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高效液相色谱法同时测定血塞通片中５种皂苷类成分含量

李 敏，叶 慧△，陈骁鹏，姜 玮，吴 芸
（江苏省泰州市食品药品检验所，江苏 泰州 ２２５３００）

摘要：目的 建立同时测定血塞通片中三七皂苷 Ｒ１及人参皂苷 Ｒｇ１，Ｒｅ，Ｒｂ１，Ｒｄ含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱为 ＸＢｒｉｄｇｅＣ１８柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，３．５μｍ），流动相为乙腈 －水（梯度洗脱），流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２０３ｎｍ，柱温为３０℃，进样量为１０μＬ。
结果 三七皂苷 Ｒ１及人参皂苷 Ｒｇ１，Ｒｅ，Ｒｂ１，Ｒｄ检测进样量分别在 ０．０５５～７．３７１ｍｇ、０．１９６～２６．１９７ｍｇ、０．０２８～３．６８６ｍｇ、０．２０７～
２７．５９２ｍｇ、０．０５７～７．５７０ｍｇ范围内与峰面积线性关系良好，ｒ均大于 ０．９９９５（ｎ＝３）；精密度、稳定性、重复性试验的 ＲＳＤ均小于

２％；平均回收率分别为 ９８．７６％、９９．３８％、９６．０２％、９９．６９％、９９．８５％，ＲＳＤ分别为 １．３０％、２．３１％、１．７４％、０．６０％、１．７２％牗ｎ＝６牘；
样品中各成分总含量占标示量百分比介于７４．４４％～９０．９３％牗ｎ＝３牘。结论 该方法简便可行，结果准确可靠稳定，重复性好，可用于血

塞通片中５种皂苷类成分的同时测定。
关键词：高效液相色谱法；血塞通片；三七皂苷Ｒ１；人参皂苷 Ｒｇ１；人参皂苷 Ｒｅ；人参皂苷Ｒｂ１；人参皂苷 Ｒｄ；含量测定
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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．混合对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照溶液

图１ 高效液相色谱图
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血塞通片主要成分为三七药材中的三七总皂苷，有

活血祛瘀、通脉活络功效，其现行标准犤１犦含量测定项以

紫外－可见分光光度法测定三七总皂苷的含量犤２犦。本研

究中建立了高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法同时测定血塞通片
中５种皂苷类成分的含量。现报道如下。
１ 仪器与试药

１．１ 仪器
ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙＡｒｃ高效液相色谱仪，包括Ｅｍｐｏｗｅｒ３

工作站、四元梯度泵、２９９８型二极管阵列检测器、自动
进样器和柱温箱牗美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；８２００型超声波清
洗器（上海科导超声仪器有限公司）；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ型超纯水
处理系统（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ＸＳ１０５ＤＵ型电子分析
天平（瑞士ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）。
１．２ 试药

三七皂苷 Ｒ１对照品（批号为 １１０７４５－２０１３１８，含
量 ９４．０％），人参皂苷 Ｒｇ１对照品（批号为 １１０７０３－
２０１５３０，含量 ９１．７％），人参皂苷 Ｒｅ对照品（批号为
１１０７５４－２０１６２６，含量 ９７．４％），人参皂苷 Ｒｂ１对照品
（批号为 １１０７０４－２０１４２４，含量 ９３．７％），人参皂苷 Ｒｄ
对照品（批号为１１１８１８，含量９２．１％），均购自中国食品
药品检定研究院；血塞通片（云南安特呐制药股份有限

公司，批号分别为１７０５１６、１６０４１２、１７０９３７；湖南湘雅制
药有限公司，批号为 １７０４１０１；昆药集团血塞通药业股
份有限公司，批号为 １６１２２７；湖南绅泰春药业有限公
司，批号为 ２０１５０７０１、２０１６０３０１）；乙腈为色谱纯，甲醇
为分析纯，水为超纯水。

２ 方法

２．１ 色谱条件与系统适用性试验
色谱柱：ＸＢｒｉｄｇｅＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，３．５μｍ）；

流动相：乙腈溶液牗Ａ牘－水牗Ｂ牘，梯度洗脱牗０～２０ｍｉｎ时
２０％Ａ，２０～４５ｍｉｎ时 ２０％Ａ→４６％Ａ，４５～５５ｍｉｎ时
４６％Ａ→５５％Ａ，５５～６０ｍｉｎ时 ５５％Ａ，６０～６２ｍｉｎ时
５５％Ａ→２０％Ａ，６２～７０ｍｉｎ时２０％Ａ牘；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；
柱温：３０℃；检测波长：２０３ｎｍ；进样量：１０μＬ。各相邻
成分之间分离度较好（Ｒ＞１．５），理论板数按人参皂苷
Ｒｇ１峰计应不低于５０００。
２．２ 溶液制备

