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　　摘要：建立了检测田七花总皂苷中三七皂苷Ｒ１含量的高效液相色谱－串联质谱（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）方法。用ＢＤＳ

ＨＹＰＥＲＳＵＬＣ１８（１５０ｍｍ×２．１ｍｍ，５μｍ）色谱柱，以乙腈－水为流动相进行梯度洗脱，流速０．３ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３０℃；

质谱分析采用三重四杆质谱仪，多反应检测（ＭＲＭ）模式，电喷雾离子源（ＥＳＩ）负离子检测，定量分析的离子为：三七皂
苷Ｒ１ｍ／ｚ９３１．７→７９９．６，内标物紫杉醇ｍ／ｚ８５２．５→５２５．３。三七皂苷Ｒ１标准曲线的线性范围为０．０４７６～１１．９μｇ／ｍＬ，

平均加样回收率为９９．３３％，ＲＳＤ为１．６５％（ｎ＝６）。精密度、稳定性、重现性均符合样品分析的要求。
　　关键词：田七花；三七皂苷Ｒ１；高效液相色谱－串联质谱

　　中图分类号：Ｑ９４６．８３＋８．４；Ｏ６５７．６３　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１４）１２－０３１９－０３

收稿日期：２０１４－０７－０７
基金项目：江苏省高校“青蓝工程”科技创新团队资助项目；江苏省

泰州市科技支撑（农业）计划（编号：ＴＬ０７１９）。
作者简介：陈玉勇（１９７８—），男，江苏泰州人，博士研究生，讲师，主要
从事食品生物技术、食品分析等研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｃｈｅｎｙｕｙｏｎｇ＠
ｔｏｍ．ｃｏｍ。

通信作者：秦　枫，硕士，副教授，从事天然药物及食品新资源开发等
方向研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｑｉｎａｎｃｙ９２２＠ｔｏｍ．ｃｏｍ。

　　田七花为五加科植物田七［Ｐａｎａｘｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ（Ｂｕｒｋ）Ｆ．
Ｈ．］的干燥花蕾，田七花作为云南文山州的传统生物资源，广
泛应用于食品、保健品以及中药药材。例如，当地常用田七花

泡茶［１］，制作点心，或与其他食材一起制成滋补品［２］，长期食

用对于治疗高血压、咽痛音哑和养生都颇有裨益［３－４］。田七

花中含有皂苷、多糖、挥发油等多种化学成分［５－６］，其中，皂苷

是其主要生理活性成分，杨明晶等发现田七花苷没有毒性作

用［７］，故近年来，将田七花进一步开发为保健品的研究较为

热门。Ｙａｎｇ等已经从田七花中鉴定出１７０种单体皂苷，发现
三七皂苷Ｒ１是皂苷中的一种主要成分

［８］。目前，关于田七

花中三七皂苷 Ｒ１含量检测的方法有比色法
［９］和 ＨＰＬＣ

法［１０－１１］等，但是比色法只能检测其中总皂苷的含量，ＨＰＬＣ
法运行时间一般在１５ｍｉｎ以上，且灵敏度低、专属性差。因
此，笔者参照文献［１２］对试验条件进行优化，建立了
ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析方法，该法能够灵敏地检测田七花蕾中
三七皂苷Ｒ１的含量，可为三七花总皂苷（ＳＦＰＮ）和以其为主
要成分的保健食品的含量检测提供一定参考。

１　材料与方法

１．１　仪器
三重四杆质谱仪（ＡＰＩ４０００型），配有电喷雾离子源

（ＥＳＩ），采用美国ＡＢＩ公司的Ａｎａｌｙｓｔ１．４．１数据分析系统；高
效液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ１１００）；ＫＱ２２００Ｂ型超声波清洗

器（江苏省昆山市超声仪器有限公司）；ＨＨ－Ｓ数显恒温水浴
锅（浙江省金华市文华科教实验仪器厂）；ＲＥ－３０００旋转蒸
发仪（上海亚荣生化仪器厂）；ＳＨＺ－Ⅲ型循环水真空泵（上
海亚荣生化仪器厂）；Ｄｉｒｅｃｔ－Ｑ３型超纯水机（江苏省苏州塞
恩斯仪器有限公司）。

