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高效液相色谱法同时测定中成药红药片中５种成分
李 敏 １，赵 健 ２，白钢钢 １△

（１． 江苏省泰州市食品药品检验所，江苏泰州２２５３００； ２． 武警安徽总队医院，安徽合肥２３００００）
摘要：目的建立中成药红药片的含量测定方法。方法采用高效液相色谱法对中成药红药片中三七皂苷Ｒ１和人参皂苷Ｒｇ１、人参皂苷
Ｒｅ、人参皂苷Ｒｂ１、人参皂苷Ｒｄ进行含量测定。色谱柱采用Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８柱牗 ２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，３． ５ μｍ牘，柱温为２５ ℃，流动相Ａ
为乙腈溶液，Ｂ为水，梯度洗脱，流速为０． ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长为２０３ ｎｍ。结果三七皂苷Ｒ１进样量线性范围为０． ０５６ ０６ ～ ０． ４２０ ５０ ｍｇ
（ｒ ＝ ０． ９９９ １），加样回收率为９６． ６０％，ＲＳＤ为０． ６２％ 牗 ｎ ＝ ６）；人参皂苷Ｒｇ１进样量线性范围为０． ２２７ ５０ ～ １． ７０６ ２０ ｍｇ（ｒ ＝ ０． ９９９ １），
加样回收率为９９． ６４％，ＲＳＤ为０． ５９％ 牗 ｎ ＝ ６）；人参皂苷Ｒｅ进样量线性范围为０． ０３０ ８７ ～ ０． ２３１ ６０ ｍｇ（ｒ ＝ ０． ９９９ ３），加样回收率为
１００． ２１％，ＲＳＤ为２． ９０％ 牗 ｎ ＝ ６）；人参皂苷Ｒｂ１进样量线性范围为０． ２４１ ３０ ～ １． ８０９ ８０ ｍｇ（ｒ ＝ ０． ９９９ ０），加样回收率为１００． ５２％，
ＲＳＤ为１． ０７％ 牗 ｎ ＝ ６）；人参皂苷Ｒｄ进样量线性范围为０． ０５９ ３１ ～ ０． ４４４ ８０ ｍｇ（ｒ ＝ ０． ９９９ １），加样回收率为１０１． ６１％，ＲＳＤ为２． ７２％
牗 ｎ ＝ ６）。结论该方法准确、快捷、重复性好、简单易行，可用于中成药红药片的质量控制。
关键词：红药片；高效液相色谱法；三七皂苷；人参皂苷
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中成药红药片由三七、红花、当归、川芎、白芷和土 鳖虫６味中药组成，具有活血止痛、祛瘀生新功效，临床
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主要用于跌打损伤、筋骨淤血肿痛、风湿麻木犤 １ 犦。方中三
七为主药，可散瘀止血、消肿定痛，临床主要用于各种
内、外出血，胸腹刺痛，跌扑肿痛犤 ２ 犦。人参皂苷和三七皂
苷是三七的生物活性成分，但在红药片部颁标准中无其
含量测定项目。三七的含量测定有薄层扫描法、高效液
相色谱（ＨＰＬＣ）－蒸发光散射测定法、ＨＰＬＣ法等，薄层
扫描法的精密度和重复性均较差犤 ３ 犦，ＨＰＬＣ －蒸发光散
射测定法在测定过程中不稳定。ＨＰＬＣ法更快速，分离
效能高，结果准确可靠，重复性好，应用广泛，如２０１５年
版《中国药典（一部）》中，三七药材的含量测定采用
ＨＰＬＣ法测定人参皂苷Ｒｇ１，Ｒｂ１和三七皂苷Ｒ１的含量犤 ２ 犦。
目前，关于红药片三七中皂苷类成分的ＨＰＬＣ法检测分
析，大多以４个成分以下居多犤 ４ － ７ 犦，同时测定５个成分
的报道相对较少，缺少对人参皂苷Ｒｄ的测定，且目前
市场上有三七总皂苷对照品，相对于配制混合对照品，
更简单、方便、快捷。为更好地控制中成药红药片的质
量，保证临床用药的疗效，本研究中建立了中成药红药片
５种主要生物活性成分的含量测定方法。现报道如下。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５型高效液相色谱仪，包括脱气泵、四
元泵、自动进样器、２４８９ＵＶ紫外检测器；Ｅｍｐｏｗｅｒ色谱
工作站；８２００型超声波清洗器（功率为５００ Ｗ，频率为
５３ ｋＨｚ，上海科导超声仪器有限公司）；Ｍｉｌｌｉ － Ｑ型超纯
水处理系统（美国Ｍ ＩＬＬＩＰＯＲＥ公司）；Ｍｅｔｔｌｅｒ ＡＥ － ２００
型电子天平牗梅特勒公司）；Ｍｅｔｔｌｅｒ ＸＳ１０５ＤＵ型电子天
平（梅特勒公司）。
１． ２ 试药

