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摘要# 目的!通过超高效液相色谱)电喷雾检测器 "WEBF)FDA% 柱后补偿结合内参法同时测定三七)+1+G1$7$’316&1’
"_P?K$% I$R$FX08中总皂苷的含有量) 方法!三七 e&!乙醇提取物的分析采用 D;;1453/‘ H@BF"#& F"’色谱柱
""(& 33h#L" 33( #L# !3%& 流动相为 &L#!甲酸)乙腈( 梯度洗脱& 柱温 %& d& 体积流量 &L= 3BJ358) 内参物为人
参皂苷H>"* H0* HY"* Ĥ ( BF)‘@法鉴定各皂苷结构) 结果!= 个内参物在各自范围内均呈良好的线性关系 ",#
&L... (%( 平均回收率 .=L’’!c"&,L%#!( H@A#L",! c=Le=!) BF)‘@ 色谱图中有 #& 个峰( 鉴定出 "& 个人参皂
苷* # 个三七皂苷和绞股蓝皂苷V/) 总皂苷平均含有量 =(=L. !>J3B( 在 &L=., 3>J3B供试品溶液中的平均相对含
有量 ."Le#!) 结论!该方法无需校正因子就能分析三七中的总皂苷( 可为该植物的质量控制提供参考)

关键词! 三七& 总皂苷& WEBF)FDA柱后补偿& 内参法& BF)‘@
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\0864[5<8& 58[0?841?0*0?08;030[X<̂& BF)‘@

!!三七 )+1+G1$7$’316&1’ "_P?K$% I$R$FX08
可促进血液循环* 化瘀* 诱导凝血* 消肿止
痛#")#$ ( 而其粗提物可干扰细胞周期和诱导细胞凋
亡( 具有抗癌* 保肝* 保护心脑血管作用#%$ ) 三
七总皂苷是三七的主要有效成分( 已分离鉴定出
(& 多种皂苷( 其中人参皂苷 H>"* HY"* Ĥ * 三七
皂苷H" 等是重要化合物#=$ ( 目前对该成分的分析
方法有薄层色谱法* 高效液相色谱法 "二极管阵
列检测器* 蒸发光散射检测器%* 脉冲安培检测*
气相色谱法和荧光法#(),$等( 但存在末端吸收* 基
线漂移* 检测成本高* 重复性差等问题#e)’$ )

本实验通过超高效液相色谱)电喷雾检测器
"WEBF)FDA% 柱后补偿法检测三七总皂苷含有量(
其中FDA与分析物粒子所带电荷 "即样品中待测
物的含有量% 成正比( 具有准确性高* 持续性好
的特点( 与具体化合物无关( 并可 /看见0 无生
色团的物质) 在等度洗脱下( 其对结构相似物产生
一致信号& 在梯度洗脱下( 随着流动相中有机溶剂
比例增加( 其对相同质量物质的响应有所不同( 故
需进行柱后补偿#.)""$ ) 另外( 在三七色谱图中( 人
参皂苷H>" 峰面积大( 含有量高& HY"* Ĥ 峰面积
约是H>" 一半( 含有量中等& H0峰面积小( 含有
量低( 而且种 = 种对照品均常见易得( 故选择四者
作为内参物( 可提高准确性( 扩大线性曲线的考察
范围( 并为三七药材及其相关制剂的质量控制提供
参考)
JK仪器与试剂

三七采自云南文山 "批号 &%&"&#%( 经南京中
医药大学基础医学院赵玉男副教授鉴定为正品) 甲
醇和乙腈为色谱纯 "美国 /0̂54公司%& 甲酸为分
析纯 "上海凌峰化工试剂有限公司%) A#&" 阴离
子交换树脂* A""% 阳离子交换树脂* A"&" 大孔吸
附树脂 "邢台民生树脂有限公司%& 超纯水 "通过
‘5115\<?0‘5115U)E1P6系统自制%) 人参皂苷 H>"
" 批 号 ""&e&%)#&""#’ %* H0 " 批 号 ""&e(=)
#&"%#=%* HY" "批号 ""&e&=)#&"##%%* Ĥ "批号
"""’"’)#&"%&#% 对照品购自中国食品药品检定研
究院) /X0?3<@;508[5*5;A5<809W1[534[0%&&& 系统(
配置 %&&&H@ 泵* %&&&H@ 自动进样器* %&&&H@ 柱
温箱* F<?<84W1[?4H@ FDA检测器 "美国 /X0?3<
@;508[5*5;公司%& D>5108["#.&J,=,& 液相色谱质谱
联用系统 "美国安捷伦公司%)