称取各对照品适量，精密称定，加甲醇制成含三七

皂苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ、人参皂苷 Ｒｂ１、
人参皂苷 Ｒｄ的混合对照品溶液。取样品 １０片，除去
包衣，称定质量，研细，混匀，取约 ４０ｍｇ，精密称定，
置１０ｍＬ容量瓶中，溶解并定容，摇匀，滤过，取续滤
液，即得供试品溶液。按样品处方取缺三七总皂苷的适

量赋形剂制成阴性样品，按供试品溶液制备方法制备

阴性对照溶液。

２．３ 方法学考察
专属性试验：取２．２项下混合对照品溶液及阴性对

照溶液，按２．１项下色谱条件进样分析，记录色谱图。结
果，在各待测成分峰处阴性对照无干扰，详见图１。

线性关系考察：取混合对照品溶液适量，加甲醇

稀释成不同质量浓度，按 ２．１项下色谱条件分别进样
１０μＬ，记录峰面积，以峰面积（Ｙ）为纵坐标、进样量
（Ｘ，ｍｇ）为横坐标进行线性回归。结果见表１。

定量限与检测限考察：精密吸取混合对照品溶液

适量，加甲醇逐级稀释，进样测定，以信噪比（Ｓ／Ｎ）≥１０
测定各成分定量限，以 Ｓ／Ｎ≥３测定各成分检测限。
结果见表１。

精密度试验：取 ２．２项下混合对照品溶液，按 ２．１
项下色谱条件，连续进样６次，记录峰面积。结果三七皂
苷Ｒ１及人参皂苷Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１、Ｒｄ色谱峰面积的 ＲＳＤ分
别为０．３４％，０．２５％，０．２３％，０．２６％，０．２４％（ｎ＝６），表
明仪器精密度良好。

稳定性试验：吸取同一供试品溶液（批号为１７０５１６），
室温下分别放置０，２，４，８，１２，１６，２０，２４ｈ时按２．１项下色
谱条件进样，记录峰面积。结果三七皂苷Ｒ１及人参皂苷
Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１、Ｒｄ的色谱峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０．８３％，
０．５６％，１．２３％，０．７８％，１．０４％（ｎ＝８），表明供试品溶液
室温下放置２４ｈ内稳定。

待测成分

三七皂苷 Ｒ１
人参皂苷 Ｒｇ１
人参皂苷 Ｒｅ
人参皂苷 Ｒｂ１
人参皂苷 Ｒｄ

回归方程

Ｙ＝２．６７４６×１０５Ｘ－４．２１７２×１０３

Ｙ＝３．４４９５×１０５Ｘ＋４．０６５４×１０３

Ｙ＝３．０２２９×１０５Ｘ－２．３１０７×１０３

Ｙ＝２．６２２１×１０５Ｘ＋１．６４２６×１０４

Ｙ＝２．６８６８×１０５Ｘ＋３．６４００×１０３

ｒ

０．９９９８
０．９９９８
０．９９９６
０．９９９９
０．９９９８

线性范围

（ｍｇ）

０．０５５～７．３７１
０．１９６～２６．１９７
０．０２８～３．６８６
０．２０７～２７．５９２
０．０５７～７．５７０

检测限

（μｇ／ｍＬ）

２．２１
１．１８
１．１１
０．４１
０．５１

定量限

（μｇ／ｍＬ）

１１．０６
２．３６
４．２１
１．６６
１．３６
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５
１ ３

４

２５
１ ３

４

２

表１ ５个成分线性关系考察结果（ｎ＝３）
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待测成分

三七皂苷 Ｒ１

人参皂苷 Ｒｇ１

人参皂苷 Ｒｅ

人参皂苷 Ｒｂ１

人参皂苷 Ｒｄ

取样量

（ｍｇ）

２１．７８
１９．２６
２１．２１
２０．５０
１９．７１
２０．０３
２１．７８
１９．２６
２１．２１
２０．５０
１９．７１
２０．０３
２１．７８
１９．２６
２１．２１
２０．５０
１９．７１
２０．０３
２１．７８
１９．２６
２１．２１
２０．５０
１９．７１
２０．０３
２１．７８
１９．２６
２１．２１
２０．５０
１９．７１
２０．０３

样品含量

（ｍｇ）

１．１７１５
１．０３６０
１．１４０９
１．１０２７
１．０６０２
１．０７７４
４．０６１１
３．５９１２
３．９５４８
３．８２２４
３．６７５１
３．７３４８
０．５４２５
０．４７９８
０．５２８３
０．５１０７
０．４９１０
０．４９８９
４．１１３１
３．６３７２
４．００５５
３．８７１４
３．７２２２
３．７８２６
１．０５２７
０．９３０９
１．０２５２
０．９９０９
０．９５２７
０．９６８２

加入量

（ｍｇ）

１．１６７１
１．１６７１
１．１６７１
１．１６７１
１．１６７１
１．１６７１
３．５１９７
３．５１９７
３．５１９７
３．５１９７
３．５１９７
３．５１９７
０．５０８６
０．５０８６
０．５０８６
０．５０８６
０．５０８６
０．５０８６
３．８５９２
３．８５９２
３．８５９２
３．８５９２
３．８５９２
３．８５９２
０．９７７３
０．９７７３
０．９７７３
０．９７７３
０．９７７３
０．９７７３