红药片（抚顺青松药业有限公司，批号分别为
２０１６１１０４，２０１７０４０２，２０１７０５２１）；三七总皂苷对照品（批
号为１１０８７０ － ２０１６０３牘，人参皂苷Ｒｇ１ 牗纯度为２８． ０％ 牘，
人参皂苷Ｒｅ牗纯度为３． ８％ 牘，人参皂苷Ｒｂ１ 牗纯度为
２９． ７％ 牘，人参皂苷Ｒｄ牗纯度为７． ３％ 牘，三七皂苷Ｒ１ 牗纯
度为６． ９％），均购于中国食品药品检定研究院；乙腈为
色谱纯，水为超纯水，其他试剂均为分析纯。
２ 方法
２． １ 色谱条件

色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
３． ５ μｍ）；柱温：２５ ℃；流动相：Ａ为乙腈溶液，Ｂ为水，
梯度洗脱牗 ０ ～ ２０ ｍｉｎ ２０％Ａ，２０ ～ ４５ ｍｉｎ ２０％ ～ ４６％Ａ，
４５ ～ ５５ ｍｉｎ ４６％ ～５５％Ａ，５５ ～ ６０ ｍｉｎ ５５％Ａ，６０ ～ ６５ ｍｉｎ
５５％ ～ ２０％Ａ，６５ ～ ８０ ｍｉｎ ２０％Ａ牘；流速：０． ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
检测波长：２０３ ｎｍ；进样量：１０ μＬ。

２． ２ 溶液制备
取三七总皂苷对照品适量，精密称定，加甲醇制成

每１ ｍＬ含三七皂苷Ｒ１ ２８ μｇ、人参皂苷Ｒｇ１ ０． １５ ｍｇ、
人参皂苷Ｒｅ １５ μｇ、人参皂苷Ｒｂ１ ０． １２ ｍｇ、人参皂苷
Ｒｄ ３０ μｇ的对照品溶液。取本品１０片，研细，混匀，取约
０． ５ ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入水饱和正
丁醇５０ ｍＬ，密塞，称定质量，超声处理（功率为５００ Ｗ，
频率为５３ ｋＨｚ）４０ ｍｉｎ，放冷，再称定质量，用水饱和的
正丁醇溶液补足减失的质量，摇匀，滤过，精密量取续滤
液２５ ｍＬ，置分液漏斗中，用正丁醇饱和的氨试液洗涤
２次（２５ ｍＬ，１５ ｍＬ），弃去氨试液，再用正丁醇饱和的水
洗涤２次（２５ ｍＬ，１５ ｍＬ），弃去水液，正丁醇液蒸干，残
渣用甲醇溶解转移至１０ ｍＬ容量瓶中，加甲醇至刻度，
摇匀，滤过，取续滤液，即得供试品溶液。取缺三七药材
的阴性样品，按供试品溶液项下方法制备，即得阴性对
照品溶液。
２． ３ 方法学考察

