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基于效液相色谱法测定参附注射液中

人参皂苷的浓度
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摘要　目的：评价高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）指纹图检测方法测试参附注射液中人参皂苷的浓度。方法：采用Ａｇｉｌｅｎｇｔ１１００
高效液相色谱仪进行试验研究，色谱柱选用 Ａｇｉｌｅｎｔ的 ＺＯＲＢＡＸＳＢＣ１８柱，具体参数为５μｍ×２５０ｍｍ×４６ｍｍ，柱温为
３０℃，进样量为１０μＬ，选择流动相的条件是在Ａ流动相水和Ｂ流动相乙腈中以１ｍＬ／ｍｉｎ的流速进行ＨＰＬＣ研究。分别
对ＨＰＬＣ方法学的严谨性进行检测，包括专属性试验、精密度试验、稳定性试验、重复性试验、线性回归试验、加样回收率
试验等逐步建立方法的科学性；而后进一步采用ＨＰＬＣ对参附注射液中人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ、人参皂苷 Ｒｂ１、人参
皂苷Ｒｄ的浓度进行具体的检测和统计分析。结果：专属性结果显示４种人参皂苷（Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１、Ｒｄ）均具有良好的分离
度，拖尾因子均在０９８～１０４范围。线性回归方程：人参皂苷Ｒｇ１为Ｙ＝１１２７８Ｘ－５４７１，人参皂苷 Ｒｅ为 Ｙ＝３６３３Ｘ－
３６３４，人参皂苷Ｒｂ１为Ｙ＝８６４０Ｘ－４１８，人参皂苷Ｒｄ为Ｙ＝７０８８Ｘ＋３５０３，所有人参皂苷相关系数均＞０９９９，结果显
示人参皂苷线性关系良好。人参皂苷Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１及 Ｒｄ峰面积的 ＲＳＤ分别为１２３％、１２８％、１３３％、１２０％、１３５％，
结果表明ＨＰＬＣ具有良好的精密度。人参皂苷Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１及Ｒｄ的峰面积ＲＳＤ分别为０４４％、０７５％、０２５％、０８５％；
结果表明参附注射液供试品溶液在２４ｈ内稳定。人参皂苷 Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１及 Ｒｄ的 ＲＳＤ分别为１１８％、１４７％、１８６％、
１５９％、１３０％，结果显示ＨＰＬＣ具有良好的重复性。加样回收率，人参皂苷 Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１及 Ｒｄ的 ＲＳＤ分别为１８２％、
１０４％、１５４％、２０７％，结果显示加样回收率均良好。不同批次参附注射液中人参皂苷Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１及Ｒｄ的浓度存在较
大差别。结论：高效液相色谱法检测不同批次参附注射液中人参皂苷的浓度存在较大差异。
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　　参附注射液源于古方“参附汤”，原方由红参、
附子两味中药组成为一种常用的急救药物，在中医

药理论指导下主治元气大亏，阳气暴脱等急症。随

着中药制剂的改革，参附注射液随之问世并广泛运

用于临床，目前临床多用于心力衰竭类型的疾

病［１３］，用于增强心脏收缩功能和抗心力衰竭。有研

究显示，参附注射液中的有效成分之一是人参皂苷，

人参皂苷按皂苷元的不同类型可分为两类，即原人

参二醇型皂苷和原人参三醇型皂苷，其中根据含量

的高低原人参二醇型皂苷的亚型 Ｒｂ１、Ｒｄ等［４５］，原

人参三醇型皂苷的亚型根据含量高低排序依次为

Ｒｅ、Ｒｇ１等。而近年来，人参皂苷显著的药理活性越
来越被人们所熟知，研究报道显示，人参皂苷 Ｒｈ２、
Ｒｇ３和Ｒｋ１均具有抗肿瘤的药理活性［６９］，人参皂苷

Ｒｇ３具有神经保护作用，改善脑缺血损伤，人参皂苷
Ｒｇ３、Ｒｇ５和Ｒｋ１具有羟自由基清除能力和抗炎等药
理作用。本研究为完善参附注射液的质量控制体

系，基于高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定参附注射液中
人参皂苷浓度，具体选取原人参二醇型中皂苷含量

