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　　摘要：采用高效液相－蒸发光散射检测器法（ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ）测定免疫佐剂———三七总皂苷中三七皂苷 Ｒ１、人参

皂苷Ｒｂ１、人参皂苷Ｒｇ１的含量，色谱柱ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＣ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），采用梯度洗脱，流动相为水－乙腈，流

速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３０℃。结果显示，三七皂苷Ｒ１含量 ５．１９％，人参皂苷 Ｒｂ１含量 ３２．１９％，人参皂苷 Ｒｇ１含量

４１．２８％，３种皂苷含量之和为７８．６６％。说明该方法简便、快速、重现性好，可用于控制三七总皂苷的质量。
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　　三七总皂苷（ｐａｎａｘｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇｓａｐｏｎｉｎｓ，ＰＮＳ）是中药三
七的主要成分，具有扩张血管、降低心肌耗氧量和抑制血小板

凝集等药理作用，目前主要用于治疗心脑血管系统疾病［１］。

其中，三七皂苷Ｒ１、人参皂苷Ｒｂ１和人参皂苷Ｒｇ１是三七总皂
苷的主要活性成分。已有文献报道［２－３］，以三七总皂苷为主

要有效成分制备的免疫佐剂可以显著增强抗原的免疫原性，

对机体的免疫功能有广泛的调节作用，能诱导 Ｔｈ１、Ｔｈ２免疫
应答。本研究采用高效液相－蒸发光散射检测器法（ＨＰＬＣ－
ＥＬＳＤ）测定了三七皂苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｂ１、人参皂苷 Ｒｇ１含
量，为控制免疫佐剂的质量奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
人参皂苷Ｒｇ１（对照品）、人参皂苷Ｒｂ１（对照品）、三七皂

苷Ｒ１均购自于云南省昆明科翔生物科技有限公司；三七总
皂苷由江苏省兽用生物制药重点实验室制备；甲醇（ＨＰＬＣ
级），江苏汉邦科技有限公司；乙腈（ＨＰＬＣ级），迪马公司；硅
胶，江苏省泰州市恒泰器化玻有限公司；其他试剂均为分析

纯。岛津液相色谱仪（１０ＡＴ－ＶＰ泵）、检测器 ＡｌｌｔｅｃｈＥＬＳＤ
２０００ＥＳ（美国奥泰公司）、Ｃｌａｓｓ－ｖｐ工作站、柱温箱、手动进
样器（２０μＬ定量环）、数显恒温水浴锅、ＲＥ－３０００型旋转蒸
发仪（上海亚荣生化仪器厂）。

１．２　方法
１．２．１　供试品溶液的制备　精确称取三七总皂苷粉末
１ｍｇ，置于１ｍＬ量瓶中，加入适量甲醇，摇匀，超声处理３ｍｉｎ
即可完全溶解，放冷至室温，精确加入甲醇至刻度，密塞，摇

匀，即得三七总皂苷供试品溶液。

１．２．２　对照品溶液的制备　取人参皂苷Ｒｂ１（对照品）、人参
皂苷Ｒｇ１（对照品）及三七皂苷Ｒ１（对照品），加甲醇制成各含
０．５ｍｇ／ｍＬ混合溶液，作为对照品溶液。
１．２．３　薄层色谱法的鉴别结果　照薄层色谱法试验，吸取上
述溶液各１μＬ，分别点于同一硅胶 ＧＦ２５４薄层板上，以三氯
甲烷－甲醇－水（６５∶３５∶１０）１０℃以下放置的下层溶液为
展开剂，展开，取出，晾干，喷以 １０％ 硫酸 －乙醇溶液，在
１０５℃ 下加热至斑点显色清晰。置紫外灯光（３６５ｎｍ）下检
视，供试品色谱在对照品色谱相应的位置上显相同的斑点。

１．２．４　ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ法的测定结果
１．２．４．１　色谱条件　色谱柱 ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＣ１８（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ），流动相：Ａ为水－０．１％ 冰醋酸；Ｂ为乙腈 －
１０％水；梯度洗脱：０～２０ｍｉｎ（２４％Ｂ）、２０～３０ｍｉｎ（２４％Ｂ→
３７％Ｂ）、３０～４０ｍｉｎ（３７％Ｂ→３９％Ｂ）、４０～５０ｍｉｎ（３９％Ｂ→
８０％Ｂ）、５０～５５ｍｉｎ（８０％Ｂ）；流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ；ＥＬＳＤ检测
器：漂移管温度１１０℃，载气流速３．０Ｌ／ｍｉｎ，柱温３０℃；进样
量２０μＬ。
１．２．４．２　对照品溶液的制备　取对照品适量，分别置于
２ｍＬ容量瓶中，加甲醇溶解并定容至刻度，摇匀，得储备液。
分别精确移取上述对照品储备溶液适量，置于５ｍＬ容量瓶
中，用甲醇定容至刻度，摇匀，得到三七皂苷 Ｒ１、人参皂苷
Ｒｇ１、人参皂苷Ｒｂ１的含量（０．７１５、１．５、２．９２８ｍｇ／ｍＬ），备用。
１．２．４．３　样品的制备　取三七总皂苷粉末２５ｍｇ，精确称定，
置于１０ｍＬ容量瓶中，加入甲醇适量，摇匀，超声处理３ｍｉｎ即
可完全溶解，放冷至室温，精确加入甲醇至刻度，密塞，摇匀，用