LK方法与结果
#L"!WEBF)FDA条件!FDA雾化器温度 #( d& 气
压 #="L% KE4& D;;1453/‘ H@BF "#& F"’ 色谱柱
""(& 33h#L" 33( #L# !3%& 流动相 &L#!甲酸
"D% )乙腈 "_%( 柱 " 梯度洗脱 "& c#( 358(
"’! _& #( c%& 358( "’!c#%! _& %& c,( 358(
#%!c%’! _& ,( ce( 358( %’! c(’! _& e( c
’% 358( (’!ce’! _& ’% c.& 358( e’! _%& 柱
温 %& d& 体积流量 &L= 3BJ358) 实验采用梯度补
偿装置( 即在分析柱后附加另一流路的反梯度程
序( 使得进入 FDA流动相组分的比例保持恒定(
从而对相同质量的结构类似物产生一致的响应信
号) 柱 # 反向梯度洗脱 " & c#( 358( ’#! _&
#( c%& 358( ’#! cee! _& %& c,( 358( ee! c
,#! _& ,( ce( 358( ,#!c=#! _& e( c’% 358(
=#!c##! _& ’% c.& 358( ##! _%) 图 " 显示(
WEBF双三元系统为两根规格一致的色谱柱分别与
两个泵相连( 流动相经三通阀混合后流经检测器(
流动相 (&!乙腈( 这可消除梯度所致流动相中有
机物浓度的影响( 为柱后补偿法分析提供前提#"#$ )

图 JKDTE=双三元系统
W$4QJKDTE="#18&)+(,))!0)08),)".6.+)0

#L#!BF)‘@ 条件!分离条件与 /#L"0 项下柱 "
相同& N# 为干燥气& 检测波长 #&% 83& 2@C电离
源( 负离子模式& 气体温度 %&& d( 体积流量
( BJ358& 雾 化 器 压 力 %"&L% KE4& 鞘 气 温 度
#(& d( 体积流量 "" BJ358& 毛细管电压 % (&& a(
-fM"&& c" ’&&)
#L%!对照品溶液的制备!精密称取对照品人参皂
苷H>" #=L## 3>* H0#’L",3>* HY" ""L=" 3>* Ĥ
",L%e 3>( 置于 "& 3B量瓶中( 甲醇溶解并稀释至
刻度( 摇匀( 配制成含人参皂苷H>" &L#=# # 3>J3B*
H0&L&#’ ", 3>J3B* HY" &L""= " 3>J3B* Ĥ
&L",% e 3>J3B的混合对照品溶液)
#L=!供试品溶液的制备!三七总皂苷的制备参照
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+中国药典, #&"& 版#"$和文献 #.$( 取同一批三
七饮片 #&& >( 粉碎成粗粉( e&!乙醇提取( 过滤
后以 (& 3BJX体积流量泵入 A"&" 树脂填充的柱子
中( "& 倍柱体积超纯水冲洗( ,& !乙醇洗脱皂苷(
洗脱液进入 A#&" 阴离子交换树脂和 A""% 阳离子
交换树脂串联的体系( "& 倍柱体积 ’&!乙醇洗脱(
洗脱液于真空下干燥( 即得高纯度的三七总皂苷

"=L, >( 类白色无定形粉末( 味苦* 微甘%) 取
=.L, 3>( 置于 "& 3B量瓶中( 甲醇稀释 "& 倍( 配
制成 &L=., 3>J3B三七总皂苷溶液( &L## !3微孔
滤膜过滤后进样)
#L(!线性关系考察!取人参皂苷 H>"* H0* HY"*
Ĥ 对照品适量( 进样分析( 重复 % 次( 结果见表
"( 表明各成分在各自范围内线性关系良好)

表 JKU 种成分的线性关系 $#OM&
;-8QJKE$3)-,,)&-+$#3.($2.#//#1,’#3.+$+1)3+.$#OM&

成分!! 方程 , 线性范围J"3>-3Bl"% 检测限J8> 定量限J8>
人参皂苷H>" Xg%L.&# .Ql&L&&’ ’ &L... . &L&,& , c"L.%e #L"( eL"’
人参皂苷H0 Xg%L..’Ql&L&&= , &L... . &L&&e c&L##( #L#( eL("
人参皂苷HY" Xg%L.&’Ql&L&"% e &L... ’ &L&%( ’ c"L"#’ "Le( (L’(
人参皂苷 Ĥ Xg%L."& eQl&L&"# ’ &L... ( &L&=& . c"L%&. "L.# ,L=#