１．２　对照品与试剂
三七皂苷Ｒ１（批号：１１０７４５－２０１３１８），由中国药品生物

制品检定所提供。紫杉醇（批号：１００３８２－２０１２０１），购自云
南省昆明科翔生物科技有限公司。田七干燥花蕾，由云南省

文山壮族苗族自治州文山三七研究院提供。

Ｄ１０１大孔树脂购自江苏省泰州医药公司。乙腈、甲醇为
色谱纯，水为超纯水，其余均为分析纯试剂。

１．３　ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析条件
１．３．１　高效液相色谱条件　色谱柱为 ＢＤＳＨＹＰＥＲＳＵＬＣ１８
（１５０ｍｍ×２．１ｍｍ，５μｍ）；流动相为水（Ａ）和乙腈（Ｂ），流速
为０．３ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３０℃，进样量为１０μＬ。梯度洗脱方

式为流动相Ｂ：２０％ →
２ｍｉｎ
３０％ →

５ｍｉｎ
７５％ →

１０ｍｉｎ
９０％。

１．３．２　质谱条件　采用电喷雾离子源（ＥＳＩ）负离子检测，多
反应检测模式（ＭＲＭ）。设制离子喷雾电压（ＩＳ）为４１００Ｖ；
离子源雾化温度（ＴＥＭ）为 ４５０℃；去集簇电压（ＤＰ）为
－１０５Ｖ；激发碰撞电压（ＣＥ）为 －４７Ｖ。采用的定量分析离
子为：三七皂苷 Ｒ１ｍ／ｚ９３１．７→７９９．６；内标物紫杉醇 ｍ／ｚ
８５２．５→５２５．３。
１．４　样品处理
１．４．１　对照品及内标溶液的配制　称取三七皂苷 Ｒ１
１．１９ｍｇ，以甲醇定容至１０ｍＬ，得到对照品储备液。称取紫
杉醇１．０１ｍｇ，以甲醇超声溶解，定容至１０ｍＬ，再取该溶液
１００μＬ以甲醇定容至 １０ｍＬ，涡旋振荡溶解，即得内标
溶液。

１．４．２　供试品溶液的制备　参照 Ｓｕｎ等的方法［１３］，制备田

七花总皂苷（ＳＦＰＮ）。将田七干燥花蕾１ｋｇ粉碎，过２０目筛，
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以１０倍质量７０％乙醇回流提取３次，每次提取１．５ｈ。合并
提取液，减压浓缩，并以适量水混悬，再分别以乙醚、正丁醇萃

取，弃去醚层，收集正丁醇层，减压浓缩，抽干溶剂。将正丁醇

萃取物经Ｄ１０１大孔树脂先以水洗脱，弃去洗脱液，再以９０％
乙醇洗脱，收集洗脱液，于４５℃左右减压浓缩至干燥固态，即
为田七花总皂苷（ＳＦＰＮ）。共制备了５个批次的 ＳＦＰＮ（批号
分别为２０１３０５０２、２０１３０８１６、２０１３０９０２、２０１３１０１１、２０１３１１１２）。

称取对应批号的ＳＦＰＮ粉末０．２ｇ，加甲醇定容至１０ｍＬ，
超声辅助溶解，得供试品储备液。取内标溶液１００μＬ和供试
品储备液１００μＬ，加甲醇定容至 １ｍＬ，涡旋振荡溶解，经
０．４５μｍ微孔滤膜过滤，得供试品溶液。

２　结果与分析

２．１　方法的专属性和特异性
按“１．３”节中液相色谱和质谱条件对 ＳＦＰＮ中三七皂苷

Ｒ１进行测定，记录色谱图。图１为对照品和内标物总离子流
图，图２为ＳＦＰＮ和内标物的总离子流图。在选定色谱条件
下，被分析的化合物三七皂苷 Ｒ１和内标物紫杉醇分别在约
６．１８ｍｉｎ和９．３５ｍｉｎ时出峰，对照品和内标物的峰形和分离
度较好，灵敏度强；同时采用保留时间和离子对的响应强度来