较高的人参皂苷Ｒｂ１、Ｒｄ和原人参三醇型皂苷种含
量较高的人参皂苷 Ｒｇ１、Ｒｅ等共４种人参皂苷成分
进行分析研究。现报道如下。

１　仪器与试剂
１１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ高效液相色谱仪（产品型号：
１２６０），色谱柱采用同色谱仪同厂家的匹配型号
ＺＯＲＢＡＸＳＢＣ１８柱，色谱仪产品配件：四元梯度泵，
单元是ＤＡＤ多波长检测器，Ａｇｉｌｅｎｔ系列产品均购于
美国 ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｏｌｏｇｉｅｓ公司；精密 ＢＳ２１０Ｓ型电子
天平购于德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司。
１２　试剂　对照品人参皂苷 Ｒｂ１对照品（产品批
号：１１０７０４２００９２）、人参皂苷Ｒｄ对照品（产品批号：
１１１８１８２０１３０２）、人参皂苷 Ｒｇ１对照品（产品批号：
１１０７０３２０１０２７）、人参皂苷 Ｒｅ对照品（产品批号：
１１０７５４２００８２２）均购于中国食品药品检定研究院。

色谱纯乙腈，去离子水和分析纯均购买于湖北杜克

化学科技有限公司。

１３　分析样品　３个不同批次的参附注射液（国药
准字 Ｚ５１０２０６６４）购于华润三九（雅安）药业有限
公司。

２　方法与结果
２１　色谱条件　采用 Ａｇｉｌｅｎｇｔ１１００高效液相色谱
仪进行试验研究，色谱柱选用 Ａｇｉｌｅｎｔ的 ＺＯＲＢＡＸ
ＳＢＣ１８柱，具体参数为５μｍ×２５０ｍｍ×４６ｍｍ，柱
温为３０℃，进样量为１０μＬ，以水和乙腈（以下分别
称之为流动相Ａ和流动相 Ｂ）作为本次研究的流动
相的条件，并以１ｍＬ／ｍｉｎ的流速开展参附注射液的
ＨＰＬＣ人参皂苷浓度研究，根据高效液相色谱法
（ＨＰＬＣ）的梯度洗脱程序进行试验。见表１。在这
个色谱条件下获得参附注射液样品 ＨＰＬＣ图谱（图
１）和混合对照品ＨＰＬＣ图谱（图２）。

表１　梯度洗脱程序（检测波长为２０３ｎｍ）

时间（ｍｉｎ） 流动相Ａ 流动相Ｂ

０～２９ ８０ ２０
２９～３０ ７１ ２９
３０～４６ ７１ ２９
４６～５７ ６３ ３７

２２　对照品溶液的制备　所有人参皂苷均由中国
食品药品检定研究院检测合格后提供，在对照品溶

液的制备中，首先将中国食品药品检定研究院提供

的４种人参皂苷对照品（即人参皂苷Ｒｂ１对照品、人
参皂苷Ｒｄ对照品、人参皂苷 Ｒｇ１对照品、人参皂苷
Ｒｅ对照品）进行精密称取，分别放于对应名称的含
有甲醇容量瓶中，待各种人参皂苷对照品充分溶解

后，再取一个干燥的容量瓶对４种人参皂苷对照品
进行混合，由此获得混合人参皂苷对照品溶液。

２３　供试品溶液的制备　分别从３个不同生产批
次的参附注射液中取出适量待测样品，将其编号为

００１、００２、００３，再将待测样品置于０２２μｍ的微孔滤

·０８９１· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ａｕｇｕｓｔ．２０１９，Ｖｏｌ．１４，Ｎｏ．８



