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摘要： 目的　 建立 ＨＰＬＣ⁃ＤＡＤ⁃ＥＬＳＤ 法同时测定 ２２ 个产地通关藤 Ｍａｒｓｄｅｎｉａ ｔｅｎａｃｉｓｓｉｍａ （Ｒｏｘｂ．） Ｗｉｇｈｔ ｅｔ Ａｒｎ． 中 ３ 种

皂苷的含有量。 方法　 通关藤 ７０％ 乙醇提取物的分析采用 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ⁃Ｃ１８色谱柱 （２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流

动相乙腈⁃水 （４５ ∶ ５５）； 检测波长 ２３５ ｎｍ； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 漂移管温度 ８０ ℃； 载气压力 ３􀆰 ５ ｂａｒ （１ ｂａｒ ＝
１００ ｋＰａ）。 结果　 通关藤苷 Ｇ、 Ｈ、 Ｉ 分别在 １􀆰 ７６８～５􀆰 ３０５ μｇ （ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ２）、 ３􀆰 ８４２～１１􀆰 ５２６ μｇ （ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ０）、 ３􀆰 ０２６～
９􀆰 ０７８ μｇ （ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ １） 范围内呈良好的线性关系， 平均加样回收率分别为 ９９􀆰 ６０％ （ＲＳＤ＝ １􀆰 ８６％ ）、 ９９􀆰 ８８％ （ＲＳＤ＝
２􀆰 ４９％ ）、 ９９􀆰 ０８％ （ＲＳＤ＝ １􀆰 １４％ ）， 不同产地样品中三者含有量有明显差异。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于通关藤

的质量控制。
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　 　 通关藤为萝藦科牛奶菜属植物通关藤 Ｍａｒｓｄｅｎｉａ ｔｅｎａｃｉｓ⁃
ｓｉｍａ （Ｒｏｘｂ．） Ｗｉｇｈｔ ｅｔ Ａｒｎ． 的干燥藤茎， 最早记载于 《滇
南本草》， 主产于云南、 贵州、 广西等地， 其味苦， 性微

寒， 具有抗肿瘤、 清热解毒等作用， 由通关藤为原料制成

的消癌平制剂临床应用广泛［１⁃３］ ， 用于治疗胃癌、 食管癌、
肝癌等消化道肿瘤［４］ ， 主要药效物质是 Ｃ２１甾体皂苷类化

合物［５］ 。 目前， 有关通关藤及其制剂的含有量测定方法大

多以 ２０１５ 年版 《中国药典》 收载的 ＨＰＬＣ⁃ＥＬＳＤ 法测定通

关藤 Ｈ 为主， 而且也有报道采用 ＨＰＬＣ 法同时测定通关藤

苷 Ｇ、 Ｉ［６］ ， 或通关藤苷 Ａ、 Ｄ 含有量［７］ ， ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法

