ ３），Ｒｂ３ ９９． ２％ ～ １００． ３％（ｎ ＝ ３），Ｒｄ ９５． ０％ ～９６． ８％（ｎ ＝ ３）。结论　 该
方法灵敏快速，准确可靠，可用于三七花蕾的质量控制。
关键词：三七；花蕾；皂苷；高效液相色谱法
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　 　 三七（Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ （Ｂｕｒｋ．）Ｆ． Ｈ． Ｃｈｅｎ），
又名田七、金不换、山漆、人参三七等，是五加科人参
属植物，主产于云南文山和毗邻的广西右江流域一
带，为我国特有的珍贵药材。其传统药用活性部位
为根，主要活性成分为达玛烷型四环三萜皂苷［１］。
三七花蕾为生长两年以上尚未开放的花蕾，民间常
作茶饮用，有清凉、平肝、降压之功效［２］。现代研究
表明，花蕾是三七全株之精华，总皂苷含量高达
１３％以上（主要为原人参二醇型皂苷），是含量最高
的部位。三七花蕾具有镇静安神、抗炎镇痛、降血压
等药理作用，常用于治疗高血压、偏头痛、失眠等
症［３］。虽然已对三七花蕾中的皂苷成分进行过研
究［４６］，但是目前仍然未见对其单体皂苷进行定量分
析的详细报道。笔者在研究中发现，花蕾中原人参
二醇型皂苷成分远较药材（根）复杂，难于用目前三
七药材皂苷成分检测的ＨＰＬＣ进行检测。为了控制
三七花蕾的质量，提供准确可靠、灵敏快速的检测方
法，笔者探讨并建立了适用于三七花蕾中皂苷成分
分析的ＨＰＬＣ。
１　 仪器与材料
１． １　 仪器

岛津Ｓｈｉｍａｄｚｕ ＬＣ１０ＡＴｖｐ 高效液相色谱仪，
ＳＣＬ１０Ａｖｐ紫外检测器，ＦＣＶ１０ＡＬｖｐ二元梯度泵，
ＤＧＵ１４Ａ脱气机，ＳＩＬ１０ＡＦ自动进样器和ＣＴＯ
１０ＡＳｖｐ柱温箱，ＣＬＡＳＳＶＰ工作站。
１． ２　 材料与试剂

样品为市售，购于文山州三七药材市场，经罗国
海副教授鉴定为五加科人参属三七植物的干燥花蕾。
人参皂苷Ｒｇ１ （批号：０７０３２００３２２）、Ｒｅ （批号：
０７５４９６０８）、Ｒｂ１（批号：０７０４２００１１４）和三七皂苷Ｒ１
（批号：０７４５２００００７）对照品均购自中国药品生物制
品检定所，人参皂苷Ｒｂ２，Ｒｂ３，Ｒｃ和Ｒｄ为本实验室
分离制得（纯度≥９８％）。乙腈、甲醇均为Ｍｅｒｃｋ公司
色谱级试剂，实验用水为超纯水（１８． ２ ＭΩ，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
ＭｉｌｌｉＱ ＳＰ水纯化系统）。其他试剂均为分析纯。
２　 方法与结果
２． １　 色谱条件

依利特（Ｅｌｉｔｅ）Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＯＤＳ色谱柱（４． ６ ｍｍ ×
２５０ ｍｍ，５ μｍ）；柱温３５ ℃；流动相为含０． ００５％甲
酸的乙腈（Ａ）和０． ００５％甲酸的水溶液（Ｂ）；梯度洗
脱条件为：０ ～ ３５ ｍｉｎ，１０％ ～ ３５％ Ａ，３５ ～ ６５ ｍｉｎ，
３５％ ～７５％Ａ；流速１ ｍＬ·ｍｉｎ －１；检测波长２０３ ｎｍ；
进样量２０ μＬ。塔板理论数和分离度分别为Ｒ１：１２７
４６１，１． ８１；Ｒｇ１：１６９ ４５３，１． ５７；Ｒｅ：１４３ ４３２，１． ２３；

Ｒｂ１：２５２ ２８９，１． ２５；Ｒｃ：１６８ ４２８，１． ０８；Ｒｂ２：
２１５ ２７２，１． ０８，Ｒｂ３：１２ ０５５，１． ７０；Ｒｄ：１６８ ７９８，１． ３０。
２． ２　 对照品溶液的制备

精密称取各种皂苷对照品，分别置１０ ｍＬ量瓶，
加色谱级甲醇溶解并定容至刻度，摇匀，置４ ℃冰箱
备用。精密称取８种皂苷对照品即三七皂苷Ｒ１和
人参皂苷Ｒｇ１，Ｒｅ，Ｒｂ１，Ｒｂ２，Ｒｂ３，Ｒｃ，Ｒｄ，分别为
２． ３５，２． ９０，２． ９５，３． ６５，３． ０２，３． ３９，４． ２２，３． ２３ ｍｇ，
用色谱级甲醇溶解并定容至１０ ｍＬ，配成８种皂苷
混合对照品贮备液。
２． ３　 供试品溶液的制备