微孔滤膜（０．４５μｍ）过滤，即得三七总皂苷供试品溶液。
１．２．４．４　线性关系　取上述混合对照品溶液，依次制备系列
标准品溶液，在“１．２．４．１”节的色谱条件下测定，以对照品溶
液浓度的自然对数为横坐标、以峰面积的自然对数为纵坐标，

绘制标准曲线进行回归分析。

１．２．４．５　精密度试验　精确吸取“１．２．４．２”节的混合对照
品溶液，连续进样６次。
１．２．４．６　加样回收率　取同一批已知含量的样品６份，分别
精确加入三七皂苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷Ｒｂ１对照品，
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在“１．２．４．１”节的色谱条件下分析，计算回收率。
１．２．４．７　重现性试验　取同一批供试液，在“１．２．４．１”节的
液相色谱条件下重复测定６次。结果显示，ＲＳＤ均小于３％，
此测定方法的重现性良好。

１．２．４．８　稳定性试验　精确吸取在室温下放置供试品溶液，
在“１．２．４．１”色谱柱条件下分别测定０、２、４、６、１２、４８ｈ，计算
三七皂苷Ｒ１、人参皂苷Ｒｇ１、人参皂苷Ｒｂ１色谱峰面积的ＲＳＤ
值（２．０５％、２．６１％、２．９９％）。说明样品溶液在４８ｈ内稳定。
１．２．４．９　样品测定　按“１．２．４．３”节的方法制备供试品溶
液，在“１．２．４．１”节的色谱条件下进行含量测定，平行测定３
份，并分别计算３种皂苷的含量。

２　结果与分析

２．１　薄层色谱法鉴别结果
由图１可知，在紫外灯光（３６５ｎｍ）下检视，结果显示供

试品色谱在与对照品色谱相应的位置上显相同的斑点。

２．２　ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ测定结果
用ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ法测定三七总皂苷提取物中三七皂苷

Ｒ１、人参皂苷Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｂ１的含量，在建立的色谱条件
下，对照品和供试品溶液中各色谱峰分离度良好（图２）。
２．３　线性关系的考察

各成分的回归方程、线性范围如表１所示。由表１可知，
３种皂苷含量在各自的线性范围内线性良好。
２．４　精密度与回收试验结果

精密度试验结果显示，三七皂苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｇ１、人参
皂Ｒｂ１的ＲＳＤ分别为２．２７％、１．３２％、２．０２％，说明仪器精密
度良好。三七皂苷 Ｒ１平均回收率为 １０１．２７％，ＲＳＤ为
１５２％（ｎ＝６）；人参皂苷 Ｒｇ１平均回收率为１０１．０６％，ＲＳＤ
为１．２１％（ｎ＝６）；人参皂苷Ｒｂ１平均回收率为９８．１９％，ＲＳＤ
为１．２１％（ｎ＝６）。说明各组分回收率符合要求。
２．５　重现性和稳定性试验

同一批供试液在“１．２．４．１”液相色谱条件下重复测定６
次，结果ＲＳＤ均小于３％，说明该测定方法的重现性良好。在
０、２、４、６、１２、４８ｈ后测定三七皂苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂
苷Ｒｂ１色谱峰面积的 ＲＳＤ，分别为２．０５％、２．６１％、２．９９％，
说明样品溶液在４８ｈ内稳定。

表１　３种皂苷含量的线性方程

分析物 线性方程 ｒ 线性范围

（μｇ／ｍＬ）
三七皂苷Ｒ１ ｙ＝１．５０８ｘ＋１６．５５ ０．９９８９ ３５．７５～７１５
人参皂苷Ｒｇ１ ｙ＝１．５１８１ｘ＋１６．１７ ０．９９９６ ７５～１５００
人参皂苷Ｒｂ１ ｙ＝１．１３８ｘ＋１６．５８１ ０．９９５０ １４６．４～２９２８

　　注：ｎ＝６。
２．６　样品测定结果分析

由表２可知，三七皂苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｂ１
的含量之和为７８．６６％。

表２　３种皂苷在三七总皂苷中的含量

皂苷名称 含量（％） ＲＳＤ（％）
三七皂苷 Ｒ１ ５．１９ １．９６
人参皂苷Ｒｇ１ ３２．１９ １．０９
人参皂苷Ｒｂ１ ４１．２８ １．４３

３　结论

通过高效液相色谱法测得三七皂苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｂ１、

人参皂苷 Ｒｇ１等 ３种皂苷在三七总皂苷中的含量，分别为
５１９％、３２．１９％、４１．２８％，平均含量之和为 ７８．６６％。结果
表明，高效液相色谱法具有较强的针对性和准确性，能很好地

反映出三七总皂苷的真正含量，为控制免疫佐剂的质量提供

准确的方法。
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