!!注! 检测限 @JN为 %( 定量限 @JN为 "&

#L,!精密度试验!取人参皂苷H>"* H0* HY"* Ĥ
对照品适量( 按 /#L%0 项下方法配制低* 中* 高
质量浓度的对照品溶液 "含人参皂苷 H>"&L&,& ((*
&L#=# #* "L.%e , 3>J3B& H0&L&#’ ",* &L&e& =*
&L##( % 3>J3B& HY" &L"=" "* "L"#’ ’* "&L&%( #’
3>J3B& Ĥ &L&=& .%* &L",% e* "L%&. , 3>J3B%(
在上述色谱条件下测定( 测得 = 种成分的日内精密
度和日间精密度 H@A分别为 "L&.! c%Le%!和
"L#=!c%Lee!( 表明仪器精密度良好)
#Le!重复性试验!取同一批三七饮片( 按 /#L=0

项下方法平行制备 , 份供试品溶液( 精密吸取
# !B( 在上述色谱条件下测定( 测得记录人参皂
苷H>"* H0* HY"* Ĥ 峰面积 H@A分别为 "L##!*
"L#,!* "L%(!* "L#"!( 表明该方法法重复性
良好)
#L’!内参法与标准曲线法比较!由表 # 可知( 两
种方法所得结果的H@A均小于 (!( 表明以人参皂
苷H>"* H0* HY" 或 Ĥ 为内参物时( 均可用一测
多评法来检测其他皂苷)

表 LK内参法与标准曲线法比较 $#OM&
;-8QLK=#02-,$.#3#/$3+),3-&,)/),)3’)-3".+-3"-,"’1,5)0)+(#".$#OM&

内参物
对照品溶液中含有量J"!>-3Bl"% 供试品溶液中含有量J"!>-3Bl"%"相对含有量J!%

人参皂苷H>" 人参皂苷H0 人参皂苷HY" 人参皂苷 Ĥ 人参皂苷H>" 人参皂苷H0 人参皂苷HY" 人参皂苷 Ĥ

人参皂苷H>" #&"L#4 #&L, e’L#" ""=L#
"%#L(e4

"#,Le%4%

"=L,’

"#L.,%

=.L#,

".L.%%

e=L(

""(L&#%

人参皂苷H0 #&.L" #"L=4 ’"L#e ""’Le
"%eL(=

"#eLe%%

"(L#%4

"%L&e4%

("L""

""&L%&%

eeL%

""(L(’%

人参皂苷HY" #""L( #"L,( ’#L#4 "#&L"
"%(L(=

"#eL%%%

"(L&"

"%L&%%

("L’’4

""&L=,4%

e,L"=

""(L%(%

人参皂苷 Ĥ #&eL’ #"L#. ’&L’( ""’L"4
"%,L’=

"#eL(.%

"(L",

"%L&,%

(&L’(

""&L#(%

e,L%’4

""(L=&4%
!H@AJ! #L"% #L"# #L"# #L"= "L,# "L,% #L"e "L(%

!!注! 4由标准曲线法测定

#L.!加样回收率试验!选择极性和含有量介于其
他 % 种皂苷之间的人参皂苷HY" 作为测定回收率的
内参物( 将人参皂苷 H>"* H0* Ĥ 对照品溶液加
入供试品溶液 "&L=., 3>J3B% 中( 配制成低*
中* 高质量浓度 "各对照品含有量分别相当于供
试品溶液中皂苷的 "J%* "* % 倍% 的溶液( 测定回
收率( 结果见表 %)
#L"&!提取物中皂苷的鉴定!三七中的人参皂苷和

三七皂苷可分为 #& " B% )原人参二醇型和 #&
"B% )原人参三醇型( 前者在 F)% 和J或 F)#& 位置
处有糖基& 后者在 F)% 有羟基( 而且在 F), 和J或
F)#& 具有糖基#"#$ ) 皂苷的具体结构见图 #( 相对
分子质量均不小于 ,#&( 4* Y* ;% 种结构类型的
皂苷均为母核相同的三萜类化合物( 仅在 F)%* F)
,* F)#& 位置处不同) 如在 F)#& 处( 4结构类型
"包括 H"* H>"* H0* H#* HX"* HY"* I"* Ĥ *

&’."

#&", 年 . 月
第 %’ 卷!第 . 期

中 成 药
FX58060/?4̂5[5<841E4[08[‘0̂5;580

@0\[03Y0?#&",
a<1$%’!N<$.