膜进行过滤，最终获得参附注射液供试品溶液。

图１　参附注射液样品ＨＰＬＣ图谱

图２　混合对照品ＨＰＬＣ图谱
　　注：图１和图２中，１～４分别表示人参皂苷Ｒｇ１、人参皂苷Ｒｅ、人

参皂苷Ｒｂ１、人参皂苷Ｒｄ

２４　专属性试验　分别精密吸取混合对照品溶液
及供试品溶液 １０μＬ，按“２１”项色谱条件进行
ＨＰＬＣ检测，结果显示４种人参皂苷（Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１、
Ｒｄ）均具有良好的分离度，拖尾因子均在 ０９８～
１０４范围内，说明本实验采用 ＨＰＬＣ检测参附注射
液中人参皂苷浓度的研究具有良好的专属性。

２５线性关系考察：４种人参皂苷（Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１、
Ｒｄ）均取适量，并根据由低到高的浓度梯度，每种人
参皂苷（Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１、Ｒｄ）均制备５种不同的质量
浓度，其中人参皂苷 Ｒｇ１的质量浓度为 ３１７２、
６３４４、９５１６、１２６８８、１５８６０μｇ／ｍＬ；人参皂苷 Ｒｅ
的质量浓度为 １１４３、２２８６、３４２９、４５７２、５７１５
μｇ／ｍＬ；人参皂苷 Ｒｂ１的质量浓度为 １２９８７、
２５９７４、３８９６１、５１９４８、６４９３５μｇ／ｍＬ；人参皂苷
Ｒｄ的质量浓度为１８７１、３７４２、５６１３、７４８４、９３５５
μｇ／ｍＬ；随后将４种人参皂苷根据从低到高的浓度
分别混合获得５种质量浓度的人参皂苷混合对照品
溶液，分别编号１５并连续进样，进样量１０μＬ，以峰
面积为纵坐标 Ｙ轴，对照品质量浓度为横坐标 Ｘ
轴，绘制标准曲线进行线性回归，计算各个人参皂苷

的回归方程、相关系数。结果详见表 ２。提示人参
皂苷的线性关系良好。

表２　４种人参皂苷的回归方程

人参皂苷 回归方程 相关系数

Ｒｇ１ Ｙ＝１１２７８Ｘ－５４７１ ０９９９７
Ｒｅ Ｙ＝３６３３Ｘ－３６３４ ０９９９３
Ｒｂ１ Ｙ＝８６４０Ｘ－４１８ ０９９９８
Ｒｄ Ｙ＝７０８８Ｘ＋３５０３ ０９９９４

２６　精密度试验　精密度试验采用的是人参皂苷
混合对照品溶液，每次进样均取１０μＬ，连续进样６
次，根据色谱条件检测并记录所有色谱峰的峰面积，

计算ＲＳＤ值，本研究结果显示４种人参皂苷 Ｒｇ１、
Ｒｅ、Ｒｂ１及 Ｒｄ根据峰面积计算的 ＲＳＤ分别为
１２３％、１２８％、１３３％、１２０％、１３５％，结果表明
ＨＰＬＣ仪器具有良好的精密度。
２７　供试品溶液稳定性试验　为了检测参附注射
液样品在２４ｈ内的稳定性，将其室温放置，准备 ７
份容器并标明时间点，分别为０、１、２、３、６、１２、２４ｈ，
根据时间的先后顺序进行 ＨＰＬＣ检测，记录参附注
射液中人参皂苷Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１及Ｒｄ的峰面积，本研
究结果显示：人参皂苷Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１及Ｒｄ的峰面积
ＲＳＤ分别为０４４％、０７５％、０２５％、０８５％；本研究
结果表明，参附注射液供试品溶液在２４ｈ内稳定。
２８　重复性试验　重复性试验的检测样品是参附
注射液供试品溶液，需要严格取同一个批次的参附

注射液，分成６份进行ＨＰＣＬ检测，计算各物质的质
量浓度，人参皂苷Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１及Ｒｄ的平均质量浓
度分别为 ５１７３、２２３３、１５６８５、１４０３６μｇ／ｍＬ，人
参皂苷Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１及 Ｒｄ的 ＲＳＤ分别为１１８％、
１４７％、１８６％、１５９％、１３０％，结果显示 ＨＰＬＣ和
参附注射液均具有良好的重复性。