专属性试验：取缺三七药材的阴性样品，依法制备
溶液并进样测定，记录色谱图，结果阴性对照品溶液无
干扰。详见图１。

０ ２０． ００ ４０． ００ ６０． ００ ８０． ００
ｔ ／ ｍｉｎ

ＡＵ

Ｃ

０． ０２０
０． ０１５
０． ０１０
０． ００５

０

０． ０２５
０． ０２０
０． ０１５
０． ０１０
０． ００５

０

０ ２０． ００ ４０． ００ ６０． ００ ８０． ００
ｔ ／ ｍｉｎ

３

２

４

５

Ａ

ＡＵ

１
２０． ２７１

３８． ８２８

４２． ７４２

２７． ９６５

２７． １７１

０ ２０． ００ ４０． ００ ６０． ００ ８０． ００
ｔ ／ ｍｉｎ

ＡＵ

Ｂ

１

２

３

４

５
１９． ９１６

０． ０２０
０． ０１５
０． ０１０
０． ００５

０

３８． ７８６
２６． ９４０

２０． ７６７

４２． ７１５

１． 三七皂苷Ｒ１ ２． 人参皂苷Ｒｇ１ ３． 人参皂苷Ｒｅ
４． 人参皂苷Ｒｂ１ ５． 人参皂苷Ｒｄ

Ａ． 对照品溶液 Ｂ． 供试品溶液 Ｃ． 阴性对照品溶液
图１ 高效液相色谱图
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表２ 加样回收试验结果（ｎ ＝ ６）
成分
Ｒ１

Ｒｇ１

Ｒｅ

Ｒｂ１

Ｒｄ

取样量牗ｍｇ 牘
０． ２５１ ４
０． ２５５ ６
０． ２５３ １
０． ２５０ ８
０． ２４９ ８
０． ２５０ １
０． ２５１ ４
０． ２５５ ６
０． ２５３ １
０． ２５０ ８
０． ２４９ ８
０． ２５０ １
０． ２５１ ４
０． ２５５ ６
０． ２５３ １
０． ２５０ ８
０． ２４９ ８
０． ２５０ １
０． ２５１ ４
０． ２５５ ６
０． ２５３ １
０． ２５０ ８
０． ２４９ ８
０． ２５０ １
０． ２５１ ４
０． ２５５ ６
０． ２５３ １
０． ２５０８
０． ２４９８
０． ２５０１

样品含量牗ｍｇ 牘
０． ２００ ９
０． ２０４ ２
０． ２０２ ２
０． ２００ ４
０． １９９ ６
０． １９９ ８
０． ８７９ ４
０． ８９４ １
０． ８８５ ３
０． ８７７ ３
０． ８７３ ８
０． ８７４ ６
０． ０８４ ０
０． ０８５ ４
０． ０８４ ５
０． ０８３ ８
０． ０８３ ４
０． ０８３ ５
０． ５８６ ８
０． ５９６ ６
０． ５９０ ７
０． ５８５ ４
０． ５８３ ０
０． ５８３ ７
０． １６２ ２
０． １６４ ９
０． １６３ ２
０． １６１ ８
０． １６１ １
０． １６１ ３

加入量牗ｍｇ 牘
０． ２１０ ０
０． ２１０ ０
０． ２１０ ０
０． ２１０ ０
０． ２１０ ０
０． ２１０ ０
０． ８４０ ０
０． ８４０ ０
０． ８４０ ０
０． ８４０ ０
０． ８４０ ０
０． ８４０ ０
０． １１７ ０
０． １１７ ０
０． １１７ ０
０． １１７ ０
０． １１７ ０
０． １１７ ０
０． ９００ ０
０． ９００ ０
０． ９００ ０
０． ９００ ０
０． ９００ ０
０． ９００ ０
０． ２２２ ０
０． ２２２ ０
０． ２２２ ０
０． ２２２ ０
０． ２２２ ０
０． ２２２ ０

测得量牗ｍｇ 牘
０． ４０４ ０
０． ４０８ ０
０． ４０３ ３
０． ４０２ ２
０． ４０２ ４
０． ４０４ ３
１． ７１４ ２
１． ７３１ ０
１． ７２８ ４
１． ７０８ ７
１． ７０６ ８
１． ７１７ ３
０． ２０４ ３
０． １９９ ２
０． ２０５ ４
０． ２００ ２
０． ２０２ ６
０． １９６ ４
１． ４７６ ３
１． ４９９ ４
１． ４９４ ８
１． ４９５ ０
１． ５０２ ０
１． ４８６ ８
０． ３８２ １
０． ３８５ ０
０． ３８３ ７
０． ３９３ ９
０． ３８９ ３
０． ３９４０