取干燥花蕾置研钵中研磨成粉末，精密称取约
１００ ｍｇ花蕾粉末置２５ ｍＬ具塞锥形瓶中，加入１０
ｍＬ ７０％甲醇溶液静置１２ ｈ，５０ ℃超声（功率２５０
Ｗ）提取８０ ｍｉｎ，过滤，残渣按上述方法重复提取一
次，合并滤液，真空浓缩干燥得初提物。去离子水溶
解初提物，过Ｄ１０１大孔吸附树脂，７０％乙醇洗脱，
洗脱液真空浓缩至干，色谱级甲醇溶解残留物并定
容至１０ ｍＬ得供试品溶液，经０． ４５ μｍ滤膜过滤，
滤液用于ＨＰＬＣ分析。
２． ４　 标准曲线的制备

取“２． ２”项下对照品溶液，以对照品追加增加
峰高法对８种单体皂苷进行定性测定。取对照品混
合贮备液，分别稀释１，２，５，１０，２０和５０倍配成６个
不同浓度梯度的皂苷混合对照品溶液。取上述６份
混合对照品溶液各２０ μＬ，按“２． １”项下色谱条件进
行测定。以峰面积Ｙ为纵坐标，以进样量Ｘ（μｇ）为
横坐标，得回归方程如表１。结果表明，在试验浓度
范围内线性关系良好。色谱图见图１。

图１　 三七花蕾皂苷ＨＰＬＣ图
Ａ －样品；Ｂ －对照品
１ － Ｒ１；２ － Ｒｇ１；３ － Ｒｅ；４ － Ｒｂ１；５ － Ｒｃ；６ － Ｒｂ２；７ － Ｒｂ３；８ － Ｒｄ
Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓａｐｏｎｉｎｓ ｉｎ ｆｌｏｗｅｒ ｂｕｄｓ ｏｆ Ｐａｎａｘ
ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ
Ａ － ｓａｍｐｌｅ；Ｂ － ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｓａｐｏｎｉｎｓ
１ － Ｒ１；２ － Ｒｇ１；３ － Ｒｅ；４ － Ｒｂ１；５ － Ｒｃ；６ － Ｒｂ２；７ － Ｒｂ３；８ － Ｒｄ
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２． ５　 仪器精密度试验
精密吸取供试品液，按“２． １”项下色谱条件，连

续进样５次，每次进样２０μＬ，计算Ｒ１，Ｒｇ１，Ｒｅ，Ｒｂ１，
Ｒｃ，Ｒｂ２，Ｒｂ３和Ｒｄ的峰面积的ＲＳＤ分别为２． １％，
２． ８％，４． １％，３． ７％，３． ２％，０． ５％，１． ３％和２． ４％。
２． ６　 稳定性试验

取供试品溶液，在３ ｄ内每１２ ｈ进样１次，按
“２． １”项下的色谱条件进行测定并计算峰面积。结果
３ ｄ内８种皂苷Ｒ１，Ｒｇ１，Ｒｅ，Ｒｂ１，Ｒｃ，Ｒｂ２，Ｒｂ３和Ｒｄ
的色谱峰面积无明显变化，８种皂苷峰面积的ＲＳＤ分
别为２． ４％，２． ６％，２． ８％，２． ９％，４． ２％，２． ４％，２． ５％
和３． ７％。因此，供试品溶液在３ ｄ内稳定。
表１　 ８种皂苷的线性回归方程（ｎ ＝ ６）
Ｔａｂ １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｓａｐｏｎｉｎｓ （ｎ ＝ ６）
皂苷保留时间／ ｍｉｎ 回归方程 线性范围／ μｇ ｒ２