进行分析，更有效避免了其他物质对这种皂苷测定的干扰，具

有较好的专属性和特异性。

２．２　标准曲线与线性范围考察
以对照品储备液和内标溶液来配制不同浓度对照品溶

液，将三七皂苷 Ｒ１的浓度分别调至 ０．０４７、０．１１９、０．４７６、
１１９、４．７６、１１．９μｇ／ｍＬ，进样量为１０μＬ。以对照品浓度为
横坐标，以样品峰和内标峰面积之比为纵坐标，制作回归曲

线，用加权（Ｗ＝１／Ｃ２）最小二乘法进行回归分析［１４］，求得直

线回归方程为ｙ＝３．３ｘ＋０．０２７８，相关系数（ｒ）为０．９９９８，线
性范围为０．０４７６～１１．９μｇ／ｍＬ。
２．３　精密度试验

对照品溶液连续六针进样，每次进样１０μＬ，进行精密度
试验。计算对照品的峰面积和内标峰面积的比值，并统计出

比值的ＲＳＤ为１．８５％，表明仪器精密度较好。

２．４　稳定性试验
量取供试品溶液１０μＬ，分别在０、８、１６、２４ｈ时进样测

定，计算对照品峰面积和内标峰面积的比值，并统计出比值的

ＲＳＤ为１．９３％，表明在２４ｈ之内供试品溶液的稳定性较好。
２．５　重现性试验

取批号为２０１３０９０２的ＳＦＰＮ样品，制备６份供试品溶液，
按“１．３”节的条件对样品中三七皂苷Ｒ１的含量进行检测。计
算出样品的峰面积和内标峰面积的比值，并代入“２．２”节的回
归方程，计算出三七皂苷Ｒ１的平均含量为０．５６ｍｇ／ｇ，并统计
出含量的ＲＳＤ为１．５９％，表明本方法具有较好的重现性。
２．６　加样回收率试验

称取批号为２０１３１０１１的已知含量的 ＳＦＰＮ样品６份，每
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份０．２ｇ，按上述方法，制备样品储备液，取１００μＬ内标溶液
和１００μＬ的供试品储备液，加入适量的对照品储备液，加甲
醇定容至１ｍＬ，溶解后，过０．４５μｍ微孔滤膜，得到供试品溶
液，按上述方法操作，计算供试品溶液中三七皂苷 Ｒ１的含
量，计算回收率和ＲＳＤ，结果见表１。

表１　三七皂苷Ｒ１的回收率测定结果（ｎ＝６）

样品号
称样量

（ｍｇ）
样品含量

（μｇ／ｍＬ）
加入量

（μｇ／ｍＬ）
测得量

（μｇ／ｍＬ）
回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

１ ２００．１１ １．１２ １．１２ ２．２０ ９８．２１
２ ２００．０６ １．１２ １．１２ ２．２８ １０１．７９
３ ２００．２６ １．１２ １．１２ ２．２ ９８．２１
４ ２００．１５ １．１２ １．１２ ２．２２ ９９．１１
５ １９９．９２ １．１２ １．１２ ２．２６ １００．８９
６ １９９．７９ １．１２ １．１２ ２．１９ ９７．７７
平均 ９９．３３ １．６５

２．７　样品含量测定
称取不同批号的 ＳＦＰＮ样品３份，每份０．２ｇ，制备供试

品溶液，按“１．３”节色谱条件进行操作，计算出样品的峰面积
和内标峰面积的比值，并代入“２．２”节的回归方程，计算三七
皂苷Ｒ１含量，结果见表２。

表２　田七花总皂苷中三七皂苷Ｒ１的含量（ｎ＝３）

ＳＦＰＮ批号 三七皂苷Ｒ１（ｍｇ／ｇ）
２０１３０５０２ ０．５７
２０１３０８１６ ０．５５
２０１３１１１２ ０．５１

３　讨论

田七花的组成成分复杂，含有大量色素，在测定三七皂苷

Ｒ１时，必须排除主要基质成分或色素成分的干扰。本研究参
照Ｓｕｎ等所述方法［１３］，以乙醚萃取去除叶绿素等脂溶性物

质，以正丁醇萃取出大部分的皂苷类物质，再选用 Ｄ１０１型大
孔树脂进行柱层析，用水洗去多糖，最后收集９０％乙醇洗脱
液，此法可较好地对田七花皂苷类成分进行富集和纯化。