回收率牗％ 牘
９６． ７１
９７． ０５
９５． ７６
９６． １０
９６． ５７
９７． ３８
９９． ３８
９９． ６３
１００． ３７
９８． ９８
９９． １７
１００． ３２
１０２． ８２
９７． ２６
１０３． ３３
９９． ４９
１０１． ８８
９６． ５０
９８． ８３
１００． ３１
１００． ４６
１０１． ０７
１０２． １１
１００． ３４
９９． ０５
９９． １４
９９． ３２
１０４． ５５
１０２． ７９
１０４． ８２

Ｘ 牗％ 牘

９６． ６０

９９． ６４

１００． ２１

１００． ５２

１０１． ６１

ＲＳＤ 牗％ 牘

０． ６２

０． ５９

２． ９０

１． ０７

２． ７２

线性关系考察：取对照品溶液，分别进样２，５，８，
１０，１２，１５ μＬ，记录峰面积，计算回归方程，详见表１。

精密度试验：取对照品溶液，连续进样６次，记录色
谱峰面积值。结果的ＲＳＤ依次为０． ７１％ ，０． ２３％ ，
０． ３１％，０． １８％，０． ６０％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘，表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取２． ２项下同一供试品溶液，分别在

０，２，４，６，８，１０，１２，１６，２０，２４ ｈ时进样，记录峰面积。结
果５种成分峰面积的ＲＳＤ分别为１． ４６％ ，１． ０８％ ，
１． ３４％，０． ９０％，１． ８８％（ｎ ＝ １０），表明供试品溶液在２４ ｈ
内稳定。

重复性试验：取同一批（批号２０１６１１０４）样品６份，
依法平行制备，测定。结果，三七皂苷Ｒ１及人参皂苷
Ｒｇ１，Ｒｅ，Ｒｂ１，Ｒｄ每片平均含量分别为０． ２０，０． ８８，
０． ０９６，０． ５８，０． １６ ｍｇ，ＲＳＤ分别为２． ４３％ ，１． ２８％ ，
１． ０１％，１． ６６％，３． ６９％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘，表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量的同一批（批号
２０１６１１０４）样品，研细，称取６份，每份约０． ２５ ｇ，精密称
定，分别加入三七皂苷Ｒ１ 牗０． ０７０ ｇ ／ Ｌ 牘、人参皂苷Ｒｇ１
牗０． ２８ ｇ ／ Ｌ牘、人参皂苷Ｒｅ牗０． ０３９ ｇ ／ Ｌ牘、人参皂苷
Ｒｂ１ 牗０． ３０ ｇ ／ Ｌ 牘、人参皂苷Ｒｄ牗０． ０７４ ｇ ／ Ｌ 牘的对照品溶
液３ ｍＬ，依法制备，测定。结果见表２。

·研究·
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表１ 线性关系考察结果

注：Ｒ１为三七皂苷Ｒ１，Ｒｇ１为人参皂苷Ｒｇ１，Ｒｅ为人参皂苷
Ｒｅ，Ｒｂ１为人参皂苷Ｒｂ１，Ｒｄ为人参皂苷Ｒｄ。下表均同。

成分
Ｒ１
Ｒｇ１
Ｒｅ
Ｒｂ１
Ｒｄ

回归方程
Ｙ ＝ ９． ０５１ ２ × １０３ Ｘ ＋ ２． ２８４ ２ × １０３

Ｙ ＝ ４． １８４ ０ × １０４ Ｘ ＋ １． ５２９ ４ × １０４

Ｙ ＝ ５． ２１２ ０ × １０３ Ｘ ＋ １． ６８８ ９ × １０３

Ｙ ＝ ３． ０９９ ９ × １０４ Ｘ ＋ １． ８０８ ６ × １０４

Ｙ ＝ ９． ６２７ ５ × １０３ Ｘ ＋ ５． ９４７ １ × １０３

ｒ
０． ９９９ １
０． ９９９ １
０． ９９９ ３
０． ９９９ ０
０． ９９９ １

线性范围（ｍｇ）
０． ０５６ ０６ ～ ０． ４２０ ５０
０． ２２７ ５０ ～ １． ７０６ ２０
０． ０３０ ８７ ～ ０． ２３１ ６０
０． ２４１ ３０ ～ １． ８０９ ８０
０． ０５９ ３１ ～ ０． ４４４ ８０
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表３ 样品含量测定结果（ｍｇ，ｎ ＝ ４）
批号