２９　加样回收率试验　加样回收试验需要同时精
密量取０１２、０２０、０２８ｍＬ的混合对照品溶液和参
附注射液供试品溶液，通过 ＨＰＬＣ检测已知浓度样
品和对照品进行比较并计算平均回收率，结果显示

人参皂苷的加样回收率良好，具有较好的准确度。

具体见表３。

表３　人参皂苷加样回收率

人参

皂苷

样品中含量

（ｍｇ）
加入量

（ｍｇ）
测得量

（ｍｇ）
回收率

平均值

（％）
ＲＳＤ
（％）

Ｒｇ１ １０３８ １０４０ ２０４３ ９６３９ ９８３０ １８２
１０３８ １０４０ ２０８０ ９９９２
１０３８ １０４０ ２０６６ ９８５９

Ｒｅ ６４２ ６２８ １２５１ ９７２３ ９８１６ １０４
６４２ ６２８ １２６３ ９９２２
６４２ ６２８ １２５６ ９８０４

Ｒｂ１ ３１６７ ３０３３ ６１１７ ９７３２ ９９４２ １５４
３１６７ ３０３３ ６１８８ ９９６３
３１６７ ３０３３ ６２３８ １０１３１

Ｒｄ ７０６ ７３１ １４０９ ９６４２ ９８６５ ２０７
７０６ ７３１ １４３９ １００３９
７０６ ７３１ １４３０ ９９１４

２１０　样品测定结果　不同批次参附注射液中人参
皂苷 Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１及 Ｒｄ的浓度存在较大差别。见
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表４。

表４　参附注射液中人参皂苷的浓度测定结果（μｇ／ｍＬ）

批次 人参皂苷Ｒｇ１人参皂苷Ｒｅ人参皂苷Ｒｂ１ 人参皂苷Ｒｄ

００１ １１８６８ ８８４６ ２１３６１ ３６２１
００２ １００４７ ６９３５ １９８４２ ４８３４
００３ ８５８５ ５８５３ ２２６２５ ３９８３

３　讨论
参附注射液作为急救药物，在临床中的应用越

来越广泛，它主要针对阳气暴脱症和阳虚所致的惊

悸、怔忡等急性病症。目前关于参附注射液的药理

研究众多，如抗心力衰竭［１０］、保护缺血再灌注损

伤［１１］和抗休克［１２］等，但至今为止对参附注射液有

关其化学成分、成分浓度分析等的研究鲜见报道。

近年来中药注射剂的不良反应报道屡见不鲜［１３］，目

前有很多的因素影响着中药注射剂的安全性和有效

性，除了讨论最多的制备工艺这一影响因素外，还有

中药注射剂质量的评估标准，再到具体发挥药效的

物质等各种影响环节［１４］。因此为保证参附注射剂

的临床疗效，不应拘泥于单一成分、单一指标，而应

着眼于多成分多指标，对药物产品进行全方位的质

量评价，以确保参附注射液的药效物质基础，也为保

证参附注射液的用药安全提供科学依据。我们主要

研究参附注射液中的人参皂苷这以药效物质，关于

人参皂苷的分离、纯化的研究早在２０世纪６０年代
就有文献［１５１６］报道，详细阐述了人参皂苷的水解过

程以及水解后得到的产物化学结构。研究人员在前

人的基础上，进一步提取人参中的人参皂苷，采用薄

层层析分析并命名获得的人参皂苷各个亚型，命名

原则根据薄层层析所得 Ｒｆ值大小命名子成分。而
本研究选择了４种含量较高的人参皂苷成分进行分
析研究，这４种人参皂苷的Ｒｆ值由小到大的顺序依
次为Ｒｂ１、Ｒｄ、Ｒｅ、Ｒｇ１［１７１８］；其中人参皂苷 Ｒｂ１、Ｒｄ
属于原人参二醇型，而人参皂苷 Ｒｇ１、Ｒｅ属于原人
参三醇型皂苷［１９］。