三七皂苷Ｒ１的最大吸收波长为２０３ｎｍ，由于ＳＦＰＮ含有
多种成分，紫外末端吸收多，采用普通的ＨＰＬＣ紫外检测器难
以进行高灵敏度的检测，且专属性较差。皂苷类化学成分极

性大、难挥发、热不稳定，经典的电子轰击电离（ＥＩ）对其进行
结构分析也很困难。使用 ＥＳＩ同时结合二级质谱分析，可以
较快地获得结构信息。在选定内标物时，发现紫杉醇纯度高、

易保存，与被测成分的化学性质相似，有较好的质谱响应，稳

定性好，内源物质无干扰。本研究建立的采用负离子多反应

监测技术的ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析方法，灵敏度高、重现性好，
符合食品样品分析的要求，较其他方法节省了大量的时间和

成本［１４］，可用于三七皂苷Ｒ１的定量分析，为不同田七花及其
保健食品、药品的含量测定提供方法学参考。
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［５］殷勤红，朱艳琴，虞　泓，等．三七花化学成分和药理作用的研究
进展［Ｊ］．光谱实验室，２０１１，２８（３）：１１９４－１１９７．

［６］朱艳琴，殷勤红，杨　俊，等．超声醇溶－紫外分光光度法测定不
同产地三七花中总黄酮含量［Ｊ］．食品与发酵工业，２０１３，３９（１）：
１８７－１８９．

［７］杨明晶，俞　萍，陆罗定，等．三七花苷毒理安全性研究［Ｊ］．江
苏预防医学，２０１０，２１（６）：１２－１４．

［８］ＹａｎｇＷＺ，ＢｏＴ，ＪｉＳ，ｅｔａｌ．Ｒａｐｉｄｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｆｉｌｉｎｇｏｆｓａｐｏｎｉｎｓｉｎ
ｔｈｅｆｌｏｗｅｒｂｕｄｓｏｆＰａｎａｘｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇｂｙｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇＭＣＩｇｅｌｃｏｌｕｍｎ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙａｎｄｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ／ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙ
ｓｉｓ［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１３，１３９（１／２／３／４）：７６２－７６９．

［９］沈　岚，冯　怡，徐德生，等．比色法测定三七花中总皂苷的含量
［Ｊ］．中成药，２００７，２９（９）：１３６８－１３７０．

［１０］朱艳琴，殷勤红，虞　泓，等．ＨＰＬＣ法同时测定三七花中３种皂
苷［Ｊ］．中成药，２０１３，３５（２）：３３９－３４１．

［１１］沈　岚，冯　怡，徐德生，等．反相高效液相色谱法测定田七花
中三七皂苷 Ｒ１的含量［Ｊ］．时珍国医国药，２００９，２０（６）：
１４８２－１４８３．　

［１２］国家药典委员会．中华人民共和国药典：一部［Ｍ］．２０１０版．北
京：化学工业出版社，２０１０：１１－１２．

［１３］ＳｕｎＨＸ，ＹｅＹＰ，ＰａｎＨＪ，ｅｔａｌ．ＡｄｊｕｖａｎｔｅｆｆｅｃｔｏｆＰａｎａｘｎｏｔｏｇｉｎ
ｓｅｎｇｓａｐｏｎｉｎｓｏｎｔｈｅｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｔｏｏｖａｌｂｕｍｉｎｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．
Ｖａｃｃｉｎｅ，２００４，２２（２９／３０）：３８８２－３８８９．

［１４］秦　枫，于生兰，高彦慧，等．ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法同时测定三七须
根总皂苷中人参皂苷Ｒｇ１和Ｒｅ的含量［Ｊ］．中国药房，２０１０，２１
（３１）：２９２２－２９２４．
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