测定通关藤苷 Ａ、 Ｈ、 Ｉ 含有量［８］ ， ＨＰＬＣ⁃ＥＬＳＤ 法测定通关

藤皂苷 Ｌ、 Ｍ、 Ｎ、 Ｏ、 Ｐ 含有量［９］ ， ＨＰＬＣ⁃ＵＶ 法测定通关

藤苷 Ａ 含有量［１０］ ， 比色法测定总皂苷含有量［１１⁃１４］ 等， 但

尚无 ＨＰＬＣ⁃ＤＡＤ⁃ＥＬＳＤ 联用方法同时测定具有紫外吸收的

通关藤苷 Ｇ、 Ｉ 及无紫外吸收的通关藤 Ｈ 含有量。 为了开

发抗肿瘤新药原料， 并更好控制其提取物质量， 本实验建

立 ＨＰＬＣ⁃ＤＡＤ⁃ＥＬＳＤ 法同时测定 ２２ 个产地通关藤中通关藤

苷 Ｇ、 Ｈ、 Ｉ 的含有量， 为相关新药开发奠定基础， 也为临

床用药提供依据。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 高效液相色谱仪 （配置真空脱气

机、 四元泵及 ＤＡＤ、 ＥＬＳＤ 检测器）； ＫＱ⁃２５０ＤＥ 型数控超

声波清洗器 （昆山市超声仪器有限公司）； ＪＰ６０⁃４ 型电子

分析天平 （沈阳市龙腾电子有限公司）； ＣＰ２２５Ｄ 型电子分

析天平 （十万分之一， 德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司）； ＲＥ⁃５２Ａ 型旋

转蒸发器 （上海亚荣生化仪器厂）。
１􀆰 ２　 试药　 通关藤苷 Ｈ （批号 １１１９１３⁃２０１２０２） 对照品购

自中 国 食 品 药 品 检 定 研 究 院； 通 关 藤 苷 Ｇ （ 批 号

ＰＭ０５２９ＳＡ１３）、 通关藤苷 Ｉ （批号 ＰＭ０５２９ＳＢ１３） 对照品均

购自上海源叶生物科技有限公司。 甲醇为色谱纯 （天津市

科密欧化学试剂有限公司）； 乙腈为色谱纯 （天津星马克

科技发展有限公司）； 水为纯净水 （杭州娃哈哈集团有限

公司）。
１􀆰 ３　 药材　 ２２ 个产地通关藤均为实地采集， 经辽宁中医

药大学药学院张慧教授鉴定为萝藦科牛奶菜属植物通关藤

Ｍａｒｓｄｅｎｉａ ｔｅｎａｃｉｓｓｉｍａ （Ｒｏｘｂ．） Ｗｉｇｈｔ ｅｔ Ａｒｎ． 的干燥藤茎。
药材经 ７０％ 乙醇提取后， 浓缩干燥。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 色谱条件 　 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ⁃Ｃ１８ 色谱柱 （２５０ ｍｍ×
４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈⁃水 （ ４５ ∶ ５５）； 体积流量

１􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２３５ ｎｍ； 进样量２０ μＬ。
ＥＬＳＤ 参数为漂移管温度 ８０ ℃； 载气压力 ３􀆰 ５ ｂａｒ （１ ｂａｒ ＝
１００ ｋＰａ）； 增益值 ５。
２􀆰 ２　 溶液制备

２􀆰 ２􀆰 １　 对照品溶液制备 　 精密称取通关藤苷 Ｇ、 Ｈ、 Ｉ 对

照品适量， 置于同一量瓶中， 甲醇溶解并定容至刻度， 即

得 （三者质量浓度分别为 ０􀆰 ８４１、 １􀆰 ９２１、 １􀆰 ５１３ ｍｇ ／ ｍＬ）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液制备　 将提取物置于量瓶中， ７０％ 乙醇

稀释至 ０􀆰 １５ ｇ ／ ｍＬ， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ３　 阴性对照溶液　 取 ７０％ 乙醇， 按 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下方
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法制备供试品溶液， 即得。
２􀆰 ３　 专属性试验　 精密吸取供试品、 对照品、 阴性对照溶

液各 ２０ μＬ， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 见图 １。

可知， 阴性对照溶液色谱图中未见与对照品溶液中 ３ 种成

分保留时间相同的色谱峰， 表明阴性无干扰， 方法专属性

良好。

１． 通关藤苷 Ｉ　 ２． 通关藤苷 Ｈ　 ３． 通关藤苷 Ｇ

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ⁃ＤＡＤ⁃ＥＬＳＤ 色谱图

２􀆰 ４　 线性关系考察 　 精密吸取对照品溶液 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ７５、
１􀆰 ０、 １􀆰 ２５、 １􀆰 ５ ｍＬ， 置于 ５ ｍＬ 量瓶中， 加甲醇稀释至刻

度， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定。 其中， 通关藤苷

Ｇ、 Ｉ （ＤＡＤ） 以进样量为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐标

（Ｙ） 进行回归； 通关藤苷 Ｈ （ＥＬＳＤ） 以进样量的自然对数

为横坐标 （Ｘ）， 峰面积的自然对数为纵坐标 （Ｙ） 进行回

归。 结果， 通关藤苷 Ｇ、 Ｈ、 Ｉ 方程分别为 Ｙ ＝ １ ０９２Ｘ －
３１７􀆰 ７６ （ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ２）、 Ｙ ＝ １􀆰 １３９ ５Ｘ＋４􀆰 ４７１ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ０）、
Ｙ＝ ４７２􀆰 ８９Ｘ－６５１􀆰 ４８ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ １）， 分别在 １􀆰 ７６８ ～ ５􀆰 ３０５、
３􀆰 ８４２ ～ １１􀆰 ５２６、 ３􀆰 ０２６ ～ ９􀆰 ０７８ μｇ 范围内呈良好的线性

关系。
２􀆰 ５　 精密度试验　 精密量取对照品溶液 ２０ μＬ， 在 “２􀆰 １”
项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测得通关藤苷 Ｇ、 Ｈ、 Ｉ 峰面

积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ９４％ 、 １􀆰 ９６％ 、 １􀆰 ０１％ ， 表明仪器精密度

良好。

２􀆰 ６　 重复性试验 　 精密称取云南产药材粉末 ６ 份， 按

“２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件

下进样测定， 测得通关藤苷 Ｇ、 Ｈ、 Ｉ 含有量 ＲＳＤ 分别为

１􀆰 ５４％ 、 １􀆰 ９０％ 、 １􀆰 ０３％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ７　 稳定性试验 　 精密量取供试品溶液 ２０ μＬ， 于 ０、 ２、
４、 ６、 ８ ｈ 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测得通关藤