Ｒ１ ２８． ５６ Ｙ ＝ ２９０ ０６１ Ｘ ＋ ２１． ７１ ０． ０９４ ～ ４． ７０ ０． ９９９ ９

Ｒｇ１ ３０． １９ Ｙ ＝ ３５６ ６８１ Ｘ － ２１０． ４９ ０． １１６ ～ ５． ８０ ０． ９９９ ７

Ｒｅ ３０． ５４ Ｙ ＝ ３２３ ３２３ Ｘ － ６０． ７１ ０． １１８ ～ ５． ９０ ０． ９９９ ３

Ｒｂ１ ４１． ８１ Ｙ ＝ ２７８ ７２７ Ｘ ＋ ４２． ７６ ０． １４６ ～ ７． ３０ ０． ９９９ ８

Ｒｃ ４３． ２７ Ｙ ＝ １７２ ０４５ Ｘ ＋ ２４６． ６７ ０． １２１ ～ ６． ０４ ０． ９９９ １

Ｒｂ２ ４４． ５３ Ｙ ＝ ２０７ ４１２ Ｘ － ４９． ２５ ０． １３６ ～ ６． ７８ ０． ９９９ ７

Ｒｂ３ ４５． ２５ Ｙ ＝ １８２ ７６７ Ｘ － ９３． ８１ ０． １６９ ～ ８． ４４ ０． ９９９ ４

Ｒｄ ４８． ７１ Ｙ ＝ ２２４ ８３０ Ｘ － ６１． ０４ ０． １２９ ～ ６． ４６ ０． ９９９ ８

２． ７　 重复性试验
取同一样品，按“２． ３”项下的方法，制备５份供

试品溶液，精密吸取２０ μＬ，进样进行测定并计算峰
面积。８种皂苷Ｒ１，Ｒｇ１，Ｒｅ，Ｒｂ１，Ｒｃ，Ｒｂ２，Ｒｂ３和Ｒｄ
峰面积的ＲＳＤ分别为１． ９％，１． ６％，２． ５％，２． ７％，
３． ６％，１． ４％，１． ５％和２． ６％。
２． ８　 加样回收率试验

分别精密称取已测含量的样品粉末３份，每份
１００ ｍｇ，分别加入适量对照品皂苷Ｒ１，Ｒｇ１，Ｒｅ，Ｒｂ１，
Ｒｃ，Ｒｂ２，Ｒｂ３和Ｒｄ，按“２． ３”项下供试品溶液的制备
方法制得供试品溶液，进样２０ μＬ，记录峰面积并计
算回收率，结果见表２。
２． ９　 样品含量测定

取５批样品，按“２． ３”项下操作，在上述色谱条件
下，以外标法分别计算各皂苷的含量，结果见表３。
３　 讨论
３． １　 提取、分析条件的优化
　 　 三七花蕾的主要活性成分是种类十分丰富的原
人参二醇型三萜皂苷和挥发油［７８］。与三七的根不

表２　 ８种皂苷回收率实验结果（ｎ ＝ ３）
Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｓａｐｏｎｉｎｓ （ｎ ＝ ３）
皂苷
对照品

样品中
含量／ ｍｇ

加入量
／ ｍｇ

测得量
／ ｍｇ

回收率
／ ％

ＲＳＤ

／ ％
Ｒ１ ０． １２５ ０． １２７ ０． ２４６ ９７． ６ ３． ６

０． １２１ ０． １２２ ０． ２４９ １０２． ５

０． １２６ ０． １２５ ０． ２４０ ９５． ６

Ｒｇ１ ０． １３０ ０． １２８ ０． ２６６ １０３． １ ２． ４

０． １２４ ０． １２８ ０． ２５０ ９９． ２

０． １２９ ０． １２８ ０． ２５４ ９８． ８

Ｒｅ ０． ０６３ ０． ０６５ ０． １２２ ９５． ３ ３． ５

０． ０６７ ０． ０６５ ０． １３４ １０１． ７

０． ０６６ ０． ０６５ ０． １２６ ９６． ２

Ｒｂ１ ０． ９３４ ０． ９４９ １． ８７４ ９９． ５ １． １

０． ９４１ ０． ９４９ １． ９１１ １０１． １

０． ９３３ ０． ９４９ １． ８６１ ９８． ９

Ｒｃ １． ８６１ １． ８４２ ３． ７８９ １０２． ３ ３． ４

１． ８５９ １． ８４２ ３． ６８９ ９９． ７

１． ８６６ １． ８４２ ３． ５４３ ９５． ６

Ｒｂ２ ０． ６８９ ０． ６７８ １． ３７３ １００． ４ ０． ７

０． ６８３ ０． ６７８ １． ３５５ ９９． ６

０． ６８７ ０． ６７８ １． ３５２ ９９． ０

Ｒｂ３ ２． ６１７ ２． ６１６ ５． ２２８ ９９． ９ ０． ６

２． ６２１ ２． ６１６ ５． １９７ ９９． ２

２． ６２２ ２． ６１６ ５． ２５５ １００． ３

Ｒｄ ０． １７１ ０． １６８ ０． ３２７ ９６． ５ １． ０

０． １７４ ０． １６８ ０． ３３１ ９６． ８

０． １６９ ０． １６８ ０． ３２０ ９５． ０

表３　 三七花蕾中８种单体皂苷的含量测定结果（ｍｇ·ｇ －１）
Ｔａｂ ３　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｐｏｎｉｎｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｌｏｗｅｒ ｂｕｄｓ ｏｆ
Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ（ｍｇ·ｇ －１）