G+\08<65̂0V/* H>%* I#% 连接甲基和糖基 "或
羟基%( 而 Y 结构 "包括 HK%* HK"% 和 ;结构
"包括 HX=* H>(% 含有甲基和双键( 而且双键位
置不同)

表 MK加样回收率试验结果 $#OM&
;-8QMK<).1&+.#/,)’#5),6 +).+.$#OM&

成分
原有量4J

8>

加入量J

8>
测得量Y J

8>

平均回收

率J!

H@AJ

!
人参皂苷H>" "%%L,( =%L&, "e=L’# .’Le( =L%"

"%%L,( "#.L"e #(.L(e .=L’’ #L(=
"%%L,( %’eL(# (%&L&= "&,L%# =Le=

人参皂苷H0 "(L(e =L.# #&L== .eL%= #L%=
"(L(e "(L&# %&L&’ ..Le’ =L&%
"(L(e =(L&, ,&Le& .(L#( =L%e

人参皂苷 Ĥ eeL& #(L=e "&#L(= "&"L%& #L",
eeL& e,L=& "("L=. .,L(% %L="
eeL& ##.L#& %"#L=. "&,L&. %L""

!!注! 4由标准曲线法测定( Y以人参皂苷HY" 为内参物测定

图 LK皂苷化学结构
W$4QLK=()0$’-&.+,1’+1,).#/.-2#3$3.

!!三七总皂苷 BF)‘@ 色谱图见图 %( 各皂苷在
F)%* F),* F)#& 位置处取代基的具体结构见表 =)
其中( 峰 "# 和峰 "% 均出现 -fMe’eL% 的 #‘q
F1$ l和 e.eL= 的 #‘qFMMR$ l( 即相对分子质
量约为 e(#( 但未在文献中查找到相应皂苷( 有待
作进一步研究)

图 MKE=!?:色谱图
W$4QMKE=!?:’(,#0-+#4,-0.

表 UK皂苷的化学结构及鉴定
;-8QUK=()0$’-&.+,1’+1,).-3"$")3+$/$’-+$#3#/.-2#3$3.

峰号 7HJ358 成分 H" H# H% 相对分子质量 #‘qF1$ l-fM#‘qFMMR$ l-fM参考文献
" "(Le’ NG)H"4 )MR )MG1;#)"9+1 )MG1; .%# .,eL( .eeL, #"(’("%$
# #%L’& G)H>"4 )MR )MG1; )MG1; ’&& ’%(L= ’=(L= #.("=)"($
% #,L,( G)H04 )MR )MG1;# l"HX4 )MG1; .=, .’"L( .."L, #.("=)"($
= =%L,& NG)H#4 )MR )MG1;#)"HX4 )MR ee& ’&(L= ’"(L= #",)"e$
( c, =(L’’(=,L=( G)HX"4 )MR )M)G1; )MR ,%’ ,e%L% ,’%L= #.("=)"($
e =eL## G)H>#4 )MR )MG1;#)"HX4 )MR e’= ’".L= ’#.L= #.("=)"($

’ (&L#( G)HY"4
)MG1;# l
"HX4

)R )MG1;, l
"G1;

" "&’ " "=%L, " "(%L, #.("=)"($

. ("L.e G)I"4 )MR )MR )MG1; ,%’ ,e%L% ,’%L= #.("=)"($

"& (eL"# G)Ĥ 4 )MG1;#)
"G1;

)R )MG1; .=, .’"L( .."L( #.("=)"($

"" ,&L%( 绞股蓝皂苷
V/4 )MG1; )R )MG1;,)"G1; .=, .’"L( .."L( #"e)"’$

"# c"% ,#L’=(,=L%, 未知 l l l e(# e’eL% e.eL= l

"= c"( ,(L%"(,eL#" G)HK%Y J
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)MR
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l
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!!注! 4* Y* ;为图 # 中化合物结构类型) G为人参皂苷( NG为三七皂苷( G1;为")P)葡萄糖( HX4为#)E)吡喃鼠李糖基( V+1为")P)吡
喃木糖基
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#L""!内参法测定含有量!由图 % 可知( 除峰 "#
和 "% 外( 其他各色谱峰所对应的各皂苷含有量和
及其总和均可以人参皂苷 H>"* H0* HY" 或 Ĥ 为
内参物测出( 测定结果见表 (( 可知总皂苷在

&L=., 3>J3B供试品溶液中的相对含有量分别为
’.L,&!* .#L.,!* ."L.#!* .#L%.!( 平均 ."Le#!(
H@A"L,"!)