测得量

（ｍｇ）

２．３２８９
２．１８７８
２．２８９３
２．２５３７
２．１９０４
２．２５３９
７．６８０６
７．０３４１
７．３８５９
７．２７７０
７．１３４０
７．３１５７
１．０４６８
０．９６３７
１．０１０８
０．９９７９
０．９７２６
０．９８９５
７．９９２３
７．４６５６
７．８２０４
７．７１７７
７．５７４２
７．６４５１
２．０５７７
１．９０５１
２．０１０１
１．９５１６
１．９１５１
１．９３５８

回收率

（％）

９９．１７
９８．６９
９８．４０
９８．６２
９６．８４
１００．８１
１０２．８４
９７．８２
９７．４８
９８．１５
９８．２７
１０１．７４
９９．１５
９５．１４
９４．８７
９５．７９
９４．６９
９６．４６
１００．５２
９９．２０
９８．８５
９９．６７
９９．８１
１００．０９
１０２．８３
９９．６８
１００．７８
９８．３０
９８．４８
９９．０１

Ｘ
（％）

９８．７６

９９．３８

９６．０２

９９．６９

９９．８５

ＲＳＤ
（％）

１．３０

２．３１

１．７４

０．６０

１．７２

１７０５１６
１６０４１２
１７０９３７
１７０４１０１
１６１２２７
２０１５０７０１
２０１６０３０１

１００
２５
１００
２５
１００
２５
５０

三七皂苷 Ｒ１
９．７４
２．０７
８．３８
２．０９
９．３８
２．０７
３．８７

人参皂苷 Ｒｇ１
３３．７５
７．２３
２６．８３
７．４０
３２．２６
６．９３
１３．３５

人参皂苷 Ｒｅ
４．５１
０．９５
３．９６
０．６７
４．５２
０．８４
１．９１

人参皂苷 Ｒｂ１
３４．１８
７．３６
２８．３７
６．９１
３０．１０
６．６７
１４．９２

人参皂苷 Ｒｄ
８．７５
１．９４
７．３２
１．７２
７．１３
２．１０
４．４６

总含量

９０．９３
１９．５５
７４．８６
１８．７９
８３．３９
１８．６１
３８．５１

９０．９３
７８．２０
７４．８６
７５．１６
８３．３９
７４．４４
７７．０２
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含量（ｍｇ／片）

表３ 样品含量测定结果（ｎ＝３）

表２ 加样回收试验结果（ｎ＝６）

标示量

（ｍｇ／片）
总含量／标
示量（％）

批号

重复性试验：取同一批样品（批号为１７０５１６）６份，依
法制备供试品溶液，按２．１项下色谱条件进样测定，记录
峰面积并计算含量。结果三七皂苷Ｒ１及人参皂苷Ｒｇ１、Ｒｅ、
Ｒｂ１、Ｒｄ的平均含量分别为每片 ９．７４，３３．７５，４．５１，
３４．１８，８．７５ｍｇ，ＲＳＤ分别为 １．００％，０．８７％，１．８２％，
０．８２％，０．７７％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量的样品（批号为１７０５１６），
研细，称取６份，每份约２０ｍｇ，精密称定，再精密加入一
定质量浓度的混合对照品溶液，按２．１项下色谱条件进
样测定，记录峰面积，计算回收率。结果见表２。

２．４ 样品含量测定
取７批样品，依法制备供试品溶液，按２．１项下色谱

条件进样测定，以外标法计算样品中５种成分的含量。
结果见表３。

３ 讨论

采用甲醇作为提取溶剂，分别超声 ３０ｍｉｎ和直
接溶解，进样，比较峰面积，结果直接溶解的提取率

更高，可能是由于超声过程中皂苷类分解加速，故选

用直接溶解 犤３－４犦。分别称取 １０，２０，３０，４０，５０ｍｇ样
品，直接溶解，进样，比较峰面积，结果 ４０ｍｇ的提取
效率最高。

２０１５年版《中国药典牗二部牘》西洋参药材检测中以
乙腈－０．１％磷酸溶液梯度洗脱，结果人参皂苷 Ｒｄ出
峰太快，分离度差，且分离时间过长。查阅有关文献犤５－７犦，

发现大多选用乙腈 －水为流动相，同时血塞通片以三
七总皂苷为原料药，样品色谱图中杂质峰相对较少，

考虑到人参皂苷 Ｒｇ１和人参皂苷 Ｒｅ分离度不佳，以
及人参皂苷 Ｒｄ极性小、出峰时间晚的问题，通过对
梯度洗脱程序的调整，最终选用 ７０ｍｉｎ的梯度洗脱
系统。

综上所述，本ＨＰＬＣ法简便可行，准确可靠，重复性
好，结果稳定，可用于血塞通片中５种皂苷类成分的同
时测定。
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