苷 Ｇ、 Ｈ、 Ｉ 峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ９４％ 、 １􀆰 ９１％ 、 １􀆰 ８０％ ，
表明供试品溶液在 ８ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ８　 加样回收率试验 　 精密加入通关藤苷 Ｇ 对照品溶液

（０􀆰 ８４１ ｍｇ ／ ｍＬ ） ２􀆰 ０ ｍＬ、 通 关 藤 苷 Ｈ 对 照 品 溶 液

（０􀆰 １０２ ４ ｍｇ ／ ｍＬ）３􀆰 ０ ｍＬ、 通关藤苷 Ｉ 对照品溶液（１􀆰 ５１３ ｍｇ ／ ｍＬ）
２􀆰 ５ ｍＬ， 置于同一量瓶中， 平行 ６ 批， 挥干溶剂， 加入各

成分含有量已知的提取物， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备供试

品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 计算回收率，
结果见表 １。
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表 １　 各成分加样回收率试验结果 （ｎ＝６）

成分
称样量 ／

ｇ
原有量 ／

ｍｇ
加入量 ／

ｍｇ
测得量 ／

ｍｇ
回收率 ／

％

平均回收
率 ／ ％

（ＲＳＤ ／ ％ ）
通关藤苷 Ｇ ０􀆰 １６０ １ １􀆰 ５２４ ２ １􀆰 ６８２ ０ ３􀆰 １７９ ０ ９８􀆰 ３９ ９９􀆰 ６０

０􀆰 １６０ ４ １􀆰 ５２７ ０ １􀆰 ６８２ ０ ３􀆰 ２２４ １ １００􀆰 ９０ （１􀆰 ８６）
０􀆰 １５９ ５ １􀆰 ５１８ ４ １􀆰 ６８２ ０ ３􀆰 １５６ ５ ９７􀆰 ３９
０􀆰 １６１ １ １􀆰 ５３３ ７ １􀆰 ６８２ ０ ３􀆰 １９７ ８ ９８􀆰 ９４
０􀆰 １６０ ９ １􀆰 ５３１ ８ １􀆰 ６８２ ０ ３􀆰 ２０４ ３ ９９􀆰 ４４
０􀆰 １６５ ８ １􀆰 ５７８ ４ １􀆰 ６８２ ０ ３􀆰 ３０３ １ １０２􀆰 ５４

通关藤苷 Ｈ ０􀆰 １６０ １ ０􀆰 ２８６ ６ ０􀆰 ３０７ ２ ０􀆰 ６０４ ４ １０３􀆰 ４６ ９９􀆰 ８８
０􀆰 １６０ ４ ０􀆰 ２８７ １ ０􀆰 ３０７ ２ ０􀆰 ５８８ ６ ９８􀆰 １４ （２􀆰 ４９）
０􀆰 １５９ ５ ０􀆰 ２８５ ５ ０􀆰 ３０７ ２ ０􀆰 ５８４ １ ９７􀆰 ２０
０􀆰 １６１ １ ０􀆰 ２８８ ４ ０􀆰 ３０７ ２ ０􀆰 ６０２ ９ １０２􀆰 ３９
０􀆰 １６０ ９ ０􀆰 ２８８ ０ ０􀆰 ３０７ ２ ０􀆰 ５９１ １ ９８􀆰 ６６
０􀆰 １６５ ８ ０􀆰 ２９６ ８ ０􀆰 ３０７ ２ ０􀆰 ６０２ ３ ９９􀆰 ４５

通关藤苷 Ｉ ０􀆰 １６０ １ ３􀆰 ５９５ ８ ３􀆰 ７８２ ５ ７􀆰 ３１２ ５ ９８􀆰 ２６ ９９􀆰 ０８
０􀆰 １６０ ４ ３􀆰 ６０２ ６ ３􀆰 ７８２ ５ ７􀆰 ４２２ ９ １０１􀆰 ００ （１􀆰 １４）
０􀆰 １５９ ５ ３􀆰 ５８２ ４ ３􀆰 ７８２ ５ ７􀆰 ３５２ ９ ９９􀆰 ６８
０􀆰 １６１ １ ３􀆰 ６１８ ３ ３􀆰 ７８２ ５ ７􀆰 ３４９ ７ ９８􀆰 ６５
０􀆰 １６０ ９ ３􀆰 ６１３ ８ ３􀆰 ７８２ ５ ７􀆰 ３５７ ９ ９８􀆰 ９８
０􀆰 １６５ ８ ３􀆰 ７２３ ９ ３􀆰 ７８２ ５ ７􀆰 ４２６ ６ ９７􀆰 ８９