表 XK含有量测定结果 $#OM&
;-8QXK<).1&+.#/’#3+)3+")+),0$3-+$#3$#OM&

内参物
皂苷J"!>-3Bl"%

峰 " 峰 # 峰 % 峰 = 峰 ( 峰 , 峰 e 峰 ’ 峰 . 峰 "& 峰 "" 峰 "= 峰 "( 峰 ", 峰 "e 峰 "’ 峰 ". 峰 #& 总量
人参皂苷H>" #%L,’ "%#L(e4 "=L,’ #eL.# %,L%= #=L#% "&L&% =.L#, %L.= e=L(& eLe= eL,e ’L(" #Le’ ""Le" #Le’ %L&# %L&, ===L=

人参皂苷H0 #=L(, "%eL(= "(L#%4#’L.e %eLe& #(L"= "&L=" ("L"" =L&’ eeL%& ’L&% eL., ’L’% #L’’ "#L"( #L’’ %L"= %L"e =,"L"

人参皂苷HY" #=L#" "%(L(= "(L&" #’L(e %eL"( #=Lee "&L#, ("L’’4=L&# e,L"= eL.# eL’( ’Le& #L’= ""L.e #L’( %L&. %L"% =((L.

人参皂苷 Ĥ #=L== "%,L’= "(L", #’L’# %eL(" #(L&" "&L%, (&L’( =L&, e,L%’4eL.. eL.# ’Le. #L’e "#L&. #L’e %L"# %L", =(’L#

!平均值 #=L## "%(L,# "(L&# #’L(e %eL"’ #=Le’ "&L#e (&Lee =L&% e,L&’ eL.# eL’( ’Le" #L’= ""L.’ #L’( %L&. %L"% =(=L.

!!注! 4由标准曲线法测定

MK讨论和结论
由于中药成分的化学结构大多没有生色团( 故

紫外检测器在应用上存在灵敏度低的问题) 本实验
引入一个质量型的* 通用的* 不依赖于化学结构的
电喷雾检测器( 其基于检测雾化气溶胶分子的数量
而产生信号 "如 FDA* 2B@A%( 流动相组分变化
对待测物质的响应有着重大影响#"%$ ) 研究发现(
流动相中有机溶剂的比例增加时( 结构类似的 "&
种人参皂苷对照品含有量 H@A在补偿前是 %&!(
而补偿后为 (!#.$ ( 故加装梯度补偿装置( 在分析
柱 "右泵% 后附加另一流路 "左泵% 的反梯度程
序( 使得进入 FDA流动相组分的比例保持恒定(
从而对相同质量的结构类似物产生一致的响应
信号)

人参皂苷是中性化合物( 几乎不带电荷( 其中
人参皂苷H>" 和H0较难分离) 本实验考察了不同
流动相 "甲醇)水* 乙腈)水( 甲醇)&L# !甲酸溶
液%和色谱柱""&& 33h% 33(#L# !3& "(& 33h
=L, 33( ( !3%( 但分离效果均不理想) 最终( 采
用 &L#!甲酸水溶液 "D% )乙腈 "_% 流动相和
D;;1453/‘H@BF"#& F"’色谱柱 ""(& 33h#L" 33(
#L# !3% 进行梯度洗脱( 实现了人参皂苷 H>"*
H0及其他弱极性化合物的分离)

三七皂苷 H" 为人参皂苷 H>"* H0* HY"* Ĥ
的结构类似物( 峰位置容易辨识( 极性接近人参皂
苷H>"( 而且含有量介于四者之间

#"("%)"=(".$ ( 故可
选择这 = 种人参皂苷中的一种或几种作为内参物(
采用WEBF柱后补偿法来分析检测三七皂苷 H" 等
含有量中等* 结构类似* 极性相近的皂苷( 内参
法* 标准曲线法* 回收率试验结果也均验证了其可
靠性) 同时( 通过常用* 价格低廉的三重四级杆质

谱来鉴别皂苷( 可降低成本( 有利于常规实验室的
相关分析)

本实验基于 WEBF)FDA梯度补偿结合内参法
检测三七提取物中总皂苷的含有量( 表明这种不需
响应因子的方法可用于定量分析( 也能检测对照品
缺少或稀有的中药有效成分) 而且( 该方法节约试
剂( 操作简单( 对中药成分结构相似物的分析有着
一定参考价值)
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