样品
原人参三醇型皂苷

Ｒ１ Ｒｇ１ Ｒｅ Ｔｏｔａｌ

原人参二醇型皂苷
Ｒｂ１ Ｒｃ Ｒｂ２ Ｒｂ３ Ｒｄ Ｔｏｔａｌ

１ １． １６ １． １３ ０． ７３ ３． ０２ ７． ５２ １８． ３１ ５． ３６ ２５． ３４ １． ９６ ５８． ４９

２ １． ７３ １． ４９ ０． ６５ ３． ８７ １４． ６１ ２６． ４４ １２． ８５ ４１． ７５ １． ７９ ９７． ４４

３ ０． ２３ ０． ４３ ０． ７８ １． ４４ ５． ３８ １３． ７９ ４． ８１ １８． ２６ １． ７４ ４３． ９８

４ ０． ７４ ０． ９７ ０． ２２ １． ９３ ７． ８６ １８． ６５ ６． ２７ ２８． ５７ ２． ５１ ６３． ８６

５ ０． ４６ ０． ６４ ０． ４２ １． ５２ １２． ６０ ２１． ７３ ９． １５ ３４． ５３ ４． ０９ ８２． １０

同，花蕾含有较多的绿色素，因此选择Ｄ１０１大孔吸
附树脂除去色素，从而尽量减少对分析的干扰。三
七花蕾含有丰富的原人参二醇型三萜皂苷，这些皂
苷（如本实验测定的５种原人参二醇型皂苷）之间
的差别仅仅在于苷元２０位上一个糖基的差异，因此

·０７· Ｃｈｉｎ ＪＭＡＰ，２００９ Ｊａｎｕａｒｙ，Ｖｏｌ． ２６ Ｎｏ． １　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 中国现代应用药学杂志２００９年１月第２６卷第１期



对它们的分离具有一定的难度。Ｗａｓｈｉｄａ等［９］分别
采用乙腈０． ５％磷酸盐（３１∶ ６９）分离检测人参皂苷
Ｒｂ１，Ｒｂ２，Ｒｃ和Ｒｄ，乙腈０． ５％磷酸盐（２０∶ ８０）测定
Ｒｇ１和Ｒｅ。而本实验仅采用乙腈水的梯度洗脱系
统，同样获得良好的分离效果。不仅使难于分离的
人参皂苷Ｒｇ１和Ｒｅ得到较好的分离，而且结构上仅
有微小差别的人参皂苷Ｒｂ１，Ｒｃ，Ｒｂ２和Ｒｂ３之间也
获得了非常好的分离效果。研究发现，梯度洗脱中
流动相之间比例的微小变化导致分离效率的极大改
变，而在洗脱液中加入０． ００５％甲酸不仅可显著改善
峰形，而且分离效率也得到了明显的提高。
３． ２　 样品的含量测定

原人参二醇型皂苷是三七花蕾中的主要皂苷，
这与三七的地下部分即根具有显著的差别。Ｗａｎ
等［１０］采用ＨＰＬＣＥＬＳＤ方法也仅检测到５种原人参
二醇型皂苷。本实验采用ＨＰＬＣＵＶ方法不仅使花
蕾中皂苷得到很好的分离，而且还定性定量分析了
８种原人参二醇和原人参三醇型皂苷，其中人参皂
苷Ｒｇ１，Ｒｅ和三七皂苷Ｒ１这３种皂苷首次得到定性
定量分析。在８种原人参二醇和原人参三醇型皂苷
中，人参皂苷Ｒｃ和Ｒｂ３含量均高于１％，甚至高达
４％以上，表明花蕾是三七植物中这两种皂苷的高含
量部位。原人参三醇型皂苷含量显著小于原人参二
醇型皂苷，相差约２０ ～ ５０倍。而文献报道［１１］三七
中原人参三醇型皂苷含量与二醇型皂苷的含量比约
为１∶ ２，说明花蕾中还含有其它较高含量的三醇型
皂苷。图１Ａ中保留时间２３ ～ ２６ ｍｉｎ之间出现的３
个主要峰似乎正是这些原人参三醇型皂苷峰，值得
进一步采用其它更精确的分析方法如ＨＰＬＣ ／ ＭＳ ／
ＭＳ进行研究。
ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
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收稿日期：２００７０７０６

本刊入编２００８版北大核心期刊
　 　 根据北京大学图书馆最新消息，依据文献计量学的原理和方法，经研究人员对相关文献的检索、计算和
分析，以及学科专家评审，《中国现代应用药学》入编《中文核心期刊要目总览》２００８年版（即第五版）之药学
类（共１７种）的核心期刊。

·１７·中国现代应用药学杂志２００９年１月第２６卷第１期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃｈｉｎ ＪＭＡＰ，２００９ Ｊａｎｕａｒｙ，Ｖｏｌ． ２６ Ｎｏ． １
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