２􀆰 ９　 样品含有量测定 　 分别取 ２２ 个产地提取物， 按

“２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件

下进样测定， 计算含有量， 结果见表 ２。
表 ２　 各成分含有量测定结果

编号 产地
含有量 ／ ％

通关藤苷 Ｉ 通关藤苷 Ｇ 通关藤苷 Ｈ
１ 云南大理 ２􀆰 ８３９ ０􀆰 ７５１ ０􀆰 ９１３
２ 云南西双版纳 ０􀆰 ５９８ ０􀆰 ３２６ ０􀆰 １４３
３ 云南临沧市 ０􀆰 ９１７ ０􀆰 ４０６ ０􀆰 １６７
４ 云南普洱市 １􀆰 ３５０ ０􀆰 ８０１ １􀆰 ０２８
５ 云南 １􀆰 ５９２ ０􀆰 ６２４ ０􀆰 ９３１
６ 云南文山 １􀆰 ６７０ ０􀆰 ７３９ ０􀆰 ７１３
７ 云南保山 １􀆰 ３７５ ０􀆰 ６１７ ０􀆰 ４１６
８ 云南西双版纳 ２􀆰 １２８ ０􀆰 ７８４ ０􀆰 ８６８
９ 云南昆明 １􀆰 ９７６ ０􀆰 ６９５ ０􀆰 ５０７
１０ 云南 ２􀆰 ４００ ０􀆰 ９３６ ０􀆰 １７３
１１ 云南昆明 ２􀆰 ８０４ １􀆰 ０１７ ０􀆰 １５８
１２ 广西 ２􀆰 １１１ ０􀆰 ７３５ ０􀆰 ３８０
１３ 广西钦州 １􀆰 ７２９ ０􀆰 ７４０ １􀆰 ０３９
１４ 广西 ０􀆰 ５８２ ０􀆰 ３０１ ０􀆰 ０４０
１５ 广西玉林 ０􀆰 ５６２ ０􀆰 ３４６ ０􀆰 １３０
１６ 贵州 １ １􀆰 ２２９ ０􀆰 ７３３ ０􀆰 ９４４
１７ 贵州 ２ ２􀆰 ２４５ ０􀆰 ６７８ １􀆰 ３３７
１８ 贵州 ３ １􀆰 ６３０ ０􀆰 ７１５ ０􀆰 ５６４
１９ 贵州 ４ ２􀆰 ９６０ ０􀆰 ８３８ ０􀆰 １８１
２０ 贵州 ５ １􀆰 ３９３ ０􀆰 ８６０ ０􀆰 ５０２
２１ 四川 １ １􀆰 ４２６ ０􀆰 ６４５ ０􀆰 ０９８
２２ 四川 ２ １􀆰 ８１５ ０􀆰 ６１７ ０􀆰 １９４

３　 讨论

３􀆰 １　 指标成分选择 　 ２０１５ 年版 《中国药典》 一部中， 通

关藤含有量测定成分仅选择通关藤苷 Ｈ， 难以准确反映其

药效。 课题组前期药效学实验发现， 通关藤苷 Ｇ、 Ｈ、 Ｉ 具
有明显抗肿瘤作用， 故本实验选择三者作为指标成分。
３􀆰 ２　 色谱条件选择 　 本实验曾采用 ４０ ∶ ６０、 ４７ ∶ ５３、
５０ ∶ ５０等比例的乙腈⁃水流动相， 发现在 ４５ ∶ ５５ 时通关藤苷

Ｇ、 Ｈ、 Ｉ 分离效果最好， 峰形最佳。 由于通关藤苷 Ｇ、 Ｉ 有

紫外吸收， 而通关藤苷 Ｈ 无紫外吸收， 故本实验采用

ＨＰＬＣ⁃ＤＡＤ⁃ＥＬＳＤ 法， 并且发现该方法灵敏度高， 重复

性好。
３􀆰 ３　 含有量分析 　 除广西、 四川 ２ 个批次外， 其他 ２０ 个

产地通关藤 ７０％ 乙醇提取物中通关藤苷 Ｈ 含有量均符合

２０１５ 年版 《中国药典》 不得低于 ０􀆰 １２％ 的规定； 不同产地

提取物中通关藤苷 Ｇ、 Ｈ、 Ｉ 含有量差异明显， 其中通关藤

苷 Ｈ 可达 ３３ 倍， 并且通关藤苷 Ｉ 普遍高于其他 ２ 种成分，
表明多成分同时测定可更全面科学地评价该药材质量。
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