２０１６１１０４
２０１７０４０２
２０１７０５２１

Ｒ１
０． ２０
０． １８
０． ２２

Ｒｇ１
０． ８８
０． ８２
０． ９３

Ｒｅ
０． ０９６
０． ０９１
０． １０３

Ｒｂ１
０． ５８
０． ５２
０． ６８

Ｒｄ
０． １６
０． １３
０． ２４

２． ４ 样品含量测定
取３批样品，依法制备溶液并测定，按外标校正因

子法计算含量。结果见表３。

３ 讨论
本研究中所测的人参皂苷类成分，在常温条件下稳

定不易分解，可常温保存，但供试品溶液在蒸干过程中，
温度蒸干，几乎没有三七总皂苷成分。三七皂苷类成分
的稳定性相关的研究表明，高温对三七总皂苷的影响较
大，在高温条件下，三七总皂苷极易分解，样品应密封，
阴凉暗干燥处储存犤 ４牞 ８ － ９ 犦。

本研究中对流动相系统进行了选择，分别对乙腈－
０． ０５％磷酸溶液（２０ ∶ ８０）犤 １０ 犦、乙腈－ ０． １％磷酸溶液
牗 ２２ ∶ ７８ 牘 犤１１ 犦、甲醇－水（５５ ∶ ４５），发现人参皂苷Ｒｇ１和
人参皂苷Ｒｅ几乎很难分开，且人参皂苷Ｒｄ相对其他
成分，极性小，出峰时间比较靠后，洗脱时间长，故应考
虑梯度洗脱方法。参考２０１５年版《中国药典牗一部牘》三
七药材含量测定的色谱条件，使用乙腈－水梯度洗脱，
结果人参皂苷Ｒｇ１和人参皂苷Ｒｅ分离度低，且人参皂
苷Ｒｄ未分离出来。采用人参皂类成分多选用的乙腈－
水为流动相犤 １２ 犦，梯度洗脱１１５犤１３ 犦，８０，６５ ｍｉｎ犤１４ 犦，结果梯
度洗脱８０ ｍｉｎ时，出峰快，待测组分能和共存组分达到
基线分离，基线平稳，且色谱峰具有较好的对称性，故选
用８０ ｍｉｎ的梯度洗脱程序。

色谱条件的考察中，温度对人参皂苷类成分的影响
也很大，温度高色谱峰会拖尾，温度低有的色谱峰会有前
沿，最终确定色谱柱的最佳温度为２５ ℃ 犤１５犦。本研究中选
择的色谱柱是Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
３． ５ μｍ），１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ的流速在梯度洗脱中致色谱柱压
力偏高。通过优化试验，最终采用０． ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ的流速
既满足柱压又符合分离要求。

为达到让样品有更大的提取效率，前处理过程分别
对称样量和提取方式进行了考察。提取方式分别考察了
加热回流牗 ２ ｈ 牘和超声处理２种犤 １６ 犦，发现超声处理含量
明显偏高，说明三七总皂苷生物活性成分在前处理过程
中应避免高温加热过程，故使用超声处理。分别比较超
声３０，４０，６０ ｍｉｎ，发现超声处理４０ ｍｉｎ时提取效率最
高，故超声处理４０ ｍｉｎ。称样量分别称取约０． ２，０． ３，
０． ４，０． ５，０． ７，１． ０ ｇ样品，超声处理４０ ｍｉｎ，结果称取约

０． ５ ｇ时样品提取效率最佳。
综上所述，ＨＰＬＣ法同时测定中成药红药片中的三

七皂苷Ｒ１及人参皂苷Ｒｇ１，Ｒｅ，Ｒｂ１，Ｒｄ的含量，各成分
在８０ ｍｉｎ内检测完全，方法精密度、准确度，重复性好，
对该制剂的质量控制具有重要意义。
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