在参附注射液中人参皂苷的 Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１和
Ｒｄ等４种亚型浓度的检测工作中发现，采用可见紫
外分光分光度法仅对总人参皂苷浓度的检测敏感度

较高，而对Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１和Ｒｄ等４种亚型的敏感性
较低，因此未采取该法测定参附注射液中的人参皂

苷浓度；而薄层扫描法（ＴＬＣＳ）操作步骤相对较复
杂，实验过程中对外界条件要求较高，反而一定程度

影响Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１和Ｒｄ等４种亚型的敏感性；而在
ＨＰＬＣ的操作过程中，方法简便易行，系统较封闭，分
离过程不易受外界影响，在方法严谨性考察中，专属

性、精密度、稳定性和重复性均良好，这充分显示了

ＨＰＬＣ检测法的高效能、高敏度及高广度的应用特
点。鉴于此我们选用 ＨＰＬＣ作为主要检测手段，并
结合线性回归方程对参附注射液在某一个浓度或峰

高（面积）条件的样品成分进行测定，检测其是否符

合紫外检测器的朗伯比尔定律。本研究结果显示，

线性回归方程：人参皂苷 Ｒｇ１为 Ｙ＝１１２７８Ｘ－
５４７１，人参皂苷 Ｒｅ为 Ｙ＝３６３３Ｘ－３６３４，人参皂
苷Ｒｂ１为Ｙ＝８６４０Ｘ－４１８，人参皂苷 Ｒｄ为 Ｙ＝
７０８８Ｘ＋３５０３，所有人参皂苷相关系数均 ＞０９９９，
说明人参皂苷线性关系良好；而参附注射液的加样

回收试验结果显示人参皂苷 Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１及 Ｒｄ的
ＲＳＤ分别为１８２％、１０４％、１５４％、２０７％，说明人
参皂苷的加样回收率均良好，与其他参附注射液的

相关 ＨＰＬＣ研究的加样回收率的结果一致［２０］。本

研究关于流动相的试验性探索中，在 ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢ
ＡＸＳＢＣ１８柱中，对比甲醇水和乙腈水这２种流动
相的差异，本研究通过对比发现，当乙腈水作为流
动相时，ＨＰＬＣ用最少的分析时间得到的人参皂苷
Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１及 Ｒｄ分析图中的峰形具有最高的分
离度、最低的干扰度，其峰形的基线噪声也是最低

的。ＨＰＬＣ试验过程中，经二极管阵列检测器进行紫
外光谱扫描，比较了２０２ｎｍ波长和２０３ｎｍ波长对
人参皂苷皂苷浓度检测的影响，结果表明４种人参
皂苷均在２０２ｎｍ处的最大吸收情况和杂质影响状况
均不如其在 ２０３ｎｍ处，故本研究确定检测波长为
２０３ｎｍ。
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别分析手段，具有模糊性、整体性和专属性，能全面

反映荷芪散的内在化学特征［９］。ＱＡＭＳ法通过测定
易得、廉价、稳定、有效的一个成分，根据成分间的内

在函数和比例关系，实现了同时测定多个成分的含

量［１０］。甘草苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、金丝桃苷、荷

叶碱、芦荟大黄素、橙黄决明素分别为甘草、黄芪、荷

叶、决明子的有效性代表成分，具有降脂、降血压、抗

氧化、抗菌、抗癌、抗病毒、利尿、免疫调节、清除自由

基、保肝等作用［１１１５］。故本研究以指纹图谱结合

ＱＡＭＳ法可有效地评价荷芪散质量，为临床用药的
安全性和有效性提供保证。

综上所述，本研究以甘草苷、毛蕊异黄酮葡萄糖

苷、金丝桃苷、荷叶碱、芦荟大黄素、橙黄决明素６种
成分为指标，建立的 ＱＡＭＳ结合指纹图谱法操作简
便、重现性好、专属性强、结果准确，可为荷芪散的质

量评价提供依据。
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